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AMINO ACID UPTAKE BY THE SHEEP RUMEN EPITHELIUM

ZADRZANIE AMINOKYSELINY V BACHOROVOM EPITELI OVIEC

Z. Faixova, J. Varady

University of Veterinary Medicine, KoSice, Slovak Republic

ABSTRACT: By the modification of the methods which are used for determination of amino acid uptake in the mammary
gland and in the small intestine the uptake of 4C-lysine was measured in two parts of the sheep rumen epithelium in vitro.
Three various lysine concentrations were used (0.95; 4.95 and 9.95 mM/l). Duration of the incubation was 15, 30 or
60 minutes. Comparison of the lysine distribution ratios as depending upon the duration of incubation period in the dorsal
rumen sac at 9.95 mM/l concentration revealed significant differences between at the 15min and 60min incubation (0.952 +
0.089 vs 1.931 £ 0.108; P < 0.05, respectively) and between 30min and 60min incubation (1.165 + 0.138 vs 1.931 + 0.108,
P < 0.05, respectively) — Fig. 1. Comparison of the lysine distribution ratios as depending upon the duration of incubation
period in the ventral rumen sac at 4.95 mM/I concentration revealed significant differences between the incubations of 15
and 30 min (1.182 + 0.131 vs 1.742 £ 0.113; P < 0.05, respectively) and between the incubations of 15 and 60 min (1.182
+0.131 vs 2.10 £ 0.204; P < 0.05, respectively) — Fig. 2. Comparison of the lysine distribution ratios in both the dorsal and
ventral sac as depending upon the duration of incubation period after 15min incubation revealed a significant difference at
the 4.95 mM/1 concentration 1.619 + 0.078 vs 1.182 + 0.131; P < 0.05, respectively) — Fig. 3. Our results showed that the
lysine uptake in the dorsal and ventral sheep rumen epithelium is dependent on the incubation duration only under certain
concentrations of lysine. Differences in absorption of lysine between dorsal and ventral rumen epithelium are not mostly
significant.

sheep; rumen; rumen epithelium; amino acid; lysine; uptake

ABSTRAKT: Modifikaciou metdd, podla ktorych sa stanovuje mnoZstvo zadrzanych aminokyselin znadenych ey mlie¢nej
7laze a v tenkom &reve hovadzieho dobytka, bolo merané zadrZanie HC-Iyzinu v epiteli dorzalneho a ventralneho bachoro-
vého vaku in vitro. V pokuse boli pouZzité tri rozne koncentracie lyzinu (0,95; 4,95 a 9,95 mmol/l). Inkubdcia trvala 15, 30
alebo 60 minat. Porovnavanim distribuénych absorpénych pomerov lyzinu v dorzdlnom bachorovom vaku v zavislosti od
dizky inkubidcie sme zistili pri koncentricii 9,95 mmol/l signifikantné rozdiely medzi inkubdciou v dizke 15 a 60 min (0,952
+ 0,089 oproti 1,931 + 0,108; P < 0,05) a medzi inkubéciou v dlzke 30 a 60 min (1,165 + 0,138 oproti 1,931 + 0,108;
P < 0,05). Porovnavanim distribuénych absorpénych pomerov lyzinu vo ventralnom bachorovom vaku v zdvislosti od dlzky
inkubdcie sme zistili pri koncentracii 4,95 mmol/l signifikantné rozdiely medzi inkubéciou v dlzke 15 a 30 min (1,182 +
0,131 oproti 1,742 + 0,113; P < 0,05) a medzi inkubéciou v dlzke 15 a 60 min (1,182 + 0,131 oproti 2,10 + 0,204; P < 0,05).
Porovnavanim distribuénych absorpénych pomerov lyzinu v dorzalnom a ventrdlnom bachorovom vaku v zavislosti od dlzky
inkubdcie sme zistili signifikantné rozdiely po 15 min inkubdcie pri koncentrécii 4,95 mmol/l (1,619 * 0,078 oproti 1,182 +
0,131; P < 0,05). Vysledky pokusov ukazali, Ze mnoZstvo zadrzaného lyzinu v epiteli dorzalneho a ventrilneho bachora oviec
je zavislé od dlzky inkubdcie len pri urditych koncentriciach. Rozdiely v mnoZstve zadrzaného lyzinu v dorzilnom a ven-
trailnom bachorovom vaku boli vo vi¢3ine pripadov nesignifikantné.

ovca; bachor; bachorovy epitel; aminokyselina; lyzin: zadrZanie

UvoD

Bachorova stena zohrava vyznamni Glohu vo vyme-
ne dusikatych metabolitov medzi krvou a bachorovym
obsahom (Vidrady ai., 1973).

V bachore prebieha intenzivna degradacia proteinov na
peptidy a aminokyseliny. Nedegradované volné aminoky-
seliny méZu byt substratom pre mikrobidlnu proteosynté-
zu, alebo m6zu byt pasazované do niZSich Casti zaZiva-
cicho aparitu a resorbovat sa z ¢reva do krvi. Malé
mnoZstvo aminokyselin mdze prestupovat do krvi uz cez
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stenu bachora (Hoover a Miller, 1991). Bachoro- .
va stena je pre aminokyseliny obojstranne priepustna.

Na sledovanie prestupu aminokyselin cez stenu ba-
chora sa pouZivajui rozne metédy. Leibholz (1971)
inkubovala zmes aminokyselin vo vyplachnutom ba-
chore oviec in vivo a sledovala ich ubytok z bachora
pri réznych koncentriciach. Autorka zistila, Ze v pro-
cese prestupu aminokyselin cez bachorovi stenu vzni-
kaju interakcie medzi aminokyselinami a Ze jednotlivé
aminokyseliny maji rézny vplyv na prestup dalSich
aminokyselin.
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Kompetitivne vztahy medzi aminokyselinami pocas
ich prestupu cez bachorovy epitel zistili aj Faixova
a Varady (1994). Leng ai. (1978) Studovali re-
sorpciu a zastipenie aminokyselin z bachora do krvi
metddou extrakorporalnej perfuzie bachora pri nizkej
hladine a-aminodusika v bachore a po pridani enzymo-
vého hydrolyzatu kazeinu. Zistili, Ze resorpcia amino-
kyselin z bachora prebieha aj pri nizkej hladine vol-
nych aminokyselin v bachorovom obsahu a Ze existuje
urcita selekcia vo vstrebavani v zévislosti od koncen-
tracie o-aminodusika v bachorovom obsahu.

Modifikaciou metéd, ktoré sa pouzivaji na stanove-
nie mnoZstva zadrZzanych aminokyselin v mlie¢nej Zla-
ze (Baumrucker, 1984) a v tenkom Creve
(Guerino a Baumrucker, 1987) sme nasli me-
tédu vhodni na stanovenie mnoZstva l“C-lyzinu zadr-
zaného v bachorovom epiteli.

Cielom naSej prace bolo stanovit mnozstvo lyzinu
zadrzaného v dvoch morfologicky odli§nych Castiach
bachora v zavislosti od koncentracic a dlZky inkubacie.

MATERIAL A METODY

V experimentoch sme pouzili tri ovce plemena slo-
venské merino s priemernou hmotnostou 40 aZz 45 kg.
Dietetické zloZenie kfmnej davky: suSina 1252,6 g,
straviteIné dusikaté latky 25,9 g a Skrobové jednotky
0,522. Zvieratd mali volny pristup k vode.

PouZité chemikalic:

L-['*C(U))-lyzin (Du Pont), Specifickd aktivita
326,4 mCi/g

[Carb()xyl-MC] - inulin (Du Pont), Specificka aktivita
1,8 mCi/g

L-lyzin. HCI (Serva), p. a., kyselina chlorista (Merck),
Brayov kvapalny scintilaény roztok, ostatné chemikalie
(Lachema), p. a.

Po usmrteni zvierat i.v. podanim pentobarbitalu sme
z brusnej dutiny vybrali bachor a odstranili bachorovy
obsah. Z dorzalneho aj ventralneho bachorového vaku
sme nastrihali po tri kisky, stiahli z nich svalovi vrs-
tvu a na vlastny pokus sme pouZili bachorovy epitel
s podsliznicovym vizivom s hmotnostou od 200 do
400 mg.

Kazdy kusok bachorového epitelu sme vlozili do sa-
mostatnej Erlenmeyerovej banky s obsahom 25 ml,
ktora obsahovala 4,7 ml Krebs-Ringerovho bikarbona-
tového pufru (KRB pufer). Bachorovy epitel v KRB
pufri sme predinkubovali vo vodnom kipeli pri teplote
37 °C po dobu 20 minit. Vlastna inkubécia sa zaCala
po pridani 0,3 ml KRB pufru s lyzinom a ldC-Iyzinom
(0,0166 pCi/ml). Vysledna koncentracia lyzinu bola
0,95, 4,95 alebo 9,95 mmol/l. Vlastna inkubécia trvala
15, 30 alebo 60 minut.

Po inkubaécii sme kisky bachorového epitelu vybrali
z Erlenmeyerovych baniek, osusili, odvazili a vlozili
do skimaviek s 5 ml studenej 3% kyseliny chloriste;.
Kisky bachorového epitelu v 3% kyseline chloristej
sme homogenizovali na homogenizatore (OMNI mixér,
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Du Pont) pri 16 000 otackach/min a centrifugovali
20 min pri ota¢kach 1 800 g (Janetzki T 24D). I ml
supernatantu a 1 ml inkubac¢ného média po inkubicii
sme pridali ku 5 ml scintila¢ného roztoku a pouZili na
meranie '*C radioaktivity.

Extracelularny priestor v kiskoch bachorového epi-
telu sme stanovili v paralelnych experimentoch so o
karboxyinulinom (Pocius a Baumrucker,
1980).

SuSina bachorového epitelu bola stanovend suSenim
tkaniva pri 105 °C pocas 48 hodin.

MnoZstvo zadrzaného lyzinu v bachorovom epiteli
bolo vypocitané podla autorov Pocius a Baum-
rucker (1980), ktori merali zadrzanie aminokyselin
v kuaskoch mlie¢nej zlazy krav. MnoZstvo zadrZzaného
lyzinu v bachorovom epiteli vyjadruje koncentrciu lyzi-
nu v bunkovej vode po inkubicii. Vysledné mnoZstvo
zadrzaného lyzinu sme pouZili na vypocet distribu¢ného
absorpéného pomeru (pomer koncentréacie lyzinu v bun-
kach bachorového epitelu ku koncentracii lyzinu v médiu
po inkubdcil) = Auricchio a Rubino (1974).

Vysledky su vyjadrené ako aritmeticky priemer *
stredné chyba priemeru (SEM). Statistickd vyznamnost
sa stanovila parovym Studentovym f-testom.

VYSLEDKY

Signifikantné rozdiely v mnozstve zadrzaného lyzi-
nu v zavislosti od dlzky inkubdcie v dorzalnom bacho-
rovom vaku sme zistili medzi 15- a 60-minatovou in-
kubaciou a medzi 30- a 60-mindtovou inkubaciou pri
koncentracii 9,95 mmol/l. Pri koncentraciach lyzinu
0,95 a 4,95 mmol/l sa mnoZstvo zadrzaného lyzinu me-
nilo nesignifikantne (obr. 1, tab. I).

*
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I. MnoZstvo lyzinu zadrzaného v epiteli dorzilneho bachorového
vaku v zdvislosti od dlzky inkubdcie (n = 9, priemer + SEM, * P <
0.05) - Lysine uptake in the epithelium of the dorsal rumen sac in
relation to incubation period (n = 9, mean £ SEM, * P < 0.05)

Legenda - Legend

os x = dlzka inkubdcie (min) - y-axis = incubation period (min)

os y = distribu¢ny absorpény pomer lyzinu — y-axis — lysine distri-
bution ratio

koncentracia lyzinu (mmol/l) - lysine concentration (mmol/l): A =
095 B =495 C=995
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2. Mnoizstvo lyzinu zadrzan¢ho v epiteh ventralneho bachorového
vaku v zavislosti od dlzky inkubacie (n = 9, priemer £ SEM. * P <
0.05) — Lysine uptake in the epithelium of the ventral rumen sac in
relation to incubation period (7 = 9, mean + SEM, * P < 0.05)

Legenda - Legend: Pozri obr. | - See Fig. |

Mnozstvo zadrzaného lyzinu vo vetrdlnom bachoro-
vom vaku v zavislosti od dlzky inkubacie sa
signifikantne menilo medzi 15- a 30-minitovou inku-
baciou a medzi 15- a 60-mindtovou inkubéciou pri
koncentracii 4,95 mmol/l. Pri koncentriaciach 0,95
a 4,95 mmol/l sa mnozstvo zadrzaného lyzinu menilo
Statisticky nevyznamne (obr. 2, tab. II).

Mnozstvo zadrzan¢ho lyzinu v dorzalnom a ventrdl-
nom bachorovom vaku v zavislosti od dizky inkubacie
sa signifikantne menilo po |S-mindtovej inkubacii pri
koncentracii lyzinu 4,95 mmol/l. Po 30- a 60-minuto-
vej inkubacii a pri koncentraciach lyzinu 0,95 a 9,95
mmol/l sa mnoZstvo zadrzan¢ho lyzinu menilo Statis-
ticky nevyznamne (obr. 3, tab. III).

Priemernda hodnota tkanivovej vody v dorzdlnom
bachorovom vaku bola 85,0 £ 0.5 % hmotnost tkaniva
s individudlnymi krajnymi hodnotami 82,5 a 86,3 %.
Vo ventralnom bachorovom vaku sme namerali prie-
mernt hodnotu tkanivovej vody 83,6 + 0,2 % hmotnos-
ti tkaniva s individualnymi krajnymi hodnotami 82,8 %
a 84,6 %.

Extracelularny priestor zisteny pomocou 14C-Karbo-
xyinulinu pre dorzalny bachorovy vak bol 5293 +

3. Mnozstvo lyzinu zadrzaného v epiteli dorzilneho a ventrilneho
bachorového vaku v zavisliosti od koncentricie lyzinu (n = 9. prie-
mer + SEM, * P < 0,05) - Lysine uptake in the epithelium of the
dorsal and ventral rumen sacs in relation to lysine concentration (n =
9. mean * SEM, * P < 0.05)

Legenda - Legend:

os x = koncentricia lyzinu (mmol/l) — x-axis = lysine concentration
(mmol/l)

y = distribu¢ny absorpény pomer lyzinu — y-axis = lysine distribution
ratio

koncentricie lyzinu (mmol/l) - lysine concentrations (mmol/l) a =
095, b =495 ¢=995

W dorzilny bachorovy vak — dorsal rumen sac

=2 ventrdlny bachorovy vak — ventral rumen sac

0,13 % s individudlnymi krajnymi hodnotami 48,25
a 65,84 % a pre ventrilny bachorovy vak 50,24 *
0,47 % s individudlnymi krajnymi hodnotami 45,80
a 70.05 %.

DISKUSIA

Na zaklade dosiahnutych vysledkov je zrejmé, ze
mnozstvo lyzinu zadrzaného v epiteli dorzalncho
a ventrilneho vaku je zavislé od dlzky inkubacie len
pri ur¢itej koncetracii. Podobné vysledky sme dosiahli
meranim mnoZstva zadrzaného lyzinu vo ventralnom
bachorovom vaku. Rozdiely v mnoZstve zadrzaného
lyzinu v dorzalnom a ventrilnom bachorovom vaku
boli vo vicSine pripadov nesignifikantné.

I. Zadrzanic lyzinu v dorzilnom bachorovom vaku — Lysine uptake in the dorsal rumen sac

Koncentricia lyzinu' Inkuhdcinz Dislrihluény pomer ly}inu Statisticka vyznamnost*
(mmol/l) (min) (priemer + SEM)

15 1,255 £ 0.127 IS5 vs 30 min ns.

0.95 30 1,846 + 0,273 15 vs 60 min ns
60 1.828 + 0,328 30 vs 60 min ns.
15 1,619 + 0,078 15 vs 30 min ns

4,95 30 1,490 £ 0,278 15 vs 60 min ns.
60 2,177 £ 0,049 30 vs 60 min ns
15 0,952 + 0.089 15 vs 30 min ns.

9.95 30 1.165 + 0.138 15 vs 60 min P < 0,05
60 1,931 £ 0,108 30 vs 60 min P <005

"lysine concentration, “duration of incubation period, “distribution ratio of lysine (mean + SEM), 4sngml’lcnncc
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1. Zadrzanie lyzinu vo ventrilnom bachorovom vaku — Lysine uptake in the ventral rumen sac

s tai siad faniib it "
Koncc(r::':‘t(:lanl)yzmu lnk(::]l:i{rl:)m Dm(r;;l:i‘:;:gr;f':[cirrv:{‘mu Statistickd vyznamnost®

15 1,536 + 0,085 15 vs 30 min ns.
0.95 30 2.247 + 0,895 15 vs 60 min ns
60 2,338 + 0,185 30 vs 60 min ns.

15 1,182+ 0,131 15 vs 30 min P <005

4,95 30 1,742 £ 0,113 15 vs 60 min P < 0.05
60 2,10 £ 0,020 30 vs 60 min ns
15 1,182 £ 0,089 15 vs 30 min ns.
9,95 30 1.449 + 0,206 15 vs 60 min ns
60 1,942 + 0,169 30 vs 60 min ns

For 1-4 see Tab. |

I11. ZadrZanie lyzinu v dorzdlnom a ventrilnom bachorovom vaku — Lysine uptake in the dorsal and ventral rumen sac

Inkubicia' Koncentricia lyzinu® Distribuény pomer lyzinu Statisticka
(min) (mmol/l) (priemer + SEM)? vyznamnost*
45 DBV® 1,255 0,127 ns.
VBV® 1.536 + 0,085
15 4.95 DBV 1,619 £ 0,078 P <0.05
VBV 1,182 + 0,131
0.95 DBV 0,952 + 0,089 ns.
VBV 1,182 + 0,089
095 DBV 2.247 + 0,089 ns.
VBV 1,846 + 0,273
30 4.95 DBV 1,490 + 0,278 n.s.
VBV 1,742 £ 0,113
9.95 DBV 1,165 £ 0,138 ns
VBV 1,449 £ 0,206
0.95 DBV 1.828 + 0,328 n.s.
VBV 2,338 + 0.185
60 495 DBV 2,177 + 0,049 ns
VBV 2,10 + 0,204
9.95 DBV 1,931 + 0,108 n.s.
VBV 1,942 % (0,169

. N . 3 . . 3, 5 . . 5 6
'duration of incubation period, zlysmc concentration, “distribution ratio of lysine (mean + SEM), 4sngmt’u::mc«:. “dorsal rumen sac, “ventral

rumen sac

Bachor preZiivavcov je organ s velkou resorpénou
kapacitou. Sliznica bachora je pokrytd klkami, ktoré
zvySuju resorpéni plochu bachora. Bachor je schopny
vstrebavat kone¢né produkty travenia (Dominque
ai, 1991; Fejed a i, 1991), vodu (Holtenius
a Dahlborn, 1990), elektrolyty (Holler a i,
1988; Martens a Gaebel, 1988; Gaebel ai,
1989) a mnohé dalSie zlaeniny (Hichcliff a i,
1991).

Velkost a usporiadanie klkov sa v jednotlivych Cas-
tiach bachora lisi. NajhustejSie a najdlhSie su vo ven-
tralnom bachorovom vaku, kym v dorzdlnom bachoro-
vom vaku si malé a riedke. Aafjes (1971) zistil, ze
Casti bachorovej steny s vy3§im poétom papil absorbo-
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vali viac inikavych mastnych kyselin ako Casti s ried-
kymi papilami.

Schopnost bachorového epitelu absorbovat lyzin je
ohranicena. Vysledky viacerych autorov naznacuji, Ze
absorpcia lyzinu v jednotlivych tkanivéch je rozdielna.

Baumrucker (1984) nameral v preparatoch mlie¢-
nej Zlazy hovadzieho dobytka po 60-minutovej inkuba-
cii pre koncentraciu lyzinu 0,1 mmol/l distribu¢ny ab-
sorpény pomer 9,39. Guerino a Baumrucker
(1987) dosiahli pre koncentriciu lyzinu 0,1 mmol/l po
60-minutovej inkubacii distribuny absorpény pomer
2,47 v intestindlnom tkanive hovidzieho dobytka. Po-
dobné vysledky s absorpciou lyzinu zistili Hagihi-
ra a1 (1961) v tenkom Creve chrcka a Munck

Vet. Med. - Czech, 42, 1997 (3): 61-65



a Schultz (1969) u zajaca. V naSich pokusoch s epi-
telom dorzdlneho a ventralneho bachorového vaku sme
namerali pri koncentrécii lyzinu 0,95 mmol/l po 60-mi-
nitovej inkubdcii distribuény absorpcny pomer pre ly-
zin 1,82 v dorzalnom a 2,33 vo ventralnom bachoro-
vom vaku.

Podla autorov Munck a Schultz (1969) nie
je nizka transportna kapacita intestinalneho tkaniva pre
lyzin spdsobend rychlostou, akou lyzin prestupuje cez
kefkovy lem pomocou transportnych systémov, ale je
zapri¢inend nizkou schopnostou lyzinu prestupovat cez
bazolateralnu membranu.

Vysledky pokusov ukazali, Ze mnoZstvo zadrzaného
lyzinu v epiteli bachora oviec je zavislé od dlZky inku-
bacie len pri vymedzenych koncentriciach a Ze schop-
nost dorzalneho a ventralneho bachorového vaku zadr-
ziavat lyzin je skoro rovnaka.
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CONTROL OF GASTROINTESTINAL HELMINTH INFECTIONS
IN LAMB PASTURE REARING

TLUMENI GASTROINTESTINALNICH HELMINTOZ PRI PASTEVNIM
ODCHOVU JEHNAT

K. Chroust

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

ABSTRACT: Two sheep herds kept in different geographic conditions with spring lambing by the end of March and April
(herd No. I: 400 ewes, 600 metres above sea level; herd No. 2: 450 ewes, 300 metres above sea level) were examined. The
dynamics of gastrointestinal nematode and Moniezia spp. cestode egg counts in samples taken regularly every 4 to 5 weeks
was studied during the year 1995 with the intention to verify the system of effective control of these helminth infections
under pasture conditions of lamb rearing. In ewes a significant rise in gastrointestinal nematode egg counts was proved during
the lambing season. .spring rise phenomenon®, and during the summer pasture until autumn months with maximum EPG
values reaching 150 (Figs. | and 2). In lambs that started grazing at | to 4 weeks of age, the excretion steeply rose to maximum
EPG values 350 and 290, respectively, after 4 to 5 weeks of grazing (Figs. 1 and 2). In order to control these rising infections,
ewes were treated with antihlemintic albendazol by the end of February (herd No. 1) and in March (herd No. 2) and lambs
during the first or third decade of July. This anthelmintic treatment significantly lowered egg excretion to EPG values lower
than 30 in ewes and 50 or 60, respectively, in lambs. Later, during the summer and autumn months, a mild rise of egg counts
was found in lambs. These maxima were liquidated anthelmintis treatment in both herds in late autumn months and it also
lowered helminth infections to minimum during winter months (EPG values lower than 50). The excretion of Moniezia spp.
eggs had the same dynamics as that gastrointestinal nematodes. Values of lamb infection prevalence reached 21% in herd
No. | and 29% in herd No. 2. Anthelmintic treatment during July controlled cestode findings in lambs. Albendazol (Vermitan
susp. 2.5%). dosed S mg/kg of body weight, proved highly effective in the control of gastrointestinal nematodes and Moniezia
spp. cestodes.

ewes; lambs; gastrointestinal nematodes; Moniezia spp.; anthelmintic treatment; albendazol

ABSTRAKT: VySetfovini byla provadéna ve dvou stidech ovci chovanych v rozdilnych geografickych podminkach s jarnim
bahnénim koncem bfezna a v dubnu (stido ¢. I: 400 bahnic, 600 m n.m.: stido &. 2: 450 bahnic, 300 m n.m.). V pribéhu
roku 1995 byla sledovana dynamika vylucovani vaji¢ek gastrointestindlnich nematodi (GIN) a tasemnic rodu Moniezia ze
vzorkl trusu odebiranych ve &tyf- aZ pétitydennich intervalech s cilem ové&fit systém Géinného tlumeni téchto helmintoz
v podminkdch pastevniho odchovu jehiiat. U bahnic byl prokazan vyrazny vzestup vyluCovini vajicek gastrointestindlnich
nematodii v obdobi souvisejicim s bahn&nim (,,spring rise fenomenon®) a déle postupné v prub&hu letni pastvy aZ do pod-
zimnich mésicd (EPG max. 150). U jehiat dochidzelo k prudkému naristini vylu¢ovanych vajicek jiz po Ctyfech az péti
tydnech pastvy aZ na hodnoty EPG 350 ve stad€ ¢. 1 a 290 ve stddé &. 2. Za ucelem ztlumeni téchto maxim infekce byla
provedena dehelmintizace ve stadé ¢. 1 u bahnic koncem tGnora a u jehfiat v prvni dekddé& Cervence a ve stiadé ¢. 2 u bahnic
v bfeznu a u jehiiat ve tfeti dekddé Eervence. Tato dehelmintizace vyrazné sniZila hodnoty EPG (méné neZ 30 u bahnic a 50
resp. 60 u jehfiat). Opétovny, av3ak jiZ mirn&j$i narast infekce po dehelmintizaci byl pozorovan u jehiiat v dalSich letnich
a podzimnich mé&sicich. Tento vzestup byl likvidovédn v obou stidech dehelmintizaci provedenou u jehiiat i bahnic v pozdnich
podzimnich mésicich a tim bylo zaji§téno minimalni promofeni v prub&hu zimniho ustdjeni. Byla prokdzana vysokd ucinnost
albendazolu (Vermitan susp. 2,5%) v ddvce 5 mg/kg Zivé hmotnosti. Shodny priib¢h mé&lo i vyluovani vajicek resp. Clinki
Moniezia spp., kde u jehiat dosahly hodnoty prevalence 21 % resp. 29 %. Provedené dehelmintizace albendazolem zcela
utlumily ndlezy tasemnic u jehfiat i bahnic,

bahnice; jehiata; gastrointestinalni nematodi; Moniezia spp.; dehelmintizace; albendazol

* Supported by the Grant Agency of Czech Republic (Grant No. 508/94/1351).
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UvVOD

Po vzniku novych ckonomickych podminek od za-
Gatku 90. let prodélava chov ovci v Ceské republice
vaznou krizi, ktera vyzaduje podstatné zmeny v tech-
nologii odchovu zamérené zejména na minimalizaci ni-
kladi na chov a produkci jehnéciho masa. Dosavadni
systém chovu ovei v podminkach zimniho bahnéni
(v prosinci a lednu) a odchov jehiiat v ovc¢inech do vé-
ku tfi az ¢tyf mésict byl vyrazné nerentabilni a vyza-
doval vysoké dotace statu. Uplatnéni metodiky pastev-
niho odchovu s posunem bahnéni ovci do jarnich
mésic (konec bfezna a duben) umoZiuje pii perma-
nentnim pobytu zvifat na pastvé dsporu zejména jader-
nych krmiv. Vyziva jehnat je zajiStovana pouze matei-
skym mlékem a pastevnimi porosty a je oproti
tradi¢nimu zpusobu odchovu vyrazné rentabilnéjsi
(Skfivanck aj, 1991). Zpusob pastevniho odchovu
jehnat vSak vyzaduje 1 nové postupy pii tlumeni para-
zitdz zv1asté u jehnat vzhledem ke skutecnosti, Ze jeh-
fata jsou pfi spoletném pobytu s matkami na pastvé
vystavena parazitarni infekei prakticky jiz od prvnich
dn Zivota.

Cilem prace bylo ovéiit systém ucinn¢ho tlumeni
helmintéz v podminkach pastevniho odchovu jehnat.
Tato prace vychazi rovnéz z vysledki podrobného sle-
dovini dynamiky gastrointestindlnich helmintoz pii
rozdilnych technologiich odchovu jehnat ziskanych
vroce 1994 (Chroust, 1995).

MATERIAL A METODA

VySetfovani byla provadéna v prubéhu roku 1995 ve
dvou stadech ovei v rozdilnych geografickych podmin-
kich: stado ¢. 1 o poctu 400 bahnic v oblasti Ceskomo-
ravské vysociny (asi 600 m n.m.) a stido ¢. 2 v oblasti
severni Moravy (asi 300 m n.m). Bahnéni v téchto sta-
dech probihalo od konce biezna do zacitku kvétna.
s maximem porodu v prvnich dvou dekadach dubna.
Veék jehnat pri zahdjeni pastvy se pohyboval od jedno-
ho do maximalné ¢tyf tydn a hmotnost od 6 do 12 kg.

Obé stada byla v pribéhu celého roku pravidelné
parazitologicky sledovana. Vzorky trusu byly odebiri-
ny v pravidelnych ¢asovych intervalech Ctyf, maximal-
né péti tydnti v mnozstvi 15 % od bahnic a rocku
a 20 % od jehiat. VySetfoviani vzorka bylo provadéno
individualné, a to metodou flotacni, larvoskopickou
a sedimentacni. PocCet vajicek gastrointestinalnich ne-
matodl (EPG) byl stanoven pomoci McMaster pocitaci
komurky v modifikaci podle Chrousta (1970).
Kultivace infek¢nich larev (La III) gastrointestinalnich
nematodi za Gcelem detailni rodové, resp. druhové de-
terminace byla provadéna ze spolecnych vzorka trusu
podle metodiky Chrousta a Hulinské (1971),
determinace infek¢nich larev podle klice Hulinské
(1969).

Jako podklad pro planovini a realizaci dehelminti-
zace byly brany vysledky sledovani dynamiky vyluco-
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vani vajiek gastrointestindlnich helmintéz v priabéhu
zimniho ustdjeni a pastevni sezony. K dehelmintizaci
byl pouzit albendazol v davee 5 mg/kg Z.h. (Vermitan
susp. 2.5%-Sanof1). Cilem aplikace anthelmintika bylo
tlumeni maxim infekce se zaméfenim na gastrointesti-
ndlni nematodézy (GIN) a tasemnice Moniezia spp.

VYSLEDKY

Vysledky vySetfovani obou stdd metodou sedimen-
taéni na pfitomnost vaji¢ek motolic a metodou larvos-
kopickou na larvy plicnivek byly po celou dobu pokusu
negativni.

Vysledky vySetfovani na hlistice gastrointestinalni-
ho traktu v pribéhu roku 1995 jsou zndzornény na
obr. I a 2. V grafech jsou Sipkou vyznaCeny terminy
dchelmintizace albendazolem. Dehelmintizace bahnic
byla provedena ve stadé ¢. | koncem unora a ve stadé
¢ 2 ve druhé dekadé biezna. Ucelem dehelmintizace
bylo odstranéni hypobiotickych stadii nematodu
a zmirnéni prubéhu tzv. ,spring rise fenomenu*, tj. jar-
niho vzestupu vylucovani vajicek GIN, které ma uzkou
souvislost s bfezosti a bahnénim ovcei a je pfi¢inou
rychlého a silného promofovini pastvin. Tato dehel-
mintizace méla pomérné vysokou ucinnost a snizila vy-
lucovini vajicck GIN na hodnoty nizsi nez EPG 50.
Obdobi bahnéni v téchto stadech probihalo jiz za pod-
minek minimalniho vylu¢ovani vajicek GIN i tasem-
nic. V pribéhu pastvy pak vyluovani vajicek GIN
u bahnic opét postupné narastalo az na hodnoty EPG
150 v letnich mésicich. Jejich vyrazné snizeni se pro-
jevilo po podzimnim odcerveni provedeném ve stadé
¢. 1 zaCatkem fijna a ve stadé ¢. 2 zacatkem listopadu.
Nizké hodnoty EPG se pak udrzovaly do konce sledo-
vané¢ho obdobi.

Dynamika infekce GIN u jehiiat méla v obou sta-
dech velmi prudky narist EPG jiz po Ctyfech aZ pét
tydnech pastvy a dale v prubéhu cervna a Cervence.
Dehelmintizace byla proto provedena v chovu ¢. 1
v prvni a v chovu ¢. 2 zacatkem tieti dekady Cervence,
vék jehnat se pohyboval od 8 do 12 mésica. Dehelmin-
tizace vyrazné snizila maximum infekce, které pokleslo
z pramérnych hodnot EPG 350 ve stadé ¢. 1 a 290 ve
stadé ¢. 2 na hodnoty EPG 60 resp. 50. Opétovny,
avSak jiz mirn¢jsi narast infekce byl pozorovan v dal-
Sich letnich i podzimnich mésicich, ten vSak jiZ dosa-
hoval nizich hodnot (EPG 210 resp. 180). Dalsi dehel-
mintizace v podzimnich mésicich snizila vylucovani
vajicek u jehnat na EPG méné nez 60.

V navaznosti na ovoskopickd vySetfovini vzorki
trusu bahnic a jehnat ukazala soubézné provadéna kul-
tivace a determinace infek&nich larev GIN (LA III) na
maximalni zastoupeni larev Ostertagia spp. (20 az
55 %), Trichostrongylus spp. (10 az 32 %), Chabertia
ovina (10 az 30 %), Oesophagostomus spp. (4 az 22 %)
a podstatné nizsi nalezy u Bunostomum trigonocepha-
lum, Haemonchus controtus, Cooperia spp. a Strongy-
loides papillosus. V obou stadech se v pribéhu letni
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pastvy prudce zvySovala prevalence Nematodirus spp.
az na 70 % u jehnat a aZ na 40 % u bahnic, ojedinélé
nalezy byly zjistény u Trichocephalus ovis.

Dynamika vyluCovani vajicek resp. ¢lanki tasemnic
rodu Moniezia méla obdobny prubéh jako u GIN. Od
konce kvétna se zadinal ve vySetfovaném trusu zvy$o-
vat poCet pozitivnich nalezl vajicek Moniezia spp.
u bahnic a v prib&hu ¢ervna i u jehiiat. U jehiat narts-
tala prevalence velmi rychle, ve stadé ¢. 1 dosahly hod-
noty 21 % a 29 % ve stadé &. 2. Provedenéd dehelmin-
tizace albendazolem v prib&hu cervence utlumila
nalezy tasemnic u bahnic i jehfiat, které pak v prubéhu
letniho obdobi dosahovaly pomérné nizké prevalence
(do 5 %).
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DISKUSE

Pokusy provadéné v této praci potvrdily vysledky
naSich vy3etfovani z roku 1994 (Chroust, 1995)
a prokazaly, Ze vylucovani vajicek GIN a tasemnic ma
v prubéhu roku vyrazné dynamicky charakter. U bah-
nic je vyznamnym nalezem vzestup EPG v obdobi sou-
visejicim s bahnénim (,,spring rise fenomenon*), ktery
se manifestuje zejména v pribéhu bfezna a v prvni po-
loving dubna. Tento fenomen je nutno povaZovat za
velmi nebezpeény zdroj diseminace vajicek GIN
a moznost infekce jehiiat od prvnich dni po narozeni.
Provedena dehelmintizace podstatné sniZila vyluovani
vajicek a tim i moZnost infekce jehfiat. Nicméné kiivka
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dynamiky infekce GIN u jehnat se podstatné lisila od
kfivky u bahnic. Prudky narist poctu vyluovanych va-
jicek jiz po Ctyfech aZ péti tydnech pastvy potvrzuje
zna¢né vy38i vnimavost jehiiat k infekci helminty. Tyto
nalezy prokazuji, Ze problematika gastrointestinalnich
helmintdz je v chovech ovci s jarnim bahnénim velmi
zévaZné a piedstavuje zna&né riziko pro jehiiata pficha-
zejici na pastvu, kde se v minulém roce pasly infikova-
né ovce. K nejrychlej§imu néarastu infekce dochazelo
v prib&hu pastevniho obdobi u Nematodirus spp.
u jehiiat. Procentudlni zastoupeni ostatnich druht, resp.
rodi GIN se v pribéhu pastevniho obdobi podstatné
nemeénilo.

Vyznamnym faktorem v epizootologii téchto hel-
mint6z je skute¢nost, Ze na infekcich bylo zastoupeno
Siroké spektrum 8 az 10 druhd, resp. rodu, a obdobna
dynamika byla zjiStovana v prabéhu vySetfovani pas-
tevnich porosti na infekéni larvy GIN. NaSe nalezy
potvrzuji i nékteré prace zahrani¢nich autoru, ktefi po-
dobna vySetfovani u ovci provadéli, zejména Tho-
mas a Boag (1973) ze Skotska, Trepp (1973) ze
Svycarska, Goldstein aj. (1978), Grinzer aj.
(1979), Benesch (1991) z Némecka, Pelinski
(1980) z Polska a Varady a Praslic¢ka (1993)
ze Slovenska.

Provadéna dehelmintizace albendazolem prokazala
dobrou ulinnost jak u bahnic, tak u jehfiat. Intenzita
infekce a prevalence u GIN a tasemnic Moniezia spp.
poklesly po provedenych dehelmintizacich o vice neZ
90 %. V souladu s naSimi diivéj$imi nalezy (Chroust,
1995) je moZno potvrdit pivodni pfedpoklad, Ze opti-
malni doba pro dehelmintizaci jehiiat pfi pastevnim od-
chovu je nejpozdé€ji v prvni poloviné Cervence. V ob-
lastech stacionarniho vyskytu helmintoz traviciho
traktu je vyznamnym signdlem prudké zvySovani poctu
vylu¢ovanych vajicek GIN a tasemnic v trusu a rovnéz
infek¢nich larev na vegetaci. Dobré vysledky s pouzi-
tim albendazolu potvrzuji i dalsi autofi, napt. Low
a Reinecke (1991), Mage a Pothier (1990)
a Gundlach aj. (1991) a dalsi.
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TESTING OF TKT MEDIUM FOR STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
SCREENING IN BULK MILK SAMPLES

OVERENI TKT MEDIA PRO SCREENING STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE V BAZENOVYCH VZORCICH MLEKA

P. Benda, M. Vyletélova

Research Institute for Cattle Breeding, Rapotin, Czech Republic

ABSTRACT: A selective medium for quantitative determination of Streprococcus agalactiae in bulk milk samples was tested.
Among the medium bases, Edwards medium (EW) supplemented with 6 to 9% (v/v) of carefully washed sheep erythrocytes
was proved to be best (Tab. V). The production of sphingomyelinasis C (BHE, Tab. IT) or D (COREX, Tab. I) as a supplement
supporting the formation of specific hemolytic zones in the medium, was tested in four strains of Staphylococcus aureus and
seven strains of Corynebacterium pseudotuberculosis. Submersion aerated cultivation was used for enzyme production;
optimum cultivation time is about 100 hours (Figs. 1, 2). To determine the activity of the enzymes produced a screening
method was developed applying hemolytic interactions with CAMP factor of Str. agalactiae. Method sensitivity and repro-
ducibility are sufficiently high for the purposes of observation (Tab. III). The produced enzymes did not show any changes
in their activity over the whole period of storage under all conditions of storage (32 days/7 °C, 48 weeks/-18 °C, lyophilizate
48 weeks/20 °C). Sphingomyelinasis C is more resistant to heat denaturation, not losing its activity even after being warmed
to 85 °C for 5 min; sphingomyelinasis D is sensitive to temperatures higher than S0 °C (Fig. 3). COREX was selected
(sphingomyelinasis D), produced by the strain CNTCC 18/62 of C. pseudotuberculosis. The enzyme was applied either in
raw filtrate of the medium (sterilization by repeated membrane filtration) or in prepurified form obtained by cold acetone
precipitation, providing the same results. The medium is highly specific and likely enough selective for Sir. agalactiae. unlike
BHE it does not provide any positive results with UBERIS-factor + strains of Str. uberis (Tab. V). Optimum cultivation time
is 18 hours; prolongation of cultivation for more than 24 hours brings about the risk of falsely positive readings (Tab. VI)
in the strains of accompanying microflora (Morganella morganii ssp. morganii, 8-hemolytic staphylococci).

TKT medium; properties; phospholipase C and D; Streptococcus agalactiae; quantitative determination; milk; bulk samples

ABSTRAKT: Bylo testovino selektivni médium pro kvantitativni stanoveni Streptococcus agalactiae v bazénovych vzorcich
mléka. Z bazi média se nejlépe osvédCilo Edwardsovo médium (EW), doplnéné o 6 az 9 % (v/v) peclivé pranych ov&ich
erytrocytl. U Ctyf kment Staphylococcus aureus a sedmi kmeni Corynebacterium pseudotuberculosis byla ovéfena schopnost
produkce sfingomyelindzy C, resp. D, jako suplementu, umoziujiciho v médiu vznik specifickych hemolytickych zon..
K produkci enzymii bylo pouZito submerzni provzdu$iiované kultivace; optimalni doba kultivace ¢ini asi 100 hodin. Pro
stanoveni aktivity ziskanych enzymi byla vyvinuta screeningova metoda, vyuZivajici hemolytické interakce s CAMP faktorem
Str. agalactiae. Citlivost a reprodukovatelnost metody byla dostacujici pro ucely sledovani. Pfipravené enzymy nevykazovaly
zmény aktivity po celou dobu uchovévani za v§ech podminek uchovani (32 dni/7 °C, 48 tydni/-18 °C, lyofilizat 48 tydni/20
°C). K tepelné denaturaci je odolnéjsi sfingomyelinaza C, neztricejici aktivitu ani po zahfiti po dobu 5 min/85 °C; sfingo-
myelindza D je citlivd k teplotdm vy§§im neZz 50 °C. Vybrin byl COREX (sfingomyelindza D), produkovany kmenem C.
pseudotuberculosis CNTCC 18/62. Enzym byl aplikovan se stejnymi vysledky bud pfimo v surovém filtratu média (sterilizace
opakovanou membranovou filtraci), nebo v prepurifikované formé, ziskané chladovou acetonovou precipitaci. Médium je pro
Str. agalactiae vysoce specifické a pravdépodobné i dostatecné selektivni. Optimdlni doba kultivace je 18 h; pfi prodlouZeni
nad 24 h vzristd riziko fale$né pozitivnich odeétd u kmeni doprovodné mikroflory (Morganella morganii ssp. morganii,
8-hemolytické stafylokoky).

TKT médium; vlastnosti; fosfolipaza C a D; Streptococcus agalactiae; stanoveni kvantitativni; mléko; bazénové vzorky

UvVoD lenci Str. agalactiae ve stadech je velmi uZiteGnym vo-
ditkem pfi feSeni problému mastitid. K problému lze

Streptococcus agalactiae patii v souCasné dobé stale  pfistoupit dvojim zpuisobem. Bud je moZzno individual-

k nejdualeZitéj$im etiologickym Cinitelim, zigastng&nym  n& vySetfit celé stddo, nebo kvantitativné stanovit Str.
v patogenezi mastitid skotu. Proto informace o preva-  agalactiae v bazénovém vzorku mléka. Druhy zpisob
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je pochopitelné mnohem rychlejsi a levnéjsi; opravné-
ny je viak pouze v indikovanych pfipadech pouZiti
(kontrola uc¢innosti provadénych ozdravnych opatieni,
screening stad, kontroly stad bez vyskytu Str. agalac-
tiae).

Vyuziti CAMP fenoménu (Christie aj., 1944)
v diagnostice Str. agalactiae v bazénovych vzorcich
mléka se datuje od doby, kdy Hauge a Kohler-
-Ellingsen (1953) popsali TKT (Thalium-Krystal-
violet-Toxin) médium. Tato pida je zaloZena na bazi
Edwardsova média, doplnéného o B-toxin (B-hemoly-
zin) Staphylococcus aureus. Pfimo v primokultufe se
pak kolem kolonii Str. agalactiae vytvifi zoény syner-
gickych hemolytickych interakci. Podobné hemolytické
zony vSak tvoii na TKT-médiu i Str. uberis s produkcei
UBERIS faktoru (Skalka aj., 1980b). OdliSeni obou
taxont v primokultufe je velmi obtiZné i pfes pozitivni
eskulinovou aktivitu Str. uberis. TKT médium bylo né-
kterymi autory modifikovano (Postle, 1968; Ward
aj., 1970), zvlasté¢ smérem ke zvyraznéni eskulinové
aktivity citranem Zeleznatym; stile se vSak v médiu
projevovala interferujici hemolyticka aktivita nékte-
rych kmenu Str. uberis. Tento nedostatek klasického
TKT média navrhli odstranit Skalka aj. (1979b),
kdy vyuzili synergickou hemolytickou interakci mezi
fosfolipazou (sfingomyelindzou) D, produkovanou
kmeny Corynebacterium pseudotuberculosis, a CAMP
faktorem kment Str. agalactiae. Navrzené kultivacni
médium (Skalka a Smola, 1979¢) je misto sta-
fylokokovym B-hemolyzinem suplementovéno fosfoli-
pazou D (autory nazyvanou COREX). Chybélo v3ak
podrobnéjsi otestovani pripravy a slozeni média, kulti-
vacnich podminek a selektivity. Pro naSe ucely bylo
navic tieba médium dakladné ovéfit pro pouZiti v ana-
lyze bazénovych vzorki mléka.

MATERIAL A METODY

Sledovani produkce sfingomyeliniz testovanymi kmeny
mikroorganismi

Bylo pouzito Sest kmena Corynebacterium pseudo-
tuberculosis z Ceské narodni sbirky typovych kultur
(CNTCC) Praha a jeden kmen z Ceské sbirky mikroor-
ganismi (CCM) Brno (tab. I), dile pak tfi kmeny
Staph. aureus z CCM a jeden kmen vlastni provenien-
ce (tab. II). VSechny kmeny byly nejprve 2x pasdZova-
ny na krevnim agaru (Columbia Blood agar, HiMedia,
Bombay, India). Poté u nich byl pfedbéZné testovan
vyskyt synergickych hemolytickych interakci na pevné
pudé (Columbia agar s pfidavkem 8 % pranych bera-
nich erytrocyt) se tfemi kontrolnimi kmeny Str. aga-
lactiae (kmen CCM 6187, dva kmeny vlastni).

U kment C. pseudotuberculosis a Staph. aureus by-
la dale ovéfena tvorba sfingomyelinaz pfi submerzni
kultivaci. 200 ml Zivného bujénu ¢&. 2 (Imuna, Sari¥ské
Michalany) v pripadé stafylokokd nebo 200 ml Brain
Heart Infusion (Oxoid) v piipadé korynebakterii bylo
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inokulovano 10 ml suspenze bakterii ve fyziologickém
roztoku. Kultivace probihala 72 hodin pri teploté 37 °C
za stalého michani provzdu$novanim v promyvadcce
plynt o objemu 500 ml. Pro sniZeni pénivosti byl do
média pridavan Tween 80 v koncentraci 0,5 %. Narost-
la suspenze byla odstfedéna v chlazené centrifuze pfi
10 000 rpm/4 °C (Janetzki K-24). Supernatant byl poté
dvakrit zfiltrovan pres membréanovy ultrafiltr (Synpor
¢. 9). Vysledny surovy filtrat obsahoval méné neZ
I CFU bakterii/l ml (kultiva¢ni metoda, GTK agar,
Milcom Tébor). Prepurifikace enzymi ze surového fil-
tritu byla provedena metodou acetonové precipitace
(Haque a Baldwina, 1969). V surovém filtratu
i v prepurifikovaném koncentratu enzymu byl stanoven
titr sfingomyelinaz mikrodestickovou metodou (Illc.).

V piipadé sledovani dynamiky tvorby sfingomyeli-
naz byly pouzity kmeny Staph. aureus 27/SAD a C.
pseudotuberculosis CNTCC 18/62. Kultivace probihala
za stejnych podminek celkem 192 hodin. Narostla sus-

I. Produkce sfingomyelinizy D (COREX) sbirkovymi kmeny Cory-
nebacterium pseudotuberculosis - kvalitativni a kvantitativni test.
Titr znaci exponent posledniho fedéni, zpisobujiciho hemolytickou

interakci (napf. titr 8 = fedéni | : 2* = 1 - 256) - Production of
sphingomyelinasis D (COREX) by collection strains of Corynebac-
terium pseudotuberculosis - quality and quantity test. The titer
shows an exponent of the last dilution inducing hemolytic interaction
(e.g. titer 8 = dilution | - 2% =1 : 256)
Produkce cnzymu3
. o gl
Sbirkovy kmen na pevném titr v tekutém
médiu’ médiu®

CNTCC COR 14/61 velmi dobri® 4

CNTCC COR 16/61 pramérna® 3

CNTCC COR 18/62 vyborna’ 8

CNTCC COR 39/70 prumérna 6

CNTCC COR 99/89 nedetekovatelnd® |

CNTCC COR 100/89 vyborna 5

CCM 2822 slaba” 1

. . 2 . 3 . . 4. .
"collection strain, “enzyme production, “on solid medium, “titer in
g ; s [ 7 X
liquid medium, “very good. "mediocre. ‘excellent. “not detectable,
9.
weak

I1. Produkce B-hemolyzinu (BHE) kmeny Staph. aureus — kvalitativni
a kvantitativni test. Titr znali exponent posledniho fed&ni, zplsobuji-
ciho hemolytickou interakci (napf. titr 9 = fedéni | : =1 512) -
Production of beta-hemolysin (BHE) by strains of Staph. aureus —
quality and quantity test. The titer shows an exponent of the last
dilation inducing hemolytic interaction (e.g. titer 9 = dilution
1:2%= 17512

Produkce enzymu®
Sbirkovy kmen! na pevném titr v tekutém
médiu? médiu*
CCM 6188 vyborna® 11
CCM 4245 velmi dobrd® 9
CCM 4246 vyborna B
27/SAD vyborni 12

For 1-4 see Tab. I; “excellent, "vcry good
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penze byla v mnozstvi 5 ml pravidelné odebirdna
a v surovém filtratu byl stanoven titr sfingomyeliniz
stejnym zpisobem jako v predchozim pfipadé. Soucas-
né byla stanovena hustota suspenze mikroorganismu
(CFU/ml) na GTK agaru. Cistota kultury byla kontro-
lovana kfizovym roztérem na krevni agar s plnou bera-
ni krvi.

Metody stanoveni titru sfingomyeliniz, vliv teploty
kultivace

Byly ovéfovany tii metody stanoveni titru sfingo-
myelinaz:

Klasickd zkumavkovd metoda (Hot-Cold test)
Testovani probihalo podle Haque a Baldwi-
na (1969).

Plotnova metoda

30 ml EW (HiMedia), po rozpusténi ochlazeného na
45 °C, bylo smiseno s 2 ml prislusného dvojkového
fedéni surového filtratu ¢i purifikovaného koncentratu
sfingomyelinaz, 0,3 ml 0,1 M MgSO4 a 3 ml 25% sus-
penze pranych beranich erytrocyta. Médium bylo plné-
no po 10 ml do Petriho misek a pfedsudeno. Poté byly
na povrch média v kazdé misce vyoCkovany jednou ca-
rou tfi kontrolni kmeny Str. agalactiae. Kultivace pro-
bihala presné 24 h/37 °C. Za titr enzymu bylo povazova-
no posledni fedéni testovaného materiilu, zptsobujici
totalni $irokou hemolytickou interakei okolo ¢ary kon-
trolnich kment Str. agalactiae. Titr byl vyjadien jako
cxponent, tedy titr 0 znaci nefedény materidl a titr 12
materidl 4 096krat zredény.

Modifikace plotnové metody na mikrodestickach

Do jamek mikrotitraénich desti¢ek s plochym dnem
byla napipetovana fada 50 pl dvojkového fedéni enzy-
mu ve fyziologickém roztoku s 1 mM MgSO,. Bylo
smiseno 30 ml EW (HiMedia) ochlazeného na 45 °C
s 0,3 ml 0,1 M MgSO,4 a 3 ml 25% suspenze pranych
beranich erytrocyti nebo s 0,3 ml 0,1 M MgSO,, 2 ml
prepurifikovaného CAMP faktoru (Skalka aj.,
1979a) a 3 ml 25% suspenze pranych beranich erytro-
cytd. Pada byla pipetovana po 100 pl do jamek s enzy-
mem. Zatazeny byly vZdy i pozitivni a negativni kon-
troly a slepé vzorky. U varianty bez CAMP faktoru byl
na povrch média v jamkach vyockovan kmen Str. aga-
lactiae CCM 6187. Inkubace probihala v obou pfipa-
dech 18 h/37 °C. Za titr enzymu bylo povaZovéano pos-
ledni fedéni, zpusobujici totalni projasnéni média
v jamce.

Porovndni metod

V surovych filtraitech viech submerzné kultivova-
nych kment Staphylococcus aureus a Corynebacteri-
um pseudotuberculosis byly stanoveny obsahy BHE
a COREXu viemi tfemi metodami soucasné.

Vliv teploty kultivace
Plotnova metoda byla kultivovana pfi teplotach
201 9C;:23.°C,727 °C;,'30 °C;: 33 °C:37 °C a 40 °C,
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Hodnocena byla velikost hemolytickych zon a shoda se
stanovenim pii teploté 37 °C.

Stanoveni exspirace surového filtritu sfingomyeliniz,
teplotni denaturace enzymu, prepurifikace enzymi,
vliv opakovaného rozmrazeni

Byly testovany tyto formy uchovéni studovanych
enzymu: (1) Lyofilizaty ze 3 ml surového filtratu/
+20 °C, (2) 3 ml surového filtratu/=50 °C, (3) 3 ml
surového filtratu/~18 °C, (4) 3 ml surového filtratu/
+7 °C a (5) 3 ml surového filtratu/+20 °C.

Po uplynuti 1, 2, 4, 8, 16 a 32 dni (varianty 4 az 5)
nebo 1, 2, 4, 8,16, 32 a 48 tydnu (varianty 1 aZ 3) byly
ve filtratech stanovovany titry BHE ¢i COREXu plot-
novou metodou. Stanoven byl také vliv vystaveni zvy-
Sen¢ tleplot¢ na aktivitu enzymu (simulace denaturace
po piidani do pfipraveného média). Zkumavky s obsa-
hem 3 ml surového filtratu byly vystaveny po dobu
5 min zvolenym teplotdm; poté byla ve filtratu stano-
vena aktivita sfingomyelinaz.

Prepurifikace sfingomyelinaz probihala metodou dle
Haque a Baldwina (1969). Stanovili jsme také
recovery aktivity enzymu.

Dile byl ovéren vliv opakovanych rozmrazeni u enzy-
mu uchovavanych zmrazenim. Osm zkumavek se 3 ml
surového filtratu bylo postupné v intervalu 24 h osmkrat
rozmraZeno. v jednotlivych intervalech byly postupné
odebirany a v materialu stanovena aktivita enzymu.

Testovani bazi médii

Byly testovany tii baze médii: (1) EW, (2) Columbia
Blood agar (HiMedia) s piidavkem krystalové violeti
a octanu thalného jako pro EW, ale bez eskulinu, a (3)
Columbia Blood agar s pfidavkem antibiotického sup-
lementu (Streptococcus Selective Supplement, Oxoid)
v koncentracich 0,5; 1,0 a 2,0 vyrobcem piedepsaného
mnozstvi. Celkem 100 ml sterilizované baze, ochlazené
na teplotu 45 °C, bylo doplnéno BHE nebo COREXem
do koncentrace jako v pfipad¢é plotnové metody. Dile
v pripadé (3) byl pfidan antibioticky suplement prislus-
nych koncentraci. Po doplnéni 8 ml 25% suspenze eryt-
rocytl byla média rozlévana do Petriho misek. Ovéfeni
kvality probihalo jednak vyocfkovéanim kontrolnich
kmenu Str. agalactiae, jednak inokulaci 0,1 ml bazéno-
vych vzorki syrového kravského mléka ze stdji s vys-
kytem Str. agalactiae na povrch média. Hodnocena by-
la zachytnost, selektivita média, velikost vytvofenych
hemolytickych zon a prehlednost odectu.

Ovéfen byl také vliv koncentrace erytrocytd na kva-
litu média; ke 30 ml zchlazeného média (1) byla pfida-
vina 25% suspenze erytrocyti v koncentracich 1,8; 3,6;
54:72a9 % (viv).

Subjektivné byly posouzeny také zmény kvality pfi-
pravenych médii s uchovavanim pii chladnickovych
teplotach. Médium V.a. s BHE, resp. s COREXem, by-
ly uchovavény pfi 7 °C a v tydennich intervalech byly
sledoviany zmény kvality média.
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Ovéreni selektivity média, identifikace doprovodné
mikroflory

K pokusu byly pouzity bazénové vzorky mléka, ana-
lyzované v ramci pravidelného screeningu kvality mlé-
ka v oblasti KDV Zabifeh na Moravé. Vzorky mléka
nebyly konzervovany, analyzovany byly do dvou hodin
po doruceni do laboratore. Celkem bylo analyzovano
610 vzorku mléka.

0,1 ml bazénového vzorku mléka bylo vyockovano
na TKT médium s COREXem nebo s BHE (V.a), ro-
zetieno a dosu$eno v termostatu. Kultivace na povrch
pudy byla zvolena pro lep§i odecet morfologie kolonii
a snadnéjsi subkultivaci; neni také nutné opakované
pripravovat média pro kazdou davku vzorku jako v pfi-
padé zalévani vzorku. Kultivace probihala pii 37 °C;
odelty byly provadény po 18, 24, 48 a 72 hodinéch.
Standardnimi metodami byla ovéfovana identita viech
mikroorganismi, vytvarejicich zény Siroké hemolyzy,
podobné hemolytickym zénam Str. agalactiae. Pro G+
koky byl navic uréen typ produkovaného hemolyzinu
(Skalka aj., 1979a, 1980a). Jako Str. agalactiae byly
uréeny kmeny vytvéfejici synergické hemolytické in-
terakce, katalaza negativni a hippurat a fosfataza pozi-
tivni.

VYSLEDKY

Sledovéni produkce sfingomyelindz testovanymi kmeny
mikroorganismu

Nejlepsi vysledky produkce sfingomyeliniazy D jak
pii pfedbéZném testovani na pevné pudé, tak pii sub-
merzni kultivaci kment C. pseudotuberculosis jsme ob-
drzeli pro kmeny CNTCC COR 18/62 a CNTCC

3.5,
T Al de
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Q 251
A
o 2"'-. e
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Q2 — i
g 1. : . aureus
. - ® -~ C. pseudotbc.
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1. Rustové kiivky kment Staph. aureus SAD 27 a Corynebacterium
pseudotuberculosis CNTCC 18/62. Hodnoty na ose y znadi logarit-
mus rozdilu aktudlniho a potite¢niho poétu CFU/1 ml kultiva¢niho
média — Growth curves of the strains Staph. aureus SAD 27 and
Corynebacterium pseudotuberculosis CNTCC 18/62. Values on y-
axis indicate logarithm of the difference between actual and starting
counts of CFU/1 ml culture medium

'log (CFU - starting CFU)+1

74

COR 39/70. Naopak kmeny CNTCC COR 99/89
a CCM 2822 produkovaly pouze slabé detekovatelné
stopy enzymu (tab. I).

Vysledky sledovani produkce stafylokokového f3-
-hemolyzinu (BHE) testovanymi kmeny mikroorganis-
mi pii submerzni kultivaci uvadi tab. II. VSechny kme-
ny produkovaly BHE ve znacném mnoZzstvi.

Pozitivni hemolytické interakce na pevné pudé byly
podminény pouZitim pranych erytrocyti. Pokud bylo
médium pfipraveno z defibrinované plné krve, hemoly-
tické interakce Str. agalactiae s BHE byly omezeny
a interakce s COREXem se ani pro jeden sledovany
kmen nepodarilo prokazat. Také pfi pouZiti pouze jed-
nou propranych erytrocyti dochazelo k castecné inhi-
bici interakci COREXu.

Typické rustové kiivky mikroorganismi jsou uvede-
ny na obr. I. Vysledky pro C. pseudotuberculosis v§ak
nebudou zcela presné. Za uvedenych kultivacnich pod-
minek submerzni kultura C. pseudotuberculosis vyraz-
né autoaglutinuje a vysledky nejsou zcela reproduko-
vatelné.

Dynamika produkce enzymu je znazornéna na obr. 2.
Je ziejmé, Ze produkce enzymu v podstaté kopiruje rus-
tové kiivky a je maximalni v exponencialni fazi rustu.
ProdlouZeni kultivace nad 72 h jiz nema tak vyrazny
vliv na konecny titr enzymu v médiu, naopak u stafy-
lokokt maze dojit po delsi kultivaci k poklesu aktivity
produkovaného BHE. Divodem bude pravdépodobné
postupné se zvy3ujici obsah stafylokokového a-hemo-
lyzinu, nebot vétSina kmenu jej produkuje, byt ve slabé
mife. Tento jev byl pozorovan pro viechny sledované
kmeny Str. aureus a projevoval se obtiznymi odecty
vysledku pii kultivacich delSich nez 150 hodin.

Z vysledku je také ziejmé, ze optimélni doba kulti-
vace se pohybuje u stafylokoki mezi 50 az 100 hodi-
nami, kdy je§té nehrozi inhibice a-hemolyzinem, u ko-
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2. Dynamika produkce sfingomyelinizy C (BHE) kmenem Staph.
aureus SAD 27 a sfingomyelindzy D (COREX) kmenem Corynebac-
terium pseudotuberculosis CNTCC 18/62. Hodnoty na ose y znaci
titr, tj. exponent posledniho fedéni, zgl’lsobujiciho hemolytickou in-
terakci (napf. titr 8 = fedéni | : 2" = | : 256) — Dynamics of
sphingomyelinasis C production (BHE) by the strain Staph. aureus
SAD 27 and sphingomyelinasis D (COREX) by the strain Coryne-
bacterium pseudotuberculosis CNTCC 18/62. Values on y-axis indi-
cate the titer. i.e. exponent of the last dilution inducing hemolytic
interaction (e.g. titer 8 = dilution 1 : 2* = | : 256)

lsphingomyclinase titer
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rynebaktérii pak mezi 100 az 150 hodinami. Riziko
ovlivnéni vysledku pfipadnou kontaminaci je nizké,
mnoZstvi vytvofeného enzymu je viak jiz dostatecné.
Ve viech naSich kultivacich jsme se nesetkali s deteko-
vatelnou kontaminaci.

Metody stanoveni titru sfingomyeliniz, vliv teploty
kultivace

Presnost metod nebylo mozno hodnotit, nebot chybi
standardni metoda. Reprodukovatelnost metod byla pfi-
blizné stejna, vechny jsou spolehlivé schopny deteko-
vat posledni fedéni s pozitivni reakci. Pfi paralelnich
stanovenich jsme nenalezli rozdily, opakovana stanove-
ni v del8ich ¢asovych intervalech jiz byla zatizena chy-
bami, nepfesahujicimi ale jedno fedéni. Z tohoto hle-
diska se nam nejspolehlivéjsi jevila plotnova metoda,
nejvice bylo zatizeno chybami stanoveni COREXu
zkumavkovou metodou. Nejcitlivéj$i metodou byla
shledana plotnova metoda spolu s metodou na mikro-
desti¢kach (tab. III). Klasickd zkumavkova metoda vy-
kazovala zhruba Ctyfikrat niZsi citlivost neZ predeslé
metody. U mikrodestickové metody jsme nenalezli roz-
dily mezi pouzitim prepurifikovaného CAMP faktoru
a pfimym vyo¢Kovanim kmene Str. agalactiae na po-
vrch média v jamce.

Z uvedenych divoda byly zvoleny pro dalsi praci
plotnova a mikrodestickova metoda. Plotnovou metodu
jsme pro jeji reprodukovatelnost pouZivali pfi sledova-
ni exspirace enzymu, mikrodestickovou metodu pak
pro sledovani dynamiky produkce enzymu. Dal3imi ne-
zanedbatelnymi vyhodami zvolenych metod jsou rela-
tivni jednoduchost a shoda stanoveni (alespon v nasem
sledovani) s vyslednou aplikaci enzymu a tim i spoleh-
livost vysledného média.

Pro kultivaci testa s COREXem se jevily jednoznac-
né nevhodné kultivacni teploty jiZ okolo 30 °C, zatimco
testy s BHE davaly korektni vysledky i pfi teploté
20 °C. Vysledky jsou obsaZeny v tab. IV.

Stanoveni exspirace surového filtratu sfingomyeliniz,
teplotni denaturace enzymii, prepurifikace enzymi, vliv
opakovaného rozmrazeni

Pfi viech sledovanych zplsobech uloZeni se sfingo-
myelinazova aktivita surového filtratu jak pro COREX,
tak pro BHE neménila. Pro uloZeni pfi +20 °C bylo
viak nutno ukoncit sledovani jiZ po 21 dnech vzhledem
k nahodnému prerustani zbytkovou kontaminaci stafy-
lokoky ¢i korynebakteriemi. Aktivita sice zustavala
stejna, ale nebylo moZno vyloucit kompenzaci ubytku
aktivity produkci nové nartstajici kultury.

Vysledky testovani teplotni denaturace enzymu
(obr. 3) ukazuji, Ze BHE Staph. aureus nesniZoval ak-
tivitu ani po zahfati 5 min/85 °C. Naproti tomu CO-
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3. Vliv pétiminutové expozice pfi zvySené teploté na aktivitu sfin-
gomyelinizy C (BHE) kmene Staph. aureus SAD 27 a sfingomyeli-
nizy D (COREX) Corynebacterium pseudotuberculosis CNTCC
18/62. Hodnoty na ose y znadi titr, tj. exponent posledniho fed&ni,
zpusobujiciho hemolytickou interakci (napf. titr 8 = fedéni | : 2=
1 : 256) - The effect of five-minute exposure to an increased tem-
perature on the activity of sphingomyelinasis C (BHE) of the strain
Staph. aureus SAD 27 and sphingomyelinasis D (COREX) of Cory-
nebacterium pseudotuberculosis CNTCC 18/62. Values on y-axis
indicate the titer, i.e. exponent of the last dilution inducing hemoly-
tic interaction (e.g. titer 8 = dilution 1 : 2 = 1:256)

Isphingomyclinase titer

I1I. Srovnani metod stanoveni sfingomyelinaz. Titr znaCi exponent posledniho fedéni, zpusobujiciho hemolytickou interakci (napf. titr 9 =

vl

fedéni 1 : 2" = 1 : 512) - Comparison of methods of sphingomyelinasis determination. The titer shows an exponent of the last dilution

inducing hemolytic interaction (e.g. titer 9 = dilution 1 : 2" = | : 512)
Shirkovy kmen! Submerzni provzdudiiovana kultivace, titr enzymu (72h/37 °C) v surovém filtritu, metoda stanoveni?
zkumavkovi® mikrodesticka® plotnova®
CCM 6188 9 11 11
CCM 4245 7 9 9
CCM 4246 9 11 11
27/SAD 10 12 12
CNTCC COR 14/61 2 4 S
CNTCC COR 39/70 4 6 6
CNTCC COR 18/62 6 8 8
CNTCC COR 100/89 4 5 5

| " . ; § g i T 5
collection strain, “submersion aerated cultivation, enzyme titer (72h/37 °C) in raw filtrate, method of determination, “test-tube, 4mu:m-plate.

spl:ne
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REX C. pseudotuberculosis byl zcela denaturovan jiz
pfi 75 °C, nicméné ,technologicky" dulezitd teplota
50 °C neméla jesté vliv na aktivitu.

Prepurifikace sfingomyelindz metodou dle Haque
a Baldwina (1969) pfinasi vyhody v moZnosti
podstatného zkoncentrovani enzymu a zmenseni obje-
mu pouzivanych k lyofilizaci. Dosahovali jsme recove-
ry aktivity enzymu lepsi neZ 50 %. Proto napi. COREX
bylo moZno bez problému zkoncentrovat tak, Ze objem
prepurifikovaného enzymu, nutného pro piipravu 600
ml média, ¢inil pouze 0,3 ml.

Sledované enzymy jsou necitlivé k opakovanému
rozmrazeni uchovavaného materidlu. Ani po osmi cyk-
lech rozmrazeni a zmrazeni (-18 °C/+25 °C) nedoSlo
ke zméné aktivity sfingomyelinaz.

Testovani bazi médii

Vysledky testovani bazi médii s COREXem pomoci
kontrolnich kmend uvéadi tab. V. Nejlep$i vysledky
jsme obdrZeli pro EW. PouZiti Streptococcus Selective
Supplement s Columbia agarem firmy Oxoid nepfinasi
Zadné vyhody. Médium se suplementem v piedepsané
koncentraci jiZ pravdépodobné potlatuje produkci
CAMP faktoru u Str. agalactiae, nebot hemolytické
interakce jsou vyrazné slabsi a méné zietelné. Vysled-
ky suplementace BHE jsou podobné vysledkim suple-
mentace COREXem. Jedinym rozdilem je pozitivni he-
molyticka interakce UBERIS faktor + kmena Srr.
uberis. Pro médium identické s EW, ale bez eskulinu,
jsme obdrzeli vysledky totoZné s EW, proto nejsou
uvedeny v tabulce.

V tab. VI jsou uvedeny vysledky kvantitativniho
ovérovani bazi médii na bazénovych vzorcich mléka.
Hodnoty v tabulce znaci pocty CFU s pozitivnimi he-
molytickymi interakcemi; jsou primérem ze tfi opako-
vani. U vzorku ¢.1213 byly v primokultufe pfitomny
kolonie UBERIS faktor + kmene Str. uberis, proto vy-
kazuje EW s BHE podstatné vyssi vysledky. Rozdily
mezi zbyvajicimi médii naznacuji lep8i zachytnost EW
s COREXem, pro maly rozsah souboru je vak nelze
povazovat za relevantni. Columbia agar s OXOID sup-
lementem neni tak selektivni jako EW a umoZiiuje rist
i jinych G+ mikroorganismu (napf. laktobacily), které
na EW nerostou. Tim také vzrusta riziko kompetitivni
inhibice v kultufe.

Koncentrace erytrocytt ve vysledném médiu (testo-
vano pro EW s COREXem) neméla vliv ani na velikost
hemolytickych zén, ani na zachytnost média. Nejvhod-
néjsi koncentrace erytrocyti v médiu (z hlediska snad-
ného odeétu primokultur) se jevi v rozmezi 6 az 9 %
(v/v).

S prodlouZenym uchovavanim pfi teploté¢ 7 °C do-
chéazelo i pfi uchovdvani v uzavienych PE saccich
k vysychani média. Jak v pripadé BHE, tak COREXu
se po dobu nejméné jednoho mésice neménila schop-
nost hemolytické interakce s kmeny Str. agalactiae.
U média s BHE vSak po 2 az 3 tydnech dochazelo k po-
stupné lyze erytrocytli v médiu a k projasnéni média.
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Ovéreni selektivity média, identifikace doprovodné
mikroflory

Z TKT média s BHE i s COREXem byly izolovany
kmeny mikroorganismu, vytvéfejici hemolytické zony
okolo kolonii. Tab. VI obsahuje seznam nejCastéji izo-
lovanych taxonu spolu s popisem ristu na TKT agaru.
Stafylokoky produkujici 8-hemolyzin nepatfily do jed-
noho druhu. Izolovali jsme druhy Staph. simulans,
Staph. haemolyticus a Staph. xylosus. U ojedinéle izo-
lovanych kment Staph. aureus se pravdépodobné nejed-
nalo o hemolytické synergické interakce, nebot izolované
kmeny vZdy intenzivné produkovaly B-hemolyzin a he-
molytické zény byly vzidy malého praméru.

Z TKT s BHE bylo izolovano celkem 252 kment
s typickymi Sirokymi zénami hemolytickych interakci
okolo kolnii. V8echny izoléty néleZely bud ke Str. aga-
lactiae nebo ke Str. uberis. Na TKT s COREXem pak
ze 134 kmenl byly vSechny konfirmovany jako Str.
agalactiae.

Vyrazny vliv na obraz primokultury (a tim i snad-
nost odectu) méla doba kultivace. Po 18 h byly vzdy
plné vyvinuty hemolytické zény kolem kolonii Str.
agalactiae (pro BHE také Str. uberis), zatimco hemo-
lytické zony interferujici mikroflory chybély nebo byly
slabé vyvinuté. Jiz po 24 h v3ak byly zietelné patrné
predeviim z6ény 8-hemolytickych stafylokokt a Morga-
nella morganii ssp. morganii. Primokultury kultivova-
né déle nez 24 h byly mnohdy velmi obtizné odecita-
telné. Erytrocyty v médiu (obzvlasté v médiu s BHE)
byly jiZ Castecn€ naruseny, pravdépodobné spolecnym
pusobenim teploty a exosubstanci doprovodné mikro-
flory, nejCastéji enterokoki. Také vzhled hemolytic-
kych z6n 8-hemolytickych stafylokokl se po 48 h bliZi
velikosti zonam Str. agalactiae.

DISKUSE

Cilem na8i prace bylo podrobné ovéieni vlastnosti
selektivniho média pro kultivaci Str. agalactiae. V prv-
ni fadé jsme potvrdili pouzitelnost sfingomyelindzy D
C. pseudotuberculosis jako suplementu pro TKT médi-
um. Vysledky nasi prace pIné souhlasi s pracemi autort
Skalka aj. (1979b, 1980b); naopak jsou v rozporu
s pracemi, popirajicimi existenci synergické hemolytic-
ké interakce sfingomyelinizy D a CAMP faktoru Str.
agalactiae (Bernheimer aj., 1980; Barksdale
aj., 1981). Uvedené rozpory by bylo podle naseho na-
zoru mozno vysvétlit nékterymi z nasledujicich faktl:
- Podle nasich vysledku existuji podstatné rozdily v pro-

dukci sfingomyelinazy D kmeny C. pseudotuberculo-

sis. Napfiklad kmen CCM 2822, pouZity Skalkou
aj. (1979b), se nejevi prili§ vhodny pro kvantitativni
produkci COREXu; kmen CNTCC 18/62 naproti tomu
produkuje po 72 h submerzni kultivace priblizné sto-

néasobné vice sfingomyelindzy D (tab. I).

- Synergické hemolytické interakce mezi COREXem

a CAMP faktorem Str. agalactiae jsou inhibovany,
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IV. Vliv kultivaéni teploty na intenzitu synergickych hemolytickych interakci mezi CAMP faktorem St agalactiae a BHE, resp. COREXem — The effect of culture temperature on the intensity of synergic hemolytic
interactions of the CAMP factor of Str. agalactize and BHE or COREX

Teplota (°C) - Hemolytické interakce s CAMP faktorem Str. agalactiae/24 h Hemolytic interactions with the CAMP factor of Str. agalactiae/24 h

Temperature (°C) | gyE COREX BHE COREX

40, 37, 33 :‘;‘;ﬁ;n;;:f:;;ll:é‘ dabie; ohicanicené, :((::\ellli:nl:e::&i:;;e doble:ohranieene: correct, clear, well-defined, total hemolysis correct, clear, well-defined, total hemolysis
korektni, zfetelné, dobfe ohranicené X ; 5 5 correct, clear, well-defined, total hemolysis .

J y 4 zf ¢ e P z lear, lete hemolyses

30 totdlni hemolyza s difuznimi okraji mens; zietelng, hemolyzynekompletni with diffuse margins lessicleary NCOMpleicNSme] yex
korektni, zfetelné, dobfe ohrani¢ené, . . correct, clear, well-defined. total hemolysis .

2 J : lear, lete hemol

27 totélni hemolyza s difuznimi okraji nezietelné, hemolyzy nekompletni with diffuse margins unclear, incomplete hemolyses
lab3i, ale stile zfetelné, dobfe ; weaker but still clear, well-defined, total - .

23 3 : 2 i be ¢ : hardly any interactions

= ohranicené, totlni hemolyza (€méF bez interakee hemolysis y any

20 mensi, méné zietelné bez interakce smaller, less clear without interactions

V. Vliv pouzitého zikladu TKT média na rist kontrolnich kmend mikroorganismi. Vysledky po suplementaci COREXem — The effect of the applied base of TKT medium on the growth of control strains of

LL

microorganisms. The results after supplementation by COREX

Columbia Blood Agar Base + Streptococcus Selective

Columbia Blood Agar Base + Streptococcus Selective

Staphylococcus aureus
CCM 6188

Streptococus dysgalactiae
5312

Staphylococcus haemolyticus
P1561

Streptococcus uberis
UBERIS faktor + P212

potlaceny rust

dobry rust, bez
hemolyzy

rast ponékud
potlaceny,
zfetelna hemolyza

dobry rust, bez
hemolyzy

stopovy rust

dobry rust, bez
hemolyzy

rist ponékud
potlaceny, zietelnd
hemolyza

dobry rast, bez
hemolyzy

potlaceny rast

dobry rust, bez
hemolyzy

slaby rust, stopy
hemolyzy

dobry rust, bez
hemolyzy

potlageny rist

dobry rust, bez
hemolyzy

potlaceny rust

dobry rust, bez
hemolyzy

suppressed growth

satisfactory growth,
without hemolysis

rather suppressed
growth, clear
hemolysis

satisfactory growth,
without hemolysis

trace growth

satisfactory growth,
without hemolysis

rather suppressed

growth, clear hemolysis

satisfactory growth,
without hemolysis

smaller

suppressed growth

satisfactory
growth, without
hemolysis

weak growth,
traces of hemolysis

satisfactory
growth, without
hemolysis

Testovany kmen — Test strain E(i\;r_ardsovo Supplement Oxoid (pomér k doporucené koncentraci) Bdwards imedium Supplement Oxoid (ratio to recommended concentration)
médium
0,5 1 2 0.5 | 2
Streptococcus agalactiae vyrazna kompletni | kompletni hemolyza, | mirné potlacena slabd clear complete, complete hemolysis, slightly weak incpmplelc
CCM 6187 hemolyza, mendi nez v TKT hemolyza, vyrazné | nekompletni well-defined smaller than in TKT suppressed hemolysis
zietelné ohrani¢ena| z Edwardsova média | mensi hemolyza hemolysis from Edwards medium | hemolysis, clearly

suppressed growth

satisfactory
growth, without
hemolysis

suppressed growth

satisfactory
growth, without
hemolysis
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VI. Popis mikroorganismi rostoucich na TKT agaru za tvorby hemolytickych zén - Description of microorganisms growing on TKT agar while hemolytic zones are produced

Rust na TKT + COREX nebo BHE

Growth on TKT + COREX or BHE

Escherichia coli

Proteus mirabilis

Morganella morganii
SSp. morganii

Staphylococcus
haemolyticus

Streptococcus uberis

UBERIS faktor +

Staphylocaoccus aureus

Rust pouze po prodlouZené kultivaci nad 30 h; totdlni hemolyza, opakovanéjsi. vypouklé,

hladké kolonie. VSechny kmeny byly hemolytické i na béZném krevnim agaru.
Ahemolytické E. coli netvofi zony na TKT.

Nékteré kmeny b&Zné rostou na TKT. Pozitivni hemolyzy na TKT jsou svaziny se
slabou hemolyzou na krvi. Tvofi plazivé & ploché kolonie, nékdy s éervenym nadechem
okolo kolonii.

Vei (1 az 1.5 mm) vypouklé, hladké kolonie, slaby zelenavy nadech kolonii i okoli,
hemolyzy téméF stejné jako u streptokoku. Cisté kultura na krevnim agaru ¢asto
hemolyzujici, hemolyzy mensiho priméru nez na TKT. Po druhé pasazi na TKT jiZ
obvykle nejsou hemolyzy zfetelné.

Opakované, drobné, vypuklé, hladké kolonie, hemolytické interakce jasné, ostie
haemolyticus ohrani¢ené. Kultury na KA typické G+ koky, nehemolytické, pigmentujici.

Typické kolonie streptokoku; drobnéjii. hladké, nékdy mukézni. Pozitivni hemolytické
interakce zcela typické, pouze na médiu s BHE. Na krevnim agaru ahemolytické, ziidka
slabé viridujici.

Opakované, velmi drobné, vypuklé, hladké kolonie, hemolytickd z6na mala, jasna, ostie
ohrani¢end. Rust pouze po prodlouZené kultivaci nad 48 hodin. Kultura na KA typicky
Staph. aureus.

Growth only after prolonged cultivation for more than 30 hours; fairly opaque, convex,
smooth colonies. All strains were hemolytic even on common blood agar. Ahemolytic E.
coli does not form any zones on TKT.

Some strains commonly grow on TKT. Positive hemolyses on TKT are associated with
weak hemolysis on blood agar. Creeping or flat colonies are produced. sometimes with
red tinge around the colonies.

Larger (than 1.5 mm) convex, smooth colonies, faint greenish tinge of colonies and the
environs, hemolyses almost the same as in streptococci. Pure cultures on blood agar
often showing hemolysis, hemolyses of smaller diameter than on TKT. Hemolyses are
not usually clear after the second passage on TKT any longer.

Opaque tiny, convex, smooth colonies, clear hemolytic, well-defined interactions.
Cultures on KA characterized by G+ cocci, nonhemolytic, pig ing

&

Typical colonies of streptococci; somewhat tiny, smooth, sometimes mucous. Positive
hemolytic interactions are quite typical, on medium with BHE only. Ahemolytic, rarely
slightly viridescent on blood agar.

Opaque. very tiny, convex, smooth colonies, hemolytic zone is small, clear, well-defined.
Growth only after prolonged cultivation for more than 48 hours. Culture on KA is
typical Staph. aureus.




pouzijeme-li pro kultivaci média s obsahem krevni
plazmy. Také pouhé stopy plazmy ve Spatné vypra-
nych erytrocytech maji vliv na intenzitu interakce.
K podobnym vysledkim dospéli i Skalka
a Smola (1979d) pro klasicky CAMP test s BHE.

— Pfi kultivaénich teplotach asi 30 °C jiz dochazi
k oslabeni synergické hemolytické interakce mezi
COREXem a CAMP faktorem.

Dal§im pfedmétem nasi prace bylo ovéfeni ,techno-
logicky* dalezitych vlastnosti sledovanych sfingomye-
lindz véetné zpusobu pfipravy. Z duvodu predpoklada-
né vys§i vytéznosti jsme zvolili submerzni zpusob
kultivace, i kdyZ je velmi dobre pouZitelna i technika
povrchovych kultivaci (Skalka aj., 1979b), zvlaste
pro Staph. aureus. To dokumentuje i nenulovy titr
BHE pri startu sledovdni dynamiky tvorby enzymui
© (obr. 2), kdy pouhy pfidavek 10 ml husté suspenze
24hodinové kultury do kultivaéniho média (500 ml)
zvy$oval titr na hodnotu 2. Submerzni zpusob kultivace
se viak rozhodné osvéddil; z jedné davky (500 ml kul-
tury) lze 1zolovat mnozstvi enzymu, postacujici k sup-
lementaci médii pro fadové 10* analyz. Pro nékteré
aplikace by vSak mohl byt nevyhodny vyssi obsah ba-
lastnich peptida, pochazejicich z kultivacniho média.
Potvrdili jsme také vyhodnost a vysokou vytéZnost pre-
purifikace enzymu, i kdyZ pro nase acely (suplementa-
ce kultivacniho média) je surovy filtrdt sterilizovany
membranovou filtraci zcela postaCujici.

Sfingomyelindzy C a D, uchovavané za podminck
nasi prace, se jevi jako pfekvapivé stabilni enzymy.
Aktivita pfi zadném ze zplisobl uchovani se neménila
po celou dobu sledovini; zvIasté dileZitd je moZnost
dlouhodobého zmrazeni ¢i lyofilizace. Také opakovany
cyklus zmrazeni nemél vliv na aktivitu enzymi. COREX
je vSak mnohem citlivéjsi k denaturaci zdhfevem, kdy
jiz pii teplotich nad 50 °C dochazi ke ztraté¢ aktivity
enzymu. Stafylokokovy BHE je naproti tomu mimorad-
né termostabilni; v tomto sméru se nabizi srovnani se
stafylokokovymi enterotoxiny.

Dulezity je také zptsob stanoveni aktivity sfingomy-
elinaz. NaSe screeningova metoda, kdy de facto pouzi-
vame totozné podminky stanoveni jako pii vysledné
aplikaci, se ukdzala zhruba Ctyfnasobné citlivéjsi nez
zkumavkovd metoda (Haque a Baldwin, 1969).
Produkci sfingomyelindizy D kmeny CCM 2822
a CNTCC 99/89 se zkumavkovou metodou vibec ne-
podafilo prokazat.

Jako nejlepsi selektivni baze pro TKT se ukazala
média, zaloZend na selektivnim d¢inku thalia a krysta-
lové violeti, at jiz s eskulinem (klasické Edwardsovo
médium) ¢i bez eskulinu. V zachytnosti se neli§i od
média se Streptococcus Selective Supplement firmy
Oxoid a v selektivité média a kvalit¢ hemolytickych
interakci jej rozhodné piedCi. PouZiti antibiotického
suplementu nefeSi ani problém taxoni, vytvafejicich
fale¥né pozitivni hemolytické zony na TKT médiu na
bazi EW. Jak 8-hemolytické stafylokoky, tak i kmeny
Morganella morganii ssp. morganit byly schopny rastu
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1 za pfitomnosti antibiotického suplementu. Je vSak
nutno poznamenat, Ze nae zavéry mohou mit omeze-
nou platnost; vztahuji se pouze k jednomu typu analy-
zovaného materialu — ke vzorkim syrového mléka.
Pripravené médium je pouZitelné po dobu nejméné
14 dni. Po této dobé viak erytrocyty v piudé s BHE jiz
zacinaji spontanné lyzovat. Podobné zkus$enosti uvadéji
také Sischo aj. (1993). Médium s COREXem vsak
nevykazuje viditelné zmény ani po jednom mésici
uchovani a jeho Zivotnost je limitovéana jinymi faktory
nez lyzou erytrocytl ¢i ztratou hemolytické aktivity.
Pro §irsi ovéreni kvality média na terénnich vzorcich
jsme pouZivali jiZ jen jeden typ baze TKT média, a to
EW. Potvrdili jsme poznatek, Ze TKT médium suple-
mentované BHE neni specifické pouze pro Str. agalac-
tiae; totozné hemolytické interakce jsme pozorovali
i pro kolonie Str. uberis s produkci UBERIS faktoru
(Skalka aj., 1980b). Pfi pouziti COREXu problém
Str. uberis odpada a médium je pro Str. agalactiae vy-
soce specifické. Vzhledem k raritnimu vyskytu kmena
Str. agalactiae 7 ptipad mastitid bez produkce CAMP
faktoru (podle naSich sledovani do 2 %, sledovano
2 058 kmenu) je puda pravdépodobné i dostatecné se-
lektivni, i kdyZ ovéfit toto tvrzeni by bylo obtizné.
Tvorba hemolytickych zon v okoli kolonii (af jiz
piimym pusobenim hemolyzini ¢i hemolytickymi in-
terakcemi) byla pozorovana i pro dalsi taxony (tab. VI)
a pro ob¢ testované sfingomyelinazy. Hemolytické zo-
ny jsou viak vét§inou vyrazné odli§né od typickych zén
kolonii Str. agalactiae. K zaméné by mohlo dojit snad
pouze u 6-hemolytickych stafylokoku ¢i Morganella
morganii ssp. morganii po kultivaci delsi nez 24 hodin.
Velmi duleZitym faktorem pfi stanoveni Str. agalac-
tiae z bazénovych vzorka mléka na TKT agaru je doba
kultivace. Optimdlni vysledky jsme docilovali pii délce
kultivace kolem 18 hodin; pfi kultivacich presahujicich
24 h jiz vzrista pravdépodobnost fale$né pozitivnich
vysledku.

ZAVER

Pro optimalni vysledky kultivace Str. agalactiae
z bazénovych vzorka mléka je podle podle naSich zjis-
téni nutné:

— jako bazi pouzit Edwardsovo médium s 6 az 9 %

(v/v) peclivé pranych ovéich erytrocyt
— médium doplnit sfingomyelinazou D Corynebacte-

rium pseudotuberculosis (COREX) do koncentrace

asi ¢tyfndsobné vyssi, neZ je minimélni koncentrace,
nutna k vytvoreni pozitivni hemolytické interakce
- inokulovat vzorky mléka o objemu 0,1 ml na povrch
mirné pfedsuSeného média
- odecty primokultur provadét maximalné po 18 h
kultivace.

Médium je vysoce selektivni a specifické pro Str.
agalactiae a podle naSeho nazoru pro kmeny s typicky-
mi hemolytickymi interakcemi neni tfeba dalsi konfir-
macni krok.
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CHANGES IN MICROBIAL PARAMETERS DURING
THE PRODUCTION OF FINE POULTRY SALAMI

ZMENY MIKROBIALNEHO OBRAZU V PRIEBEHU
TECHNOLOGICKEHO PROCESU VYROBY JEMNEJ HYDINOVE]
SALAMY

M. Pipova', P. Turek', A. Laciakova', M. Ivanova’, I. Plach4’

]University of Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic

2 . . . . . . v 3 .

“District Veterinary Administration, Kosice, Slovak Republic

3 ; ; ' P 5 - .
"Research Institute of Experimental Veterinary Medicine, KoSice, Slovak Republic

ABSTRACT: Changes in microbiological parameters during the production of fine poultry salami was monitored in a private
poultry-processing plant in KoSice within a period of six months. This product consists of meat paste or mechanically deboned
poultry meat (MDPM), which is produced with the help of a Protecon MPB 30 E deboning machine, pork trimmings, water
(in the form of crushed ice), salt, spices, and garlic paste. The main raw food material (hand-boned meat and skin from poultry
carcasses intended for mechanical deboning). MDPM immediately after production, salted MDPM after its 24-hour-storage
and ripening in the chiller, pork trimmings added to MDPM at an amount of 25%, prepared salami emulsion, and the final
product (fine poultry salami) were examined for the presence of pathogenic and potentially pathogenic microorganisms. The
total plate count, the counts of indicatory microorganisms (Coliforms and Enterococci), Staphylococci, psychrotrophic,
proteolytic and lipolytic bacteria were also determined according to the Slovak government regulations. The results of the
quantitative microbiological examination are shown in Figs. | and 2. It follows from them that the microbial load of poultry
skin is considerably higher than that of hand-boned meat. During the deboning process an increase in all microbial parameters
(on average by 1-3 radices) was noticed as compared with the raw food material (defrosted poultry caracasses before the
mechanical deboning). MDPM contained 10*-107 CFU/g: the count of coliforms ranged between 10* and l()(‘/g; the count
of proteolytic and lipolytic bacteria between 10* and H)“/_u; the count of Staphylococci and Enterococci between 10% and
l()"/g, Staphylococcus aureus was discovered in about 50% samples of MDPM in an average concentration of lOZ/g, In
addition to the groups of bacteria listed above. a wide range of potentially pathogenic microorganisms belonging to the family
Enterobacteriaceae, especially those of the genus Proteus, Escherichia coli, Citrobacter and Providencia, was also found in
MDPM. In four cases Salmonella enteritidis was also detected in the samples of both the skin of chicken carcasses and the
MDPM. The nitrate salting mixture added at a concentration of 2% did not significantly reduce the counts of bacteria present
in the MDPM. The prepared salami emulsion was very high in all groups of microorganisms, which was also caused by the
addition of pork trimmings. This component seems to be a very important source of microbial contamination, showing the
following average bacterial counts: total plate count 4.8 x 10%g. the count of psychrotrophic bacteria 1.0 x lOblg. the count
of Coliforms 7.0 x IOS/g. the count of Enterococci 9.2 x l()"/g. the count of Staphylococci 3.0 x lO‘/g. the count of proteolytic
microorganisms 2.7 x IOSIg. and the count of lipolytic microorganisms 4.2 x l()"/g. However, heat treatment of the final
product reliably and almost completely devitalized all the bacteria found in the salami emulsion before heat processing. No
pathogenic or potentially pathogenic bacteria were detected in any sample of fine poultry salami. Quite a high number of
bacteria in the salami emulsion was reduced by heat treatment to a final average value of 103/g.

mechanically deboned poultry meat; pork trimmings; fine poultry salami: microbiology; Coliforms; Enterococci; Staphylo-
cocci; Salmonella spp.. Enterobacteriaceae

ABSTRAKT: Pocas Siestich mesiacov sa sledovali zmeny mikrobidlneho obrazu v priebehu technologického procesu vyroby
jemnej hydinovej salamy v stikromnom podniku Hydina v KoSiciach. Vy3etrovala sa zdkladna surovina (miaso a koZa z hy-
dinovych trupov pred mechanickou separdciou), mechanicky separované hydinové miso (MSHM) ziskavané na zariadeni typu
Protecon MPB 30 E. MSHM nasolené 2% pridavkom dusitanovej soliacej zmesi po 24-hodinovom zreni v chladiarni, brav-
Cové vyrobné miiso, hotové dielo, ako aj findlny vyrobok po tepelnom opracovani. Zistovala sa pritomnost patogénnych
a podmienene patogénnych mikroorganizmov, stanovoval sa pocet indikdtorovych mikroorganizmov (koliformné baktérie
a enterokoky), pocet stafylokokov, psychrotrofnych, proteolytickych a lipolytickych mikroorganizmov. Z vysledkov zhrnu-
tych v obr. 1 a 2 vyplynulo, Ze v priecbehu mechanickej separicie dodlo v porovnani s vychodiskovou surovinou ku zvy3eniu
vietkych sledovanych skupin mikroorganizmov o jeden aZ tri rddy. Pridavok dusitanovej soliacej zmesi sa neprejavil pod-
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statnou redukciou mikrobidlnych poctov a pridavok bravcového vyrezu mal za nisledok dalsie zhorienie sledovanych mik-

robiologickych parametrov. Tepelné opracovanie zredukovalo pomerne vysoky celkovy pocet mikroorganizmov v diele sle-

dovaného vyrobku na priemerni hodnotu IOZ/gA

mechanicky separované hydinové miiso: brav€ové vyrobné maso: jemna hydinova salima: mikrobiologia: enterokoky: stafy-

lokoky: Salmonella spp.: Enterobacteriaceae

UvoD

V sucasnom obdobi sa spomedzi vyrobkov hydinar-
skeho priemyslu najvicsej oblube teSia tidené hydinové
vyrobky. Rychly rozvoj vyroby a neustéle rozsirovanie
sortimentu tejto skupiny vyrobkov si podmienené pre-
dovsetkym strojovym vykostovanim hydiny a produk-
ciou takzvaného mechanicky separovaného hydinového
masa (MSHM). Zhodnotenie zbytkového misa z hydi-
novych trupov na jednej strane znamena znacny ekono-
micky prinos, na druhej strane viak so sebou prinieslo
cely rad problémov suvisiacich s hygienickou akostou
takto ziskaného produktu (Nestorov a i., 1980;
Newman, 1981; Hordkova a Lukacka, 1984).

Hydinové separované miso predstavuje z mikrobio-
logického hladiska vicsi problém ako iné druhy sepa-
rovaného misa, nakolko kontaminacia hydiny mikroor-
ganizmami sa povaZuje za nevyhnutny dosledok
technologického spracovania na velkokapacitnych lin-
kach. a to v ktorejkolvek jeho faze pocnic zabijanim
a konc¢iac chladenim a balenim findlneho produktu
(Jarchovska a Hartmanova, 1986). Hydina
preto patri k tym surovindm, ktoré si obyCajne masivne
mikrobialne kontaminované a ktoré sa uplatiuja ako
vyznamné vehikulum pre mikroorganizmy sposobujice
niektoré alimentarne ochorenia, a to najmi salmonely,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Yersi-
nia enterocolitica, Campylobacter jejuni a Listeria mo-
nocytogenes (Mountney, 1983; Matyag, 1993;
[vanova ai, 1995; Ivanova a Gajdog, 1996).

Cielom nasej prace bolo sledovat zmeny mikrobidl-
neho obrazu v priebehu technologického procesu vyro-
by jemnej hydinovej salamy, a to po¢nic mikrobiolo-
gickym vySetrenim surovin a konciac vySctrenim
finalneho vyrobku po tepelnom opracovani pred jeho
distribiciou do obchodne;j siete.

MATERIAL A METODA

Pocas Siestich mesiacov sa v sikromnom podniku
Hydina v KoSiciach odoberali fazové vzorky v priebe-
hu technologického procesu vyroby finalneho vyrobku
Jemna hydinova salama. VySetrovala sa vychodiskova
surovina (miso a koZa z rozmrazenych hydinovych
trupov pred mechanickou separaciou), MSHM vyrobe-
né z ovzorkovanej suroviny na zariadeni typu Protecon
MPB 30 E, MSHM nasolené 2% pridavkom dusitano-
vej soliacej zmesi po 24-hodinovom zreni v chladiarni,
bravfové vyrobné miso pridivané do diela uvedeného
vyrobku, hotové dielo, ako aj samotny finalny vyro-
bok po jeho tepelnom opracovani.

82

Vietky skupiny vzorick sa podrobili tak kvalitativ-
nemu ako aj kvantitativnemu mikrobiologickému vy-
Setreniu $0 zameranim na:
~ dokaz pritomnosti salmonel (STN 56 0088),

- celkovy pocet mezofilnych aerobnych a fakultativne
anaerobnych mikroorganizmov (CPM) podla STN
56 0083,

- pocet psychrotrofnych mikroorganizmov (PPM) tym
istym sposobom ako CPM, ale s inkubaciou 10 dni
pri teplote 5 °C,

- pocet koliformnych baktérii (PKB) podla STN
56 008S,

— pocet enterokokov (PE) rozterom na povrch Slanetz-
-Bartley média (OXOID, U.K.), inkubdcia 48 hodin
pri teplote 37 °C,

- pocet stafylokokov (PS) vratane Staphylococcus au-
reus podla STN ISO 6888 (56 0089),

- pocet mikroorganizmov rodu Proteus (PP) podla
STN 56 0100,

- pocet proteolytickych (PLM) a lipolytickych mikro-
organizmov (LLM) rozterom na povrch modifikova-
n¢ho média podla Gutierreza, inkubécia 72 hodin pri
teplote 30 °C.

VYSLEDKY

V sledovanom obdobi bolo vySetrenych celkom
86 vzorick MSHM a soleného MSHM a po 43 vzoriek
kuracich trupov, bravéového vyrobného misa, diela na
vyrobu jemnej hydinovej salamy a hotového vyrobku
Jemna hydinova saldma.

Vysledky kvantitativneho mikrobiologického vyset-
renia su zndzornené na obr. | a 2. Ako je z nich zrejmé,
pocet mikroorganizmov izolovanych z koze hydino-
vych trupov ur¢enych na mechanicki separdciu bol asi
o jeden rad vy3si ako pocet mikroorganizmov zo zbyt-
kového misa. V priebehu mechanickej separicie doslo
v porovnani s vychodiskovou surovinou ku zvySeniu
poctov vsetkych sledovanych skupin mikroorganizmov
v priemere o jeden aZ tri ridy. CPM a PPM v | ¢
MSHM sa pohyboval medzi 10* a 107, PKB medzi 10°
a 108, pocet proteolytickych a lipolytickych mikroor-
ganizmov medzi 10% a 106, pocet stafylokokov a ente-
rokokov medzi 10% a 10%, Staphylococcus aureus sa
nachadzal asi u 50 % vzorick MSHM v priemernej
koncentracii 102/g. Okrem uvedenych skupin mikroor-
ganizmov bola kvalitativnym mikrobiologickym vySe-
trenim MSHM zistend Sirokd paleta podmienene pato-
génnych zastupcov z Celade Enterobacteriaceae, najma
prisluSnikov rodu Proteus, E. coli, Citrobacter a Pro-
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psychrotrophic (PPM), proteolytic (PLM)
and lipolytic (LLM) microorganisms du-
ring the production of fine poultry salami
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videncia. V Styroch odberoch sa zistila a potvrdila aj
pritomnost Salmonella enteritidis, a to vo vzorkach ko-
ze z hydinovych trupov pred mechanickou separaciou
a v MSHM.

Ako je zrejmé z grafického znazornenia, dvojper-
centny pridavok dusitanovej soliacej zmesi sa nepreja-
vil podstatnou redukciou mikrobidalnych poctov
v MSHM. Hotové dielo thned po zamicSani v kitri vy-
kazovalo vysoké hodnoty vo vietkych sledovanych
mikrobiologickych ukazovateloch. Do zna¢nej miery
k tomu prispel pridavok bravcového vyrobného misa,
ktoré sa javi v tejto faze technologického procesu ako
vyznamny zdroj mikrobialnej kontaminécie s nasledov-
nymi gricmern)’lmi hodnotami: CPM 4.8.10%g, PPM
1.0.10%¢g, PKB 7,0.10°%g, PLM 2.7.10%g, LLM
4.2.10%g, PE 9.2.10%g a PS 3.0.10%g.
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Naopak tepelné opracovanie finalneho vyrobku ma-
lo za nasledok spolahlivi a takmer tplni devitalizaciu
vietkych pritomnych mikroorganizmov. Ani v jednej
7z vySetrovanych vzoriek jemnej hydinovej salimy sa
nezistili ani patogénne ani podmienene patogénne mik-
roorganizmy a pomerne vysoky CPM v diele bol na-
slednym tepelnym opracovanim zredukovany na prie-
mernd hodnotu 102/g.

DISKUSIA
Jednym zo zédkladnych predpokladov vysokej kvali-
ty findlnych vyrobkov je kvalita pouZite] suroviny.

V pripade jemnej hydinovej salamy, ktord bola analy-
zovand v naSom experimente, zakladnu surovinu
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(60 %) predstavuje MSHM, 25 % tvori bravcové vy-
robné miso a zbytok pripada na soliace a koreniace
zmesi, cesnakovu pastu a pitnd vodu vo forme ladove)
drte (PN 8/93-K).

Z hladiska idrznosti MSHM je rozhodujici stupei
jeho mikrobialnej kontaminacie, ktory je odrazom hy-
gienickej drovne v priebehu celého technologického
procesu jatoéného spracovania hydiny (Ivanovi
a Gajdos§, 1996). Koza hydiny predstavuje priro-
dzenu ochrannu bariéru znemoziujicu prienik mikro-
organizmov do svaloviny, preto aj pocty mikroorganiz-
mov izolované v naSom experimente z koze boli
podstatne vysSie ako polty mikroorganizmov zo zbyt-
kového misa. Pritomnost salmonel vo vzorkach koze
z kuracich trupov si mozno vysvetlit tym, Ze, ako uva-
dzaji Jarchovskd a Hartmanova (1986), pri
obarani a $klbani jato¢nej hydiny dochadza k odstrane-
niu epidermdlnej vrstvy koZe, pricom sa mikroorganiz-
my (vratane patogénnych) vtieraji do perovych foliku-
lov, ¢o prakticky znemoziiuje ich odstranenie dalSimi
technologickymi operaciami.

Zakladné poziadavky tykajice sa ziskavania a spra-
covania MSHM su v podmienkach Slovenskej republi-
ky zakotvené v Smernom technologickom postupe Hy-
dindrskeho priemyslu v Bratislave z roku 1986. Tento
viak neobsahuje mikrobiologické limity. V sucasnosti
sa v Slovenskej republike vSeobecne akceptuju maxi-
malne mikrobidlne limity obsiahnuté vo Vynose MZSV
CR - hlavniho hygienika CR zo dia 15.1.1990 o mik-
robiologickych pozadavcich na pozivatiny a jejich oba-
ly. Podla nich maximalne u troch z piatich vySetrenych
vzorick MSHM méZe pocet mezofilnych aerobnych
a fakultativne anaerébnych mikroorganizmov dosiah-
nut hodnotu 1,0. l()7/g:y (u zostavajucich vzorick
l.O.lO"/g) u dvoch z piatich vzoriek pocet koliform-
nych baktérii hodnotu 1.().I()5/g (u zostavajucich vzo-
rick 1,0. 104/g). pocet Staphylococcus aureus S\OAI()"/g
(u zostavajucich vzoriek 5.0.102/g) a pocet mezofil-
nych anaerébnych spérotvornych mikroorganizmov
1,0. I()A/g (u zostavajucich vzoriek l.().]()"/g). Salmone-
ly nesmu byt pritomné v 25 g MSHM. Vychadzajuc
z uvedenych kritérii musime konStatovat, ze citovanym
poZiadavkam nevyhovovalo 63 % vySetrenych vzoriek
MSHM, a to predovietkym v dosledku prekrocenia li-
mitu pre koliformné baktérie, ale tiez kvoli pritomnosti
salmonel.

Aj ked st uvedené vysledky pomerne nepriaznivé,
koreluju s vysledkami inych autorov, ktori sa zaoberali
podobnou problematikou. Jarchovska a Hart-
manova (1986) tieZ uvadzaji, ze vzorky MSHM
produkované na zariadeni typu Protecon nevyhovovali
z hl'adiska mikrobiologického v 77 percentach. Za vel-
mi zdvazny moment autorky povaZuju casty ndlez sal-
monel (v 25 vyrobnych partiach) a o ojedinelé nalezy
mikroorganizmov z rodu Citrobacter a Staphylococcus
aureus. Upozoriuji na to, Zze v dosledku castych za-
chytov salmonel sa javi MSHM z hygienického hladis-
ka ako rizikova surovina.

Knazovicka (1994) vysetrila spolu 248 vzoriek
kuracieho a 232 vzorieck morcaciecho separovaného
miisa, 2 toho uvedenym mikrobiologickym kritériam
vyhovovalo len 38,7 % vzoriek kuracicho a 37,9 %
vzorick mor¢acicho separovaného misa. Kvalitativnym
mikrobiologickym vySetrenim obidvoch druhov
MSHM zistila pritomnost saprofytickych mikroorga-
nizmov, streptokokov, stafylokokov, Pseudomonas
spp.. podmienene patogénnych mikroorganizmov z Ce-
lade Enterobacteriaceae ako Escherichia coli, Proteus
spp., Klebsiella spp. a Citrobacter spp.. Pritomnost sal-
monel nezistila ani v jednej z vySetrovanych vzoriek.
Staphylococcus aureus izolovala priblizne z 10 % vzo-
riek kuracicho a 3 % vzorick mor¢acicho separovaného
masa.

MSHM sa ihned po separicii vychladzuje, pripadne
soli pridavkom dusitanovej soliacej zmesi v koncentra-
cii 2 %. Vysledky naSej prace, ako aj vysledky pocet-
nych predchadzajicich rozborov poukazuji na to, Ze
uvedeny pridavok soliacej zmesi podstatne nezniZuje
pocty sledovanych mikroorganizmov v MSHM (Kiia-
zovickd, 1994; Pipova ai., 1994, 1995) a tieZ
neinhibuje mnozenie salmonel (Turek, 1984).

Okrem zdkladnej suroviny sa na kvalite finalneho
vyrobku podiclaji aj vedlajsie suroviny, prisady a po-
mocné latky. Ako vyplyva z odbornej literatary, ko-
mer¢ne vyrabané extrakty korenia (Saromexy) a solia-
ce zmesi v naSich podmienkach nepredstavuji
vyznamny zdroj mikrobidlnej kontaminacie. Naopak
bravcové vyrobné miso, ktoré sa pridava do vetkych
druhov ddenych hydinovych vyrobkov, je pravidelnym
zdrojom masivnej mikrobidlnej kontamindcie diela
(Zemanova a HrubSova,1991; Pipova ai.,
1994, 1995).

Hoci vietky sledované ingrediencie podliehaji na-
slednému tepelnému opracovaniu, nemozno podceiio-
vat hygienické aspekty pri ich vyrobe a dalSej manipu-
lacii. Je treba si uvedomif, Ze kontaminovanu,
mencjhodnotni a naruSent surovinu nikdy nemoZno
napravil a¢innym tepelnym opracovanim (L at, 1989).

Aj ked je z uvedenych vysledkov zrejmé, Ze v praxi
pouzivané teploty a doby expozicie pritomni mikroflo-
ru spolahlivo devitalizuju, treba mat na zreteli, Ze Gci-
nok tepelného opracovania nikdy nie je stopercentny.
Vy&&i pocet mikroorganizmov v pouZitych vychodisko-
vych surovinich dava vicsi predpoklad, Ze niektoré
z nich preZiji tepelné opracovanie, ¢o mdZe mat za
nasledok vznik alimentirneho ochorenia.
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INFORMATION

INFORMACE

IODINE DEFICIT IN FARM ANIMALS

DEFICIT JODU U HOSPODARSKYCH ZVIRAT

Dne 13. prosince 1996 se uskute¢nil ve Vyzkumném
ustavu veterindrniho lékai'stvi v Brn& ve spoluprici se
Zemédélskou fakultou Jihogeské univerzity v Ceskych
Budéjovicich tematicky seminar, vénovany aktualni
problematice deficitu jodu u hospodaiskych zvifat
a vyskytu latek se strumigennim i¢inkem v krmivech
a napdjeci vodé.

Na seminafi byly pfedneseny tyto piispévky:

VyuZitelnost jodu podaného ve formé jodidu drasel-
ného, ethylendiamin dihydrojodidu, humatu jodu
a Productanu J-40 (P. Suchy, I. Herzig, B. Pisafikovd,
VUVeL, Brno): V bilangnich pokusech na prasatech
byla srovnavana vyuZitelnost jodu z jodidu draselného
(KI), ethylendiamin dihydrojodidu (EDDI), humatu jo-
du (Hul) a Productanu J-40. Vysoka vyuZitelnost jodu
byla prokazana u KI, EDDI a Productanu J-40, miZzsi
pak u Hul. Za perspektivni lze povazovat pouziti jodu
zabudovaného v olejové bazi. Pokusy s Hul mimo jiné
potvrdily vysoké vazebné vlastnosti huminovych litek,
a tim i niZ§i biologickou dostupnost jodu podaného
v této forme.

Dynamika zmén hladin jodu v mo&i a mléce pri za-
JiSténi a vylouceni jeho zdroji z krmné davky dojnic
(J. Riha, I. Herzig, B. Pisafikovd, P. Suchy, VUVel,
Brno): Byly sledovdany zmény koncentraci jodu v moci
a mléce dojnic pii absenci doplitku jodu a pii zajisténi
33, 66 a 100 % jeho denni potieby. Pfi 100% zajisténi
potfeby v krmné déavce byly nalezeny v moéi a mléce
dostatecné vysoké hladiny jodu. Ukoncené podavani jodu
provazel vyznamny pokles koncentrace jodu v moci
a mléce. Aplikace Jodonalu B na kiZi mlééné Zlazy zvy-
Sila statisticky vyznamné hladinu jodu v mléce i moci.

Odraz zvySeného piijmu jodu v jeho obsahu ve vej-
cich (V. Kroupovd, J. Trdvnicek, P. Kratochvil, Jihoce-
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ska univerzita, Ceské Budgjovice): Na nosnicich, je-
jichz krmna smés byla obohacena riznymi davkami jo-
du, byl zjiStovan odraz v hladinich jodu ve vajecném
Zloutku. Cilem je vyuzit efektu akumulace jodu ve
Zloutku k zlep3eni saturace lidské populace jodem.

Hmotnost a histometrické nalezy na Stitné Zlaze
u hospodarskych zvifat v riznych chovatelskych pod-
minkach (P. Kratochvil, Jihoteskd univerzita, Ceské
Budgjovice): Byly porovnany patologické a histopato-
logické nalezy u hospodarskych zvifat v rozdilnych
chovatelskych podminkach a studovana moZnost klasi-
fikace makroskopickych nalezu strumy pomoci histolo-
gickych technik, se zaméfenim na zpfesnéni diagnosti-
Ky téchto ndlezu.

Vliv a vyznam strumigenid v krmivech a napdjeci
vodé (B. Pisafikovd, I. Herzig, J. Riha, VUVeL, Brno):
V pitnych a napdjecich vodach byly stanoveny hladiny
dusicnant, dusitana, chlorida, sirand a fosfata. Ve 14
lokalitach byly porovnéany hladiny dusi¢nant v napaje-
ci vodé s obsahem jodu v moci dojnic. Se zvySujici se
hladinou dusi¢nanu ve vodé byla zaznamenana i vy3si
hladina jodu v modi, korela¢ni analyzou zji§tény vztah
byl vysoce statisticky vyznamny.

Ziskané poznatky a dal$i perspektivy vyzkumu
v oblasti jodové problematiky shrnuli ve svém vystou-
peni doc. MVDr. I. Herzig, CSc. (VUVeL, Brno) a prof.
MVDr. J. Kursa, DrSc. (Jihoteska univerzita, Ceské
Budéjovice).

Prednesené referdty vyslechli zastupci vysokych
$kol, vyzkumnych dstavi, praxe i firem puasobicich
v oblasti vyZivy zvifat (Mikrop Cebin, Biofaktory Pra-
ha, Bioveta Ivanovice na Hané, ADA Detva, MERCK,
Royalty BT a dalgi) z Ceské republiky, Slovenské re-
publiky, Madarska a Ukrajiny.

MVDr. Pavel Suchy,
Wizkumny dstav veterindrniho lékafstvi, Brno

Vet. Med. - Czech, 42, 1997 (3): 86



IDENTIFICATION OF SPECIES OF THE GENUS CITROBACTER
AND THEIR PRESENCE IN RAW MATERIALS AND FOODS

IDENTIFIKACE DRUHU RODU CITROBACTER A JEJICH VYSKYT
V SUROVINACH A POTRAVINACH

E. Urbanova, Z. Pacova

Czech Collection of Microorganisms, Faculty of Science at Masaryk University, Brno,
Czech Republic

ABSTRACT: Fifty-nine strains of bacteria were tested in study that were isolated from raw materials and foods (raw milk,
farm milking parlors, sausage meat, raw potatoes, cheese, frozen oven-ready foods, confectionery products, cold dishes), and
they were included in the genus Citrobacter using a commercial diagnostic kit ENTEROtest 16 (Lachema a.s., Brno), numeric
identification program TNW (Czech Collection of Microorganisms, Faculty of Science of Masaryk University at Brno) and
identification key (O " Hara etal., 1995). The results of the ENTEROtest itself, including OXI and ONPtests, did not provide
satisfactory discrimination of detected strains to the level of species since 64.4% were identified by the genus by TNW
program or designated as intermediary strains. Correct species identification was obtained in 33.9% only (Tab. I). Five next
conventional tests (dulcitol, alpha-methyl-glucoside, raffinose. melibiose, arginine dihydrolase) were used and their results
successfully specified 94.9% tested strains to the species level (Tab. I). A dichotomic identification key (O ' Hara et al.,
1995) enabled to classify the strains on the basis of the results of ENTEROtest 16 and two conventional tests (dulcitol,
melibiosis) relatively easily, and it can be recommended for routine identification of typical Citrobacters from foods. Only
ten strains were classified in a wrong way (16.9%) due to false results in ENTEROtest (Tab. II). Tab. Il shows the strains
classified wrongly by both identification systems. The tested set contained Citrobacter braakii in a majority of cases (30 stra-
ins), followed by C. freundit (17 strains), C. voungae (6 strains). 2 strains of genomospecies 10 and one strain of C. kosert,
C. amalonaticus and C. farmeri. Tab. IV shows the presence of Citrobacter species in the particular raw materials and foods.
The most frequently present species in raw materials: C. braakii (26 strains, 68.4%), C. freundii (3 strains, 7.9%) and
C. youngae (3 strains, 7.9%). Foods contained these three species only: C. freundii (14 strains, 66.7%), C. braakii (4 strains,
19.0%) and C. youngae (3 strains, 14.3%). The percentage of the three most frequently present species in raw materials is
substantially different from their percentage in foods (Fig. 1). The higher percentage of C. freundii presence in foods can be
ascribed to secondary contamination.

diagnostic kit ENTEROtest 16; Citrobacter classification; identification systems

ABSTRAKT: Bylo testovano 59 kmeni citrobakteri izolovanych ze surovin a potravin. Nejéetnéji byl zastoupen druh
C. braakii (30 kmenut), dale C. freundit (17 kmen), C. youngae (6 kment), genomospecies 10 (2 kmeny), a po jednom kmeni
druhy C. koseri, C. amalonaticus a C. farmeri. Identifikace byla provedena na ziakladé komer¢niho diagnostického setu
ENTEROtest 16 a péti dodatkovych konvenénich testd, identifikacnim programem TNW, resp. dichotomickym identifikaénim
klitem. Programem TNW bylo spravné identifikovdno 94,5 % testovanych kmen, dichotomickym kli¢em 83,1 % testovanych
kmenti. Druhové zastoupeni citrobakterti v surovinich se vyrazné lidilo od druhového zastoupeni v potravinach. V surovinach
nejCetnéji zastoupeny druh C. braakii (26 kmeni) tvofil 68,4 % vech izolati, zatimco v potravinach byl jeho podil 19%.
Naopak C. freundii zastoupeny v surovinach pouze tfemi kmeny (7.9 %). tvofil v potravinich 66,7 % izolatu.

diagnosticky set ENTEROtest 16: klasifikace citrobaktert: identifikacni systémy

UvoD né z pfipadu alimentarnich onemocnéni ¢i nosokomial-
nich nakaz, kde vektorem je potravina (Thurm

Bakterie rodu Citrobacter, vyskytujici se 1 jako sou- a Gericke, 1994). RovnéZ u enterokolitid nezndmé

&ast stievni mikrofléry zvifat a lidi, mohou za urditych
okolnosti pusobit vazné komplikace zdravotniho stavu.
Citrobaktery se podili na infekcich mo¢ového a respi-
ra¢niho ustroji, jsou izolovany z ran, méné Casto z pfi-
padi septikémii a meningitid (Graham aj., 1981;
Ullmann, 1986; Ramani aj., 1988) a prilezitost-
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etiologie je prfisuzovana urcita role citrobakterim.
V poslednich nékolika letech rovnéZ nartista pocet tda-
jU o zachytu druht rodu Citrobacter u onemocnéni ryb
azelv (Toranzo aj., 1994). Faktem je, Ze vzrustd
polet izolaci téchto bakterii jak v klinické praxi, tak
v oblasti hygieny a kontroly potravin.
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Bergeyho manual z roku 1984 uvadi v rod¢ Citro-
bacter pouze tii druhy: C. freundii, C. diversus, C.
amalonaticus. Soucasna klasifikace citrobakteri, na za-
kladé praice Brennera aj. (1993), zahrnuje osm dru-
hu — Citrobacter freundii, C. koseri (diive C. diversus),
C. amalonaticus, C. farmeri (dfive C. amalonaticus
biogroup 1), C. youngae, C. braakii, C. werkmanii,
C. sedlakii — a tfi zatim nepojmenované genomospecies
9,10, 11. V roce 1995 Schauer aj. charakterizovali
kmeny zarazené do genomospecies 9, které byly izolo-
véany pouze od hlodavci a navrhli pro tyto kmeny dru-
hovy nazev Citrobacter rodentium.

Cilem prace byla identifikace citrobaktert izolova-
nych ze surovin a potravin a zjiSténi vyskytu nové po-
psanych druht v téchto zdrojich.

MATERIAL A METODY

Testovano bylo 59 kment citrobaktera izolovanych
ze syrového mléka (22), stéra ze zafizeni mlécnice (4),
napéjeci vody (1), obsahu bachoru (1), dila pro salam
/typ Poli¢an/ (9), syrovych brambor (1), syru /typ Ei-
dam/ (1), mrazenych polotovara (3), cukraiskych vy-
robku (8), studené kuchyné (9). Mezi mrazenymi polo-
tovary byly brambory, mrkev, zeleninové fizecky, mezi
cukrafskymi vyrobky byly razné typy zakusku, zmrzli-
ny, $lehacka, suSeny bilek. Studena kuchyné zahrnova-

Brno) a dle dichotomického identifika¢niho klice
(O'Hara aj., 1995)

VYSLEDKY

Vysledky identifikace 59 citrobakterd programem
TNW jsou uvedeny v tab. I. Pfi pouziti vysledki ko-
mercniho setu ENTEROtest 16, véetné OXI a ONPtes-
tu bylo spravné druhové zafazeno jen 20 kmenu
(33,9 %). Pouze rodové nebo jako intermediarni kmen
(jejich identifikacni skore a T-index byly na nizké hla-
diné) bylo zafazeno 38 kmenu (64,4 %) a neidentifiko-
van zistal jeden kmen. Po doplnéni vysledki péti do-
datkovych konvenc¢nich testa (DUL, AMG, RAF,
MEL, ARG) k vysledkim ENTEROtestu 16 bylo
spravné identifikovano 56 kment (94,9 %) a to piede-
viim na zdkladé velmi dobré a vyborné identifikace,
pievazné jako typické kmeny. Jeden kmen byl urcen

jako rodova identifikace a dva kmeny nebyly identifi-

kovany.

Vysledky identifikace testovanych citrobaktert po-
moci dichotomického identifikacniho klice (DIK) jsou
uvedeny v tab. II. Zatazeni bylo provedeno na zakladé
kombinace testi z ENTEROtestu 16 a dvou dodat-
kovych testt (DUL a MEL), které jsou v tomto kli¢i
pouzity. Spravné bylo zarazeno 49 kmenu (83,1 %).
Dichotomickym kli¢em bylo nespravné zatazeno 10 kme-

1. Identifikace 59 citrobakteru programem TNW — Identificaton of 59 Citrobacters by TNW program

Identifikace' ENTEROtest 16 o ENTEROtest 16 + dodatkové lCSlyS
pocet” % pocet” %
Spravna druhova?’ 20 339 56 94.9
Rodovi a intermedidrni kmen® 38 64.4 1 1.7
Neidentifikovano? | 1.7 2 34

: v " 2 5 kY " . . . 4 2 5 o 6
lidentification, “correct specific, “genus identification and intermediary strain, “not identified, "additional tests, "number

la pfevazné rizné druhy salati (bramborovy, jarni, va-
jickovy, rybi apod.) a Sunkovou pénu.

Diferenciace bakteridlnich kmend byla provedena
komerénimi testy: ENTEROtest 16, OXItest a ONPtest
(Lachema a.s., Brno). Diagnosticky set ENTEROtest
zahrnuje 16 biochemickych reakci: sirovodik (H,S), ly-
zin dekarboxyldza (LYS), indol (IND), ornithin dekar-
boxylaza (ORN), ureaza (URE), fenylalanin deaminaza
(PHE), eskulin (ESL), Simmons citrat (SCI), malonat
(MAL), inositol (INO), adonito] (ADO), celobiéza
(CEL), sacharéza (SUC), sorbitol (SOR), trehaldza
(TRE), manitol (MAN). Dale bylo pouZito pét dodat-
kovych konvenénich testt: dulcitol (DUL), alfa-met-
hyl-glukosid (AMG), rafinéza (RAF), melibi6za
(MEL), arginin dihydroldza (ARG).

Identifikace testovaného souboru citrobakteri byla
provedena pomoci numerického identifika¢niho pro-
gramu TNW (Ceska sbirka mikroorganismi, PfF MU

I1. Identifikace 59 citrobaktert identifikacnim kli¢em - Identificati-
on of 59 Citrobacters by identification key

entiiane) ENTEROTtest 16 + dodatkové testy®

pocet” %
Spravna druhova’ 49 83,1
Nesprivna druhova® 10 16,9
Neidentifikovino* 0

; ; e B . 3 5 : ;
'identification, “correct specific, “wrong specific, *not identified.
s aix

additional tests, *number

ni (16,9 %) a to predeviim v dusledku fale$nych vy-
sledku testi v ENTEROtestu 16. Falesné vysledky se
vyskytovaly v komer¢nim setu ojedinéle, pfedeviim
u ORN, SCI a MAL, coz v3ak jsou, pro rozliSeni citro-
bakteri pomoci DIK, testy prioritni. U ORN byly za-
znamenany Ctyii fale$né negativni vysledky (6,8 %),
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111, Nespravné identifikované kmeny — Wrongly identified strains

! TNW? DIK"
Druht ! = - , =
pocet? identifikovin jako* * pocet identifikovan jako®
C. youngae (2)
C. freundii (17) 1 C. youngae (1) 3
C. werkmanii (1)
C. younguae (6) | C. freundii (1) | C. freundii (1)
. . C. youngae (3)
C. braakii (30) 4 C. youngae (4) 5

C. freundii (2)

C. farmeri (1)

1 C. amalonaticus (1)

%)

Genomospecies 10 (2)

C. werkmanii (1)

C. youngae (1)

a - numericky identifikaéni program TNW - numeric identification program TNW

b - dichotomicky identifika¢ni kli¢ — dichotomic identification key

¢ — v zivorkich je uveden pocet kmenu — strain number is given in brackets

'spccics. “number, ‘identified as

1V. Zastoupeni druhii rodu Citrobacter v surovinich a potravinich® - The presence of species of the genus Citrobacter in raw materials and foods

Zdroj' ” €. i 3 & <, D 2 ; G €. .. | Genomospecies 10 Citrabacter
[freundii koseri amalonaticus | farmeri youngae braakii sp.
Syrové mléko? 1 | - | 2 15 1 1
Stér mlécnice? - - - - - 3 1 -
Napajeci voda® = - - - - 1 - -
Obsah bachoru® - = 1 - - - - -
Salim dilo® 2 - - - - 7 - -
Syrové brambory” - - - - 1 - - -
Suroviny® 3(7.9) 1 (2,6) 1 (2,6) 1 (2,6) 3(7.9) 26 (68,4) 2(5.3) 1(2,6)
Syr” 1 - - - - = -
Mrazené polotovary'” 2 - - | - - -
Cukraiské vyrobky'' 4 - - - 1 3 - -
Studend kuchyné!? 7 - - 1 1 - -
Potraviny'? 14 (66,7) 3(14,3) 4.(19,0)
Celkem'* 17 (28,8) 1(1.7) 1 (1,7) 1(1,7) 6(10,2) 30 (50,8) 2(34) 1 (1,7)

a - v zavorkach jsou uvedena procenta — per cent is given in brackets

10

1 2 . A S 4, S H 7 X . Y
source, ‘raw milk, “milk room smear, “feedwater, “rumen contents, "sausage meat, ‘raw potatoes, raw materials, “cheese, ' frozen oven-

-ready foods, ”confcclioncry products, "2cold dishes, "*foods, "*total

falesné pozitivni vysledky byly zjistény u SCI tfikrat
(5,1 %) a u MAL jednou (1,7 %).

Oba identifikacni systémy tedy mély urcité procento
nespravné zarazenych kmenu. Jejich piehled je uveden
v tab. III. Program TNW nema v sobé& prozatim zahr-
nutou specifikaci pro genomospecies 10 a 11, proto dva
nami urCené kmeny genomospecies 10 zatadil k jinému
druhu. Také nami nespecifikovany druh (jeden kmen —
Citrobacter sp.) nebylo moZno pro slabou diskriminaci
exaktné zaradit.

Tab. IV uvadi celkové zastoupeni citrobakterl v tes-
tovaném souboru a porovnani vyskytu jednotlivych
druht v surovinich a potravinich. V testovaném sou-
boru 59 citrobaktera byly zastoupeny druhy: C. braakii
(30 kmenu), C. freundii (17 kment), C. youngae
(6 kment), genomospecies 10 (2 kmeny) a po jednom
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kmeni druhy C. koseri, C. amalonaticus a C. farmeri.
Jeden kmen nebyl zarazen do druhu (Citrobacter sp.).
V surovindch byl nejcetnéji zastoupen C. braakii
(26 kmenu, 68,4 %), C. freundii (3 kmeny, 7,9 %) a C.
youngae (3 kmeny, 7,9 %). V potravinach byly zastou-
peny pouze tyto tii druhy: C. freundii (14 kmenu,
66,7 %), C. braakii (4 kmeny, 19,0 %) a C. youngae
(3 kmeny, 14,3 %). Procentualni zastoupeni tfi nejfrek-
ventovanéjdich druhd v surovinich se vyrazné 1ii od
jejich zastoupeni v potravinich (obr. 1).

DISKUSE

Specifikace novych druht rodu Citrobacter probéh-
la na zakladé hybridizace DNA (Brenner aj., 1993;
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%

C. freundii C. youngae

C. braakii

1. Vyskyt tfi nejcastéji izolovanych druht citrobakter v surovinich
a potravinich — Presence of the three most frequently isolated spe-
cies of Citrobacters in raw materials and foods

B surovina - raw material
[ potravina - food

Schauer aj., 1995). Bylo rozliSeno || genomospe-
cies, tedy skupin DNA-pfibuznych kmeni, jejichZ fe-
notypické znaky umoZiiuji rozli§eni deviti druhd
a dvou genomospecies. V testovaném souboru 59 kme-
nu citrobaktert, které byly z vétsi ¢asti 1zolovany
v piedchozich letech a zafazeny do tehdy tfi platnych
druht C. freundii, C. diversus, C. amalonaticus, jsme
nyni identifikovaly sedm riznych druht citrobakteru.
Vsechny tyto druhy lze dle Brennera aj. (1993)
izolovat ze zvifat, potravin a vody.

Uspé&snost zafazeni kmend citrobakterid do nové
uznanych druhii komerénimi diagnostickymi systémy
zavisi jednak na rozsahu a skladbé biochemickych testa
v téchto soupravach, a jednak na tom, zda je charak-
teristika novych druhli zahrnuta do databéze identifi-
kacCnich systému. V praci jsme pouZily novou verzi ko-
mer¢niho setu — ENTEROtest 16 a dva identifikacni
systémy (TNW a DIK). V databazi systému TNW jsou
zatazeny nové pojmenované druhy rodu Citrobacter,
ne vSak nepojmenované genomospecies 10 a 11 a C.
rodentium. DIK je orientaéni identifikaéni kli¢
(O’Hara aj., 1995) zahrnujici viechny platné druhy cit-
robaktert, vcetné genomospecies. Pfi pouZiti ENTE-
ROtestu 16 (v&etné OXI a ONP) bylo spravné druhové
zarazeno programem TNW jen 20 kmenu. Rodové ne-
bo jako intermediarni kmen bylo zafazeno 38 kmenu,
z nichZ v8ak u 30 kment odpovidalo prvni pfidélené
druhové jméno, programem TNW, spravné identifikaci.
Osm nespravné zafazenych kmenu je uvedeno v tab. III.
Roz§ifeni poCtu biochemickych testi komercniho kitu
ENTEROtest 16 o pét konvencnich testa prispélo vy-
znamné ke zvySeni spravné druhové identifikace

920

(tab. 1), a to na 94,5 %, prevazné se slovnim vyjadre-
nim velmi dobra a vyborna identifikace.

O'Hara aj. (1995) ovérovali pét komer¢nich sys-
tému (API 20E, Biolog, Rapid onE, Vitek GNI,
Walk/Away Rapid Neg ID2), pro jejich schopnost iden-
tifikovat nové druhy citrobakteri. Vzhledem k tomu,
ze databaze téchto identifikacnich systéml neobsaho-
valy nové druhy, jejich identifikace byla netispéSna
a testované kmeny zafadily bud jako citrobaktery tfi
puvodnich druht (C. freundii, C. koseri, C. amalonati-
cus) nebo jako jiné druhy Celedi Enterobacteriaceae.
K obdobnym vysledkim vedlo i ovéfovani nového
identifika¢niho systému pro gramnegativni bakterie
(Crystal Enteric/Non-Fermenter) publikované autory
Wauters aj. (1995).

Pro rychlou orientacni identifikaci citrobaktert v ru-
tinnich diagnostickych laboratofich doporucuji
O’Hara aj. (1995) jednoduchy dichotomicky Kli¢,
zaloZeny na sedmi konvenénich testech s vysokou dis-
kriminacni schopnosti. V nasi praci jsme pouZily DIK
na zakladé vysledka péti testd z komer¢niho setu EN-
TEROtest 16 (ORN, MAL, IND, URE, SCI) a dvou
konvencnich dodatkovych testa (DUL, MEL) k aspés-
nému druhovému zatazeni 49 (83,1 %) nami testova-
nych kmenid. Nespravné bylo zafazeno 10 kmenu
(16,9 %) — tab. III. DIK tedy muzeme doporucit pro
orienta¢ni identifikaci citrobaktert ze surovin a potra-
vin.,

Z hlediska hygieny potravin je vyznamnou ¢asti nasi
prace stanoveni pomért v zastoupeni jednotlivych dru-
hi rodu Citrobacter v surovinach a potravinach.
Z tab. IV a obr. | jsou patrné vyrazné rozdily v zastou-
peni jednotlivych druht citrobakteri v nami testova-
nych komoditach. Ze surovin jsme izolovaly rozmanité
druhy citrobaktert, kdeZto z potravin jen tfi druhy
(C. freundii, C. braakii, C. youngae), z. cehoZ vyplyva,
ze ve veterindrni oblasti, nebo v prvovyrobé potravin
se miZeme setkdvat s vét$i druhovou rozmanitosti, nez
v hotovych potravinach. V surovinach nejcetnéji za-
stoupeny druh C. braakii (26 kmenu) tvoril 68,4 %
viech izolatl, zatimco v potravinach byl jeho podil jen
19 %. Naopak C. freundii zastoupeny v surovinich pouze
tfemi kmeny (7,9 %), tvofil v potravinach 66,7 % izo-
lata. Vysoké procento vyskytu C. freundii v potravi-
nach pfipisujeme sekundarni kontaminaci. V této do-
ménce nds podporuji prace autoru, ktefi izolovali
citrobaktery z klinického materidlu, kde pfevahu mély
druhy C. freundii, C. youngae a C. koseri (Brenner
aj., 1993; Thurm a Gericke, 1994; Janda aj.
1994). Druh C. braakii, ktery je v nasi praci dominant-
nim druhem (50, 8 %), byl v souborech téchto autort
zastoupen v rozmezi 8 az 20 %. Kmeny ostatnich dru-
hi se vyskytovaly v klinickém materidlu ojedinéle,
stejné jako v naSem souboru. Druhova rozmanitost,
kterou jsme prokazaly v surovinach, byla potravinar-
skymi technologickymi postupy vyrazné potlatena
a prevladlo sloZeni citrobaktera blizké klinickému ma-
terialu.
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INFORMATION INFORMACE

GOOD NEWS

SCI Journal Citation Reports 1995 present the last survey of impact factors. Just the fact of including our
journal Veterinary Medicine — Czech into the database of the Institute of Scientific Information is a good sign of
acknowledgment of the level of the journal. National journals cannot be simply compared with the international
ones with a long tradition, issued fully in English, with large circulation and available nearly in every library. In
the section Veterinary Sciences there are 94 journals. Specialized journals Theriogenology, Animal Genetics a
Domestic Animal Endocrinology have the highest impact factor. Veterinary Medicine — Czech has reached 59th
position with an impact factor 0.250. The result of 1995 is the best one ever since. The authors of our journal
could contribute further to this success by high professional level of their papers, by publishing in English, and
by distributing the reprints to other colleagues who are working in the same field. There is still much to do for
further improvement. However, the result of 1995 presents an encouraging message.

Impact factors of the journal Vet. Med.-Czech Veterinary Sciences (94 journals), impact factor 1995
1988 0.060 1. Theriogenology 1.395
1989 0.090 2. Anim Genet 1.354
1990 0.080 3. Domest Anim Endocrin 1.254
1991 0.112 59. Vet Med-Czech 0.250
1992 0.028 62. Wien Tierarztl Monat 0.243
1993 0.078 63. Berl Munch Tierarztl 0.234
1994 0.088 64, Deut Tierarztl Woch 0.231
1995 0.250 69. Acta Vet Hung 0.172
76. Monatsh Veterinarmed 0.122
79 Arch Vet Med 0111
83. Vet Med-US 0.085
84, Acta Vet Brno 0.079
86. Tijdschr Diergeneesk 0.060
91. Magy Allatorvosok 0.023

DOBRA ZPRAVA

SCI Journal Citation Reports 1995 vyjadiuje vyznam cCasopist impakt faktorem, vypocitanym podle poctu citaci
praci, které v nich byly uvefejnéné. JiZ zafazeni mezi sledované Casopisy a uvadéni jejich obsahu v databazich
Institute of Scientific Information, jako napfiklad v Current Contents, je uznanim vyznamu Casopisu. Ceské, ale
1 jiné narodni Casopisy se nemohou srovnavat s mezinarodnimi casopisy s velkou tradici, vychazejicimi v angli¢-
tiné a ve vysokych ndkladech a nechybéjicimi v zZadné odborné knihovné. Ve skupiné veterinarnich véd jsou
uvadény 94 Casopisy. Nejvyssi impakt faktor maji tematicky vyhranéné ¢asopisy Theriogenology, Animal Gene-
tics a Domestic Animal Endocrinology. Veterinarni medicina se umistila na 59. misté s impakt faktorem 0.250,
coz je dosud jejim nejlep§im hodnocenim. Pfi velmi malém nakladu naSeho ¢asopisu a pii jeho minimalni
dostupnosti v zahrani¢nich knihovnach mohou autofi publikaci ve Veterinarni mediciné pfispét k dal§imu zvySeni
vyznamu Casopisu piedevsim vysokou odbornou urovni svych pfispévku, jejich uverejiovanim v anglictiné a za-
silanim separdtd svym partnertim, ktefi pracuji a publikuji ve stejném oboru i bez jejich vyZadani. Je tfcba
vyvinout je$té mnoho usili a vytrvalosti k dalSimu zlepSeni a udrZeni dobrého hodnoceni. Vysledek roku 1995
v§ak povaZujeme za dobrou zpravu.

Karel Hruska
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POKYNY PRO AUTORY

Casopis uvefejiiuje piivodni védecké price, kritka sd&leni a vybe-
rové i prehledné referdty, tzn. price, jejichZz podkladem je studium
literatury a které shrnuji nejnovEjsi poznatky v dané oblasti. Price
jsou uvefejiiovdny v &eting, slovenstiné nebo anglicting. Rukopisy
musi byt doplnény kritkym a rozSifenym souhrnem. Casopis zverej-
fiuje i ndzory, postichy a pfipominky &tenifu ve formé kurzivy, glosy,
dopisu redakci. diskusniho pfispévku, kritiky zdsadniho ¢ldnku apod.,
ale i zkusenosti z cest do zahranici, z porad a konferenci.

Autofi jsou plné odpovédni za pivodnost price a za jeji vécnou
i formdlni spravnost. K prici musi byt pfiloZeno prohldSeni o tom, Ze
price nebyla publikovina jinde.

O uvefejnéni price rozhoduje redakéni rada Casopisu, a to se zfe-
telem k lektorskym posudkim, védeckému vyznamu a pfinosu a kva-
lit¢ price. Redakce pfijimi price imprimované vedoucim pracovisté
nebo price s prohldSenim viech autori, Ze se zvefejnénim souhlasi.

Rozsah piivodnich praci nemi presdhnout 10 stran psanych na stro-
ji v&etné tabulek, obrazki a grafi. V prici je nutné pouZivat jednotky
odpovidajici soustavé mérovych jednotek SI.

Rukopis md byt napsin na papife formitu A4 (30 fadek na stranku,
60 dhozu na fadku, mezi fadky dvojité mezery). K rukopisu je vhodné
pfiloZit disketu s textem price, popf. s grafickou dokumentaci pofize-
nou na PC s uvedenim pouZitého programu. Tabulky, grafy a fotogra-
fie se dodévaji zvlas(, nepodlepuji se. Na viechny prilohy musi byt
odkazy v textu.

Pokud autor pouZivi v prici zkratek jakéhokoliv druhu, je nutné,
aby byly alespoii jednou vysvétleny (vypsiny), aby se pfedeslo omy-
lam. V nizvu price a v souhrnu je vhodné zkratek nepouZivat.

Nizev préce (titul) nema pfesihnout 85 ihoza a musi dit pfesnou
pfedstavu o obsahu price. Jsou vylouceny podtitulky Eldnki.

Kritky souhrn (Abstrakt) musi vyjadfit vSechno podstatné, co je
obsaZeno v prici, a ma obsahovat zdkladni &iselné ddaje vcetné sta-
tistickych hodnot. Nemi prekrocit rozsah 170 slov. Je ticba, aby byl
napsdn celymi vétami, nikoliv heslovité.

Rozsifeny souhrn praci v Cedting nebo slovenstin€ je uvefejiiovin
v angli¢ting, mély by v ném byt v rozsahu cca 1-2 strojopisnych stran
komentoviiny vysledky price a uvedeny odkazy na tabulky a obrazky,
popf. na nejduleZitéjsi literirni citace. Je vhodné jej (véetné nizvu
price a klicovych slov) dodat v angli¢ting, popf. v CeStiné i sloven-
stin€ jako podklad pro preklad do anglictiny.

Literdrni pfehled ma byt kritky, je tfeba uvidét pouze citace
majici uzky vztah k problému. Tato dvodni ¢ast piinasi také informa-
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Metoda sc popisuje pouze tehdy, je-li pivodni, jinak postatuje
citovat autora metody a uvidét jen pfipadné odchylky. Ve stejné ka-
pitole se popisuje také pokusny materidl a zplisob hodnoceni vysled-
ki,
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kvantitativnich hodnot diva pfednost grafim pfed tabulkami. V tabul-
kéch je tieba shrnout statistické hodnoceni naméfenych hodnot. Tato
Cast by neméla obsahovat teoretické zivéry ani dedukce, ale pouze
faktické nélezy.

Diskuse obsahuje zhodnoceni price, diskutuje se o moZnych nedo-
statcich a vysledky se konfrontuji s idaji publikovanymi (poZaduje se
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Literatura citovandi v textu price se uvidi jménem autora a rokem
vydini. Do seznamu se zafadi jen publikace citované v textu. Citace
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s PSC, ¢islo telefonu a faxu, popf. e-mail.
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Original scientific papers, short communications, and selectively
reviews, that means papers based on the study of technical literature
and reviewing recent knowledge in the given field, .are published in
this journal. Published papers are in Czech, Slovak or English. Each
manuscript must contain a short or a longer summary. The journal
also publishes readers’ views, remarks and comments in form of a text
in italics, gloss, letter to the editor, short contribution, review of a ma-
jor article, etc., and also experience of stays in foreign countries,
meetings and conferences.

The authors are fully responsible for the originality of their papers,
for its subject and formal correctness. The authors shall make a writ-
ten declaration that their papers have not been published in any other
information source.

The board of editors of this journal will decide on paper publica-
tion, with respect to expert opinions, scientific importance, contribu-
tion and quality of the paper. The editors accept papers approved to
print by the head of the workplace or papers with all the authors’
statement they approve it to print.

The extent of original papers shall not exceed ten typescript pages,
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Manuscript should be typed on standard paper (quarto, 30 lines
per page, 60 strokes per line, double-spaced typescript). A PC diskette
with the paper text or graphical documentation should be provided
with the paper manuscript, indicating the used editor program. Tables,
figures and photos shall be enclosed separately. The text must contain
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The title of the paper shall not exceed 85 strokes and it should
provide a clear-cut idea of the paper subject. Subtitles of the papers
are not allowed either.

Abstract. It must present information selection of the contents and
conclusions of the paper, it is not a mere description of the paper. It
must present all substantial information contained in the paper. It shall
not exceed 170 words. It shall be written in full sentences, not in form
of keynotes and comprise base numerical data including statistical
data.

Introduction has to present the main reasons why the study was
conducted, and the circumstances of the studied problems should be
described in a very brief form. This introductory section also provides
information why the study has been undertaken.

Review of literature should be a short section, containing only
literary citations with close relation to the treated problem.

Only original method shall be described, in other cases it is suffi-
cient enough to cite the author of the used method and to mention
modifications of this method. This section shall also contain a descrip-
tion of experimental material and the method of result evaluation.

In the section Results, which is the core of the paper, figures and
graphs should be used rather than tables for presentation of quantita-
tive values. A statistical analysis of recorded values should be sum-
‘marized in tables. This section should not contain ecither theoretical
conclusions or deductions, but only factual data should be presented
here.

Discussion contains an evaluation of the study, potential shortco-
mings are discussed, and the results of the study are confronted with
previously published results (only those authors whose studies are in
closer relation with the published paper should be cited). The sections
Results and Discussion may be presented as one section only.

References in the manuscript are given in form of citations of the
author’s name and year of publication. A list of references should
contain publications cited in the manuscript only. References are listed
alphabetically by the first author’s name.

Key words should make it possible to retrieve the paper on the
basis of the animal species investigated, characteristics of their health,
husbandry conditions, applied substances, etc. The terms used in the
paper title should not be used as keywords.

If any abbreviation is used in the paper, it is necessary to mention
its full form at least once to avoid misunderstanding. The abbrevia-
tions should not be used in the title of the paper nor in the summary.

The author shall give his full name (and the names of other colla-
borators), academic, scientific and pedagogic titles, full address of his
workplace and postal code, telephone and fax number, or e-mail.
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