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PRUKAZ CYTOTOXICKYCH PROTILATEK V SERU
LEUKOZNIHO SKOTU

M. Granatova, A. Kozakova

GRANATOVA, M. — KOZAKOVA, A. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékar-
stvi, Brno): Prikaz cytotoxickych protilitek v séru leukodzniho skotu. Veter.
Med. (Praha), 30, 1985 (8) :449-456.

Na souboru 55 vzorku sér ze stadda byku silné zamoreného bovinni leukézou
byla ovérena pouzitelnost cytotoxického testu v diagnostice bovinni leukozy
a vysledky byly srovnany s imunodifiznim testem v agaru. Oba testy vyka-
zuji priblizné stejnou citlivost, nebof u kazdého vysSetiovaného vzorku vysled-
ky v cytotoxickém testu alespon ve dvou redénich séra ze tfi (1:2,1:5a 1:7)
odpovidaly imunodifuznimu testu. Bylo zjisténo, ze pro cytotoxicky test je
vyhovujici koneéné redéni séra 1 :5. Zaroven bylo ovéreno, ze bovinni fetalni
sérum, nutné pro rast bunécnych kultur, maze byt nahrazeno bovinnim sérem
opracovanym 409/, roztokem polyetylenglykolu (PEG) 6000, aniz by byly vy-
sledky cytotoxického testu avlivnény.

virus bovinni leukémie; cytotoxicky test; imunodifuizni test; polyetylenglykol
6000; bunéc¢né kultury

Séra skotu ze stdd promofenych bovinni leuk6zou obsahuji protilatky
zavislé na komplementu, které in vitro lyzuji cilové, virem bovinni
leukémie (BLV) infikované buriky. Na z&kladé tohoto zjisténi sestavili
Honma aj. (1980) a Watarai aj. (1981) cytotoxicky test (CDAC
— complement dependent antibody cytotoxicity). Tento test vyuZiva pri
detekci protilatek ve vySetfovaném séru virové antigeny na povrchu ci-
lovych bunék. Cytolytické latky jsou pfitomny v antisérech proti glyko-
proteinovému obalu viru BLV, ale antiséra proti vnitfnimu virovému pro-
teinu p 24 je neobsahuji.

Cilem nasi prace bylo jednak porovnat vysledky cytotoxického testu
s hodnotami ziskanymi vySetfenim sér imunodifiznim testem v agaru
(ID), jednak sledovat, jaké konec¢né rfedéni vySetfovaného séra je vhodné
pro vyuZiti v cytotoxickém testu.

MATERIAL A METODA
VYSETROVANA SERA

Imunodifuzni test v agaru i cytotoxicky test byly provedeny s 55 vzorky
krevnich sér ziskanych ze stada byku silné zamoreného bovinni leukdzou.

Pro ID bylo uzito sérum neredéné, pro CDAC byl vzorek kazdého séra inakiti-
vovan a redén fyziologickym roztokem tak, aby konedné redéni v jamce desti¢ky
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po smichani bunéfné suspenze, komplementu a séra bylo 1:2, 1:5 a 1:7. Pro
pomeér 1 :2 bylo tedy uzito sérum neredéné.

IMUNODIFGZNI TEST V AGARU

Jamky v agarovém gelu o priuméru 0,5 cm byly naplnény vzorky sér, kon-
trolnim pozitivnim sérem a antigenem (souprava na sérologickou diagnostiku leuko-
zy hovéziho dobytka imunodifuznim testem AGEBION BLV, Bioveta Nitra). Po
osmacdtyricetihodinové inkubaci pri laboratorni teploté se v Sikmém spodnim osveét-
leni hodnotily precipitaéni linie.

CYTOTOXICKY TEST

Uprava kultivaéniho séra

V cytotoxickém testu bylo bovinni fetalni sérum nahrazeno bovinnim sérem,
ze kterého byly odstranény protilatky a nespecifické inhibitory vysrazenim pomoci
polyetylenglykolu (PEG 6000), pripraveného podle Durhama aj. (1982) jako
409, roztok v minimalnim esencidlnim médiu MEM/TM SEVAC VII a sterilova-
ného autoklavovanim. Tento roztok byl pridan k bovinnimu inaktivovanému séru
(30 minut pFi teploté 56 °C) v takovém mnozstvi, aby jeho vysledna koncentrace
v séru byla 10%, a smés byla ponechana 12 hodin pfi teploté +4°C. Po centri-
fugaci (200 g po dobu 20 minut) byl precipitat odstranén a sérum uchovano pii
teploté —25 °C.

Buinky

Jako cilovych bunék v cytotoxickém testu bylo uzito bunék linie fetalni jeh-
né¢i sleziny FLS (fetal lamb spleen), klon G-I/II, které jsou infikovany virem
BLV a trvale jej produkuji.

Bunky FLS byly péstovany v médiu MEM, doplnéném 109, fetalniho bovin-
niho séra (JZD Sokolnice) nebo 109%, bovinniho séra (Bioveta Opava) opracova-
ného 109, roztokem PEG 6000.

Pfiprava komplementu

Jako zdroje komplementu bylo uzito krali¢iho séra. Krev ziskana ze 30 kra-
liki byla smichana, po srazeni v chladu odstfedéna v chlazené odstfedivce (+4 °C)
po dobu 40 minut pri 300 g. Pred pouzitim komplementu byla kontrolovana jeho
lyticka uéinnost na bunky FLS; po pétaétyricetiminutové inkubaci pfi teploté 37 °C
byla zivotnost bunék 99 9.

Vlastni provedeni cytotoxického testu

Monolayer bunék FLS byl po odstranéni rustového média dvakrat oplachnut
pufrovanym fyziologickym roztokem a po trypsinaci resuspendovan v médiu MEM
bez séra. V tomto médiu byly bunky dvakrat promyty (150 g po dobu 10 minut)
a potom naredény na koncentraci 5 X 106 buné&k/ml.

Do jamek desticky (Koh-I-Noor Hardtmuth nebo Linbro) bylo mikropipetou
naneseno 25 x1 bunééné suspenze, 25 ul vySetiovaného séra v prislusné koncentraci
a 25 ul neredéného krali¢iho komplementu. Desti¢ky byly potom inkubovany 45 mi-
nut pri teploté 37 °C.

Zjisfovani vitality bunék

Po ukonéeni inkubace bylo do tri jamek desti¢ky najednou pridano po 50 ul
0,29, roztoku trypanové modre (Lachema, n. p., Brno), rozpusténého v redestilo-
vané vodé. Po resuspendovani byly bunky preneseny pod skli¢ko Bilirkerovy ko-
murky a po tfech minutach od zac¢atku barveni byly postupné hodnoceny.

Desticka s ostatnimi, dosud nevyhodnocenymi vzorky byla mezitim ponechana
pli teploté +4 °C.
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Hodnoceni cytotoxického testu

Pri vyhodnoceni vysledki byl uréen index toxicity (IC), ktery byl vypocitan
podle vzorce (Honma aj. 1980):

% zivych bunék . 0/p zivych bunék

v bunééné suspenzi v testovaném vzorku
9/p Zivych bunék v buné&éné suspenzi

Hodnotu indexu cytotoxicity 28,4 udavaji Homnma aj. (1980) jako zaklad
pri hodnoceni vysledku v testu CDAC — podle tohoto vztahu: .

hodnota IC < 28,4 - sérum negativni
hodnota IC > 284 - sérum pozitivni

1C =

VYSLEDKY

V 55 vzorcich sér ze stdda siln& promofeného bovinni leukozou by-
lo imunodifaznim testem zjiSténo 40 vzorkl sér pozitivnich na pfitom-
nost protilatek proti BLV, 15 vzorkd sér nedévalo Zadnou precipitaéni
linii.

Hodnoty indexu cytotoxicity pro kaZdé redéni vySetfovaného séra
v cytotoxickém testu byly posuzovény ze dvou hledisek:

a) Byl sledovan vztah mezi Fedénim séra a hodnotou indexu cyto-
toxicity; vysledky jsou uvedeny v obr. 1.

V kaZdém fedéni sér jsou tudaje o indexu cytotoxicity sefazeny
podle stoupajici hodnoty. U pozitivnich (¢. 1—40) i negativnich (€. 41

az 55) vzorkd je zFejmé, Ze k nejvétsi 1yze bunék vétSinou dochéazi v ko-
ne¢né koncentraci séra 1 : 5.
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1. Vliv fedéni séra na index cytotoxicity — Effect of serum dilution on cytotoxicity
index
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2. Index cytotoxicity jednotlivych vzorkt sér — Cytotoxicity index of different

serum samples

b) U kaZdého vzorku byly porovndny hodnoty indexu cytotoxicity
v jednotlivych Fedénich. V obr. 2 jsou vysledky usporadany tak, Ze hod-
noty indexu cytotoxicity v redéni 1:2 jsou sestaveny podle postupné
se zvySujici hodnoty. Zaroveil s nimi jsou pro kazdy vzorek vyneseny
prisludné hodnoty IC v fedéni 1:5a 1: 7.

Ze 40 vzorkd sér (€. 1—40), které byly pozitivni v ID, mélo 29
vzorkll ve vSech tfech fedénich hodnotu IC vétsi neZ 284, a tedy i vy-
sledky cytotoxického testu je fadi mezi séra pozitivni. Rozdily v hodno-
tdch IC v jednotlivych Fedénich u téchto 28 sér se pohybuji v rozmezi
1,84 az 48,78.

U zbyvajicich 11 sér z této skupiny vzorkQ pozitivnich v ID jsou

rozdily v hodnotach IC znac¢né vétSi — pohybuji se v rozmezi od 43,86
do 80,61. U v8ech 11 sér je hodnota IC vZdy v jednom redé&ni menSi neZ
28,4 (coZ odpovida sérim negativnim) — u péti vzorkd v Fedéni 1: 2,

u tfi vzorkd v fedéni 1:5 a u dalSich tFi vzorka v fedéni 1:7. Hodno-
tami IC ve zbyvajicich dvou Fedénich se tyto vzorky Fadi k sérim v cyto-
toxickém testu pozitivnim. Z 15 sér negativnich v imunodifiznim testu
byla u dvou vzorkl hodnota IC v cytotoxickém testu vy35i — u vzorku ¢.
1 v fedéni 1:7 (69,39) a u vzorku C. 13 v redéni 1:2 (82,30); hodnoty
IC v ostatnich redénich odpovidaly vzorkiim negativnim, proto byla
zafazena mezi vzorky negativni. U ostatnich 13 sér byly hodnoty IC
ve vSech redénich pod hodnotou 28,4 (pohybovaly se v rozmezi 4,08 az
22,45).

Z vysledkd uvedenych v obr. 1 a 2 je zfejmé, Ze nejvySSi cytotoxi-
cita sér byla v konecném fedéni 1:5, niZ§i hodnoty IC byly zjistény
v fedéni 1: 2 a nejniZsi v Fedéni 1: 7.
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DISKUSE

Cytotoxicky test jsme modifikovali v nékolika bodech:

1. Cilové bunky

Honma aj. (1980) pouZivali jako cilovych bunék v cytotoxickém
testu bunék linie FLK (fetal lamb kidney), kterd je infikovdna virem
BLV a trvale jej produkuje. V této préaci bylo pouZito infikované linie
bunék FLS, rovnézZ trvale produkujici virus, ktery byl prokazan elektro-
novou mikroskopii (Valicek aj., 1985).

Pro Kkultivaci bungék FLS se pouZivd médium MEM, doplnéné 10 %
bovinniho fetdlniho séra. Ve snaze co nejvice omezit spotfebu tohoto
nakladného séra bylo pouZito bovinni sérum, ze kterého byly imuno-
globuliny a nespecifické inhibitory vysraZeny plsobenim 10% roztoku
PEG 6000. Bylo zjiSténo, Ze mezi bufikami kultivovanymi v médiu s fe-
tdlnim sérem a v médiu s opracovanym bovinnim sérem nebyl v cyto-
toxickém testu rozdil.

Jestlize byly jako cilové buriky uZity FLS péstované v neupraveném
bovinnim séru, hodnoty IC v cytotoxickém testu nebyly srovnatelné
s vysledky imunodifizniho testu.

VSechny vysledky ziskané v této praci byly ziskany na zdkladé zji§-
tovani cytolytickych ucinkl protilatek na buiiky FLS, kultivované v mé-
diu s 10% PEG 6000 upraveného bovinniho séra.

2. Koncentrace vySetfovaného séra

Jak jiZz bylo uvedeno, z udaji v obr. 1 a 2 je zfejmé, Ze nejvetsi
cytotoxicita byla zjiStovdna u sér v konec¢ném redéni 1:5. Provedeni
testu bylo tedy upraveno tak, Ze vzorky sér byly nafed&ny pouze na
tuto koncentraci a kazdy vzorek byl nanesen paralelné do tfi jamek.

Po zjisténi, Ze u naprosté vétSiny vzorkd byly vysledky ve vSech
tfech jamkach stejné, byl kazdy vzorek v fedéni 1:5 vySetfovan pouze
duplicitné.

3. Koncentrace trypanové modfe

PFi vyhodnoceni vysledkli v cytotoxickém testu hraje dileZitou tlo-
hu koncentrace trypanové modrfe pouZivané na zjiStovani vitality bu-
nék. Watarai aj. (1981) uvadéji koncentraci 0,4 %, Honma aj.
(1980) 1,0 %.

V této praci bylo pouZito koncentrace 0,2 %, nebot v 0,4% i 1,0%
roztoku trypanové modre se buriky srazely ve shluky, coZ velmi zne-
snadniovalo vyhodnoceni — pocitani bunék a zjiStovani jejich vitality;
pfitom intenzita zbarveni lyzovanych bunék zistdvala i v niZ8i koncen-
traci roztoku trypanové modfe stejna.

4. Délka doby barveni
Zjisténi vitality bunék, ktera je urcujici pro vypocet IC, je vyrazné

ovlivhéno délkou doby barveni bunék trypanovou modfi. Roztok try-
panové modfe pronikd do lyzovanych bunék b&hem tFi aZ péti minut;
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po této dobé jsou buriky dobfe vybarvené a rozliSitelné od Zivych — ne-
zbarvenych bunék. JestliZe se barvi delSi dobu (déle neZ osm minut),
lyzované buriky se zaCnou rozplyvat, nabyvaji podoby velkych, stale
méneé zfetelnych skvrn a posléze jsou témeér nepostfehnutelné.

PFi srovnani vysledki Setfeni ziskanych imunodifiznim testem s vy-
sledky ziskanymi testem cytotoxickym jsme ani u jednoho vzorku ne-
zjistili vyrazné rozdily. Presto neni shoda mezi obéma testy zcela jed-
noznacna, nebot u 11 ze 40 vzorkl pozitivnich v ID byly vZdy v jednom
Fedéni ze tfi zjiStény v cytotoxickém testu vysledky negativni, naopak
u dvou sér z 15 negativnich v ID byla v cytotoxickém testu zjiSténa vZdy
v jednom Fedéni vysoka cytotoxicita séra.

Tyto rozdily ve vysledcich mohou byt ovlivnény rtznymi faktory:

Mathes aj. (1976) a Sugimoto aj. (1979) uvadéji, Ze imu-
nofluorescenénim testem miZe byt detekovan specificky glykoprotein
na buné&ném povrchu asi 80 % cilovych bunék. Na tyto povrchové anti-
geny (coZ jsou vlastné antigenni determinanty glykoproteinu viru bo-
vinni leuko6zy) se vaZi cytotoxické protilatky pritomné ve vySetfovanych
sérech.

Onuma a Olson (1977) zjistili, Ze u zvifat s bovinni leukézou,
kterd je doprovazena vznikem tumori, je specificky nadorovy bunécny
povrchovy antigen pfitomen v bovinnich lymfosarkomovych burikach. Je
proto moZné, Ze antigen asociovany s nadorem (coZ neni strukturni an-
tigen BLV na povrchu cilovych bunék uZivanych v cytotoxickém testu)
muiZe vysledky tohoto testu ovlivnit.

Naproti tomu u zvifat s lymfosarkomem protilatky proti bunécné
linii SF-28, coZ jsou virem bovinni leukémie transformované ovci fibro-
blasty, témeér nebyly zjiStény; u krav klinicky zdravych, ale s protilat-
kami proti BLV, jsou prFibliZné v poloviné pfipada protilatky proti buil-
kdm SF-28 prokazdny (Onuma aj., 1981).

Saneya aj. (1984) uvadsji, Ze v Japonsku je u 0,1 % populace sko-
tu diagnostikovan lymfosarkom, ackoliv virus BLV byl prokdzan u 30
az 50 % klinicky zdravych krav.

Také u nas je bovinni leukéza s vyskytem lymfosarkomi velmi
vzacnda; ani u jednoho z 55 vy3etfovanych zvifat nebyla tato forma one-
mocnéni v dobé odebirani vzorki zjisténa.

V cytotoxickém testu se ziejmé neuplatiiuje jen humordlni odpo-
véd v pritomnosti komplementu, mifend proti nddorovému povrcho-
vému antigenu v cilovych burikdch. MiZe zde mit vliv i burikami zpro-
stfedkovana imunitni odpovéd. Je znamé, Ze skot s leukdzou ma v pe-
riferni krvi zvy$ené mnoZstvi B lymfocytli, coZ mliZze mit vliv na cytoto-
xicky acinek zabijeCskych bunék (NK — natural killer; NC — natural
cytotoxic).

Yamamoto aj. (1984) zjistili, Ze u krav s perzistujici lymfocy-
tézou nebo s lymfosarkomy je cytotoxickd aktivita téchto bunék niZ3i
neZ u zdravého skotu. Zjistili také, Ze tato cytotoxicita neni zavisld na
makrofazich nebo na T lymfocytech.

Je tedy zfejmé, Ze i kdyZ pouZiti cytotoxického testu v diagnostice
leuk6zy skotu je pouze okrajové, jeho vyznam pri sledovani burikami
zprostfedkované imunity neni zanedbatelny. Proto je vhodné, aby stu-
dium tohoto testu pokracovalo.
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during the progress of bovine leukosis. Veter. Microbiol,, 9, 1984, s. 105-111.

Doslo dne 22. 2. 1985

TPAHATOBA, M. — KO3AKOBA, A. (HayuHo-uccnenopaTeNbCKMH MHCTUTYT BETEPHHADHH,
BpHo): /lokasaTenhCTBO HANHYHA DHTOTOKCHYECKHX AHTHTEN B ChIBOPOTKE NeHKO3HOro KpymHOro
poratoro ckora. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 449-456.

Ha rpynne 55 o6pasiuoB ChIBOPOTOK, B3ATHIX y ObIKOB M3 CHJIBHO IOpPa’KeHHOro JIEHKO30M CTana,
MpOBEPAJIH [PUMEHHMOCTh LMTOTOKCHYECKOr0 TecTa B NMAarHOCTHKe GOBMHHOro neiikosa. Peayns-
TaThi CpaBHMBaAM ¢ MMMyHOaHPyaHhM Tectom B arape. O6a Tecra nokasmiBalT NpPUGIH3N-~
TeJbHO ONHAKOBYK YyBCTBHUTEJbHOCH, TaK KaK y KaKIOro ofpasia pe3yJblaThl LHTOTOKCHYECKOrO
TecTa OTBEYasJM MO KpaifHeil Mepe B IByXx pasbapieHHAX ChIBOPOTKM H3 rtpex (1:2, 1:5, 1:7)
uMMyHOnUPPy3HOMy TecTy. YCTAaHOBJIEHO, YTO IJIA IIUTOTOKCHYECKOTO TecTa TONMTCA pa3baBieHue
1:5. O6napyxeHo takxe, uTo GOBHHHas QeTasbHas CHIBOPOTKA, HEOGXONMMAasA IJA POCTa KJETou-
HBIX KyJBTYP, MOXKET 3aMeHATbCs GOBMHHON ChIBOPOTKOi, ofpaboranuoit 400/, pactsopoM nonu-
srunenraukons (PEG) 6000, He Bauss npuw 3TOM Ha pe3yJbTaThbl LJHTOTOKCHYECKOTO TeCTa.

BUpyc OGOBHHHON JeWKeMHM; [IMTOTOKCHYECKHH TecT; HMMMYHOUMPPYy3HHH NONMBTHUIEHTINKOH
6000; kneTouHbie KyJIbTyph

GRANATOVA, M. — KOZAKOVA, A. (Veterinary Research Institute, Brno): De-
monstration of Cytotoxic Antibodies in the Serum of Cattle Suffering from Leukosis.
Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 449-456.

In a set of 55 serum samples obtained from the herd of bulls heavily infested
with bovine leukosis we tested the applicability of cytotoxic test for the diagnostics
of bovine leukosis and compared the results with immunodiffusion test in agar.
The two tests show approximately the same sensitivity because in each examined
sample the results of cytotoxic test corresponded at least in two out of three
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serum dilutions (1:2, 1:5 and 1:7) to the immunodiffusion test. It has been de-
monstrated that as regards the cytotoxic test, the final serum dilution of 1:5 was
satisfying. At the same time it has been chedked that the bovine foetal serum,
required for the growth of cell cultures, could be replaced by the bovine serum
treated with the 409/ solution of polyethylene glycol (PEG) 6000 without any influ-
encing the results of cytotoxic test.

virus of bovine leukaemia; cytotoxic test: immunodiffusion test; polyethylene glycol
6000; cell cultures

GRANATOVA, M. — KOZAKOVA, A. (Forschungsinstitut fiir Veterinidrmedizin,
Brno): Nachweis zytotoxischer Antikorper im Serum leukosekranker Rinder. Veter.
Med. (Praha), 30, 1985 (8) :449-456.

In einer Gruppe von 55 Serumproben von Bullen aus einer durch bovine Leukose
stark befallenen Herde wurde die Anwendbarkeit des zytotoxischen Testes in der
Diagnostik der bovinen Leukose gepriift. Die Ergebnisse wurden mit denen des
Immunodiffusionstestes im Agar verglichen. Beide Teste weisen ungefihr dieselbe
Sensibilitat auf, da bei jeder der untersuchten Proben die Ergebnisse im zytoto-
xischen Test zumindest in zwei von drei Serumverdiinnungen (1:2, 1:5, 1:7)
dem Immunodiffusionstest entsprachen. Es wurde festgestellt, dall fir den zyto-
toxischen Test eine Endverdiinnung des Serums von 1:5 zusagend ist. Gleich-
zeitig wurde bestiatigt, dall bovines Fetalserum, das flir das Wachstum von Zell-
kulturen noétig ist, durch ein mittels 40 9iger Lasung von Polyiathylenglykol (PEG)
6000 bearbeitetes bovines Serum ersetzt werden kann, ohne dall dadurch Ergebnisse
des zytotoxischen Testes beeintrichtigt werden.

Virus der bovinen Leukose; zytotoxischer Test; Immunodiffusionstest; Polyathylen-
glykol 6000; Zellkulturen

Adresa autori:

RNDr. Marta Gramatova, MVDr. Alexandra Kozakova, Vyzkumny ustav
veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno
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DIAGNOSTIKA OSTEOPATII U SKOTU METODOU
KOSTNI BIOPSIE

J. Marek, J. Meisl

MAREK, J. — MEISL, J. (SVU — veterinarni nemocnice, Hranice): Diagnosti-
ka osteopatii u skotu metodou kostni biopsie. Veter. Med. (Praha), 30, 1985
(8) :457-465.

Biochemickou analyzou a rentgenograficky jsme vySetrili 70 vzorka kostnich
bioptata od 70 krav. Biochemickym vySetfenim kostnich bioptati odebranych
z tuber coxae byl zjistén osteoporoticky proces u 879, vySetienych dojnic,
osteomalaticky proces u 57", a smiSena forma, tj. osteoporoza/osteomalacie
u 51,49, vysSetrenych dojnic. Podle distribuce naleza ve vztahu k fazim re-
produkéniho cyklu je c¢etnost patologickych nalezt nejvyssi u otelenych krav.
Vysetfenim popela na obsah osteotrofickych mineralt, vapniku a fosforu, byla
zjisténa fyziologicka relace jen u 5,79, dojnic, rozSifeny pomér u 87,29,
a zuzeny u 7,1%, dojnic. Srovnanim biochemického nalezu s nalezem rentge-
nografickym jsme zjistili o 23 9, nizsi rozdil v zachytu patologickych pripadu
u rentgenologické metody. Metedy rentgenologického vysSetreni kostnich biopta-
ta lze vyuzit jako screening v diagnostice metabolickych osteopatii.

osteoporoza; osteomalacie: rentgenologické vySetreni; biochemické vysetreni

Prvni zpravy o diagnostickém vyuziti kostni biopsie ve veterinar-
nim lékarstvi pochazeji od Graebnera (1961), jehoZ metodu dale
rozpracoval Priboth (1966) a u nds Jagos$ aj. (1975). Vychéaze-
jice z citovanych autort rozhodli jsme se zavést a v terénnich podmin-
kach v oblasti plisobeni naSeho pracovisté — v Severomoravském Kkraji
— Overit diagnostiku metabolickych osteopatii metodou kostni biopsie.

ObtiZnost diagnostiky osteopatii vyplyva z faktu, Ze metabolické
osteopatie probihaji u skotu zpravidla dlouhou dobu latentné, bez zjevné
klinické manifestace. Dosavadni zptsob diagnostiky klasickym vySetfe-
nim télnich tekutin — krevniho séra a moCe — je jiZ obecné povaZovan
za malo prikazny. Hladiny vapniku a fosforu v krevni plazmé nepoda-
vaji vérny obraz o Urovni mineralizace kostry. Intravitalni vySetfeni
kostni tkdné pomoci kostni biopsie umoZiiuje exaktnéji a dokonaleji po-
soudit udroven mineralizace kostni tkané&é, metabolismu osteotrofickych
mineralt vapniku a fosforu, a tim umoZiiuje diferencidlni diagnostiku
metabolickych osteopatii.

Vyznam stanoveni mineralizace kostni tkané vyplyva z toho, Ze ta-
to tkan predstavuje hlavni depozitni orgdn a zasobarnu vapniku a fosfo-
ru pro piipad, kdy je potfeba tyto prvky mobilizovat. Ve skeletu je
uloZeno 98 % veskerého vdapniku a 80 aZ 90 % ve3kerého fosforu v té-
le. Izotopovou metodou (Sova aj., 1978) bylo zjiSténo, Ze vstiebany
vapnik se nejprve uklada do kostni tkdné a odtud se pak presunuje do
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krve a tkani podle aktudlnich potfeb organismu. Z tohoto hlediska je
velmi z&vaznd mobilizace vapniku do mléka u dojnic v laktaci. Pfed-
poklada se, Ze 25 aZ 30 % vdapniku v kostni tkani je ve formé labilnich,
uvolnitelnych slouCenin. Podle novych poznatkl, ziskanych radioizoto-
povou metodou (Prochéazka aj., 1980), pochazi vapnik obsaZeny
v mléce z 80 aZ 90 % ze zasob v Kostni tkani a fosfor zhruba z 50 %.
To naznaCuje znacny pohyb té€chto prvkid a jejich vysokou potfebu pfi
tvorbé mléka u dojnic v priibéhu laktace, zejména ve fazi jejtho nastupu
a kulminace.

O intravitalni vySetfeni stupné& mineralizace kostni tkané se jiz dFi-
ve snaZili Priboth (1966) a Sarabrin (1975), a to metodou
rentgenologického vySetfeni ocasnich obratld. Tato metoda se vSak
v praxi neujala, protoZe podminky vySetfeni byly nestandardni. Veli-
kost ocasnich obratld je u jednotlivych zvifat zna¢né variabilni a ziska-
né vysledky jsou téZko hodnotitelné.

Chemické vySetfeni kostni tkané umoZiiuje posoudit stav minera-
lizace kostni tkdné a metabolismu vapniku a fosforu. Biochemickou
metodou lze urcit obsah popela v tukuprosté suSiné kostni tkané (TPS),
obsah popela v jednotce objemu (mg popela v 1 cm3), obsah jednotli-
vych minerald (vapniku, fosforu a hoféiku) a vyjadrit jejich vzajemnou
relaci. Kromé& toho umoZiiuje i pifipadné toxikologické vySetifeni na pfi-
tomnost cizorodych latek, napf. t&Zkych kovl {olovo, kadmium, rtuf,
zinek). Laboratorni biochemické vy3etfeni kostnich bioptatd je v3ak ca-
sové, pracovné i energeticky dost nédro¢né. Naskytd se moZnost jed-
nodussiho orientacnfho vySetieni kostnich bioptatfi, a to vySetfeni fy-
zikalné-rentgenologické (Marek, 1982). Tento zptisob je Casové méné
naro¢ny, vyZaduje vSak rtg pristroj. Rentgenologickym vyS$etfenim lze
hodnotit denzitu trdmch kostni spongidzy, které odpovidd obsah mine-
rdlni sloZky — popela v 1 cm3 kostni tkan&, ale neni moZné posoudit
vzdjemnou relaci mezi vdpnikem a fosforem. Rentgenologické vySetie-
ni kostnich bioptdtl umoZiiuje diagnostikovat predevs$im procesy osteo-
pordzy, méné jiZ osteomalacie.

Pojem osteoporo6za vyjadfuje celkovy ubytek hmoty jak minerdalni,
tak i organické sloZky na jednotku objemu, u osteomalacie se jedna
pouze o ubytek minerdlni sloZky. Ukazatelem charakterizujicim spon-
gi6zu je tedy obsah popela v jednotce objemu (mg.cm~3), u osteoma-
lacie je ukazatelem obsah popela v jednom gramu TPS. Pouhé stano-
veni obsahu popela v TPS je z hlediska stanoveni osteoporozy nedo-
state¢né, nebot pomér mezi anorganickou a organickou sloZkou Kkosti
nemusi byt zménén (Doubek aj., 1982).

MATERIAL A METODA

V zimnim obdobi roku 1983/84 jsme vySetrili kostni bioptaty v péti chovech
dojnic. Primérna roéni dojivost ¢inila 3500 az 4000 litrt, vék dojnic byl ¢tyri az
pét let. Dva chovy byly v reparské, dva v bramborarské a jeden v podhorské
(paistvinafské) vyrobni oblasti. Celkem bylo vysetifeno 70 dojnic se zastoupenim
tfi skupin podle fiaze reprodukéniho cyklu.

Technika odbéru vzonkt kostni tkané (spongidzy) spocivala v pripravé ope-
raéniho pole v krajiné tuber coxae, v infiltraéni anestezii, incizi kize a ve vlast-
nim odbéru kostni tkané kostnim trokarem (obr. 1—3).

Ziskané bioptaty jsme vy3etiovali rentgenologicky (rentgenograficky) a bio-
chemicky.
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1. Lokalni infiltraéni
anestezie — Local in-
filtration anaesthesia

2. Incize Kkuze — Skin
incision

3. Odbér Kkostni tkane
— Bone tissue sampling
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4. Rtg snimek kostniho
bioptatu (zvétSeno) —
fyziologicky standard

220 mg.cm-3 — Radio-
graph of bone bioptate
(enlarged) — physiolo-

gical standard 220 mg.
.em 3

5. Rtg snimek Kkostniho
bioptatu (zvétseno) —

patologicky standard
185 mg.cem 3 — Radio-
graph of bone bioptate
(enlarged) — patholo-

gical standard 185 mg
; €M 2

6. Rtg snimek Kkostnihe
bioptatu (zvétseno) —

patologicky standarc
157 mg.cm 3 — Radio-
graph of bone bioptate
(enlarged) — patholo-

gical standard 1537 mg

em—



Kostni bioptaty jsme snimkovali malym pienosnym rentgenovym pristrojem
znadky Arman o stabilnim vykonu 75 kV a 18 mA na rtg filmy znadky MEDIX.
Denzitu tramect kostni spongiézy jsme vyhodnocovali komparaci se standardnimi
vzorky bioptati o znamém obsahu popela v 1 ecm’ (obr. 4—6).

Biochemické vysétreni kostnich bioptata spocivalo v extrakei tuku, sefiznuti
bioptatih na standardni objem, su$eni, nasledné mineralizaci pfi teploté 550 °C po
dobu 48 hodin a v kvantitativhim stanoveni minerali v popelu. Vapnik a hotéik
jsme stanovovali metodou plamenové atomové absonpéni spektrofotometrie, fosfor
kolorimetrickou metodou podle Urbach-Raabeho. Hodnoty popela jsou vypocéteny
a uvedeny v mg.g-1 TPS a v mg.cm~-3. Dale jsme stanovili obsah jednotlivych
mineralnich latek (vapniku, fosforu a hotré¢iku) v popelu a vzajemnou relaci vap-
niku a fosforu. Ziskané vysledky jsme hodnotili na zakladé fyziologické normy,
stanovené histologickym vysetfenim (Cerny, 1977). Za fyziologickou hodnotu ob-
sahu popela v jednom gramu TPS jsme povazovali 600 mg a vySe, u obsahu po-
pela na jednotku objemu 220 mg v 1 em3 a vySe. Za fyziologicky pomér vapniku
a fosforu jsme povazovali hodnotu 1,66.

VYSLEDKY

-

Prehled o ziskanych vysledcich biochemického a rentgenologického
vySetfeni kostnich bioptati od 70 dojnic z péti chovld je uveden v tab.
[ az IV.

Biochemickym vySetifenim kostnich bioptati byl zjiStén patologicky
(snizeny) obsah popela v objemu, tj. osteoporoticky proces, u 87 %
krav, snizeny obsah popela v 1 g TPS, tj. osteomalaticky proces, u 57 %
dojnic, smiSena forma, tj. osteoporéza/osteomalacie, u 51,4 % dojnic.
Z vySetfenych chovi jsme v chovu P.n.O., ve kterém jsou nejniz$i pri-
meéry hodnot obsahu popela i Cetnosti patologickych hodnot, pozorovali
jiz zacCinajici klinicky syndrom, svédCici o osteopatii (nefyziologické
postoje, obtiZzné vstavani, pfeSlapovani apod.). V ostatnich chovech jsme
klinické priznaky osteopatie nepozorovali.

U relace mezi vapnikem a fosforem v popelu kostni tkané silné
prevazoval rozsifeny pomér (nad hodnotu 1,66) — byl zjistén u 87,2 %
dojnic; u 7,1 % dojnic byl pomér zaZeny a pouze u 5,7 % vy3etfenych
dojnic byl optimalni.

Pokud jde o distribuci hodnot u dojnic ve vztahu k fazim repro-

I. Prehled nalezt zjistéenych biochemickym a rentgenologickym vySetifenim —
Review of findings from biochemical and radiographic examination

Popel
Nilez rtg nilez
mg/cm3 mg/g TPS
Fyziologicky 13 9, krav 43 9, krav 35 9, krav
Patologicky (snizeny) 87 9, krav 57 %, krav 65 %, krav

II. Pomeér vapniku a fosforu v popelu z poétu vSech vysetfenych dojnic — Calcium :
: phosphorus ratio in ash of all examined dairy cows

=4
Zazeny (pod 1,66) l Normalni (1,66) Rozsifeny (nad 1,66)
7:1.% 5,7 % 87,2 %
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1II. Hodnoceni nalezi obsahu popele u dojnic podle faze reprodukéniho cyklu —

Evaluation of findings

production cycle

of ash content in dairy cows ‘according to the phase of re-

26,6 % sniZzenych

20,0 9, snizenych

1 | Popel ‘

;‘ Faze cyklu | \

‘ mg/cm? mg/g TPS |

— b P — _ = —
Nizkobrezi 23,3 9, snizenych 16,6 9% snizenych
Vysokobrezi 21,6 9, snizenych 16,6 9%, snizenych

i Otelené

1V. Nalez biochemickych ukazateli ze dvou chova rozdilnych vyrobnich oblasti —
Biochemical values obtained from two herds in different production areas

Popel
Chov Ca:P
mg/cm?3 mg/g TPS
P.n. O. celkem prumér 161 544 1,82
pocet sniZzenych 94 9, 83 %
s prumérem 150 529
M.B celkem prumér 250 639 1,88
pocet sniZenych 27 % 11 %
s prumérem 185 564

dukéniho cyklu, je u obou ukazateldi, tzn. u popela v objemu a v TPS,
nejvy3si Cetnost patologickych néalezti u skupiny krav otelenych.

Markantni rozdil v ukazatelich se projevoval mezi chovem P.n.O.
(vysokd mlé¢néa uZitkovost) v Fepafské vyrobni oblasti a chovem doj-
nic v M.B. (rovnéZ vysokd mlé¢néa uZitkovost) v podhorské — pastvinar-
ské vyrobni oblasti (tab. IV]).

Pri porovnéni vysledkd ziskanych biochemickym vySetfenim s néa-
lezy ziskanymi rtg vySetfenim a vizudlné hodnocenymi je rozdil v zéa-
chytu patologickych pfipadi u rtg metody o 23 % niZsi (vztahuje se na
obsah popela na objem).

DISKUSE

Z vysledki vySetfeni vyplyva, Ze subklinicky probihajici osteopatie
u dojnic budou zfejmé& i v Severomoravském Kkraji dost rozSifeny. Vzhle-
dem k malému poltu vySetfenych stad a zvifat nemlZeme vysledek
zevSeobecnit. Domnivame se vSak, Ze i tato mald sonda nas opraviiuje
vyslovit néazor, Ze vyskyt subklinickych metabolickych osteopatii, a to
pfevaZné osteopordzy, bude v naSich chovech dojnic dost vysoky, coZ
odpovida i néalezim, k nimZ dospéli Jago$§ aj. (1981). Vzhledem ke
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zjisténym néleziim a k vzestupnému trendu v mlécné uZitkovosti v cho-
vech dojnic by se této problematice méla vénovat naleZitd pozornost.

Ilustrativni je srovnani nalezli mezi chovy v P.n.0. a M.B., pfi némZ
vynika diametralni rozdil mezi sledovanymi parametry. V chovu P.n.O.
v Feparské vyrobni oblasti byl zjiStén nejniZ3i obsah popela co do in-
tenzity i extenzity v 1 g TPS, zejména obsah popela v 1 cm3. V tomto
chovu jiZ byl u nékterych dojnic pozorovéan klinicky syndrom, svédcici
0 osteopatii. Pricinu tohoto jevu spatfujeme v charakteru a typu vy-
Zivy, protoZe po pfevaznou Cast roku tvofi podstatnou c¢ast objemu krm-
nych davek fepné silaZe s malym podilem sena, a déle i v technologii
chovu (trvaly stajovy chov bez vyb&hu, pastvy a bez pfistupu slunecnich
paprskil). Acidogenni ucinek krmné davky potencuje demineralizaci
kostni tkdné a vznik osteopatii.

Naopak v chovu dojnic M.B. v podhorské — pastvinaFfské vyrobni
oblasti biochemicky nélez téméF odpovidal fyziologickym parametrim.
Priinu tohoto pfiznivého nélezu spatfujeme v odliSném typu a cha-
rakteru vyzZivy — v zimnich krmnych davké&ch pfevaZuje z objemnych
krmiv lu¢ni seno, senédz, popripadé i okopaniny — dale pak i v rozdilné
technologii chovu, tj. pfedev8im v pastvé. Je zndmé, Ze kvalitné usuSené
seno je hlavnim pfirozenym zdrojem vitaminu D ve vyZivé skotu. Slu-
necni zareni s UV paprsky transformuje po pokoseni zelené pice pfi
jejim suSeni rostlinny provitamin ergosterol na vitamin D — kalcife-
rol. V Zivych rostlinnych burikdch konverze ergosterolu ve vitamin D
ergokalciferol neprobiha. SildZe Casto obsahuji jen nepatrné mnoZstvi
vitaminu D (Kolb, (1980). UV paprsky u pasoucich se zvifat aktivi-
zuji provitamin 7-dehydrocholesterol v ki@iZi na aktivni cholekalciferol,
ktery priznivé ovliviiuje metabolismus osteotrofickych mineralnich 14-
tek, a tim i proces osifikace kostni tkdné&é. Zaroveri pohyb na pastvé pod-
poruje vyvoj a rist kostry zvifat. Rozdilny ndlez mezi témito chovy po-
tvrzuje, Ze dileZitym faktorem pro fyziologicky v§voj kostry a fyziolo-
gicky stav kosti je nejen vlastni vyZiva, v€etn& optimélniho pfivodu mi-
neralnich latek v krmné déavce, ale také technologie chovu.

Ze zjisténi, Ze u 87,2 % dojnic je pomér vadpniku a fosforu rozsifen
nad hodnotu 1,66, vyplyva, Ze v nasi oblasti (Severomoravsky kraj) je
ve vyZivé dojnic u osteotrofickych miner4lnich latek deficit fosforu a pfe-
bytek véapniku, coZ odpovidd i naleziim profilového metabolického testu
v chovech dojnic z naSeho dlouhodobého sledovéani.

Z metabolickych osteopatif prevaZuje vyskyt osteoporézy (u 87 %
vySetfenych dojnic), mén& se vyskytuji osteomalacie (57 %) a smiSené
formy (51,4 %).

Pokud jde o vlastni techniku a provedeni biopsie, miZeme konsta-
tovat, Ze i kdyZ se nezasv&cenému tato metoda miZe na prvni pohled
zdat v b&Zné Kklinické praxi t&Zko proveditelnd, podle naSich zku3enosti
je i v terénnich podminkadch dobfe realizovatelnd. NevyZaduje néroc-
néjsi nebo specidlni zplsob fixace zvifat ani specidlni technické za-
fizeni. Po lokéalni anestezii neprojevovala zvifata vyraznéj$i obrannou
reakci na bolestivost. Zakrok, v€etné pripravy mista biopsie, anestezie
a dal8ich pripravnych praci, trvd u jednoho zvifete cca 15 minut, ale
c¢asu potfebného k néastupu anestezie se miZe vyuZit k pfipravé daldich
zvitat, a tak lze postupovat sériové. K fixaci zvifete plné postacuji dva
pomocnici: jeden fixuje zvife za mulec, druhy za ohon. Pfesto, Ze jsme
nedélali suturu incidované kidZe, hojeni probihalo per primam.
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Pri hodnoceni rentgenologického snimku je nutné pocitat s urcitou
subjektivni chybou, obtiZné je pfesné detekovat margindlni patologické
nalezy v blizkosti dolni fyziologické hranice. Erudovany a zkuSeny in-
terpretator rtg snimkd miZe detekovat zacCinajici osteopatii (osteopo-
rozu) s obsahem popela pfibliZzné od 200 mg.cm~3 a niZe. Tento prah
detekce pro rychlou orientaci v terénnich podminkach pomoci malych
prenosnych rtg pristroji postacuje. Popsand metoda rtg vySetfeni kost-
nich bioptdti miZe slouzit jako screening. V pripadech pozitivnich
nalezli je indikovano hlubSi biochemické, popf. i histologické vySetieni.

oo

Z hlediska pfedpokladaného rozSifeni subklinickych osteopatii v cho-
vech dojnic, zvlast vysokoprodukc¢nich, povaZujeme za potfebné a ucel-
né zavést metodu kostni biopsie do béZné diagnostické praxe, predevsim
v indikovanych pripadech.

Intravitalni biopsie umoZiuje respektovat zdsady pro reprezentativ-
ni vybér zvifat, ktery odpovidd profilu stdda. UmoZiiuje bezprostfedné
vyuZit vysledki k zavedeni lécby a preventivnich opatfeni ve vyZivé
zvifat. Postmortalni odbér nekropsii, i kdyZ je technicky snazs$i, neumoz-
fiuje ziskat vysledky od reprezentativniho souboru zvirat. Pri v§béru
zvifat k vySetieni metodou kostni biopsie je nutné respektovat vék doj-
nic z hlediska dtleZitosti kritéria ukoncCeni procesu osifikace kostry.
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MAPEK, A. — MAWCIJI, U. ('BU — serepunapnas 6onphuuua, [panuue): JmarHocTHka ocreo-
DATHM y KpPYNHOTO pOTAaTOro CKOTa ¢ moMomblo KoctHoit 6moncmu. Veter. Med. (Praha), 30,
1985 (8) : 457-465.

C nomowpid GUOXMMHMYECKOrO aHaanmsa M peHTreHorpaduu uccaenopany 7() o6pasiioB KOCTHHMX
6uonraros y 70 Kopos. BHoxmMMueckoe MccieloBaHMe KOCTHBIX Guonratos us tuber corae yxa-
3ajJ0 Ha ocTeonoporuyeckuit mnpouecc y 87"/, obcrenosaHHbIX KOpOB, OCreOMasATHYECKAH
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npouece y 57, u cmewannyio ¢opmy octenopos/octeomansuna) y 51,49, Kak noxa-
3piBaer pacnpeneseHde  aHarsHoos 1o $a3aM  BOCMPOM3BOIUCTBEHHOro LMKJA, 4acToTa Mna-
TONOIHYECKHX CAydaes HaubOJbINAS y OTeNMBUIMXCA KOpoB. IlyTeM HccaenoBaHHs  304b-
HOTO BELIECTBa Ha OcTeoTpoduuecKile MHHepals!, Kaabuui u $ocdop ycrarosiena ¢uauonor:-

ueckas ysaska admb y 5,7 %, kopos, pacmmpenHoe cooTHoutenne — y 87,204, a cymxennoe —
y 7,17, kopos. Ilyrem cenoctasiactns OHOXMMHUECKOTO AHATHO3a C PeHTreHorpadHuecKHM ycTa-
Hopnena ua 23" Gosmee Hu3Kan pasHMLA B 3alepPKaHUM NATOJIOIHYECKHX CJy4yaeB 10 BTOPOMY

METOlY. [To mertonam PEHTIeHOJIOr MYeCKOro HCC/1edOBAHUA KOCTHBLIX 6HOnNTaTOB MOXKHO MPpOBONHTH
CKPHHHHI B IHalHOCTHPOBAHMH MeTaboINUeCKHX OCTeonaTHil,

OCTCONOPO3; OCTEOMAJNAUMNA; PEHTTeHOJOTHYECKoe HCCleloBaHHe; HHOXUMHUYECKOe HCCaenoBaHMe

MAREK, J. — MEISL, J. (State Veterinary Institute — Veterinary Hospital, Hra-
nice): Diagnostics of Osteopathies in Cattle by the Method of Bone Biopsy. Veter.
Med. (Praha), 30, 1985 (8) :457-465.

Seventy samples of bone bioptates from 70 cows were examined by the biochemical
analysis and radiographically. By biochemical examination of bone bioptates taken
from the tuber coxae we demonstrated the osteoporotic process in 87 %, of examined
dairy cows, the osteomalacic process in 579, and the combined form, i. e. oesteo-
porosis/osteomalacia in 51.4 "), of examined dairy cows. According to the distribution
of findings in relation to the phases of reproduction cycle, the frequency of patho-
logical findings was found to be highest in cows after calving. The examination
of ash for the content of osteotrophic minerals, calcium and phosphorus, has de-
monstrated the physiological relation in 5.7°, of dairy cows only, widened ratio
in 87.29%, and reduced one in 7.1%, of dairy cows. By a comparison of the bio-
chemical finding with the radiographic one we have revealed the difference, by
2304, lower, in identification of pathological cases by the radiographic method.
The method of radiographic examination of bone bioptates can be used as screening
in the diagnostics of metabolic osteapathies.

osteoporosis; osteomalacia; radiographic examination; biochemical examination

MAREK, J. — MEISL, J. (Staatliches veterinirmedizinisches Institut — Tierklinik,
Hranice): Diagnostik der Osteopathien beim Rind mittels Knochenbiopsie. Veter.
Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 457-465.

Mittels biochemischer Analyse und rontgenographisch untersuchten wir 70 Kno-
chenbioptatproben von 70 Kithen. Durch biochemische Untersuchung der aus Tuber
coxae entnommenen Knochenbioptate wurde bei 879, der untersuchten Kiihe ein
osteoporotischer Prozef3, bei 579, ein osteomalatischer Proze3 und bei 51,49, eine
Mischform, d. h. Osteoporose Osteomalazie, festgestellt. Die Hiufigkeit der patho-
logischen Befunde, ihrer Distribution in bezug auf die Phasen des Reproduktions-
zyklus nach, ist bei abgekalbten Kithen am hochsten. Aufgrund von Untersuchun-
gen der Asche auf den Gehalt an osteotrophischen Mineralen, d. h. Kalzium und
Phosphor, wurde eine physiologische Relation nur bei 5,79, der Kiithe ermittelt,
wihrend 87,29, eine erweiterte und 7,19, eine verengte Relation aufwiesen. Ein
Vergleich der biochemischen mit den rontgenographischen Befunden ergab, daf}
bei der rontgenologischen Methode ein um 239, geringerer Unterschied der er-
fafBten pathologischen Fille verzeichnet wurde. Die Methode der rontgenologischen
Untersuchung kann als Screening in der Diagnostik metabolischer Osteopathien
angewandt werden.

Osteoporose; Osteomalazie; rontgenologische Untersuchung; biochemische Untersu-
chung
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MVDr. Jan Marek, MVDr. Jifi Meisl, SVU — veterinarni nemocnice, Fier-
lingerova 1444, 753 24 Hranice na Moravé
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STANOVENI POCTU SOMATICKYCH BUNEK V MLECE
RYCHLOU DIFENYLAMIN DNA FILTR METODOU

V. Sedinova, E. Urbanova, J. Skarda, A. Jukl

SEDINOVA, V. — URBANOVA, E. — SKARDA, J. — JUKL, A. (Ustav fy-
ziologie a genetiky hospodarskych zvirat CSAV, Praha): Stanoveni poétu so-
matickych bunék v mléce rychlou difenylamin DNA filtr metodou. Veter. Med.
(Praha), 30, 1985 (8) : 467-475.

Rychla reakce difenylaminového c¢inidla s DNA byla pouzita pro stanoveni
poc¢tu somatickych bunék v mléce dojnic pomoci DNA filtr metody. Metoda
je zalozena ma filtraci zahraté (65—70°C) smési mléka s Tritonem X-100 pres
nitrocelulézovy membranovy filtr Synpor o velikosti péria 2 az 5 um a na
nasledném stanoveni DNA zachyvcenych somatidkych bunék pomoci barevné
reakce difenylaminu. K membranovym filtrim se zachycenymi somatickymi
bunkami se pridaji 2 ml destilované vody a 4 ml difenylaminového ¢inidla.
Smés se zahriva 20 minut ve vodni lazni pri teploté 90 az 100 °C, zchladi,
zeentrifuguje (3500 X g, 15 min) a zmeéri se opticka denzita pri 595 nm. Pro
prevod obsahu DNA na poc¢et bunék bylo pouzito vztahu 8 ug = 1 milion bu-
nék. Praumeérny variaéni koeficient stanoveni ¢éinil 5,9 %, a korelaéni koeficient
mezi metodou difenylamin DNA filtr a pfimou mikroskopii somatickych bu-
nék na membranovych filtrech byl r = 0,997. Difenylamin DNA filtr meto-
dou je mozné stanovit pocet bunék i ze vzorkt mléka ulozenych ve zmraze-
ném stavu nebo z filtra se zachycenymi bunkami, ulozenych pri teploté 4 °C
(10 dni) nebo 25°C (3 dny). Ke stanoveni je mozné pouzit i mléko stabilizo-
vané formaldehydem, jestlize je uloZeno pri teploté 4 °C.

mléko; somatické bunky; stanoveni; DNA filtr metoda; membranové filtry

V mléce dojnic se vyskytuji dva typy bunék. Jsou to epitelidlni buri-
ky mlécné Zlazy a leukocyty z krve. AZ donedavna se tradovalo, Ze pocet
epitelidalnich bunék je fyziologicky zvySen na zacCatku a ke konci laktace
(Schalm aj., 1971). V poslednich letech vSak bylo elektronovou
mikroskopii zjiSténo, Ze pocCet epitelidlnich bunék v mléce dojnic ne-
pfesahuje — bez ohledu na stadium laktace — 2 % z celkového podctu
somatickych bunék (Lee aj., 1980; Paape aj., 1981). PoCet soma-
tickgch bunék v mléce je proto dobrym ukazatelem zdravi vemene.

Klasickd metoda mikroskopického stanoveni poCtu bunék v natéru
vzorki mléka na skle je velmi pracnd a nepresna. Hledaly se proto
pfesnéjsi a rychlej$i zplisoby, jak somatické buriky pocitat. V soucasné
dobé se ve velkych laboratorich tato stanoveni délaji elektronicky po-
moci celloskopi metodou zaloZenou na pocitdni partikuli nebo pomoci
fosomatiki metodou zaloZenou na fluorooptickém stanoveni bun&k obar-
venych fluorescen¢nimi barvivy specifickymi pro DNA. Pofizovaci cena
uvednych pfistroji je v3ak vysokd, provoz i udrZba velmi nékladné. Da-
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leko levnéjsi, rychly a dostateCné presny zplisob stanoveni poCtu soma-
tickych bunék v mléce vyvinuli Hutjens aj. (1970). Jejich metoda
je zaloZena na kolorimetrickém stanoveni DNA somatickych bunék, za-
chycenych na membranovém filtru po filtraci smési mléka s Tritonem.

Cilem predloZené prace bylo studium pouZiti membranovych filtrii
nasi vyroby a rychlé difenylaminové metody pro stanoveni pocCtu so-
matickych bunék v mléce dojnic.

MATERIAL A METODY

MATERIAL

Vysoce polymerizovana sodna sul deoxyribonukleové kyseliny z brzliku telat,
akridinova zluf, auramin, zlepsené Giemsovo barvivo (Improved Giemsa stain
R66-GURR), substance Giemsa stain GURR a difenylamin byly zakoupeny u fir-
my BDH Chemicals Ltd.. England. V néktervch pokusech byl také pouzit difenyl-
amin firmy Spolana, Neratovice. Difenylamin obou firem byl precistén rekrystali-
zaci z vrouciho hexanu. Triton X-100 byl zakoupen od firmy Koch-Light Ltd.,
England. Nitrocelulézové membranové filtry Synpor 1, 2 a 3 o pruméru 24 mm
byly ziskany z n. p. Labora, Praha nebo z n. p. Zdravotnické zasobovani, Praha.
Pouzité celosklenéné filtra¢ni zarizeni byvlo popsano v nasi predchozi praci (Urba-
nova aj., 1985).

MLEKO

K pokusum byly pouzity étvrfové vzorky mléka zdravych i mastitidnich doj-
nic v razném stadiu laktace. Odbér, ptriprava a filtrace vzorkd mléka byly jiz po-
psany (Urbanova aj., 1985). Filtrujeme obvykle pét, popripadé i vice mililitra
mléka.

STANOVENI DNA SOMATICKYCH BUNEK ZACHYCENYCH
NA MEMBRANOVYCH FILTRECH BAREVNOU REAKCI S DIFENYLAMINEM

Filtry se zachycenymi somatickymi bunkami byly plenesenv do zkumavek.
do kterych byly pridany 2 ml destilované vody a 4 ml cerstvé pripraveného di-
fenylaminového ¢inidla (Dische, 1955), slozeného z 1 g difenylaminu, 100 m!
kyseliny octové p. a. a 2,75 ml koncentrované kyseliny sirove p. a.

Zkumavky byly po protiepani a prekryti konickymi sklenénvmi chladici
(Urbanowva aj., 1985 zahrivany 20 minut ve vrouci vodni lazni. Soucasné byly
s difenylaminovym c¢inidlem a destilovanou vodou povafeny samotné filtry pro-
myté Tritonem X-100 a fyziologickym roztokem, které slouzily jako slepy pokus,
a stejnym zpusobem osSetiené filtry s 10 az 100 ug DNA. které slouzily jako stan-
dardy. Po zchlazeni bylyv vzorky, slepé pokusy i standardy prelity do centrifugac-
nich zkumavek a centrifugovany pri 3500 X g po dobu 15 minut. Z odstredénych
vzorku byla odsata povrchova blanka a opticka denzita byla mérena na spektrofo-
tometru Spekol (Zeiss, Jena, NDR) nebo na spektrofotometru Spektromom (MOM,
Budapest, MLR) pri 595 nm.

PRIPRAVA STANDARDU
Zasobni roztok DNA pripravime rozpusténim DNA v destilovane vodé (500 ug.

.ml-1). Tento roztok je skladovan pri teploté —20°C. Standardy pripravujeme roz-
pipetovanim zasobniho roztoku DNA do zkumavek s promytymi filtry takto:

40 ul zasobniho roztoku DNA + 1960 ul destilované vody = 10 ug DNA .ml-!
100 ul zasobniho roztoku DNA ‘+ 1900 ul destilované vody = 25 ug DNA.ml-!
200 wl zasobniho roztoku DNA + 1800 ul destilované vody = 350 ug DNA . .ml-!
400 ul zasobniho roztoku DNA + 1600 ul destilované vody = 100 ug DNA .ml-!
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STANOVENI POCTU SOMATICKYCH BUNEK V MLECE
INDOL DNA FILTR METODOU

Stanoveni DNA somatickych bunék mléka zachycenych na membranovych
filtrech barevnou reakci s indolem bylo provedeno podle Urbanowveé aj. (1985).

STANOVENI SOMATICKYCH BUNEK MLEKA PRIMOU MIKROSKOPI{
NA FILTRU

K primé mikroskopii somatickych bunék zachycenych na membranovych filt-
rech (Synpor 2 nebo 3) bylo pouzito postupu, ktery uvedla Sedimova aj. (1984).
Bylo zjisténo, ze Vyrobna lécivych pripravka, n. p. Zdravotnické zasobovani, po-
uziva substanci Giemsova barviva od ruznych dodavatell, z nichz nékteré srazeji
vzorky mléka v prubéhu barveni. Podle Duitschaevera a Leggatta (1967)
je nejvhodnéjsim Giemsovym barvivem Improved Giemsa Stain R66-GURR (BDH
Chemicals Ltd.,, England). Roztok dobre barviciho Giemsova barviva lze také pri-
pravit ze substance Giemsa Stain-GURR (BDH Chemicals Ltd., England) takto:

Ke 3 g Giemsovy substance pridame 416 g glycerolu, dukladné promichame
a zahrejeme na vodni lazni (56 °C) po dobu 90 az 120 minut. Pak pridame 416 g
metanolu, opét dikladné promichame a nechame stat pri pokojové teploté sedm dni.
Roztok barviva zfiltrujeme nejprve pres filtracni papir Filtrak 389, potom pres
membranovy filtr Synpor 3. Barveni somatickych bunék probiha ve smeési mléka
(100—300 wl) a Tritonu X-100 (2 ml), ke které se prida 140 ul Giemsova barviva
(pripraveného uvedenym zpusobem) a 25 ul May-Griinwaldova barviva.

VYSLEDKY Lt bt

Vliv doby a teploty zahrivani difenylaminového cinidla se 100 ug
DNA v pritomnosti nitrocelul6zového membranového filtru na optickou
denzitu znazormnuje obr. 1. Maximalni extinkce pri teploté 90 °C bylo
dosazeno po 20 minutach, zatimco pri teploté 100 °C se extinkce pomalu
zvySovala az do 40. minuty.

Z obr. 2 je patrné, Ze barevna reakce s difenylaminem je méné
citlivda neZz barevna reakce s indolem. Barevnou reakci s difenylami-
nem mizZeme s dostateCnou presnosti stanovit 400 tisic bunék na mili-
litr mléka az pri filtraci 10 ml mléka, zatimco pri pouZiti indol DNA
filtr metody jiz pri filtraci 2,5 aZ 5,0 ml mléka (Urbanova aj.,
1985). Ponévadz je to dano predevSim mérenim optické denzity v oblasti
blizké zacatku stupnice, mizeme presnost stanoveni zvyS$it pouZitim 2cm
az 3cm kyvety pri mérfeni nebo zvétSenim objemu mléka filtrovaného
pres membranovy filtr.

Tab. I porovnava vysledky stanoveni po¢tu somatickych bunék v roz-

0.0
1. U¢inek doby a teploty zahfivani na ]
optickou denzitu (0. D) 200 wug DNA + _80°¢
s difenylaminovym &inidlem. Vzorky '] = --===== 100° ¢

byly méreny v kyveté 1 cm pri 595 nm
na spektrofotometru Spektromom (MOM,
Madarsko) — The effect of warming
time and temperature on the optical
density (O. D.) of 200 ug DNA with
diphenylamine agent. The samples were
measured in a 1 cm cell at 595 nm
on the Spektromom spectrophotometer N R SR R
(MOM, Hungary) ] " 20 - w

40
-.min
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2. Opticka denzita (O. D. ruznych
mnozstvi DNA v barevnych reakcich
1 s indolem a difenylaminem (D = dife-
0.4 4 nylamin DNA filtr metoda; I = indol
. DNA filtr metoda; ostatni detaily jsou
v legendé k obr. 1). — The optical
density (O. D.) of different DNA amounts
in the colour reactions with indole and
02 D diphenylamine (D = diphenylamine
DNA filter method; I = indole DNA
| filter method; the other details cf.
Fig. 1)

0 20 I i 0 100
Jg DNA

péti 50 000 az 2000000 na mililitr mléka primou mikroskopii na fil-
trech a difenylamin DNA filtr metodou. Vysledky jsou vzajemné ve vel-
mi dobré shodé — korelacni koeficient mezi obéma zptsoby stanoveni
¢inil 0,997; varia¢ni koeficient stanoveni difenylamin DNA filtr metodou
byl pouze 5,9 %.

Tab. II srovnava vysledky dvou operatordi pfi stanoveni pocCtu bunék
ve stejnych vzorcich mléka primou mikroskopii na filtrech a difenylamin
DNA filtr metodou. Operator II mél ponekud vySSi variabilitu pfi stano-
veni pFimou mikroskopii na filtru, aie rozdil ve vysledcich obou opera-
torti nebyl vyznamny.

Pro prevod obsahu DNA naméfeného ve vzorku mléka na pocet bu-
neék bylo pouZito vztahu 8 ug = 1 milion somatickych bunék, protoZe ta-

I. Stanoveni poc¢tu somatickych bunék v mléce primou mikroskopii na filtrech
a difenylamin DNA filtr metodou — The determination of the counts of somatic
cells in milk by direct microscopy on filters and by the diphenvlamin DNA ({ilter
method

PM DNA difenylamin 5
Vzorek T [ SRS
cislo pocet bunék k:)t%i??lt filtrovany objem | pocet bunék | kvalaac.‘fmt
.103.ml 1+ SD i mléka (ml) | .103.ml 1 +SD | Koeficient |
1 55 + 2 3,6 80 54 + 2 3,7
; 2 146 - 16 10,9 40 149 - 6 4,0
| 3 429 + 48 11,2 20 432 16 3,7
‘ 4 512 + 32 6,3 10 475 4+ 35 7,4
; 5 787 - 48 6,1 10 750 + 60 8,0 i
1 6 866 + 35 4,0 10 962 + 11 1,1 ‘
f 7 1145 + 114 10,0 10 1148 + 95 8,3 j
| 8 1767 * 154 8,7 10 1752 + 136 7,8 L
|
. I ; |
] Prumeér l 7,6 | 5,5 |

Vysledky stanoveni po¢tu somatickych bunék v mléce difenylamin DNA filtr metodou jsou pru-
méry tfi az Sesti stanoveni + SD. Primou mikroskopii (PM) byl kazdy vzorek pocitan na tfech
filtrech. V tabulce jsou uvedeny pruméry téchto stanoveni + SD. Korela¢ni koeficient mezi
vysledky pfimé mikroskopie na filtru a difenylamin DNA filtr metody byl r = 0,997
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1I. Vysledky stanoveni poc¢tu somatickych bunék v mléce primou mikroskopii na
filtru a metodou difenylamin DNA filtr, ziskané dvéma operatory — The results
obtained by two operators determining the counts of somatic cells in milk by
direct microscopy on filter and by the diphenylamin DNA filter method

Operator I Operator 11 i
| Prumérny
Vzorek | variaéni variaéni : varialni
gislo I’_M filtry Fochiciett P_M filtry koslicient | koeficient
X 4 SD | o X SD 0/ | U(,
0 0 |
1 146 + 16 ?‘ 10,9 149 - 29 | 19,5 15,2
2 429 + 48 11,2 392 + 50 12,8 12,0
3 866 + 35 4,0 805 + 56 7,0 5,5
Pramér ‘ } 8,7 w 13,1 ,
_r - prumérny
Vzorek | DNA dxtenyl variaCni DNA difenyl vaziacnl variaéni
R | koeficient B koeficient ;
¢islo | P ' ¥ + SD 5 i koeficient
| | | N B
1 | 144 + 8 5,6 | 149 4 6 4,0 I 4,8
2 ‘ 477 + 16 3,4 432 + 16 3.1 3,6
3 ‘ 971 + 7 0,7 962 + 11 1,1 0,9
| Prumér |[ 3,2 I 3,0

MIéko uréené pro stanoveni poétu somatickych bunék pfimou mikroskopii na filtru bylo barveno
kombinaci May-Griinwaldova a Giemsova barviva. Na kazdém filtru bylo pocitdno v zavislosti
na poctu bunék 40 az 140 zornych poli. Hodnoty v tabulce, ziskané pfimou mikroskopii na filtru
(PM filtry) i difenylamin DNA filtr metodou (DNA difenyl), pfedstavuji pruméry tfi stanoveni
poctu bunék.10%. ml ! - SD

to hodnota nejlépe odpovida poctu bunék zjiSténému primou mikrosko-
pii na filtrech (tab. I a II).

Pro zjednoduSeni prevodu zjisténych extinkci na pocCet bunék v mlé-
ce je mozné na osu x kalibrac¢ni kFivky vynést misto ug DNA pfimo pocet
bunék na ml mléka. Na obr. 3 je uveden prFiklad pro filtrovany objem

3. Vztah mezi optickou denzitou a po-
¢tem somatickych bunék na ml pre 0o
filtrovany objem mléka 10 ml pfi po-

uziti difenylamin DNA filtr metody (pro "'/f
prepocet ug DNA na pocet somatickych
bunék bylo pouzito vztahu 8 ug DNA =
= 1 miliéon bunék; ostatni detaily jsou
v legendé k obr. 1) — The relation
between the optical density and the
counts of somatic cells per ml for the
filtered milk volume of 10 ml when
the diphenylamine DNA filter method
is used (the relation 8 ug DNA =
= 1 million cells was used for the
conversion of ug DNA to the counts of 0 o B0 80 100
somatic cells; the other details cf. g ¥ ¥ ) ¥ 5
Fig. 1) 05 10 15 20 29

potet huatk . 10% al!

0054

ug ONA
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III. Vliv skladovani mléka nebo membranovych filtra se zachycenymi bunkami na
vysledek stanoveni po¢tu somatickych bunék difenylamin DNA filtr metodou —
The effect of the storage of milk or membrane filters with cells on the result of
the determination of the counts of somatic cells by the diphenylamine DNA filter
method o

Miéko | Filtry se zachycenymi busikami |
Doba skladovani I ‘
(dny) skladovani pfi teploté | skladovani pri teploté | skladovani pri teploté |

—-20°C 4°C —20°C

690 -+ 51 724 + 28 706 | 31

689 + 20 675 + 61 683 -+ 57

‘, 10 691 + 17 704 + 66 708 -+ 80
| |

Poclet somatickych bunék v Cerstvém mléce, stanoveny primou mikroskopii na filtru (n = 7),
¢inil 670 +- 62.10%.ml !, difenylamin DNA filtr metodou 702 | 32.10%.ml ! Hodnoty v ta-
bulce isou priuméry sedmi stanoveni po¢tu somatickych bunék.10%.ml-! - SD

IV. Viiv skladovani mléka stabilizovaného formaldehydem na stanoveni poc¢tu so-
matickych bunék difenylamin DNA filtr metodou — The effect of the storage of
formaldehyde-stabilized milk on the determination of the counts of somatic cells
by the diphenylamine DNA filter method

' Teplota i Doba skladovani
Stabilizator skladovani i — A
| C | ddny | 8 dni
Formaldehyd 409, 4 | 1213 4 59 ‘ 1041 4 99

K pokusim bylo pouzito mléko, ve kterém bylo pfimou mikroskopii na filtru (n — 4) zjiSténo
1144 + 94.10%.ml-! somatickych bunék. Hodnoty v tabulce jsou praméry ¢tyf stanoveni poctu
bunék.10%. ml-! mléka -+ SD. Formaldehyd byl pouzit v mnozstvi 100 1 na 10 ml mléka

vzorku mléka 10 ml. JestliZze je napr. nalezena u vzorku extinkce, kterd
odpovida 80 ug DNA, znamena to, Ze v kazdém ml mléka je 8 ug DNA,
tedy 1 milién bunék. Na obr. 3 je tedy vyznaCen 1 milion bunék na mili-
litr mléka na ose x misto 80 ug DNA.

Skladovani mléka pri teploté —20°C nebo membranovych filtrd
se zachycenymi bufikami pfi teploté 4 °C nebo —20°C po dobu deseti
dnd neovlivnilo stanoveni pocCtu bunék DNA filtr metodou (tab. III).
Membranové filtry se zachycenymi bulikami mohou byt nejméné tfi
dny skladovany i pri pokojové teploté, aniZz by byl vysledek stanoveni
poCtu bunék ovlivnén. Ve vzorku mléka, ve kterém bylo pfimou mikro-
skopii na filtru (n = 4) stanoveno 1144 = 94 . 103. ml"! somatickych bu-
nék, bylo po tfech dnech skladovani filtri se zachycenymi buiikami pfi
pokojové teploté stanoveno difenylamin DNA filtr metodou 989 +77.
. 103 somatickych bun&k na mililitr. Mléko stabilizované 40% formal-
dehydem (100 ul formaldehydu na 50 ml mléka) mohlo byt pouZito pro
stanoveni somatickych bunék jeSt€é po osmi dnech skladovani pri teploté
4°C (tab. IV).
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DISKUSE

Zakladni poZadavky pro pravidelné stanovovani poctu somatickych
bunék v mléce do znacné miry spliiuje difenylamin DNA filtr metoda,
vyvinutAi Hutjensem aj. (1970). Nevyhodou metody je extrakce
DNA somatickych bunék kyselinou trichléroctovou (TCA) a 16hodino-
va inkubace (30 °C) extraktu s difenylaminovym cinidlem. V naS$i préci
bylo od predbéZné extrakce DNA somatickych bunék TCA upusténo,
ponévadZz vede k destrukci desoxyribozy (nasSe nepublikované vysled-
kKy). Inkubace filtri se zachycenymi buiikami s difenylaminovym Cci-
nidlem byla zkrdcena na dobu 20 minut pfi teploté 90 aZz 100 °C. Pfes-
nost stanoveni poctu bun&k je pfi tomto zplisobu zpracovani vysoka.
Pramérny variacni koeficient stanoveni poCtu somatickych bunék v mlé-
ce dojnic ¢inil difenylamin DNA filtr metodou 3,0 aZ 5,9 %. Rozdily ve
stanoveni provedeném dvéma operatory nebyly vyznamné. Stanoveni
nevyzaduje specialni vybaveni laboratore. Pro DNA filtr metodu posta-
Cuje kolorimetr, napf. Spekol, ktery je v soucCasné dobé béZnym vyba-
venim i malych laboratofi Statniho veterinarniho uastavu a okresnich ve-
terindrnich laboratori. Pouzitim Spekolu odpada ndkladna udrzba
elektronického zarizeni automatickych pocitaci.

Ndklady na potrebné chemikalie jsou nizké. Urcitym problémem jsou
vS8ak dosud nepravidelné dodavky poZadovanych membrdanovych filtra
Synpor 1 a 2 z n. p. Labora. Vyrobci filtrt, n. p. Barvy a laky, Praha,
se totiZ nékolik let nedari zajistit dostatecny objem vyroby filtrd, ktery
by splnil poZadavky jak zahraniCnich, tak domacich odbératelq.

Stanoveni poctu somatickych bunék v mléce DNA filtr metodou je
mozné velmi snadno standardizovat tim, Ze se pFipravi standardni roz-
toky DNA centrdlné a jednotlivym laboratofim se zaSlou zkumavky
s odpafenym standardem pro kalibraci nebo se rozeSlou membranové
filtry se znamym poctem zachycenych somatickych bunék. V pokusech,
jejichZz vysledky piedkladame, bylo pro prevod naméfenych ug DNA ve
vzorku na pocet bunék pouzito hodnoty 8ug DNA = 1 milion bunék, coZ
pfi pouZitém standardu DNA nejlépe odpovidalo poctu somatickych bunék
v mléce stanovenému pfimou mikroskopii na membranovém filtru. Jini
autoli pouzili v zavislosti na cistoté pouZitého standardu DNA a refe-
recni metody pocitani somatickych bunék v mléce pro prfevod namére-
nych ug DNA vzorku pro 1 milion bunék hodnoty 7 ug DNA (De Lan-
gen, 1967) a9 ug DNA (Hutjens aj., 1970).

DNA baktérii, které jsou ve vzorcich mléka, by nemély naruSovat
stanoveni DNA somatickych bunék, ponévadZ baktérie z velké Casti pro-
chéazeji membranovym filtrem. Navic bakteridlni buiika obsahuje pouze
0,002 az 0,06 pg DNA, zatimco somatické buriky savcti obsahuji 6 aZ
8 pg DNA (Brawerman a Shapiro, 1962; De Langen, 1967).

PoCet bunék difenylamin DNA filtr metodou je moZné stanovit i ze
vzorkli mléka uloZenych ve zmrazeném stavu, popfipadé je moZné ulo-
Zit filtry se zachycenymi bufikami. Filtry se zachycenymi somatickymi
burikami se mohou pfi teploté 4°C skladovat alespori deset dni a pfi
teploté 25 °C tfi dny, aniZ by byl vysledek stanoveni ovlivnén. Ke stano-
veni pocCtu somatickych bunék je moZné pouZit i mléko stabilizované
formaldehydem, pokud je uloZeno pfi teploté 4°C. Hutjens aj. (1970)
doporucuji skladovat mléko stabilizované formaldehydem pFi pokojové
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teploteé, ale podle naSich zkuSenosti se v takto skladovaném mléce
zjiStuje arteficidlné vy$Si pocet bunék (nade nepublikované vysledky).

I pfi pouZiti pouze jednoho filtrac¢niho zafizeni miZe jeden pracovnik
za tfi dny analyzovat 200 vzorkl, vCetné pripravy reagencii apod. Hlavni
uplatnéni této metody je proto v malych laboratofich SVU a OVL a ve
velkych laboratorich, ve kterych by pocet vySetifovanych vzorki nepre-
sdahl uvedené mnozstvi. Ve velkych laboratofich SVU by DNA filtr metoda
mohla slouZit pro pfipravu pilotnich vzorki.
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HIEAUHOBA, B. — YPBAHOBA, 3. — IIKAPOA, W. - IOKJ, A. (Mucruryr duauonoruis
M reHeTHKH ceinckoxoasitcTpeHnbix xitBotHeix AH UCCP, Tlpara): Ompenenenue xonuuecrsa co-
MATHUECKMX KIeTOK B MOJOKe mno cKopoctHomy Metony audunuramuu AHA-¢unerp. Veter.
Med. (Praha), 30, 1985 (8) :467-475.

Brictpas peakuns nudenunnamunHoro pearertra ¢ JITHA Onina mcnonssobana s onpelejeHus Ko-
JIMYeCTBA COMATHYECKHX KJETOK B MOJIOKe KOpoB ¢ romomsio Merona JIHA-dunerp. Merton ocHosau
Ha ¢uabTpauuu noxorperoit (65— 70°C) cmecn monoka ¢ Tpuronom HMke-100 uepes uurpouesito-
no3Hblit MeM6pauHpit uapTp CuHHmop ¢ pasmepaMu nop 2—5 uM M HA 1oC/elyiolleM onpeie-
sennn JTHA samepKaHHbIX COMATHYECKHX KJIETOK € IIOMOMIIBIO IIBETHOH peakumy audeHunamMuia.
K Mem6paHHbBIM $MIALTPAM € STHMHM KJICTKAMH N00aBAAOT 2 M decTHA. Boinl i 4 M nubednn-
aMuHHOro pearedta. Cmech suizepxusaior 20 MuH. B BomsHoi 6ane npu 90—100 °C, oxnaxnaior,
uentpudyrupyior (3500Xg, 15 MuH.) 1 3aMepsioT ONTHYECKylo HerpospauHocTs npu 595 um. Ina
nepesona conepxauusa JTHA Ha Koau4ecTBO KJETOK INOJb30BAajMCh OTHOWIeHMeM 8 ur = 1 man
kaetok. Cpennnii xoadduumenr sapuauuu = 599/, a xoapduuHeHT KOPpenAUHH MeXIy METOIOM
IOHA-¢unapTp ¥ npaAMOil MHKPOCKONMEH KJeTOK Ha MeMOpanHnx ¢uasrpax 1 = 0,997. Koau-
4eCTBO KJETOK 10 NepBOMY METONy MO)KHO OINpeNeNATh M M3 MOJOYHOH npobbl, XpaHMMOH B sa-
MOPO’KEHHOM COCTOSHHMM, MJH Xe M3 OQUIABTPOB C 3alepKaHHBIMHK KJIETKAMH, XPaHHMbIMH TIpU
4°C (10 mHe#t) mam npu 25°C (3 aua). [das onpexeneHuil MOXKET CAYKHTHL W CTaBHAM3HpPO-
BaHHOe (OpMaNbIETHIOM MOJIOKO, ecnd xpaHurca npu 4 °C.

MOJIOKO; coMaTHyeckue KieTky; omnpenenerue; HHA-duabTp meron; membpaumble GuabTphI
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SEDINOVA, V. — URBANOVA, E. — SKARDA, J. — JUKL, A. (Institute of
Animal Physiology and Genetics, Czechoslovak Academy of Sciences, Praha): The
Determination of the Counts of Somatic Cells in Milk by the Rapid Diphenylamine
DNA Filter Method. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 467-475.

The rapid reaction of the diphenylamine agent with DNA was used for the de-
termination of the counts of somatic cells in cow’s milk, using the DNA filter
method. The method is based on the filtration of a warmed (65—70°C) mixture
of milk with Triton X-100 through the Synpor nitrocellulose membrane filter, pore
size 2 to 5 um, and subsequent DNA determination of the collected somatic cells
by the colour reaction of diphenylamine. A 2ml quantity of distilled water and
4 ml of diphenylamine reagent were added to the membrane filters with somatic
cells. The mixture is warmed in water bath at 90 to 100°C for 20 min., then
it is cooled, centrifuged (3500 X g, 15 min.), and the optical density is measured
at 595 nm. The relation 8 ug = 1 million cells was used for the conversion of
DNA content to the counts of cells, The average variation coefficient of the de-
termination was 5.9, and the coefficient of correlation between the diphenylamine
DNA filter method and the direct microscopy of the somatic cells on membrane
filters was r = 0.997. Using the diphenylamine DNA filter method, the counts of
somatic cells can also be determined from milk samples stored in frozen condition
or from the filters with collected cells kept at the temperature of 4°C (10 days)
or 25°C (3 days). Milk stabilized with formaldehyde can also be used for the de-
termination if stored at 4 °C.

milk: somatic cells; determination; DNA filter method; membrane filters

SEDINOVA, V. — URBANOVA, E. — SKARDA. J. — JUKL, A. (Institut fiir Phy-
siologie und Genetik landwirtschaftlicher Nutztiere, Tschechoslowakische Akademie
der Wissenschaften, Praha): Bestimmung der Zahl somatischer Zellen in der Milch
mittels schneller Diphenylamin-DNA-Filter-Methode. Veter. Med. (Praha), 30, 1985
(8) :467-475.

Die schnelle Reaktion des Diphenylaminreagens mit DNA wurde zur Bestimmung
der Zahl somatischer Zellen in der Kuhmilch mittels der DNA-Filter-Methode
angewandt. Diese Methode beruht auf einer Filtration der erwirmten (65—70 °C)
Mischung von Milech mit Triton X-100 durch das Nitrozellulose-Membranfilter
Synpor mit einer Porenweite von 2 bis 5 um und auf der darauf folgenden Bestim-
mung der durch DNA erfa3ten somatischen Zellen aufgrund der Farbreaktion des
Diphenvlamins. Zu den Membranfiltern mit den aufgefangenen somatischen Zellen
werden 2 ml destilliertes Wasser und 4 ml Diphenylaminreagens beigefligt. Diese
Mischung wird 20 Minuten lang in einem Wasserbad von 90 bis 100 °C erwirmt,
dann abgekiihlt, zentrifugiert (3500 X g, 15 Min.) und die optische Densitit bei
595 nm gemessen. Fir die Umgestaltung des DNA-Gehalts auf die Zellenzahl wurde
die Beziehung 8 ug DNA = 1 Million Zellen angewandt. Der mittlere Variation's-
koeffizient der Bestimmung betrug 5,99, und der Korrelationskoeffizient zwischen
der Diphenylamin-DNA-Filter-Methode und der direkten Mikroskopie der soma-
tischen Zellen auf den Membranfiltern war r = 0,997. Die Zellenzahl kann mit
Hilfe der Diphenyl-DNA-Filter-Methode auch aus Milchproben, die tiefgekiihlt auf-
bewahrt werden, oder aus Filtern mit den aufgefangenen Zellen, die bei Temmpe-
raturen von 4°C (10 Tage lang) oder 25°C (3 Tage lang) gelagert sind, bestimmt
werden. Zur Bestimmung kann ebenfalls durch Formaldehyd stabilisierte Milch
angewendet werden, falls sie bei einer Temperatur von 4 °C aufbewahrt wird.

Milch; somatische Zellen; Bestimmung; DNA-Filter-Methode; Membranfilter
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AKTUALIZOVANE SCHEMA PRO DIAGNOSTIKU STAFYLOKOKU

B. Skalka

SKALKA., B. (Vysoka skola veterinarni, Brno): Aktualizované schéma pro
diagnostiku stafylokokiu. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 477-484.

Bylo vypracovano simplifikované schéma subdivize koagulaza-pozitivnich sta-
fylokoki a zjednoduSené schéma pro diagnostiku koagulaza-negativnich dru-
hi. Na podkladé produkce stafylokinazy, koagulace humanni a bovinni plazmy,
tvorby acetoinu z glukézy a rustu na agaru s Kkrystalovou violeti je mozné
ur¢it jak S. aureus a jeho biovary A, B, CI, C2, D, tak i S. intermedius.
Koagulaza-negativni druhy lze diagnostikovat podle jejich citlivosti k novo-
biocinu, redukce nitratu, fermentace maltozy, sacharoézy, salicinu, xylozy, tre-
halézy, manitu, mannozy a hemolytické aktivity. Navrh diagnostickych sché-
mat byl uspésné ovéren na sbirkovych kmenech a na 1305 kmenech stafylo-
koku izolovanych predevsim z mlééné zlazy skotu, ze psu, z ¢lovéka a z kura
domaciho. U kment S. aureus byl potvrzen uzky vztah mezi jejich biotypi-
zaéni charakteristikou a druhem hostitele. Podobny vztah byl uréen pro S. in-
termedius. Z koagulaza-negativnich druhu byly nejcastéji diagnostikovany S.
epidermidis, S. hominis a S. haemolyticus. Obé predlozena schémata predsta-
vuji spolehlivou, rychlou a technicky nenaro¢nou metodu diagnostiky mikro-
organismua rodu Staphylococcus.

rod Staphylococcus; zjednoduSena biotypizace S. aureus: diagnostika S. inter-
medius; diagnostika koaguldaza-negativnich druhut

Pocet druhti v rodu Staphylococcus se v soucasnosti znacné rozsitil.
Misto tfi druht (Baird — Parker, 1974), ze kterych byl pouze je-
den koagulaza-pozitivni, existuji dnes dva koaguldza-pozitivni druhy,
S. aureus a S. intermedius (Hajek, 1976), daM® pak fada druh koagu-
laza-negativnich: S. saprophyticus, S. cohnii, S. haemaolyticus, S. xylo-
sus (Schleifer a Kloos, 1975), S. epidemidis, S. warneri, S. ca-
pitis, S. hominis, S. simulans (Kloos a Schleifer, 1975), S. sciuri
se dvéma poddruhy, subsp. sciuri a subsp. lentus (Kloos aj., 1976),
S. hyicus (Devriese, 1977) a jeho dva poddruhy, subsp. hyicus
a subsp. chromogenes (Devriese aj., 1978), S. saccharolyticus
(Kilper — Bédlz a Schleifer, 1981), S. caseolyticus (Schlei-
fer aj, 1982), S. carnosus (Schleifer a Fischer, 1982), S. gal-
linarum, S. caprae (Devriese aj., 1963).*)

Pro subdivizi S. aureus je doporucCena biotypizace (Hajek
a MarsSalek, 1976), kterou jsme navrhli k rutinnimu pouZivani
(Skalka a Smola, 1981, 1982). Vzhledem k uzké relaci, kterou ma
biotyp (resp. biovar) k typickému hostiteli, miiZe byt oznacen jako eko-
var nebo forma specialis (H4jek a Schindler, 1981).

*) Kdyz byla tato studie pripravovana pro tisk, byly uréenyv dalsi koagulaza-
-negativni druhy: S. arlettae, S. equorum a S. kloosii (Schleifer aj. 1984).
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Snaha zpfFistupnit metodu Sirokému pouZiti vedla k tomu, Ze byly
vypracovany ndvrhy, jak zjednoduSit jednak diagnostiku koaguldza-ne-
gativnich stafylokoki (Akatov aj., 1981), jednak biotypizaci S. aureus
(Devriese, 1984).

Opodstatnénost uvedeného ¢lenéni v rdmci rodu Staphylococcus vy-
plyva nejen z recentnich taxonomickych studii (Skerman aj., 1980;
Hill, 1981), ale i z praci sledujicich ekologii stafylokoki (Devriese
a Keyser, 1980; Akatov aj., 1983; Park a Cho, 1983).

MATERIAL A METODY

MEDIA

Jako zaklad pro zivné pudy jsme pouzivali média z IMUNY, n. p., a to Zivny
bujén ¢é. 1 a zaklad pro krevni agar ¢. 4. Uvedené zaklady byly pro dal$i pouziti
suplementovany adekvatnimi ingrediencemi. Vychozi pH meédii bylo upravovano
na 7,6.

BIOTYPIZACNI A DIAGNOSTICKE TESTY

Testace fermenta¢ni aktivity odpovidala recentné doporuc¢enym laboratornirn
technikam (Devriese aj, 1983; Devriese, 1984).

Koagulaéni testy se tfemi druhy plazem byly délany podle Hajka a Mar-
salka (1976).

Rust stafylokokt na agaru s krystalovou violeti (CVtest) a jeho interpretace
byly realizovany podle predchoziho popisu (Skalka a Smola, 1981).

Senzitivitu (S) a rezistenci (R) k novobiocinu jsme testovali pomoci disku
z filtra¢nitho papiru s obsahem antibiotika 5 ug na disk, na agarovém médiu.

Pro vsechny kultivaéni pokusy byla pouzivana teplota 37 °C.

BAKTERIALNI KMENY

Byla pouzita vlastni kolekce kmenu S. aureus, zahrnujici reprezentanty biovar
A, B, Cl, C2 a D, stejné jako kmeny S. intermedius, zaiazené drive jako biovar E
a F. Dale byly pouzity kmeny S. saprophyticus CCM 883, S. cohnii CCM 2736, S. xy-
losus CCM 2738, S. sciuri CCM 3473, S. capitis CCM 2734, S. hyicus CCM 2368, S. si-
mulans CCM 2705, S. epideggnidis CCM 2124, S. hominis CCM 3474, S. warneri CCM
2730, S. haemolyticus CCMEL737. Uvedené kmeny byly pouzity jako kontroly.

Pro vlastni studii jsme pouzili celkem 1305 stafylokokovych kmenu. které byly
izolovany predevsim z mlé¢né zlazy skotu, ze psu, z kura domaciho a z ¢lovéka.

VYSLEDKY

Kmeny prisiuSejici do rodu Staphylococcus byly rozdéleny na pod-
klade aktivity v krali¢i plazmé na koagulaza-pozitivni (Ko*) a koagu-
laza-negativni (Ko~ ). Pro Ko* kmeny byly pouZity testy produkce sta-
fylokinazy, koagulace humanni a bovinni plazmy, produkce acetoinu
z glukozy a rlst na agaru s Krystalovou violeti. Podle vysledkli uvede-
nych testd bylo mozné diferencovat S. aureus a jeho biovary A, B, C1,
C2, D od S. in'ermedius, resp. dfivéjSich biovar E a F. Postup biotypizace
je uveden v tab. L

Zikladem diferenciace Ko~ kmeni byla jejich citlivost k novobio-
cinu. DalS8i pouzité testy byly redukce nitratt, fermentace maltozy, sa-
charozy, salicinu, xylozy, trehalézy, manitu, mannozy a hemolyticka

478 VETERINARN! MEDICINA — 1985



I. Schéma biotypizace S. aureus a diagnostiky koagulaza-negativnich stafylokokii — Scheme of the S. aureus biotyping and diagnostics
of coagulase-negative staphylococci
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aktivita na krevnim agaru s pranymi ovCimi erytrocyty. Schéma postu-
pu diagnostiky Ko~ kmenl je uvedeno v tab. I. Oba popsané diagnostic-
ké postupy byly ovéfeny se zndmymi kontrolnimi Ko* a Ko~ stafylo-
koky.

Z celkového poctu vySetfenych kment bylo 864 kmenl izolovano
z mlécné Zlazy skotu, 178 ze psti, 181 z lidi, 36 z kura domaciho a 46
kment bylo rdzné provenience. Z 1091 Ko* kment ndlezelo 879 k druhu
S. aureus a 212 k S. intermedius. 214 kmeni bylo Ko~.

Z bovinnich Ko* kmenl predstavoval S. auerus 91,5 % a 8,5 % se
Fadilo do druhu S. intermedius. Z S. aureus kmeni pattilo k biovar C1
78 % a k C2 20,2 %. Ze 152 Ko* stafylokoki izolovanych ze psti bylo
85 % S. intermedius a 15 % S. aureus. Z humannich Ko* kmenti bylo
95 % S. aureus a z toho 91 % naleZelo k biovar A. Stafylokokové kme-
ny izolované z kura domaciho se vesmeés radily do biovar B.

II. Druhové zarazeni a biotypizace pouzitych kmena stafylokoki — Species iden-
tification and biotyping of the staphylococci strains

; Pocet kmenii podle ptivodu

J} brub skot l pes Clovék dok;;ci razny

| ! ' _— e S
| S.aureus biovar A 9 ! 12 80 I 2 ‘ 8

f biovar B 4 0 0 27 | 3

! biovar C1 564 i 7 3 0 0

! biovar C2 146 | 4 5 0 0

| biovar D 0 0 0 0 )

l S. tntermedius 67 ’ 129 5 2 9 :
! S. saprophyticus 5 \ 2 6 0 2 ‘
l S. cohnii 1 ! 0 2 0 0 1;
| S. gallinarum 0 ’ 0 0 1 1 ‘
i S. xylosus 10 \ 4 6 1 2

; S. sciury 0 ‘ 0 0 0 0

| S. capitis 2 ‘ 1 7 0 2

| S. caprae 2 0 0 0 o |
| 8. hyicus 3 0 0 0 3

i S. simulans 5 3 9 0 0

‘ S. carnosus 0 l 0 0 0 0

| S. epidermidis 16 3 7 21 1 1 1
| S. hominis 12 5 18 0 3|
4 S. warneri 0 0 2 0 0 ‘
‘ S. haemolyticus 12 3 14 2 6 ‘
‘ S. caseolyticus 0 0 0 0 i
‘ neklasifikovatelné 6 1 3 0 1 1
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Z 214 Ko~ stafylokokli predstavoval druh S. epidermidis 21,5 %,
S. hominis 17,7 %, S. haemolyticus 17,3 %, S. xylosus 10,7 %, S. simu-
lans 7,9 %, S. saprophyticus 7 %, S. capitis 5,6 %. Ostatni druhy byly
zastoupeny ojedinéle. Nepodafilo se ndm urcit druhovou pfisluSnost
u 5,1 % Ko~ kmenii. Popsané vysledky jsou souhrnné podany v tab. II.

DISKUSE

Na podkladé drivéjsich vlastnich vysledk subdivize S. aureus
(Skalka a Smola, 1981, 1982) jsme vypracovali schéma zjedno-
duSené biotypizace tohoto bakterialniho druhu, které roz$ifujeme o néa-
vrh simplifikovaného diagnostického postupu pro koaguldza-negativni
stafylokoky. Biotypizace S. aureus neni oficidlné pfijatou metodou sub-
divize tohoto druhu, je vSak doporucovana pro objasnéni relaci izolo-
vaného kmene a hostitelského organismu (H4djek a Schindler,
1981; Hill, 1981). S. intermedius a nové koaguldza-negativni druhy
popsané do roku 1979 jsou uvedeny v ovéfeném seznamu bakteridlnich
jmen (Skerman aj., 1980), a proto se zdd byt vysoce pravdépodob-
né, Ze budou akceptovdny v ofekdvaném devatém vydani ,Bergey’s ma-
nual®. Tim se jejich pouZivani stane do ur¢ité miry zdvazné.

PredloZeny navrh diagnostického schématu je koncipovdn na bAazi
dichotomie. Souhlasime s nazorem (Hill, 1981), Ze zejména pro kom-
pletni taxonomické studie neni tato metoda idealni. Domnivame se v3ak,
Ze pro rutinni diagnostiku spliiuje poZadavky relativni pfesnosti. Nad
to nevylucuje pouZziti komplexu testli, které se uvadéji v charakteristice
kazdého druhu.

NaSe snaha o diagnostickou simplifikaci v rdmci rodu Staphylo-
coccus neni ojedinéla. Existuji analogické studie jak pro biotypizaci
(Devriese, 1984), od kterych se na$ navrh takrka neodliSuje, tak
na simplifikaci diagnostiky koaguldza-negativnich stafylokokii (A ka -
tov aj, 1981), ve kterych jsou pouZity takika stejné testy jako v nasSem
navrhu; nejsou tam vSak pochopitelné zahrnuty druhy popsané po roce
1980.

PredloZena studie meéla ekologicky charakter pouze u koagulaza-
-pozitivnich stafylokokd. DosaZené vysledky nejsou odliSné ani od na-
Sich predchozich zjiSténi (Skalka a Smola, 1982), ani od dudaji
jingch autorit (Hajek a MarSalek, 1976). Diagnostika koagulaza-
-negativnich kmen se zamérila pfedevSim na ovéfeni vypracovaného
schématu diagnostiky. Z hlediska zjiSténého procentudlniho zastoupeni
druhti ve sledovaném souboru bylo dosaZeno podobnych vysledkt, jaké
uvadéji ve své studii Park a Cho (1983). OdliSujeme se vSak svymi
vysledky od 0daji jiného kolektivu autori (Akatov aj., 1983), coZ je
moZné vysvétlit rliznymi zdroji, ze kterych byly kmeny izolovdny. Na
rozdil od obou citovanych praci jsme se setkali s men$im poctem nekla-
sifikovatelnych kmend.

Domnivadme se, Ze jsme predloZili dostupnou metodu subdivize rodu
Staphylococcus a potvrdili jeji pouZitelnost ovéfenim na dostateéném
poctu stafylokokovych kmeni.
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DoSlo dne 24. 8. 1984

CKAJIKA, b. (Berepunapueiii nHcTuTyT DpHO): AXKTyanuanMpoBaHHas cXeMa Anf AMATHOCTHKH
crapnnokokkos. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8):477-484.

briza paspaforana cuMnauduiiMpoBaHHas cxeMa cyGIMBH3MHM KOATYJsS30-TIONOXMUTENbHBIX CTapH-
JIOKOKKOB 1{ yTpolleHas CxeMa IJis AMArHOCTMKM KOAaryJs30-oTpuuarensHuix Buuos. Ha octose
HPOLYKIHM CTadUJIOKMHASZE!, KOAryJALMN TIIa3Mbl YesoBeka M 6nika, of6pa3oBaHuA alleTOMHA M3
IJIOKO3bl M POCTAa Ha arape ¢ KPMCTalJIH4YeCKHM ¢(HOJIETOBLIM MOKHO ONpeNejHuTh Kak S. aureus
u ero Grosaper A, B, C1, C2, D, tak u S. intermedius. Koaryas3o-oTpuuarensibie BUILI MOKEO
OIpPEeNesATh 110 X 4YYBCTBHTEJNBHOCTH K HOBOOHOUMHY, PeAyKUIMH HHUTPaTOB, PEepMEHTALMM MaJib-
TO3bI, CAXapo3sbl, CAJHIIMHA, KCHJO3bl, TPErajnos3bl, MAHMTA, MAHHO3Bl M IE€MOJMTHYECKOH AKTHB-
HocTi. TTpoexT AMarHoCTHYeCKUX CXeM ycremHo Obll NMPOBepeH Ha KOJJIEKIIMOHMPOBAHHBIX IITAM-
Max u Ha 1305 wraMMax cradHIOKOKKOB, Npekjie BCEro H30JMPOBAHHBIX M3 MOJOYHOH >KeJe3nl
KpyIIHOTO pOraToro CKoTa, cofak, denoBeKa 1 M3 NOMawHUX Kyp. Y mrammos S. aureus 6uijio
HNOATBEPAKICHO TeCHOe OTHOLIEeHHe MeKILy HMX OHOTHNHM3ALHOHHON XapaKTePHCTHKOM M BMIOM
x03auHa. AHasorMuHoe oTHouleHue OGnino ycraHosieno ins S. intermedius. Us koarynsnso-otpu-
LaTenbHLIX BHIOB waule Bcero Ouinu obHapyxennt S. epidermidis, S. hominis u S. haemo-
lyticus. OGe npemyoKeHHble CXeMbl IPENACTABAAIOT HALEKHBINA, OLICTPBIT M TeXHWYECKH HeTpe-
GoBaTesNbHBII METON NAMAaTHOCTHKYN MuKpoopranusMos pona Staphylococcus.

pon Staphylococcus; ynpouwensas 6uorunusauus S. aureus; auarsocruka S. intermedius;
AMArHOCTIKA KOAryJia30-0TPHLATENLHLIX BHIOB

SKALKA, B. (University of Veterinary Medicine, Brno): An Up-dated Scheme for
the Diagnostics of Staphylococci. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 477-484.

A simplified scheme for the subdivision of coagulase-positive staphylococci and
another simplified scheme for the diagnostics of coagulase-negative species were
worked out. On the basis of the production of staphylokinase, coagulation of human
and bovine plasma, acetoin production from glucose, and growth on agar with
crystal violet, it is possible to identify S. aureus with its biovars A, B, Cl1, C2,
D, as well as S. intermedius. The coagulase-negative species can be diagnosed
according to their sensitivity to novobiocin, nitrate reduction, fermentation of
maltose, sucrose, salicin, xylose, trehalose, mannitol and mannose, and haemolytic
activity. The proposed diagnostic schemes were verified with success on the col-
lection sfrains and on the 1305 staphylococci strains isolated largely from the bo-
vine mammary gland, from dogs, man and domestic fowl. In S. aureus strains
a close correlation was demonstrated between their biotype characteristics and the
host species. A similar correlation was determined for S. intermedius. As to the
coagulase-negative species, S. epidermidis, S. hominis and S. haemolyticus were
diagnosed most frequently. Both schemes represent a reliable, promt and technically
simple method o fthe diagnostics of the Staphylococcus microorganisms.

Staphylococcus genus; simplified biotypification of S. aureus; S. intermedius dia-
gnostics; diagnostics of coagulase-negative species

SKALKA, B. (Veteriniarmedizinische Hochschule, Brno): Aktualisiertes Schema der
Diagnostik von Staphylokokken. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 477-484.

Es wurden ein vereinfachtes Schema der Subdivision der Koagulase-positiven Sta-
phylokokken und ein vereinfachtes Schema fiir die Diagnostik der Koagulase-ne-
gativen Arten ausgearbeitet. Aufgrund der Produktion von Staphylokokkinase,
der Koagulation der humanen und Rinderplasma, der Bildung von Azetoin aus der
Glukose und des Wachstums auf Agar mit Kristallviolett konnen sowohl S. aureus
und seine Biovare A, B, Cl, C2, D, als auch S. intermedius bestimmt werden. Die
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Koagulase-negativen Arten konnen nach ihrer Empfindlichkeit gegen Novobiozin,
ihrer Reduktion von Nitraten, ihrer Maltose-, Saccharose-, Salizin-, Xylose-, Tre-
halose-, Manit-, Mannosefermentation und nach ihrer hamolytischen Aktivitat
diagnostiziert werden. Der Entwurf von diagnostischen Schemata wurde erfolg-
reich an den einzelnen Sammlungsstimmen und an 1305 Stimmen der aus der
Rindermilchdriise, aus Hunden, Menschen und Gefliigel isolierten Staphylokokken
iliberpriift. Beim Stamm S. aureus wurde eine enge Beziehung zwischen ihrer Bio-
typisierungscharakteristik und der Wirtsart nachgewiesen. Eine dhnliche Beziehung
konnte fiir den Stamm S. intermedius beobachtet werden. Von den Koagulase-ne-
gativen Arten wurden am hiufigsten die Arten S. epidermidis, S. hominis, S. hae-
molyticus diagnostiziert. Die beiden vorgelegten Schemata stellen eine zuverlidssige,
schnelle und technisch wenig anspruchsvolle Methode zur Diagnostizierung der
Mikroorganismen der Gattung Staphylokokkus dar.

Gattung Staphylococcus; vereinfachte Biotypisierung S. aureus:; Diagnostik von
S. intermedius; Diagnostik der Koagulase-negativen Arten

Adresa autora:

Doc. MVDr. Boris Skalka, CSc, Vysoka $kola veterinarni, Palackého 1-3, 612 42
Brno
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HLADINY KATECHOLOVYCH AMINOV V HYPOTALAME,
HYPOFYZE A V NADOBLICKACH OVIEC PO CELOTELOVEJ
EXPOZICII GAMA-ZIARENIA

B. Pastorova, J. Arendarcik, M. Molnarova

PASTOROVA, B. — ARENDARCIK, J. — MOLNAROVA, M. (Vysoka s$kola
veterinarska, Kosice): Hladiny katecholovych aminov v hypotalame, hypofyze
a v nadobli¢ckach oviec po celotelovej expozicii gama-zZiarenia. Veter. Med.
(Praha), 30, 1985 (8) : 485-492.

Studovali sme zmeny hladin katecholovych aminov a L-DOPA ‘v riadiacom
svstéme reprodukéného cyklu (hypotalamus, hypofyza) a v nadobli¢ckach oviec
po celotelovom oziareni 8Co celkovou davkou 6,7 Gy po dobu 7 dni. Hodino-
vy prikon zdroja ziarenia bol 0,039 Gy. Katecholové aminy (noradrenalin,
dopamin a adrenalin) a L-DOPA sme po izolovani z tkaniv stanovili metodou
spektralnej fluorimetrie. Po celotelovej expozicii gama Ziareniu poklesla hla-
dina noradrenalinu v hypotalame oviec v porovnani s 'kontrolnou skupinou,
najvyraznejsie v rostralnej (o 74,29, a v kaudalnej ¢asti (o 40 %,). Analogicky
pokles ako u noradrenalinu sme pozorovali aj v zastiupeni dopaminu, ktorého
koncentracia klesla v rostralnom hypotalame o 729, v medialnom o 94 %,
a v kaudalnom hypotalame o 60", Adrenalin vykazuje v hypotalame pokles,
ktory je najvyraznejsi v kaudalnej oblasti (o 629). V suvislosti s tym sa
meni aj hladina prekurzora pre syntézu katecholovych aminov a L-DOPA,
ktory v §tudovanych oblastiach hypotalamu oviec dosahuje signifikantne nizsie
hladiny, nez sme stanovili u kontrolnej skupiny oviec. V hypofyze po oziare-
ni nedoslo 'k signifikantnym zmenam hladin noradrenalinu a adrenalinu, ale
dopamin a L-DOPA vyrazne poklesli (P < 0,01). Expozicia gama ziareniu spo-
sobuje aj pokles koncentracie katecholovych aminov a L-DOPA v nadobli¢-
kach oviec, najvyraznejsie u noradrenalinu (o 619%). Na zaklade dosiahnu-
tveh vysledkov usudzujeme, Ze celotelové oziarenie oviec davkou 6,7 Gy spo-
sobuje vyrazny pokles obsahu katecholovych aminov v hypotalame, hypofyze
a v nadobli¢kach, ¢o pravdepodobne suvisi s porusenim syntézy a degradacie
katecholaminov a s celkovym poskodenim organizmu.

katecholaminy; noradrenalin; adrenalin; dopamin; L-DOPA; spektrofluori-
metricka metoda

Jednym zo zavaznych problémov, ktorému sa zo strany vyskumu ve-
nuje pozornost, je vplyv ionizujiceho Ziarenia na hypotalamo-hypofy-
zarny systém ako riadiaci mechanizmus' pohlavnych funkcii zvierat
(Hristic¢ a Pantic, 1975; Arendarcik a i, 1980). V zavislosti
od druhu Ziarenia, jeho dlZky a celkovej davky dochadza v oZiarenych
organoch alebo tkanive ku kvantitativhym a kvalitativhym zmenam, kto-
ré vedu aj k zmene funkcie prislusnych Struktir, ako sme to dokumen-
tovali aj v naSich predchadzajucich prdcach (Arendarc¢ik a i., 1980;
Stanikova ai., 1983). Vzhladom na to, Ze sa katecholaminy zucast-
Nuja na reguldcii pohlavnych funkcii, zamerali sme sa na $tidium zmien
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ich zastipenia v riadiacom systéme reproduké¢ného cyklu (hypotala-
mus, hypofyza) a v nadoblickdach oviec po oZiareni 60Co.

MATERIAL A METODY

Pozorovania sme vykonali na 21 ovciach plemena slovenské merino priemer-
nej zivej hmotnosti 34 kg, vo veku dvoch az troch rokov v obdobi fyziologického
anestru. Zvierata boli chované v Standardnych podmienkach. Prva skupina (Sest
oviec) bola kontrolna. Ovce druhej skupiny (Sesf kusov) boli oziarené poéas sied-
mich dni celkovou davkou 6,7 Gy. Zdroj ziarenia bol %Co a dozimetria bola ro-
bena filmovymi dozimetrami. Hodinovy prikon zdroja ziarenia bol 0,039 Gy.

Ovce boli umiestené v klietkach vo vzdialenosti od zdroja ziarenia 4.6 m.
Ovce tretej skupiny boli ponechané na sledovanie mortality. Thned po zabiti zvierat
sme vybrali z lebky mozog a rychlo odobrali 'tkanivo z hypotalamu, ktory sme
prieénym anatomickym rezom rozdelili na tri éasti — rostralnu, medialnu a kau-
dalnu. Aby sme zabranili 'degradaénym zmenam, tkanivo sme ihned po vybrati
ponorili do kvapalného dusika. Dalsie vzorky tvorila hypofyza a nadobli¢cky. Tka-
nivda sme homogenizovali v Potter-Elvehjemovych homogenizatoroch a homoge-
naty sme centrifugovali pri 20000 g/min po dobu 30 minut pri teplote 0°C. Ka-
techolaminy a L-DOPA sme z tkanivovych supernatantov separovali chromatogra-
fiou na aktivovanom oxide hlinitom metédou podla Antona a Sayreho
(1972). Dopamin a 3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) sme v eluatoch po adsorpénej
chromatografii stanovili metodou tych istych autorov. Pre vyluc¢enie fluorescencie
ostatnych zloziek sme pre jednotlivé vzorky zhotovili aj. tzv. interné a externé
Standardy, tkanivové a reagen¢né slepé skusky. Vysledky sme vyjadrili v ug ka-
techolaminov/g vlhkej hmotnosti tkaniva a &tatisticky spracovali Studentovym
t-testom.

VYSLEDKY

Vysledky udavame v grafoch na obr. 1—8. Po sedemdiiovom celo-
telovom oZiareni oviec davkou 6,7 Gy sme zistili pokles hladiny nor-
adrenalinu (obr. 1) vo vSetkych Studovanych oblastiach hypotalamu,
najvyraznejSie v rostralnej (o 74,2) a v kaudalnej casti (o 40 %).

Koncentracia dopaminu (obr. 2) sa zniZila v celom hypotalame,
najviac v8ak v medialnej (o 94 %) a rostralnej (o 72,2 %) oblasti.
Signifikantné zniZenie hladiny dopaminu (o 60 %) sme zaznamenali aj
v kaudalnom hypotalame oZiarenych oviec. V kauddlnom hypotalame
sme stanovili aj signifikantny pokles koncentracie adrenalinu (obr. 3],
ktorého hladiny sa v porovnani s kontrolnymi hodnotami znizili
0o 62,59%. V suvislosti s poklesom koncentracie katecholovych aminov
sa meni aj hladina L-DOPA [(obr. 4), ktora v hypotalame oZiarenych
oviec dosahuje podstatne nizSie hodnoty nez u kontrolnej skupiny oviec.
V rostralnom hypotalame klesa hladina L-DOPA o 75,0 %, v medialnom
o 88,1 % a v kauddlnom hypotalame o 61,6 %. V hypofyze oZiarenych
oviec nedoSlo k signifikantnym zmenam hladin noradrenalinu a adre-
nalinu (obr. 5 a 7). Gama-Ziarenie spdésobuje znizenie koncentracie
dopaminu v hypofyze o 75,2 % v porovnani s kontrolnymi hodnotami.
Analogicky pokles sme zaznamenali aj v zastupeni L-DOPA (o 83,4 %)
v hypofyze (obr. 8). Celotelové oZiarenie oviec %0Co spésobuje aj pokles
hladin katecholovych aminov a L-DOPA v nadoblickach (obr. 5—8),
Ktory je najvyraznej$i u noradrenalinu (o 61,5 %). Hladina adrenalinu
klesd v nadoblickach oZiarenych zvierat o 33,4 % (obr. 8). Hladina
dopaminu sa zniZuje o 25,6 % (obr. 6) a L-DOPA o 21 % (obr. 7) v po-
rovnani s hodnotami kontrolnej skupiny.
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1.—4. Vplyv gama-ziarenia na hladiny katecholovych aminov (noradrenalinu, adre-
nalinu, dopaminu) a L-DOPA v hypotalame oviec. Vysledky su vyjadrené v ug g
vlhkej hmotnosti tkaniva a v aritmetickych priemeroch = S.E. M. [K-hladiny ka-
techolovych aminov po celotelovom sedemdnovom oziareni gama-luémi v celkovej
davke 6,7 Gy (700 R); ++ P < 0,001, + P = 0,01] — Influence of gamma-radiation
on the levels of catecholamines (noradrenaline, adrenaline, dopamine) and L-DOPA
in hypothalamus of sheep. The results are expressed in ugg of wet weight of
tissue and in arvithmetical means - S. E. M. [K-levels of catecholamines after
all-body seven-day irradiation by gamma rays at the total dose of 6.7 Gy (700 R);
++ P < 0.001, + P < 0.01]

DISKUSIA

Katecholaminy v hypotalame sa podielaju na regulacii viacerych
neuroendokrinnych procesov (Jones a Hillhouse, 1976; Ga-
nong, 1975). Vyznamna je uCast katecholaminov na regulacii pohlav-
nych funkcii (Hokfelt a i, 1972) a na priebehu stresovych reakcii
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5.—8. Hladiny katecholovych aminov v hypofyze a v nadobli¢kach oviec po celote-
lovej aplikacii gamma-ziarenia (symboly ako na obr. 1—4) — Levels of catechol-
amines in hypophysis and adrenal glands of sheep after all-body application of
gamma-radiation (symbols cf. Figs. 1 to 4)
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(Kvetiiansky, 1981). Katecholové aminy hypotalamu sucCasne riadia
aj uvoltiovanie horménov neurohypofyzy — vazopresinu a oxytocinu,
priCom noradrenalin pravdepodobne pésobi ako inhibitor neurosekré-
cie. V oblasti mediobazdlneho hypotalamu sa katecholové aminy podie-
laju na reguléacii hypotalamo-hypofyzarno-nadobliCkového systému a na
uvolfiovani ACTH a kortikoidov (Ganong, 1975).

My sme po kontinudlnom oZiareni oviec davkou 6,7 Gy zistili v hy-
potalame vyrazné morfologické zmeny dotykajice sa poSkodenia neuro-
nov a ependymu tretej mozgovej komory (Rajtova a i, 1983), ako
aj poklesu neurosekre¢ného materidlu, ktory zrejme suvisi s poSkode-
nim endotelu ciev vplyvom Ziarenia (Arendarcik a i, 1983). Ako
vyplyva z naSich vysledkov, dochddza u zvierat zaradenych do toho
istého pokusu aj k vyraznému poSkodeniu katecholaminergického systé-
mu hypotalamu. Nakolko sa literdrne udaje o vplyve ionizujiceho Zia-
renia na hladiny katecholovych aminov v mozgu oviec vyskytuji oje-
dinele, méZeme naSe vysledky porovnat len s pozorovaniami na labo-
ratornych zvieratdch. Celotelové oZiarenie potkanov X-li¢mi naruSuje
metabolizmus a funkciu katecholovych aminov v celom mozgu, hypota-
lame a v nadobliCkdch (Dahlstém a i, 1973). Stepanovic¢ a i.
(1981) zistili vyrazny pokles katecholovych aminov v hypotalame,
v corpus striatum, v srdci a v celom mozgu kralikov a potkanov po ce-
lotelovom oZiareni X-la¢mi davkou 650 a 850 R. Podobné vysledky sme
v naSom experimente dosiahli aj my, ked sme po davke 6,7 Gy zazna-
menali v hypotalame oviec Statisticky vyznamné zniZenie koncentracie
katecholovych aminov a L-DOPA. Noradrenalin klesol vo vSetkych ob-
lastiach hypotalamu, najvyraznejsie v rostralnej (o 74,2 %) a v kaudal-
nej casti (o 40 %). Hladiny dopaminu sa signifikantne zniZili v hypo-
talame oZziarenych oviec, najviac v8ak v mediédlnej (o 94 %) a v rostral-
nej (o 72 %) casti. V kaudalnom hypotalame sme pozorovali pokles
koncentrdacie dopaminu (o 60 % v porovnani s kontrolnou skupinou).
Hladina adrenalinu poklesla v rostrdlnom a medidlnom hypotalame
v priemere o 30 % a v kaudalnom hypotalame oZiarenych oviec o 62,5 %.
V silade s inymi autormi (Dahlstém a i, 1973) predpokladdme, Ze
redukcia hladin katecholovych aminov v hypotalame oviec méZe suvisiet
s naruSenim metabolickych procesov v celom organizme a s posko-
denim endotelu ciev, ako aj s néslednym zniZenim, resp. obmedzenim
syntézy katecholovych aminov. Tento predpoklad podporuje aj pokles
prekurzora pre syntézu katecholovych aminov — 3,4-dihydroxyfenyla-
laninu (L-DOPA) v hypotalame oZiarenych oviec, pozorovany v nasSom
experimente. Stepanovic¢ a i. (1981) zistili, Ze oZiarené potkany
st schopné metabolizovat prekurzor L-DOPA a uskladiiovat novosynteti-
zované katecholové aminy v nervovom tkanive, ked je aktivita peri-
férnej DOPA-dekarboxylazy inhibovana benzenazidom.

Vyrazny pokles hladin katecholovych aminov sa po intraperitoneal-
nom podani tychto latok 24 hodin pred oZiarenim potkanov upravil
na hladiny kontrolnej skupiny, ¢o by mohlo sved¢it o tom, Ze okrem
poruSeného metabolizmu doché&dza po expozicii gama-Ziareniu aj k po-
Skodeniu mechanizmov vychytdvania a uskladnenia katecholovych ami-
nov (Stepanovic¢ a i, 1981). Okrem uZ uvedenych faktov by po-
kles hladiny katecholovych aminov, v naSom pokuse pozorovany v hy-
potalame i v inych tkanivach, mohol sivisiet so vzostupom aktivity ich
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degradacného enzymu monoaminooxiddzy po oZziareni, ktory sme pozo-
rovali u tych istych zvierat (Pa4storova a i, 1982). V zhode s udaj-
mi citovanych autorov (StepanovicC a i, 1981; Dahlstom a i,
1973) sme zistili pokles hladin katecholovych aminov a L-DOPA v nad-
oblickdch a hypofyze oZiarenych oviec, pricom v hypofyze sa vyraznejSie
menia koncentracie dopaminu a v nadoblickach sme zaznamenali signi-
fikantny pokles noradrenalinu.

Ako vyplyva z dosiahnutych vysledkov, celotelové protrahované
oZiarovanie oviec davkou 6,7 Gy vyrazne zniZuje koncentraciu kate-
cholovych aminov v oblastiach, ktoré su zapojené do regulac¢nych me-
chanizmov gonadotropnych funkcii, ako aj do riadenia viacerych neuro-
endokrinnych procesov.
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[IACTOPOBA, b. — APEHNJAPUMK, U. — MOJIHAPOBA, M. (Muctutyr BerepuHapuu, Ko-
uniie): YPoBHH KAaTeXONOBBLIX aMMHOB B rHIOTajzaMyce, THRNOM3e H HAANMOYEYHHKAX OBEN MOCA2
cnnourdoro ofayuyenus ramma-ayuami. Veter. Med., (Praha), 30, 1985 (8) : 485-492.

Ounpeaensiin M3MeHeHusn ypoBHei Karexososkix amuHoB u L-DOPA B peryaupywomein cucreme
BOCIIPOM3BOICTBEHHOTO 1KNa (runoranamyc, runodua) u B HaINOUeHHHKAX OBEIl 10CAEe UX CILID-
Horo obayuenna %Co obmeir aosoit 6,7 Gy B reuenue 7 aHeir. IToyaconoii 1pMBOL HCTOHHHKA
obaysenns = 0,039 Gy. Karexonosne amMunn (HopaapeHajiuH, NOMaMuH n aupeHanvs) u L
-DOPA onpezeasan nocie ux M30JIMPOBAHUA M3 TKAHEH IO METOLY CHEKTPaabHOH (ioopHMeTpHi.
[Tocne cnsomHoro objydeHis raMMa-jiydaMu HoOpaapeHasMH yObl1 B THNoTajzaMmyce 1o cpasiie-
HHIO ¢ KOHTpOJIeM 3aMeTHee pcero n poctpaJbioi (ua 74,2 ) u kayuaaannoit (a 40 ) maprisx
Take KOHUEHTpauuu nonamuua yb6niau Ha 729, B poctpaanHoM rumoranamyce, Ha 949/ B me-
amansHom u Ha 609/, B kaynanbHoM. AnpeHanuH 3aMeTHe Bcero y6biBaer B Kayl1aabHOH 06JacTH
runorasamyca (Ha 629,). B cwasn ¢ 3TMM MeHseTCH M ypoOBeHb IPeKypcopa Iis CHHTe3a 3THX
amuuos [-DOPA, kortopeiii nocturaer B 3THX NapTHAX ropasino Gojiee HU3KUX 3HAUeHMH, '1eM
y KoHTpoas. B rumnofuse sHauMMbIX M3MCHCHMII He OTMeHeHO y HOpAaIpeHajlMHA ¥ aIpPeHaNuHa,
HO 3aMeTHO noHuauauce nonamui W L-DOPA (P < 0,01). TamMa-ayun BLIBBIBAIOT TaKXe N0-
HIDKeHMe KOHUEHTpaumnii kartexosossix amMuuoB u L-DOPA B Haanoyeynukax, r/iasHoe Hopalpe-
wanuHa (na 61 "), Ha ocHoBe 3THX peaynbTaToBR nenaeTcst BRUIOB, MTO CUIOUIHOE oBaydewme
1030# 6,7 Gy BBEI3bIBAET y OBEll 3aMeTHOC MOHMIKEHHE KATEXONOBHIX aMMHOB B THOTanaMyce, ril-
nopuse B HalalO4EUHHKAX, UTO CBA3AHO, IO-BHAMMOMY, C PACCTPOMCTBOM CHMHTe3a M Ierpanaiueit
KaTeXoNaMHMHOB, a TalkkKe ¢ ODIIMM TOBPEXIEHHEM OpraHuiMa.

KaTexoJaMuHbl, HopalpeHaiuH; anpexanus; nonamud; L-DOPA; cnexkrpodaiopuMerpuuecku it
MeTOn

PASTOROVA, B. — ARENDARCIK, J. — MOLNAROVA, M. (University of Ve-
terinary Medicine, KoSice): Levels of Catecholamines in Hypothalamus, Hypophysis
and Adrenal Glands of Sheep after All-Body Exposition to Gamma-Radiation. Ve-
ter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 485-492.

The changes were studied in the levels of catecholamines and L-DOPA in the
control system of reproduction cycle (hypothalamus, hypophysis) and in adrenal
glands of sheep after all-body irradiation with 8Co at the total dose of 6.7 Gy
for seven days. The power input per hour of irradiation source was 0.039 Gy. The
catecholamines (noradrenaline. dopamine and adrenaline) and L-DOPA were de-
termined, after having been isolated from the tissues, by the method of spectral
fluorimetry. After all-body exposition to gamma-radiation noradrenaline dropped
in hypothalamus in comparison with the control group of sheep, most significantly
in the rostral (by 74.2%;) and caudal part (by 40°9°,). A similar drop like in the
case of noradrenaline was also observed in dopamine, the concentrations of which
decreased in rostral hypothalamus by 729, in medial hypothalamus by 94 %, and
in caudal hypothalamus by 60", Adrenaline shows a drop in hypothalamus, most
significant in caudal region (by 62")). In relation with that the level of a pre-
cursor for the synthesis of catecholamines and L-DOPA has been changed which
achieved, in the studied regions of hypothalamus in sheep, significantly lower
levels than were determined in the control group of sheep. As regards the hypo-
physis, after irradiation no significant changes in the levels of noradrenaline and
adrenaline were recorded, however, dopamine and L-DOPA dropped significantly
(P < 0.01). The exposition to gamma-radiation also causes a decrease in the con-
centrations of catecholamines and L-DOPA in the adrenal glands of sheepn, most
significant in noradrenaline (byv 619). On the basis of the results we presume
that the all-body irradiation of sheep by a dose of 6.7 Gy results in a significant
decrease in the content of catecholamines in hypothalamus, hypophysis and adrenal
glands, which is probably in relation with the failure of synthesis and degradation
of catecholamines and with the total organism injury.

catecholamines; noradrenaline; adrenaline; dopamine: L-DOPA: spectrofluorimetric
method
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PASTOROVA, B. — ARENDARCIK, J. — MOLNAROVA, M. (Veterinirmedizini-
sche Hochschule, Kosice): Katecholaminspiegel im Hypothalamus, in the Hypophyse
und in den Nebennieren von Schafen nach gesamtkorperlicher Exposition der
Gamma-Strahlung. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 485-492.

Wir studierten Verdnderungen der Katecholamin- und L-DOPA-Spiegel im Steu-
erungssystem des Reproduktionszyklus (Hypothalamus, Hypophyse) und in der Ne-
benniere von Schafen nach gesamtkonperlicher Bestrahlung von %Co durch eine
Gesamtdosis von 6,7 Gy im Verlauf von 7 Tagen. Die Stundenleistung der Strah-
lungsquelle betrug 0,039 Gy. Die Katecholamine (Noradrenalin, Dopamin und Adre-
nalin) und L-DOPA wurden nach ihrer Isolierung aus den Geweben mittels Spek-
tralfluorimetrie bestimmt. Nach der Gesamtkorperexposition der Gammastrahlung
sank das Noradrenalin im Hypothalamus der Schafe gegeniiber der Kontrollgruppe,
am ausgeprigtesten im Rostral- (um 74,2 %, und im Kaudalteil (um 40 9. Einen
analogischen Riickgang wie beim Noradrenalin, konnten wir ebenfalls in der Ver-
tretung des Dopamins verzeichnen, dessen Konzentrationen im Rostralabschnitt
des Hypothalamus um 72 9, im medialen um 94 9%, und im kaudalen Hypothalamus
um 60 Y, sanken. Das Adrenalin weist im Hypothalamus einen Riickgang auf, der
sich am markantesten im Kaudalgebiet (um 629 abzeichnet. Im Zusammenhang
damit andert sich auch das Niveau des Priakursors fiir die Synthese der Katechol-
amine und L-DOPA, der in den untersuchten Hypothalamusregionen der Schafe
weit niedrigere Niveaus erreichte als die, die wir bei der Kontrollschafgruppe ver-
zeichneten. In der Hypophyse kam es nach der Bestrahlung zu keinerlei bedeu-
tenden Veridnderungen der Noradrenalin- und Adrenalinspiegel, wahrend das
Dopamin und L-DOPA signifikant sanken (P < 0,01). Die Exposition der Gamma-
-Strahlung hat auch einen Riickgang der Konzentrationen der Katecholamine und
L-DOPA in den Nebennieren der Schafe zur Folge, am markantesten beim Nor-
adrenalin (um 61 Y%g). Aufgrund der ermittelten Ergebnisse nehmen wir an, daf}
eine Gesamtkorperbestrahlung von Schafen durch eine Dosis von 6,7 Gy einen
wesentlichen Rickgang des Katecholaminegehalts im Hypothalamus, in der Hypo-
physe und in den Nebennieren verursacht, was wahrscheinlich mit einer Storung
der Synthese und Katecholaminedegradation sowie mit einer Gesamtschadigung
des Organismus zusammenhangt.

Katecholamine; Noradrenalin: Adrenalin; Dopamin; L-DOPA; spektrofluorimetri-
sche Methode
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VYUZITI AKUPUNKTURY K RESUSCITACI ZVIRAT

J. Still, J. Konrad

STILL, J. — KONRAD, J. (Vysoka $§kola veterinarni, Brno): VyuZiti aku-
punktury k resuscitaci zvirat. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 493-500.
Predlozena prace shrnuje zakladni zkuSenosti s realizaci akupunkturni re-
suscitace zvirat. Vysledky se opiraji o Setfeni na 243 pripadech 17 raznych
druhtt domacich i exotickych savea a ptaku. Apnoicky stav, popr. jen hlubo-
kou narkozu, jsme navodili pouzitim raznych druht narkotin, predevsim Thio-
pentalu. Prace podava prehled ¢tyr nejuc¢innéjsich akupunkturnich bodt a ob-
jasnuje vlastni zpusob resuscitace. Akupunkturni resuscitace ma az 1009, vy-
sledky u psu klinicky zdravych, u zvirat stizenych raznymi chorobnymi stavy
byla uspésnost zasahu mensi (77,47 9,). U 15 zoozvirat v medikamentézni ope-
ra¢ni narkoze dosahla resuscitacni uéinnost 92,6 9. Resuscitaéni efekt je dan
nejen prisné stanovenvmi body, ale i difuznim drazdénim prislusného bodu
a jeho okoli formou akupresury. Diskuse se zabyva faktory, na nichz je aku-
punkturni resuscitace a jeji uspésnost zavisla.

akupunktura; akupresura; domaci a exoticka zvirata

Ve veterinarni mediciné se v pfipadé potfeby b&Zné pouZivaji znamé
resuscitacni medikamentoézni a fyzikalni postupy. Relativné nejcastéji
jich pouZivdme — v souladu se soudobymi znalostmi o zékonitostech
vzniku a vyvoje kolapsovych a Sokovych stavi — v téch indikacich, kte-
ré se vyvijeji hlavné jako moZné komplikace medikamentézni narkozy,
ale i v dalSich situacich, naptiklad pfi odchytech volné Zijicich zvirat
a podobné.

V poslednich letech se ve veterindrni odborné literature stile Casté-
ji setkdvame s prispévky zabyvajicimi se vyuZitim akupunktury nebo
jejich principti v resuscitaci zvifat. Tak naprfiklad Janssens aj.
(1979) popisuji uspésné pouZiti bodu JENG CHUNG (Gv-26 v anglickém
znaceni) a Ki-1 u 69 psit a koc¢ek, u nichZ doSlo béhem hluboké medika-
mentozni narkozy k zastavé dechu, popf. i srdecni ¢innosti. UCebnice
veterindrni akupunktury popisuji moZnost pouZiti hlavné bodu Gv-26
i u skotu, prasat a koni (Klide a Kung, 1977; Plachotin, 1966).

Experimentalné byly na psech v halotanové narkoze potvrzeny sym-
patikomimetické ucinky bodu Gv-26 na kardiovaskuldrni aparéat téchto
zvifat (Lee aj., 1977). Tyto GCinky byly vyblokovatelné g-blokatory
(Propanolon), méné «-adrenergnimi blokatory (Phentolamin].

V uplynulych dvou letech jsme se na pracovisti I. interni kliniky
KDTP Vysoké Skoly veterinarni v Brné zabyvali klinickym i experimen-
talnim ovéfenim resuscitacniho G¢inku vybranych akupunkturnich bodi
na rdznych druzich domécich zvifat a zvifat chovanych v zoologické
zahradé. Cilem naSeho vyzkumu bylo zjistit, zda je tato metoda vhodné
i pro praktické vyuZiti.
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MATERIAL A METODA

Resuscitaéni akupunkturni body jsme ovérovali celkem na 17 druzich zvirai,
z toho u 12 domacich a u péti druhu exotickych zvirat. 15 druha patrilo do tridy
saveud, dva druhy do ptaku. Celkem jsme meéli v pokuse 243 zvirata.

K navozeni delsiho apnoického stavu — v mens$im proceniu pripadnu jen
hluboké narkoézy tretiho stupné — jsme pouzili nekolika raznych narkotik (barbi-
turaty, éter, halotan, disociativni narkotikum ketamin, analog morfinu etorfin).
V 909/, pripada jsme pracovali s Thiopentalem, ktery se vyznacuje silné tlumivym
ucinkem na dechové centrum v prodlouzené mise.

U skupiny 100 pst jsme rychle intravenodzné aplikovali Thiopental v davce
15 az 60 mgkg zivée hmotnosti tak, aby nastala delsi apnoicka pauza (pul az dve
minuty). Tato davka byla prisné individualni podle souc¢asného klinického stavu
zvirat, ktery jsme zjistili pred pokusem.

Z akupunkturnich boda jsme pouzivali Gv-26, Ki-1, He-9, Hc-9. bod Spicky
uSniho boltce Erchien a bod konce ocasu Woeichien. Nejuzivanéjsi a nejuéinnéjsi
¢tyri akupunkturni body jsou detailneji zakresleny na obr., 1. Z nespecifickych
Kontrolnich bodu (placebo-bodu) jsme pouzili nékteré akupunkturni body, které
by nemély mit vztah k aktivaci potlacené dechové c¢innosti, a nékteré neaku-
punkturni body (obr. 2). Celkem jsme téchto bodu pouzili u 30 psu.

Vlastni resuscitaci jsme délali silnym zavedenim bézné pouzivané injekéni
jehly do bodu a jeji rotaci az do doby, kdy se objevila pravidelna dechova ¢innost.

Po minuté pravidelného dychani jsme zvysili davku Thiopentalu a znovu —
nyni jiz po kratsi dobé trvani apnoe — jsme stimulovali bod. To jsme opakovali
podle moznosti az do Uplného apnoe, akupunkturné jiz neovlivnitelného.

U 429, pst s ruznym organovym nalezem byla provedena patologicko-anato-
micka pitva.

U dalsich druht zvifat jsme délali akupunkturni resuscitaci obdobné nebo jen
pri hluboké depresi dechu (obr. 3—5).

Ki-1

1. Schematické znazor-
néni lokalizace dulezi-
tych resuscita¢nich bo-
da u psa — Schematic

He-9 Hc-9 representation of lo-
calization of important
resuscitation points in
dogs

2. Nesgpecifické kontrol-
ni body — Nonspecific
control points
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3. Jehlova akupunktura
Gv-26 u fretky —
Needle acupuncture Gv-
-26 in ferret

4. Jehlova akupunktura
Gv-26 u koc¢kodana ze-
leného — Needle acu-
puncture Gv-26 in
green monkey

5. Pozice Gv-26 u prezvykavcu

— Gv-26 position in
ruminants
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I. Uspé&nost pouziti akupunktury v resuscitaci psit — Acupuncture in dog re-

suscitation
{ Psi s klinickym
a patologicko- Psi 3
-anatomickym klinicky zdravi Celkem psi
Pocet vySetfeni nélezem
kusu % kusu 1 % i kusu Y%
| KA.
’ Celkem psii ve skupiné 79 100 21 100 100 100 |
|
Rozdychdno 61 77,47 21 100 82 82
Nerozdychano 18 22,53 — 18 18
VYSLEDKY

Z tab. I, ktera zachycuje uspéSnost pouZziti akupunktury v resuscita-
ci psi, vidime, Ze zasah byl vyrazné uspésnéjsi u skupiny klinicky zdra-
vych psi (100 %) nez u skupiny pst s klinickymi pfiznaky urcitého
chorobného procesu, doloZenymi patologicko-anatomickym nalezem
(77,47 %). Tuto tendenci potvrzuje i obr. 6, v némZ je vyjadiena za-
vislost obnovy dechové Cinnosti u pst na davce Thiopentalu. Z obr. 6
vidime, Ze u Kklinicky zdravych pst se proti druhé skupiné pst s kli-
nickymi priznaky onemocnéni a patologicko-anatomickym nalezem re-
suscitace datila 1épe i pfi vy38Sich davkach Thiopentalu.

Obr. 7 zachycuje zavislost pocCtu uspésSné obnovenych dechovych
¢innosti na postupné zvySované davce Thiopentalu u psi obou skupin.
MiZeme zde pozorovat, Ze klinicky zdravé psy se dafilo tspésné opako-
vané rozdychat ve v&tSim procentu neZ psy s klinickymi projevy one-
mocnéni. U prvni skupiny se podafrilo obnovit zastavenou dechovou cin-
nost v priméru na jednoho psa 2,38krat, u druhé skupiny jen 1,026krat.

Ze sledovanych akupunkturnich bodi miiZeme jako nejucinné;jsi
a nejspolehlivéjsi oznacit bod JENG-CHUNG (Gv-26; obr. 8). V praméru
se jim darila resuscitace pri vy$8Sich davkach aplikovaného Thiopentalu

POCET PSU PSI S KLINICKYM
v A PATOLOGICKO - ANATOMICKYM
NALEZEM
40
PSI KLINICKY ZDRAViI =-=--=
30 4
20 9

6. Zavislost obnovy de-
chové ¢innosti u pst
na davce Thiopentalu
i — Dependence of re-
spiration resumption in
dogs on the Thiopental
dose

10

-+~
100

DAVKA THIOPENTALU |

Y MG/KG ZIVE HMOTNOSTI
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7. Zavislost poétu uspés-
né obnovenych decho-
vyeh ¢innosti na po-
stupné zvysované davce

Thiopentalu — Depend-
ence of the number of
successfully resumed

respiratory activities on
the graduvally increased
dose of Thiopental

8. Stimulace bodu Jeng-
-Chung (Gv-26) u psa
jehlou — Needle sti-
mulation of Jeng-Chung
(Gv-26) point in the
dog

9. Kymograficky za-
znam dechové ¢innosti
nutrie v hluboké thio-
pentalové narkoze. Za-
znam A: obnova dechu
po jehlové stimulaci
Gv-26. Zaznam B: vy-
razné zpomaleni a pro-
hloubeni dechu po aku-
presure Gv-26. Zaznam
C: normalizaéni vliv
akupresury Gv-26 na
tachypnoe vyvolané in-
trakardialni aplikaci
noradrenalun — Kymo-
graphic record of re-
spiratory activity of
coypu in deep Thio-
pental narcosis. Record
A respiration resumpt-
ion after needle sti-
mulation Gv-26. Record
B: marked slowing
down and deepening of
respiration after acu-
pressure Gv-26. Record
C: normalizing influ-
ence of acupressure
Gv-26 on tachypnoea
induced with intra-
cardial application of
noradrenaline

POCET PSU V 7 * PSI S KLINICKYM
A PATOLOGICKO -ANATOMICKYM
NALEZEM =

PSI KLINICKY ZDRAYI

s )
POCET APNOI ZRUSENYCH
AXUPUNKTUROU

C

—

AWMV AV VYV VA A A VR AARAAMAAAAAMA MM AR MMV AAAY
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10. Jehla v bodu Ki-1
u nutrie. Bod je ulozen
mezi druhym a tretim
metatarzem, vpich se
vede z plantarni strany
chodidla, jenla se zava-
di silné smeérem k dra-
pum a dorzilné —
Needle in Ki-1 point ip
coyvpu. The point is be-
tween the second and

1ctatarsus,  the
formed from
the olantar side of the
sole. the needle is in-
serted ngly towards

claws and dorsally

lépe nez u jinych bodi. Celkem 13krat jsme jim obnovili zastavenou de-
chovou c¢innost i tam, kde stimulace jinych bod byla neuspésna.

I u ostatnich druhlt zvirat jsme zjistili, ze akupunkturni resuscitace
je usp2Snd. Napriklad u sedmi druhlt zoozvitat v poctu 15 jedinch sti
mulace akupunkturnich bodii Gv-26 a Ki-1 (jehlovou stimulaci i akupre-
surou) podstatné ovlivnila dechovou cinnost, a to prevazné ve smyslu
prohloubeni dechu a snizeni dechové frekvence. Tato zvirata byla v me-
dikamentozni opervacni narkoze, uspéSnost zasahu dosdhla 92,6 %.

U mnoha druht@t byla velmi acinna akupresura akupunkturnich bo
di. Na obr. 9 vidime kymograficky zdznam dechové c¢Cinnosti nutrie
v hluboké thiopentalové narkoze. Na zaznamu A je zachycena obnova
dechu po stimulaci jehlou, na zdznamu B vyrazné zpomaleni a prohlou
beni dechu po akupresulfe a koneCné i prekvapivy vliv akupresury [za-
znam C) na tachypnoe vyvolané intrakardialni aplikaci noradrenalinu.
Opét poklesla dechova frekvence (o 40 %) a prohloubil se dech. Kdyz
stimulace skoncila, dechova frekvence se témeér vrdatila k hodnotam
prfed akupresurou.

Nespecifické kontrolni body (obr. 2) v oblasti dorzalni kréni sva
loviny, kauddlnich svali stehna a plece dechovou cinnost neovliviiovaly,
naopak body na akralnich castech téla se zdaji byt klinicky Casto po-
dobné ucinné jako resuscitacni bhody dané¢ oblasti, coz plati zvlasté
o nespecifickych bodech na nose. Pri presnéjSim kymografickém za-
znamu vSak byva vliv akupunkturnich bod ziretelnéjsi.

11. Jehla v bodu He-9 u nutrie. Bod je
lokalizovan na vnitrni  strané patého
nrstu hrudni konéetiny z dorzalni stra-
ny. v koznim valu pri vvstupu drapu.
Obdobn¢ na vnitrni strané tretiho prstu
této koncetiny je lokalizovan bod He-9.
Oba wvpichy se vedou kolmo k okostici
— Needle in He-9 point in coyvpu. The
point is localized on the inner side of
the ['fth toe of pectoral limb from
dovsal part. in the skin wall at claw.
Similarly., the He-9 point is localized on
he inner side of the third toe of pectoral
limb. Both pricks point perpendicularly
towards neriosteum
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Také statistické hodnoceni na hladiné spolehlivosti P < 0,05 po-
tvrdilo vyznamny rozdil v resuscitatni tGspé&Snosti akupunktury a ne-
specifickych kontrolnich boda u pst.

DISKUSE

NaSe vysledky potvrzuji literaturou uvadény stimulacni vliv aku-
punktury na potlacenou Ci zastavenou dechovou cCinnost u zvirat.

Zda se, ze stimulace akrdlnich casti téla do znacné miry plisobi na
potlacenou dechovou cinnost. Z dosavadnich vysledkd plyne, Ze silna
stimulace nemusi byt prisné bodov4, Gcinné je i difizné&jsi, a tedy plosné
meéne specifické drazdeni formou akupresury (obr. 9).

Uspésnost resuscitace akupunkturou je zavisla na mnoha fakto-
rech: na druhu zvifete, jeho individualni predispozici vCetné aktudlniho
zdravotniho stavu, typu, hloubce a provedeni narkozy, vybéru stimulac-
nich bodi, zptsobu stimulace a dalsi.

V souladu se souCasnymi poznatky o vzniku, rozvoji a prithéhu Soku
(Mikulica, 1983; Musil, 1981) mizZeme na zakladé naSich po-
znatktt konstatovat, ze akupunkturni resuscitace ma nadéji na uspéch
— podobné jako ostatni resuscitacni postupy — tam, kde jde jen o re-
verzibilni kolapsové stavy (prevazné vagového ptvodu) nebo o reverzi-
bilni stadia Casného Soku. Z tohoto hlediska je vyrazné niz$i nadéje na
uspech u jedinci s rozvinutymi orgdnovymi zménami zanétlivého ¢i de-
generativniho charakteru (tab. I, obr. 6, 7).

Ve veterinarni mediciné se akupunkturni resuscitace projevuje jako
dostatecné& ucinnd, bezpecna, na materialni vybaveni i provedeni nena-
rotna metoda. Zvlasté v terénnich podminkach, kde neni moZnost zavést
Fizené dychéni, je ji moZno s uspé&chem pouZit, a to bud samostatng,
nebo spolu s dalSimi pouZivanymi resuscitacnimi postupy.
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HITHILL, SI. — KOHPAIL A. (Mucrutyr serepuHapui, LBpHo): AKynyHKTYpa B peccycluTaii{
wusorHpx, Veter. Med., (Praha), 30, 1985 (8) : 493-500.

B paGore ofo6uiaercs OCHOBHOH ONbIT B OBNACTH PECCYCIHTALMH SKIIBOTHBIX C TOMOWIBIO IKy-
nyHkTyphi. JanHble ncxonsr ua obcacnosaHus 243 cayuaes cpeur 17 BHIOB IOMAUIHMX M 9K3I0-
THYECKMX SKHBOTHBIX M IepHATLIX. ANHOMYECKOe COCTOAHHME MM jKe TIiybOKHit HapKOo3 BbLI3LIBAI
C NOMOIILIO pa3iiniXx HApKOTHKOR, riasHoe Tuonentana. B pafore npusonstes 4 campix apdexticn-
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HBIX TOYEK IJIA AKyNyHKTypbl M Crnocob peccycuuTauuy, koropan gaer u 100", pesyabrarit
y KJIMHUYECKH 31O0POBHIX CODaK; HO y TOpa’KeHHBIX PA3HLIMM GONE3HEHHBIMH COCTOAHHAMH S>KHBOT-
HbIX JTOT npoleHT Huxe: 77,74V, ¥V 15 300/KMBOTHBIX, HAXOLANIMXCH B MEIMKAMEHTO3HOM Ofepa-
IIHOHHOM HapKose, aToT mpoueHT coctasua 92,6 ¥y, Dddexr nan He TONLKO CTPOrO OrpaHMUeHHbIMIL
ToykaMH, HO M aMPPy3MIHLIM pasnpakeHMeM NIaHHOI TOUKH M ee nepudepiuu B GopMe axvy-
npeccypel. B nuckyccuu paccMaTpuBaiorcs GakTOpBI, Op KOTOPHIX 3aBHCIT YCHEIIHOCTH TaKoif
AKYITYHKTYPBI.

AKYNYHKTYypa; aKynpeccypa; IJOMalUtHUC M 3K30TUUYECKHE KHUBOTHhIE

STILL, J. — KONRAD, J. (University of Veterinary Medicine. Brno): The Use of
Acupuncture for Resuscitation of Animals. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 493-
-500.

In the present work fundamental experience is summed up regarding the acu-
puncture resuscitation of animals. The results are based on examination of 243
cases of 17 different species of domestic and exotic animals and birds. The apnoea
condition, or only deep narcosis, has been induced with the use of different kinds
of narcotics, above all Thiopental. A review of four most effective acupuncture
points and the proper way of resuscitation are given. The acupuncture resuscitation
has shown up to 100%, results in clinically healthy dogs, whereas in animals
affected with different diseases the success of intervention showed to be smaller
(77.479,). In zooanimals in narcosis induced by medicines, the resuscitation effect-
iveness achieved 92.6 %, The resuscitation effect 1s based not only on strictly de-
termined points but also on diffusive irritation of respective point and its suround-
ings by acupressure. Discussion deals with the factors on which the acupuncture
resuscitation and its success are dependent.

acupuncture: acupressure; domestic and exotic animals

STILL, J. — KONRAD, J. (Veterinirmedizinische Hochschule, Brno): Einsatz der
Akupunktur zur Wiederbelebung von Tieren. Veter. Med. (Praha). 30, 1985 (8) :
493-500.

Die vorliegende Arbeit faBt die grundsdtzlichen Erfahrungen mit der Realisation
der Akupunktur-Wiederbelebung bei Tieren zusammen. Die Ergebnisse stiitzen sich
auf Untersuchungen von 243 Fillen bei 17 verschiedenen Arten von Haus- und
exotischen Tieren und Vogeln. Den apnoischen Zustand, bzw. nur eine tiefe Nar-
kose, fithrten wir durch Anwendung verschiedener Narkosemittel, insbesondere
Thiopental, herbei. Die Arbeit bringt eine Ubersicht iliber die wirksamsten vier
Akupunkturpunkte und die eigentliche Wiederbelebungsmethode. Die Akupunktur-
-Wiederbelebung weist eine nahezu 100 %jige Erfolgsrate bei Kklinisch gesunden
Hunden auf, bei durch verschiedene Krankheiten befallenen Tieren war der Erfolg
der Behandlung etwas geringer (77,47 %). Bei 15 Zootieren in medikamentiser Ope-
rationsnarkose erreichte die Wiederbelebungswirksamkeit 92.6 %,. Der Wiederbele-
bungseffekt basiert nicht nur auf den streng festgesetzten Punkten, sondern auch
auf einer diffusen Reizung des betreffenden Punktes und seiner Umgebung in
Form von Akupressur. Die Diskusion befaf3t sich mit den Faktoren. von denen
die Akupunktur-Wiederbelebung und ihre Erfolgsrate abhingig ist.

Akupunktur; Akupressur; Haus- und exotische Tiere

Adresa autoru:

MVDr. Jaroslav Still, prof. MVDr. Jaroslav Konrad. DrSec., Vysoka skola
veterinarni, Palackého 1-3, 612 42 Brno

500 VETERINARNI MEDICINA — 1985



EFEKTIVNOST POVRCHOVE FIXACNIHO TESTU
V DIAGNOSTICE BRUCELOZY ZAJICU

R. Handl

HANDL, R. (Statni veterinarni ustav Olomouc): Efektivnost povrchové fixac-
nitho testu v diagnostice brucelozy zajici. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) :
501-505.

V prubéhu dvou let byla ovérovana spolehlivost povrchové fixaéniho testu
v diagnostice brucelozy zajici na 961 vzorcich zajec¢i krve, odebranych na ho-
nech ve vybranvch lokalitach okresu Olomouc. Ze 33 sérologicky pozitivnich
zajicu bylo 29 reagentu podrobeno komplexnimu laboratornimu vysSetreni na
brucelozu. Ve vsech pripadech byla bruceloza potvrzena patologicko-anato-
micky, kultivaéné u 78,959, bakteriologicky vysetrenych zajici a ve zbyva-
jicich pripadech biologickym pokusem na moréatech. Dosazené vysledky po-
tvrdily, Ze povrchové fixaéni {est predstavuje vysoce efektivni metodu pro
spolehlivou sérologickou diagnostiku bruceldzy zajicu.

snolehliva sérologicka metoda: krev; komplexni laboratorni vysetreni

Otazka epizootologické souvislosti mezi brucelozou prasat a bruce-
lozou zajich je predmeétem studia odborniki jiz del3i dobu. I kdyZ tato
problematika neni zcela definitivné vyreSena, byly v poslednich tfech
desetiletich v cizi i naSi odborné literatufe nashromazdény argumenty,
které nasvédcuji tomu, Ze mezi brucelozou prasat a brucelozou zajicl
epizootologicka souvislost opravdu existuje. Je to predevSim skutec-
nost, Ze — pokud jde o plvodce nakazy, bakterialni druh Brucella suis
— dominuje téméfF v celé evropské oblasti, zejména pak ve stfedni Evro-
pé jak u prasat, tak i u zajic stejny biovar, a to biovar 2 (Thomsen).
To potvrzuji nékteré prdace autori ze sousednich statdi, napf. z Polské
lidové republiky (Iwanow a Tropilo, 1966; Losinksi aj.,
1972), z Némecké demokratické republiky (Fenske a Pulst, 1973;
Dedek, 1979), ze Spolkové republiky Némecko (Englert aj., 1964),
z Rakouska (Willinger, 1960), z Madarské lidové republiky (Kar -
devan a Kemenes, 1961) a z mnoha dalSich evropskych zemi.

Plné to potvrzuji i naSe vlastni zkuSenosti. Ve tfech ohniscich bru-
celozy prasat, na jejichZ odhaleni a likvidaci se naSe pracovisté v po-
slednich 13 letech uCinné podilelo, byla u abortovanych plod od zme-
tavSich prasnic a u zajici z okolnich oblasti postiZenych chovli prasat
zjiSténa Brucella suis, biovar 2. O tomto dileZitém n&alezu v jednom
ohnisku vyskytu brucelézy u prasat jsme informovali veterinarni ve-
Fejnost v cCasopise Veterindfstvi (Handl a Bene§, 1974).

Nedilnou soucédsti rychlé a spolehlivé laboratorni diagnostiky bru-
celozy zajicli, zejména u hromadnych depistdZi v ohniscich vyskytu
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brucel6zy prasat a v jejich okoli nebo b&hem provérfovani celkové epi-
zootologické situace ve vyskytu brucelozy u zajici ve vybranych ob-
lastech, je sérologicka diagnostika.

V roce 1972 uverejnili MatouSek a FrantiSkova novou
sérologickou metodu, pouZitelnou v rutinni diagnostice brucelézy za-
jicd — tzv. povrchové fixacni test. Tato publikace byla pro nas podnétem
k tomu, abychom provérili spolehlivost této sérologické metody, ob-
zvlasté po nedobrych zkuSenostech s rychlou sklickovou aglutinaci, kte-
rou jsme pouZzivali v diagnostice brucelozy zajici do roku 1972.

MATERIAL A METODY

Abychom provérili pracnost, spolehlivost a pouzitelnost povrchové fixaéniho
testu v rutinni sérologické diagnostice brucelozy zajict, vysetfili jsme v letech
1973 a 1974 touto metodou 961 vzorka zajec¢i krve, odebranych na honech ve vy-
branych lokalitach okresu Olomouc.

K provedeni testu bylo pouzito komeréniho antigenu Brucella suis k rychlé
sklickové aglutinaci, vyrobce Bioveta, n. ip. Tvanovice na Hané, a Whatmanova
filtraéniho papiru. Obdélnik tohoto filtra¢niho papiru o rozmérech 5 X 20 cm
slouzil k vysetreni deseti vzorka krve. Vlastni pracovni postup byl tento: Po centri-
fugaci vysetrovanych vzorka zajeci krve jsme na obdélnik Whatmanova filtracé-
niho papiru, jenz byl na hornim okraji oznacéen poradovvmi ¢isly vzorkil, nanesli
sterilnimi Pasteurovymi pipetami kapku jednotlivych vzorkt krevnich sér, a to
priblizné ve wvzdalenosti 2 em od spodniho okraje papiru. Do centra rozpitych ka-
pek krevniho séra jsme pak po dikladném protrepani brucelového antigenu vkapli
sterilni Pasteurovou pipetou tolik tohoto antigenu, aby barevna skrvna nepresa-
hovala pres okraj rozpité kapky krevniho séra. Potom jsme obdélnik filtra¢niho
papiru se sérii deseti takto zpracovanych vzorka ponorili az pod uroven rozpité
kapky smési krevniho séra a antigenu do lizné se sterilnim fyziologickym rozto-
kem. Kdyz se filtraéni papir fyziologickym roztokem napojil, vyvjmuli jsme jej
z lazné a posoudili jsme vysledek reakce. U kazdé zasilky vzorka zajec¢i krve jsme
soucasné délali pozitivni a negativni kontrolu. Jako pozitivni reakce byla hodno-
cena syté rhzovocCervena ostfe ohrani¢eni skvrna na filtraénim papiru. jez se vy-
tvorila v disledku pevné vazby obarvenych brucel na aglutinaéni protilatky pri-
tomné v krevnim séru. Jako negativni reakce byla hodnocena zretelnia razovocer-
vena stopa na filtraénim papiru, ktera wvznikla vyplavenim volnveh obarvenych
brucel pri vzlinani fyziologického roztoku.

Abychom potvrdili specifi¢nost pozitivnich reakei povrchovée fixacniho testu,
podrobili jsme komplexnimu laboratornimu vysetfeni na brucelozu 29 ze 33 sé-
rologicky pozitivnich zajici (ve ¢tyrech pripadech se nepodarilo zajistit transport
z mista honu do ustavu). VSechny zajice jsme pitvali, zménéné organy 19 zajicu
byly podrobeny bakteriologickému vysetreni. Ke kultivaci jsme pouzili Tryptose
agar DIFCO. U deseti zajici doruc¢enych do ustavu se znaénym zpozdénim jiz ve
zietelné naru$eném stavu a u ¢tyr zajict, u nichz se kultiva¢ni zachyt brucel ne-
zdaril, byl proveden biologicky pokus na brucelozu.

Jelikoz jsme na zakladé tohoto dwvouletého ovérovani spolehlivosti povrchové
fixaéniho testu ziskali ty mejlepsi zkuSenosti, zavedli jsme tento test na nasem
pracovi$ti do sérologické diagnostiky brucelozy zajict natrvalo. V letech 1975 az
1983 jsme touto metodou spolehlive vysSetrili dalsich 11 246 vzorka, z c¢ehoz pri-
pada 9385 vzorki na plosny epizootologicky pruzkum brucelozy zajica v celé na-
savaci oblasti ustavu. Tento prazkum jsme délali na sklonku roku 1983.

Pred rokem 1973 byly na naSem pracovisti vzorky zaje¢i krve vysetrovany
na brucelézu rychlou skli¢kovou aglutinaci, a to ze stejnych oblasti okresu Olo-
mouc, v nichz byla v letech 1973 a 1974 ovérovana spolehlivost povrchove fixaé-
niho testu. V letech 1970 az 1972 bylo rychlou sklickovou aglutinaci vySetieno 866
vzorka zaje¢i krve s mizivym zachytem pozitivnich kusu.
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I. Prehled vysledku sérologického vysetreni zajecich krvi, provedeného v leiech
1970 az 1972, 1973 az 1974 a 1975 az 1983 — The results of the serological examin-
ation of hare blood performed in the years 1970—1972, 1973—1974 and 1975—1983

’ Sérologicky vySetfeno zajecich krvi ‘ Pocet Procento
V letech pozlmmch pozitivnich
pocet vzorka pouzitd metoda ' zajict nélezl
1970 —1972 866 rychla sklickova { 2 0,23
aglutinace I
1973 --1974 961 povrchové fixacni test ! 33 3,43
19751983 11 246 povrchové fixacni test “ 150 1,33

VYSLEDKY

Z 961 vzorku Kkrve zajicti vySetfenych povrchoveé fixacnim testem
v pribéhu cilené depistaze v letech 1973 a 1974 jsme diagnostikovali
33 pozitivni reagenty. S témito vysledky napadné kontrastuje nizky za-
chyt pozitivnich zajicid, jehoZ bylo dosazeno v téZe oblasti v letech 1570
az 1972 pri vySetreni 866 vzorka zajeCi krve rychlou sklickovou agluti-
naci (tab. I).

Vysledky komplexniho laboratorniho vySetreni na brucelozu, k né-
muz doSlo v ramci dvouleté depistaze u 29 sérologicky pozitivnich za-
jicli, 1ze shrnout takto: u vSech 29 vySetfovanych zajicti byla bruceloza
potvrzena patologicko-anatomicky. U samcCi zvéfe prevaZovaly bruceloz-
ni orchitidy s nélezem uzlovité nebo diftzni formy s charakteristickou
koagulacni nekrozou parenchymu. Kromé zmeén na varlatech byly v né-
kolika pripadech zjiStény charakteristické zmeény na parenchymatoz-
nich organech, a to vétSinou ve sleziné a na jatrech v podobé solitarnich
uzll razné velikosti. U samicCi zvéfe byly zjiStény zmeény charakteristické
pro brucelozu zajicti v déloze, ve sleziné, jatrech a plicich.

V ramci bakteriologického vySetfeni 19 sérologicky pozitivnich
reagenta byl kultivacni zachyt brucel tspéSny u 15 zajic. VSechny izo-
lované kmeny byly identifikovdny jako Brucella suis, biovar 2. U zby-
vajicich deseti sérologicky pozitivnich zajic, u nichZ bylo bakteriolo-
gické vySetfeni bezprfedmétné (nebot byli do tstavu dorucCeni opoZdénég,
jiZ v naruSeném stavu), a u Ctyf zajicli, u nichz se kultivacni zachyt
brucel nezdatfil, byla bruceléza potvrzena biologickym pokusem na mor-
Catech (tab. IT).

DISKUSE

Zasluhou pracovniki Statniho veterinarniho ustavu v Jihlavé (Ma -
touSek a Franti§kov4a 1972) byla u nas do diagnostiky bru-
celozy zajici zavedena nova sérologickd metoda — povrchové fixacni
test. Vysledky, jichZ jsme na naSem pracovi$ti b8hem dvouletého ové-
Fovani tohoto testu dosdahli, jsou plné v souladu s poznatky uvedenych
autord., Presvédcivé ukazaly, Ze povrchové fixacni test je metodou vy-
soce citlivou, poskytujici specifické reakce, a tim i spolehlivé vysledky,
a Ze tuto metodu lze bez obtiZi zavést do b&Zné rutinni diagnostické
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1I. Piehled vysledkli komplexniho laboratorniho vysetfeni na brucelézu u 29 zajict,
u nichz byl povrchové fixaéni test pozitivni — The results of the complex labo-
ratory examination for brucellosis in 29 hares who had positive surface fixation
tests

Pocet ‘ ’ Procento

: Druh laboratorniho vySetfeni | vySetfenych pg’;‘;‘;iﬁ)jz. pozitivnich }
‘ | zajica e w# | nalezu ‘

- i L e il SO | ) ‘
! Pitva 29 29 100 i
| Bakteriologické vysetfeni’ 19 15 78,95 |
| Biologicky pokus " 14 14 100 1

* — 10 zajict dorucenych opozdéné v naruseném stavu nebylo bakteriologicky vysetfeno
*+ — proveden u deseti bakteriologicky nevySetfenych zajicu a u ¢tyf zajict, u nichz se kultiva¢ni
zachyt brucel nepodaril

praxe. Ovérili jsme si, Ze spolehlivost vysledkii popsaného testu muze
byt ohroZena jediné Spatnou kvalitou brucelového antigenu pro rychlou
sklickovou aglutinaci, vyrabéného Biovetou, n. p., Ivanovice na Hané.
Kvalita antigenu je zdavisld na tom, jak pevné je barvivo pouzité k jeho
vyrobé fixovdno na vyrebni kmen brucel. Antigen, u kterého je toto
barvivo z bakteridlnich bunék vyplavovano do redidla, je pro povrchové
fixaCni test nepouZitelny.

Tim, Ze naSe diagnostika ma k dispozici tuto sérologickou metodu
pro rychlou a spolehlivou diagnostiku brucelozy zajici, byly u ndas
vytvoleny potiebné predpoklady pro soustavné sledovani nakazové si-
tuace u zajicd, které je tfeba chdpat jako nedilnou soucast ucinné pre-
vence brucelozy prasat. To ma velky vyznam pro spolehlivou ochranu
zejména nasich velkochovii prasat pfed zavleCenim této nebezpetné na-
kazy, jejiz likvidace je vZdy spojena nejen s enormnim pracovnim za-
tiZenim nasich diagnostickych pracovi$t, nybrZz i se zna¢nymi ekono-
mickymi ztratami.

Povrchové fixacni test je jiz po 1éta s uspéchem pouzZivan v rutinni
sérologické diagnostice brucelozy zajici v mnoha naSich diagnostic-
kych laboratofich. Vzhledm k jeho vysoké efektivnosti by bylo Zadouci,
aby byl zaveden do bé&Zné diagnostické praxe na tzemi celého statu.
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XAHIJ, P. (FocynapeTrenHbit HHCTUTYT BetepuHapuu, OnoMoyu): DPPexTUBHOITH MOBEPHOCTHOTO
¢uKc-TecTa B nMarHocTHke Gpymennesa saumem. Veter. Med., (Praha), 30, 1985 (8) : 501-505.

B reuenue 2 ser MCOBITHIBANM HANEKHOCTH 3TOro Tecta Ha 961 ofpasue saaueil KpoBu 1ipu
OTJIOBE Ha OXOTHMYBMX Yy4acTKaX HEKOTOphX MecT BOKpyr Ouomoyua. Ma 33 nosurusHBIX B Cce-
POJIOTHHECKOM OTHOWeHNH 3aines 29 peareHTOB OBIAM MCCJAENOBaHLI B Ja6OPAaTOPHLIX YCIOBHAX
Ha Gpynennes. Bo secex cayuasx 6pyuesies IONTBEPIKIEH B NATOJNOrOAHATOMHUYECKOM MOPSAIKE,
y 78,955 6akTepHosOrHuecKi MCCIEIOBAHHRIX 3ailleB B KyJbTHBAIIMOHHOM NOPALKE, a B OCTANi-
HBIX CAysasX — OGHOJOrMYeCKMM IyTeM Ha MOPCKHMX CBMHKax. Kak moxrsepiknaior pesyabraril,
NOBEPXHOCTHO PUKCHPYIOUINit TecT — 5GPEKTHBHBII MeTON HAIEKHOTO CePOJIOrHUCCKOTO NHATHOCT: -
posatus Gpyuennesa saiues.

HaNeKHBIH CCpDJl()lil‘{e’.‘KlH”{ METOL; KPOBbL; KOMILJIEKCHOE naGopaTopuoc HecnenoBaHue

HANDL, R. (State Veterinary Institute, Olomouc): Effectiveness of Surface Fixation
Test in the Diagnostics of Hare Brucellosis. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) :501-
-505.

In the course of two vears the reliability of surface fixation test was tested in the
diagnosties of hare brucellosis on 961 hare blood samples taken during chases at
chosen localities of the Olomouc district. Out of 33 serologically positive hares,
29 reacting ones were subjected to complex laboratory examination for brucellosis.
In all cases brucellosis was confirmed patho-anatomically, by cultivation in 78.95 9,
of bacteriologically examined hares and in the rest cases by bioassay on guinea-
-pigs. The results have confirmed that the surface fixation test represents a highly
effective method for the reliable serological diagnostics of hare brucellosis.

reliable serological method; blood; commlex laboratory examination

HANDL, R. (Staatliches veterinirmedizinisches Institut, Olomouc): Effektivitit des
Oberflichenfixierungstestes in der Diagnostik der Brucellose der Hasen. Veter. Med.
(Praha), 30, 1985 (8) : 501-505.

Im Verlauf von zwei Jahren wurde die Verlidfllichkeit des Oberflichenfixierungs-
testes in der Diagnostik der Brucellose der Hasen an 961 Hasenblutproben, die
nach Jagden in ausgewiahlten Lokalititen des Kreises Olomouc entnommen wurden,
geprift. Von 33 serologisch positiven Hasen wurden 29 Reagierende einer kom-
plexen Laboruntersuchung auf Brucellose unterzogen. Im sidmtlichen Fillen wurde
die Brucellose pathologisch-anatomisch bestitigt, durch Kultivierung wurde sie bei
78,95 9, der bakteriologisch untersuchten Hasen und in den {brigen Fillen durch
biologischen Versuch an Meerschweinchen nachgewiesen. Die ermittelten Ergebnisse
bestiatigten, dafl der Oberflichenfixierungstest eine hoch effektive Methode fiir die
verliaBliche serologische Diagnostik der Brucellose der Hasen darstellt.

verldBliche serologische Methode; Blut; Laborkomplexuntersuchung

Adresa autora:

MVDr. Roman Hand]l, Statni veterinarni ustav, Jakoubka ze Stribra 1, 777 00
Olomouc
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NEONATALNI TOXOPLAZMOZA KOTAT

M. Svoboda, V. Svobodova

SVOBODA, M. — SVOBODOVA, V. (Vysoka $kola veterinarni, Brno): Neona-
talni toxoplazmoza kotfat. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 507-512.

V praci se popisuje vyskyt toxoplazmézy u koéky-matky a tfi kotat. Klinické
piiznaky byly nevyrazné: zjezena srst, konjunktivitida, kychani a zvetSené
mizni uzliny mandibularni a poplitealni. Titry protilatek proti Toxoplasma
gondii byly zjistéeny u vsech kofat 1 matky: Sabin-Feldmanova reakce titr
4 — 32, komplementfixaéni reakce titr 5 — 40. Také mikroprecipitace v aga-
rovém gelu byla u vsech zvirat pozitivni. OQocysty Toxoplasma gondii vylu-
¢ovala trusem matka a dvé Sestnactidenni kofata. Izolaéni pokus na bilych
mysich s negativnim nalezem toxoplazmézy (inokulace vzorka mozku, jater
a sleziny) prokazal u vsSech sledovanych koc¢ek toxoplazmozu. Kofata byla
s velkou pravdépodobnosti nakazena transplacentarne.

Toxoplasma gondii; kocka; protilatky; oocysty; transplacentarni infekce

Diaplacentarni prenos toxoplazmozy (prenos z matky na potomstvo
béhem gravidity) predstavuje jednu ze tri hlavnich cest infekce a ma
velky vyznam pro udrZovani prirodnich ohnisek toxoplazmozy (Hej-
licek aj., 1982; Jira a Rosicky, 1983). Tento zplsob infekce se
patrné nejcastéji vyskytuje u ovci (Beverley aj, 1971). Fleck
a Kwantes (1980) uvadgji, Zze 70 % aborti u bahnic souvisi s toxo-
plazmozou. Experimentdlnimi pokusy s transplacentdrnim prenosem to-
xoplazmozy u kraliki se zabyvali Janitschke a Jorren (1970).
Po infekci ramlic v prvnich 20 dnech brezosti bylo postiZeno 51 fétd ze
60. Uhlikova a Hiibner (1973) prokazali diaplacentarni prenos
u 11,5 % kralicich mladat z deviti vrhii od t¥i ramlic. Opakovan& jsou
popisovany aborty koz zpiisobené toxoplazmoézou. Dubey (1981) uva-
di, Ze pro kozi plod je letdlnich deset vysporulovanych oocyst Toxo-
plasma gondii (dale jen T. g.). Sporadicky je tento zptsob infekce zjis-
tovdan u telat (Tainturier aj., 1980), prasat (Hansen aj., 1977)
a psi (Ehrensperger a Suter, 1977; Nesbit aj., 1981). Pro
srovnani dva udaje z humanni mediciny: Terragna (1975) uvadi, Ze
v Evropé predstavuje kongenitalni toxoplazméza 1 aZ 6 % nemoci novo-
rozencld. V USA se rodi piibliZné jedno dité z 1000 s kongenit4alni to-
xoplazmoé6zou (Frenkel, 1973).

U kocCky, ktera jako definitivni hostitel 7. g. ma v $ifeni onemoc-
néni zdsadni vyznam, jsou zpravy o transplacentarnim pfenosu toxo-
plazmozy zcela ojedinélé. Dubey a Hoover (1977) experimentdlné
infikovali tkafovymi cystami 7. g. 16 kocek v riizném stadiu bfezosti.
Toxoplazmoza se vyskytla pouze v jednom vrhu u tFi ze 3Zesti kofat,
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ktera uhynula nebo byla utracena 9., 16. a 22. den po porodu. Diapla-
centarni prenos infekce nebyl potvrzen. Dubey a Johnstone
(1982) popsali pfipad fatalni neonatalni toxoplazmozy u tfi kotat s téz-
kymi Kklinickymi pFiznaky (dyspnoe, conjunctivitis purulenta, ataxie]),
u neéhoZ prdpokladaji transplacentarni prfenos infekce.

Vzhledem k tomu, Ze na klinice chorob malych zvifat VSV uskutec-
nujeme plo3né vySetieni koCek zaméfené na vyskyt toxoplazmozy, podafilo
se nam kombinaci vySetfovacich metod diagnostikovat neobvykly pii-
pad toxoplazmdzy kocky-matky a tfi 16dennich kotat. Popisem tohoto
pfipadu s avahami o zpasobu infekce se zabyva naSe prace.

MATERIAL A METODA

V cer'vnu 1983 byla na kliniku chorob malych zvirat prijata na pozorovani
toulava ko¢ka neznamého puvodu, ktera poranila c¢lovéeka. Jednalo se o evropskou
kratkosrstou koc¢ku domaci ve véku asi dvou let, sami¢itho pohlavi. Koc¢ka byla vy-
soce brezi. Meéla zvétSené mandibularni mizni uzliny, parazitarni zanét zevniho
zvukovodu a byla vyrazné agresivni. Specifické klinické priznaky onemocnéni vztek-
linou jsme nezjistili. Paty den hospitalizace se koc¢ce narodila tii klinicky zdrava
kofata. Porod probéhl normalné. Koncem prvniho tydne zivota kofat jsme u vSech
zvirat ve vrhu pozorovali zjezenou srst, lehkou konjunktivitidu (o¢ni sterbiny byly
jesté uzavreny), ob¢asné kvchani a castéjsi narikani. Za tri az ¢tyvri dny se stav
spontanné upravil.

Po uplynuti tritvdenni pozorovaci lhaty jsme matku i kofata (16 dnu stara)
celkoveé Kklinicky vysetrili a odebrali jsme vzorky krve k sérologickému vyvsetreni.
Trus k parazitologickému vysetreni jsme odebrali rektalni rourkou podle Schuffne-
ra. Pak jsme zvirata utratili a zalozili izola¢ni pokus na toxoplazma negativnich
bilyvch mysich. (Sérologicka wvySetireni krve a izolacéni pokusy jsme deélali na ka-
tedre epizootologie a mikrobiologie VSV.) MySim jsme intraperitonealné aplikovali
vzorky mozku, jater a sleziny utracenych koc¢ek podle metodiky, kterou ponisuji
Hejlicek aj. (1981). Pro kazdou ko¢ku jsme pouzili tfi mysi.

Vzorky trusu jsme zpracovavali za pouziti flotaécniho media o specificzé
hmotnosti 1150 (roztok cukru) a prohlizeli pri zveétseni 200 az 400X. Pro posouzeni
mnozstvi vylucéovanych oocyst jsme pouzili hodnoceni podle Rasina (1973).

Sérologicka vySetreni jsme délali Sabin-Feldmanovou reakci (SFR), kommple-
mentfixaéni reakei (KFR) a mikroprecipitaci v agarovém gelu (MPA) podle stan-
dardnich laboratornich metodik.

VYSLEDKY

V den odbéru vzorkl byla kotata v dobrém vyZivném a zdravotnim
stavu. Jejich hmotnost se pohybovala od 240 do 260 g. Jedinym Kklinic-
kym priznakem bylo mirné zdufeni miznich uzlin mandibularnich a po-
plitedlnich. Preskapuldrni mizni uzliny se nepodarilo vypalpovat. Kli-
nicky nélez u matky byl stejny jako v den pfFichodu na kliniku.

Vysledky dalSich vySetfeni jsou shrnuty v tab. I. Protilatky proti
T.g. jsme zjistili vSemi sérologickymi metodami u kazdé ze CtyfF vy-
Setfenych kocek. Titry specifickych protildatek, prokdzané SFR, se pohy-
bovaly od 4 do 32, KFR od 5 do 40 a rovnéZ MPA byla u vSech zvifat po-
zitivni. Nejvy3si titry jsme zjistili u dospé€lé kocky.

Nevysporulované oocysty Siroce ovalného tvaru o rozmérech 10 az
12 um jsme prok&azali v trusu dospélé koCky a dvou Sestnactidennich
kotat. Koté ¢. 2 bylo negativni. Nejméné oocyst vyluCovala matka (+),
nejvice koté ¢. 3 (+ + ). Oocysty T. g. vysporulovaly pri teploté labora-
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I. Prehled dosazenych vysledki — Review of the results

Sérologicka reakce - titr |

|
| 1
b o T ' protilatek ! Qocysty T.g. | Izolaéni pokus
Maciongle ! ; e vitrusu | (mozek, jatra, slezina)
SFR | KFR | MPA ;
'? f i E
Dospéla kocka 32 ' 40 | | |
Koté & 1 16 | 10 ! ! g
| Kotee 2 s | s |
) |
Koté &. 3 8 | 10 |
! |

SFR Sabin-Feldmanova reakce

KFR - komplementifixac¢ni reakce

MPA mikroprecipitace v agarovém gelu

t u dospélé kocky pokus zalozen pouze z jater a sleziny; hlava odesldna k vySetreni
na vzteklinu

tofe béhem dvou dni (obr. 1) a od morfologicky témeéer shodnych oocyst
Hammondia hammondi jsme je odli§ili biologickym pokusem na mysSich.
Ostatni druhy kokcidii ani jiné endoparazity jsme nezjistili.

Bézné patologické vySetreni bylo u vSech koCek negativni. Izolacnim
pokusem na toxoplazma negativnich bilych mySich jsme u vSech zvitat
zjistili ojedinélé tkanové cysty. Vzhledem k tomu, Ze mySim byl apliko-
van smeésny vzorek organa utracenych kocCek (mozek + jatra + slezina),
nebylo mozné odliSit, z kterého organu byla T. g. izolovana.

DISKUSE

KoCky se toxoplazmozou nejCastéji nakazi po pozteni tkanovych
cyst T.g. v syrovém mase (ulovené zveri). V naSem pripadé tento zpi-
sob postnatalni infekce neprichéazi v tvahu, protoze vylucnou potravou
kotat bylo materské mléko. Tkanové cysty jsou nejzavaznéjSim zdrojem
infekce u odstavenych kotat (vék 2—4 meésice), kterd zacnou systema-
ticky prijimat syrové maso (Fayer, 1981).

1. Nevysporulovane oocysty T. gondii ve
srovnani s pridanyvmi oocystami Isospo-
ra felis (foto doc. Nevole) — Qocysts
of Toxoplasma gondii which did not
undergo sporulation in comparison with
added oocysts of Isospora felis (photo
by docent Nevole)
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Dalsi moZnou cestou ndkazy je peroralni infekce vysporulovanymi
oocystami T. g. z trusu matky nebo z prostfedi. Ani tento zplisob infekce
se nezdd byt moZny, protoZe prepatentni perioda po pozPfeni oocyst
T. g. byva zpravidla delSi neZ tfi tydny a s ohledem na patentni periodu,
kterd byva obvykle jeden az tri tydny (Frenkel, 1982), by téZko
mohlo dojit k souCasnému vyluCovani oocyst T.g. u matky a jejich
mladat, jak tomu bylo v naSem pfripadé. Kotata sice Zila celé obdobi
s matkou, ale byla umisténa v hospitalizacni kleci s roStovou podlahoq,
kterd byla denné CciSténa, dezinfikovdna a vykaly byly 2z podroStové
Casti pravidelné odstratiovany. Kromé toho po pozieni vysporulova-
nych oocyst nedochdzi u infikovanych kocek casto k vyluCovdni oocyst
T.9. Frenkel (1982) nachazel oocysty 7.g. v trusu pouze 16 % ko-
cek experimentalné infikovanych vysporulovanymi oocystami T. g.

Jako tfeti mozZnost postnatdlni infekce kotat je treba vzit v tvahu
pfenos toxoplazmozy matefskym mlékem, slinami, konjunktivalnim
sekretem ap. od matky, kterda vylucuje tachyzoity béhem parazitémie,
tj. v akutnim stadiu onemocnéni. Obecné je tato moznost povazovana za
mimoradné vzacnou. V naSem pripadé ji musime vzit v tvahu, protozZe
matei'ské mléko bylo jedinym zdrojem potravy kotat. Ale i tento zpii-
sob infekce je malo pravdépodobny s ohledem na prepatentni periodu
po infekci tachyzoity (minimédlné 14 dni) a zjiSténé titry protilatek
(Fayer, 1981).

V naSem pripadé predpokladame transplacentarni zptsob infekce
kotat. Svédci pro to tyto udaje:

1. Onemocneéla vSechna kotata ve vrhu.

2. Za obdobi parazitémie povazujeme vyskyt vSeobecnych klinic-
kych priznakl (zjeZena srst, konjunktivitida, kychani, narek). Tyto pri-
znaky se objevily jiZ nékolik dnG po porodu, coz je ve shodé s Du-
beyem a Johnstonem (1982), kteli zjistili u tfi kotat transpla-
centarni zplisob infekce.

3. Tremi sérologickymi vySetfovacimi metodami (SKFR, KFR, MPA)
jsme u matky a vSech kotat zjistili specifické protilatky. PFi postna-
talni infekci bychom mohli zjistit specifické protilatky prostrednictvim
SFR, event. KFR, které zjiStujeme nejdrive devaty, popf. dvanacty den
po nakaZeni (Kouba aj., 1974), ale MPA byva pozitivni obvykle az za
pét tydni po vniknuti parazita do organismu (Hibner a Uhli-
kova, 1973).

4. Matka a dvé ze tri kotat vylucovaly oocysty T. g.

5. IzolaCni pokus na toxoplazma negativnich bilych mySich proka-
zal toxoplazmozu u vSech CtyF sledovanych zvifat. V kompresnich pre-
paratech infikovanych mysi byly prokdzany ojedinélé cysty T.g. Pato-
logicky nebyly zjiStény priznaky odpovidajici akutnimu pribéhu nemo-
ci v obdobi parazitémie. Z toho divodu predpokladame, Ze izolac¢ni po-
kus neprokazoval tachyzoity, ale tkanové cysty 7.g. Dubey (1977)
uvadi, Ze tkanové cysty nejsou obvykle nachazeny dFive neZ za Ctyfi
tydny po infekci.

Stanovit dobu a zptsob infekce matky pred porodem neni zpétné
mozné. Navic se jednalo o koCku toulavou, u niz chybi zakladni
anamnestické Udaje. Presto je jako nejpravdépodobné&jsi pfedpoklad, Ze
se matka infikovala nékolik dnia pfed porodem.

Ve srovnani s ostatnimi druhy zvifat (ovce, koza, kralik, myS ap.)
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je transplacentarni prenos toxoplazmozy u koCek vzacny. Neni povaZo-
van za duleZity faktor sterility a aborti koCek a postnatalni mortality
kotat, ani za daleZity epizootologicky faktor pro pretrvavani infekce
v populaci kofek (Dubey a Hoover, 1977, Frenkel, 1982).
Neobvykly je i pripad uvedeny v naSi praci. Z dosud vice neZ 600 vy-
setfenych kocCek je to poprvé, kdy se u kotat mladS$ich neZ t¥i tydny
podafilo soucasné prokdazat specifické protilatky, oocysty T.g., a kdy
byl izolacni pokus pozitivni.
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DoSlo dne 26. 11. 1984

CBOBOIA, M. — CBOBOIOOBA, B. (Hicruryr Berepunapuit, bpuo): Heonaranbubiit tokconnas-
Mo3 y Korar. Veter. Med., (Praha), 30, 1985 (8) :507-512.

B paGore onmcann ciayyad TOKCONJIA3Mo3a y KOmKHM-Matepu u 3 korar. KumHudeckne npusHaxu
6bIIM HEeOoTUeTJIUBbIE: BB'bCpOmCHHaﬁ mepCTh, KOHBIOHKTHBHT, KHXaHHE U ync.:mqeﬂue JIHM¢ B MaH-
aubyaspHoi M nomaMTeanbHo# wacTax. Turpen aHtuten nporus Toroplasma goneii ycra-
HOBJIEHBI y BceX I3THX >KMBOTHbIx: Cabun-Penpnamannosa peaknus turp 1 — 32, KoM reMerr-
$ukcaumonnas peakuus turp 5 — 40. Takke MUKpOTpPEUMNMTALUA B ATaponoM resy BCex
KUBOTHBIX 6bla nosnokurensoit. Qokucrsr T. gondii sbuuensnnucs B 9KCKpEMEHTAX MaTel. i 1BYX
16-nHeBupix KoTAT. H3onauuoHHBf oOnpir Ha 6GeablX MBIUNAX C HEFATHRHLIM IHATHOZOM TOWCH-
nnasMo3a (MHOKYJAHpoBKa o6pasiloB MO3ra, nedeHd M CeJC3eHKH) [0KA3al y BCex Kolle co-
naasmo3. Co Bceil BepPOATHOCTHIO, KOTATA OLiIM 3apakeHnl TPAHCIIAUCHTAPHLIM MyTEM.

Toxoplasma gondii; xoulka, aHTHTENa; OOKHCTHI; TPAHCITIALEHTHOE 3apPaskeHn:

SVOBODA, M. — SVOBODOVA, V. (University of Veterinary Medicine, Brro):
Neonatal Toxoplasmosis of Kittens. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 507-512.

The occurrence of toxoplasmosis is described in the cat-mother and three Kkittens.
Clinical symptoms were not significant: bristled hair, conjunctivitis, sneezing and
hypertrophy of mandibular and popliteal lymph nodes. The titres of antibodies
to Toxoplasma gondii were demonstrated in all kittens and also in the cat: Sabin-
-Feldman reaction titre 4 — 32, complement-fixing reaction titre 5 — 40. Micro-
precipitation in agar gel was positive in all animals. Oocyts of Toxoplasma gondii
were eliminated through faeces by the cat and two 16-day-old kittens. An isolation
trial on white mice with a negative finding of toxoplasmosis (inoculation of brain.
liver and spleen samples) has demonstrated toxoplasmosis in all animals under
study. Most probably the kittens were infected transplacentally.

Toxoplasma gondii; cat; antibodies: oocysts; transplacental infection

SVOBODA., M. — SVOBODOVA. V. (Veterindrmedizinische Hochschule, Brno):
Neonatale Toxoplasmose bei Kditzchen. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (8) : 507-512.

In der Arbeit wird das Vorkommen von Toxoplasmose bei einer Katzenmutter und
drei Jungen beschrieben. Die klinischen Symptome waren nur schwach ausgepriag:
gestriubtes Fell, Konjunktivitis, Niesen und Vergroflerungen der Mandibular- und
Popliteallymphknoten. Die Titer der Antikdérper gegen Toxoplasma gondii wurden
sowohl bei allen drei Jungen als auch bei der Mutter festgestellt: Sabin-Feldmann-
-Reaktion Titer 4 — 32, Komplementbindungsreaktion Titer 5 — 40. Auch die Mi-
kroprazipitation in Agar-Gel war bei allen Tieren positiv. Qozysten der Toxoplas-
ma gondii wurden von der Mutter und von zwei sechzehntiagigen Kitzchen im Kot
abgesetzt. Ein Isolierungsversuch an weiflen Midusen mit negativem Toxoplasmose-
befund (Inokulation von Hirn-, Leber- und Milzproben) wies bei den untersuchten
Katzen insgesamt die Toxoplasmose nach. Die Katzenjungen wurden hochstwahr-
scheinlich transplazentar angesteckt.

Toxoplasma gondii; Katze; Antikorper; Oozysten: transplazentare Infektion
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