USTAV ZEMEDELSKYCH A POTRAVINARSKYCH
INFORMACI

VETERINARNI
MEDICINA

B

:uK39 LX\ : & kg v S
(8 GESKA AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

N0375-8427  SLOVENSKA AKADEMIA PODOHOSPODARSKYCH VIED



VETERINARNI MEDICINA VoLUME 33000}

The journal publishes experimental papers and reviews from all spheres of veterinary
medicine

The contents of all editions and paper summaries are covered by Current Contents -
Agriculture, Biology and Environmental Sciences

Editorial Board - Redak¢nirada
Prof. MVDr.Jan B oud a, DrSc., University of Veterinary and Pharmaceutical Scien- ‘

ces, Bmo, Czech Republic '

MVDr. Ivan Herzi g, DrSc., University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences,
Bmo, Czech Republic

Prof. MVDr. Bohumir Ho firek, DrSc., University of Veterinary and Pharmaceuti
cal Sciences, Bmo, Czech Republic

Prof. MVDr. Karel Hru$k a, CSc., (Chairman), Veterinary Research Institute, Bmo
Czech Republic

i
Doc. MVDr. Gabriel K ov d¢&, DrSc., University of Veterinary Medicine, KoSice
Slovak Republic

Doc.MVDr. Imrich M ar a & e k , DrSc., Research Institute of Experimental Veterinar
Medicine, Kosice, Slovak Republic

Doc. MVDr. Ivan Rosival,CSc., University of Veterinary Medicine, KoSice, Slc’
vak Republic

Prof. MVDr. Bohumil 8 e v &1{k, DrSc., Research Institute of Feed Supplements ar
Veterinary Drugs, Jilové u Prahy, Czech Republic '

Editor in Chief - Vedouci redaktorka
Ing. Zdenka RadoSovi

© Institute of Agricultural and Food Information, Prague 1994



NOVE POZNATKY O IZOENZYMOCH
LAKTA’I:DEHYDROGENAZY V KRVNYCH SERACH
OSIPANYCH PRI PORAZKE

D. Heinova, J. Blahovec, G. Kovac

Univerzita veterindrskeho lekarstva, KoSice

V préici popisujeme nezvyajny obraz izoenzymov laktitdehydrogenazy-LD (EC
1.1.1.27), ktory sme zaznamenali v krvnych sérach osipanych pri porizke. Po se-
pardcii izoenzymov LD v gradiente polyakrylamidu (nativna PAGE), sa v kato-
dickej oblasti LD4 sér pordZanych zvierat objavila zvlastna - zdanliva LDs frakcia.
Téito frakcia bola neobvykld svojou neochotou delit sa v podmienkach nativnej
PAGE a vytvirala obraz difiznej z6ny. Jej pritomnost’ mala za nésledok proporcio-
nalny pokles kvantitativneho zastiipenia ostatnych foriem enzymu, predovietkym
LD, aZz LDs3. Pri vySetreni homogenity difiznej LD-z6ny pomocou gélovej izoe-
lektrickej fokusacie (IEF) sa v oblasti s relativne vysokou hodnotou pH (asi 9)
objavili dve, a v niektorych pripadoch aZ tri extra frakcie. Ich lokalizicia v gra-
diente pH bola zjavne odlisnd od lokaliz4cie pravych molekil LD. Toto zistenie
vylidilo pdvodni domnienku, Ze pritomnost’ difiznej LD-zény, zaznamenanej po
nativnej PAGE, odrdZa zvySeni aktivitu LDs v sérach postihnutych zvierat. Nao-
pak, IEF ukazala, Ze v skuto¢nosti sa jednd o zmes dvoch aZ troch elektroforeticky
odlisnych bielkovin s relativne vysokymi pl hodnotami. KedZe tieto nové bielko-
viny sa svojimi elektroforetickymi vlastnostami vyrazne odliSovali od pravych
izoenzymov LD, nazvali sme ich bielkoviny podobné laktatdehydrogenaze (LD-like
proteiny). Povod tychto nezvycajnych litok ndm zatial nie je zndmy.

s€ra oSipanych pri pordZke; izoenzymy laktitdehydrogenazy; LD-like proteiny

V normélnych sérach Zivo&ichov a ¢loveka sa nachddza spravidla pit izoenzy-
mov laktdtdehydrogendzy-LD (EC 1.1.1.27), ktorych vzdjomné kvantitativne
zastipenie je odli$né a pre dany biologicky druh pomerne charakteristické (M i -
chdlek a Marcanik, 1975, Preus et al, 1989; Heinovd -a
Blahovec, 199%4a). Pri poSkodeni orgdnu bohatého na izoenzymy LD (srdce,
peceri, sval) Castokrit dochddza k zmene tejto charakteristiky v prospech zmno-
Zenia sérovej aktivity tych foriem enzymu, ktoré si v prislu§nom tkanive majo-
ritné (Bartik a Marcanik, 1967, Maekawa Masato, 1988).
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Obraz sérovych izoenzymov laktdtdehydrogendzy je jednym z vyznamnych
indikdtorov, napr. pri posiideni poskodenia svalovych buniek. Je totiZ dobre zn4-
me, Ze tieto bunky sa vyznacujii vysokym obsahom M4 formy enzymu (LDs) pri
takmer zanedbatelnom mnoZstve jeho ostatnych tetramémych variant (Plage -
mann etal., 1960; Wilson etal.,1963; Thornton a Lohni , 1979
Beatty a Doxey, 1983; Yasuda etal, 1990). Preto poSkodenie sva-
lového tkaniva m4 za nésledok zvy3enie aktivity LDs v sére postihnutého Zivo-
¢icha, ¢o je moZné spolahlivo zaznamenat pomocou réznych elektroforetickych
technik.

Z literdmych idajov je zndme, Ze k poskodeniu svalovych buniek s ndslednym
zvySenim aktivity LDs v krvnom sére zvierat dochddza Castokrét u o$ipanych pri
poriZke M ori etal, 1990; Weeding et al, 1993). Vysledky naSich po-
zorovani v oblasti izoenzymov LD v pordZkovych sérach hoviidzieho dobytka
(Heinovd a Blahovec, 1994b) v¥ak ukdzali, Ze zdanlivd LDs frakcia je
v skutoc¢nosti tvorend zmesou bdzickych LD-like bielkovin neznidmeho p6vodu.
Zaujimalo nds preto, ¢i v pripade krvnych sér u odpordZanych o3fpanych sa sku-
to¢ne jednd o homogénnu LDs frakciu alebo Ci aj v tomto pripade je moZné
identifikovat’ nezndme proteiny s LD-katalytickou aktivitou.

MATERIAL A METODA

ZVIERATA A KRVNE SERA

Vy3etrené boli krvné séra o$ipanych pri pordzke (n = 20). Zvieratd, kriZence
miisového typu, boli klinicky zdravé, jato¢nej hmotnosti. Ako kontrola shiZili
krvné séra o$ipanych s normdlnou elektroforetickou mobilitou izoenzymov lak-
titdehydrogendzy, t. j. s obrazom izoenymov LD, ktory je typicky pre zvieratd
v podmienkach ustajiiovacich priestorov. Ziskané boli od dospelych a klinicky
zdravych jedincov (n = 8), primeraného vyZivného stavu, ktoré boli ustajnené
v ustajiiovacich priestoroch naSej Univerzity.

Krv o3fpanych pri pordZke sme odobrali pri exsangvindcii, u kontrolnych
zvierat z vena cava cranialis. Z vy3etrenia sme vylicili hemolyzované séra.

Stanovenie celkovej LD aktivity ako aj elektroforetické separdcie jej izoenzy-
mov sme robili v defi odberu krvi. Katalyticki aktivitu LD (IU) sme vy3etrili
kolorimetrickou metédou podra autorov Sevela a Tovdrek (1959) pri te-
plote 37 °C. Celkové proteiny sme stanovili metédou podla Bradfordovej
(1976).
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ELEKTROFOREZY

Separdciu sérovych bielkovin a izoenzymov laktitdehydrogendzy sme robili
pomocou elektroforetického systému PhastSystem (Pharmacia LKB, Svédsko).
PouZili sme tieto separa¢né techniky:

1. Gradientova polyakrylamidov4 elektroforéza s kontinudlnou 8 - 25% gradien-
tovou separa¢nou z6nou a 2% zosietovanim (PAGE 8 - 25). Separa¢né pod-
mienky: 400 V, 10,0 mA, 45 min. Separdcia prebiehala za chladu pri 4 °C
a za pouzitia pufrovacieho systému 0,88 M L-alanin/0,25 M Tris pH 8,8.
Krvné séra boli pred aplikdciou na gél riedené vo vhodnom pomere v 50 mM
Tris/HCI pufri pH 7,5.

2. Gélov4 izoelektrickd fokusdcia (IEF) s rozsahom pH 3-9 v homogénnom 5%
polyakrylamidovom géli a s obsahom thmalytcR ako nosi¢a amfolytov. Pod-
mienky separdcie: 2 000 V, 2,5 mA, 15 °C, 20 min.

Pritomnost izoenzymov v géli bola detekovand farebnou reakciou s nitroblue
tetrazoliom (NBT), bielkoviny boli farbené s Coommassie Brilliant Blue R (Phar-
macia LKB, Svédsko). Denzitometrické vyhodnotenie (613 nm) a kvantifikéciu
elektroforetickych obrazov sme robili pomocou PhastImage systému (Pharmacia
LKB, Svédsko). Relativne rozloZenie LD vo frakcidch jej izoenzymov sme vy-
jadrili v percentdch celkovej aktivity.

VYSLEDKY

Typicky denzitometricky obraz bielkovin a izoenzymov LD normdlneho krv-
ného séra oSipanych a séra zvierat pri pordZke po elektroforetickej separdcii
v gradiente polyakrylamidu (PAGE) zndzomiuje obr. 1 a 2. Z obr. 1 je vidiet, Ze
v anodickej Casti elektroforeogramu normdlnych krvnych sér oSipanych boli de-
tekované 3tyri frakcie enzymu, LD; aZ LD4. Ich mobilita zodpovedala mobilite
bielkovin putujicich v oblasti skupiny B-y- globulinov.

V pripade zvierat pri pordZzke sa elektroforeogram sérovych LD vyznaCoval
objavenim sa dalSej - difiiznej z6ny v katodickej Casti LD4 (obr. 2). Na elektro-
foreograme sérovych bielkovin tych istych zvierat (obr.2) sme prisludnui bielko-
vinovii frakciu, ktord by zodpovedala tejto zvlddtnej LD-z6ne, nezistili.

Hodnoty celkovych bielkovin (g/l) a relativne rozdelenie aktivity LD v sérach
obidvoch skupin zvierat vyjadrené v percentdch celkovej aktivity LD uvddza
tab. I. Z tab. I vidief, Ze celkové bielkoviny ani celkov4 aktivita LD (IU) v sérach
o$ipanych pri pordZke nebola oproti normdlnym séram vyznamne zvySend (1,6-
a 1,4- -krét, jednotlivo). V ddsledku pritomnosti extra LD-z6ny v tychto sérach
v8ak doslo k proporciondlnemu poklesu (%) zastipenia jednotlivych izoenzymev
s normdlnou elektroforetickou mobilitou (tab. I).
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1. Typicky denzitometricky obraz bielkovin (a) a izoenzgmov laktitdehydrogendzy (b) v nor-
mélnych krvnych sérach o$fpanych (nativna PAGE 8 - 25%); pA - prealbuminy, A - albumfn,
a-, B-, ¥-, 8-globulinové frakcie; ¥fpka oznatuje miesto aplikdcie 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-, B-, y-, 3-glubulin fractions: arrow
indicates the place of sample application
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2. Typicky denzitometricky obraz bielkovin (a) a izoenzymov laktdtdehydrogendzy (b) v krv-
nych sérach osipanych pri pordZke (nativna PAGE 8 - 25%); pA - prealbuminy, A - albumin,
o-, B-, ¥-, S-globulinové frakcie; Sipka oznacuje miesto aplikicie 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-, B-, y-, 8-glubulin fractions:
arrow indicates the place of sample application
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3. Typicky denzitometricky obraz izoenzymov laktdtdehydrogendzy v krvnych sérach osfpanych
po gélovej izoelektrickej fokusicii (pH 3 - 9); a - normélne sérum; b - sérum pordZanych zvierat;
Sipka oznacuje miesto aplikicie 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. Pomemé rozdelenie aktivity laktitdehydrogendzy v krvnych sérach osipanych pri poriZke
(natfvna PAGE 8 - 25 %); hodnoty s priemerom (n) stanovenf — Relative distribution of lactate
dehydrogenase activity in the serum of pigs at slaughter; the values are averages of (n) meas-
urements

| Celkové ) Cclkosvi LD, LD, LD, LD, |LD-like
Sérum bielkoviny LD
@) av) (%)
Normélne*
¢ =12) 61 223 56 29 15 1 -
PordZkové’
@ = 20) 98 360 49 23 12 2 14

'serum, Ztotal proteins, %total LD activity, *normab, sslaughtened

Heterogenitu extra LD-frakcie krvnych sér pordZanych osfpanych sme vy3etrili
pomocou gélovej izoelektrickej fokusdcie (IEF 3-9). Typicky denzitometricky
obraz izoenzymov LD normdlneho krvného séra olipanych a séra zvierat pri
pordZzke po ich elektroforetickej separdcii v gradiente pH zndzoriiuje obr. 3. Z
obr. 3 vidiet, Ze za pouZitia gélovej IEF sa ndm podarilo rozdelit extra LD-z6nu
na dve, a v niektorych pripadoch aZ tri frakcie.

DISKUSIA

Z literdrnych iddajov je zndme, Ze v dbsledku rdznych fyzickych zdtaZi
dochddza v sérach zvierat k zmene obrazu izoenzymov laktitdehydrogenazy
(Garbus etal, 1964; Anderson, 1976). Casto je tito zmena spojend so
zvySenou aktivitou muskuldrmej formy enzymu, t. j. LDs M ori et al., 1990;
Weeding etal., 1993). Preto objavenie sa LD-z6ny v katodickej oblasti LD4
v krvnych sérach o3fpanych pri pordZzke (obr. 2) aj v naSom pripade na prvy
pohlad navodzovalo takéto vysvetlenie. Nami zaznamenand zdanlivd LDs frakcia
viak bola neobvykld svojou neochotou delit sa v podmienkach nativnej PAGE
a vytvdrala obraz difiiznej z6ny. Pri vySetreni homogenity tejto z6ny pomocou
gélovej izoelektrickej fokusdcie (IEF) sa v oblasti s relativne vysokou hodnotou
pH (cca 9) objavili dva, a v niektorych pripadoch aZ tri extra piky (obr. 3). Ich
lokalizdcia v gradiente pH bola zjavne odli3nd od lokalizdcie pravych molekail
LD. Toto zistenie vyhi¢ilo pdvodni domnienku, Ze pritomnost difiiznej LD-z6ny,
zaznamenanej po nativnej PAGE, odrdZa zvySeni aktivitu LDs v sérach postihnu-
tych zvierat. Naopak, IEF ukdzala, Ze v skutoCnosti sa jednd o zmes dvoch aZ
troch elektroforeticky odliSnych bielkovin s relatfvne vysokymi pI hodnotami.
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Z elektroforeogramu sérovych bielkovin (obr. 1, 2) je zrejmé, Ze v oblasti
zodpovedajiicej extra LD-z6ne, t. j. v oblasti 8-globulinov, nedochéddza k tvorbe
novych proteinovych bandov, ktoré by boli detekovatené priamym farbenfm
s Coommassie Brilliant Blue. Ani intenzita difiiznej bielkovinovej z6ny nor-
mdlne pritomnej v tejto oblasti v krvnych sérach zvierat nebola zmenena.
Z toho moZno usudzovat, Ze nami zistené extra bielkovinové frakcie vznikaji
vo vel'mi nizkych koncentrdcidch. Zviditefnenie tychto bielkovin je moZné len
po ich reakcii s NBT.

Ako sme uZz uviedli, separdcia krvnych sér postihnutych zvierat pomocou
gélovej IEF poskytla dve aZ tri extra bielkovinové frakcie s aktivitou laktdtde-
hydrogendzy. KedZe tieto bielkoviny sa svojimi elektroforetickymi vlastnostami
vyrazne odliSovali od pravych izoenzymov LD (obr. 3), nazvali sme ich bielko-
viny podobné laktdtdehydrogendze (LD-like proteiny). Pre oznalenie jednotli-
vych LD-like proteinov sme pouZili princip pouZfvany pre oznadenie normalnych
LD izoenzymov, t. j. ich vzijomni polohu s ohladom na anédu. To znamen4, Ze
frakcia najbliZ8ie k anéde bola oznafend LD-like-1, frakcia najbliZ3ie ku katéde
LD-like-3.

P6vod tychto liatok ndm zatial' nie je znimy. Vzhladom na to, Ze sa jednalo
0 séra zvierat pri poréZke, predpokladdme sivislost so stresovou zdtaZou. V ta-
komto pripade by boli moZné dva spdsoby vysvetlenia pritomnosti nezvy¢ajnych
bielkovin. Na jednej strane mdZe ist o tvorbu novych, oxido-redukénych enzy-
mov ¢o bolo pozorované u cicavcov pri réznych stresovych stavoch (Polla,
1991). Na strane druhej, nie je vyhi¢end ani moZnost vzniku komplexov LD
s nezndmymi novymi bielkovinami s vysokou afinitou k molekuldm LD.

V siivislosti s vy$§ie uvedenym by sme chceli pripomemniit, Ze podobne zme-
neny obraz sérovych izoenzymov LD sme zaznamenali aj u hoviidzieho dobytka
(kriZence slovenského strakatého s niZinnym ciernostrakatym plemenom) pri po-
riZke Heinovd a Blahovec, 1994b). V pripade krvnych sér u pordZa-
ného hoviidzieho dobytka sa v3ak neobvykld LD-like zéna vyznaCovala vyrazne
vy33ou intenzitou a po IEF separdcii poskytla aZ Styri bdzické extra bandy.

Otdzka pdvodu nami zistenych novych extra bielkovinovych frakcif s kataly-
tickou aktivitou laktdtdehydrogendzy v krvnych sérach zvierat pri pordZzke bude
predmetom nasej dalSej préce.
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HEINOVA, D. - BLAHOVEC, J. - KOVAC, G. (University of Veterinary Medicine,
Kofgice):

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
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of normal serum (Fig. 1) and was characterized by the occurrence of an extra LD-
fraction in the cathodic site of LDs (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 LD, to LD3, in
slaughtered pig sera (Tab. I). 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 LDs 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 Heino v , CSc., Univerzita veterinirskeho lekérstva,
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Tel. 095 34768, fax 095 767675
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UCINNOST INTRARUMINALNYCH ALBENDAZOLOVYCH BOLUSOV
NA GASTROINTESTINALNE NEMATODY A TREMATODY
DICROCOELIUM DENDRITICUM U OVIEC

J. Corba, I. Krupicer, M. Varady, B. Pefko

Parazitologicky istav SAV, KoSice

U&innost intraruminélnych albendazolovych (ABZ) bélusov (Proftril-Captec)
a vplyv terapie na niektoré produkéné parametre sme Studovali vo dvoch experi-
mentoch celkove na 466 bahniciach prirodzene infikovanych gastrointestindlnymi
nematédmi a trematédmi D. dendriticum. Ovoskopickym vy3etrenim féces sme zisti-
li, Ze lieCené zvieratd podas 10-12 tyZdiiov po aplikécii bélusov nevylu€ovali va-
ji¢ka helmintov a Ze sa vyrazne zniZila aj kontaminicia pasienkov zdrodkami
helmintov. Pitevnym vySetrenim sme zistili 96,9 aZ 99,2% &innost’ proti nemat6-
dom Nematodirus spp., Oesophagostomum spp., Cooperia spp., Trichostrongylus spp.
a Trichuris ovis. Prioritne sme zistili dobrii efektivnost ABZ bélusov aj proti tre-
matédom D. dendriticum, ked’ v prvom pokuse bola G&innost 88,5 % a v druhom
91,8 %. Po&as Sestmesa&nej pastevnej sezény liedené bahnice produkovali v prie-
mere o 2,56 kg syra a 0,6 kg viny viac ako nelieCené zvierata.

bahnice; intraruminélne bdlusy; albendazol; gastrointestindlne nematédy; Dicrocoe-
lium dendriticum

V poslednom obdobf bola pre prezivavcov vyvinutd nov4 lieckova forma anti-
helmintik - intrarumindlne bélusy, v ktorych sa uplatiuji difiizne alebo pulza¢né
systémy uvoliiovania ucinnej latky. Ako nosie antihlemintik sa pouZivaji ne-
rozpustné polyméry, z ktorych ldtka difunduje do predZalidkov, alebo odbiira-
telné materidly (bioerozivne polyméry alebo rozpustné akrylity), z ktorych sa
antihlemintikum uvolfiuje pri ich rozpade.  Intrarumindlne bélusy si pokrokom
v profylaxii a terapii parazit6z, lebo chrénia pasiice sa zvieratd pred reinfekciou
a zamedzuji vylu¢ovaniu zdrodkov parazitov do ich Zivotmého prostredia. Ich
d'alSou vyhodou je, Ze nevyZaduji ochranni dobu pre miso a mlieko a ich ¢in-
nost doznieva vo velmi kréitkom &ase po uvolnenf celej ddvky cinnej 14tky.

Prvym takymto pripravkom uré¢enym pre ovce si b6lusy Proftril-Captec vyvi-
nuté v laboratériach SKB. Za obdobie asi 100 dnf sa z nich v organizme pasiice-
ho sa zvieratd postupne uvolnf 32,5 g albendazolu (ABZ). Ulohou naSich dvoch

* Vysledky uverejnenej price boli dosiahnuté pri rieSenf projektu 163/1993 GAV SR.
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experimentov bolo $tudovat’ 1i¢inok tejto liekovej formy na gastrointestindlne
nematdédy a tremat6dy D. dendriticum a vplyv tejto terapie na niektoré produk¢né
parametre u prirodzene infikovanych bahnic.

MATERIAL A METODY

V oboch experimentoch.sme postupovali v silade s doporu¢eniami Svetovej
asocidcie pre pokrok vo veterindmej parazitol6gii (WAAVP) pre testovanie anti-
helmintik u preZivavcov (Powers ai., 1982).

POKUS 1

Pokus 1 sme urobili na 300 bahniciach plemena Valaska, veku 2-5 rokov

a 0 hmotnosti 40-57 kg. Opakovanym ovoskopickym vySetrenim féces modifi-

kovanou McMasterovou metédou (Ministry of Agriculture, 1971) a laborat6rnou

kultivdciou vajiCok helmintov sme u tychto zvierat zistili infekciu nematédmi

Oesophagostomum spp., Ostertagia spp., Trichostrongylus spp., Cooperia spp., Ne-

matodirus Spp., Trichuris ovis a tremat6édmi D. dendriticum.-Zvieratd sme rozdelili

do dvoch rovnakych skupin. Prvej skupine 150 bahnic sme 30. aprila 1991 (dva
tyZdne po vyhnatf na paSu) aplikovali po jednom intrarumindlnom béluse 3pe-
cidlnym aplikdtorom. Pri aplikdcii b6lusov sme nezistili ani retenciu v ezofagu
ani iné vedrajsie priznaky. Druhd skupina 150 bahnic zostala nelieend a shiZila
na kontrolu. Po&as celého experimentu boli zvieratd drZzané oddelene na dvoch
pasienkoch pribliZzne rovnakych rozmerov. Na tychto pasienkoch sa v predchdd-
zajucich dvoch rokoch vyskytla klinicky zjavnd forma gastrointestindlnych ne-
matod6z a dikroceliézy.

V dvojtyZdiiovych intervaloch sme v obdobf april - okt6ber robili tieto vy-

Setrenia:

— odoberali sme rektélne individudlne vzorky féces od 30 oznafenych zvierat
z oboch skupfn (20 % stdda). V laborat6ériu sme vzorky féces vySetrili McMas-
terovou metédou a stanovili sme hgdnoty EPG (pocet vaji€ok helmintovv 1 g
féces),

— vzorky trévnatého porastu sme vySetrili na pritomnost’ lariev nemat6dov me-
tédou CVL (M A FF, 1986) a stanovili pocty lariev na 1 kg travy,

— produkciu syra sme zaznamenali v oboch skupindch v mesaénych intervaloch
a prepocitali na hmotnost syra v kg na bahnicu podas celej pastevnej sezény,

— 30. oktébra boli v3etky bahnice ostrihané a po zvéZen{ viny v oboch skupinédch
sme prepocitali priememni produkciu na bahnicu,

— 16. novembra sme odporazili 14 ozna¢enych bahnic (7 z lieenej a 7 z kon-
trolnej skupiny) na sanitnom bitiinku a ich vmitorné orgdny (abomasum, ¢rev4,
peceil) sme vySetrili orgdnovou helmintologickou pitvou.
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POKUS 2

Pokus 2 sme robili v stdde 156 bahnfc plemena Slovenské merino veku 3 aZ
5 rokov, o hmotnosti 45-60 kg. Ovoskopickym vy3etrenim féces sme zistili silni
infekciu trematédmi D. dendriticum. Tiito diagnézu sme potvrdili aj klinickym
vySetrenfm, ked’ u chorych zvierat sme zistovali vyrazni anémiu alebo ikterus,
submandibuldrne edémy, nechutenstvo, chudnutie a vyrazné znfZenie produkcie
mlieka. V peceniach dvoch bahnic, ktoré uhynuli na pastve pred zaiatkom expe-
rimentu, sme zistili 4 890 a 7 650 exempldrov dikrocélii. Okrem vaji¢ok
D. dendriticum sme vo féces nachddzali ojedinele aj vaji¢ka gastrointestindlnych
nematédov Nematodirus spp. a Trichuris ovis.

28. augusta 1992 sme 145 bahniciam aplikovali po jednom Proftril-Captec
béluse a 11 bahnic sme ponechali ako nelieCeni kontrolu. Vo dvojtyZdennych
intervaloch sme odoberali individudlne rektdlne vzorky féces od 11 oznaCenych
lieCenych zvierat a 11 kontrolnych, neiieéenjch bahnic. Zdroveni sme sledovali
aj klinicky priebeh ochorenia v oboch skupindch.

10. decembra 1992 sme oznacené zvieratd odporazili na bitinku a ich ¢revd
a pefene podrobili orgdnovej helmintologickej pitve. Porovnanim pitevnych né-
lezov dikrocélif v lie¢enych a nelieCenych bahniciach sme stanovili efektivnost
skiiSanych bélusov proti pohlavne zrelym dikrocélidm.

VYSLEDKY

POKUS 1

Hodnoty EPG

Pocty vaji¢ok helmintov vo féces na zaciatku pokusu boli nfzke (pod 100v 1 g
féces). V obdobf od 2. do 14. tyZdiia boli ovoskopické ndlezy u lieenych zvierat
negatfvne (s vynimkou ojedinelych vajiok Nematodirus spp.), kym u nelie¢enych
kontrolnych zvierat boli hodnoty EPG medzi 550 aZ 1 800. Maximélne hodnoty
EPG sme zistovali v jili a auguste.

Kontaminéacia pasienkov

Na zaciatku pokusu bol pocet lariev nematédov na oboch pasienkov nizky
(200-300 lariev v 1 kg trdvy). Na pasienku kde sa pésli lieCené zvieratd tieto
nizke hodnoty pretrvédvali poas celej pastevnej sezény (maximum 750 lariev
v 1 kg trdvy), kym na pasienku s nelieCenymi bahnicami maximéilne hodnoty
v auguste a septembri dosahovali aZ 12 000 lariev na 1 kg trdvy.
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Pitevné nélezy

Vysledky helmintologickej pitvy vmitornych orgdnov (abomasum, tenké
a hrubé ¢revo a peceil) uvddzame v tab. 1. Pri porovnan{ nélezov helmintov u lie-
denych a neliefenych bahnic sme zistili tito efektivnost b6lusov: Nematodirus
spp. 99,0 %, Oesophagostomum spp. 98,7 %, Ostertagia spp. 98,6 %, Cooperia
Spp- 99,2 %, Trichostrongylus spp. 99,1 %, Trichuris ovis 96,9 % a D. dendriticum
88,5 %.

Produkéné parametre

Priemernd produkcia syra na bahnicu po¢as pastevnej sezény bola v liecenej
skupine 13,20 kg, kym v nelieCenej skupine 10,64 kg. Priemernéd produkcia viny
v lieCenej skupine bola 3,96 kg na bahnicu, kym v nelieCenej skupine 3,36 kg na
bahnicu.

POKUS 2

Hodnoty EPG

Povodné hodnoty EPG pred terapiou v oboch skupinédch zvierat boli v roz-
medz{ 1 800 aZ 4 300 vajiok dikrocélif v 1 g féces. U lie¢enych zvierat uZ dva
tyZdne po aplik4cii b6lusov sme zistili prudky pokles v poctoch vyluCovanych
vaji¢ok a v obdobi od 4. do 12. tyZdiia bol ndlez vajicok vo féces len ojedinely.
U kontrolnych, nelieenych zvierat sme zistili maximdlne vylucovanie vaji¢ok
dikrocélif v oktébri a novembri, kedy sme nachddzali vySe 7 000 vaji¢ok v 1 g
féces.

Klinicky nélez

U lieCenych zvierat sa rychlo upravoval ich zdravotny stav. Zvieratd zacali
normdlne prijimaf potravu a zvy$ila sa aj produkcia mlieka. V okt6bri a novem-
bri sme uZ nepozorovali edémy ani ikterus i ked anémia sliznic pretrvédvala.
U kontrolnych zvierat sa zdravotny stav postupne zhor$oval a na konci pokusu
uZ zvieratd neprijfmali potravu, zaostdvali za stidom a polihovali.

Pitevné nalezy

Pri pitve u v3etkych 11 lieCenych bahnic v ich predZalidkoch na$li priazdne
cylindre od bélusov. Nélezy dikrocélif v pe¢eniach a prilahlej ¢asti tenkého ¢reva
(0,5 m) uvddzame v tab. II. Z nej je zrejmé, Ze albendazolové bélusy signifi-
kantne redukovali poc¢ty pohlavne zrelych dikrocélif, ked’ ich priemernd efek-
tivnost u lie¢enych bahnic bola 91,8 %. Ndjdené dikrocélie, ktoré preZili terapiu,
boli pohyblivé a nevykazovali Ziadne zndmky po3kodenia antihelmintikom.
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TOE POE-L6T :(9) 661 ‘66 UZD - "PAIN PRA

L. Pitevné nélezy helmintov v lie€engch a nelie€enych bahniciach — Necropsy findings of helmints in treated and untreated ewes

Abomasum Tenké &revo® Hrubé &revo’ Pedeit®
Cislo zvierata' Ostertagia | Trichostrongy- . Nematodirus | Oesophagos- P Dicrocoelium
spp. lus spp. Coeperia app: spp. tomum spp. TricHuris . dendriticum
Proftril-Captec
1 14 114 110 27 2 3 13
2 0 0 0 0 1 1 114
3 0 0 0 4 10
4 0 113 0 0 0 17
5 17 17 60 0 0 0 0
6 28 0 0 0 0 0
7 0 17 0 0 3 34
Priemer + SD° 84 % 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
Nelie&ené kontrola®
8 1258 2 396 7 631 896 27 28 864
9 976 1824 5330 117 16 49 114
10 181 2430 4 261 94 33 76 96
11 589 2 871 3920 389 79 47 129
12 74 1110 5 824 210 44 19 321
13 239 2 436 4410 936 7 66 70
14 786 2093 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+ 229 51,1 £20,4 |231,3+2625

1

animal no., Zsmall intestine, 3large intestine, 4liver. 5average + SD, Suntreated control




II. Pitevné nélezy dikrocélif v lie€enych a nelieCenych bahniciach — Necropsy findings of
dicrocoeliae in treated and untreated ewes

Cislo zvierafa' Tenké &revo’ Pedeii®
Proftril-Captec
1 10 36
2 ' 17 58
3 29 168
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 + SD* 19,7 £ 13,2 179,3 + 56,4
NelieSens kontrola®
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 2330
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

1 2

animal no., “small intestine, 3Iiw;:r. ‘average + SD, Suntreated control

Vyrazné rozdiely boli viditelné aj na pe€eniach lieCenych a nelieCenych zvie-
rat. Na peleniach kontrolnych bahnfc boli zretefné symptémy katardlnej
cholangitidy a pericholangitidy, vyrazné zhrubnutie Zl¢ovodov a cirh6za. U lie-
Cenych zvierat boli ich pedene na pohlad bez zmien, len pri prie¢nom reze bolo
pozorované zhrubnutie Zl¢ovodov.
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DISKUSIA

Prvé sprévy o icinnosti novej lickovej formy albendazolu v intrarumindlnych
bélusoch u oviec poukdzali na vy3Siu i¢innost antihelmintik v porovnani s pero-
rdlnou suspenziou (Dorchies ai., 1987). Takisto Dorchies ai.(1988)
zistili dobni i¢innost ABZ bélusov proti gastrointestindlnym nematédom a plicnym
C¢ervom D. filaria. Chaton-Schaffner ai. (1988) potvrdili v experi-
mente, ¢ ABZ bélusy chrinili ovce na pasienku pred reinfekciou gastrointes-
tindlnymi nematédmi vy3e 90 dnf.

Nase vysledky zfskané pri $tidiu i¢innosti ABZ bélusov proti tremat6édom
D. dendriticum si prioritné. V prvom pokuse sme zistili 88,5% t¢innost a v dru-
hom pokuse 91,5% &innost na pohlavne zrelé dikrocélie. Vyrazne sa redukovalo
aj vyluCovanie vaji€ok dikrocélif na pasienok, ¢fm sa prerusila ontogenéza tohto
helminta. Takisto sme zistili vyrazne zlepSenie zdravotného stavu infikovanych
bahnic a signifikantme zvy3enie produkénych parametrov.

Intrarumindlne bélusy s obsahom ABZ maji svoje prednosti okrem terapeu-
tického a profylaktického efektu najmé v tom, Ze po ich aplikéci sa nevyZaduje
ochrannd doba na Zivo¢i3né produkty. To m4 mimoriadny vyznam v krajinich,
kde vyroba ovcieho syra predstavuje vyznamni poloZku v ekonomike chovu
oviec. NaSe vysledky s ABZ b6lusmi Proftril-Captec dokazuji, Ze tdto nové
lieckovd forma antihelmintik ndjde uplamenie aj v naSich chovatel'skych pod-
mienkach.
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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., T'richostrongylus 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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MVDr. Jilius € orba, DrSc., Parazitologicky Gistav SAV, Hlinkova 3,
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PHARMACOKINETICS OF SODIUM HUMATE IN CHICKENS*

J. Hampl!, 1. Herzig!, J. Vitek2

Weterinary Research Institute, Brno
2Pharmaceutical Faculty, Charles University, Hradec Krdlové

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 (¢ 1/2 el), steady state distribution volume (Vdss),
blood clearance (Cl), maximal drug concentration (Cmax), time required for appea-
rance of Cmax (tmax), area 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. Cmax 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.

125 1abelled 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 (K106 cking, 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.

* This work has been supported by grant No. 322/3110/02/93 from the Ministry of Industry and
Trade of Czech Republic.
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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 (Kiihnert, 1982). The discovery of the
binding capacity of humic acids instigated a number of studies (Beveridge
and Pickering,1980; Marinsky etal, 1982; Herzig etal., 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 (R ahman et al., 1973, 1988; Rosenthal
etal, 1975; Guilmette etal, 1978, Blank etal., 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 ' by the oxidation method with chloramine T
(Hunter and Greenwood, 1962) was used to determine the rate of
encapsulation into liposomes (Ham p1 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 pug of sodium humate with the radioac-
tivity 3.5.10° 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 Cmax (tmax)
— area under the curve (AUC)

— bioavailability (F)

RESULTS

Stability tests demonstrated that the liposomal phospholipid bilayer was da-
maged and 1251 Jabelled 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. II.
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I. Release of sodium humate from liposomes during incubation in chicken blood serum

O min | 45 min |4 hours | 1 day | 2 days | 6 days | 9 days

Percentage of encapsula-

” 100.0 75.7 72.5 71.6 71.0 68.6 68.3
ted sodium humate

I1. Pharmacokinetic behaviour of a single dose of sodium humate in chickens

Administration

Parameter intracardial oral subcutaneous

HuNa LHuNa HuNa LHuNa HuNa LHuNa
ti2el (hours) 14.8 27.0 78.1 76.2 83.0 85.5
vd,, (ml/pc) | 1 834 4 669 9674 12 663 8 735 14 805
(] (ml/min) 1.4 2.0 1.4 1.9 1.2 2.0
Cinax (cpm/ml) - - 1755 1114 1985 305
G (min) - - 39 95 33 88
AUC 5 (min/cpm/ml) 23.8 17.0 7.1 7.0 17.2 8.3
F (%) 100.0 100.0 29.8 41.3 723 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.

Vdss, 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.

MLYV 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 (Ham p1 et al., 1992). The labelling of sodium humate with
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121 was very stable as documented by the results of radiochromatographical
analyses carried out during 35 days of incubation in chicken blood serum and
PBS Hampl 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 etal., 1991). Itis 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; Moghi -
mi et al., 1991). The rate of catching depends on the size, surface charge,
amount and phospholipid composition of liposomes (I11um et al., 1982; Se -
nior etal, 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 etal., 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 Chia-Ming Chiang, 1988, Clarke and Sto-
kes, 1992a,b; Arien etal., 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 administration 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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HAMPL, J. - HERZIG, I. - VLCEK, J. (Vyzkumny idstav veterindrniho 1ékafstvi, Brno;
Farmaceuticka fakulta University Karlovy, Hradec Krilové):

Farmakokinetika humatu sodného u kurat.
Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 305-313.

U Sesti skupin kufat byly stanoveny zikladni farmakokinetické parametry humaétu
sodného ve volné formé nebo enkapsulovaného do liposomi, a to po intrakardiilni,
perorilni a subkutinni aplikaci.

Velké multilamelami liposomy byly pfipraveny metodou dehydratace-rehydratace.
Ke stanoveni t¢innosti enkapsulace humétu sodného byl jako radioindikator pouZit
humit sodny znageny '*I. Ka*dému kufeti bylo aplikovino 500 pg humétu sodného
bud’ ve volné formé& nebo v liposomech, a to vZdy s konstantni aktivitou radioindika-
toru. Z naméfenych hodnot radioaktivity krve odebirané v uréenych intervalech byly
pomoci software MW Pharm vypoéteny tyto farmakokinetické parametry: poloas
elimina&ni fize (t 1/2 el), distribu¢ni objem za ustileného stavu (Vd,;), krevni clea-
rance (Cl), maximdilni koncentrace aplikované litky (Cmax) a doba potfebnd
k jejimu dosaZeni (tmax), plocha pod kfivkou (AUC) a biologick4 dostupnost apli-
kované latky (F).

Testovanim stability liposomii s enkapsulovanym humitem sodnym inkubaci
v kufecim séru bylo prokazino poskozeni liposomélni fosfolipidni dvojvrstvy a tim
uvoliiovini enkapsulovaného humétu sodného do média. Tato ztrita ma jen omezeny
rozsah.

Farmakokinetickd analyza po podini humétu sodného tfemi aplikanimi cestami
ukdzala, Ze po perordlnim podéini se do systému dostiva pouze asi 1/3 podaného
mnoZstvi, pfi¢emZ podani v liposomalni formé pfisun humétu sodného z gastrointesti-
nélniho traktu zvysilo. Zpiisob podéani neovliviiuje rychlost eliminace humaitu sodné-
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“ho vyjadfenou hodnotami krevni clearance. Po podéni liposomélnich prepariti byly
zaznamendny vy$$i hodnoty clearance. Zpiisob podani naopak ovlivnil délku elimi-
na¢nich polodasii, které jsou u extravaskulamich podani delsi.

Vys3i distribuéni objem za ustileného stavu po perorilnim podéni neZ po intra-
kardidlnim a nejvyS3i po subkutinni aplikaci je zapfi€inén dlouhodobym setrvivanim
humétu sodného v misté aplikace, resp. hromadénim v né€kterém kompartmentu. Pfi
srovnini obou extravaskuldrnich aplikaci byla maximdilni koncentrace (Cmax) dosaZe-
na rychleji pfi podéini volného humatu sodného. -

Hodnoty AUC a z nich vyplyvajici biologicka dostupnost (F) v priibéhu sedmi dni
po aplikaci byla z obou extravaskularnich zpiisobli podani vy33i po subkutinni apli-
kaci volného humétu sodného. Dostupnost humétu sodného aplikovaného subkutinn&
v liposomélni formé je vy33i neZ dostupnost z obou druhii prepariti v pfipad€ podani
per os.

'2] humit sodny; aplikace intrakardiélni, perorilni, subkutinni; polo¥as eliminace;
distribu¢ni objem; clearance; biologicka dostupnost; liposomy

Contact Address:

RNDr. Jaroslav H am p 1, Vyzkumny tstav veterindmiho Iékafstvi, Hudcova 70,
621 32 Bmo, Czech Republic
Tel.: 05 41321241, fax 05 41211229
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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. Cizek

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 paul 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 the 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 etal,1966; Svastov 4 etal., 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 far the
detection of salmonellae in foods (De Smedt etal, 1986; Perales and
Audicana, 1989; Perales and Erkiaga, 1991; De Zutter et
al,, 1991).

In the present paper the productivity of Salmonella motility medium (SAM)
(Pakdnovd and Pataky, 1982) with a conventional cultural procedure
using Rappaport-Vassiliadis broth (Vassiliadis et al., 1976) for the 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 - Bno, Modfice.
The types of samples were:
(I) 122 swabs from freshly dressed broiler carcasses before chilling,
(I) 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 buffered pepton water - 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 Vassiliadis et
al. (1976). '

Salmonella motility medium - SAM (Pakdnovd and Pataky, 1982)
was prepared from the following three solutions:

Solution A contained Tryptone (Oxoid) 10 g, NaCl 8 g, KH,PO4 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 B contained MgCl2.6 H20 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 B 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 °C 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, USOL).

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. IT 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)

No. of positive samples (%)
Types of samples n
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
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Poultry and poultry products are a well known source of human salmonellosis
(Oosterom, 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’ Aoust, 1981).

In the Czech and Slovak Republics, SAM medium has been used for Salmo-
nella isolation for many years (Pakdnovd and Pataky, 1982). This me-
dium is simply the modified semisolid Rappaport medium with a low content of
malachite green (30 mg/l), 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 x% 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 (De Smedt etal, 1986; De Zutter et al., 1991;

Perales and Erkiaga, 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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Izolace salmonel z jate¢éné driibeZe a zarizenf driibeZich jatek dvéma postupy.
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Konvenéni metodou a postupem, ktery zahrnoval selektivni pomnoZeni v modifi-
kované polotuhé Rappaportové plidé (SAM) bylo vySetfeno 235 vzorkii odebranych
z Cerstvé poraZené driibeZe a zafizeni driibeZich jatek (st€ry, oplachy a organy). Obg-
ma postupy byly salmonely prokizény v 61 (26 %) vzorcich. Uroveii kontaminace
salmonelami pfedstavovala u oplachii z jate¢né driibeZe 35,5 %, u stéri ze zafizeni
32,0 % u tkéni orgdnti 31,0 % a u stérii z jate¢né dribeZe 19,7 % vzorkii. Bylo pro-
kazano dvanict riznych sérotypii salmonel, nejéastéji byly izolovany S. saint paul
(26 %) a S. enteritidis (23 %). Mezi ob&ma postupy nebyl prokdzan statisticky vy-
znamny rozdil.

salmonely; motility medium; Rappaport - Vassiliadisova piida; jatené zpracovéni
driibeZe

Contact Address:

MVDr. Alois € 1% ek, CSc., Vysoki ¥kola veterindmi a farmaceutick4, Palacké-
ho 1-3, 612 42 Bmo, Czech Republic
Tel. 05 41321107, fax 05 41211151

320 Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 315-320



ZVYSENI OBRANYSCHOPNOSTI BROJLERU PO PODAVAN{
BIOLOGICKYCH KRMNYCH DOPLNKU

V. Kotrbaéek, R. Halouzka, V. Jurajda, Z. Knotkova, J. Filka

Vysokd $kola veterindrnf a farmaceutickd, Brno

V experimentech na 90 brojlerech jsme ové&fovali vliv biologickych krmnych
dopliikd na somaticky riist a vybrané ukazatele obranyschopnosti. Prvé pokusné
skuping (n = 30) bylo do komer&nich krmnych smési BR 1. a BR II. pfid4no 0,5 %
sufené biomasy fas (Chlorella vulgaris). Oproti kontroldm (n = 30) byl zaznamenén
prikazn§ vzestup Zivé hmotnosti pokusnych jedincil na konci druhého tydne Zivota
(p < 0,05). Vyznamng se u nich zvysila fagocytarni aktivita leukocytd (p < 0,01)
a stimuloval vyvoj stfevni lymfatické tkdan€ a Harderovy Zlazy. U druhé pokusné
skupiny (n = 30), kde krom& 0,2 % Ch. vulgaris bylo piiddvano 0,9 % Setrné& suse-
ného kravského mleziva a 0,9 % stejnym zpiisobem suSenych pivovarskych kvas-
nic, nedo3lo k prikaznému ovlivn&ni rdstu Zivé hmotnosti. Je¥t& vyrazn&ji neZ
u prvé pokusné skupiny vSak vzrostla fagocytdmi aktivita leukocytd (p < 0,01)
a byl prokazin i silny stimulaéni vliv na v§voj lymfatickych tkini. Kromé& toho
byla u téchto jedinci nalezena zvySena hladina specifickych protilitek jako odpo-
véd’ na vakcinaci Newcastleskou nemoci (p < 0,05). Hematologické hodnoty nebyly
biologickymi pfidavky podstatnéji ovlivn€ny.

Chorella vulgaris; pivovarské kvasnice; mlezivo; lymfaticka tkai; leukocyty

O nutriénim vyznamu takovych biologickych krmnych dopliikd, jako jsou
kvasnice, mlezivo, krev nebo sladkovodni Fasy, bylo jiZz publikovdno mnoho
udajd. Spole¢nou charakteristikou téchto produktd je vysoky obsah dusikatych
latek, jejich pfiznivé aminokyselinové sloZenf, vysok4 stravitelnost a zna¢né za-
stoupeni vitamind a minerdlif. Kromé& toho jsou biologické komponenty cenény
jako dondtory litek pisobicich specificky. Mlezivo je zndmym zdrojem imu-
noglobulind, fasy rodu Chlorella mimo jiné obsahuji tzv. Chlorella riistovy faktor,
v krevnim séru je pestrd $kdla protildtek, enzymi, hormond a dalSfch kompo-
nenti. VyuZitelnost té€chto specifickych ldtek v organismu je viak mald vzhledem
k tomu, Ze v procesu konzervace vétSina z nich je naruSena nebo zcela zni¢ena
vysokymi teplotami. I kdyZ byly ¢inény pokusy uplatnit Setrné&j${ konzervaéni
postupy, napt. lyofilizaci, vysledek nesplnil o¢ekdvan{ z ekonomického hlediska.
Napf. cena 1 kg mleziva suSeného lyofilizac{ piesahuje 600 K¢&, coZ piedem
vylucuje jeho Sir3f praktické vyuZiti.
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V poslednich letech doSlo k zavedeni novych konzerva¢nich postupd. Lze
jmenovat napf. chemickou konzervaci krve jatenych zvifat. Ta obchdzi tepelné
zpracovdan{ krve, pfi¢emz zarucuje jejf zdravotnf nezdvadnost(Vrchlabsky,
1992). Siroké moZnosti rovn&Z nabfzi fluidni sueni biologickych materidld, pti
kterém lze jejich cenné komponenty chrénit pfed tepelnou degradaci (K otrb 4 -
¢ek aj.,, 1988; Pist&ldk aj., 1991). Produkty uvedenych postupt bylo viak
tfeba ovéfit v pokusech na zvifatech. Ne3lo o klasické sledovan{ vyZivné hodnoty
takto konzervovanych biologickych krmnych dopliikd, ale spiSe o zjisfovan{ i¢in-
ki specifickych, které by roz3ifily dosavadni znalosti a pfedstavy o tom, jak tyto
latky v organismu pilisobf.

Jako model slouZili v naSich prvych experimentech brojlefi. Sledovali jsme
u nich vliv pfidavkid fasové biomasy, fluidn€ suSenych pivovarskych kvasnic
a stejnym zplisobem pfipravovaného mleziva na vybrané hematologické ukaza-
tele, na obranyschopnost a vyvoj lymfatickych tkdnf.

MATERIAL A METODY

Z 11 000 brojlerd Hybro zastavenych do vykrmu bylo ndhodné vybrdno 90
kust pokusnych jedincd. Ctyfdenni kufata byla pfevezena do pokusné odchovny
a rozdé€lena do tf skupin. Prvé pokusné skupiné P1 (n = 30; 18 J" a 12 Q) bylo
ke komerénfm krmnym smé&sim BR 1., zkrmované do konce tiettho tydne,
a BR II., poddvané jedinciim star§im, pfiddvdno 0,5 % su3ené biomasy fas (Ch.
vulgaris). Druhé pokusné skupin€ P2 (n = 30; 15 J a 15 Q) bylo do té€chto smé&sf
pfiddno 0,2 % biomasy fas, 0,9 % fluidn& suleného kravského mleziva a 0,9 %
fluidné suSenych pivovarskych kvasnic. Tfeti, kontroln{ skupina (n = 30; 18 O
a 12 Q) dostdvala pouze krmné smési komercni.

Kurata byla drZzena na podestylce z hoblin, krmena a napdjena ad libitum.
Spotieba smési byla denné& vdZena. Hmotnost kufat byla zjistovdna individudlng,
a to pfi zahdjeni experimentu, na konci prvniho tydne Zivota a ddle v tydennich
intervalech.

Ve véku 22 dnii byla kufatim v3ech tff skupin aplikovédna vakcina proti New-
castleské nemoci (Avipest, Mevak Nitra). Ve 33., 46. a 56. dnu byla zji§tovédna
hladina specifickych protildtek v krevnim séru hemaglutinatnim inhibi¢nfm tes-
tem (Beard, 1980). ey

Ve vé&ku 21, 33 a 56 dnii bylo z kazdé skupiny 10 jedincd titrac_eno dekapitac.
V odebranych vzorcich krve jsme stanovili zdkladni hematologické hodnoty
a obsah cholesterolu v krevnim séru. Déle byla zji§fovdna fagocytdm{ aktivita
leukocytd a to pomocf 2-hydroxyetylmetakrylatovych ¢astic.

V danych intervalech byla zjidfovdna hmotnost Fabriciovy burzy a sleziny
a kufata byla patologickomorfologicky vySetfena. Na histologické vy3etfenf jsme
odebirali vzorky thymu, Fabriciovy burzy, sleziny, ileocékdlni chlopn&, Mecke-
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lova divertikulu, Harderovy Zldzy, gondd a nadledvin. Po fixaci v 10% neutrél-
nim vodném roztoku formalinu byly vzorky zpracovdny béZnou paraffnovou
technikou a barveny hematoxilinem a eosinem podle Giemsy a Van Giesona. Ve
vy3etfovanych orgdnech jsme pocitali zdrode¢nd centra a v 10 zornych polich pfi
zvétSeni 80x stanovili priméry u jednotlivych kufat a experimentalnfch skupin.

VYSLEDKY

Riist Zivé hmotnosti ud4dva tab. 1. V prvych tydnech Zivota je patrnd tendence
kufat obou pokusnych skupin pievy3ovat Zivou hmotnost{ kufata kontrolni. Roz-
dily dosahovaly aZ 8 %, vé&tSinou v3ak leZely jen na hranicich statistické vyznam-
nosti. Vyjimkou byla statisticky vyznamn4 diference zji$ténd mezi 14dennfmi
brojlery skupiny P1 a kontrolou (p < 0,05).

I. Hmotnost brojlerd (g) — Broiler live weight (g)

Vék kurat K Pl P2 Statistick4
(dny)' | " X+SD T+ SD ¥+ 8D v§znamnost’
4 | 90| s68+ 090| s81+ 083 s8.1+ 1,03
7 |90 | 836+ 1,60 88,1+ 147 877+ 1,76
14 |90 | 190+ 479 | 2058+ 475 | 2013+ 487 |K:P1p <005
21 |90 | 4153+1132| 4381+ 977 | 43391 9,03
28 | 60| 7140+2341 | 7760+2238 | 7440+ 2019
33 | 60 | 1066,0+34,66 | 1123043362 | 1083,02 29381
35 | 30 | 1236045656 | 126004+ 51,54 | 1252,0% 43,12
42 | 30| 1798046454 | 166406165 | 17640+ 67,66
49 | 30 | 22700+ 86,01 | 22790+ 95,08 | 2237,0+ 79,88°
s6 | 30| 28700+ 87,63 | 27790+ 118,86| 2769,0 + 99,35°

* = v diisledku postupného zabfjeni zvifat doslo ke sniZenf poctu kohoutd u P1 a P2 — due to
gradual Killing of the birds the number of cocks decreased in P1 and P2

lage of chickens (days), Z5tatistical significance

V riistu hmotnosti Fabriciovy burzy a sleziny nebyly mezi skupinami kufat
zjidt€ny signifikantn{ rozdily, i kdyZ je ti‘eba uvést, Ze s postupujicim v€kem se
rozdily zvySovaly ve prospéch obou pokusnych skupin (tab. II).

Hematologické ukazatele ani obsah cholesterolu v krevnim séru nebyly pfi-
davkem biologickych dopliikdl vyrazné zmé&nény. Vyjimkou byl prikazné vy3si
hematokrit u 33dennich kuiat skupiny P1 a P2 vii¢i kontroldm.

Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 321-328 323



II. Hmotnost sleziny a Fabriciovy burzy brojleri (g) — The weight of spleen and bursa Fabricii
in broilers (g)

Veék kufat (dny)l = . — e — X
X+ SD X+ SD X+ SD
21 slezina® .0,35 + 0,06 0,40 + 0,07 - 0,41 £ 0,10
F. burza® 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

lage of chickens (days), 2spleen. %bursa F.

Pfidavek fas a zejména pak fasy v kombinaci s pivovarskymi kvasnicemi
a mlezivem vyrazné€ zvySovaly fagocytdrni schopnost leukocytd (obr. 1). Vysoce
vyznamné rozdfly (p < 0,01) byly zaznamendny u jedinci 21 a 33dennich,.
V 56. dnu pak rozdfly mezi skupinami P2 a K jiZ klesly na hranici vyznamnosti
a mezi skupinami P1 a K pod tuto hranici. Na specifickou z4téZ, jakou predsta-
vovala vakcinace virem Newcastleské choroby, byla odezva méné vyraznd
(obr. 2). Nejvy33i titr protildtek byl zaznamendn ve 33. dnu Zivota. Vyznamnost
rozdili byla doloZena mezi skupinou P2 a kontroln{ skupinou (p < 0,05).

Pocet zjisfovanych zdrode¢nych center v perifernich lymfatickych orgdnech
uvddi tab. III. Z nf jsou patrné rozdfly mezi pokusnymi a kontrolnfmi skupinami

III. Primémy pocet zdrode¢nych center v perifernfch lymfatickych orgédnech experimentélnich
brojlert — Average number of germinal centers in the peripheral lymphatic organs of experi-
mental broilers

vk P1 P2 K
@ny)' [ g 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 a5 6,8 12 43 8,5 4,5 2,0 3,0 0,8

Sl = slezina — spleen
ICCH = ileocékdlnf chlopeii — ileocecal valve
MD = Meckeliv divertikul — Meckel’s diverticulum

lage (days)

324 Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 321-328



70 o . . D K
P1
60 - *
&3 &2 P2
| X
- e
t i K
g 40 | § o
E] s EE (X
=3 ottt .0‘
~ o B
] o:o
S 30 F £xi HEEE | S0
~°« = B
7 i it K
B ol s 08
- stz 1950
g 2 1
i o
¥ a0 L “
L il
z i =
33.den* 56.den’®
vik luFat?

1. Fagocytdmi aktivita leukocytd brojlerd; 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 vyznamnosti —
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

1% of phagocytising leucocytes, zagc of chickens, 3day 21, 4da\y 33, 5day 56

10 OK
3 * P B P
g °r & P2
B 1
i 0
gs-
> 4r
g or
-
5 2 L
e gt
o

33.“»a

vik xufet’
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ve 33. a 56. dnu Zivota. Kuifata obou pokusnych skupin po¢tem téchto center
prevy3ovala kontroln{ jedince. Rozdily byly vyrazné zejména pfi srovnan{i kon-
trolni a pokusné skupiny P2 na konci experimentdlniho obdobi.

Vyhodnocenf morfologického obrazu perifernich, ale i centrdlnich lymfatic-
kych orgdnd piineslo obdobnd zji§téni. JestliZze ve v&€ku 21 dnil jsme zjevné
rozdily mezi kontrolnfmi a pokusnymi jedinci nepozorovali, u vzorkd odebra-
nych ve 33. dnu Zivota byly tyto rozdily jiZz znaCné. V ileocekdln{ chlopni
a Meckelové divertikulu kufat P1 a P2 skupiny infiltrovala difuznf lymfatickd
tkdn submukézu a zplisobovala jejf elevaci s ndslednou konstrikcf lumina. Tako-
véto infiltrace chybéla u kontrol.

V 56. dnu Zivota se popsané rozdily mezi kontrolnimi a pokusnymi kufi‘aty
dédle zvé&tSovaly. Ndpadné to bylo zejména pti srovnén{ kontrol a skupiny P2.
U t&chto pokusnych jedinch do3lo k silné infiltraci svalové vrstvy stfeva i jeho
submukézy lymfocyty. Vyraznd plazmocytdmi infiltrace byla pozorovéna v Har-
derové Zl4ze, tvorba cyst a konstrikce lumina v ileocekdlni chlopni. Ektopickd
lymfatickd tkds, kterou jsme nezaznamenali u kontrol a jen sporadicky u skupiny
P1, zde byla béZnym nédlezem.

U poloviny kontrolnich kufat byly nalezeny zndmky involuce thymu s vy-
raznou lymfocytodeplecf kory. U né€kolika jedincd byla kromé& toho zaznamendna
akutni{ ileitida s atrofif murdln{ lymfatické tkdné.

DISKUSE

VétSina autordi, zabyvajfcfch se nutriénfm vyznamem fas u brojlerd, uddvi
jejich maly nebo jen nevyznamny vliv na akceleraci riistu Zivé hmotnosti (K o ¢ {
aj., 1964; Lipstein a Hurwitz,1980; Chrappa, 1989). Na rozdil
od zminénych praci, kde byla zjitovdna hmotnost kufat na konci vykrmu,
v naSem pokusu jsme sledovali riist kufat pribézné. Uk4zalo se, Ze piidavek ras
miiZe v prvych péti tydnech vyvoje riist brojlerd urychlit. Ze zfejmé nejde o vliv
nutriéni, vyplyvalo jak ze srovndni Zivinového sloZeni obou diet, které nale
aditiva podstatné&ji neménila, tak zejména z dalSich ndmi sledovanych ukazateld.
Piidavek fas totiZ vyraznym zplisobem zvysil fagocytdrn{ aktivitu leukocyti mla-
dych kurat a tim jejich nespecifickou obranyschopnost. To mé pro zddrny riist
a vyvoj mladého organismu zdsadni vyznam. V této souvislosti je tfeba uvést
vysledky experimentil autord Rotkov'sk d aj. (1989), Vacek aj.(1990),
ktefi zjistili, Ze vodny vyluh Chlorelly jednordzové& parenteriln€ aplikovany
my3im zvy3uje jejich odolnost vii¢i takové z4téZi, jakou je ozdfenf gama paprsky.
RovnéZ u hospoddr'skych zvifat byly 1i¢inky tohoto vyluhu doloZzeny. Smréek a
S t&pek (1981) pozorovali vyrazné zlepsenf zdravotniho stavu selata Bou ¥k a
(1988) zaznamenal vzestup po¢tu leukocytl u experimentdlnich telat.

Smés fas s pivovarskymi kvasnicemi a mlezivem sledovany imunostimula¢ni
efekt brojlerii nejen zvyraznil, ale posunul i do star§ich v€kovych skupin. Pfi
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zminé&né kombinaci biologickych aditiv byl kromé& toho nalezen priikazny vzestup
titru specifickych protildtek jako odpovéd na predchozf vakcinaci virem New-
castleské choroby.

Vysledky morfologického semikvantitativniho hodnocenf vzorkd orgéanii po-
kusnych kufat prokdzaly vyrazny stimulalni efekt fas samotnych a smési fas
s dal3fmi dopliiky na vyvoj lymfatické tkdné. Nejvyrazné&jsf ucinek jsme pozoro-
vali v intestindln{ lymfatické tkdni a Harderové Zldze. Spocival ve zvySené pro-
liferaci jak zédrodeCnych center, tak difuznf lymfatické tk4né. U kufat, kterym
byla poddvéna aditiva, jsme v priibéhu pokusu nezjistili Zddné patologické zmény
na orgédnech na rozdil od nélezii zdnétlivych zmén stfeva u kontrol, kde byly
navic pozorovéiny i zndmky involuce thymu. Zvy3en4 proliferace lymfatické tk4-
né a vy33f produkce protildtek u kufat P1 a P2 své&ddila o imunogennim ¢inku
poddvanych, Setrné konzervovanych biologickych doplrikd.

Z experimentu uzavirdme, Ze piidavek fas nebo smé&si fas se Setrné su¥enymi
pivovarskymi kvasnicemi a stejnym zplisobem konzervovanym kravskym mlezi-
vem do krmné dévky brojleri miiZe pifznivé ovliviiovat jejich riist a vyvoj, a to
zejména v prvych tydnech jejich Zivota. Vliv na riist Zivé hmotnosti je spiSe nepifmy.
Primdm{ efekt spo¢fvd ve stimulaci celuldmn{ a zfejmé& i humoraln{ 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 P1
(n = 30) received commercial mashes with supplements of 0.5% biomass of fresh-
-water algae (Chlorella vulgaris). The second group P2 (n = 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 K (n = 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

Contact Address:

Doc. ing. Viclav Kotrbé &ek, CSc. Vysoki $kola veterindrni a farma-
ceutickd, Palackého 1-3, 612 42 Bmo, Czech Republic
Tel. 05 41321107, fax 05 41211151
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BIOKLIMA VYKRMNE BROJLEROVYCH KURCIAT
A JEJ VPLYV NA MYKOTICKU KONTAMINACIU

E. Conkova

Univerzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice

V priebehu jedného vykrmového turnusu brojlerovych kurdiat boli sledované vza-
jomné sivislosti medzi bioklimatick§ymi parametrami mastalného prostredia a vy-
skytom mikroskopickych hib. Z mastalného vzduchu boli vykultivované xerofilné
aj hydrofilné druhy mikroskopickych hib. Ich pritomnost bola ovplyvnend pre-
dovSetkym hlavnymi zdrojmi kontaminicie mastalného prostredia - kfmnymi zme-
sami a podstielkou. V kimnych zmesiach boli diagnostikované skladiitné druhy
mikroskopickych hib (penicilid, aspergily), ako aj pol'né druhy (fuziria, alternarie).
Na zadiatku turnusu dominovali hlavne xerofilné penicilinové druhy. Na konci
turnusu prevladali kvasinky. Vo vySetrovanych vzorkiach prachu najviésiu frekven-
ciu vyskytu mal rod Penicillium.

vykrm kurdiat; bioklima; zdroje mikromycét; obsah NH3 a CO2 vo vzduchu

Dosahovanie maximdlnej Zitkovosti a udrZanie dobrého zdravotného stavu
hydiny je podmienené nielen ispe3nou 3Tachtitel'skou prdcou a genetickymi vlast-
nostami hydiny, ale aj tvorbou optimédlneho mastalného prostredia. D6leZitymi
faktormi bioklimy si: teplota, relativna vlhkost, pridenie vzduchu, chemické
a bakteridlne zloZenie vzduchu. Vyznamni lohu zohrdva aj kontaminécia pro-
stredia mikroskopickymi hubami, ktoré vo vhodnych podmienkach prostredia su
schiopné nielen sa rozmnoZovat, ale aj negativne ovplyvnit zdravie hospodar-
skych zvierat. Pdsobenim mikroskopickych hib v organizme zvierat moZe dojst
ku vzniku mykéz. Ochorenia v§ak m6Zu byt vyvolané aj sekundimymi metabo-
litmi mikroskopickych hib, toxinmi, d¢inkom ktorych vznikaji mykotoxikézy.

Zdrojom mikroskopickych lib v mastalnom prostredf je predovietkym krmi-
vo a podstielka, ale na prenose sa mdZu zicastnit aj vtdci, hlodavci, ako aj
oSetrujici persondl (Ged ek, 1980).

CieTom préce bolo sledovat a vyhodnotit mastalni mikroklimu vo vztahu
k mykotickej kontamindcii prostredia na hydindrskej farme zameranej na chov
vykrmovych brojlerovych kurciat.
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MATERIAL A METODA

V priebehu- jedného vykrmového turnusu brojlerovych kur¢iat od 28. 4. do
11. 6. 1993 bola v tyZdiiovych intervaloch ambulantne vy3etrovand dennd dyna-
mika bioklimatickych parametrov. V sledovanom objekte bolo na podstielke
umiestnenych 12 000 kur¢iat s biologickym zataZenim 24 ks/m?. Podstielku,
ktord bola zaloZend tesne pred osadenfm haly vo vy3ke 5-10 cm, tvorili hoblmy
z mikkého dreva. Meraniami sa zistoval stav teploty, relativnej vlhkosti vzduchu,
obsah CO; a NHs. Na stanovenie mykotickej kontamindcie boli odoberané
vzorky krmnych zmesf, podstielky a sedimentovaného prachu.

Relativna vlhkost a teplota boli merané digitdlnym termohydrometrom (Therm
2286-2) v dvojhodinovych intervaloch (8,00; 10,00; 12,00; 14,00; 16,00). Pri-
tomnostf CO2 v mastalnom vzduchu sa stanovovala titratnou metédou a NH3
farebnou reakciou pH papierikov (P ar a akol., 1991). Koncentrdcie mastalnych
plynov boli zistované o 8,00; 12,00 a 16,00 hodine. Merania boli vykondvané na
troch miestach pozdiZnej stredovej osi mastale.

Pocet mikroskopickych hib v 1 m?> mastalného vzduchu bol stanovovany se-
dimenta¢nou metédou na troch miestach haly a prepocitany vzorcom podla
Spurného (1961).

Vzorky kfmnych zmesi boli odoberané z dvoch zdsobnikov umiestnenych
v hale. Podstielka bola vySetrovand tieZ vZdy z troch miest haly. Na ziskanie
prachového sedimentu boli pouZité hlinikové félie o rozmeroch 50 x 50 cm, na
ktoré sa prachovy spdd zachytdval po dobu jedného tyZzdia.

Kvantitativne stanovenie fungdlnej kontamindcie kimnych zmesf{, podstielky
a prachu sa vykondvalo metédou desaUnového riedenia. 10% suspenzia vzorky,
ktora bola zdkladom pre rad riedenf{ 102 az 10 sa pretrepdvala dve hodiny. Na
riedenie sa pouZivala sterilnd pepténové voda. Banky a pipety pouZité pri rieden{
boli sterilné. Z jednotlivych riedeni sa odoberal 1 ml a po 0,5 ml sa inokulovalo
na povrch Sabouraudovho agaru v dvoch Petriho miskdch. Po 5-7 diioch kulti-
vécie pri teplote 21 °C sa spocitali koldnie a ur€il sa pocet spor prepocftany na
1 g vy3etrovanej vzorky.

Kvalitatfvne mykologické vy3etrenie sa robilo metédou posypu. Sterilnou ly-
Zi¢kou sa na povrch Sabouraudovho agaru naniesla tenkd vrstva vySetrovaného
materidlu. Inkubdcia prebiehala pri teplote 21 °C a po Styroch drioch sa vzorky
posudzovali. Mikroskopickd identifikdcia jednotlivych rodov umoznila zistenie
najcastejsie sa vyskytujicich mikroskopickych hib.

VYSLEDKY

Dynamiku teploty, relativnej vlhkosu CO2 a NH3 pocas sledovaného obdobia,
ako aj pocet mikromycét v 1 m® matalného vzduchu dokumentuje tab. 1. Od 2.
do 6. tyZdila veku kurCiat bol zaznamenany postupny ndrast mikroskopickych

330 Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 329-336



I. Dynamika sledovanych fyzikilnych, chemickych a biologickych faktorov prostredia pri
vykme brojlerov — Dynamics of monitored physical, chemical and biological factors of envi-
ronment in fattening of broilers

D4tum mera- Cas Teplota® | Relativnf Co, NH; | Pocet mikrosko-
nia' (ty%defi | merania® vihkost > pickgch hiib®
turnusu)® (h) «S) (%) (%) (ppm) (h.j./m’)
8,00 23,1 47,5 0,28 0 159
g 10,00 25,0 44,0 2 . 477
(1. tg3deii’ 12,00 25,0 452 0,21 0 954
14,00 27,0 47,0 s . 795
16,00 273 50,1 0,38 0 556
8,00 23,4 41,0 0,46 5 318
e 10,00 26,2 45,6 -5 . 227,5
§ 12,00 26,9 47,0 0,3 6
e 19 200e0) 14,00 27,0 43,9 d . 238
16,00 26,4 44,0 0,51 10 318
8,00 23,9 58,0 0,54 10 798
5 & 10,00 24,3 64,0 . s 477
3. tg2dein’ 12,00 25,1 56,0 0,45 15 - 159
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 1431
_ 10,00 22,0 63,0 ; - 8 745
4. tgndes)!® | 12:00 22,5 56,0 0,33 15 1828,5
14,00 20,0 59,0 3 s 4770
16,00 19,0 55,0 0,48 20 6 678
8,00 18,0 55,8 0,31 20 2 067
- 10,00 20,6 60,3 8 . 4314
(5. tgadesy!! | 1200 20,3 58,5 0,21 20 4293
14,00 24,3 60,1 " . 3816
16,00 25,3 63,2 0,38 20 5 008
8,00 18,0 68,5 0,43 20 1431
&% 10,00 20,0 69,0 . 2 255;;
5 2 | 12,00 22,0 70,0 0,38 10 247
(5. Gaden) 14,00 20,0 70,0 ; . 1325
16,00 19,6 1.1 0,46 20 524
8,00 19,9 68,0 0,53 20 398
el 10 | ms L (0o fl g B
13 ) y » y
s k) 1400 | 226 70,0 5 . 463
16,00 20,6 68,2 0,43 50 754

ldate of measurement, 2week of cycle, 3time of measurement, 4tem rature, Srelative humidity,
Shumber of moulds, T1st week, 8nd week, 93rd week, 1%h week, sih week, Z6th week, l?’7th
week
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hib. Najvy$8ie pocéty boli zachytené v 4. aZ 5. tyZdni. Teplota prostredia sa
v tomto obdobf ustélila, ale postupne sa zvySovala vlhkost prostredia.

Tab. IT uddva prehlad o po¢toch mikroskopickych hib v 1 g kfmnej zmesi,
podstielky a prachu. Zdroveri poskytuje prehlad o naj€astejSie sa vyskytujicich
druhoch mikroskopickych hib.

Fungélna kontamindcia kfmnych zmesf BR 1 (sypk4 forma) bola v porovnan{
s kimnymi zmesami BR 2 a BR 3 (granulovand forma) vy3Sia. Kontamin4cia
prachového spddu kolisala v zdvislosti od vyskytu mikroskopickych hib
v kfmnych zmesiach a podstielke. Pofty mikroskopickych hib v podstielke
i v prachu, vy§etrenych riediacou ako aj posypovou metédou, mali ku koncu
turnusu (2,7. 10° a2 0) klesajiicu tendenciu.

Vyskyt mikromycét do ur¢itej miery mohli ovplyvnif aj mastalné plyny. Vo vihkom
prostredf, pri zvy$enf CO2 a NH3 v poslednom tyZdni turnusu klesal po¢et mikrosko-
pickych hiib vo vzduchu, v podstielke i v sedimentovanom prachovom spéde.

6 000

I 300 s

§

2deh
4 5 6 7 SO 4

1 2 3
1. Hodnoty CO, a NH; v mastalnom vzduchu a po&et mikroskopickych hib v 1 m? vzduchu
namerané v priebehu tumusu — The values of CO, and NHj; in stable air and the number of

microscopic moulds per 1 m? of air measured in the course of the cycle

'week of cycle

332 Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 329-336



€EE 9EE-6TE :(9) Y661 *6€ “UOIZD - 'PIN "PA

II. Vyskyt mikroskopickych hdb v 1 g kfmnej zmesi, podstielky a prachu — Occurrence of moulds in 1 g of feeding mixture, litter, and dust

Kfmna zmes® Podstielka® Prach’
Druh Celkovy podet Druhy Celkovy podet Druhy (;elkovy pocet Druhy
Détum . | mikroskopickych izolovanych mikroskopickych izolovanych mikroskopickych izolovanych
odberu’ Z'Z'Z? hib® mikroskopickgch hdb mikroskopickgch hib mikroskopickych
®.j./g") hiib’ (.j./g" hib h.j./gh héb
28.4. | BRI 4,0.10° M. sp. 2,7.10° Cl.sp. - :
F. sp. P.sp. - -
P. sp. M. sp. - -
6. 5. BRI 6,0.10° A. fumigatus 8,0.10* M. sp. 2,0.10° P. sp.
M. sp., P. sp. P. sp. A. fumigatus
Rh. sp. A. fumigatus
13.5. | BR1+BR2 9,0.10° A. flavus 3,0.10* M. sp., P. sp. 2,0.10° P. sp.
A. fumigatus Cl. sp. )
A. niger, Rh. sp.
M. sp., P. sp.
21, 5 BR2 2,0.10° M. sp., P. sp. 4,0.10* P. sp., CL. sp. 2,0.10° P. sp.
27.5. | BR2 1,5.10° M. sp., P. sp. 6,0.10 P. sp., kvasinky® 5,0.10° P. sp., M. sp.
4.6. BR2 4,0.10% %;.’:’; Alags 0 kvasinky 3,0.10° P. sp., kvasinky
11. 6. BR3 2,0.10° M. sp., P. sp. 0 kvasinky 0 kvasinky

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

ldate of sampling, 2typc of feeding mixture, 3feeding mixture, ‘Iittcr. 5dust, ®total number of moulds, 7species of isolated moulds, 8yeasls




Obr. 1 znizoniuje vykyvy hodndt COz a NH3, ako aj pocty mikroskopickych
hib v mastalnom vzduchu v priebehu celého sledovaného turnusu. V 4.-5. tyZdni
dosiahol pocet mikromycét vrchol, v 6.-7. tyZdni je zaznamenany ich pokles.

DISKUSIA

Mikroskopické huby pre svoj rast a rozmnoZovanie vyZaduji urité pod-
mienky prostredia. MaStalné prostredie zamerané na vykrm brojlerovych kurdiat,
kde optimdlna relativna vlhkost md dosahovaf 50-70 % a teplota vzduchu
s postupne klesajiicou tendenciou 35-18 °C (Peter, 1986) vytvdra optimédlne
podmienky pre rast a rozmnoZovanie vd¢§iny mikroskopickych hiib.

Z literamych idajov (Ged ek, 1980) vyplyva, Ze v takomto prostredf sa
mdZu nachddzat psychrofilné druhy mikroskopickych hiib s optimélnou teplotou
rastu 20-25 °C. NajvyznamnejSfmi zdstupcami si fuzdriové druhy a Cladospo-
rium. Z mezofilnych druhov, u ktorych je optimum rastu 25-35 °C sa tu mézZe
darit dvom najroz3frenej$fm mikromycétam, za ktoré B & h m (1989) povaZuje
Aspergillus a Penicillium. TieZ mdZe byt zaznamenan4 aj pritomnost fakultativne
termotolerantnych druhov s optimom rastu 3040 °C, ku ktorym Cooney a
Emerson (1964) zaraduji napriklad zdstupcov rodu Rhizopus a niektoré
aspergily (A. fumigatus, A. flavus, A. niger).

Vyskyt mikroskopickych hib v ma3talnom prostredi do urcitej miery moZe
byt ovplyvneny aj mastalnymi plynmi. Maximalna pripustnd hodnota pri odchove
brojlerov pre CO:2 je 0,25 % a pre NH3 20 ug/m3 (Peter, 1986). Hlavnym
zdrojom NH3 v mastali je trus a podstielka. Na produkcii CO2 sa podieTaji pre-
dov3etkym zvieratd. Enormne vysoké osadenie kurc¢iat (24 ks/m?) ur&ite prispelo
k zvySovaniu koncentrécie tychto plynov. Podla pozorovanf autorov Grase -
nack a Strohschein (1988) optimdlne rozpiitic osadenia je 19,0 aZ
20,5 ks/m?. Vy33ia hustota (22 a viac kurciat) vedie spravidla k neefektivnemu
vyuZitiu krmiva, poklesu jato¢nej hmotnosti a k zvySenému ihynu kurciat. Sle-
dovat tieto tidaje v¥ak nebolo ciefom tejto price.

Lilly a Barnett (1951) poukdzali na schopnost kli¢enia mikrosko-
pickych hib bez pritomnosti Oz za pritomnosti N2. Berndt ai. (1986) zistili,
Ze v obilf uskladnenom v atmosfére s N2 sa pocet mikromycét zvysil, priCom
v atmosfére s CO7 sa udrZiaval na najniZ8ej tirovni. Ur€itd koncentrécia CO2 vo
vzduchu mdZe spomalif rychlost rastu niektorych mikroskopickych hib, alebo
dokonca viest k dplnej inhibfcii rastu (B 6 hm , 1989).

Pri porovnanf zfskanych idajov s grafickym znédzomenim moZme konStatovat
platnost tychto tvrden{ aj v maStalnom prostredi. V obdobf 3.4. tyZdiia veku
kurciat narastal poCet mikromycét a si¢asne bol zaznamenany aj zvySeny obsah
NH3 v ma3talnom vzduchu. Pribiidanfim CO; pocet mikromycét v prostredi klesal.
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Dal¥fm déleZitym faktorom pre rast a klf¢enie sp6r mikroskopickych hiib je
vlhkost substrdtu a prostredia. Weissbach a Kwella (1986) zistili, Ze
pre rast niektorych druhov rodu Aspergillus je rozpitie 13,5-18,9 % a pre Peni-
cillium 16,5-19,4 % optimélnou hranicou vlhkosti v substréte. Relativna vlhkost
prostredia mdZe presahovar aj 85 %, pri¢om bol zachyteny rast niektorych mikro-
skopickych mib Jesensk 4, 1987).

V zévislosti od ndrokov na obsah vody v prostredf a v substrdte méZu domi-
novat xerofilné alebo hydrofilné druhy mikroskopickych hiib. Za extrémne xero-
filné druhy Chelkowski (1991) povaZuje napriklad Eurotium sp.
a Aspergillus restrictus. Mierne xerofilné su reprezentované A. candidus a A. fla-
vus. K slabo xerofilnym priraduje napriklad A. fumigatus. Tieto typy mikrosko-
pickych hib charakterizuji niektorf autori (Gedek, 1980; Weissbach,
1989) ako ,,skladi$tmé“ plesne. Pri zvySenf obsahu vody v prostredf a v substrite
je umoZneny rozvoj hydrofilnych mib. G ed e k (1980) ich charakterizuje ako
»polné* plesne a zaraduje k nim rody: Alternaria, Epiccocum, Cladosporium, Hel-
mintosporum a Fusarium.

Vy3etrenfm bolo zistené, Ze v prostredi haly shiZiacej na odchov brojlerovych
kurciat, ako aj v substritoch (kimne zmesi, podstielka) boli zastipené xerofilné
aj hydrofilné mikroskopické huby. V sedimentovanom prachu dominovali peni-
cilid a mukorovité druhy. Menej sa vyskytovali Cladosporium, Alternaria a Asper-
gillus. Z odobranych vzoriek prachu vySetrovanych riediacou metédou boli
naj&astejSie diagnostikované penicilid. V kfmnych zmesiach prevaZmi &ast tvorili
Mucor, Rhizopus, Penicillium, Aspergillus, ale aj Alternaria a Fusarium.

Z 1 g vy3etrovanej podstielky boli izolované hlavne Penicillium, Mucor a Cla-
dosporium. Pred ukon¢enfm turnusu dominovali predovSetkym kvasinky. Z4roveri
sa v podstielke zniZoval pocet mikroskopickych hib. D4 sa predpokladat, Ze
neoSetrovanim podstielky a pribidanfm trusu urcitd ilohu zohrali aj baktérie,
- ktoré svojou biologickou aktivitou prispeli k vytvoreniu podmienok nepriazni-
vych pre rozmnoZovanie mikroskopickych hiib.

Na zdklade uvedenych poznatkov je moZné konStatovat, Ze poznanie vzd-
jomného poOsobenia fyzikdlnych, chemickych a biologickych faktorov umoZzn{
vytvéraf stdle priaznivejSie prostredie pre chov hospodarskych 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.

broiler fattening; bioclimate; sources of micromycetes
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EPIZOOTOLOGIE A PATOGENEZE AVIARNf MYKOBAKTERIOZY
HAVRANA: POLNIHO (CORVUS FRUGILEGUS)

K. Hejli¢ek, F. Treml, L. Cerny

Vysokd Skola veterindrni a farmaceutickd, Brno

V prib&hu let 1966-1985 byl sledovdn vyskyt avidrni mykobakteriézy u havrana
polniho (C. frugilegus). Bylo vy3etfeno patologickomorfologicky a kultivatng
188 jedincd ulovenych ve tfech rizngch lokalitich Ceské republiky. Patologickoa-
natomické zmény byly nalezeny u péti havrand (2,6 %), M. avium izolovéno
z 10 havrani (5,3 %). Pozitivni nilezy se vyskytovaly v kaZzdé vySetfované lokalitg.
Vnimavost havrana k infekci M. avium byla pak ovéfena experimentilnimi infekce-
mi. Po intramuskuldrni infekci suspenzi M. avium byly nalezeny makroskopické
tuberkul6zni zm&ny v mist& vpichu, histologické zm&ny na zatitku pokusu (12. aZ
35. den) v jitrech a ve slezin€. Mykobakterie byly izolovdny z riznych organt
a tkani, Castéji na zalitku pokusu. Perordlni infekci krmivem kontaminovanym
jatry tuberkulézniho kura se nepodafilo vyvolat tuberkul6zni zmény a jen ojedinély
byl priikaz M. avium po 157 dnech z orgénd. Kontakt havrana polniho s tuberku-
16znim kurem nevedl po 238 dnech ke vzniku tuberkulé6znich zm&n a ani nebyly
prokdzény ve tkdnich havrand mykobakterie. Podle vysledkd experimentilnich
infekci je havran polni ve srovnini napf. s vrabcem doméicim, vrabcem polnim
a baZantem obecnym velmi resistentni k infekci M. avium. Pom&mé &asty vyskyt
tuberkuléznich procesti &i mykobakterii u havrani polnich ulovenych ve volné
pfirod€ je pravd&€podobn€ podminé€n moZnosti opakovaného, fastého kontaktu
havrana polniho s kontaminovanym prostfedim pii jeho v&t3i délce Zivota. Havrana
polniho nutno povaZovat za v§znamny zdroj mykobakterii zejména tam, kde jedinci
pfichézeji ve vétSich pottech do kontaktu s krmivem pro doméci zvifata.

havran polni (Corvus frugilegus), aviarni mykobakteriéza; epizootologie; patogeneze

Volné Zijici ptici se mohou vyznamnym zpiisobem podilet na ffenf a cirkulaci
avidrnfch mykobakterif. Pozornost je v&novina piedevifm synantropnim druhiim,
pfichdzejicfm celoro¢né nebo sezénné do pfimého ¢i nepfimého kontaktu s do-
mécfmi zvffaty. Jednfm z nich je i havran polnf (Corvus frugilegus), zimujici
v n&kterych oblastech Ceské republiky v hojnych poétech v obdobif od ¥fjna do
bi'ezna. Havrani zalétaji do t&né blizkosti stdjf pro zvifata, zejména ke zdrojim
kmiv jako jsou napf. sildZnf jamy. Pfi tom znané kontaminujf prostiedi svymi
exkrementy a mohou tak pfendSet a 3ffit rizné plivodce infek&nich chorob, mezi
nimi i avidm{ mykobakterie.

Tuberkulézu havrana polnfho popsala fada autord (Riegler, 1917;
Bohl, 1925; Plum, 1942; McDiarmid, 1948; Wilson, 1960;
Svréek aj, 1966; Rankin a McDiarmid, 1966; Michajlova,
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1976, Kovacdié¢ aj, 1985, Kovaci¢ a Lackovic, 1986). Po-
zomost byla-vénovéna i roz3ffenf tuberkul6zy, resp. mykobakterif v populacich
havrana. Riegler (1917) vySetfil 25 havrand a u péti zjistil tuberkulézu.
P1lum (1942) vy3etiil sedm jedinci a v jednom pi¥ipadé& prokédzal mykobakterie.
Rankin a McDiarmid (1966) nalezli tuberkulézu u 10 % vyS3etiova-
nych ptdkd. Kovacié& aj. (1985) pfi objastiovan{ vyskytu avidrn{ mykobakte-
ridlnf infekce na farmé& prasnic prokézali tuberkul6zni zmény u jednoho z 23
vySetfenych havrand. Z havrani izolovali stejny sérotyp M. avium jako z tuberku-
16znfch zmén prasat. Uvedené idaje ukazujf na znaény vyskyt tuberkul6zy, resp.
avidrich mykobakteridlnich infekcf u havrana polnfho. Nesetkali jsme se v¥ak
s pracf, zkoumajfc{ vnimavost havrana k avidm{m mykobakterifm a patogenezi
procesu.

Cilem na3f préce bylo sledovat v priibéhu del3tho Casového obdobf a na riiz-
nych mistech Ceské republiky vyskyt tuberkuléznich zmén, resp. avidrnich
mykobakterif v populaci havrana polniho. Experimentdlnimi infekcemi u odchy-
cenych jedincd pak studovat vnimavost havrana k avidrnim mykobakterifm
a nastup zmén v jednotlivych orgédnech a tkdnich.

MATERIAL A METODY

V letech 1966-1985 jsme vyS3etfovali patologickomorfologicky a kultivadné
188 havrand polnfch, zfskanych odstielem ve tfech lokalitdch. Na3e sledovin{
jsme konali v okolf dvou odchytovych stfedisek pemnaté lovné zvéfe, kde by
infikovan{ havrani mohli byt nebezpenym zdrojem M. avium pro chované ptéky.
Ddle pak v prostoru, kde byl budovin velkokapacitni kravin pro 2000 dojnic
a v okolf sildZnich jam, kde byl piedpoklad vzniku ¢etnych potravnich moZnost{
pro havrana. Havrani poln{ k experimentdlni infekci byli zfsk4ni odchytem po
omdmen{ narkotikem (alfa glukochloral6za) podanym v potravé.

K experimentdln{ intramuskuldrnf infekci bylo pouZito suspenze kmene
M. avium sérotyp 2, v ddvce 1 mg/kg Z. h., izolovaného z tuberkul6znfho kura
domdctho. Kmen vyvoldval u kura doméctho v ddvce 1 mg/kg Z. h. (i. m.), ge-
neralizovanou tuberkul6zu. _

K peroréln{ infekci bylo pouZito krmivo kontaminované tuberkul6zné& zméné-
nymi jatry kura domdciho (9 dild krmiva + 1 dil jater). Izolované mykobakterie
ze zmé&nénych jater byly typizovdny jako M. avium sérotyp 2.

Ke kontaktnf infekci byl pouZit kur doméc{ z chovu infikovaného tuberkul6-
zou. Ptédci reagovali na tuberkulfn a né€ktef{ jevili klinické pfiznaky onemocnéni.
Po ukonc¢enf pokusu byl kur usmrcen a vy3etfen. Izolované mykobakterie byly
typizovany jako M. avium sérotyp 2.

Celkem bylo infikovédno intramuskuldmé 13 havrani, perordln€ kontaminova-
nym krmivem osm havrand a kontaktem s tuberkul6znim kurem osm havranil.
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Po intramuskuldmf infekci, pokud dffve neuhynuli, byli havrani po skupinéch
usmrceni za 12-69 dnd, po perordlnf infekci kontaminovanym krmivem za 106
aZ 157 dnd, po kontaktu s tuberkul6znfm kurem za 157-238 dni.

Ptéci byli vy3Setfeni patologickoanatomicky, jednotlivé orgdny a tkdné kulti-
vacné a histologicky. Kultivovéano bylo na tfi zkumavky s piidou podle Petragna-
niho a dvé zkumavky se sérovou piidou pro kultivaci mykobakterif. Kultivaci
pfedchédzela preparace suspendované tkdn€ 10% kyselinou sirovou po dobu
20 minut s néslednou neutralizaci 8% louhem sodnym. Kultivace byla ukon¢ena
po dvoumé&si¢nf inkubaci v termostatu pii teplot&€ 37 °C. Izolované kmeny my-
kobakterif byly déle urfeny biochemicky a sérologicky (IHE Praha). Histologické
fezy byly barveny hematoxilin-eosinem na priikaz specifické granula¢nf tkdné
a Ziehl-Neelsenem na pritkaz mykobakterif.

VYSLEDKY

VYSETREN{ VOLNE ZIJICICH HAVRANU

Vy3etfenim 188 jedincll havrana polntho, ulovenych ve tfech lokalitdch, resp.
ve Ctyfech obdobich byly prokdziny vZdy tuberkul6znf zmé&ny nebo avidrnf my-
kobakterie (tab. I). Patologickoanatomické tuberkulézni zmény, ve viech piipadech
zmény v jiter a ve slezing, byly nalezeny u celého souboru ve 2,6 %, kultivac{
byly prokdzdny mykobakterie, typizované jako M. avium sérovar 2, v 5,3 %.

I. Vysledky patologickomorfologického a kultivaéniho vysetfenf na avidmi mykobakteriézu
ulovenych havrand polnich (C. frugilegus) — The results of patho-morphological and culture
examination for avian mycobacteriosis in the captured rooks (C. frugilegus)

1 2 Vysetifeno Nélez PA Pozitivnf
Misto odchytu Rok p(ikﬁ’ tbe zmén‘ kumvms
Okolf odchytového 1966 39 1 1
strediska - Prerov® 1968
Okolf odchytového
stfediska - Zidlochovice’ 1208 ” 0 4
Okolf velkokapaciugho 1977 47 2 2
kravina - Chropyné& 1980
Okolf velkokapaci(%ﬂno 1981 23 2 2
kravina - Chropyné 1985
Celkem’ 1966-1985 188 5 (2,6 %) 10 (5,30 %)

lplacc: of capture, zyt:ar, 3birds examined, 4finding of PA tbc lesions, Spositive culture, environs
of the center of capture - Pferov, 7environs of the center of capture - Zidlochovice, 8environs
of a large cowshed - Chropyné, *total
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1. Vysledky patologickoanatomického, histologického a kultivacnfho vysetienf havrana polnfho
(C. frugilegus), infikovaného intramuskuldmé suspenzf M. avium (1 mg/kg %.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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Vysvétlivky — Explanations:

A

nin

beze zmén - without changes

histologické zmény
- histological changes

izolované tbc zmény
- isolated tuberculous changes

miliarni tbe - miliar tuberculosis

nevysetfeno - unexamined

thyn - mortality
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negativni - negative

do 20 kolonii - up to 20 colonies
nad 20 kolonii - above 20 colonies
souvisly porost - continuous stand
kontaminace - contamination

nevysetfeno - unexamined



EXPERIMENTALNI INFEKCE

Po intramuskuldrn{ infekci (obr. 1) vznikly makroskopické tuberkul6zni zmé-
ny (kaseé6znf loZiska) pouze ve svaloviné v mfst& vpichu od 12. dne. U ¢&4sti ptdki
pak byly nalezeny histologické zmény (specificky granuladni zdnét a mykobakte-
rie) v jitrech a ve slezing, pfevdiné za 12 a 21 dndl po infekci. Kultivacf byly
prokdzény mykobakterie jiZ od 12. dne po infekci z riznych orgdnd a tkénf.
Intenzivné&j3{ a Cast&jSf kultivatnf zdchyt byl pozorovén opét v po¢itecnich obdo-
bich po infekci.

Perordln{ infekce kontaminovanym krmivem nevedla ani u jednoho z pokus-
nych havrand ke vzniku tuberkul6znfch zmén. Pouze v jednom pifpadé se poda-
filo z prsnfho svalu a jater za 157 dnd po infekci izolovat mykobakterie.

V pokusu, kdy byli havrani vystaveni 238 dni kontaktu s tuberkul6znfm ku-
rem, ani u jednoho ptdka nebyly nalezeny tuberkul6zni zm&ny, ani prok4ziny
mykobakterie.

U kaZdé experimentiln{ skupiny byla zaloZena kontroln{ skupina. Po skon¢enf
pokusil byli kontroln{ jedinci usmrceni a vy3etfeni s negativnfm vysledkem.

DISKUSE

Vyznam havrana polntho jako Sifitele pivodci infek¢nich onemocnénf je ddn
nékolika okolnostmi. Jako migrujicif druh m4 moZnost se infikovat riiznymi mi-
kroby v prostfed{ zna¢né& vzddleném a ndm epizootologicky nezndmém. Vzhle-
dem k velkému poctu vyskytujfcich se jedincdl a relativné vet3f t€lesné hmotnosti
miiZe velmi intenzivné kontaminovat prostiedi. Epizootologicky vyznam infiko-
vanych ptdkd je ndsoben i jejich dlouhov&kostf, umoZiiujici zejména pfi chro-
nicky probihajicich chorobéch, jako je napf. avidm{ mykobakteriéza, dlouhodob&
piisobit jako zdroj. Z tohoto diivodu jsme také v€novali pozormost havranu polni-

Vysvétlivky k obr. 1 — Explanations to Fig. 1:

Sv = sval — muscle St = stfevo — intestine

Ja = jétra — liver PO = pohlavni orgdny — sexual organs
Sl = slezina - spleen KD = kostnf dfeii — bone marrow

Pl = plice — lungs M = mozek — brain

L =ledviny — kidneys

A = dynamika vyvoje patologickoanatomickych a histologickych tbc zmén — dynamics of
development of patho-anatomical and histological tuberculous changes

B = kultivaéni vySetfenf — cultivation examination

dnil — days
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mu v souvislosti se zdroji avidmich mykobakterii. Ve v3ech tfech, resp. &tyfech
vySetfenich v priibé¢hu 20 let jsme u havrand nalezli tuberkuléznf zmény ¢i my-
kobakterie v procentech odpovidajicich, ¢i o néco niZ8ich, idajim riiznych auto-
i (Riegler,1917; Plum, 1942; Rankin a McDiarmid, 1948;
Kovacic¢ aj., 1985). Lze tedy epizootologickou situaci ve vyskytu avidrn{
mykobakteriézy u havrana polniho na iizemf Ceské republiky povaZovat za pfi-
méfenou v porovninf s jinymi stity. Ndlez mykobakteridln{ infekce v jednotlivych
Castech sledovaného obdobf svéd¢i o konstantnosti vyskytu ndkazy v populaci
havrana polnfho. Je ho tedy moZno na tizemf Ceské republiky povaZovat za
vyznamny, dlouhodobé se vyskytujicf zdroj avidrnich mykobakterif. Infikovan{
jedinci nemusi ve v3ech piipadech vykazovat patologickomorfologické zmény,
jak jsme mé&li mo¥nost prokdzat u p&ti havrand z lokality Zidlochovice. Stejny
poznatek jsme uéinili pii experiment4ln{ infekci havrand kontaminovanym krmi-
vem, kdy jsme izolovali mykobakterie ze svaloviny a jater, pfi¢emZ patomorfo-
logicky nélez byl negativni.

Pravidelny a relativn€ Casty vyskyt tuberkuléznich zmén a avnamfch myko-
bakterif u havrana polnfho nds vedl k zdméru ové&fit experimentdlnimi infekcemi
vnimavost tohoto druhu k infekci M. avium. PYi riznych zplsobech infekce (intra-
muskulédrni, perorélni, kontaktem) jsme méli moZnost prokédzat vysokou resistenci
havrana polniho k avidrnim mykobakterifm. Ani po intramuskuldrni infekci
suspenzi M. avium se ndm nepodafilo vyvolat, s vyjimkou mista vpichu, makro-
skopické tuberkul6zni zmény. Pii tom pouZitd ddvka 1 mg/kg Z. h. vede u kura
domdciho jiZ za 21 dnid po infekci ke vzniku makroskopickych zmén v jitrech
(Hejl{cek, 1976). Histologické zm&ny a prikaz mykobakteri{f z riznych
orgéni a tkanf byly ¢ast&j3f a vyrazné&jsf na za¢dtku pokusu, tj. u havranii usmrce-
nych za 12, resp. 21 dnd. Pozdé&ji (za 35 a 65 dnil) ndlezd, resp. priikazi ubyvalo.
I to sv&d¢f pro znacnou resistenci havrana polntho k infekci M. avium. Dal3f dva
pokusy, tj. perordln{ infekce kontaminovanym krmivem a infekce kontaktem s tu-
berkul6znfm kurem domdcfm vyznély, s vyjimkou kultivaéniho priikazu myko-
bakterif z jednoho havrana, negativné. Zejména zdvaZny je poznatek, Ze ani po
238 dnech kontaktu s tuberkul6znim kurem ve voliéfe nedoslo k pfenosu avidr-
nich mykobakterii z kura na havrana. Vznik4 tedy otdzka, jak je moZné, Ze se
u havrana polnfho, velmi resistentniho k experimentéln{ infekci M. avium, naché-
zeji relativné tak Casto tuberkulézni procesy i avidrni mykobakterie. Vysvétlen{
lze hledat v tom, Ze havran polni pfi svém dlouhém vé€ku m4 mozZnost Casto
a opakované pfichdzet do styku s prostfedim chovil dribeZe kontaminovanym
M. avium. A pravé tento Casto opakovany kontakt miZe zpiisobit vznik avidmni
mykobakteriézy u jinak velmi rezistentniho druhu.
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HEJLCEK, K. - TREML, F. (University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences,
Brno):

Epizootology and pathogenesis of avian mycobacteriosis in the rook (Corvus 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 frugilegus); avian mycobacteriosis; epizootology; pathogenesis
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BAKTERIOLOGICKY, M}(KOLOGICKY A’PARAZITOLOGICKY
P%IESKUM KONTAMINACIE BITUNKOVYCH ODPADOVYCH
vOD*

P. Juri$l, J. Gulovi¢?, V. Lasanda3, V. Ruzik3, P. Plachy!

Parazitologicky iistav SAV, KoSice
20kresnd veterindrna sprédva, KoSice
38tdtny veterindrny istav, Kosice

Vykonal sa bakteriologicky, mykologicky a helmintologicky prieskum bitdinkov§ch
odpadovych vdd, ktoré vtekajii priamo do mestskej kanalizatnej siete. Zo vzoriek
boli izolované baktérie Escherichia coli, Proteus sp., aerébne sporulity a skupina
baktérif, ktoré zaradujeme medzi gram negativne nefermentujice ty€inky (najmi
rody Pseudomonas a Alcaligenes). Rod Salmonella sa vo vySetrovanych vzorkich
kultivacne nezistil. Pri mykologickom vy3etreni boli vo vzorkich odpadovych véd
izolované rody: Mucor, Peacilomyces, Fusarium a droh Calenularia fuliginea. Z pa-
razitirnych z4rodkov sa v odpadovych vodich dominatne vyskytovali vajitka Asca-
ris suum. Podstane menej boli diagnostikované rody resp. druhy parazitirych
zdrodkov: Hymenolepis, Fasciola hepatica, Trichuris, Oesophagostomum, Isospora,
Eimeria, Taenia (zapisané v zostupnom poradi podFa vyskytu. Najvatsf pocet para-
zitdmych zirodkov vo vzorkich odpadovych vdd sa v priebehu prevadzky zisfoval
v &ase medzi 8,30 aZ 12,30 hodin.

Zivotné prostredie; hygienické problémy;:bitinkové odpadové vody; zérodky bakté-
rif, plesni a parazitov '

Odpadové vody z potravindrskych podnikov (mliekdrne, hydindme, bitinky)
sa vyznamne podielaji na celkovych objemoch komundlnych odpadovych véd
v urbdnnych ekosystémoch. Okrem organického resp. anorganického znedistenia
sa v odpadovych vodich prichddzajicich do komunédlnych &istiarn{ odpadovych
v6d (COV), nachddza znainé mnoZstvo mikroorganizmov, vritane patogénov.
Tieto prechddzaji v priebehu {istiarenskych procesov najcastejSie do kalov, kde
sa koncentruji. Vi¢Sie mikroorganizmy (vajicka helmintov, oocysty a sporocysty
protozof) si v COV zachytdvané u¥ v primdmom kale. MenSie mikroorganizmy
(virusy, baktérie, kvasinky, plesne ap.) sa dostdvaji aZ do biologickych stupiiov

* Vysledky boli zfskané pri riefenf grantu 132/93 Grantovej agentiiry pre vedu.
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Cistenia odpadovych v8éd (Strauch akol.,, 1980; Hordk, 1991; Ryb4 -
fovd, 1991).

Z hygienicko-epidemiologického hladiska maji osobitmé postavenie tie odpa-
dové vody z potravindrskych podnikov (bitinky), ktoré spracovdvaji jato¢né
zvieratd. Pri jato¢nom spracovani zvierat odchddzjii ako odpad ¢revny obsah, krv,
telové sekréty ap. V nich si aj zdrodky virusovych, bakteridlnych, mykotickych
a parazitdrnych ochoren{. Vi¢§ina skor postavenych bitinkov nem4 vybudovani
vlastnii COV, a tak tieto tekuté odpady odtekaji po Ciasto&nej sedimentdcii pria-
mo do kanaliza¢nej siete.

Aer6bna i anaerébna stabilizdcia, ako klasické a sicasne zdkladné technolo-
gické spdsoby ¢&istenia odpadovych vod v COV redukuji podty resp. infekcie-
schopnost vic¢Siny baktérii obligdtne sa vyskytujicich v kaloch. Technologicky
proces v COV prebieha prevazne v mezofilnej teplotnej oblasti, devitalizdcia pa-
togénov z vy33ou tenacitou voci biotickym i abiotickym faktorom prostredia
(enetrovirusy, protozo4, vajicka helmintov) je preto problematick4. Potvrdzuji to
i naSe laboratérne experimenty s preZfvania neembryonovanych vaji¢ok Ascaris
suum v priebehu aer6bnej mezofilnej stabilizdcie tekutych exkremntov o$fpanych
(Juri¥ ai., 1993). Po 54 hodin4ch stabilizécie bolo devitalizovanych len 32 %
modelovych vajiCok. Naproti tomu testované baktérie Salmonella typhimurium
preZivali len do 32 hodfn. Podobny problém je pri elimin4cii virusov. Tak napr.
Bitton ai.(1984) uvddzaju, Ze virusy v odpadovych voddch nie st odstrdnené
beZznymi Cistiarenskymi technol6giami.

MATERIAL A METODA

V jarnom obdobf v roku 1993 sme zistovali kontaminovanost odpadovych vod
vytekajicich z prevddzok bitinku (kde sa nachddza tieZ sanitny bitinok) zi-
rodkami baktérif, plesnf a parazitov. Vzorky odpadovych vdd sme odoberali dva-
krdt mesacne, v dopoludiiaj¥ich hodindch, v dvojhodinovych intervaloch (pit
odberov za deti). Tekuti vzorku uréeni na vySetrenie sme dostali po 30-minito-
vej sedimentdcii 10 1 objemu a nislednom zliat{ supernatantu do objemu
1 000 ml. Vzorky boli potom laboratérne spracované. Kvantitativne aj kvalita-
tivne bakteriologické vy3etrenia odpadovych vdd sme robili beZnymi mikrobio-
logickymi metédami a postupmi (CSN 83 051). Na kvantitatfvne vy3etrenie sme
pouZili lakt6zovy agar (Imuna). Pomocou tohto média sme zistovali len tie bakté-
rie pritomné v odpadovych voddch, ktoré si schopné vyrdst v 2% lakt6zovom
agare o pH 7 aZ 7,2 pri teplote 37 °C. Kvalitativne vy3etrenie sme zamerali najmi
na pritomnost’ hygienicky vyznamnych baktérii rodu Salmonella. Ako selektfvne
médium sme pouZili Endoagar a XLD agar (Imuna). Ako pomnoZovacie médium
sa pouZila Kauffmanova tekutd poda (Imuna).
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Na mykologické vySetrenie odpadovych vdd sme pouZli na Czapek-Doxov
agar (Imuna) a Sabouradov agar (Imuna). Vzorky odpadovych vod sme o¢kovali
na Petriho misky s vy33ie uvedenym médiom a po S-diiovej inkub4cii pri teplote
22 °C sme plesne identifikovali.

Vajfka helmintov zo vzoriek odpadovych vdd (po ich 45-miniitovej sedi-
mentdcii a zliatf supernatantu) sme zfskavali flota¢no-sedimentatnou metédou
podfa Romanenka (1968) s pouZitfm nasyteného roztoku sacharézy.

Odbery vzoriek odpadovych vod boli odoberané technikom za asistencie pra-
covnika 3tdtnej veterindrno-hygienickej sluZby na bitinku v uvedenych diioch
a vykonali sa tieto vy3etrenia:

26.03.93: parazitologické

15.04.93: bakteriologické, parazitologické

26.04.93: bakteriologické, mykologické, parazitologické
11.05.93: bakteriologické, parazitologické

25.05.93: parazitologické

VYSLEDKY

BAKTERIOLOGICKE A MYKOLOGICKE VYSETRENIA:

Ako sme uZ uviedli vy3Sie, monitoring odpadovych véd z bitiinka bol z kvali-
tatfvneho aspektu zamerany najmé na dkaz pritomnosti baktérif rodu Salmonella.
Tieto v8ak v odobranych vzorkdch neboli kultivatne preukdzané. V sledovanych
vzorkéch bol pravidelne zaznamenany vyskyt baktérif rodov Escherichia a Pro-
teus, aerébnych sporuldrov a velkej skupiny baktérif, ktoré zaradujeme medzi
gram negatfvne nefermentujice ty€inky (najmi rody Pseudomonas a Alcaligens).

Pri kvantitativnom hodnoten{ celkového poctu izolovanych baktérif bol u v3et-
kych odobratych vzoriek pocet kolénif vad¥ ako 100 i v riedenf 107'°, Spitny
prepocet na vySetrovany objem 1 000 ml vzorky sme nevykondvali. Preto je
v tab. I uvddzany iba kvalitativny zdchyt baktérif.

Pri mykologickom vySetren{ vzoriek bitinkovych odpadovych véd boli izolo-
vané rody resp. druhy Mucor, Paecilomyces, Fusarium, Calenularia fuliginea.

Prehrad identifikovanych baktérif a plesnf je uvedeny v tab. I.

PARAZITOLOGICKE VYSETRENIA

Vo vzorkédch odpadovych v8d sa dominantne vyskytovali vajicka rodu Ascaris.
Podstatne men3f vyskyt sme zaznamenali u nasledovnych vaji¢ok rodov resp.
druhov (uvddzame ich v zostupnom poradf podla vyskytu: Hymenolespis, Fasciola
hepatica, Trichuris, Oesophagostomum, Taenia. Z ostatnych parazitdrnych z4-
rodkov sme vo vzorkdch zistili aj vyskyt oocyst rodov Isospora a Eimeria
(tab. II). Z vysledkov uvddzanych v tab. III je zrejmé, Ze k najvy33ej kontamin4-
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I. Prehlad hygienicky vyznamnych odchorenf jatoénych zvierat spracovanych na sledovanom
bitdnku v rokoch 1992 - 1993 — Survey of hygienically important diseases of slaughter animals
processed in the given slaughterhouse in 1992 - 1993

Jatoéné o¥fpané’
podet pozitivaych nélezov?
) Echi — Mycoracterium tuberculosis
podet C
Rok®> | odporazengch s Ll )_ 3
sisiov™ prevalencia prevalencia
ks % ks %
1992 91 890 15 0,00001 r 1006 1,09
1993 67 001 11 0,0164 880 1,31
Jato&ng dobytok®
pocet pozitfvnych nélezov’
podet Fasciola hepatica Cysticercus bovis
Rok® odpomzu:ich prevalencia’ prevalencia®
kusoy ks % ks %
1992 17 919 1100 6,13 223 1,24
1993 12 549 622 4,95 138 1,09

lslaugh',er pigs, Zhumber of positive findings, 3year, *aumber of slaughtered animals, spmn-
lence, 6slaughu:r cattle

cii bininkovych odpadovych véd parazitémymi zdrodkami dochddza v Case
medzi 8,30 aZ 12,30 hodin.

DISKUSIA

Z vysledkov mikrobiologického a parazitologického monitoringu bitinkovych
odpadovych vid vyplyva, Ze do mestskej kanalizalnej siete sa dostdva okrem
organického znecistenia, Sirokd $kdla mikroorganizmov z tiel odporazenych ja-
toénych zvierat. Z hygienicko-epidemiologického hladiska je zdvaZné,Zze vicsi-
nou ide o zdrodky zoonéznych ochorenf, ktoré by mali byt na konci kanalizatnej
siete v COV spolahlivo devitalizované, tak aby nebolo sekundéme kontamino-
vané Zivotné prostredie a ohrozené zdravie ¢loveka.

Zna&ni bakteridlna kontamindcia bitinkovych odpadovych v8d, v priebehu
n43ho sledovania sa prejavila i tym, Ze aj v najvy$Som riedenf vzorky (109,
bolo zistenych viac ako 100 kol6nif. Do tejto velkej skupiny baktérif patria
primdme aj sekundirne patogény (napr. Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Listeria sp. a iné).
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I1. Prehlad bakteridlnych, mykotickych a parzitdémych zdrodkov v odpadovych vodéch sledova-
ného bitdnka — Survey of bacterial, mycotic and parasitic germs in wastewaters from the given

slaughterhouse
Baktérie’ Plesne? Protozos’ Helminty*
E.coli Mucor sp. Eimeria sp. | Ascaris sp.
Proteus sp. Paecilomyces sp. Isospora sp. | F. hepatica

Pseudomonas sp.,

Alcaligenes sp.

Aecrébne sporultty"'

Gramnegatfvne ne-
fermentujice tyéinky"5

Fusarium sp.

Celanularia fuliginea

Hymenolepis sp.
Triclu.cris sp.
Oesophagostomum sp.
Taenia sp.

'bacteria, 2molds. 3prolozmm. ‘helmin!hs. Sacrobic sporulates, $Gram negative nonfermenting rods

Baktérie rodu Salmonella sme vo vzorkéch bitinkovych odpadovych véd ne-
dokézali. Vyskyt tohto hygienicky vyznamného rodu v odpadovych voddch sle-
dovaného bitinku vak nemoZno vyhi¢if. Tak napr. Sogaard a Brest
Nielsen (1979) pri prieskume jedendstich bitinkov v Dénsku zistili aZ
v 58 % vzoriek odpadovych vdd pritomné salmonely réznych sérotypov v kon-
centrdcidch od 0,9 do 668 baktérii v 100 ml. NajcastejSie izolovali 3tyri sérotypy

ll‘l. Vyskyt parazitdmych zdrodkov v bitdnkov§ch odpadovych vodich — Occurrence of parasitic
pathogens in wastewaters from slaughterhouses

. 1 Rodové resp. druhové zast ie Pnemem? P A o
Cas odberu’ (h) itérmych zérodk z piatich odberov
PR, s v 1000 ml vzorl:ys

06,30 Ascaris suum, Hymenolepis, Taenia 1,6

08,30 Ascaaris suum, F. hepatica, Trichuris, 10,8
Oesophagostomum, Isospora

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

L Oesophagostomum, Trichuris 158

14,30 Ascaris suum, Hymenolepis 4,0

"time of sampling,

2generic or specific composition of parasitic pathogens, 3avemgc number of

pathogens (x) in five samplings per 1 000 ml of sample
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(Salmonella agonna, S. indiana, S. senftenberg a S. typhimurium). Pritomnost rodu
Salmonella v odpadovych vodédch bitinkov i sanitnych bitinkov na Slovensku
zistoval Rosocha ai. (1980).

Pritomnost plesnf v bitiinkovych odpadovych vodéch je tieZ zaujfmavym epi-
demiologickym zistenfm, o ktorom sa doposial' vela nepublikovalo. Hygienicky
vyznam majii plesne najmi z aspektu produkcie mykotoxinov. Ako je vieobecne
zndme, tak napr. rod Fusarium, ktory sme vo vzorkdch detekovali, produkuje
mykotoxin T-2 (zearalenon).

Vyskyt vajiCok Taenia sp. vo vzorkich je podmieneny tym, Ze bitiinkové
odpadové vody obsahuji aj splaSkové vody zo socidlnych zariadenf v jednotli-
vych prevddzkach. MoZno z toho predpokladaf, Ze niektori zamestnanci bittinku
si postihnuti taeniézou. Obraz 0 moZnom vyskyte parazitimych zdrodkov
v odpadovych voddch mdZu dokumetovat idaje o niektorych ochoreniach ja-
to¢nych oSfpanych a hovédzieho dobytka na sledovanom bitinku (tab. III).

Sirok4 k4la parazitdrnych zérodkov, ktoré sme determinovali, sivisf jednak
s velkymi poctami spracovanych zvierat, ktoré pochddzaji z velkej nasdvacej
oblasti s rdznou epizootologickou situdciou vo vztahu k parazitézam a tieZ s od-
li¥nou roviiou hygieny chovu.

Potravindrske podniky, ktoré spraciivaji jato¢né zvieratd si vyznamnymi pro-
ducentmi organickych odpadov patriaceho do kategérie nebezpednych odpadov
a tym si i potencidlnym zdrojom znelistenia Zivotného prostredia. Je preto
potrebny zvySeny dozor najmi zo strany hygienickej sluzby. Z epidemiologické-
ho hladiska je nevyhnutné aby podniky v ktorych sa spracivaji zvieratd zo 3iro-
kého okolia prevddzkovali vlastni Cistiarefi odpadovych véd a nevypustali
kontaminované odpady do mestskej kanalizaCnej siete. T4to kapacitne nevyho-
vuje a sitasne ndvizn4 mestskd COV pre asi 250 tisic obyvateTov je v havi-
rijnom stave Plachy a Jurig, 1993).
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A bacteriological, mycological and parasitological survey was carried out of
wastewaters entering directly the municipal sewerage. The bacteria isolated from
samples were Escherichia coli, Proteus sp., aerobic sporulates and a group of bacteria
known as Gram negative nonfermenting (particularly the genera Pseudomonas, Alca-
ligenes). Cultivation of these samples showed no presence of the genus Salmonella.
A mycological examination of wastewater samples yielded the following genera:
Mucor, Peacilomyces, Fusarium and the species Calenularia fuliginea. Eggs of Asca-
ris suum were the dominant parasitic pathogens found in the wastewaters. Seldom
diagnosed were parasitic pathogens of the following genera or species: Hymenolepis,
F. hepatica, Trichuris, Oesophagostomum, Isospora, Eimeria, Taenia (listed in the
order: max-min). The highest count of parasitic pathogens in wastewater samples
during the operation was ascertained at the time between 8.30 and 12.30 hr.
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grafiim nebo tabulky shrout ve statistickém hodnoceni nam&enych hodnot. Tato &4st
by neméla obsahovat teoretické zivery ani dedukce, ale pouze faktické nélezy.

Diskuse

Diskuse obsahuje zhodnoceni price. Diskutuje se o0 moZnych nedostatcich a price se
konfrontuje s vysledky dfive publikovanymi (poZaduje se citovat jen ty autory, ktefi
maji k publikované préci bliZ¥i vztah), pokud maji souvislost nebo pokud jsou s predlo-
Zenou praci n&jak srovnatelné.

Podékovani

Je-li to nutné, uvidi se struéné pod€kovini (jedna aZ dv& véty), napf.: za technickou
spoluprici, za pomoc pfi statistickém zpracovéni, za poskytnuti mén& b&Zného léCiva
apod.

Literatura

Musi odpovidat stitni norm& CSN 01 0197. Citace se fadi abecedn& podle jména
prvnich autord: p¥fjmeni (verzdlkami), zkratka jména, plny nizev price, Gfedni zkratka
dasopisu, roénik, rok vydani, prvni strinka, posledni strinka; u knih je uvedeno misto
vydani, vydavatel a rok. Odkazy na literaturu v textu uvidéji jméno autora a rok vydéni.
Do seznamu se zafadi jen price citované v textu. Na price v seznamu literatury mus{
byt odkaz v textu.

Adresa autora

Na zvlastnim list¢ uvede autor akademicky titul, jméno (ne jen zkratku), pfijment,
védeckou hodnost a podrobnou adresu pracovi§té s PSC, &islem telefonu a faxu. U spo-
luautori uvede akademicky titul, jméno a pfijmeni, nizev a misto pracoviSt€.



Sedmndcty Svétovy kongres Spole€nosti pro védy a uméni

Praha se stane ve dnech 26. aZ 29. ervna 1994 jiZz podruhé dé&jistém Svétového
kongresu Spole&nosti pro v&dy a uméni. V pofadi sedmnécty kongres je pofddin ve
spolupréci s Radou &eskych v&deckych spoleinosti a pod zastitou prezidenta Ceské
republiky Véclava Havla. Patronaci nad kongresem prevzala Akademie v&d Ceské
republiky, Ceské vysoké uteni technické v Praze, Univerzita Karlova v Praze, Masa-
rykova univerzita v Bmé& a Univerzita Palackého v Olomouci. Mottem kongresu je
prispévek Cechil a Slovaki ke svétové kultute.

Kongres je rozdé&len do 32 sekci: historie; muzikologie a hudebni historie; uméni,
historie umé&ni; literdrni historie a kritika; literatura; lingvistika, literdrni v&da,
informaéni v&da; judaica; ndboZenstvi; filozofie, estetika, etika; mezindrodni
vztahy; stét, privo a politika; ekonomie, ekonometrie, management; v&dni
politika; psychologie, sociologie; antropologie; socidlni &innost; etnografie;
historie v&dy; vychova a vzdélavéni; medicina a zdravotnictvi; astronomie; mate-
matika, fyzika; chemie; geologie; biologie, fyziologie, genetika; farmakologie; eko-
logie; zemé&d&lstvi a potravinafstvi; lesnictvi; technika; doprava. Pfisp&vky budou
zamé&feny na historicky vyvoj, soutasny stav i perspektivy jednotlivych oborl z
pohledu Cechi a Slovékh Zijicich v zahrani&i i odbomikii domécich - z vysokych
gkol, v&deckych a vyzkumnych tstavil a iistfednich organi. Jednacimi jazyky budou
angli¢tina, &edtina a slovenstina.

Slavnostni zahdjeni kongresu se uskutedni v Dvofdkové sini Rudolfina, pracovni

jednani v aredlu CVUT v Praze-Dejvicich. Kongres je doprovézen fadou spole-
&enskych a kultumich akci. Je pofddén v tydnu, ktery pfedchazi Viesokolskému
sletu v Praze.

Soudésti kongresu bude Konference lesnické sekce, kterou pofddd Nérodni lesnicky
komitét pod z4stitou Spoletnosti pro v&dy a uméni se sidlem ve Washingtonu, Rady
vé&deckych spoletnosti v Praze, Odv&tvi lesniho hospodafstvi Ministerstva zem&dél-
stvi Ceské republiky a Sekce ochrany pfirody a krajiny Ministerstva Zivotniho
prostredi Ceské republiky.

Jednaci &4st konference se uskute&ni v pond&li 27. &ervna na Strojni fakult¥ CVUT
v Praze—-Dejvicich. Na jedndni navdZe dvoudenni exkurze (28. a 29. &ervna) do
Vodéradskych budin, Zd’drskych vrchi, Skolniho lesniho podniku (Masarykiv les)
a arboreta Vysoké skoly zem&d&lské v Bmé&.

BliZ3i informace ziskite na téchto adresich:

o Svétovém kongresu Spolecnosti pro védy a uméni:

Rada v&deckych spoletnosti Ceské republiky, Nérodni 3, 111 42 Praha 1,
tel. 242 405 30, 242 203 84, fax 242 405 31, 242 209 44

o Konferenci lesnické sekce:
Sekretariat Narodniho lesnického komitétu (ing. B. Vins),
Zabovreskd 210, 156 00 Praha S, tel. 798 33 96 nebo 286 22 07, fax 231 28 36
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