USTAV ZEMEDELSKYCH A POTRAVINARSKYCH INFORMA CI

VETERINARNI MEDICINA

Veterinary Medicine — Czech

CESKA AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VOLUME 40 (LXVIII)
PRAHA

JANUARY 1995

CS ISSN 0375-8427



VETERINARNI MEDICINA

Mezindrodni védecky Casopis vydavany z povéeni Ceské aka-
demic zemédélskych véd a s podporou Ministerstva zemédél-
stvi Ceské republiky

VETERINARY MEDICINE - CZECH

An international journal published by the Czech Acadeny of
Agricultural Sciences and with the promotion of the Miiistry
of Agriculture of the Czech Republic

Editorial Board - Redakéni rada

Chairman - Predseda

Prof. MVDr. Karel HruSka, CSc.. Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

Members - Clenové

Prof. MVDr. Jan Bouda, DrSc., University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic

Doc. MVDr. Ivan Herzig, CSc., Veterinary Rescarch Institute, Brno, Czech Republic

Prof. MVDr, Bohumir Hofirek, DrSc., University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic
Prof. MVDr. Bohumil Sev&ik, DrSc., BIOPHARM - Research Institute of Biopharmacy and Veterinary Drugs, a. s.,

Jilové u Prahy, Czech Republic

Prof. MVDr. Zdenék VEZnik, DrSc., Veterinary Rescarch Institute, Brno, Czech Republic

Editor-in-Chief — Vedouci redaktorka

Ing. Zdeika RadoSova

Cil a odbornd népli: Casopis uvefejiuje pivodni védecké
price a studic typu review ze viech oblasti veterindrni medi-
ciny.

Casopis Veterindrni medicina uveicjiiuje price v ¢edting, slo-
venSuné a anglicting.

Casopis je citovin v bibliografickém ¢asopise Current Con-
tents — Agriculture, Biology and Environmental Sciences
a abstrakty z casopisu jsou zahrnuty v téchto databdzich: Ag-
ris, CAB Abstracts, Current Contents on Diskette — Agricultu-
re, Biology and Environmental Sciences, Czech Agricultural
Bibliography, Toxline Plus, WLAS.

Periodicita: Casopis vychazi mési¢né (12x rocné), roénik 40
vychdzi v roce 1995.

ijimani rukopisi: Rukopisy ve dvou vyhotovenich je ticba
zaslat na adresu redakce: Ing. Zdenka Radodovi, vedouci re-
daktorka, Ustav zemédélskych a potravindiskych informaci,
Slezskd 7, 120 56 Praha 2, tel.: 02/25 75 41-9, fax: 02/25 70 90.
Den doruceni rukopisu do redakcee je uvidén jako datum prijeti
k publikaci.

Informace o predplatném: Objedndivky na predplatné jsou
piijimdny pouze na cely rok (leden-prosinec) a mély by byt
zasliny na adresu: Ustav zemédélskych a potravindfskych in-
formaci, vydavatelské oddéleni, Slezskda 7, 120 56 Praha 2.
Cena predplatného pro rok 1995 je 396 Kc.

© Institute of Agricultural and Food Information, Prague 1995

Aims and scope: The journal publishes experimental pipers
and reviews from all ficlds of veterinary medicine.

The journal Veterindrni medicina publishes original scietific
papers written in Czech, Slovak or English.

The journal is cited in the bibliographical journal Current Zon-
tents — Agriculture, Biology and Environmental Science, ab-
stracts from the journal are comprised in the databases: Zgris,
CAB Abstracts, Current Contents on Diskette — Agricuture,
Biology and Environmental Sciences, Czech Agricultural Bib-
liography. Toxline Plus. WLAS.

Periodicity: The journal is published monthly (12 issues per
year), Volume 40 appearing in 1995

Acceptance of manuscripts: Two copies of manuscript
should be addressed to: Ing. Zdenka RadoSov, editor-in-chief,
Institute of Agricultural and Food Information, Slezscd 7,
120 56 Praha 2, tel.: 02/25 75 41-9, fax: 02/25 70 90. Th: day
the manuscript reaches the editor for the first time is given
upon publication as the date of reception.

Subscription information: Subscription orders can be enered
only by calendar year (January-December) and should be sent to:
Institute of Agricultural and Food Information, Slezstd 7,
120 56 Praha 2. Subscription price for 1995 is 92 USD (Europe),
96 USD (overseas).

F 4884



COMPARATIVE BETWEEN-LABORATORY TRIALS

OF THE LIQUID-PHASE BLOCKING SANDWICH ELISA

FOR THE DETECTION OF ANTIBODIES TO FOOT-AND-MOUTH
DISEASE VIRUS

POSOUZENI MEZILABORATORNICH VYSLEDKU LIQUID-PHASE
BLOCKING SANDWICH ELISA PRI STANOVENI PROTILATEK PROTI
VIRU SLAK U SKOTU

I. PSikal', D. Zendulkova', J. Franz', L. Lencuchova’, N. P. Ferris’

lVelerinar_v Research Institute, Brno, Czech Republic
P 2 : ; ; ;
“National Veterinary Institute, Nitra, Slovak Republic
SFMD World Reference Laboratory, Pirbright, Great Britain

ABSTRACT: Fifty bovine serum samples were tested for the presence or amounts of antibodies to foot-and-mouth discase
(FMD) virus serotypes A, O and C by the liquid-phase blocking sandwich ELISA (Ipb-ELISA) using reagents prepared by
the World Reference Laboratory for Foot-and-Mouth Discase (WRL) in Pirbright, U.K. Twenty of the sera had been collected
before extensive vaccination with a commercial inactivated trivalent FMD vaccine was ceased and the remaining thirty
originated from animals which had not been vaccinated for more than one year. After the test had been completed, the samples
were sent to another two laboratories to be examined by the same assay. Results obtained in the laboratories were compared
to assess the degree of agreement in serological tests for FMD in cattle. Antibodies to at least one of the three FMD virus
(FMDV) serotypes were demonstrated in 70% of the serum samples. Antibodies to the antigens As, O; and C; were present
in 58%, 66% and 58% of the sera, respectively. The overall between-laboratory agreement of the results of the Ipb-ELISA
for the detection of antibodies against all three serotypes was 96%. Discrepancies in terms of type specificity did not exceed
10%. Most discrepancies were recorded in sera with low antibody titres or optical densities (OD) around the cut-off point.
An increase of concentration of C, antigen in reaction mixture reduced the sensitivity of ELISA and results of screening tests
became negative in sera with antibody titres of 1 : 90 and lower. A set of defined reference sera for the optimal setting of
the enzymatic reaction might enhance the reproducibility of the Ipb-ELISA especially for between-laboratory trials.

cattle; foot-and-mouth disease; ELISA; antibodies

ABSTRAKT: Pomoci metody Ipb-ELISA, sestavené z komponet vyrobenych ve Svétové referencni laboratofi pro SLAK
v Pirbrightu, jsme orientacné nebo titraéné urcovali hladiny protilatek proti sérotypim A, O a C viru SLAK v 50 vzorcich
bovinnich sér. Z uvedeného souboru bylo 20 sér odebrdno od zvitat jesté pred ukoncenim plodné vakcinace komercni,
inaktivovanou trivalentni vakcinou. Zbyvajicich 30 sér bylo ziskdno od zvifat jiz druhym rokem nevakcinovanych. Po
stanoveni hladin protildtek v nasi laboratofi, byl a séra rozdélena do dvou souborii a vySetiena stejnou metodou v dalSich
dvou nezdvislych laboratofich. Ziskané vysledky byly pouZity k hodnoceni diagnostické shody pfi provddéni preventivni
sérologické diagnostiky viru SLAK u skotu. Z celkového poctu SO vzorkt sér bylo podle vysledkd nasi laboratofe zjiSténo
35 sér (70 %) s protildtkami proti jednomu ze tii sérotypti viru SLAK. Protildtky proti jednotlivym antigeniim byly zastoupeny
7 58 % (As), 66 % (O) a 58 % (C;). Diagnostickd shoda mezi laboratofemi v konecném posouzeni sérologickych vysledki
Ipb-ELISA testu, zahrnujici viechny tfi sérotypy viru SLAK, byla zjisténa celkem u 48 vzorki sér (96 %). Nejvice diskrepanci
bylo zaznamendno u sér s nizkymi titry protilitek nebo hodnotami absorbanci, které se pohybovaly tésné kolem stanovené
hranice pozitivity. Ve vztahu k pouzitému referencnimu antigenu bylo zaznamenidno nejvice neshodnych vysledki s antige-
nem typu Ag (10 %). Vy33i koncentrace antigenu C; ve smési s inkubovanymi vzorky sér nepfiznivé ovlivnila citlivost
imunoenzymatické reakce a hladiny protildtek do vySe titru 1 : 90 jiz nebyly pfi screeningovém typu vySetfeni zachyceny.
K dokonalejsi reprodukovatelnosti vysledki Ipb-ELISA testu, zejména mezi diagnostickymi laboratofemi, by napomohl sou-
bor definovanych referencnich sér, podle kterych by se optimdlni enzymatickd reakce mohla nastavit.

skot; slintavka a kulhavka; SLAK; Ipb-ELISA; protildtky
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INTRODUCTION

FMD is a highly contagious infection of cloven-footed
animals. Any outbreak is associated with high economic
losses resulting not only from the implementation of strict
veterinary control measures, but also from restrictions in
international trade in animals and animal products.

The last outbreak of FMD in the former Czechoslo-
vakia was recorded in 1973. Extensive annual vaccina-
tion of all cattle and swine herds against FMDV sero-
types A, O and C successfully prevented any further
outbreaks up to the time in 1991 when vaccination was
stopped to comply with the strategy adopted by mem-
ber countries of the European Union (EU). This deci-
sion, however, raised a number of problems resulting
from the increasing proportion of susceptible livestock
and rising imports of live animals and animal products.
Important tasks of the veterinary services now include
not only the protection of the Czech Republic against
the intrusion and spread of FMD, but also the nccessity
to carry out serological tests for FMD on animals to be

exported into EU countries to demonstrate absence of

specific antibodies.

Although reliable, conventional serological tests,
such as virus neutralization (VNT) or the complement
fixation test (CFT) are laborious and time-consuming
and use live virus at high concentrations. Strict safety
precautions against the escape of FMDV outside the
laboratory limit the application of those methods to
a few specialized laboratories.

Successful development of enzymoimmunoanalyti-
cal techniques for the detection of antibodies to FMDV
(Abu Elzein and Crowther, 1978; Rai and
Lahiri, 1981; Franz ctal., 1982) has allowed con-
ventional laboratories to carry out serological tests for
FMD, particularly where reliably inactivated antigens
with unaffected antigenic potency are available, and to
obtain results comparable with those of VNT (De Si-
mone etal, 1981; Hamblin etal, 1986). As the
resistance to FMDV infection is proportional to the
level of circulating antibodies, the results of ELISA,
correlating with those of VNT, can be interpreted in
terms of actual resistance to experimental infection
(Franz ctal., 1982; Periolo ctal., 1993).

Our aim was to apply the liquid-phase blocking
sandwich ELISA (Ipb-ELISA) developed by Ham-
blin etal. (1986) for the detection and quantification
of antibodies to A, O and C serotypes of FMDV. As-
says on the same sera were carried out in another two
independent laboratories to provide a basis for the as-
sessment of the diagnostic reliability of the test.

MATERIALS AND METHODS

SERA

A set of fifty blood sera of adult cattle was examined
by Ipb-ELISA: twenty had been collected before exten-

sive vaccination with a commercial inactivated triva-
lent vaccine was ceased in 1991 and the remaining
thirty originated from animals that had not been vacci-
nated for more than one year. After completing the tests
in our laboratory (VRI), the set was divided into two,
one was sent to the National Veterinary Institute, Nitra,
Slovakia (NVI) and the other to the World Reference
Laboratory for Food-and-Mouth Disease (WRL), Pir-
bright, U.K. to be examined by the same assay.

Ipb-ELISA

FMDV specific reagents for the Ipb-ELISA were
obtained from the WRL. The Standard Operating Pro-
cedure for Detection of Antibodies to FMD*™ supplied
with the kit was strictly followed (Hamblin et al.,
1966). Titrations of rabbit and guinea pig type-specific
antisera (anti-146S), non-concentrated (crude) and pu-
rified FMDV antigens (A5 Allier; O BFS 1860; C,
Noville) and peroxidase conjugate (anti-guinea pig
I¢G/Px, Sigma) were necessary for the optimization of
the assay. Box titrations yielded the following optimal
dilutions: rabbit antiserum — 1 : 5,000; guineca pig an-
tisecrum — | @ 1,000; conjugate — 1 : 1.000. Working
dilutions of FMDV secrotypes were set by titration to
yield 1.000 to 1.500 multiples of maximal optical den-
sity (OD,.)- Sandwich ELISA was used for the titra-
tion of non-concentrated inactivated antigens and the
following working dilutions were chosen: As=1 @ 60;
Oy=1:80; C;=1: 60. The values corresponded roughly
to those recommended by the WRL. Concentrated and
inactivated antigens were used in the WRL and NVI,
with final working dilutions of 1 : 1,000 (type Oy), I :
600 (type As) and 1 : 1,500 (type C)).

INTERPRETATION

The enzymatic reaction was stopped with sulphuric
acid after 15 (antigens A5 and Oy) or 20 (antigen C))
minutes after the addition of the substrate/chromogen
mixture (hydrogen peroxide/OPD, Sigma) and absor-
bances were measured at 492 nm. Two modifications
ol the Ipb-ELISA were carried out:

a) Screening tests of samples using one serum dilution:
mean OD was calculated from quadruplicates of se-
rum dilution | : 32 and compared with OD,,, of the
homologous control antigen included in cach mi-
crotitre plate. The reaction was classified as positive
(+) if the mean OD was lower than 50% of OD..
and as doubtful (%) if the mean absorbance was
cqual to 50% of OD but SD was cqual to or
higher than £0.100.

b) Titration assays: Twofold dilution scries of the sera
to be tested, ranging from | : 16 to 1 : 2,048 were
prepared in duplicates. The serum titre was defined
as the highest dilution with mean OD equal to 50%
of OD According to the Standard Operating Pro-

max:*

max-:
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cedure, antibody titres 1 : 16 and 1 : 32 were re-
garded as negative and titres equal to or higher than
1 : 45 as positive. The cut-off value 1 : 45 has been
set by the authors of the method and is based on the
correlation of results of VNT and ELISA (Ham -
blin et al., 1986).

RESULTS

Of the total number of fifty bovine sera tested for
the presence of antibodies to FMDV types A, O and C,
thirty were examined in VRI and NVI and twenty in
VRI and the WRL.

The results have confirmed our expectation that se-
rum samples collected in 1991-1993 would contain an-
tibodies to FMDV as a result of previous extensive
vaccination against the types A, O and C. Antibodies
to at least one of the three serotypes were found in 35
(70%) of the animals. Positive or doubtful reactions
with the antigens A5 Allier, O BFS 1860 and C,
Noville were recorded in 29 (58%), 33 (66%) and 29
(58%) of the animals, respectively.

1. Results of comparative tests of bovine blood sera for the presence
of antibodies to FMDV serotypes A, O and C - screening tests with
sera diluted 1 : 32

Overall agreement between results obtained in labo-
ratories testing the same subsets of samples was found
for 48 (96%) of the animals. Discrepancics were asso-
ciated with low levels of antibodies to one of the three
types found in one of the laboratories and interpreted
as a doubtful result (Tab. I, sera Nos. 3, 8 and 20), or
with a low antibody titre (Tab. II, serum No. 29;
Tab. III, sera Nos. 2, 10, 12 and 19). Different type-
-specific reactions with the antigens A Allier (dilution
in VRI 1 : 60), O, BFS 1860 (1 : 80) and C, Noville
(1 : 60) were found in 5 (10%), 2 (4%) and 4 (8%)
serum samples.

Effects of antigen dilution on the results are evident
from data in Tab. IV. Mean OD relative to OD,, in
reactions with the inactivated antigen C; Noville di-
luted 1 : 60 was 0.519 £ 0.076 although the incubation
with substrate was prolonged to 20 min. The corre-
sponding values for the reactions with the antigens Ay
Allier and O BFS 1860 at the same or similar dilutions
were 1.083 £ 0.094 and 1.370 = 0.104, respectively.
The relative mean OD reached 1.024 + 0.070 when the
C, antigen was diluted 1 : 20 (and dilutions of type-
specific sera were unchanged). However, the sensitivity
of the reaction decreased at higher concentrations of C,
and screening tests at sera with antibody titres equal to
or lower than | : 90 yielded negative results (Tab. III).

DISCUSSION

The results of between-laboratory trials of the Ipb-
-ELISA have confirmed the claims of other authors

11. Identification of foot-and-mouth disease virus antibodies in se-
lected postvaccination bovine sera by the Ipb-ELISA. Results of
screening tests conducted at the National Veterinary Institute in Ni-
tra and titration assays (end-point titre determination) conducted at
the Veterinary Research Institute in Brno

DY As o ¢

Serum No. | NVI | VRI | NVI | VRI | NVI | VRI
21. + 512* + 256 + 256
22, Y 256 |+ 512 + 128
23. + | "128 + 64 - 16
24, = 32 = 32 = 16
25. + 128 + 256 + 128
26. - ] "128 + 128 + 128
27. + 128 + 128 + 64
28 + 128 + 64 + 64
29. + 128 + 64 | "+ ‘32
30. + 512 + 512 + 256

757(![“"1 No. NVI VRIWWNVIi VRI NVI VR{
K | # | = | + | x| * | @
2. - = - - - -
3 -, . s . ~ ~
4. e + + + + +
5; + + + + - +
6. - = = - - -
7 + + + + - -
8. + + + + %z ¥
9. = = 2 = = 2
10. = - - - - -
1. - = - = = =
12, - - - - - -
13. . - - -
14 + + + + + +
15. + + + B - -
16. - - - - - -
17. - - - - - -
18, + + + + + +
19. > = 2 - 2 ”
20. - - + + + S
+ = 250% inhibition of mean OD
-~ =< 50% inhibition of mean OD,
+ = doubtful reaction
& = discrepancy between laboratories
NVI = National Veterinary Institute, Nitra
VRI = Veterinary Research Institute, Brno
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= end-point titre determination for each serum
250% inhibition of mean OD, .

- < 50% inhibition of mean OD,
£ doubtful reaction

* = discrepancy between laboratories
NVI = National Veterinary Institute, Nitra
VRI = Veterinary Research Institute, Brno
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I11. Identification of foot-and-mouth disease virus antibodies in se-
lected postvaccination bovine sera by the Ipb-ELISA. Results of
screening tests conducted at the Veterinary Research Institute in
Brno and titration assays (end-point titre determination) conducted
at the World Reference Laboratory for FMD, Pirbright

Ipb-ELISA/FMDV As 0, C,
Lab. #. Id. #. VRI/WRL | VRI/WRL | VRI/WRL
31 1591 +/45* +/90 +/90
32. 1592 /45" +/90 +/45
33. 1593 -2 -122 -122
34, 1 594 +/181 +/724 +/181
35. 1 595 +/45 +164 +/64
36. 1596 +/64 +/181 +190
37. 1597 -132 -116 +/90
38. 1598 -116 +/45 +/45
39. 1599 +/45 -164 +/64
40. 1 600 -132 +/45 “+122°
41. 1 601 +/90 +/181 +/90
42, 1 602 *-/a5" +/45 -122
43, 1 603 +/90 +/181 +/90
44. 1 604 -16 -122 -122
45. 1 605 +/45 +/90 +/45
46. 1 606 +/512 +/362 +1362
47. 1 607 +/45 +/45 +145
48. 1 608 +/45 +/45 +/64
49, 1 609 -/16 *-164" -116
50. 1610 +/128 +/64 +/45

a = end-point titre determination for each serum
+ =2 50% inhibition of OD

- =< 50% inhibition of OD,
+ = doubtful reaction

* = discrepancy between laboratories

WRL= World Reference Lab. for FMD, Pirbright
VRI = Veterinary Research Institute, Brno

max

max

(Hamblin etal, 1986; Periolo et al., 1993) that
the test is a suitable alternative to conventional assays
for detection of antibodies to selected serotypes of
FMDV. The Ipb-ELISA is also applicable in virologi-
cal diagnosis of FMD if an appropriate combination of
antigen types is chosen (Hafez et al., 1993).

The Ipb-ELISA has advantage of being a rapid, sim-
ple, sensitive and efficient procedure, and also as one
avoiding the hazards associated with the handling of
live virus antigens (Ferris et al., 1990). Hence it
allows an extension of preventive tests for FMD from
specialized centres to laboratories engaged in routine
diagnostic services (Kitching, 1992).

The principle of the Ipb-ELISA consists in a multi-
layer system of type-specific antibodies detecting bind-
ing sites on the FMDYV antigen blocked during previous
incubation with the tested serum (Hamblin et al.,
1986). Therefore, the importance of proficiency and
observation of all steps leading to the optimization of
the test for obtaining reproducible results in all labora-
tories engaged in the diagnosis of FMD should be
stressed. The exclusive use of reagents prepared in and

4

IV. The effects of two different concentrations of inactivated FMDV
type C antigen on the sensitivity of the Ipb-ELISA. Results of com-
parative trials conducted at the Veterinary Research Institute in Brno

Ipb-ELISA/FMDV G
VRI | VR
Lab. #. Id. #. final working dilution
1:20 1:60
31, 1591 = +
32, 1 592 - +
33, 1 593 - -
34, 1 594 + +
35. 1 595 - +
36. 1 596 - +
37. 1 597 - +
38. 1 598 = +
39. 1599 - +
40. 1 600 = “+
41. 1 601 + +
42, 1 602 - -
43 1 603 = +
44. 1 604 - -
45. 1 605 - +
46. 1 606 + +
47. 1 607 - +
48. 1 608 + +
49. 1 609 - -
50. 1610 = -

+ = 250% inhibition of OD,,,
= < 50% inhibition of OD,
= doubtful reaction

= discrepancy between laboratories
VRI = Veterinary Research Institute, Brno

max

* 0+ 1

supplied by WRL contributes considerably to the stan-
dardization of the Ipb-ELISA.

Our experiments have shown that changes in work-
ing dilutions of inactivated non-purified antigens have
marked effects on the results of the Ipb-ELISA. In this
respect, the C; Noville antigen proved to be more labile
than the Ag Allier and O; BFS 1860 antigens. The C,
Noville antigen was used at a higher concentration to
reach the optimal relative OD 1.000 to 1.500. As can
be seen in Tab. III, the increased concentration affected
the sensitivity of the reaction and screening tests of sera
with anti-C; antibody titres 1 : 90 and lower yielded
negative results. A similar unwanted decrease in sensi-
tivity may also be due to adverse conditions during
transport and/or storage of inactivated antigens. Com-
parison of those results of the Ipb-ELISA obtained in
individual laboratories revealed discrepancies in sera
with low antibody titres or OD values around the cut-
-off point. It was rather difficult to define this point in
screening tests when mean absorbance was equal to
50% of OD,,y. but SD was high. Such sera should be
either classified as doubtful and require repeat tests, or
animals to be rebled or included among the positive

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (1): 1-5



category although some of them might actually be
negative. The latter classification is preferable consi-
dering the high contagious nature of FMD. Discrepan-
cies in the interpretation of reactions with individual
antigens never exceeded 10% and final conclusions
considering the reactions with all the three serotypes
differed only in 4% of the samples.

The overall percentage of serologically positive ani-
mals does not reflect the current prevalence of post-
-vaccination antibodies in the bovine population, be-
cause twenty of the fifty samples had been collected
before extensive vaccination against FMD was ceased.
Standardization of the procedure can be further im-
proved not only by the optimization of all components,
but also by the use of reference control sera of known
titres with defined upper and lower control limits. We
believe that the set of sera tested in VRI, NVI and the
WRL could be usable for this purpose.
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RECENZE

STRECKOVITOST SKOTU
J. Minar

Praha, Academia 1993. 207 s. Cena 280 K¢.

Do rukou pracovnikil zdkladniho i aplikovaného vyzkumu,
biologl, parazitologi, entomologli, veterinarnich lékafi, zoo-
technikli 1 pracovnikii zemédélské praxe se dostdvd monografie
shrnujici poznatky o biologii zdvaZnych cizopasnikli z fadu
dvoukfidlého hmyzu (Diptera). Jde o podkozni stiecky druhi
Hypoderma bovis (De Geer, 1776) — stfeéek hovézi a Hypoder-
ma lineatum (de Villers, 1789) — stiecek jizni a o hypoderma-
t6zu (stfe€kovitost) pisobenou jejich larvami u skotu.

Toto onemocnéni rozsitené v celém mimém pésmu severni
polokoule piisobi vysoké ekonomické ztraty na masné a mlécné
uZitkovosti, véetné poskozeni kiiZi u paseného skotu. V byva-
1ém Ceskoslovensku byly $kody vy&isleny na 100-150 miliond
K& ro¢né. Vzécné mohou larvy podkoZnich stfeckl vyvolat
i velmi nebezpecné onemocnéni ¢lovéka — myiasis.

Kniha je ¢lenéna do osmi kapitol. Po stru¢ném ivodu
nésleduje druhd kapitola vénovand historickému piehledu,
zahrnujfcfmu systematiku a morfologii stfeckd, jejich biolo-
gii a rozsifeni, klinickym projeviim stfeckovitosti u skotu
a jejich fenologii, $koddm plsobenym nemocnosti vetné
moZnosti poskozen{ zdravi ¢lovéka a tlumeni této parazilézy.
Ve tfeti kapitole je podrobné rozvedena morfologie a biolo-
gie podkoZnich stfeckl skotu.

Vyznamnou a nejrozsahlejsi je ¢tvrtd kapitola o populaé-
ni ekologii. Byly pfedlozeny dlikazy o pfitomnosti a ¢innosti
pevného vnitiniho regula¢niho systému v soustavé parazit —
hostitel, ktery uréuje drovefi pocetnosti cizopasniki a pisobi
na udrovni populaci. Regula¢ni systém funguje na principu
zéporné zpétné vazby. Cim siln&j3f je napadeni populace hos-
titele populaci specifického druhu cizopasnika, tim jsou sil-
néjsi obranné reakce hostitele, hubici tyto cizopasniky. Tento
vztah se projevuje ve vysledném zastoupeni preZivajicich ci-
zopasnik, které odpovidd negativnimu binomickému rozdé-

leni. V paté kapitole autor poddva prehled o vyzkumu pro-
stiedkl a zplsobl boje se stfec¢kovitosti skotu. Kapitola Sest4
je zaméfena na vyzkum zjidtovani hospodéfskych ztrét zph-
sobenych stfeckovitosti. V sedmé kapitole autor rozebird jed-
notlivé metody tlumeni stfeckovitosti a v posledni, osmé ka-
pitole, je provedeno shrnuti problematiky se zavéry pro
praxi, predev§im pfi tlumeni a prevenci této parazit6zy.

Text knihy je doplnén 41 piehlednymi tabulkami, 6 grafy,
18 fotografiemi a 10 obrdzky, coZ pfispiva ke snaz§imu po-
chopenf textu. Knihu dopliiuje 367 literdrnich citaci a uzavird
strucny souhrn v anglicting.

Zcela novymi védeckymi poznatky jsou vysledky vyzku-
mu populaéni ekologie stfeckl. Jde o pritkaz vnitinich regu-
lanich systémi v populacich specifickych cizopasniki a je-
jich hostiteld. Na modelu stfecka hovéziho byla prokdzana
obecn4 zdkonitost t&chto vnitfnich regulaénich systémi, kterd
spolu se specifickym metodickym pfistupem, s vyuZitim ma-
tematicko-statistickych metod, je v parazitologii novym, vy-
znamnym smérem a v Sir§fim smyslu téZ ve vyzkumu eko-
systému.

Vyznamnym vysledkem pro praxi bylo potladeni stfecko-
vitosti skotu v naSich podminkéch, jehoZ bylo dosaZeno po-
znénim a vyuzitim zdkonitosti populaéni ekologie jejich pu-
vodct a vyvinutim Géinnych zpisobt jejich hubeni, pouZitim
novych pfipravkli doméci provenience. Tento uUspéch nasi
parazitologie, vysoce ocefiovany v zahrani¢i, miZe byt vyuZit
i v jinych zemich.

Kniha je vysledkem vice nez dvacetipétiletych vyzkumi
autora v podminkach byvalé CSFR, SSSR, Mongolské lidové
republiky a dalSich zemi. Ve svém oboru je jedine¢nd
a autoriv zdmér, oprostit text od zbyte¢nych cizich slov, ji
Cinf pfistupnou Sirokému okruhu Etendit.

MVDr. Jaromir Riha, CSc.
Vyzkumny ustav veterindrniho lékafFstvi, Brno
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ASSOCIATION BETWEEN BoLA ANTIGENS AND BOVINE MASTITIS

ASOCIACIA MEDZI BoLA ANTIGENMI A BOVINNOU MASTITIDOU

M. Simon', R. Dusinsky', M. Stavikova’

'Institute of Animal Biochemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences, Ivanka
pri Dunaji, Slovak Republic
2Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: The association between BoLA class I antigens and mastitis was studied in Bohemian Pied breed (n = 17) and
its crosses — Bohemian Pied x Red Pied Holstein (n = 161), Bohemian Pied x Red Pied Holstein x Ayrshire (37). The
diagnostics of mastitis was followed in the course of two years and two diagnostic parameters were included: 1. a modified
California Mastitis Test (CMT) was performed once a month; 2. a bacteriological infection was examined once quarterly
using biochemical and serological methods. BoLA class I antigens were determined by specific antisera in the standard
microlymphocytotoxicity test. During testing the majority of cows had at least one positive reaction of CMT test. The bacterial
findings were detected in 31.63% of animals. The antigen A16 was found to be significantly associated with susceptibility
to mastitis in both diagnostic tests. Animals A16 positive showed the highest CMT values and repeated bacterial infections
(Fig. 1). The high values observed in A2 positive animals were not significant due to the very low frequency of this allele
in the population under study. There was a slight increase of CMT values and the infection frequency in animals with higher
parity number (Fig. 2). However, the order of lactations did not influence the relationship of BoLA A16 and mastitis. This
association was not significantly affected by the breed. The increased bacterial infection observed in the Bohemian Pied breed
is likely due to relatively high incidence of A16 allele rather than to breed differences (Fig. 3).

cattle; mastitis; BoLA

ABSTRAKT: V populicii dojnic ¢eského strakatého plemena a krizencov s holtajnskym a ayrshirskym plemenom bola
Studovand asocidcia BoLA antigénov a mastitidy. Vyskyt mastitidy bol sledovany pocas dvoch rokov na zdklade mastitis
testu-NK a baktériologického vySetrenia Stvrlovych vzoriek mlieka. Ziskané udaje boli analyzované podla opakovanych
bakteridlnych nélezov, poradia laktécii, plemennej prislu§nosti a BoLA antigénov triedy I. Pri $tidiu vztahu BoLA a mastitidy
sa ukdzalo, Ze pritomnost alely BoLA A16 zvysila riziko pre ochorenie na mastitidu. NositelTky tejto alely mali najvyiiie
hodnoty mastitis testu-NK a frekvenciu bakteridlnej infekcie. S rasticim poctom lakticii dochddzalo k miernemu zvySeniu
hodnét obidvoch diagnostickych parametrov. Aviak vek alebo plemennd prisluinost nemali preukazny vplyv na zistend
asocidciu.

dobytok; mastitida; BoLA

UvoD

Mastitida patri medzi ekonomicky najvaznejsie
ochorenie hovidzieho dobytka. Poetné pokusy a poz-
natky ziskané pri vyskume mastitidy dokazuju, Ze sa
jednd o polyfaktoridlnu chorobu, pri vzniku ktorej sa
predovietkym uplatiiuji exogénne vplyvy. Niektoré
vysledky v8ak poukazuji na to, Ze urcitd dlohu v etio-
patogenéze mastitidy hrd aj genetickd dispozicia. Po-
diel genotypu pri vzniku mastitidy bol analyzovany vy-
poctom koeficientu heritability 1. Hodnoty "
zistené v roznych populdcidch si odlisné a pohybuji sa
v rozpiti od 0,02 do 0,5 (Emanuelson, 1987;
Stavikovd a i, 1990). Tento rozptyl hodnot W
modze byt odrazom skutoénych individudlnych a ple-
mennych rozdielov v rezistencii ale aj pouzitia réznych
metdéd vypoctu W% a diagnostickych met6d definujicich
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stav mastitidy. Ndjdenie asocidcie medzi mastitidou
a definovanymi genetickymi markérmi by jasnejSic
ukdzalo ucast genetickych faktorov pri ochoreni. Vhod-
nym polymorfnym systémom (zahriiujici velky pocet
aliel) pre §tadium tychto vztahov je hlavny histokom-
patibilitny komplex hovidzieho dobytka — BoLA. Mo-
lekuly kédované tymto komplexom génov sprostredku-
ji rozpozndvanie cudzich antigénov v imunitnom
procese. U viacerych plemien sa ukdzal asty vyskyt
alely BoLA A16 u zvierat so znakmi klinickej a sub-
klinickej mastitidy (Solbu ai., 1982; Larsen ai.,
1985; Spooner ai. 1988). Ini autori viak popisali
mozny vzfah mastitidy s inymi BoLA antigénmi — A6,
All (Oddgiersson a i, 1988), A14(A8) Wei-
gel ai, 1991), W2 (Solbu ai., 1982), A13 (Mey-
er ai., 1984). Vage ai. (1993) nezistili ziadny vztah
BoLA antigénov triedy I k bovinnej mastitide. Roz-



dielna vnimavost k mastitide bola zaznamenand vzhla-
dom k polymorfizmu BoLA antigénov triedy II. Zvie-
ratd s haplotypom DQlA boli vnimavejsie ku klinickej
mastitide, ako zvieratd s inym haplotypom (Lunden
a i., 1990).

Cielom tejto prace bolo analyzovat vplyv génov
BoLA triedy I na vnimavost zvierat k mastitide u Ces-
kého strakatého dobytka.

MATERIAL A METODY

Vyskum sa uskutoc¢nil u 215 dojnic ¢eského straka-
tého plemena (n = 17) a kriZencov: Ceské strakaté x
holStajnské (n = 161) a Ceské strakaté x holStajnské x
ayrshirské (n = 37) chovanych v jednom velkokapacit-
nom kravine. Mastitida bola sledovand pocas dvojroc-
ného obdobia a bola diagnostikovand zo $tvrfovych
vzorick mlicka na zdklade nepriamého cytologického
mastitis testu-NK (d'alej MT-NK) a bakteriologického
vySetrenia.

MT-NK bol vySetrovany raz mesacne a reakcie boli
hodnotené podra stupnice 0 (<), 0,5 (£), 1 (+), 2 (++),
3 (+++) (RySdnek a Renda, 1971). Priemerné
hodnoty MT-NK boli vypoéitané zo Stvrtovych vzoriek
mlieka. Vzorky na bakteriologické vySetrenie boli odo-
berané raz Stvriro¢ne. Boli ziskané asepticky pred
dojenim po dezinfekcii strukov a ihned zaslané do la-
boratéria. [zoldcia a diagnostika baktérii bola uskutoc-
nend pomocou laboratérnych veterinarnych metodik
(Anonym, 1975). Infekcia mlie¢nej Zlazy bola posu-
dzovana na zdklade ndlezov Streptococcus agalactiae,
S. disgalactiae, S. uberis, Actinomyces pyogenes
a Staphylococcus aureus (kmene s koaguldzovou akti-
vitou). Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Ente-
robacter aerogens sa vyskytli sporadicky a neboli za-
hrnuté pri analyze asocidcii. Pri nejasnych vysledkoch,
napr. pri vyskyte zmesi baktérii bol opakovany odber
vzoriek.

Antigény BoLA triedy I boli uréované Standardnym
mikrolymfocytotoxickym testom (Bull ai., 1989).

Priemery a Standardné odchylky hodnét MT-NK bo-
li vypocitané pre kazdy antigén a testované Studento-
vym t-testom. Frekvencie baktériologickych nalezov
boli vypocitané pre kazdy antigén a analyzované po-
mocou Chi-kvadrit testu.

VYSLEDKY

V sledovanom sabore zvierat boli nasledovné fre-
kvencie BoLA antigénov (v %): A2 (1,40), A6 (14,90),
A7 (2,80), A8 (45,12), A10 (16,74), A11 (6,98), Al12
(16,74), A16 (7,91), A20 (18,14), A26 (7,44). Ziadny
antigén nebol detegovany u 5,58 % zvierat.

Pocas pokusného obdobia vicSina testovanej popu-
lacie vykazovala aspon raz zvySené hodnoty MT-NK
(vy$8ie ako 0,95). Bakteridlne ndlezy sa vyskytli
u 31,63 % zvierat. Pritom priemernd hodnota MT-NK

bola preukazne vysSia u skupiny infikovanych zvierat
v porovnani s neinfikovanymi zvieratmi (P < 0,001).

NajvySsi priemer hodnét MT-NK bol zaznamenany
slost MT-NK hodndt a BoLA antigénov bola preukaz-
na len pri alele A16 (P < 0,001) — obr. 1. Bakteridalna
infekcia bola taktieZ najCastejSie zaznamenand pri doj-
niciach s alelou A16. U tychto zvierat bol pozorovany
aj najCastej§i vyskyt opakovanych infekcii, zatial¢o
zvieratd s inou BoLA alelou mali niZ8i vyskyt recidiv
(obr. 1). Vy3Sie hodnoty MT-NK a vyskytu baktérii
mali tiez zvieratd s alelou A2.

Pri sledovani vyskytu mastitidy v zdvislosti na veku
sa ukazalo, ze hodnoty MT-NK maji s vekom mierne
vzrastajici trend. Frekvencia bakteridlnych infekcii ne-
ukazuje jasny vztah k narastajicemu poctu laktécif
(obr. 2). Rozdelenie vicsiny BoLA antigénov vzhla-
dom k laktdcidam bolo v siilade s frekvenciou zvierat
v jednotlivych laktaciach.

Pri analyze vyskytu bakteridlnej infekcie podla ple-
mien sa ukdzalo, Ze najviac infikovanych vzoriek sa
vyskytovalo u ¢istého plemena Ceské strakaté. U tohoto
plemena bola sicasne aj najvysSia frekvencia alely
A16. Na obr. 3 je uvedené pomerné zastipenie infiko-
vanych zvierat podla pritomnosti A16 a ostatnych alicl
u jednotlivych plemien. Pozorované rozdiely vo frek-
vencii infikovanych zvierat medzi plemenami sa vyraz-
ne zmensili, ak sa z hodnotenia oddelili zvieratd A16.

DISKUSIA

Pri $tidiu asocidcie mastitidy s kvalitativnymi gene-
tickymi mdrkermi sme pouZili pre diagnostiku ochore-
nia kritérid, ktoré je mozné objektivne merat laboratér-
nymi metddami. Oba sledované parametre — MT-NK
a bakteridlne ndlezy naznacili vzajomni zavislo(. Vy-
hodu stanovenia celkového poctu buniek v mlicku pri
Stidiu asocidcii ukdzal Emanuelson (1987), ktory
zistil vySSiu heritabilitu pre tento parameter ako pre
klinickud mastitidu.

Preukazne najvyssie hodnoty MT-NK ako aj vysky-
tu bakteridlnych infekcii u zvierat s alelou BoLA-A16
(na rozdiel od ostatnych sledovanych aliel) naznacuje
vztah tejto alely k vnimavosti k mastitide. U A16-po-
zitivnych zvierat prevlddali opakované baktériologické
nilezy, ¢o méze odrdzat vicsiu vnimavost tychto zvie-
rat. Studovany stibor zahriioval pomerne maly pocet
zvierat plemena Ceské strakaté a trojplemennych kri-
Zencov, ¢o nedovoluje extrapolovat vysledky na posu-
denie rozdielnej vnimavosti plemien. Z analyzovanych
udajov vyplyva, Ze najviac infikovanych zvierat bolo
u ¢eského strakatého oproti krizencom. Tu v8ak bola
silnd interakcia plemena s BoLA alelou A16. Pri tak
malom pocte zvierat nie je mozné exaktne posidit, &i
okrem A16 alely mala aj plemennd prisluinost nejaky
G¢inok na vaimavost zvierat. Ziskané vysledky nie si

jednoznacne v silade s predpokladom vys$Sej vnima-

vosti star§ich dojnic k mastitide i ked' je moZné pozo-
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! MT—NK test?

Frekvencia infekcie

ALl

A20

A1l

1. Bakteridlna infekcia a hodnoty MT-NK u zvie-
rat s roznymi BoLA antigénmi. Zobrazend je prie-
mernd frekvencia neinfikovanych zvierat (A),
zvierat infikovanych len raz pocdas dvojroného
obdobia (B) a zvierat s viacndsobnymi infekciami
(C). Priemery a smerod. odchylky hodnot MT-NK
boli vypotitané z hodnét zistenych pocas dvoj-
ro¢ného obdobia. N. D. = neuréeny BoLA antigén
- The bacterial infection and CMT values in ani-
mals with various BoLA antigens. Average fre-
quency of non-infected animals (A), animals in-
"I fected once during the two-year period (B), ani-
mals with multiple infections (C) are shown. The
means of CMT values and s.d. were calculated
from the values recorded during the two-year pe-
riod. N. D. = not determined BoLA antigen

linfection frequency, CcMT

A2 A7 A10 A12 N.D.
AB A8 A1 A16 A26 BolA
” © 2. Frekvencia bakteridlnej infekcie a hodnoty
“ o < MT-NK u zvierat v réznych laktdciach. Znazor-
= 15 p= 11.08 < nend je tieZ frekvencia BoLA A16 antigénu podla
® v/ 0.8 L re) laktdcii — The frequency of bacterial infection and
L e e Lo CMT values in animals in various lactations. The
524 1.0 V/,V——"’V/ 0.6 .g Rl BoLA Al6 antigen frequency according to lacta-
| e tion also is shown
- 040 0
=05 23 1 g s s 3 :
- 029 ® CMT, 4mft:ulon {rcqucncy. BoLA Al6 fre-
o quency, “lactation, “number of animals
0.0 0.092
1 2 3 4 5 6 7 8 loktscio®
27 55 65 31 15 11 7 4 pocet zvierat
. L2 3. Bakteridlna infekcia u Studovanych plemien
1.0 zvierata: 3 (krizencov). Priemernd frekvencia bola vy-
= poc¢itand z hodnét ziskanych pocas dvojroéného
"0 08 b wm s Al6 obdobia. Srafovand &ast stipcov vyjadruje podiel
‘o . zvierat s A16 antigénom - Bacterial infection in
-&‘, the studied breeds (crossbreeds). The average fre-
R0 -3 quency was calculated from the values recorded
o during the two-year period. The cross-hatched
.2 bars express the portion of BoLA Al6 positive
8 0.4 animals
2
-{‘o linfection frequency, Zanimals, *without A16,
s 02 “with A16, *Czech Pied breed, *Czech Pied x Hol-
stein, 'Czech Pied x Holstein x Ayrshire, Swhole
00 population, “breed

3 6 7 . 1. 8
Cs CSxH CSxHxA cely subor
Plemeno®

rovat ur¢ity trend zvySenia hodnét MT-NK a bakteridl-
nych infekcii s rasticim poctom laktdcii. Vek zvierat
viak zistenud asocidciu s BOLA typom neovplyvnil, pre-
toZe nebol vyznamny rozdiel v distribicii alely A16
medzi dojnicami na nizSich a vys8ich laktaciach.

Do analyzy asocidcie mastitidy s BoLA antigénmi
sme nezahrnuli vplyv bykov, pretoze v stdde pdsobilo
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54 bykov a 17 krdv — nositeliek alely A16 bolo potom-
stvom 13 bykov.

Nase pozorovanie vychddza z pomerne malého si-
boru zvierat, ale jednoznac¢ne potvrdzuje vysledky, kto-
ré uddvaji Spooner ai. (1988), Solbu ai. (1982)
zaznamenané na rozsiahlejSom subore dojnic chova-
nych v Anglicku a Nérsku. Rovnako Larsen ai.



(1985) zistili pri danskom ¢ervenom dobytku asocidciu
medzi mastitidou a krvnou skupinou M, ktord je vo
velmi uzkej vizbe s BoLA A16. Prvi dvaja autori tieZ
uddvaju, ze alela A2 sivisi s rezistenciou k mastitide.
Alela W2 v nasom sibore stvisela skor s vnimavostou,
ale vzhladom k jej nizkej frekvencii (1,4 %) tento
vztah moZe byt ndhodny.

Konfrontdciou dosial zndamych tddajov o vztahu
mastitidy a BoLA mdZme predpokladat, Ze asocidcie
zistené v urditej populdcii nemusia existovat v inej po-
puldcii. Skutoénost, Ze u réznych plemien, resp. popu-
lacii r6zne BoLA alely triedy I sivisia s rezistenciou
alebo vnimavostou, vedie k dvahdm, Ze vo vztahu
BoLA k mastitide sa nemusi jednat o priamy udcinok
molekdl triedy I, ale skor ide o G¢inok vizby génov.
BoLA gény triedy I mdZu byt v rdznych populdcidch
vo vizbovej nerovnovidhe s odlisnymi alelami BoLA
triedy II alebo s inymi génmi. Napriklad v populacii
zvierat $védskeho Cervenobieleho dobytka bola zistena
analyzou polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov
(RFLP) asocidcia vyskytu klinickej mastitidy s haplo-
typom triedy II — DQIA (Lunden ai., 1990). Alela
A16 bola v3ak u tohoto plemena vo vizbe s DQ'B
anie s DQ'A (Lindberg ai., 1988).

Mastitida ma komplexni etiol6giu, kde su zahrnuté
rozne patogény a iné exogénne faktory. Z toho dévodu
nie je mozné predpokladat jednoduchi geneticki kon-
trolu rezistencie. V kazdom pripade zistend vnimavost,
alebo rezistencia pravdepodobne zahrfiuje aktivitu nic-
kolkych génov. Aj nami ziskané vysledky vSak pouka-
zujui na to, Ze $tidium asocidcii medzi BoLA génmi
a mastitidou je jednou z moZnosti na identifikdciu he-
reditarnych faktorov pri vzniku mastitidy.

Podakovanie

Autori d'akuji pracovnikom laboratéria veterindrnej
laktol6gie OVS Brno-venkov za poskytnutie ddajov
bakteriologického vysetrenia.

LITERATURA

ANONYM: Veterindrni laboratorni vySetfovaci metodiky,
Praha, 1975: 99-118.

BULL, R. W. - LEWIN, H. A. - WU, M. C.: Joint report of
the third international bovine lymphocyte antigen (BoLA)
workshop. Anim. Genet., 20, 1989: 109-132.

EMANUELSON, U.: Genetic studies on the epidemiology of
mastitis in dairy cattle. [PhD Thesis.] Uppsala 1987. — Swed-
ish University of Agriculture.

LARSEN, B. - JENSEN, N. E. - MADSEN, P. — NIELSEN,
S. M. - KLASTRUP, O. - MADSEN, P. S.: Association of
the M blood group system with bovine mastitis. Anim. Blood
Grps Biochem. Genet., 16, 1985: 165-173.

LINDBERG, P. G. - ANDERSSON, L.: Close association
between DNA polymorphism of bovine major histocompati-
bility complex class | genes and serological BoLA-A speci-
fities. Anim. Genet., 19, 1988: 245-255.

LUNDEN, A. - SIGURDARDOTTIR, S. - EDFORS-LILJA,
I. — a i.: The relationship between bovine major histocompati-
bility complex class I polymorphism and disease studied by use
of bull breeding values. Anim. Genet., 21, 1990: 221-232.
MEYER, F. - CWIK, S. - ERHARDT, G. - SCHMID, D.
O. - SENFT, B.: Zum Nachweis von Lymphocytenantigenen
des BoLA - Systems bei Rindern mit Secretionsstérungen
der Milchdriise. Ziichtungskunde, 56, 1984: 108-114.
ODDGIERSSON, O. - SIMPSON, S. P. - MORGAN, A. L.
G. - ROSS, D. S. - SPOONER, R. L.: Relationship between
the bovine major histocompatibility complex (BoLA), eryth-
rocyte markers and susceptibility to mastitis in Icelandic cat-
tle. Anim. Genet., /9, 1988: 11-16.

RYSANEK, D. - RENDA, V.: Mechanismus reakce mastitis
testu-NK a zplsob posuzovini jeho pozitivity. Veter. Med.
(Praha), 16, 1971: 405-414.

SOLBU, H. - SPOONER, R. L. - LIE, O.: A possible influ-
ence of the bovine major histocompatibility complex (BoLA)
on mastitis. In: Proceedings of the 2nd World Congress on
Genetic Applied to Livestock Production (Madrid), 7, 1982:
368-371.

SPOONER, R. L. - MORGAN, A. - SALES, D. - SIMP-
SON, P. - SOLBU, H. - LIE, O.: MHC association with
mastitis. Anim. Genet., /9, 1988: 57-58.

STAVIKOVA, M. - LOIDA, L. - ZAKOVA, M. - MACH,
P. ~ PRIKRYL, S. - POSPISIL, J.: Geneticky podil krav na
prevalenci mastitid v ndsledujici generaci. Veter. Med.
(Praha), 35, 1990: 257-265.

VAGE, D. I. - LINGAAS, F. - SPOONER, R. L. - ARNET,
E. F. - LIE, 0.: A study on association between mastitis and
serologically defined class I bovine lymphocyte antigens
(BoLA-A) in Norwegian cows. Anim. Genet., 23, 1993: 533-
536.

WEIGEL, K. A. - FREEMAN, A. E. - KEHRLI, J. R.: As-
sociation of a BoLA-A locus antigen with increased antibody
dependent neutrophyl cytotoxicity and decreased susceptibil-
ity to subclinical mastitis. Anim. Genet., Suppl. 7, 1991: 34.

Doslo 13. 12. 1993

Kontakina adresa:

Ing. Michal Simon, CSc., Ustav biochémie a genetiky Zivogichov SAV, 900 28 Ivanka pri Dunaji, Slovenska republika

Tel. 07/94 38 82, fax 07/94 39 32

10

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (1): 7-10



EFFECT OF MERCURY-DOMINATED HEAVY METAL EMISSION
ON THE COURSE OF PASTURE HELMINTHOSES IN SHEEP

VPLYV IMISII TAZKYCH KOVOV S DOMINANCIOU ORTUTI
NA PRIEBEH PASIENKOVYCH HELMINTOZ OVIEC

I. Krupicer

Parasitological Institute of the Slovak Academy of Sciences, KoSice, Slovak Republic

ABSTRACT: A group of 30 improved Valashka sheep, grazed in submontane pastures 3 and 6 km far from the emission
source of mercury-dominated heavy metals (L1 and L2) and in pasture situated out of mercury emission fall-out (K), were
investigated for the prevalence and mean intensity of pasture helminth infection. Hg concentration in the grass stand was
determined by the distance of emission source. The amount of mercury was increasing in the direction from control locality
to locality 1, lying 3 km from the emission source. With the mean concentration of 4.298 mg Hg/kg in grass stand, 0.346 mg
Hg/kg in the liver, 0.591 mg Hg/kg in the kidneys and 0.030 mg Hg/kg in the muscles (Tab. 1) a high prevalence of pasture
helminths was recorded in sheep. This prevalence was increasing in the direction from control locality to the nearest emission
source (Tab. II). The only exception was Moniezia spp. and Strongyloides papillosus, with values at locality 2 being lower
than those at control locality. Trichostrongylus spp. and Cooperia spp. were equally prevalent at all the localities studied.
Mean infection intensity (Tab. IIT) showed an increasing tendency from control locality towards locality 1. Only Dicrocoelium
dentriticum and Strongyloides papillosus were an exception, with the highest mean infection intensity recorded at locality 2
(5.3 and 3.3 specimens, respectively). The highest mean intensity at control locality was recorded for Cooperia spp. infection
(4.5 specimens). Mean infection intensity at locality 2 (6 km from emission source) and control locality showed proximate
values in Moniezia spp. (1.3-1.2 specimens), Nematodirus spp. (2.6-2.4 specimens) and Cooperia spp. (4.0-4.5 specimens).
The highest differences in mean infection intensity between locality 1 and control locality were recorded in Trichostrongylus
spp. (24.3-13.3 specimens), Ostertagia spp. (15.4-7.4 specimens) and Nematodirus spp. (5.1-2.4 specimens). With high
values of mercury in pasture, grass grazing animals cumulate mercury in their organisms, mainly in the parenchymatous
organs (liver, kidneys). Consequently, the immunity of animal organism is impaired, which is manifested by an increased
prevalence and mean infection intensity of most pasture helminths.

sheep; heavy metals; mercury; prevalence; infection intensity

ABSTRAKT: Na sibore 30 oviec plemena zo$lachtend valaska, pasicich sa na pasienkoch podhorskej oblasti vzdialenych
3 a 6 km od emisného zdroja tazkych kovov s prevalenciou ortuti (lokalita 1 a 2) a na pasienku nachddzajicom sa mimo
emisného spadu (kontroln4 lokalita) bola zistovand prevalencia a priemernd intenzita pasienkovych helmintov oviec. Koncen-
trdcia Hg na trdvnatom poraste a v organizme oviec bola zdvisld na vzdialenosti od emisného zdroja. Maximum bolo
zaznamenané v lokalite 1, kde bola priemernd koncentricia ortuti 4 298 mg Hg/kg tridvy, 0,346 mg Hg/kg tkaniva pedene,
0,591 mg Hg/kg tkaniva obliciek a 0,030 mg Hg/kg svaloviny. V uvednej lokalite bola zistend vysoka prevalencia pasienko-
vych helmintov oviec. Prevalencia sa zvy$ovala smerom od kontrolnej lokality po lokalitu najblizSiu emisnému zdroju.
Vynimku tvorili Moniezia spp. a Strongyloides papillosus, kde hodnoty v lokalite 2 boli niZSie ako v kontrolnej lokalite.
Prevalencia Trichostrongylus spp. a Cooperia spp. bola vo vietkych lokalitich rovnakd. Priemernd intenzita infekcie takisto
stiipala s minimom v kontrolnej lokalite a maximom v lokalite 1. Vynimku tvorili D. dentriticum a S. papillosus, pri ktorych
bola v lokalite 2 zaznamenand najvys$ia resp. najniZ§ia priemernd intenzita. Celkovy pocet helmintov bol v kontrolnej lokalite
hodnotédch ortuti na travnatom poraste pasienka, dochddza u pasicich sa zvierat k zvySenej kumuldcii ortuti v organizme
oviec, hlavne v parenchymatéznych orgdnoch (pecen, oblicky) s ndslednym oslabenim imunity organizmu, ¢o sa prejavilo
zvySenou prevalenciou a priemernou intenzitou vacsiny pasienkovych helmintov.

ovce; azké kovy; ortul; prevalencia; intenzita infekcie
UvoD a olova, i zli&eniny ortuti. Ich zvy$end koncentrdcia
v jednotlivych zlozkdch ekosystému — voda, poda, ras-

Medzi toxikologicky najvyznamnejsie kontaminanty  tliny a i., predstavuje riziko poskodenia fyziologickych
Zivotného prostredia patria, vedla zli¢enin kadmia  funkcii organizmov. Chronicky $kodlivy Gginok taz-
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kych kovov sa ¢asto prejavuje skrytymi, klinicky ne-
manifestnymi dc¢inkami (imunopatologické zmeny, te-
ratogenita az karcinogenita a i.)

Vzhladom na to, Ze produkty hospoddrskych zvierat
sliZia pre vyZivu ludi, preto je potrebné sledovat obsah
ortute, ako aj dalSich kovovych prvkov v tkanivdch
a orgdnoch zvierat z hladiska potenciondlneho ohroze-
nia zdravia ¢loveka.

Ku kontamindcii zvierat ortulou na Slovensku do-
chadza predovSetkym emisiami z dpravni komplex-
nych rid (Fabidn ai., 1984; Bencko ai. 1984;
Rosival ai, 1984; Boroskovad ai., 1993). Pod-
Ta zahrani¢nych ddajov (Lodenius a Tulisalo,
1984) emisie z podobnych zavodov kontaminuji svoje
okolie do vzdialenosti 20-100 kilometrov.

V organizme zvierat je ortut pritomnd prevdZne vo
forme monometyl zliceniny, pritom obsah metylortute
na celkovom obsahu ortute v svalovine je az 90 %
(Hirokatsu a Atsuschi, 1984). Z toho vyply-
va, Zze do potravinového refazca vstupuje biologicky
naucinejsia, vysoko toxickd, metylovand ortut (Buck
a 1., 1980). Vyznamné si toxické uGcinky ortute na ob-
licky a pecefi (Trump ai., 1976). Spésobuje cytoge-
netické zmeny v rasticich a vyvijajicich sa bunkach
(Ramel, 1969), je schopnd prenikal cez placentdrnu
bariéru (Clarkson ai., 1972; Reynolds a Pit-
kin, 1976) a vylu¢uje sa mlickom (Arddatova a
Bakum, 1976; Vdrnagy, 1977).

Koncentricia ortute v organizme stipa v zavislosti
na veku (Nriagu, 1979). Jej toxicita zdvisi od che-
mickej formy a druhu postihnutého zvierata, davky,
frekvencie a trvania privodu do organizmu (Under-
wood, 1977). Toxicitu a rezidud tak organickej ako
anorganickej ortuti redukuje stopovy prvok selén (Ao i
ai., 1985).

Z uvedenych ddajov vyplyva, Ze ortut je vyznam-
nym a aktudlnym kontaminantom Zivotného prostredia.
V dostupnej literatire je mdlo prac zaoberajicich sa
vplyvom imisii taZkych kovov na prevalenciu a prie-
merni intenzitu infekcie pasienkovych helmintov pre-
Zivavcov. Krupicer a Petko (1992) sledovali
prevalenciu pasienkovych helmintov oviec v imisnej
oblasti tazkych kovov s dominanciou ortuti.

Cielom price bolo sledovat prevalenciu a priemernt
intenzitu pasienkovych helmintov oviec pri réznom
stupni imisného zataZenia prvkami tazkych kovov s do-
minanciou ortuti.

MATERIAL A METODY

Na dvoch hospoddrstvach vzdialenych 3 a 6 km od
emisného zdroja — zdvodu na vyrobu ortuti (lokalita 1
a 2) a na kontrolmom hospodarstve mimo emisného
spadu, boli z pasienkov leZiacich v nadmorskej vyske
535-750 m a spasanych ovcami od mdja do oktébra
odobraté pred zac¢iatkom pasenia vzorky porastu. Trava
1,5 cm nad povrchom pddy bola odstrihnutd a vzorky
pri hmotnosti 100 g vloZené do mikroténovych vrecu-
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Sok. Celkove bolo odobratych 30 vzoriek travy (po 10 vzo-
rick z pasienkov zasiahnutych imisiami a 10 z kontrol-
ného pasienka). V stadach oviec pastcich sa v uvede-
nych lokalitich bolo ndhodne vybratych a oznacCenych
po 10 oviec plemena zoslachtend valaska vo veku tri az
pit rokov. Zvieratd boli pred pred za¢iatkom pasenia
odcervené Vermitanom 2,5% suspenzia v doporucenej
divke s naslednou koprologickou kontrolou o sedem
dni. Po skonéeni pasienkovej sezény koncom oktébra
boli zvieratd odporazené a bola na nich vykonana tplna
helmintologicka pitva traviacého aparatu. Sucasne boli
odobraté vzorky parenchymatéznych orgdnov (pecen,
obli¢ky) a svalovina na vySetrenic mnoZstva ortuti.
Mnozstvo ortuti v odobranych vzorkach biologické-
ho materialu a na trave bolo stanovené metédou atémo-
vej absorbénej spektrometrie na jednoicelovom analy-
zatore TMA 254 (fy Tesla HoleSovice). Obsah
ostatnych sledovanych kovov Pb, Cd, Cu, Zn, a Cr
metédou AAS v uzavretom systéme po predchddzaju-
cej mechanickej homogenizicii a naslednej mineraliza-
cii. Analyzy boli robené na pristroji Varian Spectr. AA
30 P. Koncentrdcia ortuti a ostatnych kovov bola vy-

jadrend na kg Cerstvo analyzovaného tkaniva resp. kg

travy.

Referen¢né hodnoty (maximalne pripustné hodnoty)
uvadzame podla Hygienickych predpisov ¢ 69. sv.
61/1986 (Smernice o cudzorodych litkach v pozivati-
nach).

VYSLEDKY

Koncentricia Hg na trdvnatom poraste bola zavisld
na vzdialenosti od emisného zdroja (tab. I), Najvyssi
priemerny obsah Hg na trave sme zistili v lokalite 1
vzdialenej 3 km od emisného zdroja (4,298 mg Hg/kg).
Priemerny obsah ortuti v peceni oviec bol v tejto loka-
lite 0,346 mg Hg/kg tkaniva s maximdlne zistenou hod-
notou 0,521 mg Hg/kg z. h. a minimdlnou 0,219 mg
Hg/kg. V oblickach sme zaznamenali v uvedenej loka-
lite priemerny obsah ortuti 0,589 mg H/kg tkaniva
s maximalnou hodnotou 0,789 mg Hg/kg a minimadlnou
0,365 mg Hg/kg. V svalovine sme zaznamenali u oviec
z lokality 1 priemernd koncentrdciu ortuti 0,030 mg
Hg/kg, maximélne 0,039 a minimdlne 0,010 mg Hg/kg
svaloviny.

V lokalite 2 vzdialenej 6 km od emisného centra bol
priemerny obsah ortuti na trdvnatom poraste 0,513 mg
Hg/kg s maximdlnou hodnotou 0,614 mg Hg/kg, v pe-
¢eni oviec z uvedenej lokality bol priemerny obsah
ortuti 0,162 mg Hg/kg s maximdlnou hodnotou
0.516 mg Hg/kg, v obli¢ckach bol priemerny obsah
ortuti 0,209 mg Hg/kg 7. h. s maximdlnou hodnotou
0,632 mg Hg/kg. V kontrolnej lokalite bol obsah ortuti
na travnatom poraste, v parenchymatéznych organoch
a svalovine radovo pod referen¢nymi hodnotami

Priemerné koncentrdcie dalSich sledovanych kovov
a to Pb, Cd, Cu, Zn a Cr na travnatom poraste lokalit
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1. Priemernd koncentricia ortuti na trivnatom poraste v parenchyma-
toznych orgdnoch a svalovine oviec v imisnej oblasti - Mecan mer-
cury concentration in grass stand, in the parenchymatous organs and
muscles of sheep in emission area

7 L:)GEGI Triva’ Pecen’ Oblicky* Svaly®
LI X 4,298 0,346 0,591 0,030
+SD 1,276 0,105 0,160 0,008

min. 2,723 0,219 0,365 0,010

max 6,524 0.521 0,789 0,039

L2 X 0,513 0,162 0,209 0,001
+SD 0,060 0,122 0,149 0,001

min. 0.389 0.098 0.101 0,001

max. 0.614 0,516 0,632 0,002

K X 0,040 0,017 0.036 0,001
+SD 0,027 0,025 0,013 0,001

| min. 0,021 0,004 0.016 0,001
!1 max 0,120 0,021 0,059 0,002

Legenda — Legend:

Referenéné hodnoty obsahu ortuti: trava — 0,3 mg Hg/kg, pecen,
oblicky - 0.1 mg Hg/kg, svalovina - 0,01 mg Hg/kg - Reference
values for mercury contents: grass — 0.3 mg kg/Hg, liver, kidneys -
0.1 mg Hg/kg, muscles - 0.01 mg Hg/kg

V kazdej lokalite bolo vySetrenych po 10 oviec — 10 sheep were
examined from each locality

L1 - lokalita vzdialend 3km od emisného zdroja, L2 - lokalita
vzdialend 6 km od emisného zdroja, K - kontrolnd lokalita — L1 -
locality distant 3 km from source, L2 - locality distant 6 km from
emission source, K - control locality

2 Mivae b 5
"locality, *grass. liver, 'kidneys, *muscles

I a 2 a kontrolnej nedosahovali maximalne pripustné
hodnoty. Priemerné koncentracie uvedenych kovov
v parenchymatéznych orgdnoch a svalovine taktieZ ne-
dosahovali referencné hodnoty a preto ich neuvddza-
me.

Prevalencia pasienkovych helmintov oviec (tab. II)
mala vzostupni tendenciu od kontrolnej lokality sme-
rom k lokalite najblizSej k emisnému zdroju. Len pri
Moniezia spp. a Strongyvloides papillosus, boli hodnoty
v lokalite 2 nizSie ako v kontrolnej lokalite. U Trichos-
trongylus spp. a Cooperia spp. bola prevalencia vo vie-
tkych lokalitich rovnaka.

Priemernd intenzita infekcie (tab. III) mala vzostup-
ni tendenciu smerom od kontrolnej lokality po lokalitu
1. Vynimku tvorili Dicrocoelium dentriticum s najvys-
Sou priemernou intenzitou v lokalite 2 a u Strongyloi-
des papillosus s najniZSou priemernou intenzitou v lo-
kalite 2. V kontrolnej lokalite bola zanamenana
najvy§8ia priemernd intenzita len pri Cooperia spp.

Najvyssie rozdiely v priemernej intenzite infekcie
medzi lokalitou | a kontrolnou lokalitou boli zazname-
nané pri Trichostrongylus spp. (24,6 ex-133 ex), Os-
tertagia spp. (15,4 ex-7,4 ex) a Nematodirus spp.
(5,1 ex-2,4 ex.)

Celkovy pocet helmintov v lokalite 1 bol 785 exem-
plarov, v lokalite 2 bol 522 exempldrov a v kontrolnej
lokalite len 348 exempldrov.

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (1): 11-15

11. Prevalencia pasienkovych helmintov oviec v imisnej a kontrolnej
oblasti podla pitevnych analyz — Prevalence of sheep pasture hel-
minths in emission and control areas detected by necropsy analyses

Helminty! Prevalencia® (%)

LI L2 K
Dicrocoelium dentriticum 80 70 40
Moniezia spp. 80 30 50
Strongyloides papillosus 80 20 40
Nematodirus spp. 70 60 50
Trichostrongylus spp. 100 100 100
Ostertagia spp. 100 70 40
Cooperia spp. 40 40 40

Legenda: pozri tab. | - Legend: see Table |

'helminths :prcvalencc

DISKUSIA

V prdci sme sledovali vplyv ortuti na pasicnkové
helmintozy oviec. Zvieratd boli na imisne zataZenej
pastve po odéerveni Sest mesiacov.

Pri sledovani koncentrdcic ortuti na travnatom po-
raste, v parenchymatéznych organoch a svalovine zvi-
crat sme zistili ndrast v zdvislosti na vzdialenosti od
emisncho zdroja. Tieto nase ddaje potvrdzuju udaje au-
torov Vrzgula a Bire§ (1987), ktori najvyssie
koncentrdcie tazkych kovov zaznamenali v parenchy-
matoznych orgdanoch zvierat v hospodarstvach nachad-
dzajicich sa v tesnej blizkosti emisné¢ho zdroja. Napro-
ti tomu Bukovjan a i (1992) uvddzaji vysoké
hodnoty ortuti v tknivach u zajacej zveri aj mimo emis-
né¢ho spadu ortuti a ddavaji to do suvislosti s fungicidmi
obsahujicimi ortut (Agronal), pouZivanym na morenie
osiva obsahujiceho 2 % ortuti.

VidcSina autorov zaoberajicich sa problematikou
tazkych kovov u volne Zijicej zveri (Chudik
a Mankovska, 1984; Piv a Mdrova, 1988;
Bukovjan ai,. 1992), ale i u domdcich prezivavcov
(Fdbian ai., 1987) sa zhoduji v tom, Ze u zvierat
v imisne zataZzenom prostredi dochddza k postupnej
kumuldcii tazkych kovov hlavne v parenchymatéznych
organoch zvierat. Pri naSich pozorovaniach sme zistili,
Ze mnozstvo ortuti je zdvislé na vzdialenosti od emis-
ného zdroja. U tam pasicich sa zvierat zavisi i od
dizky pobytu, od mnoZstva prijatej imisie a od veku
zvierat. Kumuluje sa v parenchymatéznych orgdnoch,
mencej v svalovine.

Podobné vysledky uvadzaji (Bukovjan a i.,
1991) s poukazom na to, Z¢ ortut ako organicky toxin
negativne vplyva na celkovy zdravotny stav volne Zi-
jucej (srncej) zvere.

Na porusenie imunity laboratérnych zvierat pouka-
zuji BoroSkova ai. (1993), ktori poddvali imisie
tazkych kovov s prevalenciou ortuti morc¢atdm a zisto-
vali po experimentdlnej ndkaze intenzitu infekcie Asca-
ris suum v plicach nespecifického hostitela. Uvadzaji
az osemndsobné zvySenie priemernej intenzity infekcie
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I11. Priemernd intenzita infekcie pasienkovymi helmintami oviec v imisnej a kontrolnej oblasti podla pitevnych analyz - Mean intensity of
pasture helminths in emission and control areas detected by necropsy analyses

Helminty' Lokality? X +SD min. max.
L1 38 2,57 | 8
Dicrocoelium dentriticum 2 5.3 3,26 | 11
K 38 2,05 2 7
L1 2,1 1,27 1 4
Moniezia spp. L2 1.3 0,47 1 2
K 1,2 0,40 | 2
L1 6.2 3.12 1 12
Strongyloides papillosus L2 33 3,34 | 9
K 42 1,48 2 6
L1 5.1 2,64 2 9
Nematodirus spp. L2 2.6 1,60 | 6
K 24 1,02 | 4
LI 24,6 20,54 7 81
Trichostrongylus spp. L2 19,1 10,83 9 43
K 133 477 8 24
L1 15,4 8,22 7 35
Ostertagia spp. L2 11,3 494 | 23
K 74 2,97 3 12
L1 4,0 1,59 1 5
Cooperia spp. L2 40 2,16 | 7
K 4.5 2,06 2 7

Legenda: pozri tab. I — Legend: see Table |

"helminths, *locality

u mor¢iat, ktorym boli experimentdlne poddvané imisie
z oblasti zdvodu na vyrobu ortuti. Krupicer
a Pelko (1992) na zdklade ovoskopického vySetre-
nia velkého poétu oviec (1 241) v oblasti s imisnym
spadom ortuti zistili zvySend prevalenciu vecSiny pa-
sienkovych helmintov, v porovnani s ovcami pocha-
dzajicimi z oblasti mimo emisného spadu. Tieto udaje
boli potvrdené v terajSom experimente, kde sme na za-
klade pitevnych analyz v imisne zataZenej oblasti za-
znamenali signifikantné zmeny v prevalencii a v prie-
mernej intenzite infekcie pri vidcSine pasienkovych
helmint6z. Nasved¢uji tomu i absolitne pocty helmin-
tov v jednotlivych skupinach zvierat. V prvej skupine
zvierat pasicich sa na pasienku vzdialenom 3 km od
emisného zdroja bol viac dvojndsobny pocet pasienko-
vych helmintov v porovnani s kontrolnou lokalitou mi-
mo emisného spadu. Na pasienku vzdialenom 6 km od
emisného centra boli absolitne pocty helmintov o tre-
tinu vy$Sie v porovnani s kontrolnou lokalitou. Z uve-
deného vyplynulo, Ze pri vysokych hodnotdch ortuti na
trive pasienkov, dochidza u tam pasicich sa zvierat
k zvySenej kumuldcii ortuti hlavne v parenchymatéz-
nych orgdnoch s naslednym oslabenim obranyschop-
nosti organizmu, ¢o sa v naSom pripade prejavilo zvy-
Senou intenzitou vic§iny pasienkovych helmintov
oviec.

V dostupnej literatire doposial nie si zname udaje
o vplyve imisifi ortuti na prevalenciu a intenzitu infek-

14

cie pasienkovymi helmintmi. MdZeme len predpokla-
dat, Ze chronickd intoxikdcia zvierat ortutou na pasien-
koch sposobuje naru$enie imunitnych procesov zviera-
ta, ¢o sa prejavilo aj ndslednou zvySenou prevalenciou
a intenzitou infekcie sledovanych zvierat.
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INFORMACE

NEJEN NOVY FORMAT

Qd letodniho ro¢niku vychdzf casopis Veterindrni medici-
na nejen ve vétsim formdtu a s novou obdlkou, ale i s novym
uspofdddnim ¢&ldnki, které umoZni lepsi orientaci zejména
zahrani¢nim uzivatelim. Nézvy ¢lanki a jejich anglické sou-
hrny budou vZzdy na zacdtku préce, vice praci by mélo byt
uvefejiiovano v anglictiné a anglicky obsah bude oddélen od
obsahu ¢eského. To vie jsou viak jen formdlni pfedpoklady,
aby byl Casopis prehlednéjsi pro mezindrodni férum. Vési
formdt umoZni zafazovéni vétsich obrazki a prehledngjsich
grafl. Ani to vSak neni rozhodujici pro splnéni naseho hlav-
niho tkolu, kterym je zvy$eni odborné kvality uvefejiiova-
nych praci, a tim i jejich citovani v publikacich jinych auto-
ri. Tento ukol je trvaly a ndroény a jeho dosaZzeni nelze
ofekdvat v kratké dobé. Namdhavé a trpélivé zvy3ovéni
urovné lze vSak velmi rychle poskodit kaZdou nevydafenou
praci, kterd by pies usili lektort a ¢lent redakéni rady byla
v Casopise uverejnéna. Prosime proto autory, lektory i ¢tend-
fe 0 pomoc a pochopeni. Vyhrady lektori k rukopisim ne-
jsou projevem jejich nevraZivosti k autoriim, ale odrézeji je-
jich odpovédnost za Casopis, kterd je i v zdjmu autord.
Zvy3eni impakt faktoru Casopisu se autori bezprostiedné ty-
kd, pomdhaji jej udrZet nebo zvysit, pfipadné mohou byt
i pficinou jeho sniZenf a tim i sniZeni prestize Casopisu. Au-
torim lze doporucit aktivni rozesildni separédti jejich praci
viem, o kterych je zndmo z osobnich kontakti i z literatury,
7e se stejnym tematem zabyvaji. K rozesilanym separatim je
mozno pfilozit informaci o moZnostech rychlého uvefejiiova-
ni prace zahrani¢nich autor ve Veterindrni mediciné a na-
bidku predplatného pro knihovny partnerskych pracovist
(je moZno vyzddat v redakci).

Pro¢ je pro nase pracovniky ve vyzkumu vyddvéni Vete-
rindrni mediciny dileZité? Préce, kterd projde lektorskym fi-
zenim miZe byt uvefejnéna jiZ za dva az tfi mésfce a vysled-

ky vyzkumné price tak mohou byt u zdjemcl skute¢né bé-
hem krétké doby. To je dilezité nejen pro jejich rychlé uplat-
néni a pro zkraceni doby, za kterou mohou byt vysledky
citovdny, ale i pro doloZeni vysledki, k jejichz ziskani pfi-
spéla nékterd grantovd agentura, pro kterou miZe byt uvefej-
néni v odpovédné lektorovaném casopise hlavni nebo i jedi-
né kritérium splnéni cile podporovaného projektu. Proto je
nutno vysokou troven ¢asopisu a kritkou dobu od predloZeni
rukopisu do jeho uvefejnéni povazovat za spole¢ny zdjem
autort i vydavatele.

Jak k tomu mohou viichni partnefi prispét? Autofi zejmé-
na kvalitou prdce, kterd se musi odrazit v pfesvéd¢ivych
a dobfe zpracovanych vysledcich. Na pfipominky lektoru
musi autofi odpovidat rychle a jednoznaéné: nemohou-li je
piijmout, musi uvést svoje odborné a presvédcivé duvody.
Lektofi budou ¢astéji vyznafovat svoje vyhrady piimo v tex-
tu a jejich posudky se omezi na stru¢né shrnuti vyhrad. Je
nutno pocitat i s tim, Ze uvefejnéni price maze byt odmitnuto
i bez uvedeni konkrétnich divodd. Vyhrady k jiZ uskute¢né-
nym pokusiim nebo k celkové koncepei price totiz nelze od-
stranit dpravou rukopisu,

Cesk4 akademic zem&délskych véd a jeji Odbor veterindr-
niho Iékafstvi udélaji vie pro zvyseni drovné casopisu a pfi-
vitaji pomoc, pripominky a hlavné dobré rukopisy ze vSech
pracovidt, na kterych se dosahuji vysledky pfispivajici k no-
vym poznatkiim veterinirni mediciny. Roénfkem 1994 skon-
gilo spolecné vydavani casopisu Ceskou akademii zemédél-
skych véd a Slovenskou akademii zemédélskych véd.
Dékujeme slovenskym koleglim za spoluprdci v redakéni ra-
dé a véfime, Ze v uvefejiiovdni vysledki ze slovenskych
i Ceskych pracovi$( budeme 1 naddle pokracovat. Tésime se
na dal§i spoluprdci a viem autoriim, lektordm i ¢tendfim
piejeme tispéiny novy rok 1995,

Prof. MVDr. Karel Hruska, CSc., predseda Ceské akademie zemédélskych véd
Prof. MVDr. Zdenék Véinik, DrSc., predseda Odboru veterindrniho lékarstvi CAZV

INFORMATION

The journal Veterinary Medicine — Czech has adopted
a new, larger format and a new outlay allowing its readers
a better orientation in English texts. Manuscripts in English,
Czech and Slovak are accepted for publication and extended
English summaries are provided. The scope includes original
papers and review articles as a suitable source for postgradu-
ate studies and adoption of advanced methodology. The sub-
mitted manuscripts are reviewed by Czech and foreign col-
laborators and can be published within two of three months
after the final version is approved. The journal is listed in

CURRENT CONTENTS - ABES and its contents are inclu-
ded into many further significant databases and surveys.

The Editor will gratefully accept any foreign contributors’
advice aimed at the enhancement of the contents and the form
of the journal. Your manuscripts and suggestions will be
considered with utmost care and a subscription by the library
of your institution will be most welcome. Special conditions
have been provided for individual subscribers.

The Editor wishes all authors, reviewers, collaborators,
subscribers and readers a happy and prosperous New Year.

Prof. MVDr. Karel Hruska, CSc., President, Czech Academy of Agricultural Sciences
Prof. MVDr. Zdenék VéZnik, DrSc., Chairman, Division of Veterinary Medicine, Czech Academy of Agricultural Sciences
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EFFICIENCY OF THE AZAMETHIPHOS BAITS IN HOUSEFLY
(MUSCA DOMESTICA L.) COMBATING

UCINNOST INSEKTICIDNYCH NASTRAH NA BAZE AZAMETHIPHOSU
PROTI MUCHE DOMACEJ (MUSCA DOMESTICA L.)

A. KocdiSova, L. Para
University of Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: The insecticidal baits Muscalik-AZA (dust formulation) and Snip (granulated formulation) contained the active
ingredient azamethiphos — 1% and special fly attractant Z-9-tricosen — 0.2%. Toxicity of these baits was monitored in 4 wild
resistant strains of M. domestica (Diptera: Muscidae) which were marked according to the locality of collection as J, KP, NC
and NL and in | sensitive strain WHO/SRS. KTy, in resistant strains was in the range from 1.5 to 6.5 hrs at testing of
Muscalik-AZA. The efficiency of Muscalik-AZA was manifested with 100% knock-down effect in all tested strains with
exception of KP strain after 24 hrs. During the experiments with Snip the greater range of knock-down time for 90% of tested
strain was observed. KTg, was in the range from 5 hrs to > 24 hrs. After 24 hrs a range between 83-97% of knock-down
effect was found in all tested strains. In field conditions of the weaned piglets rearing, the efficiency of Muscalik-AZA in
flies highly resistant to azamethiphos was in the range from 14 to 21.9% during 28 days. Efficiency of Muscalik-AZA in the
the range between 80-91.7% was determined in the delivery room for sows in flies with low resistance to azamethiphos. The
biological efficiency of Snip to flies with moderate resistance to azamethiphos was determined in the area of veterinary
ambulance. The mean efficiency of Snip was 92.2% during the 28 days of test.

housefly; bait; azamethiphos; biological efficiency; knock-down effect

ABSTRAKT: Toxicita insekticidnych ndstrah Muscalik-AZA a Snip obsahujdcich Géinni latku azamethiphos a atraktant
Z-9-tricosen bola sledovand na Styroch divokych rezistentnych populdcidch oznacenych podla lokality odchytu ako J, KP,
NC a NL a jednej citlivej WHO/SRS populdcii mich. Pri testovani nastrahy Muscalik-AZA u rezistentnych populdcii bol
KTgy v rozpiti od 1,5 do 6,5 hodin a jej d¢innost sa 100% knock-down efektom prejavila s vynimkou populicie KP po
24 hodindch. KTy, viac ako 24 hodin bol zaznamenany pri pokusoch s nastrahou Snip u populdcii KP a NC. Percento
knock-down efektu tejto ndstrahy po 24 hodindch bolo v rozsahu od 83 do 97. V praktickych podmienkach predvykrmu
osipanych s vysokym stupfiom rezistencie mich na azamethiphos bola G¢innost nastrahy Muscalik-AZA pocas 28 dni v roz-
piti od 14 do 21,9 %. Jej dinnost v rozsahu od 80 do 91,7 % bola zistend v pdrodnici o§fpanych, aviak pri nizkom stupni
rezistencie mich na azamethiphos. V priestoroch o3etrovne malych a velkych zvierat veterindrnej nemocnice bola sledovand
biologickd d¢innost ndstrahy Snip na muchéch s miernym stupiiom rezistencie na azamethiphos. Priemernd &innost tejto
néstrahy bola pocas 28 dnf pokusu 92,2 %.

mucha doméca; azamethiphos; ndstraha; biologick4 d¢innost; knock-down efekt

UvoD hodou insekticidnych ndstrah je ich bezpecnost, Setr-
nost k Zivotnému prostrediu a vysokd $pecifi¢nost, da-

nd predovietkym zloZenim néstrahy (Rosicky ai.,

Prevlddajicim trendom a dosial v praxi najrozsire-
nejSou formou boja so $kodlivym hmyzom je oSetro-
vanie povrchov postrekmi a aerosolizdcia prostredia
chemickymi insekticidami. Vznikajice problémy nedo-
statoéného tcinku niektorych kontaktnych insekticidov
a vyvoja rezistencie mich na tieto latky si motivom
hladania novych, ekologicky vhodnych prostriedkov
a technologii ni¢enia Skodlivého hmyzu.

Osobitnid pozornost venuji nasi i zahrani¢ni odbor-
nici insekticidnym ndstrahdm, pretoZze mnohé v nich
pouzité G¢inné litky su pri ordlnom pdsobeni toxickej-
Sie ako pri posobeni kontaktnom (Saito, 1992). Vy-

Vet. Med. — Czech, 40, 1995 (1): 17-22

1989). Ucinné ldtky v nastrahdch prakticky neprenikaji
do potravinového retazca (Riha a Stefan, 1990).
Dal3ou kladnou vlastnostou pouZivania ndstrah je spo-
malenie vyvoja rezistencie hmyzu (Keiding, 1975;
Bajomi, 1988; Chapman, 1993).

Ochrana Zivotného prostredia, ako aj neustdle sa
zvySujica rezistencia mich na organofosfaty, pyretroi-
dy i karbamdty (Keiding, 1980; Kiinast, 1980;
Rupe§, 1990; Koc¢i§ovd, 1994) bola podnetom
overenia biologickej ucinnosti dvoch insekticidnych
néstrah vo¢i muche domadcej v laboratérnych i praktic-
kych podmienkach.
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MATERIAL A METODA
TESTOVANE MUSIE POPULACIE

Divoké populdcie mich boli odchytené na farmdch
s chovom oSipanych v okrese KoSice-vidiek. V insek-
tariu boli muchy premiestnené do klietok z pevného
drétu potiahnutych technickym tylom o rozmeroch
20 x 20 x 30 cm a chované pri teplote 26 °C a relativ-
nej vlhkosti 60 %. Muchy boli kimené glukézou, suse-
nym mlickom a vodou. Laboratérne pokusy boli robe-
né na F| aZ F5 generdcidch mich vo veku 4-7 dni. Na
porovnanie bol pouzity citlivy kmen SRS/WHO (Uni-
versity of Pavia, Italy).

INSEKTICIDNE NASTRAHY

Muscalik-AZA - pulverizovand bielo-Seda ndstraha,
s obsahom 1% azamethiphosu a 0,2% atraktantu Z-9-
-tricosen, vyrobcu Stétni statek Votice, CR. Ddvka do-
porucena vyrobcom pre prakticku aplikdciu je 10-15 g
na 10 beznych metrov.

Snip — kryStalickd Zlto-Cervend ndstraha, s obsahom
1% azamethiphosu a 0,2% atraktantu Z-9-tricosen
a velkostou &astic 1-2 mm, vyrobcu CIBA-GEIGY,
Svajiarsko. Doporucend davka pre praktickd aplikdciu
je 10-15 g na 10 beZnych metrov.

STANOVENIE FAKTORA REZISTENCIE

Faktory rezistencie boli uréované podla $tandart-
nych metéd zistovania rezistencie (Rupes ai., 1975)
a vypocitané z pomerov LCgy a LCgys testovancj
a LCq a LCyjs citlivej populdcie mich. Pri celkovom
hodnoteni rezistencie boli vyuzité poznatky Keidin-
ga (1980), ktory ju rozdelil na zdklade hodnét faktorov
rezistencie (R/S) takto:

Rezistencia Hodnoty R/S
nizka < 10

mierna = 10-40
vysokd =40-160
velmi vysokd > 160

SLEDOVANIE KNOCK-DOWN EFEKTU

Nastrahy Muscalik-AZA a Snip boli roztrisené
v mnoZstve 0,45 g na karténovy papier o rozmeroch
5 x 20 cm a uloZené na dno kaZdej klietky. Snip bol
pred pouzitim zvlhéeny vodou. Do kazdej klietky bolo
danych 100 kusov samic mich slabo narkotizovanych
éterom a kelimok s vodou. Knock-down efekt bol sle-
dovany v 30minitovych intervaloch pocas prvych
troch hodin, v hodinovych intervaloch v nasledujicich
troch hodindch a potom po 24 a 48 hodindch. Jedince,
ktoré neboli schopné koordinovat lokomocné pohyby,
boli povazované za muchy s prejavom knock-down
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efektu. KTy bol vypocitany pomocou probitovej me-
t6dy (Roth ai., 1962).

Vsetky experimenty boli robené pri teplote 25 °C,
relativnej vihkosti 50 % a za konStantného osvetlenia
100 Ix. V tabulkdch a grafoch sd uvedené priemerné
hodnoty z troch sledovani pokusov.

TERENNY POKUS

A. Zamorenost objektov muchami bola stanovovand
pomocou mucholepick, ktoré boli vyvesené pocas
24 hodin vo vzdjomnej vzdialenosti S m, vo vyske 1 m
nad ustajnenymi zvieratami v smere diagondlnej osi
objektu. Zamorenost ustajiiovacieho a vySetrovaného
priestoru bola vyjadrend ako Statisticky priemer mich
odchytenych v priebehu 24 hodin. Rovnakym spdso-
bom bol zistovany aj pocet mich 24 hodin po vyloZeni
ndstrahy, ako aj na 7., 14., 21. a 28. deni pokusu.

B. Aplikdcia ndstrah:

Muscalik-AZA bol aplikovany podla pokynov vy-
robcu v ddvke 10-15 g na 10 beZnych metrov posypom
na korytkové misky o dizke 1,5-2 m s vyskou hrany
5 cm a Sirkou 10 em. Korytkové misky boli umiestnené
vo vySke 0,5 m nad ustajnenymi zvieratami.

Snip bol rozsypany na vlhké karténové papiere
o velkosti 2 x 20 ecm v ddvke 15 g na 10 beZnych met-
rov. Kartony s ndstrahou boli rovnomerne rozlozené
v priestoroch oSetrovni veterinirnej nemocnice. Atrak-
tivita ndstrahy bola zvysend zvlh¢enim povrchu vodou.

VYSLEDKY

Obr. 1-5 zndzoriiuji knock-down efekt ndstrahy
Muscalik-AZA a Snip jednotlivych populdcii testova-
nych much. U citlivého kmeria WHO/SRS sme 100%
knock-down efekt zaznamenali po Styroch hodindch
od vyloZenia ndstrahy, priCom ndstup prejavov , knock-
-down* bol u nastrahy Snip pomalsi. Knock-down
efekt sa po 30 mindtach prejavil neschopnostou pohybu
u 30 % populdcie, Muscalik-AZA sposobil lokomocné
poruchy u 65 % populdcie. Po Stvorhodinovom poso-
beni ndstrahy Muscalik-AZA sme zaznamenali 100%
knock-down efekt u rezistentnych populdcii J a NC,
u 66 % populdcie NL a 83 % populdcie KP boli zistené
poruchy koordindcic.

Efekt ndstrahy Snip, sa okrem populdcie NL prejavil
pomal$im ndstupom lokomoc¢nych pordch oproti nd-
strahe Muscalik-AZA, a to i po 24 hodindch, ked ochr-
nutych mich bolo od 83 do 95,5 %.

Toxicitu nastrahy Muscalik-AZA a Snip v labora-
térnych podmienkach uvddzame v tab. 1. U populdcii
mich KP a NL s nizkym a strednym stupiiom rezisten-
cie na azamethiphos sa hodnoty KTy pri pésobeni nd-
strahy Muscalik-AZA pohybovali v rozpiti od 1,5 do
6.5 hodin a pri posobeni ndstrahy Snip od 5 do 24
a viac hodin.
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Tab. II vyjadruje biologickd i¢innost nastrahy Mus-
calik-AZA pocas 28 dni v praktickych podmienkach
chovu ofipanych. V predvykrme s vysokym stupiiom
rezistencie mach na azamethiphos klesol ich pocet po
24hodinovej expozicii ndstrahy z pociato¢ného poctu
628 na 507. V priebehu 28 dni sa pocet mich pohybo-
val od 490 do 540. V porodnici s niz§im stupnom za-
morenia a nizkou rezistenciou mich na azamethiphos
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Knock-down effect of the baits Muscalik-
88 -AZA and Snip in resistant strain NC
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sa v pricbehu 28 dni udrZiaval priemerny pocet mich
v rozsahu od 20 do 31 oproti pociatoénému stavu 239.
Percentudlne vyjadrenie biologickej ucinnosti testova-
nej nastrahy zndzorfuje obr. 6, z ktorého je zrejmé, Ze
priemernd d¢innost ndstrahy pocas 28 dni v pdrodnici
bola 88% a v predvykrme 19%.

Biologickd uc¢innost ndstrahy Snip v priestoroch
oSetrovni malych a velkych zvierat veterindrnej ne-
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I. Toxicita ndstrahy Muscalik-AZA a Snip v laboratérnych podmienkach - Toxicity of Muscalik-AZA and Snip in laboratory conditions
Azamethiphos KTy, (h) Knock-down po 24 h (%)° Knock-down po 48 h (% )
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I1. Biologickd ucinnost ndstrahy Muscalik-AZA v praktickych podmienkach chovu osipanych — Biological efficiency of the Muscalik-AZA
bait in the practical conditions of pig herd
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place of effect, “degree of resistance, “average fly number before trial. “average fly number after 24 h, “average fly number per day, “nursery,
7(lcli\'(:ry room
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111. Biologickd d¢innost ndstrahy Snip v praktickych podmienkach veterindrnej nemocnice — Biological efficiency of the Snip bait in the

practical conditions of veterinary ambulance
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mocnice je uvedend v tab. III a jej priemerné percentu-
dlne hodnoty znazorfiuje obr. 7. Podas 28 dni pokusu
bola priemernd biologickd u¢innost ndstrahy Snip 92%.

DISKUSIA

Biologicku u¢innost ndstrah v laboratérnych i terén-
nych podmienkach ovplyviiuje niekolko faktorov, jed-
nym z ktorych je stuperi rezistencie musej populédcie na
G¢inni latku pouZiti v ndstrahe (Riha a Stefan,
1990; Barson, 1987, 1989a, b). Zistili sme, Ze pri
vysokom stupni rezistencie mich na azamethiphos bola
priemernd biologick4 t¢innost néstrahy Muscalik-AZA
pocas 28 dni 19%. Na druhe;j strane pri nizkom a mier-
nom stupni rezistencie sa G¢innost testovanej ndstrahy
v naSich experimentoch pohybovala v rozpiti od 88 do
92 %.

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (1): 17-22

Riha a Stefan (1990) sledovali uginnost na-
strah na bdze azamethiphosu, ktord bola podla stupiia
rezistencie v priemere od 40 do 90 %, pri¢om v dvoch
objektoch s vysokym stupfiom rezistencie bol d¢inok
ndstrahy niZ8i nez 40 %. Podobné vysledky dosiahli vo
svojich experimentoch aj Freeman a Pinniger
(1992), ktori okrem iného zistili, Ze muchy fyziologic-
ky rezistentné na azamethiphos st schopné identifiko-
vat tdto latku v néstrahe a vyhnit sa jej prijimaniu. Ide
o vyvinutie tzv. ,behavioural* rezistencie, ktord sa ob-
javuje spolu s biochemicko-fyziologickymi mechaniz-
mami rezistencie.

Dal3im faktorom, ktory vyrazne ovplyviiuje cin-
nost ndstrah je ich aplikacné forma. Z obr. 1-4 vyply-
va, Ze pdsobenie jemnejdej, pulverizovanej formy nd-
strahy Muscalik-AZA malo za nésledok rychlejsi
ndstup porich lokomo¢nych pohybov oproti krystalic-
kej ndstrahe Snip. Tento fakt si mdZeme vysvetlif tym,
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ze prijimanie ndstrahy vo forme prasku je pre muchy
zrejme TahSie ako prijimaniec azamethiphosu z krystali-
kov, hoci zvlhéenych vodou. Vo svojich pokusoch
Bajomi ai. (1988) potvrdili, Ze nastraha v jemnejscj
forme je muchami lepSie prijimand a dosahuji sa fiou
lepsic vysledky ako ndstrahou v kryStalickej forme.
Prijem ndstrahy mdZe byt ovplyviiovany tieZ istotou
i¢innej ldtky pouZitej v ndstrahe, ako aj navnadovym
materidlom. Napriklad cukor a voda kladne ovplyviuji
prijem potravy, zatial ¢o sol tento inhibuje (Diet-
hier, 1976).

Stupeii zamorenosti objektov muchami je dalSim
z faktorov ovplyviujicim G¢innost ndstrah (Riha
a Stefan, 1990). Aj v nadich pokusoch pri vysokom
zamoreniu priestoru sa po prekryti aktivnej plochy nd-
strahy uhynutymi muchami tdto stala pre ostatné jedin-
ce neatraktivnou.
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SURVIVAL OF THE MODEL HELMINTH ASCARIS SUUM EGGS
IN THE SLUDGE DRYING BEDS OF SEWAGE TREATMENT PLANTS

PREZIVANIE VAJICOK MODELOVEHO HELMINTA ASCARIS SUUM
V KALOVYCH POLIACH CISTIARNI ODPADOVYCH VOD

P. Plachy, P. Juris

Parasitological Institute of the Slovak Academy of Sciences, KoSice, Slovak Republic

ABSTRACT: In the period between June 1992 and May 1993 the survival of nonembryonated eggs of A. suum was studied
in two sludge drying beds of sewage treatment plants (STP) under different climatic-geografical conditions: STP Michalovce
in the East Slovak Lowland (elevation 111 m above sea-level) and STP Poprad in the submontane area of the Poprad valley
(elevation 695 m). Sludge drying beds of both sewage treatment plants (STP) showed different survival of eggs (Fig. 1). In
STP Michalovce we detected a rapid reduction in viable eggs from October through December (from 80.4% at the initiation
of the experiment to 19.8% in December 1992). Later this decrease became less rapid and at the end of the experiment, after
240 days only 5% of eggs were viable. In STP Poprad the viability of eggs was reduced rather gradually, and after 320 days
of exposure 36% of viable A. suum eggs were still recorded. Sludge dry matter in STP Poprad increased from 2.2% to 14.2%
and in STP Michalovce from 4.1% to 19.2% at the termination of the experiment. Sludge pH showed no marked variation
in both STPs, ranging between 7.1 and 7.8. The percentage of sludge organic matter was higher in STP Poprad, ranging from
55 to 75%, than in STP Michalovce, with 34-31%. We studied the correlation coeficients (Tab. I) of exposure time, air
temperature, sludge drying bed temperature at 10 cm depth, pH, dry matter (Figs. 2 and 3) to the viability of model A. suum
eggs. The most important factors reducing viability of eggs in STP Poprad were exposure time and dry matter (P < 0.01).
Other factors showed no statistically significant influence. In STP Michalovce, in addition to exposure time and dry matter
(P < 0.01) also sludge pH, drying bed temperature and air temperature statistically significantly (P < 0.05) affected the
viability of eggs. Percentage of organic substance in the sludge of both sewage treatment plants had no effect on the
devitalization of the model pathogens.

sewage treatment plants; sludge drying beds; survival of Ascaris suum eggs

ABSTRAKT: V obdobi od jina 1992 az do méja 1993 sme sledovali prezivanie neembryonovanych vajicok Ascaris suum
v kalovych poliach dvoch Eistiarni odpadovych vod (COV) v roznych klimaticko-geografickych podmienkach: COV Micha-
lovce na Vychodoslovenskej nizine (nadmorskd vyska 111 m) a COV Poprad v podhorskej oblasti Popradskej kotliny
(nadmorsk4 vy$ka 695 m). V kalovom poli COV Michalovce sme po 240 diioch sledovania zistili 5 % vitdlnych vajicok, ale
v kalovom poli COV Poprad bolo po 320 diioch expozicie vitdlnych este 36 % vajicok Ascaris suum. Zistili sme korelacné
koeficienty expoziéného Casu, teploty ovzdusia, teploty kalového pofa v hibke 10 cm, pH, susiny a percento organickych
litok v kale vo vzfahu k vitalite modelovych zdrodkov Ascaris suum. Najvyznamnejsimi faktormi v COV Poprad zniZujticimi
vitalitu vaji¢ok boli expoziény Gas a susina (P < 0,01). Vplyv ostatnych nebol Statisticky vyznamny. V COV Michalovce
okrem vyznamného vplyvu expozi¢ného ¢asu a susiny (P < 0,01), $tatisticky vyznamne (P < 0,05) vplyvali na vitalitu vajicok
aj pH kalu, teplota kalového pola a ovzdusia. Vplyv percenta organickych latok v kale na devitalizaciu modelovych zérodkov
nebol, podobne ako v COV Poprad, $tatisticky vyznamny.

cistiarne odpadovych vod; kalové polia; preZivanie vajicok Ascaris suum

UvoD

Na zniZenie deficitu organickych latok v polnohos-
podarsky vyuZivanej pdde sa okrem exkrementov hos-
podérskych zvierat pouZivaji aj kaly z ¢istiarni odpa-
dovych véd (COV). Vyhodou ich aplikicie je, Ze
okrem saturdcie pody Zivinami rieSi sa tak aj vzrasta-
juci problém utilizacie a likviddcie Cistiarenskych ka-
lov, vedrlajSicho produktu istenia odpadovych vod.

Vet. Med. — Czech, 40, 1995 (1): 23-27

V odpadovych voddch sa mimo znecistujicich latok
obligdtne vyskytuji aj biologické patogény, ktorych
skladba a pocet je velmi variabilny a zdvisi na mnoz-
stve lokdlnych faktorov (Reimers a i, 1985;
Strauch ai., 1988).

Preto je v poslednych desatrodiach venovand zvy3e-
nd pozornost ¢isteniu odpadovych vad aj z aspektu de-
vitalizdcie biologickych patogénov. Hays (1977),
Pedersen (1982), Plachy a Juri§ (1993) aini
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dochddzaji k zdveru, Ze sicasné technolégie Cistenia
nezabezpeCuju spolahliva devitalizdciu biologickych
patogénov. Tyka sa to najma zdrodkov s vysokou tena-
citou, medzi ktoré patria predovSetkym propagativne
Stadid endoparazitov.

Termindlnym stupfiom spracovania kalov, schop-
nym devitalizovat biologické patogény, si kalové po-
lia, kde pocas niekolkych mesiacov dochddza k odvod-
novaniu a vysaSaniu kalov. V naSich podmienkach je
tento spdsob vysusania kalov najastejSie vyuZzivany,
avsak je mdlo poznatkov tykajucich sa doby prezivania
zarodkov parazitov pocas expozicie kalov v kalovych
poliach. Stanovenie tejto doby je velmi vyznamné
z hygienicko-epizootologického hladiska, aby nedo-
chddzalo prostrednictvom kalov k disemindcii propaga-
tivnych zdrodkov endoparazitov do prostredia. Ak si
kaly aplikované na polnohospodarsky vyuZzivani pddu,
najmi na trvalé travne porasty a krmoviny, méZe do-
chddzat k nakazeniu zvierat, napr. zdrodkami Taenia
saginata vyvolavajicimi cysticerkézu hovidzieho do-
bytka, zarodkami Ascaris spp. vyvolavajicimi askarié-
zu a u netypickych hostitefov, napr. mladého hovidzi-
cho dobytka, atypické pneumoénie (Fitzgerald,
1962; McGraw a Lautenslager, 1971).

V nasej praci sme sa zamerali na sledovanic prezi-
vania zdrodkov endoparazitov v kalovych poliach COV
v dvoch pre Slovensko typickych lokalitaich. Ako sle-
dovany model sme pouZili neembryonované vajicka
Ascaris suum — zérodky endoparazitov s najvyssou le-
nacitou.

MATERIAL A METODY

V obdobi rokov 1992-1993 sme sledovali preziva-
nie vajicok A. suum v dvoch kalovych poliach cistiarni
odpadovych vod v Michalovciach a Poprade. Uvedené
COV si mechanicko-biologického typu s anaerébnou
stabilizaciou kalov. Stabilizované kaly si vysiSané
v kalovych poliach, resp. &ast kalov v COV Poprad sa
zahustuje v kalovej centrifige (fy AlfaLaval). Kapaci-
tou patria obidve COV k stredne velkym Cistiarfiam
odpadovych vod. Kapacita COV Michalovee je 89 000
ekvivalentnych obyvatelov (EO) a COV Poprad 74 000
EO. Geograficky sa nachddzaji v réznych lokalitach;
COV Michalovce na Vychodoslovenskej niZine (nad-
morska vyika 111 m) a COV Poprad v podhorskej ob-
lasti Popradskej kotliny (nadmorska vyska 695 m).

Neembryonované vajicka A. suum sme ziskali pit-
vou distdlnej Casti maternic pohlavne zrelych samic
a rozptylili sme ich v 100 ml destilovanej vody (asi
5 000 vajicok v 1 ml). Po premiesani s priblizne 5 ml
kalu sme ich zabalili do kaprénovej tkaniny (okd vel-
kosti 40 pm) a uzavreli v plastovom pizdre gulového
tvaru s otvormi do plasta velkosti 1,5-2,0 mm na za-
bezpecenie kontaktu s prostredim. Pizdra s vaji¢kami
sme vkladali do kalovych poli (do hfbky 10 ¢m), na-
pustenych kalom 24 hodin pred zac¢iatkom experimen-
tov. Experiment v COV Poprad sme zacali v jini 1992
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a ukoncili sme ho v mdji 1993 (320 dni). Experiment
v COV Michalovce sme zacali v auguste 1992 a ukon-
¢ili v aprili 1993 (po 240 dnoch). Pocas tohto obdobia
sme urobili celkom sedem kontrolnych odberov v cov
Poprad a pit odberov v COV Michalovee. Pri kontrol-
nom odbere sme vybrali pil pizdier a z nich sme izo-
lovali vaji¢ka metédou podfa Cerepanova (1982).
Jej principom je spracovanie vzoriek kalu sedimentaci-
ou a ndslednou flotaciou nasytenym cukrovym rozto-
kom m. h. 1 300. Izolované vajicka sme inkubovali
v termostate pri teplote 24 °C po dobu 21 dni do invaz-
neho Stadia. Ako kultivaéné médium sme pouZili des-
tilovani vodu pricom vaji¢ka, umiestnené na hodino-
vych sklickach, sme kazdy den prevzdusSnovali.

Pocas experimentu bola zaznamendvand teplota
v kalovych poliach registratnym zariadenim ZEPA-
KOD. Teplotu ovzdusia sme ziskali z adajov prilahlych
stanic Hydrometeorologického tstavu. Fyzikdlno-che-
mické parametre kalov (suSina a pH) boli stanovené
podla CSN 83 0550.

Statisticky sme zhodnotili zdvislost sledovanych pa-
rametrov vo vztahu k vitalite modelovych zdrodkov
t-testom koreldcie.

VYSLEDKY

PreZivanie vajicok v kalovych poliach bolo v oboch
COV rozdielne (obr. 1). V COV Michalovece sme zistili
rychly pokles vitality vajicok v mesiacoch oktdber az
december (z 80,4 % na zaciatku experimentu na
19,8 % v decembri 1992). Potom tento pokles bol uz
pozvolnejsi a na konci experimentu, po 240 diioch sle-
dovania sme zistili 5 % vitalnych vajicok. V COV Poprad
pokles vitality bol pomerne plynuly a po 320 diioch ex-
pozicie sme zistili eSte 36 % vitdlnych vajicok A. suum.
Susina kalov v COV Poprad sa zvy$ila z 2,2 na 14,2 %
a v COV Michalovce zo 4,1 na 19,2 % po skonéeni
experimentu. pH kalov sa v oboch ¢istiarniach vyrazne
nezmenilo a pohybovalo sa v rozpiti 7,1 aZz 7,8. Per-
cento organickych litok v kale, ktoré bolo v COV Po-
prad vyssie a pohybovalo sa v rozpiti 55 az 75 %
a v COV Michalovce bolo niZ$ie a pohybovalo sa
v rozpiti 34 az 31 %.

Vajicka izolované z kalov oboch COV v priebehu ce-
Iého sledovaného obdobia boli neembryonované a vo vy-
voji pokraCovali aZ po izoldcii a kultivédcii v termostate.

Priemerné dekddne teploty v kalovom poli, priemer-
né dekddne, maximalne a minimalne dekadne teploty
ovzdugia v COV Michalovce v sledovanom obdobi bo-
li aj napriek niZinnej lokalite len o mdlo rozdielne ako
v COV Poprad (obr. 2 a 3).

Z nameranych hodndt sme vypocitali korela¢né ko-
eficienty expoziéného casu, teploty ovzdusia, teploty
kalového pola v hibke 10 cm, pH, suiny a percenta
organickych ldtok v kale vo vzfahu k vitalite modelo-
vych zdrodkov A. suum.

Statisticki vyznamnost korelaénych koeficientov
sme testovali r-testom koreldcie. Z ddajov uvedenych
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1. Korela¢né koeficienty a Statistickd vyznamnost sledovanych parametrov vo vztahu k percentu vitdlnych vajicok A. suum — Correlation
coefficients and statistical significance of examined parameters in relation to the viability of A. suum eggs

COV! Poprad GOV Michalovee
Cas? ~0.9069"" -0.9666""
Sugina kalu? ~09132" -0,9731°"
pH kalu? -0,6706 0.8355
Teplota kalového p()l'as 0,5510 0,8 141°
Teplota ovzdusia® 0,6124 0.8690"
Organické litky v kale’ 0,4435 -0,2020

*=P<0,05
** =P <00l

sludge

v tab. T vyplyva, ze v COV Poprad §tatisticky najvyz-
namnej§imi faktormi zniZujdcimi vitalitu vaji¢ok boli
expozi¢ny cas a suSina (P < 0,01). Vplyv ostatnych
parametrov nebol Statisticky vyznamny. V COV Mi-
chalovce okrem $tatisticky vyznamného vplyvu expo-
zicného Casu a suSiny (P < 0.01), Statisticky vyznamne
(P < 0,05) na devitalizdciu vajicok vplyvalo aj pH kalu,
teplota kalového pola a ovzdusia. Vplyv percenta orga-
nickych latok v kale na devitaliziciu modelovych zi-
rodkov nebol, podobne ako v COV Poprad, tatisticky
vyznamny.

DISKUSIA

Z vysledkov naSich experimentov vyplyva, Ze expo-
zicny cas skladovania resp. vysisania kalov, spolu so
zvySovanim suSiny kalov, vyznamnou mierou vplyva
na devitalizdciu testovanych zdrodkov v rdznych kli-
maticko-geografickych podmienkach Slovenska. V ni-
zinnych podmienkach (COV Michalovee) sa signifi-
kantne prejavil aj vplyv pH, teploty ovzduSia a teploty
kalového pola. Pomerne vysoké percento (36 %) vital-
nych vajicok po 320 diioch vysisania kalov v kalovych
poliach COV Poprad v porovnani z COV Michalovce
(5% vitalita po 240 diioch) podla nasho ndzoru bolo
podmienené predovietkym rychlej§im narastom susiny
kalov v niZinnej oblasti Michaloviec, kde v zimnom
obdobi vplyvom niZ3ej snehovej pokryvky a niZsich
teplot dochddzalo k vymrazu kalov a naslednému zni-
Zeniu suiny. D4 sa predpokladat, Ze okrem vysSie uve-
denych faktorov parcidlne mohli vplyvat i dalSie fak-
tory ako klimatické (vlhkost, intenzita a dizka
slne¢ného svitu atd'.), popripade ako uvadza napr. Ka-
neshiro a Stern (1984) aj technologické vplyvy
spracovania kalov v predchadzajicom technologickom
procese (G¢innost stabilizdcie).

Uvedeni autori v laboratérnych podmienkach pri
konstantnej teplote 25 °C zistili 100% devitalizdciu va-
jicok parazitov po 10 az 16 mesiacoch. Pri teplote 4 °C
v3ak Cast vajicok zostdvala stdle vitdlna aj po 25 mesia-
coch uskladnenia v kaloch. Strauch ai., (1981) zis-
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tili prezivanie vajicok A. suum po aplikdcii kalu na
lesni podu v rozpiti 78 az 107 dni.

Pedersen (1982) poukazuje na fakt, 7e dizka pre-
Zivania zdrodkov endoparazitov v kalovych poliach za-
visi na lokdlnych faktoroch a to najmi na klimaticko-
-geografickych. V krajinach s aridnym podnebim do-
chddza k ich devitalizdcii ovela rychlejsic ako v kraji-
ndch mierncho a chladného pasma. Aj v rdmci tychto
klimatickych pdsiem existuji rozdiely tykajice sa
dizky prezivania zdrodkov endoparazitov v kalovych
poliach.

Vsetky izolované zirodky A. suum z kalovych poli
boli neembryonované, ¢o vysvetlujeme absenciou kys-
lika po anaerdbnej stabilizdcii a jeho spotrebovanim or-
ganickymi latkami v kale pocas skladovania v nadr-
ziach a na kalovych poliach. Avsak nielen absencia
kyslika, ale ako uvddza Sivinski (1975), celkovy
protektivny ucinok kalov na vajicka helmintov pred
pOsobenim Ziarenia a teploty, ma vyznamnu dlohu pri
prezivani zarodkov helmintov. Takyto efekt na ontoge-
nézu nemd napriklad poda, ked Juri§ ai. (1991) zis-
tili, v rovnakej klimaticko-geografickej oblasti Vycho-
doslovenskej niZiny, Ze s vynimkou zimného obdobia,
prebieha ontogenéza vajicok A. suum v pode az do em-
bryonovaného §tadia (po 200 dnoch expozicie v pdde).

Vplyv na devitalizdciu zdrodkov parazitov v kalo-
vych poliach md i ich samotné technické prevedenie
(kvalita drendZe, hibka) i spravna technolégia napusta-
nia kalu, ked napriklad opitovné dopiﬁanie kalového
pofa na vrstvu ¢iasto¢ne vysu$eného kalu vytvori kalo-
vi krustu, ktord dokonale izoluje pred abiotickymi
a biotickymi vplyvmi prostredia a predlZuje tak Cas de-
vitalizacie zarodkov endoparazitov. Zistenie tohto de-
vitalizacného Casu v dvoch typickych lokalitich Slo-
venska ndm poukazuje na potrebu vypracovania
legislativy, ktord by sa tykala aplikdcie kalov na polno-
hospodarsku podu aj z aspektu zirodkov endoparazi-
tov. Je ndm zndmy zvySeny zdujem polnohospodarov
z lokalit, kde nic je prekrodeny obsah tazkych kovov
v kaloch, o ich vyuzitie ako lacného, a v porovnani
s priemyselnymi hnojivami v sucasnosti, cenovo bez-
konkurenéného hnojiva. Tito ich snahu je potrebné
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uvitat, av8ak v zdujme ochrany Zivotného prostredia
a ochrany zdravia hospodarskych zvierat, v nadviznos-
ti i na nae predchddzajice sledovania v tejto oblasti
v klimaticko-geografickych podmienkach Slovenska
(Plachy a Juri§, 1993, 1994), je treba pri apliké-
cii kalov z kalovych polf brat do dvahy i faktor preZi-
vania zdrodkov endoparazitov.

Tdto prdca bola ciastocne financovand Grantovou
agentirou SAV, grant 2/132/94.
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

VYZNAMNE ZIVOTNE JUBILEUM PROF. MVDR. JANA ELECKA, CSc.

Dna 12. janudra 1995
sa doziva vyznamného zi-
votného jubilea 70 rokov
emeritny vedici porod-
nickej kliniky Katedry
reprodukcie  hospoddr-
skych zvierat Vysokej
Skoly veterindrskej v Ko-
Siciach a byvaly vedici
Oddelenia reprodukcie
hospoddrskych  zvierat
Ustavu experimentdlnej veterindrnej mediciny v Kosiciach,
zndma osobnost, vysokodkolsky pedagég, vedec, popredny
odbornik v oblasti fyziol6gie a patolégie rozmnozovania do-
micich zvierat prof. MVDr. Jin Elecko, CSc.

Pochddza z viac¢lennej rolnickej rodiny z Trhoviita na
Zempline. Studoval na gymndziu v Michaloveiach a po
ukonceni Vysokej skoly veterindrskej v Brne, roku 1951 na-
stipil ako odborny asistent na novozaloZeni Vysoku $kolu
veterindrsku v KoSiciach. Od zaciatku svojho posobenia na
VSV v Kosiciach sa podielal na budovani kliniky parodnic-
tva a gynckol6gie a priprave vyucby. V roku 1959 bol pove-
reny predndSanim Studijnej discipliny pérodnictvo domacich
zvierat. 'V roku 1962 bol menovany za zastupcu docenta,
v roku 1964 sa habilitoval docentom a v roku 1967 uspesne
obhdjil kandiddtsku dizerta¢ni pracu a ziskal vedecki hod-
nost kandidata vied (CSc.). V roku 1964 bol menovany za
vediceho porodnickej kliniky Katedry porodnictva, gyneko-

I6gie a umelej insemindcie. V roku 1972 bol menovany za
mimoriadneho profesora a v roku 1980 za profesora pre ved-
ny odbor porodnictvo a gynekolégia.

Klinické a experimentdlne vedeckovyskumné préce jubi-
lanta z odboru porodnictva a choréb mlddat rozsiruji poznat-
ky o patolégii gravidity, pérodu a puerpéria, predovietkym
u krdv a prasnic. V ramci posobenia na UEVM vyskumné
price venoval riadeniu reprodukcie krdv a oviec, so zamera-
nim na vyrobné technolégie s vysSou koncentraciou. Pod ve-
denim prof. Ele¢ka sa vyznamne obohatili poznatky a vypra-

covali ucinné metody a postupy riadenej reprodukcie zvierat
biotechnickej povahy. Jubilantom vedeny kolektiv za dosiah-
nuté vysledky v oblasti riadenej reprodukcie oviec dostal
v roku 1986 Cenu predsedu SK VTRI.

Popri vedeckovyskumne)j Cinnosti sa velmi vyrazne po-
dieTal na vychovno-vzdeldvacom procese niclen na VSV, ale
aj na poli postgradudlneho vzdeldvania veterindrnych lekd-
rov. Velki starostlivost venoval potrebim Studentov. Ako
spoluautor sa podielal na vypracovani celostatnych ucebnych
textov, ktoré doposial' vysli v troch vydaniach a dalej tiez
ako spoluautor (Kudla¢, Elecko a kol.) pri vypracovani celo-
Stitne) ucebnice | Veterindrne pérodnictvo a gynekoldgia®,
za ktorti kolektivu autorov bola udelend cena Ceského lite-
rarneho fondu.

Vo verejno-prospesnej oblasti patril medzi angazovanych
ucitelov skoly. V rokoch 1964-1968 vykondval funkciu pro-
dekana pre pedagogicku pracu a v rokoch 1988-1989 funk-
ciu prorektora pre pedagogicki ¢innost. Bol ¢lenom Vedec-
kej rady VSV a UEVM v Kogiciach, ¢lenom Celostdtne;
komisie expertov pre veterindrne §tidium pri M§ CSR
a SSR, c¢lenom a podpredsedom komisie pre obhajobu kan-
diddtskych dizertatnych prac a ¢lenom Komisie pre obhajo-
by doktorskych prac a dalSich odbornych komisii. Svoje
schopnosti a skisenosti uplatnil ako tajomnik veterindrnej
komisie pn SPA a v neskorsom obdobi ako podpredseda ve-
terindrneho odboru pri CSAZ a ¢len redakénej rady vedec-
kého casopisu Veterindrni medicina. Za pricu v odbore ve-
terinarneho lekdrstva CSAZ bola mu udelend bronzovi
a strichornd plaketa za zdsluhy o rozvoj vedy a vyskumu.
V roku 1990, po dovrseni 65 rokov odiSiel do dochodku,
pricom udrziava staly kontakt s pracovnikmi katedry ako aj
s oddelenim teriogenolégic a genetiky zdravia zvierat
UEVM v Kosiciach.

V den Zivotného jubilea prof. MVDr. Jana Elecka, CSc.
sa pripdjaji vietci jeho Ziaci a spolupracovnici z UVL
a UEVM v Kosiciach ku dal§im gratulantom s prianim do
dalSich rokov vela pevného zdravia a Zivotného optimiz-
mu.

I. Maracek aJ. Kacmdarik
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PLASMID ANALYSIS OF INOSITOL AND RHAMNOSA NEGATIVE
STRAINS OF SALMONELLA TYPHIMURIUM

CHARAKTERISTIKA PLAZMIDOVEHO PROFILU INOZITOL
A RHAMNOZA NEGATIVNICH KMENU SALMONELLA TYPHIMURIUM

A. Cizek', 1. Mikula?, V. Kovarikova’

]University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic
zUniversity of Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: S. typhimurium isolates obtained during a large outbreak of human salmonellosis associated with smoked
mackerels in the Czech Republic as well as strains of S. ryphimurium isolated from black headed gull (Larus ridibundus)
were examined following biotyping, phage typing, plasmid profiling and restriction endonuclease analysis (Eco RI, Hind III
and Bam HI) of plasmid DNA. The epidemic strain of S. ryphimurium and two isolates from environment of nesting colony
black-headed gull were meso-inositol and L-rhamnose negative, phage type 141. The isolates from human and environment
of nesting colony were found to share the same plasmid profile and REA.

Salmonella typhimurium, DNA; plasmid; restriction endonuclease; Larus ridibundus, biotyping; phage typing

ABSTRAKT: Byla provedena charakteristika biotypu, fagotypu, analyza plazmidovych profilii a restrikéni analyza plazmi-
dové DNA Ctyf kmenl Salmonella typhimurium, izolovanych v prib&hu salmonelové epidemie z lidi a potraviny (uzend
makrela). Do studie bylo také zafazeno devét kment S. typhimurium izolovanych z rackl chechtavych (Larus ridibundus)
a prostiedi, které ddvaly pfi pfedbézné biotypizaci shodné vysledky s kmenem epidemického typu. Analyza plazmidovych
profild ukdzala, Ze vSechny kmeny vlastni plazmid o Mr 90 kb. Pro dva kmeny byla charakteristickd pfitomnost plazmidu
2,4 kb. Po Stépeni plazmidové DNA restrikénimi endonukledzami Eco RI, Hind IIl a Bam HI vykazoval kmen epidemického
typu shodu v restrikéné endonukledzovych profilech s dvéma kmeny izolovanymi z prostredi hnizdni kolonie racka chechta-
vého. U ostatnich kmeni byla zjidténa jen ¢éste¢nd podobnost. Kmen epidemického typu (Elovék, potravina), kmeny z racka

a prostiedi patfily ke shodnému biotypu (mezo-inozitol, L-rhamndéza negativni) a fagotypu PT 141.

Salmonella typhimurium; DNA; plazmid; restrik¢ni endonukledza; racek chechtavy; biotypizace; fagotypizace

UvoD

Sérovar S. typhimurium je charakterizovédn riznymi
fenotypové a genotypové odlisnymi klony (Nastasi
aj., 1993). K diferenciaci téchto klont slouZzi riizné me-
tody, z nichZ k nejvice uZivanym patfi biotypizace
(Duguid aj., 1975), fagova typizace (Calow,
1959) a analyza plazmidového profilu (Taylor aj.,
1982).

Skupina kment S. typhimurium, ktera ne$tépi mezo-
inozitol a L-rhamndzu a soucasné netvorici fimbrie ty-
pu 1, byla autory Morgenroth a Duguid
(1968) oznacéena jako FIRN kmeny. Anderson aj.
(1978), ktefi zjistovali korelaci mezi biotypy, fagotypy
a plivodem kmenl S. ryphimurium, prokézali vysoky
vyskyt FIRN kment mezi izolaty z ptdkt. U savci byl
vyskyt takovych kment zna¢né niZsi.

Vyznam plazmidi v patogenité salmonel (Baird
aj., 1985) a pii urcovdni piibuznosti kmend (Smarth
aj., 1988; Holoda a Mikula, 1993) byl popsin
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celou fadou autordi. Pfi ovéfovéni identity kment sal-
monel jsou vyuZiviny rovnéz metody restrikéni analy-
zy DNA (Rychlik aj., 1993).

V této studii jsou hodnoceny znaky, které maji
umoznit posouzeni vzdjemné pfibuznosti kmeni S. typ-
himurium izolovanych b&hem salmonelové epidemie,
ktera probéhla v Ceské republice v srpnu 1993 a za je-
jiZz zdroj byla ozna¢ena uzend makrela. Do studie byly
zatazeny také kmeny S. typhimurium, izolované z rac-
ki chechtavych (Literdk aj., 1992) a prostfedi, které
ddvaly pfi pfedbézné biotypizaci shodné vysledky
s kmenem epidemického typu.

MATERIAL A METODY
BAKTERIALNI KMENY

S. typhimurium: R79, R110, R57, R98, R95, R105,
R83 - izoldty z rackl chechtavych.
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S. typhimurium: 1.61628, L61485 — izolaty z lidi.

S. typhimurium: 1307, 1308 — izoldty z potravin (uzend
makrela).

S. typhimurium: P54, P58 — izoldty z prostredi.

IZOLACE A ANALYZA PLAZMIDOVE DNA

Plazmidovd DNA byla extrahovdna metodou podle
autort Kado a Liu (1981). Kultury pomnozené
pres noc v Luria-Bertani (LB) bujénu (Bacto-tryptone
10 g; yeast extract 5 g; NaCl 10 g na litr destilované
vody, pH 7,5) byly odstfedény pfi 5 700 rpm 15 minut
pii teploté 4 "C. Sediment bunék byl resuspendovin
v 1 ml E pufru (40 mM Tris acetdt, pH 7,9; 2mM ED-
TA) a lyzovén ptidanim 2 ml lyzacniho roztoku (3 %
SDS; 50 mM Tris, pH 12,6). Za icelem analyzy plaz-
midovych profili byly extrakty plazmidové DNA po-
drobeny elektroforéze v 1,2% agarézovém gelu pripra-
veného v pufru pro pulzni elektroforézu 0,5x TAE
(zdsobni roztok byl piipraven v koncentraci 5x : Tris
242 g, kyselina octova 57,1 ml, 100 ml 0,5M EDTA
pH 8,0 na 1 | roztoku). Ke stanoveni molekulové hmot-
nosti vysokomolekularni DNA byl pouZit kmen E. coli,
ktery vlastni plazmid pKL7 o molekulové hmotnosti
48,5 kb (Dr. Turfia). Pro zji§téni restrikéné endonukle-
dzovych profila byly extrakty plazmidové DNA Stépe-
ny restrikénimi endonukledzami Eco RI, Bam HI
a Hind III (Fermentas, Litva) podle instrukei vyrobce.
DNA byla po obarveni etidium bromidem (0,5 pg/ml)
vizualizovdna UV svétlem a fotografovdana. Molekulo-
vd hmotnost byla ode¢itdna z kalibraéni kiivky sestro-
jené podle vysledki analyzy DNA [dga lambda Stépené
restrikénimi endonukledzami Eco RI a Hind II1.

BIOTYPIZACE

K biotypizaci byly pouZity testy Stépeni D-xylozy
v Bitterové padeé. stépeni mezo-inozitolu, L-rhamndzy
v peptonové vodé a prukaz fimbrii typu | podle popisu
autori Duguida aj. (1975).

FAGOVA TYPIZACE

Kmeny salmonel byly fagotypoviny v referencni la-
boratofi pro salmonely ve Stdtnim udstavu pro bakterio-
logii a sérologii ve Styrském Hradci v Rakousku.

VYSLEDKY A DISKUSE

Dosazené vysledky jsou shrnuty v tab. I a doku-
mentovdny na obr. 1 a 2. Byla prokdzina shoda mezi
dvéma epidemickymi izolaty (L 61485 a L 61628)
a dvéma izolaty S. ryphimurium ziskanymi ze zdroje
salmonelozy (1307 a 1308), a to pfi hodnoceni bioty-
pu, fagotypu, plazmidového profilu a restrikéné endo-
nukledzového profilu (REP) plazmidové DNA.

Shodnost sledovanych znaki u vySetienych izoldti
S. typhimurium, které pochdzely z klinickych pfipada
salmoneldzy lidi a z uzenych makrel, podporila zavéry
epidemiologickych depistdzi, které oznadily kontami-
novanou Sarzi uzenych makrel za zdroj infekee lidi.

Pro objasnéni primdrniho zdroje kontaminace mak-
rel bylo do této studie zafazeno rovnéZ sedm kment
S. typhimurium, které byly diive izolovdny z rackd
chechtavych (Literak aj.. 1992). Dile pak dva kme-
ny izolované bezprostiedné po epidemii z prostiedi

1. Vysledky biotypizace, figové typizace a analyzy plazmidové DNA kmenii S. typhimurium — The results of biotyping, phage typing and

plasmid DNA analysis of S. ryphimurium strains

?(Z.:::f,zll" Biotyp® Fagoly ;l(;‘lllinll;]'z\/\x' | Rcslrik(‘né:nionuklc;imvy profil plazmidové DNA®
Bxyl Ino Rha (kb) Eco RI Bam HI Hind 111

1307 = = = 141 90 7(1,7-212)° 4 (4-23) 8 (2,2-23)
1308 - - - 141 90 7(1,7-21,2) 4 (4-23) 8 (2,2-23)
L 61 485 - - - 141 90 7(1,7-21.2) 4 (4-23) 8 (2,2-23)
L 61 628 - - - 141 90 7(1,7-21.2) 4 (4-23) 8 (2,2-23)
R 110 - - - 141 90 8 (1,7-21,2) 4(4-23) 2 (23-60)
R 79 - - - 141 90 7(1,7-21,2) 4 (4-23) 1(23)

P 54 - - - 141 90 7(1,7-21,2) 4 (4-23) 8 (2.2-23)
P58 - - - 141 90 7(1,7-21,2) 4(4-23) 8 (2,2-23)
R 57 - + + 46 90; 2,4 12 (1,7-21.2) 6 (2.1-23) 10 (2,3-23)
R 98 - + + 2 90 7(1,7-21.2) 4 (4-23) 8 (2,2-23)
R 95 - - + 132 90 7(1,7-21.2) 4 (4-23) 1(23)

R 105 + + + 104 90, 2.4 8 (1.7-21.2) 6 (2,3-23) 9 (2,4-23)
R 83 + - + | 90 3(9,2-21.2) 4(2,5-23) 1(23)

* — pocet fragmenti DNA, hodnoty v zdvorce uddvaji rozsah jejich molekulové hmotnosti v kb — number of DNA fragments, ranges of

molecular-weight are in parentheses

'strain designation, *biotype, ‘phagolypc. 4pl:&smid DNA profile, Srestriction endonuclease profile of plasmid DNA
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I Profil plazmidové DNA izolované z kmeni S. ryphimurium; a - plazmidovi
DNA (90 kb), b = chromozomdlni DNA - Analysis of S. typhimurium plasmid
DNA digested with Eco RI; a = plasmid DNA (90 kb), b = chromosomal DNA

v

>3 X G 5 2 @

T o i - = o o

5 o B & N @
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 15

hnizdni kolonie racku nedaleko potravinaiského vyrob

niho podniku, v némz byla kontaminovand potravina
vyrobena. Z téchto kmena mély shodny biotyp a lago-
typ s epidemickym kmenem Ctyit. z nichz dva (P54
a PS8) mely podobny 1 REP plazmidové DNA. Viech-
ny analyzovan¢ kmeny vlastnily velky plazmid 90 kb,
kmeny R 105 a R 57 byly charakteristické pritomnosti
malych plazmidu o molekulove hmotnosti 2,4 kb. REP
plazmidové DNA Stépené restrikénimi endonukledzami
Eco RI, Bam HI a Hind I11 ukazaly. Ze vSechny kmeny
vlastni velky plazmid 90kb. ktery je v literatufe popi-
sovan jako plazmid pSLT, jehoz vyskyt u S. typhi-
1986). Na ziklade ob-
drzenych vysledki muzeme Konstatovat, Ze izolaty
epidemického kmene izolované 7 uzené makrely a ne-

murim je bézny (Brown aj..

moenych hdi. a dva kmeny pochdzejici z prostiedi
hnizdni kolonice racka chechtavcého, vykazovaly ve sle-
dovanych znacich znacnou podobnost. Pro blizsi upies-
néni pitbuznosti epidemickeho kimene a izolata z pros-
tredi bude ticha vysetiit dalsi kmeny pododobné
charakternisuky dalsimi technikami molekuldarni biolo-
gic, napi. hybridizacni analyzou plazmidové a chromo-
romalni DNA

Vet. Med 1995 (1): 20-32

Czech. 40,

2. Profil plazmidové DNA izolované z kmentd S. ry-

phimurium a St€pené restrikéni endonukledzou Eco
RI - Analysis of S. ryphimurium plasmid DNA digested
with Eco Rl

Legenda - Legend:

1-13 = profily kmenu S. typhumurium - 1-13 = analysis
of S. typhimurium strains: | = R79, 2 = R110, 3 =
L611628, 4 = L61485, 5 =1 307. 6 = 1 308, 7 = R57,
8=R98,9=R95, 10=R105, Il =R83, 12=P54, 13 =
P58

15 = figovd DNA (fig lambda) Stépend restrikénimi
endonukledzami Eco RI a Hind Il (standarda moleku-
lové hmotnosti) — molecular-weight standard
DNA digested with Eco RI a Hind 1T

lambda
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