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OCCURRENCE OF BOVINE COXIELLOSIS IN THE DISTRICT 
OF BARDEJOV, EASTERN SLOVAKIA

VÝSKYT KOXIELÓZY HOVÁDZIEHO DOBYTKA V OKRESE 
BARDEJOV NA VÝCHODNOM SLOVENSKU

J. Řeháček1, E. Kociánová1, E. Kováčová1, B. Kapitančik , A. Jurčina2, O. Naď2,
P. Ličko3

'institute of Virology, Slovak Academy of Sciences, Bratislava, Slovak Republic
2University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic
3District Office, Department of State Veterinary Care, Bardejov, Slovak Republic

ABSTRACT: In the years 1996 to 1997 the occurrence of coxiellosis was studied in the district of Bardejov. The case of 
abortion and two cases of retention of secundines in dairy cows in the Agricultural Co-operative (RD) Zborov in April 1996 
and agglutination antibodies against Coxiella burnetii in 33% of the herd (328 cows) of which these animals originated, served 
as a basis for mass inoculation of cattle by the vaccine Bodibion a.u.v. in May 1996. Cases of Q fever in humans were not 
recorded at all. Neither antibodies against C. burnetii were found in nine tested employees of the central farm Zborov. There 
were no clinical manifestations of coxiellosis in studied animals, the level of antibodies against C. burnetii in 10 long-time 
studied animals which had high levels of antibodies in the first sampling was gradually falling and even antibodies disappeared 
in some animals towards the end of studied period after 18 months (October 1997). The presence of coxiella in milk in three 
of eight tested dairy cows observed before inoculation and five months after it was not confirmed in further examinations. 
The causative agent was not found in small mammals (369 tested), neither in ectoparasites (82 tested ticks, 663 mites, 57 fleas 
and 73 lice). The possible source of infection of cattle in the studied rearing is discussed in the contribution.

coxiellosis; Coxiella burnetii; cattle; Agricultural Co-operative Zborov

ABSTRAKT: V rokoch 1996 až 1997 bol sledovaný výskyt koxielózy v okrese Bardejov. Případ zmetania a dva případy 
retencic sekundín u dojnic v RoFnickom družstve (RD) Zborov v apríli 1996 a zistené aglutinačné protilátky proti Coxiella 
burnetii v 33 % stáda (328 kráv), z ktorého tieto zvieratá pochádzali, boli podkladom pre hromadné očkovanie hovádzieho 
dobytka vakcínou Bodibion a.u.v. v máji 1996. Případy Q honičky u íudí tu zaznamenané neboli. U deviatich testovaných 
zamestnancoch kmeňovej farmy Zborov neboli zistené ani protilátky proti C. burnetii. Ku klinickým prejavom koxielózy 
u sledovaných zvierat nedošlo, hladina protilátok proti C. burnetii u dlhodobo sledovaných 10 zvierat, ktoré mali v prvom 
odběre vysoké hladiny protilátok, sa s postupom času znižovala a u niektorých jedincov ku konců sledovaného obdobia po 
osemnástich mesiacoch (október 1997) protilátky vymizli. Přítomnost' koxiely v mlieku u troch z osmich testovaných dojnic, 
pozorovaná před vakcináciou a páť mesiacov po vakcinácii, nebola pri dalších vyšetrovaniach potvrdená. Póvodca nebol 
zistený v drobných cicavcoch (369 testovaných) a ani v ich ektoparazitoch (testovaných 82 kliešťov. 663 roztočov. 57 bích 
a 73 vší). V práci je diskutovaný možný zdroj infekcie hovádzieho dobytka v sledovanom chove.

koxielóza; Coxiella burnetii; hovádzí doby tok; RD Zborov

ÚVOD

Podlá Směrnic veterinárnej starostlivosti Slovenskej 
republiky - I. diel (1990) každý případ zmetania do­
mácích zvierat podlieha hláseniu a zisťuje sa jeho 
povod. V apríli 1996 jeden případ zmetania, dva přípa­
dy retencie sekundín a přítomnost' aglutinačných proti­
látok proti C. burnetii v 33 % hovádzieho dobytka 
v RD Zborov viedio к hromadnému naočkovaniu tých-

to zvierat v kmeňovej farme družstva Zborov a troch 
přidružených fariem (Becherov, Chmelová a Stebník) 
vakcínou Bodibion a.u.v. proti Q horúčke. Vakcináciu 
zorganizoval a uskutočnil Okresný úřad - Odbor štátnej 
veterinárnej starostlivosti, Bardejov v máji 1996.

NakoFko tu však stále hrozilo nebezpečenstvo šíre- 
nia koxiely na iné RD, ako aj do voínej přírody, snažili 
sme sa v roku 1996 až 1997 nazhromaždiť čo najviac 
údajov, ktoré by mohli viesť к objasneniu aktivizácie

* Partially supported by the Scientific Grant Agency - VEGA (Grant No. 2/1251/1994).
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koxielózy v danej oblasti. Zisťovali sine zdravotný stav 
zamestnancov všetkých fariem RD Zborov a séropozi- 
tivitu proti C. burnetii u vybraných pracovníkoch far­
my Zborov. Ďalej sme sledovali na všetkých farmách 
vylučovanie povodců mliekom u vybraných dojnic 
a protilátky proti. C. burnetii u týchto zvierat. Prenika- 
nie koxiely do vofnej přírody, ktoré by mohlo viesť ku 
vzniku prírodného ohniska nákazy, sme sledovali de- 
tekciou patogéna u hlodavcov a ich ektoparazitov na 
pastvinách všetkých menovaných fariem a blízkej far­
me Varadka, s ktorou je družstvo v úzkom pracovnom 
kontakte.

MATERIÁL A METÓDY

Charakteristika skúmanej oblasti

Skúmaná oblast' sa nachádza v severovýchodnom cí­
pe Slovenska, v Prešovskom kraji, v okrese Bardejov, 
spadá do orografického celku Busov. Krajina má typic­
ký podhorský ráz, nadmořská výška oblasti sa pohybuje 
medzi 300 až 500 m n.m. a tomu zodpovcdá aj chlad- 
nejšia klíma a druhovo chudobnejšia vcgctácia. Skú- 
maný areál RD Zborov z prevažnej časti zaberajú past­
viny pre hovádzí dobytok. Tieto zasahujú všade do 
okrajov listnatých lesov, v ktorých převláda hrab a lies- 
ka. Husté nížinné poschodie okrajov lesov poskytuje 
vhodné podmienky pre drobné hlodavce.

RD Zborov sa skládá z kmeňovej farmy v Zborove 
a troch satelitných fariem (Stebník. Chmelová, Beche- 
rov). Okrem limitovanej produkcie nicktorých pofno- 
hospodárskych plodin (pšenica, zemiaky, krmoviny) je 
RD orientované na produkciu mlieka. Má otvorený ob­
rat stáda hovädzieho dobytka, přesuny zvierat medzi 
farmami sú pravidelné. Všetky zvieratá pochádzajú len 
z vlastného chovu, z iných arcálov Slovenska ani zo 
zahraničia sa stavy nedopíňajú.

Farma Varádka nie je s vyššie spomenutými farma­
mi administrativně spojená, doplňuje si však od nich 
stavy zvierat.

Vyšetrovanie ludí a hovädzieho dobytka na protilátky 
proti C. burnetii

Na protilátky proti C. burnetii sme vyšetřovali jed- 
norázovo len vyhraných zamestnancov kmeňovej far­
my. Doraz sme kládli na testovanie protilátok v sérach 
hovädzieho dobytka, ktoré pochádzali z kmeňovej a sa­
telitných fariem. Vyšetřili sme aj séra šiestich kusov 
dobytka od šiestich súkromníkov zo Zborova.

Vyšetrovanie mlieka dojnic na infekciu C. burnetii

Pre slcdovanie vylučovania koxiely v mlieku sme 
zvolili zvieratá, ktoré mali vysoké titre protilátok proti 
C. burnetii. U zvierat, kde sme přítomnost' patogéna 
v mlieku dokázali, sme vylučovanie sledovali v opako­
vaných odberoch. Vzorky mlieka boli vyšetřené od

ósmich dojnic z farmy Zborov před očkováním v máji 
1996 (z každého kusá jedna vzorka) a z tejto ako aj 
z ostatných přidružených fariem. aj po očkovaní proti 
C. burnetii, v októberi 1996 a 1997 (12 dojnic). Niektoré 
vzorky boli vyšetřené opakované: 5 - dvakrát, 3 - třikrál.

Koncentrované mlieko sme inokulovali intrapcrito- 
neálne (i. p.) vždy do šiestich bielych neinbredných 
myší. U troch myší sme infekciu monitorovali priamo 
v náteroch zo slezin na 7. deň po injikovaní farbením 
pódia Gimenéza a u zostávajúcich troch myšiek proti- 
látkovou odpovedou na třetí týždeň po inokulácii vzo- 
riek mlieka. Pri vyšetřovaní vzoriek mlieka odobratých 
před vakcináciou sme uskutočnili aj jednu opakovaná 
pasáž zo slezin myší usmrtených 7. deň po inokulácii 
vzoriek mliek.

Odchyt hlodavcov a ich vyšetrenie na infekciu C. 
burnetii

Drobné cicavce sme odchytávali do živolovných pásci 
typu Chrněla. Po ich roztriedení podlá lokalit a druhov 
(oddeienc myšovilé a hrabošovité) asi po 30 zvierat do 
propravných klietok sme ich transportovali na Virolo- 
gický ústav v Bratislavo. Tu, po usmrtení odberom krvi 
z retroorbitálneho sinusu. sme získané vzorky krvi 
spracovali na séra. Z cicavcov sme ďalej odobrali ekto- 
parazity a vypitvali sleziny. Přítomnost' koxiely u hlo- 
davcoch sme zisťovali na bielych myšiach tým istým 
spósobom ako pri vyšetřovaní vzoriek mlieka - sledo­
váním protilátkovej odpovcde a priamym nálezom pa­
togéna v slezině. Subpasáž sme však nerobili.

Odchyt kliešťov a ich vyšetrovanie na infestáciu 
rickettsiami

Kliešle sme odchytávali smýkáním bielej pokrývky 
po vegetácii. Po ich roztriedení do druhov a jednotli­
vých vývinových stádií sme ich otestovali na premore- 
nie rickettsií haemocytovým testom (Roháček a i., 
1971). Z kliešťov sme ďalej připravovali 10% suspenzie 
vo fyziologickom roztoku, ktoré sme naočkovali i. p. do 
bielych myší, u ktorých sme přítomnost’ C. burnetii do­
kazovali tým istým spósobom ako v případe delekcie 
agensu u hlodavcoch.

Vyšetrovanie ektoparazitov z drobných cicavcov na 
premorenie s C. burnetii

Z ektoparazitov zozbieraných zo zvierat sme po ich 
determinácii připravili skupinky po 10 až 50 jedincoch. 
Z nich sme 10% suspenzie vo fyziologickom roztoku 
injikovali i. p. do bielych myší, u ktorých sme infekciu 
dokazovali tým istým spósobom ako v případe vyšet- 
rovania odchýlených kliešťov z vegetácie.

Použité sérologické metody

Protilátky proti C. burnetii v sérach ludí. hovädzieho 
dobytka, divožijúcich hlodavcov a bielych myší, ktoré
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I. Konfirmácia sérologického vyšetrenia 10 vybraných vzoriek hovädzieho dobytka před vakcináciou proti C. burnetii v máji 1966 (titer 
I : 64 v MAR) - Confirmation of serological examination in 10 selected samples of cattle before inoculation against C. burnetii (titre I : 64 
in MAR)

1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 1 : 512 1 : 1 024 1 : 2 048

MAR fáza1 1

fáza II

2 3

1

2 1

3 2 1 1

KFR fáza II 3 4 1

ELISA_________

1 : 2 000 1 : 4 000

1

1 : 8 000

7
____________

MAR = metoda mikroaglutinácie - method of microagglutination 
KFR = komplement fixačný test - complement-fixation test

boli očkované suspenziami z ektoparazitov a vzorkami 
mlieka, smc vyšetřovali metodou mikroaglutinácie 
(MAR) a ELISA. V případe konfirmácie prvého testo- 
vania protilátok u hovädzieho dobytka aj komplement 
fixačným testom (KFR). Všetky antigény použité v tých- 
to testoch boli připravené na Virologickom ústave SAV 
v Bratislavě. V sérologických reakciach boli použité 
korpuskulárne antigény C. burnetii kmeňa Nine Mile 
vo fáze II (resp. I). Pre MAR sme použili antigén přip­
ravený podia F i seta a i. (1969), pre KFR antigén 
připravený podia Schrameka a i. (1972) a v ELISA 
teste antigén připravený podlá O r m s b e e (1962). Zá­
kladné titre smc stanovili v MAR 1 : 16. v KFR I : 8 
a v ELISA 1 : 500.

VÝSLEDKY

Sledovanie zdravotného stavu zaměstnancův RD Zborov

Zdravotný stav zamestnancov RD Zborov zisťovaný 
hlavně retrospektivně, před a najmä po zmetaní u doj­
nice na farme Zborov, ako aj po celý čas rokov 1996 
až 1997 nepreukázal, že by medzi nimi došlo к výskytu 
Q horúčky a protilátky proti C. burnetii neboli zistené 
ani u deviatich pracovníkoch farmy.

Sledovanie dynamiky protilátok proti C. burnetii 
u hovädzieho dobytka

Zmetanie u jednej dojnice a retencie sekundín 
u dvoch kráv zistené v apríli 1996 na farme Zborov 
pódia přítomnosti aglutinačných a komplement fixač- 
ných protilátok v titroch 1 : 32 a 1 : 8 viedlo к vyradeniu 
týchto zvierat z chovu. Stádo hovädzieho dobytka tejto 
farmy v počte 328 ks málo aglutinačné protilátky proti 
C. burnetii: TI zvierat - i : 16, 23 - 1 : 32 a 12 - 1 : 64. 
Z 39 zvierat vyšetřených z fariem Stebník a Chmelová, 
štyri (10 %) mali protilátky proti C. burnetii v MAR 
v titroch 1:16. Sérologické vyšetrenie na farmě Zbo­
rov sme zopakovali u 10 zvierat s titrami aglutinač­
ných protilátok I : 64 komplement viažúcou reakciou, 
ELISA testom a keďže pre dobytok sú typické protilát­

ky proti C. burnetii vo fáze I aj v MAR s antigénom 
vo fáze I (tab. I).

Na základe týchto výsledkov boli v máji 1996 všet­
ky sérologicky negativno i pozitivně jedince hovädzie­
ho dobytka na RD Zborov očkované proti C. burnetii 
vakcínou Bodibion. a. u. v. (Mevak, Nitra, Slovenská 
republika) dávkou 5 ml/ks v kmeňovej farme Zborov 
a po 2 ml/ks v ostávajúcich troch satelitných farmách. 
V máji 1997 boli tieto zvieratá revakcinované. Vakci- 
nácia pokračovala u novonarodených teliat v roku 1996 
a 1997 od veku troch mesiacov.

Přítomnost' protilátok v sérach hovädzieho dobytka 
sme ďalej sledovali v októbri 1996 a 1997 na všetkých 
farmách a v novembri 1996, vo februári a v máji 1997 
na farme Stebník. ktorá sa ukazovala ako najviac kon­
taminovaná koxielou. Získané výsledky (tab. II) ukáza­
li, že titer protilátok postupom času klesal a u niekto- 
rých jedincoch smc protilátky v októbri 1997 už ani 
nezaznamenali, a to aj u takých zvierat, ktoré boli v ro­
ku 1996 séropozitívne. Klinické příznaky koxielózy u sé­
rologicky negativných ako aj u pozitívnych zvierat po­
zorované neboli. Séra šiestich kráv od súkromníkov 
boli bez protilátok proti C. burnetii.

Sledovanie vylučovania koxiely v mlieku dojnic

Zo vzoriek mlieka od osmich dojnic na farme Zbo­
rov testovaných před vakcináciou v máji 1996 sme ko- 
xielu nepriamo zistili v mlieku troch dojnic: u myší 
očkovaných týmito vzorkami sme sice C. burnetii 7. deň 
v slezinách nepozorovali, ale následná pasáž zo slezin 
vyvolala u myší protilátkovú odpověď v MAR v titroch 
I : 16 až 128. Opátovné vyšetrenie siedmich vzoriek 
z vyššie spomenutých dojnic v októbri 1996 neviedlo 
opäf к manifestácii koxiel v slezinách myší, vyústilo 
však znovu v tých istých troch vzorkách ako v máji 
1996, vytvořením protilátok v titroch 1 : 64 až 256. 
Koxielu sme sa snažili ďalej preukázať v mlieku 17 sé- 
ropozitívnych dojnic v októbri 1997 (farma Stebník se­
dem, farmy Chmelová a Zborov po päf vzorkách). Sesť 
vzoriek bolo opakovaných a pochádzalo zo skupiny 
dojnic, z ktorých sme u troch zistili koxielu před aj po 
očkovaní v roku 1996. Vyšetrenie na přítomnost' proti-
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II. Sledovanie séropozitivity C. burnetii u hovädzieho dobytka na RD Zborov po vakcinácii proti koxielóze ■- Investigation of seropositivity 
of C. burnetii in cattle in the Agricultural Co-operative Zborov after inoculation against coxiellosis

Farma1 Zviera7 Okt. 96 Nov. 96 Febr. 97 Máj6 97 Okt. 97 Protilátky-titre/počet zvierat7

Zborov

dojnice4 

dojnice

1/2/10*

6/8/9

3/6/6

MAR 128(1); ELISA (1 : 500)

MAR 16(4). 32(1). 64(1); ELISA (1 : 500)

MAR 16(3); ELISA (1 : 500)

Stebník dojnice 7/7/10 ТПП ТПП 3/6/6 3/3/9 Okt. 96-MAR 16(4), 32(2). >256(1);

ELISA 1 000(3). 2 000(2). 4 000(2)

Nov. 96-MAR 16(2). 32(2). 64(1). 128(1), >256(1)

ELISA 2 000(1). 4 000(2). 8 000(4)

Feb. 97-MAR 16(3). 64(2), 256(2)

ELISA 1 000(3). 4 000(2). 8 000(2)

Máj 97- MAR 16( 1). 64( 1). 256( 1)

ELISA 1 000(1). 2 000(1), 4 000(2). 8 000(2)

Okt. 97-MAR 16(3)

ELISA (1 : 500)

Chmelová dojnice 8/5/10 2/2/8 Okt. 96-MAR 16(6), 32(1). 64(1)

ELISA 500(2). 1 000(2). 4 000(1)

Okt. 97-MAR 16(1), 32(1)

ELISA (1 : 500)

1 Becherov jalovice5 0/0/10 0/0/10 negativné*

* = počet pozitívnych v MAR/počet pozitívnych v ELISA/celkový počet testovaných zvierat - number of positive in MAR/number of positive 
in ELISA/total number of tested animals
MAR = metoda mikroaglutinácie - method of microaglutination

'farm, 2animal, 'calves. 4dairy cows, 'heifers, 6May. 7antihodies-titers/number of animals. snegative

látok aj na manifestáciu koxiel v slezine bolo v tomto 
čase už negativno.

Vyšetrovanie drobných cicavcov, kliešťov a iných 
ektoparazitov na premorenie s C. burnetii

Z areálu RD Zborov a farmy Varadka sme na pre­
morenie s C. burnetii celkove vyšetřili 349 drobných 
hlodavcov: z farmy Becherov 73, Chmelová 56. Steb- 
ník 91, Zborov 92 a Varadka 37. Dominantným dru- 
hom bol Apodemus Jlavicollis - 165, před Apodemus 
agrarius - 90, Clethrionomys glareolus - 69. Microtus 
arvalis - 23 a Apodemus microps - dva jedince. Všetky 
vyšetrenia boli negativné.

Kliešte sme v študovanej oblasti zbierali počas troch 
expedícií v októbri 1996, v máji a v októbri 1997. 
V jesenných zberoch sme kliešte nenašli, v máji 1997 
sme celkom zozbierali 82 i mág Ixodes ricinus (48 samic 
a 34 samcov): v lokalitě Becherov - 34, Stebník - 9 
a Zborov - 39. V kliešťoch sme C. burnetii ani iný 
organizmus z triedy Rickettsiales nezistili.

Z celkového počtu 773 testovaných ektoparazitov 
zozbieraných z hlodavcov bolo 10 lariev a nymf kliešťa 
/. ricinus, 57 bích, 663 roztočov. prevažne druhu Lae- 
laps agilis a 73 vší. Zaparazitovaných bolo 94 % hlo­
davcov v máji a 51 % v októbri. pričom na jedného 
hostitelů připadlo priemerne 3,4 ektoparazitov v máji 
a 11,6 v októbri. Počty kliešťov boli nízké, lebo v tom­

to biotope nie sú hojné, a liež pieto, lebo mikromamá- 
lia boli po odchyte tri až pat" dní držané v přepravných 
klietkach, počas čoho ich mohli nakrmené larvy a nym­
fy kliešťov opustit.

DISKUSIA

Prvé údaje o výskyte C. burnetii na východnom Slo­
vensku uveřejnil Pospíšil (1956), ktorý sledoval 
přítomnost' komplement viažúcich protilátok u domá­
cích zvierat a ludí. Hovadzí dobylok reagoval pozitivně 
v 9,5 %, ovce v 8.6 %, u dojičov a krmičov séropozi- 
tívnych zvierat sa našli protilátky v 9.7 %, v kontrolnej 
skupině ludí iba u 1.6 %. Na základe komplexného vy- 
šetrovania premorenia domácích zvierat koxieiou na 
Slovensku G m i 11 e r (1961) ukázal, že hlavným pra- 
meňom infekcie na východnom Slovensku sú ovce.

Prvé správy o Q horúčke na severovýchodnom Slo­
vensku sú z okresu Bardejov. Skupina 33 polnohospo- 
dárskych pracovníkov z tohto okresu sa začiatkom apríla 
1962 infikovala počas návštěvy poínohospodárskych za- 
riadení na západnom a strednom Slovensku (J a n о к 
a i.. 1964). Zakrátko vypukla epidémia Q horúčky 
u ošetrovatefov hovädzieho dobytka na hospodárskom 
dvore v Kečkovciach, okres Svidník a preniesla sa na 
ŠM vo Svidníku (Fričová a i.. 1967). V dalších ro- 
koch v tejto oblasti neboli zaznamenané epidémic ani
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sporadické případy Q horácky i tým ale nevylučujeme 
možná cirkuláciu C. burnetii v přírodě alebo inaparen- 
tne v populáciach hospodářských zvierat.

Aj ked" na základe negativného výsledku serologic- 
kého vyšetrenia na hrucelózu (PA a KFR), chlamydió- 
zu (KFR) a IBR (ELISA) a přítomnosti aglutinačných 
a komplcmcnt fixačných protiiátok proti C. burnetii 
předpokládáme, že zmetanie a retencia sekundín u doj­
nic na farme Zborov boli zapříčiněné právě C. burnetii, 
nemožeme vyláčiť aj iné příčiny. Ako sa všeobecne 
udává, koxiela najma v poslednom mesiaci gravidity, 
aj keď sporadicky, móže vyvolat’ zmetanie u kráv. Ako 
uvádza Little (1983). krávy aj napriek velkému 
množstvu koxiel v placento, připadne v mlieku, možu 
rodit' plné vyvinuté zdravé telatá, pričom infekcia ne- 
ovplyvňujc ani hmotnost" ani laktáciu rodiacich zvierat.

Keďže sme protilátky proti C. burnetii metodou 
MAR a ELISA testom páť mesiacov po očkovaní zvie­
rat najednej zo štyroch sledovaných fariem (Becherov) 
nenašli, čo je po tomto čase u vakcinovaných zvierat 
normálně (Sádecký a i.. 1974). domnievame sa, že 
protilátky zistené v ostatných farmách sá odrazom pri- 
rodzenej infekcie, a nie odpoveďou na vakcináciu. Pre- 
tožc u lýchto zvierat dochádzalo postupné к znižova- 
niu hladin protiiátok a patogén sa s odstupom času už 
v mlieku nczistil ani nepriamo prítomnosťou protiiátok, 
je zřejmé, že ochrana před infekciou C. burnetii sa 
uskutočnila buňkami sprostredkovanou imunitou.

V sledovanej oblasti sa fauna drobných cicavcov 
a ich ekloparazitov principiálně neliší od ostatných ob­
lastí Slovenska. Je tu však nižší výskyt čo do druhu 
a počtu kliešťov. čo by mohlo nepriaznivo ovplyvniť 
výskyt C. burnetii v teréne, ale pre manifestáciu Q ho­
rácky to nemusí byl podstatné, pretože v iných lokali­
tách Slovenska podobného charakteru, sme přítomnost" 
koxiely dokázali (Ř e h áč e к a i., 1991). Ak hodnotí­
me výskyt kliešťov v tejto oblasti, je zřejmé, že nielen 
jarná, ale aj jesenná vina výskytu /. ricinus je tu velmi 
nízká až nulová (jeseň). V porovnaní s inými lokalita­
mi Slovenska sa tu nevyskytuje rod Dermacentor 
a Haemaphy sal is, ktorých druhy sá v niektorých loka­
litách na juhu východného Slovenska hojné.

Co holo zdrojom koxielovej infekcie hovädzieho do­
bytka zostáva nezodpovedané. Vynára sa tu niekolko 
hypotéz:

I. C. burnetii bola v paťdesiatych rokoch zavlečená 
ovcami z Rumunska do južného Polska, okres Gorlice 
(W o j c i e c h o w s к i , 1959) hraničiacej priamo s lo­
kalitami, kde sa v súčasnosti zaznamenali séropozitív- 
ne kusy hovädzieho dobytka. Je možné, že sa v tomto 
čase pozdíž polsko-slovenských hraníc vytvořilo prí- 
rodné ohnisko koxielózy, ktoré tu roky latentne perzis- 
tujc a len zmetanie u krávy a sérologické vyšetrenie 
stád hov. dobytka na RD Zborov spósobili, že bolo 
odkryté. Cirkulujáca koxiela v tejto oblasti mohla po­
stupné strácať svoju virulenciu. takže už neholá schop­
ná u domácích zvierat, ktoré tu chovajá, najma ovce 
a krávy, vyvolat" zjavné příznaky koxielózy, ani spóso- 
biť ochorenie ludí. Existencia takých oslabených kme-

ňov C. burnetii holá preukázaná izoláciou povodců 
z mlieka dojnic na strednom Slovensku a v Ceskej re­
publike (К o c i a n o v á a i.. 1993).

2. Južne od skámanej krajiny sa rozkladajá oblasti, 
v ktorých holá přítomnost’ povodců aj koxielóza samot­
ná už v minulosti dokázaná (M i 11 e rm ay e r a i., 1964; 
Fričová a i.. 1967; Řeháček a i., 1976. 1991). Je 
možné, že prirodzenou cestou, prostredníctvom volné 
žijácich zvierat a ich ekloparazitov, najma kliešťov, moh­
la byť do námi sledovanej lokality opätovne zanesená.

3. Koxiela mohla byť zavlečená hlavně zo Zakarpat­
ská na Ukrajině, keďže táto oblast’ je považovaná za 
endemická oblast’ výskytu Q horáčky (Maksimo­
vich a i.. 1995). Okrem spösobu zanesenia koxiely 
stavovcami a kliešťami, ako je uvedené v predchádza- 
júcom hode, možu východně Slovensko kontaminovat', 
napr. havrany, ktoré к nám prilietavajá přezimovat' z juhu 
Bieloruska, Ukrajiny a až stredného Povolžia (Raj­
ský. 1986). Protilátky proti C. burnetii u havranov na 
území Slovenska dokázali Raj s к ý (1986) a Kociá­
nová (1988).

4. Na základe našich dihoročných skúseností, za naj- 
častejšiu cestu přenosu nákazy do sledovanej oblasti 
považujeme zavlečenie koxiely prostredníctvom infi­
kovaných domácích zvierat (ovca. koza, hovadzí doby- 
lok). ktoré sa z oblastí zamořených koxielou dostávajá 
legálnou ale i nelegálnou cestou bez podrohenia patrič- 
nej veterinárnej kontrole do koxielou nekontaminova- 
ného prostredia (L i t e r á к a Řeháček,! 996). Tá­
lo posledně uvedená možnost', aj keď pre ňu v našom 
případe nemáme priamy dokaž, považujeme za najprav- 
depodobnejšiu.

Addendum

V prvom polroku 1998 sme dotazom na Okresnom 
árade - Odbor veterinárnej starostlivosti v Bardejove, 
a tiež priamo na RD Zborov zisťovali, či na jednotli­
vých farmách nedochádza к ochoreniu zvierat alebo 
zamestnancov RD, ktoré by mohlo byť koxielózou, resp. 
Q horáčkou. Odpověď bola jednoznačné negativna. Ďalej 
sme koncom apríla vyšetřili hemocytovým testom na 
přítomnost’ C.burnetii 294 imag kliešťa /. ricinus (Zbo­
rov - 100, Chmelová - 42 a Becherov - 152 jedincov). 
Tiež s negativným výsledkom.
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DISTRIBUTION OF HEAVY METALS IN CALF ORGANS*
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DISTRIBUCE TĚŽKÝCH KOVŮ V ORGÁNECH TELAT
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ABSTRACT: The distribution of heavy metals and their localisation in cells and tissues of some calf organs were determined 
by a modified histochemical method employing light microscopy. The metals were administered, singly or in combination, 
orally or subcutaneously. Experiment I included 32 calves of both sexes, three months old, which were allocated to seven 
groups; six received Cd (two groups), Zn, Cd and Zn, and Cd and Se (two groups) and one group was a control one. In 
experiment II. 21 hulls, aged three months, were allocated to four groups; three were given Cd. Cd and Cu. and Cd and Zn, 
respectively, and one group was a control one. In experiment I. samples of liver, kidney, pancreas, myocardium, small 
intestine, diaphragm, ovary, testes, oviduct, vesicular gland and skeletal muscle were collected for examination. In experiment 
II. sampling was reduced to liver, kidney, pancreas, testis, diaphragm and small intestine. The method was based on the 
detection of heavy metal sulphides developed by a modified procedure using a hydroquinone developer. Heavy metals first 
changed into sulphides by the action of gaseous hydrogen monosulphide in a fixation medium and then, during developing, 
silver was reduced on sulphide molecules and thus made the accumulated metals visual in the light microscope as dark 
granules. In experiment I. the highest amounts of granules were present in the samples of liver, small intestine and vesicular 
gland of all the exposed groups; in experiment II, the most affected organs were livers, kidneys and small intestines. The 
other organs showed levels approaching detectability or no findings with the use of this method.

xenobiolics; cadmium; zinc; selenium; copper; localisation in tissues and cells

ABSTRAKT: Modifikovanou histochemickou metodou byla stanovena distribuce těžkých kovů a jejich lokalizace v buňkách 
a tkáních některých orgánů telat ve světelném mikroskopu. Těžké kovy byly podávány ve dvou experimentech buď samostatně, 
nebo v kombinaci injekčně, a nebo per os. 1. experiment: 32 telat obojího pohlaví ve věku tří měsíců bylo rozděleno do šesti 
skupin, jimž bylo aplikováno Cd (dvě skupiny) v různě vysoké dávce, Zn, Cd + Zn, Cd + Se (dvě skupiny), jedna skupina 
byla kontrolní. II. experiment: 21 býčků ve věku tří měsíců bylo rozděleno do čtyř skupin, které dostávaly Cd, Cd + Cu. Cd + Zn. 
Čtvrtá skupina byla kontrolní. U I. experimentu byly odebrány vzorky jater, ledviny, pankreatu, myokardu, tenkého střeva, 
bránice, ovaria, testes, tuba uterina, glandula vesiculosa, kosterního svalu. Ve II. experimentu byly odebrány vzorky jater, 
ledviny, pankreatu, varlete, bránice a tenkého střeva. Použitá metodika je založena na principu průkazu sulfidů těžkých kovů 
pomocí modifikovaného fyzikálního vyvolávání hydrochinonovou vývojkou. Těžké kovy se působením plynného sirovodíku 
ve fixačním médiu mění na sulfidy, na jejichž molekulách se při vyvolávání redukuje stříbro. Jeho ložiska jsou patrna ve 
světelném mikroskopu jako tmavý granulami produkt. V experimentu I bylo největší množství reakčního produktu přítomno 
u všech skupin v játrech, tenkém střevě a glandula vesiculosa, ve II. experimentu v játrech, ledvinách a tenkém střevu. 
V ostatních orgánech byl obsah reakčního produktu na hranici detekovatelnosti, popřípadě nebyly těžké kovy touto metodou 
prokazatelné.

xenobiotika; kadmium; zinek; selenium; lokalizace ve tkáních a buňkách

INTRODUCTION

The presence and content of heavy metals in animal 
and human organs have formerly been determined 
using biochemical methods. This approach made it pos­
sible to assess the total amount of heavy metals but not

their localisation in tissues and cells. The detection of 
heavy metal binding sites in cells was facilitated only 
after suitable histochemical methods were developed. 
The first technique used by Timm in 1958 was later 
modified (Timm, 1963; Danscher, 1981) and 
eventually adapted to serve the requirements of elec-
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iron microscopy (Kodama et al., 1993). This was in 
much use in the 70s and 80s and recently it has been 
combined with biochemical methods to allow quantita­
tive assessment. Using histochemical methods, the dis­
tribution of heavy metals in mammalian organs has 
been demonstrated under physiological conditions as 
well as after experimental administration (for review 
see Dans eher, 1981; Danscher et al., 1994; 
Ficek, 1994; Li Jin et al., 1995 and others) or in­
gestion (M a r t i n et al., 1994; Cigánková et al.. 
1994; Watanabe and Endo, 1991; Tanaka et 
al., 1995). It should be mentioned that the majority of 
studies on the effects of heavy metals on animal organs 
and their function has been carried out in small labora­
tory mammals or birds (A h n and Park, 1995; Fa­
rina et al., 1996; Dean et al., 1991; Fahim et al.. 
1993; Maretta et al., 1995; Theocharis et al., 
1991; Behne, 1996) and only occasionally in dogs 
(Hamada et al., 1991; Patra and Bose, 1990), 
calves (O’Toole and Raisbeck, 1995), sheep 
(Smyth et al., 1990), bulls (Cigánková et al., 
1994), foetal tissue (Abdelrahman and Kincaid, 
1993) and exceptionally in human accessory embryonic 
organs (В e r I i n et al., 1992).

Recently, studies concerned with the distribution of 
heavy metals in and their effects on cell populations in 
vitro have appeared (Jiang et al., 1996; Markov et 
al., 1992; В u c i о et al., 1995; Palkovičová et al., 
1995). Since data on the distribution and accumulation 
of heavy metals in organs and tissues of large farm 
animals have been sparse, we designed a study, which 
was supported by the Grant Agency of the Czech Re­
public. grant No. 507/95/0531, with the aim to provide 
histochemical evidence of the presence of heavy metals 
in selected organs of calves fed on a diet containing 
Cd, Zn, Se and Cu and to compare the results with the 
quantitative findings reported elsewhere.

MATERIAL AND METHODS

The distribution of heavy metals and their localisa­
tion in the cells of selected organs and tissues of calves 
was studied in two experiments.

Experiment I: 32 calves of both sexes received, 
singly or in combination, Cd, Zn, Se and Cu during 
a period of 94 days from age two to 14 weeks. Cad­
mium was given to all groups as CdCI2 in their diet, 
zinc (Zindep) at a subcutaneous dose of 0.8 ml/10 kg 
live weight and selenium (Selevit) at a subcutaneous 
dose of 20 ml/100 kg live weight. The experimental 
animals were allocated to 7 groups:
Group 1 (7 animals) - received 1 mg Cd/animal/day 
and 2 doses of Zindep,
Group 2 (3 animals) - received 2 doses of Zindep.
Group 3 (2 animals) - received 1 mg Cd/animal/day 
and 1 Selevit dose,
Group 4 (6 animals) - received 1 mg Cd/animal/day,

Group 5 (3 animals) - received 2 mg Cd and 1 Selevit 
dose.
Group 6 (3 animals) - received 2 mg Cd/animal/day. 
Group 7 (8 animals) - controls. The calves were fed on 
an diet equal to the experimental one but without heavy 
metal addition.

The average weight of animals at the end of the 
experiment was: control group, 100.3 kg; groups re­
ceiving Zn, 101 kg; groups given Cd and Zn, 94 kg.

Experiment II: Il included 21 bulls, allocated to 
4 groups, receiving heavy metals in a period of 92 days 
from age three to 16 weeks. Cadmium, as CdCI2, was 
given at a dose of 5 mg Cd/kg feed dry weight, copper 
(Cu Bioplex) at a dose of 10 mg/kg feed dry weight 
and zinc (Zn Bioplex) at a dose of 100 mg/kg feed dry 
weight. The intake of heavy metals increased as the 
growing bulls consumed more feed.
Group 1 (6 animals) - received 5 mg Cd/kg feed dry 
weight. The total amount of Cd was 900 mg.
Group 2 (6 animals) - received 5 mg Cd/kg feed dry 
weight and Cu Bioplex. The total amounts of Cd and 
Cu were 900 mg and 1.8 g, respectively.
Group 3 (6 animals) - received 5 mg Cd/kg feed dry 
weight and Zn Bioplex. The total amounts of Cd and 
Zn were 900 mg and 18 g, respectively.
Group 4 (3 animals) - received equal feed rations hut 
without heavy metal addition.

The average weight of animals al the end of the 
experiment was: control group. 146 kg; Cd-Cu group. 
133.6 kg; Cd-Zn group. 140 kg; Cd group, 139 kg.

For histochemical examination in experiment I. 
liver, kidney, pancreas, myocardium, small intestine, 
testis or ovary, diaphragm, oviduct, vesical gland, 
skeletal muscle and prostate gland samples were col­
lected. In experiment II, after preliminary evaluation of 
the results from experiment I, the number of organs 
sampled for examination was reduced to liver, kidney, 
small intestine, pancreas, diaphragm and testis.

Immediately after collection, the samples were fixed 
for 24 hours in 10% formaldehyde solution saturated 
with hydrogen monosulphide, then washed twice for 
24 hours in 300 mmol/1 saccharose with sodium azide 
and embedded in paraffin. Sections were subjected to 
a modified hydroquinone developer with AgNO^ but 
no subsequent incubation in 5% sodium thiosulphate or 
additional staining were performed.

RESULTS

Experiment I

Heavy metals presented as dark granules of reduced 
silver in the tissues examined. In the liver, they ap­
peared in all experimental groups but in different 
amounts. Administration of CdCl2 and Zn resulted in 
the presence of granules in the nuclei and cytoplasm of 
hepatocytes of the liver plates situated close to the cen­
tral vein and of individual cells near the periphery of 
the lobule (Fig. 1). Granule distribution was irregular,
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1. Reduced silver granules in a liver lobule. 
Calves received I mg CdCI2 and Zn; 380x

2. Granules in (he liver plates. Calves received 
I mg Cd; 380x

3. Part of a liver lobule. Dark granules in hepa­
tocytes. Calves received I mg Cd and Se; 38()x

VET. MED. - CZECH. 43. 1998 (11); 3 31-341 333



some lobules showing the absenec of granules. Follow­
ing administration of CdCl2 at 1 mg doses, inereased 
amounts of granules were observed in all hepatocytes 
in which granules accumulated in nuclei. The largest 
amounts were seen in hepatocytes close to bile capil­
laries (Fig. 2). Due to this, liver plates could be clearly 
distinguished. As in the combined Cd and Zn adminis­
tration. the majority of reduced silver granules were 
found near the central vein hut some granules were 
observed in all the lobules.

Even larger amounts of reduced silver granules were 
seen in hepatocytes after combined administration of I 
mg CdCI2 and Se. The granules filled nearly the whole 
cytoplasm and. in the area close to the central vein, caused 
that individual cells could not he distinguished (Fig. 3). 
The radial pattern of (he sponge-like texture of lobular 
liver plates was clearly marked. The number of granules 
gradually decreased towards the periphery of lobules.

The highest amounts of granules were seen in the 
liver after administration of 2 mg CdCI2 (Fig. 4). The

granules accumulated in the cytoplasm completely 
masked the nuclei and liver plates appeared as nearly 
homogeneous cords connected with anastomoses. The 
cords converged towards the central vein of the lobule. 
Light stripes involving sinusoids were seen between 
liver plates. The number of granules gradually decreased 
towards lobule peripheries and the borders between adja­
cent lobules could be discerned. Occasional granules were 
also observed in major connective tissue septa (Fig. 4).

In the gl. vesiculosa, a small amount of granules was 
recorded after administration of a combined dose of I 
mg CdCI2 and Se (Fig. 5). The metals were accumula­
ted mainly in the nuclei of glandular epithelium and in 
interstitial connective tissue; in the latter they produced 
foci by aggregation and a change in colour by diffuse 
distribution of reduced silver granules. The combined 
doses of 2 nig CdCL and Se were followed by large 
amounts of granules accumulated in the glandular cells 
and interstitial connective tissue of the vesicular gland 
(Fig. 6). The presence of heavy metals led to a reduc-

4. A liver lobule with hepatocytes completely 
filled with reduced silver granules. Calves re­
ceived 2 mg Cd; 38()x

5. Part of the capsule and glandular tubules of 
the glandular vesiculosa. Glandular cells show 
black nuclei and connective tissue is tinged by 
diffusely distributed granules. Calves received 
I mg Cd and Se: 380x
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6. Part of the capsule and glandular tubules 
of the vesicular gland with granules filling 
the cells; connective tissue is tinged by dif­
fusely distributed granules. Calves received 
2 mg Cd; 150x

7. Part of the capsule and glandular tubules of 
the glandular vesiculosa; granules in the 
groups of glandular cells and connective tissue 
with diffusely distributed granules. Calves re­
ceived I mg Cd and Zn; 850x

8. Small instestine mucosa. Diffusely distrib­
uted granules in the epithelium of crypts; gran­
ules in the nuclei of enterocytes. Calves re­
ceived I mg Cd and Se; ISOx
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lion in the epithelial layer and to the effacement of 
intercellular boundaries. The connective tissue of pli­
cae was completely filled with granules and acquired 
black tinge; interstitial connective tissue was also ho­
mogeneously impregnated with the granules.

Following administration of I mg CdCI2 and Zn, 
granules were always accumulated in a group of seve­
ral glandular cells, in the adjacent area of the glandular 
tubule wall and in the connective and muscular tissue 
of the gland (Fig. 7); in the latter, apart from a tinge 
produced by diffuse distribution of granules, dark foci 
could also be seen.

In the small intestine mucosa after combined doses 
of I mg CdCI2 and Sc, granules were present predomi­
nantly in the nuclei and cytoplasm of Lieberkuhn's 
crypts (Fig. 8) and in the nuclei of enterocytcs of the 
villus wall. The lamina propria mucosae and tela sub­
mucosa were free from any granules.

From the remaining organs, the administration of 
heavy metals al the doses mentioned above produced

only diffuse reactions in the prostate gland, diaphragm 
and skeletal muscle, in which heavy metals were pre­
sent at levels approaching detectability failing to give 
consistent results; the kidney, myocardium, pancreas, 
oviduct and ovary showed no presence of reduced sil­
ver granules al all.

Experiment II

The administration of increased doses of heavy me­
tals, singly or in combination, invariably resulted in 
massive accumulation of granules in the kidney and 
liver.

A combination of CdCI2 and Cu produced the pre­
sence of granules in all hepatocytes but in amounts 
greatly varying between adjoining lobules (Fig. 9). 
Some of these contained only labelled nuclei and thus 
liver plates were poorly discernible, other hepatocytes 
accumulated granules also in the cytoplasm.

9. Liver parenchyma with lobules differently 
tinged by the presence of reduced silver gran­
ules. Calves received 5 mg Cd and Cu; !50x

10. Part of the renal cortex with the renal cor­
puscle and proximal and distal tubules of (he 
nephron. Dark foci of reduced silver granules 
Calves received 5 mg Cd and Cu; 85()x
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The kidney parenchyma, following the dosage men­
tioned above, showed the presence of granules predo­
minantly in the nuclei and nucleoli of cells of the pro­
ximal and distal renal tubules (Fig. 10). In some cases, 
granules were also seen in the cytoplasm, thus giving 
the cells tinge of varying density. The cells of the outer 
parietal layer of Bowman's capsules rarely contained 
any granules.

Small intestine villi and some crypts of Lieberkuhn 
(Fig. I I) showed a change in colour due to diffuse 
distribution of granules. The nuclei of entcrocytes were 
made distinct by the presence of granules only occa­
sionally but the lamina muscularis was tinged by their 
diffuse distribution.

Administration of CdCL and Zn resulted in granule 
accumulation in liver plates situated close to the central 
vein (Fig. 12). The amount of granules decreased to­
wards lobule peripheries and the boundaries between 
lobules were visible. The connective tissue of major 
septa and portobiliary spaces were free of any granules.

In the kidney parenchyma, this metal combination 
produced massive accumulation of reduced silver gra­
nules (Fig. 13). These were present in the nuclei of all 
types of renal tubules in such an amount that it was not 
possible to identify nucleoli. The cytoplasm of cells of 
the proximal and distal tubules of the nephron was fil­
led with granules completely and the squamous epithe­
lial cells of the parietal layer of Bowman's capsules 
were also dark in appearance. Only the cells of the thin 
segment of Henle’s loop did not contain any granules.

After administration of Cd alone, granules were ac­
cumulated in all the cells of liver plates both in nuclei 
and cytoplasm (Fig. 14).The highest number of granu­
les was seen close to the central vein and hepatocytes 
were filled with granules to such an extent that boun­
daries between lobules could not be distinguished.

Large accumulation of granules following doses of 
Cd was also seen in the nuclei and cytoplasm of cells of 
the proximal and distal tubules of the nephron (Fig. 15). 
The density of granules in nuclei overshadowed the

11. Part of small intestine mucosa with areas 
darkened by the presence of granules. Calves 
received 5 mg Cd and Cu; 380x

12 Part of liver parenchyma with several 
lobules. Hepatocytes near the central vein are 
filled with dark granules; towards the lobule 
periphery, the density of granules decreases. 
Calves received 5 mg Cd and Zn; I5()x
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13. Pari of the renal cortex. Granules are accu­
mulated in the cells of proximal and distal tu­
bules and in nuclei of the other tubules of the 
nephron. Calves received 5 mg Cd and Zn; 
38()x

14. Two adjoining liver lobules with hepato­
cytes filled with granules. Calves received Cd: 
380x

15. Part of the renal cortex and core. Granules 
appear in the nuclei of cells of all tubules and 
in the cytoplasm of cells of the parietal layer 
of Bowman's capsula and in cells of the proxi­
mal and distal tubules. Calves received 5 mg 
Cd; LSOx
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16. The nuclei and cytoplasm of cells of the 
proximal and distal tubules of the nephron 
show reduced silver granules. Calves received 
5 mg Cd; 850x

nucleoli (Fig. 16) hut the cells of adjoining thin seg­
ments of Henle’s loop were free from any granules.

The other organs examined after administration of 
the selected heavy metals showed only slight changes 
in colour due to diffuse distribution of granules but the 
results were not consistent enough to allow any conclu­
sions.

DISCUSSION

The assessment of the presence of heavy metals in 
animal tissue by a histochemical technique was used in 
1958 by Timm; since then the method has been modi­
fied by both the author and other researchers ( L i J i n . 
1995; Dan sc her et al.. 1994; Kodama et al.. 
1993). This approach has facilitated the detection of 
heavy metals in almost all organs and tissues of labo­
ratory animals. However, apart from few data, compre­
hensive information on the presence of heavy metals in 
the organs of farm animals has been missing.

In this work, the localisation of heavy metals was 
studied by a histochemical method in the organs and 
tissues of calves, average age 3 months, following a pe­
riod of Cd. Zn. Cu and Sc administration in single or 
combined doses. In agreement with literature data. Cd 
was detected in the livers of all exposed animals; simi­
lar results have been reported in rats by Theocha- 
r i s cl al. (1991), who have found increased levels of 
Cd in sera and livers as early as 6 hours after intrape­
ritoneal injection, and by Chishti and Rotkic- 
wicz (1993); Hamada et al. (1991) in cocks and 
dogs, respectively. Cadmium also accumulates in the 
kidney where it is present predominantly in the cyto­
plasm of cells of the proximal and distal tubules of the 
nephron (Hamada et al., 1991; Jiang, 1996) and. 
as reported by Ahn and Park (1995), in the brush 
border. Cadmium toxicity has been demonstrated by 
increased amounts of micronuclei in bone marrow cells 
(J a g e l i a and A d i g a . 1994). The effects of Cd on

testes and epididymis (C a f I i s h . 1994) could not be 
confirmed by our experiments because the samples of 
testes from the hulls fed on Cd-contaminated diet did 
not show any Cd accumulation. We cannot argue with 
the observations made by He wet et al. (1993) on 
disturbed spermatogenesis in rats or with the data re­
ported by Patra and Bose (1990) in rats which 
received Cd intraperitoneally or intragonadally becau­
se, in these experiments, the effects of metals are based 
on a different mechanism. The absence of reduced silver 
granules in the testes as well as a low concentration of Cd 
and Se in the vesicular and prostate glands can be ex­
plained by sexual immaturity of the bulls in our study. 
There are no literature data on the detection of Cd in 
intestine mucosa even if its presence there can he ex­
pected. Our results suggest that cadmium is rapidly 
absorbed by the small intestine mucosa and, subse­
quently, transported to and deposited in the liver and 
kidneys where, particularly after increased doses, redu­
ced silver granules were observed in nearly all of the 
distal and proximal tubules of the nephron. In extracel­
lular structures (interfibrillar and fibrillar components 
of connective tissue), the granules accumulated on col­
lagen fibres, which is related to the ability of Cd ions 
to bound to sulphate and other acidic groups present in 
the amorphous matter covering collagen fibres or to the 
heterocyclic groups of proline or hydroxyproline con­
tained in collagen.

The toxicity of selenium has been known since 1993 
when it was first recorded in cattle grazing on plants 
contaminated with high levels of Se. In 1957, selenium 
was identified as an essential element in laboratory rats, 
chicks and sheep. Ils necessity for mammals was dis­
covered in 1973 after defining the structure of gluta­
thion peroxidase. In the same period, papers began to 
appear which suggested that selenium compounds had 
carcinostatic effects at low levels but were toxic to 
humans at high levels (O’Toole and R a i s b e с к . 
1995). Experimental lambs with induced acute Se into­
xication showed clinical evidence suggesting that the
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cardiovascular, respiratory and urinary systems and 
lymphoreticular tissue of different organs had been af­
flicted (Smyth et al., 1990). In that study, the histo­
pathological changes were in correlation with the his­
tochemical findings but, interestingly enough, the 
authors regarded the impairment as non-specific and 
minimal in extent. On the other hand, an insufficient 
supply of Sc with the diet can produce changes in sev­
eral organs, as shown by the work of Behne et al. 
(1996) who reported changes in the size of testes du­
ring sexual maturation in rats but not in adult males of 
the first generation. In the fourth generation, however, 
testis atrophy, reduction in the size of tubuli seminiferi 
and decreased numbers of Sertoli’s cells were recorded. 
These changes were reversible and spermatogenesis 
was restored after an appropriate diet was introduced.

The affinity of zinc to glandular tissue was used by 
Dean et al. (1991) to demonstrate the effect of Zn on 
the levels of thyroid hormones and cholesterol in chick­
ens. These levels were decreased and histological find­
ings showed a reduction in size of thyroid follicles by 
63%. However, the study does not indicate whether 
damage to the thyroid gland was direct or mediated.

Fahim et al. (1993) used arginine zinc salts to 
sterilise dogs by injecting 0.5 ml of salt solution to the 
cauda epididymidis. At 90 days they found azoosper­
mia, atrophy of the rete testis, proliferation of connec­
tive tissue and disappearance of sperm in the epididy­
mis. The authors state that zinc has produced the 
changes described but that it is non-mutagenic, non 
-carcinogenic and non-teratogenic. Changes in the ger- 
minative epithelium of testes in bulls following a diet 
deficient in Zn were described by Cigánková el al. 
(1994). They found tissue degeneration and necrosis, 
tubule atrophy and a decrease in the number of 
Sertoli’s cells. One dose of Zindep resulted in normal 
spermatogenesis within 60 days. This suggests a direct 
involvement of Zn in the process of spermatogenesis 
similarly to the results of Tanaka et al. (1995) who 
fed rats on a diet supplemented with Cd but deficient 
in Zn. Adverse effects of a diet deficient in Zn on the 
level of sexual hormones, growth of testes and secre­
tion of inhibine in rams were published by Martin 
et al. (1994). Since in these papers clinical observations 
were not supported by histological evidence of the pre­
sence of Zn and Cd, their results can be compared with 
our findings only to a certain extent.
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SURVIVABILITY OF MYCOPLASMA AGALACTIAE STRAINS
IN CAPRINE MILK

PŘEŽÍVÁNÍ KMENŮ MYCOPLASMA AGALACTIAE V KOZÍM MLÉKU

G. O. Egwu1, M. M. Aliyu1, J. A. Ameh"

' Department of Veterinary Medicine, "Department of Veterinary Microbiology and 
Parasitology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Maiduguri, Maiduguri, Nigeria

ABSTRACT: The survivability of five strains of Mycoplasma agalactiae (2290, X-teramo, 4941, 6/5277 and 549) causing 
caprine mastitis from different geographical locations, in artificially infected goat milk were investigated. The assay was 
carried out using colour changing units (ccu/0.05 ml) in microplates as indicators of residual M. agalactiae at thermostatically 
controlled temperatures of 4, 18.2, 37 and 41 °C except for the room temperature from 0 to 5 days. All the strains tested 
were more viable at 4 °C throughout the incubation period but showed decline in number(s) by more than 4 logs at days 4-5. 
Similar patterns of decline were also noticed at temperatures of 37-41 °C. at which time no organism survived, beyond day 3. 
Three strains 2290, X-teramo and 6/52.27 survived at temperatures of 37 and 41 °C, respectively. The gradual fall in the 
mean pH value of the infected milk from 6.90 ± 0.04 at day 0 of infection to 4.10 ± 0.69 at 41 °C did not appear to adversely 
affect the survival of the strains. It is concluded that there is a likely chance of recovery of some strains of M. agalactiae in 
milk at a temperature of 41 °C within 3 days.

caprine milk; Mycoplasma agalactiae; survivability

ABSTRAKT: Bylo sledováno přežíváni pěti kmenů Mycoplasma agalactiae (2290, X-teramo, 4941,6/5277 and 549) v kozím 
mléce po dobu pěti dnů při teplotách 4. 18,2, 37 a 41 °C a při laboratorní teplotě mimo termostat. Při teplotě 4 °C všechny 
kmeny přežívaly, ale čtvrtý až pátý den došlo к poklesu až o čtyři řády. Při teplotách 37 a 41 °C nepřežil žádný kmen déle 
než tři dny. Postupný pokles pH mléka z 6,9 na 4.1 neovlivnil přežívání testovaných kmenů. Z výsledků vyplývá, že při 
teplotě 41 °C není přežití M. agalactiae po dobu tří dnů vyloučeno.

kozí mléko; Mycoplasma agalactiae; přežívání

INTRODUCTION

Mycoplasma agalactiae was historically the first 
species of mycoplasma of sheep and goats to be iso­
lated (С о 11 e w , 1979; Lambert, 1987). This agent 
is responsible for contagious agalactia (CA), mastitis, 
arthritis and keratitis of sheep and goats (G о u s 1 a у , 
1981; Da Massa et al., 1992). Although two other 
mycoplasmas (M. capricolum subsp capricolum and M. 
mycoides subsp mycoides LC) are also responsible for 
this mastitis syndrome (J о n e s . 1983; Da Massa 
et al., 1992), M. agalactiae is the most incriminated 
aetiological agent of contagious agalactia (Atal ar a 
et al., 1986). However, a fourth mycoplasma, M. putre- 
faciens, has also been reported to cause mastitis in 
goats particularly in th U.S.A., Australia and France 
(Adler et al.. 1980; Da Massa el al.. 1984).

The economic importance of this disease manifested 
by a fall in milk production, anorexia, depression and

short febrile period, are considerable in affected region 
(Da Massa et al., 1992).

The reservoir of M. agalactiae is usually the infected 
animal in which the organism can persist following clini­
cal recovery for upto one year (Cottew, 1979). Also 
young animals become infected directly at suckling and 
adults by means of the milker’s hands or through litter by 
contaminated milk (Lambert, 1987).

CA is known to occur in many different countries of 
the world with varying climatic conditions (Lam­
bert, 1987).

The persistence and survivability of M. agalactiae 
in clinical specimens such as milk at different tempera­
tures are unknown, though it has been shown that the 
organism survived at 50 °C but was unable to survive 
at 53 °C in infected exudates or milk beyond 10 mins 
(Bridre and Donatien. 1925).

There may be some delays at times in transporting 
suspect clinical samples such as milk to laboratories at 
different geographical temperatures as well as delays in

* Supported by the Rockefeller Foundation Grant.
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laboratories prior to processing of specimens. This is 
particularly true of most developing countries where 
erratic electricity supplies constitute a hindrance to 
routine laboratory investigation and analysis. Based on 
this premise, there is therefore the need to investigate 
the survivability in milk of various geographical iso­
lates of M. agalactiae at different temperatures, so as 
to determine the most suitable detectable temperature 
threshold of M. agalactiae in clinical specimens such 
as milk.

This may further shed more light on the epidemiol­
ogy of this disease, since there is scarcity of reports on 
the survival of M. agalactiae in milk and other super­
ficial exudates.

MATERIALS AND METHODS

Source of goat milk

Pasteurised goat milk was obtained from Laver Ba­
sin farm, Cowden Kent IMB. 7JU, England. Il was 
found on analysis by the manufacturers to contain: fat 
3.5%; protein 3.3%; and lactose 3.8%.

Infection of milk with test strains

Five hundred millilitres of pasteurised goal milk 
which has previously been screened for M. agalactiae 
and other milk borne mycoplasmas and bacteria were 
dispensed in 30 ml amount in sterile containers. This 
was further divided into aliquots of 2 ml in small scrum 
vials. Aliquots of each strain (totalling 5; Tab. I) were 
kept at various temperatures of 4 °C, mean room tem­
perature of 18.2, 37 and 41 °C at days 0 (day of infec­
tion), to day 5. All temperatures apart from the room 
temperature were thermostatically maintained.

pH values of the infected milk at day 0 of infection 
and other subsequent days for each temperature were 
also taken.

The residual survivability in milk of each lest strain 
at day 0 of infection and other subsequent days al each 
temperature were assayed in micro-titre plates (ccu/ml) 
as previously described by Senter fit (1983). 
Briefly 0.025 ml of the test broth medium was added 
to all wells in micro-titre plates along a row in duplicitě 
followed by the addition of 0.025 ml each of a 10 fold 
dilution of the test strain. This was followed by the 
addition of 0.125 ml of the test broth medium to all tcsl 
wells.

Medium and antigen controls were set up in four 
wells containing 0.2 ml and 0.05 ml antigen plus 
0.15 ml broth medium, respectively.

Plates were incubated at 37 °C for up to 4 days. 
Plates were read using Titre-tek Mirrow plate reader1* 
(Titertek, U.S.A.) since glucose fermentation can be 
partial with M. agalactiae.

Wells with the highest dilution of colour change 
along the row of the micro-titre plate were taken as the

residual litre of surviving M. agalactiae al the tempera­
ture for each day of incubation.

RESULTS

The logm titres expressed in ccu/0.05 ml of strains 
M. agalactiae at different temperatures for each day of 
incubation as well as their mean pH values in parenthe­
ses are shown in Tab. II. At 4 °C all strains were slili 
viable throughout the incubation period even though 
litres of M. agalactiae have dropped by more than 4 
logsjo by days 4-5 of incubation.

The mean pH of the infected milk sample at 4 °C 
slightly dropped from 6.90 ± 0.04 to 6.80 ± 0.06 and 
did not adversely effect the organisms up to day 3.

Al a mean room temperature of 18.2 °C, some 
strains survived for up to day 4 but a gradual decline 
in titres was noticed from day I from their preinfection 
dose at day 0.

The fall in pH from 6.90 ± 0.04 to 4.70 ± 0.19 must 
have contributed immensely to the rapid decline of ihe 
surviving organisms up to day 4.

Similar patterns of decline in numbers of M. agalac­
tiae were noticed al temperature of 37-41 °C al which 
lime no organism survived beyond day 3. However. 
M. agalactiae strains 2290. X-teramo, and 6/5227 were 
more heal stable al temperalures of 37 and 41 °C and 
were more in numbers up to day 3.

There was also a slight pH drop of the infected milk 
with a mean value of 4.20 ± 0.51 from 6.90 ± 0.04 
value at day 0 of infection.

The mean login ± SD litres of all strains for each 
temperature at each day of incubation is shown in 
Fig. I. The highest temperatures al which threshold 
numbers of surviving organisms for all strains tested 
can still he cultured were at 37 and 41 °C al day 2. al 
which lime log IO-2 and log IO“0 numbers of tcsl 
strains were still alive.

DISCUSSION

Mycoplasma agalactiae is commonly incriminated 
in epizootica of caprine mastitis (Da Massa el al.. 
1992; Real el al.. 1994). Since mastitis is a limiting 
factor in goat husbandry, and production, reliability in 
collection and transportation of clinical specimen(s) 
such as milk at suitable temperatures is necessary for 
prompl identification of causative udder pathogens 
(such as M. agalactiae) known to persist for long pe­
riods in the affected animal (Co l lew. 1979).

The present study which describes the survivability 
of strains of M. agalactiae from different geographical 
regions at different temperatures has shown that organ­
isms were still recoverable al 41 °C even though the 
number of live organisms dropped by 4 logs within the 
last two to five days of incubation. It further shows that 
storage at 4 °C for up to Iwo days during which some 
strains slili had counts of IO4 appears to offer better
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I. Origin of strains, mean colony count and infecting dose of M agakn line

Strains of M. agakictiuc Origin Mean plate colony count (CFU/rnl) Infecting dose
3 x cfu/ml

30
549 France 1 59 x 10* 0.15 x I07

6/5227 Portugal .3.06 x I07 0.30 x 10'-
4941 Portugal 2.57 x 107 0.25 x IO'1

X-terarno Italy 3.3 x IO7 0.33 x I06

2290 France 3.08 x 10* 0.30 x I07

II. Survivability of strains of M. tigakiciiac in artificially infected caprine milk at different temperatures

Strains of M agakictiue tested Logm titres (CCU/0.05 ml) of M. «gukictiae et each day of incubation
Days « 1 3 4 5
4 °C (6.80 ± 0.06; 6.90 ± 0.04

I 2290 7 4 4 3 1 1
X-teramo 6 5 3 2 2 1
4941 6 4 3 3 3 2

6/5227 6 3 2 2 2 2
549 7 4 4 3 2 2

Mean logl0 ± SD 6.40 ± 0.54 4 ± 0.70 3.2 ± 0.80 2.6 ± 0.59 2 ± 0.70 1.6 ±0.54 1

1 Mean room temperature 18.2 "C (4.70 ± 0.19)
I 2290 7 4 4 2 2 0

X-teramo 6 3 3 2 1 0
4941 6 2 1 0 0
6/5227 6 3 3 1 0 0
549 7 4 3 0 0

1 Mean log|(l ± SD 6.4 ± 0.54 3.2 ± 0.83 3 ± 0.70 1.6 ± 0.83 1.5 ± 0.70
1 37 °C (4.20 ± 0.51)

2290 7 3 3 1 0 0
X-teramo 6 3 2 2 0 0
4941 6 1 0 0 0
6/5227 6 2 2 2 0 0

549 7 4 3 0 0 0
Mean log H) ± SD 6.4 ± 0.54 2.8 ± 0.83 2.2 ± 0.83 1.6 ± 0.57
41 °C (4.10 ± 0.69)
2290 7 3 3 0 0 0
X-teramo 6 3 2 2 0 0
4941 6 2 1 0 0 0
6/5227 6 2 2 2 0 0

549 7 3 2 0 0 0
1 Mean log к) ± SD 6.4 ± 0.54 2.6 ± 0.54 2 ± 0.70 1.2 ± 1.00

( ) = figures in parentheses denotes pH value of infected milk at each temperature 
day 0 = day of infection
* = mean pH value of infected milk at day 0 = 6.90 ± 0.04

channels of recovery of organisms in infected milk. 
This is because this count IO4 (dilution) of the test 
organisms is usually within the range expected in clini­
cal situations (A n d r e w s and Wise. 1978). Similar 
observations hold for mean room temperature of 
18.2 °C, although the fall in pH of the infected milk to 
4.70 ±0.19 appeared to have affected the survivability 
of these strains at this temperature.

The deleterious effects of pH on the growth of ani­
mal mycoplasmal pathogens has been reported (Rod­
well and Mitchell. 1979). Moreover, drop in 
counts from 10 -IO4 within five months of storage at

23 °C of M. mycoides Tl-44 vaccine strain has been 
reported (Ngbede el al.. 1994).

The survivability of the test strains at 37 °C and 41 °C 
do not seem to differ remarkably as other mycoplasmas 
IM. mycoides subsp mycoides LC) have survived tem­
perature extremes of 45 °C (В г о w n and Ambrose, 
1990). Although all the strains hardly survived beyond 
day 3, the gradual decline in count(s) may also have 
similarly been affected by drop in pH. The likely 
chances of recovering these strains of mycoplasmas 
could be due to their mesophilic properly like other bac­
terial organisms (J a w e I z, 1991).
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I. Mean logHI survivability of all strains tested at
d i ffe re nt t e m pe ra I u re s

The slight variation amongs strain in their thermo­
stability could perhaps be linked to their genetic com­
position which could probably account for slight dif- 
fernces in strains in terms of virulence. This 
observation needs further experimental corroboration 
and genetic studies.

It is concluded that M. agalactiae can possibly he 
recovered from infected milk and exudates at a tem­
perature of 41 °C.
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REVIEW ARTICLE PŘEHLED

METHODS OF DETECTION OF ANTHELMINTIC RESISTANCE
IN NEMATODES OF DOMESTIC ANIMALS

METODY DETEKCIE ANTIHELMINTICKEJ REZISTENCIE
NEMATÓDOV HOSPODÁŘSKÝCH ZVIERAT

M. Várady, J. Corha

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

ABSTRACT: The aim of the paper is to review and compare the most important in vitro and in vivo techniques used for the 
detection of anthelmintic resistance in nematodes of domestic animals.The possible routine application of in vitro methods 
in the diagnosis of resistance in field conditions is discussed. In each method its relative advantages and limitations are 
described. To measure relatively small differences in resistance between parasite strains or to quantitate the level of resistance 
under field conditions, we recommend the use of the egg hatch assay and larval development assays, which appeared to be 
the most suitable in vitro methods for field screening of anthelmintic resistance. Tests would be carried out together with in 
vivo faecal egg count reduction test to compare and correlate the in vivo and in vitro results.

anthelmintic resistance; in vitro!in vivo methods; nematodes

ABSTRAKT: Cielom tcjto práce je prehlad a porovnanie najdoležitcjších in vitro a in vivo metod, ktoré sa používajú na 
detekciu rezistencie voči antihelmintikám u nematódov hospodářských zvierat. Pri každej metóde sú uvedené jej relativné 
výhody a nevýhody, ako aj možné využitie v diagnostike rezistencie v terénnych podmienkach. Pri kvantitatívnom určovaní 
rezistencie v terénnych podmienkach odporúčame používat' test liahutia vajíčok a test vývinu lariev, ktoré sú najvhodnejšími 
in vitro metodami v terénnom prieskume antihelmintickej rezistencie. Obidva testy by sa mali používat’ súčasne s in vivo 
testom redukcie počtu vajíčok v truse pre vzájomné porovnanie in vivo a in vitro výsledkov.

rezistencia voči antihelmintikám; in vitro!in vivo metody; nematódy
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1. ÚVOD

Rezistcncia voči antihelmintikám u parazitických 
nematódov hospodářských zvierat sa stala závažným 
problémom s ktorým sa v súčastnosti střetává veteri- 
nárna parazitológia. Rezistcncia voči antihelmintikám 
sa týká najma nematódov malých prežúvavcov a koní 
(Conder a Campbell, 1995), ale bola tiež za­
znamenaná u helmintov hovädzieho dobytka (Eagle- 
son a Bo wie, 1986; Jackson a i., 1987) a oší- 
paných (R o e p s t o r f f a i.. 1987; Bj0rn a i.. 1990). 
Vzhíadom na rýchle rozšírenie antihelmintickej rezis- 
tencie vo svete, bolo vyvinutých viacero in vitro a in 
vivo metod na jej detekciu. Vo všeobecnosti in vivo 
testy sú časovo náročnejšic, cenovo drahšie a niekcdy 
charakterizované nízkou prcukáznosťou výslcdkov 
(přesnost', reprodukovatelnosť), ktorá móže byl zapříči­
něná rozdielmi vo farmakodynamike liečiv u zvierat. 
Najpresnejšou metodou na odhad účinnosti anlihelmin- 
tík je v súčasnosti kontrolovaný lest, pri ktorom je per­
cento redukcie počtu adultov nematódov zistené hcl- 
mintologickou pitvou. Ak berieme do úvahy, že 
minimálny potřebný počet zvierat v jednej skupině je 
sedem, čím stanovíme účinnost jedného typu anlihel- 
mintika a údaje porovnáme s kontrolnou skupinou 
(dalších sedem zvierat). potom na stanovcnic účinnosti 
jedného liečiva potřebujeme pri tomto teste minimálně 
14 zvierat, čo z cenového hl’adiska nie je zanedbatelné.

In vitro testy móžeme rozdělit" na dve skupiny, a to 
farmakologické, kde výsledný efekt je dosiahnutý pria- 
mym posobením na fyziologické funkcie parazilov (napr. 
na vajíčka alebo larvy parazitov) a biochemické, pri 
ktorých vyhodnocujeme vplyv antihelmintika na nick- 
toré biochemické pochody (naviazanie antihelmintika 
na tubulin lariev alebo naviazanie eserínu na receplory). 
V zahraničnej odbornej literatúre móžeme nájsť viacero 
práč, ktoré pojednávajú o využití metod na detekciu 
rezistencie voči antihelmintikám (Presidente. 
1985; Johansen, 1989; Taylor a Hunt. 1989; 
Hazel by al, 1994). CieFom našej práce preto nie je 
opakovanie známých skutočností, ale poskytnutie in- 
formácií o našich skúsenostiach s využitím metod na 
detekciu rezistencie voči antihelmintikám.

2. IN VIVO METODY

2.1. Test redukcie počtu vajíčok v truse

Tento test je najbežnejšou in vivo metodou na zisťo- 
vanie rezistencie voči antihelmintikám. V terénnej pra­
xi sa používá na detekciu rezistentných kmeňov nema­
tódov voči všelkým druhom antihelmintík. Coles 
a i., (1992) podrobné opísali postup vykonania testu. 
Pri teste sa používajú mladé 13 až 16 mesačné zvieratá. 
Móžu sa použit’ aj staršie. ale ovoskopický nález musí 
byť vyšší ako 150 vajíčok na gram trusu (epg). Osem 
až desať týždňov před vykonáním testu nesmie byť zvie- 
ratám podané žiadne antihelmintikum. Podlá toho, kol-

ko antihelmintík chceme testoval, sa zvieratá rozdelia 
do skupin. V každej skupině je 10 až 15 zvierat. Do 
pokusu je licž zahrnutá kontrolná skupina. Od každého 
zvieraťa je rektálně odobratý trus v množstvo minimál­
ně pat" gramov. Vzorky trusu sa dopravia do laborató- 
ria, kde sa prosné určí množstvo vajíčok na gram trusu 
(epg) od každého zvieraťa modifikovanou metodou 
podia McMastera (Cole s a i.. 1992). Zvieratá sú be­
čené odporúčanou terapeutickou dávkou v mg na kg 
živej hmotnosti, ktorú udává výrobea. Každé zviera 
musí byť individuálně zvážené.

Vzorky trusu sú po 10 až 14 dňoch znovu odoberané 
a následné je v laboralóriu stanovené epg. Z dosiahnu- 
tých hodnot sa vypočítá aritmetický priemer. percento 
redukcie a 95% koeficient spolahlivosli. Rezistcncia je 
přítomná, ak hodnota percenla redukcie vajíčok v truse 
je menšia ako 95 a 95% koeficient spolahlivosli je 
menší ako 90 %. Ak len jeden z parametrov je pozitiv­
ny. možno hovořit" o podozrení na přítomnost" rezisten­
tných kmeňov. Pri pozitivnem výsledku je dóležité ur­
čit" rod a druh rezistentného nemalóda. Piclo sa 
v obidvoch prípadoch odoberic aj trus na larválnu kul- 
tiváciu a stanoví sa percentuálně zaslúpcnie jednotli­
vých druhov nematódov před aj po odčervení.

2.2. Kontrolovaný test

Test redukcie počtu vajíčok v truse nám však nepos- 
kylne informáciu o úbytku pohlavně zrelých nemató­
dov. ale len o účinku na plodnost dospělých samičick. 
Pri kontrolovanou! teste sa experimentálně zvieratá po 
invadovaní a odčervení odporážajú a rozdiely sú stano­
vené níi základe pitevného nálezu.

3. IN VITRO METÓDY

3.1. Test liahnutia vajíčok

Názov egg hatch assay je spoločným názvom pre 
viaceré metody, ktoré sa používajú na detekciu benz- 
imidazolovej rezistencie. Všclky lielo metody sú zalo­
žené na ovocídncj vlastnosti benzimidazolov a schop­
nosti vajíčok rezistentných kmeňov embryonovať 
a liahnuť sa vo vyššej koncentrácii bcnzimidazolového 
antihelmintika než je to u citlivých kmeňov. Póvodný 
lest opísal L e J a m b r e (1976). Odvtedy túto metodu 
s malými modifikáciami zavicdlo niekoFko dalších au- 
lorov. Súčasnc najpoužívanejšou modifikáciou testu, 
ktorú odporúča Světová asociácia pre rozvoj veterinár- 
nej parazitológie (W.A.A.V.P.), je metoda pódia auto- 
rov Coles a i. (1992). Test liahnutia lariev je najviac 
používaná in vitro metoda na detekciu benzimidazolovej 
rezistencie v terénnej diagnostike. К c m p a S m i t h 
(1982). Cawthorné a Cheong (1984). Bocr- 
sema a i. (1987). H o n g a i. (1992), P r a s I i č к a 
a i. (1994) а V árady a i. (1994) používali tento test 
na stanovcnic rezistencie voči benzimidazolovým príp-
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ravkom v terénnom prieskume. Jednou zo základných 
podmienok vykonania testuje schopnost udržať vajíčka 
v skorom raném stádiu vývoja. Coles a Simpkin 
(1977) odporúčajú používat' vajíčka maximálně štyri 
hodiny staré. Smith-Buijs a Borgsteede 
(1986) uskladňovali vzorky trusu při teploto 4 °C. Do­
kázali. že uskladnenie trusu na 72 hodin nemálo nega­
tivny účinok na vykonanie testu, ani na hodnoty ED50. 
Hunt a T а у I o r (1989) odporúčajú к tomuto účelu 
použit' anaerobně uskladnenie. Ich výsledky ukázali, že 
anaerobně uskladnenie vajíčok nematódov až na sedem 
dní nemálo signifikantný efekt na hodnoty ED5() v po­
rovnaní s čerstvými vzorkami. Tento spósob uskladne- 
nia vzoriek sa plné osvědčil pri prieskume výskytu re- 
zistencie voči bcnzimidazolovým antihclmintikám 
v chovoch malých prcžúvavcov na Slovensku (Pra- 
s I i č к a a i., 1994). Vajíčka sa z trusu získavajú flotá- 
ciou nasýteným roztokom NaCl. Po tejto procedúre sa 
vajíčka inkubujú pri teplote 27 °C 48 hodin v róznych 
riedeniach antihelmintika. Najčastejšie používaným ty­
pom antihelmintika je tiabendazol. Po tomto čase je 
odhadnutý vzájemný percentuálny poměr vylianutých 
lariev a nevyliahnutých vajíčok v jednotlivých riede­
niach tiabendazolu. Do testu je zahrnutá aj kontrola, pri 
ktorej sa vajíčka inkubujú v destilovanej vodo. Aby sme 
věděli stanovit" koncentráciu tiabendazolu. pri ktorej 
dochádza к 50% liahnutiu vajíčok (ED50), musíme po­
užit" najmenej páť koncentrácií antihelmintika. Hraničná 
hodnota pódia aulorov Whitlock a i. (1980) je 
OJ mg/ml tiabendazolu. Testované kmene nematódov, 
ktoré presahujú túto hodnotu, sú všeobecne považované 
za rezistentné voči benzimidazolom, a kmene ktorých 
hodnota je pod touto hranicou, sú citlivé na benzimida- 
zolové antihelmintiká. Le J ambře (1979), Bar­
ton (1980, 1983), Martin a i. (1982, 1984) a Pre­
sidente (1985) opisujú metodu ako citlivú a vhodnú 
pre zisťovanie benzimidazolovej rezistencie. Na druhej 
straně Martin a i. (1989) uvádzajú nemožnost" dete­
kovat' rezistenciu týmto testom, ak sa v populácii tes­
tovaných helmintov nachádza menej ako 25 % (Tri- 
chostrongylus spp.) a menej ako 50 % (Ostertagia 
spp.) rezistentných jedincov. Z tohto dóvodu skoré stá­
dia rezistencie s nízkým počtom rezistentných helmin­
tov sú týmto testom prakticky nedokázatelné. Donald 
(1985) uvádza, že test je vhodnější na laboratórnu dia­
gnostiku rezistencie než na terénny prieskum. Presi­
dente (1985) upřednostňuje test liahnutia lariev před in 
vivo testom redukcie počtu vajíčok v truse a uvádza, že 
je rýchiejší, citlivější a ekonomickcjší. Na základe na­
šich skúseností s týmto testom móžeme potvrdit’ pred- 
chádzajúcc tvrdenia s tým, že пакоГко pri nízkých hla­
dinách rezistencie test nie je schopný odhalit" 
rezistenciu (V árad у a i.. 1995b) je potřebné pri te­
rénnom prieskume použit" aj iné in vitro a in vivo testy.

3.2. Test liahnutia a paralýzy lariev

Dobson a i. (1986) opisali test, ktorý je založený 
na paralýze lariev prvého štádia. V kontraste s pred-

chádzajúcim testom sú vajíčka inkubované v prirodze- 
ných podmienkach až do počiatku liahnutia lariev. Po 
získaní vajíčok z trusu sa tieto inkubujú pri teplote 
26 °C v destilovanej vodě. Asi po 16 hodinách pri dru- 
hoch Haemonchus contortus a Trichostrongylus colub- 
riformis a 15 hodinách u druhoch Ostertagia spp. sa 
začnú liahnuť larvy prvého štádia (Dobson a i.. 
1986). Optimálny čas pře pridanie antihelmintika je 
přibližné jedna hodina před počiatkom liahnutia. Pri 
teste je doležité, aby všetky vajíčka boli v rovnakom 
štádiu vývinu, preto aby bol presne odhadnutý počiatok 
liahnutia. To sa zabezpečuje uskladněním trusu pri tep­
lote 4 °C (Haemonchus contortus 10 °C). Všetky roz­
toky, s ktorými pracujeme, musia mať tiež túto teplotu. 
Po přidaní liečiva sa inkubácia predíži o šest" hodin. Po 
tomto čase sa odčítá percento vyliahnutých lariev a ne­
vyliahnutých vajíčok. Z údajov sa vypočítá hodnota 
ED^o- Hraničná hodnota pri tomto teste je 1,0 mg/ml 
levamizolu. Hodnoty pod touto koncentráciou odpove- 
dajú citlivým kmeňom, kým hodnoty nad rezistentným 
kmeňom nematódov. Okrem spomínaných autorov, je 
v literatúre velmi málo údajov o používaní tohto in 
vitro testu. Jedine Sangster a i. (1988), Bj^rn 
a i. (1991) a N 1 d a m u к o n g a S e w e I i, (1992) 
použili tento test na stanovenie rezistencie na levami- 
zol. Test sa zdá byť poměrně přesný, ale náročný na 
odhad časového úseku pre pridanie liečiva, čo sa nedá 
urobit" bez predchádzajúcich skúseností s převedením 
tohto testu. Metoda je poměrně rýchla s jednoduchým 
pracovným postupom, ale limitujúcimi faktormi pri po­
užití tohto testu sú správné načasovanie pridania liečiva 
к testovanéj vzorke vajíčok, ako aj značná variabilita 
dosiahnitých výsledných hodnot ED50 (V árady a i., 
1995a, 1996). Z týchto dóvodov test neodporúčame po­
užívat' pre terénnu diagnostiku rezistencie.

3.3. Test vývinu lariev

Metoda je založená na schopnosti lariev přežívat' 
a vyvíjať sa v prostředí s rožnou koncentráciou antihel­
mintika. Coles a i. (1988) prvýkrát opísali test, pri 
ktorom sa vajíčka získané z trusu inkubujú 24 hodin vo 
vodných roztokoch pri teplote 27 °C. Po tejto perióde 
je přidané antihelmintikum spolu so živným médiom 
pre vyvíjajúce sa larvy. Ako médium sa používá lyofi- 
lizovaný kmeň E. coli (kmeň W). Vývin lariev prebieha 
v plastických Petriho miskách o priemere 5 cm ešte 
dalších páť dní pri teplote 27 °C. Priemer Petriho mi- 
siek je v tomto případe dóležitý z dóvodu dodržania 
výšky vodného stípea inkubovanej kvapaliny. Pri dodr- 
žaní tohoto parametra majú vyvíjajúce sa larvy dosta­
tečný přístup vzdušného kyslíka čo je rozhodujúcim 
faktorom ich vývinu (Taylor, 1990). Po skončení 
inkubácie sa určí percentuálně zastúpenie lariev LI, L2 
a L3 štádia v jednotlivých koncentráciách antihelmin­
tika, ako aj v kontrolách bez antihelmintika. Taylor 
(1990) použil v teste ako zdroj potravy médium zložené 
z Earle‘s rovnovážného solného roztoku a kvasinkové-
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ho extraktu. Výsledky testu sa vyjadrujá ako minimál- 
na inhibičná koncentrácia, klorá zabráni vývojů lariev 
do L3 invázneho stádia - M.I.C. (minimum inhibitory 
concentration). Test spolahlivo detekuje benzimidazo- 
lovú a ievamizolovú rezistenciu. Hraničná minimálna 
inhibičná koncentrácia pre benzimidazoly je OJ mg/ml 
tiabendazolu a pre levamizol 1,0 mg/ml. Znamená to, 
že larvy ktoré sa vyvinuli až do L3 invázneho štádia 
v koncentráciách vyšších ako sú uvedené hodnoty, sú 
považované za rezistentné na testované antihelmintikum.

Hubert a Kerboeuf (1992) a Lacey a i. 
(1991) opísali mikrolarválnu skúšku vývinu lariev, kto- 
rá je založená na rovnakých princípoch s tým rozdie- 
lom, že po skončení testu sa vypočítá hodnota LDS() pri 
ktorej 50 % lariev dospeje do tretieho invázneho štádia. 
Skáška spolahlivo detekovala okrem benzimidazolovej 
a levamizolovej rezistencie aj rezistenciu na ivermektín 
u druhu Haemonchus contortus. Test bol úspěšně po­
užitý na detekciu rezistencie u malých strongylátov 
u koní (V á rad у a Č o r b a , 1997) ako aj u nodulár- 
nych červov Oesophagostomum spp. u ošípaných (V á- 
rady a i. 1996, 1997).

Výhoda tohto testu je v možnosti súčasne zistiť uči- 
nosť dvoch širokospektrálnych antihelmintík. Nezaned­
batelnou výhodou je aj skutočnosť, že vzorky trusu sa 
nemusia špeciálne uskladňoval nakol'ko liečivo sa při­
dává až к LI larvám. Druhová, resp. rodová identifiká- 
cia L3 lariev, je omnoho jednoduchšia a presnejšia ako 
identifikácia vajíčok alebo LI lariev enterostrongylá- 
tov. Z nevýhod je možné spomenúť časová dížku testu 
(sedem dní), ako aj potřebu osvojenia postupu pri dife- 
renciálnej diagnostiku L3 lariev. Problémy móžu nastat' 
aj pri přemnožení bakteriálnej mikroflóry. Aj napriek 
týmto nevýhodám je to test pódia našich skúseností 
vhodný pře terénnu diagnostiku rezistentných nemató- 
dov malých prežúvavcov a koní.

3.4. Test paralýzy lariev

Bol to prvý test, ktorý bol vyvinutý na detekciu le­
vamizolovej a morantel tartratovej rezistencie (Mar­
tin a Lc Jambre, 1979). Základným princípom 
testu je určiť percento paralyzovaných lariev L3 štádia 
v róznych koncentráciách antihelmintika. Odčítaniu 
testu predchádza 24 hodinová inkubácia lariev pri tep­
lotě 18 až 20 °C v roztokoch antihelmintika. Larvy sa 
pozorujú mikroskopicky pri 40 násobnom zvačšení 
a definujú sa ako žijúce (pohyb) alebo paralyzované 
(pohyb nic je pozorovaný v intervale pat" sekund). Aby 
výsledky mohli byť navzájom porovnávané je potřebné 
okrem rezistentného kmeňa otestovat" aj citlivý kmen. 
Geerts a i. (1989) za účelom štádia spolahlivosti tes­
tu larválnej paralýzy odhadli vplyv roznych parametrov 
na výsledky testu za použitia rezistentného a citlivého 
kmeňa Ostertag ia ostertagi. Skámali nasledujáce para­
metre: vplyv rozličných osob vykonávajácich test, vplyv 
rózneho množstva testovaných lariev, rözny inkubačný 
čas (24. 4 8 a 7 2 hodin), inkubačná teplotu (20 a 25 °C).

a časový usek odhadujúci paralýzu lariev (5 alebo 15 se- 
kánd). Vo všetkých skúmaných parametrech nezistili 
štatisticky významné odchýlky od šlandardného preve- 
denia testu. Odvledy ako Martin a Le Jambre 
(1979) opísali in vitro test larválnej paralýzy. holi pub­
likované viaceré práce s protichodnými výsledkami, 
ktoré spochybňovali spolahlivosť testu. В o e r s e m a 
(1983) udává určité problémy s reprodukovatcínosťou 
testu zapříčiněnou reverzibilitou paralyzovaných lariev 
a ticž časovým intervalom. pri ktorom sa larvy pozoru- 
já. Barton (1983) tiež uvádza netypická odpoved" 
lariev na antihelmintikum, pri ktorej pri vyšších kon- 
ccntráciách liečiva odpočítal nižšie percento paralytic­
kých lariev ako pri nižších koncentráciách. Barton 
(1983) test úspěšně uskutečnil s kmeňom Ostertagia 
spp., avšak test nedal uspokojivé výsledky s ostatnými 
kmeňmi enterostrongylátov. V kontraste s týmito vý- 
sledkami Bauer (1983) a Geerts a i. (1989) ne- 
uvádzajá žiadné problémy v převedení testu. Coles 
a i. (1975) poukazujá na reyerzihilitu paralýzy pri Nip- 
postrongylus brasiliensis vyvolaná levamizolom. Podlá 
našich meraní (V árad у . nepublikované ádaje), ak sa 
čas inkubácie predlzi na 42 alebo 72 hodin, dochádza 
к výraznej zmene percentuálnych pomerov živých 
a paralyzovaných lariev. Test je časovo nenáročný, le­
bo výsledky sa získajú do 24 hodin a samotné vykoná­
me testu si nevyžaduje predchádzajúci zácvik. Výsled­
né odčítavanie lariev možc byť ovplyvnené určitou 
subjektivitou v rozhodovaní či larva je alebo nie je 
paralyzovaná. Na základe našich skúseností nemožeme 
odporúčať lest pre terénnu diagnostiku rezistencie voči 
levamizolovým preparátom z dóvodu róznej citlivosti 
testu na rožne druhy gastrointestinálnych nematódov 
(Várady a i.. 1998).

Gill a i. (1991) študovali vplyv ivermektínu na pa­
ralýzu lariev u druhu Haemonchus contortus. Invázne 
larvy L3 štádia rezistentné na ivermektín mal i zníženú 
citlivost" na loto liečivo, čo viedlo к zní že nej motilite, 
až к paralýze lariev. Larvy holi inkuhované na agare 
obsahujácom ivermektín. Výsledky vyjádřené ako hod­
noty LP50 (koncentrácia liečiva pri ktorej paralyzuje 
50 % lariev) holi porovnávané u šlyroch citlivých a šty- 
roch rezistentných kmeňov. Rczistentný faktor RF = LP50 
rezistentných kmeňov/LP^) citlivých kmeňov hol u re­
zistentných kmeňov 3.4 až 22, čo představuje u tohoto 
testu poměrně přesná detekciu rezistentných kmeňov 
Haemonchus contortus. Dalším testom ktorý je založe­
ný na schopnosti lariev pohybovat" sa je migračno-inhi- 
bičný lest (Wag land a i.. 1992; Rothwell 
a Sangster, 1993). Pri tomto teste infekčně larvy, 
ktoré sú vystavené účinku antihelmintika svojou mobil- 
nou schopnosťou volné prechádzajú cez šitá z jednej 
komórky do druhej. Rothwell a Sangster 
(1993) pomocou tejlo metody dokázali detekovat’ rezis- 
lenciu u druhu H. contortus voči všetkým trom široko- 
spcktrálnym antihelmintikám. Princip metody migrácie 
infekčných lariev H. contortus г agarového gélu použil 
d ‘ A s s o n v i 11 e a i. (1996) ako metodu pre detek­
ciu ivermektín rezistentých linii.
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3.5 Test pohyblivosti lariev

Test pohyblivosti lariev je založený na principe me- 
rania pohyblivosti lariev špeciálnym prístrojom - mikro- 
motilitymetrom. Princip a příprava lariev je podobná 
ako pri teste paralýzy lariev podlá autorov Martin 
a Le J ambře (1979). kde infekčně larvy sú před 
samotným meraním vystavené učinku antihelmintika po 
dobu 24 hodin.

Bennett a Pax (1986) opisujú vo svojej práci 
přístroj na meranie pohyblivosti lariev a dospělých ne- 
matódov. Aparátom bola meraná motilila u lariev para- 
zitov Nippostrongylus brasiliensis a Ascaris suum 
v přítomnosti róznych koncentrácií antihelmintík. Po 
48 hodinovej expozici i boli namerané výrazné znížené 
hodnoty motility u obidvoch druhoch. Základný prin­
cip práce mikromotilitymetra je nasledovný: Testovaná 
vzorka móže obsahovat' médium s larvami alebo bez 
lariev (slepá vzorka slúžiaca ako kontrola). Bodový 
zdroj světla, nachádzajúci sa pod skúmavkou, vysieia 
iúč světla, klorý prechádza cez vrstvu lariev umiestne- 
ných na dne skúmavky alebo len cez médium (kontro­
la) až к menisku kvapaliny. Keď světlo narazí na me­
niskus, časť z něho sa odrazí smerom к Fotodiode 
umiestnenej priamo oproti menisku. Signál z fotodiódy 
je polom zosilnený zosilovačom a dostává sa do digi- 
tálneho konvertora. Digitálny signál je tvořený napálím, 
ktoré je vysielané každých 15 . КГ3 s mikroprocesorom. 
Mikroprocesor určí odchylku od priemerného signálu, 
klorý je tvořený pri přechode světla cez médium (kon 
trola). Táto odchýlka je mikroprocesorom vyjádřená 
ako index pohyblivosti. Mikroprocesor je napojený na 
osobný počítač spracúvajúci štatistickú analýzu údajov. 
V přítomnosti lariev na dne skúmavky světlo je viac 
alebo menej rozptýlené vrstvou pohybujúcich sa para- 
zitov. Toto rozptýlenie vytvoří signál 10 až 100 násobné 
váčší ako signál vytvořený pri prostupe světla v skú- 
mavke bez parazitov. Přelo aj výsledný index pohybli­
vosti móže byť 10 až 100 násobné váčší v závislosti od 
pohyblivosti testovaných lariev, čo má priamu súvislosť 
s odolnosťou lariev na testované liečivo.

Folz a i. (1987a,b) merali motilitu L3 lariev Hae­
monchus contortus a Trichostrongylus colubriformis. 
Vyhodnotením pomocou mikromotilitymetra poukázali 
na určité rozdiely v dosiahnutých výsledkoch. Pri po­
rovnaní citlivých a benzimidazol rezistentných druhov 
Haemonchus contortus zaznamenali významné rozdie­
ly len pri niektorých benzimidazolových derivátoch, 
a pri určitých koncentráciách antihelmintika. Coles 
a i. (1989) porovnávali motilitu citlivých a levami- 
zol/benzimidazol rezistentných lariev Haemonchus 
contortus. Po inkubácii v levamizole nezaznamenali 
signifikantně rozdiely medzi testovanými kmeňmi. Ak 
izoláty inkubovali, v ivermektíne dosiahli signifikantně 
rozdiely pri dvoch koncentráciách, hoci obidva kmene 
boli na ivermektín citlivé. Na základe námi získaných 
výslcdkov u Oesophagostomum spp., nodulárnych čer- 
vov u ošípaných (V á rad у a i., 1998) ako aj u nema- 
tódov o vice O. circumcincta a H. contortus (V á r a d у

a C o r b a , v tlači) nemůžeme odporučil' test ako vhod­
ná metodu na detekciu rezistcncie u nematódov malých 
prežúvavcov a ošípaných.

3.6. Test naviazania larválneho tubulínu

Skúška je založená na vlastnosti benzimidazolov navia- 
zať rožne množstvo tubulínu připraveného z citlivých 
a rezistentných kmeňov nematódov (Lacey a Pri­
chard. 1986). Test opísali Lacey a Snowdon 
(1988). Rezistencia na benzimidazoly sa pri tejto me­
todo prejavuje zníženou schopnosťou liečiva naviazať 
štrukturálny protein (tubulin) u rezistentných izolálov. 
V teste sa používá čistý extrakt tubulínu. ktorý je vy­
robený z adultov, infekčných lariev alebo z vajíčok. 
Tubulin sa inkubuje s benzimidazolovým karbamátom 
(mebendazolom), ktorý je značený tríciom |3H] až do 
dosiahnutia rovnováhy. Volné liečivo je potom odstrá- 
nené uhlíkom a trícium-benzimidazol-tubulínový kom­
plex je meraný pomocou kvapalinového spektrofoto- 
metra. Koncentrácia proteinu (mg/vzorku) je vypočítaná 
ako množstvo naviazaného, tríciom značeného benzi- 
midazolu. Tubulin z rezistentných izolátov naviaže me­
nej liečiva než tubulin připravený z citlivých kmeňov 
nematódov. Test je poměrně rýchly, prevedenie nevy­
žaduje viac ako dve hodiny, citlivý už pri malých změ­
nách v stave rezistcncie parazitov, ale poměrně nároč­
ný na přístrojové vybavenie a chemikálie.

3.7. Biochemické testy

Porovnanie citlivých a rezistentných kmeňov Haemon­
chus contortus, Ostertagia circumcincta a Trichostrongylus 
colubriformis poukazuje na fakt, že u inváznych lariev 
kmeňov rezistentných voči benzimidazolovým lieči- 
vám sa nachádzajú signifikantně vyššie množslvá ace- 
tylcholínesterázy (AChE) než je to u lariev citlivých 
kmeňov nematódov (Sutherland a i., 1988; Su­
therland a Lee, 1989, 1993). Sutherland 
a i. (1988) popísali štyri biochemické testy na detekciu 
benzimidazolovej rezistencie založené na porovnávaní 
medzi nešpecifickými esterázami a acetylcholínesterá- 
zami rezistentných a citlivých kmeňov. Metody sú po­
měrně přesné, citlivé, nenáročné a ponúkajú možnosti 
detekcie rezistentných kmeňov aj u zmiešanej populácie.

Prvým biochemickým spósobom stanovenia rezis­
tentných kmeňov nematódov je izoelektrická fokusácia 
homogenátu připraveného z lariev L3 štádia. Následné 
farbenie pre detekciu nešpecifickej aktivity esterázy niti 
za následok zafarbenie pásov enzymatickej aktivity 
u rezistentných kmeňov. Tieto zóny u citlivých kme­
ňov chýbajú. Přítomnost' týchto zón poukazuje na kvan­
titativné zvýšenie zafarbenia esteráz u kmeňov odol­
ných к benzimidazolom. Na základe poznatku, že 
u rezistentných kmeňov je přítomná vyšsia aktivita bo­
la vyvinutá jednoduchá kolorimetrická skúška (Sut­
herland a Lee, 1989). Pri tejto metóde móžu byť 
výsledně vzorky porovnávané vizuálně alebo pomocou
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denzometra. Princip testu hol odvoděný od testu, ktorý 
sa používá na detekciu rezistencie na organofosfátové 
alebo karhamátové insekticidy u dospělých much. Es- 
terázová aktivita je vyhodnotená přidáním vzorky ho- 
mogenizovaných lariev к roztoku, ktorý ofarbuje ne­
specifické esterázy.

Dalšou kolorimetrickou metodou je test porovnáva- 
júci acetylcholínesterázovú aktivitu u rezistentných 
a citlivých kmeňov. Enzýmová aktivita je aj pri tomto 
teste signifikantně vačšia u rezistentných kmeňov.

Najjednoduchšou metodou založenou na principe es- 
terázových rozdiclov je modifikácia testu larválnej pa- 
ralýzy. ktorý bol povodně vyvinutý na zisťovanie rezis­
tencie voči levamizolu a moranlelu (Mariin a Le 
Jambre, 1979). Sutherland a Lee (1989) in- 
kubovali larvy rezistentných kmeňov v roztoku I mM 
eserínu (physostigmine). V páťminútových intervalech 
po dobu 60 minút odčítavali všetky pohyblivé a nepo­
hyblivé larvy pri leplote 18 až 20 °C. Rezistentně a cit­
livé kmene možno identifikovat" podlá dížky časového 
intervalu pri ktorom nastáva paralýza lariev. Rezistent­
ně kmene začínajú v roztokoch eserínu paralyzovat" po- 
malšie než. citlivé kmene, pretože obsahujú viac acetyl- 
cholíneslerázy. Test je poměrně íahko realizovatelný, 
rýchly. s výsledkami dosiahnutými do jednej hodiny. 
Zvýšená pozornost" musíme věnovat přípravě I mM 
roztoku eserínu pretože. ide o jedovatá subslanciu. 
U kmeňa H.comortus je citlivost" vyššia ako u O. cir- 
cumcincta (S u l h с г I a n d a Lee, 1990; V úřady 
a Č or ha. v tlači) čo móže byť zapříčiněné medzidru- 
hovými rozdielmi v množstvách AChE u spomínana- 
ných kmeňov (Ogilvie a i.. 1973). Test v jeho teraj- 
šom převedení nie je vhodný pre lerénnu diagnostiku 
anlihelmintickej rezistencie.

3.8. Test naviazania [ C] tiabendazolu na larvy4

4. ZÁVĚR

Správné a přesné určenie rezistentných nematódov 
je prevenciou proti rozšíreniu rezistentných kmeňov 
parazitov, ako aj umožní vopred určit" opatrcnia. ktoré 
spočívajú predovšetkým v dodržiavaní zásad správného 
používania antihelminlík (Praslička a Čorba. 
1995). Na našom pracovisku sme sa počas uplynulých 
rokov snažili nájsť také in vitro metody, ktoré by bolo

Sangster a Prichard (1984) pri tomto teste 
používali infekčně larvy Trichostrongylus colubrifor- 
mis. Tieto boli inkubované pri 28 °C 24 hodin v pří­
tomnosti uhlíkom radioaktivně značeného tiabendazo­
lu. Po inkubácii boli larvy štyrikrát premyté od zvyškov 
nenaviazaného |I4C] tiabendazolu a vzorka holá odčí­
taná na scintilačnom spektrofotometri. Množstvo licči- 
va naviazaného na larvy bolo vyjádřené ako množstvo 
častíc na 100 lariev (cpm). Stupeň naviazania tiabenda­
zolu u rezistentných kmeňov bol vyšší ako naviazanie 
na citlivé kmene.

možné použit" aj v našich podmienkach. Zistili sme, že 
pri terénnom prieskume rezistentných kmeňov nemató­
dov malých prežúvavcov a koní musíme použit" viac in 
vitro testov a výsledok eštc potvrdil in vivo testom re- 
dukcie počtu vajíčok v truse. Vhodným testom pre de­
tekciu rezistencie voči antihelmintikám zo skupiny 
benzimidazolov a levamizolu v terénnych podmien­
kach sa ukázal lest vývinu lariev (Taylor. 1990). 
Odporáčame ho používal" sáčasne s lesiom liahnutia la­
riev (С о I e s a i.. 1992). V případe, ak je aspoň jeden 
z nich pozitivny, je doležité vykonat" in vivo test reduk- 
cie počtu vajíčok v truse, ktorý potvrdí alebo vyvráti 
nález rezistentných kmeňov nematódov.
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INFORMATION INFORMACE

CONFERENCE ON THE PHYSIOLOGY OF FOOD AND FLUID 
INTAKE

KONFERENCE O ŘÍZENÍ PŘÍJMU POTRAVY A TEKUTIN

The Institute of Physiology. Medical School of the 
Pécs University in Hungary hosted the Joint Meeting 
of the Xllth International Conference on the Physiol­
ogy of Food and Fluid Intake and the Annual Meeting 
of the Society for the Study of Ingestive Behavior 
(ICPFFI XII-SSIB '98) on July 5 to 8, 1998. The pro­
gram had a wide range of special symposia, covering 
new areas of research, several oral and two poster ses­
sions. A total of 209 communications were presented 
to an audience of peers counting some 200 participants.

The symposia covered the following topics: roles of 
leptin in the central regulation of feeding, central 
mechanisms of sodium appetite, metabolism and appe­
tite in humans, hormonal and transmitter regulation of 
salt and water intake, osmoregulation: food and lluid 
intake, molecular approaches to mechanisms of weight 
control system, cortical information processing of fla­
vors in the primate brain, roles of bombesin in the 
regulation of ingestive behavior, microstructure of 
ingestive behavior, neuropeptide Y in the regulation of 
feeding, metabolic control of feeding, brainstem 
mechanisms of ingestive behavior and their relation­
ship to hypothalamic and other forebrain areas, clinical

aspects of nutrition, clinical aspects of diabetes melli­
tus, anorexia by cytokines and immunomodulators, and 
mechanisms of food reward.

The conference brought new insights into many ar­
eas of research such as multiple functions of NPY, lep­
tin, interactions among neurotransmitters, neuromodu­
lators and cytokines, functions of brain nuclei, analyses 
of satiety, using state-of-the-art methods.

There were also several presentations dealing with 
farm animals such as horse, sheep, swine and poultry. 
Although the conference aimed at many basic topics - 
satiety and hunger, thirst, and questions largely con­
nected with human ingestion problems such as obesity, 
anorexia nervosa, consumption of alcohol, there is no 
doubt that application of new knowledge is interesting 
for veterinary sciences as well.

The Local Organizing Committee headed by Professor 
László L é n á r d and Dr. Zoltán К a r á d i did an excel­
lent job in providing a good working atmosphere and 
pleasant location coupled with stylish social events and 
well-known Hungarian hospitality. All of this was appre­
ciated by participants who travelled far for this exciting 
meeting.

Poznání procesů zapojených do regulace příjmu pot­
ravy a tekutin je důležité jak pro medicínu humánní, 
nejnověji zejména v souvislosti s léčbou obezity, tak 
pro medicínu veterinární. Významným ukazatelem zdra­
votního stavu zvířat jsou změny hmotnosti, podmíněné 
změnami konzumu krmiv. Proto je i pro nás zajímavá 
konference, která se konala ve dnech 5. až 8. července 
1998 v maďarském Pécsi.

Bylo to spojené zasedání XII. mezinárodní konfe­
rence o fyziologii příjmu potravy a tekutin a výroční 
zasedání Společnosti pro studium ingesčního chování 
(Joint Meeting of the Xllth International Conference on 
the Physiology of Food and Fluid Intake and the An­
nual Meeting of the Society for the Study of Ingestive 
Behavior (ICPFFI XII-SSIB’98).

Organizace této náročné akce pro více než 200 
účastníků se nejen velmi dobře zhostili pracovníci fy­
ziologického ústavu Lékařské fakulty v Pécsi. ale před­
ložili i řadu zajímavých sdělení.

Konference sestávala z řady sympozií, krátkých sdě­
lení a dvou plakátových sekcí. Přednášky v sympoziích 
byly věnovány těmto okruhům otázek: úlohy leptinu

v centrální regulaci příjmu potravy, centrální mecha­
nismy sodíkového apetitu, metabolismus a apetit člově­
ka, řízení příjmu sodíku a vody hormony a neurotran- 
smitery, umami (japonský výraz pro chuť monosodium 
glutamátu, tradičně užívaného v japonské kuchyni): re- 
ceptory, percepce a konzum potravy, osmoregulace: 
příjem potravy a vody. Další den bylo jednáno o mole­
kulárních přístupech к mechanismům kontrolních sys­
témů hmotnosti: apetitu, nutričního chování a výdeje 
energie, o zpracování kortikálních informací o chuti 
v mozku primátů, o úlohách bombesinu v řízení in­
gesčního chování, o mikrostruktuře ingesčního chová­
ní, základních mechanismech a klinické aplikaci, o úlo­
ze neuropeptidu Y (NPY) v řízení příjmu potravy, 
o mozkových mechanismech podmíněné chuťové aver­
ze; poslední den pak byly přednášky sympozií věnová­
ny metabolické kontrole příjmu potravy, periferním 
a centrálním mechanismům, mechanizmům mozkové­
ho kmene v ingesčním chování a jejich vztah к hypo­
talamu a jiným oblastem mozku, klinickým aspektům 
výživy, diabetes mellitus, anorexii vyvolané cytokiny 
a imunomodulátory, mechanismy potravové odměny.
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Zvláštní sympozium měli mladí vědečtí pracovníci, je­
jichž sdělení byla komisí SSIB vybrána a odměněna 
účastí na tomto zasedání. Krátká sdělení byla к téma­
tům: chuť, orosenzorické funkce, příjem potravy a vody 
u člověka, neuropeptidy; metabolické kontroly, cytoki- 
ny a jiné regulační faktory, leptin, osmoregulace, ami­
nokyseliny. Plakátových sdělení bylo 74, celkem bylo 
prezentováno přes 200 sdělení.

Mimo to proslovil James T. Fitzsimons slav­
nostní přednášku o úloze reninu a angiotenzinu u pří­
ležitosti svého vyznamenání SSIB za celoživotní dílo 
ve fyziologii a J. E. Steiner přehlednou přednášku 
o chemosenzorické hedonice člověka.

Sympozium věnované leptinu poukázalo na některé 
ze složitých interakcí tohoto proteinu, hormonu derivo­
vaného z adipocytů bílé i hnědé tukové tkáně, odkud 
se dostává do krevního oběhu ve volné i vázané formě, 
vstupuje do mozku, váže se na receptory a působí na 
celé předivo faktorů řídících ingesční chování, hmot­
nost tukové tkáně a energetickou rovnováhu vedle neu- 
roendokrinních funkcí. Jeho anorexigenní efekt se pro­
jevuje na několika místech v CNS. Zajímavá sdělení 
odezněla na sympoziu i ve volných přednáškách 
o NPY; vyplynulo z nich zapojení tohoto anabolického

neuropeptidu. ba celého NPY systému do dalších beha- 
viorálních okruhů jako je reprodukce, odpověď nit 
stress, chuťová averze, chování v nemoci. Oblast vý­
zkumu cytokinů v nutričním chování byla na konfe­
renci zastoupena pracemi, které dokládají vzájemné po- 
tencování účinků cytokinů, jejich interakce 
s neurotransmitery i neuromodulálory při ovlivňování 
konzumu, analyzována byla komunikace mezi střevem 
a mozkem během anorexie, indukce spánku a horečky. 
Konzum potravy byl popsán jako antigenní stimul pro 
lokální imunitní odpověď v GIT.

Jen několik studií se věnovalo vývojovým otázkám 
ingesčního chování člověka nebo zvířat. Mimo tradič­
ních experimentálních druhů zvířat, potkanů, myší 
a opic odezněly referáty o skotu, koních, prasatech, ov­
cích a drůbeži. I do této oblasti fyziologie pronikly me­
tody molekulární biologie, např. exprese cFos proteinu 
v různých oblastech mozku po indukci žízní nebo po 
aplikaci látek ovlivňujících konzum potravy či tekutin. 
Pozornost byla věnována analýze stavů sytosti a hladu.

Konference byla přehlídkou stavu specializovaného 
poznání v oblasti fyziologie, která je dnes předmětem 
intenzivního zkoumání.

E. В a r a n x i o v á, 
Veterinární a farmaceutická univerzita, Brno 
Výzkumný ústav veterinárního lékařství, Brno
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THE MORPHOHISTOCHEMICAL ANALYSIS OF THE PARS
COSTALIS AND PARS LUMBALIS DIAPHRAGMAE IN LAMBS

MORFOHISTOCHEMICKÁ ANALÝZA PARS COSTALIS A PARS 
LUMBALIS DIAPHRAGMAE U JEHŇAT

M. Zobundžija1, Renata Novak1, Z. Kozarič1, D. Mihelic1, A. Brkic"

1 Department of Anatomy, Histology and Embryology, Veterinary Faculty, University 
of Zagreb, Zagreb, Croatia

" Clinic of Surgery, Orthopedics and Ophthalmology, Veterinary Faculty, University 
of Zagreb, Zagreb, Croatia

ABSTRACT: Samples of the pars costalis and pars lumbalis diaphragmae of 20 male lambs, the crossbreds of Istrian ewes 
and Sardinian rams, aged 2-3 months, were taken to examine the diameter of their muscle fibres, the content of connective 
tissue, the activity of lactic (LDH) and succinic (SDH) dehydrogenases, phosphorylase as well standard, alkaline and acid 
stable myosin adenosine triphosphatase (ATP-ase). In the pars lumbalis there were 30.4% large, 46.3% medium and 23.3% 
small diameter fibres while in the pars costalis there were 12.0% large, 55.5% medium and 32.5% small diameter fibres. 
A relatively higher amount of connective tissue was observed in the pars costalis. The activity of dehydrogenases and 
phosphorylase was present in all fibres and the dehydrogenase activity was intense or moderate. In the pars lumbalis there 
were 39.1% strongly and 60.9% moderately LDH active fibres and 47.3% strongly and 52.7% moderately SDH active fibres. 
In the pars costalis there were 44.8% strongly and 55.2% moderately LDH active fibres and 47.7% strongly and 52.3% 
moderately SDH active fibres. As regards the ATP-ase activity the fast fibres (type II) prevail in both phrenic parts and they 
made 61.7% in the pars costalis and 53.8% in the pars lumbalis.

diaphragm; pars costalis and pars lumbalis; muscle fibre diameter; histochemical activity;, lambs

ABSTRAKT: Ke zjišťování průměru svalových vláken, obsahu pojivové tkáně, aktivity mléčné (LDH) a jantarové (SDH) 
dehydrogenázy, fosforylázy, dále standardní, alkalické a kyselé stabilní myosinové adenosintrifosfatázy (ATP-ase) jsme 
odebrali vzorky pars costalis a pars lumbalis diaphragmae od 20 beránků, kříženců istrijských bahnic a sardinských beranů, 
ve věku dvou až tří měsíců. Pars lumbalis obsahovala 30,4 % vláken s velkým průměrem, 46,3 % se středním průměrem 
a 23,3 % s malým průměrem, zatímco pars costalis obsahovala 12,0 % vláken s velkým průměrem, 55,5 % se středním 
průměrem a 32,5 % s malým průměrem. Relativně větší množství pojivové tkáně bylo zjištěno v pars costalis. Aktivita 
dehydrogenáz a fosforylázy se vyskytovala ve všech vláknech, přičemž aktivita dehydrogenáz byla vysoká nebo nízká. Pars 
lumbalis obsahovala 39,1 % vláken s vysokou a 60,9 % vláken s nízkou aktivitou LDH, 47,3 % vláken s vysokou a 52,7 % 
vláken s nízkou aktivitou SDH. Pars costalis obsahovala 44,8 % vláken s vysokou a 55,2 % vláken s nízkou aktivitou LDH, 
47,7 % vláken s vysokou a 52,3 % vláken s nízkou aktivitou SDH. Pokud se jedná o aktivitu ATP, v obou částech bránice 
převládají rychlá vlákna (II. typu) a jejich podíl činí 61,7 % v pars costalis a 53,8 % v pars lumbalis.

bránice; pars costalis a pars lumbalis; průměr svalového vlákna; histochemická aktivita; jehňata

INTRODUCTION

Numerous investigations of the phrenic muscle fibres 
in the domestic, wild and laboratory animals (Bul­
lard, 1919; Günter, 1952; Ogata, 1958; 
Padykula and Gauthier, 1963; Gauthier and 
Padykula, 1966; Davies and Gunn, 1972; 
Yellin, 1972; Hráste and Jukic-Brestovec, 
1977; Hráste, 1978; Hráste et ak, 1978; Hráste 
and Kozarič, 1983; A 1 e č к o v ič and Zobun­
džija, 1983; Green ct ak, 1984; Zobundžija

et ak, 1989, 1994) have shown that the phrenic muscle 
was built up of fibres of different diameter with a stronger 
or weaker activity of oxidative enzymes, phosphorylase 
and myosin adenosine triphosphatase. In this was ob­
served that the fibres of a smaller diameter were char­
acteristic of animals of a higher metabolism and of 
a higher frequency of breathing and they have shown 
the strong activity of oxidative enzymes. The fibres of 
a bigger diameter were characteristic of animals of 
a lower metabolism and of a lower frequency of 
breathing and these fibres have shown the combined
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metabolism (Gauthier and Padykula, 1966; 
Davies and Gunn. 1972). Most of these investiga­
tions relate to the costal phrenic part while only a litlc 
of them concern the lumbar part. So differences in the 
structure and metabolic characteristics between the costal 
and lumbar phrenic parts were found in horses 
(Zo b u n d / i j a ct al.. 1989. 1994). and we wanted to 
know if these two phrenic parts differ between them­
selves morphologically and metabolically in lambs, in 
which the respiratory function was present while some 
nonrespiratory functions, like rumination, were getting on.

MATERIAL AND METHODS

The investigation was carried out on samples of the 
pars costa I is and pars lumbalis diaphragmac of 20 male 
lambs, crossbreds of Istrian ewes and Sardinian rams. 
The samples of pars costalis were taken near by the 
IOth rib and of pars lumbalis at the begining of the 
right diaphragmatic crus. The samples were frozen in 
liquid nitrogen, cut on the .,Сгуо-cut“ into 10 pm thick 
slices which were stained with hematoxylin and eosin 
to expose the muscle structure and the diameter of phrenic 
muscle fibres, and after van Gieson to demonstrate the 
content of connective tissue (R о m cis. 1968). as well 
the activity of lactic and succinic dehydrogenases 
(H ess el al.. 1958). phosphorylase (Та к c u c h i and 
К u i i a к i . 1955) and standard, alkaline and acid sta­
ble adenosine triphosphatase (Padykula and H e r - 
man. 1955: modified by Brook and Kaiser. 1970. 
Tuxen. 1990).

RESH IS

Both phrenic parts consist of heterogeneous popula­
tion of muscle fibres with regard to the diameter and 
with domination of the medium size muscle fibres. In

the lumbar part the fibre diameter size was from 10 to 
65 pm and there were 30.4% large, 46.3%- medium and 
23.3% small diameter fibres. In the costal part the fibre 
diameter size was also from 10 to 65 pm. and there 
were 12.0% large. 55.5% medium and 32.5% small 
diameter fibres. Relatively higher content of connective 
tissue was found in the costal part. The activity of oxi­
dative enzymes was present in all muscle fibres, like 
moderate or strong. The LDH activity was moderate in 
60.9% and strong in 39.1% fibres of the lumbal part 
but moderate in 55.2%’ and strong 44.8% fibres of the 
costal part. The SDH activity was very similar in both 
phrenic parts. There were 52.7% moderately and 47.3% 
strongly active fibres in the lumbar part hut 52.3% 
moderately and 47.7% strongly active fibres in the cos­
tal part. The activity of LDH and SDH was strong in 
almost all fibres of the large diameter. The phosphory­
lase activity was present in all phrenic muscle fibres. 
The activity of alkaline stable ATP-ase (pH 9.4) was 
present in 61.7% fibres of the pars costalis (Fig. 1) and 
in 53.8% fibres (Fig. 2) in the pars lumbalis (type II 
fibres) while acid stable ATP-ase (pH 4.3) was found 
in 38.3% fibres in the pars costalis and in 46.2% fibres 
in the pars lumbalis (type I fibres). Almost all muscle 
fibres of the large diameter have shown the activity of 
acid stable ATP-ase and they belong to the slow fibres 
(type I).

DISCISSION

The investigations have shown that the pars muscu- 
laris diaphragmac in lambs was built up heteroge­
neously in regard to the fibre diameters. Though, in 
both phrenic parts the fibres of medium diameter pre­
vail. there were more large diameter fibres in the lum­
bal than in the costal part. The large diameter fibres 
possess the strong activity of both dehydrogenases and 
acid stable ATP-ase and they belong mostly to the

1 Lamb, pars costalis diaphragmac. ATP-ase 
9.4. Magn. 10 x 2.5; dark: fast muscle fibres 
(type II). light: slow muscle fibres (type I)
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2 . Lamb, pars lumbalis diaphragmae, ATP-ase 
9.4. Magn. 10 x 2,5; dark: fast muscle fibres 
(type II). light: slow muscle fibres (type I)

type I fibres. In the lumbar phrenic part there were 
more large diameter fibres, more type I fibres as well 
more fibres with the medium LDH activity, while in 
the phrenic costal part there were more medium and 
small diameter fibres, more type II fibres and more 
fibres with the strong LDH activity. The activity of 
SDH was almost the same in both phrenic parts. These 
differences point out to the existence of functional dis­
tinctions between the lumbar and costal phrenic parts. 
The costal part serves mostly during the calm breathing 
while the lumbar part serves mostly during the forced 
breathing and during the nonrespiratory actions, upon 
which indicates numerousness of the large diameter fi­
bres with a higher tension potential.

Since we arc dealing with the very young animals 
the findings of the large diameter fibres, mostly of 
type I. could speak for the initial hypertrophy of some 
muscle fibres connected with the transition of lambs to 
the ruminants. To push a heavier rumen back during 
the inspiration and a gradual inclusion of the dia­
phragm in the act of rumination needs muscle fibres 
with a bigger and bigger tension strength and because 
of that the muscle fibres of larger diameter prevail in 
the lumbar phrenic part. On the contrary, in the horse’s 
lumbar phrenic part, fibres of a smaller diameter pre­
vail and in the horse's costal phrenic part, fibres of 
a bigger diameter prevail (Zobu n d ž i j a et al.. 1994) 
and it means that in horses the lumbar part mostly 
serves during the calm breathing while the costal part 
mostly serves during the forced breathing and during 
the nonrespiratory actions.
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ORNITHOSIS OF MUNICIPAL PIGEONS COLUMBA LIVIA
F. DOMESTICA GONE WILD IN KOŠICE

ORNITÓZA U MĚSTSKÝCH ZDIVOČENÝCH HOLUBOV COLUMBA
LIVIA F. DOMESTICA v KOŠICIACH

L. Cisláková1, Z. Dietzová2, H. Prokopčáková1

1 Institute of Epidemiology, Faculty of Medicine, P. J. Safárik University, Košice, Slovak 
Republic

~ National Health Institute, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: Authors present results of investigations of municipal populations of pigeons Columba livia f. domestica gone 
wild, living in Košice, by complement-binding reaction microtechnique method using genero-specific antigen Chlamydia 
psittaci (Bioveta, Ivanovice na Hané, Czech Republic). Pigeons were trapped in historic part of the city of Košice in the lofts 
of ancient buildings with damaged roofs and unclosed dormers in January and April 1997. Investigations of 292 pigeon sera 
showed 43.1% of positive animals in titre 1:16 and higher. From titre 1 : 8 46.2% sera were positive. High frequency of 
antibodies and high levels to the titre 1 : 2 048 (Tab. I) were found. Regarding health risk of disease transmitted to humans 
and protection of buildings and monuments in the case of outbreak of pigeons, it is necessary to accept more pressing forms 
of their regulation. The results presented here demonstrate that municipal populations of pigeons Columba livia f. domestica 
gone wild living in Košice arc much infected by Chlamydia psittaci.

Columba livia f. domestica; Chlamydia psittaci; ornithosis

ABSTRAKT: Autori prezentuji) výsledky vyšetření městských populácií zdivočených holubov Columba livia f. domestica, 
žijúcich v Košiciach, mikrometódou komplement-viažucej reakcic za použitia rodovo Specifického antigénu Chlamydia psit­
taci fy Bioveta, Ivanovice na Hané, Česká republika. Holuby boli odchytávané v historickej časti města Košice na povalách 
starých budov s poškodenými střechami, s neuzatvorenými strešnými oknami v mesiacoch január a apríl 1997. Vyšetřením 
292 sér holubov bolo zistených 43,1 % pozitívnych v titre 1:16a vyššie. Od titra 1 : 8 bolo 46,2 % sér pozitívnych. Zistená 
bola vysoká frekvencia protilátok i vysoké hladiny až do titra 1 : 2 048 (Tab. I). Vzhfadom na zdravotně riziko ochorenia 
ludí i ochrany stavebných pamiatok v případe premnoženia holubov je potřebné pristúpiť к doraznejším formám ich regulácie. 
Uvedené výsledky dokazuji), že městské populácie zdivočených holubov Columba livia f. domestica, žijúce v Košiciach, sú 
Chlamydia psittaci značné infikované.

Columba livia f. domestica; Chlamydia psittaci; ornitóza

ÚVOD

Městské populácie zdivočených holubov sú potom- 
kovia holubov skalných (Columba livia), žijúcich v zá- 
padnej a južnej Europe, severnej Afrike a Prednej Ázii. 
Stali sa súčasťou synantrópnej fauny všetkých miest, 
kde nachádzajú dostatek potravy a priaznivé podmien- 
ky na hniezdenie, pretože tu nemajú prirodzených ne- 
priaterov, nežijú tu dravce. Holuby, ako i iné vláky, 
nachádzajú právě v historických častiach miest z eko­
logického hladiska najvhodnejšie podmienky. Násled­
kem toho sa však často premnožujú a spósobujú značné 
škody na domovom fonde, historických budovách, lud- 
skom zdraví a v hospodárstve. Pósobia však aj poteše- 
nie zo živej přírody. Viaceré práce publikované vo svě­
tověj aj našej literatúre poukazujú na ich škodlivost’ 
v městských aglomeráciách. Údaje o premorenosti ho­

lubov na ornitózu v Bratislavě uvádza Řeháček a i. 
(1976, 1984), Kmety (1977), Kociánová a i. 
(1993), v Brně P i к u 1 a a i. (1981), Fo 1 к a Zaple­
tal (1980), Hudec (1977), Věžník a i. (1996, 
1997), Pospíšil a i. (1996), v Prahe Roedl (1996).

Holuby sú infikované róznymi zárodkami patogén- 
nymi pre člověka aj zvieratá, najčastejšie chlamýdiami 
(Kmety, 1977), ktoré sú rozšířené v celej živočíšnej 
říši, a to medzi teplokrvnými i studenokrvnými živo- 
číchmi, dokonca i medzi bezstavoveami (Barron, 
1988). Zistený bol výskyt protilátok aj u drobných 
zemných cicavcoch (Cisláková a i., 1993).

Do rodu Chlamydia sú v súčasnosti zahrnuté štyri 
druhy: Chlamydia trachomatis, Ch. psittaci, Ch. pneu­
moniae a Ch. pecorum.

Ornitóza-psitakóza je akútne horúčkovité ochorenie 
s róznymi klinickými prejavmi, prebiehajúce od inapa-

VET. MED. -CZECH, 43, 1998 (12): 361-363 361



rentných infekcií cez miernejšie, chřipku pripomínajú- 
ce formy, až po ťažké pneumonic so sepsou, končiace 
často smrtelné pri neliečených alebo náležíte nelieče- 
ných prípadoch. Priebeh ochorenia závisí od vlastností 
kmeňa Ch. psittaci vyvolávajúceho infekciu, pravděpo­
dobně v súvislosti s prameňom nákazy, a od veku po­
stihnutých. U starších osob je priebeh ochorenia ťažší. 
Časté sú relapsy ochorenia v dósledku perzistencie je­
ho povodců v 1'udskom organizme, čo móže viesť к sta­
vu nosičstva a vylučovania chlamýdií spútom ešte nie- 
kolko mesiacov po překonaní infekcie. Ch. psittaci 
infikuje člověka cez respiračný trakt, potom je přene­
sená к retikuloendoteliálnym buňkám sleziny a pečene. 
kde sa rozmnoží a napadá pluca a iné orgány hemato-

v er 1962; L e n e 11 e a Schmidt, 1974). Za pozi­
tivně sme považovali protilátky od titra 1 ; 16 s doplň­
kovým údajom pozitivity od titra 1 : 8. Použitý bol 
rodovo špecifický antigén Chlamydia psittaci pre KVR 
(Bioveta Ivanovice na Hané, Česká republika).

VÝSLEDKY

Vyšetřením 292 městských holubov bolo zistených 
126 (43,1 %) pozitívnych sér v titre 1:16. Od titru 1 : 8 
bolo 46,2 % holubov pozitívnych. Zistená bola vysoká 
frekvencia protilátok i vysoké hladiny až do titru 1 : 2 048 
(Tab. I).

1. Protilátky proti Chlamydia psittaci u holubov odchytaných v Košiciach - Antibodies against Chlamydia psittaci in pigeons trapped in 
Košice

Odchyt1 Počet 
vyšetřených2

Pozitivně3 Výška titrov4

počet5 % 1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 ; 256 1 : 502 1 : 1 024 1 : 2 048
I Január6 1997 133 62 46.6 7 20 14 12 1 2 - 6 -

Apríl7 1997 159 73 45,9 2 10 14 1 7 6 11 22
1 Spolu8 292 135 46.2 9 30 28 13 8 8 11 28

Poznámka - Note:
Od titra I : 8 pozitívnych 135, t.j. 46.2 % - from titre I : 8 positive 135, i.e. 46.2% 
()d titra I . 16 pozitívnych 126, t.j. 43,1 % - from titre 1 : 16 positive 126, i.e.. 43.1%

'trapping, 2number of examined. 3 positive, 4level of titres, 5numher. '’January, 7April, Ktotal

génnou cestou. Pri nepncumonickej forme ochorenia je 
široké spektrum klinických prejavov s ich nepřítom­
nostem zo strany dýchacieho systému.

Infikované vtáky vylučujú chlamýdie sekrétom z hor­
ných ciest dýchacích a trusom. К přenosu infekcie na 
člověka dochádza najčastejšie vzdušnou cestou, pričom 
sa póvodca nákazy dostává na sliznicu dýchacieho trak­
tu, připadne spojivky. Stačí krátký pobyt v priestore. 
v ktorom sa nachádzajú vtáky vylučujúce chlamýdie. 
Pri přenose sa móže uplatnit’ aj perie a aerosol. Zriedka 
sa móže nákaza preniesť alimentárně a pripúšťa sa aj 
možnost" infekcie po poranění pri pitvě (Strauss a i., 
1965), pretože póvodca infekcie sa nachádza vo vnú- 
torných orgánoch vtákov.

Z uvedeného vyplývá, že na chlamýdiovú infekciu 
třeba myslieť pri pneumóniách a chrípke podobných 
ochoreniach 1'udí po kontakte s doma chovanými okras­
nými a spevavými vtákmi, hulubami žijúcimi v mestách 
a volnej prírode i po kontakte s úžitkovými vtákmi.

MATERIÁL A METÓDY

Holuby boli odchytávané v historickej časti města 
Košice na povalách starých budov s poškodenými stře­
chami, s neuzatvorenými strešnými oknami, v mesia- 
coch január a apríl 1997. Spolu ich bolo vyšetřených 
292. Séra boli vyšetřované mikrometódou KVR (Sc-

Dosiahnuté výsledky ukázali, že holuby mestskej 
populácie žijúce v Košiciach sú chlamýdiami značné 
infikované.

DISKUSIA

Prameňom povodců Ch. psittaci. ktorá vyvolává or- 
nitózu-psitakózu, je výše 130 vtáčích druhov, v našich 
podmienkach hlavně holuby. O možnosti přenosu ná­
kazy z holuba na člověka svedčia u nás hlásenia ocho- 
rení a kazuistiky autorov Hrázi к a i. (1970), Ře­
háček a i. (1984), Kmety (1977). Chlamýdie 
prežívajú v sliznici črevného traktu vtákov. Výkalmi, 
připadne sekrétmi z nosohltanu sa vylučujú a člověk sa 
infikuje vzdušnou cestou, inhalovaním kontaminované­
ho prachu, připadne kvapóčkového aerosolu. Na mies- 
tach prebývania holubov, ich hniezdiskách a stanoviš- 
tiach sa hromadí trus a iný odpad, ktorý vysýchá, 
tuhne, vetrom a dažďom móže byť odnášaný do volnej 
atmosféry. V roku 1988 sme v niekofkých kazuistikách 
poukázali na vznik ornitózy u reštaurátorov historic­
kých objektov Dómu sv. Alžběty v Košiciach, osídle­
ných zdivočenými holubmi. Práca reštaurátorov spočí­
vala v mechanickom a chemickom odstraňovaní nečistot 
a nánosov z kameňa a v jeho umývaní. Pri tejto práci 
prichádzali do styku s vyschnutými exkrétmi vtákov, 
pričom sa infikovali Ch. psittaci. Piati pracovníci boli
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hospitalizovaní s prejavmi bronchopneumónie a akút- 
nej bronchitídy. Ostatní překonali chřipkový horúčnatý 
stav. Na základe sérologického vyšetrenia a opakova­
ných dokazov vzostupu komplement-viažúcich antichla- 
mýdiových protilátok bola potvrdená infekcia Ch. psitta- 
ci u 19 z 23 pracovníkov (P o s p i š i I a i., 1988).

ZÁVĚR

Vzhladom na zdravotně riziko ochorenia ludí i ochra­
ny stavebných pamiatok, z preventivných opatření je 
potřebné zabránit’ predovšetkým hniezdeniu holubov, 
uzatvárať strešné okná, udržiavať čistotu povalových 
priestorov budov, nekrmit' tieto vtáky. Pri přemnožení 
holubov třeba pristúpiť к doraznejším formám regulá- 
cie ich počtu. Riešenie problematiky je v posobnosti 
veterinárnej služby, ktorá hodnotí stav premnoženia 
holubov v danej lokalitě a potřebu ich regulácie. Čin­
nost' v tejto oblasti má vykonávat' aj Slovenský zväz 
ochrancov prírody a krajiny.
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pro západní Evropu; 60 NLG pro východní Evropu) v sobě zahrnuje i vstupní poplatek na 
každoroční vědeckou konferenci. Formulář pro budoucí členství je možné získat na adrese: 
motlik@iapg.cas.cz nebo B.van.der.Weijden@bdv.dgk.ruu.nl

První, velmi úspěšná konference, která přinesla velmi intenzivní výměnu zkušeností mezi 
praktickými veterinárními lékaři a pracovníky v reprodukčním výzkumu, se konala v roce 
1997 v Mariensee v Německu, druhá se konala od 26. do 28. listopadu 1998 v Keszthelý 
v Maďarsku.

Třetí konference se bude konat v Angers ve Francii od 25. do 27. listopadu 1999 a jejím 
organizátorem bude Dr. Marc Driancourt. Konečně čtvrtá výroční konference v roce 2000 se 
bude konat v Praze a její organizací byl pověřen doc. MVDr. Jan M o 11 í к, DrSc. Zvané 
přednášky na výročních konferencích jsou publikovány v plném rozsahu v časopisu Repro­
duction in Domestic Animals.

Všechny další informace o Evropské společnosti pro reprodukci domácích zvířat (ESDAR) 
a o jejich aktivitě najdete na: Society’s website homepage: address http/www.tzv.fal.de/esdar

Doc. MVDr. Jun Motlik, DrSc. 
zástupce CR v ESDAR
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CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF CADMIUM (CdCh) 
INVESTIGATED ON A RAT LIVER EPITHELIAL CELL LINE 
(Anr-4 CELLS) AND CHINESE HAMSTER LUNG FIBROBLASTS 
(V 79 CELLS)

SLEDOVANIE CYTOTOXICITY A GENOTOXICITY KADMIA (CdCl2) 
NA PECEŇOVÝCH BUŇKÁCH POTKANOV (Anr-4) A PLÚCNYCH 
FIBROBLASTOCH ČÍNSKÉHO ŠKREČKA (V 79 CELL LINE)

E. Hurná1, S. Hurná2

'Research Institute of Experimental Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic 
"Technical University, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: The cytotoxic effects of cadmium on Anr-4 cell line (rat liver epithelial cells) were assessed by neutral red 
uptake assay (NR), determination of protein and activity lactate dehydrogenase (LDH) in the medium. Cadmium chloride 
decreased the viability of cells in a concentration dependent manner. At 25 цМ/l Cd, the viability was 62.27 ± 2.78% and at 
the highest concentration (100 цМ/l CdCl2) was 0.29 ± 0.33%. The proliferation of cells was determined by the measurement 
of total protein. At 25 цМ/l Cd, the proliferation was 82.06 ± 3.34% and at 100 цМ/l Cd 21.80 ± 1.48%. Leakage of LDH 
into the medium was used to assess Cd-induced cell membrane damage. LDH activity in the medium of the control cells was 
58.09 ± 2.60% and at 25 pM/1 Cd 72.88 ± 1.56%. Genotoxic effect was determined by micronucleus test. The fibroblasts of 
Chinese hamster V 79 cell line was used for this purpose. In the control cells, the number of the micronuclei was 5 against 
the highest concentration (50 цМ/l CdCl2), where the number of micronuclei was 20 (p < 0.001).

cadmium; genotoxicity; cytotoxicity; Anr-4 cells; V 79 cells

ABSTRAKT: Cytotoxické účinky kadmia na bunkovej linii Anr-4 (epiteliálne buňky pečene potkanov) sme hodnotili metodou 
přestupu neutrálnej červene, určením celkového množstva proteinu a aktivity laktátdehydrogenázy v médiu. Chlorid kadem- 
natý znižoval prežívatefnosť buniek v závislosti od dávky. Pri koncentrácii 25 цМ/l Cd sa prežívatefnosť buniek znížila na 
62,27 ± 2,78 % a pri najvyššej koncentrácii (100 цМ/l CdCl2) bola 0,29 ± 0,33 %. Proliferáciu buniek sme zisťovali metodou 
merania celkového proteinu. Proliferácia buniek pri koncentrácii 25 цМ/l Cd bola 82,06 ± 3,34 % a v 100 pM/1 Cd 21,80 ± 1,48 %. 
Zisťovanie koncentrácie uvolněného enzýmu laktátdehydrogenázy v médiu v kontrólnych buňkách bola 58,09 ± 2,60 % oproti 
najvyššej nameranej koncentrácii a pri 25 цМ/l Cd 72,88 ± 1,56 %. Na zisťovanie genotoxického účinku sme použili mikro- 
nuklcus test. V kontrolných buňkách bolo zistených pät mikrojadier, zatial čo pri najvyššej koncentrácii (50 цМ/l CdCl2) bol 
počet mirojadier 20 (p < 0,001).

kadmium; cytotoxicita; genotoxicita Anr-4; buňkové linie

INTRODUCTION

Cadmium is an important environmental pollutant. 
In industrialized countries, its release into the environ­
ment has increased considerably during the second half 
of this century (T i r a n et al., 1995). It is a byproduct 
of zinc and lead mining and smelting (Waalkes et 
al., 1989). Cadmium is widely used in electroplating 
and galvanising, as a colour pigment in paints, and in 
batteries (Liu et al., 1991).

Cadmium is a potent poison for organisms. Acute 
exposure can cause damage to a variety of organs and 
tissues, including the liver and kidneys (O vergönne

et al., 1995). The heavy metal cadmium is carcinogenic 
in long-term rodent bioassays and there is a limited 
evidence that it is a human carcinogen (О I d r i g e s et 
al., 1989; Bell et ak, 1991; Stayner et al., 1992). 
The mechanism by which cadmium induces carcino- 
genity (Hartman and Speit, 1996) and the nature 
of its uptake and transport is still poorly understood 
(Blažka and Shaikh, 1992).

The aim of our study was to investigate Cd cyto­
toxicity by neutral red uptake assay, protein determi­
nation and measurement of lactate dehydrogenase into 
the medium. Genotoxicity was determined by micronu­
cleus test.
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MATERIAL AND METHODS

Cell cultures

The rat liver epithelial cells (Anr-4 cell line) were 
obtained from the European cell culture bank (London. 
UK) and maintained as continuous monolayer cultures 
in tissue culture flasks (NUNC, Kamstrup, Denmark) 
at 37 °C in a humidified atmosphere made of 5% CO2 
and 95% air. Cells were grown in Williams E medium, 
supplemented with 10% fetal calf serum, 100 lU/ml 
penicillin G and 100 pg/ml streptomycin.

Chinese hamster lung fibroblasts (V 79 cell line) 
were seeded in 75 cm2 Falcon tissue flasks with 15 ml 
Eagle’s Minimal Essential medium supplemented with 
10% fetal bovine serium and antibiotics: 100 IU peni- 
cillin/ml and 100 pg streptomycin/ml medium in the 
humidified 5% CO2 incubator at 37 °C.

Chemicals

Tissue culture reagents were purchased from Sigma 
Chemicals Co. (St. Louis, Mo.), CdCl2 was obtained 
from Merck (Darmstadt, Germany).

Toxicant exposure

Approximately IO4 cells were plated in 96-well tissue 
culture plates (NUNC). After 24 h, the culture medium 
was replaced with 100 pl medium containing various 
concentrations of cadmium in solution (5 to 100 pM/l) 
and incubated for a further 24 h.

Neutral red uptake assay

Neutral red uptake assay was used according to В о - 
renfreund and P u e r n e r (1985). Briefly, the me­
dium containing cadmium chloride was removed after 
incubation with cells for 24 h and replaced with 100 pl 
medium containing 50 pg/NR/ml. Thereafter, the me­
dium was removed and the cells were rapidly washed 
with fixative (1% formaldehyde and 1% CaCl2), follo­
wed by the addition of 1% acetic acid and ethanol mix­
ture to extract the dye from the cells. After 10 min at 
room temperature and rapid agitation on a microtitre 
plate shaker, the plates were transferred to a microplate 
reader equiped with a 540 nm filter to measure the 
absorbance of the extracted dye. Results are expressed 
as a percentage of the optical density determined for 
extract from control cultures at 540 nm. Each experi­
ment was perfomed in triplicate (n = 24).

Protein determination

The procedure for the determination of total cell 
protein/well (Knox et al., 1986) was used as the test 
assay. Briefly, after removal of the culture medium, the 
cells were washed with physiological saline before be­
ing fixed in 3% glutaraldehyde for 10 to 12 min. The

ceils were then stained with Kenacid Blue R solution. 
Excess stain was removed by a series of rinses involv­
ing agitation in a destain solution, a precise amount of 
desorb solution was added, and the plate was agitated 
for 15 min. The colour of the desorb solution was then 
read at 570 nm, and values obtained for test wells were 
compared with those for control wells. Results are ex- 
presed as a percentage of the optical density determi­
ned for extract from control cultures. Each experiment 
was performed in triplicate (n = 24).

Determination of lactate dehydrogenase (LDH) release 
in the medium

LDH release into the incubation medium was mea­
sured by collecting the culture medium after 24 h of 
exposure to the cadmium chloride. After centrifugation 
(1000 x g, 5 min), the supernatant was analysed by 
determining LDH total activity at 500-520 nm in a spec­
trophotometer. Reagent kits for the clinical screening 
of LDH were used in this assay. Each experiment was 
performed in triplicate in = 24).

Micronucleus test

Approximately 1-2 million exponentially growing 
V 79 cells in flask of 25 cm“ surface area were used 
for testing genotoxicity. After 24 h incubation, the va­
rious concentrations for cadmium chloride (5-50 pM/l) 
were added to the culture cells for another 24 h. The 
micronucleus assay was performed according to an ear­
lier report (Kri sh n a et al.. 1989). After further cul­
ture for 24 hours, cytochalasin В was added to the fresh 
medium. Then the cells were washed with phosphate 
buffered saline, harvested, washed by centrifugation, 
resuspended in a hypotonic solution 75 цМ KC1 for 
20 min at 37 °C and fixed in 3 : 1 mixture of metha­
nol-acetic acid 3 times. After hypotonic treatment, 
a small drop of cell suspension was placed onto a clean 
slide. The slides were finally stained with 3% Giemsa. 
The frequency of micronucleus formation was based on 
1 000 binucleated cells (BN) in each treatment group. 
For each treatment group, three replicate cultures were 
used.

Statistical analysis

The data from cytotoxicity assays are expressed as 
the arithmetical mean percentage of control ± standard 
error of the mean, a statistical significance was deter­
mined using the Student Mest. The Chi square test was 
used for statistical analysis of date from in vitro mic­
ronucleus assay (A m p h 1 e 11 and De low, 1984).

RESULTS

The effect of various cadmium chloride concentra­
tions is shown in Fig. I. The viability of attached Anr-4
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% of

1. The effect of cadmium chloride on Anr 4 cells after 24 h exposure 
investigated by neutral red uptake inhibition assay. The data are 
expressed as the mean percentage of control ± standard error and 
statistical significance was determined using the Student Mest 
(n = 24). The results are significant from 10 to 100 pM cadmium 
chloride, p < 0.05

2. The effect of cadmium chloride on Anr 4 cells after 24 h exposure 
investigated by the measurement of total protein. The data are ex­
pressed as the mean percentage of control ± standard error and 
statistical significance was determined using the Student Mest 
(л = 24). The results are significant from 10 to 100 pM cadmium 
chloride, p < 0.05

дМ CdCI2

3. The effect of cadmium chloride on Anr 4 cells after 24 h exposure 
investigated by the measurement of LDH in medium. The data are 
expressed as the mean percentage of the highest concentration ± 
standard error and statistical significance was determined using the 
Student Mest (л = 24). The results are significant from control to 
50 pM cadmium chloride, p < 0.05

cells was assesed by means of the neutral red uptake 
inhibition assay. Cadmium chloride decreased the via­
bility of cells in a concentration dependent manner 
from 10 to 100 цМ/l of Cd. At 10 цМ/l Cd, the viabi­
lity was 95.15 ± 3.86%, at 25 цМ/l cadmium chloride 
it was 62.27 + 2.78%, at 50 pM/1 Cd the viability of 
cells decreased to 15.39 ± 2.24% and at the highest 
concentration of cadmium chloride, the viability of cells 
was only 0.29 ± 0.33%.

The proliferation of cells was determined by measu­
rement of total protein (Fig. 2). The amount of cell

I. The mieronucleus frequencies induced by CdCI2 (5-50 p.M/1) on 
V 79 cells

2000 cells/1000 binucleated cells (BN)

(CdCI2)
BN/1000 
cells (%) 1 MN 2 MN >2 MN % MN/1000 

BN

Control 30.3 5 0 0 0.5

5 pM/1 32.7 13* 0 0 1.3

10 pM/1 38.6 19* 0 0 1.9

25 pM/l 40.4 20* 3 0 2.3

50 pM/1 42.5 20* 3 0 2.3

* p < 0.001

protein was decreased with increasing of cadmium doses. 
At 5 pM/1 Cd. it was 94.07 ± 1.61% at 10 цМ/l of 
cadmium chloride, the amount of cell protein was 87.62 ± 
3.12%, at 25 pM/1 and 50 pM/1 it was 82.06 ± 3.34% and 
50.42 ± 1.44% and at the highest concentration 
(100 цМ/l), the cell proliferation was 21.80 ± 1.48%.

Leakage of LDH into the medium was used to assess 
Cd-induced cell membrane damage (Fig. 3). At the low 
concentrations, the level of enzyme increased slowly. 
At 25 pM/1 Cd, the level of lactate dehydrogenase was 
65.97 + 1.83% and at 50 pM/1 83.52 ± 1.72%.

Genotoxic effect of cadmium was evaluated by mic­
ronucleus test (Tab. I). Cadmium chloride (5-50 pM/l) 
increased the number of micronuclei in V 79 cells.

DISCUSSION

Three in vitro assays were used for detecting cadmi­
um toxicity on Anr-4 cell line. Cadmium decreased the
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viability and proliferation of the cells and increased the 
level of lactate dehydrogenase in the medium. The re­
sults of the cadmium viability experiments indicated 
that Cd concentrations from 10 цМ/l were needed to 
injure the lysosomes. Low Cd concentrations showed 
a severe inhibition of cell proliferation. Inside the cell, 
cadmium can interfere with different regulation proces­
ses, some of which are possibly involved in mitosis. 
The release of Ca2+ forms intracellular compartments 
by binding on membrane receptors (Smith et al., 1994). 
Elevated levels of intracellular free Ca2+ may inhibit 
proliferation (Braeckman et al., 1997).

L у о ns - A 1 c á t ar a and Mothersill (1996) 
investigated the effect of cadmium on fish and mam­
malian cells. The results show that cadmium toxicity to 
human urothelium was only observed at levels above 
50 p.M/1 Cd2+. The concentration higher then 100 pM/l 
Cd did not support any growth. The effect of Cd2+ on 
fish skin and esophageal epithelium is similar with sig­
nificant reduction in growth areas at level of cadmium 
ion 5 цМ. In both primary systems the human cells are 
more able to tolerate cadmium than the rainbow trout 
cells. Similar differences in sensitivity were found by 
Marion and Denezeau (1983b).

The cytotoxicity of various cadmium concentrations 
was investigated by El A z z o u у i et al. (1994). After 
different time periods, the number of viable cells was 
measured by the MTT test. Exposure to 50 цМ/I cad­
mium chloride caused an acute toxicity of CEM-CI2 
cells, since more than half of the cells died within 6 h 
and only a few cells survived more than 18 h.

LDH activity was determined as a measure of cyto­
toxicity. A dose-related extracelular LDH increase was 
found. Bucio et al. (1995) reported that acute high 
dose Cd treatment resulted in a significant increase in 
the LDH leakage into the culture media in a similar 
fashion.

Genotoxic effects of metal ions investigated В é г - 
ces et al. (1993). They found that cadmium ions in­
creased the micronucleus frequency linearly after incu­
bation with whole blood in vitro at concentration of 
10-6 to 10-3 M for 30 min. Genotoxicity with cadmium 
chloride, cadmium sulfate and cadmium sulfide in vivo 
and in vitro have been described by Hughes et al. 
(1995).

Yamada et al. (1993) and Nocentini (1987) 
investigated the effect of cadmium in combination with 
various DNA-damaging agents. Low concentrations of 
cadmium increased chromosomal aberrations and led to 
an accumulation of strand breaks in mammalian cells.

In conclusion, cadmium chloride decreased the via­
bility and proliferation of the cells, increased the rele­
ase of lactatedehydrogenase in the medium and the 
number of micronuclei in the micronucleus test.
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ISOLATION OF LACTOCOCCUS GARVIEAE SPECIES FROM
BOVINE MASTITIS

IZOLACE DRUHU LACTOCOCCUS GARVIEAE Z BOVINNÍ MASTITIDY

I. Sedláček, P. Benda

Czech Collection of Microorganisms, Masaryk University, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Bovine mastitis is caused mostly by streptococci or staphylococci. From the streptococcus-related group the 
Lactococcus garvieae is mentioned in connection with the illness. This species is able to grow both at 10 and 45 °C (L. 
garvieae is the only lactococcus which grows at 45 °C) and in the presence of 6.5% NaCl, which are the key characteristics 
of enterococci and should be in this way misidentified as a member of the genus Enterococcus. On the other hand, L. garvieae 
did not grow at pH 9.6 and did not react with streptococcal grouping antigen for group D. The paper presents the characteristics 
originated from the five cultures isolated at the end of 1997 year in North-east Moravia. Recent results of tests based on 
Czech commercial identification kits (STREPTOtest 16, STAPHYtest 16 and ENCOCCUStest) should help with the identi­
fication of the pathogen from animal clinical sources because our results were almost identical for all isolates. Positive 
pyrrolidonyl arylamidase reaction distinguishes L. garvieae from pediococci, leuconostocs or viridans streptococci and toget­
her with positive leucine aminopeptidase from aerococci. Members from genus Globicatella do not grow at 10 and 45 °C, 
members from genus Facklamia have negative hydrolyse of esculin in comparison with L. garvieae. Species differentiation 
of L. garvieae from the other lactococci is based on positive pyrrolidonyl arylamidase and arginine dihydrolase reactions and 
acid production from ribose and melibiose. According to our observation L. garvieae is no rare species, but probably with 
regard to lack of information about the taxon it can be commonly identified as viridans streptococcus or as enterococcus. 
Two isolates were deposited in the Czech Collection of Microorganisms as CCM 4682 and CCM 4683.

mastitis; identification; Lactococcus garvieae

ABSTRAKT: Bovinní mastitidy jsou většinou způsobeny streptokoky nebo stafylokoky. Ze skupiny tzv. mléčných koků je 
v souvislosti s tímto onemocněním uváděn jako příležitostný patogen i druh Lactococcus garvieae. Tento druh svou schop­
ností růstu při teplotě 10 i 45 °C a také při 6,5 % NaCl se shoduje s charakteristikou klíčových rysů pro enterokoky a zřejmě 
tak bývá i chybně diagnostikován. Ve studii jsou uvedeny údaje od pěti kultur izolovaných v závěru roku 1997 v regionu 
severovýchodní Moravy. Uvedené výsledky biochemických a fyziologických testů mohou napomoci průkazu tohoto patogena 
ve veterinárním klinickém materiálu, protože prezentovaná podrobná charakteristika druhu je založena na výsledcích získa­
ných na tuzemských identifikačních soupravách. Dle našeho názoru se nejedná o vzácný druh, ale pravděpodobně vzhledem 
к nedostatku informací o tomto taxonu může být rutinně identifikován jako viridující streptokok nebo enterokok.

mastitida; identifikace; Lactococcus garvieae

ÜVOD

Mastitidy skotu jsou nejčastěji způsobeny streptoko­
ky a stafylokoky (Watts and Owens, 1988; 
Watts et al., 1984; Watts et al., 1986), méně často 
koliformními bakteriemi nebo druhem Arcanobacteri- 
um pyogenes. V ojedinělých případech mohou mastiti­
dy vyvolat i podmíněně patogenní nebo saprofytické 
bakterie, například koagulázonegativní stafylokoky 
(M ied zobrod zk i et al., 1989; Naidu et al., 
1990), enterokoky a laktokoky. Z laktokoků způsobuje 
mastitidu druh Lactococcus garvieae (Collins et al., 
1983; Schleifer et al., 1985; Watts, 1988). Ten­
to druh je znám i z humánní klinické mikrobiologie 
(Elliott et al., 1991).

Rod Lactococcus (Schleifer et al., 1985) zahr­
nuje skupinu koků původně označovanou jako mléčné

streptokoky. Většina druhů rodu Lactococcus je význam­
ná z hlediska potravinářské mikrobiologie a je obecně 
považována za nepatogenní (F а с к 1 a m and Wash­
ington, 1991). Laktokoky jsou kataláza-negativní, 
gram-pozitivní, fakultativně anaerobní koky (kulatý až 
ovoidní tvar) vyskytující se jednotlivě, po dvou nebo 
v řetízcích ( Schleifer and Kilpper-Bälz, 
1987). Schopnost laktokoků růst při teplotě 10 °C, ale 
ne při 45 °C je rodová charakteristika, která je, až na 
výjimky, odlišuje jak od streptokoků, tak i od enterokoků.

Rozšiřující popis druhu Lactococcus garvieae podali 
Teixeira et al. (1996), kteří navíc do tohoto druhu 
přeřadili i „Enterococcus seriolicida“ (Kusuda et al., 
1991), způsobující onemocnění ryb. A právě bioche­
mická i fyziologická podobnost L. garvieae některým 
zástupcům rodu Enterococcus může vést к jejich zámě­
ně či přehlédnutí při identifikaci, a to jak ve veterinár-
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ní, tak i v humánní klinické mikrobiologii (Teixeira 
et al., 1996). Druh L. garvieae je schopen, stejně jako 
enterokoky, růst při teplotě 45 °C a v přítomnosti 
6,5 % NaCl nebo hydrolyzovat eskulin v přítomnosti 
žluče, což byly původně charakteristiky typické výluč­
ně pro rod Enterococcus (Teixeira et al., 1996). 
Z tohoto důvodu seznamujeme s našimi zkušenostmi 
s identifikací zmíněného taxonu pocházejícího z veteri­
nárního materiálu.

MATERIÁL A METODA

Přehled testovaných kmenů a jejich zdroj je uveden 
v tab. I. Kmeny pocházely ze tří stájí na severovýchod-

lyzin Staphylococcus aureus'), reakce s fenolftaleindi- 
fosfátem a hipurátem sodným. Všechny kmeny byly 
dále identifikovány setem STREPTOtest 16 (Lachema, 
Brno) a programem TNW 5.0. Citlivost к antibiotikům 
byla stanovena plotnovou metodou na Mueller-Hinton 
agaru (Oxoid CM 337) pomocí antibiotických disků 
Oxoid CT.

Izoláty byly uchovány na vpichu v BHI agaru a sou­
časně také v BHI bujónu. Pro testování byly vždy kul­
tury přeočkovány na krevní agar (7 % berani krve) 
a kultivovány 24 h při teplotě 37 °C. Opakované testo­
váni bylo prováděno pomocí klíčových konvenčních 
testů pro tuto skupinu (Ruoff, 1995) a dále komerč­
ními soupravami STREPTOtest 16, STAPHYtest 16. 
ENCOCCUStest. PYRAtest, VPtest (Lachema, Brno),

I. Seznam kmenů L. garvieae a zdroj izolace - A list of L garvieae strains and source of isolates

Označení kmene1 Zdroj izolace2 Klinické vyšetření3 SCC Typ vzorku4

436 sekret mléčné žlázy skotu5 negativní6 561 směsnýK

447 sekret mléčné žlázy skotu negativní 828 směsný

462 sekret mléčné žlázy skotu CHKM (vločky)7 715 čtvrťový9

488 sekret mléčné žlázy skotu negativní 514 směsný

1328 sekret mléčné žlázy skotu CHKM (vločky) 973 čtvrťový

SCC = počet somatických buněk (tis./ml) - somatic cell counts (thous./ml)
CHKM = chronická katarální mastitida - chronic catarrhal mastitis
'strain designation, 2source of isolate, "clinical examination, 4sample type, "bovine mammary gland secretion, "negative, 7floccules, "bulk 
milk, yudder quarter milk

ní Moravě. Jednalo se o rutinně sledované vzorky mlé­
ka dojnic. Zvířata byla vyšetřována jak klinicky, tak 
cytologicky; všechny publikované případy vykazovaly 
znaky mastitidy (tab. I). Žádný z případů nebyl vyšet­
řován opakovaně. Vzorky mléka byly odebírány v sou­
ladu s doporučeními FIL/IDF (1981). V souboru se 
vyskytovaly jak čtvrťové, tak směsné vzorky od jednot­
livých dojnic; důvodem odlišných způsobů odběru byly 
většinou požadavky chovatelů a servisních pracovníků. 
Vzorky byly transportovány zchlazené, nebyla použí­
vána žádná konzervační činidla. Po doručení do labo­
ratoře byly vzorky analyzovány buď ihned, nebo po 
uchování při teplotě 4 °C nejvýše 18 hodin. V případě, 
kdy nebylo možno dodržet uvedené podmínky, byly 
vzorky zmraženy a uchovány při teplotě -18 °C nejdéle 
14 dní.

Individuální vzorky mléka byly v množství asi 50 pl 
očkovány sterilní skleněnou tyčinkou současně na 
krevní agar s 8 % plné beraní krve (Columbia Blood 
Agar Base, HiMedia, Bombay) a Edwardsovo médium 
s 8 % beraní krve (HiMedia). Kultivace probíhala 18 až 
24 h při teplotě 37 °C. Ve všech uvedených případech 
byl růst v primokultuře uniformní, vizuálně téměř 
v čisté kultuře, nárůst pak střední až silný. Kolonie vy­
kazovaly slabou viridaci jak na krevním, tak na Edward- 
sově agaru. Suspektní kolonie byly přeočkovány na 
krevní agar a dále primárně konfirmovány. Byla sledo­
vána hemolýza, reakce s eskulinem, CAMPtest (hemo-

Streptococcal grouping kit (Oxoid). Identifikace izolátů 
byla provedena pomoci identifikačního programu 
TNW 5.0 (CCM Brno, 1997).

VÝSLEDKY A DISKUSE

Při vyšetřování bovinních mastitid bylo izolováno 
několik kultur, které byly určeny jako Enterococcus sp. 
Následně pomocí identifikačního programu TNW. do 
jehož matice byly vloženy charakteristiky druhu L. gar­
vieae, však byly tyto izoláty identifikovány jako zmí­
něný druh. Jednalo se o gram-pozitivní ovoidni koko- 
tyčky, nehemolytické nebo slabě viridujicí a většinou 
nerostoucí na kanamycin-eskulinovém agaru (Merck). 
Na krevním agaru tvořily hladké, lesklé, mírně vypouk­
lé bílé kolonie mající 0,5 až I mm v průměru. Dva 
kmeny označené 447 a 462 byly uloženy v České sbír­
ce mikroorganismů PřF MU pod čísly CCM 4682 
a CCM 4683. Dosažené výsledky biochemických a fy­
ziologických testů u všech vyšetřovaných kultur jsou 
uvedeny v tab. II

Růst při teplotě 45 °C byl prováděn jak v médiu 
s indikátorem, tak i v BHI bujónu pro vyloučeni tech­
nické chyby při odečítání neprůkazných růstů. Původní 
údaje pro druh ,,Streptococcus garvieae“ totiž udávaly 
pozitivní růst při teplotě 40 °C, ale ne při teplotě 45 °C 
(Schleifer etal., 1985). Tato charakteristika zůstala

372 VET. MED. -CZECH. 43. 1998 (12): 371-374



II. Charakteristika reakci u pěti izolátů druhu L. garvieae - Charac­
teristics of reactions in five isolates of the species L. garvieae

Tesť ihl
Růst při - growth at;

6.5 % NaCl 100

10 "C 100

45 °C 100

pH 9.6 0

Kataláza - catalase 0

Ureáza - urease °

Reakce se sérem skupiny 1) - reaction with group D 0 O
serum

Acetoin - acetoin 100

Hemolýza (viridace) - hemolysis (viridation) 100

Pyrrolidonyl arylamidáza - pyrrolidonyl arylamidase 80

Fosfatáza - phosphatase °

Leucin aminopeptidáza - leucine aminopeptidase 100

a-galaktosidáza - «-galactosidase °

ß-galaktosidaza - ß-galactosidase °

ß-glukuronidaza - ß-glucuronidase °

Růst na agaru - growth on:

Edwardsovč - Edwards agar 100

kanamycin-eskulinovém - kanamycin-esculin agar 20

Dekarboxylace ornitinu - ornithine decarboxylation °

Arginin dihydroláza - arginine dihydrolase 100

Hydrolýza - hydrolysis of;

eskulinu - esculin 100

hippurátu - hippurate °

Kyselina z - acid from:

mannitolu - mannitol 100

sorbitolu - sorbitol °

trehalózy - trehalose КХ)

laktózy - lactose 60

rafinózy - raffinose 0

inulinu - inulin 0

melibiózy - melibiose 0

ribózy - ribose 100

sacharózy - saccharose 0

xylózy - xylose 0

maltózy - maltose 100

manózy - mannose 100

Redukce nitrátů - nitrate reduction 0 1

test, "percentage of positive reactions

platná i po přeřazení tohoto taxonu к laktokokům. Do 
druhu L. garvieae však byl nedávno přeřazen ..Entero­
coccus seriolicida“. který roste při teplotě 45 °C, a dá­
le tam patří i izoláty z vodních buvolů, které rostly rov­
něž při této teplotě (Teixeira et al., 1996). Také

všechny naše izoláty vykazovaly pozitivní růst při této 
teplotě. Vzhledem к publikovaným i námi dosaženým 
údajům je nutno přehodnotit rodovou charakteristiku 
laktokoků, neboť prokazatelně alespoň druh L. garvieae 
roste při teplotě 45 °C.

Právě schopností růstu při teplotě К) a 45 °C a v pří­
tomnosti 6,5 % NaCl tyto kataláza-negativní izoláty 
druhu L. garvieae nejvíce připomínaly zástupce rodu 
Enterococcus. Na rozdíl od enterokoků však druh 
L. garvieae neroste při pH 9.6 a nereaguje se strepto­
kokovým skupinovým sérem skupiny D (Oxoid) a vět­
šinou také neroste na kanamycin eskulinovém agaru. 
Pozitivní výsledek pyrrolidonyl arylamidázové reakce 
(proužkový PYRAtest; reakci ze STAPHYtestu 16 ne­
lze použít) odlišuje L. garvieae od pediokoků, leuko- 
nostoků a viridujících streptokoků. Stejný test spolu s po­
zitivním výsledkem leucin aminopeptidázy vylučuje 
identifikaci izolátů L garvieae jako aerokoků (Ruoff, 
1995). Zástupci rodu Globicatella nerostou při teplotě 
10 ani 45 °C (Collins et al., 1992); zástupci rodu 
Facklamia zase nehydrolyzují eskulin (Collins et al., 
1997), takže jsou snadno odlišitelné od L. garvieae po­
mocí základních rodových testů. V rámci rodu Lacto­
coccus druh L. garvieae od ostatních druhů odlišuje již 
zmíněný PYRAtest, dále okyselování ribózy a melibiózy 
a pozitivní arginin dihydroláza. Jak je patrno z tab. П, 
výsledky reakcí jsou téměř jednotné. Izolované kmeny 
se vzájemně od sebe lišily pouze okyselováním laktózy. 
ale tento rys není neobvyklý (Teixeira et al., 1996). 
Výsledky reakcí dosažené u pěti izolátů korespondují 
s popisem druhu (Schleife r el al., 1985; Schlei­
f e r and К i I p p e r - В ä I z , 1987; Teixeira et al.. 
1996).

Anlibiotický profil izolátů byl následující: všechny 
byly rezistentní к linkomycinu a cloxacilinu a citlivé 
к penicilinu G, novobiocinu, cefalexinu, cefoperazonu, 
ampicilinu, amoxyciiinu s kyselinou klavulanovou 
a tetracyklinu. Kmeny byly citlivé ke streptomycinu ve 
40 % případů, к neomycinu a kanamycinu pak v 80 % 
případů.

Při zpětné reidentifikaci izolátů gram-pozitivních, 
kataláza-negativních koků z mastitid na základě údajů 
z archivních souborů dat bylo zjištěno, že se pravděpo­
dobně nejedná o nijak zvlášť vzácný druh. V průběhu 
posledních tří let byl izolován v 43 případech (2,4 % 
izolátů gram-pozitivních, kataláza-negativních koků), 
ale vždy chybně identifikován - především jako Ente­
rococcus sp., Enterococcus durans a Streptococcus sp. 
Tyto izoláty už bohužel nejsou к dispozici, takže u nich 
není možné provést doplňující testy, potvrzující jedno­
značně jejich příslušnost к druhu L. garvieae. Zde uve­
dené zjištění je založeno na přehodnocení identifikace 
pomocí nové matice a dle výsledků testů uložených 
v počítači. Závěry dosažené pomocí rutinně prováděné­
ho souboru testů u těchto izolátů však po reidentifikaci 
směřují к druhu L. garvieae a to, že nebyly identifiko­
vány jako zmíněný taxon, bylo zapříčiněno předchozí 
nedostupností identifikačních schémat a podrobnějších 
dal. Dle našeho názoru výskyt druhu L. garvieae při
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mastitidách není nijak vzácný. Za hlavní přínos tohoto 
sdělení považujeme především uveřejnění podrobné 
charakteristiky dosažené na v tuzemsku dostupných 
identifikačních soupravách. Toto jistě napomůže častěj­
šímu průkazu patogena v klinickém veterinárním mate­
riálu a zlepší se tím i monitoring jeho výskytu v našem 
regionu.

LITERATURA

COLLINS, M. D. - FARROW, J. A. E. - PHILLIPS, B. A. - 
KANDLER, O. (1983): Streptococcus garvieae sp. nov. and 
Streptococcus plantarum sp. nov. J. Gen. Microbiol., 129, 
3427-3431.
COLLINS, M. D. - AGUIRRE, M. - FACKLAM, R. R. - 
SH ALLCROSS, J. - WILLIAMS, A. M. (1992): Globicatel- 
la sanguis gen. nov., sp. nov., a new Gram-positive catalase­
-negative bacterium from human sources. J. Appl. Bacteriol., 
73, 433-437.
COLLINS, M. D. - FALSEN, E. - LEMOZY, J. - AKER- 
VALL, E. - SJ0DÉN, B. - LAWSON, P. A. (1997): Pheno­
typic and phylogenetic characterization of some Globicatel- 
/а-like organisms from human sources: description of 
Facklamia hominis gen. nov., sp. nov. Int. J. Syst. Bacteriol., 
47, 880-882.
ELLIOTT, J. A. - COLLINS, M. D. - PIGOTT, N.E. - 
FACKLAM, R. R. (1991): Differentiation of Lactococcus lac- 
tis and Lactococcus garvieae from humans by comparison of 
whole-cell protein patterns. J. Clin. Microbiol., 29, 2731-2734. 
FACKLAM, R. R. - WASHINGTON II, J. A. (1991): Strep­
tococcus and related catalase-negative gram-positive cocci. 
In: HALOWS, A. - HAUSLER, Jr, W. J. - HERRMANN, 
K. L. - ISENBERG, H. D. - SHADOMY, H. J. (eds ): Ma­
nual of Clinical Microbiology. 5th ed. ASM Press. Washing­
ton, D.C., pp. 238-257.
KUSUDA, R. - KAWAI, K. - SALATI, F. - BANNER, C. 
R. - FRYER, J. L. (1991): Enterococcus seriolicida sp. nov., 
a fish pathogen. Int. J. Syst. Bacteriol., 41, 406-409.
MIEDZOBRODZKI, L. - NAIDU, A. S. - WATTS, J. L. - 
CIBOROWSKI, P. - PALM, K. - WADSTRÖM, T. (1989): 
Effect of milk on fibronectin and collagen type I binding to 
Staphylococcus aureus and coagulase-negative staphylococci 
isolated from bovine mastitis. J. Clin. Microbiol., 27, 540-544.

NAIDU, A. S. - MIEDZOBRODZKI, J. - ANDERSSON, 
M. - NILSSON, L. E. - FORSGREN, A. - WATTS, J. L. 
(1990): Bovine lactoferrin binding to six species of coagu­
lase-negative staphylococci isolated from bovine intramam­
mary infections. J. Clin. Microbiol., 28. 2312-2311).
RUOFF, К. L. (1995): Leuconostoc, Pediococcus, Stomato- 
coccus and miscellaneous gram-positive cocci that grow 
aerobically. In: MURRAY, P. R. - BARON, E. J. - PFAL- 
LER, M. A. - TENOVER, F. C. - YOLKEN. R. H. (eds.): 
Manual of Clinical Microbiology. 6th ed. ASM Press. Wash­
ington, D.C., pp. 315-323.
SCHLEIFER, К. H. - KILPPER-BÄLZ, R. (1987): Molecu­
lar and chemotaxonomic approaches to the classification of 
streptococci, enterococci and lactococci: a rewiew. Syst. 
Appl. Microbiol., 10, 1-19.
SCHLEIFER, К. H. - KRAUS, J. - DVORAK, C. - KIL­
PPER-BÄLZ, R. - COLLINS, M. D. - FISCHER, W. (1985): 
Transfer of Streptococcus lactis and related streptococci to 
the genus Lactococcus gen. nov. Syst. Appl. Microbiol., 6, 
183-195.
TEIXEIRA, L. M. - MERQUIOR, V. L. C. - V1ANNI, M. 
С. E. - CARVALHO. M. G.S. - FRACALANZZA, S. E. L. - 
STEIGERWALT, A. G. - BRENNER, D. J. - FACKLAM, 
R. R. (1996): Phenotypic and genotypic characterization of 
atypical Lactococcus garvieae strains isolated from water 
buffalos with subclinical mastitis and confirmation of L. gar­
vieae as a senior subjective synonym of Enterococcus serio- 
licida. Int. J. Syst. Bacteriol., 46, 664-668.
WATTS, J. L. (1988): Etiological agents of bovine mastitis. 
Vet. Microbiol., 16, 41-66.
WATTS, J. L. - OWENS, W. E. (1988): Evaluation of the 
Rapid Mastitis Test for identification of Staphylococcus au­
reus and Streptococcus agalactiae isolated from bovine 
mammary glands. J. Clin. Microbiol., 26, 672-674.
WATTS. J. L. - OWENS. W. E. - NICKERSON, S. C. 
(1986): Evaluation of the Minitek Gram-positive set for iden­
tification of staphylococci isolated from the bovine mamma­
ry gland. J. Clin. Microbiol., 23, 873-875.
WATTS, J. L. - PANKEY, J. W. - NICKERSON, S. S. 
(1984): Evaluation of the Staph-Ident and STAPHase sys­
tems for identification of staphylococci from bovine intra­
mammary infections. J. Clin. Microbiol., 20, 448-452.

Received: 98-05-12
Accepted after corrections: 98-09-22

Kontaktní adresa:

RNDr. Ivo Sedláček, CSc., Česká sbírka mikroorganismů, Přírodovědecká fakulta Masarykovy Univerzity, Tvrdého 14, 
602 00 Brno, Česká republika
Tel. +420 5 43 24 72 31, fax +420 5 43 24 73 39, e-mail: ivo@sci.muni.cz

374 VET. MED. -CZECH, 43, 1998(12): 371-374

mailto:ivo@sci.muni.cz


VOLUME 43 CONTENTS - OBSAH ROČNÍKU 43

ORIGINAL PAPERS - PŮVODNÍ PRÁCE
Lehocký J.. Nagy O.. Kováč G.:

Lysine-salicylate based antipyretic in clinical and laboratory evaluation of tolerance in calves
Antipyretikum na báze lyzín-salicylátu v klinickom a laboratórnom hodnotení znášanlivosti u teliat............................. I

Trebichavský I . Val íček L:
Immunoreaclivity of interlcukin-8 and absence of interferon-alpha in porcine bronchoalveolar lavage cells infected with
PRRS virus (in English) •
Imunoreaktivita interleukinu-8 a nepřítomnost interferonu alfa v prasečích buňkách bronchoalveolárních laváží infiko­
vaných virem PRRS.............................................................................................................................................................. 7

Alexa P.. Salajka E.. Hamřík J.. Žižlavský M.:
Oedema disease of swine: formation of antibodies neutralizing Shigella-like toxin llv in piglets immunized with the
toxoid SLTII (in English)
Edémová nemoc prasat: protilátky neutralizující Shigella-like toxin llv po imunizaci toxoidem SLTI1......................... II

R a s z у к J.. Ulrich R.. G a j d ú š к o v á V., S a 1 a v a J., P а I á c J.:
Occurrence of carcinogenic polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) on pig and cattle farms
Výskyt karcinogenních polycyklických aromatických uhlovodíku (РАН) na farmách prasat a školu............................. 17

Castillo C.. G a r c í a - P a r t i d a P., Hernández J.. В ened i to J. L.:
Applications of Fencl's equations in the acid-base balance changes related to pregnancy on ewe (in English)
Použití Fenolových rovnic u změn acidobazické rovnováhy ve vztahu к březosti u bahnic............................................. 27

M i h e I i c D.. G j u r e v i é - К a n t u r a Vesna, В г к i c A., Babic К.. В e d r i c a Ljiljana. M a t i č i č D.:
Access to and blockade of nerves at the incisura ischiadica major in bovines and goat (in English)
Přístup a blokáda nervů v incisura ischiadica major u skotu a kozy............................................................................... 33

В e n i š с к , J., S ü I i o v á J., Svíček Š., Závadová J.. О n d r c j к a R.. Durové A.:
The effectiveness of inactivated, purified and concentrated experimental rabies vaccine for veterinary use: antigenic 
activity. Experiments on domestic dogs (in English)
Účinnost inaktivovanej. purifikovanej a koncentrované] experimentálnej antirabickej vakeiny pre veterinárně použitie:
antigénna aktivita. Pokusy na psoch domácích.................................................................................................................... 45

Koudela B.. Svoboda M.. Björkman C., Uggla A :
Neosporosis in dogs: the first case report in the Czech Republic
První případ neosporózy psů v České republice.................................................................................................................. 51

Nagy O.. Michna A.. Kováč G.. Seidel H.. P a u I i к o v á 1.:
The effect of respiratory diseases in calves on the blood gas values and acid-base balance
Vplyv nehoření respiračného aparátu u teliat na hodnoty krvných plynov a acidobázickú rovnováhu............................. 69

Lenhardt L., D u d r i к o v á E.:
A densitometric analysis of alkaline phosphatase and aminopeptidase M in the jejunum enterocytes of the piglets with
retarded growth (in English)
Denzitometrická analýza alkalickej fosfatázy a aminopeptidázy M v enterocytoch tenkého čreva odslavčiat zostávajúcich
v raste..................................................................................................................................................................................... 75

Lev к ul M.. Kolodzicyski L.. A b d o u s I a m O. E.. Ševčíková Z.. Ledec к ý V.. Z i brín M.:
An ultrastructure of cell death in a pig melanoma (in English)
Ultraštruktúra buňkové] smrti u melanómu ošípanej.......................................................................................................... 81

Fortýn К.. Hru ban V.. Horák V.. Tichý J.:
Exceptional occurrence and extent of malignant melanoma in pig
Výjimečný výskyt a rozsah maligního melanómu u prasete................................................................................................ 87

Kummer J.. M a š к o v á J.. Zralý Z., Č a n d e г I e J.. Věžník Z.:
Histological and functional alterations in the endometrium of cows with persisting ovarian cysts (in English)
Histopatologické a funkční změny v endometriu krav s perzistujícími ovariálními cystami............................................. 97

Smýkalová Š„ Kotrbová A.. Trefil P.:
Effect of busulphan on growth and development of the chicken embryos
Vliv busulphanu na růst a vývoj drůbežích embryí............................................................................................................ 105

Zralý Z.. Bendová J.. Sišák M.. Di bií ková I., Švecová D., Zajícová A.. Věžník Z.:
Occurrence of antibodies to the sperms in blood sera of bulls and boars (in English)
Výskyt protilátek proti spermiím v krevním séru býků a kanců......................................................................................... 137

Doležel R.. Cech S.. Zajíc J.:
Follicular development during the progesterone therapy of ovarian acyclicity and ovarian cysts in cows
Folikulární vývoj během léčby ovariální acyklie a ovariálních cyst u krav progesteronem............................................. 145

Vet. Med. - Czech. 43. 1998 (12) I



Chroust К.. Horák F.. 2 i ž i a v s к ý J., 2 i ž I a v s к á S.:
The course and control of parasitoses in mixed grazing of sheep and cattle
Průběh a tlumení parazitóz při společné pastvě ovcí a skotu............................................................................................ 153

Ondrejka R.. Švrček Š., Beníšek Z., Durové A., SUliová J.:
Acceleration of the penetration of rabies virus vaccination strain Vnukovo-32 by DEAE-dextran at oral administration 
to suckling mice
Urýchlenie penetrácie vakcinačného kmeňa Vnukovo-32 DEAE-dextranom pri orálnej aplikácii cicajúcim myšiam . . 161

H a j u г к a J., Cho m a J.:
Induction of first postpartum ovulation by GnRH analogue in suckled dairy cows

* Indukcia prvej postpartálnej ovulácie pomocou GnRH u dojnic s odchovom teliat cicáním.......................................... 169
Kaufmann S., К u r s a J.. Kroupová V., R a mbe с к W. А.:

Iodine in milk by supplementing feed: ad additional strategy to erase iodine deficiency (in English)
Hladina jodu v mléce dojnic při obohacené krmné dávce: cesta к eliminaci jodového deficitu...................................... 173

Bíreš J., Paul i ková I.. Macák V.:
Clinical and ultrasonographic finding on thyroid gland of rams during administration of kalium iodatum
Klinický a ultrasonografický nález na štítnej žláze baranov v priebehu aplikácie kalium jodatum................................ 179

Konrádová V.. Uhlík J., V aj n e r L., Zo c o v á J.:
The effect of two ß2 adrenergic agonists on the ultrastructure of the airway epithelium in rabiits (in English)
Vliv dvou ß2-sympatomimetik na ultrastrukturu epitelu dýchacích cest králíků.............................................................. 187

Fald у na M.. Toman M.:
The effect of age on the distribution of lymphocyte and neutrophil granulocyte subsets in the peripheral blood of dog (in
English)
Vliv věku psů na zastoupeni subpopulael lymfocytů a neutrofilních granulocytů v periferní krvi.................................. 193

Vasil' M.:
Antibiotic resistance with bacterial causative agents isolated from dairy cow mastitis
Rezistencia к antibiotikám pri bakteriálnych povodcoch izolovaných z mastitíd dojnic.................................................. 201

Kroupová V.. Kratochvíl P.. Kaufmann S.. К u r s a J.. Trávníček J :
Metabolic effect of iodine addition in laying hens
Metabolická odezva aditivního příjmu jodu u nosnic........................................................................................................ 207

Pokludová L. Hera A.:
Microbial contamination of veterinary medicaments and drugs in the Czech Republic 1993 to 1996 (in English)
Mikrobiální kontaminace veterinárních preparátů a léčiv v České republice v letech 1993 až 1996 .................................... 213

Raszyk J., Gajdúšková V.. Ulrich R.. Jarošová A.. Nápravník A.. Salava J.. Palác J :
Evaluation of the occurrence of some harmful pollutants on cattle farms
Zhodnocení výskytu vybraných rizikových polutantů na farmách skotu.......................................................................... 233

Šlosárková S., Chroust K.. Skřivánek M.:
Effects of toltrazuril and monensin in kids naturally infected with coccidiosis
Ovlivnění kokcidiózy kůzlat aplikací toltrazurilu a monensinu........................................................................................ 239

Matouch O.. Jaroš J._ Vrzal V.:
Oral vaccination of fox cubs against rabies in the vicinity of dens
Orální vakcinacc liščat proti vzteklině u nor...................................................................................................................... 245

Hruška К.:
On the occasion of professor MVDr. Zdeněk Věžník. DrSc., seventieth birthday on June 30. 1998 (in English).................. 265

Pospíšil L.:
The planet Earth in jeopardy and Smidak principles (in English).................................................................................... 266

Věžník Z.:
Chronic stress and its impact on reproductive functions (in English).............................................................................. 268

Anke M., Dorn W ., G u n s t h e i m e r G., Arnhold W.. G I e i M.. Anke S., Lösch E.:
Effect of trace and ultratrace elements on the reproduction performance of ruminants (in English)............................ 272

Maraček I.. Lazár L.. Dietzová I., Korénekovzí В.. Cho ma J.. Dá vid V.:
Residues of heavy metals in cow reproductive organs and morbidity of cattle in the fallout region of a metallurgical plant
(English abstract only)......................................................................................................................................................... 283

Kummer V.. Mašková J., Č a n de r I e J.. Bendová J.:
Concentration of thyroid hormones in cows with ovarian dysfunctions (English abstract only)....................................... 284

S v oj an o vs к á К.. Pilka L.:
Negative environmental factors on fertility (English abstract only).................................................................................. 284

Zralý Z.. Bendová J.. Švecová D.. Zají co vá A.. Di bií ková L. Věžník Z.:
Importance of antibodies to the sperms in blood serum of bulls and association with ejaculate quality (English abstract only) 285

S e I e v a n S. G.. Rubeš J., S I o 11 V. L.. Z u d o v á Z„ В о г к о v е с L.. Evenson D. Р.. Perreault S. D.:
Air pollution and semen quality in young men residing in two Czech communities (English abstract only).......................... 286



Jan Z.. Doležel R., К u d I áč E., Lopatářová M., V i n к I e г А., V i t áse к R., Zaj i c J.:
Influence of cadmium on gametes and early embryos of pigs in vivo and in vitro (English abstract only)...................... 287

Zajíc J., Čech S., Doležel R., Kudláč E., Lopatářová M.. Vitásek R.:
Influence of cadmium on bovine gametes and early embryos in vivo and in vitro (English abstract only)...................... 287

Raszyk J.. Ulrich R.. Nápravník A.. Salava J., Palác J.:
Differences in burden of pig and cattle farms by hazardous pollutants (English abstract only)....................................... 288

Machala M., Vondráček J.:
Estrogenic activity of xenobiotics (English abstract only)................................................................................................. 288

Č a n d e r I e J., Kummer V., W u h i b Y., Zralý Z., Mašková J., Bendová J.. Zaj i co v á A., Pospíšil L.:
The yeast Candida guilliermondii and its impact on reproduction (English abstract only)............................................... 289

Hontelii A.. Henley S., Girard C.:
Endocrine anomalies in fish chroniccaly exposed to environmental xenobiotics (English abstract only)........................ 290

H o n te I a S.:
The value of human life at the end of the next century (in English)................................................................................... 291

В o r o š к о v á Z.. D v о г о ž ň á к о v á E., D u b i n s к ý P.. Velebný S., Tomašovičová O., M a c h n i с к a B.: 
Effect of free and liposomized albendazole on the immune responses in healthy and Toxocara canis-infected mice (in 
English)
Vplyv volného a Upozorňovaného albendazolu na imunitně prejavy zdravých a Toxocara canis infikovaných myší. . . 293

Pavlík I.. Černík J.. Bárta J., К u n d e r a J., Pecka Z.
Occurrence of coccidia (Caryospora neofaleonis and Caryospora kutíc ri') in birds of prey in falcon breeding facility in 
Milotice in the Czech Republic (in English)
Výskyt kokeidii (Caryospora neofaleonis a Caryospora kutieri) u dravých ptáků v odchovně sokolovitých dravců v Miloticích
v České republice.................................................................................................................................................................. 301

Řeháček J.. Kociánová E., Kováčová E., Kap i tanči к В., Jurči na A., Naď O., Lič ко P.:
Occurrence of bovine coxiellosis in the district of Bardejov, Eastern Slovakia
Výskyt koxielózy hoviidzieho dobytka v okrese Bardejov na východnom Slovensku..................................................... 325

Horký D.. lilek J., Pechová A.:
Distribution of heavy metals in calf organs (in English)
Distribuce těžkých kovů v orgánech telat........................................................................................................................... 331

E g w u G. О.. A I i у u M. M.. A m e h J. A.
Survivability of Mycoplasma agalactiae strains in caprine milk (in English)
Přežívání kmenů Mycoplasma agalactiae v kozím mléku............................................................................................... 343

Zobu nd žij a M.. Novak Renata. К o zařič Z., Mi he lie D.. Brkič A.:
The morphohistochemical analysis of the pars costalis and pars lumbalis diaphragmae in lambs (in English) 
Morfohistochemická analýza pars costalis a pars lumbalis diaphragmae u jehňat........................................................... 357

Cis láková L.. Dietzová Z., P го к o p čá к о vá Н.:
Ornithosis of municipal pigeons Columba livia f. domestica gone wild in Košice
Ornitóza u městských zdivočených holubov Columba livia f. domestica v Košiciach..................................................... 361

H u r n á E., Hum á S.:
Cytotoxicity and genotoxicity of cadmium (CdCb) investigated on a rat liver epithelial cell line (Anr-4 cells) and Chinese 
hamster lung fibroblasts (V 79 cells) (in English)
Sledovanie cytotoxicity a genotoxicity kadmia (CdCb) na pečeňových buňkách potkanov (Anr-4) a plucnych fibroblas- 
toch čínského škrečka (V 79 cell line)............................................................................................................................... 365

Sedláček I.. Benda P.:
Isolation of Lactococcus garvieae species from bovine mastitis
Izolace druhu Lactococcus garvieae z bovinni mastitidy................................................................................................... 371

SHORT COMMUNICATIONS - KRÁTKÁ SDĚLENÍ
Páčová Z.. Urbanová E.:

The first isolation of Psychrobacter immohilis from foods in the Czech Republic (in English) 
První izolace Psychrobacter immohilis z potravin v České republice............................................................................... Ill

M o d r i с T., Sim m e n F. A.:
Non-radioactive in situ hybridization of porcine embryos: a method to detect and localize the expression of early 
developmental genes (in English)
Neradioaktivni hybridizace in situ na embryích prasete: metoda detekce a lokalizace exprese časných vývojových genii 165

Č e 1 к o A. M.. Rosina J.:
Epidemiology of avian influenza A (H5N1)
Epidemiologie ptačí chřipky A (H5NI)............................................................................................................................. 219

Vet. Med. - Czech. 43. 1998 (12) III



PRELIMINARY COMMUNICATIONS - PŘEDBĚŽNÁ SDĚLENI
R a s z у к J.. G aj d й š к о v á V.. J a r o š o v á A.. S а I a v a J.. P а I á c J.:

Occurrence of phthalic acid esters (PAEs) in combined feedstuffs and adipose tissues of swine and cattle (in English) 
Výskyt esterů kyseliny fialové (РАЕ) v krmných směsích a tukové tkáni prasat a skotu................................................ 93

REVIEW ARTICLES - PŘEHLEDY
Fa I d у n a M.:

Differential antigens of leukocytes of dog, cat. horse, pig and ruminant 
Diferenciační antigeny leukocytů psa, kočky, koně, prasete a přežvýkavců..................................................................... 55

M á 11 o v á L. F i s c h e г О., К a z d a J.. К a u s t o v á J.. Bartl J.. H o r v á t h o v á A.. Pavlík L:
The occurrence of mycobacteria in invertebrates and poikilothermic animals and their role in the infection of other animals 
and man
Výskyt mykobakterií u bezobratlých a poikilotermních živočichů a jejich význam při infekci zvířat a lidí.................... 115

Pavlík L Bartl J., Parmová I., Havelková M.. Kubín M.. Bažant J.:
Occurrence of bovine tuberculosis in animals and humans in the Czech Republic in the years 1969 to 1996 (in English)
Výskyt bovinní tuberkulózy u zvířat a lidí v České republice v letech 1969 až 1996 ...................................................... 221

Pospíšil L:
Clilamydia pecorunt.............................................................................................................................................................. 249

Sládek Z.. Ryšánek D.:
Morphologic and functional characteristics of bovine somatic cells in milk
Morfologická a funkční charakteristika somatických buněk mléka skotu......................................................................... 255

Pospíšil L.:
Chlamydiosis in the fish
Chlamydióza ryb (epitheliocystis)....................................................................................................................................... 307

Machala M.. Vondráček J.:
Estrogenic activity of xcnobiotics (in English)
Estrogenní aktivita cizorodých látek................................................................................................................................... 311

Holub A.. В a r a n у i o v á E.:
Animal behaviour and Czech veterinary curriculum in the 1920s and 1930s
Chování zvířat a české zvěrolékařské studidjní plány ve dvacátých a třicátých letech.................................................... 319

V á r a d у M.. C o r b a J.:
Methods of detection of anthelmintic resistance in nematodes of domestic animals
Metody detekeie antihelmintickej rezistencie nematódov hospodářských zvierat............................................................. 347

INFORMA HON - INFORMACE
Hruška К.:

Civil Corporation BIOTREND
Občanské sdružení BIOTREND......................................................................................................................................... 16

Hruška К.:
Animal Production and Health Newsletter No. 27. Dec. 1997 (in English)....................................................................... 92

Hruška К.:
Revue Scientifique et Technique (in English)..................................................................................................................... 92

Hruška К.:
Centaur Newsletter Flash Informationen English and in Czech)....................................................................................... 96

Hruška К.:
The importance of scientific publications is increasing
Význam odborných publikací vzrůstá................................................................................................................................. 133

Baranyiová E.:
Conference on the Physiology of Food and Fluid Intake
Konference o řízení příjmu potravy a tekutin..................................................................................................................... 355

BOOK REVIEWS - RECENZE
Doležel R.:

Grygar!.. Kudláč E.: Ultrasonography in Veterinary Obstetrics and Gynecology (in Czech)
Grygar I.. Kudláč E.: Ultrasonografie ve veterinárním porodnictví a gynekologii........................................................... 50

J u r č i n a A.:
A Concise Catalogue of Selected Pharmaceutical (in English)......................................................................................... 200

S u t i а к V.:
В. F. Kania: Veterinary Chemotherapy (in English)........................................................................................................... 318

Sutiak V.:
B. F. Kania: Selected Problems of Veterinary Pharmacology (in English)....................................................................... 323

GLOSSARY - BIOTECHNOLOGY
VÝKLADOVÝ SLOVNÍK - BIOTECHNOLOGIE 66

IV Vet. Med - Czech. 43. 1998 (12)



VECNV REJSTŘÍK

Acidobazický profil
- bahnice; březost; Fenclův acidobazický přístup............................... 27
- tele

- antipyretikum; lyzin-salicylát; snášenlivost; klinické 
a laboratorní hodnocení................................................................ I

- respirační syndrom; acidobazická rovnováha; vliv....................... 69

Aglutinační test
- Candida guillermondh; sérologie; kráva; poruchy reprodukce . . . 289

Albendazol
- lipozomy; toxokaróza; imunita; myš................................................293

Alkalická fosfatáza
- enterocyty; tenké střevo; denzitometrická analýza; sele............... 75

Alveolární makrofágy
- interleukin-8; imunoreaktivita; interferon a; nepřítomnost; 

PRRS virus; infekce........................................................................ 7

Aminopeptidáza M
- enterocyty; tenké střevo; denzitometrická analýza; sele.................. 75

Analýza obrazu
- mikrobiální kontaminace; testy; veterinární léčiva; Česká 

republika; 1993 až 1996.............................................................. 213

Antibiotika
- penicilín; chloramfenikol; oxacilin; erytromycin; 

oxytetracyklin; rezistence; bakteriální původci mastitid; dojnice 201

Antihelmintická léčba
- GIN; Moniezia spp.; společná pastva; ovce; skol........................... 153

Antihelmintická rezistence
- metody detekce; nematody; hospodářská zvířata ...........................347

Antipyretikum
- - lyzin-salicylát; snášenlivost; klinické a laboratorní hodnoceni; 

tele..... ’................................................................................................. I

Apoptóza 
- melanom; elektronová mikroskopie; prase....................................... 81

- nedostatek As; reprodukční užitkovost; koza; vliv.........................272

Bahnice
- březost; acidobazická rovnováha; změny; Fenclův acidobazický 

přístup ...............................................................................................27

Bakterie
- bakteriální původci; mastitidy; rezistence к antibitoikům; 

dojnice.......................................................................................... 201
- Chlamydia pecorum; klinický obraz; experimentální infekce; 

speciální popis; genetika............................................................ 249
- kontaminace bakteriemi; veterinární léčiva; ČR; 1993 až 1996 . 213
- mykobakterie............................................................................115. 221

- štítná žláza; struma; aplikace kalium jodatum; klinický 
a ultrasonografický nález ..............................................................179

Betaz-sympatomimetika
- dýchací cesty; epitel; ultratruktura; králík; vliv........................... 187

Bezobratlí
- mykobakterie; výskyt; infekce zvířat a lidí......................................115

Biomarker
- orální vakcinace; vzteklina; liška obecná ....................................... 245

Blastocysta
- embryo; prase; hybridizace in silu; genové exprese......................... 165

Bovinní tuberkulóza
- výskyt; zvířata; lidé; ČR; 1969 až 1996 ........................................  221

Bránice
- pars costalis; pars lumbalis; průměr svalových vláken; jehně . . . 357

- nedostatek b.; reprodukční užitkovost; koza; vliv.......................  272

Březost
- bahnice; fyziologická období; Fenclův acidobazický přístup........ 27

Busulphan
- embryo; růst a vývoj; vliv; kuře..................................................... 105

Býk
- ejakulát; spermie; testosteron; hydroxykortikosteron; krevní 

sérum; chronický stres ................................................................ 268
- spermie; protilátky proti spermiím; krevní sérum; ELISA . 137, 285

Candida guillermondii
- kráva; sérologie; aglutinační test; poruchy reprodukce............... 289

Caryospora kutzeri
- draví ptáci; diagnostika; terapie; prevence; výskyt; ČR ................301

Caryospora neofalconis
- draví ptáci; diagnostika; terapie; prevence; výskyt; ČR............... 301

Cizorodé látky
- endokrinní anomálie; xenoestrogeny; chronický stres; ryby . . . . 290 
- xenoestrogeny; endokrinní poruchy; cytochrom P450; syntéza 

steroidů; vitelogenin; test s využitím reporterového genu . . 288, 311

Columba livia f. domestica
- zdivočelí holubi; ornitóza; Chlamydia psittaci; Košice...............361 

Coxiella burnetii
- koxielóza; výskyt; skot; SR ...........................................................  325

Cytochrom P450
- cizorodé látky; estrogenní aktivita; detekce.........................  288, 311
- hybridizace in situ; prase; embryo; detekce časných vývojových 

genů .............................................................................................. 165

Cytotoxicita
- kadmium; jaterní buňky (Anr-4); potkan; plicní fibroblasty 

(V 79); čínský křeček................................................................... 365

Česká republika
- bovinní tuberkulóza; zvířata; lidé; výskyt; 1969 až 1996 ........... 221
- exhalace; oblast Teplice a Prachatice; mladí muži; kvalita 

semene .......................................................................................... 286
- kokcidie Caryospora neofalconis a Caryospora kutzeri; 

odchovna sokolovi tých dravců; Milotice................................... 301
- neosporóza; pes; první případ výskytu............................................. 51
- Psychrobacter imobilis; potraviny; první izolace ....................... Ill
- veterinární preparáty a léčiva; mikrobiální kontaminace; testy;

1993 až 1996 ................................................................................... 213

Čínský křeček
- plicní fibroblasty (V 79); kadmium; cytotoxicita; genotoxicita . . 365

DDT
- krmivo; napájecí voda; stájový prach; vozovkový prach; půda;

farmy skotu a prasat; kráva; srst; mléko; tělesné orgány; tuk; 
výskyt....................................................................................... 233, 288

DEAE-dextran
- orální aplikace; sající myš; penetrace viru; vzteklina ................. 161

Denzitometrická analýza
- alkalická fosfatáza; aminopeptidáza M; enterocyty; tenké 

střevo; sele........................................................................................ 75

Diagnostika
- Caryospora neofalconi; Caryospora kutz.eri; draví ptáci; 

odchovna sokolovitých dravců; ČR.............................................. 301

Diferenciační antigeny (CD antigeny)
- leukocyty; subpopulace; pes; kočka; kůň; prase; přežvýkavci . . . 55

Vet. Med. - Czech, 43. 1998 (12) V



Draví ptáci
- Carvospora neofalconis; Carvospora kutzeri; diagnostika;

terapie; prevence; odchovna sokolovitých dravců; ČR.................. 301

Drůbež
- nosnice; nadbytek jodu; metabolická odezva ................................. 207
- ptačí chřipka A (H5NI); epidemiologické charakteristiky; 

kontrolní opatřeni; výskyt ............................................................. 219

Dýchací cesty
-epitel; ultrastruktura; ß2-sympatomimetika: vliv; králík...............187

Edémová nemoc prasat 
-sele; protilátky; neutralizace SLTIIv; imunizace SLT1I...................II

Eimeria spp. 
- kokcidióza; kůzle; toltrazuril; monensin......................................... 239

Ejakulát 
- kvalita ejakulátu: býk; autoprotilátky proti spermiím.................... 285
- kvalita semene; mladí muži; oblast Teplice a Prachatice; ČR . . . 286
- objem ejakulátu; muž; býk; chronický stres ................................... 268

Elektronová mikroskopie 
- apoplóza; melanom; prase...................................................................81

Embryo
- hyhridizace in .silu; genové exprese; metoda detekce 

a lokalizace exprese; prase ............................................................165
- raná embrya; prase; kráva; vliv Cd; in vivo; in vitro.......................287
- růst a vývoj; gonády; busulphan: vliv; kuře ....................................105

Endokrinní poruchy
- cizorodé látky; xenoestrogeny; detekce; test s využitím 

reporterového genu ............................................................ 288. 311
- xenoestrogeny; patologie; chronický stres; ryby.............................290

Endometrium 
- histopatologické a funkční změny; ovariálni cysty; kráva ..............97

Enterocyty
- alkalická fosfatáza; amino|xplidáza M; denzitometrická 

analýza; sele .....................................................................................75

Enzymoimunoanalytická metoda (ELISA) 
- Candido guillermondii; reprodukční poruchy; kráva .................... 289
- neosporóza; klinické příznaky; pes; ČR ............................................51
- protilátky proti spermiím; krevní sérum; býk; kanec .............137, 285

Epidemiologie
- epidemiologické charakteristiky; ptačí chřipka A (H5NI); 

drůbež ............................................................................................ 219

Epitel 
- ultrastruktura; dýchací cesty; ß2-sympatomimetika; králík .......... 187

Erytromycin 
- rezistence a citlivost к e.; mastitidy; dojnice ................................. 201

Escherichia coli 
- edémová nemoc prasat; sele; protilátky ............................................ II

Estery kyseliny Italové (PAE)
- výskyt; krmné směsi; tukové tkáně; farmy prasat a skotu; 

výrobny krmných směsi; zdravotní riziko...................................... 93

Exhalace
- oblast Teplice a Prachatice; ČR; mladí muži; kvalita semene . . . 286

Experimentální infekce 
- Chlamydiapecorum; projevy infekce; patogenita .........................249

Farmy prasat a skotu
- rizikové polutanty; výskyt; zdravotní riziko.........................  233. 288
- výskyt karcinogenních РАН; krmivo: napájecí voda; stájový

a vozovkový prach; prasečí kejda; půda; zdravotní riziko . . . 17. 288
- výskyt PAE; krmné směsi; tukové tkáně; zdravotní riziko.............93

Fenclovy rovnice
- acidobazická rovnováha; změny; bahnice; březost...........................27

- nedostatek F; reprodukční užilkovosf; koza; vliv...........................Til

Folikuly 
- ovariálni dysfunkce; léčba; progesteron; kráva........................... 145

(lamety
- prase; kráva; vliv Cd: in vivo; in vitro .......................................... 287

(len
- časné vývojové g.; exprese; metoda detekce a lokalizace 

exprese; hyhridizace in .situ; embryo; prase.............................. 165

Genetika
- Chlamydia pecorum; genetické skupiny; metoda DNA 

fingerprinting .............................................................................. 249

Genotoxicita
- kadmium; jaterní buňky (Anr-4); potkan; plicní fibroblasly 

(V 79); čínský křeček.....................................................................365

Gonádotropní releasing hormon (GnRH) 
- indukovaná ovulace; kráva; sání telat .......................................... 169

Gonády
- embryo; růst a vývoj; busulphan; vliv; kuře ................................ 105

Hematologickv profil
- tele; antipyretikum; lyzin-salicylát; snášenlivost; klinická 

a laboratorní hodnocení.................................................................... I

Histochcmie 
- endometrium; ovariálni cysty; kráva................................................  97
- histochemická aktivita; svalová vlákna; bránice - pars costalis

a pars lumbalis; jehně ......................................................................357

Histologie 
- endometrium; ovariálni cysty; kráva.................................................97

Hliník 
■ nedostatek AI; reprodukční užitkovost; koza; vliv ........................272

Hyhridizace in situ 
- embryo; prase; genové exprese; metoda detekce a lokalizace

exprese............................................................................................ 165

Hydroxykortikosteron 
- krevní sérum; býk; chronický stres.................................................268

Chlamydia pecorum
- klinický obraz; experimentální infekce; speciální popis; 

genetika; imunochemie .......................................................... 249

Chlamydia psittaci
- omitóza; zdivočelí holubi Columba livia f. domestica; Košice . . 361

Chlamydióza (epithcliocystis)
- ryby; příznaky; etiologic; hostitelské druhy; geografické 

rozšířeni.........................................................................................  307

Chloramfenikol 
- rezistence a citlivost к ch.; mastitidy; dojnice............................. 201

IFAT
- Neospora caninum; neosporóza; klinické příznaky; pes; ('R . . . . 51 

Implantace vajíček
- hyhridizace in .situ; embryo; prase................................................ 165

Imunita
- edémová nemoc prasat; sele; toxoid SLTI1; protilátky; 

neutralizace SLTIIv ...................................................................... II
- toxokaróza; albendazol; lipozomy; myš........................................ 293

Incidence
- Mycobacterium bovis; Mycobacterium tuberculosis; zvířata; 

lidé; výskyt; ČR; 1969 až 1996 ................................................. 221

Incusura ischiadica major 
- //. ischiadicus; přístup; blokáda; skot; koza................................... 33

Interferon (x
- nepřítomnost; PRRS virus; alveolární makrofágy.............................. 7

VI Vet. Med. - Czech. 43. 1998 (12)



Interleukin-8
- PRRS virus; imunoreaktivita; alveolární makrofágy ........................ 7

In vitro
- antihelmintická rezistence; metody detekce; nematody; 

hospodářská zvířata........................................................................347
- endokrinní anomálie; xenoestrogeny; chronický stres; ryby........ 290
- prase; alveolární makrofágy; PRRS virus; interleukin-8 .................. 7
- prase; skol; gamety; raná embrya; vliv Cd ..................................... 287
- xenoestrogeny; vitelogenin; aktivita; detekce.......................  288, 311

In vivo
- antihelmintická rezistence; metody detekce; nematody; 

hospodářská zvířata.................................................................... 347
- endokrinní anomálie; xenoestrogeny; chronický stres; ryby.........290
- prase; skot; gamety; raná embrya; vliv Cd ..................................... 287
- xenoestrogeny; vitelogenin; aktivita; detekce.......................  288, 311

- jaterni buňky (Anr-4); kadmium; cytotoxicita; genotoxicita; 
potkan ............................................................................................. 365

- rizikové polutanty; výskyt; kráva; farmy skotu............................... 233

- bránice - pars costalis a pars lumbalis; průměr svalových 
vláken; histochemická aktivita .....................................................357

Jod
- kravské mléko; hladina I; přídavek jodu; eliminace jodového 

deficitu..............................................................................................173
- nedostatek I; reprodukční užitkovost; koza; vliv......................... 272
- vaječný žloutek; nadbytek I; krevní parametry; spotřeba krmivá; 

nosnice.............................................................................................207

Kadmium
- cytotoxicita; genotoxicita; jaterni buňky (Anr-4); potkan; plicní

fibroblasty (V 79); čínský křeček ....................................................365
- distribuce Cd; orgány telat ...............................................................331
- gamety; raná embrya; prase; skot; vliv Cd ..................................... 287
- krmivo; napájecí voda; stájový prach; vozovkový prach; půda;

farmy skotu a prasat; kráva; srst; mléko; tělesné orgány; tuk;
výskyt...................................................................................... 233,288

- nedostatek Cd; reprodukční užitkovost; koza; vliv....................... 272
- rezidua; reprodukční orgány; nemocnost; kráva; spad 

z metalurgických závodů.............................................................283
- vliv Cd; gamety; raná embrya; in vivo; in vitro; prase; kráva . . . . 287

Kalium jodatum
- aplikace; struma; štítná žláza; klinický a ultrasonografický 

nález; beran .....................................................................................179

- spermie; protilátky proti spermiím; krevní sérum; ELISA...... 137

Klinický nález
- štítná žláza; struma; aplikace kalium jodatum; beran..................... 179

Klinický obraz
- Chlamydia pecorum; diagnostické metody; savci...........................249

Kočka
- leukocyty: subpopulace; diferenciační antigeny (CD antigeny) . . 55

Kokcidióza
- kůzle; toltrazuril; monensin; aplikace; Eimeria spp.........................239

Kontaminace
- bakterie; plísně; veterinární léčiva; ČR; 1993 až 1996 .................  213

Koxielóza
- Coxiella burnetii; výskyt; skot; SR..................................................325

Koza
- incusura ischiadica major; n. ischiadicus; přístup; blokáda........ 33
- kozí mléko: Mycoplasma agalactiae; přežívání.............................343
- kůzle; kokcidióza; toltrazuril; monensin; Eimeria spp.................... 239
- reprodukční užitkovost; stopové a ultrastopové prvky; 

nedostatek; vliv na užitkovost....................................................... 272

Králík
- dýchací cesty; epitel; ultrastruktura; ßz-sympatomimetika; vliv . 187

- bovinní tuberkulóza; výskyt; ČR; 1969 až 1996 .......................... 221
- Candida guilkrmondii; poruchy reprodukce; vliv.......................... 289
- gamety; raná embrya; vliv Cd ....................................................... 287
- indukovaná ovulace; GnRH; sání telat........................................... 169
- koxielóza; Coxiella burnetii; SR ......................................................325
- mastitida
- bakterielní původci; rezistence к antibiotikům............................ 201
- Lactococcus garvieae; izolace ................................................... 371

- mléčná žláza; somatické buňky; morfologie ................................ 255
- mléko; obsah 1; přídavek I; eliminace jodové deficience............. 173 
- ovariální cysty; endometrium; histologie; histochemie................... 97
- ovariální dysfunkce

- léčba; progesteron; folikulární vývoj ......................................... 145
- thyroidní hormony; kocentrace................................................... 284

- reprodukční užitkovost; nedostatek Mn; vliv................................ 272
- srst; mléko; svalovina; játra; ledviny; tuk; rizikové polutanty;

výskyt..............................................   233, 288
- těžké kovy; rezidua; reprodukční orgány; nemocnost; spad 

z metalurgických závodů ............................................................ 283

Krev
- arteriální k.; krevní plyny; acidobazická rovnováha; respiraČní 

syndrom; tele ....................................................................................69
- krevní parametry; nadbytek I; nosnice............................................. 207
- krevní sérum
- protilátky proti spermiím; býk; kanec................................ 137, 285
- testosteron; hydroxykortikosteron; býk; chronický stres ........... 268

- periferní k.; lymfocyty; neutrofiiní granulocyty; subpopulace;
pes; věk............................................................................................. 193

Krmivá
- rizikové polutanty; výskyt; farmy skotu a prasat.................  233, 288
- výskyt karcinogenních РАН; farmy prasat a skotu ............... 17,288
- výskyt PAE; farmy prasat a skotu; výrobny krmných směsí........ 93

Kůň
- leukocyty; subpopulace; diferenciační antigeny (CD antigeny). . . 55 

Kuře
- gonády; embrya; růst a vývoj; busulphan; vliv ............................ 105

Lactococcus garvieae
- mastitida; izolace L. garvieae .......................................................  371

Ledviny
- rizikové polutanty; výskyt; kráva; farmy skotu a prasat . . . 233; 288

Leukocyty
- subpopulace; diferenciační antigeny (CD antigeny); pes; kočka; 

kůň; prase; přežvýkavci ................................................................. 55

Lidská populace
- Mycobacterium bovis; Mycobacterium tuberculosis; výskyt; 

ČR; 1969 až 1996 ......................................................................... 221
- mykobakterie; možnosti přenosu; infekce lidí.............................. 115
- plodnost; životní prostředí; negativní vlivy na plodnost...............284 
- reprodukční funkce; chronický stres; vliv .................................... 268

Lindan
- krmivo; napájecí voda; stájový prach; vozovkový prach; půda;

farmy skotu a prasat; kráva; srst; mléko; tělesné orgány; tuk; 
výskyt....................................................................................... 233. 288

Lipozomy
- albendazol; toxokaróza; imunita; myš........................................... 293

Liška obecná
- vzteklina; orální vakcinace; biomarker; sérokonverze; účinnost . 245

Lithium
- nedostatek Li; reprodukční užitkovost; koza; vliv.......................... 272

Lymfocyty
- subpopulace; periferní krev; pes; věk ........................................... 193

Vet. Med - Czech. 43. 1998 (12) VII



Lyzin-salicylát
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