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EVALUATION OF THE OCCURRENCE OF SOME HARMFUL
POLLUTANTS ON CATTLE FARMS"

ZHODNOCENI VYSKYTU VYBRANYCH RIZIKOVYCH POLUTANTU
NA FARMACH SKOTU

J. Raszyk', V. GajdﬁEkové', R. Ulrich!, A. Jarosova', A. Népravm’kz, J. Salava3,
J. Palac’

]V(’terinary Research Institute, Brno, Czech Republic
State Veterinary Institute, Brno, Czech Republic
3District Veterinary Administration, Hodonin, Czech Republic

ABSTRACT: Longitudinal investigations made on two cattle farms in Hodonin district from January 1995 to June 1997
included bulk fodder (n = 11), feed mixtures (n = 16), drinking water (n = 13), stable dust (n = 15), road surface dust (n =
7). soil (n = 6), cow hair (n = 40), bulk milk samples (n = 27), and muscles, liver, kidneys and fat of cows (n = 21) at three
to four years of age. The samples were examined for contents of six harmful pollutants: mercury, cadmium, lead, gamma-
hexachlorocyclohexane (Lindane), DDT sum and polychlorinated biphenyls (PCB — Delor 106). Taking into account sanitary
regulations effective in the Czech Republic at the time of our observations, hygienic limits of these pollutants were exceeded:
lead in drinking water in one sample (0.0673 mg/l); mercury in milk in one sample (0.003 mg/kg) and lead in milk in one
sample (0.110 mg/kg): mercury in muscles in one sample (0.011 mg/kg). Elevated average concentrations of these pollutants
were determined on cattle farms in Hodonin district in 1995 to 1997: mercury in muscles (0.0035 mg/kg) and in liver
(0.0087 mg/kg); lead in muscles (0.0929 mg/kg), liver (0.1681 mg/kg) and kidneys (0.198]1 mg/kg): Lindane in muscles
(0.0580 mg/kg fat); DDT sum in milk (0.0630 mg/kg fat) and in muscles (0.0866 mg/kg fat). Harmful pollutants showed
decreasing trends. Increasing concentrations of DDT sums (0.0055 mg/kg) and PCB - Delor 106 (0.0080 mg/kg) in bulk
fodder and of Lindane (0.0066 mg/kg fat) in milk were recorded in 1997 only. Mercury, lead, Lindane and DDT loads of the
examined cows in Hodonin district in 1995 to 1997 were higher than in other regions of the Czech Republic. The values of
pollutant concentrations did not mostly exceed the valid hygienic limits. Conclusions: (1) there exists a broad spectrum of
pollutants on cattle farms that may negatively influence the health of cows and their tenders; (2) pollutant penetration into
the internal environment of cows may cause contamination of products of animal origin (milk, meat, viscera), and consequ-
ently consumers’ health may be impaired: (3) permanent tasks of veterinary service include monitoring of pollutant spectrum
on cattle farms, searching for pollutant sources and proposals of efficient preventive measures; (4) long-term monitoring of
pollutant presence on some cattle farms in Hodonin district makes it possible to evaluate the efficiency of proposed preventive
measures, and to estimate trends of pollutant occurrence on cattle farms; (5) information on the presence of harmful pollutants
in the stable internal environment of cattle farms is usable for preventive and occupational medicine.

cows; feed; drinking water; stable dust; road dust; soil; hair; milk; muscles; liver; kidneys; fat; mercury; cadmium; lead; DDT;
Lindane; polychlorinated biphenyls; sources: health risk

ABSTRAKT: V tdobi od ledna 1995 do ¢ervna 1997 bylo na okrese Hodonin ve dvou chovech skotu prub&Zné vysetfovano
objemné krmivo (n = 11), krmné smési (n = 16), napdjeci voda (n = 13), stdjovy prach (n = 15), vozovkovy prach (n = 7),
pida (n = 6), srst krav (n = 40), bazénové vzorky mléka (n = 27) a svalovina, jitra, ledviny a tuk krav (n = 21) ve véku tfi
az Ctyfi roky. Vyse uvedené vzorky byly vySetfeny na obsah 3esti vybranych rizikovych polutantd: rtut, kadmium, olovo,
gama hexachlorcyklohexan (lindan), suma DDT a polychlorované bifenyly (PCB ~ Delor 106). Dle hygienickych pfedpisi,
platnych v Ceské republice v dobé& naSeho sledovini, byly prekrodeny hygienické limity: v napdjeci vod& u olova u jednoho
vzorku (0,0673 mg/l); v mléce u rtuti u jednoho vzorku (0,003 mg/kg) a u olova u jednoho vzorku (0,110 mg/kg); ve svaloving
u rtuti u jednoho vzorku (0,011 mg/kg). V chovech skotu na okrese Hodonin byly v tdobi 1995 az 1997 zjidtény vy3si
pramérné hladiny: rtuti ve svaloviné (0,0035 mg/kg) a jatrech (0,0087 mg/kg); olova ve svalovin& (0,0929 mg/kg), jatrech
(0,1681 mg/kg) a ledvinich (0,1981 mg/kg); lindanu ve svaloviné (0,0580 mg/kg tuku); sumy DDT mléce (0,0630 mg/kg
tuku) a ve svaloviné (0,0866 mg/kg tuku). Rizikové polutanty mély klesajici tendenci. Jen v roce 1997 jsme zaznamenali
zvySujici se hladiny sumy DDT (0,0055 mg/kg) i PCB - Delor 106 (0,0080 mg/kg) v objemnych krmivech a lindanu

*  Supported by the Ministry of Agriculture of the Czech Republic (Project RE 5564), Ministry of the Environment of the Czech Republic (Project
GA/1650/93) and the Grant Agency of the Czech Republic (Grant No. 525/96/0924)
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(0,0066 mg/kg tuku) v mléce. VySetfené krivy na okrese Hodonin byly v letech 1995 az 1997 vice zatizeny rtuti. olovem,
lindanem a DDT ne# v jinych regionech Ceské republiky. Naméfené hodnoty polutantii ve velké vétding nepresahovaly platné
hygienické limity. Zavéry: (1) na farmach skotu se nachazi Siroké spektrum polutantii, které mohou negativné ovliviiovat
zdravi krav i jejich oSetfovateld; (2) tim, Ze polutanty pronikaji do vnitfniho télniho prostiedi krav maze dochazet ke
kontaminaci surovin Zivo&idného plivodu (mléko, maso, orgdny) polutanty a nasledné k ohroZeni zdravi spotiebiteld; (3) tr-
valym tkolem veterinarni sluzby zistidva monitorovat spektrum polutant na farméch skotu, vyhleddvat jejich zdroje a navr-
hovat u¢inna preventivni opatfeni: (4) dlouhodobé sledovini dynamiky polutantt na vybranych farmich skotu okresu Hodonin
nam umoZfiuje vyhodnocovat i¢innost navrzenych preventivnich opatfeni a dile pak posuzovat trendy vyskytu polutantii na
farmdch skotu; (5) poznatky o vyskytu rizikovych polutant ve vnitfnim stajovém prostiedi farem skotu jsou vyuZitelné
i v preventivnim a pracovnim lékafstvi.

kravy; krmivo; napdjeci voda; stajovy prach; vozovkovy prach; puda; srst; mléko: svalovina; jatra; ledviny: tuk; rtut; kad-

mium; olovo; DDT; lindan; polychlorované bifenyly: zdroje: zdravotni riziko

UvoD

Dynamiku rizikovych polutantii v Zivotnim prostie-
di a potravnim fetézci sledujeme na okrese Hodonin
vice nez 10 let. Cast okresu Hodonin (oblast kolem
mésta Hodonina) patii mezi 17 oblasti s nejvice naru-
Senym Zivotnim prostiedim v Ceské republice. V po-
sledni dobé jsme zhodnotili poznatky o vyskytu riziko-
vych polutant na farmach prasat (Raszyk aj., 1996)
a ve vyrobniach krmnych smési (Raszyk aj.. 1997).
Poté jsme zveiejnili idaje o obsahu karcinogennich po-
lycyklickych aromatickych uhlovodiki (Raszyk aj..
1998a) a estert kyseliny ftalové (Raszyk aj., 1998b)
na farmach skotu a prasat. Souhrnné tdaje o kontami-
naci potravnich fetdzci cizorodymi latkami v Ceské re-
publice jsou pravidelné publikoviny Statni veterindrni
spravou Ceské republiky (Drapal a Valcl, 1995,
1996, 1997).

Cilem predkladané prace bylo zhodnotit vyskyt vy-
branych polutanti (t€zké kovy, chlorované pesticidy,
polychlorované bifenyly) ve stdqjovém i mimostajovém
prostiedi farem skotu a ve vnitfnim t€lnim prostiedi
(svalovina, jatra, ledviny, tuk) ¢i produktech (mléko)
krav chovanych na okrese Hodonin v pribéhu let 1995
az 1997. Hlavni duraz je kladen na objasiiovani zdroji
a cest pfenosu polutantii na farmy skotu.

MATERIAL A METODY

Vyskyt rizikovych polutanti byl sledovan v udobi
leden 1995 az Cerven 1997 ve dvou farmach skotu na
okrese Hodonin.

Strucna charakteristika sledovanych chovi

V chovu skotu Na. je pramérné chovano 340 krav
(kfizenky Cervenostrakatého a Cernostrakatého pleme-
ne). Staje maji plechovy plast, volné ustdjeni, pouze
v porodnéch vazné. Vétrani je pretlakové. Je pouZivina
kruhova dojirna DZ 15 Agro Prostéjov. Krmnou davku
pro kravy tvori kukufi¢nd silaz, zelena vojtéska (v zimé
vojtéskové seno)), jecna slama (v zimé fepné skrojky)

234

a krmné smési pro dojnice. Voda k napajeni krav po-
chazi z verejného zdroje, pouzivaji se miskovité napa-
jecky. V arealu farmy je kotelna na ¢erné uhli. Pramér-
Uroveit reprodukce krav je nasledujici: biezost po
I. inseminaci 65 %, service perioda 116 dni a insemi-
nacni index 1,2 az 1,5. Za rok pramérné uhynou (fi
kravy a nutné je odporazeno asi 50 krav. NejCastéjsi
pfi¢inou vyfazeni krav na nutnou porazku jsou poruchy
pohybového ustroji a poporodni komplikace.

V chovu skotu Ne. je pramérné chovino 270 krav
(kfizenky Cervenostrakatého a Cernostrakatého pleme-
ne). Stije jsou sestaveny z montovanych prefabrikata.
Ide o volné ustdjeni s nastlanym lozem. Je pouZivina
rybinova dojirna SAC Clauhan (Nizozemsko). Krmnou
davku pro kravy tvoii kukufiéna sildZ, zelend vojtéska
(v zimé vojteskové seno), pSeni¢né otruby, ovesné
slupky a krmné smési pro dojnice. Voda k napdjeni
krav pochazi z vefejného zdroje, pouzivaji se miskovité
napajecky. K vytapéni farmy se pouZiva elektricka
energie. Primérna laktace na dojnici ¢ini 5 000 kg mlé-
ka za rok. Urovei reprodukce krav je nasledujici: bre-
zost po 1. inseminaci 55 %, service perioda 118 dni,
inseminacni index 1.6. Za rok prumérné uhynou tfi kra-
vy a nutné je odporazeno 30 krav. Nejcastéjsi priciny
vyfazeni krav na nutnou poraZku jsou poruchy pohybo-
vého dstroji, onemocnéni traviciho dstroji a poporodni
komplikace.

Odbéry vzorku

Vzorky objemnych krmiv (n = 11) a krmnych smési
(n = 16) byly odebiriny ptimo z krmnych Zlabi. Vzor-
ky napdjeci vody (n = 13) z napéjecek pfimo ve stajich.

Vzorky stdjového sedimentovaného prachu (n = 15)
byly odebirany elektrickym vysavacem z vnitiniho za-
fizeni staji. Ziskany stajovy prach jsme presivali pres
sito o velikosti oka 0,7 mm. K analyze byly pouzivany
prachové Castice mensi nez 0,7 mm.

Vzorky prachu usazeného na vozovkich (n =7) byly
odebirdany z vozovek v aredlech sledovanych farem
skotu. Vozovkovy prach byl ziskdvan a zpracovavin
stejnym zpusobem jako stdjovy prach.
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Vzorky pudy (n = 6) byly odebirany uvniti arealu
sledovanych farem skotu, a to ve vzdalenosti 10 az
15 m od stdji z hloubky 15 ¢cm pod povrchem.

Srst krav byla odebirana elektrickym strojkem
v krajiné mezi rohy. Ziskana srst byla 48 hodin propi-
rana v 1% roztoku saponétového prostiedku, oplachnu-
ta pod tekouci vodou, promyta v destilované vodé a vy-
susena pii laboratorni teploté.

Vzorky mléka byly odebirany jako bazénové vzorky
v mléénicich. Vzorky télesnych organu byly odebirany
pfi porazce krav (ve véku tfi az Ctyfi roky). Vzorky
svaloviny byly odebirdny z kaudalni skupiny stehen-
nich svali pravé panevni koncetiny, vzorky jater z pra-
vého jaterniho laloku, vzorky ledvin z pravé ledviny
a vzorky tuku z tukového pouzdra pravé ledviny.

Pouzité metody

Kadmium a olovo byly stanoveny atomovou absorp-
¢ni spektrometrii (AAS) v plameni acetylen-vzduch na
pristroji Perkin Elmer 3100 (Perkin Elmer, USA). Rtut
na automatickém analyzatoru rtuti AMA (Altec, CR)
s vyuzitim techniky generace par kovové rtuti s nasled-
nym zachycenim a obohacenim v amalgamatoru. Citli-
vost a reprodukovatelnost pouZitych metod jsou tyto:
mez detekce — rtut 0,1 ng/g, kadmium 1,0 ng/ml, olovo
10,0 ng/ml; reprodukovatelnost — rtut 1,5 %, kadmium
a olovo méné nez 10,0 %.

Stanoveni chlorovanych pesticidii a polychlorova-
nych bifenyla (PCB) bylo providéno po extrakci orga-
nickymi rozpoustédly a separaci koextraktd adsorpéni
sloupcovou chromatografii na koloné aktivniho Flori-
silu vysoce rozli§ovaci kapilarni plynovou chromato-
grafii s detektorem 63Ni ECD (Gajduikova
a Ulrich, 1992). Hodnoceni analyti bylo provadéno
z kalibra¢nich kiivek jednotlivych analytickych stan-
dardd pomoci software Star chromatography Worksta-
tion, verze 4.0 ve spojeni s plynovym chromatografem
Varian Star 3600 CX (Varian, USA). PCB byly hodno-
ceny jako suma vyjadfena na Delor 106 (vy$echlorova-
né bifenyly). Suma DDT zahrnuje izomery o,p’-DDE,
p.p’-DDE, 0,p’-DDD, p,p’-DDD, o0,p’-DDT, p,p’-DDT.
Citlivost a reprodukovatelnost pouZitych metod jsou
tyto: mez detekce — PCB 50,0 ng/g, DDT a lindan

10,0 ng/g; reprodukovatelnost — PCB, DDT a lindan
méné nez 10,0 %.

Hygienické limity ve sledovanych komoditich byly
posuzovany dle pfedpist platnych v dobé nalcho sle-
dovéni (leden 1995 aZ Cerven 1997).

Obsah neZadoucich latek v krmivech se posuzoval
dle pfilohy k Vyhlasce ¢.194/1996 Sb., kterou se pro-
vadi Zakon o krmivech ¢. 91/1996 Sb. Napajeci voda
byla posuzovana dle CSN 757111 Pitna voda.

Obsah cizorodych latek v mléce, svaloviné a vniti-
nich organech byl hodnocen podle Smérnice Minister-
stva zdravotnictvi CR & 50/1978 Sb. Obsah PCB byl
posuzovan dle nejvySe pripustnych hodnot PCB
v pozivatinach, tak jak byly stanoveny rozhodnutim
hlavniho hygienika CR ze dne 20. 1. 1994, &. j.
HEM-359-20.1.94.

K hodnoceni vysledki byl pouZit program Stat Plus,
verze 1.01 (MatousSkova aj., 1992). Vysledky v ta-
bulkédch jsou vyjadieny takto: pocet vySetienych vzor-
ki (n), pramér, smérodatna odchylka. K posouzeni sta-
tistické vyznamnosti byl pouZit r-test.

VYSLEDKY

Obsah rtuti, kadmia a olova v krmnych smésich, ob-
jemnych krmivech, napdjeci vodé, stajovém prachu
a vozovkovém prachu v chovech skotu (Na., Ne.) na
okrese Hodonin v letech 1995 az 1997 je uveden
v tab. L.

Hygienické limity, platné v dobé sledovini, byly
pfekroceny v napéjeci vodé u olova u jednoho vzorku
(1996, fa Ne. 0,0673 mg/l).

Obsah rtuti, kadmia a olova v srsti, mléce, svalovi-
né, jatrech a ledvinach krav v chovech skotu (Na., Ne.)
na okrese Hodonin v letech 1995 aZz 1997 je uveden
v tab. IL

Hygienické limity, platné v dobé sledovani, byly
prekroceny v mléce u rtuti u jednoho vzorku (1995, fa
Ne. 0,003 mg/kg) a u olova u jednoho vzorku (1996,
fa Na. 0,110 mg/kg); ve svaloviné u rtuti u jednoho
vzorku (1995, fa Na. 0,011 mg/kg).

Obsah vybranych chlorovanych pesticidi a poly-
chlorovanych bifenyli v krmnych smé&sich, objemnych
krmivech, napdjeci vodég, stajovém prachu, vozovko-

1. Obsah rtuti, kadmia a olova v krmnych smésich, objemnych krmivech, napdjeci vodg, stijovém prachu a vozovkovém prachu v chovech
skotu (Na., Ne.) v okrese Hodonin v letech 1995 az 1997 (prumér + smérodatni odchylka) — Contents of mercury, cadmium and lead in
feed mixtures, bulk fodders, drinking water, stable dust and road dust on cattle farms (Na., Ne.) in Hodonin district in 1995 to 1997 (mean

+ standard deviation)

Vzorky' n Rtut? Kadmium? Olovo*
Krmna smés® (mg/kg) 16 0.0025 = 0,0014 0,0508 + 0,0232 0,2566 * 0,1482
Objemné krmivo® (mg/kg) 11 0.0115 £ 0,0093 0,0437 £ 0,0321 0,4745 £ 0,4260
Napajeci voda’ (mg/l) 13 <0,0001 0,0012 £ 0,0004 0,0093 £ 0,0178
Stijovy prach® (mg/kg) 15 0.0290 % 0,0183 0.2239 + 0,4363 27,4953 + 55,9149
Vozovkovy prach? (mg/kg) 7] 0,0517 + 0,0271 0,5823 + 0,6496 18,9854 + 89913

'samplcs‘ 2mercury, ‘cadmium, *lead, *feed mixture, “bulk fodder. 7drinking water, *stable dust, "road dust
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11. Obsah rtuti, kadmia a olova v srsti, mléce, svaloving, jatrech a ledvinach krav v chovech skotu (Na., Ne.) v okrese Hodonin v letech
1995 az 1997 (pramér £ smérodatna odchylka) — Contents of mercury. cadmium and lead in the hair. mulk. muscles, liver and Kidneys of

cows on cattle farms (Na., Ne.) in Hodonin district in 1995 to 1997 (mean £ standard deviation)

Kadmium?*

Olovo*

Vzorky' n Riuf?

Srst® (kg/mg) 40 00165 + 0,0114
Miéko® (kg/mg) 27 0,0009 + 0,0006
Svalovina’ (kg/mg) 2] 0.0035 + 0.0029
Jitra® (kg/mg) 21 00087 £ 00116
Ledviny? (kg/mg) 21 00121 + 0,0072

0.0295 £ 0,0333
0,0015 + 0,0011
0.0102 £ 0,0055
0.0773 £ 0,0434
0.2976 £ 0.2157

0.8183 + (.8862
0,0228 + 0,0204
0.0929 + 0.0315
0.1681 = 0.0954
0,1981 £ 0.1055

For | 1o 4 see Tab. I; *hair, “milk, 'muscles, “liver. "kidneys

111. Obsah vybranych chlorovanych pesticidii a polychlorovanych bifenyli v kemnych smésich, objemnych krmivech, napajeci vodé, stijovém
prachu, vozovkovém prachu a piidé v chovech skotu (Na., Ne)) v okrese Hodonin v letech 1995 aZz 1997 (primér + smérodatnd odchylka) -
Contents of some chlorinated pesticides and polychlorinated biphenyls in feed mixtures, bulk fodders, drinking water, stable dust. road dust
and soil on cattle farms (Na., Ne.) in Hodonin district in 1995 to 1997 (mean * standard deviation)

Suma DDT?

PCB-Delor 106

Vzorky' n Lindan?
Krmna smés® (mg/kg) 16 0,0035 + 0,0058
Objemné krmivo® (mg/kg) 1 0,0092 + 0,0123
Napijeci voda’ (mg/kg) 15 11,5567 + 17,4125
Stijovy prach® (mg/kg) 15 0.0358 + 0,0504
Vozovkovy prach’ (mg/kg) 7 00201 + 0,0137
Pida'" (mg/kg) 6 0.0041 £ 0.0053

0,0024 + 0,0017
0,0034 + 0,0024
5,0700 * 4,5060
0,0226 + 0,0206
0,0406 + 0,0364
0.0570 £ 0,0558

0,0050 + 0,0081
0,0054 + 0,0039
13,4347 + 11,8870
0.0350 + 0.0249
0.1795 £ 0.1743
0.3075 £ 0.6525

Wsoil

'samples‘ ’Lindane. ‘DDT sum; for § to 9 see Tab. I;

1V. Obsah vybranych chlorovanych pesticidi a polychlorovanych bifenyli v mléce, svaloviné a tuku krav v chovech skotu (Na., Ne ) v okrese
Hodonin v letech 1995 az 1997 (primér + smérodatna odchylka) - Contents of some chlorinated pesticides and polychlorinated biphenyls

in milk, muscles and fat of cows on cattle farms (Na., Ne.) in Hodonin district in 1995 to 1997 (mean + standard deviation)

Vzorky' n Lindan? Suma DDT! PCB-Delor 106
Miéko* (mg/kg tuku)’ 27 0,0055 + 0,0053 0,0630 + 0,0310 0,0431 + 0,0265
Svalovina® (mg/kg tuku)’ 21 0,0580 + 00645 0.0866 + 00,1028 0.1237 £ 01420
Tuk® (mg/kg tuku)’ 21 0,0340 + 0.1024 0.0765 + 0,0866 0.1204 + 0,1843

For 1 to 3 see Tab. III; "milk. Smuschfs, "f:u. 7(mg/kg fat)

vém prachu a pidé v chovech skotu (Na., Ne.) na okre-
se Hodonin v letech 1995 aZ 1997 je uveden v tab. III.

Hygienické limity, platné v dobé sledovani, nebyly
piekro¢eny ani u jednoho vzorku.

Obsah vybranych chlorovanych pesticidi a poly-
chlorovanych bifenyli v mléce, svaloviné a tuku krav
v chovech skotu (Na., Ne.) na okrese Hodonin v letech
1995 a7 1997 je uveden v tab. IV.

Hygienické limity, platné v dobé sledovani, nebyly
piekroceny ani u jednoho vzorku.

DISKUSE

Vyrazné vyssi obsah rtuti (P < 0,01) v objemnych
krmivech (0,0115 mg/kg), nez v krmnych smésich
(0,0025 mg/kg) pro skot je pravdépodobné zpusoben
atmosferickym spadem rtuti na rostliny (objemna krmi-
va) v obdobi vegetace. Mezi hlavni zdroje rtuti v ov-
zdusi jsou zatazovany: spalovani fosilnich paliv, spa-
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lovny odpadu, rizné primyslové aktivity a vyroba ce-
mentu (Sang a Louris, 1997).

Zvy3ené hladiny olova byly zjistény ve stajovém
prachu z kravind (27,5 mg/kg) a ve vozovkovém pra-
chu na farmach skotu (19,0 mg/kg). Mezi hlavni zdroje
olova ve stajovém prostiedi Ize zatadit naté€rové hmoty
s obsahem olova, mineralni komponenty krmnych smé-
si kontaminované olovem, staré olovéné akumulitory
odloZené nékdy ve stajich a poolovéné vodici listy Nie-
dax (pouZivané k rozvodu elektrického vedeni ve sti-
jich). Hlavnim zdrojem olova ve vozovkovém prachu
jsou emise z provozu automobili (olovnaté benziny)
a puda v okoli vozovek.

Cibulka aj. (1989) sledovali obsah rtuti, kadmia
a olova v srsti novorozenych telat ve trech regionech
Ceské republiky. Hladiny tézkych kovu v srsti telat se
pohybovaly v rozsahu (mg/kg): rtut 0,07 az 0.77, kad-
mium 0,009 az 0,074 a olovo 0,11 a2 0,55. Milhaud
a Mchennaoui (1988) zjistili u krav chovanych
v oblasti kontaminované olovem pramérnou hladinu
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olova v srsti 10 mg/kg. U krav na okrese hodonin byla
prumérna hladina olova v srsti (0,8 mg/kg) 12krat niZzsi.

V humanni mediciné se vySetfeni vlasi na obsah
€zkych kovi vyuziva i k odhadu expozice lidi tézkymi
kovy (Bencko aj., 1995). VySetfeni obsahu jednotli-
vych tézkych kovi v lidskych vlasech ma rozdilnou
vypovidaci schopnost (Wilhelm a Idel, 1996).
Nejvys&i vypovidaci schopnost ma vysetfeni metylrtuti
(organicka rtut) ve vlasech. Jde o optimélni biomarker
expozice jednotlivee metylrtuti. Vysetfeni obsahu olo-
va ve vlasech je doporucovino jako spolehliva metoda
screeningu pro malé skupiny (zvlasté déti), zatim co
stanoveni koncentrace kadmia ve vlasech lze pouZit pou-
ze jako orientacni screeningovou metodu pro velké
skupiny obyvatelstva.

Vyznamnym zjiténim jsou zvy$ené hladiny lindanu
v objemnych krmivech (0,009 mg/kg) pro kravy. Pri-
mérn4 hladina lindanu v objemnych krmivech v Ceské
republice v roce 1995 ¢inila 0,006 mg/kg (Drapal
a Valcl, 1996). Na okrese Hodonin se od roku 1990
nékolikanasobné zvySily osevni plochy fepky olejné.
K postiiku fepky olejné proti Skadci krytonosci zelné-
mu se pouzivaly dva pfipravky obsahujici lindan, a to
Lindram WP 80 a Lindan 50/35 WP. Lze tedy ptedpo-
kladat, ze kolikrat se zvy3ily osevni plochy fepky olej-
né na okrese Hodonin, tolikrit se zvySilo pouZiti linda-
nu v tomto regionu.

Ze sledovanych organickych polutantd (lindan,
DDT, PCB) dominuji ve vozovkovém prachu a v pudé
polychlorované bifenyly (vozovkovy prach: 0,18 mg/kg;
puda: 0,31 mg/kg). Na farmédch skotu jsou tfi hlavni
zdroje PCB, a (o staré natéry, transformatory a konden-
zatory.

Vyznamnym zdrojem PCB muze byt i pida, ze které
se PCB odpaiuji do ovzdugi. Pfitom v letnich mésicich
je odpatovani PCB z pudy pétkrat vyssi, nez v zimnich
mésicich (Kaupp aj., 1996). Sisdak aj. (1995) po-
uzili RIA metodu ke screeningovému vySetieni PCB
v mléce krav v Ceské republice. Dle jejich zjisténi byl
okres Hodonin posouzen jako region vice kontamino-
vany PCB.

Relativné vysoké hladiny DDT byly zjidtény v krav-
ském mléce (0,063 mg/kg tuku), a to zejména vzhle-
dem k obsahu DDT ve svaloviné (0,087 mg/kg tuku)
a v tuku ledvinového pouzdra (0,076 mg/kg tuku) krav,
coz doklada vysoké vylu¢ovani DDT mlékem krav.
Vzhledem ke skuteénosti, Ze nékterym izomeram DDT
(napf. o,p’-DDT) se piisuzuje vyznamni role v patoge-
nezi rakoviny prsou u Zen (Zava aj., 1997; Dees
aj., 1997), povazujeme tyto nalezy za varovné. PouzZiti
DDT v zemé&délstvi v Ceské republice bylo zakazino
jiz v roce 1974, do té doby viak byly pfipravky DDT
intenzivné vyuZivany. Tento fakt potvrzuji nilezy DDT
v pudé v okoli kravini (0,057 mg/kg). Bylo doloZeno,
Ze rezidua DDT pretrvavaji v puadé vice nez 30 let
(Diamond a Owen, 1996). Aktualnim zdrojem
DDT mohou byt komponenty krmnych smési (soja, ry-
bi moucka) dovazené ze zemi, kde se doposud DDT
pIné vyuZiva v programu tlumeni maldrie ¢i hubeni
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mouchy tse-tse (Riverorodriguez aj., 1997). To-
mu nasvédCuji i vysoké hladiny DDT (0,03 mg/kg)
v sedimentovaném prachu odebraném z vnitiniho zafi-
zeni dvou vyroben krmnych smési na okrese Hodonin
(Raszyk aj., 1997). Dovozové komponenty tvoii 10
az 17 % zde vyrabénych krmnych smési.

Na farmach skotu okresu Hodonin jsme zjistili i vy-
soké hladiny polycyklickych aromatickych uhlovodiki
- PAH (Raszyk aj., 1998a). Z karcinogennich PAH
na farmach skotu prevladaji chrysen, benzo(a)antracen
a benzo(b)fluoranten. Mezi vyznamné zdroje PAH na
farmach skotu patfi: vyfukové plyny z traktort; ¢innost
opravérenskych dilen na farmach; pouZiti asfaltu jako
izolacniho a sparovaciho materidlu; vyjety motorovy
olej, ktery prosakuje pfi netésnosti motoru, coz je
zv14st nebezpecné pfi udusavani silazi pasovym trakto-
rem; odirdni povrchu pneumatik o vozovky; produkty
spalovéni uhli, pouZivaného pii vytapéni farem; spalo-
vini komunélniho odpadu na farmach; hofeni stoh sla-
my; provoz motorovych silni¢nich vozidel (zejména
téch co pouzivaji naftu); atmosfericky spad PAH (ktery
je vyS$§i v zimnich mésicich); dfevoimpregnacni latky.

V prostiedi farem skotu se vyskytuji i estery kyseli-
ny ftalové (ftalaty). Hlavnim zdrojem ftalatd na far-
mach skotu jsou PVC materidly, které mohou obsaho-
vat az 40 % ftalatd. Vyznamnym zdrojem ftalatd jsou
i komeréné vyrabéné krmné smési (Raszyk aj.,
1998b).

Ve srovnani s hodnotami, které byly zjiStény pfi pla-
novanych odbérech v chovech skotu v Ceské republice
(Drapal a Valcl, 1995, 1996, 1997) byly na okrese
Hodonin v udobi 1995 az 1997 zjistény vyssi primérné
hladiny: rtuti ve svaloviné (0,0035 mg/kg) a jatrech
(0,0087 mg/kg) krav; olova ve svaloviné (0,0929 mg/kg),
jatrech (0,1681 mg/kg) a ledvinach (0,1981 mg/kg) krav;
lindanu v objemnych krmivech (0,0092 mg/kg) a sva-
loviné (0,0580 mg/kg tuku) krav; sumy DDT v krm-
nych smésich (0,0024 mg/kg), mléce (0,0630 mg/kg
tuku) a svaloviné (0,0866 mg/kg tuku) krav.

Vysetfené kravy na okrese Hodonin byly v letech
1995 az 1997 vice zatiZeny rtuti, olovem, lindanem
a DDT ne? v jinych regionech v Ceské republice. Na-
méfené hodnoty viak ve velké vétSiné nepfesahovaly
hygienické limity platné do konce roku 1997.

Pozitivné lze hodnotit skutecnost, Ze na farméch
skotu okresu Hodonin (Na., Ne.) mély vybrané rizikové
polutanty, sledované v environmentalnich vzorcich,
klesajici tendenci. Jen v roce 1997 jsme zaznamenali
zvysujijici se hladiny sumy DDT (0,0055 mg/kg), stej-
né jako PCB - Delor 106 (0,0080 mg/kg) v objemnych
krmivech a lindanu (0,0066 mg/kg tuku) v mléce.

V prosinci 1997 vstoupilo v platnost posuzovani ob-
sahu polutantl v potravinach dle nové Vyhlasky Minis-
terstva zdravotnictvi (Sb. zakonu ¢. 298/1997, &astka
99), kterou se stanovi chemické poZadavky na zdravot-
ni nezavadnost jednotlivych druht potravin a potravino-
vych surovin. Pfiloha ¢. 3 k Vyhlasce ¢. 298/1997 Sb.
uvadi tyto hygienické limity:
rtut (mg/kg) — svalovina 0,05; ledviny 0,1; mléko 0,01
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kadmium (mg/kg) — svalovina 0,1; ledviny 2,0; mléko
0,01

olovo (mg/kg) — svalovina 0,1; ledviny 0.7; ml¢ko 0,02

lindan — svalovina 2,0 mg/kg tuku; mléko 0,01 mg/kg

suma DDT (suma ¢ty izomert DDT) — svalovina
1,0 mg/kg tuku; mléko 0,05 mg/kg

suma PCB (suma sedmi indikdtorovych kongenerl
PCB) (mg/kg tuku) — svalovina prasat 0,5;
svalovina skotu 0,7; sadlo veprové 0,5; 1aj hovézi
0,7; mléko 0,3.

ZAVER

Na farmdach skotu se nachazi Siroké spektrum polu-
tantd, které mohou negativné ovliviiovat zdravi krav
i jejich oSetfovateld.

Tim, Zze polutanty pronikaji do vnitiniho télniho
prostiedi krav, dochazi ke kontaminaci surovin zivocis-
ného pavodu (mléko, maso, organy) polutanty a na-
sledné k ohroZeni zdravi spotiebitelt.

Trvalym tkolem veterindrni hygienické sluzby zu-
stava monitorovat spektrum polutanti na farmach sko-
tu, vyhledavat jejich zdroje a navrhovat a¢inna preven-
tivni opatfeni.

Dlouhodobé sledovani dynamiky polutantt na vybra-
nych farmdch skotu okresu Hodonin nam umoZziuje vy-
hodnocovat acinnost preventivnich opatieni a ddle pak
posuzovat trendy vyskytu polutanti na farmach skotu.

Poznatky o vyskytu rizikovych polutanti na far-
mach skotu jsou vyuZitelné i v preventivnim a pracov-
nim lékarstvi.
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EFFECTS OF TOLTRAZURIL AND MONENSIN IN KIDS
NATURALLY INFECTED WITH COCCIDIOSIS

OVLIVNENI KOKCIDIOZY KUZLAT APLIKACI TOLTRAZURILU
A MONENSINU

S. Slosarkova, K. Chroust, M. Sk¥ivanek

University of Veterinary and Farmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Efficacy of toltrazuril (Baycox®) administered on two subsequent days and of long-term intake of feed
medicated with monensin on the course of clinical coccidiosis and shedding of Eimeria spp. oocysts was compared in kids
of the White Short-Haired breed aged 28 to 35 days. The 52 kids under study, divided into experimental and control subgroups,
were born in a goat herd in which clinical coccidiosis was diagnosed on several occasions and intensive shedding of Eimeria
spp. oocysts was demonstrated repeatedly. Oral treatment with toltrazuril (Baycox 2.5% sol. Bayer) at a dose of 10 mg per
1 kg live weight, administered individually on two subsequent days, markedly and rapidly reduced the number of oocysts in
faecal samples collected from naturally infected kids (P < 0.01). A significant decrease in the number of oocysts in faecal
samples was observed for a period of 3 weeks. While the pretreatment count of oocysts per gram (OPG) was 161 500, it
decreased to 6 500, 22 400 and 58 100 one, two and three weeks after the treatment, respectively. Massive shedding of oocysts
(OPG = 170 200) was found five weeks after the treatment. The medication of combined concentrates for naturally infected
kids with 15 ppm monensin reduced significantly but did not stop the shedding of oocysts. OPG decreased from the
pretreatment value of 50 500 to a half after 6 days. A highly significant (P < 0.01) decrease in OPG was observed from 30th
day of administration of the medicated feed up to the end of this 70-day period, when OPG varied between 1 000 and 3 000.
Qocysts of E. arloingi, E. ninakohlyakimovae and E. christenseni, respectively, accounted for 40.1%, 34.7% and 9.6% of all
oocysts shed by individual kids of the group receiving the medicated feed.

coccidiosis; goat; toltrazuril; monensin; Eimeria spp.

ABSTRAKT: U kuzlat byla ovéfovana u¢innost dvoudenni aplikace toltrazurilu (Baycox®) a dlouhodobého podadvani monensinu
na prubéh klinické kokcidiozy a na vylucovani poftu oocyst rodu Eimeria. Sledovani bylo provddéno ve dvou pokusech, do
kterych bylo zafazeno celkem 52 kuzlat (vZdy rovnomérné rozdélenych do kontrolni a pokusné skupiny) plemene bild
kratkosrsta koza ve v&ku 28 az 35 dni. Mladata pochazela ze stidového chovu koz, kde byla opakované prokazana klinicka
kokcidioza a koprologicky potvrzeno vylutovani vysokého poctu oocyst kokcidii rodu Eimeria. Individudlni aplikace toltra-
zurilu (Baycox 2,5% sol. Bayer) v davce 10 mg/kg Z. h. per os po dva dny vedla u pfirozené infikovanych kuzlat rychle
k vyrazné redukci poctu vylu¢ovanych oocyst trusem (P < 0,01). Signifikantni pokles oocyst v trusu byl zaznamenan po dobu
tii tydni. Hodnota OPG (pocet oocyst v 1 g trusu) pied lé¢bou €inila 161 500. Jeden, dva, resp. tfi tydny po aplikaci bylo
zaznamenano 6 500, 22 400, resp. 58 100 oocyst v 1 g trusu. P&t tydni po aplikaci toltrazurilu bylo v trusu kazlat opét
zaznamenano masivni vyluCovani oocyst, hodnota OPG ¢inila 170 200. Medikaci jadrné krmné smési monensinem v koncen-
traci 15 ppm bylo u pfirozené infikovanych kazlat dosaZeno vyznamného omezeni, nikoli v8ak tuplného zastaveni vyluCovani
oocyst kokcidii trusem. Pokles potu oocyst v trusu byl pozvolny, po 3esti dnech podavani monensinu bylo zaznamenino
sniZzeni hodnoty OPG (50 500) na polovinu. Vysoce vyznamné redukce (P < 0,01) bylo dosaZeno od 30. dne medikace aZ do
jejiho ukonéeni (70 dni), kdy byl kuzlaty vylu¢ovan pouze minimélni pofet oocyst; hodnoty OPG se pohybovaly od 1 000
do 3 000. Pfi sledovini druhového zastoupeni oocyst rodu Eimeria v trusu jednotlivych kuzlat medikovanych monensinem
tvofily E. arloingi 40,1 %, E. ninakohlyakimovae 34,7 % a E. christenseni 9,6 % v3ech oocyst vylu¢ovanych trusem.

kokcidioza; koza; toltrazuril; monensin; Eimeria spp.

UvoD

Kokcidioza patfi mezi nejcastéji zjiSlované pric¢iny
prijmu odstavenych a rostoucich kuzlat ve véku od tfi
tydna az do péti mésici a byva jednim z hlavnich fak-
torti vyvolavajicich ztraty mladat v intenzivnich typech
chovii (Yvore aj., 1985; Foreyt, 1990; Smith
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a Sherman, 1994). Onemocnéni je vétSinou vyvo-
lavano soucasnou infekci nékolika druhy kokcidii rodu
Eimeria, z nichz za nejpatogennéj$i jsou povaZovany
E. arloingi, E. ninakohlyakimovae (Norton, 1986;
Yvore a Esnault, 1987) a dile 1 E. christenseni
(Koudela a Bokova, 1996; Chroust aj.,
1997). Prubéh kokcidiézy je u kuzlat asto spojen
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s projevy apatie, nechutenstvi, rychle se u nich dosta-
vuje bolestivost dutiny bfisni a vodnaté prajmy, nékdy
s pfimési hlenu &i krve. Dusledkem je rozvoj metabo-
lické acidozy, dehydratace organismu a ndsledné do-
chazi 1 k ahynam postizenych mladat (Foreyt, 1987;
Smith a Sherman, 1994).

K 16¢b€ kokeidiozy jsou jiz dlouhodobé uziviny sul-
fonamidy, které se vyznacuji rychlym ovlivnénim en-
dogenniho vyvoje kokcidii v travicim traktu a schop-
nosti tlumit zarovefi sekundarni bakterialni infekci. Je
viak nutno aplikovat je opakované a jejich lécebny
efekt je relativné kratkodoby (Smith a Sherman,
1994; Pavlasek a Matlova, 1996). K prevenci
klinického onemocnéni se pak u prezvykavcd doporu-
Cuje medikace jadrnych krmnych smési antikokcidiky,
zejména se uzivaji amprolium, decoquinat, clopidol,
monensin a salinomycin (Foreyt, 1987; Oetjen,
1993). Pouziti monensinu bylo ovéfovano u jehnat, kde
jeho dlouhodobé podéavani vedlo k vyraznému poklesu
poétu, pripadné k iplnému vymizeni vyluc¢ovanych oo-
cyst trusem (Fitzgerald a Mansfield, 1978;
Horton a Stockdale, 1979; Drazan aj.,
1983). O pouziti monensinu u kuzlat informace v do-
stupné literatufe chybéji.

Toltrazuril (Baycox®) vyvinuty k 1é¢bé kokcidiozy
u drubeze je velmi a¢inny i u kréalika, prasat a s dspé-
chem byl pouzit 1 v 1écbé kokcidiozy jehnat (Haber-
korn a Mundt, 1988; Taylor a Kenny,
1988; Gjerde a Helle, 1991). Pouzitim toltrazu-
rilu u kazlat v jednorazové davee 20 mg/kg z. h. dosahl
McKenna (1988) redukce poctu vylucovanych oo-
cyst trusem pretrvavajici dva aZ tii tydny po aplikaci.
Chartier aj. (1992) dosihl tohoto G¢inku u kuzlat az
po aplikaci 40 mg toltrazurilu na | kg Zivé hmotnosti.

Cilem nasi prace bylo ovéreni uc¢innosti toltrazurilu
v dévee 10 mg/kg 7. h. po dva dny a dlouhodobého
podavani monensinu v koncentraci 15 ppm na pribéh
klinické kokcididzy a na vylucovani poctu oocyst tru-
sem u prirozené infikovanych kuzlat.

MATERIAL A METODY
Zvirata

Do dvou pokusu bylo zafazeno celkem 52 kuzlat,
ktera pochizela ze stidového chovu koz (300 zvirat
zdkladniho stidda), plemene bila kritkosrsta koza. Kiz-
lata byla odchovavana ve stdji, do véku tfi az ¢ty tydni
s matkami, poté byla odstavena a samostatné skupino-
vé ustdjena v kotcich na hluboké podestylce. Tyto kot-
ce nebyly v pribéhu obdobi porodi ¢iStény ani dezin-
fikovany a nové skupiny odstavenych kuzlat byly casto
pric¢lefiovany k slab§im kusim z predchozi skupiny.
V chovu byla opakované prokazana klinicka kokcidio-
za a koprologicky potvrzeno vylucovini vysokého poc-
tu oocyst kokcidii rodu Eimeria. Krmna davka kuazlat
odstavenych od matek se skladala ze smésného koziho
mléka nebo mlééné krmné smési, jadrné krmné smési,
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sena a vody. Pokus 1 byl realizovan piimo v chovu, ze
kterého kuzlata pochazela, pokus II se uskutecnil ve
stdjich Kliniky chorob pfezvykavet FVL. VFU Brno.

Pokus 1

V tomto experimentu byl studovan vliv aplikace tol-
trazurilu na prabéh kokcidiozy u kazlat. Do pokusu by-
lo zafazeno 30 kuazlat ve dvou skupinich po 15 zvifa-
tech. Skupina 1 byla kontrolni, skupina 2 byla lécena.
V den zahdjeni pokusu (den 0) byl pramérny vék kazlat
1. skupiny 35 dni, 2. skupiny 28 dni.

Toltrazuril (Baycox 2,5% sol. Bayer) byl aplikovan
individudlné v podobé¢ 1,25% vodného roztoku per os.
Davka 10 mg/kg Z. h. byla kizlatim podana dvakrat,
8. a 9. den pokusu. Pokus trval Sest tydnu.

U kuazlat byl prabézné sledovan zdravotni stav
a vden 0.8, 14, 21. 28 a 41 u nich byly provadény
odbéry trusu ke koprologickému vysetieni.

Pokus II

V pokuse bylo ovéfovdana ucinnost monensinu
v prevenci klinické kokcidiozy kuazlat. Do sledovani
bylo zatazeno 22 kuzlat samc¢iho pohlavi, rozdélenych
do dvou skupin po 11 kazlatech. Skupina | byla kon-
trolni, skupina 2 medikovana. V dobé zahdjeni pokusu
(den 0) byl prameérny vék kizlat obou skupin 35 dna.

Mladatim medikované skupiny byla od 9. dne po-
kusu po nékolikadennim postupném niavyku zaménéna
puvodné piedkladand jadrnd krmnd smés za granulova-
nou jadrnou krmnou smeés Biostan DS-kuzlata (Biosta
Blucina, Ceskd republika), obohacenou o monensin
(Monensin sodium Lonza 10% premix, Lonza Biotec,
Koufim, Ceska republika) v koncentraci 15 ppm. Tato
jadrna smés pak byla predkladana zvifatim aZ do ukon-
Ceni pokusu, ktery trval celkem 10 tydni.

U zvirat obou skupin byl pribézné sledovin jejich
zdravotni stav, v pravidelnych intervalech byla vaZzena
ave 2, 10, 15, 23., 30., 37., 44., 50., 62. a 70. dnu
pokusu u nich byly odebirany vzorky trusu ke kopro-
logickému vySetieni.

Koprologicka vySetieni

Vzorky trusu byly odebiriany individualné z rekta
zvifat. Koprologickd vySetfeni vzorkl trusu byla pro-
vadéna kvalitativné flota¢ni metodou $ pouZitim Sheat-
herova, pfipadné Brezova flota¢niho roztoku. Stanove-
ni poftu oocyst v | g trusu (OPG) bylo provddéno
kvantitativni metodou v modifikaci podle Chrousta
(1970) s pouzitim ovoskopické pocitaci komurky typu
McMaster.

Statistické hodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byly pouZity neparamet-
rické testy, a to Mann-Witneyav test pro neparové hod-
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noty a Kruskal-Wallistv test. VyuZito bylo statistické-
ho pocitacového programu STAT-Plus (Matousko-
va aj., 1992).

VYSLEDKY
Pokus I
Klinické nélezy

V kontrolni skupiné byl v den 0 pozorovan u péti
ktizlat nahrbeny postoj, apatie a prajem. VyZivny stav
viech kazlat byl hodnocen jako dobry. U nejvice posti-
#eného kiizlete Cinila hodnota OPG 438 x 10°. V pri-
béhu sledovani pocet klinicky nemocnych kuazlat koli-
sal, maxima dosahl 21. az 28. den, kdy byl pozorovin
prijem, malatnost, zaostavani v ristu a velmi $patny
vyZivny stav u osmi kuzlat. Nejvyssi zjiSténa hodnota
OPG byla 1 296 x 10*. Ve 41. dni pokusu byly projevy
klinické kokcidiozy zaznamenany u tfi ktzlat, u dal-
Sich 10 kuzlat byl zjidtén $patny vyZivny stav a zaosta-
vani v rustu. Neuhynulo Zadné kuzle.

V lécené skupiné byl v den 0 a 8 zaznamendn pri-
jem u tfi, resp. osmi kazlat, nejvyssi hodnota OPG byla
866 x 10°. NaruSeni celkového zdravotniho stavu
u kuzlat nebylo zjisténo ve 14. a 28. dni. Ve 41. dni
pokusu byla viechna kiazlata v dobrém vyZivném sta-
vu, prijmem byla postizena dvé mladata.

Koprologické nilezy

Prabéh vyluCovani oocyst ukazuje tab. I. Rozdily
v intenzité infekce mezi obéma skupinami pred aplika-
ci toltrazurilu (den 0 a 8) nebyly statisticky vyznamné
(Mann-Witneyuv test). V den aplikace (8. den) byl
v lé¢ené skupiné ve srovnani s 0. dnem zaznamendn
signifikantni nartst vylu¢ovani oocyst. Aplikace toltra-
zurilu v této skupiné (8. a 9. den) vedla ke statisticky
prukazné redukci poCtu oocyst v trusu kuzlat po dobu
dvou az tfi tydna (Kruskal-Wallistv test, P < 0,01). Ve
14. a 21. dnu dvé tfetiny kuzlat léCené skupiny nevy-
lucovaly Zadné oocysty trusem, pfipadné vyluCovaly

minimalni mnoZstvi oocyst, zatimco kuazlata kontrolni
skupiny vylu€ovala oocysty ve velkém mnoZstvi a pru-
mérnd hodnota OPG u nich &inila az 166 700. Rozdily
v poctu vyluovanych oocyst mezi l1é¢enou a kontrolni
skupinou byly ve dnech 14, 21 a 28 vysoce vyznamné
(Mann-Witneyuv test, P < 0,01). V 5. tydnu po aplikaci
toltrazurilu byl zaznamenén u lééené skupiny silny na-
rust poftu oocyst v trusu, ktery byl signifikantni ve
srovnani se dnem 14 (Kruskal-Wallisuv test, P < 0,01).

Pokus II
Klinické nélezy

V kontrolni skupiné bylo v den zahdjeni pokusu
u tii kozlat zaznamenano nechutenstvi, apatie a prui-
jem. V prabéhu dalsiho sledovani zde pocet nemoc-
nych kuzlat nartstal a 23. den pokusu byly uvedené
piiznaky zjiStény u osmi kuzlat. Do 30. dne pokusu
doslo k dhynu &tyf kazlat. Po 30. dnu sledovani byla
zbyla kizlata této skupiny vzhledem k $patnému zdravot-
nimu a vyZivnému stavu nutné odporazena. Nejvy$si hod-
noty OPG dosdhly 866 aZ | 496 x 10°.

U medikované skupiny bylo v den zahajeni pokusu
u dvou kuzlat pozorovano nechutenstvi, mirna apatie,
najezena srst a prajem, u dalSich dvou kuzlat pretrva-
valy do 5. dne pokusu mirna rhinitis a konjunktivitis.
V dal§im sledovani jiZ u kuazlat nebylo pozorovino vy-
razné naru$eni zdravotniho stavu, s vyjimkou péti kaz-
lat, u kterych byl v obdobi 45. aZ 50. dne pokusu po-
zorovan obcasny suchy kaSel. Zvifata s chuti pfijimala
predkladané krmivo, trus byl u vétSiny z nich formova-
ny. Dlouhodobym prajmem trpélo pouze jedno kuzle,
u kterého vSak hodnoty OPG byly po celou dobu sle-
dovani nizké. VyZivny stav kazlat byl dobry, s vyjim-
kou kuzlete s dlouhodobym prijmem, u kterého byl
hodnocen jako 3patny. Toto kizle jako jediné zaosté-
valo v rustu a doséhlo i nejniZ8i Zivé hmotnosti v za-
véru sledovani (16,7 kg).

Pramérna Zivd hmotnost kuzlat kontrolni skupiny
vzrostla za 28 dnu sledovani z 6,8 na 11,0 kg. Denni
priristek hmotnosti u této skupiny tak cinil 0,146 kg.
U medikované skupiny stoupla hmotnost za stejné ob-
dobi z 6,9 na 13,0 kg a prumérny denni pfirastek byl

I. Vliv individudlni aplikace toltrazurilu v divce 10 mg/kg z h. po dva dny na vylucovéani oocyst Eimeria spp. u piirozeng infikovanych
kuzlat v pokusu I - The effect of individual application of toltrazuril at a dose 10 mg/kg live weight on two subsequent days on the shedding

of Eimeria spp. oocysts in naturally infected kids in trial |

Skupina! :‘,’éeﬂ Tollm;uriﬂl . Prim&mé hodnoty OPG x 10* v den®

uzlat (den aplikace) 0 8 14 21 28 41
Kontrolni? 15 - 108.5 12 878" 166,7 192,9% 101,6
Lécend’ 15 8a9 96.3 161,5% 6.5 22,4€ 58,1€ 170,2°

A = signifikantni rozdil mezi kontrolni a lé¢enou skupinou (P < 0,01) - significant difference between control and treated group (P < 0.01)
B = signifikantni rozdil ke dni 0 v Ié€ené skuping (P < 0.01) - significant difference on day 0 in treated group (P < 0.01)

C = signifikantni rozdil ke dni 8 v 1é¢ené skupiné (P < 0,01) - significant difference on day 8 in treated group (P < 0.01)

D = signifikantni rozdil ke dni 14 v [éCené skupiné (P < 0.01) - significant difference on day 14 in treated group (P < 0.01)

'group. 2control, ‘treated, *kid number, *(day of application). “average OPG x 10" values on day

VET. MED. - CZECH, 43, 1998 (8): 239-244

241



0,219 kg. U kontrolni skupiny bylo zaznamenano vy-
znamné zaostavani v ristu (r-test, P < 0,05). Mediko-
vana skupina dosahla na konci pokusu pramérné zZivé
hmotnosti 21,8 kg a denni prirastek hmotnosti u této
skupiny za 68 dni sledovani ¢inil 0,219 kg.

Koprologické nilezy

Pocet vylucovanych oocyst kokcidii v 1 g trusu kiiz-
lat pfed a v pribéhu medikace monensinem v poku-
se IT uvadi tab. II. U pokusné skupiny byl ve srovnani
s kontrolni skupinou zaznamenan od 15. dne sledovani
statisticky vyznamny rozdil v hodnotich OPG (Mann-
-Witneyuv test, P < 0,01). V ramci medikované skupi-
ny kazlat byla u postupné klesajicich pocti vylucova-
nych oocyst zjisténa od 30., resp. 37. dne sledovani
statistickd vyznamnost ve srovnani se dny 6 a 10, resp.
se dnem 15 (Kruskal-Wallisav test, P < 0,01).

Jak vyplyva z tab. III, nejpocetnéjsi zastoupeni
v trusu jednotlivych kazlat medikované skupiny po ce-
lou dobu sledovani vykazovaly E. arloingi a E. ninako-
hlyakimovae. Tietim nejcastéj$im druhem byla
E. christenseni.

DISKUSE

V nasich pokusech vedlo podani toltrazurilu kizla-
tam davee 10 mg/kg z. h. po dva dny k rychlé a vyraz-
né redukci poctu oocyst vylucovanych trusem. Vysled-
ky ukazuji, Ze aplikace toltrazurilu v uvedené davce je
vysoce efektivni a brani rozvoji klinické kokcidiozy
a s ni souvisejici mortality u piirozené infikovanych
kuzlat. Velmi nizké pocty OPG u léCenych kazlat byly
zjiStovany po dobu 14 az 21 dni ve srovnani s poftem

oocyst v trusu kontrolni skupiny. NaSe vysledky se
shoduji s ndlezy, které popsali u koz McKenna
(1988) a u jehnat Taylor a Kenny (1988), ktefi
jednorazovou aplikaci toltrazurilu v davee 20 mg/kg
z. h. dosdhli shodné redukce poctu vylucovanych oo-
cyst po dobu dvou az tii tydna. Naproti tomu se 1ii od
udaju, které publikovali Chartier aj. (1992). Tito
autofi dosdhli po jednorizovém podéni stejné davky
toltrazurilu kizlatim redukci OPG pouze na sedm dni.
Kolisani poctu oocyst vylucovanych trusem u kontrolni
skupiny odpovida nalezam u pfirozenych infekci.

V pokuse II ovéfovana dlouhodoba aplikace monen-
sinu vedla k postupnému vyznamnému omezeni, nikoli
vSak k aplnému zastaveni, vylucovani oocyst kokeidii
trusem kuzlat. Umoznila tak, spolu s nutri¢ni drovni
jadrné krmné smési, dosahnout u pokusnych kuzlat ve
srovnani s kontrolni skupinou velmi dobrych pramér-
nych dennich piiristkd hmotnosti. Podavani monensinu
tedy priznivé ovlivnilo vyvoj zdravotniho stavu kuzlat.
Podobné jako v naSem pokusu u kazlat zaznamenali
u piirozené infikovanych jehnat Horton a Stock-
dale (1979) po 15dennim podavani monensinu v dédv-
ce 11 ppm 50% pokles vyluCovanych oocyst a od
36. dne pokusu byly oocysty vyluéovany v minimal-
nich mnozstvich. Uplné vymizeni oocyst v trusu popsa-
li u jehnat medikovanych monensinem v davce 10 a7
20 ppm po I4denni aplikaci Fitzgerald a Man-
sficld (1978)a DraZzan aj. (1983). Uvedeni autofi
zaznamenali také vys$Si primérné denni prirastky hmot-
nosti u medikované skupiny, a to az 0,23 kg. Koncen-
trace |5 ppm monensinu v jadrné krmné smési pouZita
v nasem pokuse II odpovida doporuc¢enym davkam mo-
nensinu, které uvadi Prosl a Baumgartner
(1986) ve vysi 10az20 ppma Foreyt (1990) ve vysi
10 az 30 ppm v pfedkladané jadrné smési.

II. Vliv medikace monensinem na vyluc¢ovdni oocyst Eimeria spp. u piirozené infikovanych kazlat v pokusu Il = The effect of monensin
medication on the shedding of Eimeria spp. oocysts in naturally infected kids in trial 11

Skupina' kl»toem4 Pramérné hodnoty OPG x 10* v den’

azlat 6l 10 15 23 30 37 44 50 64 70
Kontrolni? 11 65,7 77,6 87.8" | 1567" | 23120 : . 2 = =
Medikovana® 1 50,5 428 21,2 74 5280 | 3,08CD [ 9 4BCD | | GBCD | | oBCD | ) 4BCD

U = zahajeni medikace skupiny 2 monensinem — beginning of monensin medication in group 2

A = signifikantni rozdil mezi kontrolni a lé¢enou skupinou (P < 0,01) - significant difference between control and treated group (P < 0.01)
B = signifikantni rozdil ke dni 6 v medikované skuping (P < 0,01) - significant difference on day 6 in medicated group (P < 0.01)

C = signifikantni rozdil ke dni 10 v medikované skupiné (P < 0,01) - significant difference on day 10 in medicated group (P < 0.01)

D = signifikantni rozdil ke dni IS v medikované skupiné (P < 0,01) - significant difference on day IS in medicated group (P < 0.01)

’group. Zcontrol, *medicated, *kid number, 5:Wemge OPG x 10" values on day

111. Zastoupeni druhi kokcidii Eimeria spp. u jednotlivych kuzlat medikované skupiny (x £ sd) — Representation of the species of Eimeria

spp. coccidia in the kids of medicated group

Zastoupeni druhi kokceidii rodu Eimeria (%)

E. arloingi E. ninakohlyakimovae E. christenseni

E. hirci

E. caprina E. alijevi E. jolchijevi | E. apsheronica

40,1 +43 347 +5,1 9.6 +20

65+23

32+ 1,0 42+ 1,1 0,7+ 0,6 09 +0.7

'rcprcscmalion of the coccidium species of the genus Eimeria spp

242

VET. MED. - CZECH, 43. 1998 (8): 239-244



Vzhledem k prokdazanému razantnimu a rychlému
G¢inku toltrazurilu predpoklidame, Ze bude s uspé-
chem vyuZivan v 1é¢bé rozvijejicich se klinickych fo-
rem infekce. Vyhodou se potom jevi i individudlni zpt-
sob perorédlni aplikace tohoto antikokcidika, zvI4st
pokud se u zvitat dostavuje v ramci klinického obrazu
onemocnéni inapetence. Jednorazova lécba toltrazuri-
lem vede k rychlému, ale pomérné kriatkodobému
ovlivnéni prubéhu infekce. Pro jednordzovou aplikaci
takového pripravku je nutné dikladné posouzeni pru-
b&hu nemoci a spravné urceni vhodné doby k lécbé.
Terapie ve velmi ranych fazich onemocnéni mize vést
k eliminaci kokcidii dfive, neZ je dostate¢né stimulo-
van imunitni systém hostitele a reinfekce pak miZe
vyvolat t&€Zky prabéh klinického onemocnéni (Tay -
lor a Kenny, 1988).

Ovlivnéni prubéhu kokcididzy kuzlat podavanim
monensinu bylo v naSem sledovani pozvolné a vedlo
postupné az k téméf dplnému potlaéeni vylu€ovani oo-
cyst a k zabrané reinfekce, coZ je v souladu s udaji,
které uvadéji Fitzgerald a Mansfield (1978),
McDougald a Dunn (1978), Horton a Stock-
dale (1979)a DraZan aj. (1983). Pozitivniho efek-
tu bylo dosaZeno ziejmé piedevsim diky tomu, Ze me-
dikace byla zahajena pied rozvojem vyraznych
klinickych pfiznakd onemocnéni. U rozvinuté klinické
kokcidiézy lze poddavanim monensinu dosdhnout re-
dukce poctu vylucovanych oocyst, ale neni moZno za-
branit rozvoji prijmu a ztraitim hmotnosti (Leek aj.,
1976).

Relativné kratkodobé ovlivnéni prabéhu kokcidiozy
aplikaci toltrazurilu a jeho pomérné dlouhé ochranné
lhity, uvadéné pro drubeZ, by mohly predstavovat ur-
¢ité nevyhody pro chovatele. Domnivime se v3ak, Ze
i pfes uvedend omezeni lze pfi sprdvném nacasovéni
1é¢by toltrazurilem, doplnéné soucasnym zavedenim ci-
lenych preventivnich opatfeni, vyrazné sniZit kontami-
naci prostiedi oocystami a pfiznivé tak ovlivnit prubéh
kokcidiozy ve stadu. PouZiti 2,5% preparatu Baycox
doporuCuji také Haberkorn a Mundt (1988),
ktefi u domécich zvifat i zvifat v zoologickych zahra-
déch prokazali u¢innost toltrazurilu na Siroké spektrum
kokeidii.

Predpokladame, Ze pouZiti antikokcidik, které navo-
di dlouhodobé potlaceni infekce a které maji kratkou
ochrannou lhitu, souvisejici s uzivanim velmi nizkych
koncentraci, je pro chovatele z hlediska realizace mas-
ného zhodnoceni kuazlat i udrzeni optimalniho zdravot-
niho stavu stada vhodnégjsi. Uréitym nebezpecim uZiva-
ni ionofornich antikokcidik je vSak vznik mozné
intoxikace, pfipadné retardace pfirastki, pokud neni
dodrZeno jejich pfesné davkovani a jejich dikladné za-
michéni v jadrné krmné smési (Laue aj., 1989).

Podékovani
Autofi prace dékuji pi Zdetice Prochiazkové a pi Ma-

rii Vaiatkové za technickou spolupraci pfi realizaci
studie.
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ORAL VACCINATION OF FOX CUBS AGAINST RABIES
IN THE VICINITY OF DENS

ORALNI VAKCINACE LISCAT PROTI VZTEKLINE U NOR

0. Matouch', J. Jaro§], V. Vrzal®

1 5 . < .
State Veterinary Institute, Liberec, Czech Republic
25, " 5 .
Bioveta, a. s., Ivanovice na Hané, Czech Republic

ABSTRACT: The additional oral antirabies vaccination of fox cubs was tested in two districts by placing the vaccine baits
near to dens. The Lysvulpen (SAD-Bern) oral vaccine produced by Bioveta Ivanovice company was used in the field trial.
7 150 vaccine doses were distributed to 794 fox dens in the territory of 1962 km®. The vaccine campaign was performed
during tha last week of May 1997. 8-10 baits were placed to each den by voluntary hunters. Checking of the bait uptake was
carried out by the hunters on the second, fifth and eighth days after the distribution. The laboratory checking which began
four weeks after the distribution of the baits was focused on tetracycline marking and rabies antibody presence in body liquids.
Juvenile foxes from both treated and non-treated areas were examined. In both areas the spring oral vaccination campaign
was held in a traditional way. The Lysvulpen vaccine has shown a good attractivity for the fox cubs. The major part of the
vaccine baits was caten up during the first five days (78%) and the total uptake made 89.5%. 7-12% of the baits was eaten
by non-target animals. In the experimentally treated area, the TTC marker was present in 46.3% cubs and antibodies in 30.2 %
of body liquids. The examination of brains for the presence of rabies virus was negative in all cases. There was no case of
vaccine virus infection of the fox cubs. 99 cubs from the nontreated control area were examined. Tetracycline was found in
9% and the antibodies in 7.8% of cases. The results obtained proved that the oral vaccination of fox cubs — being performed
in the neighbourhood of dens - is a useful additional rabies control method. It enables to immunise the juvenile foxes — it
means the part of the fox population which is not affected during the traditional spring vaccination campaign.

tox; rabies: oral immunization: biomarker; seroconversion: efficiency

ABSTRAKT: Na tzemi dvou okresi byla ovéfena doplitkova ordlni vakcinace lis¢at proti vztekling v okoli nor s pouZitim
ordlni vakciny Lysvulpen (SAD-Bern) vyrobené v Bioveté a. s., Ivanovice na Hané. Na dzemi 1 962 km’ bylo k 794 noram
umisténo po 8 az 10 divkich celkem 7 150 vakcina¢nich navnad. Kontrola pfijmu vakciny byla provedena druhy, péty a osmy
den po vyloZeni. Laboratorni kontrola byla zaméfena na priikaz pfitomnosti tetracyklinu a antirabickych protilitek u lifcat.
Byly vy3etfeny mladé liSky z experimentilni i kontrolni oblasti. Vakcina Lysvulpen vykazala dobrou atraktivitu pro lid¢ata.
Vétdina vakcinaénich ndavnad byla konzumovana béhem prvnich péti dni (78 %) a celkovy pfijem ¢inil 89,5 %. Tetracykli-
novy marker byl nalezen u 46,3 % lis¢at a protilitky v 30,2 % vySetfenych té€lnich tekutin. U 99 li§¢at z kontrolni oblasti byl
tetracyklin zjidtén v 9 % a sérokonverze v 7.8 % pfipadu. Ziskané vysledky ukazuji, Ze ordlni vakcinace lis¢at u nor je
vhodnou dopliikovou metodou v boji proti vztekling.

liska obecnd; vzteklina: ordlni imunizace; biomarker; sérokonverze: u¢innost

UvoD nacni strategie v intervalech jaro — godzim nezarucuje
pii poctu davek 15 az 18 na 1 km* trvalou eradikaci

vztekliny.

Vyznamnym prostiedkem boje proti vztekliné ve
volné pfirodé je ordlni vakcinace lisek. V Ceské repub-
lice se tato metoda uplatiiuje od roku 1989. V pribéhu
let byl registrovin trvaly pokles poctu pozitivnich pfi-
padi vztekliny az do roku 1995, kdy bylo dosazeno
88% redukce v porovnani s pocatecnim stavem (M a-
touch a Jaros§, 1996). Tento priznivy vyvoj byl
preruSen v roce 1996, kdy byl zaznamenan opét mirny
narist incidence. Nikaza se znovu objevila v nékterych
oblastech navzdory pokracujicim kampanim ordlni vak-
cinace. Ukazalo se, Ze tradicni model pouzivané vakci-
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Obdobné zkuSenosti byly ziskany i v zahranici
a jsou vysvétlovany vyraznym néristem stavi liSek po
Gspé&ném utlumeni ndkazy (Miller aj., 1995;
Schenzle, 1995).

Tyto poznatky vedly k rdznym modifikacim meto-
diky oralni vakcinace liSek. Jednoznac¢né je preferovana
letecka distribuce vakciny se zvySenym poctem davek
a doporucovany dalsi dopliikové vakcinaéni kampané
v prubéhu roku (Schliter a Miller, 1995;
Miiller, 1997) s cilem dosahnout co nejvyssiho stup-
né imunity v celé lis¢i populaci.
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Ve snaze feSit tuto situaci, byla nékterymi autory
zkouSena také oralni vakcinace lis¢at v okoli nor s riz-
nymi typy ordlnich vakcin (Breitenmoser aj.,
1995; Vuillaume aj., 1997). Dosazené vysledky
byly nadéjné, a proto bylo i u nas pfikrofeno ve vybra-
nych oblastech s nepfiznivou ndkazovou situaci k od-
zkouSeni dopliikové vakcinace lis¢at v okoli nor.

Cilem piedkladané terénni studie bylo ovérit moz-
nost pouZiti tuzemské orélni vakciny Lysvulpen (Bio-
vela a. s., Ivanovice na Hané) pro tento tucel a ziskat
poznatky z organizovani akce ve spoluprici s myslivci.

MATERIAL A METODA

Vakcina¢ni kampan

Experimentalni vakcinace byla provedena na uzemi
dvou okresii (Ceska Lipa a Décin) na rozloze 1 962 kmZ.
Vakcinovanou oblast Ize charakterizovat jako pahorkati-
nu s nadmofiskou vyskou 250 az 500 m n. m. s rozsah-
lej§im zalesnénim prolnutym lu¢nimi plochami, pastvi-
nami i ladem lezici pudou. Ctyfi tydny pred zahdjenim
akce probéhla instruktaz myslived a dva tydny pied
kladenim navnad s¢itani lis¢ich nor v jednotlivych re-
virech. Celkem bylo registrovano 794 obsazenych nor.
Vakcinaéni kampan probéhla 23., 24. a 31. kvétna
a bylo pouzito 7 150 vakcina¢nich ddvek. Predchozi
plo$na manudlni vakcinace celého tizemi byla provede-
na 26. az 27. dubna.

Pouzita vakcina

Byla pouzita tuzemska antirabicka oralni vakcina
Lysvulpen komeréné vyrobena v Bioveté a. s., Ivano-
vice na Hané, s pouZitim atenuovaného vakcinaéniho
viru SAD-Bern. Tekutd ockovaci liatka v mnoZstvi
1,8 ml je obsazena v plastikové kapsli obalené navna-
dovou hmotou. Kazda vakcinacni navnada obsahuje
150 mg tetracyklinu. Po pfijmu vakciny Ize tento bio-
marker prokazat mikroskopicky v ultrafialovém svétle
v kostni tkéni, kde je dlouhodobé deponovin.

Distribuce vakciny

Vykladani vakcinacnich navnad k nordam bylo pro-
vadéno myslivei dobrovolné a vychazelo z metodiky
pouZzivané pii vakcinaci dospélych liSek. Ke kazdé nore
bylo umisténo 8 aZz 10 diavek vakciny. Navnady byly
kladeny v bezprostiednim okoli nory, ne viak pfimo do
jejiho usti. Byly rozmistény rozptylené dle konfigurece
terénu v mistech nejcastéjsiho predpokladaného pohy-
bu lis¢at ve vzdalenosti 1 az 1S m od nory. Pfed ucin-
kem slune¢nich paprski a dravymi ptaky byly navnady
zakryty listy, travou atp. Pfi kladeni bylo dbano na
minimalizaci zanechanych lidskych stop a pacha, které
by mohly li§¢ata odradit.
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Kontrola

Kontrolu pfijmu navnad u 120 nor provedli myslivei
druhy. paty a osmy den po jejich nakladeni. Pfi tom
byly registrovany zbytky vakcin, zplsob konzumace,
razné stopy a zmény v okoli nory svédcici napriklad
o pozrani navnady jinymi druhy zvifat. Zbytky naleze-
nych vakcinacnich kapsli byly sebrany.

Laboratorni vySetieni

Ctyfi tydny po aplikaci vakciny do terénu se zapo-
¢alo s odevzdavanim ulovenych lis¢at veterinarni sluz-
bé. Kazdé lisce bylo oznaeno Stitkem obsahujicim
jméno lovee, misto, datum uloveni a udaje o chovéni
pfed ulovenim. Sbér lis¢at probihal po dobu ¢tyf mési-
cl, do konce zdfi. Odevzdana lis¢ata byla nejprve po-
drobena vySetfeni mozku na pfitomnost viru vztekliny
standartnimi metodami, imunofluorescenénim testem
a izolacnim pokusem (Dean aj. 1996; Koprow-
ski, 1996). U viech kadavert byla odebrana dolni &e-
list na pfipravu kostniho vybrusu pro prikaz tetracyk-
linu. K sérologické analyze byla pouZita télni tekutina
odebrana z dutiny hrudni, pfipadné bfisni. Pfitomnost
specifickych antirabickych virus-neutralizacnich proti-
latek byla prokazovana RFFIT — rychlym fluorescenc-
nim fokus inhibi¢nim testem (Smith aj., 1996). Titry
byly vyjadfovany v mezinarodnich jednotkach 1U/ml.
Za pozitivni byl povazovan titr 0,5 TU a vys§i.

Kontrolni vzorky

Jako kontrolni vzorky byla pouzita licata z okresu,
kde se vakcinace u nor neprovadéla. Tato kontrolni ob-
last s obdobnymi pfirodnimi podminkami i nadmof-
skou vySkou byla vzdalena vice nez 60 km od pokusné
oblasti. Oralni vakcinace zde probihala pouze tradic-
nim zpisobem v ramci jarni a podzimni kampané.

VYSLEDKY
Pfijem nidvnad

VétSina vakcinaénich ndvnad byla pfijata do patého
dne po vyloZeni. Béhem prvnich 48 hodin bylo konzu-
movano v pruméru 28,8 % navnad, do patého dne pak
70,8 % navnad a osmy den tento pocet stoupl na
89.5 %.

Nalezené stopy. pripadné zbytky kapsli nasvédcova-
ly, Ze mensi mnoZstvi (asi 7 aZ 12 %) navnad bylo
konzumovino hlodavcei, ptiky, pfipadné i divokymi
prasaty. Nekterd prima pozorovani uvadéla pozirani na-
vnad jak liscaty, tak i dospélou liskou. Zbytky kapsli
byly vétSinou shromazdény blizko vsuku do nory
a jemna perforace svédcila o pozrani lisCaty. Nalezy
obnazenych nedot¢enych kapsli bez navnadové hmoty
byly zcela ojedinélé.
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Laboratorni vy$etfeni
Vysetfeni na vzteklinu

Z vakcinované oblasti bylo vy3etieno celkem 69 1i§-
Cat. VySetfeni mozku na vzteklinu bylo ve viech pfipa-
dech negativni. Ulicni ani vakcinacni virus nebyl izo-
lovan.

Prikaz TTC

Biomarker (TTC) byl prokdzin z celkového poctu
69 vysetienych ve 32 pfipadech (46,3 %), zatimco
z kontrolni oblasti bylo pozitivnich pouze 9 vzorki
2 99 vysetfenych (9 %). Vysledky prikazu tetracyklinu
uvadi tab. I.

Sérokonverze

K vySetfeni na protilatky bylo vhodnych celkem
43 vzorku télnich tekutin. Ve 13 z nich (30,2 %) byl
titr antirabickych protilatek vy3si nez 0,5 IU. Z kon-
trolni skupiny 51 vzorka byly protilatky nalezeny
u Ctyr liscat (7,8 %). Vysledky prikazu antirabickych
protilatek uvadi tab. II.

DISKUSE

Orélni vakcinace lifek proti vztekliné predstavuje
nepochybné Géinny ndstroj tlumeni vztekliny ve volné
pfirodé. Jarni a podzimni aplikace vakcinacnich kam-
pani pfinesla obzvlasté v prvnich létech po jejim zave-
deni pozitivni vysledky v Ffadé evropskych zemi
(Steck aj., 1982; Schneider a Cox, 1983;
Kissling a Gram, 1992; Brochier aj., 1988;
Durove aj., 1996). Pozdéji se viak projevily nékteré
nedostatky. Nevyhoda dvou vakcinaci v prubéhu roku
spociva v tom, Ze jarni kampan, provadéna obvykle na
konci zimy, nepostihuje velmi vyznamnou Cast popula-
ce — li§¢ata. Tito nechranéni jedinci s vysokou migrac-

ni aktivitou v letnim a podzimnim obdobi hraji vy-
znamnou ulohu pii Sifeni a udrZovéni nékazy (Brei-
tenmoser aj., 1995). Odtud prameni snahy imunizo-
vat i tuto kategorii liS¢i populace.

Konegny efekt oralni vakcinace lisCat u nor je do
znaéné miry zavisly na dobré spolupraci s myslivei.
InstruktaZe myslivet probéhly v obou okresech za vy-
soké ucasti a aktivniho pfistupu zucastnénych. Akce
znamenala oZiveni zdjmu myslivcd po pfedchozim ste-
reotypu manudlni plo¥né jarni a podzimni vakcinace
lisek.

Pfipravena metodika i ¢asovy harmonogram pfi s¢i-
tani nor, distribuci vakcinaénich navnad a nasledné
kontrole byly dodrZeny. Nutno v3ak dodat, Ze jsme
predpokladali vétsi aktivitu pfi nasledném lovu a ode-
vzdavani li§¢at pro kontrolni vySetfeni.

PouZitd vakcina Lysvulpen se ukézala pro licata
jako dostate¢né atraktivni. Celkovy piijem ndvnad
89,5 % je plné srovnatelny s navnadami Raboral pouZi-
tymi k vakcinaci u nor ve Francii (Vuillaume aj.,
1997). Dynamiku pfijmu nelze porovnat, nebot tito au-
tofi provedli konrolu jednordzové sedmy den. Mensi
pocet kontrol ma vyhodu mengiho ruseni li§¢ich rodin.

Vysetieni mozku ulovenych mladych liSek neproka-
zalo v Zadném pripadé infekci vakcinaénim virem, stej-
né jako pfedchozi laboratorni experimenty s kmenem
SAD-Bern u této kategorie zvifat (Vrzal aj., 1996).

Prakaz biomarkeru je nepiimym dikazem konzuma-
ce vakciny a indikuje procento zasaZené populace. Zjis-
téna pritomnost biomarkeru v 46,3 % i sérokonverze
(30,2 %) jsou ponékud nizsi, nez uvadéji Vuillau-
me aj. (1997), ktefi prokéazali TTC v 77 % a protilatky
u 40 % lisc¢at. Divodem muze byt niZsi pocet ndvnad
kladenych difuzné ve vétSim okruhu kolem nory. Za-
hrani¢ni autofi kladli nékolik navnad vzdy bezpro-
stfedné pied vychod z nory. To sice usnadiiuje nalezeni
navnad, ale zéroveii umoZiiuje neZadouci konzumaci
vice davek jednim jedincem.

Také pritomnost biomarkeru v kontrolni oblasti byla
ve Francii vy$3i, kdyZ dosdhla 43 % oproti ndmi zji§-
ténym 9 %.

1. Piehled vy3etieni na pritomnost biomarkeru — Examination for biomarker presence

Oblast' Potet vysetfenych? Pocet pozitivnich® Procento?
Vakcinovana® 69 32 46,3
Kontrolni® 99 9 9.0

Vyznamnost rozdilu hodnot:” P < 0,01

1 2 : : : 3 : 4 5 ; — ;
area, “number of examined animals, “number of positive cases, “percentage. “vaccination, “control, 7sngmﬁcancc of value difference

1. Prukaz protilitek v télnich tekutinich — Proof of antibodies in body liquids

Oblast! Podet vySetienych? Pocet pozitivnich? Procento®

Vakcinovani® 43 13 30,2

Kontrolni® 51 4 7.8
Vyznamnost rozdilu hodnot:” nesignifikantni®

For 1-7 see Tab. I *non significant
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Z toho lze usuzovat, Ze ve Francii, diky teplej$imu
podnebi, jiz béhem obvyklé jarni kampané jsou lis¢ata
schopna aktivné konzumovat vakcinacni navnady jako
potravu. V naSich podnebnich podminkach toho nejsou
vétSinou mlada lisCata jeSté schopna. Nami zjisSténa sé-
ropozitivita u nékterych li§¢at z kontrolni oblasti maze
byt spise vysledkem konzumovani navnad pfinesenych
matkami. Casté nalezy zbytkd plastikovych kapsli
u usti nor tomu nasvédcuji.

Pro maximalni efekt je podstatné naCasovani akci
tak, aby mladata byla jesté¢ fixovana na noru, ale jiz se
pfechodng& pohybovala v jejim okoli. Cim jsou pak star-
§i, tim je jejich imunitni odpovéd kvalitnéjsi. Z tohoto
pohledu je tfeba citlivé zvolit termin vyloZeni navnad.
I v ramcei jednoho okresu je tieba diferencovat podle
mistnich podminek.

Organizace celé akce probéhla hladce, ale vyZzaduje
zodpovédny pfistup organua veterinarni sluzby 1 mysli-
veckych organizaci.

Ziskané vysledky a zkuSenosti ukazuji, Ze oralni
vakcinace li§¢at u nor je vhodni dopliikovd metoda
v boji proti vztekling, pouZitelnd pfedeviim pfi naristu
pocetnich stavi liSek. Pfi malé finan¢ni naro¢nosti 1ze
timto zpusobem zvySit podil imunizovanych jedinci
a snizit tak moznost dalSiho Sifeni nakazy.
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REVIEW ARTICLE PREHLED

CHLAMYDIA PECORUM
L. Pospisil

Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Minireview of the fourth Chlamydia species — C. pecorum - described only in 1992. Data on clinical mani-
festations and pathogenesis of experimental infection with C. pecorum, including clinical and serological diagnostic methods
are summarized and completed with a description of characteristics of isolates of different origins and available information
on genetics and antigenic properties of C. pecorum.

Chlamydia pecorum; clinical manifestations; experimental infection; characteristics of isolates; genetics

ABSTRAKT: Minireview o &tvrtém chlamydidlnim druhu C. pecorum, popsaném teprve v roce 1992. V piehledu je uveden
klinicky obraz a experimentdlni patogenita C. pecorum, diagnostické moZnosti klinické a sérologické, specidlni popis kmeni

rizné provenience a dosavadni udaje o genetice a antigennich vlastnostech C. pecorum.

Chlamydia pecorum; klinicky obraz: experimentdlni infekce: specidlni popis; genetika

UvoD

Genitdlni chlamydidlni infekce, jako vyznamny
zdravotnicky problém, byly rozpoznany v souvislosti
s rozvojem poznatkd o tloze chlamydii v akutnich kli-
nickych syndromech a s poznanim véazného dopadu
té&chto infekci na reprodukcei. Uloha chlamydii pfi vzni-
ku o¢nich onemocnéni byla znama jiz davno. K druhot-
nym poznatkim o jejich prevalenci do3lo poté, co se
diagnostické testy staly Siroce dostupné, Celosvétové
se odhaduje 300 miliona pfipadd chlamydiové infekce
rocné (Holmes aj., 1984; Schachter, 1990). Du-
sledné kontinudlni aplikovani molekuldrnich technik
nepochybné prispéje k objasnéni stile se expandujici
ulohy chlamydii pfi vzniku onemocnéni lidi i zvifat,
vyty&i fylogenetické vztahy mezi chlamydidlnimi dru-
hy a v bakteridlni fi8i a poskytne metody pro detekci
a kontrolu chlamydidlnich infekci (Peeling a Brun-
ham, 1996).

Chlamydie jsou obligatni intracelularni gramnega-
tivni bakterie s jedine¢nym vyvojovym cyklem. Patii
do fadu Chlamydiales s jednou &eledi a jednim rodem
(Moulder aj., 1984). Rod Chlamydia ma &tyfi dru-
hy: C. trachomatis, C. psittaci, C. pneumoniae, C. pe-
corum. Je pravdépodobné, Ze seznam jednotlivych dru-
hit neni dplny a brzy bude rozSiten o dali, ktery je
prozatim oznaCovan jako mikroorganismus ,.Z*, proto-
ze podle srovnavacich analyz sekvenci ribosomalni
DNA mezi chlamydie patfi (Kahane aj., 1995).
Chlamydie jsou pfi¢inou rozsahlé palety raznych pato-
logickych stavii o Siroké $kdle, od inaparentnich aZ po
tézké, letdlné kondici infekce (Storz, 1988).
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Ctvrty chlamydialni druh - C. pecorum - popsali
teprve v roce 1992 japon3ti autofi Fukushi a Hi-
rai.Je povaZovan vyhradné za zvifeciho patogena, ob-
dobné jako C. psinaci, zatimco druhy C. trachomatis
a C. pneumoniae jsou oznalovéany jako patogeny hu-
manni (Grayston aj., 1989; V&Znik a Pospi-
§il, 1997).

Déleni jednotlivych chlamydiovych druhtu na pato-
geny huménni a zvifeci se zd4 byt jen aproximativni,
nikoliv v3ak vyhradni, protoZe C. psittaci — a¢ prevainé
patogen zvifeci — muZe zpusobovat infekce lidi a na-
opak huménni patogen C. trachomatis byl prokéazén ve
spojivkovém vaku krav, ejakulatu byku a plicich holu-
bu (Véznik a Pospidil, 1993, 1997, Pospi-
$il aj., 1997), ve stfevé selat (Zahn aj., 1995) atd.

Ruznost chlamydiovych kment viech dosavadnich
druhd byla zndma je3té pied objevem C. pecorum.
C. trachomatis ma tfi biovary (biovar trachom, biovar
lymphogranuloma venereum a biovar my3i pneumoni-
tidy). Biovar trachomovy ma sérovary A, B, Ba, C
(zptsobujici oéni infekei trachom), D, E, F, G, H, I, K
(puvodce genitalnich infekci). Biovar lymphogramuloma
venereum ma sérotypy L, L,, L3 (pivodce pohlavni
nakazy lymphogranuloma venereum). U biovaru mysi
pneumonitidy nebyly zatim sérovary popsény.

C. psittaci ma biovar sav¢i, biovar ptadi a biovary
Koala. Biovar savfi ma devét sérovara, biovar ptaci
sedm sérovara a doneddvna dva existujici biovary Koa-
la byly pfeklasifikovany jako Koala C. pneumoniae
a Koala C. pecorum (Timms aj., 1996).

Vyskyt C. pecorum bude patrné Castéjsi nez se pied-
poklada. Podle skotskych autord (Anderson aj.,
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1996), ktefi provedli analyzu chlamydiovych izolit
z prezvykavcu a prasat, vétSina patfila k C. pecorum.

V tomto prehledu bude uvedena pouze C. pecorum,
ktera jako pficina humanni infekce nebyla dosud zazna-
mendna. Nejpocetnéjsi publikace o tomto druhu se ty-
kaji molekularni genetiky, imunochemie a pomérné
méné Casto patogeneze. Ve srovnani s obsdhlou litera-
turou o C. trachomatis, C. psittaci a C. pneumoniae, je
pocet praci o C. pecorum zatim skromny.

IINFEKCE C. PECORUM

Klinicky obraz infekci zpisobenych C. pecorum —
obdobné jako infekei vyvolanych jinymi chlamydialni-
mi druhy — muiZze mit charakter inaparentni, ale také
velmi zavazny. Postizeno byva pfevazné centralni nerv-
stvo, respiracni a travici trakt. Infekce tak maze mit
charakter encefalomyelitidy, pneumonie nebo intesti-
nalniho postiZeni s prijmy. Inaparentni infekce se zdaji
byt velmi Casté. Po akutni klinické infekci maZe dojit
ke stavu latence a infikovany jedinec se stava nosicem
chlamydii, které vylucuje exkrementy po velmi dlou-
hou dobu (Fukushi a Hirai, 1993). Pospis-
chil aj. (1996) popisuji kromé intestindlniho postizeni
prasal také aborty, orchitidy, epididymitidy a uretritidy
u kanca, dale perikarditidy, polyartritidy a polyserosi-
tidy u selat a artritidy a konjunktivitidy jatecnych be-
hount.

Specifické epidemiologické analyzy zatim nebyly
provedeny. Pouze na zdkladé séroepidemiologickych
studii japonskych autort, pii nichZ bylo pouzZito reakce
vazby komplementu, se da prokazat velké rozsifeni
chlamydiové infekce u hovéziho dobytka v letech 1953
az 1960, u krav, koni a prasat v letech 1980 aZ 1983
(Fukushi aj., 1985). V roce 1988 popsali Ishida
aj. izolaci chlamydie z trusu klinicky bezpiizna¢né ov-
ce. Z téchto ndlezii se da usuzovat, Ze Slo o infekci
zpusobenou C. pecorum. Rovnéz dle prubéhu a charak-
teru enzoocie neplodnosti skotu z Sedesatych let u nas
je pravdépodobné, Ze jeji prficinou byla C. pecorum
(Véznik, 1971).

Vysledky izola¢nich pokust provadénych na far-
mach v Anglii a Walesu (Clarkson a Philips,
1997) nasvédcuji, Ze pro vznik enteralni infekce C. pe-
corum je vék jedince vyznamnym faktorem. Maximum
izolath bylo zachyceno (na tkanovych kulturach
McCoy) od jehiat ve véku tfi az devét mésicu. Z feces
316 dospélych ovci se nepodafil zachyt ani v jediném
pripadé.

S pomoci mikroimunofluorescencni reakce se poda-
filo diferencovat nékolik sérovart C. pecorum (Bag-
hian aj., 1996).

EXPERIMENTALNI INFEKCE

C. pecorum inokulovani do Zloutkového vaku kufe-
ciho embrya zpusobuje jeho uhynuti do 3 az 11 dni. C.

.
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pecorum je mirné patogenni pro my$. Pouze po intra-
nasélni infekci se u mySi zpravidla rozviji infekee, za-
tim co po infekei subkutdnni, intraperitonedlni nebo
intracerebralni se infekce projevi sotva znatelné. Zato
relativné velmi patogenni je C. pecorum pro morce. Po
intraperitonealni infekci se u naotkovaného morcete
objevi horecka, ztrata télesné hmotnosti, peritonitis,
splenomegalie. Soucasné se vytviieji komplementfi-
xacni protilatky (Fukushi a Hirai, 1993).

U prasat zptisobuje C. pecorum po intracerebralni
aplikaci infekci mirného pribéhu s horeckou, malat-
nosti, ztratou chuti. Po aplikaci trachealni vznikne
pneumonie. V piirozenych podminkach vak infekce
probiha s daleko pestiejSimi klinickymi pfiznaky.

DIAGNOZA

Stanoveni diagnézy infekce C. pecorum je znacné
obtizné, protoZe variabilita klinickych pfiznakt na jed-
né stran¢ a pocet latentnich bezpfiznacnych infekci na
stran¢ druhé jsou velmi casté. K tomu je nutno pfipo-
Cist citelny nedostatek vhodnych diagnostickych me-
tod. V kazdém piipad¢ je piedpokladem pro stanoveni
exaktni diagn6zy izolace C. pecorum a jeji identifika-
ce, napiiklad PCR (Sheehy aj., 1996). Velmi dob-
rych vysledka prikazu Chlamydia psittaci/pecorum do-
sahli Zahn aj. (1995) pomoci imunohistochemie.

Pro sérologickou diagnostiku neni stile jesté k dis-
pozici vhodny antigen. Pudjiatmoko aj. (1996)
pouzili k prukazu antichlamydiovych protilatek (v&etné
anti-C. pecorum) u kocek nepfimy imunofluorescencni
test. S dobrym vysledkem byla téz aplikovana kompe-
titivni ELISA reakce (Salti-Montesanto aj.,
1997). Nepominuta nezlstiva ani reakce komplement-
fixacni (Griffiths aj, 1996). Antigeny sérotypu 2
C. pecorum jsou patrné species specifickymi antigeny,
které mohou byt pouzity v diagnostice (Salinas aj.,
1996).

SPECIALNI POPIS

U C. pecorum byly zatim popsany bovinni, ovinni
a porcinni kmeny (Fukushi a Hirai, 1992;
Kaltenboeck aj., 1993). Typovym kmenem je
E 58 ATCC VR 628 izolovany z mozku telete (Wen -
ner aj., 1953). Nazev , pecorum” je odvozen od latin-
ského slova , pecus®, oznacujici stado ovci nebo hoveé-
ziho dobytka. Pavodné byly také kmeny izolované
pouze z hovéziho dobytka nebo ovci fazeny k druhu
C. pecorum. Dosud znamé fenotypy C. pecorum jsou
neodliditelné od C. psittaci v tom, ze jsou rezistentni
na sulfadiazin a vytvareji ovalné, syté inkluze v bunéc-
nych kulturach. V inkluzich se neuklada glykogen
a maji typicka retikuldarni a elementarni téliska, ktera
jsou po strance morfologické identickd s télisky
C. psittaci. Chromatograficky se podafilo urcit pomér
3+ C mol% C. pecorum pfiblizné na 40 % (Fukus-
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hi a Hirai, 1988). Homologie mezi riznymi kmeny
C. pecorum je 92 %, mezi C. pecorum a jinymi chla-
mydiemi méné nez 30 %.

Ke kultivaci C. pecorum se pouziva zloutkovy vak
kufeciho embrya a urcité linie bunénych kultur. Za pét
az sedm dnd po inokulaci do Zloutkového vaku se lze
o rustu C. pecorum presvédCit barvenim podle Gime-
néze. Z bunéénych linii se pro kultivaci C. pecorum
nejcastéji pouzivaji Madine-Derby z hovézi ledviny
(MDBK), HeLa 229, Mc Coy a L929. Typovy kmen
E 58 roste pouze na MDBK. Pred inokulaci C. peco-
rum je nutno na bunécnou linii pasobit pét minut
DEAE-dextranem (30 mg/ml) pii pokojové teploté. Da-
le je k absorpci mikroorganismu na buiiky nutna cen-
trifugace (1 000 ot/min po dobu 20 minut pfi teploté
20 °C) a prisada cykloheximidu (0,5 pg/ml) v médiu
z 5% bovinniho fetalniho séra. Suplementarni prisady,
jako napfiklad tryptosofosfatovy bujon (10 %), gluko-
za (0,1 %) a nékteré aminokyseliny v médiu rast C.
pecorum piiznivé ovliviuji. Kmeny C. pecorum ziidka
maji cytopaticky efekt. Inokulované buinky se inkubuji
tfi az pét dni pii teploté 37 °C (Philips a Clark-
son, 1995).

GENETIKA

Chromozomalni DNA C. pecorum, dale jeji fyzikalni
a genetické zmapovani nejsou jesté dostatecné znamé.

C. pecorum vykazala vice jak 88 % homologic DNA
z kment tohoto druhu. Homologie mezi C. pecorum
a jinymi chlamydiemi byla mensi nez 30 %. Tyto daje
jsou priikazem genetické identity C. pecorum a oprav-
fuji jeji oddéleni od C. psirtaci.

Fylogenetické a alelické analyzy spocivajici na sek-
vencich genu proteinu zevni membrany (MOMP) rov-
néZ prokazaly, ze C. pecorum tvofi jednu skupinu
ompA alel (Kaltenboeck aj., 1991, 1993). Podle
toho rovnéz vice kment porcinniho puvodu patii ke
druhu C. pecorum. Kaltenboeck aj. (1993) refe-
ruji o Ctyfech ompA alelach v C. pecorum. Rovnéz
Anderson (1991) identifikoval jeden kmen izolova-
ny z ov¢i polyartritidy jako C. pecorum na zakladé sek-
venci ompA. Analyza sekvenci genu proteinu zevni
membriny prispéla také k potvrzeni dvou genetickych
skupin chlamydii izolovanych z medvidku koala. Sku-
pina A (dfive oznacena jako I) zahrnuje kmeny zpuso-
bujici o¢ni a systémové infekce, zatimco kmeny skupi-
ny B (drive II) vyvolavaji u koal urogenitalni a o¢ni
infekce (Glassik aj., 1996). Timms aj. (1996) ty-
to izolaty oznacuje jako Koala C. pneumoniae a Koala
C. pecorum.

Fukushi a Hirai (1993) prokazali, Ze existuji
nejméné tfi sérovary C. pecorum. Udaje o DNA sek-
vencich umoZnily rozliSeni kmend amerického a japon-
ského puvodu (Kaltenboek aj., 1993).

DNA fingerprinting metoda prokazala jasné rozdily
mezi C. pecorum a jinymi chlamydialnimi druhy (Fu-
kushi a Hirai, 1993).
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IMUNOCHEMIE

Antigenni profil C. pecorum byl vySetiovan reakci
imunoblott s hovézimi séry obsahujicimi komplement-
fixatni nebo ELISA-protilitky (Matsumoto aj.,
1991). Sest z deviti sér reagovalo s antigeny o 40, 56
az 64 a 84 kDa. Tyto vysledky dokazuji silnou imuno-
genicitu antigenti 56 aZz 64 a 84 kDa antigent a imuno-
genni odli$nost antigenu MOMP.

Antigeny elementarnich télisek C. pecorum byly
zkoumany s pomoci krali¢iho antiséra reakci imunob-
lott. Bylo zjiSténo nejméné 20 antigenl v rozmezi mo-
lekulové hmotnosti 3 az 20 kDa. VétSinu antigent byla
5az 7, 16, 39, 56 az 64, 84 a 86 kDa. Fukushi
a Hirai (1993) pozorovali nejméné tfi imunotypy
MOMP. Tii kmeny izolované v Japonsku byly typ 4
(Bo/Jokohama) a typ 5 (Bo/Malda), zatimco dva kme-
ny z USA Bo/58 a ov/IPA byly typ 6.

Bylo prokazano, Ze sekvence ompA obou téchto
kmenu jsou identické. Perez-Martinez a Storz
(1985) podavaji zpravu o typech kmenu C. pecorum,
k nimZ patfi pét sérovari.

Kuroda-Kitagawa aj. (1993) analyzovali
s pomoci nepiimého imunofluorescencniho testu s mo-
noklonalnimi protilatkami proti 56 az 64 Kd antigenim
C. pecorum (kmen Maeda izolovan z pneumonie kra-
vy) pét kmenu C. pecorum, 25 kmenu savci C. psittaci,
19 kmenu ptaci C. psittaci, jeden kmen C. pneumoniae
a tfi kmeny C. trachomatis. Imunologicka pfibuznost
byla prokdzana mezi C. pecorum a savCimi kmeny
C. psittaci, které se kompletné liSily od kmenu ptacich.
Bovinni kmeny se odliovaly od ovinnich kmenu.
Kmeny izolované z morcat a kocek se liSily od ovcich
i bovinnich izolati. Vysledky potvrzuji, Ze uvedeny
zplsob typizace umoZziuje epidemiologické studie se
zaméfenim na odliSeni bovinnich a ovinnich kmena
C. pecorum a C. psittaci.

Parcialni analyzou 16S z RNA nukleotidovych sek-
venci bylo urfeno, Ze existuje pomérné vysoky pocet
mezidruhovych sekvenci, svédcicich o vétsi pfibuznosti
C. pecorum s C. psittaci nez s C. pneumoniae a C. tra-
chomatis (Sheehy aj., 1997). Odbornou studii pro-
vedli také Pudjiatmoko aj., 1997.

ZAVER

C. pecorum je nové popsany chlamydialni druh pa-
togenni pro savce. Pravdépodobné se vSak vyskytoval
Jiz dfive, av3ak jeho bliZsi uréeni bylo umoZnéno tepr-
ve na zdkladé novych poznatki z chlamydidlni biolo-
gie. Byl to zejména vyzkum C. pneumoniae, ktery pfi-
nesl nové pohledy na chlamydialni infekci, specifickou
morfologii elementarnich t&lisek (EB), v&tsi &i mensi
rozdilnost ve skladbé zevni membriany (MOMP) a roz-
dily v patogenité jednotlivych druht (Grayston aj.,
1989). C. pecorum ma $iroké hostitelské spektrum (od
pfezvykavcu pfes prase aZ po vacnatce), pestrou paletu
patogenity od encepalomyelitidy po inaparentni infek-
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ci, homogenni chromozomalni DNA a odli§né genové
sekvence OMPA. Velmi chudé jsou zatim poznatky
o vlastnostech na molekuldrni drovni. Byly zatim zjis-
tovany pouze genové sekvence vice kment, nikoliv
viak proteinovych gent zevni membrany vcetné omp2
a omp3 a ani gen tepelného Soku nebyl zatim sekven-
¢né determinovan.
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ABSTRACT: Morphology of bovine mammary gland somatic cells studied on optical and elecfronoptical microscopy basis
is summarized in this review. The review also includes basic functional characteristics of these cells. Degenerative forms of
somatic cells, especially phagocytes, are characterized morphologically, too. The review is the basis of further experimental
studies of phagocytosis process of phagocytes derived from a juvenile bovine mammary gland.

bovine mammary gland; somatic cells: morphology

ABSTRAKT: Review shrnuje poznatky o morfologii somatickych bunék mlé&né Zlizy skotu ziskané na bazi optické a elek-
tronoptické mikroskopie. Zabyva se popisem ziakladnich funk¢nich charakteristik téchto bun&k. Charakterizuje rovnéZ mor-
fologicky degenerativni formy somatickych bunék, zejména fagocyti. Je vychodiskem dal3ich experimentalnich studii procesu
fagocytozy fagocytl pochdzejicich z juvenilni mlé&né Zlazy skotu.

mlé¢na Zlaza skotu; somatické buiiky; morfologie

Seznam pouzitych zkratek: PMN — polymorfonuklearni leukocyt; CFU-GM - granulocyty a makrofagy kolo-
nie stimulujici faktor.
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1. UVOD

MIéko v obdobi laktace, sekrety mlééné Zlazy v ob-
dobi kolostrogeneze, v kolostralnim obdobi a v obdobi
aktivni involuce, jakoZ i tekutina obsaZend v dutino-
vém systému juvenilni mlécné Zlazy a mlécné zlazy
v obdobi trvalé involuce obsahuji buiiky. Paape aj.
(1963) pro né zavedli oznaCeni somatické buiiky. Tento
pojem dosahl §irokého uplatnéni zejména v diagnostice
zanétu mlééné Zlazy a jako jakostni znak syrového mlé-
ka. V podstaté jde o buiiky zanétu, jimZ se makroorga-
nismus brani proti infekcim a napravuje poSkozené tka-
né. Zanétu se ucastni jednak kratkou dobu Zijici,
cirkulujici zanétlivé buiiky (neutrofily, eozinofily a ba-
zofily), jednak dlouhoZijici, rezidentni, necirkulujici
zanétlivé bunky (makrofdgy a Zirné buiiky) - Broi-
de (1987).

Bunécna ochrana mlécné zlazy je vSak v SirSim
smyslu zajiStovana dvéma skupinami leukocyti: lymfo-
cyty B a T, nilezejicimi k humorilni a buiikami zprost-
fedkované imunité, a fagocyty, neutrofily a makrofagy,
jejichZz funkce spolivd v ingesci a zabijeni patogeni
mlécné Zlazy. Ucastni se i dalSi buiiky, coZ vedlo k roz-
lifeni na tzv. nefagocyty (lymfocyty), neprofesionalni
fagocyty (trombocyty, Zirné buiiky, epitelidlni buiiky,
fibroblasty a HeLa buiiky) a profesiondlni fagocyty
(neutrofily a makrofagy) — Paape aj. (1991a).

Buiiky mléka skotu byly studovany davno pred tim,
neZ byl pro né vytvofen souhrny pojem somatické bufi-
ky. Oznaceni jednotlivych typl bunék prochazelo vy-
vojem. Proto v literatufe existuje celd fada synonym
pro jejich oznaCeni: polymorfonukledrni leukocyty
(PMN, neutrofilni granulocyty, neutrofily), makrofagy
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(mononukledrni fagocyty, histiocyty, monocyty, kolos-
tralni t€éliska, Donného korpuskle, pénové buiiky)
a lymfocyty.

Polymorfonukledrni leukocyty, makrofagy a lymfo-
cyly jsou nejbéznéji se vyskytujici buiiky v obdobi lak-
tace, zaprahlosti a v kolostralnim obdobi (Zlotnik,
1947; Blackburn a Macadam, 1954; Mayer
a Klein, 1961; Cullen, 1966; Outteridge
a Lascelles, 1966; Duitschaever a Leg-
gat, 1967; Giesecke a van den Heever,
1967; Schalm a Laismanis, 1968).

V men$im zastoupeni to jsou:

- epitelialni buiky (Zlotnik, 1947; Adler
a Magaki, 1951; Engel, 1953; Blackburn
a Macadam, 1954; Mayer a Klein, 1961;
Helminen a Ericsson, 1968a, b, ¢; Duit-

schaever, 1968; Schalm a Laismanis,
1968; Smith a Schultz, 1977; Schultz,
1977),

- eozinofily (Zlotnik, 1947; Duitschaever
a Leggat, 1967; Wardley aj., 1976),

— bazofily (Duitschaever a Leggat, 1967),
— histiocyty (Holmquist a Papanicolaou,
1956),

- monocyty (Hadwen a Gwalkin, 1939; Adler
a Magaki, 195]1; Blackburn a Macadam,
1954; Mayer a Klein, 1961; Cullen, 1966;
Duitschaever a Leggat, 1967; Jensen
a Eberhart, 1975; Wardley aj., 1976),

— erytrocyty (Zlotnik, 1947; Mayer a Klein,
1961; Duitschaever a Leggat, 1967,
Wardley aj., 1976),

— zirné buiiky (Helminen a Ericsson, 1968a),
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— plazmatické bunky (Blackburn a Macadam,
1954; Helminen a Ericsson, 1968a).

Absolutni 1 diferencialni pocet somatickych bunék
je rozdilny v jednotlivych funkénich obdobich mlécné
Zlazy (Blackburn, 1966; Schultz, 1977; Lee
aj., 1980; Jensen a Eberhart, 198]; McDo-
nald a Anderson, 1981; Outteridge
a Lee, 1981; Paape aj, 1981; Concha, 1986).
Souhr téchto udaji prezentuje tab. L.

1994) a in vitro (Olson, 1990; Huynh aj., 1991;
Bochsler aj., 1994; MacDonald aj., 1994;
Lin aj., 1995; Lin aj., 1996; Smits aj.,, 1996).
Tésné po aktivaci polymorfonuklearnich leukocytd
chemotaktickymi faktory dochazi ke shrnuti cytoplaz-
matické membrany (Hoffstein aj., 1982). Buiika se
prodluZuje a vytvafi smérem dopiedu Siroké lameliopo-
dium a smérem dozadu zké uropodium. Motorem jsou
aktinova cytoplazmaticka filamenta seskupena v oblas-

[, Absolutni a diferencialni pocet somatickych bunék ve funkénich obdobich mlééné Zlazy — Absolute and differential somatic cell counts

in the functional periods of mammary gland

Obdobi' Absolutni poget® (10%/ml) Makrofigy® (%) PMN (%) Lymfocyty” (%)
Laktace® 200 60 12 28
Kolostrilni® 1 000/280 50/37 25/37 25-26
Aktivni involuce? 18 000 43 19 38

. 2 : 3 4 s 6
'penod, lactation, “colostral, “active involution, “absolute counts, "macrophages, 7lymphucyles

NejvyznaméjSim cinitelem ovliviiujicim absolutni
1 diferencialni pocet somatickych bunék je zanétlivy
proces, pfi kterém vzrasta pocet somatickych bunék ve
&tvriovém vzorku aZ o nékolik fada (z 10* na 107).
Primérny pocet somatickych bunék narista s virulenci
patogenniho agens (Blackburn, 1955; Zeidler
aj., 1968). V diferencialnim poctu vzrista pii akutnim
zanétu zastoupeni polymorfonuklearnich leukocyti,
které maze dosahnout 90 1 viceprocentniho zastoupeni.
Chronicky zanét je provizen vys§im zastoupenim mak-
rofagl a lymfocytd, avSak polymorfonuklearni leuko-
cyty zustavaji dominantni (Mielke a Koblenz,
1981; Concha aj., 1984; Concha, 1986).

2. DRUHY SOMATICKYCH BUNEK
2.1. Polymorfonuklearni leukocyty

Vétsina somatickych bunék, véetné polymorfonuk-
learnich leukocytd, pochazi z krve (Schalm aj.,
1971). Polymorfonukledrni leukocyty vznikaji v kostni
dfeni procesem extravaskuldrni granulopoeze z pluri-
potentni kmenové buiky. Jejich doba zrani ¢ini u skotu
pfiblizné Sest dni. Polymorfonuklearni leukocyty vstu-
puji diapedezi do cévniho systému, kde cirkuluji. Doba
cirkulace v periferni krvi je u skotu pét az Sest hodin
(Schalm aj., 1971), osm az devét hodin (Carlson
a Kaneko, 1975). Polocas Zivotnosti téchto bunék
¢ini jeden az dva tydny (Schalm aj., 1971). Vlivem
chemotaktickych litek migruji do mista produkce téch-
to latek, napf. do infikovaného dutinového systému
mlééné Zlazy.

Proces migrace polymorfonukledrnich leukocyta
z krve do dutinového systému mlécné Zlazy byl studo-
van in vivo (Schalm aj., 1971; Harmon a He-
ald, 1982; Nickerson a Pankey, 1984;
Stossel aj., 1984; Concha, 1986; Akers
a Thompson, 1987; Kehrli a Shuster,
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ti lameliopodia a uropodia (Malech aj., 1977). Poly-
merace a depolymerace téchto filament je regulovédna
aktinmodelujicimi proteiny, které timto zpisobem mé-
ni tvar polymorfonuklearnich leukocytd a jsou nezbyt-
nym krokem pro chemotaxi (Stossel aj., 1984).

Schalm aj. (1971) popisuji migraci polymorfo-
nukledrnich leukocyt do tkani mlé¢né zlazy skrze ka-
pilary, jez probihaji parenchymem, a poté pies duktalni
a alveolarni epitel. Av3ak zpusob pasazovani pres epi-
tel neni zcela jednoznacné objasnén (Schalm aj.,
1971; Concha, 1986; Lin aj., 1995).

Nékteri autofi vedli polemiku o tom, jak migruji po-
lymorfonukledrni leukocyty pfes alveolarni epitel
a ma-li tento proces pfimy vliv na poskozeni sekrec-
nich epitelidlnich bun&k.

Frost (1975) uvadi, Ze migruji skrze epitelidlni
léze, nikoliv skrze intaktni epitel. Podobné Niker-
son a Pankey (1984) tvrdi, Ze prestup skrze dege-
nerované epitelidlni buiiky je dominantnim zpusobem
migrace. Na druhé strané viak Harmon a Heald
(1982) uvadéji, ze intercelularni migrace je hlavni ces-
tou pro influx polymorfonuklearnich leukocytii béhem
mastitidy. Akers a Thompson (1987) na zikla-
dé studia vlivu na mlé¢nou produkci uvadéji, Ze leuko-
cytoza béhem mastitidy poskozuje sekrecni epitelie
a miZe sniZzovat produkci mléka.

Vysledky studii s pouZitim radioaktivné znatenych
polymorfonuklearnich leukocyti prokézaly, Ze doba
migrace Cini pfiblizné dvé hodiny. Tato doba je potie-
bna pro pevné prilnuti — adherenci ke sténé endotelu
postkapilarnich venul, pro migraci mezi endotelialnimi
buiikami diapedezi, migraci skrze intercelularni matrix
subepitelidlni lamina propria, a kone¢ng&, pro migraci
pies epitelidlni vystelku strukové cisterny do sekretu
mlécné zlazy (Kehrli a Shuster, 1994).

Lin aj. (1995) studovali proces migrace na jedno-
vrstevné kultuie linie bovinnich epitelidlnich bunék
mlééné zlazy (MAC-T) a prokazali, Ze polymorfonuk-
ledarni leukocyty prostupuji mezibunénymi prostory
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tim, Ze zapou$téji pseudopodia do apikalni desmozo-
malni liSty (tight junction) a prostoupi aniZ by epite-
lialni buiiky porusily. Po prostupu dochézi k obnoveni
pevného spojeni mezi epitelialnimi bunikami.

2.1.1. Struktura

Polymorfonuklearni leukocyty, které se nachazeji

v mléce skotu, maji téméf shodnou morfologickou

strukturu jako v periferni krvi (McDonald a An-

derson, 1981) a zachovavaji si i mnoho z jejich cha-

rakteristik (Schalm aj., 1971).

Buiiky maji ovilny, elipticky ¢i nepravidelny tvar

a jejich multilobularni jadro se barvi temné riZové. Ve-

likost bunék je 9 aZz 10 pm (McDonald a An-

derson, 1981). Laloky jadra jsou spojeny jemnymi
filamenty, kterda muZeme spatiit v optickém mikrosko-
pu (Schalm aj., 1971). U dojnic v fiji se miZeme
setkat se sex chromatinem ve tvaru ,bubnové palicky"
tak, jak byl popsan u krevnich neutrofild (Bessis,
1973). Cytoplazma bovinnich polymorfonukledrnich
leukocyti je v natérech mléka nékdy sotva viditelna,
svétle zbarvena a obsahuje malé nebo vétsi mnozstvi
nepatrné ruZovych az jasnych granuli. Ty pak plazmé
davaji narizovély nadech. Nékteré polymorfonukledrni
leukocyty mohou obsahovat v cytoplazmé jednu nebo
vice tukovych vakuol, které odsunuji granule k okraji

cytoplazmatické membrany (Schalm aj., 1971).

Schalm rovnéz uvadi, Ze neutrofily mizeme pozorovat

ve svételném mikroskopu v raznych stadiich degencra-

tivnich zmén nasledkem fagocytozy tukovych Castic.
Granule nachazejici se v cytoplazmé polymorfonuk-
ledrnich leukocyti miZeme rozdélit do tfi typi:

- Velké husté azurofilni — primérni granule jsou pero-
xidaza pozitivni a jsou formovany ve stadiu promy-
elocytu. Jsou to lysozomy o velikosti 0,3 az 0,8 pm.
Vudi ostatnim granulim jsou zastoupeny v men3iné.
Obsahuji dileZité antibakteridlni substance, jako
myeloperoxidazu, lysozomélni kyselou hydrolazu,
neutralni proteazu, kyselou mukopolysacharidazu
a jiné travici enzymy operujici v kyselém prostiedi.
Pfitom nejduleZzitéj§im antibakterialnim prostfed-
kem je myeloperoxidiza-hydrogen peroxid-haloge-
noid. Myeloperoxiddza v pfitomnosti hydrogen pe-
roxidu a halogenoidovych iontd usmrcuje bakterie
(Paape a Wergin, 1977). Dile obsahuji B-glu-
koronidazu, elastazu a katepsin G (Paape aj.,
1991a).

— Malé husté specifické — sekundarni granule jsou pe-
roxiddza negativni a formuji se béhem stadia mye-
locytu. Jejich velikost je pfiblizné 0,3 um. Zaujimaji
Ctyfnasobné vétsi podil nez primarni granule. Obsa-
huji lysozomalni alkalickou fosfatazu a vSechen lak-
toferin (Paape a Wergin, 1977).

- Novy typ granuli — u skotu byl popsan tfeti typ gra-
nuli. Tyto granule jsou vétsi, hustéj$i a nachazeji se
ve vét§im mnozZstvi nez predeslé typy granuli. Ob-
sahuji stejné aktivni slozky jako azurofilni a speci-
fické granule, kromé laktoferinu (Gennaro aj.
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1980). Dile bazické proteiny, nazyvané defenziny.
Jsou baktericidni vi¢i grampozitivnim ‘i grammne-
gativnim bakteriim, jakoZ i vici houbam a plisnim.
Baktericidni jsou tedy pro vSechny bézné puvodce
mastitid (Paape aj., 1991a).

2.1.2. Ultrastruktura-

Prehlednéjsi a podrobnéjsi mikroanatomickou struk-
turu a ultrastrukturu téchto bunék v mléce umoznil
transmisni a rastrovaci elektronovy mikroskop. Poly-
morfonuklearni leukocyty maji vysokou elektronovou
denzitu jader a vykazuji obsah malych denznich granu-
li v cytoplazmé (L ee aj., 1980). Pfi velkém zvétSeni
muzeme pozorovat na povrchu bufiky mnoZstvi pseu-
dopodii, které protruduji smérem od stfedu buiiky a vy-
tvéieji tak zahyby a kapsy. Polymorfonukledrni leuko-
cyty nemaji schopnost regenerace cytoplazmatické
membrany (Naidu a Newbould, 1973). Pseudo-
podie proto predstavuji tzv. zasobu cytoplazmatické
membrany. Tato zasoba hraje rozhodujici ulohu pfi fa-
gocytarni funkci, nebot pfi fagocytéze dochazi k pohl-
covani odSkrcenych dsekd plazmalemy (Paape
a Wergin, 1977) a tak ke snizovani mnozstvi cyto-
plazmatické membrany.

V transmisnim elektronovém mikroskopu mizeme
vidét pritomné fagocytované kazeinové micely, glyko-
genové partikule, tukové vakuoly nebo membranovy
materidl téchto vakuol (Anderson aj., 1975).

Dominantnim typem cytoplazmatickych granuli
u polymorfonukledrnich leukocyta kravského mléka
jsou denzni azurofilni granule (Paape a Wergin,
1977).

Paape a Wergin (1977) rovnéz uvadéji, ze
azurofilni a specifické granule, které se nachazeji v po-
lymorfonukledrnich leukocytech bovinni krve, nejsou
v této podobé nalézény u téchto bunék v mléce. Tento
fakt, tj. absence specifickych granuli, je vysvétlovan
jako duasledek fagocytozy, nebot tyto typy granuli sply-
vaji ve fagolysozomy. To znamena, Ze specifické gra-
nule jsou jako prvni uzavieny v procesu fagocytozy do
fagozomu za vzniku fagolysozomu (Bainton aj.,
1971). Z bunék mohou byt reverzni endocytozou extru-
dovana mimo buiiku, a to v daleko vét§im mnoZstvi
nez azurofilni granule (Paape a Wergin, 1977).
K uvolnéni obsahu cytoplazmatickych granuli dochazi
zpravidla pravé popsanym zpisobem. Za urcitych pod-
minek tedy dochdzi k extracelularni degranulaci, ktera
vyznamnym zpusobem ovliviiuje pribéh zanétu (Broi-
de, 1987).

2.2. Makrofagy

Je znamo, ze vysoce vakuolizované buiky (pénové
buiiky) popsal jiZz Donné (1838) jako charakteristic-
kou buné¢nou slozku kolostra a sekretu involujici
mlécné Zlazy. Ackoliv byly tyto buiiky objeveny pred
vice nez sto lety, diskutabilni byl jejich pavod a funk-
ce. Dnes je ziejmé, Ze pénové buiiky v mléce jsou
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vlastné makrofagy, které maji mimo jiné také schop-
nost fagocytozy a odstranovani tukovych kapének z in-
volujici mlécné zlazy (Lee aj., 1969).

Predpokladalo se. Ze monocyty v mléce pochdzeji
pravdépodobné z krve nebo jsou ptivodem z bunék va-
zivové tkané - histiocytd (Schalm aj., 1971). Dnes
je zfejmé, ze se diferencuji z krevnich monocytl, které
se usazuji v ruznych tkanich jako zralé makrofagy. Na-
chazeji se vSude v pojivovych tkdnich a okolo bazal-
nich membran krevnich cév. Do raznych tkani migruji
monocyty ziejmé ndhodné bez nutného vlivu lokdlniho
zanétu (Broide, 1987).

Mononuklearni fagocytarni systém (dfive nazyvany
retikuloendotelidlni systém) zahrnuje promonocyty
a jejich predchacovské bunky v kostni dfeni, monocyty
v krevnim fecidti a makrofigy ve tkanich. Predurcena
piedchudcovska buiika kostni diené, tzv. CFU-GM, se
béhem priblizné Sesti dni pod vlivem lokdlné tvore-
nych specifickych stimula¢nich faktora (colony stimu-
lating factor) diferencuje na monoblast. Ten poté pre-
chdzi v promonocyt, ktery je po urcité dob& vyplaven
do krevniho feci$té jako monocyt (Broide, 1987).

2.2.1. Struktura

Monocyty patii mezi nejvetsi krevni elementy a za-
roven také mezi nejvétsi bunééné elementy sekiretu
mlécné zlazy. Zde makrofagy dosahuji velikosti 30 az
40 pm (Lee aj., 1969), 10 az 45 pm (Mayer
a Klein, 1961; Jensen a Eberhart, 1975) 15
aZz 35 um (McDonald a Anderson, 1981),
35um (Desiderio a Campbell, 1980). V mlé-
ce je obvykle nalézame ve stejné strukturalni podobé,
jako v krvi. V optickém mikroskopu jsou makrofagy
ovalné, kulaté nebo elongované. Jadro je vyplnéno
krajkovitym nebo §itrovitym chromatinem (Schalm
aj., 1971), ¢asto jemné dispergovanym (Desiderio
a Campbell, 1980). Je relativné velké, ovalné, led-
vinovitého tvaru (Schalm aj., 1971), excentrické
a protahlé (Desiderio a Campbell, 1980), ne-
bo je hluboce sevicno a Casto vypliiuje celou cytoplaz-
mu. Cytoplazma makrofagi je svétle modra aZ Sedo-
modrd a je Casto vakuolizovand nebo zpénénd a mize
obsahovat nékolik azurofilnich granuli (Schalm aj.,
1971). U nékterych bunék zaujima cytoplazma vétsi
prostor nez jadro, u jinych je tomu naopak. V cytoplaz-
mé se nachazeji intracelularni vakuoly, a to v kruho-
vém obrazci kolem jadra nebo i na bunécné periferii
(Desiderio a Campbell, 1980).

2.2.2. Ultrastruktura

Elektronové mikroskopické studie (Lee aj., 1980)
odhalily dva typy makrofagu dle obsahu lipidovych in-
kluzi:

Makrotagy bez lipidovych inkluzi: Jadro je u tohoto
typu bunék velmi nepravidelné stoéené s difuzné roz-
misténym chromatinem. V zikladni cytoplazmé naché-
zime mitochondric, stiedné velky Golgiho apardt s ma-
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lymi, hustymi a ovalnymi vezikulami a také cisterny
granularniho endoplazmatického retikula. Velikost to-
hoto typu bunék je kolem 8 aZ 18 pm. Tento typ mak-
rofagh je dominantni u krav v obdobi zaprahlosti.

Makrofagy s lipidovymi inkluzemi: Ty predstavuji
vlastné dva typy bunék. Prvni obsahuje v cytoplazmé
globule mlé¢ného tuku s charakteristickym sloZenim
membrany, ktera je obklopena kontinudlni membrano-
vou jednotkou fagocytarni vakuoly. U druhého, vétSiho
typu jsou lipidové kapi¢ky bez membrany, obdobné
Jako tuk tukovych depot (L ee aj., 1980).

Makrofagy plni svou ulohu v imunité, a to hlavné
fagocytézou a naslednou inaktivaci cizich Zivych a ne-
zivych antigennich materiald (Broide, 1987).

Na rozdil od polymorfonuklearnich leukocytu Ziji
makrofigy déle, mohou se diferencovat in situ, na vnéj-
§i stimuly odpovidaji pomérné pomalu, jsou prevldda-
jicim druhem bunék v loZiscich zanétu po uplynuti prv-
nich 8 az 12 hodin (Broide, 1987). Zacastiuji se
niceni bakterii a virt Zijicich uvniti buiiky. Makrofagy
se ddle oproti polymorfonukledrnim leukocytim ligi
§kdlou enzymu svych cytoplazmatickych granuli, v re-
cyklaci, obnové membran fagolysozomu, v sekreci ne-
lysozomdlnich proteini a ve vétsi §ifi antimikrobidlni-
ho spektra (Broide, 1987).

2.3. Lymfocyty

Lymfocyty jsou buiiky, které stejné jako predeslé
elementy pochazeji z krve. V anglosaské literatuie pie-
trviava rozdéleni na velké a malé lymfocyty (Schalm
aj., 1971).

V mléce skotu maji lymfocyty stéricky tvar s tmavé
se barvicim jadrem. Jidro muZe byt ovdlné nebo mirné
protahlé. Jaderny chromatin je bud hladky nebo naku-
peny. Obvykle ma jadro na jedné strané tzv. zoubkova-
ni (Lee aj., 1969). Cytoplazma lymfocytu se barvi
svétle az tmavé modie. Ob¢as muzeme pozorovat i pii-
tomnost nékolika azurofilnich granuli, stejné jako u
lymfocytu periferni krve (Schalm aj., 1971). Azuro-
filni granule méfi v praméru 0,3 az 0,6 pm a jsou nej-
vice pfitomny u velkych lymfocytd periferni krve
(Bessis, 1973). Nékdy cytoplazmu nenalezneme vii-
bec (Lee aj., 1980). Cytoplazma je u malych lymfo-
cyli neznatelna a jadro vypliuje téméf celou bunku
(Bessis, 1973). U velkych lymfocyta je cytoplazma
rozloZena kolem jadra v podobé prstence (Schalm
aj., 1971). Neobsahuje Zadné tukové vakuoly (McDo-
nald a Anderson, 1981). Velikost lymfocyti je
7 az 12 pm (Lee aj., 1969), malé lymfocyty maji
rozmér S az 7 pm a velké lymfocyty 12 az 1S um
(McDonald a Anderson, 1981).

Lymfocyty jsou zahrnovéiny pod pojem nefagocytu-
jici buiiky mlééné Zlazy. Jejich populace v mléce se
skldada z B a T buné&k a tyto typy hraji dualezitou roli
v humorilni a buiikami zprosfedkované imunité (Paa-
pe aj., 1991a). V mléce neinfikované mlécné zlazy za-
hrnuji B lymfocyty 20 % lymfocytarni populace a T
lymfocyty 47 % (Concha, 1986). Toto procento se
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1I. Zastoupeni B a T lyimfocyti v % — B and T lymphocyte proportions in % (Duhamei aj.. 1987)

Lymfocyty B*

Lymfocyty T* Nezafaditelné®

Periferni krev' 21,2
Zaprahlé zlazy® 28
Kolostrum* 3.5

66.4 9.4
88.1 5.4
89,0 15.1

i 2 A 3 4 5
lpcnphc:ml blood. non-lacting mammary glands., “colostrum, ‘B lymphoeytes. *T lymphocytes. “indeterminable

jesté zvySuje ve prospéch T lymfocytd az na 85 %
u mlééné zlazy v involuci (Wilson aj., 1986; Du-
hamel aj., 1987).

2.4. Eozinofilni granulocyty

Byly popsany jako jeden z druhu somatickych bu-
nék mléka skotu, ktery se vyskytuje velmi sporadicky
(Zlotnik, 1947; Duitschaever a Leggat,
1967; Schalm aj., 1971; Wardley aj., 1976). De-
rivuji se stejné jako vétSina somatickych bunék z krve
a jsou typické acidofilni granulaci. Buiiky mohou byt
kulatého nebo ovalného tvaru se sférickym nebo lobu-
larnim jadrem. Cytoplazma je Cista, jasna a obsahuje
mnoZstvi acidofilnich granuli (Schalm aj., 1971).

2.5. Epitélie

Po mnoho let se predpokladalo, Ze hlavnim typem
bunék obsazenych v mléce jsou epitelialni bunky, které
byly rtzné oznaCovany: pseudopolymorfonukleary,
velké Supinaté buiiky, kolostrilni korpuskle (Zlot-
nik, 1947). Pouzitim transmisniho elektronového
mikroskopu se zjistilo, Ze pfedstavuji pouze 2 % z cel-
kového poctu somatickych bunék mléka (Targow -
ski, 1982).

Epitelialni buiiky pochazeji z epitelu sekrecnich aci-
na a dutinového systému mlécné Zlazy. Vznikaji odlou-
Cenim pfi reparativnich a regeneracnich procesech. Ne-
maji proto specifickou lokalizaci pavodu, tak jako
ostatni somatické buiiky (Schalm aj., 1971). Morfo-
logické charakteristiky téchto druhi bunék pozorova-
nych v mléce budou svym vzhledem podobné buiikim
v histologickych prepardtech tkdni mlééné Zlazy
(Zlotnik, 1947, Adler a Magaki, 1951; En-
gel, 1953; Blackburn a Macadam, 1954;
Mayer a Klein, 1961; Helminen a Eric-
sson, 1968a, b, c¢; Duitschaever, 1968;
Schalm a Laismanis, 1968; Schalm aj., 1971;
Smith a Schultz, 1977; Schultz, 1977).

2.5.1. Struktura

Epitelidlni butiky maji raznou velikost a nepravidel-
ny tvar. Jadro je relativné veliké, dobfe viditelné, sfé-
rického nebo eliptického tvaru. Cytoplazma vytvafi iz-
kou ¢i Sirokou zo6nu barvici se mirné bazofilné
(Schalm aj., 1971) nebo acidofilné (McDonald
a Anderson, 1981). Neobsahuje granula a je prosta
tukovych globuli (Schalm aj., 1971). Maze mit
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i zpénény vzhled. Degenerované formy téchto bunék se
drive nazyvaly pseudopolymorfni a mikropseudopoly-
morfni buiky (Zlotnik, 1947). Tyto buitky se mo-
hou vyskytovat ve dvojicich i ve skupiné. Jejich cyto-
plazma se miZe slévat, ¢imz tyto bunky nabyvaji
vzhled slévajici se masy (Schalm etal., 1971).

Kolostralni téliska jsou velké bunky kolem 30 az
45um (McDonald a Anderson, 1981) s ma-
lym jadrem a cytoplazmou naplnénou velkym mnoZ-
stvim malych a nékolika velkych tukovych kapének
(Shalm aj., 1971).

Dalsim typem epitelialnich bunék, které se nalézaji
v mléce jsou tzv. velké Supinaté bunky. Maji velikost
kolem 25 az S5 pm a nepravidelny tvar. V natérech
mléka obarvenych Leishmanovym barvivem se cyto-
plazma barvi nazelenale a ma granulovanou strukturu.
Jadro je tmavé zbarveno a je velké 6 az 7 um, sféric-
kého, eliptického nebo nepravidelného tvaru a obsahu-
je granularni chromatin (Schalm aj., 1971).

Schalm aj. (1971) popsali buiiky, které oznacili
Jako bunky epitehalni — vakuolarni. Tento typ bunék
byl stiedné velky aZ obrovsky. Jadro bylo velké, dobie
viditelné, sférického, eliptického tvaru, nepravidelné
ohrani¢ené, podobné jako u predeSlého typu bezvaku-
olarnich epitelovych bunék. Cytoplazma téchto bunék
obsahovala v rizném mnozstvi nékolik tukovych glo-
buli odlisnych velikosti, jez se barvila svétle az tmavé
modfe nebo riazové a obsahovala ¢ervenavéruzova gra-
nula. Men$i bunky mély obvykle tmavé modrou cyto-
plazmu s dobfe viditelnym jadrem a nékolika tukovymi
vakuolami. Velké buiiky mély naopak svétlé modrou
nebo riZovou cytoplazmu, mnoho tukovych globuli
a nepomérné malé jadro. Degenerované formy téchto
bunék obsahovaly nékolik vakuol v jadie, nebo Castéji
bylo jadro dezintegrovano v malé, hrubé fragmenty
dispergované v cytoplazmé. Mohly se objevit rovnéz
1 buiiky bezjaderné — enukleované. Dnes je znamo, Ze
tento typ bunék neni epitelidiniho pavodu, nybrz to
jsou makrofigy vcetné riznych forem jejich degenera-
ce (Wardley aj., 1976; McDonald a Ander-
son, 1981).

2.5.2. Ultrastruktura

Ultrastrukturu epitelidlnich bunék popsal Lee aj.
(1980): epitelidlni buiiky pochdzejici z duktélniho sys-
tému mlécné Zlazy mély cytoplazmu s mnoZstvim fibril
a v mnoha pripadech byly tyto bunky ve shlucich 4 az
16 bunék spojenych pevnymi spoji. Obvykle mély krat-
ké, zavalité mikroklky, nepravidelné rozloZené na je-
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jich bunééném povrchu. Epitelie pochazejici pfimo
z mammarniho sekretorického epitelu nebyly pozoro-
vany jako celé buiky, ale jen jako zafici fragmenty
téchto bunék.

Bylo prokazano (Savage, 1972), Ze adherence né-
kterych bakteridlnich druhi k mukéznim epitelidlnim
buiikdm je Cinitelem kolonizace dutiny ustni a gastro-
intestitnalniho traktu. Tato adherence je navic prvnim
stadiem v patogenezi infekci (Frost, 1975). Obdobné
je tomu i v dutinovém systému mlécné zlazy (Wana-
singhe, 1981).

Brooker (1983) upozornil, Ze nesekretorické epi-
telialni bunky, pokryvajici zlazovy a strukovy mléko-
jem a strukovy kanalek mlécné zlazy, vytvareji promi-
nujici pseudopodia, pomoci kterych jsou schopny
fagocytovat kazeinové micely a mléény tuk. Proto tyto
buiiky oznaluji Paape aj. (1991a) jako neprofesio-
nalni fagocyty mlééné Zlazy skotu. Tento fagocytarni
potencidl by mohl hrat parcidlni roli v protekci mlé&né
zlazy pred patogennimi bakteriemi (Brooker, 1983).

2.6. Erytrocyty

V mlééném sedimentu i v kolostru miZeme pozoro-
vat i erytrocyty, které se barvi stejné jako v krevnim
natéru, mohou byt mirné deformovany a nachazeji se
jednotlivé nebo ve shlucich (Zlotnik, 1947; Mayer
a Klein, 1961; Duitschaever a Leggat,
1967; Schalm aj., 1971; Wardley aj., 1976).

3. PATOMORFOLOGIE SOMATICKYCH BUNEK

V poslednich desetiletich se pfesouva experimentél-
ni zajem z morfologickych charakteristik somatickych
bunék na studium procesu fagocytézy (Mackie aj.,
1982; Talstad, 1983; Craven a Anderson,
1984; Dulin aj., 1984; Mullan aj., 1985;
Hirsch, 1985; Bassalik-Chabielska aj.,
1988; Dulin aj., 1988; Niemialtowski at al,
1988; Sandgren aj., 1991; Hu aj., 1995; Grant
a Finch, 1997). Pfedmétem studia je 1 ovlivnéni pro-
cesu fagocytézy u polymorfonukledrnich leukocyti
a makrofagli mlécné Zlazy skotu (Guidry aj., 1980;
Reinitz aj., 1982; Ziv aj., 1983; Miller aj.,
1985; Nickerson aj., 1985, 1986; Targowski
a Klucinski, 1985; Targowski a Niemi-
altowski, 1986; Saad, 1987; Paape a Mil-
ler, 1988; Smuda, 1989; Lintner a Eber-
hart, 1990a, b; Paape aj., 1990; Paape aj.,
1991a,b; Rainard, 1990; Woldehiwet a Ro-
wan, 1990;; Zecconi aj., 1994, Almeida
a Oliver, 1995; Concha aj., 1995). V téchto stu-
diich se muZeme setkat s popisem normalni ultrastruk-
tury, a zaroven s popisem jednotlivych forem degene-
rativnich zmén ¢1 abnormalit fagocytujicich bunék tak,
jak je uvadéji dile Nickerson aj. (1985, 1986),
Lintner a Eberhart (1990a, b) a Paape aj.
(1990):
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3.1. Abnormilni polymorfonuklearni leukocyty

— Alterovany typ je charakteristicky tim, Ze buiika na-
byva sféricky tvar a ztraci pseudopodie. Laloky jad-
ra vykazuji mirny otok, cytoplazmatické granule na-
byvaji sféricky tvar.

- Otekly typ vykazuje navic otok buiitky a kompletni
ztratu pseudopodii. Buiiky udrZuji sféricky tvar. La-
loky jadra a cytoplazmatické granule maji elektro-
nové nizdi denzitu a vykazuji pfitomnost prazdnych
vakuol.

— Lyzovany typ charakterizuje polinajici cytolyza, cy-
toplazmatickd degenerace a extruze bunécnych
komponent.

3.2. Abnormélni makrofigy

Maji typické kulaté jadro ohsahujici elektronové
prozafujici chromatin. Lze zaznamenat pfitomnost aZ
nékolika cytoplazmatickych vakuol, z nichZ nékteré
maji vzhled prazdnych objekti. Dochazi k uplné ztraté
pseudopodii. Proces degenerace pokracuje karyolyzou
a kon¢i totdlni lyzou té&chto bunék.

4. ZAVER

Do sedmdesétych let byla pozornost autori zamére-
na na morfologii profesiondlnich fagocyti v optickém
a elektronoptickém obrazu. V osmdeséatych letech se
prenasi pozornost autori k detailnimu studiu vlastniho
procesu fagocytozy, zejména pak k faktordm limituji-
cim baktericidni funkci fagocytu. Tézi§té experimental-
niho zdjmu v devadesatych letech leZi v oblasti studia
modelovani fagocytarni funkce. Zvladtni pozornost je
vénovéna témto procesim ve fagocytech mlééné Zlazy,
zejména skotu.

Toto review prezentujeme jako vychodisko naSeho
aktudlniho experimentilniho z4jmu cileného k poznéani
ranych znaki rezistence mlé¢né Zlazy vuci bakteridlni
infekci.
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