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LEPTOSPIROSIS IN SLAUGHTER CATTLE - SEROLOGIC
AND BACTERIOLOGIC EXAMINATIONS

LEPTOSPIRÓZA JATEČNÉHO SKOTU - SÉROLOGICKÉ
A BAKTERIOLOGICKÉ VYŠETŘENÍ

F. Třemi, E. Nesňalová

University of Veterinary Medicine and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Antibodies to leptospiras were demonstrated in 91 cases (7.4%) out of 1,239 animals examined by serological 
assays of blood sera of cattle slaughtered in slaughter-houses and coming from 21 farms of one district. The antibodies were 
detected in animals coming from eleven out of the farms investigated (52.4%). The most frequent reactions were proved with 
leptospiras of the serovar L. grippotyphosa (61.8%) and with leptospiras of the serological group Sejroe (18.9%), rarely with 
leptospiras of the serovar L. icterohaemorrhagiae or copenhageni (5.7%). Antibodies to leptospiras of other serovars (L. ca­
nicola, L. bulgarica and L. hardjo) were demonstrated only as coagglutionations with the above-mentioned leptospira serovars. 
We failed to demonstrate leptospiras in the animals examined by culture examinations as well as by bacterioscopy. The results 
of examinations have shown that the cattle on Czech farms is also exposed to infections by various serovars of leptospiras. 
The infections are not accompanied by manifest clinical symptoms in many cases nor do they cause significant elimination 
of leptospiras in urine in the serologically positive animals. On the Czech cattle farms the occurrence of anibodies to 
leptospiras of the serovar L. grippotyphosa is prevailing; this serovar seems not to be expressly pathogenic to cattle and does 
not cause the formation of anthropurgic foci. Reduction in the occurrence of antibodies to leptospiras of this type is possible 
to achieve by preventing the contact with natural foci of this type. Hence the prognosis of epizootologic situation in bovine 
leptospirosis in the conditions of this country is relatively favorable. But special attention should be paid to animals bought 
and imported from foreign countries. These animals could be a source of some highly pathogenic serovars of leptospiras to 
cattle.

cattle; leptospirosis; antibodies; bacteriological examination

ABSTRAKT: Sérologickým vyšetřením krevních sér skotu poráženého na jatkách a pocházejícího z 21 zemědělských závodů 
jednoho okresu byly protilátky proti leptospirám prokázány v 91 případech (7,4 %) z I 239 vyšetřených zvířat. Protilátky 
byly zjištěny u zvířat pocházejících z 11 vyšetřovaných zemědělských závodů (52,4 %). Nejčastější reakce byly prokazovány 
s leptospirami sérovaru L. grippotyphosa (61,3 %) a leptospirami sérologické skupiny Sejroe (18,9 %), zřídka s leptospirami 
sérovaru L. icterohaemorrhagiae resp. copenhageni (5,7 %). Protilátky proti leptospirám ostatních sérovarů (L. canicola, 
L. bulgarica a L. hardjo) byly prokazovány pouze jako koaglutinace s výše uvedenými sérovary leptospir. Kultivačním 
vyšetřením ani bakterioskopií moče se nepodařilo u vyšetřovaných zvířat prokázat leptospiry. Výsledky vyšetření prokázaly, 
že skot i v našich chovech je vystaven infekcím různými sérovary leptospir. Infekce probíhají často bez zjevných klinických 
příznaků a často nevedou u sérologicky pozitivních zvířat к významnému vylučování leptospir močí. V našich chovech skotu 
převažuje výskyt protilátek proti leptospirám sérovaru L. grippotyphosa, který jak se zdá není pro skot výrazně patogenní 
a nevyvolává vznik antropourgických ohnisek. Ke snížení výskytu protilátek proti leptospirám tohoto typu může dojít přede­
vším zamezením kontaktu s přírodními ohnisky tohoto typu. Prognóza epizootologické situace v leptospiróze skotu je tedy 
v našich podmínkách poměrně příznivá. Mimořádnou pozornost je ale třeba věnovat zvířatům nakupovaným a dováženým ze 
zahraničí. Tato zvířata by mohla být zdrojem některých vysoce patogenních sérovarů leptospir pro skot.

skot; leptospiróza; protilátky; bakteriologické vyšetření

ÚVOD

Leptospiróza skotu je závažné infekční onemocnění 
značně rozšířené v různých zemích světa.

U dospělých zvířat probíhá leptospirózní infekce 
často inaparentně nebo v subklinické formě a onemoc­
nění pak charakterizuje pouze nález specifických pro­

tilátek v krevním séru. Při různých sérologických vy­
šetřeních bylo prokázáno, že onemocnění skotu mohou 
způsobovat leptospiry až 14 sérovarů (Halaša aj., 
1969; Michna, 1970; Dragomir, 1974; S o s o v 
a C e r e v a t ě n к o , 1976 a další). Avšak podle Fai­
na (1982) jsou především leptospiry sérovarů L. 
pomona a L. hardjo příčinou výrazných epizootií
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s těžkým postižením zdravotního stavu zvířat. Tak 
např. ve Velké Británii, kde je bovinní leptospiróza 
vyvolaná sérovarem L. hardjo endemicky rozšířená, 
jsou ztráty u skotu a ovcí značně vysoké. Mnoho far­
mářů udává v průměru finanční ztráty kolem 10 000 
liber, ale někde je to i více. Záleží to především na 
velikosti stáda a prevalenci onemocnění (Bennett. 
1991).

Z dřívějších sérologických depistáží je zřejmé, že 
i v našich chovech se setkáváme se zvířaty infikovaný­
mi leptospirami různých sérovarů (Šebek aj., 1979; 
Třemi aj., 1984, 1985). Z měsíčních hlášení a z vý­
kazů o nákazách zvířat však vyplývá, že v našich cho­
vech nejsou zaznamenávány žádné větší epizootic lep- 
tospirózního onemocnění u skotu.

O tom jak probíhá leplospirózní infekce u skotu 
v našich podmínkách, jsme se chtěli přesvědčit kom­
plexním sledováním jatečných zvířat pocházejících 
z různých chovů jednoho okresu.

MATERIÁL A METODY

Vzorky к vyšetření byly získávány v průběhu tří let 
(1986 až 1989) z jatečného skotu poráženého na jat­
kách ve S. Vyšetřeno bylo I 239 krevních sér skotu, 
pocházejícího z 21 zemědělských závodů okresu. Jed­
nalo se o chovy zdravé, bez klinických příznaků lep- 
tospirózy i jiných infekčních onemocnění.

Jatečná zvířata byla vyšetřována sérologicky (krev) 
a kultivačně (ledviny). Tato vyšetření byla doplněna 
bakterioskopickým vyšetřením moče, pokud se ji poda­
řilo získat z porážených zvířat.

Sérologické vyšetření bylo prováděno standardní 
metodou za použiti reakce mikroaglutinace - lýze 
s 13 kmeny leptospir následujících sérovarů:
1. L. grippotyphosa - P 125; 2. L. icterohaemorrhagi- 
ae - Fryšava; 3. L. sejroe - M 84; 4. L. canicola - C 7; 
5. L. bratislava - Jež Bratislava; 6. L. pomona - Šimon; 
7. L. arboreac - M 7; 8. L. hataviae - Moldava; 9. L.

I. Výsledky sérologického vyšetření jatečného skotu na přítomnost protilátek proti leptospirám v zemědělských závodech jednoho okresu - 
The results of serological examination of slaughter cattle for the presence of antibodies to leptospira on farms of one district

Zemědělský 
závod1 n Pozitivní2 %

Sérovary leptospir3

samostatné reakce4 smíšené reakce5

G Ic Se G/Ca G/Bu Se/На

1. Bě. 10 3 30,0 1 0 1 - -

2. BI. 8 0 0 - - - -

3. Čj. 19 2 10.5 1 0 0 1 0 0

4. Čs. 18 3 16,6 2 0 0 0 1 0

5. Dr. 10 1 10,0 1 0 0 - - -

6. Dž. 16 1 6,2 1 0 0 - - -

7. Но. 9 0 0 - - - - - -

8. Ka. 10 0 0 - - - - - -

9. La 437 19 4,3 16 0 0 1 2 0

10. Mi. 12 1 8.3 1 0 0 - -

11. My. 10 0 0 - - - - - -

12. Ne. 20 3 15,0 0 0 2 0 0 1

13. No. 6 0 0 - - - - - -

14. Pa. 38 3 7,8 2 0 1 - - -

15. Pd. 21 1 4,8 1 0 0 - - -

16. Pi. 7 0 0 - - - - - -

17. Př. 1 0 0 - - - - - -

18. Ra. 491 49 9,9 26 6 10 0 5 2

19. Se. 20 3 15.0 3 0 0 - - -

20. S.H. 14 2 14.2 0 0 1 0 0 1

21. Zá. 12 0 0 - - - - -

1 239 91 7,4 55 6 15 2 8

G = L. grippotyphosa
Ic = L. icterohaemorrhagiae
Sc = L. sejroe
G/Ca = L. grippotyphosa/L. canicola
G/Bu = L. grippotyphosa/L. bulgarica
Se/На = L. sejroe/L. hardjo

'farm, 2positive, 3leptospira serovars, 4autonomous reactions, 5mixed reactions
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bulgarica - Nikolaevo; 10. L. sorex jalna - Sorex Jalna; 
ILL. pyrogenes - Salinem; 12. L. tarassovi - S 42; 
13. L. hardjo - Hardjoprajitno;

Séra zvířat reagující v základním ředění 1 : 100 byla 
vyšetřována do litru se všemi pozitivně reagujícími sé- 
rovary, popřípadě i s dalšími sérovary téže sérologické 
skupiny. Kultivace byla prováděna sterilním odběrem 
tkáně ledvin do Korthofovy tekuté půdy. Naočkované 
půdy byly pravidelně kontrolovány mikroskopicky 
a udržovány po dobu 21 dnů.

Moč získaná z poražených zvířat byla centrifugova- 
ná a mikroskopicky byl vyšetřován sediment na přítom­
nost leptospir.

VÝSLEDKY

Protilátky proti leptospirám různých sérovarů byly 
prokázány u zvířat z 11 (52,4 %) zemědělských závodů 
(tab. L). Celkem byly protilátky zjištěny v 9! přípa­
dech. tj. 7.4 %. Výskyt protilátek se pohyboval od 
4,3 % (La.) do 30,0 % (Bě.). Samostatné signifikantní 
litry byly prokazovány s leptospirami sérovarů L. grip- 
potyphosa, L. icterohaemorrhagiae a L. sejroe v 76 
(6,1 %) případech. V 15 (1,3 %) případech byly zjišťo­
vány reakce dvou sérovarů leptospir.

Nejčastěji byly prokazovány protilátky proti lepto­
spirám sérovarů L. grippotyphosa, a to v 65 případech 
(61,3 %) a leptospirám sérovarů L. sejroe v 20 přípa­
dech (18,9 %). Výskyt protilátek proti leptospirám sé 
rovaru L. bulgarica a L. canicola byl prokazován pouze 
jako koaglutinace při současně vyšších litrech s L. 
grippotyphosa. Obdobně i výskyt protilátek proti lep­
tospirám sérovarů L. hardjo byl zjišťován pouze jako

koaglutinace při současně vyšších litrech s leptospira­
mi sérovarů L. sejroe. Reakce s uvedenými sérovary 
leptospir byl prokazovány pouze v nízkých litrech (100 
a 200) - tab. II. Z tabulky je dále patrná i výše litru 
jednotlivých sérovarů leptospir zjišťovaná při sérolo- 
gickém vyšetření, která se pohybovala v rozmezí 100 
až 12 800. Nejvyšší procento reagujících zvířat bylo 
zjištěno v rozmezí titru 100 až 400 (62,8 %). V litru 
800 a výše, který se podle metodik považuje za pozi­
tivní, reagovalo 37,2 % sér. V nejvyšším ředění séra 
(litr 12 800) byly reakce zjišťovány pouze ojediněle, 
a to ve dvou případech (1,9 %) s leptospirami sérovarů 
L. grippotyphosa.

Protilátky proti leptospirám byly prokazovány 
u všech vyšetřovaných kategorií skotu kromě telat 
(tab. III). Zde je třeba vzít v úvahu, že telata byla vy­
šetřována pouze v malém počtu (čtyři zvířata). Nejvyš­
ší promoření vykazovaly krávy, a to 10,1 %, dále pak 
býci 6,9 % a jalovice 4,1 %. Kultivačním vyšetřením 
ledvin, ani baktcrioskopickým vyšetřením moče z po­
ražených zvířat se nepodařilo prokázat leptospiry.

DISKUSE

Sérologickým vyšetřením 1 239 kusů jatečného sko­
tu byly prokázány protilátky proti leptospirám různých 
sérovarů v 7,4 % případů. Nejčastěji byly prokazovány 
protilátky proti leptospirám sérovarů L. grippotyphosa. 
a to v 61,3 %. Méně často proti leptospirám sérovarů 
L. sejroe (18,9 %) a leptospirám sérovarů L. icteroha­
emorrhagiae, resp. copenhageni (5.7 %). Jatcčný skol 
s výskytem protilátek se vyskytoval v II z 21 vyšetřo­
vaných zemědělských závodů okresu, tj. 52,4 %, při-

II. Výskyt sérovarů a výška titrů zjišťované při sérologickém vyšetření jatečného skotu - The occurrence of serovars and titer levels 
determined at serological examinations of slaughter cattle

Sérovar leptospir1 Počet 
reakcí2

Titry3

100 200 400 800 1 600 3 200 6 400 12 800

L. grippotyphosa 65 20 6 10 13 7 5 2 2

% 61,3 30,7 9,3 15,3 20,0 10,7 7,8 3.1 3.1

L. icterohaemorrhagiae 6 4 1 0 1 0 0 0 0

% 5.7 66,6 16,7 0 16,7 0 0 0 0

L. sejroe 20 5 1 4 6 2 2 0 0

% 18.9 25,0 5.0 20,0 30,0 10,0 10,0 0 0

L. hardjo 5 3 1 1 0 0 0 0 0

% 4,7 60,0 20,0 20,0 0 0 0 0 0

L. bulgarica 8 6 2 0 0 0 0 0 0

% 7.5 75,0 25,0 0 0 0 0 0 0

L. canicola 2 2 0 0 0 0 0 0 0

% 1,9 100 0 0 0 0 0 0 0

106 40 11 15 20 9 7 2 2

100.0 37,8 10.3 14.2 18,8 8,5 6,6 1.9 1.9

'leptospira serovar, 2number of reactions, \iters
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III. Výsledky sérologického a bakteriologického vyšetření jatečného skotu na leptospirózu - The results of serological and bacteriological 
examination of slaughter cattle for leptospirosis

Kategorie 
skotu1

Počet vyšetřených6

sérologicky7 kultivací ledvinN mikroskopicky v noči9

n pozitivní111 % n pozitivní % n pozitivní %

Telata2 4 0 0 4 0 0 - - -

. Jalovice3 444 18 4,1 410 0 0 260 0 0

Krávy4 584 59 10,1 505 0 0 315 0 0

Býci5 203 ‘ 14 6,9 165 0 0 83 0 0

1 239 91 7,4 1 084 0 0 658 0 0

’cattle category, 2calves, ’’heifers. 4cows, 5bulls. 6number of animals examined, 7serologically, ”by kidney tissue cultivation, 9microscopically 
in urine, "’positive

čemž protilátky proti leptospirám sérovaru L. grippo- 
typhosa dominovaly v těchto vyšetřeních. Sérologické 
reakce však nebyly provázeny klinickými příznaky.

Dosažené výsledky sérologického vyšetření odpoví­
dají výsledkům, které hyly na území ČR publikovány 
již dříve. Tak např. Kadlčík aj. (1969). Pokorný 
a S t aroš t í к . (1971), Šebek aj. (1979). Třemi 
aj. (1984) při sérologickém vyšetření skotu opakovaně 
prokazovali výskyt protilátek proti leptospirám uvede­
ných sérovaru; nejčastěji bývají postihovány starší věkové 
kategoriie zvířat. Z předchozích literárních údajů, ale i z 
našich výsledků je zcela zřejmé, že na území ČR u sko­
tu převažuje výskyt protilátek hlavně proti leptospirám 
sérovaru L. grippotyphosa. Obdobné výsledky publiku­
jí Mauermann (1987), Brem a Schreyser 
(1988) u jatečného skotu v Německu. V jejich vyšetře­
ních také převažují protilátky proti leptospirám sérova­
ru L. grippotyphosa a leptospirám sérologické skupiny 
Sejroe, zatímco infekce s leptospirami sérovaru L. ic- 
terohaemiorrhagiae, resp. copenhageni se vyskytují 
zřídka. Naproti tomu Halaša (1977) ve Slovenské 
republice u skotu prokazoval nejčastěji reakce s leptos­
pirami sérovaru L. sejroe. К obdobným výsledkům 
jsme dospěli i my při vyšetřování krevních sér skotu ze 
Slovenské republiky (P o s p í š i I aj., 1993). Z toho je 
patrné, že mohou existovat ve výskytu protilátek proti 
leptospirám rozdíly i na poměrně malém území.

Podle sdělení autorů Šebek a Rosický 
(1974) leptospiry uvedených sérovaru vytvářejí v na­
šich podmínkách ohniska přírodního či synatropního 
typu. Zdrojem infekce pro hospodářská zvířata pak mo­
hou být především hlavní nebo potenciální rezervoáro- 
vá zvířata (myšovití hlodavci) uvedených sérovarů lep- 
tospir, častěji však jimi kontaminované prostředí, voda, 
popř. zelená píce pocházející z těchto ohnisek. V dů­
sledku rozdílných technologií chovu je to právě skot, 
který se může častěji infikovat přímým kontaktem, pře­
devším na pastvinách nebo ve výbězích, popřípadě 
kontaminovanou zelenou pící ve stájích. Přežívání 
a vylučování leptospir těchto typů u skotu je však pou­
ze krátkodobé a nevede ke vzniku antropourgických 
ohnisek vázaných na tyto chovy. V případě probíhají­
cích epizootii v chovech by byla séropozitivita u vyšet­
řovaných zvířat pravděpodobně podstatně vyšší, což

jsme v našich šetřeních neprokázali. Naše výsledky též 
potvrzují již dříve popisované skutečnosti, že středoev­
ropské murinní kmeny L. grippotyphosa jsou pro hos­
podářská zvířata méně patogenní, než původně izolo­
vané asijské varianty, jak na to upozornili po 
experimentálních infekcích Fennestad (1963) a 
Šebek aj. (1980).

V žádném případě námi nebyl potvrzen výskyt pro­
tilátek proti leptospirám sérovaru L. pomona. Výskyt 
protilátek proti leptospirám sérovaru L. hardjo v našich 
šetřeních je třeba z hlediska diagnostického chápat pou­
ze jako koaglutinace s příbuznými antigeny leptosir sé­
rologické skupiny Sejroe. Toto je velice důležité zjiš­
tění především proto, že tyto dva sérovary, které jsou 
uváděny řadou autorů jako vysoce patogenní pro skot, 
se v námi sledovaných chovech nevyskytují. To svědčí 
celkově o příznivé situaci jak z hlediska epizootologic- 
kého, tak i epidemiologického.

Výsledky sérologických vyšetření potvrzují i další 
šetření, kdy kultivačně ani hakterioskopií moče se ne­
podařilo leptospiry prokázat. Negativní výsledky vyšet­
ření ledvin a moče tedy podporují naše předpoklady, že 
kmeny leptospir sérovaru L. grippotyphosa, nejčastěji 
se vyskytující se na našem území, nejsou pro hospodář­
ská zvířata příliš patogenní. Při kontaktu s nimi prav­
děpodobně dochází pouze к vyvolání krátkodobé imu­
nologické reakce bez následného nosičství nebo 
vylučování leptospir. К podobným závěrům dospěl 
i Šebek (1972) při sérologickém a bakteriologickém 
vyšetřování vzorků ze skotu na Českomoravské vrcho­
vině. Naopak dochází-li к infekci vysoce patogenními 
typy leptospir (L. hardjo, L. pomona), bývají tyto i čas­
to izolovány z ledvin (E 11 i s aj., 1986; Grégoire 
aj., 1987; Miller aj., 1991).

Stejně lak leptospirurie je jedním ze závažných prů­
vodních jevů leplospirózního onemocnění. Vylučování 
leptospir močí skotu není pravidelné a patrně к němu 
dochází pouze při infekci některými sérovary leptospir. 
Leptospiry v moči sérologicky pozitivních i sérologic- 
ky negativních zvířat prokazovali mnozí autoři (W i - 
ting aj., 1965; Sosov a Čerevatčnko. 1976 
a další). Kmeny, které byly od zvířat izolovány, byly 
převážně určeny jako sérovary L. pomona a L. hardjo. 
I tyto skutečnosti poukazují na důležitou úlohu vyšet-
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řování moče v diagnostice leptospirózy. Tímto vyšetře­
ním lze zjistit vylučovatele a nosiče leptospir i při bez- 
symptomním průběhu infekce.
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THE EFFECT OF LACTOBACILLUS SALIVARIUS ADMINISTRATION
ON COLIFORMS AND ENTEROCOCCI
IN THE CROP AND CAECA OF CHICKEN BROILERS

VLIV APLIKACE LACTOBACILLUS SALIVARIUS NA KOLIFORMNÍ 
BAKTERIE A ENTEROKOKY VE VOLETI A SLEPÝCH STŘEVECH 
KUŘECÍCH BROJLERŮ*

* Práce byla sponzorována grantem č. 508/93/0317 Grantové agentury České republiky.

V. Rada, I. Rychlý

Czech University of Agriculture, Praha, Czech Republic

ABSTRACT: A rifampicin-resistant Lactobacillus salivarius 51R was isolated from chicken caeca and administered orally 
to newly hatched broiler chickens. The resistance to rifampicin enabled us to differentiate the administered organism from 
indigenous strains. First day after inoculation, L. salivarius 51R dominated among lactobacilli in the crop and caeca of 
inoculated chickens and its counts were slightly over 7 log c.f.u. per 1 g of digesta even after 10 days. L. salivarius 
significantly (P < 0.01) lowered counts of enterococci and coliforms in the crop during the whole experimental period 
(10 days). Effects of L. salivarius administration on caecal counts other than lactobacilli were generally small. The influence 
of Lactobacillus strain used to species composition of enterococci and coliforms were also observed. 105 strains of enterococci 
and 96 strains of coliforms isolated from the crop and caeca of both control and experimental groups were characterized using 
identification sets and computer program. Regarding, enterococci, 63% was identified to the species level, 31% to the genus 
level, and 6% was not identified. Regarding coliforms, 48% was reported to the species level. 25% to the genus level, and 
26% was not identified. The most prevalent species among the enterococci was E.faecalis and among the coliforms E. coli. 
24 h after the administration of L. salivarius 51R there was significantly higher (P < 0.05) occurrence of E. faecalis (57% 
out of all enterococcal isolates) in experimental group than those in the control group (31% out of all enterococcal isolates). 
The perspectives in the control of pathogens in young chickens via probiotics was discussed.

chicken; lactobacilli; enterococci; coliforms; identification

ABSTRAKT: Lactobacillus salivarius 51R rezistentní vůči rifampicinu, původně izolovaný ze slepých střev kuřat, byl podán 
per os jednodenním kuřatům. Rezistence vůči antibiotiku umožnila zpětnou detekci kmene v trávicím ústrojí po aplikaci. 
L salivarius 51R dominoval mezi laktobacily jak ve voleti, lak ve slepých střevech jeden den po podání a ještě po 10 dnech 
dosahoval počtů vyšších než 107 v 1 g tráveniny. Kuřata ošetřená tímto kmenem měla ve voleti signifikantně nižší (P <0,01) 
počty enterokoků a koliformních bakterií v porovnání s kontrolní skupinou po celou dobu experimentu (10 dní). Ve slepých 
střevech byl vliv L. salivarius 51R na jiné skupiny bakterií než laktobacily obecně malý. Dále byl sledován vliv aplikace 
L. salivarius 51R na druhové složení enterokoků a koliformních bakterií. Z volat a slepých střev obou skupin bylo izolováno 
a pomocí identifikačních setů a počítačového programu charakterizováno celkem 105 kmenů enterokoků a 96 kmenů koli­
formních bakterií. Z izolovaných enterokoků bylo 63 % identifikováno na úroveň druhu, 31 % na úroveň rodu a 6 % nebylo 
identifikováno. Z koliformních bakterií bylo 48 % určeno na úroveň druhu, 25 % na úroveň rodu a 26 % nebylo identifiko­
váno. Mezi enterokoky převažoval E.faecalis a mezi koliformními bakteriemi E. coli. E.faecalis měl signifikantně větší podíl 
ve střevě kuřat pokusné skupiny (57 % z celkového počtu izolovaných enterokoků) než skupiny kontrolní (31 % z celkového 
počtu izolovaných enterokoků) 24 hodin po ošetření. V práci jsou diskutovány možnosti praktického využití L. salivarius 
51R jako probiotika.

kuře; laktobacily; enterokoky; koliformní bakterie; identifikace

ÚVOD

Laktobacily hrají důležitou roli v regulaci střevní 
mikroflóry drůbeže (Sarra aj., 1992). Jejich počty

jsou nejvyšší ve voleti a slepých střevech, kde se blíží 
hodnotám 109 živých buněk v 1 g tráveniny (Smith, 
1965). Do trávicího ústrojí pronikají tylo mikroorganis­
my po prvním pozření potravy (Barnes aj.. 1972;
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Mead a Adams, 1975). Avšak jednodenní kuřata 
přicházející z líhní, která dosud nepřišla do styku s kr­
mivém, bývají často bohatě kolonizována koliformními 
bakteriemi a enterokoky. Tyto mikroorganismy bývají 
nejčastější příčinou úhynů na nespecifické bakteriémie 
v období od 2. do 10. dne života kuřat (Leitner 
a Heller, 1992).

Cílem naší práce bylo ověřit možnost kolonizace trá­
vicího ústrojí jednodenních kuřat kmenem L. saliva­
rius. Tento bakteriální druh převažuje nad počty dal­
ších mikroorganismů ve voleti kúra domácího (Dutta 
a Devriese, 1981; Sarra aj., 1992). Dále 
jsme sledovali počty a druhové složení koliformních 
bakterií a enterokoků ve voleti a slepých střevech.

MATERIÁL A METODY

MIKROORGANISMUS

Lactobacillus salivarius 5IR byl izolován ze sle­
pých střev kuřat. Kultura byla vybrána ze souboru 
60 kmenů na základě dobrých růstových vlastností tes­
tovaných metodou podle F u 11 e r a (1973) ve zvlhče­
né krmné směsi (ц = 1,54). Kmen byl rezistentní vůči 
rifampicinu, čehož bylo využito ke zpětné detekci ve 
střevech po podání per os. Stabilita tohoto znaku byla 
testována podle autorů Pedersen a T a n n о с к 
(1989). Kultura byla identifikována pomocí sady API 
50 CHL (bioMérieux, Francie) jako L. salivarius 
a označena 5 I R.

Před aplikací byla kultura inkubována v MRS bujó­
nu (D e Mann aj., I960) 24 hodin při teplotě 37 °C, 
odstředěna a resuspendována ve fyziologickém roz­
toku.

álně vyšetřeny na celkový počet laktobacilů (CPL) 
s použitím Rogosa agaru a celkový počet rifampicin- 
-rezistentních laktobacilů (CPLR) pomocí stejného 
prostředí s přídavkem rifampicinu (100 mg/1). Dále 
jsme stanovili počty koliformních mikroorganismů (na 
Endo agaru) a enterokoků (na Slanetz a Bartley agaru). 
Všechna použitá média byla od firmy Oxoid. Laktoba- 
cily byly kultivovány anaerobně v CO2/H2 atmosféře 
(Anaerobic Plus System HP II. Oxoid), enterokoky 
a koliformní bakterie byly inkubovány aerobně. Kulti­
vační doba byla 24 hodin pro koliformní bakterie 
a 48 hodin pro ostatní skupiny mikroorganismů, vše 
při teplotě 37 °C. Pět kuřat bylo stejným způsobem 
mikrobiologicky vyšetřeno ještě před rozdělením do 
skupin (nultý rozbor). Výsledky byly statisticky zpra­
covány a rozdíly mezi skupinami byly posuzovány Stu­
dentovým í-testem.

Z misek s Endo agarem z nultého a prvního rozboru 
bylo ze všech vzorků poměrným způsobem izolováno 
celkem 96 kmenů. Izoláty byly suspendovány v 5 ml 
fyziologického roztoku a bezprostředně identifikovány 
pomocí ENTEROtestu I a II (Lachema a.s., Brno). En­
terokoky izolované ze Slanetz a Bartley agaru stejným 
způsobem byly subkultivovány v GTK bujónu (Imu- 
na). Pouze grampozitivní, katalázonegativní kultury 
schopné růst v 6,5% NaCI (w/v) a 40% (v/v) žluči (tes­
továno podle autorů Devries aj., 1991) byly násled­
ně testovány pomocí STREPTOtestu (Lachema a.s., 
Brno). Jako doplňkové testy jsme provedli růst v GTK 
bujónu při teplotě 10 a 45 °C. Celkem bylo charak­
terizováno 105 kmenů enterokoků. Konečná identifika­
ce obou skupin mikroorganismů byla provedena pomo­
cí TNW systému (Česká sbírka mikroorganismů, 
Brno). Rozdíly mezi skupinami byly posuzovány X"- 
-testem

POKUSNÁ ZVÍŘATA

Ze souboru 45 kusů jednodenních kuřat (Ross) byly 
utvořeny dvě skupiny (pokusná a kontrolní) po 20 ku­
sech. Zbylých pět jedinců bylo mikrobiologicky vyšet­
řeno ještě před počátkem experimentu. Zvířata byla kr­
mena směsí BR I (kukuřičný šrot 40 %, pšeničný šrot 
24,5 %, sójový extrahovaný šrot 25 %, rybí moučka 
3,1 %, masokostní moučka 2,2 %, kvasnice 1 %, krm­
ný vápenec 1,2 %, dikalciumfosfát 1,6 %, krmná sůl 
0,1 %, aminovitan BR1 1,3 %). Krmivo neobsahovalo 
žádná antibiotika ani kocidiostatika.

Každé kuře pokusné skupiny dostalo ihned po ustá­
jení 0,2 ml suspenze (asi 1.10° živých buněk) L. sali­
varius 51R ve fyziologickém roztoku.

MIKROBIOLOGICKÉ ROZBORY

Z pokusné a kontrolní skupiny bylo první a 10. den 
po aplikaci (první a druhý rozbor) usmrceno po pěli 
kuřatech. Obsahy volat a slepých střev byly individu-

VÝSLEDKY

Výsledky mikrobiologických rozborů jsou uvedeny 
v tab. 1. L. salivarius 5 IR dominoval jak ve voleti, tak 
i ve slepých střevech kuřat pokusné skupiny 24 hodin 
po podání, neboť CPL a CPLR ve střevě pokusných 
kuřat byly prakticky totožné, zatímco rifampicin-rezis- 
tentní laktobacily nebyly u kontrolní skupiny vůbec de­
tekovány. Vysoké CPLR (více jak 107 živých buněk 
v I g tráveniny) byly v pokusné skupině nalezeny ještě 
10 dní po aplikaci. Počty enterokoků a koliformních 
bakterií byly ve voleti kuřat pokusné skupiny statistic­
ky významně nižší (P < 0,01) oproti kontrolní skupině 
jak první, tak 10. den po aplikaci. Mikroflóra slepých 
střev nebyla podáním L. salivarius 51 R ovlivněna.

Pomocí identifikačních testů bylo charakterizováno 
celkem 105 kmenů enterokoků (tab. II.) a 96 kmenů 
koliformních bakterií (tab. III.). Výsledky jsou uvedeny 
odděleně pro vole a slepá střeva. Mezi enterokoky měl 
největší podíl E. faecalis a mezi koliformními bakte­
riemi E. coli. Z celkového počtu enterokoků (ve voleti 
i slepých střevech dohromady) jeden den po aplikaci
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I. Počet bakterií v trávicím ústrojí kuřat po inokulaci L. sulivarius 51R - The numbers of bacteria in the alimentary tract of chickens after 
inoculation L. sulivarius 51R

Dny1
Vole2 Slepá střeva3

К P К P

0 1,51 ± 1,41 1,51 ± 1.41 0,46 ± 1.03 0,46 ± 1,03
CPL 1 8,37 ± 0,37 8,24 ± 0,45 8.29 ± 1,09 8.79 ± 0,23

10 8,26 ± 0,27 8,99 ± 0,12** 8,55 ± 0,42 9,25 ±0,12*

0 0 0 0 0
CPLR 1 0 8,20 ± 0,34** 0 8,79 ± 0.24**

10 0 7,15 ± 0,45** 0 7,01 ± 0,28**

0 5,22 ± 1,09 5,22 ± 1,09 9,17 ± 1,02 9,17 ± 1.02
EC 1 7,23 ± 0,35 4,65 ± 0,34** 9,74 ±0,15 9.76 ± 0,31

10 5,57 ± 1,05 3,22 ± 0,38** 7,44 ± 0.35 7,61 ± 0,31

0 5,64 ± 0,81 5.64 ± 0.81 7,68 ±1,71 7,68 ±1,71
ENT 1 7,14 ± 0,54 5,56 ± 0,28** 9.38 ± 0,37 9,56 ± 0,28

10 4.36 ± 0,70 2,80 ± 0,17** 6,77 ± 0,57 5,90 ± 0,35

* P < 0,05; ** P < 0,01
průmčr ± SD - mean ± SD (logU) cfu/g chymus)
К - kontrolní skupina - control group
P - pokusná (inokulovaná) skupina - test (inoculated) group
CPL - celkový počet laktobacilů - total counts of lactobacilli
CPLR - celkový počet laktobacilů rezistentních к rifampicinu - total counts of rifampicin-resistant lactobacilli
EC - koliformní bakterie - coliforms
ENT - enterokoky - enterococci

'days, ‘crop, 3caeca

11. Procentový podíl enterokoků ve voleti a slepých střevech jednodenních kuřat (0 hodin po aplikaci) a kuřat dvoudenních (24 hodin po 
aplikaci) ošetřených kulturou L. sulivarius 51R (pokus) a bez aplikace (kontrola) - Percentage occurrence of enterococci in the crop and 
caeca of I-day-old chickens (0 h after the administration) and 2-day-old chickens (24 h after the administration) treated with L sulivarius 
5IR (experimental group) or without the treatment (control group)

Druh (rod)1

Doba po aplikaci (h)2

0 24

vole3 střeva4
vole slepá střeva

kontrola5 pokus6 kontrola pokus

E. faecalis 94 83 56 83 11 29

E. durans - - - - 5 -

E. malodoratus - - 6 - - -

E. rafinosus - - - - - 6

E. solitarius - - - - 5 -

Enterococcus sp. 6 17 32 17 53 59

Streptococcus sp. - - - - 5 -

Neidentifikováno7 - - 6 - 21 6

Celkem” 100 100 100 KM) 100 100

Počet kmenů9 17 18 16 19 18 17

'species (genus), 2time after the administration (h), 3crop, 4caeca, ^control group, Experimental group, 7not identified, Ktotal. 9number of 
strains

tvořily u pokusných kuřat E. faecalis 57 %, E. rafino- 
sus 3 % a Enterococcus sp. 37 % (3 % nebyly identi­
fikovány) a u kontrolních kuřat E. faecalis 31 %, 
E. durans 3 %, E. malodoratus 3 %, E. solitarius 3 % 
a Enterococcus sp. 43 % (3 % byly Streptococcus sp., 
14 % nebylo identifikováno. Vyšší podíl E. faecium na

celkovém počtu enterokoků v pokusné skupině byl sta­
tisticky významný (P < 0,01). Z celkového počtu koli- 
formních bakterií u pokusné skupiny ve stejnou dobu 
tvořila E. coli 52 %, Escherichia sp. 9 %, Enterobacter 
cloacae 3 % a Proteus mirabilis 6 % (30 % neidentifi­
kováno) a u kontrolních kuřat E. coli 23 %, Escherichia
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III. Procentový podíl koliformních baktérií ve voleti a slepých střevech jednodenních kuřat (0 hodin po aplikaci) a kuřat dvoudenních 
(24 hodin po aplikaci) ošetřených kulturou L salivarius 51R (pokus) a bez aplikace (kontrola) - Percentage occurrence of eoliforms in the 
crop and caeca of 1-day-old chickens (0 h after the administration) and 2-day-old chickens (24 h after the administration) treated with 
L salivarius 5IR (experimental group) or without the treatment (control group)

Druh (rod)1

Doba po aplikaci (h)-

0 24

vole3 střeva4
vole slepá střeva

kontrola6 pokus5 kontrola pokus

E. coli 29 33 24 47 21 56

Escherichia sp. 15 39 29 7 43 11

Citrobacter koseri 14 17 - - - _

Enterobacter cloacae 21 - - 6 7

Enterobacter sp. - - 6 - -

Proteus mirabilis - - - - - 1 1

Neidentifikováno7 21 11 41 40 29

Celkem8 100 100 100 100 100 100

_____ Počet kmenů9___________ 14 18 17 15 14 18

’species (genus), 2time after the administration (h), "crop, dcaeca, "control group, 'experimental group, 7not identified, "total, 'number of strains

sp. 35 %, Enterobacter cloacae 3 % a Enterobacter sp. 
3 % (35 % neidentifikováno). Pomocí ENTEROtes- 
tu I a II ve spojení s numerickým identifikačním prog­
ramem TNW se podařilo určit 48 % izolátů na úroveň 
druhu, 25 % na úroveň rodu a 26% nebylo identifiko­
váno. Pomocí STREPTOtestu bylo stejným způsobem 
určeno 63 % kmenů na úroveň druhu, 31 % na úroveň 
rodu a 6 % nebylo identifikováno.

DISKUSE

Laktobacily jsou nejčastější účinnou složkou pro- 
biotik pro monogastry (Fuller, 1992). L. salivarius 
5IR prokázal dobré schopnosti kolonizovat trávicí 
ústrojí jednodenních kuřat. Rezistence vůči rifampicinu 
se ukázala jako vhodná pro zpětnou detekci perorálnč 
aplikované kultury. Uvedená vlastnost je chromozo- 
málně kódována (S a I v at aj., 1992) a je tudíž stabil­
ním znakem. U kontrolních zvířat se podle našich zku­
šeností CPLR pohybují obvykle na velmi nízké úrovni 
(méně než 10“ v I g tráveniny), zpravidla jsou však 
zjišťovány nulové hodnoty. Rozhodující vlastností pro 
přežití L. salivarius 51R ve střevě byla zřejmě schop­
nost rychle se množit ve zvlhčené krmné směsi a zřej­
mě i v trávicím ústrojí kuřat.

L. salivarius 5IR rovněž prokazatelně inhiboval en- 
terokoky a koliformní bakterie ve voleti. Enterokoky 
a streptokoky mohou působit závažná onemocnění 
zvláště u mladé drůbeže (Devriese aj., 1994). Rov­
něž kolibacilózy jsou nejčastější u kuřat ve věku 
2-10 dnů (L e i t n e r a Heller, 1992). Kmen 51R 
by mohl proto působit jako prevence proti těmto cho­
robám. Zdá se, že nejvhodnější doba aplikace by byla 
již v líhni, neboť jednodenní kuřata, použitá v tomto 
pokusu, byla již bohatě osídlena bakteriemi rodů Es­
cherichia a Enterococcus.

Numerický identifikační program TNW patří v Čes­
ké republice к nejpoužívanějším systémům podobného 
druhu. Urbanová a Páč o v á (1994) použily ten­
to program к identifikaci gramnegativních fermentují- 
cích bakterií izolovaných ze syrového kravského mlé­
ka. Pomocí ENTEROtestu I а II se jim podařilo určit 
alespoň na úroveň rodu 96,25 % kmenů. Úspěšnost 
stejné metody identifikace v této studii byla tedy poně­
kud nižší (73 %). Lepších výsledků bylo dosaženo 
v identifikaci enterokoků, kde na úroveň rodu se poda­
řilo identifikovat 94 % izolátů. Mezi enterokoky byl 
nejčastěji nalezen E. faecalis, ostatní druhy byly iden­
tifikovány pouze ojediněle, což souhlasí s údaji, které 
publikoval Devriese aj. (1991). Pokusná skupina 
vykazovala první den po aplikaci statisticky významně 
vyšší vyšší podíl E. faecalis a oproti kontrolní skupině 
měla rovněž menší druhové složení enterokoků. Je tedy 
možné, že L. salivarius 51R brzdil osídlování trávicího 
ústrojí novými druhy enterokoků.
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CHARACTERISTICS OF ENTEROCOCCI AND STAPHYLOCOCCI
ISOLATED FROM THE CROP AND CAECUM OF JAPANESE
QUAILS EXPOSED TO MICROGRAVITY CONDITIONS

CHARAKTERISTIKA ENTEROKOKOV A STAFYLOKOKOV - 
IZOLÁTOV Z HRVOEA A ZO SLEPÉHO ČREVA JAPONSKÝCH 
PREPELÍC VYSTAVENÝCH GRAVITAČNÝM PODMIENKAM
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ABSTRACT: Ten selected strains of enterococci and staphylococci were isolated from the crop and caecum of Japanese 
quails exposed to microgravity conditions. Isolates were allotted to the species Enterococcus gallinarum, Ent. avium. Ent. 
faecium, Staphylococcus gallinarum and Staph, aureus. Isolated strains were facultatively anaerobic, non-motile, Gram-po­
sitive cocci, occurring in pairs, short chains or irregular clusters. Isolates utilized most of the soluble sugars tested and 
produced bacteriocin-like substances. Enterococci and staphylococci were resistant to monensin (50 mg/l) and sensitive to 
tylosin and virginiamycin (10 mg/l).

microgravity; crop; caecum; Japanese quail; enterococci; staphylococci; additives; metabolic properties; bacteriocin

ABSTRAKT: Desať vybraných kmeňov enterokokov a stafylokokov - izolátov z hrvofa a zo slepého čreva Japonských 
prepelíc. ktoré boli vystavené podmienkam gravitácie. bolo testovaných s ciefom ich fenotypickej determinácie ako aj s cie- 
lom sledovat’ ich metabolické vlastnosti (ureáza, produkcia kyselin, produkcia bakteriocínov) a rezistenciu či citlivost' na 
antimikrobiálne aditíva. Izolované kmene představuji! fakultativně anaerobně, nepohyblivé, Gram-pozitívne koky, ktoré boli 
na základe výsledkov fenotypických testov zaradené ku druhom; Enterococcus faecium. Ent. avium, Ent. faecium. Staphylo­
coccus gallinarum a Staph, aureus. Bakteriocin - like substancie produkujúce enterokoky a stafylokoky prejavili rezistenciu 
na ionphor monensin (50 mg/L) a citlivost’ na aditívum tylozín a virginiamycin (10 mg/L).

mikrogravitácia; hrvof; slepé črevo; Japonská prepelica; enterokoky; stafylokoky; bakteriocin; aditíva; metabolické vlastnosti

INTRODUCTION

The long-term stay of the man in space depends on 
the development of an automatic biological ecosystem 
with enormous stability. This ecosystem will be based 
on associations of autotrophic organisms (Boďa, 
1992). Japanese quail seems to be a suitable heterotro­
phic organism for this purpose, thanks to its adaptibili­
ty, small size and short generation time. Previous re­
search on Japanese quail included investigation of 
endocrine functions, embryonic development and pro­
ductivity (Hutcheson et ah, 1980; Boďa et ah, 
1991). Regarding the microbiological aspect, in our 
previous study the total counts of the bacterial groups 
detected in the crop and caecum of Japanese quail ex­
posed to microgravidity conditions were reported

(Lauková et al., 1991). There were enterococci and 
staphylococci presented as the largest groups of the 
microorganisms selected (log 10, 3.7 ± 0.25 and 4.0 ± 
0.13 cfu/ml). In 1989, Mead found in chicken 10l(> 
cells of enterococci per 1 g of faecal content. D e v r i - 
ese et al. (1991) identified the species Enterococcus 
faecium and Ent. faecalis as the dominant bacteria in 
the crop and caecum of chicken. Other important spe­
cies of enterococci detected in the digestive tract of poul­
try include Ent. avium and Ent. galliarum. As far as we 
know, staphylococcal species associated with the ali­
mentary tract of poultry especially of quail have not 
been reported in ±e literature. Only preliminary identifi­
cation of some staphylococcal isolates from Japanese 
quail was reported in our previous study (Lauková et 
ah, 1993).
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Therefore, the aim of this paper was to present 
physiological and biochemical characteristics of en­
terococci and staphylococci isolated from quail's crop 
and caecum as well as by this way to obtain detailed 
information about these species especially those ex­
posed to microgravity conditions. Moreover, the 
knowledge presented could also be used in the com­
parative microbiological studies.

MATERIAL AND METHODS

Four Japanese quail (3 females and 1 male), 15 days 
old initially, were used. The quails were fed a concen­
trate paste consisting of fish meal (5%). dried yeast 
(2.5%), dried skimmed milk (I%), soybean meal 
(40%), grain (47.3%), salt (0.2%), feed limestone 
(1.5%), mineral feed additive MKP2 (1.5%) and addi­
tive of biofactors (I%). Quails spent 7 days on board 
of the orbital station „Mir“ under microgravity condi­
tions. The birds were killed after flight and samples of 
crop and caecal contents removed. Samples were mixed 
with 50% glycerol (v/v) diluted in phosphate buffer and 
kept on dry ice until processed in the laboratory.

Bacterial strains. Samples of crop and caecal con­
tents were serially diluted and aerobically cultured on 
Mannitol Salt Agar (Oxoid) for staphylococci and Fae­
cal Streptococcal Detecting Agar (Imuna Šarišské 
MichaFany, Slovakia) enriched with 5% of defibrinated 
sheep blood for enterococci at 37 °C. Colonics were 
purified and representative strains were identified as 
described by Schleifer (1984) and D с V r i c s C Ct 
al. (1993) using commercial Staphy- and Strcpto-tcsls 
(Lachema Brno, Czech Republic). Coagulase activity 
in staphylococci was also determined according to the 
commercial Sevatest Staphylo PK (Imuna Šarišské 
MichaFany. Slovakia).

In total, 60 strains were examined: 40 from the cae­
cum and 20 from the crop. Six caecal isolates and four 
isolates from the crop - representatives of the indivi­
dual species detected were chosen for further study. 
Isolates were cultivated in Nutrient Broth and Agar 
No. 2 (Imuna Šarišské MichaFany, Slovakia) and Todd- 
-Hcwitt Agar and Broth (Oxoid).

Biochemical and Physiological tests. The ability to 
ferment various sugars was also tested in the vitamin­
-mineral medium of Hayashi and Kozaki (1980) 
supplemented with 0.1 % yeast extract (without fermen­
tation tests included in commercial kits). Substrates 
were added at 4 g/1. The growth was assessed as visible 
turbidity at 24 h. Slightly visible growth was confirmed 
by measurements of optical density. Fermentation of 
eight sugars in staphylococci and seven sugars in en­
terococci was examined by this way.

The catalase test was performed according to M ac 
Faddin (1976). Haemolysis was screened on VL 
Agar (Imuna Šarišské MichaFany, Slovakia) with 10% 
of defibrinated sheep blood. Urease activity was mea­
sured according to Cook (1976) and expressed in 
nkat/ml.

Production of bacteriocin-like substances was de­
tected according to Skalka ct al. (1983). Indicator 
organisms are listed in Tab. 1. Staphylococcus aureus 
CB 44 from the Culture Collection of Veterinary Uni­
versity (Brno. Czech Republic) and Ent. faecium AL6 
(own isolate) were used as positive control.

I. Indicator organisms used for detection of bacteriocins in entero- 
coccal and staphylococcal isolates

Strain Origin

Staphylococcus aureus LS 1

Staphylococcus sp. LS4

Staphylococcus sp. S3

Staphylococcus warnen SW34

Enterococcus sp. EHRI

Enterococi us gallinarum EG 13

Enterococcus faecalis ED4 

Enterococcus faecalis JUKI 

Streptococcus bovis 603 

Escherichia coli ECI

caecum of Japanese quail1 

caecum of Japanese quail1 

crop of Japanese quail* 

rumen of lamb* 

crop of Japanese quail* 

crop of Japanese quail* 

rumen of sheep* 

clinical isolate2 

rumen of calf­

rumen of deer*

’this laboratory, "University of Modena, 'institute of Experimental 
Veterinary Medicine. Kosice

Metabolism of glucose. Fermentation of glucose 
was followed in the medium of Hayashi and 
Kozaki (1980), supplemented with 0.1% yeast ex­
tract. Glucose was added al 4 g/l. Cultures were incu­
bated overnight at 37 °C. Glucose (detected by glucose 
oxidase-peroxidasc method) was completely utilized in 
all strains. Lactate and ethanol were determined in mi­
crodiffusion chambers (Conway. 1957), succinate 
by an enzymatic method (Clark and Porteous, 
1964) and formate colorimetricaily (Sloat and 
Mah, 1984). Acetate was determined by gas liquid 
chromatography (Ottenstein and Bartley, 
1971).

Sensitivity to antomicrobial feed additives. 
Sensitivity to ten antimicrobial feed additives was 
tested. Cyadox (quinoxaline derivative), nitrovin, baci­
tracin and tylosin were obtained from Pharmaceutical 
Works (Prague, Czech Republic). Monensin was sup­
plied by Elanco (Indianapolis. USA), salinomycin by 
Hoechst (Frankfurt, Germany), virginiamycin by Smith 
Kline and French (Genwal, Belgium), lasalocid by 
Hoffman La Roche (Basel, Switzerland) and avoparcin 
by Cyanamid of Great Britain (Gosport). Nourse- 
othricin was obtained in the Institute of Microbiology 
and Experimental Therapeutics (Jena, Germany). 
Avoparcin was dissolved in water, cyadox and nitrovin 
in dimctyl sulphoxide and other antimicrobials in etha­
nol. Solutions were sterilized by filtration and added to 
sterile media to obtain concentrations of 10 and 
50 mg/1. A control contained an equivalent amount of 
solvent. Cultures were incubated at 37 °C for 24 h. The 
growth was assessed as visible turbidity.
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II. Biochemical and physiological characteristics of enterococci isolated from the alimentary tract of Japanese quail

Strain

Crop isolates Caecal isolates

Fermentation of

Sorbitol - - - + + w

Melezitose - - - + V V

Raffinose V + - 4- w

Inulin - - - V + w

Glycerol V V V + + +

Other tests

Hippurate ND ND + w V +

Ammonium from arginine + + + V + +

Voges-Proskauer test V + V V + +

Growth in 6.5% NaCl + + + w + +

RESULTS AND DISCUSSION

All isolated strains were facultatively anaerobic, 
non-motile. Gram-positive cocci, occurring in pairs, 
short chains or irregular clusters. All enterococcal 
strains fermented glucose, fructose, mannose, arabi­
nose, cellobiose, maltose, sucrose, lactose and manni­
tol. Sorbitol, melezitose and inulin were not fermented 
in crops isolates. All strains were haemolytic and gave 
positive reaction in the bile-esculin test. Results of 
other tests are in Tab. II. Staphylococci fermented glu­
cose, fructose, mannose, galactose, arabinose, cello­
biose, maltose, sucrose, lactose, trehalose, glycerol and 
mannitol. All strains were haemolytic, grew on 15% 
NaCl agar and contained alkaline phosphatase activity. 
All strains produced acetoin. Nitrate-reducing strains 
SGI and SG2 did not produce coagulase. On the other 
hand, coagulase-producing strains SA7 and S2 did not 
reduce nitrate to nitrite (Tab. III). Based on the ob­
served characters the isolates were allotted to the spe­
cies Enterococcus gallinarum (EG 12, EG 10, EG1, 
EG 13). Ent. avium (EA7), Ent. faecium (EF9), Staph, 
gallinarum (SGI, SG2) and Staph, aureus (SA7, S2).

III. Chemical and physiological characteristics of staphylococci iso­
lated from the alimentary tract of Japanese quail

Characteristic
Strain

Crop isolate Caecal isolates

S2 SA7 SGI SG2

Nitrate reduction - - + +

Coagulase + + - -

Catalase V + - -

All isolates (except SGI strain) produced bacte- 
riocin-like substances which inhibited the growth of at 
least 1 out of 10 indicator organisms (Tab. IV). The 
indicator Staphylococcus sp. S3 was not inhibited by

screened strains. The widest antimicrobial spectrum 
was found in strains EG13, EA7, EG10 and EG12. 
Generally, caecal isolates appear to be better producers 
of bacteriocin-like substances than isolates from the 
crop. In controls - isolates from birds unexposed to 
microgravitation the similar bacteriocin activities were 
determined (unpublished data). Moreover, at this mo­
ment Ent. avium EA7 strain is studied in detail in bac­
teriocin production with the aim to purify it. Antibiotic 
activity observed in enterococci was higher than in 
staphylococci. This activity was comparable with the 
same species of the control quail isolates (Lanková 
et al., 1991).

The principal end-product of glucose fermentation 
in the isolates studied was lactate accompanied by for­
mate, succinate and ethanol (Tab. V). Amounts of 
metabolites other than lactate were usually small. No 
production of acetate was found.

Average urease activity 3.3 ± 0.12 nkat/ml was 
measured in caecal isolates as well as in crop isolates. 
The highest urease activity was detected in Ent. galli­
narum EGH13 strain (5.26 ± 0.36) and Staph, aureus 
SA7 (3.7 ±0.13 nkat/ml). Comparing with controls 
(average urease activity 4.6 ± 0.05 nkat/ml) urease ac­
tivity in isolates was not significantly influenced by 
microgravitation (unpublished data).

All strains tested were resistant to monensin 
(50 mg/1) and sensitive to tylosin and virginiamycin 
(10 mg/1). Sensitivity to other antimicrobials is shown 
in Tab. VI. There are several reports on sensitivity of 
enterococci and staphylococci to antimicrobial feed ad­
ditives. Marounek et al. (1989) found that Ent. 
(formely Streptococcus') faecium M-74 was sensitive to 
ionophores, avoparcin, tylosin and resistant to cyadox. 
Dutta and Devriese (1984) listed this species 
among bacteria resistant to monensin. L a u к o v á and 
Marounek (1992) demonstrated rumen staphylo­
cocci to be mostly sensitive to tylosin and resistant to 
cyadox. Their sensitivity to avoparcin and monensin 
was variable. Our data agree with these findings.
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IV. Bacteriocin-like activities of enterococcal and staphylococcal isolates from the alimentary tract of Japanese quails

i Indicator organisms1

Crop isolates Caecal isolates

EF9 EG1 EG 13 S2 EA7 EG 10 EG 12 SA7 SG2

Staphyloccoccus sp. LS4 - ++ + - + + + - -

Staphylococcus warneri SW34 +(h) +(h) +(h) + +(h) +(h) - - -

Enterococcus gallinarum EG3 - - - +(h) +(h) + +(h) - +(h)

Enterococcus sp. EP3 - ++ + - + ++ ++ - -

Enterococcus sp. EHRI - - - - - - +(h) - -

Enterococcus faecalis JH81 - - +(h) - +(h) +(h) +(h) +(h) -

Enterococcus faecalis ED4 - - - - - - +(h) - -

Streptococcus bovis 603 +(h) +(h) -

Escherichia coli ECI - - - - + + -

I - all strains were resistant to monensin at concentration 50 mg/l and sensitive to tylosin and virginiamycin at concentration 10 mg/l 
R - resistance; S - sensitivity; v - variable reaction

1 - Staphylococcus sp. S3 was not inhibited by screened bacteria. 2 - Staphylococcus gallinurium SGI inhibited all indicator strains, 
+ - zones of inhibiton 2-4 mm; ++ - zones of inhibition more than 5 mm; h - hazy zones

V. Urease activity and production of metabolic end-products of glucose1 fermentation in enterococci and staphylococci isolated from the 
alimentary tract of Japanese quails

Strain

Crop2 Caecum

EF9 EGI EG 13 EA7 EGIO EG 12 SA7 SGI SG2

Urease (p.kat/1) 2.2 ± 0.2 4.2 ± 0.2 5.3 ± 0.4 2.5 ± 0.5 2.4 ± 0.1 0.4 ± 0 3.7 ± 0.1 0.2 ± 0 0.7 ± 0

Lactate (mmol/1) 24.8 24.8 26.2 23.5 24.7 21.3 20.8 20.4 21.7

Formate (mmol/1) 0.7 - 0.7 - - - 0.7 4.8 2.5

Succinate (mmol/1) - - 0.3 - 0.3 0.3 0.1 - -

Ethanol (mmol/1) - - - - - 0 3 2.2

I - glucose: 4 g/L 2 - culture of Staphylococcus aureus S2 was not analysed

VI. Sensitivity of enterococci and staphylococci to antimicrobial feed additives

Additives Concentration 
(mg/l) Crop isolates Caecal isolates

EF9 EGI EG 13 S2 EA7 EG 10 EGI2 SA7 SGI SG2

Cyadox
10

50

R

S

R

R

S R

R

R

R

S

s
R

S

R

R

R

R

R

R

Nitrovin
10

50

R

R

R

R

S

S

S

S

R

R

s
s

R

R

S

S

S

S

S

S

Bacitracin
10

50

R

R

R

R

R

R

s
s

R

R

R

R

R

R

S

S

S

S

S

S

Avoparcin
10

50 R S

R R S

S

R

R

R

R

R R R

R

Lasalocid
10

50

R

R

R

R

R

R

S

S

R

R

R

R

R

R

R

R

S

S

S

S

Salinomycin
10

50

R

R

R

R

R

R

S

s
S

s
S

S

R

R

S

s
S

s
s
s

Nourseothricin
10

50

R

R

R

R

R

R

s
s

R

R

R

R

R

R

s
s

s
s

s
s
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Staphylococci were somewhat more sensitive to an­
timicrobials than enterococci.

In conclusion, this work was undertaken to obtain 
more information on bacteria inhabiting the alimentary 
tract of birds. Tabs, the II—VI present data on the prop­
erties of enterococci and staphylococci isolated from 
the crop and caecum of Japanese quail. The study of 
enterococci and staphylococci may be of practical use 
when searching for new probiotics, i. e. live microbial 
preparations which prevent the colonization of the gut 
by pathogens and supply enzymes, vitamins and nutri­
ents to the host. Koniarová et al. (1993) reported 
a positive influence of bacteriocin-producing Ent. 
faecium strains on health of chicken infected by a pa­
thogen. Crawford etal. (1980) and Hutcheson 
et al. (1980) demonstrated a benefitial effect of Lacto­
bacillus acidophilus on performance of calves exposed 
to stress conditions. Thus it is possible that the use of 
dietary adjuncts based on Ent. gallinarum EG 12 (or on 
similar bacterium) could improve the well-being of 
birds exposed to stress (e. g. the space flight).
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USE OF A POLYURETHANE CARRIER FOR ASSESSING
THE SURVIVAL OF HELMINTH EGGS IN LIQUID BIOLOGICAL
SLUDGES

POUŽITIE POLYURETANOVÉHO NOSIČA PRI HODNOTENÍ 
PREŽÍVANIA VAJÍČOK HELMINTOV V TEKUTÝCH 
BIOLOGICKÝCH KALOCH

P. Plachý, P. Juris

Parasitological Institute, Slovak Academy of Sciences, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: Soft expanded polyurethane (plastic foam) was used as an egg carrier. A carrier of helminth eggs and a method 
for their isolation were tested. They proved applicable to evaluation of the survival of helminth eggs in liquid biological 
substrates (sludges, liquid excrements). The inside of the carrier was inoculated with 1,000 ± 50 Ascaris suum eggs. After 
21 days of incubation in an aerated medium at room temperature, 660.7 (66.1%) eggs were isolated on the average (n = 10, 
Tab. I). The carriers incubated in the medium at 4 °C yielded 716.2 eggs (71.6%) on the average (Tab. II). The intactness of 
the carriers in helminth eggs was proved during 21 days of incubation in aerated medium when the detected mean percentage 
of embryonated eggs was 80.5 % (Tab. I). From the carriers kept at 4 °C for 21 days and subsequently incubated 76.6% of 
embryonated eggs were recovered on the average (Tab. II). Control showed 80.95% of embryonated eggs on the average, 
which is a statistically insignificant difference (P < 0.05). With the use of the carrier more than a 13-fold increase in the 
viable eggs was recorded, compared with a 5% yield obtained at a direct inoculation into liquid substrates. This method is 
rewarding for its optimization of experimental results and for reducing the number of eggs used in the experiments.

polyurethane carrier; helminth eggs; sewage sludge; liquid excrements

ABSTRAKT: Bol testovaný nosič a metoda izolácic vhodná pre sledovanie prežívania vajíčok helmintov v tekutých biolo­
gických substrátoch (kaly, tekuté exkrementy hospodářských zvicrat). Ako nosič vajíčok bol použitý mákký fahčený poly­
uretan (molitan). Po inokulácii I 000 ± 50 vajíčok Ascaris suum do vnútra nosiča a 21-dňovcj inkubácii při laboratórnej 
teplotě v prevzdušňovanom médiu bolo izolovaných v priemere 660,7 (66,07 %) vajíčok (n = 10, tab. I). Z nosičov uložených 
v médiu pri teplotě 4 °C bolo izolovaných v priemere 716,2 (71,6 %) vajíčok (tab. II). Pri dókaze intaktnosti nosičov 
к vajíčkam helmintov počas 21-dňovej inkubácie v prevzdušňovanom médiu sme zistili v priemere 80,5 % cmbryonovaných 
vajíčok (tab. I). Z nosičov umiestnených při teplote 4 °C 21 dní a následnej inkubácii izolovaných vajíčok bolo v priemere 
76,6 % embryonovaných vajíčok (tab. II). V kontrole bolo cmbryonovaných vajíčok v priemere 80,95 %, čo v porovnaní 
s pokusnými skupinami nepředstavuje štatisticky významný rozdiel na hladině významnosti P < 0,05. Výťažnosť vajíčok bola 
pri použití nosiča viac ako 13-násobne vyššia v porovnaní s výťažnosfou 5% pri priamej inokulácii do tekutých substrátov. 
Výhodou metódy je optimalizácia výsledkov experimentov a zníženie počtu vajíčok používaných v experimentoch.

polyuretanový nosič; vajíčka helmintov; čistiarenské kaly; tekuté exkrementy

INTRODUCTION

The principal objective of the conventional munici­
pal and agricultural waste treatment is the reduction of 
organic and anorganic pollution, odour and the number 
and viability of pathogens.

The parasite pathogenic germs are able to survive 
the waste treatment processes and tend to concentrate 
in biological sludges. These are subsequently treated by 
various aerobic and anaerobic stabilization processes. 
At present, still other methods for sludge disinfection 
are being used or developed, based on various physical 
and biologico-chemical processes (composting, pas­

teurization, electrolysis) - Pike et al. (1988), 
Novák (1994).

For tracing the effect of various technologies on the 
survival of endoparasitic germs under laboratory, pilot 
and operating plant conditions, the most frequently 
used method is the direct inoculation of pathogens into 
sludges or excrements (Juriš et al., 1992). A draw­
back of this method is the need for a large quantity of 
model helminth eggs (even in relatively small labora­
tory fascilities). They are diffused, stuck to the walls 
and other parts of the equipment and to substrate par­
ticles and their recovery is therefore very low, which 
consequently affects the assessment of the results.
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In evaluating the effect of various abiotic and biotic 
factors on helminth eggs in liquid biological substrates 
(liquid livestock excrements, sewage sludges) treated 
by various technological processes, it is necessary to 
maintain the contact between the pathogens and the 
medium and at the same time to meet the requirement 
for their high recovery. This provides for the more ob­
jective evaluation of the efficiency of technological 
process in terms of its effect on helminth pathogens, 
which subsequently makes it possible to estimate the 
hygienic and epidemiological risks of applying sub­
strates treated by different technologies to soil (fertili­
zation).

Sedláček and Stoklasová (1977) used for 
this purpose glass-reinforced plastic bags which were 
placed into the digestion tanks of the municipal treat­
ment plant. Ilsoe et al. (1990) used nylon bags for 
putting Taenia saginata eggs in soil and followed their 
survival under conditions of Denmark.

In studying the survival of Ascaris suum eggs in 
sludge beds of waste treatment plants, Plachý and 
Juris (1995) used a capronic fabric to prevent the 
eggs from leaking into the sludge.

The presented study was designed to search for 
a suitable carrier of helminth eggs, which would in­
crease their recovery, compared with the direct inocu­
lation.

content was poured through a 1mm mesh screen in 
a centrifuge tube. The polyurethane crumbs retained on 
the screen, were washed 4 times with 10 ml of physio­
logical saline, the remaining water was squeezed out by 
a spatula and the liquid content filled to give 100 ml. 
The liquid in the tube was centrifuged at 1,500 for 
15 min. The supernatant was exhausted carefully, filled 
with saturated saccharose solution of specific weight 
1300 and centrifuged. The tubes were filled up to the 
margin with flotation solution, covered with glass 
plates 10 x 10 cm and allowed to flotate for about 
30 min. Helminth eggs were then examined under 
a light microscope.

VERIFICATION OF THE EGG ISOLATION METHOD 
AND OF CARRIER INTACTNESS

Two experiments were carried out to determine the 
efficiency of egg isolation from carriers and two other 
experiments to verify the intactness of material and 
feasibility of the method. Twenty polyurethane, cube­
-shaped carriers with the edge of 1.5 cm were used. 
A suspension of 1,000 ± 50 non-embryonated Ascaris 
suum eggs was injected with an automatic pipette in the 
mid-part of carriers. The inoculated carriers were

MATERIALS AND METHODS

In the experiments we used non-embryonated As­
caris suum eggs isolated from the distal portion of the 
uterus of sexually mature females, suspended in saline 
(Costello, 1961) at the amount of 1000 + 50 (+ SD - 
standard deviation) specimens in 1 ml.

SELECTION OF CARRIER AND ITS CHARACTER

Among various materials for making egg carriers, 
we selected a porous cellular plastic - soft expanded 
polyurethane, commercially known as plastic foam. It 
is an additive product of polyisocyanates and com­
pounds with a high content of hydroxylic groups (CSN 
64 5480). It consists of a network of interconnected 
cells, resembling a honeycomb. Eggs are placed with 
a micropipette inside the carrier. Its polyurethane struc­
ture allows for a sufficient contact of helminth eggs 
with the environment, preventing them from release 
and consequently improving their recovery.

ISOLATION OF PATHOGEN FROM CARRIERS

A polyurethane carrier was cut in a Petri dish into 
small pieces. The obtained crumbs were put in a glass 
mixing bowl, filled with 50 ml of physiological saline 
and mixed at low speed for 30 seconds. The mixed

1. Microscopic structure of a polyurethane carrier with adhered At- 
caris suum eggs (magnified)
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1. Number of embryonated Ascaris suum eggs isolated from carriers after 21 days of incubation in aerated medium at room temperature

Carrier No. isolated eggs1 % isolated eggs No. embryonated eggs % embryonated eggs 1

1 623 62.3 495 79.5

2 685 68.5 529 77.2

3 714 71.4 616 86.3

4 692 69.2 563 81.4

601 60 1 423 70.4

6 676 67.6 598 88.5

7 721 72.1 612 84.9

8 613 61.3 483 78.8

9 648 64.8 579 89.4

10 634 63.4 463 73.0

Mean 660.7 ± 42.7 66 1 536.1 ± 67.7 80.9

’each carrier was inoculated with 1,000 ± 50 eggs (+ SD)

II Number of embryonated Ascaris suum eggs isolated from carriers kept at 4 °C for 21 days and subsequently incubated at 24 °C for 21 days

Carrier No. isolated eggs1 % isolated eggs No. embryonated eggs % embryonated eggs

720 72 573 79.6

2 682 68.2 569 83.4

3 716 71.6 581 81.1

4 648 64.8 482 74.4

5 723 72.3 566 78.3

6 734 73.4 571 77.8

7 758 75.8 552 72.8

8 710 71 542 76.3

9 743 74.3 491 66.1

10 728 72.8 551 75.7

Mean 716.2 ± 31.3 71.62 547.8 ± 34.4 76.6

’each carrier was inoculated with 1,000 + 50 eggs

placed in 2 beaker flasks, each holding 10 carriers, 
embedded in culture medium (150 ml 0.8% NaCl solu­
tion). The carries were burdened by beakers 1 cm 
smaller in diameter than those containing the culture 
medium. During the experiment, the carries were kept 
immersed in the mid-part of the culture medium co­
lumn by addition of water as weight. One flask was 
kept in a refrigerator at 4 °C. The culture medium in 
the second flask was aerated by an aquarium pump at 
room temperature. As control were used eggs from the 
same culture, kept under the same conditions but dif­
fused free in culture medium in 10 beaker flasks with 
the inflow of air. After 21 days of incubation the eggs 
were isolated from the carriers and culture medium 
(control) and the number of those that developed into 
infective stage was counted. The eggs kept on carriers 
in a refrigerator were placed in Petri dishes and incu­
bated at 24 °C to reach infective stage for 21 days. 
Larvae L2 exhibiting active motility in the eggs when 
approached by the light microscope condenser were 
used as the criterion for determination of the viability 
of eggs. Any deviations in the development or immo- 
tility of larvae were considered as non-viable eggs.

Data were statistically evaluated using a test of rela­
tive numbers (Reisenhauer, 1970).

RESULTS

EFFICIENCY OF ISOLATION

In using the above-described procedure of 1,000 + 50 
inoculated Ascaris suum eggs in one carrier incubated 
in aerated medium at room temperature for 21 days 
660.7 (66.07%) eggs were recovered on the average 
(Tab. I).

From 10 carriers kept at 4 °C for 21 days the average 
of isolated eggs was 716.2 (71.6%) (Tab. II).

INTACTNESS OF CARRIER

With the evidence of the carrier intactness in re­
lation to helminth eggs for 21 days of incubation in 
aerated medium, 80.5% of embryonated eggs were de­
tected on average (Tab. I). From the carries kept at 4 °C
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III. Number of infected eggs dispersed freely in culture medium 
(control)

Carrier No. embryonated eggs1 % embryonated eggs

1 161 80.5

2 155 77.5

3 153 76.5

4 163 81.5

5 170 85.0

6 165 82.5

7 162 81.0

8 166 83.0

9 159 79.5

10 165 82.5

Average 161.9 ± 5.2 80.95

'in each sample 200 eggs were evaluated

for 21 days and after a subsequent incubation of iso­
lated eggs, 76% eggs were embryonated on average 
(Tab. II). Control showed 80.95% embryonated eggs on 
average (Tab. Ill), which is no statistically significant 
difference (P < 0.05) compared with the experimental 
groups. Eggs in the experimental and control groups 
were developing evenly without anomalies throughout 
the entire period of incubation (21 days).

DISCUSSION

The results show that the helminth egg carriers and 
the method for isolation of helminth propagative stages 
are applicable and efficient. The polyurethane carriers 
proved advantageous for their low price, simple inocu­
lation and isolation of pathogens. Compared with the 
method using for instance nylon or glass-reinforced 
bags that must be sealed and secured to prevent eggs 
from escaping, this carrier can be made by a single 
cutting of a block of the material. The cellular structure 
of polyurethane keeps eggs from floating away since 
they adhere by their surface layer to its beams. The 
contact with the environment is preserved, allowing for 
the change of gasses, change in pH and for other factors 
that may have an effect on the pathogens studied.

In technological processes where the carriers may be 
mechanically damaged, they can be protected by being 
placed in plastic bottles with opening on the surface. 
Compared with the direct inoculation of helminth eggs 
into the tested substrate, where aerobic stabilization of 
pig slurry (Juriš ct al.. 1993) and sewage sludges 
(Plachý ct al., 1994) yielded 2-8% of recovered

eggs, this experimental laboratory method gave the 
yield many times higher.

These results were verified in experiments tracing 
the survival of helminth eggs in aerobic and anaerobic 
processes of wastewater, biological sludge and live­
stock liquid excrements - treatment both under labora­
tory and pilot plant conditions. In addition to its other 
benefits, this method saves biological material - 
helminth eggs and makes the evaluation of experimen­
tal results more accurate.
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COMPARISON OF MOUSE AND CHICK EMBRYO LIVER
AND HEPATOMA CELL LINES AS MODEL SYSTEMS USED
FOR ENZYMOLOGICAL ESTIMATION OF TOXICITY POTENTIALS 
OF ORGANIC POLLUTANTS*

SROVNÁNÍ JATER MYŠÍ A KUŘECÍHO EMBRYA A HEPATOMA 
BUNĚČNÝCH LINIÍ JAKO MODELOVÝCH SYSTÉMŮ
PRO ENZYMOLOGICKÉ STANOVENÍ POTENCIÁLŮ
TOXICITY ORGANICKÝCH POLUTANTŮ

M. Machala1, L. Mátlová2, K. Nezveda1, J. Turánek1, P. Hořavová1, M. Granátová1, 
Z. Nevoránková1

1 Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic
‘Masaryk University, Faculty of Science, Brno, Czech Republic

ABSTRACTS: Cytochromes P450-dependent monooxygenase activities were determined and compared in mouse liver 
microsomes and in hepatoma cell homogenates after exposure to prototype inducers of individual P450 enzymes. In vivo 
inductions of levels of mouse hepatic monooxygenase activities have been found as effective biochemical markers of toxicity 
potentials of a series of classes of xenobiotics (CYP1A induction for toxic effects of 2,3,7.8-tctrachlorodibenzo-p-dioxin, 
coplanar polychlorinated biphenyls, polycyclic aromatic hydrocarbons and related pollutants; CYP2E induction for dialkyl­
nitrosamines and organic solvents, e. g. acetone and ethanol; CYP2B and CYP3A induction for phenobarbital- and dexa­
methasone-type of xenobiotics). A specific induction of CYP1 А-dependent O-dealkylase activities by TCDD was found in 
Hepa-1 and Hep G2 cell cultures, but no in vitro induction of other P450 enzymes was found after the treatment with 
phenobarbital, acetone or dexamethasone. Therefore, mouse liver is a suitable in vivo system for the testing of inducing effects 
of xenobiotics on all relevant P450 forms, while hepatoma cell cultures are usable only for the bioassay of TCDD-like toxicity.

cytochrome P450; monooxygenase activity; enzyme induction; toxicity potentials; environmental pollution; mouse; chick 
embryo; hepatoma cell lines

ABSTRAKT: Byly stanoveny a porovnány monooxygenázové aktivity cytochromů P450 v myších jaterních mikrosomech 
a v homogenátech hepatoma buněk po expozici modelových induktorů hladin jednotlivých enzymů P450. Indukce in vivo 
myších jaterních monooxygcnázových aktivit se ukázaly jako vhodné biochemické markéry míry toxicity různých tříd xeno- 
biotik (indukce enzymu CYP1A pro toxické efekty 2,3,7,8-tetrachlorodibcnzo-p-dioxinu. koplanárních polychlorovaných 
bifenylů, polycyklických aromatických uhlovodíků a příbuzných polutantů; indukce CYP2E pro efekty dialkylnitrosaminů 
a organických rozpouštědel, např. acetonu a etanolu; indukce CYP2B a CYP3A pro xenobiotika fenobarbitalového a dexa- 
metazonového typu). Specifická indukce CYP1 A-depcndentních O-dealkylázových aktivit 2,3,7.8-letrachlorodibenzo-p-dio- 
xinem byla stanovena v buněčných kulturách Hcpa-1 a HepG2, ale in vitro indukce dalších enzymů P450 po působení 
fenobarbitalu. acetonu nebo dexametazonu nalezena nebyla. Myš je proto vhodný systém in vivo pro testování indukčních 
efektů cizorodých látek na všechny významné formy P450, zatímco hepatoma buněčné kultury lze použít pouze pro biologické 
stanovení toxicity látek typu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu.

cytochrom P450; monooxygenázy; enzymová indukce; potenciály toxicity; znečištění životního prostředí; myš; kuřecí embryo: 
hepatoma buněčné linie
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INTRODUCTION

Toxic, mutagenic, carcinogenic and other adverse 
effects of most organic xenobiotics are manifested only 
after their metabolic activation. An increase in levels 
of cytochromes P450. which arc enzymes responsible 
for the first step of that activation, correlates with 
toxic/carcinogenic potencies of xenobiotics. Hepatic 
microsomal cytochromes P4501AI, P4501A2, P4502E 
and P4503A (CYP1AI, CYPIA2. CYP2E and CYP3A. 
in terms of the new nomenclature) are involved in the 
bioactivation of most xenobiotics (Guengerich. 
1992) and the CYP2E and P4502B (CYP2B) forms arc 
partly responsible for the production of toxic oxygen 
species (Parke et al., 1990). The CYP1A enzymes 
are induced by 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
(TCDD) and other contaminants which caused the 
TCDD-like toxic effects; phenobarbital, non-planar 
polychlorinated biphenyls (with ort/io-chlorines), 
DDT, lindane and other organochlorinc pesticides in­
crease the levels of CYP2B forms; volatile solvents 
(acetone, ethanol, trichloroethylene) induce CYP2E 
and large molecules (e. g. dexamethasone, erythromy­
cin or chlorinated biphenyls with 3-4 ortho-chlorine 
substituents) induce CYP3A forms (Okey. 1990). 
Therefore, the measurement of induction of cyto- 
chrome-P450-dependent monooxygenase activities af­
ter the input of tested xenobiotics into a biological 
model system can be a good toxicological tool for 
a rapid estimation of toxicity potentials (Parke et al.. 
1990).

This approach is valuable for 1) biochemical screen 
ing of aromatic pollutants which occur in very complex 
mixtures in the environment, especially of 2,3.7,8-te- 
trachlorodibenzo-p-dioxin and related contaminants 
from the classes of polyhalogenated biphenyls, 
dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans, e. g. coplanar 
polychlorinated biphenyls, and which arc specific in­
ducers of cytochrome P45O1A enzymes (Safe et al.. 
1989) and 2) for testing of toxicity potentials of new 
agrochemicals and industrial contaminants. For the lat­
ter purpose, changes in levels of multiple cytochrome 
P450 isoenzymes are to be determined. Relatively spe­
cific monooxygenase activities of cytochrome P450 
forms in the rat liver have been described : 7-ethoxy- 
resorufin O-dcethylase (EROD) as expression of 
CYPIA1, 7-methoxyresorufin O-demethylase (MROD) 
for CYP1A2, 7-pentoxyresorufin O-depentylase (PROD) 
and aminopyrinc N-demethylase (AMPD) for CYP2B. 
dimethylnitrosamine N-dcmethylase (DMNAD) for 
CYP2E and erythromycin N-demethylase (ED) for 
CYP3A forms (P г о u g h et al.. 1978; N a m к u n g et 
al., 1988; L u b c t et al.. 1985; Lorr et al., 1989).

In a previous paper, we described the presence and 
inducibilitics of P450 forms in the chick embryo liver 
and we tested potential toxicities of 3,4-dichloroanilinc 
and substituted-urea herbicides in this model system 
(Machala et al.. 1993). In the present study, the 
comparison of presence and inducibilitics of individual

P450 enzymes after treatment with model xenobiotics 
is shown in mouse liver, chick embryo liver and in 
mouse Hepa-I and human Hep G2 hepatoma cell lines. 
Specificities and limits of such estimation are dis­
cussed.

MATERIALS AND METHODS

Male C57BI/IO mice, aged 9-10 weeks, were main­
tained on a standard laboratory diet. Inducers were ad­
ministered i. p. at the following doses for 3 days: 
3,3'.4,4’-tetrachlorobiphenyl (TeCB) 250 pg/kg; phe­
nobarbital (PB) 80 mg/kg; acetone (ACE) 500 mg/kg; 
dexamethasone (DEX) 100 mg/kg. Liver microsomes 
were prepared 24 hr after the last administration as 
described by Machala et al. (1993).

The Hepa-lclc7 and Hep G2 cell lines, supplied by 
Dr. S. Kärenlampi (University of Kuopio, Finland), 
were grown as monolayers at 37 °C in 5% COi in 
dMEM (Serva) supplemented with 10% fetal calf se­
rum (Hustopeče Cooperative Farm) and antibiotic-an­
timycotic mixture. Cells were plated at IO6 cells per 
50-mm dish in 5 ml of medium. The inducers were 
administered 24 hr or 48 hr prior to harvesting. Final 
concentrations of the inducers: 100 pM TCDD. 0.2 mM 
PB. 34 mM ACE. 10 pM DEX. Cells from 5 dishes 
were harvested, pooled and homogenized. Owing to 
poor induction in pilot experiments, the dose of TCDD 
was increased to 1000 pM in the Hep G2 cell culture.

All monooxygenase activities were assayed in 
mouse liver microsomes or in hepatoma cell homoge­
nates. EROD, MROD and PROD activities were deter­
mined by the direct fluorimetric method (excitation and 
emission wavelengths were 530 and 585 nm, respec­
tively). after the addition of 10 pM dicoumarol into the 
reaction mixture with cell homogenates. AMPD, ED 
and DMNAD activities were determined as described 
by Lorr et al. (1989). Final concentrations of 7-alk- 
oxyresorufins were 2 pM and those of aminopyrinc, 
erythromycin and dimethylnitrosamine 10 mM, 1 mM 
and 5 mM, respectively. Protein concentration was meas­
ured using the BCA procedure (Sigma Chern. Co.).

The data were analyzed for statistical significance 
by the Student's test. The values were expressed as 
means ± S. D. of six mice or three cell pool homoge­
nates.

RESULTS AND DISCUSSION

The microsomal monooxygenase activities were de­
termined in mouse liver after exposure to prototype 
inducers TeCB (inducing mainly the CYPIA subfa­
mily). phenobarbital (inducer of CYP2B and partly 
CYP2E and CYP3A forms), acetone (inducer of 
CYP2E) and dexamethasone, a CYP3A inducer (Fig. I, 
2). EROD was specifically induced by TeCB, MROD 
was increased also after the treatment with phenohar-
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1. O-Dealkylase activities in control and xenobiotics-treated mice 
24 h after the last administration (see Materials and Methods; C, 
control; TeCB, 3,3’,4,4’-tetrachlorobiphenyl; PB, phenobarbital; 
ACE, acetone; DEX, dexamethasone; EROD, 7-ethoxyresorufin 
O-deethylase; MROD, 7-methoxyresorufin O-demethylase; PROD. 
7-pentoxyresorufin O-depentylase). Results are expressed as pmol 
resorufin/min.mg protein

2. N-Demethylase activities in control and xenobiotics-treated mice 
(nmol HCHO/min.mg protein). Abbreviations: AMPD, aminopyrine 
N-demethylase; ED. erythromycin N-demethylase; DMNAD, di­
methylnitrosamine N-demethylase

bital. In spite of the overlapping substrate specificities 
of CYP2B, CYP2E and CYP3A enzymes, differences 
in induction potencies were demonstrated: the PROD 
activity was not affected by acetone, AMPD was in­
duced nonspecifically by all the inducers tested and 
dexamethasone and acetone were specific inducers of 
ED and DMNAD, respectively (Fig. 2).

The levels of monooxygenase activities in homoge­
nates öf Hepa-1 and Hep G2 cell cultures are shown in

Figs. 3 and 4. Some of all the O-dealkylase and N-de­
methylase activities were found in both cell lines, but 
only CYP1 А-dependent EROD and MROD were in­
duced specifically by TCDD. Contrary to the results of 
in vivo experiments, the PROD activity was increased 
by TCDD. Other monooxygenases were not affected 
significantly by any of the model xenobiotics. The re­
sults are in agreement with the finding that only one 
form of cytochrome P45O is formed in response to the
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3. Monooxygenase activities in the Hepa-I cell line (24 hr after the 
administration, see Materials and Methods). O-dealkylases ex­
pressed as pmol resorufin/min.mg protein. N-demethylases ex­
pressed as nmol HCHO/min.mg protein. Enzymatic activities abbre­
viated like in Figs. 1 and 2

inducers (including phenobarbital) in the Hepa-I cells 
(Kärenlampi et al., 1989).

It was shown in a previous study that the enzy­
mological approach to the risk assessment of chemi­
cals, based on measurements of activities of bioactivat­
ing cytochrome P450 enzymes in chick embryo liver, 
is limited to TCDD- and phenobarbital-inducible 
forms. Aldrin epoxidase, but not PROD or AMPD ac­
tivities were found as the specific phenobarbital-in­
duced activity (Machala el al., 1993). In contrast, 
mouse liver is a more suitable in vivo system for the 
testing, of inducibilities of all relevant P450 forms. 
Tests in hepatoma cell lines are a suitable tool for the 
bioassay of TCDD-like toxicity, but other P450-de- 
pendent monooxygenase activities were not induced. 
The findings are summarized in Tab. I.

CONCLUSIONS

I. The in vivo and in vitro systems are usable for 
both the estimation of toxicity potentials of individual 
environmental pollutants and the screening of contami­
nants in environmental samples.

2. In vivo inductions of mouse hepatic monooxy­
genase activities have been found as effective biomark­
ers of toxicity potentials of xenobiotics. The use of 
chick embryo liver as such a model system is limited 
to TCDD- and phenobarbital-types of inducers.

3. Induction studies in hepatoma cell lines revealed 
no significant inducibilities of P450 forms except the 
CYP1A enzyme(s). Monooxygenase activities, depend­
ent on CYP2 and CYP3A, were expressed in the hepa­
toma cells, but they were not inducible by the model
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4. Monooxygenase activities in the Hep G2 cell line (48 hr after the
C TCCD PB ACE DEX administration). Enzymatic activities abbreviated like in Figs. I and 2

I. Inducibilities of monooxygenase activities in vivo and in vitro after the treatment with model xenobiotics

Biological model
Induced activity

EROD MROD PROD AMPD DMNAD ED AE

Chick embryo TCDD 
TeCB

TCDD 
TeCB

TCDD 
TeCB 
(PB)

nonspecific 0 nonspecific PB

Male mouse TeCB TeCB 
(PB)

PB 
DEX nonspecific ACE DEX (PB) n. d.

Hepa-1 TCDD TCDD TCDD 0 n. d. 0 n. d.

Hep G2 TCDD TCDD TCDD 0 n. d. 0 n. d. 1

0, not induced; n. d., not determined
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inducers phenobarbital, acetone and dexamethasone. 
Therefore hepatoma cell cultures arc usable only for the 
bioassay of TCDD-like toxicity.
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INFORMACE - STUDIE - SDELENI
FINDINGS OF CRYPTOSPORIDIA AND OF OTHER
ENDOPARASITES IN HEIFERS IMPORTED INTO
THE CZECH REPUBLIC

NÁLEZY KRYPTOSPORIDIÍ A DALŠÍCH ENDOPARAZITŮ
U JALOVIC DOVÁŽENÝCH DO ČESKÉ REPUBLIKY

I. Pavlásek

National Veterinary Institute, Praha, Czech Republic

ABSTRACT: Totally 887 heifers of Holstein-Friesian breed mostly in late pregnancy imported to the Czech Republic from 
France (597), Germany (89), Denmark (181) and Holland (20) were examined coprologically from September 1993 to March 
1995 in the parasitological laboratory of the National Veterinary Institute (NVI), Prague. Feces were sampled individually, 
rectally, always on days 1-3 following importation from heifers housed in particular quarantine sheds. In compliance with 
presently valid veterinary regulations, all animals were examined for liver fluke disease (fascioliasis) and lungworm. More­
over, 634 heifers were submitted to qualitative coprological examination aimed at revealing the presence of cysts and oocysts 
of protozoa, eggs of taenias and nematodes of gastrointestinal tract. The method according to Pavlásek (1991), especially 
designed for proving oocysts of the genus Cryptosporidium, was applied in all fecal specimens delivered to the SVI from 
animals in quarantine (N = 887). From trematodes, 12 heifers imported from France were positive for eggs of Fasciola 
hepatica and in other two animals eggs of the genus Paramphistomum were found. None of the imported heifers showed 
lungworm disease. Summary of data on occurrence of endoparasites gained during qualitative examination of samples of 
feces taken from heifers imported from France, Germany and Denmark is presented in Tab. I. Parasitologically. 91.2 to 100% 
of imported animals were positive. Taeniasis (the genus Moniezia1) was detected in 2.8% of heifers imported from France and 
in 9.8% animals from Denmark. Protozoal parasites were found in 58.8% (Denmark) and 92.8% (Germany) heifers. Coccidial 
oocysts most frequently observed represented the genus Eime ria (E. bovis, E. auburnensis and E. zuernii). Gastrointestinal 
nematodes of nine genera were found in 72.5 to 80.8% of heifers. The most frequent findings were genera Ostertagia, 
Haemonchus and Trichostrongylus. Oocysts, morphologically identical with Cryptosporidium muris Tyzzer (1907), 1910, 
were detected in 4.5% of heifers imported into the Czech Republic from France and in 7.9% of those from Germany. In view 
of the fact the imported heifers were sampled always on days 1-3 of their quarantine following their importation it is quite 
impossible, considering the development of the protozoon, they could become infected just in the territory of the Czech 
Republic. Therefore, with the highest probability, our findings of C. muris-Wke oocysts in heifers are of priority importance 
for France and Germany because in the literature these countries do not report cattle as a host of this protozoon. We have 
found out 57.9% out of 19 animals positive for C. muris on one farm of a private cattle keeper. On the basis of a long-term 
monitoring of three dairy cows and one bull, the duration of the patent period is longer than 18 months, while we do not 
know precise onset of shedding oocysts of the protozoon in these naturally infected animals. Furthermore, the paper discusses 
the need of future studies of C. muris from the point of view of spread, pathogenicity, specificity and host spectrum. The 
author proposes and recommends obligatory examinations of imported animals with special attention paid to presence of 
coccidia of the genus Cryptosporidium in order to maintain, with respect to their zoonotic character, these protozoal infections 
under proper control. At present the parasitological laboratory of the NVI in Prague has a bank of oocyst isolates of the 
C. muris type from cattle (Bos taurusY from desert hamsters (Phodopus roborovskii Satunin, 1903) and camels (Camelus 
bactrianusY Experimental infections is permanently kept in laboratory mice following successful transmission from desert 
hamsters.

Cryptosporidium типл-Нке oocysts; heifers; cattle; desert hamsters; camels; endoparasites; prevalence

Hlavním cílem tohoto sdělení je informovat o prio­
ritních nálezech kryptosporidic, jejíž oocystyjsou mor- 
fologicky identické s druhem Cryptosporidium muris 
Tyzzer (1907), 1910 u jalovic v období jejich ustájení

v karanténě na území České republiky po importu ze 
zahraničí. Práce obsahuje rovněž stručný komentář 
a přehled o prevalenci endoparazitů zjištěných u dová­
žených zvířat.
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V parazitologické laboratoři Státního veterinárního 
ústavu (SVÚ) v Praze bylo v období od září 1993 do 
března 1995 koprologicky vyšetřeno celkem 887 větši­
nou vysokobřezích jalovic plemene holštýnskofríského 
dovezeného do České republiky z Francie (597), z Ně­
mecka (89), z Dánska (181) a z Nizozemska (20). 
К parazitologickému vyšetření byly od jalovic odebírá­
ny vzorky výkalů v jednotlivých karanténních stájích 
individuálně, rektálně, vždy 1 až 3 dny po jejich im­
portu. V souladu s doposud platnými veterinárními 
předpisy bylo u všech jalovic provedeno vyšetření na 
motoličnatost a plicní červivost metodou podle Chyly 
a modifikací podle Baermanna (Veterinárně laborator­
ně metodiky, Parazitológia, str. 81-82, 93. Bratislava, 
1989). Navíc bylo u 634 jalovic (tab. I) uskutečněno

kvalitativní koprologické vyšetření к průkazu cyst 
a oocyst prvoků. vajíček tasemnic a hlístic gastrointen- 
stinálního traktu koncentrační, flotačně-centrifugační 
metodou podle В re zy (1957). Všechny vzorky výka­
lů zaslané na SVÚ od zvířat v karanténě (887) byly 
dále vyšetřeny metodou podle Pa v láska (1991), 
která je určena speciálně к průkazu oocyst kokcidií ro­
du Cryptosporidium.

Z trematodů byla u 12 jalovic z Francie nalezena 
vajíčka Fasciola hepatica a u dvou dalších zvířat va­
jíčka rodu Paramphistomum. Plicní červivost nebyla 
u žádné z importovaných jalovic zjištěna.

Parazitologicky bylo 91,2 až. 100 % dovezených zví­
řat pozitivních. Tasemnicemi rodu Monietia bylo naka­
ženo 2,8 % jalovic dovezených z Francie a 9,8 % zví-

I. Souhrnný přehled výskytu endoparazitů u jalovic dovezených do České republiky - Summary of data on occurrence of endoparasites in 
heifers imported into the Czech Republic

Země1

Francie2 Německo-3 Dánsko4

počet pozitivních/procento5

Celkový počet vyšetřených jalovic6 463* 69** 102

Celkový počet pozitivních jalovic7 449/96.9 69/100 93/91,2

Protozoa 392/84.7 64/92,8 60/58,8

Gestoidea 13/2,8 - 10/9,8

Nematoda 374/80.8 53/76,8 74/72,5

Protozoa
rod“

Giardia Giardia spp. 5/1.1 - -

Eimeria

К alabamensis

E. auburnensis

E. bovis

E. brašiliensis

E. bukidnonensis

E. etlipsoidalis

E. subspherica

E. zuernii

5/1,1

156/33.7

279/60.3

18/3.9

23/4.9

8/1,7

5/1,1

123/26,2

17/24.6

45/65.2

1/1,4

1/1,4

4/5,8

15/21,7

33/47,8

23/22,5

41/40,2

2/1,9

1/0.9

1/0,9

20/19X

Cryptosporidium C. muris 21/4.5 7/7,9 -

Isospora Isospora spp. - 1/1.4 1/0,9

Cestoidea

rod*

Moniezia 13/2,8 - 10/9,8

Nematoda

Trichocephalus 

Capillaria 

Strongyloides 

Oesophagostomum 

Trichostrongylus 

Ostertagia 

Cooper ia 

Haemonchus 

Nematodirus

9/1,9

4/0,9

10/2,2

68/14,7

195/42,1

252/54,4

9/1,9

184/39,7

5/1,1

6/8,7

5/7,2

6/8,7

22/31.9

29/42,0

30/43.5

1/0.9

1/0.9

1/0.9

8/7.8

41/40.:

6/5.9

33/32/

5/4.9

+ dalších 134 a ++ 20 vzorků výkalů od dovezených jalovic v karanténě bylo cílené vyšetřeno pouze na přítomnost oocyst kryptosioridií 
metodou podle P a v 1 á s к a (1991 - + other 134 and ++ 20 fecal samples from heifers in quarantine following importation were purpoefully 
examined only for presence of oocysts of Cryptosporidia by the method according to P a v I á s e к (1991)

‘country, 2France, ^Germany, 4Denmark, “number of positive heifers (percentage), “total number of heifers examined. 7tolai nunoer of 
positive heifers, “genus
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řat z Dánska. Parazitickými prvoky čtyř rodů bylo in­
fikováno 58,8 % (z Dánska) až 92,8 % (z Německa) 
jalovic. Hlístice gastrointestinálního traktu devíti rodů 
byly zjištěny u 72,5 až 80,8 % jalovic (tab. I). Ve struč­
nosti lze uvést, že z protozoí byly u jalovic nejčastěji 
detekovány oocysty Eimeria bovis (40,2-60,3 %), 
E. auburnensis (22,5-33,7 %) a E. гиегпН (19,6­
47,8 %). Výrazně vyšší oproti zbývajícím druhům kok­
cidií rodu Eimeria byly nálezy oocyst E. subspherica 
u jalovic z Německa (21,7 %). Sporadicky se vyskyto­
valy vysporulované oocysty rodu Isospora. Za zajíma­
vé pokládáme nálezy cyst Giardia spp. (1.1 %) u jalo­
vic dovezených i. Francie.

Z nematodů se nejčastěji vyskytovaly hlístice rodů 
Ostertagia (40,2-54,4 %), Haemonchus (32,4-43,5 %) 
a Trichostrongylus (7,8-42,1 %).

К doposud uvedeným nálezům lze obecně shrnout, 
že spektrum prvoků reprezentované u importovaných 
jalovic kokcidiemi rodu Eimeria a Isospora je v pod­
statě stejné jako u skotu v našich podmínkách. Cysty 
Giardia spp. se velmi často u nás vyskytují především 
u telat a mladého skotu (P a v 1 á s e к , 1984, 1989). Ta­
ké výčet zjištěných nematodů odpovídá helmintofauně 
u našich zvířat, za důležité je možné považovat zjištění 
nákaz motolicemi rodu Paramphistomum u jalovic do­
vezených z Francie.

Za velmi významné pokládáme naše zjištění o nále­
zech oocyst kokcidií morfologicky identických s dru­
hem C. muris (z myší) u jalovic dovezených z Francie 
a Německa. Ve vědecké ani v odborné parazitologické 
a veterinární literatuře pro nás dostupné doposud není 
zmínka o výskytu této kryptosporidie u skotu v uvede­
ných zemích. Na našem území byla v jednotlivých ka­
ranténních stájích zvířata vyšetřena 1 až 3 dny po im­
portu. Z hlediska vývoje tohoto prvoka je zcela 
vyloučeno, že by к infekci jalovic došlo až v České 
republice.

V souvislosti s prvními případy spontánních nákaz 
skotu C. muris v České republice (v září 1993) jsme 
o některých biologických vlastnostech, lokalizaci en­
dogenních vývojových stadií v infikovaném hostiteli 
apod. podrobněji informovali v minulém roce (Pav- 
lásek, 1994). V roce 1994 jsme vůbec poprvé dete­
kovali oocysty C. muris a žaludeční spontánní formu 
kryptosporidiové infekce u křečíků - Phodopus roborov- 
skii Satunin, 1903 (P a v 1 á s e к a L á v i č к a, 1995). 
Poprvé na našem území byly oocysty podobné druhu 
C. muris zjištěny v roce 1995 také u velbloudů - Ca- 
melus bactrianus (P a v 1 á s e к , 1995).

Dosavadní znalosti o rozšíření kryptosporidie C. 
muris, jejíž vývoj probíhá v žaludečních žlázách, o její 
patogenitě, spccificitě, hostitelském spektru apod. jsou 
velmi sporadické. К dispozici je zatím kolem jedné 
desítky publikací. Prevalenci oocyst podobných C. mú­
rů u skotu v USA zjišťoval Anderson (1991). Tato 
práce je v podstatě jediná, s níž lze naše nálezy porov­

nat. Tento autor ve spolupráci s veterinárními lékaři 
provedl depistážní studii v chovech skotu u typu mléč­
ného (ve 150 farmách) a žírného (ve 30 chovech) ve 
14 různých státech na východě a západě USA. Ze 
všech lokalit vyšetřili celkem 95 874 vzorků výkalů 
a zjistili, že pozitivních bylo 68 % u mléčného typu 
skotu a 80 % chovu žírného skotu. Celková prevalence 
pozitivních vzorků činila 4,7 %. Autor však zjistil 
značné rozdíly v pozitivitě mezi chovy jednotlivých 
států. V jednom mléčném chovu ve státě Connecticut 
bylo např. pozitivních 31 % dojnic. Autor kromě jiného 
dále uvádí, že relativně vyšší byla prevalence prvoka 
u plemene Holstein.

V našem vyšetřeném materiálu byla celková preva­
lence oocyst podobných druhu C. muris u jalovic 
z Francie 4,5 % a u zvířat z Německa 7,9 %. Tento vý­
sledek je tedy v souladu s údaji Anders o na (1991) 
stejně, jako i naše zjištění, že na jedné farmě soukro­
mého chovatele bylo z 19 zvířat na přítomnost oocyst 
tohoto prvoka 57,9 % pozitivních.

Význam a patogenita C. muris na rozdíl od druhu 
C. parvum není doposud jednoznačně stanovena. Dos­
tatečně není zatím prostudována ani jeho hostitelská 
specificita, což je velmi důležité z hlediska možnosti 
přenosu nákaz na další vnímavé hostitele v životním 
prostředí, člověka nevyjímaje. Zvířata infikovaná ty­
pem kryptosporidie C. muris totiž vylučují svými vý­
kaly do vnějšího prostředí denně statisíce až milióny 
oocyst, a to po velmi dlouhé období. Podle údajů A n - 
dersona (1991) i našich dlouhodobých sledování tří 
dojnic a jednoho býka vyplývá, že patentní perioda trvá 
již déle jak 1,5 roku. Domníváme se, že je třeba dále 
pokračovat intenzivněji ve studiu kryptosporidie druhu 
C. muris,, která byla poprvé popsána u laboratorních 
myší již před 88 lety, a mít stále z hlediska epizooto- 
logického i epidemiologického její výskyt pod kontro­
lou. Protože kryptosporidióza je WHO zařazena mezi 
zoonózy doporučujeme aby skot, případně i jiná zvířata 
dovážená do České republiky z různých zemí světa by­
la i na přítomnost kokcidií rodu Cryptosporidium cíle­
ně a povinně vyšetřována.

Na závěr tohoto sdělení uvádíme, že v parazitologic­
ké laboratoři SVU v Praze jsou v současné době depo­
novány izoláty oocyst typu C. muris od skotu (Bos 
Taurus'), křečíků (Phodopus roborovskii Satunin, 1903) 
a velbloudů (Camelus bactrianus). Permanentně je udr­
žována laboratorní infekce u myší po úspěšném přeno­
su nákazy z křečíků.
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