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HAEMOPHILUS SOMNUS JAKO PŮVODCE BRONCHOPNEUMONIE
TELAT

A. Švastová

SVASTOVÁ, A. (Státní veterinární ústav, Pardubice): Haemophilus somnus 
jako původce bronchopneumonie telat. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 193­
-200.
Bakteriologické vyšetřování plicní tkáně telat s bronchopneumonií bylo roz­
šířeno o mikroaerofilní nebo anaerobní kultivaci. Vyšetřením 135 telat s one­
mocněním respiračního aparátu byly izolovány 32 kmeny (23.7 "'o) dosud u nás 
nepopsaného mikroorganismu, který byl na základě růstových, morfologických, 
biochemických a sérologických vlastností určen jako Haemophilus somnus. 
Ke kultivaci byl používán čokoládový agar suplementovaný kvasničným 
extraktem a krevní agar. Inkubace probíhala v prostředí mikroaerofilním 
s 10 % oxidu uhličitého nebo anaerobním. Pro sérologickou diagnostiku byla 
připravena séra proti sbírkovému kmeni Haemophilus somnus na králících. 
Získaná antiséra reagovala ve zkumavkové aglutinaci se všemi testovanými 
kmeny, ale nedávala zkřížené reakce s jinými bakteriálními druhy. Koagluti- 
nační test, který byl ověřen, neposkytoval spolehlivé výsledky.
specifické antisérum; zkumavková aglutinace; koaglutinace

Respirační infekce telat, které postihují všechny věkové kategorie 
zvířat, patří ve velkochovech mezi nejzávážnější onemocnění. Ze zná­
mých původců se na těchto infekcích mohou podílet viry, mykoplazmata 
a baktérie.

Při diagnostice bakteriálních původců bronchopneumonie telat jsme 
v poslední době občas získávali negativní kultivační nálezy. Po zavedení 
mikroaerofilní nebo anaerobní kultivace jsme prokázali u nás nepopsaný 
bakteriální druh, v literatuře nazývaný Haemophilus somnus, který je 
původcem nejen bronchopneumonie telat, ale také infekční tromboem- 
bolické meningoencefalitidy Skotu, artritid, otitid, konjunktivitid, endo- 
metritid, mastitid a abortů u krav.

Mikroorganismus byl poprvé izolován v Kalifornii (Kennedy aj., 
1960] z mozku skotu s infekční tromboembolickou meningoencefalitidou 
(ITEME). Úspěšným přenosem tohoto agens byla potvrzena etiologie 
onemocnění. Baktérie byla nazvána „Haemophilus-like“. Bailie aj. 
(1966) užívali název „Actinobacillus actinoides-like“ a později byl mikro­
organismus nazván Haemophilus somnus (Bailie, 1969). I když ten­
to název nebyl validně publikován a není uveden v 9. vydání Bergey’s 
Manual (1984), je všeobecně užíván v zahraniční literatuře.

Do určité doby se zdálo, že infekce vyvolané baktérií Haemophilus 
somnus mají význam pouze v USA. Ale časté izolace původce z plic te­
lat ve Švýcarsku, začínající v roce 1973 (C o r b o z a Nicolet, 1975),
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případ ITEME u býka v NSR (Stöber a P i t t e r m a n n, 1975) 
i náhlé úhyny telat ve Skotsku (Pritchard a MacLeod, 1977) 
upozornily na výskyt iniekčního agens také v Evropě.

Význam mikroorganismu Haemophilus somnus v etiologii onemoc­
nění respiračního aparátu telat je nesporný. С o r b o z a Nicolet 
(1975) usuzovali, že působí jako primární patogen při vzniku hnisavé 
bronchopneumonie. Při sledování incidence infekcí Haemophilus som­
nus byly bronchopneumonie vyvolané tímto bakteriálním druhem pro­
kázány v 10,1 % případů (С o r b o z, 1981).

Haemophilus somnus je gram-negativní polymorfní, kokoidní až 
vláknitá tyčinka, která roste v mikroaerofilním, anaerobním a opožděně 
také aerobním prostředí (Corbo z a Nicolet, 1975). Vyrůstá na 
krevním a čokoládovém agaru po 24 hodinách, lépe po 48 hodinách in­
kubace při teplotě 37 "C v drobných šedavě nažloutlých koloniích. Na 
krevním agaru vytváří většina kmenů neúplnou hemolýzu. Biochemické 
vlastnosti nejsou příliš konstantní. Pro diagnostiku má význam průkaz 
oxidávzy, katalázy, redukce nitrátů, tvorba indolu, test průkazu H2S, ště­
pení urey a některých uhlohydrátů (Corbo z a Nicolet, 1975; 
Garcia — Delgado aj., 1977; Corboz a Wild, 1.481). Mikro­
organismus je in nitro citlivý к antibiotikům běžně používaným ve ve­
terinární praxi.

Haemophilus somnus byl také studován z antigenního hlediska. Pro­
tože byla zjištěna úzká antigenní příbuznost mezi jednotlivými kmeny, 
původce byl pokládán za sérologicky jednotný (Corboz a Nicolet, 
1975; Garcia — Delgado aj., 1977). Později Canto а В i be г - 
stein (1982) při vysycování připravených antisér prokázali existenci 
amerického, švýcarského a společného antigenu. Také Corboz (1983) 
potvrdil u kmenů přítomnost nejen společného, ale i specifického anti­
genu.

К sérodiagnostice mikroorganismu Haemophilus somnus je užívána 
zkumavková aglutinace (Corboz a Nicolet, 1975; Canto a В i - 
b e r s t e i n, 1982), komplement-fixační test, Ouchterlonyho precipitace 
a GEDELISA (Corboz, 1981). Jednotliví autoři, kteří se zabývali séro- 
logickou diagnostikou kmenů, se lišili v metodách získávání antisér, 
v přípravě antigenu к vlastní sérologické reakci i v titrech, kterých 
v antisérech dosahovali.

Cílem naší práce bylo ověřit možnost bakteriologické diagnostiky 
mikroorganismu Haemophilus somnus na základě růstových, morfolo- 
gických, biochemických a sérologických vlastností.

MATERIAL a metody

BAKTERIÁLNÍ KMENY

Pracovali jsme se 32 kmeny, které jsme izolovali z plic při vyšetření 135 uhy­
nulých telat s bronchopneumonií. К ověření a srovnání vlastností jsme užili kmen 
Haemophilus somnus CCM 6023 z Cs. sbírky mikroorganismů. U všech kmenů jsme 
sledovali růst na živných médiích v aerobním, mikroaerofilním a anaerobním pro­
středí a posuzovali morfologii kolonií a buněk. К přípravě antisér jsme užili 
antigen sbírkového kmene. Sérodiagnostiku jsme dělali zkumavkovou aglutinací 
a ověřili jsme možnost použití koaglutinace. Specifitu antisér jsme testovali kmeny 
Pasteurella haemolytica CCM 5422, Pasteurella multocida. Yersinia enterocolitica 
(kmeny izolované v naší laboratoři), Moraxella bovis CCM 5620 a Actinobacillus 
lignieresii CCM 5784.
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ŽIVNÁ MÉDIA

Ke kultivaci jsme používali krevní agar (KA) připravený ze základu pro 
krevní agar č. 4 (Imuna) s 10 "0 ovčí krve a čokoládový agar (CA) obohacený 
10 11 o ovčí krve a extraktem z pivovarských kvasnic (S v a s t o v á, 1986, 1987). 
Ověřili jsme také možnost suplementování agarových médií koňskou krví.

RŮSTOVÉ PODMÍNKY

Inkubace probíhala při teplotě 37 °C v aerobním prostředí 72 až 96 hodin, 
v mikroaerofilním prostředí s obsahem asi 10 % oxidu uhličitého ve fyzikálním 
anaerostatu a za anaerobních podmínek v chemickém anaerostatu (výrobce JZD 
Dukla Drahany) při použití generátoru plynu 48 hodin. Citlivost ke kyslíku jsme 
sledovali u sbírkového kmene a devíti náhodně vybraných izolátů.

BIOCHEMICKÉ TESTY

Použili jsme testy, které u většiny autorů dávaly téměř jednoznačné výsled­
ky. Katalázu jsme prokazovali v 3% peroxidu vodíku sklíčkovou metodou, pro 
důkaz oxidázy jsme připravovali papírky napuštěné 1% roztokem tetramethyl-p- 
-phenylendiamin hydrochloridu. U testů pro průkaz redukce nitrátů, štěpení urey 
jsme bujónové médium (MPB nebo BHI) se základní ingrediencí obohacovali 0.50 (, 
kvasničniho extraktu a 10 % hovězího séra. Tvorbu sirovodíku jsme prokazovali 
v obohaceném bujónovém médiu na papírku s octanem olovnatým. Pro průkaz 
indolu jsme použili Hottingerův bujón suplementovaný stejným způsobem, jaký je 
popsán výše. Média jsme masivně inokulovali a inkubovali v anaerostatu při teplo­
tě 37 CC po dobu 48 až 72 hodin. Štěpení sacharidů jsme prokazovali v 2% pufro- 
vané peptonové vodě s 0.5 n0 určitého substrátu, 0,5 % kvasničniho extraktu a 10 % 
hovězího séra. Jako indikátor byla v půdě fenolová červeň.

SÉRODIAGNOSTIKA KMENÜ

Příprava antigenu к imunizaci králíků

1. Celobuněčný neošetřený antigen označený A
Z kmene Haemophilus somnus CCM 6023, narostlého na CA. jsme připravili 

suspenzi ve vychlazeném 0,15 M NaCl, kterou jsme třikrát promyli. Kontrolu denzi- 
ty jsme dělali ředicí metodou na CA. Požadovaná koncentrace byla 104 až 105 CFU 
na mililitr. Připravený antigen jsme rozplnili do zkumavek a zmrazili při teplotě 
—18 až —20 CC do použití.
2. Rozpustný zahřátý antigen (extrakt 100 C) označený E

Kulturu Haemophilus somnus CCM 6023 ze tří ploten CA jsme rozsuspendo- 
vali v 1 ml 0.15 M NaCl a třikrát promyli. Po 15minutovém povaření ve vodní 
lázni 100 C teplé jsme suspenzi odstředili 20 minut při 4500 ot min. Získaný su­
pernatant — antigen jsme rozplnili a zmrazili. Před aplikací králíkům jsme antigen 
ředili v poměru 1 : 8 v 0.15 M chloridu sodného, abychom zabránili šoku.

IMUNIZACE

К imunizaci byli vybráni čtyři králíci o hmotnosti asi 2 kg, jejichž séra jsme 
nejprve vyšetřili zkumavkovou aglutinaci na přítomnost protilátek proti Haemo­
philus somnus. Každý pátý den jsme i. v. aplikovali antigen A králíkům 1 a 2 
a antigen E králíkům 3 a 4 ve stoupajícím množství od 0,2 ml — 0.5 ml — 1,0 ml 
— 1,5 ml — 2,0 ml — 2.5 ml a 2.5 ml. Za týden po poslední dávce jsme králíky 
vykrvili kardiálni punkcí. Získaná antiséra jsme označili Al. A2, El a E2 a po 
inaktivaci jsme je uchovávali při teplotě —18 °C.

PŘÍPRAVA ANTIGENU KE ZKUMAVKOVÉ AGLUTINACI

Z kultury narostlé nejméně na třech plotnách CA jsme připravili suspenzi 
v 0,15 M NaCl, třikrát promyli a získaný sediment jsme ponechali 90 minut ve 
vodní lázni o teplotě 60 'C, abychom vyloučili autoaglutinaci. К takto ošetřenému
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antigenu jsme přidali stejné množství 1% fenolizovaného fyziologického roztoku. 
Standardizaci jsme dělali 0,5% fenolizovaným fyziologickým roztokem do optické 
denzity 0,39 při 550 nm na spektrofotometru.

ZKUMAVKOVÄ AGLUTINACE

Pracovali jsme metodou, kterou popsali Canto a Biberstein (1982). 
Reakce probíhala při teplotě 37 °C po dobu 18 hodin a pak následovala několika­
hodinová inkubace při teplotě laboratoře. Antisérum jsme testovali imunizačním 
kmenem Haemophilus somnus a všemi suspektními kmeny. Specifitu jsme ověřili 
kmeny Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida, Moraxella bovis, Actino­
bacillus lignieresii a Yersinia enterocolitica.

KOAGLUTINAÖN1 REAGENS

Reagens bylo připraveno podle Kr on valla (1973). Postupy zkumavkové 
aglutinace, přípravy koaglutinačního reagens a koaglutinaci jsme popsali v ústavní 
výzkumné práci (S v a s t o v á, 1987).

VÝSLEDKY

Po zavedení mikroaerotilní nebo anaerobní kultivace při vyšetřování 
plicního parenchymu telat s bronchopneumonií jsme prokázali u nás 
dosud neidentifikované bakteriální agens Haemophilus somnus. Ze 135 
vyšetřených kadaverů jsme Izolovali 32 kmeny (23,7%). Mikroorganis­
mus většinou vyrůstal masivně v čisté kultuře.

Všechny izolované kmeny i kmen sbírkový tvořily na agarových 
médiích za mikroaerofilních a anaerobních podmínek drobné nažloutlé 
kolonie, na KA s neúplnou hemolýzou. Všechny kmeny rostly na ČA jak 
s ovčí, tak s koňskou krví. Kromě jedné výjimky vyrůstaly po prodlou­
žení inkubace ve velmi drobných koloniích také v aerobním prostředí. 
Kultury narostlé anaerobně nebo mikroaerofilně na ČA vytvářely drobné

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

Test CCM 6023
Izolované kmeny (32)

° o -

Kataláza 0 100
Oxidáza + 100 0
NO, + 100 0
H2S — 0 100
Ureáza 0 100
Indol 4- 62,5 37,5
Glukóza 100 0
Mannóza 100 0
Raffinóza 0 100
Trehalóza 4- 68,7 31,3
Salicin — 0 100
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II. Výsledky zkumavkové aglutinace s antisérem AI — The results of test tube 
agglutination with antiserum Al

Kmen
Ředěni séra

1 : 10 1 : 20 1 : 50 1 : 100 1 : 200 1 : 400 1 : 1000 1 :2000

CCM 6023 444 4- 4 4 4-4-4- 4 4 4 4—1—h 4 44 к + 4 44 4

6280 + + + + + + 444 4-4-4- 4 — _ —

7615 + 44 4-4-4- 4-4-4- 444 4 4 4 к 4 4 4
7739 4 4 4 + + + 44 4 4 44 444 44 4 +++ 444

7843 4 4 4 + 4 -1- 4 44 + 44 44 44 ++

8214 + + + + 4 4 4 4 4 4 4 — —

8215 + + + + 4 4 444 444 4 — — —

8216 + + + 4- 4 4 444 4 — — — . —

197 444 4 44 444 4 — — — —

917 4 4 4 444 4- — — — — —

913 J- -L Д- ' 444 4 — — — — —

899 + + + 444 4 + 4 44 4 444 44 44 4
938 4 4 4 4- 4 4- 4 44 444 + 44 4 4 44 4

- až к + -i intenzita aglutinační reakce 
14 4 hodnoceno jako pozitivní

III. Výsledky zkumavkové aglutinace s antisérem El 
agglutination with antiserum El

The results of test tube

Ředěni séra

1 : 10 1 : 20 1 : 50 1 : 100 1 : 200 1 : 400 1 : 1000 1 : 2000

CCM 6023 4 — 4 4 3 3 4—1—H 4 4 4 — —

6280 4 + 4 4 4 4 4-4 4 44 4 — — —
7615 4 4 4 4 4- 4 4 4 4 4 + — — —
7739 + 4- + 4 4 4 4 + 4 44 4 + — — —
7843 4 4 4 -*- 4 4- 44 4 4 4 — — — —
8214 44 4 4- 4 4 + — — — —
8215 444 4 44 44 4 4 — — — —
8216 44 4 4 4 4 - — — — —

197 4- 4- + 4- 4 4 + + + — — — —
917 4- + -L 4- -i—r + 4 — — — —
913
899

4 44

+ 44 4 ___ u 444 44

— - —

938 4 -r 4 4 4- 4 4- 4 4 44 — — —
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kokoidní nebo jemné, krátké, někdy polymorfní tyčinky. Na KA tvořily 
větší polymorfní až kyjovité útvary. Při testování citlivosti mikroorga­
nismu ke kyslíku jsme zjistili, že kmeny v aerobním prostředí přežívají 
tři až pět dní. Prokázané biochemické vlastnosti ve srovnání s vlastnost­
mi sbírkového kmene uvádí tab. I.

Při přípravě antisér odpověděli všichni králíci na imunizaci tvorbou 
aglutinačních protilátek. Výsledky, které jsme získali ve zkumavkové 
aglutinaci u sér AI a El s některými kmeny, jsou uvedeny v tab. II a III. 
Připravená antiséra proti sbírkovému kmeni Haemophilus somnus aglu- 
tinovala všechny naše izoláty v různých titrech, ale ani jedno z nich ne­
dávalo reakci s antigeny jiných bakteriálních druhů, které jsme tes­
tovali.

Při hodnocení koaglutinace jsme pozorovali odlišné reakce jednotli­
vých kmenů, které se projevovaly v rozdílné struktuře koaglutinátu 
a v rychlosti reakce. Rozdíly byly zjištěny také v jednotlivých pasážích 
téhož kmene, kdy v některých případech nedocházelo к reakci.

DISKUSE

Přestože název Haemophilus somnus není uveden mezi platnými dru­
hy hemofilů (Bergey’s Manual, 1984), použili jsme tohoto názvu jako 
mnozí zahraniční autoři (C o r b o z a Pohlenz, 1976; Garcia — 
Delgado aj., 1977; Canto a В i b e r s t e i n, 1982 a další).

Ve sledovaném období jsme podíl mikroorganismu Haemophilus 
somnus na respiračních infekcích telat prokázali ve 23,7 %, kdy jsme 
mikioorganismus izolovali většinou v čisté kultuře. Podobně jako Cor­
bo z a Nicolet (1975) se můžeme domnívat, že v těchto infekcích 
hraje velmi důležitou roli. Pokud nebyl Haemophilus somnus izolován, 
lze tuto skutečnost přisoudit kultivačním vlastnostem původce, které 
nebyly a někde dosud nejsou brány na zřetel.

Srovnáním vlastností izolovaných kmenů s vlastnostmi sbírkového 
kmene Haemophilus somnus a s literárními popisy (Corboz a Ni­
colet, 1975; Garcia — Delgado aj., 1977) jsme prokázali jejich 
morfologickou a kultivační identitu. Při hodnocení biochemických vlast­
ností jsme zjistili stejné výsledky v pozitivní oxidáze, redukci nitrátů 
a v negativním štěpení urey, jaké jsou uváděny (Garcia — Delgado 
aj., 1977; Corboz a Wild, 1981). Přestože jsme tvorbu sirovodíku 
prokazovali podle autorů Garcia — Delgado aj. (1977), získali 
jsme opačné výsledky.

Při testaci citlivosti mikroorganismu ke kyslíku jsme potvrdili po­
zorování, které uvedli Corboz a Nicolet (1975).

Při volbě testu к sérologické diagnostice jsme přihlíželi к auto- 
aglutinaci, kterou vykazovaly některé naše kmeny. Autoaglutinace ne­
byla pozorována u každé pasáže kmenů. Užili jsme jednoduchou zku- 
mavkovou aglutinaci s tepelně ošetřeným antigenem podobně jako 
Corboz a Nicolet (1975), Garcia — Delgado aj. (1977), 
Canto a Biberstein (1982).

Připravená antiséra aglutinovala imunizační kmen Haemophilus 
somnus a všechny naše izoláty. Můžeme tedy předpokládat přítomnost 
společného antigenu a antigenní příbuznost kmenů. Homologní titry 
v získaných antisérech Al a A2 dosahovaly hodnot, které uvádějí C a n -
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to a Biberstein (1982). Při zjišťování specifity sér jsme na roz­
díl od Garcia — Delgado aj. (1977) nezjistili nespecifické aglu- 
tinační reakce s jinými bakteriálními druhy.

Na základě zkušeností s koaglutinačním testem v diagnostice jiných 
bakteriálních druhů (Švastová, 1986) jsme chtěli test využít к séro- 
logické identifikaci kmenů Haemophilus somnus. Pro nespolehlivost 
reakcí, které jsme získali, nelze však tohoto testu užít jako jediného 
a je třeba ověřit jinou možnost, jak získat antisérum pro přípravu 
koaglutinačního reagens, popřípadě užít vhodnějšího kmene Staphylo­
coccus aureus Cowan 1 к navázání antiséra.
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ШВАСТОВА, А. (Государственный ветеринарный институт, Пардубице): Haemophilus 
somnus в качестве возбудителя бронхопневмонии телят. Veter. Med. (Praha), 33, 
1988 (4) : 193-200.
Бактериологическое исследование легочной ткани телят с бронхопневмонией было 
расширено о микроаэрофильное или анаэробное культивирование. Исследованием 135 
телят с заболеванием респираторного аппарата были изолированы 32 штамма (23 7%) 
до настоящего времени у нас не описанного микроорганизма который был на основа­
нии ростовых, морфологических, биохимических и серологических свойств опрелелен 
как Haemophilus somnus. Для культивирования применялся шоколадный агар, супли- 
ментированный дрожжевым экстрактом и кровяной агар. Инкубация проходила в среде 
микроаэрофильной с 10% углекислой гидроокисью или анаэробной. Для серологической 
диагностики были приготовлены сыворотки против сборочному штамму Haemophilus 
somnus на кроликах. Полученные антисыворотки реагировали в пробирочной агглю­
тинации со всеми тестируемыми штаммами, но не давали скрещенных реакций с дру­
гими бактериальными видами. Тест коагглютинирования, который был проверен, не да­
вал надежных результатов.
специфическая антисыворотка; пробирочная агглютинация; коагглютинация

SVASTOVÁ, 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 10 % 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; coagglutination

SVASTOVÁ, A. (Staatliches veterinärmedizinisches Institut, Pardubice): Haemo­
philus somnus als Erreger der Bronchopneumonie bei Kälbern. Veter. Med. (Praha). 
33, 1988 (4) ; 193-200.
Die bakteriologische Untersuchung von Lungengewebe von Kälbern mit Broncho­
pneumonie wurde um mikroaerophile oder anaerobe Kultivierung erweitert. Anhand 
der Untersuchungen von 135 Kälbern mit Erkrankungen des Respirationsapparats 
wurden 32 Stämme (23,7 %) eines bei uns bisher noch nicht beschriebenen Mikro­
organismus isoliert, der aufgrund der Wachstums-, der morphologischen, bioche­
mischen und serologischen Eigenschaften als Haemophilus somnus identifiziert 
wurde. Zur Kultivierung wurde mit Hefeextrakt supplementiertes Schokoladeagar 
und Blutagar angewandt. Die Inkubation verlief in mikroaerophilem Milieu mit 
10 % Kohlendioxid oder in anaerobem Milieu. Für serologische Diagnostik wurden 
Seren gegen den Sammelstamm Haemophilus somnus an Kaninchen zubereitet. 
Die gewonnenen Antisera reagierten bei Prüfglasagglutination mit allen getesteten 
Stämmen, ergaben jedoch keine Kreuzreaktionen mit anderen bakteriellen Stämmen. 
Der Koagglutinationstest, der überprüft wurde, bot keine verläßlichen Ergebnisse.
spezifisches Antiserum; Pfüfglasagglutination; Koagglutination
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SROVNANÍ TRI SÉROLOGICKÝCH TESTÜ PRO DETEKCI 
protilátek proti viru bhandža u domácích 
PŘEŽVÝKAVCŮ

J. Halouzka, Z. Hubálek, Z. Juřicová

HALOUZKA, J. — HUBÁLEK, Z. — JUŘICOVÁ, Z. (Ústav systematické 
a ekologické biologie ČSAV. Brno, odd. Valtice): Srovnání tří sérologických 
testů pro detekci protilátek proti viru Bhandža и domácích přežvýkavců. 
Veter. Med. (Praha). 33. 1988 (4) : 201-208.
Posuzovali jsme vhodnost tří sérologických testů (virus-neutralizačního testu 
— VNT. hemaglutinačně-inhibičního testu — HIT a testu radiální hemolýzy 
v gelu — RHG) pro detekci protilátek proti viru Bhandža (BHA). Podklad 
pro srovnávání poskytly výsledky vyšetření 867 domácích přežvýkavců — 
772 ovcí, 35 koz a 60 krav. Vhodnost srovnávaných testů byla hodnocena ně­
kolika statistickými metodami. Z dosažených výsledků vyplývá, že nejvyšší 
procento pozitivit bylo získáno VNT (5,7 %), méně testem HIT (5,2 %) a RHG 
pouze 3,8 ° „. Hodnoty /2 prokázaly vysoce signifikantní (P < 0,001) korelaci 
mezi výsledky všech použitých sérologických reakcí. Další statistická vyšetření 
— koeficienty podle Sokala a Michenera (Csm) a Jaccarda (C/) — ukazují na 
značnou podobnost mezi výsledky VNT a HIT, větší než mezi VNT a RHG. 
V celkovém srovnáni se projevuje specifika každého z použitých testů. VNT je 
nejcitlivější a nejspecifičtější, ale velmi pracný a pomalý. HIT je rychlý, ale 
i dostatečně citlivý a specifický. RHG je sice velmi rychlý, lehce proveditelný 
a úsporný, ale méně citlivý a vyžaduje kvalitní séra, pokud možno i bakte­
riálně sterilní.
virus-neutralizační test (VNT); hemaglutinačně-inhibični test (HIT); test ra­
diální hemolýzy v gelu (RHG); srovnání testů

Mají-li nově vyvíjené a zaváděné sérologické diagnostické testy pro 
stále širší spektra vyšetřovaných agens splňovat nároky na ně kla­
dené, je nutné je ověřovat a porovnávat s výsledky dlouhodobě a stan­
dardně používaných metod. Ve své práci jsme tomuto ověření podrobili 
test RHG, který byl vyvinut a použit pro detekci protilátek proti viru 
chřipky (Schild aj., 1975a, b) a potom rozpracován pro použití 
s mnoha dalšími agens, včetně arbovirů (Ducá aj., 1979; Gajda- 
mo v ičo vá a Melnikovová, 1979; Gajdamovičová aj., 1980, 
1981; Málková aj., 1°83]. Test RHG pro detekci protilátek proti viru 
BHA dosud nebyl použit. Pro ověření a srovnání výsledků dosažených 
tímto testem jsme zde použili dat současně získaných standardními 
testy VNT a HIT, které se běžně používají v sérologické diagnostice.

MATERIAL a metoda

Vyšetřovaná séra 867 savců — pasených domácích přežvýkavců — pocházela: 
od 772 ovcí ze 43 farem sedmi okresů a tří krajů ČSSR, 35 koz ze dvou okresů 
a 60 krav (ročních až dvouletých) ze tří farem jednoho okresu (tab. I). Všechna 
domácí zvířata se pásla nejméně po jednu sezónu. Vzorky krve byly odebírány 
z krční žíly (véna jugularis).
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I. Přehled vyšetřených a séropozitivních zvířat podle okresů — A survey of the 
examined and serum-positive animals according to the districts

Zvíře Okres
VNT HIT RHG

ex. ex. on ex.

Ovce Rožňava 91 30 33,0 29 31,9 27 29,7
Trebišov 137 3 2,2 4 2,9 1 0,7
Michalovce 244 1 0,4 0 0,0 0 0,0
Vranov nad Topfou 15 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Humenné 239 4 1,7 4 1,7 4 1,7
Olomouc 35 1 2,9 1 2,9 0 0,0
Hradec Králové 11 0 0,0 0 0,0 0 0,0

celkem 772 39 5,1 38 4,9 32 4,1

Koza Rožňava 7 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Svidník 28 0 0,0 0 0,0 0 0,0

celkem 35 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Kráva Rožňava 60 10 16,7 7 11,7 1 1,7

Souhrn 867 49 5,7 45 5,2 33 3,8

VIRUSNEUTRALIZACNÍ TEST (VNT)

Testovací dávka (100 CDso) kmene Bg 326 (SMs) viru Bhandža byla smíchána 
se sérem inaktivovaným (30 minut při teplotě 56 CC) a ředěným dvojnásobně od 1 : 8. 
inkubována 90 minut při teplotě 37 °C. Směs byla dávkována po 0.2 ml na dvou­
denní vrstvu buněk Věro v Leightonových zkumavkách po odsátí růstového média 
(MEM s 10 "d inaktivovaného telecího séra Bioveta). Po inkubaci trvající 60 minut 
při teplotě 37 °C bylo do zkumavkových kultur přidáno 1,5 ml MEM a 2 "o telecího 
séra, které bylo po dvou dnech vyměněno za MEM-GaPy s 2% telecího séra. Do 
testů byly zařazeny kontroly neinfikovaných buněk, testovací dávky viru a její 
titrace, pozitivní a negativní ovčí séra. Výsledky byly hodnoceny po osmidenní až 
desetidenní inkubaci při teplotě 37 °C podle CPE. Ředění séra vyvolávající 50",, 
inhibici CPE bylo označeno jako titr tohoto séra (H u b á 1 e к aj.. 1982, 1985: Hu- 
bálek a Juřicová. 1984). Pro přehled byly jako pozitivní hodnoceny titry 
až od 1 : 16.

HEMAGLUTINACNE-INHIBlCNt TEST (HIT)

Vyšetřovaná séra byla extrahována acetonem a vysycena houseřimi erytro- 
cyty (0,1 ml sedimentovaných krvinek na 5 ml séra ředěného v poměru 1 : 10). 
Antigen kmene Bg 335/6 (SMe) byl připraven sacharózo-acetonovou extrakcí 
(С 1 а г к o v á a Casals, 1958) infekčních SMM. Sériová dvojnásobná ředění 
(počínaje 1 : 10) vyšetřovaných sér byla v mikrodestičkách smíchána s 4 HA jed­
notkami antigenu, inkubována 18 hodin při teplotě 4 ’C a do jamek byla potom 
přidána suspenze houseřích erytrocytů (o optické denzitě 0.75 při vlnové délce 
490 nm) ve fosfátovém pufru pH 6,0; výsledky byly odečítány po 60minutové inku­
baci při teplotě 4 °C. Na každou plotničku byly zařazeny všechny potřebné kontroly 
a jako pozitivní (úplná nebo téměř úplná zábrana hemaglutinace) byly hodnoceny 
titry od 1 : 10 (H u b á 1 e к a Juřicová, 1984).
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TEST RADIÁLNÍ HEMOLÝZY V GELU (RHG)

Postup RHG byl v zásadě zachován stejný, jaký použily Gajdamovičová 
a Melnikovová (1979). Beraní erytrocyty (Bioveta) byly třikrát promyty centri- 
fugací (10 min. při 600 X g) v Dulbeccově PBS (bez vápníku a hořčíku) o pH 7,2. 
Krvinky byly resuspendovány na 10" „ objem v borátovém PBS pH 6,0 (BPBS), 
а к 1.3 ml této suspenze bylo přidáno 0,36 ml koncentrovaného sacharózo-aceto- 
nového antigenu (С 1 а г к o v á a Casals, 1958) kmene Bg 335/6. Adsorpce pro­
bíhala 20 minut při teplotě 37 CC; nenavázaný antigen byl potom odstraněn pro- 
mytím suspenze 10—15násobným objemem PBS (po 10 minut při 600 X g); erytro­
cyty byly resuspendovány v 1.3 ml BPBS. К této suspenzi bylo přidáno 0,40 ml 
komplementu (Alexin ÜSOL) a 8.5 ml 1% gelu agarózy (Fluka č. 05070) ve verona- 
lovém pufru (Sevatest BNT) pH 7,2 temperovaného na teplotu 42 °C; směs byla 
vylita na Petriho misky o průměru 10 cm a po ztuhnutí byly v gelové vrstvě 
(o výšce asi 1.5 mm) vyraženy jamky o průměru 3 mm. Zcela analogickým postu­
pem byla připravena kontrolní agarózní plotna, v níž ovšem namísto virového 
antigenu byly použity erytrocyty s adsorbovaným „antigenem“ normálních myších 
mozků extrahovaných sacharózo-acetonovou metodou. Do jamek v obou plotnách 
byly paralelně dávkovány po 6 д1 vzorky neředěných a inaktivovaných (30 minut 
při teplotě 56 °C) sér. Inkubace probíhala 18 až 24 hodin při teplotě 37 °C. Výsledky 
byly hodnoceny měřením průměru vytvořených hemolytických zón pomocí posuv­
ného měřítka se speciálně upravenými hroty (s přesností ± 0,1 mm); od průměru 
zóny byl odečten diametr jamky (3,0 mm) a zůstatek dělen dvěma. Jako pozitivní 
byla hodnocena séra poskytující hemolytické zóny o periferii nejméně 0,8 mm 
a netvořící přitom hemolýzu v kontrolní plotně (bez virového antigenu). Do testů 
byla jako kontroly zařazena pozitivní a negativní séra.

VÝSLEDKY

Tab. I ukazuje frekvenci séropozitivity pasených přežvýkavců v osmi 
okresech CSSR: BHA-protilátky byly nejčastěji detekovány na okrese 
Rožňava (přibližně u 1/3 ovcí ve všech třech testech) a jen sporadicky 
(méně než 3 % vyšetřených zvířat) v jiných okresech (Trebišov, Micha- 
lovce, Humenné a Olomouc); přitom VN titry větší než 1 : 32 byly zjištěny

II. Soulad výsledků (ko-reaktivita) tří sérologických testů v diagnostice infekcí 
přežvýkavců virem Bhandža (na základě paralelního vyšetření 772 ovcí, 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

4-

HIT RHG

4-

VNT

HIT/2
C.S.V

C.,

a b
c d

42 7
3 815

31 18
2 816

684,330
0,988
0,808

1,000
1,000

31 14

2 820

4-

RHG/- 501,480
Csm 0,977
Cj 0,608

549,100
0,982
0,660

1,000
1,000

-L

(a b c 4 d) (ad be)2 a 4- d a
(a - b) (c 4- d) (a c) (b d) s '' a 4- b + c + d ' a 4 b 4- c
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III. Soupis zvířat s protilátkami (ovce: M = merino, C 
animals with antibodies (sheep: М = Merino, С = Tsigai)

= cigaja) — A list of

Číslo 
protilátky Zvíře Věk 

(let) Lokalita (farma) Datum 
odběru

Titr (reakce)

VNT HIT RHG

R V 47 ovce M 3 JRD Silická Březová 6. 10. 82 4 10± 0
RV 48 ovce M 4 JRD Silická Březová 6. 10. 82 128 80 2,4
R V 50 ovce M 8 JRD Silická Březová 6. 10. 82 128 80 2,3
RV 51 ovce M 8 JRD Silická Březová 6. 10. 82 64 10 2,6
RV 53 ovce M 6 JRD Dlhá Ves 7. 10. 82 32 10 3,1
R V 62 ovce M 5 JRD Dlhá Ves 7. 10. 82 64 10± 0
RV 63 ovce M 6 JRD Dlhá Ves 7. 10.82 512 80 2,7
RV 64 ovce M 7 JRD Dlhá Ves 7. 10. 82 256 80 2,4
RV 65 ovce M 1 JRD Kečovo 7. 10. 82 8 10 ■ 0
R V 66 ovce M 1 JRD Kečovo 7. 10. 82 128 160 2,1
R V 67 ovce M 1 JRD Kečovo 7. 10. 82 32 160 2,5
R V 69 ovce M 1 JZD Kečovo 7. 10. 82 512 160 2,3
RV 70 ovce M 3 JRD Kečovo 7. 10. 82 1024 320 2,8
RV 71 ovce M 3 JRD Kečovo 7. 10. 82 512 20 4,8
RV 72 ovce M 3 JRD Kečovo 7. 10. 82 512 80 3,1
R V 74 ovce M 6 JRD Kečovo 7. 10. 82 1024 320 3,5
R V 75 ovce M 8 JRD Kečovo 7. 10 82 128 40 2,6
R V 76 ovce M 8 JRD Kečovo 7. 10.82 256 40 2,5
R V 89 ovce M 2 JRD Kečovo 14. 4. 83 128 20 5,2
R V 90 ovce M 2 JRD Kečovo 14. 4. 83 8 10 ■ 4,2
RV 91 ovce M 2 JRD Kečovo 14.4. 83 1024 40 4,3
R V 92 ovce M 4 JRD Kečovo 14. 4. 83 64 40 4,5
RV 93 ovce M 5 JRD Kečovo 14. 4. 83 32 20 3,8
RV 95 ovce M 6 JRD Kečovo 14. 4. 83 256 40 4,2
R V 96 ovce M 6 JRD Kečovo 14. 4. 83 16 20 3,8
RV 97 ovce M 7 JRD Kečovo 14. 4. 83 32 20 4,1
R V 102 ovce M 1 JRD Kečovo 14. 4. 83 32 20 0
R V 103 ovce M 1 JRD Kečovo 14. 4. 83 16 20 2,6
R V 105 ovce M 3 JRD Kečovo 14. 4. 83 64 40 3,3
R V 107 ovce M 3 JRD Kečovo 14. 4. 83 32 40 4,5
RV 109 ovce M 4 JRD Kečovo 14. 4. 83 256 40 4,7
RV 110 ovce M 6 JRD Kečovo 14. 4. 83 128 20 0
RV 111 ovce M 6 JRD Kečovo 14. 4. 83 64 20 0
RV 119 kráva 2 JRD Kečovo 14. 4. 83 64 20 1,6
RV 123 kráva 2 JRD Kečovo 14. 4. 83 32 20 0
R V 225 kráva 2 JRD Kečovo 12. 9. 83 8 10 0
RV 231 kráva 2 JRD Kečovo 12.9. 83 S 10 ' 0
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Pokračování tab. Ill

Číslo 
protilátky Zvíře Věk 

(let) I.okalita (farma) Datum 
odběru

Titr (reakce)

VNT HIT RHG

RV 233 kráva 2 JRD Kečovo 12. 9. 83 8 10 0
RV 237 kráva 2 JRD Kečovo 12. 9. 83 8 10 0
RV 242 kráva 2 JRD Dlhá Ves 12.9. 83 64 10 + 0
RV 243 kráva 2 JRD Dlhá Ves 12. 9. 83 32 10 + 0
R V 245 kráva 2 JRD Dlhá Ves 12.9. 83 32 10 + 0
R V 247 kráva 2 JRD Dlhá Ves 12. 9. 83 128 10-20 0
RV 250 kráva 2 JRD Dlhá Ves 12. 9. 83 512 20 0
RV 251 kráva 2 JRD Dlhá Ves 12. 9. 83 256 10 0
RV 252 kráva 2 JRD Dlhá Ves 12.9. 83 64 10 0
RV 254 kráva 2 JRD Dlhá Ves 12.9. 83 256 20 0
MI 102 ovce M 3 JRD Bracovce, 

farma Kečanov
7. 3. 83 8 10 0

MI 131 ovce M 3 4 JRD Vyšná Rybnica, 
farma Jasenov

7. 3. 83 16 10 0

MI 145 ovce M 3 4 JRD Vyšná Rybnica, 
farma Jasenov

7. 3. 83 8 10 0

HU 139 ovce C 6 JRD Karpaty, 
farma Čertižné

9. 3. 83 8 10 0

HU 172 ovce C 3 JRD Verchovina, 
farma Sterkovce

24. 3. 83 4096 10 5,8

HU 173 ovce C 3 JRD Verchovina, 
farma Sterkovce

24. 3. 83 4 10 0

HU 181 ovce C 4 JRD Verchovina, 
farma Sterkovce

24. 3. 83 1024 10 5,1

HU 229 ovce C 3 JRD Nový život, 
farma Světlice

24. 3. 83 32 10 5,4

HU 230 ovce C 4 JRD Nový život, 
farma Světlice

24. 3. 83 64 10 20 5,5

TR 66 ovce M 5 JRD Velaty, 
farma Bysta

1.4. 83 8 -16 10 0

TR 112 ovce M 2 ŠM Nový Dvoř 7. 9. 83 16 10 20 0
TR 125 ovce M 2 ŠM Ladmovce 7.9.83 4 10 1,6
TR 131 ovce M 2 ŠM Středa n. B. 7. 9. 83 64 80 0
TR 133 ovce M 2 ŠM Středa n. B. 7.9. 83 NT 40 0
TR 135 ovce M 2 ŠM Středa n. B. 7.9. 83 64 10 + 0
OL 11 ovce M 2 JZD Velká Bystřice, 

farma Mrsklesy
18. 1. 83 16 20 0

mimo Rožňavsko jen u tri ovcí z okresu Humenné a dvou ovcí z okresu 
Trebišov. Na některých farmách z okresu Rožňava byla promořenost ovcí 
velmi značná (Kečovo — 64%), s protilátkami vyskytujícími se ve vyso­
kých titrecb i u jehňat pasených v jediné sezóně. To dokazuje recentní 
cirkulaci viru Bhandža v jižních částech Silické planiny (Hubálek 
aj., 1985).
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Sérologické vyšetření 867 domácích přežvýkavců paralelně třemi 
metodami (VNT, HIT, RHG) umožňuje vzájemně porovnat efektivitu 
těchto testů při detekci protilátek vůči viru Bhandža. Nejvyšší podíl po­
zitivity poskytl VNT (5,7 %), poněkud menší HIT (5,2 %) a RHG (3,8 °/o). 
Tab. II představuje „ko-reaktivitu“ (soulad) metod, vyhodnocenou 
/2 testem (kontingenční tabulky 2X2) a koeficienty podle Sokala a Mi- 
chenera (CSM) a Jaccarda (C7). Hodnoty /2 prokázaly vysoce signifi­
kantní (R <0,001] korelaci mezi výsledky všech sérologických reakcí 
a hodnoty obou koeficientů ukazují na značnou podobnost mezi vý­
sledky VNT a HIT, větší než mezi VNT a RHG. Výsledky RHG jsou při­
tom bližší testu HI než VN. Koeficient Cs;d určuje míru ko-reaktivity, tj. 
podíl shodných výsledků (kdy obě reakce jednoho séra jsou současně 
negativní] z celkového počtu výsledků, zatímco hodnoty koeficientů C, 
jsou silněji ovlivněny podílem diskrepantních výsledků mezi testy (není 
brán ohled na počet současně negativních reakcí). Rozsah hodnot obou 
koeficientů je 0 až 1 a s klesajícím podílem diskrepantních výsledků se 
hodnoty obou koeficientů zvyšují.

Pearsonův korelační koeficient mezi titry 63 sér (tab. Ill] jsme vy­
počítali po logaritmické (log2) transformaci titrů u VNT a HIT, zatímco 
hodnoty RHG převáděny nebyly. Ve VNT byla negativní séra (8) vyjádře­
na hodnotou 1 (log22), v HIT 1,3 (10*" — bylo klasifikováno jako 2,3) 
a v RHG 0,5 (mm). Korelace v titrech mezi testy byla: r (VNT. HIT) = 
= 0,591; г (VNT . RHG ) = 0,465; r (HIT . RHG ) = 0,359.

Všechny hodnoty Pearsonova koeficientu jsou signifikantní [P < 
< 0,01); opět je zřejmá dosti značná podobnost mezi výsledky VNT a HIT 
(větší než mezi VNT a RHG, nebo HIT a RHG).

DISKUSE

Srovnání vhodnosti testů VNT, HIT a RHG pro séroepidemiologické 
přehledy s virem Bhandža, uskutečněné na detekci protilátek u domácích 
přežvýkavců, ukazuje, že každý z nich má své výhody i nevýhody.

VNT je znám svou specifičností a citlivostí, a proto byl vzat za zá­
klad. Specifičnost (tj. podíl „falešně pozitivních“ reakcí ve vztahu 
к VNT] testů je vysoká: téměř nebyl zaznamenán výsledek VNT — HIT* 
nebo VNT — RHG + .

U RHG byly zaznamenány falešně pozitivní reakce v několika přípa­
dech bakteriálně kontaminovaných nebo silně chylózních sér, které 
ovšem byly eliminovány pravidelným používáním kontrolní agarózové 
plotny bez inkorporovaného virového antigenu (na nichž docházelo 
к tvorbě nespecifických hemolytických zón — u těchto sér a reakce by­
la hodnocena jako negativní).

Citlivost testů lze určit podílem „falešně negativních“ reakcí (ve 
vztahu к VNT). HIT nedetekoval protilátky zjištěné ve VNT u sedmi 
sér (přitom naopak VNT ve třech případech nezachytil v dostatečném 
titru specifické protilátky prokázané v HIT] a RHG obdobně v 18 pří­
padech. Lze proto usoudit, že citlivost testů na průkaz BHA-protilátek 
klesá v pořadí VNT — HIT — RHG.

Dále lze konstatovat, že VNT ie tedy nejspecifičtější i nejcitlivější, 
ale současně nejpracněiší a vzhledem к rychlosti získání výsledků nej­
pomalejší. HIT je rychlý, snecifický i dostatečně citlivý a je vhodnv 
zejména pro diagnostické laboratoře nevybavené pro práci s tkáňovými
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kulturami. RHG je sice rovněž velmi pohotový, snadno proveditelný, spe­
cifický a úsporný, ale poněkud méně citlivý a vyžaduje navíc séra po­
kud možno kvalitní a bakteriálně sterilní.
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Autoři děkují MVDr. J. Mitter pákoví, CSc. (SVÜ Michalovce). MVDr. J. 

Kilíkovi (OVZ Rožňava), MVDr. K. Seidlovi. CSc. (SVÜ Hradec Králové) 
a MUDr. T. Mittermayerovi, CSc. (KÜNZ Košice) za laskavé dodání sér 
domácích přežvýkavců.
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ГАЛОУЗКА, И. — ГУБАЛЕК, 3. — ЮРЖИЦОВА, 3 (Институт систематической и эко­
логической биологии ЧСАН, Брно, отд. Валтице): Сравнение трех серологических 
тестов для детектирования антител против вируса Бханджа у домашних жвачных жи­
вотных. Veter. Med. (Praha). 33, 1988 (4) : 201 208.
Оценивалась пригодность трех серологических тестов (вирус-нейтрализационный тест 
— ВНТ, гемагглютинационный-ингибирующий тест — ГИТ и тест радиального гемолиза 
в геле — РГГ) для детектирования антител против вируса Бханджа (БГА). Первичный 
материал для сравнения предоставили результаты исследования 867 домашних жвач­
ных животных — 772 овцы 35 коз и 60 коров. Пригодность сравниваемых тестов оце­
нивалась с помощью нескольких статистических методов. Из достигнутых результатов 
вытекает, что наиболее высокий процент положительных результатов был получен 
у ВНТ (5 7"0), меньший тестом ГИТ (5,2 %) и РГГ лишь 3,8 ° 0. Оценки /2 показали вы­
соко сигнификантную корреляцию (Р < 0,001) между результатами всех использо­
ванных серологических реакций Дальнейшие статистические исследования — коэф 
фициенты по Сокалу и Михенеру (Сем) и Яккарду (Сд) — указывают на значитель­
ное сравнение между результатами ВНТ и ГИТ, большее, чем между ВНТ и РГГ.
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В общем сравнении проявляется специфика каждого из примененных тестов. ВНТ 
является наиболее чувствительным и специфическим, но очень трудоемким и медли­
тельным. ГИТ является быстрым но и достаточно чувствительным и специфическим. 
РГГ хотя и является довольно быстрым, легко проводится и является экономным но 
является менее чувствительным и требует качества сыворотки, если есть возмож­
ность даже бактериально стерильной.
вирус-нейтрализационный тест (ВНТ); гемегглютинационный-ингибирующий тест (ГИТ); 
тест радиального гемолиза в геле (РГГ); сравнение тестов

HALOUZKA, J. — HUBÁLEK, Z. — JUŘICOVÁ, 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 3.8 %. The y2 values exhibited a highly significant (P < 0.001) correlation 
between the results of all serological reactions. Other statistical evaluations — 
coefficients after Sokal and Michener (Csm) and Jaccard (Cy) — 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. — HUBÁLEK, Z. — JUŘICOVÁ, Z. (Institut für systematische 
und ökologische Biologie der CSAV, Brno, Abteilung Valtice): Vergleich dreier 
serologischer Tests für Detektion der Antikörper gegen das Virus Bhandža bei 
Hauswiederkäuern. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 201-208.
Wir beurteilten die Eignung dreier serologischer Tests (Virusneutralisationstest — 
VNT; Hämagglutinations-Inhibitionstest — HIT; Test der radialen Hemolyse im 
Gel — RHG) für Detektion der Antikörper gegen das Virus Bhandža (BHA). Dabei 
gingen wir von der Ergebnissen der Untersuchung von 867 Hauswiederkäuern — 
772 Schafen, 35 Ziegen und 60 Kühen aus. Die Eignung der verglichenen Tests 
wude mit Hilfe von mehreren statistischen Methoden bewertet. Den ermittelten 
Ergebnissen ist zu entnehmen, dass der höchste Prozentsatz der Positiva durch 
den VNT (5,7 %), weniger schon durch den HIT (5,2 %) und durch den RHG nur 
3,8 % ermittelt werden konnte. Die Werte %2 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 Ähnlichkeit zwischen 
den VNT- und HIT-Ergebnissen hin, die viel grösser 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 
genügend empfindlich und spezifisch. Der RHG ist zwar sehr schnell, leicht durch­
führbar und ökonomisch, aber weniger empfindlich und erfordert Qualitätsseren, 
die möglichst auch bakteriel steril sind.
Virus-Neutralisationstest (VNT); Hämagglutinations-Inhibitionstest (HIT); Test der 
radialen Hemolyse im Gel (RHG); Testvergleich

Adresa autorů:
RNDr. Jiří Halouzka, RNDr. Zdenek H u b á 1 e k, DrSc., RNDr. Zinočka Ju­
řicová, CSc., Ustav systematické a ekologické biologie CSAV. Brno, odd. ERP. 
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VPLYV HORMONÄLNEJ STIMULÄCIE FOLISTIMANOM (FSH)
A PROTRAHOVANEJ EXPOZÍCIE GAMA-ŽIARENIA
NA HLADINY KATECHOLAMINOV V HYPOTALAME, HYPOFÝZE
A V NADOBLICKÄCH OVIEC V ANESTRICKOM OBDOBÍ

В. Pástorová, J. Arendarčik, M. Molnárová

PASTOROVÁ, В — ARENDARČIK, J. — MOLNÁROVÁ, M. (Vysoká škola 
veterinárska, Košice): Vplyv hormonálně) stimulácie Folistimanom (FSH) 
a protrahovanej expozície gama-žiarenia na hladiny katecholaminov v hypo­
talame, hypofýze a v nadobličkách oviec v anestrickom období. Veter. Med 

■ (Praha). 33, 1988 (4) : 209-217.
Studovali sme účinok hormonálneho preparátu Folistiman a protrahovanej 
expozície gama-žiarenia na koncentráciu katecholaminov v hypotalame, hypo­
fýze a v nadobličkách oviec so synchronizovaným estrom. Pczorovania sme 
vykonali na 15 ovciach plemena slovenské merino v období fyziologického 
anestru. Prvá skupina oviec bola kontrolná (n = 5). Ovce druhej skupiny 
boli ozařované gama-žiarením počas piatich dní celkovou dávkou 2,48 Gy. Po 
skončenom ozařovaní sme ich hormonálně stimulovali FSH v celkovej dávke 
450 I. U. Tretiu skupinu oviec sme hormonálně stimulovali FSH bez ožaro- 
vania. Katecholové aminy sme po izolácii z tkanivových supernatantov me­
todou adsorpčnej Chromatografie stanovili v eluátoch spektrofluorimetricky. 
Celotelová protrahovaná expozícia gama-žiarenia a hormonálna stimulácia 
FSH výrazné znižuje končentrácie norepinefrínu v skúmaných oblastiach hy- 
poíalamu oviec (v priemere o 70",,) v porovnaní s kontrolnými hodnotami. 
Epinefrín sa v mediálnom hypotalame oviec znižuje o 63 %. Zaznamenali sme 
pokles koncentrácií epinefrínu a norepinefrínu v nadobličkách (o 32,9 % a 16 ° 0) 
a v hypofýze (o 35 a 43,1°,)) ožiarených a hormonálně stimulovaných oviec. 
Hormonálně ovplyvnenie oviec FSH bez ožiarenia nespósobuje tak výrazné 
zníženie hladin katecholaminov v hypotalame oviec. ale významné znižuje ich 
zastúpenie v hypofýze. kde sme pozorovali zníženie koncentrácií norepinefrínu 
o 82 ° „ a epinefrínu o 67,3 ° n. V nadobličkách sa znížil epinefrín u tejto sku­
piny oviec o 63,9 11 ü a hladina norepinefrínu sa v porovnaní s kontrolnými 
hodnotami neměnila. Z dosiahnutých výsledkov vyplývá, že gama-žiarenie 
a hormonálna stimulácia FSH výrazné znižuje koncentrácie katecholaminov 
v oblastiach cerebroneurálneho systému (CNS). zapojených do regulácie repro- 
dukčných procesov.
biogénne aminy hypotalamu; sekrécia gonádotropných hormónov; reprodukcia

Superovuláciu ako jednu z podmienok intenzifikácie chovu oviec 
(Gordon, 1975; Arendarčik a i., 1985) je možné vyvolat podá­
ním gonádotropných hormónov (PMSG, FSH a HCG) vo vhodnej fáze 
estrálneho cyklu. Variabilita superovulačnej odozvy po podaní PMSG je 
příčinou toho, že vačšina autorov dává přednost stimulácii FSH vzhl'a- 
dom na krátku dobu rozpadu tohto hormonu v organizme a na stabilněj­
ší gonádotropný efekt.
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V nasej práci sme sa zamerali na stádium účinku hormonálneho pří­
pravku Folistiman a gama-žiarenia na katecholaminergický systém hy­
potalamu a hypofýzy podieřajúci sa na regulácii pohlavných funkcií 
(Meites a i., 1977; Negro — Vilar a i., 1982), na regulácii osi 
hypofýza — nadoblička v adrenokortikálnej stresovej odozve [Kvet- 
ň a n s к ý, 1981). V našich predchádzajúcich prácach (Pástorová 
a i., 1982, 1985) sme zistili, že celotelove protrahované ožarovanie oviec 
dávkou 6,7 Gy sposobuje výrazný pokles koncentrácií katecholamínov 
a prekurzora pře ich syntézu L-DOPA a súčasne zvyšuje i aktivitu ich 
degradačného enzýmu monoamínooxidázy v hypotalame oviec (Pásto­
rová a i., 1982]. Aby nebola poškodená reprodukčná schopnost oviec, 
zvolili sme v tejto práci celková dávku gama žiarenia 2,48 Gy a zvieratá 
sme po ožiarení stimulovali FSH.

MATERIÁL A METÓDY

Pozorovania sme vykonali na 15 ovciach plemena slovenské merino, priemer- 
nej živej hmotnosti 41 kg, vo veku dva až tri roky, v období fyziologického anestru. 
Do křmnej zmesi sme přidávali 25 g Roboranu Spofa a 1 g Celaskonu na jednu 
ovcu denne. Estrus oviec sme synchronizovali intravaginálnymi agelinovými hubka­
mi s obsahom 20 mg chlórsuperlutínu, ktoré sme im instilovali po dobu desiatich 
dní. Prvá skupina (päf oviec) bola kontrolná. Ovce druhej skupiny (pat oviec) boli 
ožiarené počas piatich dní celkovou dávkou 2,48 Gy. Zdroj žiarenia bol 60Co a dozi- 
metria bola robená filmovými dozimetrami. Celodenný expozičný příkon gama- 
-žiarenia bol 0,48 Gy. Ovce boli umiestnené v klietkach vo vzdialenosti 4,6 m od 
zdroja žiarenia. Po skončení ožarovania sme ovce prvej pokusnej skupiny stimu­
lovali FSH (Folistiman, NDR) ósmimi frakcionovane podávanými dávkami (dvakrát 
denne) v celkovej dávke 450 I. U. Tretiu skupinu oviec sme stimulovali rovnakým 
podáním 450 I. U. Ovce všetkých pokusných skupin boli usmrtené po 150 hodinách 
od vybratia agelinových hubiek. Po usmrtení zvierat sme do troch minút odobrali 
vzorky hypotalamu, ktorý sme priečnym rezom rozdělili na část rostrálnu, mediálnu 
a kaudálnu. Dalšie vzorky sme odobrali z hypofýzy a nadobličiek. Aby sme zabrá­
nili degradačným změnám, ponořili sme tkanivá ihned po vybratí do kvapalného 
dusíka. Katecholamíny (norepinefrín a epinefrín) sme z tkanivových supernatantov 
separovali stlpcovou chromatografiou na aktivovaném oxide hlinitom za pomoci 
testu Catecholamines fy Biorad. Oxidované fluoreskujúce lutiny katecholamínov 
sme merali na spektrofluorimetri Perkin Elmer fy Hitachi. Výsledky sme statisticky 
spracovali Studentovým t-testom a udáváme ich v ^g katecholamínov na gram 
vlhkej hmotnosti tkaniva.

VÝSLEDKY

Výsledky udáváme na obr. 1—4. Po páťdňovom kontinuálnom celo- 
telovom ožiarení bahníc dávkou 2,48 Gy a hormonálně] stimulácii FSH 
sme zistili štatisticky významný pokles koncentrácií norepinefrínu v hy­
potalame (obr. 1] najvýraznejší v jeho rostrálnej (o 80%) a mediálnej 
(o 80,5 %) časti. V kaudálnom hypotalame sa koncentrácie norepinefrí­
nu v porovnaní s kontrolnou skupinou znižujú len o 68,1 %. Hladiny 
epinefrínu sa po ožiarení a hormonálnom ovplyvnení v rostrálnom a me- 
diálnom hypotalame oviec nemenia, ale v kaudálnom hypotalame sme 
pozorovali signifikantně zníženie (o 63%). V hypofýze a nadobličkách 
ožiarených a hormonálně stimulovaných oviec sme zaznamenali změny 
koncentrácie norepinefrínu a epinefrínu (obr. 3 a 4). V hypofýze sa zní- 
žili koncentrácie norepinefrínu o 43,1 % a epinefrínu o 35 %. Hladiny
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I, Vplyv synchronizácie, gama-žiarenia a hormonálně] stimulácie FSH na kon- 
centrácie norepinefrínu v rostrálnom, mediálnom a kaudálnom hypotalame oviec. 
Výsledky sú vyjádřené v ^g norepinefrínu na gram vlhkej hmotnosti tkaniva, 
v aritmetických priemeroch ="= S. E. M. (K — kontrolná skupina oviec so synchro­
nizovaným estrom 20 mg chlórsuperlutínu na hubku; A — skupina oviec so syn­
chronizovaným estrom, kontinuálně ožarovaná gama-žiarením po dobu piatich dní 
v celkovej dávke 2,48 Gy a stimulovaná 450 I. U. FSH; В — skupina oviec so syn­
chronizovaným estrom hormonálně stimulovaná 450 I. U. FSH. bez ožiarenia + + — 
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 ^g 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 oestrus continuously exposed to gamma radiation 
for five days — total radiation dose 2,48 Gy, and stimulated by 450 I. U. of FSH; 
В — group of ewes with synchronized oestrus and hormonally stimulated by 
450 I. U. FSH, without irradiation +4- — P < 0.001)
К — kontrola. Agelín A — 2.48 Gy, Agelín, FSH В — Agelín. FSH

epinefrínu v nadobličkách uvedenej pokusnej skupiny oviec klesli 
о 32,9 % a norepinefrínu о 16 % [obr. 3 a 4). Po podaní Folistimanu 
ovciam so synchronizovaným estrálnym cyklom bez ožiarenia sme zistili 
zníženie koncentrácií norepinefrínu v rostrálnom a kaudálnom hypota­
lame, priemerne o 30 % (obr. 1) v porovnaní s kontrolnou skupinou, ale 
tieto změny nie sú statisticky významné. Signifikantný pokles norepine- 
frínu (o 80%) sme zaznamenali v oblasti mediálneho hypotalamu. Kon- 
centrácie epinefrínu po hormonálně) stimulácii FSH sa v hypotalame 
bahníc neodlišujú od hodnot kontrolně) skupiny (obr. 2). Na rozdiel od 
hypotalamu má v hypofýze hormonálna stimulácia FSH vplyv na zníženie 
hladiny katecholamínov. Zaznamenali sme statisticky významné zní­
ženie epinefrínu (o 82,1 %] a norepinefrínu (o 67,3 %), ako je to uve­
dené na obr. 3 a 4. V nadobličkách po hormonálnom ovplyvnení FSH 
klesajú koncentrácie epinefrínu o 63,9 % a hladiny norepinefrínu sa 
v porovnaní s kontrolnou skupinou nemenia.

DISKUSIA

Biogénne aminy hypotalamu zasahujú do sekrécie gonádotropných 
hormónov hypofýzy tak, že sa podiefajú na regulácii uvol'nenia hypota- 
lamických releasing hormónov do hypofyzárneho portálneho krvného
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2. Vplyv synchronizácie, 
gama-žiarenia a hormo- 
nálnej stimulácie FSH 
alebo len stimulácie 
FSH bez ožiarenia na 
koncentrácie epinefrínu 
v hypotalame oviec 
(symboly ako na obr. 1; 
+ 4---- P < 0.001) — The 
effec. of synchroniz­
ation, gamma radiation 
and hormonal stimul­
ation by FSH, or FSH 
stimulation alone with­
out irradiation, on the 
concentrations of epi­
nephrine in the hy­
pothalamus of ewes 
(the symbols cf Fig. 1;

i- + — P < 0 001)

3. Koncentrácie nörepinefrinu v hypo- 
fýze a v nadobličkách oviec po syncho- 
nizácii, protrahovanej expozicii gama- 
-žiarenia a hormonálnej stimulácii FSH 
alebo po podaní FSH bez ožiarenia (sym­
boly ako na obr. 1; + — P < 0,01) — 
The concentrations of norepinephrine in 
the pituitary and adrenal glands of 
ewes after synchronization, protracted 
exposure to gamma radiation, and 
hormonal stimulation by FSH or after 
the administration of FSH without 
irradiation (the symbols cf. Fig. 1;
4- — P < 0.01)

4. Koncentrácie epinefrínu v hypofýze 
a v nadobličkách oviec po synchro- 
nizácii, protrahovanej expozícii gama- 
-žiarenia a hormonálnej stimulácii FSH 
alebo po podaní FSH bez ožiarenia 
(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 < 0.01. 4- 4- — P < 0.001)

obehu (Crowley al, 1978). I keď je v súčasnosti mnoho vědeckých 
poznatkov o vztahu hypotalamických katecholamínov к regulaci i repro- 
ďukčných procesov (A d v i s a L, 1980; Gallo, 1980; Bahr a Ben — 
Jonathan, 1981), vztah jednotlivých neuromediátorov к produkci! 
gonádotropných hormónov nie je jednoznačné stanovený. Podlá súčas- 
ných vědeckých poznatkov sa předpokládá (M e i t e s a i., 1977; Negro 
— Vilar a i., 1982), že sekrécia LH a FSH je pod kontrolou alfa-adre- 
nergných receptorov hypotalamu (Davies a i., 1975; Leung a i., 
1982), pričom koncentrácia 17-beta-estradiolu v krvi moduluje alfa 
adrenergný účinok na sekréciu gonádotropných hormónov ( S i m p i n s
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a i., 1977). Naopak změny v hladinách gonádotropných hormónov v kry- 
nej plazme spatné posobia na hladiny a funkciu katecholamínov v hy­
potalame [Gallo, 1980].

Hypofyzárny hormon FSH vyvolává 48 hodin od podania luteolýzu, 
po ktorej následuje polyovulačná ruja. V súčasnej době dává váčšina 
autorov před PMSG přednost prípravkom FSH, u ktorých sa předpokládá 
lepšia regulovatelnosť superovulačného procesu. Táto regulovatelnosť 
je podmienená krátkou dobou biologického rozpadu FSH v organizme, 
a tým aj stabilnějším gonádotropným efektom. Při porovnaní účinku 
PMSG a FSH na změny koncentrácií katecholamínov v hypotalame 
oviec v našich pokusoch je zřejmé, že PMSG vyvolává výraznejšie změny 
katecholamínov (Pástorová a i., 1987). Súvisí to pravděpodobně 
s tým, že PMSG spósobuje dlhodobý vzostup estrogénov v krvnej plazme 
(Soper a Weich, 1980). Estrogény posobia na adrenergné receptory 
hypotalamu, pričom dochádza к výraznému poklesu koncentrácie hypo- 
talamického norepinefrínu (Don oso а С u к i e r, 1969; Simpins 
a i., 1977). Po podaní Folistimanu v dávke 450 I. U. ovciam v anestric- 
kom období sme zaznamenali pokles koncentrácie norepinefrínu v celom 
hypotalame oviec, najvýraznejší v jeho mediálnej oblasti (P < 0,001). 
В a h r a Be n — Jonathan (1981) zistili po podaní FSH potkanom 
signifikantné zníženie hladin norepinefrínu v buňkách granulózy.

Epinefrín, ktorému sa v poslednom období připisuje významná úlo­
ha pri regulácii sekrécie LH a indukcii ovulácie (Sawyer, 1979; 
Saavedra a i., 1979), sa po hormonálně) stimulácii s FSH v hypota­
lame oviec nemení, alebo sa nesignifikantne znižuje. Podobný obraz 
v koncentrácií hypotalamického norepinefrínu sme pozorovali i po hor­
monálně] stimulácii PMSG (Pástorová a i., 1987). Najvýraznejšie 
změny v zastúpení katecholamínov po hormonálnom ovplyvnení sme za­
znamenali v hypofýze oviec, v ktorej došlo к poklesu koncentrácie no- 
repinefrínu o 82 % a epinefrínu o 67 %. Mechanizmus účinku exogén- 
nych hormónov na změny koncentrácie katecholamínov v hypofýze je 
bez štúdia ich obratu ťažko definovať. Je pravděpodobné, že posobením 
cez adrenergné receptory dochádza к pozměněnému uvolňovaniu ka­
techolamínov (Holzbauer a i., 1981) alebo к zvýšenej degradácii 
prostredníctvom enzýmov katechol-o-metyltransferázy, resp. mono- 
amínooxidázy (S a w у e r, 1979).

Po protrahovanom posobení ionizujúceho žiarenia v dávke 2,48 Gy po 
dobu piatich dní a po následnom hormonálnom ovplyvnení Folistimanom 
sme zistili signifikantný pokles koncentrácie norepinefrínu v študova­
ných oblastiach hypotalamu oviec. Najvýraznejšie změny hladin nore­
pinefrínu sme zaznamenali v rostrálnom a mediálnom hypotalame (po­
kles o 80 %). V kaudálnej oblasti hypotalamu sa v porovnaní s kontrol- 
nými hodnotami koncentrácie norepinefrínu znížili o 60 %. lni autoři 
(Mazunda a i., 1978; Stepanovic a i., 1981; Bazanova 
a Prokudina. 1982) zistili, že ionizujúce žiarenie redukuje kon­
centrácie norepinefrínu v hypotalame, v celom mozgu a v iných tka- 
nivách laboratórnych zvierat. V súlade s literátnymi údajmi sme Dozor 
rovali (Johnson a i., 1970; Stenanovic a i., 1981) i zníženie 
katecholamínov v hypofýze a v nadobličkách oviec.

Pozorované změny katecholamínov v našom pokuse po ožiarení 
a hormonálně] stimulácii pravděpodobně súvisia s porušením metabo-
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lických procesov v organizme (Stepanovic a L, 1981] ako i so 
vzostupom aktivity ich degradačných enzýmov, pozorované] po expozícii 
gama-žiarenia (Prignitz a i., 1976; Ma zu nd a, 1978; Pasto­
rová a i., 1982). Obrat a aktuálně hladiny katecholamínov v nervovom 
tkanive závisia od mnohých faktorov, akými sú syntéza a degradácia, 
uskladnenie a extracelulárne vychytávanie, transneuronálny tok a in- 
terakcie s autoreceptormi (Saavedra, 1979). Porušenie niektorého 
z uvedených faktorov žiarením alebo hormonálnou stimuláciou vedie 
к zmene koncentrácií a funkcie katecholamínov v nervovom tkanive.

Domnievame sa, že sa v našom pokuse uplatnil kombinovaný účinok 
gama-žiarenia a hormonálně] stimulácie FSH, ktorý sposobil výrazný po­
kles norepinefrínu v hypotalame a v hypofýze tejto pokusné] skupiny 
oviec napriek tomu, že celková dávka žiarenia bola 2,48 Gy.

Dosiahnuté výsledky je potřebné posudzovať i z hl'adiska poznania 
účinku žiarenia a hormonálnych preparátov bežne používaných na vy- 
volanie superovulácie u hospodářských zvierat na katecholaminergický 
systém hypotalamu a hypofýzy, ktorý má doležitú funkciu v regulácii 
viacerých neuroendokrinologických procesov.
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Došlo dna 28. 4. 1987

ПАСТОРОВА Б. — АРЕНДАРЧИК, Й. — МОЛНАРОВА, М. (Ветеринарный институт, 
Кошице): Влияние гормонального стимулирования фоллистиманом (фСГ) и продол­
женной экспозиции гамма-облучения на уровни катехоламинов в гипоталамусе, гипо 
физе и в надпочечниках овец в анэстрическом периоде. Veter. Med. (Praha), 33, 
1583 (4) : 209-217. '
Изучалось действие гормонального препарата фоллистимана и продолженной экспо 
зиции гамма-облучения на концентрацию катехоламинов в гипоталамусе, гипофизе 
и в надпочечниках овец со синхронизированным эстром. Наблюдения проводились 
на 15 овцах породы словацкий меринос в период физиологического анэстра. Первая 
группа овец была контрольная (п = 5). Овцы второй группы облучались гамма-облу­
чением в течение пяти дней общей дозой 2,48 Гр. После окончания облучения их 
гормонально стимулировали фСГ общей дозой 450 I. U. Третью группу озец гормо­
нально стимулировали фСГ без облучения. Катехоловые амины после изолирова­
ния из тканевых супернатантов при помощи метода адсорбционной хроматографии 
устанавливали в элюатах спектрофлуориметрически. Продолженная экспозиция гам­
ма-облучения на целостный организм и гормональная стимуляция ФСГ выразительно 
понижает концентрацию норэпинефрина в исследуемых областях гипоталамуса овец 
(в среднем на 70 "о) в сравнении с контрольными значениями. Эпинефрин в ме­
диальном гипоталамусе овец понижается на 63 °«. Отмечалось снижение концентрации 
эпинефрина и норпинефрина в надпочечниках (на 32,9 °о и 16üü) и в гипофизе (на 
35 и 43,1 °<>) облученных и гормонально стимулированных овец. Гормональное влияние 
на овцы фСГ без облучения не вызывает так выразительное понижение уровня ка-
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техоламинов в гипоталамусе овец, но выразительно понижает их представление в ги 
пофизе, где наблюдалось понижение концентрации норэпинефрина на 82 " „ и эпи­
нефрина на 67,3 "о. В надпочечниках понизился эпинефрин у этой группы овец на 
63,9 ° () а уровни норэпинефрина в сравнении с контрольными значениями не изме­
нились. Из достигнутых результатов исходит, что гамма-облучение и гормональное 
стимулирование фСГ выразительно понижает концентрации катехоламинов в областях 
цереброневральной системы (ЦНС) включенных в регулировку воспроизводственных 
процессов.
биогенные амины гипоталамуса; секреция гонадотропных гормонов; воспроизводство

PASTOROVA, В. — ARENDARCIK, J. — MOLNAROVÁ. М. (University of Ve­
terinary Medicine, Košice): 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 ewes 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 stimulated 
by FSH without irradiation. Having been isolated from the tissue supernatants 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 control values). The content 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 32.9 n 0 and 16 "n, 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 ° 0 and 67.3 "(l, respectively. 
In the adrenal glands of this group of ewes, the concentration of epinephrine 
decreased by 63.9%, but the concentrations of norepinephrine did not change, 
compared with the control values. It follows from the results 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; repro­
duction

PASTOROVA. В. — ARENDARCIK. J. — MOLNAROVÁ, M. (Veterinärmedizinische 
Hochschule, Košice): Einfluss hormonaler Stimulation durch Folistiman (FSH) und 
protrahierter Exposition der Gamma-Strahlung auf den Spiegel von Katecholaminen 
im Hypothalamus, in der Hypophyse und in den Nebennieren der Schafe im 
Anöstrus. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 209-217.
Wir untersuchten den Einfluss des hormonalen Präparates Folistiman und der 
protrahierten Exposition der Gamma-Strahlung auf die Konzentration von Kate­
cholaminen im Hypothalamus, in der Hypophyse und in den Nebennieren der 
Schafe mit synchronisiertem Östrus. Unsere Beobachtungen machten wir an 15 slo­
wakischen Merinoschafen im physiologischen Anöstrus. Die erste Gruppe von Scha­
fen diente als Kontrolle (n = 5), die Schafe der zweiten Gruppe wurden fünf Tage 
lang der Gamma-Strahlung in einer Gesamtgabe von 2.48 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 Gewebeüberständen mit Hilfe der Methode der Adsorptionschroma­
tographie in den Eluaten spektrofluorimetrisch bestimmt. Die gesamtkörperliche 
protrahierte 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 ° 0) 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 Bestrahlung 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 Konzentration von Norepinefrin um 82 % und von 
Epinefrin um 67,3 % beobachten konnten. In den Nebennieren verminderte sich 
der Spiegel von Epinefrin bei den Schafen dieser Gruppe um 63,9 % und derjenige 
von Norepinefrin blieb im Vergleich zur Kontrolle konstant. Den ermittelten Ergeb­
nissen ist zu entnehmen, dass die Gamma-Strahlung 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
duktion

Adresa autorov:
RNDr. Bernádetta Pastorová. CSc.. prof. MVDr. Jozef Arendarčik, DrSc., 
ing. Marie Molnárová, CSc., Vysoká škola veterinárska, Komenského 73, 041 81 
Košice
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VYUŽITIE ONPG-TESTU V RYCHLEJ DIAGNOSTIKE
NIEKTORYCH rodov enterobaktérií

E. Šemráková

ŠEMRÁKOVÁ. L. (Státny veterinárny ústav, Michalovce): Využitie ONPG- 
-testu v rýchlej diagnostike niektorých rodov enterobaktérií. Veter. Med. (Pra­
ha), 33, 1988 (4) : 219-224.
Účelom práce bolo overiť využitie ONPG-testu v diferenciálnej diagnostike 
niektorých rodov Enterobacteriaceae (Salmonella. Citrobacter. Proteus), u kto- 
rých sme ho považovali za rozhodujúci marker, keďže mnohé biochemické 
testy sú u nich totožné. Výsledky boli hodnotitelné od niekolkých minút, de­
finitivně do šiestich hodin po naočkovaní, čo umožnilo jeho efektívne využitie 
v dvoch smeroch: — ako doplnok ku klasickým testom na rozlíšenie salmonel 
od citrobakterov (u ktorých dával 100" n výsledky), — pri usměrňovaní dife­
renciálnej diagnostiky, kde nadvázne na jeho výsledok bolo možné orientovat 
ďalšie sérologické vyšetrenia alebo jeho využitie v screeningu podlá Ewingo- 
vej taxonomie, ktorá je zaužívaná na tunajšom pracovisku. Výsledky typizácie 
sú к dispozícii už v priebehu pracovného dňa, čo má velký význam zvlášť 
pri vyšetřovaní potravin živočišného původu, keď ide o rozhodnutie medzi 
patogénom a podmienečným patogénom. Tento test sa dá využívat aj na dal­
ších úsekoch racionálnych bakteriologických postupov. Značnú časovú úsporu 
představuje samotné převedeme, lebo sa robí priamo z izolovaných kolonií.
Enterobacteriaceae; diferenciálna diagnostika; potraviny

V bežnej morfologickej diagnostike enterobaktérií pri posudzovaní 
ich rastových a fermentačných vlastností sa vychádza zo skvasovania 
laktózy, respektive tvorby určitých chemických substancií na diagnostic­
kých a selektívnych pódach. Výsledok ataku laktózy v živnom médiu 
dovoluje orientačně rozdělit bakteriálně kmene na laktózo-pozitívne 
a laktózo-negatívne, ale existujú i intermediálně kmene, ktoré laktózu 
skvasujú oneskorene. Sem patria diagnosticky významné podmienečné 
patogény, ktoré podlá našich poznatkov majú stúpajúcu tendenciu vo 
vyšetřovaných vzorkách potravin, surovin, krmív i v sekčnom, připadne 
klinickom materiáli.

Právě tieto kmene móžu spósobiť diagnostické ťažkosti; preto na ich 
rozlíšenie bol navrhnutý test na dokaž beta-galaktozidázy [F u г o w i c z 
a i., 1968). Jeho hlavnou zložkou je o-nitrofenyl-beta-D-galaktopyranozid 
(ONPG), ktorý vplyvom galaktozidázy uvolňuje íarebnů žltú zložku 
o-nitrofenol (Baldwin, 1963; Dixon a Webb, 1964 — cit. Fu- 
rowicz a i., 1968). Enzým tvoria baktérie fermentujúce laktózu ne­
závisle od jej časového rozkladu. Beta-galaktozidáza — transacetyláza 
podmieňuje prenikanie laktózy do vnútra bakteriálnej buňky a koneč­
nými produktami enzymatickej reakcie z laktózy je alkohol a D-ga- 
laktóza. Súčasne pósobí aj ako katalyzátor galakto-transferázy, a preto 
sa nazýva aj induktívnym enzýmom.
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I. Prehlad výsledkov diferenciálnej diagnostiky biochemicky příbuzných rodov en- 
Survey of the results of the differential diagnosis of biochemically related genera

Legenda: 4- vačšina kultůr pozitivnych vačšina kultúr negativných

Rok
Počet 

kmeňov 
s označením

Test aiebo substrát

L H2S Se indol urea pohyb Plyn ONPG

1981

16 + . 1 _ .J.

164 + 4- i \ y i +

231 + ■ 4- —

1982

59 -L - 4- 4-

97 X 
+

174
X + +

+ 4- 4-

1983

23 — + + — + 4- —

128
+

+ 4
—
+ 4- 4-

153 +
4- +■

4- 4- 4-

1984

77 — +
4­

-
-

_ _.

+ 4- —

254 X
4- 4 + 4- + 4-

503
X 4- 4- 4-

4- —

1985

167 — + 4- — - 4- 4-

321
+

4- 4-
4- x 4- 4- 4-

404
X 4- —

4- 4- 4- —

Spolu

342 — + 4-
+ 4- —

964 X
+ + 4- + x

4- 4-

1465
X

+ 4- 4- 4- 4-

Za nepřítomnosti substrátu laktózy je tvorba enzýmu minimálna; 
doplnok výrazné indikuje syntézu. Nástup syntézy je velmi rýchly. 
Uvádza sa, že kmene neprodukujúce beta-galaktozidázu nefermentuji! 
laktózu. Laktóza, ktorá je v živných pödach, je vo vztahu к tvorbě beta- 
-galaktozidázy u E. coli rastúcich na živnej pode súčasne enzymatickým 
indikátorom i substrátem (Fronton a Simonds, 1958; Rowiň- 
s к i, 1964). Preto L e M i n о г a BenHamida (1962), С ar p e n te r 
[ 1963 — cit. Furow i c z a i., 1968),. Kalužewski (1963) a T у c 
(1963) považujú ONPG za vhodný a rýchly test při rozlišovaní črevných
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terobaktérií izolovaných z potravin živočišného původu za páťročné obdobie — 
of enterobacteria isolated from foodstuffs of animal over a five-year period

Předběžná 
typizácia 

rodov
Doplňuj úce 

testy
Definitivna 

typizácia 
rodov

Počet 
typizovaných 

kmeňov

Výsledok 
typizácie

Salmonella LD Salmonella 16 100,0

Citrobacter LD ■ PD Citrobacter 164 100,0

Proteus PD • Proteus 228 98,7

Salmonella LD Salmonella 59 100,0

Citrobacter LD J PD Citrobacter 97 100,0

Proteus PD • Proteus 166 95,1

Salmonella LD Salmonella 23 100,0

Citrobacter LD + PD Citrobacter 128 100,0

Proteus PD - Proteus 141 92,1

Salmonella LD Salmonella 77 100,0

Citrobacter LD + PD Citrobacter 254 100,0

Proteus PD • Proteus 460 91,4

Salmonella LD Salmonella 167 100,0

Citrobacter LD -* PD Citrobacter 321 100,0

Proteus PD - Proteus 382 94,5

Salmonella LD Salmonella 342 100,0

Citrobacter LD PD Citrobacter 964 100,0

Proteus PD + Proteus 1377 93,9

- vačšina kultúr negativných vačšina kultúr oneskorene pozitívnych
x alebo oneskorene pozitívnych +

baktérií. Ako uvádzajú Mollaret a Chevalier (1964),.dá sa ten­
to test využit aj pri rodovej diferenciácii iných zárodkov (pasteurel).

V naše) práci sme z dovodov racionalizácie diagnostických postu- 
pov ověřili využitelnost ONPG-testu pri detekcii salmonel, citrobakterov, 
proteov, ale aj iných enterobaktérií.

MATERIÁL A METÓDA

Ako materiál nám slúžili laktózo-negatívne bakteriálně kmene izolované pri 
bežnej diagnostike z róznych surovin a potravin živočišného původu. ONPG-test 
sme ověřili v dvoch smeroch:
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— ako doplnok skríningu pri detekci i patogénov a podmienečných patogénov 
u enterobaktérií, při ktorej je tento rýchlotest využitelný v orientačnej diferen- 
ciálnej diagnostike kmeňov s blízkými biochemickými vlastnosfami;

— ako doplnok konvenčných testov pri špecifikácii biochemických vlastnosti 
testovaných kmeňov.

Pri taxonomickom zatrieďovani rodov sme použili taxonómiu podlá Ewinga 
(Ewing, 1973) so selektovaným biogramom pre základné testy (tvorba H2S, indolu, 
plynu, utilizácia citrátu, pohyblivost, hydrolýza urey).

Doplňujúce testy tvořili: lyzín-dekarboxyláza, fenylalanin-deamináza; ďalej sa 
používali: VP-test, želatinolýza a iné testy odporučené pre enterobaktérie. ONPG- 
-test sme použili v modifikácii, ktorú uviedol Pa taky (1978) — vo forme testač- 
ných diskov v nasledovnom zložení: ONPG subst. 0,2 g. destilovaná voda 10 ml, 
fosfátový pufor (pH 7) 3,3 ml.

PREVEDENIE TESTU

Do skúmavky napipetujeme 0,1 ml destilované) vody, připravíme v nej mlieč- 
ne skalenú suspenziu priamo z 18-hodinovej kultúry vyrastenej na niektorej zo 
selektívno-diagnostických pód (Endo-agar, DC agar, agar s brilantovou zeleňou — 
Christensenova póda) a přidáme disk ONPG; inkubujeme jednu hodinu. Ak do jed­
nej hodiny nezožltne, je test negativny. V případe náznaku žltnutia sa čas póso- 
benia predlži na šest hodin.

V skríningu. sme použili len štyri skúmavky s testami, resp. substrátmi, a to 
Hajnovu pódu kombinovaná TSI a MIU. v ktorej sa detekovali: indol, urea, pohyb, 
plyn a H2S (P e j h o v s к á, 1975). Ďalej bola použitá Simons-citrátová póda 
a ONPG-test.

PŘÍPRAVA FOSFÁTOVÉHO PUFRU

Do 60 ml 0.1 M KH:PO4 (0,680 g KH2PO4) sa přidá tofko 0,1 M NaOH. aby 
sa dosiahlo pH 7. Připraveným roztokom zvlhčíme filtračný papier Whatman 4, 
na ktorý sme si nakreslili mriežku tak, aby na 1 ml roztoku připadlo 36 štvorčekov 
velkosti přibližné 0,4 cm. Po zvlhčeni necháme uschnut v termostate, rozstřiháme 
na malé disky a uchováváme v chladničke.

VÝSLEDKY A DISKUSIA

V diagnostické] praxi sme ONPG-test ověřovali od roku 1981 v prie- 
mere na piatich — desiatich kmeňoch; slúžil nám ako diagnostický test 
v spomínanom skríningu medzi biochemicky příbuznými rodmi (tab. I), 
alebo ako vylučovací test u izolovaných kmeňov, ktoré bolo potřebné po­
drobit rozsiahlejšej biochemické] testácii. V naclväznosti na výsledok 
testu sme mohli pristúpiť к sérotypizácii aspoň s polyvalentnými séra- 
mi (salmonely, citrobakteryJ, alebo sme ho použili ako doplnok do kon­
venčných testov.

V tab. I uvádzame len tri bakteriálně rody, pri ktorých pře bioche­
mická příbuznost bol ONPG-test obzvlášť využitelný. Išlo o kmene salmo­
nel, Citrobacter jreundi a proteov. V rámci týchto rodov bola spolehli­
vost rozlišovania medzi rodmi Salmonella a Citrobacter jreundi 100%. 
Kmene rodov Citrobacter jreundi a Proteus ureáza pozitivně opětovné 
rozlišil ONPG-test viac ako v 90 % prípadov, a tým nemuseli byť nasa- 
dené doplňujúce testy. Podlá našich poznatkov beta-galaktozidázový 
test ako samotný nie je dostačujúci pře kompletnú diagnostiku všetkých 
rodov v rámci Enterobacteriaceae. Naše skúsenosti ďalej ukazujú, že 
ako rýchlotest dává v skríningu pri potravinářské] diagnostike za po- 
užitia uvedených testov spolahlivé doplňujúce informácie o niektorých 
vlastnostiach testovaného kmeňa, a tým umožňuje jeho rýchlejšie zara-
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denie do vyselektovaného alebo klasického biogramu v skupině ONPG- 
-pozitívnych alebo ONPG-negatívnych kmeňov.

Testovací systém s akceptováním základných znakov taxonomie, 
ktoré uviedol Ewing (1973), dovoloval teda správné identifiko­
vat váčšinu izolovaných kmeňov nad 90 %, u citrobakterov a salmonel až 
100%. Ostatně izolované kmene boli dotypizované konvenčnými testami 
na pestrom radě cukrov tak, ako to uvádzajú aj iní autoři, ktorí pracujú 
so selektovaným biogramom (F e y, 1972; P a u č к o v á, 1974).

Využitie testu je opodstatněné najma pri rozlišovaní biochemicky 
příbuzných kmeňov. Týmto rýchlotestom sa salmonely a citrobaktery 
dajú rozlišit už od 15 minut do šiestich hodin. Vzhladom na rýchlosť 
vizuálneho prejavu dává diagnostická informáciu v deň, kedy identifiká- 
cia kmeňa začala, preto ho považujeme za rýchlotest racionalizujúci ty- 
pizačné postupy. To má výhodu najma pri vyšetřovaní potravin a surovin 
živočišného pövodu, ale i v ostatnej bakteriologickej diagnostike, kde 
sa vyžaduje rýchlosť laboratórneho nálezu. Pri rýchlometódach sa hod- 
notia výsledky od 15 minút do štyroch až šiestich hodin, nakolko sa nimi 
detekujú iba enzymatické a fermentačné reakcie — na rozdiel od kon- 
venčných testov, pri ktorých musia prebehnúť rastové fázy testovaných 
baktérií, a ktoré sú preto časové náročnejšie.

Beta-galaktozidázový test, ktorý navrhli Le Minor a Ben Ha­
rn i d a (1962), zaznamenal niekolko modifikácií — od skúmavkových až 
po papierikové; líšia sa iba v časovom vyhodnocovaní: od nlekofkých 
minút až po 48 hodin (Záh radnicky a i., 1980; P a t а к y, 1978). 
Modifikácie prinášali okrem časových úspor aj úspory ekonomické. Ná­
vrhy sa týkali aj kombinácií uvedeného testu. Pataky (1978) kom­
binovali ONPG-test s tryptofán-deaminázou, Hoszowski a T r u - 
s с у n s к i (1977) s fenylalanínom.

PodTa našich dlhoročných skúseností odporučujeme beta-galaktozi­
dázový test pre rutinnú a rýchlu bakteriologickú diagnostiku.
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ШЕМРАКОВА, Л. (Государственный ветеринарный институт Михаловце): ONPG-тест 
в скорой диагностике некоторых родов энтеробактерий. Veter. Med. (Praha), 33, 
1988 (4) : 219-224.
Цель работы состояла в проверке ONPG теста в дифференциальной диагностике не 
которых родов Enterobacteriaceae (Salmonella, Citobacter, Proteus), у которых счи­
тали его решающим маркером, хотя и многие биохимические тесты у них одина­
ковы. Результаты можно было оценить через несколько минут, а окончательно — 
через 6 час. после прививки, что позволило эффективно пользоваться тестом в двух 
направлениях: как дополнение к классическим тестам для различения сальмонелл от 
цитобактеров (у которых он дает 100"о результат) и как средство регулировки диф 
ференциальной диагностики, где в сопряжении с результатом можно было ориенти 
ровать дальнейшие серологические исследования или использовать в скрининге на 
основе таксономии, применяемой в данном рабочем месте (Э в и н г о в а, 1973). 
Данные типизации поступают в разпоряжение уже в течение рабочего дня, что важно 
при исследовании продуктов питания животного происхождения, когда нужно при 
нять решение между патогеном и условным патогеном. Тестом можно пользоваться 
и в других областях рациональных бактериологических приемов. Сам перевод зна 
чительно экономит время, так как осуществляется прямо из изолированных колоний.

Enterobacteriaceae; дифференциальная диагностика; продукты питания

SEMRAKOVA. Е. (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 according 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
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VPLYV INZULÍNU NA OBSAH RNK A PROTEÍNOV V LATERÄLNOM
A VENTROMEDIÁLNOM HYPOTALAME

P. Noskovič, Š. Mozeš, S. Kuchar, J. Koppel

NCSKOVIC, P. — MOZEŠ, S. — KUCHÁR, S. — KOPPEL, J. ((Přírodově­
decká fakulta P. J. Safárika, Košice; Ústav fyziologie hospodářských zvierat 
SAV. Košice): Vplyv inzulínu na obsah RNK a proteinov v laterálnom 
a ventromediálnom hypotalame. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 225-231.
V pokuse sme sledovali vplyv podávania inzulínu (Pur Insulin Neutral, 20 U . 
. kg-1 ž. h., s. c.) na obsah ribonukleové) kyseliny a proteinov v laterálnej ob­
lasti hypotalamu (LHA) a vo ventromediálnom jadre hypotalamu (VMH) 
dospělých samcov potkanov Wistar za podmienok křmenia ad libitum alebo 
bez přístupu ku krmivu. Tri hodiny (9.00—12.00 h.) po aplikácii inzulínu sme 
zaznamenali u zvierat s volným prístupom ku krmivu signifikantně zvýšenie 
obsahu RNK a proteinov v LHA ako i zvýšenie spotřeby krmivá v porovnaní 
s kontrolnou skupinou, ktorej sa podával izotonický roztok chloridu sodného. 
U zvierat bez přístupu ku krmivu neboli změny v obsahu RNK a proteinov 
v LHA zaznamenané. Vo VMH neboli signifikantné změny obsahu RNK a pro­
teinov zistené ani u jednej skupiny. Výsledky poukazujú na súvislosť medzi 
príjmom potravy a aktivováním LHA. Naznačujú, že inzulín priamo nena- 
vodzuje změny obsahu RNK a proteinov v LHA, ale že jeho efekt je spro- 
stredkovaný zvýšeným príjmom krmivá.
centra p"íjmu potravy; potkan; spotřeba krmivá

Aplikácia inzulínu navodzuje hyperfágiu a zvýšenie telesnej hmot­
nosti u mnohých druhov zvierat i člověka (Silverstone a Bes­
ser, 1971; Booth, 1972; Bodá’ a i., 1973; Mozeš а К u c h á r, 
1977). Toto zvýšenie příjmu potravy sa prisudzuje sprievodnej hypoglyké- 
mii a následnej celulárnej glukopénii (G i e s e 1 m a n a Novin, 1982). 
Předpokládá sa tiež centrálně pösobenie inzulínu, na čo poukazuje pří­
tomnost inzulínu a inzulínových receptorov v CNS, obzvlášť v hypo­
talame (Havránková a i., 1978; Sakamoto a i., 1980).

Prítomnosť glukózo-senzitívnych neurónov vo ventromediálnom 
(VMH) a laterálnom (LHA) hypotalame svědčí o spojitosti metabolizmu 
glukózy s funkciou týchto Struktur (Anand a i., 1964). Na možnosť 
priameho vplyvu inzulínu na hypotalamické „centrá“ příjmu potravy 
poukazuje aj zvýšená elektrická aktivita neurónov vo VMH a znížená 
aktivita v LHA po jeho aplikácii (Anand a i., 1964; Hernandez 
a G o 11 b e r g, 1980).

Z literárnych údajov je známe, že obsah ribonukleovej kyseliny 
(RNK) v neurónoch je vo všeobecnosti ukazovateíom neurálnej aktivity 
(Hyden a Eg у hasi, 1964; Pev zner, 1966; Nováková a i., 
1971]. Cize změna množstva RNK v neurónoch odráža změnu ich funkč-
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nej aktivity (Hyden, 1964; Křeček a i., 1972; Nováková a i., 
1974).

Cielom nasej práce bolo sledovat vplyv podania inzulínu na obsah 
RNK a proteínov vo VMH a LHA u potkanov s volným prístupom ku 
krmivu a bez přístupu ku krmivu po aplikácii.

MATERIAL A METÓDY

Experiment sme robili na dospělých potkanoch samcoch (300—350 g) kmeňa 
Wistar. Pokusnej skupině (n = 26), ktorá bola rozdělená na dve podskupiny A a B, 
sme aplikovali inzulín 20 U . kg-1 ž. h., s. c. (Pur Insulin Neutral, Léčiva, Praha, 
40 U/ml) o 9.00 hodině. A skupina mala po celý čas volný přístup ku krmivu a vodě, 
skupině В bolo po aplikácii odobraté krmivo a mala к vodě volný přístup. Kon- 
trolnej skupině, ktorá mala celý čas volný přístup ku krmivu a vodě, sme apliko­
vali s. c. 0,2 ml izotonického roztoku chloridu sodného. Tri hodiny po aplikácii sme 
všetky zvieratá dekapitovali, mozgy do jednej minúty vybrali, zamrazili (—20 °C) 
a vo frontálnej polohe 1 mm od kaudálneho konca skríženia optického nervu sme 
kaudálnym smerom nařezali (4 X 400 um řezy). Oblasti VMH, LHA a cortexu sme 
z uvedených rezov separovali pomocou preparačného stereomikroskopu a mikro- 
disekčnej meiódy.

Histologickú kontrolu správnosti separácie príslušnej oblasti sme robili po 
fixácii Carnoyovým roztokem a ofarbení hematoxylín-eozinom. RNK a DNK sme 
stanovili metodou, ktorú opísali Karsten a Wollenberger (1977) a modi­
fikovali Koppel a i. (1981) pri excitačnej vlnovej dlžke 330 nm a emisnej 
dlžke 585 nm.

Proteiny sme stanovili spektrofotometricky Lowryho metodou v modifikácii 
podlá Peters ona (1977).

Obsah RNK bol vyjádřený pomerom RNK DNK a obsah bielkovín pomerom 
protein DNK.

Spotřeba vody a krmivá bola meraná po troch hodinách od aplikácie s pres- 
nosťou ± 0,1 g, resp. 0,1 ml.

VÝSLEDKY

U pokusných zvierat s volným prístupom ku krmivu a vodě sme za­
znamenali signiíikantné zvýšenie příjmu potravy (p< 0,001) po apliká­
cii inzulínu v porovnaní s kontrolnou skupinou zvierat [tab. I). Zistili 
sme signifikantně (p<0,01) zvýšený obsah RNK (vyjádřený pomerom 
RNK/DNK) a proteínov (p<0,01) (vyjádřený pomerom proteín/DNK) 
v laterálnej hypotalamickej oblasti u experimentálnej podskupiny A 
(s volným prístupom ku krmivu po aplikácii inzulínu) v porovnaní 
s kontrolnou skupinou (obr. 1, 2). U experimentálnej podskupiny В

I. Spotřeba krmivá a vody meraná tri hodiny po aplikácii inzulínu (9.00—12.00 ho­
din) (20 U.kg"1 ž. h.) a izotonického roztoku chloridu sodného (výsledky sú udá­
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)

Spotřeba krmivá (?) Spotřeba vody (ml)

Pokusné
Kontrolně

1,445 -4 0,79' ' - 
0,3 : 0,304

5,0 1,732
2,461 1,56

226 VETERINÁRNÍ MEDICÍNA — 1988



1. Obsah RNK (vyjád­
řený pomerom RNK 
/DNK v laterálnej ob­
lasti hypotalamu В vo 
ventromediálnom jadre 
hypotalamu i a v cor- 
texe Г71 po troch hodi­
nách od s. c. aplikácie 
inzulínu (20 U . kg-1 
ž. h.) a izotonického 
roztoku chloridu sodné­
ho (výsledky sú udá­
vané ako aritmetické 
priemery ± S. E. M : P 
— aplikácia inzulínu. 
К — aplikácia izotonic­
kého roztoku chloridu
sodného, + + = p < 0.01) — The content of RNA (expressed by the RNA/DNA 
ratio in the lateral part of hypothalamus ■ . in the ventromedial hypothalamus 
nucleus □, and in the cortex L'i) three hours after s. c. 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, 
К — administration of isotonic sodium chloride solution, + + = p < 0.01)

2. Obsah proteinu (vy­
jádřený pomerom pro- 
teín/DNK) po aplikácii 
inzulínu (20 U . kg-1 
ž. h.) za podmienok 
křmenia ad libitum □, 
bez přístupu ku krmi- 
vu Q a po aplikácii izo­
tonického roztoku chlo­
ridu sodného (T) (vý­
sledky sú udávané ako 
aritmetické priemery ± 
= S. E. M.; + + = p 
< 0.01) — The content 
of protein (expressed as 
.he protein DNA ratio) 
after insulin administr­
ation (20 U per kg I. w.) 
in rats with ad libitum
access to feed । . with­
out access to feed t land after administration of isotonic sodium chloride solution Q
(the results are given as arithmetical means ± S. E. M.; 4-+ = p < 0.001)

3. Hladina krvnej glu­
kózy po aplikácii inzu­
línu (20 U . kg-1 ž. h ) 
za podmienok ad libi­
tum (výsledky sú udá­
vané ako aritmetické 
priemery ± S. E. M.) — 
The contents of blood 
glucose after the admi­
nistration of insulin 
(20 U per kg 1. w.) in 
rats with ad libitum 
access to feed (the 
results are given as 
arithmetical means 
± S. E. M.)
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(ktmivo odobraté po aplikácii inzulínu] sa obsah RNK a proteinov 
v LHA oproti kontrole nezvýšil.

Vo VMH a v cortexe neboli zistené významné rozdiely v obsahu 
RNK a proteinov medzi pokusnými podskupinami a kontrolnou skupinou 
zvierat.

Výsledky naznačujú, že aplikácia inzulínu zvýšenie obsahu RNK 
a proteinov v študovaných hypotalamických oblastiach priamo nena- 
vodzuje, ale že tento eiekt je len sekundárný a súvisí s následnou hy- 
perfágiou.

DISKUSIA

Subkutánna aplikácia inzulínu v priebehu prvej polovice dennej pe­
riody navodila hyperfágiu, čo je v súlade s literárnymi údajmi (Pank­
s e p p, 1973; Mozeš a i., 1977). Zvýšenie příjmu potravy ako i hlbka 
hypoglykémie závislá od podanej dávky [Mozeš a i., 1977). Námi po­
užitá dávka (20 U . kg-1 ž. h.) bola už dostatečná na navodenie oboch 
efektov (obr. 3, tab. I). Po podaní inzulínu zvieratám držaným za pod- 
mienok kfmenia ad libitum sme oproti kontrolně] skupině zvierat za­
znamenali zvýšenie obsahu RNK a proteinov v LHA. Zdá sa, že táto ob­
last, predstavujúca súčasť štruktúr CNS zapojených do kontroly příjmu 
potravy, reaguje (v interakcii s inými štruktúrami) na aktuálně nutrič­
ně změny organizmu. Avšak efekt inzulínu na obsah RNK je zrejme 
sekundárný. Potvrdzuje to skutočnosť, že jeho bezprostředná reguláciu 
transportu a metabolizmu v mozgu vylučuje veími pomalý prietok inzu­
línu mozgovomiešnou tekutinou (Margolis a A 11 s z u l e r, 1970; 
Woods a Porte, 1977). Sú dokazy o tom, že inzulín može posobiť 
na metabolizmus glukózy v mozgu (M e 1 1 e r u p a Rafaelsen, 
1969], syntézu glykogénu a aminokyselin (Daniel a i., 1977) pri pře­
chode cez mozgovo-krvnú bariéru.

Skutočnosť, že zvýšenie obsahu RNK a proteinov bolo zistené len 
u skupiny s volným prístupom ku krmivu, zatial' čo u pokusných zvierat, 
ktoré mali po aplikácii inzulínu odobraté krmivo, sa hladina RNK a pro­
teinov prakticky nezměnila, hovoří v prospěch nepriameho pósobenia.

Zvýšenie obsahu RNK v LHA následkom hyperfágie je v súlade 
s našimi predchádzajúcimi výsledkami (nepublikované údaje). Zistili 
sme najvyšší obsah RNK v LHA v čase prirodzene najvyššej spotřeby 
krmiva v nriebehu cirkadiánneho režimu. Teda obsah RNK v LHA je 
v pozitivně] korelácii s príjmom potravy.

Zvýšenie obsahu proteinov v LHA je v súlade so zistením, že obsah 
RNK v tkanivách odráža v nodstate ich intenzitu proteosyntézy (Mun­
ro, 1972). Avšak trojhodinový časový interval sa zdá byť příliš krátkým 
časovým úsekom. aby mohlo dojsť к významné zvýšenej syntéze pro­
teinov. Do úvahy by prichádzala možnost' vyplavenia určitých frakcií 
proteinov z tejto oblasti, alebo jel inhibícia. Vo VMH sme rozdiely v ob­
sahu RNK a proteinov medzi pokusnými skupinami navzájom a v po­
rovnaní s kontrolnou skupinou zvierat nezistili. Předpokládáme, že táto 
oblasť je zapojená do regulácie příjmu potravy s dlhším časovým interva­
lem, čo je v súlade s Kennedyho teóriou (Kennedy, 1972], že pri­
márnou funkciou VMH je stabilizácia tělových tukových zásob. Nasvěd­
čuje tomu i zistenie autorov Šimková a i. (1979), ktorí zaznamenali
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změny elektrickej amplitudy vo VHM a LHA u potkanov krmených vy- 
sokotukovou a vysokopřoteínovou dietou. LHA reagovalo na vysoký ob­
sah proteinov a VMH na vysoký obsah tukov v diéte. To súčasne nazna­
čuje aj ich rozdielnu úlohu v chemošpecilickej kontrole příjmu potravy. 
O špeciiickej súvislosti zmien obsahu RNK a proteinov v LHA s kontro­
lou příjmu potravy svědčí i relativné stály obsah RNK v cortexe, ktorý 
představuje oblast', ktorá nie je priamo zapojená do kontroly příjmu 
potravy.

Výsledky experimentu naznačujú, že podanie inzulínu priamo ne­
vyvolává změny obsahu RNK a proteinov v hypotalamických oblastiach 
(zapojených do kontroly příjmu potravy), ale že tento efekt je navodený 
cestou zvýšeného příjmu potravy. Potvrdzuje sa tiež předpoklad, že la- 
terálna oblast hypotalame reaguje na aktuálně nutričně změny orga­
nizmu, kdežto ventromediálne jádro reaguje na podněty dlhodobejšieho 
charakteru (zvýšenia obsahu RNK vo VMH po 24 a 48 hodinách hlado- 
vaní — nepublikované údaje).
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НОСКОВИЧ П. — МОЗЕШ, LU — КУХАР С. — КОППЕЛ, Ю. (Биологический фа­
культет П. И. Шафарика, Кошице; Институт физиологии сельскохозяйственных жи­
вотных САН, Кошице) : Влияние инсулина на содержание РНК и протеинов в боко­
вой и вентромедиальной частях мозга под зрительным бугром. Veter. Med. (Praha). 
33. 1988 (4) : 225-231.
В опыте мы наблюдали влияние дозировки инсулина (Pur Insulin Neutral, 20 и.кг-1 
ж. м., п. к.) на содержание РНК и протеинов в латеральной области гипоталамуса 
(ЛГА) и в вентромедиальном ядре гипоталамуса (ВМГ) взрослых самцов серых крыс 
Wistar в условиях ad libitum или без приступа к корму. Три часа (9.00—12.00 час.) 
после назначения инсулина мы отметили у животных со свободным приступом к корму 
значительное повышение содержания РНК и протеинов в ЛГА как и повышение 
потребления кормов в сравнении с контрольной группой, которой назначался изото­
нический раствор хлористого натрия. У животных без приступа к корму изменения 
в содержании РНК и протеинов не были обнаружены. В ВМГ не было значительных 
изменений содержания РНК и протеинов обнаружено ни у одной из групп. Результаты 
указывают на зависимость между приемом пищи и активированием ЛГА. Назначают, 
что инсулин прямо не вызывает изменений содержания РНК и протеинов в ЛГА, но 
что его эффект обусловлен повышением приема кормов.
центры приема пищи; серая крыса; потребление корма

NOSKOVIČ, Р. — MOZEŠ, Š. — KUCHÁR, S. — KOPPEL. J. (Faculty of Science 
of P. J. Šafárik University, Košice; Institute of Farm Animal Physiology. Slovak 
Academy of Sciences, Košice): 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. c.) 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
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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 
also 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 protein 
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

NOSKOVlC. P. — MOZES, S. — KUCHÁR, S. — KOPPEL, J. (Naturwissenschaft­
liche Fakultät der P. J. Safärik-Universität, Košice; Institut für Physiologie land­
wirtschaftlicher Nutztiere der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, Košice): 
Einfluß 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 Einfluß der Applikation von Insulin (Pur 
Insulin Neutral, 20 U.kg-1 Lebendmasse, s. c.) auf den Gehalt der Ribonuklein­
säure und der Proteine in der lateralen Area des Hypothalamus (LHA) und im 
ventromedialen Kern des Hypothalamus (VMH) bei geschlechtsreifen Männchen 
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 Erhöhung des 
RNS- und Proteingehalts in der LHA sowie einen erhöhten Futterverbrauch gegen­
über der Kontrollgruppe, der nur eine isotonische Natriumchloridlösung verabreicht 
wurde. Bei den Tieren mit verhindertem Zutritt zum Futter wurden keine Ver­
änderungen des RNS- und Proteingehalts in der LHA festgestellt. Im VMH wurden 
signifikante Veränderungen 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, daß das Insulin Ver­
änderungen des RNS- und Proteingehalts in der LHA nicht direkt veranlaßt, 
sondern daß sein Effekt durch erhöhte Futteraufnahme vermittelt wird.
Zentren der Futteraufnahme; Ratte; Futterverbrauch

Adresy autorov:
MVDr. Peter N о s к o v i č. Přírodovědecká fakulta univerzity P. J. Šafárika, 
Moyzesova ul. č. 11, 040 00 Košice
MVDr. Stefan M o z e š. CSc., MVDr. Stanislav К u c h á r, CSc., MVDr. Juraj 
Koppel, CSc., Ustav fyziologie hospodářských zvierat SAV, Dukelských hrdi- 
nov 1 B. 040 00 Košice
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IMUNOSTIMULACNY ÚCINOK NESPECIFICKÉHO transferového 
FAKTORA NA T А В DEPENDENTNÉ LYMFOCYTY MORČIAT
V OCHRANNOM EFEKTE PRI ASKARIDÓZE

Z. Borošková, M. Benková, K. Cech, J. Pekárek

BOROSKOVÁ. z. — BENKOVÁ. M. — CECH, K. — PEKÁREK, J. (Helminto- 
logický ústav SAV, Košice; Ústav sér a očkovacích látek, Praha): Imunosti- 
mulačný účinok nespecifického transferového faktora na T а В dependentné 
lymfocyty morčiat v ochrannom efekte pri askaridóze. Veter. Med. (Praha). 33, 
1988 (4) : 233-240.
Sledovali sme imunomodulačný účinok nešpecifického bovinného transfero­
vého faktora (TF; výrobca: ÜSOL, Praha) na T а В dependentné lymfocyty 
v lymfoidných orgánoch morčiat (slezina, hepatálne, mediastinálne, mezente- 
riálne lymfatické uzliny) pri experimentálnej askaridóze. Zistili sme, že skú- 
maná látka signifikantně zvyšuje hladinu T bunkovej populácie vo všetkých 
lymfoidných orgánoch (P < 0.01) а В bunkovej populácie v troch lymfoidných 
orgánoch (slezina pri P < 0,01. hepatálne pri P < 0,05, mezenteriálne lymfa­
tické uzliny pri P < 0,01) už v ranej fáze invázneho procesu. Ochranný efekt 
(OE) nešpecifického transferového faktora, hodnotený redukciou počtu migru- 
júcich lariev askaríd v plúcach hostitelov, bol 37,2 % (pri špecifickom TF 
možno očakávat zvýšenie OE).
lymfoidné orgány; experimentálna askaridóza; Ascaris suum

jednou z perspektivných ciest imunoprofylaxie a imunoterapie hel- 
mintóz je zvyšovanie reaktivity hostitelov imunomodulačnými látkami. 
Spomedzi nich sa stále vačší význam připisuje transferovému faktoru 
(TF). Účinok tohto nízkomolekulárneho dialyzátoru z leukocytov spočívá 
hlavně v posobení na imunitně reakcie sprostredkované buňkami. Okrem 
pösobenia TF na chemotaxiu a blastogenézu lymfoidných buniek, pro- 
dukciu aktívnych mediátorov a iné účinky má táto látka schopnost' 
regulovat hladiny T а В dependentných lymfocytov (Sherwood, 
1974; Platz a i., 1976; К lei si us a К i r p a t r 1 с к, 1983). Priazni- 
vo ovplyvňuje i kooperáciu medzi týmito dvorná buňkovými populáciami 
(Sherwood, 1974).

Imunomodulačné vlastnosti transferového faktora boli potvrdené aj 
pri niektorých helmintózach zvierat. Pri enterostrongylátoch prežúvav- 
cov a morčiat študovali účinok tohto imunologicky aktívneho mediátora 
Ross a i. (1979), Ross a Halliday (1979, 1982), Mackenzie 
a i. (1982), Hunter a i. (1983) a ďalší. Uvedení autoři dokázali, že 
preventivná aplikácia transferového faktora (před experimentálnou in- 
váziou zvierat) znižuje u hostitelov (oviec a hovädzieho dobytka) inten­
zitu invázie týmito helmintami a redukuje počet vajíčok vo fekáliách. 
Pri aplikácii imunoglobulínov zo séra imúnnych hostitelov a špecifických 
antigénov sa účinok transferového faktora zintenzívnil. Efektivnost TF 
potvrdili aj Maddison a i. (1976) při experimentálnej schistozo- 
móze opic.
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Očinok uvedenej látky na T а В dependentné lymfocyty při helmin- 
tózach doteraz nebol širšie skúmaný. Hunter a i. (1983] opísali spe­
cifické imunocelulárne změny v sleze po aplikovaní TF pri experimen­
tálně] hemonchóze jahniat. Imunitní! odpověď spojená s podáním tohto 
mediátora charakterizovali ako neskorú lokálnu hypersenzitívnu reakciu, 
pri ktorej okrem zmnoženia eozinofilov, bazofilov a žírnych buniek do- 
chádza ku kumulácii lymfocytov v sleze.

Cielom práce bolo overiť nespecifický účinok bovinného transfero­
vého faktora na hladinu T а В dependentných lymfocytov v lymfoidných 
orgánoch morčiat pri experimentálnej askaridóze.

MATERIAL a metódy

zvieratA a usporiadanie pokusov

Pre pokusy sme použili 70 morčiat o priemernej hmotnosti 250 g (VELAZ. 
Praha Lysolaje), rozdělených na pokusnú skupinu (30 morčiat) a kontrolnú skupinu 
(30 morčiat), v ktorých sme T а В lymfocyty sledovali v týchto lymfoidných orgá­
noch: slezina — S; lymfatické uzliny: hepatálne — H, mediastinálne — Md, mezen- 
teriálne — Mz, a to bezprostředné před aplikováním TF (nultý deň) a v 1., 2., 5.. 
7., 9., 12., 15., 19. a 22. dni po invadovaní. Na zostávajúcich desiatich morčatách 
(druhá pokusná a kontrolná skupina) sme vyhodnotili ochranný efekt bovinného 
transferového faktora (vývojový výrobok ÚSOL. Praha).

Pokusnej skupině zvierat (30 ks) sme 24 hodin před experimentálnou inváziou 
vajíčkami Ascaris suum (3000 vajíčok na morča) aplikovali jednorazovo s. c. transfe­
rový faktor získaný zo 150 miliónov buniek lymfatických uzlin zdravého hovädzie- 
ho dobytka.

Kontrolná skupina představovala morčatá (30 ks) experimentálně invadované 
vajíčkami A. suum (bez aplikovania TF).

Ochranný efekt transferového faktora. t. j. vplyv na redukciu počtu migru- 
júcich lariev v plúcach, sme vyhodnotili u piatich morčiat experimentálně inva- 
dovaných 3000 vajíčkami A. suum na jedno morča (po predchádzajúcom podaní 
transferového faktora v už uvedenej dávke). Kontrolnú skupinu přitom tvořilo päf 
morčiat (experimentálně invadovaných vajíčkami toho istého druhu helminta bez 
aplikácie TF). Siedmy deň po invázii sme všetkých desať morčiat zabili a larvy 
z pfúc sme získali Baermannovou metodou.

PŘÍPRAVA NESPECIFICKÉHO BOVINNÉHO TRANSFEROVÉHO FAKTORA 
(Cech a Pekárek. 1986 — nepublikované)

Transférový faktor bol připravený z uzlin zdravých jatočných zvierat. Po 
predchádzajúcej homogenizácii a deštrukcii tkaniva opakovaným zmrazovaním 
a rozmrazováním bola. buňková suspenzia dialyzovaná a zahuštěná lyofilizáciou. 
Po resuspendovaní a sterilizácii filtráciou bol preparát upravený tak, že jedna 
dávka odpovedala 1 X 109 leukocytov.

IZOLÁCIA MONONUKLEÁRNYCH BUNIEK Z ORGÁNOV 
(Procházková, 1979)

Buňková suspenziu sme získali zhomogenizovaním vzoriek jednotlivých orgá- 
nov (o hmotnosti 1 až 2 g) vo vychladenom médiu (M 199) o pH 7.2.

E-ROZETOVÁ METODA (S t a d e с к e r a i.. 1973)

0,1 ml čistej suspenzie izolovaných lymfoidných buniek v koncentrácii 10s sme 
zmiešali s rovnakým objemom bovinného fetálneho séra (Vysoká škola veterinární, 
pracoviště speciálních kultivačních sér, Brno) a s dvojnásobným objemom suspenzie 
králičích erytrocytov stabilizovaných päf dní v Alseverovom roztoku. Poměr králi­
čích erytrocytov a lymfocytov bol upravený na 50 : 1.
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EAC-ROZETOVÄ METÓDA (Komárek. 1979)

Pri stanovení В lymfocytov na základe ich receptorov pre komplement sme 
dodržiavali postup uvedeného autora s tým rozdielom, že namiesto myšacieho 
komplementu sme pracovali s čerstvým morčacím komplementom v titrovej hod­
notě 1 : 320, ktorá sa nám osvědčila v predchádzajúcej práci (Borošková a i., 
1982).

Statistická významnost priemerných hodnot T а В lymfocytov v pokusnej 
a kontrolně) skupině morčiat sme hodnotili testom rozdielu relativných hodnot 
(Reisenauer, 1970).

VÝSLEDKY

Hodnoty percentuálneho zastúpenia o b i d v o c h 
buňkových p o p u 1 á c i í (T a B) detekovaných rozetovými meto­
dami (E a EAC) v pokusnej a kontrolně] skupině morčiat uvádzame 
v tab. I. Priemerné hodnoty týchto imunocelulárnych elementov pri kaž- 
dom dni sú výsledkom testovania vždy troch morčiat.

POKUSNÁ SKUPINA

a) Velmi nápadné zvýšenie hodnot buniek formujúcich E rozety 
(T buňky] sme oproti nultému dňu [ = čitatel zlomkov) zaznamenali už 
v prvom dni po invázii (= menovatel' zlomkov), a to vo všetkých testo­
vaných orgánoch (S — 35/72 %, uzliny: H — 25/80 %, Md — 30/55 %, 
Mz — 30/67 %), ktoré pokračovalo aj v dalšom, t. j. druhom dni odběru 
a dosiahlo maximálně hodnoty v piatom dni po invázii v hepatálnych 
(87%) a v mezenteriálnych uzlinách [91 %), v siedmom dni v slezine 
(83 %) a mediastinálnych uzlinách (86 %].

Po tomto maximě sme zaznamenali při dalších dvoch odberoch — 
v 9. a 12. dni po invázii — mierny pokles hodnot vo všetkých orgánoch. 
Výraznější pokles hodnot tejto bunkovej populácie sa prejavil v dalších 
odberoch — v 15. a 19. dni po invázii —- a pokračoval aj v poslednom 
odbere, t. j. v 22. dni po invázii. Pri poslednom odbere bolo percentuálně 
zastúpenie buniek v porovnaní s nultým dňom ovela vyššie (S — 50 %, 
uzliny: H — 50 %, Md — 36 %, Mz — 40 %], takže T lymfocyty sa na 
konci sledovania nevrátili к východiskovým hodnotám.

b) Mierne „zvýšenie“ В bunkovej populácie s receptormi pre komple­
ment (EAC rozety) sme zaznamenali v prvom dni po invázii v slezine 
(17/20 %) a v mezenteriálnych uzlinách (20/21 %), v druhom dni v he­
patálnych (18/20%) a v mediastinálnych uzlinách (19/22%).

Percentuálně zastúpenie týchto buniek sa zretelne zvýšilo v dalších 
dvoch odberoch, t. j. v piatom a siedmom dni po invázii. Išlo o maximál­
ně hodnoty v H-uzlinách (18/30%) a v Mz-uzlinách (20/32 %), zatial 
čo v slezine a v mediastinálnych uzlinách sme maximálně hodnoty zistili 
v 12. dni po invázii (S — 17/34 %, uzliny Md — 19/35 %).

V 19. a 22. dni po invázii hodnoty В buniek poklesli vo všetkých 
orgánoch, pričom podobné ako pri T buňkách bez návratu к východisko­
vým hodnotám.

KONTROLNÁ SKUPINA

a) U kontrolně] skupiny invadovaných morčiat (bez aplikácie trans­
ferového faktora) sme zistili miernejšie zvyšovanie hladiny T buniek vo
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I. Priemerné percentuálně hodnoty T а В lymfocytov (detekovaných E a EAC rozetovými metodami) v lymfoidných orgánoch 
morčiat po aplikácii hovädzieho transferového faktora a po experimentálnej invázii vajíčkami Ascaris suum — The average 
percentual values of the T and В lymphocytes (detected by the E and EAC rosette methods) in the lymphoid organs in guinea 
pigs after the administration of the bovine transfer factor after experimental invasion by the eggs of Ascaris suum

Deň odběru

Metody
vyšetřo­

vané 
orgány

0 1 2 5 7 9 12 15 19 22 1 2 5 7 9 12 15 22

Hodnoty buniek pokusnej skupiny v ° O Hodnoty buniek kontrolnej skupiny v %

E rozety H 25 80 84 87 79 78 75 60 60 50 25 30 36 49 47 35 30 26 26
(T buňky) s 35 72 75 81 83 82 80 70 55 50 36 37 39 48 37 36 36 36 36

Md 30 55 65 81 86 84 81 55 45 36 30 33 34 46 42 40 40 41 33

Mz 30 67 78 91 80 75 75 67 50 40 32 35 35 48 36 32 32 32 32

EAC rozety H 18 18 20 23 30 30 33 30 25 25 18 20 25 26 29 20 20 18 18
(B buňky) S 17 20 22 27 31 33 34 33 33 28 18 20 20 21 22 19 20 20 20

Md 19 19 22 24 26 31 35 30 32 25 23 22 23 27 33 22 22 22 22

Mz 20 21 21 30 32 10 30 29 27 27 20 23 23 24 22 20 20 20 20

H hepatálne miazgové uzliny Md mediastinálne miazgové uzliny
S slezina Mz mezenteriálne miazgové uzliny

Experimentálna invázia: vajíčka A. suum v dávke 3000 na morča (pokusná skupina a kontrolná skupina)
Aplikácia transferového faktora: jednorázová aplikácia transferového faktora získaného zo 150 miliónov buniek (pokusná skupina)



všetkých testovaných orgánoch do siedmeho dňa po invázii (S — 36/ 
/48 %, uzliny: H — 25/49 %, Md — 30/46 %, Mz — 30/48 %).

b) Mierne zvyšovanie hodnot В buniek s receptormi pře komplement 
(EAC rozety) sme zaznamenali v prvom dni — v slezine (17/18 %) a me- 
diastinálnych uzlinách [19/23 %) a v druhom dni po invázii — v hepa- 
tálnych [18/20 %) a v mezenteriálnych uzlinách (20/23 %).

Maximálně hodnoty В buniek sme zistili v siedmom dni po invázii 
v uzlinách Mz (20/24 %) a v deviatom dni po invázii v ostatných testo­
vaných orgánoch (S — 17/22 %, uzliny: H — 18/29 %, Md — 19/33 %).

Po kulminácii nastúpila fáza poklesu hodnot týchto imunocelulár- 
nych elementov, ktorá pokračovala až do 19. dňa po invázii (S — 17/ 
/20 %, uzliny: H — 18/18 %, Mg — 19/22 %, Mz — 20/20 %). Posledný 
deň pokusu, t. j. 22. den po invázii, sme nezaznamenali další pokles hod­
not В buniek.

Ako vyplývá z údajov uvedených v tab. I, priemerné hodnoty T lym- 
focytov v pokusné) skupině morčiat v porovnaní s kontrolnou skupinou 
boli vo všetkých lymfoidných orgánoch signifikantně vyššie (P<0,01). 
Hladina В lymtocytov v pokusné) skupině zvierat bola signifikantně vyš- 
šia v troch lymfoidných orgánoch (S — P < 0,01, H — P < 0,05, Mz — 
— P < 0,01) v porovnaní s kontrolnou skupinou.

Při hodnotení ochranného efektu hovädzieho transferového 
faktora (na základe redukcie počtu migrujúcich lariev škrkaviek v pfú- 
cach invadovaných morčiat) sme zistili, že bol 37,2%.

Redukcia larválnej migrácie v pfúcach morčiat v pokusné) skupině 
sa v porovnaní s kontrolnou skupinou prejavila i kvantitativným zníže- 
ním patologicko-anatomických zmien pfúcneho tkaniva. Išlo hlavně 
o menší výskyt petéchií a ekchymóz.

DISKUSIA

Práca sa zamerala na sledovanie imunomodulačného účinku nešoe- 
cifického bovinného transferového faktora na T а В dependentné lymfo- 
cyty v priebehu migračně) fázy experimentálně) askaridózy morčiat. Vy­
hodnotil sa tiež ochranný efekt skúmanej látky, t. j. vplyv na redukciu 
počtu lariev askaríd v pfúcach nešpecifických hostitefov.

V porovnáni s našimi predchádzajúcimi pokusmi (Benková a i., 
1984. 1986), pri ktorých sme sledovali kvantitativný výskyt obidvoch 
druhov mononukleárnych buniek (T a B) v rovnakých časových inter- 
valoch pri tej istej modelové) helmintóze po podaní vitamínu A a BCG 
vakcíny, sú hodnoty percentuálneho zastúpenia T buniek prezentované 
v tejto práci vyššie.

Z toho vyplývá i poměrně široké využitie transferového faktora v te­
rapii primárných a sekundárných imunodeficiencií v humánně) me­
dicine. V tejto súvislosti třeba upozornit’ na konštatovanie autorov 
Kleisius a i. (1980). že v doterajších prácach pri experimentálnych 
helmintózach nie je zmienka, či išlo o stavy imunologické! nedostatoč- 
nosti. Ako je známe, askarídy (podobné ako iné druhy helmintov) na- 
rúšajú u hostitefov funkčnú integritu imunitného systému, v dosledku 
čoho sa rozvíja sekundárný imunodeficit (Crandall a i.. 1978). V na­
šich pokusoch však ani poměrně velké dávky vajíčok A. suum u morčiat 
nevyvolali imunodeficitný účinok.
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Oproti predtým skúšaným imunomodulačným látkám [Be uková 
a L, 1984, 1986] sme zaznamenali rozdiely i v ochrannom efekte TF. Ten­
to efekt bol v porovnaní s TF (37,2 %) pri BCG vakcíne vyšší (50 %) 
a pri vitamíne A o niečo nižší (36 %].

Je známe, že efektivnost TF je vyššia, ak má špecifickú povahu. Tak 
pri experimentálnych enterostrongylatózach prežúvavcov ověřovali Ross 
a Halliday (1979), Mackenzie a i. (1982) a Hunter a i. 
(1983) eiektívnosť špecifického transferového taktora připraveného 
z imúnnych donorov. Jeho aplikáciu kombinovali s podáním špecifických 
imunoglobulínov a antigénov (Mackenzie a i., 1982; Hunter a i., 
1983). Uvedené látky zintenzívnili účinok počtu vajíčok helmintov vo fe- 
káliách zvlerat a v znížení intenzity invázie. Ross a Halliday 
(1979) uvádzajú pri experimentálněj hemonchóze oviec po podaní TF 
zníženie intenzity invázie od 30 do 72 %. Z výsledkov autoři dedukovali, 
že profylaktická aplikácia TF indukuje ochranu mladých jahniat proti 
enterostrongylátom parazitujúcim v sleze. Aktivita TF přitom napadne 
připomíná etektorový mechanizmus, ktorý vzniká pri fenoméne self-cure 
(Stoll, 1929). Jeho podstatou je lokálna neskorá hypersenzitívna re- 
akcia (H u n t e r a i., 1983).

I ked citovanými autormi dosiahnuté výsledky so špecifickým TF 
sú zaujímavé, třeba poznamenat, že příprava tohto faktoru je daleko ná- 
kladnejšia ako v případe nešpecifického a naviac heterológneho pří­
pravku, s kíorým sme dosiahli (podlá našich úvah) tiež pozoruhodné vý­
sledky.

Možnosti přípravy velkých kvánt námi skúmaného TF (nešpecific­
kého) z lymfatických uzlin hovädzieho dobytka od porazeného na bitún- 
koch vytvárajú širšie předpoklady pre jeho výskům a využitie v praxi.

Potencujúci účinok homológneho špecifického bovinného TF na 
imunitnú reaktivitu bol overený v celom radě práč. Z hladiska parazitár- 
nych ochorení bol potvrdený jeho protektívny efekt pri experimentálnej 
ostertagióze hovädzieho dobytka (Ross a i., 1979). Indukoval tiež 
ochranu proti invázii pri experimentálnej kokcidióze myší (Kleisius 
a i., 1979), kde jeho profylaktická aplikácia, okrem redukcie počtu 
oocýst vo fekáliách, znižovala mortalitu a zvyšovala hmotnostně prírast- 
ky u hostitelov. V případe, ak sa uvedený mediator podal v deň invázie 
alebo niekolko dnf po invázii, bola jeho efektivnost v tomto sme'e ne­
gativna.

Z výsledkov prezentovaných v tejto práci vyplývá, že skúmaná imu- 
nomodulačná látka má stlmulačný vplyv na T buňková populáciu 
a v menšej miere i na В buňky. V porovnaní s kontrolnou skupinou (zvie- 
ratá len invadované, bez podania transferového faktora) bolí hodnoty 
obidvoch imunocelulárnych elementov v pokusné) skupině vyššie. Uve­
dené poznatky sú zhodné s prevažne jednoznačné kladnými údajmi 
o imunopotenčnom efekte tohto mediátora na imunokompetentné buňky 
pri ochoreniach iného pövodu (virusových, bakteriálnych, nádorových 
a dalších).

Stimulačný vplyv TF po aplikácii před experimentálnou inváziou sa 
prejavil ihned na začiatku invázneho procesu (prvý resp. druhý deň po 
invázii). Zvýšené hodnotv buniek v Ivmfoídných orgánoch sme zazname­
nali v cele) sledované) lymforeTikulápne) osi íslezina, hepatálne. me- 
diastlnálne a mezenteriálne uzliny). To svědčí о тот. že no invázii 
A. suum sú aktivizované orgány, ktoré sa prvých 10 až 12 dní zúčast-
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ňujú primárných imunohostítelských interakcií najváčšou mierou. Tieto 
interakcie majú podl'a autorov Khoury a Soulsby (1977) při aska- 
ridóze v tomto období výrazné lokálny charakter.

Hlbšie štúdium transferového faktora može značné prispieť к pozna- 
niu cielenej regulácie imunitně) odpovede při migračně) fáze askaridózy 
prasiat. Tento časový úsek sa vyznačuje nielen najpatogénnejším po- 
sobením povodců dané) helmintózy na organizmus hostitela, ale a) naj- 
výraznejšími prejavmi získané) imunity.
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БОРОШКОВА 3 — БЕНКОВА М. — ЧЕХ, К. — ПЕКАРЕК. Я. (Гельминтологическим 
институт САН, Кошице; Научно-исследовательский институт сывороток и прививоч 
ного материала Прага): Иммуностимулирующее дэйствие неспецифического трансфер­
ного фактора кэ Т и Б зависящие лимфоциты морских свинок в защитном эффекта 
при аскаридозе. Veter. Med. (Praha). 33, 11-88 (4) : 233-240
Мы наблюдали иммуномодуляционное действие неспецифического трансферного фак­
тора для крупного рогатого скота (Тф; производитель ИСПМ Прага) на Т и Б завися­
щие лимфоциты в лимфоидных органах морских свинок (селезенка; печеночные, сре 
дсстсночные, брыжеечные лимфатические узлы) при экспериментальном'аскаридозе. 
Мы установили, что исследуемое вещество значительно повышает уровень Т клеточной 
популяции во всех лимфоидных органах (Р<0,01) и Б клеточной популяции в трех 
лимфоидных ооганах (селезенка при Р < 0 01, печеночные при Р < 0,05, средостеноч- 
ные лимфатические узлы при Р < 0,01) уже в ранней степени процесса инвазии. За 
щитный эффект (ЗЭ) неспецифического трансферного фактора, оценивающийся реду 
цирсванием количества мигрирующих личинок аскарид в легких хозяев, был 37 2" о 
(при специфическом Тф можно ожидать повышение ЗЭ)
лимфоидные органы; экспериментальный аскаридоз; Ascaris suum

BOROSKOVA. Z. — BENKOVÄ, M. — Cech, K. — PEKÁREK, J. (Helmintho­
logical Institute of the Slovak Academy of Sciences, Košice; Institute for Serums 
and Inoculants, Praha): The Immuno stimulative Action of the Non-specific Transfer 
Factor on the T and В 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 Institute for Serums and Inoculants, Praha) on the T and В 
dependent lymphocytes in the lymphoid organs of guinea pigs (spleen, hepatal, 
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 В cell 
population in three lymphoid organs (spleen at P < 0.01, hepatal lymph nodes 
at P < 0.05, mesenterial lymph nodes at P < 0.01) already in the early stages of 
the invasion process. The protection effect of the non-specific transfer factor, eva­
luated by the reduction in the number of migrant Ascaris larvae in the lungs of 
the hosts, was 37.2 % (an increase in the protection effect can be expected at 
a specific TF).
lymphoid organs; experimental ascariasis; Ascaris suum
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EXPERIMENTÁLNÍ indukce spontánní brucelové infekce 
MORČAT KONTAKTEM SE SUBKUTANNÉ INFIKOVANÝMI 
MORČATY BRUCELLA SUIS, BIOVAR 2

F. Štěrba

ŠTĚRBA, F. (Státní veterinární ústav, Jihlava): Experimentální indukce spon­
tánní brucelové infekce morčat kontaktem se subkutánně infikovanými mor­
čaty Brucella suis, biovar 2. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (4) : 241-254.
Na základě patologicko-morfologického a sérologického vyšetření jsme pro­
kázali vznik spontánní brucelózy morčat, která byla v kontaktu s morčaty 
subkutánně infikovanými Brucella suis, biovar 2 (13,8 . 109 bručel v 1 ml fy­
ziologického roztoku), při společném ustájeni — od 10. a 38. dne po infekci. 
V období od 28. do 141. dne jsme patomorfologicky zjistili specifické bruce- 
lózní změny v orgánech spontánně infikovaných morčat. Nejvýraznější změny 
byly indukovány v játrech za 107 dní, ve slezině za 46 až 84 dní a v plicích 
za 84 dní. Zjistili jsme neúplnou korelaci mezi výsledky sérologického, mor- 
fologického a zejména histopatologického vyšetření. U spontánně infikovaných 
morčat jsme zaznamenali rozdílnou sérologickou reaktivitu i rozdíly v morfo- 
logickém obrazu, které souvisejí s individuální vnímavostí morčat к infekci.
Cavia cobaya; subkutánní infekce; kontaktní infekce; bakteriologické a séro- 
logické vyšetření; morfologické změny

Při brucelóze morčat experimentálně vyvolané subkutánní infekcí 
Brucella suis byly především sledovány otázky patogeneze brucelózního 
procesu v organismu a morfologické změny (G o d g 1 ü c k, 1952; Zdro- 
d o v s к i j, 1953; J u s к o v e c, 1955; Kersten, 1955; Nikolov, 
1973; Ryžkovová, 1974; Štěrba, 1983, 1984).

Sérologickými a bakteriologickými aspekty při brucelóze morčat 
subkutánně vyvolané B. suis, biovar 2, se zabývali Nikolov (1973) 
a Štěrba aj. (1985).

Morfologickými změnami při experimentální infekci morčat B. suis, 
biovar 2 — vaginálně, perorálně, intranazálně a konjunktiválně — se za­
býval Štěrba (1984); sérologickou a bakteriologickou problematikou 
při uvedených různých způsobech infekcí Štěrba aj. (1985).

Otázka možnosti vzniku brucelózy kontaktem nebyla dosud u morčat 
sledována vůbec.

Cílem práce bylo proto experimentálně ověřit možnost vzniku bru­
celózy u zdravých morčat jejich kontaktem s morčaty subkutánně infi­
kovanými.

MATERIAL a metody

Možnost vzniku spontánní brucelové infekce kontaktem jsme ověřovali ve 
dvou skuninách (I a II) morčat subkutánně infikovaných typizovaným kmenem 
B. suis. biovar 2 izolovaným z brucelózního zajíce. Inokulum obsahovalo 13,8 . 109 
bručel v 1 ml fyziologického roztoku.

V první skupině (I) bylo celkem infikováno 14 pohlavně dospělých morčat
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(6 samců a 8 samic) tak, že každému morčeti jsme do podkoži levé předkolenni 
řasy injekčně aplikovali 1 ml suspenze bručel ve fyziologickém roztoku. К infi­
kovaným morčatům jsme 38. den po infekci (dále jen p. i.) přidali pět zdravých 
morčat (2 samce a 3 samice). Pokus trval 73 dny. Subkutánně infikovaná morčata 
jsme v počtu jeden až tři kusy 7., 14., 21., 28., 35., 41., 49., 66. a 73. den p. i. vykrvili 
intrakardiální punkcí a neinfikovaná morčata, která s nimi byla v kontaktu, jsme 
stejným způsobem vykrvili v počtu jeden až tři kusy 49., 66. a 73. den p. i. Všechna 
morčata jsme detailně vyšetřovali patologicko-morfologicky, dále sérologicky a bak­
teriologicky v příslušných laboratořích ústavu.

Ve druhé skupině (II) jsme stejným způsobem infikovali 26 pohlavně dospě­
lých morčat (13 samců a 13 samic) za účelem dlouhodobého sledování vývoje pato- 
morfologických změn, protilátkové odezvy a výsledků bakteriologického vyšetření. 
К infikovaným morčatům jsme к ověření vzniku spontánní brucelózy kontaktem 
přidali desátý den p. i. deset neinfikovaných zdravých morčat (5 samců a 5 samic). 
Pokus trval 151 den. V časovém intervalu 27., 56., 94., 117. a 151. den p. i. jsme mor­
čata, která byla infikovaná, vykrvili stejným způsobem jako ve skupině I a dále 
jsme stejně vykrvili i neinfikovaná morčata, která s nimi byla v kontaktu, a to 56.. 
94.. 117. a 151. den od začátku pokusu v počtu dva až čtyři kusy. Všechna morčata 
jsme vyšetřovali stejným způsobem jako ve skupině I.

Třetí skupina (III) morčat byla kontrolní v počtu pěti kusů, která byla utra­
cena stejným způsobem a vyšetřena stejně jako morčata ve skupinách I а II — 
151. den, tj. na konci pokusu.

Všechna morčata ve skupinách I až III byla před pokusem sérologicky vy­
šetřena na brucelózu metodami: rychlé aglutinace se sérem (RAS), pomalé agluti- 
nace (PA), povrchově fixačním testem (PFT) a reakcí vazby komplementu (RVK).

Jednotlivé skupiny morčat (I až III) byly ustájeny odděleně v boxech. Ke 
krmení byly použity granule pro morčata a seno ad libitum, к napájení čersvvá 
voda, která byla každý den vyměňována a doplňována.

К identifikaci infikovaných a neinfikovaných morčat (I а II) jsme použili 
výrazně odlišného zbarvení a dále jsme je označili zástřihem v srsti, který jsme 
stále obnovovali.

Neinfikovaná morčata ve skupinách I а II měla zajištěn společný přístup 
i ke krmení a napájení s morčaty infikovanými.

Po vykrvení morčat byla krev sérologicky vyšetřována stejnými metodami 
jako před pokusem — RAS, PA, PFT a RVK. Při sérologickém vyšetření jsme sle­
dovali protilátkovou odezvu a dynamiku protilátek proti antigenu B. suis. Výsledky 
byly hodnoceny analogicky s posuzováním sérologických reakcí při brucelóze prasat 
v chovech zamořených brucelózou, nebot pro hodnocení sérologických reakcí při 
brucelóze morčat není ve Veterinárních laboratorních vyšetřovacích metodikách 
stanovena výše pozitivního titru.

Každé morče jsme ihned po utracení vyšetřovali patologicko-morfologicky. 
К histologickému vyšetření jsme odebírali excize z plic, jater, sleziny, ledvin, po­
hlavních orgánů a mízních uzlin, které jsme okamžitě fixovali v roztoku podle 
Bodiana a zpracovali běžnou histologickou technikou. Preparáty jsme barvili haema- 
toxylin-eozinem (НЕ), podle Van Giesona, Kossy a Sudanern III.

Orgány morčat byly souběžně vyšetřovány i bakteriologicky. Ke kultivaci byl 
použit baktotryptózový agar, baktotryptózový agar s 5 až 10 % beraní krve. 5% 
krevní agar a dále bylo kultivováno na Endův agar. Plotny byly inkubovány při 
teplotě 37 CC ve vlhké komůrce po dobu dvou až pěti dní. Při nárůstu drobných 
bělavých kolonií na krevním agaru a drobných průhledným kolonií s namodralým 
leskem na baktotryptózovém agaru byl zhotoven preparát obarvený podle Gramma 
a dále sklíčková aglutinace s ředěným králičím antibrucelózovým sérem. Z bioche­
mických testů byla sledována tvorba sirovodíku, ureázová aktivita, růst na půdách 
s bazickým fuchsinem při koncentraci 1 : 50 000, 1 : 100 000 a růst na půdách s thio- 
ninem při koncentraci 1 : 25 000, 1 : 50 000 a 1 : 100 000. Jako pomocné metody bylo 
použito zhotoveni otiskových preparátů barvených podle Gramma a Stamp-Mit- 
cherlicha.

Veškeré laboratorní vyšetřování vycházelo ze standardních Veterinárních la­
boratorních vyšetřovacích metodik.

Výsledky vyšetření subkutánně infikovaných morčat (SI) uvádíme pro srov­
nání, ale jen ve stejném časovém období jako u neinfikovaných morčat, která 
s nimi byla v kontaktu (K). U SI morčat také neuvádíme morfologické změny po­
drobně ve všech orgánech a dále nejsou uvedeny morfologické změny v mízních 
uzlinách. Tyto výsledky jsou obsaženy v jiných pracích (Štěrba. 1984; Štěrba 
aj., 1985).
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VÝSLEDKY

1. SÉROLOGICKÉ VYŠETŘENÍ

Sérologické vyšetření všech morčat před infekcí metodami RAS, PA, 
PFT a RVK bylo na brucelózu negativní.

2. EXPERIMENTÁLNÍ INFEKCE

Výsledky sérologického a bakteriologického vyšetření morčat při 
délce pokusu 73 dní (skupina I] jsou přehledně uvedeny v tab. I a vý­
sledky patologicko-morfologického vyšetření v tab. III.

Výsledky sérologického a bakteriologického vyšetření morčat při 
délce pokusu 151 den (skupina II) jsou přehledně shrnuty v tab. II a vý­
sledky patologicko-morfologického vyšetření v tab. IV.

Z tab. I vyplývá, že morče č. 2 (K), které bylo v kontaktu se SI 
morčaty 11 dní, bylo sérologicky všemi metodami negativní, přičemž 
kultivačně byly z jater, sleziny a plic izolovány bručely. Histologicky 
byla v játrech a slezině zjištěna aktivace RES a v plicích se nacházela 
ložisková intersticiální histiocytární pneumonie (tab. III). Morče č. 1 
(SI) bylo sérologicky všemi metodami na brucelózu pozitivní a pozitivní 
bylo i kultivační vyšetření (tab. I). Patomorfologicky jsme zjistili vý­
razné brucelozní granulomatózní změny v játrech, slezině a plicích 
(tab. III).

Z tab. I je patrné, že morče č. 4 (K), které bylo v kontaktu se SI 
morčaty 28 dní, bylo sérologicky pozitivní všemi metodami, stejně jako 
morče č. 3 (SI), u kterého byl titr aglutinačních a komplementfixačních 
protilátek vyšší. Bakteriologické vyšetření bylo u obou morčat negativní. 
Z tab. Ill je zřejmé, že histologickým vyšetřením byla u morčete č. 4 (K) 
zjištěna v játrech iniciální stadia brucelózních granulomů a drobné gra­
nulomy tvořené epiteloidními a histiocytárními buněčnými elementy. Ini­
ciální stadia granulomů byla tvořena lymfoplazmocytárními a epiteloid-

I. Výsledky sérologického a bakteriologického vyšetření morčat skupiny I — Results 
of the serological and bacteriological examination of the guinea pigs of group I

Den 
odběru Čislo 

morčete 
'pohlaví

Sérologické vyšetřeni
BV

Délka 
expozice

materiálu 
p. i. RAS 1 PA PFT RVK

ve dnech 
(u kontaktu)

1/2 49.
2/oK

4 1:20 - 1:20 + /
' + И

3/2 
66.

4/oK
4 1:40 + 1:160 - /

1 :20 + 1 :40 28

5/2K ■ 1:20
73. 6/$K

7/2K
35

Text к tab. I a II: BV bakteriologické vyšetřeni; К — kontaktní infekce (neinfikované morče); 
+ pozitivní; dubiózni; negativní; antikomplementarita séra; 0 nehodnoceno (hcmolýza)
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II. Výsledky sérologického a bakteriologického vyšetření morčat skupiny II — 
Results of the serological and bacteriological examination of the guinea pigs of 
group II

Den 
odběru 

materiálu 
p. i.

Číslo 
morčete/ 
/pohlaví

Sérologické vyšetření
BV

Délka 
expozice 
ve dnech 

(u kontaktu)RAS PA PFT RVK

15 + 1 : 320 4- 1 : 640 — /
23 0 0 0 0 — /
35K 1 : 20 1 : 80 _ 46

56.
4? 4- 1 : 160 4- 1 :1280 — /
5? 1 : 40 4- 1 : 160 — /
6?K 4- 1 : 20 4- 1 : 80 - 46

13 0 0 0 0 — /

83 + 1 : 20 4- 1 : 80 — /

94.
93 К + 1 : 10 4- 1 : 80 - 84
10? 0 0 0 0 — /
11? + 1 : 20 4- 1 : 80 — /
12?K + 1 : 10 4- 1 : 80 - 84

13c? ± 1 : 10 ± 1 : 5 — /
145 — — ± . 1 : 5 — /
155 ± - ± 1 : 20 — /
165K + 1 : 10 4- 1 : 10 — 107

117.
175 К — - — — - 107
18? + 1 : 10 4- 1:5 /
19? 4- 1:5 /
209 ± — j- 1 : 20 — /
21?K + 1 : 10 4- 1 : 10 107
22 ?K - — 107

235 4- 1 : 10 4- 1 : 160 — /
245 + 1 : 10 1 : 80 — /
255 4 i : 10 1 : 20 /
265 К ' — 1 : 10 — 141

151.
27? — — 1 : 5 /
28? 4- 1 : 10 4- 1 : 40 /
29? 4- 1 : 20 4- 1 : 40 — /

30?K — 141

nimi buňkami, histiocyty a ojedinělými neutrofilními leukocyty. V centru 
docházelo к nekróze a karyorektickému rozpadu buněk, především 
neutrofilů (obr. 1). U morčete č. 3 (SI) byly morfologické změny vý­
raznější, zejména v játrech a plicích.
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III. Výsledky patologicko-morfologického vyšetření morčat — skupina I — Results 
of the pathomorphological examination of the guinea pigs — group I

Den 
odběru 

materiálu 
p. i.

Číslo 
morčete/ 

/pohlaví/délka 
expozice 

ve dnech - 
ukontaktu(K)

Játra Slezina Plíce

PA H PA H PA H

49.
1$
23K/11 —

^+WK SZ + ^-/K LHP/++++
LHP

66.
3?
45K/28 +++

MZ LHP/'^
LHP

5$K/35 SZ LH/ + + + LHP

73. 6SK/35 LHP
7$K/35 4- +++ 4 LHP

Text к tab. Ill a IV:
PA patologicko-anatomický nález; H — histopatalogický nález
PA: negativní; + ojedinělé submiliární až miliárni brucelézní granulomy; " četné submiliární

až miliárni granulomy; ' ' ' ve změnách i výskyt ojedinělých granulomů větších velikostí, 
- -' ' ve změnách výskyt četných větších granulomů (nad 2 mm); SZ orgán silně zvětšený; 
MZ orgán mirně zvětšený; T orgán tužší konzistence

H: - negativní; aktivace RES; ' výskyt iniciálnich stadii brucelózních granulomů; vý­
skyt ojedinělých epiteloidnich a histiocytárnich granulomů; ' • " : výskyt četných granulomů; 
LHP ložisková intcrsticiálni histiocytární pneumonic; CHHP chronická histiocytární 
pneumonic; LH lymfatická hypczplazie sleziny; К centrální kolikvace granulomů; 
Ca kalcifikace v centrálních nekrózách granulomů; F - fibróza; MLH mírná lymfatic­
ká hyperplazie sleziny

Z tab. I dále vyplývá, že u morčat č. 5 až 7 (К), která byla v kon­
taktu s infikovanými morčaty 35 dní, bylo sérologické vyšetření pozi­
tivní metodami RAS, PA a PFT pouze u morčete č. 5. Bakteriologické vy­
šetření bylo ve všech případech negativní. Z tab. Ill je patrné, že histo- 
logickým vyšetřením jsme zjistili u všech tří morčat brucelézní změny

1. Epiteloidní granulom 
v játrech s centrální ka- 
ryorexí buněčných ele­
mentů, zejména neutro- 
filů (HE, 160X) — An 
epitheloidal granuloma 
in the liver with central 
caryorhexis of cell ele­
ments, especially neutro­
phils (HE, 160X)
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IV. Výsledky patologicko-morfologického vyšetřeni morčat — skupina II — Results 
of the pathomorphological examination of the guinea pigs — group II

Den 
odběru

Číslo 
morčete/ 

/pohlaví/délka
Játra Slezina Plice

materiálu 
p. i.

expozice 
ve dnech - 

ukontaktu(K)
PA H PA H PA H

lý

2S ■ '/K MZ LH LHP/

56.
3fK 46
42

MZ LH LHP

5 ; К MZ LH/ ■ ■ ' LHP/' ■
62K/46 MZ LH/ ■ LHP

7S
8S F LHP/- ■

94.
9; К 84

10.
MLH LHP/1

11 . sz LH LHP/1
122K/84 sz LH/ LH / - ■

13f

14o к T F T LHP- -*/F

155 T F T LHP ■ -/F

165

117.
175K 107
18 •

LHP

19 T F T . LHP F
20
21 К 107 LHP
22 . -/К LHP

23 5 F T CHHP/ - -
245 /Са F T CHHP/- ■ ■
255 F T CHHP/'

151.
265К 141
27;

F T CHHP-

28 . F T CHHP,
29 /Са F T CHHP
30.Ю141 F T CHHP

v játrech a u morčete č. 5 jsme zaznamenali drobné granulomy v játrech 
i patologicko-anatomicky a dále histologicky i ve slezině. Brucelózní 
afekce měly při patologicko-anatomickém vyšetření jater (č. 5, 9) cha­
rakter submiliárních až miliárních uzlíků šedobílé barvy s predilekční
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2. Tvorba epkeloidního 
granulomu na periferii 
Malpighiova tělíska (HE, 
160 X) — Formation of 
the epitheloidal granu­
loma in the periphery 
of the Malpighian cor­
puscle (HE. 160 X)

lokalizací pod pouzdrem. Tato samice byla březí se čtyřmi plody v dělo­
ze. V místě spojení chloria s dělohou byly iibrinozně hnisavé nálepy, 
placentomy měly průměr 30 mm, byly silně překrvené, prostoupené he- 
moragiemi a nekrotickými ložisky. V děloze a v orgánech plodů se 
změny nevyskytovaly.

Jak vyplývá z tab. II, bylo sérologické vyšetření morčat č. 3 a 6 
(K), která byla v kontaktu se 81 morčaty 46 dní, pozitivní všemi meto­
dami. Zjištěné titry aglutininů a komplementfixačních protilátek byly 
podstatně nižší než u SI morčat. Bakteriologické vyšetření bylo u všech 
morčat (SI a K) negativní. Morfologicky byly u obou morčat (č. 3, 6] 
zjištěny v orgánech stejné změny. Jejich podstatou byly granulomy 
v játrech a slezinách, tvořené epiteloidními buňkami a histiocyty. Výskyt 
granulomatózních změn ve slezinách morčat jsme zaznamenali na zá­
kladě histologického vyšetření poprvé. Drobné epiteloidní granulomy se 
nacházely hlavně na periferii zvětšených Malpighiových tělískách (obr. 
2). U SI morčat byly změny výraznější, zejména v játrech a plicích 
(tab. IV).

U morčat č. 9 a 12 (K), která byla se SI morčaty v kontaktu 84 dní,

3. Epiteloidní granulom 
v plicích. Ve změnách 
se vyskytují velké buň­
ky s obšírnou a tmavě 
se barvící plazmou a 
s velkým jadérkem, kte­
ré se podobají Stern- 
bergovým buňkám fšip- 
ka) (HE. 160X) — Epi­
theloidal granuloma in 
the lungs. The changes 
include large cells with 
wide and darkening 
plasma and with a large 
nucleolus; these cells 
are similar to the Stern­
berg cells (arrow) (HE. 
160X)
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4. Ložisková intersiiciál- 
ní histiocytární pneu­
monic s tvorbou epite- 
loidního granulomu a 
obrovskou vícejadernou 
buňkou, která svým 
„penízkovitým“ uspořá­
dáním jader připomíná 
obrovskou vícejadernou 
buňku Sternbergova ty­
pu (HE, 160 X) — Focal 
interstitial histiocytic 
pneumonia with the 
formation of epltheloidal 
granuloma with a large 
multinuclear cell is 
similar, with its “scaly" 
arrangement of nuclei, 
to a large multinuclear 
cell of the Sternberg 
type (HE, 160 X)

bylo sérologické vyšetření pozitivní metodami RAS, PFT a RVK, při­
čemž titr komplementtixačních protilátek v jejich krvi byl stejný jako 
u morčat č. 3 a 6, která byla se SI morčaty v kontaktu 46 dní (tab. II). 
U obou morčat byl výsledek metodou PA dubiózní (titr 1:10). Dále je 
z tab. II zřejmé, že titry protilátek metodou PA a RVK u SI morčat 
94. den p. i. byly podstatně nižší než 56. den p. i. Bakteriologické vy­
šetření bylo ve všech případech (č. 7 až 12) negativní. Z tab. IV je patr­
né, že u morčete č. 9 (K) byly zjištěny brucelózní léze v játrech a pli­
cích; u morčete č. 12 (К) byly změny výraznější — v játrech byly zjiště­
ny patologicko-anatomicky a v plicích byly poprvé zjištěny granulomy 
histologickým vyšetřením (obr. 3). Brucelózní afekce v plicích byly tvo­
řeny epiteloidními a histiocytárními buněčnými elementy. V granulomech 
byly přítomny i obrovské buňky, které připomínaly obrovské buňky 
Sternbergova typu (obr. 4). V plicích byla charakteristická ložisková 
intersticiální histiocytární pneumonie. V alveolách se vyskytovaly četné 
makrofágy, některé s fagocytovaným hemosiderinem — siderofágy, in- 
teralveolární septa byla zesílená, infiltrovaná histiocyty, kulatobuněčný- 
mi elementy a ojedinělými neutrofily, které se v malém množství na­
cházely i v alveolech. Ve slezině byla výrazná lymfatická hyperplazie 
a ve zvětšených Malpighiových tělískách byly drobné epiteloidní granu­
lomy. U SI morčat (č. 7, 8, 10, 11) byly změny méně výrazné než 56. 
den p. i., jak je zřejmé z tab. IV.

Z tab. II vyplývá, že ze čtyř morčat (K) — č. 16, 17, 21 a 22, která 
byla se SI v kontaktu 107 dní, byla metodami RAS, PFT a RVK pozitivní 
dvě morčata — č. 16 a 21, přičemž výsledek metodou PA byl dubiózní. 
Morčata č. 17 a 22 byla všemi metodami negativní. Nízké titry metodami 
PA a RVK byly i u SI morčat (č. 13 až 15; 18 až 20), ale také kvalitativ­
ní sérologické metody — RAS a PFT — byly pozitivní jen u jednoho 
morčete — č. 18. Bakteriologické vyšetření bylo ve všech případech ne­
gativní (č. 13 až 22). Z tab. IV je zřejmé, že u obou morčat (č. 16 a 17 — 
d, K) jsme brucelózní změny histologickým vyšetřením zjistili pouze 
v játrech. U morčat č 21 a 22 (9, K) byly změny výraznější a vyskytovaly 
se také jen v játrech. U samice č. 22 jsme v játrech zjistili i jeden velký 
uzel o velikosti 6 mm, žlutobílé barvy, který výrazně prominoval nad
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5. Skladba brucelózního 
granulomu v játrech: 
1 — centrální nekróza 
s karyorexí a sekundár­
ní kolikvací; 2 — zóna 
epiteloidních a histiocy- 
tárních buněčných e'e- 
mentů; 3 — vrstva lym- 
foplazmocytárních bu­
něk; 4 — vrstva fib:‘o- 
blastů na periferii gra­
nulomu; 5 — v histio- 
cytární vrstvě se nekon- 
stantné vyskytovaly ob­
rovské buňky Langhan- 
sova typu (HE, 160 X) — 
Composition of a Bru­
cella-induced granuloma 
in the liver: 1 — centra! 
necrosis with caryo- 
rhexis and secondary
colliquation; 2 — zone of epitheloidal and histiocytic cell elements; 3 — layer of 
lymphoplasmocytic cells; 4 — layer of fibroblasts in the periphery of :he granuloma;
5 — large cells of the Langhans type occurred inconstantly in the histiocytic
(HE. 160 X)

layer

pouzdro, jež bylo v okolí granulomu silně svraštělé. Histologicky bylo 
centrum granulomu tvořeno rozsáhlou nekrózou, která obsahovala velké 
množství jaderného detritu a neutrotilních leukocytü. Periferně kolem 
nekrózy byla vrstva epiteloidních buněk a histiocytů, na kterou smo'em 
к zevnímu okraji granulomu navazovala nepříliš výrazná zóna lymio- 
plazmocytárních buněk (obr. 5). Zcela na okraji granulomu byla zřetel­
ná vrstva fibroblastů, která vytvářela jeho periferní fibrotizaci. Pouzdro 
jater nad granulomem bylo fibrózně zesílené (obr. 6). U SI morčat byly 
výrazné změny v játrech morčat č. 13 a 14 íd), dále byly histologicky 
zjištěny granulomatózní změny u všech morčat v játrech a plicích.

Z tab. II dále vyplývá, že ze dvou morčat (K — č. 26 a 30), která 
byla v kontaktu se SI zvířaty 141 den. bylo metodou RVK sé’ologickv po­
zitivní jen jedno morče (č. 26). Ze SI morčat reagovalo 151. den jedno

6. Charakteristická sub- 
kapsulární lokalizace 
brucelózního granulomu 
v játrech. Pouzdro nad 
granulomem je fibrózně 
zesílené. V histiocytární 
zóně je šipkou označena 
obrovská buňka Lang- 
hansova typu (HE, 160 X) 
— Characteristics sub- 
capsu’ar localiza'ion of 
a Brucella-induced gra­
nuloma in the liver 
The capsule over the 
granuloma is fibrously 
swollen. The arrow 
points to a large cell of 
the Langhans type in 
the histiocytic zone (HE. 
160 X )
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morče (č. 27) dubiózně metodou RVK a morčata č. 23 až 25; č. 28 a 29 
reagovala pozitivně metodami RAS, PFT a RVK, přičemž metodou PA 
reagovala dubiózně. Jen morče č. 29 reagovalo PA pozitivně. Výsledek 
bakteriologického vyšetření byl ve všech případech negativní. Z tab. IV 
je dále zřejmé, že brucelózní změny byly u morčat č. 26 a 30 (K) zjištěny 
jen histologicky v játrech a plicích, podobně jako u SI morčat, ale 
v játrech těchto morčat byly změny podstatně výraznější. U jednotlivých 
morčat (SI) se makroskopický i mikroskopický obraz v orgánech dosti 
lišil.

3. VÝSLEDKY U KONTROLNÍCH MORČAT

U skupiny neinfikovaných kontrolních morčat bylo ve všech přípa­
dech sérologické, bakteriologické a patologicko-morfologické vyšetření 
negativní.

DISKUSE

Údaje o vzniku spontánní brucelózy morčat kontaktem s infikova­
nými morčaty baktériemi Brucella suis v dostupné literatuře nejsou. Ne­
lze proto porovnat námi zjištěné výsledky se závěry jiných autorů. Pouze 
Mráz (1956) experimentálně prokázal, že po perorální infekci holubů 
a králíků B. suis došlo к infekci morčat, která s nimi byla společně 
ustájena po dobu 9 až 18 dní.

Z výsledků vyplývá, že u neinfikovaných morčat (K), která byla 
v kontaktu se subkutánně infikovanými morčaty (SI) při jejich společ­
ném ustájení, byl v obou skupinách (1 а II) prokázán na základě morfo- 
logického a sérologického vyšetření vznik spontánní brucelové infekce.

Tato skutečnost je z epizootologického hlediska velmi závažná, 
zejména z hlediska přirozeného způsobu infekce u zajíců, kteří jsou vše­
obecně považováni za zdroj brucelózy v chovech prasat. Z našich vý­
sledků lze analogicky usuzovat na vznik brucelózy zajíců, především 
však na její šíření v ohniscích této nákazy v přírodě kontaktem s infiko­
vanými zajíci. V našich podmínkách dosud nebyl spolehlivě zjištěn jiný 
vektor a rezervoár brucelózy (B. sízžs) než zajíc (Štěrba, 1985). Vzhle­
dem к ekologii a etologii zajíce polního ^Lepus europaeus Pall.) do­
chází ke kontaminaci přírodního prostředí brucelami vylučovanými 
z organismu nakažených zajíců, zejména na společných stanovištích, na 
kterých je jejich koncentrace zvýšená. Ke zvýšené koncentraci zajíců 
dochází při vyhledávání dnes omezených potravních možností v důsledku 
intenzivního zemědělského obhospodařování krajiny a také při pohlav­
ním rozmnožování.

Z výsledků vyplývá, že ve skupině I (tab. I a III) z pěti neinfikova­
ných morčat byly indukovány ve čtyřech případech specifické bruce­
lózní změny v játrech 28. a 35. den. Na základě sérologického vyšetření 
byl ve stejném časovém období kontaktu těchto morčat zjištěn pozitivní 
výsledek ve dvou případech. Ve skupině II (tab. Il a IV) jsme prokázali 
morfologickým a sérologickým vyšetřením vznik spontánní brucelové in­
fekce u všech čtyř morčat (K), která byla se SI morčaty v kontaktu 46 
a 84 dní. Při délce kontaktu 46 dní byly morfologickým vyšetřením zjiště­
ny brucelózní změny u jednoho morčete v játrech, slezině a plicích
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a u druhého morčete v játrech a slezině. Při délce kontaktu 84 dní byly 
morfologickým vyšetřením zjištěny brucelózní afekce v jednom případě 
v játrech a plicích, ale ve druhém případě navíc ještě ve slezině. Při dél­
ce kontaktu při společném ustájení morčat (K, SI) 107 dní jsme zjistili 
ve všech čtyřech případech brucelózní léze pouze v játrech neinfikova­
ných morčat (K), ale sérologicky byl pozitivní výsledek jen u dvou 
morčat. Při délce kontaktu 141 den byly indukovány brucelózní změny 
v játrech a plicích u obou morčat (K), ale sérologické vyšetření bylo 
v jednom případě negativní (č. 30).

Z výsledků sérologického a morfologického vyšetření vyplývá, že 
byla zjištěna neúplná korelace mezi vývojem morfologických, zejména 
histopatologických změn a sérologickou reaktivitou morčat (К). Obdobné 
výsledky jsme zaznamenali i u SI morčat, což souhlasí se závěry dalších 
autorů (Godglůck, 1952; Kersten, 1955; Nikolov, 1973; 
Štěrba aj., 1985).

Z výsledků sérologického vyšetření dále vyplývá, že sérologická 
reaktivita se u jednotlivých morčat (K i SI) vyšetřovaných ve stejném 
časovém období lišila, což vysvětlujeme individuální vnímavostí mor­
čat к brucelové infekci. Stejné výsledky u subkutánně infikovaných mor­
čat B. suis také uvádějí Štěrba aj. (1985]. Podobně i Halačková 
a Štěrba (1986) zjistili rozdílnou sérologickou reaktivitu u brucelóz- 
ních zajíců, kterou u brucelózy zajíců experimentálně prokázal Štěr­
ba (1983).

Z výsledků morfologického vyšetření vyplývá, že mikroskopickou 
podstatou brucelózních změn byl histiocytární granulom, což je v soula­
du se závěry i dalších autorů (Godglůck, 1952; J u s к o v e c, 1955; 
Kersten, 1955; Nikolov, 1973; Štěrba, 1984; Štěrba aj., 1985). 
V centrální nekróze granulomů pravidelně docházelo к hnisavé kolikvaci, 
kterou v souhlasu s dalšími autory (J u s к o v e c, 1955; Štěrba, 1984) 
považujeme za charakteristický morfologický znak brucelózních změn 
u morčat. Ve vývoji morfologických změn v orgánech neinfikovaných 
(K), ale i infikovaných (SI) morčat jsme zjistili rozdíly v makrosko­
pickém i mikroskopickém obrazu, což souhlasí s výsledky, které u infi­
kovaných morčat zjistili také Juskovec (1955), Štěrba (1984) 
a Štěrba aj. (1985). Tyto rozdíly v morfologickém obrazu podle na­
šeho názoru souvisejí s individuální vnímavostí morčat к infekci. Největší 
počet případů brucelových infekcí jsme zjistili histopatologickým vy­
šetřením, a to i v době, kdy bylo sérologické vyšetření negativní. Obdob­
né výsledky zaznamenali u SI morčat i další autoři (Nikolov, 1973; 
Štěrba aj., 1985). V játrech jsme již v iniciálním stadiu infekce po­
zorovali aktivaci RES, což odpovídá závěrům, které uvádějí i jiní autoři 
(Godglůck, 1952; Juskovec, 1955; Kersten, 1955; R у ž к o v о - 
v á, 1974). Z výsledků dále vyplývá, že morfologické změny u SI morčat 
odpovídaly nálezům, které zjistili také Godglůck (1952), Jusko 
vec (1955). Kersten (1955), Nikolov (1973), Ryžkovová 
(1974) a Štěrba aj. (1985).

Z morfologického vyšetření dále vyplývá, že nejvýraznější změny 
jsme u neinfikovaných morčat (K) zjistili v játrech za 107 dní, ve sle­
zině za 46 až 84 dní a v plicích za 84 dní. U jednotlivých morčat jsme 
zjišťovali rozdíly v morfologickém obrazu v závislosti na délce jejich ex­
pozice při kontaktu se SI morčaty. Dále jsme zjistili i rozdíly v lokali-
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zaci brucelózních změn v orgánech u jednotlivých morčat, podobně jako 
u SI morčat. Z výsledků dále vyplývá, že v šíření brucelózního procesu 
v organismu morčat má prioritní význam hematogenní propagace, což 
potvrzují i závěry dalších autorů [Godglůck, 1952; J u s к o v e c, 
1955; N i к o 1 o v, 1973; Štěrba aj., 1985).

Z výsledků bakteriologického vyšetření vyplývá, že pozitivní izola­
ce bručel z orgánů neinfikovaných morčat (K) se podařila pouze ve sku­
pině I za 11 dní. Štěrba aj. (1985) uvádějí, že průkaz bručel z orgá­
nů infikovaných morčat vzhledem к chronicitě procesu a intracelulární 
lokalizaci bručel je problematický. Podle údajů, které zjistili Šergin 
а V o ž d a j e v (1973), bývá izolace bručel z orgánů infikovaných zvířat 
úspěšná pouze ve fázi baktériemie, která trvá do 30. dne p. i.

Otázka vylučování bručel z organismu infikovaných morčat nebyla 
cílem práce a bude zkoumána samostatně. Lze předpokládat, že ke kon- 
vanými z organismu SI morčat došlo především trusem, ale i močí, 
taminaci společného zdroje potravy, vody a prostředí brucelami vylučo- 
Vzhledem ke zjištěným změnám v plicích nelze vyloučit možnost vylu­
čování baktérií i z plic tracheálním sekretem, i když jsme klinicky ka­
šel, ale ani další klinické příznaky onemocnění v žádném případě nepo­
zorovali.

Poděkováni
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ШТЕРБА, ф. (Государственный ветеринарный институт, Йиглава): Эксперименталь­
ная индукция спонтанной бруцеллезной инфекции морских свинок контактом с под­
кожно инфицированными морскими свинками Brucella suis, biovar 2. Veter. Med. 
(Praha), 33, 1988 (4) : 241-254.
На основании патологическо-морфологического и серологического исследования мы 
доказали возникновение спонтанного бруцеллеза морских свинок, которые находились 
в контакте с подкожно инфицированными морскими свинками Brucella suis, biovar 2 
(13,8. 109 бруцелл в 1 мл физиологического раствора), при совместном содержании 
— от 10 и 38 дня после инфекции. В период от 28 по 141 день мы патоморфологически 
определили специфические бруцеллезные изменения в органах спонтанно инфици­
рованных морских свинок. Наиболее выразительные изменения были индуцированны 
в печени через 107 дней, в селезенке через 46—84 дня и в легких через 84 дня. 
Мы определили неполное соотношение между резултатами серологического, морфо 
логического и главным образом гистологического исследования. V спонтанно инфи 
цированных морских свинок мы отметили разную серологическую реактивность и раз­
ницы в морфологической картине, которые зависят от индивидуальной чувствитель­
ности морских свинок к инфекции
Cavia cobaya; подкожная инфекция; бактериологическое и серологическое исследова­
ние; морфологические изменения

ŠTĚRBA, 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

ŠTĚRBA, F. (Staatliches veterinärmedizinisches Institut, Jihlava): Experimentelle 
Induktion spontaner Brucelieninfektion 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 . 109 Brucelien in 1 ml physiologischer 
Kochsalzlösung) 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 brucellöse Veränderungen in Organen 
der spontan infizierten Meerschweinchen fest. Die markantesten Veränderungen 
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 unvollständige Korrelation zwi­
schen den Ergebnissen der serologischen, morphologischen und insbesondere der 
histopathologischen Untersuchung fest. Bei den spontan infizierten Meerschweinchen 
wurde eine unterschiedliche serologische Reaktivität sowie Unterschiede im mor­
phologischen Bild verzeichnet, die mit der individuellen Sensibilität des einzelnen 
Meerschweinchens zur Infektion im Zusammenhang stehen.
Cavia cobaya; subkutane Infektion; Kontaktinfektion; bakteriologische u. serolo­
gische Untersuchung; morphologische Veränderungen
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KRÁTKÉ SDĚLENÍ

KOZSÍRENÍ GIARDIA SP. U JEHŇAT V CSSR

Bičíkovci rodu Giardia (řád Diplomonadidal jsou střevní prvoci, kteří para­
zitují nejen u člověka, ale i u různých zvířat. Doposud bylo popsáno více než 
40 druhů giardií, ale jejich taxonomie a hostitelská specifita není stále ještě s defi­
nitivní platností dořešena.

O výskytu giardií u ovcí jsou jen velmi sporadické údaje. Vůbec poprvé 
nalezl tohoto prvoka u ovcí Grassi v roce 1,881. Nieschulz popsal v roce 1924 v Ni­
zozemsku druh Giardia caprae. Roku 1932 informovali Turner a Murnane o nále­
zech giardií v Austrálii u uhynulého berana. Ryšavý a Erhardová popsali v knize 
Paraziti ovcí, která vyšla v roce 1953. v přehledu protozoárních infekcí druh 
G. caprae a uvedli, že u ovci v Československu nebyl tento prvok nalezen. V Anglii 
detekoval roku 1959 Deas giardie v roztérech a histologických řezech různých částí 
tenkého střeva jednoho jehněte, u kterého se objevil dva měsíce po preventivním 
podání anthelmintika velmi silný průjem. Padmavathi a kol. informovali v roce 
1978 o výskytu G. caprae v Indii u deseti jednoměsíčních až dvouměsíčních jehňat 
trpících průjmy. V USA nalezli Kiorpes a kol. (1986) poprvé cysty giardií u čtyř 
sedmiměsíčních jehňat, která byla po celé letní období na pastvině. Všichni cito­
vaní autoři uvádějí, že giardiemi infikovaná jehňata byla ve velmi slabé tělesné 
kondici, měla suchou vlnu, byla anemická, vyhublá, s nízkými hmotnostními pří­
růstky. Střídavě se u nich vyskytoval průjem, nebo jejich výkaly byly pastovité 
až tekuté konzistence a byly pokryté hlenem. Domnívají se rovněž, že tito střevní 
paraziti mohou hrát určitou patogenní úlohu, neboť kromě giardií nebyl u nemoc­
ných jehňat prokázán výskyt ani oocyst kokcidií, ani vajíček helmintů.

V tomto krátkém sdělení informujeme o prvních nálezech Giardia sp. u jehňat 
v CSSR a o některých základních metodách diagnostiky těchto protozoí.

V rámci výzkumu rozšíření kokcidií rodu Cryptosporidium v různých tech­
nologiích odchovu ovcí jsme v roce 1985 v době zimního bahněni ovcí a po něm 
nalezli cysty giardií v jednom tradičním malochovu ve Středočeském kraji v trusu 
jednoměsíčních až dva a půlměsíčních jehňat. V roce 1986 jsme nálezy výskytu 
giardií u jehňat potvrdili v některých velkochovech ovcí v Jihočeském a Severo­
moravském kraji. Systematickým vyšetřováním jehňat různých věkových kategorií 
(Pavlásek a kol., 1987) jsme zjistili, že giardióza, podobně jako eimerióza a krypto- 
sporidióza. patří mezi velmi časté protozoární infekce ovcí.

Giardia sp. jsme nacházeli u jehňat, která měla průjem, nebo u kterých bylo 
evidentní, že průjem prodělala. Velmi často byla tímto prvokem infikována jehňata 
slabá a zaostávající v růstu. Společné s giardiemi se většinou vyskytovaly, zejména 
u jehňat do 25 dnů věku, kokcidie rodu Cryptosporidium, u starších (jeden až 
dva a půl měsíce) různé druhy kokcidií rodu Eimeria a střevní hlístice Strongy- 
loides papillosus. Zmíněné kokcidiózní i helmintózní infekce mohou být samy 
o sobě, v monoinfekcích. příčinou závažných onemocnění zažívacího traktu. Objek­
tivně proto není možné jednoznačné konstatovat, že giardie byly hlavním původ­
cem uvedených problémů zdravotního stavu a střevních enteritid jehňat.

Diagnostika Giardia sp. za živa je založena na průkazu cyst giardií (průměrná 
velikost je 14.2 X 9.8 um), popřípadě i trofozoitů (průměrná velikost je 14.4 X 
X 7,6 ^m) v trusu. Tyto parazitární zárodky je možné detekovat při koprologic- 
kém vyšetřování

a) v nativním preparátu, který připravíme rozmícháním cca 1 g rektálně ode­
braného vzorku trusu ve vodě nebo ve fyziologickém roztoku a přenesením dvou 
až tři kapek na podložní sklíčko; potom prohlížíme pod mikroskopem při zvětšení 
400 až 1000 X.

b) různými flotačně centrifugačnimi metodami, např. podle Fausta (s nasyce­
ným roztokem ZnSOr) nebo podle Brezy (1957). Jako velmi vhodnou doporučujeme 
metodu flotace s použitím Sheatherova cukerného flotačního roztoku s měrnou 
hmotností 1.117 g . ml1 vzhledem к tomu, že nedochází tak rychle к destrukci 
vnitřní struktury cyst giardií. Složení tohoto flotačního roztoku je: 500 g cukru, 
6.5 g fenolu, 320 ml vody.
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1. Trofozoit Giardia sp. 
na povrchu slizničniho 
epitelu jejuna 50denní- 
ho jehněte v řádkova- 
cím elektronovém mik­
roskopu

U uhynulých nebo nutně poražených jehňat se giardióza 
kládě nálezu trofozoitú (obr. 1), popřípadě cyst:

diagnostikuje na zá-

a) v obsahu tenkého střeva, zejména jejuna, ale i ilea v nativním preparátu,
b) v roztěrech a otiscích slizničniho epitelu různých oddílů tenkého střeva 

fixovaných metanolem a barvených metodou podle Giemsy.
Dosavadní výsledky našich studií o rozšíření parazitóz v současných velko­

chovech jehňat ukazují na významnost giardiózních infekcí v asociaci s jinými 
endoparazity při onemocněních gastrointestinálního traktu. Proto pokládáme za 
potřebné, aby se vedle diagnostiky různých infekčních patogenů bakteriálního a vi­
rového původu věnovala pozornost i střevním bičíkovcům rodu Giardia. Je to 
nu né zejména v chovech, ve kterých jsou registrovány časté průjmy, popřípadě 
i zvýšené úhyny jednoměsíčních až dva a půlměsíčních jehňat.

Ing. Ivan Pavlásek, CSc.
Parazitologický ústav ČSAV, České Budějovice
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