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HAEMOPHILUS SOMNUS JAKO PUVODCE BRONCHOPNEUMONIE
TELAT

A. Svastova

SVASTOVA, A. (Statni veterinarni ustav, Pardubice): Haemophilus somnus
jako puvodce bronchopneumonie telat. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) :193-
-200.

Bakteriologické vySetrovani plicni tkané telat s bronchopneumonii bylo roz-
§ifeno o mikroaerofilni nebo anaerobni kultivaci. VySetfenim 135 telat s one-
mocnénim respiraéniho aparatu byly izolovany 32 kmeny (23,7",) dosud u nas
nepopsaného mikroorganismu, ktery byl na zakladé rustovych, morfologickych,
biochemickych a sérologickych vlastnosti uré¢en jako Haemophilus somnus.
Ke kultivaci byl pouzivian c¢okoladovy agar suplementovany kvasni¢nym
extraktem a Kkrevni agar. Inkubace probihala v prostfedi mikroaerofilnim
s 10Y, oxidu uhli¢itého nebo anaerobnim. Pro sérologickou diagnostiku byla
pripravena séra proti sbirkovému kmeni Haemophilus somnus na Kkralicich.
Ziskana antiséra reagovala ve zkumavkové aglutinaci se vSemi testovanymi
kmeny, ale nedavala zkrizené reakce s jinymi bakteridlnimi druhy. Koagluti-
nac¢ni test, ktery byl ovéren, neposkytoval spolehlivé vysledky.

specifické antisérum; zkumavkova aglutinace; koaglutinace

Respiracni infekce telat, které postihuji vSechny vékové kategorie
zvirat, patfi ve velkochovech mezi nejzavaZnéjSi onemocnéni. Ze znéa-
mych pivodci se na téchto infekeich mohou podilet viry, mykoplazmata
a baktérie.

Pri diagnostice bakteridlnich plivodcli bronchopneumonie telat jsme
v posledni dobé obcas ziskdvali negativni kultivacni nélezy. Po zavedeni
mikroaerofilni nebo anaerobni kultivace jsme prokézali u nds nepopsany
bakteridlni druh, v literatufe nazyvany Haemophilus somnus, ktery je
plivodcem nejen bronchopneumonie telat, ale také infek¢ni tromboem-
bolické meningoencefalitidy skotu, artritid, otitid, konjunktivitid, endo-
metritid, mastitid a abortd u krav.

Mikroorganismus byl poprvé izolovadn v Kalifornii (Kennedy aj.,
1960) z mozku skotu s infek¢ni tromboembolickou meningoencefalitidou
(ITEME). Usp&snym prenosem tohoto agens byla potvrzena etiologie
onemocngni. Baktérie byla nazvdna ,Haemophilus-like“. Bailie aj.
(1966) uZivali nazev ,Actinobacillus actinoides-like“ a pozdé&ji byl mikro-
organismus nazvdn Haemophilus somnus (Bailie, 1969). I kdyZ ten-
to nazev nebyl validné& publikovdn a neni uveden v 9. vydani Bergey’s
Manual (1984), je vS8eobecné uzivan v zahranicni literatufe.

Do urcité doby se zdélo, Ze infekce vyvolané baktérii Haemophilus
somnus maji vyznam pouze v USA. Ale Casté izolace piivodce z plic te-
lat ve Svycarsku, za¢inajici v roce 1973 (Corboz a Nicolet, 1975),
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pripad ITEME u byka v NSR (Stober a Pittermann, 1975)
i ndhlé thyny telat ve Skotsku (Pritchard a Mac Leod, 1977)
upozornily na vyskyt iniek¢niho agens také v Evropé.

Vyznam mikroorganismu Haemophilus somnus v etiologii onemoc-
néni respiracniho aparatu telat je nesporny. Corboz a Nicolet
(1975) usuzovali, Ze pusobi jako primarni patogen pri vzniku hnisavé
bronchopneumonie. Pfi sledovani incidence inftekci Haemophilus som-
nus byly bronchopneumonie vyvolané timto bakterialnim druhem pro-
kazany v 10,1 % pripadd (Corboz, 1981).

Haemophilus somnus je gram-negativni polymorini, kokoidni az
vldknita tyCinka, ktera roste v mikroaerofilnim, anaerobnim a opozdéné
také aerobnim prostfedi (Corboz a Nicolet, 1975). Vyrista na
krevnim a Cokoladovém agaru po 24 hodinach, 1épe po 48 hodinach in-
kubare pfi teploté 37°C v drobnych Sedavé naZloutlych koloniich. Na
krevnim agaru vytvari vétSina kmena neuplnou hemolyzu. Biochemické
vlastnosti nejsou prili§ konstantni. Pro diagnostiku ma vyznam prikaz
oxidazy, katalazy, redukce nitrati, tvorba indolu, test priikkazu H2S, Sté-
peni urey a nékterych uhlohydrati (Corboz a Nicolet, 1975;
Garcia — Delgado aj., 1977; Corboz a Wild, 1481). Mikro-
organismus je in vitro citlivy k antibiotikim b&Zné pouZivanym ve ve-
terindrni praxi.

Haemophilus somnus byl také studovan z antigenniho hlediska. Pro-
toZze byla zjiSténa tzka antigenni pfibuznost mezi jednotlivymi kmeny,
ptivodce byl pokldddn za sérologicky jednotny (Corboz a Nicolet,
1975; Garcia — Delgado aj., 1977). Pozdéji Canto a Biber-
stein (1982) pfi vysycovani pripravenych antisér prokazali existenci
amerického, Svycarského a spolec¢ného antigenu. Také Corboz (1983)
potvrdil u kmena pritomnost nejen spolecného, ale i snecifického anti-
genu.

K sérodiagnostice mikroorganismu Haemophilus somnus je uZzivana
zkumavkova aglutinace (Corboz a Nicolet, 1975; Canto a Bi-
berstein, 1982), komplement-fixacni test, Ouchterlonyho precipitace
a GEDELISA (Corboz 1981). Jednotlivi autofi, ktefi se zabyvali séro-
logickou diagnostikou kment, -se liSili v metodach ziskdvani antisér,
v pripravé antigenu k vlastni sérologické reakci i v titrech, kterych
v antisérech dosahovali.

Cilem na$i prace bylo ovéfit moZnost bakteriologické diagnostiky
mikroorganismu Haemophilus somnus na zdkladé ristovych, morfolo-
gickych, biochemickych a sérologickych vlastnosti.

MATERIAL A METODY

BAKTERIALNI KMENY

Pracovali jsme se 32 kmeny, kieré jsme izolovali z plic pri vyseireni 135 uhy-
nulych telat s bronchopneumonii. K ovéfeni a srovnani vlastnosti jsme uzili kmen
Haemophilus somnus CCM 6023 z Cs. sbirky mikroorganismi. U v§ech kmen jsme
sledovali rast na zivnych médiich v aerobnim. mikroaerofilnim a anaerobnim pro-
stfedi a posuzovali morfologii kolonii a bunék. K ptipravé antisér jsme uzili
antigen sbirkového kmene. Sérodiagnostiku jsme délali zkumavkovou aglutinaci
a ovérili jsme moznost pouziti koaglutinace. Specifitu antisér jsme testovali kmeny
Pasteurella haemolytica CCM 5422, Pasteurella multocida, Yersinia enterocolitica
(kmeny izolované v na$i laboratori), Moraxella bovis CCM 5620 a Actinobacillus
lignieresit CCM 5784.
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ZIVNA MEDIA

Ke kultivaci jsme pouzivali krevni agar (KA) pripraveny ze zakladu pro
krevni agar ¢. 4 (Imuna) s 10", ovéi krve a c¢okoladovy agar (CA) obohaceny
10", ovéli krve a extrakiem z pivovarskych kvasnic (Svastova, 1986, 1987).
Oveérili jsme také moznost suplementovani agarovych medii konskou Kkrvi.

RUSTOVE PODMINKY

Inkubace probihala pri teploté 37°C v aerobnim prostredi 72 az 96 hodin,
v mikroaerofilnim prosiredi s obsahem asi 10?, oxidu uhli¢itého ve fyzikalnim
anaerostatu a za anaerobnich podminek v chemickém anaerostatu (vyrobce JZD
Dukla Drahany) pri pouziti generatoru plynu 48 hodin. Citlivost ke kysliku jsme
sledovali u sbirkového kmene a deviti nahodné vybranych izolata.

BIOCHEMICKE TESTY

Pouzili jsme testy, které u vétSiny autort davaly témér jednoznac¢né vysled-
ky. Katalazu jsme prokazovali v 3", peroxidu vodiku sklickovou metodou, pro
dukaz oxidazy jsme pripravovali papirky napusténé 1%, roztokem tetramethyl-p-
-phenylendiamin hydrochloridu. U testu pro prukaz redukce nitratu, $tépeni urey
jsme bujonové meédium (MPB nebo BHI) se zakladni ingredienci obohacovali 05",
kvasni¢niho extraktu a 109, hovéziho séra. Tvorbu sirovodiku jsme prokazovali
v obohaceném bujénovém meédiu na papirku s octanem olovnatym. Pro prukaz
indolu jsme pouzili Hottingeriav bujon suplementovany stejnym zptsobem, jaky je
popsan vys$e. Média jsme masivné inokulovali a inkubovali v anaerostatu pri teplo-
té 37°C po dobu 48 az 72 hodin. Stépeni sacharidu jsme prokazovali v 20, pufro-
vané peptonové vodé s 0.5°, urc¢itého substratu, 0,5", kvasni¢niho extraktu a 10",
hoveéziho séra. Jako indikator byla v pudé fenolova cerven.

SERODIAGNOSTIKA KMENU
Priprava antigenu k imunizaci kraliku

1. Celobunéény neoSetreny antigen oznaceny A

Z kmene Haemophilus somnus CCM 6023, narostlého na CA, jsme pripravili
suspenzi ve vychlazeném 0,15 M NaCl, kterou jsme trikrat promyli. Kontrolu denzi-
ty jsme délali redici metodou na CA. Pozadovana koncentrace byla 104 az 105 CFU
na mililitr. Pripraveny antigen jsme rozplnili do zkumavek a zmrazili pri teploté
—18 az —20 “C do oouziti.

2. Rozpusiny zahraty antigen (extrakt 100 °C) oznaceny E

Kulturu Haemophilus somnus CCM 6023 ze tri ploten CA jsme rozsuspendo-
vali v 1 ml 0,15 M NaCl a trikrat promyli. Po 15minutovém povareni ve vodni
lazni 100 C teplé jsme suspenzi odstredili 20 minut pri 4500 ot min. Ziskany su-
pernatant — antigen jsme rozplnili a zmrazili. Pred aplikaci kralikim jsme antigen
redili v. poméru 1:8 v 0,15 M chloridu sodného, abychom zabranili soku.

IMUNIZACE

K imunizaci byli vybrani ¢iyri kralici o hmotnosti asi 2 kg, jejichz séra jsme
nejprve vysetrili zkumavkovou aglutinaci na pritomnost protilatek proti Haemo-
philus somnus. Kazdy paty den jsme i. v. aplikovali antigen A kralikim 1 a 2
a antigen E kralikuim 3 a 4 ve stoupajicim mnozstvi od 0,2 ml — 05 ml — 1.0 ml
— 15 ml — 20 ml — 25 ml a 25 ml. Za tyden po posledni davce jsme kraliky
vykrvili kardialni punkci. Ziskana antiséra jsme oznacili Al. A2, E1 a E2 a po
inaktivaci jsme je uchcvavali pri 'eploté —18°C.

PRIPRAVA ANTIGENU KE ZKUMAVKOVE AGLUTINACI

7 kultury narostlé nejméné na trech plotnach CA jsme pripravili suspenzi
v 0,15 M NaCl, trikra. promyli a ziskany sediment jsme ponechali 90 minut ve
vodni lazni o teploté 60 C. abychom vylouéili autoaglutinaci. K takto oSetrenému
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antigenu jsme pridali stejné mnozstvi 19, fenolizovaného fyziologického roztoku.
Standardizaci jsme délali 0,5%, fenolizovanym fyziologickym roztokem do optické
denzity 0,39 pii 550 nm na spektrofotometru.

ZKUMAVKOVA AGLUTINACE

Pracovali jsme metodou, kterou popsali Canto a Biberstein (1982).
Reakce probihala pri teploté 37°C po dobu 18 hodin a pak nasledovala nékolika-
hodinova inkubace pri teploté laboratofe. Antisérum jsme testovali imunizaénim
kmenem Haemophilus somnus a vSemi suspektnimi kmeny. Specifitu jsme ovérili
kmeny Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida, Moraxella bovis, Actino-
bacillus lignieresii a Yersinia enterocolitica.

KOAGLUTINACNI REAGENS

Reagens bylo pripraveno podle Kronvalla (1973). Postupy zkumavkové
aglutinace, pripravy koaglutinaéniho reagens a koaglutinaci jsme popsali v ustavni
vyzkumné praci (Svastova, 1987).

VYSLEDKY

Po zavedeni mikroaerofilni nebo anaerobni kultivace pri vySetfovani
plicniho parenchymu telat s bronchopneumonii jsme prokézali u nés
dosud neidentifikované bakteridlni agens Haemophilus somnus. Ze 135
vySetfenych kadaverd jsme izolovali 32 kmeny (23,7 %). Mikroorganis-
mus veétSinou vyrlstal masivné v Cisté kulture.

V8echny izolované kmeny i kmen sbirkovy tvofFily na agarovych
médiich za mikroaerofilnich a anaerobnich podminek drobné naZloutlé
kolonie, na KA s nedplnou hemolyzou. Viechny kmeny rostly na CA jak
s ovei, tak s komiskou krvi. Kromé jedné vyjimky vyrilstaly po prodlou-
Zeni inkubace ve velmi drobnych koloniich také v aerobnim prostredi.
Kultury narostlé anaerobné nebo mikroaerofilng na CA vytvarely drobné

I. Biochemické vlastnosti kment Haemophilus somnus — Biochemical properties of
the strains of Haemophilus somnus

Izolované kmeny (32)

| Test CCM 6023 . e S

! Kataldza = 0 100

‘ Oxidaza } 100 0

i NO; - 100 0

} H.S 0 100 l

; Uredza 0 100

; Indol i 62,5 37,5

' Glukéza 100 0
Mannoéza - 100 0

‘ Raffinoza 0 100

[ Trehal6za : 68,7 31,3

| Salicin 0 100
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II. Vysledky zkumavkové aglutinace s antisérem Al — The results of test tube

agglutination with antiserum Al

CCM 6023 t 4+ i
6280 b4 -+ 4
7615 + -+ b
7739
7843
8214
8215
8216
197 e
917
913
899 Loty Lo
938 -t

Redéni séra

’ 1:50 } 1:100' 1:200} 1:400‘1:1000’1:2000

|

4

+++ ‘ fgt | et

intenzita aglutinacni reakce
hodnoceno jako pozitivni

III. Vysledky zkumavkové aglutinace s antisérem E1 — The results of test tube

agglutination with antiserum El

Kmen
| 1:10 | 1:20
CCM 6023
6280
7615 + -
7739 b
7843
8214
8215
8216
197 Lo
917
913
899
938

Redéni séra

‘ 1:50 ‘ 1:100’ 13

200| 1:40011:1000‘1:2000‘

1
|
|
|

|
|
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kokoidni nebo jemné, kratké, nékdy polymorfni tyCinky. Na KA tvoFily
vétsi polymorfni az kyjovité utvary. PTfi testovani citlivosti mikroorga-
nismu ke kysliku jsme zjistili, Ze kmeny v aerobnim prostfedi preZivaji
tri aZ pét dni. Prokdazané biochemické vlastnosti ve srovndni s vlastnost-
mi shirkového kmene uvadi tab. I.

PFi pripravé antisér odpové&déli vSichni krdlici na imunizaci tvorbou
aglutinacnich protilatek. Vysledky, které jsme ziskali ve zkumavkové
aglutinaci u sér Al a E1 s nékterymi kmeny, jsou uvedeny v tab. II a III.
Pripravena antiséra proti sbirkovému kmeni Haemophilus somnus aglu-
tinovala vSechny naSe izolaty v rdznych titrech, ale ani jedno z nich ne-
davalo reakci s antigeny jinych bakteridlnich druht, které jsme tes-
tovali.

Pri hodnoceni koaglutinace jsme pozorovali odliSné reakce jednotli-
vych kmend, které se projevovaly v rozdilné struktufe koaglutindtu
a v rychlosti reakce. Rozdily byly zjiStény také v jednotlivych pasazich
téhoZz kmene, kdy v nékterych pfipadech nedochéazelo k reakci.

DISKUSE

PrestoZe nazev Haemophilus somnus neni uveden mezi platnymi dru-
hy hemofild (Bergey’s Manual, 1984), pouzili jsme tohoto nazvu jako
mnozi zahrani¢ni autofi (Corboz a Pohlenz 1976; Garcia —
Delgado aj., 1977; Canto a Biberstein, 1982 a dalsi).

Ve sledovaném obdobi jsme podil mikroorganismu Haemophilus
somnus na respiracnich infekcich telat prokéazali ve 23,7 %, kdy jsme
mikroorganismus izolovali vétSinou v Cisté kultufe. Podobné jako Cor -
boz a Nicolet (1975) se miZeme domnivat, Ze v téchto infekcich
hraje velmi dtleZitou roli. Pokud nebyl Haemophilus somnus izolovan,
lze tuto skuteCnost prisoudit kultivacnim vlastnostem ptvodce, které
nebyly a nékde dosud nejsou brany na zfetel.

Srovnanim vlastnosti izolovanych kmenti s vlastnostmi sbirkového
kmene Haemophilus somnus a s literarnimi popisy (Corboz a Ni-
colet, 1975; Garcia — Delgado aj., 1977) jsme prokdazali jejich
morfologickou a kultivacni identitu. Pfi hodnoceni biochemickych vlast-
nosti jsme zjistili stejné vysledky v pozitivni oxidaze, redukci nitratt
a v negativnim S$tépeni urey, jaké jsou uvadény (Garcia — Delgado
aj., 1977, Corboz a Wild, 1981). PfestoZze jsme tvorbu sirovodiku
prokazovali podle autori Garcia — Delgado aj. (1977), ziskali
jsme opacné vysledky.

PFi testaci citlivosti mikroorganismu ke kysliku jsme potvrdili po-
zorovani, které uvedli Corboz a Nicolet (1975).

Pri volbé testu k sérologické diagnostice jsme pfihliZeli k auto-
aglutinaci, kterou vykazovaly nékteré naSe kmeny. Autoaglutinace ne-
byla pozorovdna u kaZdé pasaZe kment. UZili jsme jednoduchou zku-
mavkovou aglutinaci s tepeln& oSetfenym antigenem podobné jako
Corboz a Nicolet (1975), Garcia — Delgado aj. (1977),
Canto a Biberstein (1982).

P¥ipravena antiséra aglutinovala imunizacni kmen Haemophilus
somnus a v8echny naSe izolaty. MiZeme tedy predvnokladat pFitomnost
spoleCného antigenu a antigenni pfibuznost kment. Homologni titry
v ziskanych antisérech A1l a A2 dosahovaly hodnot, které uvadéji Can -
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to a Biberstein (1982). Pri zjiStovani specifity sér jsme na roz-
dil od Garcia — Delgado aj. (1977) nezjistili nespecifické aglu-
tinaCni reakce s jinymi bakteridlnimi druhy.

Na zédkladé zkuSenosti s koaglutinaCnim testem v diagnostice jinych
bakterialnich druhdi (Svastova, 1986) jsme chtéli test vyuZit k séro-
logické identifikaci kmen Haemophilus somnus. Pro nespolehlivost
reakci, které jsme ziskali, nelze vSak tohoto testu uZit jako jediného
a je tfeba oveéFit jinou mozZnost, jak ziskat antisérum pro pFipravu
koaglutina¢niho reagens, popiipadé uZit vhodnéjSiho kmene Staphylo-
coccus aureus Cowan 1 k navazani antiséra.
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LIBACTOBA, A. (FocypapCTBEHHbIH BETepUHapHbin MHCTWTYT, Mapaybuue): Haemophilus
somnus B kauyeCTse BO36yauTens GpoHxonHesMoHuu Tensr. Veter. Med. (Praha), 33,
1988 (4) : 193-200.

BakTepuonornueckoe MCCnepoBaHWE NErOUHOW TKAHU TENST C GPOHXOMHEBMOHWEW 6bino
paCcWMpEHo 0 MUKPOas3podUNbHOE UNKM aHaspobHoe KynbTuBUpoBaHuue. Mccaeposarunem 135
Tenst c 3aboneBaHMEM pPeCnUpaTOpPHOro annaparta 6binu M3onuposaHbl 32 wramma (237 9)
AO HACTOSLWEro BPEMEHW Y HAaC He ONUCaHHOTO MMKPOOPraHM3ama KOTOpbin 6bin Ha OCHOBa-
HUU POCTOBbIX, MOPAONOrMUECKUX, GUOXMMUUECKMX W CEPONOrMUYECKUX CBOWCTB onpeneneH
kak Haemophilus somnus. [Ana KynbTUBUPOBAHWUA NPUMEHSANCH WWOKONAAHbLIA arap, Cynau-
MEHTUPOBaHHbIA APOXXEBbIM 3KCTPAKTOM M KpOBsiHOW arap. MHkyb6auus npoxoauna B cpeje
mMukpoaapodunsHoi ¢ 10 9/ yrnekucnoit ruapookucbio unu aHaspo6Hoit. [ns ceponoruueckon
ANArHOCTMKW 6binW NPUrOTOBNEHbI CbIBOPOTKM NpoTue c6opouHomy wrammy Haemophilus
somnus Ha kponukax. [onyueHHblie aHTUCbIBOPOTKU pearMposanu B NPoBUPOUHOW arrnio-
TUHAUUKU CO BCEMU TECTUPYEMbLIMU LITAMMAMMU, HO HE AaBanu CKPEU|eHHbIX peakuuu C aApy-
rMMu GakTepuanbHbIMU BMAAMU. TECT KoarrNIOTUHUPOBAHMUS, KOTOPbIA Gbin NpOBEpPEH, He aa-
BaNn HaAeXHbIX Pe3yNbTaTos.

cneumnpuyeckas aHTUCbLIBOPOTKaA, npoéupounau arrniTUuHauuns, KoarrnloTuHauua

SVASTOVA, A. (State Veterinary Institute, Pardubice): Haemophilus somnus as
a Causative Agent of Bronchopneumonia in Calves. Veter. Med. (Praha), 33, 1988
(4) :193-200.

A bacteriological examination of the pulmonary tissues of calves suffering from
bronchopneumonia was complemented by a microaerophilous or anaerobic cul-
tivation. Thirty-two strains (23.7%,) of a microorganism hitherto not described
in Czechoslovakia were isolated during the examination of 135 calves with disorders
of the respiratory system. On the basis of the growth, morphological, biochemical
and serological properties, the microorganism was identified as Haemophilus
somnus. Chocolate agar supplemented with yeast extract, and blood agar were
used for the cultivation. Incubation took place in a microaerophilous medium
with 109, carbon dioxide or in an anaerobic medium. Serums against the collection
strain of Haemophilus somnus were prepared in rabbits for the serological diagnosis.
These antiserums reacted with all tested strains during test tube agglutination but
did not enter cross reactions with other bacterial species. The coagglutination test,
which was verified, did not provide reliable results.

specific antiserum; test tube agglutination; coaggluiination

SVASTOVA, A. (Staatliches veterindrmedizinisches Institui, Pardubice): Haemo-
philus somnus als Erreger der Bronchopneumonie bei Kilbern. Veter. Med. (Praha).
33, 1988 (4) :193-200.

Die bakteriologische Untersuchung von Lungengewebe von Kilbern mit Broncho-
pneumonie wurde um mikroaerophile oder anaerobe Kultivierung erweitert. Anhand
der Untersuchungen von 135 Kilbern mit Erkrankungen des Respirationsapparats
wurden 32 Stamme (23,7Y) eines bei uns bisher noch nicht beschriebenen Mikro-
organismus isoliert, der aufgrund der Wachstums-, der morphologischen, bioche-
mischen und serologischen Eigenschaften als Haemophilus somnus ideniifiziert
wurde. Zur Kultivierung wurde mit Hefeextrakt supplementiertes Schokoladeagar
und Blutagar angewandt. Die Inkubation verlief in mikroaerophilem Milieu mit
10 ), Kohlendioxid oder in anaerobem Milieu. Fiir serologische Diagnostik wurden
Seren gegen den Sammelstamm Haemophilus somnus an Kaninchen zubereitet.
Die gewonnenen Antisera reagierten bei Priifglasagglutination mit allen getesteten
Stimmen, ergaben jedoch keine Kreuzreaktionen mit anderen bakteriellen Stammen.
Der Koagglutinationstest, der uberpriift wurde, bot keine verldfBlichen Ergebnisse.

spezifisches Antiserum; Pfiifglasagglutination; Koagglutination
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SROVNANI TRI SEROLOGICKYCH TESTU PRO DETEKCI
PROTILATEK PROTI VIRU BHANDZA U DOMACICH
PREZVYKAVCU

J. Halouzka, Z. Hubalek, Z. Juficova

HALOUZKA, J. — HUBALEK, Z — JURICOVA, Z. (Ustav systematické
a ekologické biologie CSAV. Brno, odd. Valtice): Srovnani tri sérologickych
testu pro detekci protilatek proti viru BhandZa u domdcich pfeZvykavci.
Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 201-208.

Posuzovali jsme vhodnost tri sérologickych testu (virus-neuiralizaéniho testu
— VNT, hemaglutina¢né-inhibi¢niho testu — HIT a testu radialni hemolyzy
v gelu — RHG) pro detekci protilatek proti viru Bhandza (BHA). Podklad
pro srovnavani poskytly vysledky vysSetreni 867 domacich prezvykavea —
772 ovel, 35 koz a 60 krav. Vhodnost srovnavanych iestl byla hodnocena né-
kolika statistickymi metodami. Z dosazenych vysledku vyplyva, Ze nejvyS$si
procento pozitivit bylo ziskano VNT (5,7°)), méné testem HIT (5,2°,) a RHG
pouze 3,8",. Hodnoty x? prokazaly vysoce signifikantni (P < 0,001) korelaci
mezi vysledky vsech pouzitych sérologickych reakei. Dal$i statisticka vysetreni
— koeficienty podle Sokala a Michenera (Csy) a Jaccarda (C;) — ukazuji na
zna¢nou podobnost mezi vysledky VNT a HIT, vétsi nez mezi VNT a RHG.
V celkovém srovnani se projevuje specifika kazdého z pouzitych testi. VNT je
nejcitlivejsi a nejspecifi¢téjsi, ale velmi pracny a pomaly. HIT je rychly, ale
i dostateé¢né citlivy a specificky. RHG je sice velmi rychly, lehce proveditelny
a usporny, ale méné citlivy a vyzaduje kvalitni séra, pokud mozno i bakie-
rialné sterilni.

virus-neutralizaé¢ni test (VNT); hemaglutina¢né-inhibi¢ni test (HIT); test ra-
dialni hemolyzy v gelu (RHG); srovnani testu

Maji-li nové vyvijené a zavddéné sérologické diagnostické testy pro
stale SirS§1 spektra vySetfovanych agens spliiovat naroky na né Kkla-
dené, je nutné je oveérovat a porovndvat s vysledky dlouhodobé& a stan-
dardné pouZivanych metod. Ve své praci jsme tomuto ovéfeni podrobili
test RHG, ktery byl vyvinut a pouZit pro detekci protilatek proti viru
chfipky (Schild aj.,, 1975a, b) a potom rozpracovdn pro pouZiti
s mnoha dalSimi agens, vCetné arboviri (Duca aj., 1979; Gajda-
movictova a Melnikovova, 1979; Gajdamovicova aj., 1980,
1981; Malkova aj., 1983). Test RHG pro detekci protildtek proti viru
BHA dosud nebyl pouZit. Pro ovéreni a srovnéni vysledkli dosaZenych
timto testem jsme zde pouZili dat soucasné& ziskanych standardnimi
testy VNT a HIT, které se béZné rouzivaji v sérologické diagnostice.

MATERIAL A METODA

VysSetrovana séra 867 savci — pasenych domacich prezvykavei — pochazela:
od 772 ovei ze 43 farem sedmi okrest a tii kraju CSSR, 35 koz ze dvou okresu
a 60 krav (ro¢nich az dvculetych) ze tri farem jednoho okresu (tab. I). VSechna
doméaci zvirata se pasla nejméné po jednu sezénu. Vzorky krve byly odebirany
z kréni zily (vena jugularis).
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I. Prehled vySetfenych a séropozitivnich zvirat podle okresi — A survey of the
examined and serum-positive animals according to the districis

|
VNT HIT | RHG
Zvire Okres n | (- IS fﬁ,i_,,*_ -
ex | | ex | | ex { o

Ovce Roziiava o1 | 30 330 | 20 | 310 | 27 | 207
Trebisov 137 3 2,2 f 4 2,9 1 ! 0,7
Michalovce 244 1 0,4 i 0 0,0 0 0,0
Vranov nad Toplou 15 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Humenné 239 4 1:7 k 4 1.7 4 1,7
Olomouc 35 1 2,9 l 1 2,9 0o | 00
Hradec Kralové 11 0 ‘ 0,0 | 0 0,0 0 0,0
celkem 772 39 5,1 38 4,9 32 4,1
Koza Roznava 7 0 0,0 ; 0 0,0 0 0,0
‘ Svidnik 28 0 0,0 ! 0 0,0 0 0,0

TGPt J—" s - i - P - T ’
| celkem 35 0 00 | 0 0,0 0 | 09
S | S S SRS, R S
| Krava Rozfiava 60 | 10 16,7 7 11,7 1 { 1,7

| — it o S — — |

|

Souhrn 867 49 5,7 I 45 5.2 33 l 3,8

VIRUSNEUTRALIZACNI TEST (VNT)

Testovaci davka (100 CDso) kmene Bg 326 (SMs) viru Bhandza byla smichana
se sérem inaktivovanym (30 minut pri teploté 56 °C) a redénym dvojnasobné od 1 : 8,
inkubovana 90 minut pri teploté 37°C. Smeés byla davkovana po 0,2 ml na dvou-
denni vrstvu bunék Vero v Leightonovych zkumavkach po odsati rastového média
(MEM s 10", inaktivovaného teleciho séra Bioveta). Po inkubaci trvajici 60 minut
pri teploté 37 °C bylo do zkumavkovych kultur pifidano 1,5 ml MEM a 2", teleciho
séra, které bylo po dvou dnech vyménéno za MEM-GaPy s 2Y, teleciho séra. Do
testu byly =zarazeny kontroly neinfikovanych bunék. testovaci davky viru a jeji
titrace, pozitivni a negativni ovéi séra. Vysledky byly hodnoceny po osmidenni az
desetidenni inkubaci pri teploté 37°C podle CPE. Redéni séra vyvolavajici 50",
inhibici CPE bylo oznac¢eno jako titr tohoto séra (Hubalek aj., 1982, 1985: Hu -
balek a Juricova, 1984). Pro prehled byly jako pozitivni hodnoceny titry
az od 1 :16.

HEMAGLUTINACNE-INHIBICNI TEST (HIT)

VySetrovana séra byla extrahovana acetonem a vysycena houserimi erytro-
cyty (0,1 ml sedimentovanych krvinek na 5 ml séra redéného v poméru 1 :10).
Antigen kmene Bg 335/6 (SMs) byl pripraven sachardézo-acetonovou extrakei
(Clarkova a Casals, 1958) infekénich SMM. Sériova dvojnasobna fedéni
(po¢inaje 1 :10) vySetfovanych sér byla v mikrodestickach smichdna s 4 HA jed-
notkami antigenu, inkubovana 18 hodin pri teploté 4°C a do jamek byla potom
pridana suspenze housefrich erytrocyti (o optické denzité 0.75 pri vinové délce
490 nm) ve fosfatovém pufru pH 6,0; vysledky byly odec¢itany po 60minutové inku-
baci pri teploté 4 °C. Na kazdou plotnicku byly zarazeny vsechny potirebné kontroly
a jako pozitivni (Uplna nebo témér uplna zabrana hemaglutinace) byly hodnoceny
titry od 1 :10 (Hubalek a Juficova, 1984).
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TEST RADIALNI HEMOLYZY V GELU (RHG)

Postup RHG byl v zasadé zachovan stejny, jaky pouzily Gajdamovic¢ova
a Melnikovova (1979). Berani erytrocyty (Bioveta) byly trikrat promyty centri-
fugaci (10 min. pii 600 X g) v Dulbeccové PBS (bez vapniku a horéiku) o pH 7,2.
Krvinky byly resuspendovany na 10", objem v boratovém PBS pH 6,0 (BPBS),
a k 1.3 ml této suspenze bylo pridano 0,36 ml koncentrovaného sacharézo-aceto-
nového antigenu (Clarkova a Casals, 1958) kmene Bg 335/6. Adsorpce pro-
bihala 20 minut pri teploté 37 °C; nenavazany antigen byl potom odstranén pro-
mytim suspenze 10—15nasobnym objemem PBS (po 10 minut pri 600 X g); erytro-
cyty byly resuspendovany v 1,3 ml BPBS., K této suspenzi bylo pridano 0,40 ml
komplementu (Alexin USOL) a 8.5 ml 19, gelu agarozy (Fluka ¢. 05070) ve verona-
lovém pufru (Sevatest BNT) pH 7,2 temperovaného na teplotu 42°C; smés byla
vylita na Peiriho misky o praméru 10 cm a po ztuhnuti byly v gelové vrstve
(o vySce asi 1.5 mm) vyrazeny jamky o pruméru 3 mm. Zcela analogickym postu-
pem byla pripravena kontrolni agarézni plotna, v niZ ovSem namisto virového
antigenu byly pouzity erytrocyty s adsorbovanym ,antigenem“ normalnich mySich
mozku extrahovanych sacharézo-acetonovou metodou. Do jamek v obou plotnach
byly paralelné davkovany po 6 ul vzorky neredénych a inaktivovanych (30 minut
pri teploté 56 °C) sér. Inkubace probihala 18 az 24 hodin pri teploté 37 °C. Vysledky
byly hodnoceny méfenim prumeéru vytvorenych hemolytickych zon pomoci posuv-
ného meéritka se specialné upravenymi hroty (s presnosti = 0,1 mm); od praméru
zony byl odecten diametr jamky (3,0 mm) a zustatek délen dvéma. Jako pozitivni
byla hodnocena séra poskytujici hemolytické zény o periferii nejméné 0,8 mm
a netvorici pritom hemolyzu v kontrolni plotné (bez virového antigenu). Do testt
byla jako kontroly zarazena pozitivni a negativni séra.

VYSLEDKY

Tab. I ukazuje frekvenci séropozitivity pasenych prezvykavcl v osmi
okresech CSSR: BHA-protilatky byly nejcast&ji detekovany na okrese
Roziiava (pFiblizné u 1/3 ovci ve vSech tfech testech) a jen sporadicky
(méné nez 3 % vySetfenych zvifat) v jinych okresech (TrebiSov, Micha-
lovce, Humenné a Olomouc); pFfitom VN titry v&tSi neZ 1: 32 byly zjiStény

II. Soulad vysledku (ko-reaktivita) tri sérologickych testi v diagnostice infekci
prezvykavea virem BhandZa (na zakladé paralelniho vySetfeni 772 ovei, 35 koz
a 60 krav — tab. I) — The agreement of the results (co-reactivity) of three sero-
logical assays for the diagnostics of the Bhandja virus infections of ruminants (on
the basis of parallel examination of 772 sheep, 35 goats, and 60 cows — Tab. I)

VNT HIT RHG
a b 42 7 31 18 b
VNT
¢ d 3 815 2 816
HIT 4 684,330 31 14 "
Gty 0,988 1,000
Cy 0,808 1,000 2 820
RHG »° 501,480 549,100
Gt 0,977 0,082 1,000
&y 0,608 0,660 1,000 -
e (@a+b i c+ d)(ad - bc)? C B a+d C - a
x a bcid@. ob. d =TT Fe+d Y T atbte
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III. Soupis zvirat s protilatkami (ovce: M
animals with antibodies (sheep: M = Merino, C = Tsigai)

merino, C

cigaja) — A list of

\

1 prgiisl:iotky Zvire X:’S Lokalita (farma)
' RV47 | oveeM | 3 JRD Silick Brezova
| RV48 | ovce M 4 JRD Silicka Brezova
| RV50 | ovce M 8 JRD Silicka Brezova
‘ RV 51 | ovce M 8 JRD Silicka Brezova

RV 53 | ovce M 6 JRD Dlha Ves
| RV 62 ovce M 5 JRD Dlha Ves

RV 63 ovce M 6 JRD DIlha Ves
| RV 64 | ovce M 7 JRD DIlh4 Ves

RV 65 | ovce M 1 JRD Kecovo
| RV66  ovee M 1 JRD Kecovo

RV 67 | ovce M 1 JRD Kecovo

RV 69 ; ovce M 1 JZD Kecovo

RV 70 ovce M 3 JRD Kecovo

RV71 | ovce M 3 JRD Kecovo
‘ RV 72 ovce M 3 JRD Kecovo
'RV74  ovceM 6 JRD Keéovo
| RV 75 ovce M 8 JRD Kecovo

RV 76 ovce M 8 JRD Kecovo

RV 89 ovce M 2 JRD Kecovo

RV 90 ovce M 2 JRD Kecovo

RV 91 ovce M 2 JRD Kecovo

RV 92 ovce M 4 JRD Kecovo

RV 93 ovce M 5 JRD Kecovo
| RV 95 ovce M 6 JRD Kecovo

RV 96 ovce M 6 JRD Kecovo

RV 97 ovce M 7 JRD Kecovo

RV 102 ovce M 1 JRD Kecovo
| RV 103 | ovce M 1 JRD Kecovo

RV 105 ovceM 3 JRD Kecovo

RV 107 ' ovce M 3 JRD Kecovo

RV 109  ovce M 4 JRD Kecovo

RV 110 ovceM 6 JRD Kecovo

RV 111  ovce M 6 JRD Kecovo

RV 119 | kréava 2 JRD Kecovo

RV 123  krava 2 JRD Kecovo

RV 225  krdva 2 JRD Kecovo

RV 231  krava 2 JRD Kecovo

e i R R B B T B T s T e A Al S

Datum
odbéru

10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
.10

odi0

=

I T T S

82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83

Titr (reakce) !
|
- =

VNT | HIT \ RHG |

4
128
128

64
32
64
512
256

128
32
512
1024
512
512
1024
128
256
128

1024
64
32

256
16
32
32
16
64
32

256

128

10 -

80
80
10
10

10 ¢

80
80

10 ¢

160
160
160
320
20
80
320
40
40
20

10 -

40
40
20
40
20
20
20
20
40
40
40
20
20
20
20
10
10

0
2,4
2,3
2,6
8
0
2,7
2,4
0
2,1
2,5
2,3
2,8
4.8
3,1
3,5
2,6
2,5
5,2
4,2
43
45
3,8
4,2
3.8
4,1
0
2,6
3,3
4,5
4,7
0
0
1,6
0
0
0

‘l
‘
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Pokracovani tab. III

Cislo Zvite Vék

protilatky (let) l

- g— .

| RV 233 | kréva 2
RV 237 | krdva 2
RV 242 | krava 2

. RV 243 i krava 2
RV 245 | krava 2
RV 247  krava 2

' RV 250 | kréava 2

| RV 251 | krava 2

RV 252 | krava 2

| RV 254  krava 2
MI 102 ovce M 3

| MI 131 | ovce M 3-4

| MI 145  ovceM | 3-4 |
HU 139 | ovce C 6

| HU172 | ovceC | 3

| |

| HU 173 | ovce C 3

| HU 181 | ovee C 4

| HU 229 ' ovce C 3

‘ |

' HU 230 | ovce C 4

| TR66 | ovece M 5

 TR112 | ovee M 2
TR 125 | ovee M 2

| TR131 | ovce M 2

| TR133 | ovce M 2
TR 135 | ovce M 2
OL 11 ovce M 2

: Datum

Lokalita (farma) adbied
JRD Kecovo 12.9.
JRD Kecovo 12.9.83
JRD Dlha Ves 12.9.83
JRD Dlha Ves 12.9.83
JRD DIlha Ves 12.9.83
JRD DIlha Ves 12.9.83
JRD Dlha Ves 12.9.83
JRD Dlha Ves 12.9.83
JRD DIlha Ves 12.9.83
JRD DIlha Ves 12.9.83
JRD Bracovce, 7.3.83
farma Kecanov
JRD Vysna Rybnica, 7.3.83 |
farma Jasenov
JRD Vysna Rybnica, 7.3.83
farma Jasenov
JRD Karpaty, 9.3.83
farma Certizné
JRD Verchovina, 24.3.83
farma Sterkovce
JRD Verchovina, 24.3.83
farma Sterkovce
JRD Verchovina, 24.3.83
farma Sterkovce
JRD Novy zivot, 24.3.83
farma Svetlice
JRD Novy zivot, 24.3.83
farma Svetlice
JRD Velaty, 1.4.83
farma Bysta
SM Novy Dvor 7.9.83
SM Ladmovce 7.9.83
SM Streda n. B. 7.9.83
SM Streda n. B. 7.9.83
SM Streda n. B. 7.9.
JZD Velka Bystfice, 18.1.83

farma Mrsklesy

83 |

83

Titr (reakce)

VNT ’ HIT
8 | 10 ]
8 10
64 10
|32 10+
32 10+
128 1020
|
512 20
| 256 10
o 10
256 | 20
8 10
16 1 10
| |
8 10
|
8 10
| 4096 10
4 10
1024 10
|
32 10
64 1020/
8-16 10
16 1020
4 10
| 64 80
NT 40
. 64 104
16 20

O O © O O O O O o o C

5,8

51

5,4

5,5

1,6

S O O

mimo RoZiiavsko jen u tfi ovci z okresu Humenné a dvou ovci z okresu
TrebiSov. Na nékterych farméach z okresu RoZilava byla promorenost ovci
velmi znacnad (Kecovo — 64%), s protilatkami vyskytujicimi se ve vyso-
kych titrech i u jehilat pasenych v jediné sezoné. To dokazuje recentni
cirkulaci viru BhandZa v jiZnich cé&stech Silické planiny (Hubé&lek

aj., 1985).
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Sérologické vySetfeni 867 domaéacich prezvykavcl paralelné tiemi
metodami (VNT, HIT, RHG) umoZiiuje vzajemné porovnat efektivitu
téchto testl pri detekci protilatek viaci viru BhandZa. NejvySsSi podil po-
zitivity poskytl VNT (5,7 %), pon&kud mensi HIT (5,2 %) a RHG (3,8 %).
Tab. 11 predstavuje ,ko-reaktivitu® (soulad) metod, vyhodnocenou
x? testem (kontingencni tabulky 2X2) a koeficienty podle Sokala a Mi-
chenera (Csy) a Jaccarda (C;). Hodnoty x% prokdzaly vysoce signifi-
kantni (P < 0,001) korelaci mezi vysledky vSech sérologickych reakci
a hodnoty obou koeficienti ukazuji na znacnou podobnost mezi vy-
sledky VNT a HIT, vétsi nez mezi VNT a RHG. Vysledky RHG jsou pfi-
tom bliZ8i testu HI neZz VN. Koeficient Cs; urcuje miru ko-reaktivity, tj.
podil shodnych vysledki (kdy obé reakce jednoho séra jsou soucasné
negativni) z celkového pocCtu vysledkd, zatimco hodnoty koeficienti C,
jsou silnéji ovlivnény podilem diskrepantnich vysledkl mezi testy (neni
bran ohled na pocCet souCasné negativnich reakci). Rozsah hodnot obou
koeficientd je 0 aZ 1 a s klesajicim podilem diskrepantnich vysledki se
hodnoty obou koeficientd zvysuji.

Pearsonliv korelacni koeficient mezi titry 63 sér (tab. III) jsme vy-
pocitali po logaritmické (log2) transformaci titrt u VNT a HIT, zatimco
hodnoty RHG pfevadény nebyly. Ve VNT byla negativni séra (8) vyjadre-
na hodnotou 1 (log22), v HIT 1,3 (10* — bylo Kklasifikovano jako 2,3)
a v RHG 0,5 (mm). Korelace v titrech mezi testy byla: r (VNT . HIT) =
= 0,591; r (VNT.RHG) = 0,465; r (HIT.RHG) = 0,359.

VS8echny hodnoty Pearsonova koeficientu jsou signifikantni (P <
< 0,01); opét je zFejma dosti znacnd podobnost mezi vysledky VNT a HIT
(vétsi neZ mezi VNT a RHG, nebo HIT a RHG).

DISKUSE

Srovnani vhodnosti testi VNT, HIT a RHG pro séroepidemiologické
prehledy s virem BhandZa, uskutec¢néné na detekci protilatek u doméacich
preZvykavci, ukazuje, Ze kazdy z nich ma své vyhody i nevyhody.

VNT je zndm svou specifi¢nosti a citlivosti, a proto byl vzat za za-
klad. Specificnost (tj. podil ,fale$né pozitivnich® reakci ve vztahu
k VNT) testli je vysoka: témér nebyl zaznamenan vysledek VNT — HIT*
nebo VNT — RHG™.

U RHG byly zaznamendany fale$né pozitivni reakce v nékolika pfipa-
dech bakteridlné kontaminovanych nebo silné chyloznich sér, které
ovSem byly eliminovany pravidelnym pouZivdnim kontrolni agarozové
plotny bez inkorporovaného virového antigenu [(na nichZ dochéazelo
k tvorb& nespecifickych hemolytickych zon — u téchto sér a reakce by-
la hodnocena jako negativni).

Citlivost testti lze urcit podilem ,fale$n® negativnich® reakci (ve
vztahu k VNT). HIT nedetekoval protilatky zjiSténé ve VNT u sedmi
sér (pFitom naopak VNT ve tfech pfipadech nezachytil v dostatecném
titru specifické protilatky prokdzané v HIT) a RHG obdobné& v 18 pfi-
padech. Lze proto usoudit, Ze citlivost testli na priikaz BHA-protilatek
klesa v potadi VNT — HIT — RHG.

DA4le 1ze konstatovat, Ze VNT je tedy nejspecifictéisi i nejcitlivéisi,
ale souCasné nejpracnéisi a vzhledem k rychlosti ziskdni vysledkll nej-
pomalejsi. HIT je rychly, specificky i dostatecné citlivy a je vhodnv
zejména pro diagnostické laboratofe nevybavené pro praci s tkanovymi
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kulturami. RHG je sice rovnéz velmi pohotovy, snadno proveditelny, spe-
cificky a tsporny, ale ponékud méné citlivy a vyZaduje navic séra po-
kud mozno kvalitni a bakteridlne sterilni.

Podéekovani

Autofi dékuji MVDr. J. Mitterpakovi, CSc. (§VU Michalovce), MVDr. J.
Kilikovi (OVZ Roznava), MVDr. K. Seidlovi, CSc. (SVU Hradec Kralové)
a MUDr. T. Mittermayerovi, CSc. (KUNZ Kosice) za laskavé dodani sér
domacich prezvykavcu.
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Doslo dne 8. 7. 1987

FTANOY3KA, M. — TYBANEK, 3. — OPXUUOBA, 3. (MHCTUTYT CMCTEMaTMUECKO# W 3KO-
normueckon O6uonormn YCAH, BpHo, ota. Bantuye): CpaBHeHMe Tpex CepONnoruMueckux
TECTOB AN AETEeKTUPOBAHUS aHTUTEN NPOTMB BUPYyCa BxaHaXa y AOMailHUX XBauHbLIX XMU-
BoTHuix. Veter. Med. (Praha). 33, 1988 (4) : 201-208.

OueHnBanaCb NPUrOAHOCTbL TPEX CEPONOrMUECKWX TECTOs (BMPYC-HEWTPaNU3aUMOHHbIA TecT
— BHT, remarrnioTMHaUMOHHbIW-UHIrMOKUpylowmnin Tect — FTMT KU TecT paguanbHOro reMonusa
8 rene — PIT) ans peTekTupoBaHus aHTWTen npotue Bupyca BxaHaxa (BrA). MepsuuHbii
Matepuan AN CpaBHEHWA NpPejoCTaBUAKW Pe3ynbTaThi MCCnepoBaHus 867 AOMawHMX XBau-
HbIX XWBOTHbIX — 772 osubl, 35 k03 1 60 kopos. lMpurogHoCTb CpaBHUBaEMbIX TECTOB OUE-
HWBanacb C NOMOWbLIDO HECKONbKUX CTaTUCTUUECKUX MeToAO0B. M3 AOCTUrHYTbIX pe3ynbTatos
BbITEKEET, UTO Haubonee BbLICOKUW MNPOUEHT MNONOXMUTENbHLIX PE3y/NbTaTOB 6bin NONyYeH
y BHT (57",), meHbwuin tectom T (52",) u PIT nnws 3,8 ", OueHku x? nokasanu Bbl-
COKO CHrHU®MUKaHTHYIO koppenauuio (P < 0,007) ™Mexay pesynbratamu BCEX WCNONb30-
BaHHbIX CEpONoruueckux peakuuit. lanbHenwmne CTaTUCTUUECKUE WCCNEAOBAHUS — KOIMD-
puumnentsl no Cokany u Muxenepy (Ccum) u Skkapay (Cg) — yka3bigalOT Ha 3HauuTeNb-
HOoe CpaBHeHwe Mexay pesynbtatamu BHT u TUT, Gonbuiee, uem mexay BHT u PIT.
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B ofuem cpaBHEHWM NpOSBNAETCA Crneuuduka Kaxaoro W3 NPUMEHEeHHbIx Tectos. BHT
ABNAETCA Haubonee UyBCTBUTENbHBIM W CNEUMMDUUYECKUM, HO OUEHb TPYAOEMKUM M Meanu-
TenbHbIM, TUT sBnseTcs GbICTPbIM, HO U AOCTAaTOUHO UYBCTBMTENLHbLIM M CNEUUDUUECKUM.
PIT xoTs n sBnsetcs A0BONbHO GbICTPLIM, NErKO NPOBOAMUTCS M ABNAETCH 3KOHOMHBIM HO
ABNIETCA MEHEee UYBCTBMUTENbHbIM M TpefyeT KkauecTBa CbIBOPOTKM, €CAM €CTb BO3MOX-
HOCTb faxe 6akTepuanbHO CTEPUNbHOMN.

BUPYC-HEWTPanu3aunMoHHblin Tect (BHT); remarrnioTuHaumoHHbln-uHruéupytowmnin tect (MFAT);
TEeCT paauanbHoro remonusa 8 rene (PIT); cpaBHeHue TecToB

HALOUZKA, J. — HUBALEK, Z. — JURICOVA, Z. (Institute of Systematic and
Ecological Biology, Czechoslovak Academy of Sciences, Brno, Valtice Department):
Comparing Three Serological Assays for the Detection of Antibodies to Bhanja
Virus in Domestic Ruminants. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 201-208.

Three serological assays (virus-neutralization test — VNT, haemagglutination-
-inhibition test — HIT, and the test of radial haemolysis in gel — RHG) were
evaluated as to their suitability for the detection of antibodies to the Bhanja
virus (BHA). The data were provided by the results of the examination of 867
domestic ruminants, including 772 sheep, 35 goats and 60 cows. The suitability of
the compared tests was evaluated by several statistical methods. It is shown by
the results that the highest percent positivity was obtained by the VNT (5.7 %),
followed by the HIT (5.2%,); in the case of the RHG test the percent positivity
was only 3.8Y,. The x? values exhibited a highly significant (P < 0.001) correlation
between the results of all serological reactions. Other statistical evaluations —
coefficients after Sokal and Michener (Csy) and Jaccard (C;) — demonstrate the
great similarity between the VNT and HIT results, whereas the similarity between
the VNT and RHG results is smaller. The specificity of each test was proved by
an overall comparison. VNT is the most sensitive and most specific assay, but
a very laborious and lengthy one. HIT is prompt and at the same time sufficiently
sensitive and specific. RHG is very quick, expeditious and economical, but less
sensitive; it also requires high-quality serums, bacterially sterile if possible.

virus-neutralization test (VNT); haemagglutination-inhibition test (HIT); test of
radial haemolysis in gel (RHG); comparison of tests

HALOUZKA, J. — HUBALEK, Z. — JURICOVA, Z. (Institut fiir systematische
und 6kologische Biologie der CSAV, Brno, Abteilung Valtice): Vergleich dreier
serologischer Tests fiir Detektion der Antikorper gegen das Virus BhandZa bei
Hauswiederkduern. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 201-208.

Wir beurteilten die Eignung dreier serologischer Tests (Virusneutralisaiionstest —
VNT; Hamagglutinations-Inhibitionstest — HIT; Test der radialen Hemolyse im
Gel — RHG) fiir Detektion der Antikérper gegen das Virus Bhandza (BHA). Dabel
gingen wir von der Ergebnissen der Untersuchung von 867 Hauswiederkduern —
772 Schafen, 35 Ziegen und 60 Kihen aus. Die Eignung der verglichenen Tests
wude mit Hilfe von mehreren statistischen Methoden beweriet. Den ermittelten
Ergebnissen ist zu entnehmen, dass der hochste Prozentsatz der Positiva durch
den VNT (5,7%,), weniger schon durch den HIT (5.2°,) und durch den RHG nur
3,8Y, ermittelt werden konnte. Die Werte x? wiesen eine hochsignifikante (P < 0,001)
Korrelation zwischen den Ergebnissen aller angewendeten serologischen Reaktionen
auf. Die anderen statistischen Untersuchungen — die Koeffizienten nach Sokal und
Michener (Csm) und Jaccard (C;) — deuten auf eine grosse Ahnlichkeit zwischen
den VNT- und HIT-Ergebnissen hin, die viel grosser als diejenige zwischen den
VNT- und RHG-Ergebnissen ist. Im Gesamtvergleich finden wir die Spezifik eines
jeden der angewendeten Test. Der VNT ist am empfindlichsten und am spezi-
fischsten, aber auch sehr arbeitsaufwendig und langsam. Der HIT ist schnell und
genligend empfindlich und spezifisch. Der RHG ist zwar sehr schnell, leicht durch-
fihrbar und o6konomisch, aber weniger empfindlich und erfordert Qualitdtsseren,
die moglichst auch bakteriel steril sind.

Virus-Neutralisationstest (VNT); Hamagglutinations-Inhibitionstest (HIT): Test der
radialen Hemolyse im Gel (RHG); Testvergleich
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VPLYV HORMONALNEJ STIMULACIE FOLISTIMANOM (FSH)

A PROTRAHOVANEJ EXPOZICIE GAMA-ZIARENIA

NA HLADINY KATECHOLAMINOV V HYPOTALAME, HYPOFYZE
A V NADOBLICKACH OVIEC V ANESTRICKOM OBDOBI

B. Pastorova, J. Arendarc¢ik, M. Molnarova

PASTOROVA, B. — ARENDARCIK, J. — MOLNAROVA, M. (Vysoka $kola
veterinarska, Kosice): Vplyv hormonadlnej stimulacie Folistimanom (FSH)
a protrahovanej expozicie gama-ziarenia na hladiny katecholaminov v hypo-
talame, hypofyze a v nadobli¢kiach oviec v anestrickom obdobi. Vetier. Med
-(Praha). 33, 1988 (4) :209-217.

Studovali sme uéinok hormonalneho prepara:u Folistiman a protrahovanej
expozicie gama-ziarenia na koncentraciu katecholaminov v hypotalame, hypo-
fyze a v nadobli¢kach oviec so synchronizovanym estrom. Pczorovania sme
vykonali na 15 ovciach plemena slovenské merino v obdobi fyziologického
anestru. Prva skupina oviec bola kontrolna (n = 5). Ovce druhej skupiny
boli ozarované gama-zZiarenim pocas piatich dni celkovou davkou 248 Gy. Po
skon¢enom ozarovani sme ich hormonalne stimulovali FSH v celkovej davke
450 I.U. Tretiu skupinu oviec sme hormonalne stimulovali FSH bez ozaro-
vania. Katecholové aminy sme po izolacii z tkanivovych supernatanicv me-
todou adsorp¢nej chromatografie stanovili v eluatoch spektrofluorimetricky.
Celotelova protrahovana expozicia gama-ziarenia a hormonalna stimulacia
FSH vyrazne znizuje koncentracie norepinefrinu v skumanych oblastiach hy-
potalamu oviec (v priemere o 70",) v porovnani s kontrolnymi hodnotami.
Epinefrin sa v medidalnom hypotalame oviec znizuje o 63",. Zaznamenali sme
pokles koncentracii epinefrinu a norepinefrinu v nadobli¢kach (o0 329°, a 16 "))
a v hypofyze (o 35 a 43,1",) oziarenych a hormondalne st'mulovanych oviec.
Hormonalne ovplyvnenie oviec FSH bez oziarenia nesposcbuje tak vyrazné
znizenie hladin katecholaminov v hypotalame oviec, ale vyznamne zniZuje ich
zastupenie v hypofyze, kde sme pozorovali zniZzenie koncentracii norepinefrinu
o 82", a epinefrinu o 67.3",. V nadoblickach sa znizil epinefrin u tejto sku-
piny oviec o 63,9", a hladina norepinefrinu sa v porovnani s kontrolnymi
hodnotami nemenila. Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze gama-zZiarenie
a hormonalna stimulacia FSH vyrazne znizuje Kkoncentracie katecholaminov
v oblastiach cerebroneuridlneho systému (CNS). zapojenych do regulacie repro-
dukénych procesov.

biogénne aminy hypotalamu: sekrécia gonadotropnych hormoénov:; reprodukcia

Superovulaciu ako jednu z podmienok intenzifikdcie chovu oviec

(Gordon, 1975; Arendarcik a i, 1985) je mozZné vyvolat poda-
nim gonadotropnych horménov (PMSG, FSH a HCG) vo vhodnej faze
estralneho cyklu. Variabilita superovulacnej odozvy po podani PMSG je
pri¢inou toho, Ze vdcSina autorov dava prednost stimulacii FSH vzhla-
dom na kratku dobu roznadu tohto horménu v organizme a na stabilnej-
8i gonadotropny efekt.
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V naSej praci sme sa zamerali na Stidium acinku hormonéalneho pri-
pravku Folistiman a gama-Ziarenia na katecholaminergicky systém hy-
potalamu a hypofyzy podielajici sa na reguldcii pohlavnych funkcii
(Meites a i, 1977, Negro — Vilar a i, 1982), na regulacii osi
hypofyza — nadoblicka v adrenokortikalnej stresovej odozve (Kvet-
nansky, 1981). V naSich predchadzajicich pracach (Pastorovd
a i., 1982, 1985) sme zistili, Ze celotelove protrahované oZarovanie oviec
davkou 6,7 Gy spdsobuje vyrazny pokles koncentracii katecholaminov
a prekurzora pre ich syntézu L-DOPA a sicCasne zvySuje i aktivitu ich
degradactného enzymu monoaminooxiddzy v hypotalame oviec (Pasto -
rova a i, 1982). Aby nebola poSkodena reprodukcéna schopnost oviec,
zvolili sme v tejto préaci celkovi davku gama Ziarenia 2,48 Gy a zvierata
sme po oZiareni stimulovali FSH.

MATERIAL A METODY

Pozorovania sme vykonali na 15 ovciach plemena slovenské merino, priemer-
nej zivej hmotnosti 41 kg, vo veku dva az tri roky, v obdobi fyziologického anestru.
Do kifmnej zmesi sme pridavali 25 g Roboranu Spofa a 1 g Celaskonu na jednu
ovcu denne. Estrus oviec sme synchronizovali intravaginalnymi agelinovymi hubka-
mi s obsahom 20 mg chlérsuperlutinu, ktoré sme im instilovali po dobu desiatich
dni. Prva skupina (paf oviec) bola kontrolna. Ovce druhej skupiny (pédf oviec) boli
oziarené podas piatich dni celkovou davkou 2,48 Gy. Zdroj ziarenia bol 8Co a dozi-
metria bola robena filmovymi dozimetrami. Celodenny expoziény prikon gama-
-ziarenia bol 0,48 Gy. Ovce boli umiestnené v klietkach vo vzdialenosti 4,6 m od
zdroja ziarenia. Po skonéeni ozarovania sme ovce prvej pokusnej skupiny stimu-
lovali FSH (Folistiman, NDR) osmimi frakcionovane podavanymi davkami (dvakrat
denne) v celkovej davke 450 I.U. Tretiu skupinu oviec sme stimulovali rovnakym
podanim 450 I. U. Ovce vsetkych pokusnych skupin boli usmrtené po 150 hodinach
od vybratia agelinovych hubiek. Po usmrteni zvierat sme do troch minut odobrali
vzorky hypotalamu, ktory sme prieénym rezom rozdelili na ¢asf rostralnu, medialnu
a kaudalnu. Dalsie vzorky sme odobrali z hypofyzy a nadobli¢iek. Aby sme zabra-
nili degradaé¢nym zmenam, ponorili sme tkaniva ihned po vybrati do kvapalného
dusika. Katecholaminy (norepinefrin a epinefrin) sme z tkanivovych supernatantov
separovali stlpcovou chromatografiou na aktivovanom oxide hlinitom za pomoci
testu Catecholamines fy Biorad. Oxidované fluoreskujuce lutiny katecholaminov
sme merali na spektrofluorimetri Perkin Elmer fy Hitachi. Vysledky sme S§tatisticky
spracovali Studentovym t-testom a udavame ich v ug katecholaminov na gram
vlhkej hmotnosti tkaniva.

VYSLEDKY

Vysledky uddvame na obr. 1—4. Po padtdiiovom kontinudlnom celo-
telovom oZiareni bahnic ddvkou 2,48 Gy a hormondlnej stimulacii FSH
sme zistili Statisticky vyznamny pokles koncentracii norepinefrinu v hy-
potalame (obr. 1) najvyraznej$i v jeho rostralnej (o 80 %) a medialnej
(o 80,5 %) cCasti. V kauddlnom hypotalame sa koncentracie norepinefri-
nu v porovnani s kontrolnou skupinou zniZuja len o 68,1 %. Hladiny
epinefrinu sa po oZiareni a hormonalnom ovplyvneni v rostralnom a me-
didlnom hypotalame oviec nemenia, ale v kaudadlnom hypotalame sme
pozorovali signifikantné zniZenie (o 63 %). V hypofyze a nadoblickach
oZiarenych a hormon4lne stimulovanych oviec sme zaznamenali zmeny
koncentracie norepinefrinu a epinefrinu (obr. 3 a 4). V hypofyze sa zni-
Zili koncentracie norepinefrinu o 43,1 % a epinefrinu o 35 %. Hladiny
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1. Vplyv synchronizacie, gama-ziarenia a hormonalnej stimuldcie FSH na kon-
centracie norepinefrinu v rostralnom, medidlnom a kaudalnom hypotalame oviec.
Vysledky su vyjadrené v ug norepinefrinu na gram vlhkej hmotnosti tkaniva,
v aritmetickych priemeroch = S.E M. (K — kontrolna skupina oviec so synchro-
nizovanym estrom 20 mg chlorsuperlutinu na hubku; A — skupina oviec so syn-
chronizovanym estrom, kontinualne ozarovana gama-ziarenim po dobu piatich dni
v celkovej davke 248 Gy a stimulovana 450 1. U. FSH; B — skupina oviec so syn-
chronizovanym estrom hormonalne stimulovana 450 1. U. FSH, bez oziarenia + + —
P < 0,001) — The effect of synchronization, gamma radiation and hormonal stimul-
ation by FSH on norepinephrine concentrations in the rostral, medial and caudal
hypothalamus of ewes. The results are given in ug of norepinephrine per 1 gramme
of wet weight of tissues, as arithmetical means = S.E. M. (K — control group of
ewes with oestrus synchronized by 20 mg of chlorsuperlutin in a tampon; A —
group of ewes with synchronized cestrus continuously exposed to gamma radiation
for five days — total radiation dose 248 Gy, and stimulated by 450 I. U. of FSH;

B — group of ewes with synchronized oestrus and hormonally stimulated by
450 1. U. FSH, without irradiation ++ — P < 0.001)
K — konirola. Agelin A — 248 Gy, Agelin, FSH B — Agelin, FSH

epinefrinu v nadoblickdach uvedenej pokusnej skupiny oviec Kklesli
0 32,9 % a norepinefrinu o 16 % (obr. 3 a 4). Po podani Folistimanu
ovciam so synchrunizovanym estralnym cyklom bez oZiarenia sme zistili
zniZzenie koncentracii norepinefrinu v rostrdlnom a kaudalnom hypota-
lame, priemerne o 30 % (obr. 1) v porovnani s kontrolnou skupinou, ale
tieto zmeny nie sd Statisticky vyznamné. Signifikantny pokles norepine-
frinu (o 80 %) sme zaznamenali v oblasti medidlneho hypotalamu. Kon-
centracie epinefrinu po hormondlnej stimulacii FSH sa v hypotalame
bahnic neodliSuji od hodnét kontrolnej skupiny (obr. 2). Na rozdiel od
hypotalamu méa v hypofyze hormondalna stimuldcia FSH vplyv na zniZenie
hladiny katecholaminov. Zaznamenali sme Statisticky vyznamné zni-
Zenie epinefrinu (o 82,1 %) a norepinefrinu (o 67,3 %), ako je to uve-
dené na obr. 3 a 4. V nadoblickach po hormonalnom ovplyvneni FSH
klesajo koncentracie epinefrinu o 63,9 % a hladiny norepinefrinu sa
v porovnani s kontrolnou skupinou nemenia.

DISKUSIA

Biogénne aminy hypotalamu zasahuji do sekrécie gonadotropnych
hormonov hypofyzy tak, Ze sa podielaju na reguldcii uvolnenia hypota-
lamickych releasing hormonov do hypofyzarneho portdlneho Kkrvného
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2. Vplyv synchronizacie,
gama-ziarenia a hormo-
nalnej stimulacie FSH
alebo len  stimulacie
FSH bez oziarenia na
Xoncentracie epinefrinu
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(symboly ako na obr. 1;
++ — P < 0,001) — The
effec. of synchroniz-
ation, gamma radiation
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3. Koncentracie norepinefrinu v hypo- 4. Koncentracie epinefrinu v hypofyze
fyze a v nadobli¢kach oviec po syncho- a v nadoblickach oviec po synchro-
nizacii, protrahovanej expozicii gama- nizacii, protrahovanej expozicii gama-

-ziarenia a hormonalnej stimulacii FSH
alebo po podani FSH bez oZiarenia (sym-
boly ako na obr. 1; + — P < 0,01) —
The concentrations of norepinephrine in

the pituitary and adrenal glands of
ewes after synchronization, proiracted
exposure to gamma radiation, and

hormonal stimulation by FSH or after
the administration of FSH without
irradiation (the symbols cf. Fig. 1;
+ — P < 0.01)

-ziarenia a hormonalnej stimulacii FSH
alebo po podani FSH bez oziarenia
(symboly ako na obr. 1; + — P < 0,01,
++ — P < 0.001) — Epinephrine con-
centration in the pituitary and adrenal
glands of ewes after synchronization,
protracted exposure to gamma radiation,
and hormonal stimulation by FSH, or
after administration of FSH without
irradiation (the symbols cf. Fig. 1;
+ — P < 001, +4+ — P < 0.001)

obehu (Crowley a i, 1978). I ked je v suCasnosti mnoho vedeckych
poznatkov o vztahu hypotalamickych katecholaminov k regulacii repro-
dukcénych procesov (Advis ai., 1980; Gallo, 1980; Bahr a Ben —
Jonathan, 1981), vztah jednotlivych neuromedidtorov k produkcii
gonadotropnych hormoénov nie je jednoznacCne stanoveny. Podla s.cCas-
nych vedeckych poznatkov sa predpokladd (Meites ai., 1977; Negro
— Vilar ai., 1982), Ze sekrécia LH a FSH je pod kontrolou alfa-adre-
nergnych receptorov hypotalamu (Davies a i, 1975; Leung a i,
1982), pricom koncentracia 17-beta-estradiolu v krvi moduluje alfa
adrenergny ucinok na sekréciu gonadotropnych horménov (Simpins
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a i., 1977). Naopak zmeny v hladinach gonadotropnych hormonov v Kry-
nej plazme spdtne posobia na hladiny a funkciu katecholaminov v hy-
potalame (Gallo, 1980]).

Hypofyzarny hormon FSH vyvoldava 48 hodin od podania luteolyzu,
po Kktorej nasleduje polyovulacna ruja. V sucasnej dobe dava vécSina
autorov pred PMSG prednost pripravkom FSH, u ktorych sa predpoklada
lepSia regulovatelnost superovulacného procesu. Tato regulovatelnost
je podmienend kratkou dobou biologického rozpadu FSH v organizme,
a tym aj stabilnejSim gonadotropnym efektom. Pri1 porovnani ucCinku
PMSG a FSH na zmeny koncentracii katecholaminov v hypotalame
oviec v naSich pokusoch je zrejmé, Ze PMSG vyvolava vyraznejSie zmeny
katecholaminov (Pastorova a i, 1987). Suvisi to pravdepodobne
s tym, Ze PMSG spdésobuje dlhodoby vzostup estrogénov v krvnej plazme
(Soper a Weich, 1980). Estrogény pdsobia na adrenergné receptory
hypotalamu, pricom dochadza k vyraznému poklesu koncentracie hypo-
talamického norepinefrinu (Donoso a Cukier, 1969; Simpins
a i., 1977). Po podani Folistimanu v davke 450 I. U. ovciam v anestric-
kom obdobi sme zaznamenali pokles koncentracie norepinefrinu v celom
hypotalame oviec, najvyraznej$i v jeho medialnej oblasti (P < 0,001).
Bahr a Ben — Jonathan (1981) zistili po podani FSH potkanom
signifikantné zniZenie hladin norepinefrinu v bunk&ch granulézy.

Erinefrin, ktorému sa v poslednom obdobi prinisuje vyznamna ulo-
ha pri regulacii sekrécie LH a indukcii ovuldcie (Sawyer, 1979;
Saavedra a i, 1979), sa po hormonalnej stimulacii s FSH v hypota-
lame oviec nemeni, alebo sa nesignifikantne zniZuje. Podobny obraz
v koncentracii hypotalamického norepinefrinu sme pozorovali i po hor-
mondalnej stimulacii PMSG (Pastorova a i, 1987). NajvyraznejSie
zmeny v zastipeni katecholaminov po hormonélnom ovplyvneni sme za-
znamenali v hypofyze oviec, v ktorej doSlo k poklesu koncentracie no-
repinefrinu o 82 % a epinefrinu o 67 %. Mechanizmus G¢inku exogén-
nych hormoénov na zmeny koncentracie katecholaminov v hypofyze je
bez $tudia ich obratu taZko definovat. Je pravdepodobné, Ze pdsobenim
cez adrenergné receptory dochddza k pozmenenému uvolfiovaniu ka-
techolaminov (Holzbauer a i, 1981) alebo k zvy3enej degradécii
prostrednictvom enzymov Kkatechol-o-metyltransferdzy, resp. mono-
aminooxidazy (Sawyer, 1979).

Po protrahovanom pésobeni ionizujiceho Ziarenia v davke 2,48 Gy po
dobu piatich dni a po naslednom hormondlnom ovplyvneni Folistimanom
sme zistili signifikantny pokles koncentrdcie novepinefrinu v 3tudova-
nych oblastiach hypotalamu oviec. NajvyraznejSie zmeny hladin nore-
pinefrinu sme zaznamenali v rostralnom a medidlnom hypotalame (po-
kles o 80 %). V kaudalnej oblasti hypotalamu sa v porovnani s kontrol-
nymi hodnotami koncentracie norepinefrinu zniZili o 60 %. Ini autori
(Mazunda a i, 1978, Stepanovic a i, 1981; Bazanova
a Prokudina. 1982) zistili, Ze ionizujice Ziarenie redukuje kon-
centracie norvepinefrinu v hypotalame, v celom mozgu a v inych tka-
nivach laboratornych zvierat. V silade s literarnymi tdajmi sme pozor
rovali (Johnson a i, 1970; Stepanovic a i, 1981) i zniZenie
katecholaminov v hypofyze a v nadobli¢kach oviec.

Pozorované zmeny katecholaminov v na$om pokuse po oZiareni
a hormonalnej stimuldcii pravdepodobne suvisia s poruSenim metabo-
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lickych procesov v organizme (Stepanovic a i, 1981) ako i so
vzostupom aktivity ich degrada¢nych enzymov, pozorovanej po expozicii
gama-Ziarenia (Prignitz a i, 1976; Mazunda, 1978; Pasto-
rova ai., 1982). Obrat a aktudlne hladiny katecholaminov v nervovom
tkanive zavisia od mnohych faktorov, akymi si syntéza a degradacia,
uskladnenie a extracelularne vychytdvanie, transneurondlny tok a in-
terakcie s autoreceptormi (Saavedra, 1979). PoruSenie niektorého
z uvedenych faktorov Ziarenim alebo hormondalnou stimuldciou vedie
k zmene koncentracii a funkcie katecholaminov v nervovom tkanive.

Domnievame sa, Ze sa v naSom pokuse uplatnil kombinovany tuc¢inok
gama-Ziarenia a hormond&lnej stimuldcie FSH, ktory spdsobil vyrazny po-
kles norepinefrinu v hypotalame a v hypofyze tejto pokusnej skupiny
oviec napriek tomu, Ze celkova davka Ziarenia bola 2,48 Gy.

Dosiahnuté vysledky je potrebné posudzovat i z hladiska poznania
ucCinku Ziarenia a hormondlnych preparatov beZne pouZivanych na vy-
volanie superovuldcie u hospodarskych zvierat na katecholaminergicky
systém hypotalamu a hypofyzy, ktory ma déleZiti funkciu v regulacii
viacerych neuroendokrinologickych procesov.
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Doslo dna 28. 1. 1987

MACTOPOBA Bb. — APEHAAPYMK, 1. — MONHAPOBA, M. (BeTepuHapHblii UHCTUTYT,
Kewuue): BnusHue ropmoHanbHoro crumynuposauus dconnuctumavom (PCr) w npogon-
XEHHOW 9KCNOo3WUMKM ramma-o6NyyeHus Ha YPOBHM KaTexXoNaMMHOB B runotanamyce, runo-
®u3e v B HagnoueuHukax oOBely B aHIcTpuueckom nepuoge. Veter. Med. (Praha), 33,
1583 (4) :209-217.

M3yuanoch pedcteue ropmoHanbHoro npenapata (PonnMcTtMmaHa M NPOAOMKEHHOW 3KCMO-
2MUMM  raMMa-06N1yueHus Ha KOHUEHTpPauul KaTexonaMWHOB B runoTanamyce, runoduse
M B HaANOYEUHMKax CBEU CO CHHXPOHU3UPOBAHHLIM 3CTpoM. HabGnioaeHus NpoBOAUNUCH
Ha 15 oBuax nopoabl CNOBauKU MEPUHOC B NEPUOA (PU3MONOTUUECKOTO aH3CTpa. lepsas
rpynna osey Gbina KOHTponbHas (n = 5). Osubl BTOpoOW rpynnbt oSAyyanuch ramma-odny-
UEeHUEeM B TeueHue NATU AHeil obuieir aozou 2,48 Ip. lNocne okOHuUaHUA OBNYUEHUS WX
ropmoHaneHo ctumynuposanu (OCI obwen aozon 450 1. U. TpeTblo rpynny osey ropMo-
HanbHo CtumynupoBanu (PCI 6e3 ob6nyueHus. KaTexonoBble aMUHbI nocne W30NUPOEA-
HU; M3 TKaHEBbLIX CYNEpHaTaHTOB NDM NOMOWKM MeToha aACOPOUMOHHOW xpemaTorpacum
yCTaHaenuMBanu B 91K0atax CnekTpodnyopumerpuuecku. [poaonkeHHas 3KCNO3WMUMA ram-
Ma-06Nyuerna Ha UENOCTHbI OpraHUu3M W ropmoHanbHas ctumynauums (OCI Bbipa3uTenbHo
NOHU¥XaeT KOHUCHTPAUUIO HOP3INUHEMPWUHA B MCCneayembix oBnaCTax runoTanamyca osey
(8 cpeaHem Ha 70",) B CpaBHEHUM C KOHTPONbHLIMU 3HAUEHUAMU. IDNUHEdPUH B Me-
AVANbHOM runoTanamyce oseu noHuxaetcs Ha 63 Y. OTMeuanoCb CHUXEHUE KOHUEHTpauuu
anuHedpUHa W HopNUHedpuHa B Haanoueunukax (Ha 329", u 16°,) u B runoduse (Ha
35 1 43,1") 06NYUEHHbBIX U rOPMOHANLHO CTUMYAUPOBaHHLIX oBel. fOpMoHanbHoe BAUAHUE
Ha osBubl (OCI 6e3 06nyueHus He BbI3bIEAET Tak BbIPA3UTENbHOE MOHWXEHUE YPOBHA Ka-
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TEXC/IAaMUHOB B ruUnoTalamMyce OBEU, HO BLIPA3WTCNbHC NOHWXAET WX NPEACTABNEHWE B THU-

notusz, rae HabnoOAaNOCh MNOHUKEHME KOHUEHTPAUMW HOD3nWUHedpuHa Ha 82" u anu-
HeppuHa Ha 67,3" . B HasnoueuHukax NOHWUIWUACH SNUHEMPUH y BTONW rpynnsl OBel Ha
639", a ypoBHM HOpPINUHEMPUHA B CPaBHCHUM C KOHTPOMLHIIMM ZHAUEHUAMW HE W3Me-

HUAUCL. M= AOCTUrHYTbLIX PEe3yNbTATOB MCXOLHT, UTO ramMa 05NYUEHME M FOPMOHANbHOE
ctumynnposanue (DCI BbIPA3UTENbHO MOHMXKIET KOHUEHTPILUM KaTEXONaMUHOB B8 05NacTax
uepebpoHeBpanbHoi cuctembl (UHC), eKAIOUEHHbIX B PEryaMpOBKY BOCMPOM3BOACTEEHHbIX
NpouUeccos.

6U0 EHHbBIE aMUHbI runotanamMmyca; cCekpeuuvs roHaaoTPOMNHbIX FTOPMOHOB, BCCNPOMU3IBOACTEO

PASTOROVA, B. — ARENDARCIK, J. — MOLNAROVA. M. (Universiiy of Ve-
terinary Medicine, Kosice): The Effect of Hormonal Stimulation by Folistiman
(FSH) and Protracted Exposure to Gamma Radiation on the Contents of Catechol-
amines in the Hypothalamus, Pituitary, and Adrenal Glands of Ewes in the
Anoestral Period. Veter. Med. (Praha). 33, 1988 (4) : 209-217.

The administration of the Folistiman hormonal preparation and protracted exposure
to gamma radiation were studied as influencing the concentration of catecholamines
in the hypothalamus, pituitary, and adrenal glands of ewes in the synchronized-
-oestrus programme. The trials were performed with 15 ewe: of the Slovak Merino
breed in the period of physiological anoestrus. The first group was used as control
(n = 5). The ewes of the second group were exposed to gamma radiation for five
days (total dose 2.48 Gy). After irradiation, they were given the total dose of
450 I. U. FSH for hormonal stimulation. The third group was hormonally stimulaied
by FSH without irradiation. Having been isolated from the tissue suvernatants by
the adsorption chromatography method, the catecholamines were determined
spectrofluorimetrically in the eluates. Protracted exposure of the whole body to
gamma radiation and the hormonal stimulation by FSH significantly reduce the
concentrations of norepinephrine in the studied hypothalamus regions of the ewes
(by 70", on an average, compared with the conirol values). The conient of
epinephrine in the medial hypothalamus of the ewes decreased by 63", The con-
centrations of epinephrine and norepinephrine in the adrenal glands of the irra-
diated and hormonally stimulated ewes decreased by 329", and 16", respectively,
and in their pituitary glands by 35°, and 43.1", respectively. The hormonal
treatment of the ewes without irradiation does not induce any great reduction in
catecholamine concentration in the hypothalamus of ewes, but significantly reduces
their proportions in the pituitary glands, where the concentrations of norepinephrine
and epinephrine were observed to have decreased by 82", and 67.3", respeciively.
In the adrenal glands of this group of ewes. the concentration of epinephrine
decreased by 639", but the concentrations of norepinephrine did not change,
compared with the control values. It follows from the resulis that gamma radiation
and hormonal stimulation by FSH significantly reduce the concentrations of cate-
cholamines in the cerebroneural system (CNS) regions involved in the control of
the reproduction processes.

biogenic amines of hypothalamus: secretion of gonadotrophic hormones; reprc-
duction

PASTOROVA. B..— ARENDARCIK, J. — MOLNAROVA, M. (Veterinirmedizinische
Hochschule, Kosice): Einfluss hormonaler Stimulation durch Folistiman (FSH) und
protrahierter Exposition der Gamma-Strahlung auf den Spiegel von Katecholaminen
im Hpypothalamus, in der Hypophyse und in den Nebennieren der Schafe im
Anostrus. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 209-217.

Wir untersuchten den Einfluss des hormonalen Priparates Folistiman und der
protrahierten Exposition der Gamma-Sirahlung auf die Konzentration von Kate-
cholaminen im Hypothalamus, in der Hypophyse und in den Nebennieren der
Schafe mit synchronisiertem Ostrus. Unsere Beobachtungen machten wir an 15 slo-
wakischen Merinoschafen im physiologischen Anostrus. Die erste Gruppe von Scha-
fen diente als Kontrolle (n = 5), die Schafe der zweiten Gruppe wurden funf Tage
lang der Gamma-Strahlung in einer Gesamtgabe von 248 Gy ausgesetzt. Nach
Beendigung der Bestrahlung wurden die Schafe mit FSH mit einer Gabe von
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450 I. E. hormonal stimuliert. Die Schafe der dritten Gruppe wurde ohne jede
Bestrahlung mit FSH hormonal stimuliert. Die Katecholamine wurden nach der
Isolierung aus Gewebeliberstinden mit Hilfe der Methode der Adsorptionschroma-
tographie in den Eluaten spektrofluorimetrisch bestimmt. Die gesamtkorperliche
proirahierte Exposition der Gamma-Strahlung und die hormonale Stimulation mit
FSH vermindern bedeutend die Konzentration von Norepinefrin in den unter-
suchten Hypothalamuspartien der Schafe (im Durchschnitt um 70",) im Vergleich
zur Kontrolle. Epinefrin wird im medialen Hypothalamus der Schafe um 63", ver-
mindert. Wir verzeichneten einen Abfall der Konzentration von Epinefrin und
Norepinefrin in den Nebennieren (um 32,9", bzw. um 16 %,) und in der Hypophyse
(um 35 bis um 43.1",) der bestrahlten und hormonal stimulierten Schafe. Die hor-
monale Behandlung der Schafe mit Hilfe von FSH ohne Besirahlung verursacht
keine auffallende Verminderung des Spiegels von Katecholaminen im Hypothalamus
der Schafe, sie setzt aber bedeutend ihre Vertretung in der Hypophyse herab, wo
wir eine Verminderung der Konzeniration von Norepinefrin um 82Y, und von
Epinefrin um 673", beobachten konnten. In den Nebennieren verminderie sich
der Spiegel von Epinefrin bei den Schafen dieser Gruppe um 639", und derjenige
von Norepinefrin blieb im Vergleich zur Kontrolle konstant. Den ermittelten Ergeb-
nissen ist zu entnehmen, dass die Gamma-Sirahlung und die hormonale Stimulation
mit FSH die Konzentration von Katecholaminen im zerebroneuralen System (CNS),
die die Regelung der Reproduktionsprozesse mitbestimmen, bedeutend vermindern.

biogene Amine des Hypothalamus; Sekretion der gonadotropen Hormone; Repro-
dukiion
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RNDr. Bernadetta Pastorova, CSc., prof. MVDr. Jozef Arendarc¢ik, DrSc.,
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VYUZITIE ONPG-TESTU V RYCHLEJ DIAGNOSTIKE
NIEKTORYCH RODOV ENTEROBAKTERII

L. Semrikova

SEMRAKOVA, L. (Statny veterinarny ustav, Michalovce): Vyuzitie ONPG-
-testu v rychlej diagnostike niektorych rodov enterobaktérii. Veter. Med. (Pra-
ha), 33, 1988 (4) : 219-224,

Uéelom prace bolo overif vyuzitie ONPG-testu v diferencialnej diagnostike
niektorych rodov Enterobacteriaceae (Salmonella, Citrobacter, Proteus), u kto-
rych sme ho povazovali za rozhodujuci marker, kedZze mnohé biochemické
testy su u nich totozné. Vysledky boli hodnotiteIné od niekolkych minut, de-
finitivne do Siestich hodin po naoc¢kovani, ¢o umoznilo jeho efektivne vyuZitie
v dvoch smeroch: — ako doplnok ku klasickym testom na rozliSenie salmonel
od citrobakterov (u Kktorych daval 100", vysledky), — pri usmernovani dife-
rencialnej diagnostiky, kde nadvidzne na jeho vysledok bolo mozné orientovat
dalsie sérologické vySetrenia alebo jeho vyuzitie v screeningu podla Ewingo-
vej taxonomie, ktora je zauzivana na tunajSom pracovisku. Vysledky typizacie
su k dispozicii uz v priebehu pracovného dna, ¢o ma velky vyznam zvlast
pri vy$etrovani poiravin zivoc¢iSneho povodu, ked ide o rozhodnutie medzi
patogénom a podmiene¢nym patogénom. Tento test sa da vyuzivaf aj na dal-
Sich usekoch racionalnych bakteriologickych postupov. Znaénu ¢asova usporu
predstavuje samoiné prevedenie, lebo sa robi priamo z izolovanych kolonii.

Enterobacteriaceae; diferencialna diagnostika; potraviny

V beznej morfologickej diagnostike enterobaktérii pri posudzovani
ich rastovych a fermentacnych vlastnosti sa vychddza zo skvasovania
laktozy, respektive tvorby urcitych chemickych substancii na diagnostic-
kych a selektivnych podach. Vysledok ataku laktozy v Zivnhom médiu
dovoluje orientacne rozdelit bakteridlne kmene na laktoézo-pozitivne
a laktozo-negativne, ale existuji i intermedidlne kmene, ktoré laktozu
skvasuju oneskorene. Sem patria diagnosticky vyznamné podmienecné
patogény, ktoré podla naSich poznatkov maji stipajicu tendenciu vo
vySetrovanych vzorkach potravin, surovin, krmiv i v sekénom, pripadne
klinickom materiali.

Prave tieto kmene mozu sposobit diagnostické taZkosti; preto na ich
rozliSenie bol navrhnuty test na dokaz beta-galaktozidazy (Furowicz
a i., 1968). Jeho hlavnou zloZkou je o-nitrofenyl-beta-D-galaktopyranozid
(ONPG), ktory vplyvom galaktoziddzy uvoltiuje tarebnu Zlta zloZku
o-nitrofenol (Baldwin, 1963; Dixon a Webb, 1964 — cit. Fu-
rowicz a i, 1968). Enzym tvoria baktérie fermentujice laktdozu ne-
zavisle od jej casového rozkladu. Beta-galaktozidaza — transacetylaza
podmieniuje prenikanie laktozy do vnutra bakteridlnej bunky a konec-
nymi produktami enzymatickej reakcie z laktozy je alkohol a D-ga-
laktoza. Sucasne posobi aj ako katalyzator galakto-transferazy, a preto
sa nazyva aj induktivnym enzymom.

VETERINARNI MEDICINA 33 (LXI), 1988, ¢ ¢ 219



1. Prehlad vysledkov diferencialnej diagnostiky biochemicky pribuznych rodov en-
Survey of the results of the differential diagnosis of biochemically related genera

Pocet ‘ Test alebo substrat
Rok kmenov T T e 1o ‘
s oznaCenim L ' H.S | Sc Iindol’ urea ‘poh_vb} plyn |ONPG

|

16 ‘

1981 164

231

59

1982 97

] 174

| A y SSRGS

23 ‘

1983 1 128 i Folo :

153 !

\ it | i it

77 - . Folo—

| | 1 ' ' —————

| 1984 254

1 . 503

167 \ = | + ) ! 4 i

1985 321 [ &2 ) 4 ; ‘ N . |

i 404 ; S 4 L 4

i 342 - |+ : 4 L

|
|

Spolu 964 f T L . B

1465 | = @+ |7 ‘ | i 1

Legenda: + viacSina kultar pozitivnych vddsina kultur negativnych

Za nepritomnosti substratu laktozy je tvorba enzymu minimalna;
doplnok vyrazne indikuje syntézu. Néastup syntézy je velmi rychly.
Uvadza sa, Ze kmene neprodukujice beta-galaktozidazu nefermentuji
laktézu. Laktoza, ktord je v Zivnych pédach, je vo vztahu k tvorbe beta-
-galaktozidazy u E. coli rasticich na Zivnej pode sucCasne enzymatickym
indikatorom i substrdtom (Frunton a Simonds, 1958; Rowinl-
ski, 1964). Preto Le Minor a BenHamida (1962),Carpenter
(1963 — cit. Furowicz a i, 1968), . KaluZewski (1963) a Tyc
(1963) povaZuju ONPG za vhodny a rychly test pri rozliSovani ¢revnych
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terobaktérii izolovanych z potravin zivo€isneho pdévodu za péfroéné obdobie —
of enterobacteria isolated from foodstuffs of animal over a five-year period

’ Predbezna

ibeZ: | Depisujuce Deﬁx}it’iv_na Pocet Vysledok ‘
typizicia 1 b typizécia typizovanych typizdcie ‘
rodov : rodov kmeriov %
Salmonella LD \$;inzonella Al()‘ - 771&,0 - 1
ﬁCiln;bac—ler .| T;PB— . Citrobacter 164 100,0
1’r'oletzs— - Pi) ;| Proteus 228 98,7 .‘
~Sa1rronella o LD . Salmonella 59 100,0 j
Citrobacter B LD : PD V—C—izrobacter 97 100,0
Prote-ui\‘ 7 PD Wl’r;azeus : 166 95,1
Salr;zic;né’l}aii b ‘I})- 7_;1”1monella i 7 23 100,0 B
Citrobacter LD +PD Citrobacter 128 100,0
Prot_e;;s - IV’ED . Proteus ; 141 92,1 :
_Sal;no;elrlar o _«’LB— - Salmonella | 77 100,0 ‘
;(;’irrr;bacr'lerr - V#LIA)»T i;D_ Citrobacter { 254 100,0 l‘
7Proteuxh V = PD » ;’ro;eus i 460 91,4 %
e = |
Salmonella LD : ;Inronella | 167 100,0 ‘
Cilrobacw)r'-A” i LD+ PD Citrobacter ‘ 321 100,0 f‘
Proteus PD + Proteus | 382 __—79"47,5 |
—S-a‘l;;mlel/a o LD Salmonella | 342 100,0 1
 Glsbase LD « PD Citrobacter 964 100,0 ‘
Pror;;x - PD -+ _—I;rotezls 1377 93,9 |

vicSina kultdar negativnych
» alebo oneskorene pozitivhych

vidcsina kultar oneskorene pozitivnych

}

baktérii. Ako uvadzaji Mollaret a Chevalier (1964),.da sa ten-
to test vyuZit aj pri rodovej diferencidcii inych zirodkov (pasteurel).

V naSej praci sme z dévodov racionalizdcie diagnostickych postu-
pov overili vyuZitelnost ONPG-testu pri detekcii salmonel, citrobakterov,
proteov, ale aj inych enterobaktérii.

MATERIAL A METODA

Ako material nam sluazili laktézo-negativne bakteridlne kmene izolované pri
beznej diagnostike z réznych surovin a potravin Zivoé¢isneho poévodu. ONPG-test
sme overili v dvoch smeroch:
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— ako doplnok skriningu pri detekcii patogénov a podmieneénych patogénov
u enterobaktérii, pri ktorej je tento rychlotest vyuziteIny v orienta¢nej diferen-
cialnej diagnostike kmenov s blizkymi biochemickymi vlastnosfami;

— ako doplnok konvenénych testov pri $pecifikdcii biochemickych vlastnosti
testovanych kmernov.

Pri taxonomickom zatriedovani rodov sme pouzili taxonémiu podla Ewinga
(Ewing, 1973) so selektovanym biogramom pre zakladné testy (tvorba H:S, indolu,
plynu, utilizacia citratu, pohyblivosf, hydrolyza urey).

Doplnujuce testy tvorili: lyzin-dekarboxylaza, fenylalanin-deaminaza; dalej sa
pouzivali: VP-test, Zelatinolyza a iné testy odporucené pre enterobaktérie. ONPG-
-test sme pouzili v modifikacii, ktora uviedol Pataky (1978) — vo forme testac-
nych diskov v nasledovnom zlozeni: ONPG subst. 0.2 g, destilovana voda 10 ml,
fosfatovy pufor (pH 7) 3,3 ml.

PREVEDENIE TESTU

Do skumavky napipetujeme 0,1 ml destilovane) vody, pripravime v nej mlie¢-
ne skalenu suspenziu priamo z 18-hodinovej kultury vyrastenej na niektorej zo
selektivno-diagnostickych péd (Endo-agar, DC agar, agar s brilantovou zelenou —
Christensenova poda) a pridame disk ONPG; inkubujeme jednu hodinu. Ak do jed-
nej hodiny nezozltne, je test negativny. V pripade naznaku Zltnutia sa c¢as poéso-
benia predlzi na Sesf hodin.

V skriningu.sme pouzili len $tyri skiumavky s testami., resp. substratmi, a to
Hajnovu podu kombinovanu TSI a MIU, v ktorej sa detekovali: indol, urea, pohyb,
plyn a H:S (Pejhovska, 1975). Dalej bola pouzitd Simons-citratova poda
a ONPG-test.

PRIPRAVA FOSFATOVEHO PUFRU

Do 60 ml 0,1 M KH:POs (0,680 g KH2PO4) sa prida tolko 0,1 M NaOH, aby
sa dosiahlo pH 7. Pripravenym roztokom zvlhéime filtraény papier Whatman 4,
na ktory sme si nakreslili mriezku tak, aby na 1 ml roztoku pripadlo 36 §tvoréekov
velkosti priblizne 04 c¢cm. Po zvlhéeni nechame uschnuf v termostate, rozstrihame
na malé disky a uchovavame v chladnic¢ke.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V diagnostickej praxi sme ONPG-test overovali od roku 1981 v prie-
mere na piatich — desiatich kmefioch; sliZil nam ako diagnosticky test
v spominanom skriningu medzi biochemicky pribuznymi rodmi (tab. I},
alebo ako vylucCovaci test u izolovanych kmernov, ktoré bolo potrebné po-
drobit rozsiahlejSej biochemickej testacii. V nadvdznosti na vysledok
testu sme mohli pristipit k sérotypizacii aspon s polyvalentnymi séra-
mi (salmonely, citrobaktery), alebo sme ho pouzili ako doplnok do kon-
vencnych testov.

V tab. I uvaddzame len tri bakteridlne rody, pri ktorych pre bioche-
mickua pribuznost bol ONPG-test obzvlast vyuZiteIny. ISlo o kmene salmo-
nel, Citrobacter freundi a proteov. V rdmci tychto rodov bola spolahli-
vost rozliSovania medzi rodmi Salmonella a Citrobacter freundi 100%.
Kmene rodov Citrobacter freundi a Proteus ureaza pozitivnhe opétovne
rozlis§il ONPG-test viac ako v 90 % pripadov, a tym nemuseli byt nasa-
dené dopliujice testy. Podla naSich poznatkov beta-galaktozidazovy
test ako samotny nie je dostaCujuci pre kompletnu diagnostiku vSetkych
rodov v ramci Enterobacteriaceae. NaSe skusenosti dalej ukazuji, Ze
ako rychlotest ddva v skriningu pri potravinarskej diagnostike za po-
uZitia uvedenych testov spolahlivé dopliujice informéacie o niektorych
vlastnostiach testovaného kmefia, a tym umozZiiuje jeho rychlejSie zara-
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denie do vyselektovaného alebo klasického biogramu v skupine ONPG-
-pozitivnych alebo ONPG-negativnych kmerfiov.

Testovaci systém s akceptovanim zékladnych znakov taxonomie,
ktoré uviedol Ewing (1973), dovoloval teda spravne identifiko-
vat vdcsinu izolovanych kmetiov nad 90 %, u citrobakterov a salmonel aZ
100%. Ostatné izolované kmene boli dotypizované konvencnymi testami
na pestrom rade cukrov tak, ako to uvadzaji aj ini autori, ktori pracuji
so selektovanym biogramom (F ey, 1972; Pauc kov a, 1974).

VyuZitie testu je opodstatnené najmé pri rozliSovani biochemicky
pribuznych kmefiov. Tymto rychlotestom sa salmonely a citrobaktery
daju rozlisit uz od 15 minat do Siestich hodin. Vzhladom na rychlost
vizudlneho prejavu dava diagnosticka informaciu v den, kedy identifika-
cia kmena zacCala, preto ho povaZujeme .za rychlotest racionalizujici ty-
pizatné postupy. To ma vyhodu najméa pri vySetrovani potravin a surovin
ZivocCiSneho poévodu, ale i v ostatnej bakteriologickej diagnostike, kde
sa vyZaduje rychlost laboratorneho nélezu. Pri rychlometédach sa hod-
notia vysledky od 15 minut do Styroch aZ Siestich hodin, nakolko sa nimi
detekuju iba enzymatické a fermentacné reakcie — na rozdiel od kon-
vencnych testov, pri ktorych musia prebehniit rastové fazy testovang§ch
baktérii, a ktoré su preto Casove narocnejsie.

Beta-galaktozidazovy test, ktory navrhli Le Minor a Ben Ha-
mida (1962), zaznamenal niekolko modifikacii — od skiimavkovych aZ
po papierikové; liSia sa iba v Casovom vyhodnocovani: od niekolk§ch
minat aZz po 48 hodin (Zahradnicky a i, 1980; Pataky, 1978).
Modifikacie prinaSali okrem cCasovych dspor aj uspory ekonomické. Na-
vrhy sa tykali aj kombindacii uvedeného testu. Pataky (1978) kom-
binovali ONPG-test s tryptofdn-deamindzou, Hoszowski a Tru-
scynski (1977) s fenylalaninom.

Podla naSich dlhoro¢nych skisenosti odporucujeme beta-galaktozi-
dazovy test pre rutinnu a rychlu bakteriologicki diagnostiku.
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DoSlo dna 23. 2. 1987

WEMPAKOBA, /1. (FocyaapCTBeHHbI BeTEepUHApHbIA MHCTUTYT, Muxanosue): ONPG-tecr
B CKOpPOW AMarHoCTUKe HEKOTOpbiXx poaos 3HTepobaktepui. Veter. Med. (Praha), 33,
1988 (4) : 219-224.

Uenb pabotbl coctosna B nposepke ONPG-Tecta B AguddepeHuManbHoOW AMArHOCTUKE He-
KoTopbix poaos Enterobacteriaceae (Salmomnella, Citobacter, Proteus), y KOTOpbIX Cuu-
Tanu €ero peiualownmM MapKepoM, XoTd M MHorue GUOXMMUuUecKue TEeCTbl Yy HUX OAWHA-
koBbl, Pe3ynbTatel MOXHO ObiN0 OUEHWUTb UEPEe3 HECKO/NbKO MMUHYT, @ OKCHUATENbHO -—
yepe3 6 vaC. nccne NPUBMBKMW, UTO NO3BONUNO SMMEKTUBHO NONbZOBATLCA TECTOM B ABYX
HanpaBNeHUsaX: Kak AONONHEHWE K KNAaCCHUECKMM TeCcTaM ANS Pa3MUeHUs CanbMOHenn oT
uutobaktepos (y koTtopbix oH agaetr 100", pe3synbraT) M kak CpPeACTBO PErYNUMPOBKU AUD-
epeHyUanbHO AMAarHOCTUKMW, rAe B CONPSXKEHWW C PEe3ynbTaTOM MOXHO O6biN0 OPHEHTH-
poBaTb AanbHEWWME CEPONOrMuecKkue WMCCNef0BaHUA WMNM MCNONb30BATb B CKPUHWUHrE Ha
OCHOBE TaKkCOHOMMWM, NPUMEHSEeMoi B paaHHOM pabouem Mecte (dBuHroea, 1973).
[laHHblE TUNKW3aUMKM NOCTYNAIOT B Pa3NoOpsxXEHUE yxe B TeueHue pabouero AHH, UTO BaxHO
NpU WUCCNEAOBaHWM NPOAYKTCB MNWUTaHWA XMBOTHOrO MNPOUCXOXAEHMRA, KOrAa HYXHO npu-
HTb pEWeHUe MexAYy naToreHOM K YCNOBHbIM NaToreHoMm. TecToM MOXHO nonb30BaTbCH
M B ADYrux o6nacTax pauuoHanbHbix 6GakTepuonornueckux npuemos. Cam nepesoa 3Ha-
UMTENbHO 3KOHOMWT BPEMs, TaKk Kak OCYUWECTBASETCA NPAMO W3 M30NUPOBAHHbBIX KONOHUW.

Enterobacteriaceae; ancdbdepeHunanbHas AWarHOCTUKA; NPOAYKTbI NUTAHUSA

SEMRAKOVA, I.. (State Veterinary Institute, Michalovce): Use of the ONPG Test
in the Rapid Diagnosis of Certain Genera of Enterobacteria. Veter. Med. (Praha),
33, 1988 (4) :219-224.

The purpose of the work was to test the use of the ONPG test in the differential
diagnosis of some genera of Enterobacteriaceae (Salmonella, Citrobacter, Proteus)
in the case of which we considered it to be a decisive marker, as many biochemical
tests give identical results for them. It was possible to evaluate results after a few
minutes and definitively within 6 hours after inoculation, which enabled it to be
used effectively in two directions: — as an accessory to the classic test for dif-
ferentiating Salmonellas and Citrobacteria (with which is gave 100", results).
— in indicating the direction for differential diagnosis, where it was possible on
the basis of its result to orientate further serological investigation or its use in
screening acccerding to the taxonomy which is used in this institute (Ewing,
1973). The results of the typing are available within the course of a single working
day, which is especially important in the examination of foods of animal origin,
when it is a matter of deciding between a pathogen and a conditional pathogen.
This test can also be used in other areas of rational bacteriological procedures.
The very presentation represents a saving of time as it is produced directly from
isolated colonies.

Enterobacteriaceae; differential diagnosis: foodstuffs

Adresa autorky:
MVDr. Lubica Semrakova, Statny veterinarny ustav, 071 01 Michalovce
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VPLYV INZULINU NA OBSAH RNK A PROTEINOV V LATERALNOM
A VENTROMEDIALNOM HYPOTALAME

P. Noskovié, S. Mozes, S. Kuchar, J. Koppel

NCSKOVIC, P. — MOZES, S. — KUCHAR, S. — KOPPEL, J. ((Prirodove-
decka fakulta P. J. Safarika. Kosice: Ustav fyziologie hospodarskych zvierat
SAV. Kosice): Vplyv inzulinu na obsah RNK a proteinov v lateralnom
¢ ventromedialnom hypotalame. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) :225-231.

V pokuse sme sledovali vplyv podavania inzulinu (Pur Insulin Neuiral, 20 U.
kg-! Zz. h., s. ¢) na obsah ribonukleovej kyseliny a pro‘einov v lateralnej ob-
lasti hypotalamu (LHA) a vo ventromedialnom jadre hypotalamu (VMH)
dospelych samcov potkanov Wistar za podmienok kifmenia ad libitum alebo
bez pristupu ku krmivu. Tri hodiny (9.00—12.00 h.) po aplikacii inzulinu sme
zaznamenali u zvierat s volnym pristupom ku krmivu signifikaniné zvysenie
obsahu RNK a proteinov v LHA ako i zvySenie spoireby krmiva v porovnani
s kentrolnou skupinou. ktorej sa podaval izotonicky roztok chloridu sodného.
U zvierat bez pristupu ku krmivu neboli zmeny v obsahu RNK a proteinov
v LHA zaznamenané. Vo VMH neboli signifikantné zmeny obsahu RNK a pro-
teinov zistené ani u jednej skupiny. Vysledky poukazuju na suvislosf medzi
prijmom potravy a aktivovanim LHA. Naznacuju, Ze inzulin priamo nena-
vodzuje zmeny obsahu RNK a proteinov v LHA, ale Ze jeho efekt je spro-
stredkovany zvySenym prijmom Kkrmiva.

centra prijmu potravy: potkan; spotreba krmiva

Aplikdcia inzulinu navodzuje hyperidgiu a zvySenie telesnej hmot-
nosti u mnohych druhov zvierat i Cloveka (Silverstone a Bes-
ser, 1971; Booth, 1972; Boda a i, 1973; Moze$ a Kuchar,
1977). Toto zvySenie prijmu potravy sa prisudzuje sprievodnej hypoglyké-
mii a naslednej celuldarnej glukopénii (Gieselman a Novin, 1982).
Predpokladd sa tieZ centralne poésobenie inzulinu, na ¢o poukazuje pri-
tomnost inzulinu a inzulinovych receptorov v CNS, obzvlast v hypo-
talame (Havrdankova a i, 1978; Sakamoto a i.,, 1980).

Pritomnost glukozo-senzitivnych neurdonov vo ventromedidlnom
(VMH) a lateralnom (LHA) hypotalame svedc¢i o spojitosti metabolizmu
glukozy s funkciou tychto Struktir (Anand a i, 1964). Na moZnost
priameho vplyvu inzulinu na hypotalamické ,centrda“ prijmu potravy
poukazuje aj zvySend elektricka aktivita neuronov vo VMH a zniZena
aktivita v LHA po jeho aplikdcii (Anand a i, 1964; Hernandez
a Gottberg, 1980).

7. literarnych tdajov je zname, Ze obsah ribonukleovej kyseliny
(RNK) v neurdonoch je vo vSeobecnosti ukazovatelom neurdlnej aktivity
(Hyden a Egyhasi, 1964; Pevzner, 1966; Novdkova a i,
1971). CiZe zmena mnoZstva RNK v neurénoch odraZa zmenu ich funké-
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nej aktivity (Hyden, 1964; Kfecek a i, 1972; Novakova a i,
1974).

Cielom nasSej prace bolo sledovat vplyv podania inzulinu na obsah
RNK a proteinov vo VMH a LHA u potkanov s volnym pristupom ku
krmivu a bez pristupu ku krmivu po aplikécii.

MATERIAL A METODY

Experiment sme robili na dospelych potkanoch samcoch (300—350 g) kmena
Wistar. Pokusnej skupine (n = 26), ktora bola rozdelena na dve podskupiny A a B,
sme aplikovali inzulin 20 U.kg-! z h., s. ¢. (Pur Insulin Neutral, Lé¢iva, Praha,
40 U'ml) o 9.00 hodine. A skupina mala po cely ¢as voIny pristup ku krmivu a vode,
skupine B bolo po aplikacii odobraté krmivo a mala k vode volny pristup. Kon-
trolnej skupine, kiora mala cely ¢as volny pristup ku krmivu a vode, sme apliko-
vali s. ¢. 0,2 ml izotonického roztoku chloridu sodného. Tri hodiny po aplikacii sme
vSetky zvierata dekapitovali, mozgy do jednej minuty vybrali, zamrazili (—20 °C)
a vo frontalnej polohe 1 mm od kaudalneho konca skrizenia optického nervu sme
kaudalnym smerom narezali (4 X 400 um rezy). Oblasti VMH, LHA a cortexu sme
z uvedenych rezov separovali pomocou prepara¢ného stereomikroskopu a mikro-
disekénej meiody.

Histologicku kontirolu spravnosti separacie prislusnej oblasti sme robili po
fixacii Carnoyovym roz.okem a ofarbeni hematoxylin-eozinom. RNK a DNK sme
stanovili metodou, ktoru opisali Karsten a Wollenberger (1977) a2 modi-
fikovali Koppel a i. (1981) pri excitaénej vinovej dlzke 330 nm a emisnej
dlzke 585 nm,

Proieiny sme stanovili spektrofotometricky Lowryho meiodou v modifikacii
podla Petersona (1977).

Obsah RNK bol vyjadreny pomerom RNK DNK a obsah bielkovin pomerom
protein DNK,

Spoireba vody a krmiva bola merana po troch hodinach od aplikacie s pres-
nosfou = 0,1 g, resp. 0,1 ml.

VYSLEDKY

U pokusnych zvierat s volnym pristupom ku krmivu a vode sme za-
znamenali signifikantné zvySenie prijmu potravy (p < 0,001) po aplika-
cii inzulinu v porovnani s kontrolnou skupinou zvierat (tab. I). Zistili
sme signifikantne (p < 0,01) zvySeny obsah RNK (vyjadreny pomerom
RNK/DNK) a proteinov (p < 0,01) {vyjadreny pomerom protein/DNK)
v laterdlnej hypotalamickej oblasti u experimentdlnej podskupiny A
(s volnym pristupom ku krmivu po aplikacii inzulinu) v porovnani
s kontrolnou skupinou (obr. 1, 2). U experimentalnej podskupiny B

I. Spotreba krmiva a vody merana tri hodiny po aplikacii inzulinu (9.00—12.00 ho-
din) (20 U.kg-! z. h.) a izotonického roztoku chloridu sodného (vysledky su uda-
vané ako aritmetické priemery =S.E.M.; +++ = p < 0,001) — Feed and water
consumption measured three hours after the administration of insulin (9.00—12.00 h)
(20 U per kg 1. w.) and the isotonic solution of sodium chloride (the results are
given as arithmetical means = S.E.M.; +++ = p < 0.001)

| Snotrebs krmiva (g) i Spotreba vody (ml)
Pokusné 1,445 + 0,79+ 5,0 = 1,732
l Kontrolné 0,5 - 0,304 2,461 1,56
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1. Obsah RNK (vyjad- s krmivom bez krmiva
reny pomerom RNK

DNK v lateralnej ob-

lasti hypotalamu B, vo
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kého roztoku chloridu

sodného, ++ = p < 0.01) — The content of RNA (expressed by the RNA/DNA
ratio in the lateral part of hypothalamus B, in the ventromedial hypothalamus
nucleus [J, and in the cortex |_)) three hours after s. ¢. administration of insulin
(20 U per kg of live weight) and the isotonic solution of sodium chloride (the
results are given as arithmetical means =S.E.M,; P — insulin administration,
K — administration of isotonic sodium chloride solution, ++ = p < 0.01)
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(kimivo odobraté po aplikdcii inzulinuj sa obsah RNK a proteinov
v LHA oproti kontrole nezvysil.

Vo VMH a v cortexe neboli zistené vyznamné rozdiely v obsahu
RNK a proteinov medzi pokusnymi podskupinami a kontrolnou skupinou
zZvierat.

Vysledky naznacuji, Ze aplikdcia inzulinu zvySenie obsahu RNK
a proteinov v Studovanych hypotalamickych oblastiach priamo nena-
vodzuje, ale Ze tento eifekt je len sekundarny a sivisi s naslednou hy-
perfagiou.

DISKUSIA

Subkutdnna aplikéacia inzulinu v priebehu prvej polovice dennej pe-
riody navodila hyperfagiu, co je v sidlade s literarnymi adajmi (Pank -
sepp, 1973; Moze$§ a i., 1Y77). ZvySenie prijmu potravy ako i hlbka
hypoglykémie zavisia od podanej davky (Moze$ a i., 1977). Nami po-
uzita davka (20 U.kg~! Z. h.) bola uz dostatofna na navodenie oboch
efektov (obr. 3, tab. I). Po podani inzulinu zvieratéam drzanym za pod-
mienok krmenia ad libitum sme oproti kontrolnej skupine zvizrat za-
znamz=nali zvySenie obsahu RNK a proteinov v LHA. Zdé sa, Ze tdto ob-
last, nmredstavujica sucast Struktar CNS zavojenych do kontiroly nrijmu
potravy, reaguje (v interakcii s inymi Struktdrami) na aktuélne nutric-
né zmeny orgaiizmu. AvSak efeki inzulinu na obsah RNK je zrejme
sekundavny. Potvrdzuje to skuioCnost, ze jeho bezurostredni reguléciu
transnortu a metabolizmu v mozgu vylucuje veimi nomaly prietok inzu-
linu mozgovomieSnou tekutinou (Margolis a Altszuler, 1976;
Woods a Porte, 1977). Su dokazy o tom, Ze inzulin moZe poscbit
na mestabolizmus glukozy v mozgu (Mellerup a Rafaelsen,
1969), syntézu glykogénu a aminokyselin {Daniel a i, 1977) ori vre-
chode cez mozgovo-Krvna bariéru.

Skutocnost, Ze zvySenie obsahu RNK a proteinov bolo zistené len
u skupiny s volnym pristupom ku krmivu, zatial ¢o u pokusnych zvierat,
ktoré mali po aplikdcii inzulinu odobraté krmivo, sa hladina RNK a pro-
teinov prakticky nezmenila, hovori v prospech nepriameho pésobenia.

ZvySenie obsahu RNK v LHA néasledkom hyperfdgie je v silade
s naSimi predchéddzajicimi vysledkami (nepublikované tdaje). Zistili
sme najvySSi obsah RNK v LHA v cCase prirodzene najvys$sej spotreby
krmiva v nriebehu cirkadidnneho reZimu. Teda obsah RNK v LHA je
v nozitivnej korelacii s prijmom rotravy.

Zvy3enie obsahu proteinov v LHA je v stlade so zistenim, Ze ohsah
RNK v tkanivach odraZa v vpodstate ich intenzitu proteosyntézy (Mun -
ro, 1972). AvSak trojhodinovy Casovy interval sa zda byt prili§ kratkym
Casovym usekom, aby mohlo déjst k vyznamne zvySenej syntéze pro-
teinov. Do tvahy by prichddzala moZnost vyplavenia urcitych frakcii
proteinov z tejto oblasti. alebo jei inhihicia. Vo VMH sme rozdiely v ob-
sahu RNK a proteinov medzi pokusnymi skupinami navzdjom a v no-
rovnani s kontrolnou skupinou zvierat nezistili. Predpokladame, Ze tato
oblast je zapojena do regulacie prijmu potravy s dlh§im ¢asovym interva-
lom, ¢o je v stlade s Kennedyho tedriou (Kennedy, 1972), Ze pri-
marnou funkciou VMH je stabilizicia telovych tukovych zasob. Nasved-
¢uje tomu i zistenie autorov Simkova ai. (1979), ktori zaznamenali
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zmeny elektrickej amplitidy vo VHM a LHA u potkanov kfmenych vy-
sokotukovou a vysokoproteinovou diétou. LHA reagovalo na vysoky ob-
sah proteinov a VMH na vysoky obsah tukov v diéte. To siCasne nazna-
Cuje aj ich rozdielnu tlohu v chemoS$pecilickej kontrole »rijmu potravy.
O Speciiickej suvislosti zmien obsahu RNK a proteinov v LHA s kontro-
lou prijmu potravy svedci i relativne stdly obsah RNK v cortexe, ktory
predstavuje oblast, ktord nie je priamo zapojend do Kkontroly prijmu
potravy.

Vysledky experimentn naznacuji, Ze podanie inzulinu priamo ne-
vyvolava zmeny obsahu RNK a proteinov v hypotalamickych oblastiach
(zapojenych do kontroly prijmu potravy]), ale Ze tento efekt je navodeny
cestou zvySeného prijmu potravy. Potvidzuje sa tieZ predpoklad, Ze la-
terdlna oblast hypotalamu reaguje na aktudlne nutricné zmeny orga-
nizmu, kdeZto ventromedidlne jadro reaguje na podnety dlhodobejSieho
charakteru (zvySenia obsahu RNK vo VMH po 24 a 48 hodinach hlado-
vani — nepublikované udaje).
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Doslo dna 22. 6, 1987

HOCKOBWY N. — MO3EW, W. — KYXAP, C. — KOMNMNEN, K. (Buonormueckuin da-
kynbter M. W. Wadapuka, Kowmnue; MHCTUTYT (DU3INONOIMKU CENbCKOXOIAUCTBEHHBIX KH-
soTHbix CAH, Kowwuye): Bnnaune mucynuua Ha cogepxanve PHK u nporteuwnos 8 6oko-
BOii u BEHTpOMeawaNLHoil 4acTax MO3ra nog 3putenbHbim Gyrpom. Veter. Med. (Praha).
33, 1988 (4) :225-231.

B onbite Mbl Habnioaanu BansHue no3uMposkm mucynuda (Pur Insulin Neutral, 20 U . xr—!
X. M., n.k.) Ha cogepxaHue PHK u npotenHoB B naTepanbHou 06naCTW runotanamyca
(NFA) u B BEeHTpOMeaMansHOM aape runotanamyca (BMI) B3pOCAbIX CaMUOB CEPbIX KPbIC
Wistar 8 ycnosuax ad libitum wnm 6e3 npucryna k kopmy. Tpwu uaca (9.00—12.00 uac.)
nocne HaszHaueHUs WHCY/NUHA Mbl OTMETUAU Y XUBOTHbLIX CO CBOGOAHLIM MPUCTYNOM K KOpMY
2HauuTensHoe nosbliueHne coaepxaHns PHK u npoteuHos B /ITA kak v nosbllieHUE
notpebneHus KOPMOE B CPABHEHUM C KOHTPONbHOW rPynnoi, KOTOPOW HazHauancs M30TO-
HUUECKUIK PACTBOP XNOPUCTOrO HaTpus. Y XMBOTHbIX Oe3 NpuUCTyna K KOPMYy MW3MEHEHWUS
B ccpepwanmn PHK u npoteuHcsd He 6binn obGHapyxenb. B BMI He 6bin0 3HauuTeNbHbIX
M3MeHeHun coaepxaHua PHK u npotenHos ob6HapyxeHO Hu y ogHOu u3 rpynn. Pesynbtatbl
YKa3blBalOT Ha 3aBMCUMOCTb Mexay NpPUMeMoM nuiun v aktveuposaHuem JITA. HasHauatoT,
UTO MHCYNWUH NPAMO HE Bbi3biBaer MU3MeHeHWn copepxaHus PHK u npoteuHos B /ITA, HO
uTC ero 3deKkT 06YCNOBNEH NOBLILIEHUEM NPUEMA KOPMOB.

LUEHTPbI NPUEMA MUK, Cepas KpbiCa; noTpebneHue kopma

NOSKOVIC, P. — MOZES, S. — KUCHAR, S. — KOPPEL, J. (Faculty of Science
of P. J. Safarik University, KoS$ice; Institute of Farm Animal Physiology. Slovak
Academy of Sciences, Kosice): The Effect of Insulin on RNA and Protein Contents
in the Lateral and Ventromedial Hypothalamus. Veter. Med. (Praha). 33. 1988 (4) :
225-231.

A trial was conducted to study the effect of the administration of insulin (Pur
Insulin Neutral, 20 U per kg 1. w., s. ¢.) on the contents of ribonucleic acid and
proteins in the lateral hypothalamus part (LHA) and in the ventromedial hypo-
thalamus nucleus (VMH) of the adult Wistar rats under the conditions of ad libitum

230 VETERINARNI MEDICINA — 1988



access to feed or without access to feed. Three hours after insulin administration
(9.00—12.00 h), significant increases of RNA and protein contents in LHA were
recorded in the animals with the free access to feed, and their feed intake was
alsc higher than in the control group, where the animals were given an isotonic
solution of sodium chloride. No changes in the content of RNA and protein in LHA
were found in the animals having no access to feed. As for RNA and protiein
contents in the VMH, no significant changes were recorded in any of the groups.
The results suggest that there is a relationship between feed intake and LHA
activity. The insulin does not directly induce changes in RNA and protein contents
in LHA: its effect is mediated by increased feed intake.

centres for feed intake: Norway rat; feed consumption

NOSKOVIC, P. — MOZES, S. — KUCHAR, S. — KOPPEL, J. (Naturwissenschaft-
liche Fakultit der P. J. Safarik-Universitit, Ko$ice; Institut fiir Physiologie land-
wirtschaftlicher Nutztiere der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, Kosice):
Einflufi von Insulin auf den Gehalt der RNS und Proteine im lateralen und ventro-
medialen Hypothalamus. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 225-231.

In unserem Versuch studierten wir den Einflu3 der Applikation von Insulin (Pur
Insulin Neutral, 20 U.kg-! Lebendmasse, s. ¢.) auf den Gehalt der Ribonuklein-
sidure und der Proteine in der lateralen Area des Hypothalamus (LHA) und im
ventromedialen Kern des Hypothalamus (VMH) bei geschlechtsreifen Méinnchen
der Wistar-Ratten u. zw. unter Bedingungen ad libitum oder ohne Zugang zum
Futter. Drei Stunden nach der Insulinapplikation (9.00—12.00 Uhr)) verzeichneten
wir bei den Tieren mit freiem Zugang zum Futter eine signifikante Erhohung des
RNS- und Proteingehalts in der LHA sowie einen erhohten Futterverbrauch gegen-
uiber der Kontrollgruppe, der nur eine isotonische Natriumchloridlosung verabreicht
wurde. Bei den Tieren mit verhindertem Zutritt zum Futter wurden keine Ver-
anderungen des RNS- und Proteingehalts in der LHA festgestellt. Im VMH wurden
signifikante Verdnderungen des RNS- und Proteingehalts in keiner der Gruppen
festgestellt. Die Ergebnisse weisen auf einen Zusammenhang zwischen der Futter-
aufnahme und der Aktivierung der LHA hin. Sie deuten an, dal das Insulin Ver-
dnderungen des RNS- und Proteingehalts in der LHA nicht direkt veranlaB3i,
sondern dafl} sein Effekt durch erhohte Futteraufnahme vermiitelt wird.

Zeniren der Futteraufnahme:; Ratte: Futterverbrauch

Adresy autorov:

MVDr. Peter Noskovié¢, Prirodovedecka fakulta univerzity P. J. Safarika,
Moyzesova ul. ¢. 11, 040 00 Kosice

MVDr. S:efan Moze$ CSc., MVDr. Stanislav. Kuchar, CSc., MVDr. Juraj
Koppel CSc., Ustav fyziologie hospodarskych zvierat SAV, Dukelskych hrdi-
ncv 1 B, 040 00 KoSice
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IMUNOSTIMULACNY UCINOK NESPECIFICKEHO TRANSFEROVEHO
FAKTORA NA T A B DEPENDENTNE LYMFOCYTY MORCIAT
V OCHRANNOM EFEKTE PRI ASKARIDOZE

Z. Boroskova, M. Benkova, K. Cech, J. Pekarek

BOROSKOVA, Z. — BENKOVA, M. — CECH, K. — PEKAREK, J. (Helminto-
logicky ustav SAV, Kosice; Ustav sér a oékovacich latek, Praha): Imunosti-
mulacény ucinok nespecifického transferového faktora na T a B dependentné
lymfocyty moréiat v ochrannom efekte pri askaridoze. Veter. Med. (Praha), 33,
1988 (4) : 233-240.

Sledovali sme imunomodulaény uc¢inok nesSpecifického bovinného transfero-
vého faktora (TF; vyrobca: USOL, Praha) na T a B dependentné lymfocyty
v lymfoidnych organoch moréiat (slezina, hepatalne, mediastinalne, mezenie-
rialne lymfatické uzliny) pri experimentalnej askariddéze. Zistili sme, Ze sku-
mana latka signifikantne zvySuje hladinu T bunkovej populacie vo vsetkych
lymfoidnych organoch (P < 0,01) a B bunkovej populacie v troch lymfoidnych
organoch (slezina pri P < 0,01, hepatdlne pri P < 0,05, mezentierialne lymfa-
tické uzliny pri P < 0,01) uz v ranej faze invazneho procesu. Ochranny efekt
(OE) nespecifického transferového faktora, hodnoteny redukciou poc¢tu migru-
jucich lariev askarid v plucach hostitelov, bol 372", (pri $pecifickom TF
mozno ocakavaf zvysenie OE).

lymfoidné organy: experimentalna askaridoza: Ascaris suum

jednou z perspektivnych ciest imunoprofylaxie a imunoterapie hel-
mint6z je zvySovanie reaktivity hostitelov imunomodulacnymi latkami.
Spomedzi nich sa stdle vacs$i vyznam rpripisuje transferovému faktoru
(TF). Ucinok tohto nizkomolekuldrneho dialyzatoru z leukocytov spociva
hlavne v pésobeni na imunitné reakcie sprostredkované bunkami. Okrem
posobenia TF na chemotaxiu a blastogenézu lymfoidnych buniek, pro-
dukciu aktivnhych medidtorov a iné ucinky ma tato latka schopnost
regulovat hladiny T a B dependentnych lymfocytov (Sherwood,
1974; Platz a i, 1976; Kleisius a Kirpatrick, 1983). Priazni-
vo ovblyviiuje i kooperdciu medzi tymito dvoma bunkovymi populaciami
(Sherwood, 1974).

Imunomodulacné vlastnosti transferového faktora boli potvrdené aj
pri niektorych helmintozach zvierat. Pri enterostrongyldtoch prezivav-
cov a morciat Studovali ucinok tohto imunologicky aktivheho medidtora
Ross a i (1979), Ross a Halliday (1979, 1982), Mackenzie
ai. (1982), Hunter a i. (1983) a dalsi. Uvedeni autori dokéazali, Ze
preventivna aplikacia transferového faktora (pred experimentalnou in-
vaziou zvierat) zniZuje u hostitelov (oviec a hovddzieho dobytka) inten-
zitu invazie tymito helmintami a redukuje pocet vajicok vo fekdaliach.
Pri aplikéacii imunoglobulinov zo séra iminnych hostitelov a $pecifickych
antigénov sa ucinok transferového faktora zintenzivnil. Efektivnost TF
potvrdili aj Maddison a i. (1976) pri experimentdlnej schistozo-
moze opic.
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Uc¢inok uvedenej latky na T a B dependentné lymfocyty pri helmin-
tozach doteraz nebol SirSie skimany. Hunter a i. (1983) opisali Spe-
" cifické imunocelularne zmeny v sleze po aplikovani TF pri experimen-
tdlnej hemonchoze jahniat. Imunitni odpoved spojent s podanim tohto
mediatora charakterizovali ako neskoru lokalnu hypersenzitivnu reakciu,
pri ktorej okrem zmnoZenia eozinofilov, bazofilov a Zirnych buniek do-
chadza ku kumulécii lymfocytov v sleze.

Cielom préace bolo overit neSpecificky uc¢inok bovinného transfero-
vého faktora na hladinu T a B dependentnych lymfocytov v lymfoidnych
crganoch morciat pri experimentalnej askaridoze.

MATERIAL A METODY

ZVIERATA A USPORIADANIE POKUSOV

Pre pokusy sme pouzili 70 morc¢iat o priemernej hmotnosti 250 g (VELAZ,
Praha Lysolaje), rozdelenych na pokusnu skupinu (30 morc¢iat) a kontrolnu skupinu
(30 mor¢iat), v ktorych sme T a B lymfocyty sledovali v tychto lymfoidnych orga-

noch: slezina — S; lymfatické uzliny: hepatilne — H, mediastinalne — Md, mezen-
terialne — Mz, a to bezprostredne pred aplikovanim TF (nulty den) a v 1., 2., 5.,

7., 9., 12, 15, 19. a 22. dni po invadovani. Na zostavajucich desiatich morc¢atach
(druha pokusna a kontrolna skupina) sme vyhodnotili ochranny efekt bovinného
transferového faktora (vyvojovy vyrobok USOIL. Praha).

Pokusnej skupine zvierat (30 ks) sme 24 hodin pred experimentalnou invaziou
vajickami Ascaris suum (3000 vajicok na morcéa) aplikovali jednorazovo s. c. transfe-
rovy faktor ziskany zo 150 milionov buniek lymfatickych uzlin zdravého hovidzie-
ho dobyika.

Kontrolna skupina predstavovala morcata (30 ks) experimentalne invadované
vajickami A. suum (bez aplikovania TF).

Ochranny efekt transferového faktora. t. j. vplyv na redukciu poé¢tu migru-
jucich lariev v plucach, sme vyhodnotili u piatich morc¢iat experimentalne inva-
dovanych 3000 vajickami A. suum na jedno morcéa (po predchadzajucom pnodani
transferového faktora v uz uvedenej davke). Kontrolnu skupinu pritom tvorilo pat
morciat (experimentalne invadovanych vajickami tcho istého druhu helminia bez
aplikacie TF). Siedmy den po invazii sme vsetkych desaf morc¢iat zabili a larvy
z pluc sme ziskali Baermannovou metddou.

PRIPRAVA NESPECIFICKEHO BOVINNEHO TRANSFEROVEHO FAKTORA
(Cech a Pekarek, 198 — nepublikované)

Transférovy faktor bol pripraveny z uzlin zdravych jatoénych zvierat. Po
predchadzajucej homogenizacii a destrukeii tkaniva opakovanym zmrazovanim
a rozmrazovanim bola bunkova suspenzia dialyzovana a zahustena lyofilizaciou.
Po resuspendovani a sterilizacii filtraciou bol preparat upraveny tak, Ze jedna
davka odpovedala 1 X 10° leukocytov.

IZOLACIA MONONUKLEARNYCH BUNIEK Z ORGANOV
(Prochazkova, 1979)

Bunkovu suspenziu sme ziskali zhomogenizovanim vzoriek jednotlivych orga-
nov (o hmotnosti 1 az 2 g) vo vychladenom médiu (M 199) o pH 7.2.

E-ROZETOVA METODA (Stadecker a i, 1973)

0,1 ml é¢istej suspenzie izolovanych lymfoidnych buniek v koncentracii 10% sme
zmie8ali s rovnakym objemom bovinného fetialneho séra (Vysoka $kola veterinarni,
pracovi§ié specialnich kultivaénich sér, Brno) a s dvojnasobnym objemom suspenzie
kraliéich erytrocyiov stabilizovanych piat dni v Alseverovom roztoku. Pomer krali-
¢ich erytrocytov a lymfocytov bol upraveny na 50 : 1.
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EAC-ROZETOVA METODA (Komarek, 1979)

Pri stanoveni B lymfocytov na zaklade ich receptorov pre komplement sme
dodrziavali postup uvedeného autora s tym rozdielom, Ze namiesto mysSacieho
komplementu sme pracovali s ¢erstvym moréacim komplementom v titrovej hod-
note 1 :320, ktora sa nam osved¢ila v predchadzajucej praci (Boroskova a i,
1982).

Statisticki vyznamnost priemernych hodnét T a B lymfocytov v pokusnej
a kontrolnej skupine morciat sme hodnotili testom rozdielu relativnych hodnot
(Reisenauer, 1970).

VYSLEDKY

Hodnoty percentudalneho zastipenia obidvoch
bunkovych populacii (T a B) detekovanych rozetovymi meto-
dami (E a EAC) v pokusnej a kontrolnej skupine morciat uvadzame
v tab. I. Priemerné hodnoty tychto imunocelularnych elementov pri kaz-
dom dni st vysledkom testovania vzdy troch morciat.

POKUSNA SKUPINA

a) Velmi napadné zvySenie hodné6t buniek formujicich E rozety
(T bunky) sme oproti nultému driu ( = Citatel zlomkov) zaznamenali uZ
v prvom dni po invazii (= menovatel zlomkov), a to vo vSetkych testo-
vanych organoch (S — 35/72 %, uzliny: H — 25/80 %, Md — 30/55 %,
Mz — 30/67 %), ktoré pokracovalo aj v dalSom, t.j. druhom dni odberu
a dosiahlo maximéalne hodnoty v piatom dni po invazii v hepatalnych
(87 %) a v mezenteridlnych uzlinach (91 %), v siedmom dni v slezine
(83 %) a mediastinalnych uzlinach (86 %).

Po tomto maxime sme zaznamenali pri dalSich dvoch odberoch —
v 9. a 12. dni po invazii — mierny pokles hodnét vo vSetkych organoch.
VyraznejSi pokles hodnét tejto bunkovej populdcie sa prejavil v dalSich
odberoch — v 15. a 19. dni po invazii — a pokracoval aj v poslednom
odbere, t.j. v 22. dni po invazii. Pri poslednom odbere bolo percentudlne
zastipenie buniek v porovnani s nultym diiom ovela vysie (S — 50 %,
uzliny: H — 50 %, Md — 36 %, Mz — 40 %), takZe T lymfocyty sa na
konci sledovania nevréatili k vychodiskovym hodnotam.

b) Mierne ,zvySenie“ B bunkovej populécie s receptormi pre komple-
ment (EAC rozety) sme zaznamenali v prvom dni po invazii v slezine
(17/20 %) a v mezenteridlnych uzlinach (20/21 %), v druhom dni v he-
patalnych (18/20 %) a v mediastindlnych uzlindch (19/22 %).

Percentué&lne zastiipenie tychto buniek sa zretelne zvySilo v dalSich
dvoch odberoch, t.j. v piatom a siedmom dni po invazii. ISlo o maximal-
ne hodnoty v H-uzlinach (18/30 %) a v Mz-uzlindch (20/32 %), zatial
¢o v slezine a v mediastindlnych uzlindch sme maximélne hodnoty zistili
v 12. dni po invazii (S — 17/34 %, uzliny Md — 19/35 %).

V 19. a 22. dni po invazii hodnoty B buniek poklesli vo v8etkych
organoch, pricom podobne ako pri T bunkdch bez navratu k vychodisko-
vym hodnotam.

KONTROLNA SKUPINA

a) U kontrolnej skupiny invadovanych morciat (bez aplikacie trans-
ferového faktora) sme zistili miernejSie zvy3Sovanie hladiny T buniek vo
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1. Priemerné percentuilne hodnoty T a B lymfocytov (detekovanych E a EAC rozetovymi metédami) v lymfoidnych organoch
moré¢iat po aplikacii hoviddzieho transferového faktora a po experimentalnej invazii vajickami Ascaris suum — The average
percentual values of the T and B lymphocytes (detected by the E and EAC rosette methods) in the lymphoid organs in guinea
pigs after the administration of the bovine transfer factor afier experimental invasion by the eggs of Ascaris suum

! l Derl odberu
| ) Vysetro- |

| ! | | |
Mctc’)dylvané10'1‘2‘5;7{9!12r15!19522'1;2'5:7:9!12‘15)19}22
‘ organy : : : !
‘ ' Hodnoty bunick pokusnej skupiny v l Hodnoty buniek kontrolnej skupiny v “,
i § _ B B S =
| E rozety H 25 80 84 87 79 ' 78 } 5 ’ 60 60 50 25 30 36 49 { 47 35 30 26 26
R S 3 | 72| 75 | 81| 83 | 82| 80 | 70 | 55| 50| 36 | 37| 30| 48| 37| 36| 36 | 36 | 36
Md 30 55 65 81 86 i 84 81 { 55 45 36 30 33 34 46 42 40 40 41 33
4 Mz 30 67 78 91 80 ! 75 l 75 | 67 50 40 32 | 35 35 48 36 | 32 32 32 32
| |
===y = = | S e —— . — ||/ — =
EAC rozety H 18 18 i 20 23 30 | 30 | 33 | 30 25 25 18 20 25 26 i 29 | 20 | 20 18 18
(B bunky) s 17 | 20 | 22| 27 | 31 ; 33 { 3 | 33| 33|28 | 18|20 |2 |21 22[19 2|20 |20
Md 19 19 22 24 26 | 31 35 J 30 32 25 23 22 23 27 | 33 22 | 22 22 22
i Mz 20 21 21 ‘ 30 | 32 l 30 ’ 30 i 29 | 27 27 1 20 23 23 24 22 20 20 20 20
H hepatédlne miazgové uzliny Md - mediastinalne miazgové uzliny
S slezina Mz  mezenteridlne miazgové uzliny

Experimentdlna invazia: vajicka A. suwm v davke 3000 na morca (pokusna skupina a kontrolnd skupina)
Aplikacia transferového faktora: jednorazova aplikacia transferového faktora ziskaného zo 150 milionov buniek (pokusna skupina)



vSetkych testovanych organoch do siedmeho diia po invazii (S — 36/
/48 %, uzliny: H — 25/49 %, Md — 30/46 %, Mz — 30/48 %).

b) Mierne zvySovanie hodnot B buniek s receptormi pre komplement
(EAC rozety) sme zaznamenali v prvom dni — v slezine (17/18 %) a me-
diastindlnych uzlinach (19/23 %) a v druhom dni po invazii — v hepa-
talnych (18/20 %) a v mezenteridlnych uzlindch (20/23 %).

Maximalne hodnoty B buniek sme zistili v siedmom dni po invazii
v uzlinach Mz (20/24 %) a v deviatom dni po invazii v ostatnych testo-
vanych organoch (S — 17/22 %, uzliny: H — 18/29 %, Md — 19/33 %).

Po kulminacii nastipila faza poklesu hodnét tychto imunocelular-
nych elementov, ktord pokraCovala az do 19. diia po invazii (S — 17/
/20 %, uzliny: H — 18/18 %, Mg — 19/22 %, Mz — 20/20 %). Posledny
defi pokusu, t. j. 22. denl po invazii, sme nezaznamenali dal3i pokles hod-
not B buniek.

Ako vyplyva z udajov uvedenych v tab. I, priemerné hodnoty T lym-
focytov v pokusnej skupine morciat v porovinani s kontrolnou skubinou
boli vo vSetkych lymfoidnych organoch signifikantne vysSie (P < 0,01).
Hladina B lymiocytov v pokusnej skupine zvierat bola signifikantne vys-
Sia v troch lymfoidnych organoch (S — P < 0,01, H—P < 0,05, Mz —
— P < 0,01) v porovnani s kontrolnou skupinou.

Pri hodnoteni ochranného efektu hovddzieho transferového
faktora (na zaklade redukcie po¢tu migrujicich lariev Skrkaviek v plua-
cach invadovanych morciat) sme zistili, Ze bol 37,2%.

Redukcia larvalnej migracie v plicach morciat v pokusnej skupine
sa v porovnani s kontrolnou skupinou prejavila i kvantitativnym zniZe-
nim patologicko-anatomickych zmien plicneho tkaniva. ISlo hlavne
9 menS§i vyskyt petéchii a ekchymoz.

DISKUSIA

Praca sa zamerala na sledovanie imunomodulacného tucinku neSpe-
cifického bovinného transferového faktora na T a B dependentné lymfo-
cyty v priebehu migracnej fazy exnerimentdlnej askaridézy morciat. Vy-
hodnotil sa tiezZ ochranny efekt skiamanej latky, t.j. vplyv na redukciu
poctu lariev askarid v plicach ne$pecifickych hostitelov.

V porovnani s naSimi predchadzajicimi pokusmi (Benkova a i,
1984, 1986), pri ktorych sme sledovali kvantitativny vyskyt obidvoch
druhov mononuklearnych buniek (T a B) v rovnakych ¢asovych inter-
valoch pri tej istej modelovej helmintéze po podani vitaminu A a BCG
vakciny, st hodnoty nercentudlneho zastivenia T buniek prezentované
v tejto praci vysSie.

7 toho vyplyva i pomerne Siroké vyuZitie transferového faktora v te-
rapii primarnych a sekundarnych imunodeficiencii v huménnej me-
dicine. V tejto stuvislosti treba upozornit na konS$tatovanie autorov
Kleisius a i. (1980). Ze v doterajSich pracach pri experimentalnych
helmint6zach nie je zmienka, ¢i iSlo o stavy imunologickei nedostatoc-
nosti. Ako je zname. askaridy (podobne ako iné druhy helmintov) na-
raSaji u hostitelov funkéna integritu imunitného systému, v doésledku
¢oho sa rozvija sekundarny imunodeficit (Crandall ai.. 1978). V na-
Sich pokusoch vSak ani pomerne velké davky vajiCok A. suum u morciat
nevyvolali imunodeficitny Gc¢inok.
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Oproti predtym skaSanym imunomodulacnym latkam (Benkova
a i., 1984, 1986) sme zaznamenali rozdiely i v ochrannom efekte TF. Ten-
to efekt bol v porovnani s TF (37,2 %) pri BCG vakcine vy3si (50 %)
a pri vitamine A o nieco nizsi (36 %).

Je zname, Ze efektivnost TF je vyS$Sia, ak ma Specificki povahu. Tak
pri experimentalnych enterostrongylatozach prezavavcov overovali Ross
a Halliday (1979), Mackenzie a i. (1982) a Hunter a i.
(1983 etektivnost Specifického transferového takiora pripraveného
z imuniiych donorov. Jeho aplikdciu kombinovali s podanim Specifickych
imunoglobulinov a antigénov (Mackenzie ai., 1982; Hunter a i,
1983). Uvedené latky zintenzivnili iCinok poctu vajiCcok helmintov vo fe-
kaliach zvierat a v zniZeni intenzity invazie. Ross a Halliday
(1979) uvadzaju pri experimentalnej hemonchoze oviec po podani TF
zniZenie intenzity invazie od 30 do 72 %. Z vysledkov autori dedukovali,
ze profylaktickd aplikacia TF indukuje ochranu mladych jahniat proti
enterostrongylatom parazitujiacim v sleze. Aktivita TF pritom napadne
pripomina efektorovy mechanizmus, ktory vznika pri fenoméne self-cure
(Stoll, 1929). Jeho podstatou je lokalna neskora hypersenczitivna re-
akcia (Hunter ai. 1983).

I ked citovanymi autormi dosiahnuté vysledky so Specifickym TF
su zaujimaveé, treba poznamenat, Ze priprava tohto faktoru je daleko na-
kladnejSia ako v pripade neSpecifického a naviac heterologneho pri-
pravku, s ktorym sme dosiahli (podla naSich avah) tiez pozoruhodné vy-
sledky.

MozZnosti pripravy velkych kvant nami skimaného TF (neSpecific-
kéhe) z lymfatickych uzlin hovédadzieho dobytka odvorazeného na bitin-
koch vytvéaraja SirSie predpoklady pre jeho vyskum a vyuZitie v praxi.

Potencujici ucinok homologneho S$pecifického bovinného TF na
imunitnua reaktivitu bol overeny v celom rade prdac. Z hladiska parazitar-
nych ochoreni bol potvrdeny jeho protektivny efekt pri experimentalnej
ostertagioze hovddzieho dobytka (Ross a i., 1979). Indukoval tiez
ochranu proti invazii pri experimentdlnej kokcidioze mysi (Kleisius
a 1., 1979), kde jeho profylakticka aplikacia, okrem redukcie pocCtu
oocyst vo fekalidach, zniZovala mortalitu a zvySovala hmotnostné prirast-
ky u hostitelov. V pripade, ak sa uvedeny mediator podal v den invazie
alebo niekolko dni po invazii, bola jeho efektivnost v tomto smere ne-
gativna.

Z vysledkov prezentovanych v tejto praci vyplyva, Ze skimana imu-
nomodula¢na latka méa stimulac¢ny vplyv na T bunkovid populaciu
a v men8ej miere i na B bunky. V porovnani s kontrolnou skupinou (zvie-
ratd len invadované, bez podania transferového faktora) bnli hodnoty
obidvoch imunocelularnych elementov v pokusnej skupine vysSie. Uve-
dené poznatky st zhodné s prevaZne jednoznacne kladnymi wdajmi
o imunopotenc¢nom efekte tohto mediatora na imunokompetentné bunky
pri ochoreniach iného pdvodu (virusovych, bakteridlnych, nadorovych
a dalSich).

Stimula¢ny vplyv TF po aplikacii pred experimentalnou invaziou sa
prejavil ihned na zacCiatku invazneho procesu [prvy resp. druhy den po
invazii). 7vySené hodnotv buniek v lvinfoidnych orgdnoch sme zazname-
nali v celej sledovanei lvmforetiknldrn2i osi [slezina. hepatdlne. me-
diastindlne a mezenteridlne uzliny). To sved¢i o tom. 72 po invAzii
A. suum su aktivizované orgéany, ktoré sa prvych 10 aZ 12 dni zucast-
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nuji primarnych imunohostitelskych interakcii najvdcSou mierou. Tieto
interakcie maju podla autorov Khoury a Soulsby (1977) pri aska-
ridoze v tomto obdobi vyrazne lokalny charakter.

HlbSie Studium transférového faktora méZe znacne prispiet k pozna-
niu cielenej regulacie imunitnej odpovede pri migracnej faze askaridozy
prasiat. Tento Casovy usek sa vyznaCuje nielen najpatogénnejSim po-
sobenim pévodcu danej helmintoézy na organizmus hostitela, ale aj naj-
vyraznejSimi prejavmi ziskanej imunity.
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Doslo dna . 5. 1987

BOPOWKOBA. 3. — BEHKOBA M. — 4EX, K. — NEKAPEK. . (FenbMUHTONOr MueCKUi
nHeTuTyT CAH, Koumue; HayuHO-uCCnefoBaTL/bCKUI MHCTUTYT CbiIBOPOTOK M NPUBUBOY-
Horo Martepuana [lpara): MMMyHOCTHMYUpPYOulee A42iCTBME HecneyndUyeckoro TpaHchep-
HOro aktTopa #2 T v B 3apucawine nuMDOItMTEI MOPCKUX CBUHOK B 3aUUTHOM 3hMdKTO
npu ackapugose. Veter. Med. (Praha), 33, 1,88 (4) :233-240.

Myl HaBnloganu MMMYHOMOAYNAUMOHHOE ASUCTBUE HECMNEUUPUUECKOr0 TpaHCMEPHOro Max-
Topa ans xpynHoro poratoro cxota (T®; npoussoautens UCMM. Mpara) Hva T u b zasuca-
WHME NUM@OOUUTBI B NUMMOUAHLIX OpraHax MOPCKUX CBMHOK (CeneseHka; MeueHOUHble. Cpe-
ACCTTEHCUHGLIE, ODblkeeuHble AUMaTUueckue Y3nbl) NPU IKCNEPUMEHTaNbHOM acKapuao3e.
Mb! yCTaHOBMAM, UTO UCCTEAYEMOE Bl ECTBO 3HAUUTCIbHO NOBbIWAET YPOBEHL T KNETOUHIW
nonynauMmu Bo BCex aumcounaHnik opraHax (P < 0,01) u B knetouHon nonynsuun B TREX
nmmounaHbix opraHax (cenesenka npu P <001, neueHounbre npu P < 0,05, cpepocteHou:
Hble nuMdpatuueckme ysnol npu P < 0,01) yxe B paHHEW CTENeHU Npouecca WMHBaszuu. 3a
WUTHBIA 3MckT (3D) HECNEUMDMUUECKOTO TPAHCMEPHOro akTopa, OUEeHUBAlOWMWHCs peay-
uUMpCBAHMEM KONUUECTBA MUIrPUPYIOWUX AUUMHOK acKkapua B nerkux xosses, Goin 372"
(npu cneuymncpuueckom TP MOxHO 0xMAaTb nosbliveHne 33)

MMM CUA4ble OPraHbl, 3KCi‘.epMMGHTE?I!beXﬁ ackapuaos; Ascaris suum

BOROSKOVA, Z. — BENKOVA, M. — CECH, K. — PEKAREK, J. (Helmintho-
logical Institute of the Slovak Academy of Sciences. Kosice; Institute for Serums
and Inoculants, Praha): The Immunostimulative Action of the Non-specific Transfer
Factor on the T and B Dependent Lymphocytes of Guinea Pigs in the Protection
Effect of the Factor in Cases of Ascariasis. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 233-240.

The immunomodulating action of the non-specific bovine transfer factor (TF,
produced by the Instiiute for Serums and Inoculants, Praha) on the T and B
dependen: lymphocytes in the lymphoid organs of guinea pigs (spleen, hepa:al,
mediastinal, mesenterial lymph nodes) was investigated in the cases of expe-
rimental ascariasis. The studied substance was found to increase significantly the
level of the T cell population in all lymphoid organs (P < 0.01) and the B cell
pooulation in three lymphoid organs (spleen at P < 0.01, hepatal lymph nodes
at P < 0.05, mesenterial lymph nodes ai P < 0.01) already in the early stages of
the invasion process. The proiection effect of the non-specific transfer factor, eva-
'uated by the reduction in the number of migrant Ascaris larvae in the lungs of
the hosts, was 37.2%, (an increase in (he pro.ection effect can be expected at
a specific TF).

lymphoid crgans; experimental ascariasis; Ascaris suum
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EXPERIMENTALNI INDUKCE SPONTANNI BRUCELOVE INFEKCE
MORCAT KONTAKTEM SE SUBKUTANNE INFIKOVANYMI
MORCATY BRUCELLA SUIS, BIOVAR 2

F. Stérba

STERBA, F. (Statni veterinarni ustav, Jihlava): Experimentdlni indukce spon-
tanni brucelové infekce morcat kontaktem se subkutinné infikovanymi mor-
¢aty Brucella suis, biovar 2. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) :241-254.

Na zakladé patologicko-morfologického a sérologického vySetfeni jsme pro-
kazali vznik spontanni brucelézy moréat, kterd byla v kontaktu s morcaty
subkutanné infikovanymi Brucella suis, biovar 2 (13,8.10° brucel v 1 ml fy-
ziologického roztoku), pri spoleéném ustiajeni — od 10. a 38. dne po infekeci.
V obdobi od 28. do 141. dne jsme patomorfologicky zjistili specifické bruce-
16zni zmény v organech spontanné infikovanych morcéat. Nejvyraznéjsi zmeény
byly indukovany v jatrech za 107 dni, ve sleziné za 46 aZ 84 dni a v plicich
za 84 dni. Zjistili jsme neuplnou korelaci mezi vysledky sérologického, mor-
fologického a zejména histopatologického vySetfeni. U spontanné infikovanych
morc¢at jsme zaznamenali rozdilnou sérologickou reaktivitu i rozdily v morfo-
logickém obrazu, které souviseji s individualni vnimavosti morc¢at k infekci.

Cavia cobaya; subkutanni infekce; kontaktni infekce; bakteriologické a séro-
logické vysetieni; morfologické zmény

Pri brucel6ze morcCat experimentdlné vyvolané subkutdnni infekci
Brucella suis byly pfredevSim sledoviny otdzky patogeneze brucel6zniho
procesu v organismu a morfologické zmény (Godgliick, 1952; Zdro -
dovskij, 1953; Juskovec, 1955; Kersten, 1955; Nikoloyv,
1973; RyZkovova, 1974; Stérba, 1983, 1984).

Sérologickymi a bakteriologickymi aspekty pfi bruceléze morcat
subkutanné vyvolané B. suis, biovar 2, se zabyvali Nikolov (1973)
a Stérba aj. (1985).

Morfologickymi zménami pfi experimentdlni infekci morcat B. suis,
biovar 2 -- vaginalné, peroralné, intranazalné a konjunktivdlné — se za-
byval St&rba (1984); sérologickou a bakteriologickou problematikou
pfi uvedenych rtznych zplsobech infekci St&rba aj. (1985).

Otazka moZnosti vzniku bruceldzy kontaktem nebyla dosud u morcat
sledovéna vibec.

Cilem prdce bylo proto experimentdlné ovérit moZnost vzniku bru-
celézy u zdravych morcat jejich kontaktem s morcaty subkutdnné infi-
kovanymi.

MATERIAL A METODY

Moznost vzniku spontanni brucelové infekce kontaktem jsme ovérovali ve
dvou skuninach (I a II) moréat subkutdnné infikovanych typizovanym kmenem
B. suis. biovar 2. izolovanym z brucelézniho zajice. Inokulum obsahovalo 13.8.109
brucel v 1 ml fyziologického roztoku.

V prvni skupiné (I) bylo celkem infikovano 14 pohlavné dospélych mordéa?l
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(6 samcu a 8 samic) tak, ze kazdému morceti jsme do podkozi levée predkolenni
rasy injekéné aplikovali 1 ml suspenze brucel ve fyziologickém roztoku. K infi-
kovanym morcéaium jsme 38. den po infekci (dale jen p. i) pridali pét zdravych
morcat (2 samce a 3 samice). Pokus irval 73 dny. Subkutanné infikovana morcata
jsme v pocCiu jeden az tri kusy 7., 14., 21., 28, 35., 41., 49., 66. a 73. den p.1i. vykrvili
intrakardialni punkci a neinfikovana moréata, ktera s nimi byla v koniakiu, jsme
stejnym zplsobem vykrvili v po¢tu jeden az tri kusy 49., 66. a 73. den p.i. VSechna
morcata jsme detailné vySetrovali patologicko-morfologicky, dale sérologicky a bak-
teriologicky v prislusnych laboratorich usiavu.

Ve druhé skupiné (II) jsme siejnym zpusobem infikovali 26 pohlavné dospé-
lych morcat (13 samcu a 13 samic) za ucelem dlouhodobého sledovani vyvoje paio-
morfologickych zmén, protuilatkové odezvy a vysledka bakteriologického vysSedreni.
K infikovanym morc¢atim jsme Kk ovéreni vzniku spontanni brucelozy kontakiem
pridali desaty den p.i. deset neinfikovanych zdravych moréat (5 samci a 5 samic).
Pokus trval 151 den. V ¢asovém intervalu 27., 56., 94., 117. a 151. den p. i. jsme mor-
¢ata, ktera byla infikovana, vykrvili stejnym zpusobem jako ve skupiné I a dale
jsme stejné vykrvili i neinfikovana morcatia, ktera s nimi byla v kontaktu. a o 56,
94., 117. a 151. den od zadatku pokusu v poétu dva az Ctyri kusy. VSsechna morcata
jsme vysSe:rovali stejnym zpuscbem jako ve skupiné 1.

Treii skupina (III) moréat byla kontrolni v poéiu péti kusu, kiera byla utra-
cena stejnym zplUsobem a vySetfena stejné jako morcata ve skupinach I a II —
151. den, tj. na konci pokusu.

Vsechna morcata ve skupinach I az III byla pred pokusem sérologicky vy-
Setfena na brucelézu metodami: rychlé aglutinace se sérem (RAS), pomalé agluti-
nace (PA), povrchové fixa¢nim iestem (PFT) a reakci vazby komplemeniu (RVK).

Jednoilivé skupiny morc¢at (I az III) byly ustajeny oddélené v boxech. Ke
krmeni byly pouzity granule pro morcéata a seno ad libitum, k napajeni c¢ers.va
voda, kiera byla kazdy den vyménovana a doplnoviana.

K identifikaci infikovanych a neinfikovanych morc¢at (I a II) jsme pouzili
vyrazné odlisného zbarveni a dale jsme je oznacili zastrihem v srsti. kiery jsme
stale obnovovali.

Neinfikovana morcéata ve skupinach I a II méla zajisién spoleény bprisiup
i ke krmeni a napajeni s morcaty infikovanymi.

Po vykrveni morc¢at byla krev sérologicky vysetfovina s.ejnymi me.odami
jako pred pokusem — RAS, PA, PFT a RVK. Pri sérologickém vysetreni j:me sie-
dovali protilatkovou odezvu a dynamiku protilatek proii antigenu B. suis. Vysledky
byly hodnoceny analogicky s posuzovanim sérologickych reakci pri brucel6ze prasat
v chovech zamorenych brucelézou, nebof pro hodnoceni sérologickych reakci pri
bruceléze morc¢at neni ve Veterinarnich laboratornich vySetrovacich metodikach
stanovena vyse pozitivniho tiiru.

Kazdé morce jsme ihned po uiraceni vysSeirovali patologicko-morfologicky.
K histologickému vySetreni jsme odebirali excize z plic, jater, sleziny, ledvin. po-
hlavnich organu a miznich uzlin, které jsme okamzité fixovali v roztoku podle
Bodiana a zpracovali béznou histologickou technikou. Preparaty jsme barvili haema-
toxylin-eozinem (HE), podle Van Giesona, Kossy a Sudanem III.

Organy moréat byly soubézné vySetfovany i bakteriologicky. Ke Kkultivaci byl
pouzit baktoiryptézovy agar, baktoiryptézovy agar s 5 az 107, berani krve, 5%
krevni agar a dale bylo kultivovano na Enduv agar. Plotny byly inkubovany pri
teploté 37°C ve vlhké komurce po dobu dvou az péti dni. PIi narustu drobnych
bélavych kolonii na krevnim agaru a drobnych pruhlednym kolonii s namodralym
leskem na baktoiryptdézovém agaru byl zhotoven preparat obarveny podle Gramma
a dale sklickova aglutinace s redénym Kkrali¢im antibrucelézovym sérem. Z bioche-
mickych testu byla sledovana ivorba sirovodiku, ureizova aktivita, rust na pudach
s bazickym fuchsinem pii konceniraci 1 :50000, 1 :100000 a rust na padach s thio-
ninem pri koncentraci 1:25000, 1 :50000 a 1:100000. Jako pomocné metody bylo
pouzito zhotoveni otiskovych preparaiua barvenych podle Gramma a Siamp-Mit-
cherlicha.

Veskeré laboratorni vysSetfovani vychazelo ze standardnich Velerinarnich la-
boratornich vysetifovacich metodik.

Vysledky vySetreni subkutanné infikovanych morcat (SI) uvadime pro srov-
nani, ale jen ve siejném ¢asovém obdobi jako u neinfikovanych morcat, kiera
s nimi byla v kontaktu (K). U SI morc¢at také neuvadime morfologické zmény po-
drobné ve vSech organech a dale nejsou uvedeny morfologické zmény v miznich
uzlinach. Tyto vysledky jsou obsaZeny v jinych pracich (Stérba. 1984; Stérba
aj., 1985).
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VYSLEDKY

1. SEROLOGICKE VYSETRENI

Sérologické vySetfeni vSech morcat pred infekci metodami RAS, PA,
PFT a RVK bylo na brucelozu negativni.

2. EXPERIMENTALNI INFEKCE

Vysledky sérologického a bakteriologického vySetfeni morcat pri
délce pokusu 73 dni (skupina I) jsou prehledné uvedeny v tab. I a vy-
sledky patologicko-morfologického vySetfeni v tab. III.

Vysledky sérologického a bakteriologického vySetfeni morcat pfi
délce pokusu 151 den (skupina II) jsou prehledné shrnuty v tab. II a vy-
sledky patologicko-morfologického vySetfeni v tab. IV.

Z tab. 1 vyplyva, Ze morce ¢. 2 (K), které bylo v kontaktu se SI
morcaty 11 dni, bylo sérologicky vSemi metodami negativni, pricemz
kultivacné byly z jater, sleziny a plic izolovany brucely. Histologicky
byla v jatrech a sleziné zjiSténa aktivace RES a v plicich se nachazela
loziskova intersticidlni histiocytarni pneumonie (tab. III). MorcCe €. 1
(SI) bylo sérologicky vSemi metodami na brucelézu pozitivni a pozitivni
bylo i kultivacni vySetfeni (tab. I). Patomorfologicky jsme zjistili vy-
razné brucelozni granulomatozni zmeény v jatrech, sleziné a plicich
(tab. III).

Z tab. | je patrné, Ze morcCe C¢. 4 (K), které bylo v kontaktu se SI
morcaty 28 dni, bylo sérologicky pozitivni vSemi metodami, stejné jako
morce €. 3 (SI), u kterého byl titr aglutinacnich a komplementfixacnich
protilatek vyssi. Bakteriologické vySetfeni bylo u obou morcat negativni.
Z tab. Il je zFejmé, Ze histologickym vySetfenim byla u morcete ¢. 4 (K)
zjiSténa v jatrech inicialni stadia brucel6znich granulomd a drobné gra-
nulomy tvofené epiteloidnimi a histiocytarnimi bunéénymi elementy. Ini- .
cidlni stadia granulomi byla tvofena lymfoplazmocytarnimi a epiteloid-

I. Vysledky sérologického a bakteriologického vySetreni morcat skupiny I — Results
of the serological and bacteriological examination of the guinea pigs of group I

|
Den | | e clotekd pofbident | | Délka
3 ‘ Cislo Sérologické vySetreni [ { -
b o S A B
P pohlavi | RAS l PA | PFT | RVK | | (ukontaktu)
15 [8 1:20 1:20 /
' 2/3K : ; 11
66 3/ 1:40 1:160
' 4/5K 1:20 1:40 28
5/:K 1:20
73 6/vK 35
7/7K

Text k tab. I a II: BV  bakteriologické vysetfeni; K — kontaktni infekce (neinfikované morse);
+ pozitivni; dubiodzni; negativni; - antikomplementarita séra; 0 nehodnoceno (hemolyza)

VETERINARN! MEDICINA — 1988 243



II. Vysledky sérologického a bakteriologického vySetifeni morc¢at skupiny II —
Results of the serological and bacteriological examination of the guinea pigs of
group II

oé)tg:u , Ci§lo B Sérologické Yy§ef?ni 7 egf)l:ii N
| materialu r/norccte/ BV ve dnech
| pi. pohlavi RAS ’ PA ‘ PFT l RVK (u kontaktu)
f |18 + | 120+ | 1:ea0| - / |
i . 0 J 0 o | o | - | |
- J 33K o+ | 1:20 |+ | 1:80 | 46
i | 49 [ + | 1:160 | + 1:1280| - /
‘ 59 | 1:40 | + | 1:160 | /
! | 69K |+ | 120 | 4 1:80 |~ 46
3 7 o o | o 0 = /
| 83 [ 1:20 | - 1:80 . j |
| o | 9K | 1:10 l + 1:80 : 84
10§ .0 o | o 0 /
| 119 L4 1:20 + 0 1:80 - /
i 129K | 110 |+ 1:80 | - 84
L1338 } 1:10 £ | 1:5 /
143 + .| 1:5 /
158 - 1:20 /
163K ) 1:10 ; 1:10 107 }
| g | 1K 107 ‘
. 18y | 1:10 1:5 /
; 199 | - 15 / ‘
[ 209 i - 1:20 / |
219K , 1:10 + 1:10 L1 |
{ 229 - = 107 |
- | —| . | .
‘ | 233 ‘ 110 | 1:160 /
| 249 ' 1:10 , 1:80 /
253 1:10 ; 1:20 .
| 263K , | 5w 1:10 141 1
Co151. | ‘ ‘
! 279 - 1:5 / ;
289 ‘ 1:10 1:40 - !
} 299 ‘ f 1:20 1:40 | / ‘
J | 309K ! [ - - ‘ L1141

nimi butikami, histiocyty a ojedinélymi neutrofilnimi leukocyty. V centru
dochazelo k nekroze a karyorektickému rozpadu bunék, predevSim
neutrofild (obr. 1). U morcCete €. 3 (SI) byly morfologické zmény vy-
raznéjsi, zejména v jatrech a plicich.
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1II. Vysledky patologicko-morfologického vySetieni moréat — skupina I — Results
of the pathomorphological examination of the guinea pigs — group I

|

| Cislo | . . . |
Den | morlete/ | Jatra Slezina Plice
odbéru l,’pohlavi/délka ‘ o ]
mater_iélu | expozice f i ) ’
p.i. ve dnech - PA | H PA ! H | PA H \
ukontaktu (K) | ] | f ‘
" 19 /K | SZ v+ K LHP/++++
' 23K/11 ¢ , ‘ | LHP
= S — e e | SO p—
i 39 + Mz + LHP/++*+
' 43K /28 y + LHP
59K/35 + tt+ SZ | LH/++ LHP [
73. 69K/35 , o - - LHP j
79K /35 | + +4 ‘ | 4 LHP j

Text k tab. IITaIV:
PA — patologicko-anatomicky nalez; H histopatalogicky nalez

PA: negativni; * ojedinélé submiliarni az miliarni brucelézni granulomy; * - ¢etné submiliarni
az milidarni granulemy; *°* ve zménach 1 vyskyt ojedin¢lych granuloma vétsich velikosti,

* ve zménach vyskyt ¢etnych veétsich granuloma (nad 2 mm); SZ - organ silné zvétseny;
MZ orgdn mirné zvétSeny; T - orgdn tuzsi konzistence
H: negativni; aktivace RES; vyskyt inicialnich stadii bruceloznich granulomua; @ vy-
skyt ojedinélych epiteloidnich a histiocytdarnich granulem; “* ¢ vyskyt ¢etnych granulomu;
LHP - loziskovd intersticidlni histiccytarni pncumonie; CHHP chronicka histiocytarni
pneumonie; LH lymfatickd hypcrplazie sleziny; K ceatrdlni kolikvace granulomu;
Ca kalcifikace v centralnich nekrozach granulomu; 7 fibréoza; ML -~ mirna lymfatic-
ka hyperplazie sleziny

Z tab. I dale vyplyva, Ze u morcat ¢. 5 az 7 (K), kterd byla v kon-
taktu s infikovanymi morcaty 35 dni, bylo sérologické vySetfeni pozi-
tivni metodami RAS, PA a PFT pouze u morcete . 5. Bakteriologické vy-
Setfeni bylo ve vSech pripadech negativni. Z tab. III je patrné, Ze histo-
logickym vySetfenim jsme zjistili u vSech tfi morcat bruceldozni zmény

1. Epiteloidni granulom
v jatrech s centralni ka-
ryorexi bunéc¢nych ele-
mentu, zejména neuiro-
fila (HE, 160X) — An
epitheloidal granuloma
in the liver with central
caryorhexis of cell ele-
ments, especially neuro-
phils (HE, 160X)
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IV. Vysledky patologicko-morfologického vys$etreni morcat — skupina II — Results
of the pathomorphological examination of the guinea pigs — group II

w Cislo l ) o )
Den | mordete, | Jatra T Slezina Plice
odbéru | /pohlavi/délka SRV | —— o .
materialu expozice | | !
Pt vednech- | pa H PA H PA H
[ ukontaktu(K) ’
13
23 K MZ LLH, LLHP/
33K 46 MZ LH/: LHP
56.
4.
5% K MZ LH ) < LHPj*+*
6K /46 MZ LH/* LHP
73
83 I LHP/" -
07K /84 MI.H AP/
94,
10,
11% SZ LH LHP/
120K/84 SZ LH/ LH
13
143 il RS R | 1 B LHEP}!+*HF
155 ‘ T I T LHP/*“*|F
165
175K /107 LLHP
117.
18.
19 T F g & LHP/ F
20 ‘
21 K107 LHP
22¢ =K [LHP
233 F T CHHP/"
245 : 'Ca E T CHHP/* -
253 F T CHHP/-
267K '141 13} T CHHP/-
151.
275
28 F CHHP/
29 %) Ga F s CHHP/ -
30,K/141 : F CHHP/

v jatrech a u morcCete ¢. 5 jsme zaznamenali drobné granulomy v jatrech
i patologicko-anatomicky a dale histologicky i ve slezine. Brucelozni
afekce mély pri patologicko-anatomickém vySetfeni jater (¢. 5, ¢) cha-
rakter submilidrnich az milidrnich uzliki Sedobilé barvy s predilekéni
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2. Tvorba epiieloidniho
granulomu na periferii
Malpighiova téliska (HE,
160X) — Formation of
the epithelo.dal granu-
loma in (hc periphery
of the Malpighian cor-
puscie (HE, 160X)

lokalizaci nod pouzdrem. Tato samice byla brezi se ctyFmi i.lody v déle-
ze. V misté spojeni chloria s délohou byly iibrinrozné hnisavé nilepy,
placentomy mély pramér 30 mm, byly silné crekiveng, prostougené he-
moragiemi a nekrotickymi lozisky. V deéloze a v organcch »lodd se
zmeény nevyskytovaly.

Jax vyplyva z tab. 1I, bylo sérologické vySetrfeni morcat ¢. 3 a 6
(K), ktera byla v kontaktu se SI morcaty 46 dni, pozitivni vSemi meto-
dami. ZjiSténé titry aglutinini a komplementfixacnich protilatek byly
podstatné niz8i nez u SI morcat. Bakteriologické vySetfeni bylo u vSech
morcat (SI a K) negativni. Morfologicky byly u obou morcat (¢. 3, 6)
zjiStény v organech stejné zmény. Jejich podstatou byly granulomy
v jatrech a slezinach, tvorené epiteloidnimi burikami a histiocyty. Vyskyt
granulomatoznich zmén ve slezindch morcCat jsme zaznamenali na z4-
klad€ histologického vySetfeni poprvé. Drobné epiteloidni granulomy se
nachdazely hlavné na periferii zvétSenych Malpighiovych téliskach (obr.
2). U SI morcat byly zmény vyraznéjsi, zejména v jatrech a plicich
(tab. IV).

U morcat ¢. 9 a 12 (K), ktera byla se SI morcaty v kontaktu 84 dni,

3. Epiteloidni granulom
v plicich. Ve zmeénach
se vyskytuji velké bun-
Xy s obSirnou a ‘maveé
se barvici plazmou a
s velkym jadérkem. kte-
ré se podobaji S:iern-
bergovym bunkam (Sip-
ka) (HE. 160X) — Epi-
theloidal granuloma in
the lungs. The changes
include large cells wiih
wide and darkening
plasma and with a large
nucleolus; these cells
are similar to the Stern-
berg cells (arrow) (HE.
160 X )
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4. Loziskova iniersiicial-
ni histiocytarni pneu-
monie s tvorbou epite-
loidnino granulomu a
obrov:kou vicejadernou
bunkou, kiera svym
.penizkovitym* uspora-
danim jader prinxomina
obrovskou vicejaderncu
bunku Sternbergova iy-
pu (HE, 160X) — Foeal
in‘erstitial histiocytic
pneumonia with the
formaticn of ep.theloidal
granuloma with a large
multinuclear cell is
similar, with iis “scaly”
arrangemeni: of nuclei,
to a large muliinuclear
cell of the Sternberg
type (HE, 160X)

bylo sérologické vySetfeni pozitivhi metodami RAS, PFT a RVK, pri-
¢emzZ titr komplementtixacnich protilatek v jejich krvi byl stejny jako
u morcat ¢. 3 a 6, kterd byla se SI morcaty v kontaktu 46 dni (tab. II).
U obou morcat byl vysledek metodou PA dubiozni (titr 1:10). Dale je
z tab. II zPejmé, Ze titry protilatek metodou PA a RVK u SI morcat
94. den p.i. byly podstatné niZ$i neZz 56. den p.i. Bakteriologické vy-
Setfeni bylo ve vSech pripadech (¢. 7 aZ 12) negativni. Z tab. IV je patr-
né, Zze u morcete ¢. 9 (K) byly zjiStény brucelozni léze v jatrech a pli-
cich; u morcete ¢. 12 (K) byly zmény vyraznéjsi — v jatrech byly zjiste-
ny patologicko-anatomicky a v plicich byly poprvé zjiStény granulomy
histologickym vyS3etfenim (obr. 3). Bruceldézni afekce v plicich byly tvo-
Feny epiteloidnimi a histiocytarnimi buné¢nymi elementy. V granulomech
byly pfitomny i obrovské burky, které pripominaly obrovské buriky
Sternbergova typu (obr. 4). V plicich byla charakteristicka loziskova
intersticidlni histiocytarni pneumonie. V alveoldch se vyskytovaly cetné
makrofdgy, nékteré s fagocytovanym hemosiderinem — siderofagy, in-
teralveolarni septa byla zesilend, infiltrovana histiocyty, kulatobunécny-
mi elementy a ojedinélymi neutrofily, které se v malém mnoZstvi na-
chéazely i v alveolech. Ve sleziné byla vyrazna lymfatickd hyperplazie
a ve zvétSenych Malpighiovych téliskach byly drobné epiteloidni granu-
lomy. U SI morc¢at (¢. 7, 8, 10, 11) byly zmény méné vyrazné neZ 56.
den p. i., jak je zfejmé z tab. IV.

Z tab. II vyplyva, Ze ze Ctyf morcat (K) — ¢. 16, 17, 21 a 22, ktera
byla se SI v kontaktu 107 dni, byla metodami RAS, PFT a RVK pozitivni
dvé morcata — ¢. 16 a 21, pricemZ vysledek metodou PA byl dubio6zni.
Morcata ¢. 17 a 22 byla vSemi metodami negativni. Nizké titry metodami
PA a RVK byly i u SI morcat (¢. 13 az 15; 18 az 20), ale také kvalitativ-
ni sérologické metody — RAS a PFT — byly pozitivni jen u jednoho
morcete — ¢. 18. Bakteriologické vySetfeni bylo ve v8ech pfipadech ne-
gativni (&. 13 az 22). Z tab. IV je zfejmé, Ze u obou morcat (¢. 16 a 17 —
d, K) jsme brucelozni zmény histologickym vySetfenim zjistili pouze
v jatrech. U morcat ¢ 21 a 22 (Q, K) byly zmény vyraznéjsi a vyskytovaly
se také jen v jatrech. U samice ¢. 22 jsme v jatrech zjistili i jeden velky
uzel o velikosti 6 mm, Zlutobilé barvy, ktery vyrazn®é prominoval nad
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5. Skladba brucelézniho
granulomu v jairech:

1 — centralni nekroéza
s karyorexi a sekundar-
ni kolikvaci; 2 — zoénn

epiteloidnich a histiocy-
tarnich bunéénych e'e-
mentld; 3 — vrstva lym-
foplazmocytarnich  bu-
nék; 4 — vrstva fibo-
blasti na periferii gra-
nulomu; 5 — v hislo-
cytarni vrsive se nekon-
stantné vyskytovaly ob-
rovské bunky Langhan-
sova typu (HE, 160X) —
Composition of a Bru-
cella-induced granuloma
in the liver: 1 — central
necrosis with caryo-
rhexis and secondary
colliquation: 2 — zone of epitheloidal and hisdocytic cell elemenis; 3 — layer of
lymphoplasmocytic cells; 4 — layer of fibroblastis in the periphery of ‘he granuloma;
5 — large cells of the Langhans iype occurred inconstantly in the his.ocy. = layer
(HE, 160X)

pouzdro, jez bylo v okoli granulomu silné svraStélé. Histologicky bylo
centrum granulomu tvofeno rozsahlou nekrozou, které obsahovala velké
mnozstvi jaderného detritu a neutrotilnich leukocytii. Periferné kolem
nekrozy byla vrstva epiteloidnich bunék a histiocytlt, na kiterou sm¢em
k zevnimu okraji granulomu navazovala nepfiliS vyrazna zona lymio-
plazmocytarnich bunék (obr. 5). Zcela na okraji granulomu byla zFetel-
na vrstva fibroblastli, kterd vytvarela jeho periferni fibrotizaci. Pouzdro
jater nad granulomem bylo fibrozné zesilené (obr. 6). U SI morcat byly

vyrazné zmeény v jatrech morcat ¢. 13 a 14 (J), dale byly histologicky
zjiStény granulomatézni zmény u vSech morcat v jatrech a plicich.

Z tab. II dale vyplyva, Ze ze dvou morcat (K — ¢. 26 a 30), ktera
byla v kontaktu se SI zviraty 141 den. bvio meiodon RVK sérolozickv ~o-
zitivni jen jedno morce (. 26). Ze SI morcat reagovalo 151. den jedno

6. Charakteristick2a sub- 5 LA % 7
kapsularni lokalizace o AW S G o
brucelézniho granulomu ; £t 2 Pt S i s
v jatrech. Pcuzdro nad
granulomem je fibrézné
zesilené. V histiocyid ni
zoné je Sinkou oznacdena
obrovska bunka Lang-
hansova typu (HE, 160 X)
— Characieristics sub-
capsu'ar localiza‘.on of
a Bruce!la-induced gra-
nuloma in the liver
The capsule over the
granulcma is fibrously
swellen. The arrow
points i0 a large ce!ll of
the Langhans type
the histiocytlic zone (HE
160 )
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morce (C. 27) dubiozné metodou RVK a morcata ¢. 23 az 25; C. 28 a 29
reagovala pozitivné metodami RAS, PFT a RVK, priCemZz metodou PA
reagovala dubi6zné. Jen morce €. 29 reagovalo PA pozitivné. Vysledek
bakteriologického vySetfeni byl ve vSech pripadech negativni. Z tab. IV
je dale zfejmé, Ze bruceldzni zmény byly u morcat ¢. 26 a 30 (K) zjiStény
jen histologicky v jatrech a plicich, podobné jako u SI morcat, ale
v jatrech téchto morcat byly zmény podstatné vyraznéjsi. U jednotlivych
morcat (SI) se makroskopicky i mikroskopicky obraz v orgdnech dosti

ligil.
3. VYSLEDKY U KONTROLNICH MORCAT

U skupiny neinfikovanych kontrolnich morcat bylo ve vSech pripa-
dech sérologické, bakteriologické a patologicko-morfologické vySetfeni
negativni.

DISKUSE

Udaje o vzniku spontanni brucelozy morcat kontaktem s infikova-
nymi morcaty baktériemi Brucella suis v dostupné literatufe nejsou. Ne-
lze proto porovnat nami zjiSténé vysledky se zavéry jinych autor. Pouze
Mraz (1956) experimentalné prokazal, Zze po peroralni infekci holubl
a kraliki B. suis doSlo k infekci morcat, Kterd s nimi byla spolecné
ustajena po dobu 9 az 18 dnl.

Z vysledki vyplyva, Ze u neinfikovanych morcat (K), ktera byla
v kontaktu se subkutdnné infikovanymi morcaty (SI) pfi jejich spolec-
ném ustdjeni, byl v obou skupindch (I a II) prokdazan na zdkladé morfo-
logického a sérologického vySetfeni vznik spontanni brucelové infekce.

Tato skuteCnost je z epizootologického hlediska velmi zavazina,
zejména z hlediska prirozeného zplisobu infekce u zajic, kteri jsou vse-
obecné povaZovani za zdroj brucelézy v chovech prasat. 7Z naSich vy-
sledkli 1ze analogicky usuzovat na vznik brucelozy zajicli, predevSim
vSak na jeji Sifeni v ohniscich této ndkazy v prirodé kontaktem s infiko-
vanymi zajici. V naSich podminkach dosud nebyl spolehlivé zjiStén jiny
vektor a rezervoar brucelozy (B. suis) nez zajic (Sterba, 1985). Vzhle-
dem Kk ekologii a etologii zajice polniho (Lepus europaeus Pall.) do-
chazi ke kontaminaci prirodniho prostfedi brucelami vylucovanymi
z organismu nakaZenych zajicli, zejména na spolecnych stanoviStich, na
kterych je jejich koncentrace zvySend. Ke zvySené koncentraci zajici
dochdzi pri vyhleddvani dnes omezenych potravnich moznosti v disledku
intenzivniho zemédélského obhospodarovani krajiny a také pri pohlav-
nim rozmnoZovani.

Z vysledka vyplyva, Ze ve skupiné I (tab. I a IIl} z péti neinfikova-
nych morcat byly indukovany ve cCtyfech pripadech specifické bruce-
16zni zmény v jatrech 28. a 35. den. Na zdkladé sérologického vySetieni
byl ve stejném Casovém obdobi kontaktu téchto morcat zjiStén pozitivni
vysledek ve dvou pripadech. Ve skupiné Il (tab. Il a IV) jsme prokézali
morfologickym a sérologickym vySetFenim vznik spontanni brucelové in-
fekce u vSecn Ctyf morcat (K), kterd byla se SI morcaty v kontaktu 46
a 84 dni. Pfi délce kontaktu 46 dni byly morfologickym vySetfenim zjiste-
ny brucelézni zmény u jednoho morcCete v jdtrech, slezingé a plicich
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a u druhého morcete v jatrech a sleziné. Pfi délce kontaktu 84 dni byly
morfologickym vySetfenim zjiStény bruceldozni afekce v jednom pripadé
v jatrech a plicich, ale ve druhém pripadé navic jeSté ve sleziné. Pri dél-
ce kontaktu pri spolecném ustajeni morcat (K, SI) 107 dni jsme zjistili
ve vSech Ctyfech prFipadech brucelozni 1éze pouze v jatrech neinfikova-
nych morcat (K), ale sérologicky byl ‘pozitivni vysledek jen u dvou
morcat. Pfi délce kontaktu 141 den byly indukovany brucel6zni zmeény
v jatrech a plicich u obou morcat (K), ale sérologické vySetfeni bylo
v jednom pripadé negativni (¢. 30).

7 vysledk sérologického a morfologického vySetfeni vyplyva, Ze
byla zjiStena neaplnd korelace mezi vyvojem morfologickych, zejména
histopatologickych zmén a sérologickou reaktivitou morcat (K). Obdobné
vysledky jsme zaznamenali i u SI morcat, coZz souhlasi se zavéry dalSich
autori. (Godglick, 1952; Kersten, 1955; Nikolov, 1973;
Stérba aj., 1985).

Z vysledki sérologického vySetfeni dale vyplyva, Ze sérologicka
reaktivita se u jednotlivych morcat (K i SI) vySetfovanych ve stejném
casovém obdobi liSila, coZz vysvétlujeme individudlni vnimavosti mor-
Cat k brucelové infekci. Stejné vysledky u subkutanné infikovanych mor-
Cat B. suis také uvadeji Stérba aj. (1985). Podobn& i Halackova
a Stérba (1986) zjistili rozdilnou sérologickou reaktivitu u bruceloz-
nich zajicl, kterou u brucelozy zajici experimentdlné prokazal Steér -
ba (1983).

Z vysledkii morfologického vySetfeni vyplyva, Ze mikroskopickou
podstatou bruceloznich zmén byl histiocytarni granulom, coz je v soula-
du se zavéry 1 dalSich autori (Godgliick, 1952; Juskovec, 1955;
Kersten, 1955; Nikolov, 1973; Stérba, 1984; Stérba aj., 1985).
V centralni nekroze granulomi pravidelné dochazelo k hnisavé kolikvaci,
kterou v souhlasu s dal3imi autory (Juskovec, 1955; Stérba, 1984)
povazujeme za charakteristicky morfologicky znak bruceloznich zmén
u morcat. Ve vyvoji morfologickych zmén v organech neinfikovanych
(K), ale i infikovanych (SI) morcat jsme zjistili rozdily v makroske-
pickém i mikroskopickém obrazu, coZz souhlasi s vysledky, které u infi-
kovanych morcat zjistili také Juskovec (1955), Stérba (1984)
a Stérba aj. (1985). Tyto rozdily v morfologickém obrazu podle na-
Seho nazoru souviseji s individualni vnimavosti morcat k infekci. Nejvetsi
poCet pripadl brucelovych infekci jsme zjistili histopatologickym vy-
Setfenim, a to i v dobé, kdy bylo sérologické vySetfeni negativni. Obdob-
né vysledky zaznamenali u ST morcat i dalsi autofi (Nikolov, 1973;
Stéerba aj, 1985). V jatrech jsme jiZ v inicidalnim stadiu infekce no-
zorovali aktivaci RES, coZ odpovidd zavérim, které uvadéji i jini autofi
(Godglick, 1952; Juskovec, 1955; Kersten, 1955, RyZkovo-
v d, 1974). Z vysledkl dale vyplyva, Ze morfologické zmény u SI morcat
odpovidaly naleztm, které zjistili také Godgliick (1952), Jusko-
vec (1955). Kersten (1955), Nikolov (1973), RyZkovova
(1974) a St&rba aj. (1985).

Z morfnlogického vySetfeni ddle vyplyvd, Ze nejvyraznéjsi zmeny
jsme u neinfikovanych morcat (K) zjistili v jatrech za 107 dni, ve sle-
ziné za 46 aZ 84 dni a v plicich za 84 dni. U jednotlivych morcat jsme
zjiStovali rozdily v morfologickém obrazu v z4vislosti na délce jejich ex-
pozice pfi kontaktu se SI morcaty. Dale jsme zjistili i rozdily v lokali-
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zaci bruceléznich zmén v organech u jednotlivych morcat, podobné jako
u SI morcat. Z vysledkld dale vyplyva, Ze v Sifeni brucelozniho procesu
v organismu morcat ma prioritni vyznam hematogenni propagace, coZ
potvrzuji i zavéry dalSich autori (Godgliick, 1952; Juskovec,
1955; Nikolov, 1973; Stérba aj., 1985).

Z vysledki bakteriologického vySetfeni vyplyva, Ze pozitivni izola-
ce brucel z organt neinfikovanych morcat (K) se podafila pouze ve sku-
piné I za 11 dni. St&rba aj. (1985) uvadeji, Ze priikaz brucel z orga-
na infikovanych morcat vzhledem k chronicité procesu a intraceluldrni
lokalizaci brucel je problematicky. Podle tudaji, které zjistili Sergin
a VoZdajev (1973), byva izolace brucel z organi infikovanych zvirat
uspésna pouze ve fazi baktériemie, ktera trva do 30. dne p. i.

Otazka vyluCovani brucel z organismu infikovanych morcat nebyla
cilem prace a bude zkoumdna samostatné. Lze predpoklddat, Ze ke kon-
vanymi z organismu SI morcat doSlo predevSim trusem, ale i moci.
taminaci spole¢ného zdroje potravy, vody a prostfedi brucelami vyluco-
Vzhledem ke zjiSténym zménam v plicich nelze vyloucit mozZnost vylu-
Covani baktérii i z plic trachedlnim sekretem, i kdyZ jsme klinicky ka-
Sel, ale ani dalsi klinické pFiznaky onemocnéni v Zadném prFipad€ nepo-
zorovali.
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WTEPBA, Q. (FoCyaapCTBEeHHbI BETEPUHAPHBIA WHCTUTYT, Murnasa): IKCnepuMeHTanb-
Has MHAYKUMS CnOHTaHHOW 6GpyuennesHoi UHMEKUUNW MOPCKMX CBUHOK KOHTAaKTOM C noa-
KOXHO WHMHWUMPOBAHHbIMKW MOpPCKMMKM CBMHkaMu Brucella suis, biovar 2. Veter. Med.
(Praha), 33, 1988 (4) :241-254.

Ha oCHOBaHMM NaTONOrMUECKO-MOPMONOrMUECKOro M CEPONOrMUECKOro WCCNeAOBaHUS Mbl
AOKa3anu BO3HWMKHOBEHWE CNOHTaHHOro Gpyuenne3a MOPCKWX CBMUHOK, KOTOPble HaxOAWUNUCH
B KOHTaKTe C NOAKOXHO MHMOUUUPOBAHHBIMW MOPCKUMM cBUHKamu Brucella suis, biovar 2
(13,8.10% 6pyuenn 8 1 Mn DU3MONOrMUECKOro PacTBOpa), MPU COBMECTHOM COAEPXaHWM
— ot 10 u 38 aHsa nocne uHdekuuu. B nepuos ot 28 no 141 geHb Mbl NAaTOMOPMONOrHUECKH
onpeaenMnun cneunduueckue OGpyuennciHblie M3MEHEHUs B OpraHax CMOHTaHHO WMHMOUUM-
POBaHHbLIX MOPCKWUX CBMHOK. Haubonee Bblpa3uTenbHble UM3MEHEHWUS 6GbinM WMHAYUMPOBAHHbI
B neueHn uepe3 107 aHen, B ceneseHke uepe3 46—84 aHs v B nerkux uepe3 84 aHsa.
Mbl onpeaenunu HenonHoe COOTHOLWEHWE MexXAy Ppe3ynAtatamMu Ceponoruyeckoro, Mopdo-
NOrMYecKoro u rnaBHbiM 06pPa3oM [UCTONOrMUECKOro MCCnefoBaHWUA. Y CNOHTAHHO MHMMU-
UMPOBAHHbIX MOPCKUX CBMHOK Mbl OTMETUNU pa3HYl CEPONOrMUecKyld PeakTUBHOCTb M pa3-
HUUbI B MOPCMONOrMUECKOH KapTUHE, KOTOpble 3aBUCAT OT WHAUBUAYANbHOW UYBCTBUTENb-
HOCTW MOPCKUX CBUHOK K MHMEKLUH.

Cavia cobaya; noakoxHas WHMEKUMs;, 6aKTEPUMONOrMUECKoe M CEepoNnoruyeckoe WUCcnesoBa-
HUEe; MOPMONOrUUECKHUE UIMEHEHUA

STERBA, F. (State Veterinary Institute, Jihlava): Experimental Induction of
Spontaneous Brucella Infection of Guinea Pigs by Contact with Other Guinea Pigs
Subcutaneously Infected with Brucella suis, Biovar 2. Veter. Med. (Praha), 33, 1988
(4) :241-254.

The rise of spontaneous brucellosis was demonstrated by pathomorphological and
serological examination of guinea pigs which had been in contact with guinea pigs
subcutaneously infected with Brucella suis, biovar 2 (13.8 X 109 Brucella organisms
per 1 ml of physiological solution); all guinea pigs were kept jointly from the 10th
and 38th day after infection. Specific Brucella-induced changes were detected by
the pathomorphological examination in the organs of the spontaneously infected
guinea pigs in the period between the 28th and 141st day. The greatest changes
were induced after 107 days in liver, after 46—48 days in spleen, and after 84 in
lungs. An incomplete correlation was observed between the results of the sero-
logical, morphological, and especially the histopathological examination. Differences
were observed in the serological reactivity of the spontaneously infected guinea
pigs and in their morphological picture, and these differences can be ascribed to
the individual susceptibility of the guinea pigs to infection.

Cavia cobaya; subcutaneous infection; contact infection; bacteriological and sero-
logical examination; morphological changes

STERBA, F. (Staatliches veterinirmedizinisches Institut, Jihlava): Experimentelle
Induktion spontaner Brucelleninfektion von Meerschweinchen durch Kontakt mit
subkutan mit Brucella suis, Biovar 2, infizierten Meerschweinchen. Veter. Med.
(Praha), 33, 1988 (4) :241-254.

Aufgrund pathologisch-morphologischer und serologischer Untersuchungen konnten
wir das Entstehen einer spontanen Brucellose bei Meerschweinchen, die im Kontakt
mit mittels Brucella suis, Biovar 2 (13,8.10° Brucellen in 1 ml physiologischer
Kochsalzlosung) infizierten Meerschweinchen u. zw. bei gemeinsamer Haltung vom
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10. und 38. Tag waren, nachweisen. Im Zeitraum zwischen dem 28. bis 141. Tag
stellten wir pathomorphologisch spezifische brucellése Verdanderungen in Organen
der spontan infizierten Meerschweinchen fest. Die markantesten Verinderungen
wurden in der Leber nach 107 Tagen, in der Milz nach 46 bis 84 Tagen und in den
Lungen nach 84 Tagen induziert. Wir stellten eine unvollstindige Korrelation zwi-
schen den Ergebnissen der serologischen,” morphologischen und insbesondere der
histopathologischen Untersuchung fest. Bei den spontan infizierten Meerschweinchen
wurde eine unterschiedliche serologische Reaktivitdt sowie Unterschiede im mor-
phologischen Bild verzeichnet, die mit der individuellen Sensibilitit des einzelnen
Meerschweinchens zur Infektion im Zusammenhang stehen.

Cavia cobaya; subkutane Infektion; Kontaktinfektion; bakteriologische u. serolo-
gische Untersuchung; morphologische Veranderungen

Adresa autora:

MVDr. FrantiSek Stérba, CSc., Statni veterinarni ustav, Rantifovska 93, 586 05
Jihlava
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KRATKE SDELENI

ROZSIRENI GIARDIA SP. U JEHNAT V CSSR

Bicikovei rodu Giardia (rad Diplomonadida) jsou strevni prvoci, kteri para-
zituji nejen u c¢lovéka, ale i u ruznych zvirat. Doposud bylo popsano vice nez
40 druhu giardii, ale jejich taxonomie a hostitelska specifita neni stale jesté s defi-
nitivni platnosti doresena.

O vyskytu giardii u ovel jsou jen velmi sporadické udaje. Vubec poprve
nalez! tohoto prvoka u ovci Grassi v roce 1881. Nieschulz popsal v roce 1924 v Ni-
zozemsku druh Giardia caprae. Roku 1932 informovali Turner a Murnane o nale-
zech giardii v Australii u uhynulého berana. Rysavy a Erhardova popsali v Kknize-
Paraziii ovel, kitera vysSla v roce 1953, v prehledu protozoarnich infekci druh
G. caprae a uvedli, Ze u ovei v Ceskoslovensku nebyl tento prvok nalezen. V Anglii
detekoval roku 1959 Deas giardie v roztérech a histologickych rezech raznych c¢asti
tenkého streva jednoho jehnéte, u kterého se objevil dva mésice po preventivnim
podani anthelmintika velmi silny pruajem. Padmavathi a kol. informovali v roce
1978 o vyskytu G. caprae v Indii u deseti jednomeésiénich az dvoumeési¢nich jehnat
trpicich prujmy. V USA nalezli Kiorpes a kol. (1986) poprvé cysty giardii u c¢tyr
sedmimésicénich jehnat, ktera byla po celé letni obdobi na pastviné. VSichni cito-
vani autori uvadeji. ze giardiemi infikovana jehnata byla ve velmi slabé télesné
kondici, méla suchou vinu. byla anemicka, vyhubla, s nizkymi hmotnostnimi pri-
rustky. Stridavé se u nich vyskytoval prujem, nebo jejich vykaly byly pastovité
az tekuté konzistence a byly pokryté hlenem. Domnivaji se rovnéz, ze tito strevni
paraziti mohou hrat uréitou patogenni ulohu, nebof kromé giardii nebyl u nemoc-
nych jehnat prokazan vyskyt ani oocyst kokcidii, ani vajicek helmintu.

V tomto kratkém sdéleni informujeme o prvnich ndlezech Giardia sp. u jehnat
v CSSR a o nékterych zakladnich metodach diagnostiky téchto protozoi.

V rameci vyzkumu rozsireni kokcidii rodu Cryptosporidium v ruznych tech-
nologiich odchovu ovei jsme v roce 1985 v dobé zimniho bahnéni ovei a po ném
nalezli cysty giardii v jednom tradi¢nim malochovu ve Stredoc¢eském kraji v {rusu
jednomeési¢nich az dva a pulmési¢nich jehnat. V roce 1986 jsme nalezy vyskytu
giardii u jehnat potvrdili v nékterych velkochovech ovci v Jihofeském a Severo-
moravském Kkraji. Systematickym vysetfovanim jehnat raznych vékovych kategorii
(Pavlasek a kol., 1987) jsme zjistili, ze giardiéza, podobné jako eimeridéza a krypto-
sporidioza, patri mezi velmi ¢asté protozoarni infekce oveci.

Giardia sp. jsme nachazeli u jehnat, ktera meéla prujem, nebo u kterych bylo
evidentni, Zze prujem prodélala. Velmi ¢asto byla timto prvokem infikovana jehnata
slaba a zaostavajici v rustu. Spolec¢né s giardiemi se vét§inou vyskytovaly, zejména
u jehnat do 25 dnu véku., kokcidie rodu Cryptosporidium, u starSich (jeden az
dva a pul mésice) ruzné druhy kokcidii rodu Eimeria a strevni hlistice Strongy-
loides papillosus. Zminéné Kkokcidiozni i helmintézni infekce mohou byt samy
o sobé, v monoinfekecich, pri¢inou zavaznych onemocnéni zazivaciho traktu. Objek-
tivné proto neni mozné jednoznaéné konstatovat, ze giardie byly hlavnim puvod-
cem uvedenych problémua zdravotniho stavu a strevnich enteritid jehnat.

Diagnostika Giardia sp. za ziva je zalozena na prukazu cyst giardii (prameérna
velikost je 14,2 X 9.8 um), popripadé i trofozoitd (primérna velikost je 144 X
X 7,6 wm) v trusu. Tyto parazitarni zarodky je mozné detekovat pri koprologic-
kém vySetirovani

a) v nativnim preparatu, ktery pripravime rozmichanim cca 1 g rektalné ode-
braného vzorku trusu ve vodé nebo ve fyziologickém roztoku a prenesenim dvou
az tri kapek na podlozni skli¢cko; potom prohliZime pod mikroskopem pri zvét$eni
400 az 1000X,

b) raznymi flotaéné centrifuga¢nimi metodami, napi. podle Fausta (s nasyce-
nym roztokem ZnSO4) nebo podle Brezy (1957). Jako velmi vhodnou doporuc¢ujeme
metodu flotace s pouzitim Sheatherova cukerného flota¢niho roztoku s mérnou
hmotnosti 1,117 g.ml-! vzhledem k tomu, Ze nedochazi tak rychle k destrukci
vnitrni struktury cyst giardii. SloZeni tohoto flotaéniho roztoku je: 500 g cukru,
6.5 g fenolu, 320 ml vody.
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1. Trofozoit Giardia sp.
na povrchu slizniéniho
epitelu jejuna 50denni-
ho jehnéte v radkova-
cim elektronovém mik-
roskopu

U uhynulych nebo nutné porazenych jehnat se giardidoza diagnostikuje na za-
kladé nalezu (rofozcita (obr. 1), popripadé cyst:

a) v obsahu tenkého stifeva, zejména jejuna, ale i ilea v nativnim preparatu,
b) v roztérech a otiscich slizniéniho epitelu ruznych oddilia tenkého streva
fixovanych metanolem a barvenych metodou podle Giemsy.

Dosavadni vysledky naSich studii o rozsireni parazitoz v soucasnych velko-
chovech jehnat ukazuji na vyznamnost giardioznich infekei v asociaci s jinymi
endoparazity pri onemocnénich gasirointestinalniho traktu. Proto pokladame za
potrebné, aby se vedle diagnostiky raznych infekénich patogenu bakterialniho a vi-
rového pavodu vénovala pozornost i strevnim bi¢ikoveum rodu Giardia. Je to
nu né zejména v chovech, ve kierych jsou registrovany ¢asté prujmy, popripadé
1 zvyS8ené uhyny jednomeési¢nich az dva a pulmési¢nich jehnat.

Ing. Ivan Pavlasek, CSec.
Parazitologicky ustav CSAV, Ceské Budéjovice
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