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OLIGONUCLEOTIDE (GTG)s IN BACTERIAL
DNA FINGERPRINTING

I. Rychlik, L. Bejckova

Veterinary Research Institute, Brno

On a set of 198 bacterial strains out of 19 different species we have tested the
ability of oligonucleotide (GTG)s to provide definitive DNA fingerprints. All the
tested bacteria gave rise to at least one band after digestion with Hinf I and hybri-
dization with radioabelled oligonucleotide (GTG)s. The number of resulting bands
varied considerably from species to species and correlated strongly with the GC
content of individual bacterial species. A set of 13 well defined laboratory strains
of Escherichia coli was divided into 3 groups after GTG fingerprinting, while stan-
dard ribotyping revealed no differences. GTG fingerprinting is simple and reliable
method for typing bacteria and may be of particular value in those bacterial species,
where no other typing systems are available.

DNA fingerprinting; oligonucleotide probe; (GTG)s; ribotyping

DNA fingerprinting is a useful method for comparing different organisms
(Gill etal, 1985 Blumberg etal, 1992; Vosman etal, 1992). The
method is now being used widely. In eucaryots it is used for precise identification
of individuals (Sullivan et al, 1993) and for parantage analysis in wild
populations (Lan g etal., 1993; Lubjuhn etal, 1993). In procaryots it has
been successfully used for identification of individual bacterial clones M arti -
netti and Altwegg, 1990; Doll et al, 1993) and in epidemiological
studies (Blumberg etal, 1992; Chowdry et al, 1993).

Nucleic acids from the organisms under study are purified, digested with
restriction endonucleases, the resulting fragments separated by electrophoresis,
blotted to the inert membrane and are hybridized with a suitable probe (E p -
plen, 1992; McCabe, 1992). The most critical parameters of this method
are the choice of restriction endonuclease and suitable probe. Probes are usually
directed against sequences which are multicopy and are randomly distributed
throughout the genome. Different approaches have evolved (Crawford et
al, 1991; Meyer et al, 1991; Miteva et al, 1992; Nath et al,
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1992; Stanley etal, 1992c; Chowdry et al, 1993) basically on two

general approaches:

— relatively well defined cloned DNA fragments such as probes 33.15 and 33.6
used especially for fingerprinting in humans Jeffrey s et al., 1985a, b, c)
and/or cloned rRNA genes (rDNA) for fingerprinting (ribotyping) in bacteria
Martinetti and Altwegg, 1990; Nastasi etal, 1991; Pre-
heim etal, 1991; De Muro etal, 1992; Stanley etal, 1992d)

— randomly chosen oligonucleotides based on the sequences of the minisatelitte
regions, such as oligonucleotide (GTG)s (Zischler etal., 1989; Mey -
er etal, 1991; Vosman et al.,, 1992).

Until recently, the latter system has been used only for fingerprinting of
eucaryotic organisms. It was reported recently that it can be used also for finger-
printing in Salmonella and Shigella (D o 11 et al., 1993). In this study, the authors
investigated the use of the oligonucleotide (GTG)s in DNA fingerprinting of
selected serotypes of Salmonella and Shigella and it was shown that especially in
Shigella it could be of a particular value. Therefore, after our initial studies in
Mycobacterium paratuberculosis and Actinobacillus pleuropneumoniae (R 'y ch -
Iik et al, 1994), we decided to test the ability of the oligonucleotide probe
(GTG)s to provide suitable fingerprints on a wider range of different bacterial
species. On a well defined set of laboratory strains of Escherichia coli we have
then tested the discriminatory power of fingerprinting with the oligonucleotide
(GTG)s. These results were compared with the result of fingerprinting using an
oligonucleotide probe complementary to the conservative region of rDNA i.e. to
ribotyping.

MATERIAL AND METHODS

BACTERIAL STRAINS

The strains used in study are listed in Tab. I. In a total, 198 strains belonging
to 19 bacterial species were fingerprinted with oligonucleotide (GTG)s. The
following strains of E. coli were used to determine the discriminatory power of
GTG fingerprinting: DH5at, HB101, TG1, TB1, XL1 Blue, SURE™, IM101,
JM103, JM109, C600, LE392, BNN93 and Y1088.

DNA TECHNIQUES

Bacteria from approximatelly 1 cm? of a nutrient agar grown cultures were
harvested, immobilized in 250 pul 0.8% low-melting agarose, treated in lysozyme
solution 1 mg/ml (including lysostaphin in the case of staphylococci) for 60 min
at 37 °C and were then lysed for 48 hours at 50 °C in 0.5% SDS, 0.5 mg/ml
proteinase K and 250 mM EDTA (Y an et al., 1991). After thorough washing
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I. List of strains used in study

ongn | Nt o) Yot

GTG bands
Actinobacillus pleuropneumoniae | VRI 24 42 19
Bacillus cereus CCM 1 35 1
Bacillus subtilis CCM 1 43 3
Bordetella bronchiseptica VRI 1 69 36
Escherichia coli VRI 13 50 16
Enterobacter cloacae CCM 1 53 22
Klebsiella pneumoniae CCM 1 57 33
Lactobacillus sp. VRI 1 44 13
Listeria monocytogenes CCM 1 37 15
Micrococcus luteus CCM 1 73 23
Mycobacterium avium VRI 7 65 25
Mycobacterium paratuberculosis VRI 66 65 25
Pasteurella multocida VRI 1 42 15
Proteus vulgaris CCM, VRI 2 39 22
Pseudomonas aeruginosa CCM 1 67 25
Salmonella sp. CCM, VRI 73 51 16
Sarcina ventriculi FaSc [ 31 13
Staphylococcus aureus CCM 1 34 4
Staphylococcus epidermidis CCM 1 33

Abbreviations:

CCM - Czechoslovak Collection of Microorganisms, Brno, Czech Republic

VRI - strains isolated and characterized at Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

FaSc - strain provided by Dr. Bartos from Faculty of Science Masaryk’s University, Brno,
Czech Republic

* Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 1986, Williams & Wilkins, Baltimore, USA

in TE (10mM TRIS HCI pH 7.5, 1 mM EDTA), the DNA in the agarose blocks
was digested with the restriction endonuclease (Hinf I, Hind III, Amersham).
Following digestion, samples were heated for 5 min to 65 °C, extracted with
phenol and loaded onto 0.9% agarose gel. Electrophoresis was carried out at 40V
(2 V/cm) for 15 hours. DNA was stained with ethidium bromide and viewed and
photographed through an orange filter on UV transiluminator (Sambrook et
al., 1989). Restriction fragments were vacuum blotted onto a nylon membrane
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(Hybond N, Amersham) and prehybridized and hybridized at 43 °C in Amer-
sham’s hybridization buffer according to the instruction of the manufacturer.
Posthybridization washes were carried out 2 x 5 min in 5 x SSC, 0.1% SDS at
room temperature, 2 X 20 min in 1 x SSC, 0.1% SDS at 43 °C following by brief
wash in 1 x SSC at room temperature. Exposure times were usually from 1 to
7 days. .

OLIGONUCLEOTIDES USED IN STUDY

Oligonucleotide probes were labelled on 3’ends using terminal transferase and
o*?P dCTP. The sequences of the oligonucleotide probes used in the study were
as follows:

(GTG)s: 5’ GTG GTG GTG GTG GTG ¥
oligoriboprobe: 5 CAG GAT TAG ATA CCC TGG TA 3’

The sequence of oligoriboprobe (oligonucleotide probe complementary to the
conservative region of rRNA genes) was chosen according to sequences publish-
ed previously (Weisburg etal, 1991).

RESULTS AND DISCUSSION

The aim of the study was to investigate the potential value of oligonucleotide
(GTG)s for fingerprinting in bacteria. This oligonucleotide has been used so far,
of one exception (D o 11 et al., 1993), for fingerprinting of eucaryotic organisms
(Zischler etal, 1989; Kunstman et al, 1992, Vosman et al.,
1992). However, we produced reasonable fingerprints when working with Salmo-
nella sp., M. paratuberculosis (unpublished results) and A. pleuropneumoniae
(Rychlik et al, 1994). Further we tested the ability of (GTG)s to work
successfully in other bacteria. The results from GTG fingerprinting were compa-
red to standard ribotyping with an oligonucleotide probe complementary to the
conservative region of rDNA.

DNA of 198 strains of 19 different bacterial species was purified from the
cells immobilized in low-melting point agarose and digested with restriction
endonuclease Hinf I. Typical results are shown in Fig. 1. Only in the cases of
Bordetella bronchiseptica, Enterobacter cloacae, Mycobacterium avium, Proteus vul-
garis and Salmonella enteritidis there were traces of undigested DNA which can
be, however, readily distinguished. After hybridization with the (GTG)s probe
different number of hybridizing fragments appeared, which varied from species
to species (Fig. 2). In all the species so far tested we found at least one fragment
which reacted with the (GTG)s probe. Correlation between the GC content and
number of fragments after hybridization was observed. The higher the GC con-
tent, the greater was the number of resulting fragments (Tab. I).
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1. Hinf I restriction endonuclease profiles of 19 different strains from 17 bacterial species.
Lambda DNA digested with Bst EII was used as a molecular weight standard

Using the (GTG)s probe it was possible to divide the 13 closely related labo-
ratory E. coli strains into 3 groups on the basis of size and number of fragments
which hybridized with (GTG)s probe (Fig. 3). The first consisted of strains
DHS5a, TB1 and Y1088, second HB101, TG1, C600, LE392 and BNN93 and
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2. DNA fingerprinting of 19 different strains from 17 bacterial species after digestion with Hinf
I and hybridization with radiolabelled oligonucleotide (GTG)s. Molecular weights are as indi-
cated
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3. DNA fingerprinting of 13 laboratory E. coli strains after Hinf I digestion and hybridization
with oligonucleotide (GTG)s. Differences among strains are indicated with arrows

third of strains XL1 Blue, SURE™, JM101, JM103 and JM109. When the oli-
goriboprobe was used following Hinf I digestion, only a single band appeared
due to the presence of Hinf I recognition sites within rRNA genes. In all strains
approximatelly 520 bp long fragment has been cut out of all the gene copies and
hybridized with 20 bp long oligoriboprobe. Therefore for ribotyping it was ne-
cessary to cut chromosomal DNA with restriction endonuclease Hind III. After
such a digestion and hybridization with oligoriboprobe, all the 13 strains gave
rise to the identical fragment patterns (Fig. 4).
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4. DNA fingerprinting (ribotyping) of 13 laboratory E. coli strains after Hind III digestion and
hybridization with oligoriboprobe

We found that GTG fingerprinting can be used in all the bacterial strains so
far tested (Fig. 2). A parameter which apparently strongly influenced the results
is the GC content of the genome of the bacterium under the study. Bacteria with
30% GC content gave rise to only a limited number of bands (Fig. 2, Tab. I).
However, the number of resulting fragments could be adjusted by altering the
stringency during the hybridization and posthybridization washes. Any restriction
endonuclease digesting the target DNA can be used, although the choice of
enzyme may also influence the results. We preferred the use of 4 bp sequence-
-recognizing enzymes producing higher number of restriction fragments which
resulted in the higher probability of differentiating between compared strains.

When comparing to ribotyping, GTG fingerprinting showed greater variability
among the closely related laboratory strains of E. coli than did the ribotyping
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which failed to show any differences. It may be explained by the probability that
GTG rich regions are randomly distributed within the genome of the bacteria and
their flanking regions are more complex and variable, while sequences around
the rRNA genes are more stable.

Different probes has been so far used for fingerprinting bacteria (Laguer-
re etal, 1992; Nath etal, 1992; Pignatari etal, 1992; Stanley
et al., 1992a). Some of them have a disadvantage of being useful only in limited
number of species, while the other are difficult to standardize because of slightly
different approach of the authors in the choice of the probe and restriction endo-
nuclease (M artinetti and Altwegg, 1990; Nastasi et al, 1991;
Izard etal, 1992; Scieux et al, 1992). On the other hand, work with
oligonucleotide probes could offer a simple system available to any laboratory
involved in DNA fingerprinting. GTG fingerprinting can be of special interest
especially in those bacterial species where there is no other available system. The
absolute definition of the probe sequence and well controlled hybridization and
washing conditions could enable simple comparison of the results.
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RYCHLIK, I. - BEJICKOVA, L. (Vyzkumny tstav veterindrniho 1ékafstvi, Brno):
Vyuziti oligonukleotidu (GTG)s pfi DNA fingerprintingu bakterii.
Vet. Med — Czech, 39, 1994 (10): 567-578.

U 198 kment 19 riznych bakteridlnich druhl byla testovdna moZnost vyuZiti
syntetického oligonukleotidu (GTG)s pfi DNA fingerprintingu bakterii. VSechny vy-
Setfené bakterie po Stépeni restrikéni{ endonukledzou Hinf I reagovaly se sondou
(GTG)s. Pocet pruhti po hybridizaci se znacné lisil u jednotlivych kmenii a byl zdvisly
na obsahu GC pdri v DNA jednotlivych bakteridlnich druhti. Skupina 13 pfesné
definovanych laboratornich kmeni Escherichia coli byla rozdélena do tii skupin za
vyuZiti GTG fingerprintingu. Standardni ribotypizace v tomto piipadé neprokéizala
zadné rozdily mezi studovanymi kmeny. GTG fingerprinting je jednoduché a spoleh-
livd metoda pro diferenciaci bakterif a diky univerzalnosti méa své uplatnén{ zejména
u téch bakteridlnich druht, kde Zadné jiné typizacni systémy nejsou dostupné.

DNA fingerprinting; diferenciace baktérii; oligonukleotidovd sonda (GTG)s; riboty-
pizace

Contact Address:

RNDr. Ivan Ry chl{k, Vyzkumny dstav veterindrntho 1ékarstvi, Hudcova 70,
621 32 Brno, Czech Republic
Tel. 05/41 32 12 41, fax 05/41 21 12 29
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OBSAH TESTOSTERONU VE TKANICH VARLAT
A NADVARLAT PRI HISTOPATOLOGICKYCH ZMENACH
VE VARLATECH BYKU

F. Diba, A. Vinkler, L. Groch

Vysokd $kola veterindrni a farmaceutickd, Brno

Testosteron byl stanoven ze 42 varlat a nadvarlat 21 byki pfi riznych mikrosko-
pickych zméndch. Hladina testosteronu v testikuldrn{ tkdni u skupiny varlat bez
histopatologickych zmé&n spermiogenniho epitelu byla 9,2 + 6,77 ng/g tkéné&. V hla-
vé nadvarlete bylo 5,26 + 4,2, v téle 5,4 + 4,0 a v ocase nadvarlete 3,23 + 3,26 ng/g
testosteronu. Pfi edematéznim prosdknuti intersticia byla hladina testosteronu v tes-
tikuldrni tkdni 16,2 + 24,6, v hlavé 6,2 + 3,59, v téle 4,6 £ 3,3 a v ocasu nadvarlete
2,07 £ 1,2 ng/g. Pri degenerativnich zméndch spermiogenniho epitelu byla hladina
testosteronu v testikuldrni tkdni 49,8 + 54,0, v hlavé 5,62 £ 5,6, v téle 4,3 £ 4,8
a v ocasu nadvarlete 5,6 + 3,4 ng/g. Pfi bunécnych infiltracich a proliferacich
intersticia byla hladina testosteronu v testikuldrni tkdni 52,7 *+ 47,6, v hlavé 4,92 +
3,2, v téle 4,6 £ 3,0 a v ocasu nadvarlete 4,34 + 4,0 ng/g. Pii stanoveni hladiny
testosteronu ze 42 varlat a nadvarlat 21 bykta bylo v priméru zji§téno ve tkdni
varlete 38,96 + 47,0 ng/g testosteronu, v hlavé nadvarlete 5,7 + 4,7, v téle 5,3 +
5,1 a v ocasu nadvarlete 3,2 + 3,5 ng/g tkdné. Pri degenerativnich zméndch sper-
miogennfho epitelu a pfi bunéénych infiltracich a proliferacich byly zjiSt€ny vyssi
hladiny testosteronu ve tkdni varlete. Tyto hodnoty lze viak povaZovat za ovlivnéné
nerovnomérnym podilem jednotlivych strukturdlnich ¢dsti parenchymi varlat k sta-
noveni hmotnosti.

byk; varle; nadvarle; testosteron; histopatologické zmény

Piitomnost hormonu ve varleti byla prokdzdna transplantani technikou
(Berthold, 1849). Praktické vyuZiti testosteronu v posouzeni jeho vlivu na
funkce samcl bylo moZné aZ po jeho izolovdni (David aj., 1935). Po jeho
extrakci se vyzkum zaméfil na zjiSté€ni bun€k produkujicich tento hormon (Ei k -
-Nes, 1970). Tim byla vymezena vzdjemnd souhra mezi vy$§imi nervovymi
centry a pohlavnimi orgdny samce. Od té doby byla fada studii zamé&fena na
sledovén{ poruchy ejakuldtu vzhledem k neurohumorilnimu fizeni resp. nedosta-
tku testosteronu (Bishop a Walton, 1960; Kénig, 1962; Ross
a Entwistle, 1978). Tyto studie ukdzaly, Ze vztah mezi hypotalamem,
hypofyzou a varletem je urCujicim faktorem jak pfi inkretorickych, tak i pfi ex-
kretorickych funkcich varlete. Porucha funkci nadfazenych center miZe mit za
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nisledek degeneraci spermiogenniho epitelu, plisobeni exogennich faktori miZe
déle zplisobovat i edematozni prosdknuti a buné¢né infiltrace a proliferace inter-
sticia (L ad d s, 1985). Pokles koncentrace testosteronu v krevni plazmé byki
po navozeni poruch termoregulace zjistili Probhakar aj. (1990), u kanci
Larsson aj.(1983), Malmgren (1988), u ¢lové€ka po dlouhodobém stre-
su Aavaag aj. (1978), De Kretser (1982), u beranii pfi degeneraci
Blanchard aj. (1991a, b), u krys po podéni antispermiogennich latek A o -
ki a Fawcett (1978). Naopak zvySenou koncentraci testosteronu u byki
s histopatologickymi zmé&nami ve varletni tkéni pozorovali Veeramacha-
neni aj. (1986), u kanci po podidni kortikoidi Liptrap aj. (1975).
Yaun (1979)a Veeramachaneni aj. (1986) jako pii¢inu zvySen{ hla-
din testosteronu uvadé&ji hyperplazii nebo hypertrofii Leydigovych bunék vznika-
jici pfi histopatologickych zméndch vZdy v bezprostfedni blizkosti postiZenych
semenoplodnych kandlki varlete. Tuto hyperplazii pozorovali i Aoki
a Fawcett (1978) u mysi po implantaci antispermatogennich latek pod tu-
nica albuginea a doli k nizoru, Ze semenoplodné kandlky se zicastiiujf lokdlniho
fizeni Leydigovych bunék. Jini zase povaZuji Sertoliho buiiky za zodpovédné pro
danou zménu tim, Ze produkuji GnRH-like faktory (De Kretser, 1982;
Bhasin aj.,1983; Nagendranath aj., 1983), které mohou byt tlumeny
antagonisty GnRH (Sharp e aj., 1980). VySe uvedené studie se zaméfili pouze
na zjiSt€ni hladin testosteronu v periferni krvi jak specifickych, tak i nespecific-
kych hormoni fidicich funkci pohlavnich orgdni samce pfi histopatologickych
zméndch. NaSe studie mé za cil zjistit obsah testosteronu v testikuldrni a epidi-
dymadlni tkéni jak za fyziologickych pomért, tak i pfi histopatologickych zmé-
nach ve varleti.

MATERIAL A METODY

Pro sledovéni bylo pouZito 42 varlat a nadvarlat od 21 bykd ziskanych bez-
prostfedné& po odporaZeni na jatk4ch. Byci byli ve v&ku 14 aZ 20 mésici o hmot-
nosti 550 aZ 650 kg plemene Ceského strakatého, Cernostrakatého niZinného
a jejich kiiZenci.

Po makroskopickém posouzeni byla varlata zviZena. Pozd&ji bylo bezpro-
stfedn& pfistoupeno k odbéru vzorkd na mikroskopické hodnoceni a stanoveni
hladin testosteronu. Vzorky odebrané z 42 varlat po pfi¢ném fezu z margo liber
o velikosti 1 x 1 x 1 cm byly fixovdny v 10% formalinu. Po zaliti do parafinu
byly na mikrotomu typu Leitz 1280 firmy Reichert zhotoveny fezy o sile 5 p,
které byly fixovdny na podloZni sklitko a dile barveny hematoxylin-eosinem.
Posouzeni bylo provedeno na svételném mikroskopu Laboval fy Carl Zeiss Jena
pii zvé&tleni 240x (15 x 10 x 1,6).
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Podle histopatologického nédlezu byla varlata rozdélena do ¢tyf skupin. Prvni
skupinu tvofilo sedm varlat bez histopatologického nélezu, ve druhé skupiné bylo
22 varlat s ndlezem rizného stupné degenerativnich zmén spermiogenniho epi-
telu. Ve tieti skupin€ bylo Sest varlat s edemat6znim prosdknutim intersticia
a ¢tvrtou skupinu tvofilo devét varlat se zji$ténymi buné&nymi infiltracemi a pro-
liferacemi.

Hladiny testosteronu byly stanoveny z bezprostfedn{ blizkosti mist odkud byly
odebrdany vzorky na histologické vySetfeni. Vzorky o hmotnosti asi 1 g byly
ihned uloZeny do mrazni¢ky aZ do doby stanoveni testosteronu. Pfi stanoveni ze
tkdné byla po rozmrazeni provedena homogenizace vzorku v tfeci misce, diiklad-
né promichdni homogenizdtorem a vyluhovéni v etyléteru. Poté byl testosteron
stanoven RIA metodou podle Stupnického (1975), modifikovanou P{ -
chovou (1977). Vyhodnoceni bylo provedeno programem RIA piimo v pii-
stroji fy Beckman, LS 581. Obsah testosteronu byl stanoven na gram tkéné.

VYSLEDKY

Ve skupiné sedmi varlat bez histopatologického ndlezu (tab. I) byla primé&érna
hmotnost varlat 312,9 + 52,8 g s hladinou testosteronu 9,2 + 6,77 ng/g tkané.
V hlavé nadvarlate byla zji§téna hladina testosteronu 5,26 + 4,2, v téle 5,4 + 4,0
a v ocase nadvarlete bylo 3,23 *+ 3,26 ng/g tkadné. Pfi zjist€ni edemat6zniho
prosdknut{ intersticia byla prim&m4 hmotnost 3esti varlat 332,8 + 52,7 g s obsa-
hem 16,2 + 24,6 ng/g testosteronu ve tkdni varlete. V jednotlivych ¢astech nad-
varlete bylo od hlavy k ocasu zji§téno 6,2 *+ 3,59; 4,6 + 3,3 a 2,07 + 1,2 ng/g
tkdné testosteronu. Pfi degenerativnich zméndch spermiogenniho epitelu byla
primémé hmotnost 22 varlat 300,5 + 48,1 g s obsahem testosteronu 49,8 +
54,0 ng/g. V hlavé nadvarlete bylo zji§té€no 5,62 + 5,6, v téle 4,3 + 4,8 a v ocasu
5,6 = 3,4 ng/g testosteronu. Ve skupin€ buné&nych infiltrac{ a proliferaci inter-
sticia byla primérnd hmotnost varlat 350,6 + 20,5 g s obsahem 52,7 + 47,6 ng/g
testosteronu. V hlavé nadvarlete bylo 4,92 + 3,2, v téle 4,6 + 3,0 a v ocasu 4,34 +
4,0 ng/g.

Primémd hmotnost vSech varlat (tab. I) byla 315,5 + 48,7 g s obsahem tes-
tosteronu 38,98 + 47,0 ng/g ve tkéni varlete, 5,7 + 4,7 ng/g v hlavé nadvarlete,
4,3 +£ 4,0 ng/g v t&le nadvarlete a 3,4 + 3,3 ng/g v ocasu nadvarlete.

DISKUSE

Poprvé piitomnost testosteronu potvrdil D avid aj. (1935). Ponich Lin -
dner (1959) izoloval testosteron z homogenatu testikularn{ tkdn€ v hodnotich
od 1,6 do 6 pg/g tkdn& varlat, coZ jsou hodnoty vyrazn& vyS3{ neZ byly ndmi
zjistény (38,98 + 47,0 ng/g tkang).
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1. Obsah testosteronu ve tkanich varlat a nadvarlat pii histopatologckych zméndch ve varlatech byki — Testosterone contents in the testicular
and epididymal tissues at histopathological changes in the testes of bulls

Hladiny testosteronu (ng/g tkang)®

Zmény ve varleti' n Hmotnost varlat’ (€9) 9 nadvarle'®
varle 11 12 13
hlava télo ocas

SethSmaniogkele’ | 9 312,86 + 52,77 92 +6,77 526 42 5.4+ 40 3234326
e 6 332,8 + 52,60 162 +246 62 £35 | 46+33 207+ 1.2
intersticia
Pogmeistinlzmeny | oo 300,5 + 48,1 49,8 + 54,0 562 +4,8 43+48 56 +34
spermiogenniho epitelu
A 7 3506 + 20,5 527 +476 492+32 46+3,0 434+ 4,0
a proliferace
Celkem® 42 315,5 +48,7 38,98 + 47,0 57 +47 4340 34+33

lchanges in testis, “without histopathological change, 3oedematous infiltration of interstitium, 4dc:generative changes of spermatogenic
egithelium, Scellular infiltration and proliferation, “total, Ttestis weight, $testosterone levels (ng/g tissue), %testis, loepididyn'lis, "head,
1 13

corpus, “cauda v



Rozdilné hodnoty testosteronu v hlavé a ocasu nadvarlete byly potvrzeny téZ
u jinych druht zvifat (Frankel aj., 1970; Afjes aj., 1972; Pujol aj.,
1976; Vreeburg aj., 1975 Amann a Ganjam, 1976). Tito autofi
uddvaji rozdilné divody pro rozdilné hladiny testosteronu mezi jednotlivymi
segmenty nadvarlete. V této souvislosti upozoriiuji, Ze hlava, t€lo a proximalni
¢ast ocasu nadvarlete jsou zdsobovany arterii, kterd odstupuje z a. spermatica
interna v oblasti plexus pampiniformis, druhd arterie, zasobujici ocas nadvarlete,
odstupuje z a. iliaca interna (Ganjam a Amann, 1976; Hammer-
stedt a Amann, 1976).

Vzhledem k tomu, Ze jsme stanovovali hladiny testosteronu nejen v hlavé
a ocasu nadvarlete, ale i v t€le nadvarlete a zjistili jsme sice postupny pokles
hladin testosteronu od hlavy nadvarlete (5,7 + 4,7 ng/g) pres té&lo (4,3 + 4,0 ng/g)
aZ po ocas (3,4 £ 3,3 ng/g), ale u nékterych byki vyssi hladiny v ocasu nezZ v téle
nadvarlete, dd se pfedpokladat, Ze na hladinich testosteronu v jednotlivych seg-
mentech se miZe podilet jak testosteron pfivadény krevnim fecCist€m, tak testos-
teron vdzany na bilkovinu produkovanou Sertoliho buiikami, ktery zajistuje jeho
tcinnou hladinu v semenoplodnych kandlcich, odkud se s tokem tekutiny muizZe
dostdvat do nadvarlete. Postupné klesajici hladiny testosteronu odpovidaji z¢asti
jeho metabolizaci tkdni nadvarlat, kterou uvddi Hammerstedt
a Amann (1976), kdy nejdiive vznik4 biologicky uinné&j3i dihydrotestoste-
ron. Urcité mnoZstvi testosteronu se dostavi i do dal3ich &asti vyvodnych cest
a nachdzi se i v semenné plazmé& bykii a kanci (Kozumplik a Vin-
kler, 1982). Obsah testosteronu z jedné Casti varlete nemusi byt reprezentativn{
pro celkovou tvorbu androgenil i kdyZ vyS$etfeni vice varlat z jednoho mista jiZ,
byt jen orienta¢né, urcité hodnoty ukazuje. Dalo by se tedy spiSe pfedpoklddat,
Ze ¢im vétsi varle (a v daném piipad€ i vy$Si obsah testosteronu v jeho tkéni),
tim vy33{ budou hodnoty testosteronu v té€ch ¢astech nadvarlete, které bezpro-
stfedné pfiléhaji na vyvodny systém varlat, z kterého pfechdzi ve vazb& na an-
drogen vézajici bilkovinu. V naSem sledovéani{ nebyl zji§tén vztah mezi hmotnost{
varlat a obsahem testosteronu ve tkdni nadvarlat a mezi hladinami testosteronu
ve tkéni varlat a nadvarlat.

KdyZ se podivime na pruimérné hmotnosti nadvarlat zachycené v tab. I mi-
Zeme konstatovat, Ze v podstaté mohou odpovidat histopatologickému ndlezu.
Jestlize primé&rnd hmotnost varlat bez histopatologického nédlezu byla 312,86 +
52,77 g miZeme pfipustit, Ze edemat6zni prosdknuti intersticia miZe odpovidat
vy$¥{ prim&ma hmotnost varlat 332,8 + 52,69 g a naopak tibytek germinativn{
tkdn¢ se miZe projevit mensi hmotnosti varlat (300,5 + 48,1 g) ve skupiné se
zjiSt€nymi degenerativnimi zm&nami spermiogenniho epitelu. Se zmnoZenim
tkdné intersticia ve skupiné buné&nych infiltraci a proliferaci miZe souviset
i nejvyssi primé&rnd hmotnost varlat ze sledovaného souboru, a to 350,6 + 20,5 g.
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Pokud se tyké obsahu testosteronu ve varletn{ tkdni je moZné naSe zjistén{ vy3Sich
hladin testosteronu ve tkdni varlat s infiltracemi a proliferacemi srovnat
s vysledky autori Vé€Znik aj. (1990) a Kozdera (1991), ktefi zjistili
vy$8i hladiny testosteronu v krvi bykli po experimentdlnich infekcich varlat
plisnémi. Né&ktefi autofi jako pfifinu zvy3eni hladin testosteronu uvadgji hy-
perplazii Leydigovych bun&k (Aoki aj. 1978; Veeramachaneni aj,
1986). V nafem Setieni jsme se nezabyvali sledovianim stavu Leydigovych bunék
(sledovéni vyZaduje specidlni vySetfovaci metody). Na zdklad& ndzori vye uve-
denych autorii pfedpokldddme, Ze pfi¢inou zvy3eni hladin testosteronu i v najem
Setfeni mohou byt hyperplazie Leydigovych bun&€k. Tuto zvy3enou hladinu
testosteronu zjistilii Aoki a Fawcett (1978), Yaun (1979)a Vee-
ramachaneni aj. (1986). Naopak nase priace nesouhlasi s vysledky autort,
ktefi zjistili pokles hladin testosteronu pfi degenerativnich zmé&nach spermio-
genniho epitelu u byki (Probhakar aj., 1990), u kanch (Larson aj,
1983; Malmgren, 1988), u &lov&ka po dlouhodobém stresu (Aavaag aj.,
1978; De Kretser, 1982), u berani (Blanchard aj., 1991a, b).
Piedpokladdme, Ze tento rozdil vznikl v disledku zmé&ny v relativnich pomérech
jednotlivych strukturilnich sloZek parenchymi varlat pfi pfepoctu hladin testoste-
ronu na hmotnost odebranych vzorki.

Podivdme-li se na obsah testosteronu ve tkdni nadvarlete, ani zde se neobje-
vuje Zadny vztah mezi obsahem testosteronu v hlavé nadvarlete a tkdni nadvar-
lete (tab. I). Vy33{ hladina testosteronu v ocasu nadvarlete neZ v téle nadvarlete
ve skupin€ se zjiSténymi degenerativnimi zmé&nami pak sv&d¢i ve prospéch né-
zou (Amann a Ganjam, 1976), Ze ur¢ité mnoZstvi testosteronu se do-
stdvd do nadvarlete krevnim feliStém, pifedev§im do ocasu nadvarlete jak to
vyplyva z price Goyala (1983) po aplikaci testosteronu orchidektomovanym
bykim.
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Contents of testosterone in testicular and epididymal tissues with histopathological
changes in the testes of bulls.
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A total of 42 sexual organs of bulls were used to study the relationship between
the level of testosterone and the effect of histopathological changes. Genital organs
were obtained immediately after slaughter at the Brno abbatoir. Bulls were 14 to
20 months of age and weighed 450 to 650 kg, they were of the Czech Pied, Black
and White breeds and their crossbreds.
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After an assessment of testosterone contents in testicular and epididymal tissues
and microscopic examination of organs the concentration of testosterone determined
according to the histopathological findings were (Tab. I) as follows.

The mean content of testosterone in testicular homogenates was 38.96 + 47.0 ng/g.
The values for the head, corpus and cauda regions of the épididymal tissue were 5.7 £
4.7,5.3 5.1 and 3.2 £ 3.5 ng/g tissue, respectively. The mean level of testosterone
in testicular homogenates in the group without histopathological changes of the
spermatogenic epithelium was 9.2 + 6.77; 5.26 * 4.2. In this group the concentration
of 5.3 £ 4.2 from the head 5.4 + 5.3 from the corpus and 3.23 + 3.26 ng/g tissue were
revealed in the cauda of the epididymis.

In the group with oedematous infiltration of the interstitium the mean level of
testosterone in testicular tissue was determined 16.2 * 24.6, in the head of the epidi-
dymis it was 6.2 *+ 3.59, in the corpus 4.6 + 3.3 and 2.07 * 1.2 ng/g of testosterone
was obtained from the cauda of the epididymis. In organs with degeneration of the
spermatogenic epithelium the mean concentration of testosterone in the testicular
tissue was about 49.8 + 54.0, in the head of the epididymis 5.62 * 5.6, in the corpus
4.3 + 4.8 and in the cauda of the epididymis 5.6 + 3.4 ng/g tissue was determined.
In genital organs with cellular infiltration and proliferation of the spermatogenic
epithelium the mean level of testosterone in the testicular tissue was 52.7 + 47.6 ng/g
tissue. In epididymal regions of the same group 4.9 + 3.2, 4.6 + 3.0, 4.3 £ 4.0 ng/g
from the head, corpus and cauda of the epididymis were obtained, respectively.:

It can be concluded that the higher testosterone levels from the testicular tissue
were obtained in sexual organs with degeneration of the spermatogenic epithelium
and cellular infiltration of the interstitial cells.

bull; testis; epididymis; testosterone; histopathological changes

Contact Address:

MVDr. Fantahun Dib a, CSc., Vysokd §kola veterindrni a farmaceuticka,
Palackého 1-3, 612 42 Brno, Czech Republic
Tel. 05/41 32 11 07, fax 05/41 21 11 51

Vet. Med. — Czech, 39, 1994 (10): 579-587 587



Upozoriiujeme ¢tendre, Ze ¢islo 11/1994 ¢asopisu
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IMUNOGENNOST VAKCINY PROTI ENZOOTICKEMU
POTRATU OVIEC

E. GajdoSova, E. Kovacova, J. Kazar, A. Kolcunova, A. Sabé

Virologicky istav SAV, Bratislava

V pokusoch na ovciach a laboratérnych bielych mySiach sme sledovali imunogén-
nost vakciny proti enzootickému potratu oviec, pozostdvajiicej z purifikovanych
a formalfnom inaktivovanych korpuskil Chlamydia psittaci. U oviec v intervaloch
1, 3 a 6 mesiacov po jednej ddvke vakciny a 2 tyZdne, 2 a 5 mesiacov po druhej
dédvke vakciny (podanej mesiac po prvej ddvke) sme porovndvali protildtkovi od-
poved v reakcii vizby komplementu (RVK) a metédou ELISA s vysledkami testu
blastickej transformdcie lymfocytov (BTL). Zatial ¢o protildtkovi odpoved v RVK
sme ojedinele zaznamenali len po podan{ vy§Sej ddvky (100 pg) vakciny, v metéde
ELISA boli od 3. mesiaca po vakcindcii pozitivne séra vietkych oviec, okrem tych,
ktoré dostali iba jednu niZsiu (20 pg) vakcinaénd ddvku. Naproti tomu pozitivitu
v teste BTL sme pozorovali vo vietkych povakcinanych intervaloch, bez ohfadu
na velkost a podet ddvok vakciny. Imunizdcia mysi jednou ddvkou (100 pg) vak-
ciny signifikantne, ale nie dplne zniZovala rozmnoZovanie Chlamydia psittaci v pFi-
cach mysf.

enzooticky potrat oviec; Chlamydia psittaci; inaktivovand vakcina; povakcinacnd
imunita

Enzooticky potrat oviec (EPO) je zndmy uZ od 50. rokov ako samostatné
nozologicka jednotka spdsobovand chlamydiami (Stamp a i, 1950). Na z4-
vaznost ochorenia a zna¢né straty, ktoré méZe Ch. psittaci v chovoch oviec u nés
zapricinit, upozornili v sérii pric Sddecky ai (1978)a Trdvnicek ai.
(1977, 1978), ktori tieZ Ch. psittaci ako pdvodcu EPO izolovali a identifikovali.

Prvé snahy o ochranu oviec pred touto chorobou ich vakcindciou si zndme
kritko po jej objaveni McEwen a Foggie, 1954). Od toho Casu sa
pouZivali na prevenciu EPO inaktivované chlamydiové vakciny, av3ak s r6znym
tispechom (Linklater a Dyson,1979; Anderson ai., 1990). Vy-
chddzajic z vyskytu EPO a koxiel6zy u nds, sme vo Virologickom tstave SAV
vyvinuli vakciny proti tymto jednotlivym ochoreniam, ako aj kombinovani vak-
cinu. Pri sledovani imunogénnosti chlamydiovej vakciny u oviec hodnotenim
protilidtkovej odpovede dokazovanej reakciou vdzby komplementu (RVK) sa v¥ak
zistilo, Ze ast oviec reaguje pozitivne v zdvislosti od ddvky vakciny (Dravec -
ky ai., 1987).
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V tejto prici sme porovnali u oviec imunogénnosf vakciny, pripravenej z pu-
rifikovanych a inaktivovanych elementdrnych teliesok homol6gneho kmema
Ch. psirtaci hodnotenim povakcina¢nej protildtkovej odpovede nielen v RVK, ale
aj imunoenzymatickou metédou (ELISA) a sledovanim povakcina¢nej bunkove;j
imunitnej odpovede testom blastickej transformécie lymfocytov (BTL). U bielych
laboratérnych my3i sme sledovali ich ochranu pred intranazilnou (i.n.) infekciou
Ch. psittaci.

MATERIAL A METODY

Na pripravu vakciny, antigénov a na infekciu my3if sme pouZili kmeii PK-5082
Ch. psittaci, pdvodcu EPO, ktory u nés izolovali Sddecky ai. (1978). Vak-
cinu proti EPO predstavovali purifikované a formalinom inaktivované korpusku-
ly Ch. psittaci, pripravené z infikovanych Zitkovych vakov kuracich embry{
diferencidlnou centrifugiciou, éterovou extrakciou a pésobenim trypsinu.

Pokus sme robili na 10 ovciach (jarkdch) plemena slovenské merino, ktoré
boli pred vakcindciou sérologicky negativne v RVK a nereagovali v teste BTL.
Ovce sme imunizovali subkutédnne (s.c.) 2 ml vakciny, obsahujicej 100 pg (jarky
¢.1-4), resp. 20 pg (jarky &.5-8) korpuskil Ch. psittaci. Kontrolna skupina (jarky
¢.9-10) dostala s.c. rovnaky objem fyziologického roztoku. Po mesiaci sme po-
dali druhd ddvku vakciny, a to jarkdm ¢. 1-2 po 100 pg a jarkdm ¢&.5-6 po 20 pg.
Krv na sérologické vy3etrenie a na test BTL sme v3etkym ovciam odobrali
z v. juguldris pred vakcindciou a v intervaloch 1, 3 a 6 mesiacov po vakcin4cii.
Tie ovce, ktoré dostali druhi ddvku vakciny boli vySetrené tieZ 2 tyZdne po jej
podani.

V RVK sme séra vySetrili teplou metédou po inaktivécii pri teplote 56 °C po
dobu 30 minit Brezina a Urvolgyi, 1959) s korpuskuldrnym antigé-
nom homolégneho kmenia Ch. psittaci. Za pozitivne sme povaZovali séra reagu-
juce v riedenf 2 1 : 8.

V metéde ELISA sme pouZili 5 pg korpuskuldrneho antigénu Ch. psittaci na
jamku. Po naadsorbovani antigénu sme pridali vy3etrované séra (nativne) v rie-
deni 1 : 1 000 a po prisluinej inkubécii peroxiddzou znaceny anti-kozi-ovci
konjugét (USOL, Praha). Reakciu sme zn4zornili pridanim ortho-phenylén-dia-
minu ako substritu, riedeného v citritovom pufri a od¢&itali pri optickej denzite
(ODg492). Vypocitali sme priemerni hodnotu adsorbancie z 10 sér jariek, ziska-
nych pred vakciniciou, ktorii sme ndsobili dvoma. Ziskand hodnota bola 1,34
Kovédcova ai., 1987).

Na test BTL sme pouZili periférne mononukledrne bunky, ktoré sme ziskali
po centrifugicii heparinizovanej krvi na gradiente Ficoll-Verografin. Inkorporé-
cia metyl-’H tymidinu bola indikatorom blastogenézy. Radioaktivitu sme merali
v scintilatnom pocitaci (LKB 1217, Rackbeta, Sweden) a vyhodnotili v impul-

590 Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (10): 589-596



zoch/min. Vysledky sme vyjadrili stimulacnym indexom (SI), ktory predstavuje
pomer impulzov testovanej vzorky k impulzom zodpovedajiicej autolégnej kon-
troly (GajdoSovd a Brezina, 1989). Za pozitivny sme povaZovali SI = 2.
Biele laboratérne my$i 10-12 g (SPF, chov Velaz) sme imunizovali s.c. ddv-
kou 100 pg vakciny. Styri tyZdne po vakcindcii sme ich sérologicky vySetrili
v RVK a infikovali intranazdlne (i.n.) v narkéze CelenZujicimi davkami 10°
a 10°EIDsy homolégneho kmeiia Ch. psittaci. Na 4. deii sme uhynutym, ale aj
preZivajicim myS$iam po usmrteni vypitvali phica, z ktorych sme z obidvoch
lalokov urobili otlatkové preparéty, zafixovali nad plameifiom a farbili podfa
Gimenéza (1964). Paralelne sme vySetrovali my$i kontrolné, rovnako infi-
kované, ale neimunizované vakcinou. Stupeii rozmnoZovania chlamydii v pfd-
cach my3{ sme predbeZne hodnotili mikroskopicky. Z plic sme pripravili 20%
suspenzie v BHI (brain-heart infusion, fy Oxoid), ktoré sme potom titrovali na
6-diiovych kuracich embryich o¢kovanim do ZItkového vaku a hodnotenim pri-
tomnosti chlamydii od 5. do 11. diia po ofkovani u uhynutych embryi a na
12. defi po oc¢kovani u Zivych embryi. VyfaZok z mySich plic, vyjadreny titrom
chlamydif v ZItkovych vakoch kuracich embryi sme stanovili v EIDs¢/ml.

VYSLEDKY

V RVK po vakcindcii jednou ddvkou (100 pg) reagovala iba jedna jarka (&. 4)
v intervale 3 mesiace po vakcindicii, aj to iba v nizkom riedeni séra (1 : 16).
Opakované podanie druhej davky vakciny viedlo k pozitivite oviec v RVK v pri-
pade vysSej davky (jarky ¢. 1-2) v intervale 2 tyZdne a 2 mesiace po vakcindcii
v riedeniach sér 1 : 32-1 : 64. Pri hodnoteni met6édou ELISA (tab. I) pred
imunizdciou, ako aj prvy mesiac po imunizéicii boli vietky vzorky sér negativne.
Treti mesiac sme zaznamenali najvy3Sie hodnoty u tych jariek, ktoré dostali dve
davky po 100 pug (ODasy2 2,570-2,750). Hodnoty po jednej ddvke (100 pg) boli
niz8ie (1,900-1,910). Po podani dvoch ddvok po 20 pg boli hodnoty OD492
v rozmedzi od 1,734 do 1,784. Po imunizécii jednou ddvkou vakciny (20 pg)
sme ziskali negativne vysledky (0,907-1,180). Za $esf mesiacov po imunizéicii
mali hodnoty klesajicu tendenciu, pri¢om najvy3Sie zostali po dvojitej ddvke po
100 pg (2,020-2,170); niZie po jednej davke (100 pg) (1,723-1,814) a najniZ3ie
po dvojitej diavke 20 pg (1,660-1,680). Rovnako ako po 3 mesiacoch aj po
6 mesiacoch s ddvkou 20 pg sme nedokézali pritomnost protilatok. Za dva tyZdne
po podani druhej ddvky vakciny (100, resp. 20 pg) boli pozitivne hodnoty len
v pripade vy$3ej ddvky (2,220-2,570). V kontrolnej skupine boli hodnoty nega-
tivne vo v3etkych sledovanych intervaloch.

Z vysledkov testu BTL vyplyva (tab. II), e v Case pred imunizdciou boli
vietky vySetrované jarky negativne (SI < 2). Kontrolné, neimunizované jarky boli
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1. Protildtkova odpoved po imunizécii oviec vakcinou proti EPO hodnotend metédou ELISA -
Antibody response after immunization of sheep with vaccine against EPO, evaluated by ELISA

Zviera &.! Dévka? Intervaly po imunizicii v mesiacoch s hodnotami OD4923
(ng) 0" ! 112" | 3™ 6(5)"

1 100 + 100 0,456 0,760 2,220 2,570 2,020
2 100 + 100 0,540 0,670 2,570 2,750 2,170
3 100 0,600 0,800 1,900 1,723
4 100 0,832 0,900 1,910 1,814
5 20 + 20 0,733 0,945 1,300 1,784 1,660
6 20 + 20 0,863 0,670 1,220 1,734 1,680
7 20 0,741 0,670 0,907 0,850
8 20 0,780 0,930 1,180 1,000
9 kontrola* 0,585 0,630 0,890 0,702
10 kontrola 0,570 0,640 0,705 0,820

* — pred vakciniciou — before vaccination
** _ zdtvorkdach mesiace po druhej vakcina¢nej ddvke — in parentheses months after the second
dose of vaccine

lanimal No., Zdose, Jintervals after immunization in months with values of ODag2, *control

tieZ negativne vo v3etkych dalSich intervaloch. Pozitivitu v teste BTL sme pozo-
rovali u v3etkych jariek uZ od 1. mesiaca po imunizécii s vy$§imi hodnotami po
podani vy33ej davky (100 pg) vakciny (SI od 3,95 do 4,69). Po podani druhej
davky doslo k podstatnému zvySeniu hodné6t SI (6,32-7,76) v pripade 100 pg
vakciny oproti 20 pg vakciny, kde bolo len nepatrné zvysenie SI (z 3,12 na 3,25
a z 2,67 na 3,19). DalSie vySetrenia za 3 a 6 mesiacov po imunizicii ukézali, Ze
stav celuldrnej imunity, hodnoteny testom BTL, sa prakticky nemenil.

Zatial ¢o kontrolné mysi, infikované vy$Sou ddvkou 10°EIDso hynuli, alebo
boli zjavne choré, kontrolné my3i infikované niZ§ou ddvkou neprejavovali zndm-
ky ochorenia. Po vy33ej infek¢nej ddvke (106EID50) bol titer chlamydifi v plicach
my3i kontrolngch 10*'EIDso a u imunizovangch 10°7EIDso. Po niZSej infek&nej
divke (10°EIDso) sa v phicach mysi chlamydie mnoZili s vytaZkom 10”-*EIDso,
ale v imunizovanych mysiach iba s v§tazkom 10° 2EIDso. Titer protilatok v zmesi
sér imunizovanych my3i pred infekciou (4 tyZdne po imunizécii) bol 1 : 64
v RVK. TakZe imunizdcia my3f jednou ddvkou korpuskuldrnej chlamydiovej vak-
ciny signifikantne (viac ako 2 log jednotky) zniZovala rozmnoZovanie chlamydii
v phicach my3f (tab. III).
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II. Celuldrna imunitnd odpoved po imunizdicii oviec vakcinou proti EPO hodnotend testom
BTL - Cellular immune response after immunization of sheep with vaccine against EPO eva-
luated by BTL test

Zviera & ! Dévka? Intervaly po imunizécii v mesiacoch s hodnotami sP
(1g) 0 1 11/2)" 32)" 6(5)""
1 100 + 100 1,38 3,95 6,32 6,55 6,43
2 100 + 100 1,56 4,28 7,76 7,50 7,51
3 100 1,68 4,69 5,00 5,18
4 100 0,91 4,30 4,63 4,55
5 20 + 20 1,27 3,12 3,25 3,40 3,50
6 20 + 20 1,13 2,67 3,19 3,52 3,47
7 20 1,00 3,18 3,25 3,00
8 20 0,96 2,94 3,06 2,97
9 kontrola* 1,15 1,36 1,35 1,28 1,63
10 kontrola 1,34 1,18 1,14 1,02 0,98

* — pred vakcindciou — before vaccination
** _ v zdtvorkdch mesiace po druhej vakcina¢nej ddavke — in parentheses months after the second
dose of vacccine
!animal No., 2dosc:, Yintervals after immunization in months with values of stimulation indices,
4

control

III. Ochrana mysi pred intranazédlnou infekciou Ch. psittaci po predchidzajicej imunizicii vak-
cinou proti EPO — Protection of mice against Ch. psittaci intranasal infection previously immu-
nized with vaccine against EPO

Pokus' Imuniza&nd CelenZujiica logq Rozdiel log,,
Skupina’ ddvka® ddvka’ EIDs,’ EIDg,

I. pokus 100 pg 10°EIDy, 5.7

L. kontrola® 10°EIDy, 8,1 2,4

1. pokus 100 pg 10°EIDy, 52

I1. kontrola 10°EIDy, 7,3 2

* — stupeii mnoZenia chlamydif v plicach mysi (titrdcie v Zltkovych vakoch kuracich embryi) —
degree of multiplication of Chlamydiae in the lungs of mice (titrations in chicken embryo yolk
sacs)

** — rozdiel medzi pokusnou a kontrolnou skupinou v titroch mnoZenia C. psitacci — difference
between experimental and control group in titers of multiplication of C. psittaci

Iexpt:riment, zgroup, 3control, 4immunizing dose, schallengc dose
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DISKUSIA

Hodnotenie imunity po infekcii Ch. psittaci u domdécich a laboratérnych zvierat
je komplikované zvl43tnosfou vyvojového cyklu chlamydif, ich schopnosfou
perzistoval v infikovanych bunkédch hostitefa a imunomodulaénym p&sobenim
Ch. psittaci M cCafferty, 1990). Vzhfadom na to, Ze ide o obligatérneho
vnitrobunkového parazita, déleZitd tilohu pri poinfek&nej chlamydiovej imunite
hrajui nielen protildtky, ale predovietkym bunkové imunita.

Nafe vysledky porovndvajice humordlne a bunkové parametre imunity
nasvedC¢uji tomu, Ze to plati aj pre hodnotenie povakcina¢nej imunity. Zatial ¢o
test BTL odrédZajici bunkovi imunitni odpoved bol pozitivny vo v3etkych po-
vakcina¢nych intervaloch, bez ohladu na podet a velkost vakcinaénych dédvok,
protilatkovad odpoved dokazovanid met6dou ELISA bola len selektivne pozitivna
v zévislosti od povakcinaéného intervalu, ako aj od poc¢tu a velkosti vakci-
naénych divok. Sérologické vySetrenie povakcinacnej protildtkovej odpovede
v RVK sa ukézalo v porovnani s metédou ELISA ako mélo citlivé a nespolahli-
vé, v silade s pozorovanim Andersona a i. (1990), ktori povaZujd
vysledky RVK za variabilné a nekorelujice s odolnostou voci infekcii. Z uvede-
ného vyplyva nutnost nahradif vySetrovanie premorenia chovov oviec Ch. psittaci
a hodnotenie povakcina¢nej protilitkovej odpovede metédou ELISA namiesto
doposial pouZivanej RVK. Sérologické vySetrenie povakcinacnej protildtkovej
odpovede moZno tieZ doplnif testom BTL, alebo dostupnej¥im koZnym
alergickym testom, ktoré odrdZaji bunkovi imunitu (Wilsmore ai., 1984).

Otvorenou zostdva otézka, ¢i zistené parametre humoralnej a bunkovej imunity
u oviec zodpovedaji ich ochrane pred prirodzenou, alebo experimentdlnou chla-
mydiovou infekciou. Ochrana oviec vakcinovanych inaktivovanymi korpuskula-
mi Ch. psittaci pred experimentdlnou infekciou pévodcom EPO, pozorovand
inymi autormi, korelovala s protilitkovou odpovedou hodnotenou imunobloto-
vou analyzou povakcinaénych sér (Anderson a i, 1990), alebo metédou
ELISA (Wilsmore ai., 1990). PretoZe v nafich podmienkach si tazko mo-
Zeme dovolif experimentédlnu infekciu oviec Ch. psittaci, pouZili sme na hodno-
tenie u¢innosti vakciny model i.n. infekcie laboratérnych bielych my3f, u ktorych
sme dokdzali vyznamny stupefi ochrany, podobne ako v pripade kombinovane;j
vakciny proti infekcii Ch. psittaci a Coxiella burnetii (Kazdr a Schra-
m e k, 1980), nie vSak dplni zdbranu rozmnoZovania chlamydii. K podobnym
vysledkom dospeli Johnson a Hobson (1986) pri hodnoten{ G&innosti
chlamydiovej vakciny na my$iach po intracerebrélnej infekcii Ch. psittaci.
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Immunogenicity of vaccine against enzootic abortion of ewes.
Vet. Med. - Czech., 39, 1994 (10): 589-596.

Immunogenicity of vaccine against enzootic abortion of ewes (EPO) was evaluated
in sheep and laboratory white mice. The vaccine contained purified and formalin-
-inactivated corpuscules of Chlamydia psittaci. Experiment was performed on ten
sheep, Slovak Merino breed, which were negative before vaccination in serological
assays and blastic transformation of lymphocytes (BTL) tests. The animals were
immunized subcutaneously with 2 ml of vaccine which contained 100 pg (sheep No.
1-4) and 20 pg (sheep No. 5-8) corpuscules of C. psittaci. Control group (No. 9-10)
received the same volume of physiological saline. The second dose of vaccine was
given one month after the first dose (No. 1-2 — 100 pg each, and No. 5-6 - 20 ug
each). Blood for serological evaluation and BTL test was taken before vaccination
and 1, 3, and 6 months after vaccination. The sheep which were given the second
dose of vaccine were also evaluated two weeks thereafter. Antibody response in
complement fixation reaction (CFR) and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) was compared with the results of BTL. While the antibody response eva-
luated by CFR was sporadically positive after administration of the higher dose of
vaccine only, in ELISA all sera were positive except one lower dose of vaccine
(Tab. I). In all post-vaccination intervals positivity was confirmed by BTL test
irrespective of the size and number of vaccine dose (Tab. II). Immunization of mice
with one dose (100 pg) of vaccine significantly but not completely reduced multipli-
cation of C. psittaci in the lungs of mice (Tab. III).

enzootic abortion of ewes; Chlamydia psittaci; inactivated vaccine; post-vaccination
immunity
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MELANOBLASTOMOVA NEMOC U LABORATpRNiCH )
MINIPRASAT: MODEL PRO STUDIUM LIDSKYCH MALIGNICH
MELANOMU

K. Fortyn!, V. Hruban?, V. Horak3, J. Hradecky3, J. Tichy*

LChirurgické oddéleni, nemocnice Semily

2Vysokd Skola zemédélskd, Praha

3Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, Libéchov
4Patologicko-anatomické oddéleni, nemocnice Turnov

U tmavé pigmentovanych laboratornich miniprasat byly pozorovédny primdrni koZn{
maligni melanomy a rovnéZ rozsdhlé metastdzy v riznych orgdnech. Primdrn{ nd-
dory byly prevdZné mnohocetné a mély tubero-noduldrni tvar. Pravidelny vyskyt
nddort u potomki ze tif kombinaci pifen{ ukazuje na dédi¢nou predispozici k ma-
ligni transformaci. Je diskutovdno vyuzZitf pokusné skupiny zvifat jako modelu pro
dalsf studie a 1écbu lidského malignfho melanomu na$f difve vyvinutou ischemi-
zacni technikou.

maligni melanom; melanoblastom; miniaturni prase

Frekvence vyskytu maligniho melanomu u ¢lov€ka byla uddvana kolem péti
piipadd ze 100 000, ale podle poslednich idajii z n€kterych stati USA vykazuje
dvojndsobny ndrdst (Reintgen aj., 1992). Nebezpecnost tohoto nddoru spo-
¢ivd ve vysokém mnoZstvi regiondlng a systémové rozsetych metastdz. Procento
pacientli s mnohoc¢etnymi primdrnimi nddory se uvadi od 1,3 do 5,3 a vétSina
z nich (63-79 %) ma vice neZ dv€ primdrni loZiska. Asi u 10 % pacienti byl
prokdzan familidrni vyskyt a téméf jedna tfetina z nich je postiZena multiplicitou
primédrnich nddord (Slingluff aj., 1993). B&€né zpusoby chemoterapie a ra-
dioterapie jsou malo G¢inné a metody imunologické intervence (zvl14sté adoptivn{
imunoterapie) jsou teprve v pocétcich (Fin e, 1992). Radikdlni chirurgické po-
stupy proto zistdvaji jako hlavni léCebnd cesta. S ohledem na metastdzy ve
vnitfnich orgédnech a zejména v regiondlnich a pararegiondlnich lymfatickych uz-
lindch je v3ak tisp&Snost chirurgického zdkroku problematickd (Scott a Mc
Kay, 1993). Z tohoto diivodu mi vytvoifeni zvifectho modelu neocenitelny
vyznam pii hleddn{ i¢innych 1é¢ebnych postupii.

Existence vrozeného maligniho melanomu u prasat byla popséna jiZ pred piil
stoletim (Nord by, 1933), ale jeho intenzivnéjsi studium za&alo probihat tepr-
ve pred 20 roky, a to pfedevsim diky vyskytu hereditdrni formy u laboratornich
miniaturnich prasat kmene Sinclair Millikan aj, 1974; Hook aj., 1982;
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Tissot aj., 1987). Tato forma tumoru u prasat byla propagovéna jako Zivo-
¢i¥ny model pro lidské maligni melanomy (H o o k aj., 1982), z dostupné lite-
ratury jsme vSak nezjistili, Ze by byl vyuZit ve studiu terapeutickych postupi.
V tomto sméru miZe byt uZitetné nale stddo miniaturnich prasat s vyskytem
maligniho melanomu. Jeho zdkladni charakteristiky predkldddme v tomto pfi-
spévku. U skupiny zvifat jsme navic zaznamenali p¥iznivé G¢inky 1é&by cestou
ischemizace (devitalizace) primarnich nadort.

MATERIAL A METODY

Miniaturni laboratorni prasata, u kterych jsme zjistili maligni melanom, jsou
chovéna v Ustavu Zivo&iiné fyziologie a genetiky AV CR v Lib&chové. Piivodng
pochézi z Sedofernych aZ ¢ern& pigmentovanych prasat kmene Minnesota, kterd
byla v uplynulych 25 letech rizn& kiiZena s prasaty jinych plemen (cornwall,
landrase, vietnamské prase). Nador se vyskytoval u potomki obou pohlavi v né-
kolika opakovanych vrzich, ale jen z pafeni jednoho kance a ti{ prasnic, pfi¢emZ
u té€chto rodi¢i nddor pozorovin nebyl. V rodokmenu této skupiny prasat byl
zaznamenén v n&kolika pfipadech inbreeding. V dobé pfipravy této publikace dvé
dlouhodobé sledovand a 1é¢end zvitata obou pohlavi bez jakychkoliv recidiv ne-
moci zplodila potomstvo, u kterého vykazoval vyskyt melanoblastomu pfi naro-
zeni zvySenou frekvenci. V jingych kombinacich pafeni pigmentové névy ani
tumory nebyly nalezeny. Tyto skute¢nosti své€d¢i pro autosomalné recesivni zpti-
sob dé&di¢nosti predispozice k vyskytu nddoru. Dal3{ pozorovéni ukazuji na velmi
variabilni expresivitu znaku s nezndmym stupném penetrance (pfipravovano pro
publikaci).

Prasata byla sledovdna od narozeni, ale z prostorovych a ekonomickych di-
vodi jich mohla byt do dospélosti uchovina jen &ast. Podrobné bylo studovdno
aZ do pohlavni dospélosti 16 zvitfat (hmotnost kolem 15-25 kg) s vyrazn& utvi-
fenymi nddory tubero-noduldrni formy na k@Zi, u nichZ jsme provedli probatorni
laparotomie a odbéry vzorkl pro histologické vySetfeni metastdz. 14 zvitat bylo
navic podrobeno 1€¢bé koZnich nddorti pomoci jejich ischemizace; dvé zvifata
byla ponechéna neléfend jako kontroly. Pro histologickd vyS$etfeni byly parafi-
nové a kryostatové fezy barveny podle Masson-Fontana a Gémoryho (Pear -
s e, 1953) nebo hematoxylin-eosinem.

VYSLEDKY

MAKROSKOPICKE POZOROVANI{

U 16 sledovanych zvifat jsme zaznamenali celkem 131 koZnich tumori cha-
rakteru malignfho melanomu. Tyto nddory byly tubero-nodularni formy (melano-
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ma nodulare) a tvofily hrbolovity ttvar vétSinou siln€ prominujici nad povrch
okoli kiiZe (obr. 1). Zasahovaly do koria a hluboko do podkoZi aZ ke svalové
fascii. Obvykle byly mnohocetné v poc¢tu od 2 do 15 na jednom zvifeti, kromé
jednoho jedince, ktery mél pouze soliterni nddor tohoto tvaru. U vSech téchto
zvitat byly pozorovany navic povrchové se 3itici formy (melanoma superficiale,
lentigo maligna melanoma) s velmi variabilnimi tvary, rozméry a lokalizaci jeZ
nedovoluji vyhodnoceni a zobecnéni pro celou skupinu. Z celkového poctu
131 tubero-noduldrnich forem bylo sedm lokalizovdno na hlavé a krku, 30 na
koncetindch a 94 na trupu. U v3ech 16 zvifat s primdrnimi koZnimi nddory byly
zaznamenany rozsihlé metastdzy v regiondlnich lymfatickych uzlinich (Inn. cer-
vicales a Inn. inquinales 9x, Inn. illici 3x), na jitrech (11x) a na slezin& (12x).
Ojedin€lé metastdzy byly pozoroviny na ledvin€ (1x), na tenkém (4x) a tlustém
stievé (2x) a na Zaludku (1x).

1. Miniaturni prase (vé€k 1 mésic) s tu-
bero-noduldrni formou melanoblasto-
mu — A miniature pig (age of 1 month)
with a tuberous nodular form of mela-
noblastoma

Maligni melanomové zmény byly obvykle patrny na kiZi selat od véku dvou
mésich a s pfibyvajicim v€kem dochdzelo k jejich vyraznému zvétSovéani. Roz-
méry tubero-noduldrnich forem byly velmi variabilni. U dospélych prasat dosa-
hovaly délky 4-12 cm, 3itky 3-7 cm, s prominenci nad povrch 2-5 cm. Ve
Ctyfech piipadech byly zaznamenédny 1,5-2 cm velké tumory na kiiZi jiZ u novo-
rozenych selat. Rozméry a rozsah metastdz byly rovnéZ velmi variabilni — od
soliternich loZisek (GIT) po silné rozsifeni na slezing a jatrech. Nejveétsi metasta-
za (8 cm dlouhd) byla zjidt€na na [nn. inquinalis superficialis sin.

HISTOLOGICKE NALEZY

Na vzorcich kiiZe odebranych z melanoblastomt byly pozorovany Siroké pru-
hy nddorovych bunék zasahujici od bazdlni membrdny hluboko do retikuldrni
vrstvy koria. Tvofily je husté nakupené formace melanoblasti obsahujici zna¢né
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mnozstvi melaninu v podobé bohatého nakupeni pigmentu v granuldrni formé.
Misty byly uspofddany v trabekuldrnich nebo i alveoldrnich formacich. Zasaho-
valy smérem do hloubi aZ k tela subcutanea, kde byly disperzné lokalizované
melanoblastomové buriky dosahujici az k drovni fascie. Smérem k povrchu byla
epidermis zna¢né€ zménén4. Tvofilo ji n€kolik fad epidermdlnich bunék se zacho-
vanymi jadry. Na povrchu byla deskvamujici se epidermis. Melanoblasty byly
okrouhlé nebo polygondlni, v nékterych mistech vytvéfely husté pruhy. Jejich
jadra byla rizné velikosti a tvaru, se zfetelnymi nukleoly. Jaderny chromatin byl
vétSinou vldknity. Misty bylo moZné pozorovat protdhld projasnéni mezi jednot-
livymi nddorovymi buiikami jako projev disjunkce, kterd je charakteristickd pro
melanoblastom. Koridlni papily byly ziZené a za3picat€lé, hust&ji nakupené v mis-
tech maximalniho vyklenuti nddoru. Melanoblasty zde byly uspoiddany ve shlucich
a rovnéZ disperzné. Napadnéjsi polynukledrni ani kulatobuné¢né infiltrity jsme ne-
pozorovali. Lze konstatovat, Ze v mist¢ tumoru doslo k podstatné desintegraci epi-
dermis (pfi exofytickém ristu). Smérem do postrannich Cisti tumoru se vracela
normdlni podoba papildrni vrstvy (koria). Fascikuldrni a retikuldrni uspofadéni kola-
genniho vaziva bylo charakteristické pro koridlni vrstvu (obr. 2).

2. KoZni melanoblastom: disperzni a pruhovité infiltrdty melanoblasti v retikuldrn{ vrstvé koria
a podkoZni; zv. 20x ~ Cutaneous melanoblastoma: dispersion and striped infiltrates of melano-
blasts in the corium reticular layer and in the subcutaneous layer; magn. 20x

600 Vet. Med. — Czech, 39, 1994 (10): 597-604



U sleziny bylo nalezeno loZisko melanoblastomovych bun&k v oblasti capsula
fibrosa. Subkapsuldrné zasahovaly shluky melanoblasti do pulpy a dile centrdlng
bylo moZno pozorovat disperzné rozptylené nadorové buiiky.

Jatra byla zasaZena hustym rozsevem metastdz melanoblastomu. Subkapsulér-
né¢ uloZené metastdzy tvofily hustd seskupeni nddorovych bunék vétSinou kula-
tych nebo ovilnych s bledymi jadry a zfetelnymi nukleoly. Ze subkapsuldrng
uloZenych metastatickych loZisek se disperzné §ifily melanoblasty ojedinéle nebo
v mensich skupindch aZ do portobilidrnich prostord a mezi jaterni lobuly.

U ledviny pozorovand metastdza byla v blizkosti kaudédlniho pélu. Ze subkap-
suldrniho prostoru se pruhy nddorovych buné&k §ifily peritubuldrné v korové vrs-
tvé ledviny, kde se pozvolna ztricely v pojivu.

Uzliny z regiondlnich skupin (cervikéln{ i inguindln{) byly ve zna¢ném rozsa-
hu husté infiltrovdny melanoblasty v diefiové i korové vrstvé aZ do oblasti hilu.
Tento nélez sankcionoval velkou metastatickou schopnost primdrnich melanob-
lastomovych loZisek na kiZi. U mesenteridlnich uzlin, uzlin v mesocolon a v lig.
hepatoduodenale (lymphonodi hepatici) byly infiltrdty melanoblastomovych bun&k
fidsf a byly uloZeny pfevdZné€ v subkapsuldrni z6n& uzlin.

3. Metastdza koZniho melanoblastomu na tlustém stfevé: disperzni infiltrace lamina propria
mucosae a husté aZ pruhovité nahromadéni melanoblastli v submukose; zv. 30x — Metastasis of
cutaneous melanoblastoma in the large intestine: dispersion infiltration of lamina propria mu-
cosae and dense melanoblastoma accumulation in the submucosa; magn. 30x
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Metastaticka loZiska na Zaludku, tenkém i tlustém stfevu (obr. 3) obsahovala
husté shluky nddoroyvych bunék v alveolarnim uspoiddani. Smérem do periferie
od metastatickych loZisek byly disperzn& uloZeny melanoblasty vétSinou okrouh-
1ého aZ polygondlniho tvaru s bledymi jadry, vldknitym chromatinem a zfetelny-
mi nukleoly.

DISKUSE

Maligni melanom u ¢lovéka nemé v populaci vysokou cetnost, ale pro jeho
zhoubnost si zasluhuje prvofadou pozornost. Soucasné existuji pomé&mé dobré
diagnostické metody umoZiiujici rozpoznat jeho malignitu. Rizikové faktory
a zplsoby 1é¢by jsou stdle nedofeSené. ZvySené plisobeni UV zéifeni v disledku
zeslabeni ozonové vrstvy v poslednich letech urcit€ neni jedinym rizikovym fak-
torem Munzarovd, 1991). Tomu nasvédCuji i naSe pozorovéani. Vyskyt
tumoru byl zaznamendén u &tyf novorozenych selat a kromé toho viechna pokusna
zvifata jsou trvale drZena ve stdji bez pfimého kontaktu se slune¢nim zarenim.
Vyskyt tohoto tumoru nebo predispozice k maligni transformaci mé4 u naSich
zvitat jasné hereditarni charakter. Nador se vyskytuje u né€kterych potomku ze ti{
n&kolikrit po sob& opakovanych péfeni. Tento fakt ukazuje, Ze by mohlo jit
o podobny stav zaznamenany v lidské onkologii, kde asi 10 % multiplicitnich
koZnich melanoml mé familiarni vyskyt (Greene a Fraumeni, 1979;
Slingluff aj., 1993). Z nejnovéjSich poznatkd molekuldrni genetiky ¢lov&ka
vyplyvé, Ze miiZe jit o ztritu funkce tzv. tumor-supresorového genu. Jeho mutace
dava vznik malignimu melanomu. Gen je lokalizovdn na 9. chromozomu (C an -
nou-Albright aj., 1992). Podobnost mezi nimi pozorovanym dé&di¢né
podminénym niddorem u prasat a hereditdrn{ formou lidského maligniho melano-
mu je za nyné&jsiho stavu znalosti jen spekulativni. Dikazy pro jasné homologie
lze ziskat izolaci a klonovdnim zodpovédného genu u prasat a srovnidnim jeho
DNA sekvence s lidskym genem. Tato cesta je viak mimo nae soufasné moz-
nosti. Schiidné&j3{ se jevi pouZiti tzv. ,,imunofenotypizace” melanomovych bunék
(Bishop aj., 1993). Podstatou bude porovnéni reaktivity protilatek (vétSinou
monoklondlnich) reagujicich s membranové specifickymi a cytoskeletdlnimi
antigeny melanomi ¢lovéka a prasete. Homologie v xenogenni reaktivité by na-
znacily evoluéni konzervaci detekovanych struktur a takto i pfibuznost tumo-
rogeneze melanomu u obou Zivo&isnych druhd. Af uZ diskutovand srovnani
dopadnou jakkoliv, z hlediska zatfm ziskanych charakteristik prase¢fho typu mi-
Zeme uvaZovat, Ze u tohoto taxonu jde o zvla3tni nosologickou jednotku. Stupeii
propagace nddoru, mnohocetnost primarnich loZisek tubero-noduldrni formy
a dédi¢ny charakter opraviiuji k oznaceni tohoto patologického stavu jako ,,me-
lanoblastomov4 nemoc prasat®.
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U 14 postiZzenych jedinci jsme zaznamenali po relativné jednoduchém chirur-
gickém zdkroku tspé3nou 1é¢bu tohoto onemocnéni. Po oSetfeni primarniho koZz-
nfho nddoru technikou ischemizace (devitalizace) do$lo u vSech sledovanych
prasat k jejich dplnému vylé¢en{ véetné vymizeni metastdz. Dvé kontrolni nelé-
¢end prasata uhynula. Pfi jejich pitvé byly zji¥t€ny rozsédhlé metastdzy piedeviim
ve slezing, jatrech, plicich a gastrointestindlnim traktu. I pfes maly pocet kontrol
tato skute¢nost neodpovidd béZnym nélezim u prasat Sinclair, kde prib&h nemo-
ci nemusi mit vZdy fatdln{ ndsledky a kde byla pozorovdna spontdnni regrese
nddoru konéici nékdy rozsdhlou depigmentaci kiize a ststi Millikan aj.,
1974). Proces spontdnni regrese u prasat Sinclair byl dlouhodoby, kdeZto v na-
Sich pokusech je pravideln€ navozen procesem ischemizace primirniho nddoru,
a to s odezvou i na metastdzy. DosaZené vysledky jsou publikovany v dal3i prici
(Fortyn aj., 1994) a zahrnuji podrobnosti devitaliza¢n{ techniky a jeji icinky.
Domnivdme se, Ze uvedeny lé¢ebny postup by mohl pfinést obdobné pozitivni
vysledky i pfi 1é¢b& maligniho melanomu u lidi.
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Melanoblastoma disease in laboratory minipigs: a model for study of human malig-
nant melanomas.
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Human malignant melanoma is a progressively growing tumour mostly with a fa-
tal prognosis during short time. Its frequency has doubled in some states of the USA
during the last few years. Surgical treatment, which is still generally used, has very
low efficiency due to the numerous metastases in different organs. An animal model
is a necessary prerequisite to develop a new therapy method.

We have recorded primary cutaneous malignant melanomas as well as extensive
metastases in the visceral organs in darkly pigmented laboratory minipigs. The pri-
mary skin tumours were mostly multiple and they showed a tuberous nodular form.
The regular occurrence of tumours in a progeny of three specific mating types sug-
gests the existence of genetic predisposition to malignant transformation. We discuss
the use of this animal model for further studies and treatment of human malignant
melanoma by our ischemization technique developed previously.

malignant melanoma; melanoblastoma; miniature pig
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ZMENY HYDRATACE SLEPICICH A KACHNICH VAJEC
BEHEM INKUBACE

A. Holub, E. Baranyiova, E. Ponizilova

Vysokd $kola veterindrni a farmaceutickd, Brno

Béhem inkubace jsme u 80 vajec kurd, bilych leghornek (LB) a hempsirek (NH)
(mezi 1. a 20. dnem) a u 80 vajec pekingskych bilych kachen (mezi 1. a 25. dnem)
urcovali velikost ztrit vody. Z provedenych analyz vyplyva: Absolutné obsahuji
nejméné vody vejce NH, nejvice vejce kachni. V priibéhu inkubace ji absolutné
i relativné€ ubyvd; u LB 365, u NH 500 a u kachen 312 mg/den. V prvni poloviné
lihnuti jsou vodni ztrdty vétsi. V druhé je zifejmé z¢dsti kompenzuje voda vznikajici
z tukd oxidovanych k energetickym dceliim; u LB a NH z jedné tfetiny, u kachen
jesté vic. Od dosud uvddénych ddaji, jejichZ variabilita je obecné pokldddna za
dosti vysokou, se naSe vysledky v nékterych smérech 1i§i. V pribéhu inkubace
dochdzi i k velkym piesunim vody mezi jednotlivymi komponentami vajec. Zcela
mizi z bilku, ktery se na zac¢dtku lfhnutf na jejim obsahu ve vejci podilf asi tfemi
Ctvrtinami. JiZ b&hem prvni poloviny inkubace se ji vic neZ tfetina dostdvd do
embrya, plodovych oball a tekutin. V deseti ndsledujicich dnech se zv143t prudce
hromadi v téle rychle se vyvijejiciho a rostouciho embrya; u kura se v ném jeji
mnoZstvi zvySuje osmkrét, u kachen sedmkrat. Ztrity vody i jejf pfesuny vykazuj{
nejen rozdily mezidruhové, souvisejici i s nestejné dlouhou dobou lfhnuti, ale
i vnitrodruhové, mezi BL a NH.

lfhnuti; dbytek vody; rozdily mezidruhové a vnitrodruhové (LB a NH)

Kvantitativné nejvyznamnéj$i komponentou ptacich vajec je voda. Jeji podil
dosahuje dvou tfetin hmotnosti (Freeman a Vince, 1974). U kurd, kriit
a perli¢ek se pohybuje kolem 73 %, u kachen a hus okolo 70 % (Romano ff
a Romanoff, 1949). Jeji koncentrace je zrcadlovym obrazem energetické
denzity vajec, jeZ je u Galliformes, Anseriformes a nékterych ratitd vy38i neZ
u ptdkd ostatnich (Carey aj., 1980; Williams aj., 1982; Bucher,
1987; Sotherland a Rahn, 1987). Byl vysloven ndzor, Ze vy$3if zvod-
néni vajec miZe u altricidli pomdhat vyrovnivani velkych vodnich ztrit holatek,
kterd nejsou po vylihnuti s to opoustét hnizda a hydratovat se z vnéjsich zdroju
(Vlieck a Vleck, 1987).

Vody béhem lihnuti ve vejcich ubyva. V disledku toho ztriceji na hmotnosti
kolem 12 % (Romanoff, 1929; Ar a Rahn, 1980; Tullet, 1981,
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1990; Meir aj., 1984; Christensen a Bagley, 1987, Hulet
aj., 1987; Ar,1991; Packard a Packard, 1993). Proménlivost tohoto
ibytku je vSak dosti vysoki (Andersen a Steen, 1986; Packard
a Packard, 1993). U kuri jeho variaéni koeficient dosahuje 15 aZ 20 %
(Tullet, 1990),i22 % (Visschedijk aj., 1985), u kachen 18 (Ho y t
aj., 1979) a7 29 % (French a Board, 1983).

Jedinou cestou vydeje vody je v prvnich dnech inkubace odpafovani. Zavisi
na vlhkosti vzduchu v hnfzdech nebo inkubétorech, ale také na prostupnosti va-
jetné skofdpky pro vodni péry; ta je vysledkem selekce na specifické prostfedi
hnizd jednotlivych ptadich species (B ond aj., 1988); napf. skofdpka slepicich
vajec md aZ 17 000 péri (Wangensteen aj., 1970/71). O tomto déni refe-
rovala jiZz fada autord (A r aj., 1974; Freeman a Vince, 1974; Rahn
a Ar,1974; Rahn aj, 1974; Vleck aj., 1980; Andersen a Ste-
en,1986; Visschedijk, 1991), ale né€kterym jeho aspektim nebyla dosud
ani u domestikovanych druhti vénovéana Zddouci pozornost.

Proto jsme se pokusili dosavadni data doplnit a uvést je do novych souvislosti.

MATERIAL A METODY

Udaje o kurech bilych leghornkdch (LB) i hempsirkdch (NH) pochézejf z va-
jec — vidy po osmi kusech — v 1., 3., 11., 15. a 20. dni lihnutf (W u, 1964).
V prvnim tydnu byla inkubovéna v teploté 38,0-38,5 °C, v druhém 38,5-39,0 °C
a ve tietim 39,0-39,5 °C pfi relativni vlhkosti od 60 do 70 %. V osmihodinovych
intervalech byla obracena; 7. a 15. den byla kontrolovdna prosvicenim. Za tce-
lem uréen{ hydratace byla véZena, skofdpky s podskofdpkovymi blanami, bilky,
Zloutky, embrya a jejich zdrodecné obaly s embryondlnimi tekutinami byly od
sebe odd€leny. Poté byly jejich jednotlivé komponenty zvdZeny a pfi teploté
90-105 °C suSeny. Jejich zvodnén{ bylo stanoveno z rozdilu jejich mokré a suché
hmotnosti.

V experimentech s kachnami (pekingské bilé) jsme 1., 15., 20. a 25. den
lihnuti analyzovali po dvaceti vejcich, kterd byla inkubovéna v teploté 37,5 °C
(do 19. dne) a 37,0 °C (do 25. dne), vZdy pii relativni vlhkosti od 60 do 70 %;
8. a 16. den byla kontrolovdna prosvicenim. Jinak, a to i pfi stanoven{ hydratace,
jsme postupovali obdobné& jako u kuri (PoniZilov 4, 1970).

Vysledky pokusi byly hodnoceny Studentovym t-testem.

VYSLEDKY

Nejvyznamné;j$i hmotnostni komponentou vajec byla voda (tab. I). Na zacétku
inkubace se na jejich hmotnosti podilela asi dvéma tfetinami; nejvice u NH —
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I. Zmény mnoZstvi vody ve vejcich LB, NH a pekingskych kachen v priib&hu inkubace (g) -
Changes in water content in the eggs of White Leghorn (LB), New Hempshire (NH) and Beijing
ducks during incubation (g)

Doba inkubace (dny)l LB NH Kachny2
1 37,8 £0,7 45,1 £0,1 580+ 1,6
3 347 % 1,1 42,0+ 0,4 -
11 31,1 £1,2 37,6 £2,0 -
15 28,8 +2,1 356 +2,2 524+0,8
20 30,5+ 2,1 351£29 50,4+ 0,9
25 - = 50,2+ 1,3
llength of incubation (days), Zducks
90
80
2 70
8 L
g
% 60
é .
50
w |
0 20 40 60 100

relativn{ doba inkubace® (%)

1. Zmény hmotnosti vajec LB (&), NH (O) a pekingskych kachen (O) b&hem inkubace —
Changes in egg weight in LB (), NH (O) and Beijing ducks (O) during incubation

legg weight, “relative length of incubation

68,2, u LB 67,9 a u kachen 65,3 %. V prvni poloving lihnuti v¥ak tento podil
jevil klesajici tendenci, takZe u LB obnéaSel 11. den jen 63,9 a u NH 65,4 %,
u kachen 15. den 61,5 %. U LB ji tudiZ za 20 dnd ubylo 7,3 g, u NH 10,0 g
a u kachen za 25 dnt 7,8 g; tedy 365 (LB), 500 (NH) a 312 mg/den (kachny).

Vet. Med. — Czech, 39, 1994 (10): 605-614 607



podil na hydrataci' (%)

0 20 40 80 80 100
relativnl doba inkubace? (% )

2. Zmény podilu vody v bilku na hydrataci vajec LB (©), NH (O) a pekingskych kachen (O)
b&hem inkubace — Changes in water percentage in albumen with respect to egg hydration in LB
(©), NH (0) and Beijing ducks (O) during incubation

lpercentage with respect to hydration, Zrelative length of incubation

Ve viech pokusnych skupinédch to bylo vice v prvnf poloviné lihnuti, u LB 609,
u NH 682 a u kachen 373 mg/den.

Tyto inkubaénf ztrity vody se promitaly do zmén hmotnosti vajec. Za 20 dni
lihnuti se sniZila o 7,2 g (LB), piipadné o 11,9 g (NH) a za 25 dni 0 10,2 g
(kachny), tedy u LB o 360, u NH o 595 a u kachen o 408 mg/den (obr. 1);
zmengila se tedy u LB o 13,1, u NH o 15,1 a u kachen o 8,8 %, tedy primé&rné
o 0,66 (LB), 0,76 (NH) a 0,35 %/den (kachny). PfevdZna 4st t€chto hmotnost-
nich ztrat pfipadala u obou typii kurd na prvni polovinu lihnuti. U kachen tomu
bylo opa¢né&, ztrity byly vétSi aZ v polovin€ druhé.

V priib&hu inkubace vody ve vejcich nejen ubyvalo, ale navic se pfemistovala.
Na zadatku ji bylo nejvice v bilku. U LB a NH to byly celé tfi &tvrtiny veSkeré
vaje¢né vody; u kachen jen o mélo méné (obr. 2). S pfibyvajicim Casem v3ak
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3. Zmény podilu vody v Zloutku na hydrataci vajec LB (<), NH (O) a pekingskych kachen (O)
b&hem inkubace — Changes in water percentage in the yolk with respect to egg hydration in LB
(©), NH (O) and Beijing ducks (O) during incubation

Ipercentage with respect to hydration, “relative length of incubation

z n&ho prudce, témér linedrn€ mizela. Proto se zmen3oval i albuminovy volum,
a to tak, Ze se posléze zménil v tzké pole obdané chorioallantois. V kachnim
Zloutku byla zprvu obsaZena z ve3keré vajedné vody jen &tvrtina; u LB a NH to
bylo je$t¥ méng, pouhd pétina (obr. 3). B&hem prvni poloviny inkubace v3ak
vitelinni hydratace, na rozdil od bilku stoupala na vic neZ tfetinu. Poté se v3ak
sniZovala také; u LB o vic neZ polovinu, u NH jest¢ prudeji, o dv& tietiny;
u kachen méné, o néco pies tietinu. Skofdpka a podskofdpkové bldna obsahovala
nevelké, relativné nepromé&nné mnoZstvi vody. To v8ak inkuba¢ni pfesuny vody
piili§ neovliviiovalo.

JiZ b&hem prvni poloviny inkubace se vic neZ tfetina vody pfesunula do em-
bryf, jejich plodovych obali a tekutin. V druhé poloving lihnuti byl tento proces
je3té€ intenzivnéj3f, takZe to u LB a NH do 20. dne byly jiZ &tyfi pétiny a u kachen
do 25. dne vic neZ dvé tfetiny. V prvni poloving inkubace se voda dislokovala
pfedeviim do embryondlnich obali a tekutin (obr. 4). I poté se v nich kréitce
koncentrovala, ale jiZ jen mirné. Posléze ji zde v3ak rychle ubyvalo, protoZe
v této fazi vyvoje se prudce akumulovala pfimo v t&lech embryf; u LB a NH byl
jeji podil v nich vice neZ osmindsobny, u kachen sedmindsobny (obr. 5).
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4. Zmény podilu fetdln{ vody na hydrataci vajec LB (¢), NH () a pekingskych kachen (O)
b&hem inkubace — Changes in the percentage of fetal fluid with respect to egg hydration in LB
(©), NH (O) and Beijing ducks (O) during incubation

lperccntagc with respect to hydration, “relative length of hatching

DISKUSE

Hydratace vajec mé pro ndleZity priibéh inkubace kli¢ovy vyznam. Ubyvani
vody vede ke zvétSovédni nitrovajeCného vzdu¥ného prostoru, v némZ zirodek
dychéd a pred vylihnutim i pipd. UmoZiiuje, aby mél stejnou koncentraci vody
jako vejce a aby, napf. u altricidll, dosahovala jiZ zminénych 72 % (A r
a Rahn, 1980). Nadmé&rné ztrity vody by vedly k dehydrataci zdrodku a na-
opak jeji piebytek by vytvéfel riziko, Ze lihnuty jedinec utone.

Inkubacni vydej vody z ptaciho vejce se obecné uddva na 12,6 % jeho podi-
teéni hmotnosti (Tullet, 1981; Meir aj., 1984; Andersen a Ste-
en, 1986); u kurid tedy na 0,60 %/den (Visschedijk, 1991). Jindy je
vyjadfovan jako 240.10°° ml/min/cm? (Wangensteen aj., 1970/71) nebo
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5. Zmény podilu vody v plodovych obalech a tekutindch na hydrataci vajec LB (<), NH (O)

a pekingskych kachen (O) b&hem inkubace — Changes in water percentage in the fetal membra-

nes and fluids with respect to egg hydration in LB (<), NH (0) and Beijing ducks (O) during
incubation

I percentage with respect to hydration, “relative length of hatching

jako 360 mg/den (Freeman a Vince, 1974) pfi 51 % relativni vlhkosti
a pfi tlaku vodnich par ve vy$i 3,33 kPa (Visschedijk, 1991). Relativnimi
ztrdtami vody zaznamenanymi v naSich méfenich se pfedchozim ddajim (Vis -
schedijk, 1991) bliZ{ jen LB; u NH jsou vy¥¥ a u kachen naopak zna¢né
niZ3i, ve srovndni s kury zhruba polovi¢ni.

Na rozdil od promén liatkového a energetického inkuba¢niho metabolismu
(Freeman a Vince, 1974; Holub aj., 1991a, b) je ubyvani vody
b&hem lihnut{ témé&f nemé&nné, tfebaZe v jeho druhé poloviné pocind byt jeji
pohyb regulovidn hormony neurohypofyzy (Thommes a McCarter,
1966; Betz, 1967, Lawzewitsch von, 1969; Brasch
a Betz,1971; Woods aj,1971; Freeman a Vince, 1974). V té-
to inkubac¢ni fdzi voda totiZ vznikd i oxidaci tukt, u kurd v mnoZstvi asi 3 ml
(Freeman a Vince, 1974). Voda tohoto pivodu nepochybné pfispiva
ke sniZovdn{ inkuba¢nich vodnich ztrét, které jsme zaznamenali i v naSich expe-
rimentech. Z dat, kterd jsme publikovali jinde (Holub aj., 1991a, b) totiZ
vyplyva, Ze se ke kryti energetickych potieb lihnut{ utilizuje 2,2 (LB), 3,1 (NH)
a 2,7 g (kachny) tukt a Ze tudiZ ve vejcich vznikd 2,4 (LB), 3,3 (NH) a 29 g
(kachny) oxida¢ni vody, a to pfedeviim v poslednich deseti dnech inkubace. To
neni mnoZstvi zanedbatelné; hradi 32,9 (LB) a 33,0 (NH) a u kachen dokonce
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37,2 % veskerého tbytku vody. Fyzikdlni povaha evaporace vody v prib&hu
lihnuti je po zapocitini oxidacni vody do jejiho celkového vydeje jesté zfejme;jsi.
Do jaké miry tyto skuteCnosti, tj. ubyvéani a presuny vody souviseji s ndleZitou
funkci chorioallantois jako plynového vyméniku — inkubované embryo se vyviji
v plynném prostiedi (Visschedijk, 1987), jehoZ chemické a fyzikélni
vlastnosti jsou zdkladni podminkou vyvoje nového ptaciho jedince — zasluhuje
hlub$i studium.
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HOLUB, A. - BARANYIOVA, E. - PONIZILOVA, E. (University of Veterinary Medi-
cine and Pharmaceutical Sciences, Brno):

Changes in hydration of fow and duck eggs during incubation.
Vet. Med. — Czech, 39, 1994 (10): 605-614.

Water loss was determined during incubation in 80 eggs of the domestic fowl,
White Leghorn — LB and New Hampshire - NH (between the 1st and 20th day), and
in 80 eggs of Beijing White ducks (between the 1st and 25th day).

Our data have shown that, the lowest actual water content was found in NH eggs,
the highest in the duck eggs. Water content decreased absolutely and relatively during
incubation; 365 in LB, 500 in NH and 312 mg/d in ducks. Water loss was higher in
the first half of hatching. In the second half it was probably partly offset by water
originating from fats oxidized for energetic purposes; the offset made a third in LB
and NH, and still more in the ducks. Our results are somewhat different from the
literature data, the variability of which is considered to be rather high in general.

There were large shifts of water among the egg components during incubation.
Water totally disappeared from the albumen, although it contained approximately
three quarters of water was at the beginning of hatching. Already in the first half of
incubation, more than a third of water was transported to the embryo, fetal membranes
and fluids. In the subsequent ten days, water accumulation in the body of the deve-
loping and growing embryo was especially rapid; the water amount increased eight
times in the fowl, seven times in the duck bodies.

Water losses and its shifts show not only interspecific differences related to diffe-
rent lengths of incubation, but also intraspecific ones, between BL and NH.

hatching; water loss; interspecific and intraspecific differences (LB and NH)

Contact Address:

MVDr. Eva Baranyiové, CSc., Vysokd $kola veterindrni a farmaceutick4,
Palackého 1-3, 612 42 Brno, Czech Republic
Tel. 05/41 32 11 07, fax 05/41 21 11 51
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EPIZOOTOLOGIE A PATOGENEZE AV[ARNi
MYKOBAKTERIOZY HOLUBA DOMACIHO
(COLUMBA LIVIA F. DOMESTICA)

K. Hejli¢ek', F. Treml’

;Vedia - soukromd veterindrni laborator, Strakonice
Vysokd skola veterindrni a farmaceutickd, Brno

Byl sledovdn vyskyt a rozsifeni avidrni mykobakteriézy u holuba doméciho, jeho
vnimavost k infekci a epizootologicky vyznam jako zdroje M. avium. Bylo vy-
Setfeno 470 holubii ze sedmi lokalit s riznou epizootologickou situaci v avidrn{
tuberkuléze. Tuberkul6zni zmény byly nalezeny u dvou jedinct (0,43 %) a myko-
bakterie izolovény z péti jedinct (1,06 %). Z péti izolovanych kmenti mykobakterif
byly &tyfi patogennf pro kura domdiciho. Experimentdlnimi infekcemi byla proka-
zdna vysokd rezistence holuba domdciho k M. avium. Po intramuskuldrni infekci
suspenzi M. avium vznikly histologické zmény ve svalu v misté vpichu za 14 dnd,
v jitrech za 28 dni, v plicich a ve stfevé za 56 dni. Makroskopické zmény se
vyvinuly pouze v misté vpichu po 21 dnech, v jinych orgdnech a tkdnich nebyly
pozorovéiny. Mykobakterie byly izolovdny od 12. dne po infekci, zejména ze svalu
v misté vpichu, z jater, sleziny a kostni difen€. Po perordln{ infekci krmivem konta-
minovanym jitry tuberkul6zniho kura byly nalezeny po 160 dnech makroskopické
zmény ve stfevé. Mykobakterie z riznych orgdni a tkdni byly izolovdny z holubt
usmrcenych za 160 dnd. Po kontaktu s tuberkul6znim kurem byly zjiSté€ny pouze
v jednom pifpad€ histologické zmény ve sténé stfevni po 380 dnech a kultivaci
prokdzdny mykobakterie v kostni dfeni holuba uhynulého za 68 dni.

holub domdcf (Columba livia f. domestica); avidrn{ mykobakteri6za; epizootologie;
patogeneze

V diivé&jsich letech byla tuberkul6za holuba domiciho (déle jen holub), &asto
se vyskytujicim onemocnénim. Tak napf. Eber a Pallaske-Eber
(1934) diagnostikovali v letech 1911-1930 tuberkul6zni zmé&ny u 1,1 % z 2 170
pitvanych holubli. Berge (1929) nalezl tuberkulé6zu u 3,8 %, Laenk-
holm (1938)us5,6%, Hillemark (1940) u 4,5 % vySetfovanych holubi.

V poslednich 50 letech v8ak podet pozorovanych piipadi tuberkul6zy holubi
klesd. Tak Gylstorff (1960) v letech 1948-1959 nalezla u pitvanych holu-
bi tuberkulézu pouze v jednom roce, a to v 0,6 %. Podobné Kronberger
(1960) uvadi za obdobf 1919-1958 pokles incidence tuberkuléznich zmén u
pitvanych holubti z 2,7 na 0,0 % resp. 0,6 %.

U nés v letech 1971-1973 podle vysledki patologickoanatomickych vy3etien{
SVU v CR byla zji§téna tuberkuléza holubii v 0,39-1,38 % z pitvanych. Po-
dobn& i v letech 1986-1989 bylo podle Surveillance antropozoonéz v CR u ho-
lubti ojedinéle zji¥tovano M. avium a naléziny tuberkul6zni zmé&ny.
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I. Vysledky vySetfeni na avidrni mykobakteriézu holuba doméctho (Columba livia f. domestica)
ulovenych v lokalitdch s riznou epizootologickou charakteristikou v avidrni mykobakteriéze —
The results of examination for avian mycobacteriosis in the pigeon (Columba livia f. domestica)
caught at localities with different epizootological characteristics of avian mycobacteriosis

Vyetieno Izolovany Patologickoana-
Epizootologické charakteristika lokality1 .Z dinca? mykobakterie | tomické zmény
J (poc’fet/%)3 (poc‘.et/%)4
1. DribeZirny s vyskytem tuberkulézys 6 0 0
2. Driibe¥4rna bez vyskytu tuberkul6zy® 2 0 0
3. Stdje skotu s vyskytem avidrni 5 ) 0
tuberkulinové alergie’
4. Stdje skotu bez alergickych reakei® 206 0 0
5. Velkokapacitni teletnik bez 213 4" 2
alergickych reakci a vyrobna krmiv®
6. Stdje prasat s vyskytem avidrni 1 0 0
tuberkulinové alergiem
7. Lokality v zemé&délské oblasti pred 27 0 0
vystavbou stéji pro skot!!
470 5/1,06 2/0,42

* — 2x izolace ze zménénych organd, 2x izolace z trusu — isolation from injured organs in two
cases, isolation from droppings in two cases

'epizootological characteristics of locality, %birds examined, 3mycobacteria isolated (counts/%),
4patho-anatomic lesions (number/%), ° poultry farms with tuberculosis occurrence, 6poultry farm
without occurrence of tuberculosis, Tcattle houses with occurrence of avian tuberculin allergy,
8cattle houses without allergic reactions, 9large-capacity calf-house without allergic reactions
and feed-processing plant, : pigsties with occurrence of avian tuberculin allergy, Hlocalities in
agricultural region before construction of cattle houses

Predpoklada se, Ze hlavnim zdrojem avidrnich mykobakterii pro holuby je
tuberkulézou postizend driibeZ. Intenzita onemocnéni vzristd s vékem ptiki
(Berge, 1929). Holubi sami v3ak také mohou byt zdrojem avidrnich myko-
bakterii. Fedosejev aj. (1963) zjistili, Ze z 16 infikovanych holubid &tyfi
vylu¢ovali mykobakterie trusem. R6 der (1964) referoval o dvou piipadech
vzniku avidrni alergie u skotu, ktery se nakazil od tuberkul6zou nemocnych
holub.

Infekce holubii nastdva nejcastéji zaZivaci a respiraéni cestou. Tomu odpovida
i lokalizace tuberkul6znich procesi. Tak E b e r (1924) nalezl u pitvanych ho-
lubil tuberkul6zni procesy v jatrech v 85,7 % a v plicich v 64,3 %, Dumitru
(1934) pak v 86,4 %, resp. v 62,4 %.
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Vnimavost holuba k M. avium byla ovéfovdna i riznymi experiment4lnimi
infekcemi. Z vysledki vyplynulo, Ze holub je znalné& rezistentni k infekci aviér-
nimi mykobakteriemi. Po intramuskuldrni infekci Cornell a Griffith
(1930) pozorovali za 130-177 dni pouze zmény v misté vpichu, i kdyZ kultivace
z orgénu byla pozitivni. Stejny ndlez zjistil po aplikaci malého mnoZstvi myko-
bakterii i Hepdig (1939). Teprve po zvySeni ddvky mykobakterii nalezl
u jednoho holuba poraZeného za ¢tyfi mésice rozsdhlou tuberkul6zu stiev a u dal-
§iho holuba usmrceného za pét a piil mésice milidrni tuberkul6zu jater a kase6zn{
zmény ve varlatech.

Cilem naS3i price bylo pfispét k poznani vyskytu mykobakterii u holuba do-
méciho v riznych epizootologickych podminkach avidrni tuberkulézy. Déle pak
experimentdlnimi infekcemi objasnit vnimavost holuba k avidrnim mykobakte-
rifm, dobu vzniku a lokalizaci tuberkul6znich procesi a z toho vyplyvajici vy-
znam holuba jako zdroje avidrnich mykobakterii pro dal3{ druhy zvifat.

MATERIAL A METODY

Vy§etfovam’ holubi doméci byli uloveni v prostfedi s riiznou epizootologickou
situaci v avidrni tuberkul6ze. Celkem bylo ze sedmi lokalit vySetfeno 470 holubii
(tab. I). Ptaci byli vy3etfeni patologickoanatomicky a mikrobiologicky. Kultivac-
né byl vySetfen z kaZzdého jedince smé&sny vzorek jater a sleziny, ddle pak obsah
stfev. U izolovanych kmend mykobakterif byla ové&fovéna jejich patogenita pro kura
domaéciho (1 mg/kg Z. h.), morée (0,1 mg/kg Z. h.) a alergenogenni vlastnosti.

K experimentilnim infekcim byli pouZiti holubi pochéizejici z chovii v nichZ
nebyla tuberkul6za nikdy prokdzéana.

Pfi experimentdlni intramuskuldrni infekci (i. m.) byli holubi infikovéani sus-
pensi M. avium sérotyp 2 v ddvce 1 mg/kg Zivé hmotnosti. Kmen mykobakteri{
pouZity pro experimentdlni infekce byl izolovdn z tbc jater kura doméiciho
a v didvce 1 mg/kg Z. h. vyvoldval u experimentiln€ infikovaného kura generali-
zovanou tuberkul6zu.

K perorélni infekci (p. o.) bylo pouZito krmivo kontaminované tuberkul6zné
zmén&nymi jatry kura domdciho (9 dild krmiva + 1 dil tbc jater). Kmen myko-
bakterif, ktery vyvoldval tbc zmény u kura doméiciho, byl uréen jako M. avium
sérotyp 2.

V kontaktni infekci byli holubi umisténi do spole¢né voliéry s kurem domacim
pochdzejicim z chovu infikovaného tuberkul6zou. Ptici reagovali na tuberkulin
a v nékterych piipadech vykazovali i klinické pfiznaky onemocnéni. Po ukon&eni
pokusu byl kur domaci usmrcen a vy$etfen. Izolované mykobakterie byly typi-
zovény jako M. avium sérotyp 2.

VZdy ve dvou pokusech bylo intramuskuldmné infikovano 24 holubi, peroralné
17 a v kontaktu bylo 18 holubii. Pokud dfive neuhynuli, byli holubi usmrceni
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1. Vysledky patologickoanatomického, histologického a kultivaéniho vySetfeni holuba doméciho
(C. livia f. domestica) infikovaného intramuskuldrné suspenzi M. avium (1 mg/kg Z. h.) — The
results of patho anatoinic, histologic and bacterial examination of the pigeon (C. livia f. domes-
tica) infected intramuscularly with suspension of M. avium (1 mg/kg l.w.)
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Vysvétlivky pro obr. 1-3: — Explanations to Figs. 1-3:

A B
beze zmén - without changes negativni - negative
histologické zmény . "
13ae - histological changes It do 20 kolonii - up to 20 colonies
it izolované tbc zmény il nad 20 kolonii - above 20 colonies
- isolated tuberculous changes
-| miliarni tbe - miliar tuberculosis BB souvisly porost - continuous stand
B nevySetfeno - unexamined 1 kontaminace - contamination
. uhyn - mortality K nevysetieno - unexamined
Sv = sval — muscle St = stfevo - intestine
Ja = jdtra - liver PO = pohlavni orginy - sexual organs
Sl = slezina - spleen KD = kostni dfefi — bone marrow
Pl = plice - lungs M = mozek — brain

L = ledviny - kidneys

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

B = kultiva¢ni vySetfeni — cultivation examination

dni - days

postupné a sice pfi i. m. infekci za 12-69 dn, pfi p. o. infekci za 106-220 dni
a po kontaktu s tuberkuléznim kurem za 162-380 dnu.

Po usmrceni byl zji§fovéin patologickoanatomicky nélez a jednotlivé orginy a tk4-
né vySetfeny kultivacné a histologicky podle stavajicich standardnich metodik.

VYSLEDKY

Celkem bylo vy3etifeno 470 holubii v sedmi lokalitich (tab. I). Jak je z tabulky
déle patrné, byly z péti ptdkl izolovdny mykobakterie a u dvou (0,42 %) proka-
zany tuberkul6zni zmény. Kmen mykobakterii izolovany z holuba v lokalité &. 3
nebyl v biologickém pokusu patogenni pro kura doméciho ani pro morée. Kmeny
mykobakterii izolované z holubli s makroskopickymi tuberkul6znimi zmé&nami
a trusu holubfi bez makroskopickych zmén v lokalit€ 5 byly patogenni pro kura
domadciho, u kterého vyvoldvaly generalizovanou tuberkulézu.

Po i. m. infekci 24 holubli (obr. 1) vznikly histologicky zjistitelné zmény
(specificky granula¢nf zané&t a piftomnost acidorezistentnich bakterif) v prsnf sva-
loving€ v mist€ vpichu jiZ po 14 dnech a makroskopicky zjistitelné zmé&ny (ka-
se6zni loZiska) po 21 dnech. Histologické zmény v jitrech byly pozorovany za
28 dnii, v plicich a ve stfevé po 56 dnech. Z 20 holubd, ktefi byli usmrceni za
14 dnt a pozdéji jich 13 mélo zmény v misté vpichu a 13 z usmrcenych za
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2. Vysledky patologickoanatomického, histologického a kultivagniho vySetfeni holuba doméciho
(C. livia f. domestica), infikovaného perordln& krmivem kontaminovanym jétry tbc kura (9 dild
krmiva + 1 dil jater) — The results of patho-anatomic, histologic and bacterial examination of
the pigeon (C. livia f. domestica) infected perorally with feed contaminated with TBC liver of
the domestic fowl (9 parts of feed and 1 part of liver)
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28 dnii a pozdéji pouze &tyti méli histologické zmény v orgdnech a tkdnich mimo
prsni sval. Makroskopické zmény nebyly nalezeny. Mykobakterie byly izolovdny
jiZ od 12. dne po infekci z riznych organi a tkdni, pfedeviim pak z mista vpichu
v prsni svaloving, z jater, sleziny a z kostni dfené.

Po p. o. infekci 17 holubti kontaminovanym krmivem (obr. 2) byly nalezeny
po 160 dnech makroskopické tuberkul6zni zmény (uzlové forma) ve stfevé. Z os-
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3. Vysledky patologickoanatomického, histologického a kultivaéniho vy3etfeni holuba dom4ciho
(C. livia f. domestica) infikovaného kontaktem s TBC kurem — The results of patho anatomic,
histologic and bacterial examination of the pigeon (C. livia f. domestica) infected by a contact
with the TBC domestic fowl
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mi holubi, ktef{ byli usmrceni za 160 dnli a pozdg&ji pouze tfi m&li tuberkul6zn{
zmény. Mykobakterie byly izolovdny z riznych tkdni a orgdnlii pouze u dvou
holubtli usmrcenych za 160 dnli po infekci.

Ke kontaktni infekci s tuberkul6znim kurem bylo pouZito 18 holubi (obr. 3).
Pouze v jednom piipadé byly za 380 dnii nalezeny histologické zmé&ny ve stievé
a rovnéZ pouze v jednom piipadé byly u holuba uhynulého za 68 dnii izolovany
mykobakterie z kostni dfené.
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Spolu s experimentdlnimi pokusy byla vytvofena i kontrolni skupina, kterd
byla usmrcena vZdy na konci pokusu a vySetfena s negativnim vysledkem.

DISKUSE

Epizootologicky vyznam holuba doméiciho jako moZného zdroje a Sifitele
piivodci infek&nich chorob je znagny. Holub doméci pfichdzi do t&€sného kon-
taktu se stijemi hospodafskych zvifat, se zvifaty v malych chovech, se sklady
a vyrobnami krmiv atd. Déle pak jsou holubi chovéni v malych chovech, kde se
vyskytuje mimo jiné i kur doméci, ¢asto infikovany tuberkul6zou. Tam Ize hledat
téZ hlavni zdroj M. avium pro tyto holuby. V naSich vy3etifenich jsme ze 470 je-
dinci nalezli tuberkulézni zmény v orgdnech ve dvou pfipadech. Jednalo se
o holuby ulovené v aredlu velkokapacitniho teletniku a vyrobny krmiv situova-
ného na okraji mésta. V aredlu se vyskytovalo pravidelné né€kolik set holubi
CasteCné v objektu hnizdicich, av¥ak vétSinou pfilétajicich sem za potravou
z chovu tésné sousedictho mésta. Tedy z malych chovii, kde se vyskytuje i tu-
berkul6zni kur. Izolace dal§tho kmene mykobakterif, ktery vSak nebyl patogenni
pro kura domdciho, z holuba uloveného v blizkosti stdje skotu s vyskytem avi-
arnich tuberkulinovych reakci ukazuje spiSe na zdroj mimo hospodaiska zvitata.
Jinak vysledky na$ich Setfeni potvrzuji velmi nizky vyskyt tuberkuléznich zmén
i mykobakterii u holuba doméciho. Pokud uvdZime, Ze holubi pfichdzeji stile do
styku s tuberkul6znim kurem, sv&dc¢i to o jejich zna¢né rezistenci k infekci
M. avium. Jestlize vSak tuto skuteCnost porovnidvime s nepomé&rné& vy3§im vy-
skytem tuberkul6znich ndlezi v minulé dobé, nutno hledat vysvétleni ve zmé-
niach v drovni chovu dribeZe, kdy mezi chovateli existuje ur¢itd povédomost
o tuberkuléze driibeZe a z chovu jsou v¢as vyfazovani jedinci klinicky nemocni
a pfece jen Cast&ji nastdvd obména chovaného kura doméciho. To sniZuje stupefi
kontaminace prostfedi malochovi a i riziko infekce. V soufasné epizootologické
situaci nelze tedy pominout holuba doméciho jako zdroj avidrnich mykobakterii
pro ostatni druhy zvifat, av§ak vzhledem k nizké incidenci tuberkulézniho one-
mocnén{ bude jeho vyznam jako $ifitele onemocnéni velmi maly.

Experimentdlnimi infekcemi se nam podafilo potvrdit vysokou rezistenci ho-
luba domdiciho k M. avium. V tom se naSe poznatky shoduji s poznatky autort
Cornell a Griffith (1930) a Hepdig (1939). Také my jsme po
infekci obvyklou infek¢éni davkou (1 mg/kg Z. h.) pozorovali makroskopické
zmény pouze v misté vpichu. Stejné€ jako Cornell a Griffith (1930)
jsme v8ak izolovali M. avium z riznych tkéni, i kdyZ se jednalo vét§inou o mélo
intenzivni nérdst. I to sv&éd¢i o znacné rezistenci holuba doméciho k infekci
M. avium. N&které diskrepance mezi patologickomorfologickymi ndlezy a kulti-
vaénim vySetfenim si vysvétlujeme pravé malym poctem mykobakterii pfitom-
nych ve tkanich, takZe napiiklad i pfi vyvinu histologickych zmén se nepodafilo
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mykobakterie zpétné€ reizolovat. Vysledky Hepdiga (1939) o vyskytu roz-
sdhlych tuberkuléznich zmén za deldi dobu po intramuskuldrni infekci jsme ne-
mohli potvrdit, protoZe jsme infikované ptdky sledovali pouze 69 dni. Po
perordlni infekci kontaminovanym krmivem jsme nalézali u vSech tfi holubi
s vyskytem makroskopickych tuberkul6znich zmén procesy pouze ve sténé stiev-
ni. Z obsahu stfev jsme rovnéZ prokazovali mykobakterie. To sv&€d¢&i o zna¢né
afinit€¢ M. avium ke sténé stfevni holuba. I kdyZ tedy onemocni po pfirozeném,
perordlnim zpiisobu infekce relativng mdlo jedincli, mohou ti, u nichZ se vyvinou
tuberkul6zni zmény, byt nebezpe¢nym zdrojem infekce. Vysledky kontaktnich
infekci holubi s tuberkul6znim kurem domédcim jen potvrdily vysokou rezistenci
holuba doméciho k M. avium, oviem stejné& tak i afinitu M. avium ke sté€né& stievni.

Literatura

BERGE, R.: Tuberkulose bei Tauben. Dtsch. tierirztl. Wschr., 37, 1929: 68.

CORNELL, R. L. - GRIFFITH, A. S.: Types of tubercule bacilli in swine tuberculosis. J. Comp.
Path. Therap., 43, 1930: 56. In: Dtsch. tieridrztl. Wschr., 38, 1930: 735.

DUMITRU, F.: Beitrag zur klinischen, anatomo-pathologischen und bakteriologischen Diagnose
der Tauben-tuberkulose. [Disertace.] Bukarest 1934. 63 s.

EBER, A.: Die Tuberkulose des Hausgefliigel. Z. Infekt.-krankh., 25, 1924: 145-175. In: FELD-
MANN, W. H.:. Avian tuberculosis infections. 1938: 223-245.

EBER, A. - PALLASKE-EBER, R.: Die durch Obduktion festatellbaren Geflliigelkrankheiten.
Hannover, Verlag von M. D. H. Schoper 1934.

FEDOSEJEV, V. S. - ZILIN, A. - ACHMEDIEV, G.: L. Pigeons as a source of avian tubercu-
losis. II. Diagnosis of tuberculosis in pigeons. Trudy Semipalat. Zoovet. Inst., 3, 1963: 252-257,
258-260. In: Vet. Bull., 35, 1965: 420.

GYLSTOREFEF, I.: Todesursachenstatistik des Gefliigelgesundheitsdienstes Bayern 1948/49 bis
1958/59. Mh. Vet.-Med., 15, 1960: 627-632.

HEPDIG, L.: Beitriige zur Tuberkulose der Tauben. Arch. Tierheilkde., 74, 1939: 442-453.

HILLEMARK, K.: Einige Fille von Vogeltuberkulose beim Rind. Skand. Vet.-Tidskr., 45,
1940: 1-17. In: Jb. Vet. Med., 67, 1940. 441.

KRONBERGER, H.: Befunde bei Gefliigelsektionen. Mh. Vet.-Med., 15, 1960: 197-202.

LEANKHOLM, W.: Quoted by Zeller. In: FELDMANN, W. H.: Avian tuberculosis infections.
1938: 223-245.

RODER, K. H.: Gefliigeltuberkulose beim Rind — durch Tauben iibertragen. Tierirztl. Umsch.,
14, 1964: 11.

Surveillance antropozoonéz. Pardubice, UVO 1971-1973.
Surveillance antropozoon6z. Pardubice, UVO 1986-1989.

Dodlo 4. 4. 1994

Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (10): 615-624 623



HEJLICEK, K. - TREML, F. (University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences,
Brno):

Epizootology and pathogenesis of avian mycobacteriosis in the pigeon (Columba livia
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The occurrence and expansion of avian mycobacteriosis in the pigeon, its sensiti-
vity to infection and epizootological importance as a source of M. avium were investi-
gated. A total of 470 pigeons were examined coming from seven localities with
different epizootological situation in avian tuberculosis. Tuberculous lesions were
found out in 2 birds (0.43%) and mycobacteria were isolated from five birds (1.06%).
Four out of the five isolated strains of mycobacteria were pathogenic to the domestic
fowl. Experimental infections demonstrated the pigeon’s high resistance to M. avium.
Intramuscular infection with the suspension of M. avium induced histological lesions
in the muscle at the spot of puncture in a fortnight, in the liver it was in 28 days, in
the lungs and intestines in 56 days. Macroscopic changes were observed at the spot
of puncture only in 21 days, but they were not observed in other organs and tissues.
The mycobacteria were isolated since the 12th day after infection, particularly from
the muscle at the spot of puncture, from liver, spleen and medulla. Macroscopic
changes were found out in the intestine in 160 days after peroral infection with feed
contaminated with the liver of tuberculous fowl. The mycobacteria of various organs
and tissues were isolated from the pigeons killed in 160 days. After a contact with
the tuberculous fowl histological changes in the intestinal wall were observed in
380 days in one case only and the mycobacteria were demonstrated by cultivation in
the medulla of a pigeon which died in 68 days.

Columba livia f. domestica; avian mycobacteriosis; epizootology; pathogenesis
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

DOC. MVDR. ING. JAN VLCEK, CSC. - ZIVOT A DiLO

Dne 23. ledna 1909 se v Dacicich, v rodiné zdmec¢nika, narodil syn Jan. ProZil tam
détstvi, chodil do obecné a méstanské skoly a poté dojiZzdél do Telée na redlné gym-
nézium,

V roce 1928 maturoval a priSel na Vysokou §kolu zvérolékarskou v Brné. JiZ jako
student pracoval na fyziologickém ustavu, zprvu jako demonstrétor. V roce 1932, po
absolutoriu, se za byrokratickych priitahli stal vypomocnym asistentem a bylo mu,
jako svobodnému, povoleno na tstavu bydlet. V piiStim roce se po dokonceni zkou-
Sek stal asistentem. Nastdvajiciho 1éta odeSel do Olomouce na dvouletou vojenskou
sluZzbu. Pak se na tstav vrétil a jeho kaZzdoroéné opakovanym Zadostem o ponechan{
na misté asistenta bylo i naddle vyhovovédno presto, Ze se v zafi 1936 oZenil. Pfi
plnénf povinnosti asistenta pocal se souhlasem MSaNO v roce 1937 studovat na
hospodarské fakulté brnénské Vysoké Skoly zemédélské a jeSté stacil vykonat zvéro-
l1ékarskou fyzikatni zkouSku. V dubnu pfistiho roku si na Skole vyZidal doklady
k Zadosti o prijeti do sluZeb Zemského tifadu v Brné. Zrejmé pomyslel na stabilizaci
své existence, na stdlé zaméstndni. PfiSel viak podzim 1938 a dr. Vi¢ek byl mobili-
zovéan. Po nékolika tydnech se vratil a na $kole zistal.

Jako prvni asistent plnil pod vedenim profesora Vacka nejen povinnosti spojené
s organizaénim zabezpecovanim neruSeného chodu istavu, ale stal se i plodnym vé-
deckym pracovnikem. Béhem sedmi let se autorsky podilel na dvaceti publikacich,
z toho tfin4cti experimentdlnich (H ol u b, 1972). Prispival jimi k tehdej$imu vy-
zkumnému profilovéni dstavu ve vitaminologii, endokrinologii a rozpracoval i nékte-
ré problémy termické polypnoe psii. Jeho zdjmu neunikly ani dal${ oblasti tehdejsiho
naSeho veterindrniho Zivota. Technicky totiZ poméhal profesoru Vackovi v or-
ganizaénich funkcich a v odborném tisku o veterindrnim déni informoval. Profesor
Vacek, dbaly vysokého standardu nas{ veterinarnf fyziologie a majici na spolupracov-
niky velké néaroky, byl s dr. VIi¢kem spokojen. V roce 1937 si pochvalné zaznamenal,
Ze se do pokusné aktivity dstavu dobfe zapracoval.

PriSel listopad 1939. Nacisti $kolu zavieli a uvedli ji do komisarské spravy. Pfi
vyfizovani zdleZitosti Skoly, a to i pracovnich, se postupovalo tak, Ze komisafsky
spravce 3koly, s nfmZ spolupracoval rektor, pfedklddal své ndvrhy na opatfeni kuré-
torovi, a ten jen po proSetfenf NSDAP a Gestapem predaval dr. Eccardovi, referentovi
pro Skolu v ifadu stdtnfho sekretdie a od roku 1943 fi3ského statniho ministra a ge-
neréla policie K. H. Franka. Komisafskym sprdvcem $koly pro personélni a badatel-
ské zaleZitosti byl okupa¢nimi ifady jmenovéan ¢len NSDAP, vladni rada doc. MVDr.
A. Srnetz, ktery se netajil tim - jak pozdé&ji napsal profesor Pardubsky - Ze vSichni
lidé na Skole jsou piisné stfeZeni. Fyziologicky ustav byl zlikvidovan k 9. 2. 1940.
Od toho dne tam pracovnici nesméli. Prostory tstavu zacaly slouZit jingym Géelim
a jeho technické vybaveni bylo rozmetdno. VIEkiv fyziologicky svét se rozpadl.
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Nékterd zafizeni Skoly vSak v provozu zistala a nacisti zde povolili i vyzkum. Dr. VI-
¢ek se pokousel prejit na dosud fungujici buiatrickou kliniku, vedenou profesorem
Kloboukem; 29. 3.71940 k tomu MSaNO dalo souhlas. Zemsky tfad v Brné to rek-
tordtu Skoly 18. 4. 1940 ozndmil a dr. VIcek na klinice nastoupil. Rektor Skoly to
krétce poté sdélil MSaNO. Po osmi dnech je vSak poZiddal, aby mu zaslalo opis
pripisu, jimz komisatsky spravce Skoly k VI¢kovu pievodu svolil, a zakrétko, 19. 5.
1940, profesoru Kloboukovi rapsal, Ze tento nacisticky funkcionaf s prechodem
dr. VIcka na kliniku nesouhlasi, protoze se tak stalo bez jeho védomi. Prof. Klobouk
proto 31. 5. 1940 rektora pozadal, aby dr. VI¢ek mohl na klinice zlistat. Doc. MVDr.
A. Srnetz se v8ak mezitim k VI¢kovu plsobeni vyjadfil negativné, a to i v dopise
profesoru Vackovi, ktery u ného zfejmé intervenoval. A tak posluSné MSaNO sviij
piedchozi souhlas s pievedenim dr. Vicka odvolalo; 8. 6. 1940 rektor $koly profesoru
Kloboukovi ozndmil, Ze Zadost profesora Vacka o prevedeni dr. VI¢ka, kterou odeslal
bez védomi rektordtu, byla komisafskym spravcem zamitnuta. JiZ za dva dny poté to
sdélil i MSaNO a jesté 17. 6. 1940 mu neopomnél ozndmit, Ze pfidélenf dr. Vicka
buiatrické klinice odvolal. B€hem této, doc. MVDr. A. Srnetzem vyvolané byrokra-
tické smrsti doSlo mezi rektorem Pardubskym a profesorem Vackem, jak dr. Vi¢ek
pozdéji téZ dosveédcil, i k osobnimu jedndni a vystupu. A tak mlady asistent fyziolo-
gického tstavu, dr. VIcek, byl sice zatim na Skole ponechdn, ale sluzbu vykondvat
nesmél.

Tyto udélosti se staly prologem nékolika osobnich tragedii. Dr. Vicek byl zdhy
nabidnut k pfevedeni do sluZeb ministerstva zeméd¢lstvi. Pies velmi pohotovy sou-
hlas rektora Skoly byl vSak uvolnén teprve po dlouhych pritazich, dohadech a po
dotazech brnénského Zemského tradu, zda neni namitek. A tak teprve v dubnu 1941
nastoupil v atmosfére rozpakii a pochybovac¢ného vahani u Zemskych vyzkumnych
tstavli zemédélskych v Brné. Po té mu byla na Skole jesté prodlouZena asistentura,
a to do konce zéi{ 1943. Pri tehdy nafizené zkouSce z némciny neobstdl. Proto mu
byly sluZebni poZzitky od cervna 1942 o 10 % kraceny. S dcinnosti od 1. 5. 1943 byl
jako zemsky komisaf pfeveden z piisobnosti MSaNO do sluZzeb Zemé moravské. Tim
bylo jeho prvni vypuzeni z Vysoké Skoly veterindrni dovrieno a formalizovéno.

Druhému aktéru pokusu o udrZeni dr. Vi¢ka na $kole, profesoru Kloboukovi, byla
rozhodnutim z 29. 5. 1943 samostatnd buiatrick4 klinika zruSena a v¢lenéna do pracovisté
profesora Pribyla.

Osud dal$fho tcastnika sporu o dr. VICka, profesora Vacka, se naplnil nejtragic¢téji.
V prosinci 1941 byl zatéen a v roce 1942 v koncentraénim tdbofe Mauthausen zahynul
(Kolda, 1946; P{Sa a VI1cek, 1957; Holub, 1968, 1973).

Chmurnost a tvrdost t€chto osudovych zkouSek umociiuje fakt, Ze se wastnici stietd
o existenci dr. VI¢ka na Skole dobfe znali. V roce 1935 se totiZ o habilitaci z fyziologie
pocal uchdzet MVDr. R. Nesseni, m&stsky zvérolékar v Ceské Kamenici, a MVDr. A. Sr-
netz, v té dob& asistent chirurgické kliniky, jejimZ prednostou byl profesor Pardubsky,
shodou okolnostf téZ rektor §koly v dobé nacistické okupace. Oba uchazeci o docenturu
méli totiZ zdjem o misto profesora na zemédélském oddélenf prazské némecké techniky
v Libverdg. Jak si profesor Vacek zapsal, po porad€ s kolegy se rozhodl, Ze k habilitaci
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doporuéi MVDr. A. Srnetze s tim, Ze vykond aspoii néjaké price v oboru fyziologie. Stalo
se. S profesorem Vackem publikoval vysledky pokust o fizeni dychdni, ¢innosti srdecni
a krevniho tlaku u koné (Holub, 1972). Do jaké miry splnil habilitant oekdvén{ eru-
dovaného fyziologa dokumentuje zcela neobvykly a naprosto nebyvaly fakt: MVDr. A. Sr-
netz se profesorovi Vackovi pisemné, reverzem zavizal, Ze se nikdy nebude uchdzet
o misto na brnénské veterindrnf fyziologii a Ze md zdjem jen o habilitaci pro Libverdu.
Poté, 27. 2. 1936, byl habilitovdn a na némeckou techniku odeSel. Po listopadu 1939 se
v8ak jako ¢len NSDAP a piedstavitel nacistické moci ve funkci komisaifského sprdvce na
Skolu vritil, poSkozoval, poniZoval, utiskoval a prondsledoval.

Piipad dr. Vicka nebyl totiZ ojedinély. Dokldd4 to dal$f aféra. V dusné a napjaté atmo-
sféfe 1éta roku 1940 pofddal profesor Pardubsky v brn&€nském Plzeiiském dvoie v Ceské
ulici pro jiZz zminéného dr. Eccarda z dfadu K. H. Franka, nejvlivnéj§iho z nové dosaze-
nych protektordtnich veterindrnich hodnostdit (Martinek, 1993), a pro piednosty
dstavi a klinik, které na $kole zistaly otevieny, vecefi. Jeden z jejich Gcastniku, profesor
Hanslian, mél tehdy s hoS§ténym predstavitelem nacistické moci — jak pozdéji zapsal prof.
Pardubsky - nedorozuméni. Dusledky se dostavily v roce 1943. PostiZeny byl zbaven
vedeni podkovdrny i kufimského §kolnfho statku a obé jeho funkce prevzal profesor Par-
dubsky.

V brnénskych Zemskych vyzkumnych dstavech zemédélskych se dr. Viéek snazil.
Analyzoval vyvoj z plemenéiského kontrolniho rejstiiku za 1éta 1926 aZ 1940. Pu-
blikoval prdace o gestaci prasnic a o prenatdlni mortalité selat v moravskych kmeno-
vych stiddech prasnic. Ale ani ve vyzkumu natrvalo nezakotvil. V lednu 1945 byl beze
zmeény platu nasazen jako prakticky veterin4f na jatky do Jemnice.

Vilka skoncila. PriSla svoboda a Skola zacala znovu Zit. Bylo tfeba vzkiisit i fy-
ziologii. Profesor Vacek byl mrtev, a tak profesorsky sbor §koly na své prvni schiizi
v ¢ervnu 1945 rozhodl, aby piednésky, cviceni a zkousky z fyziologie zabezpecil dr.
Vlicek. Profesor Kolda pfitom proziravé upozornil, Ze povéreny pisobi v praxi, a pro-
to je nutno uspokojivé fesit jeho financni ohodnoceni. Po opakovaném jednéni sboru
v ervenci bylo zatimni povéfeni dr. Vi¢ka omezeno na piednésky, s &fmz MSaO
vyslovilo souhlas. Dr. Vicek v té dob& dokon¢il vdlkou preru$ené studium na Vysoké
Skole zemédélské a na podzim poZidal o zavedeni habilitacniho fizeni. Jeho pribéh
byl hladky. Nepochybné k tomu pfispélo i vyjddreni ¢lena habilitani komise, profe-
sora Koldy, Ze profesor Vacek dr. VI¢ka za svého moZného néstupce pfed svym
zat€enim oznacil. V lednu 1946 byl po habilitacnim kolokviu povéfen i zkouskami
a v dubnu téhoZ roku se stal prednostou tstavu. V kvétnu 1946 mu byla venia docendi
pro obor fyziologie ud€lena a zdhy potom byl profesorskym sborem $koly navrZen
na jmenovéani mimofddnym profesorem. I nadéle vSak zistdval zaméstnin jako vete-
rinarn{ komisaf Okresniho ndrodnfho vyboru Brno-venkov. Skolou mu byl od &ervna
1946 do bfezna 1948 poukazovéan pouze docentsky piiplatek.

V tomto obdobi rozvijel docent Vi¢ek vedle pfednaSkové Cinnosti piedevsim in-
tenzivni aktivitu organizitorskou. Z predvélecnych ucitelt fyziologie zistal, a to jen
jako externista, na 3kole sdm. Né&které zkuSenosti z konce tficatych let mu mohl
pomoci pfenést jen byvaly Vackiiv demonstritor, novy, jesté studujici asistent vstavu,
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Jan Mertlik. Ustav byl vice neZ dva roky zatimné dislokovan v provizoriu. Zabiral
nékolik mélo mistnosti ve druhém poschodi tstavu hygieny a technologie potravin,
ktery pro fyziologick4 praktika zaptjcoval i vlastni cvicebnu. Pracné byly shleddvany
ponicené a poskozené zbytky technického ustavniho vybaveni, které docent Vicek za
valky i ukryval a za G¢inné pomoci mechanika tstavu Lnénicky zprovoziioval. Diky
nezdolné iniciativé, neimorné pili a soustfedénému usili se v 1ét€ roku 1948 podafrilo
tistav pfemistit do jeho pfedvalednych prostori v budové &islo 32, a to do druhého
poschodi s vyjimkou severniho bo¢niho traktu, do podkrovi a do ¢4sti suterénu. Za-
¢alo se i s dpravami docentem VICkem nové ziskaného objektu &islo 3 a pfiléhajicich
voliér i vybéhi. Technické vybaveni tstavu se podafilo doplnit téZ piistroji ze zasob
UNRRA. V té dobé organizatorskd ¢innost docenta Vicka na Skole vrcholila. Fyzio-
logicky istav byl hmotn€ znovuvzkiiSen, revitalizovan a aZ pietné vérné uvadén do
podoby zdédéné po profesorech Babdkovi a Vackovi. Byl také jako Vackiv fyziolo-
gicky ustav slavnostné pojmenovan. V tomto obdobi ¢ilého organizaéniho ruchu
a pfesunti bylo v dstavu dokonceno i nékolik doktorskych dizertaci, které byly zpra-
covavéiny pod vedenim profesora Vacka jiZ pred vdlkou. Sdm docent Vicek v té dobé
védecky pracovat nestaCil. Velmi aktivné se vSak zapojil do komise profesorského
sboru $koly pro dislokaci veterindrniho studia, jejimiz ¢leny byli i profesor Klobouk,
Pribyl a Stencl, a kter4 usilovala o paralyzu snah veterindrni vefejnosti a studentil
o reorganizaci §koly na fakultu a jeji pfeneseni do Prahy. Tyto skryté i bouflivé stiety
ukon¢il dnor 1948.

V té dobé byl docent Vi&ek pfijat do KSC, a to mimo $kolu. Pfesto byl jako jeden
z prvnich Skolskymi stranickymi orgdny postizen. Koncem bfezna 1948 mu byla
ak¢nim vyborem udélena diitka a v profesorském sboru byl zbaven moZnosti hlasovat.
Opakované se odvoldval. O vyuziti pracovnich moZnosti, které se definitivni dislo-
kaci ustavu oteviely, prestal usilovat. Jingm vSak v prédci nebrdnil. Doufal, Ze snad
prece jen profesorem jmenovan bude a na Skolu jako jeji fddny pracovnik piejde.
Navenek pocal projevovat o dstavni déni aZ okazaly nezdjem. Posléze, pod zvySujicim
se tlakem a pfi rostoucich komplikacich, potiZich a Sikanach pozadal, aby byl z funk-
ce vedouciho tdstavu uvolnén, vyuky zpros§té€n a na Clenstvi ve §kolnich komisich
rezignoval. Zdivodiioval to zdravotnimi problémy. Nepiizeii veden{ §koly tim vsak
neumensil. A tak jeho Zadosti o docasné uvolnéni z ucitelskych povinnosti, kterou
pfedloZil i MSVU, bylo k jeho nemalému zklamén{ vyhovéno. Byla vzata na védomi.
Na navrh profesora V. Jelinka pak byla Ceskd veterindrni fyziologie aZ na dals{
svéfena vrchnimu veterindrnimu radovi MVDr. Véiclavu Moravcovi, ktery, jak o sob&
fikédval, ve fyziologii sice nepracoval, ale vZdy v ni vynikal. Osud docenta VIcka se
tak na Skole naplnil podruhé. Jeho plisobeni ve veterindrni fyziologii opét skoncilo.

Vsichni ucitelé, ktef{ s nim na tstavu spoluptisobili, byli postupné rozehnani. Docent
Vicek sdm pracoval i naddle jako veterindf v okrese Brno-venkov a zakratko, na
zat4tku roku 1950, byl v nové vzniklém okrese Zidlochovice povéfen organizovanim
zvérolékarské sluzby. Zde pak, jako okresni veterindf, piisobil vice nez devét let.

Koncem padeséitych let byl vyzvan, aby pieSel do veterindrniho vyzkumu. Proto
vyvolal jednédni, na némZ se za Gcasti pracovniki organi KSC riznych stupiiti, aZ po
UV, prokizalo, Ze se obvinén{ vznesend pro nému v roce 1948 na Vysoké 3kole
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veterindrni nezakl4daji na pravdé€. V tdnoru 1959 pak nastoupil do Vyzkumného usta-
vu veterindrniho 1ékafstvi v Brné-Medlankach. Po pritazich — nemél védeckou hod-
nost a jak konstatovala atestaéni komise CSAV, ve v&dé Sestn4ct let nepracoval — byl
zafazen s osobnim platem jako inZenyr 1. stupné€ na oddé€leni zoohygieny a zootech-
niky. V dubnu 1960 mu pak bylo svéfeno vedeni tstavu a ve funkci feditele setrval
do tinora 1967. V ustavu navizal na své pisobeni v praxi, na zkuSenosti z produkce
mléka a masa a zaméfil se na vyzkum tehdy velmi aktudlni problematiky — vztahu
prostiedi velkych produkénich jednotek vybavenych primyslovymi prvky k fyziolo-
gickym a zoohygienickym parametrim riznych kategorif skotu. Vysledky své prace
shrnul do tif vyzkumnych zprév a zvefejnil je v publikacich o zoohygienickych pod-
kladech pro vystavbu stdji pro skot a o veterinarnich opatienich pfi volném ustéjeni
ve velkovyrobnich technologiich skotu. Na zdkladé dosazenych vysledkd mu pak byla
v listopadu 1966 veterinarni fakultou v KoSicich udélena hodnost kandidata véd.

I v tomto tidobf extenzivn& organizoval; nejen jako feditel VOVL, ale i v komisich
veterindrniho odboru CSAZV, jako &len védecké rady brnénské veterindrnf fakulty,
tif vyzkumnych ustavii zaméfenych na Zivocisnou vyrobu a v redakéni radé periodika
Veterindrni medicina.

V poloviné Sedesétych let viak bylo rozhodnuto, aby z VUVL odeSel a v kvétnu 1967
byl preveden na brnénskou agronomickou fakultu. Jako samostatny védecky pracovnik
zde pokracoval v feSeni vyzkumného tikolu, pfevedeného z VUVL, a nadle &ile spolu-
pracoval s vyzkumnou zdkladnou ministerstva zemédélstvi. Brzy byl zafazen na misto
docenta a za rok po svém ndstupu na vysokou $kolu byl znovu — po vice neZ dvaceti
letech — fakultou navrZzen na mimoradného profesora fyziologie a etologie hospodarskych
zvifat. Ani tentokrdt nebylo fizeni v normalizacnim obdobi realizovano, a tak docent
VIcek své vysokoskolské piisobeni v inoru 1974 odchodem do diichodu ukonéil.

Ale i pak v odborné aktivité pokracoval. Pfesel do zemédélského druZstva v Mout-
nici, kde naSel pritele jiZ v padesétych letech, v dobé svého praktického plsobeni na
Zidlochovicku. Zaméfil se na komplex problémil, pfedevsim zoohygienickych, pod-
nikové Zivocisné vyroby. Jeho rady a z4sahy byly ekonomicky vyhodné a prospésné.
Byl obliben, a tak ve vysoko cenéné odborné aktivité setrval v druZstvu aZ do konce
svych dnd; 14. ffjna 1986 v Brné zemfel.

Doc. MVDr. ing. Jan VI¢ek, CSc., byl ¢inny v riznych oblastech zvérolékafstvi
od tficitych do sedmdesatych let. Ve veterindrnich védach pusobil ve tiech historic-
kymi pieryvy oddélenych idobich.

Ve tricitych letech se béhem kritké doby vypracoval na nadé&jného spolupracov-
nika profesora Vacka. V zdjmu hmotného zabezpeceni rodiny v8ak byl nucen uvazo-
vat o rezignaci na tehdy madlo perspektivni drdhu vysokoskolského ucitele. Ani po
piipadné habilitaci pro néj jiné nez asistentské misto nebylo.

V povile¢ném, jen Ctyiletém obdobf byl necekané postaven pred tkol vyvést
Ceskou veterindrni fyziologii z vdlecného rozvalu a destrukce. TrebaZe nebyl zamést-
nancem Skoly, zistal externistou, nezmérné obétavé organizoval znovuvybudovani
byvalého Vackova tstavu, posluchirny, cvieben, laboratoii, pracoven, pfistroji
a knihovny tak, Ze vyuka nebyvalého po¢tu posluchac¢ti mohla byt zabezpecena.
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Na zacatku Sedesétych let pak byl postaven do ¢ela naSeho veterindrniho vyzkumu.
Védecky se orientoval nové. Zaméfil se na fyziologickou, etologickou a zoohygienic-
kou problematiku skotu. V jejim feSeni pokracoval i po pfechodu na agronomickou
fakultu brnénské Vysoké Skoly zemédélské.

Vsechny etapy jeho pilsobeni na vysokych $koldch a ve vyzkumnych istavech
byly zmarnény. Znovu a znovu se stdval nepfijatelnym. PoniZili jej predstavitelé
a vykonavatelé nacistické zviile, po tinoru se znelibil kolegfim a na za¢4tku sedmde-
satych let uvazl v siti normaliz4torl. Opakovany ndvrh na jeho jmenovéni vysoko-
Skolskym profesorem nebyl nikdy uskuteénén.

Ve veterindrni fyziologii byl docent VI¢ek programovym nésledovnikem profesora
Vacka tricitych let. Jeho stin nepfekrodil. Zistal jeho Zdkem. Jako predstaviteli ve-
terindrniho vyzkumu mu nebylo popféno, aby se jako vid&f duch a garant pokroku
ve svém oboru projevil; zistal pfedeviim jeho dbalym, operativnim, aZ hyperaktivnfm
organizdtorem a €ilym, pilnym administrdtorem. Vlastni védeckou tvar etapam, které
mél moZnost ovliviiovat, se mu vtisknout nepodafilo. Snad k tomu ani necilil. Pies
opakovanou, nervni, t€kavou aZ eruptivni snahu se osobnostf, na niZ by mohly nase
veterindrni védy stavét, nestal. Nezklamal, ale prostor, ktery mu byl opétované na ¢as
popiéan, jako perspektivni novétor a striijce nasi veterindrn{ budoucnosti z vice pricin
vyplnit nemohl.

Prameny

Biograficky fond historického archivu kabinetu dé&jin veterindrn{ mediciny Vysoké Skoly vete-
rindrni a farmaceutické v Brné.
Bibliograficky fond archivu Vysoké $koly zemé&dg&lské v Brné&.
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