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THE ROLE OF THE PERIOSTEUM IN THE HEALING OF THE
DOG’S MULLER-PLATE TREATED FEMUR FRACTURE

Z. Stojiljkovié, D. Capak, R. Mir¢eti¢

Veterinary Faculty, Deparn;ienl of Surgery, Zagreb

There are contradictory opinions of the role of the periosteum in the conditions of
stable osteosynthesis. One group of authors (Kiintscher, 1970; Zucman

et al., 1968) and others believe that the periosteum, especially its cambian layer,
has one of the most important roles in the healing of fractures. However, other
group of authors (McEven, 1912; Antony etal, 1980) and others deny the
crucial role of the periosteum in the healing of fractures. The authors of the present
study performed osteosynthesis by the Miiller plate in both femoral bones of
20 dogs. In the left femoral bone, the periosteum was removed 4 cm in the proximal
and distal direction from the fracture site, while in the right femoral bone the
periosteum remained intact. The healing of the fracture was controlled by X-ray every
15 days up to 2.5 months when the animals were subjected to euthanasia. After 2.5
months from the introduction of the fracture, the healing of the fracture line was
recorded in both femoral bones. It is concluded that in the conditions of stable osteo-
synthesis the periosteum does not play a crucial role in the healing of bones.

bone; periosteum; fracture; osteosynthesis

The problem of bone healing has been the topic of scientific discussions since
of the beginning of this era. Studies of the role of the periosteum in fracture
healing date back to 1739 (D u h am e 1 ). However, the introduction of implants
into treatment of fractures has raised new questions about the effect of the pe-
riosteum in the healing of fractures in the conditions of stable osteosyntheses.

Kintscher (1970), Tonna (1964), Kahnberg (1974),
Zucman (1963), Coche and Neston (1974) believe that the pe-
riosteum, especially its cambian layer, plays one of the most significant roles in
the healing of fractures. McEven (1912), Anderson (1965), Bra-
den (1976),and Antony et al. (1980), on the other hand, deny the crucial
role of the periosteum in the healing of fractures.

In the literature, there is a number of data on the methods how to perform
osteosynthesis and their effect on the periosteum (Anderson, 1965;
Smiljanié, 1976; Watson-Jones, 1955, Antony et al., 1980;
McKibbin, 1978). On the basis of the experience of the quoted authors and
our own clinical observations, we were very frequently in two minds about how
to treat the periosteum to perform osteosynthesis by the Miiller plate.
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To shed more light on the problem, in dogs we removed the periosteum in one
bone and then performed, after osteosynthesis by Miiller plate, artificial fracture
of both femoral bones.

The periosteum is a thin connective-tissue membrane covering all bones
except the patella and sesamoid bones (Nickel etal., 1968; Miller etal.,
1964). The periosteum has two layers: a fibrous external layer and a deep layer
rich in nerves and cells, the so-called cambian layer (Schram, 1970;
Miller et al, 1964; Nickel et al, 1968). The cambian layer in itself
contains several layers of large cells capable of osteogenous activity (Starr,
1974; Nickel et al., 1968; Coche and Neston, 1974, Tonna,
1974). In some authors’ view (Nickel etal,, 1968; Popovi¢ etal., 1981),
it is only the periosteum of younger organisms that is osteogenetically active. As
the tissue ages, the cambian layer undergoes atrophy and the potential for the
growth of bones is gradually diminished (Coche and Neston, 1974).
Trueta (1961, 1963) and Waelchli-Suter (1980) are of the opinion
that osteogenesis is closely related to the vascularization of bones.
Waelchli-Suter (1980) says that the periosteum nourishes only one third
of the external part of the cortex.

Kahnberg (1974) made an experiment with rats in which he screwed an
opening in the tibia. In one group of rats, he covered the opening with the
periosteum and in the other he removed it. He concludes that in the group with
the preserved periosteum the defect healed earlier. Zucman et al. (1968)
removed the periosteum from the guinea-pig tibia and made a fracture treated by
the Kirschner wire. The author states that in the group with the removed pe-
riosteum no full healing of the bone occurred, whereas in the group with the
preserved periosteum a solid healing was recorded. Z aji¢ (1977) carried out
osteosynthesis of the tibia by the Miiller plate on the tibia of 10 dogs by pre-
viously having removed the periosteum and concludes that the healing of the
bone resulted in the primary callus and that the quality of the callus was good.
In the group of 10 dogs Antony et al. (1980) treated the fracture by the
Miiller plate, putting the plate in the subperiosteous way in one group of dogs
and between the periosteum and the soft tissue in the other group of 10 dogs.
The author followed up the healing histologically using tetracycline to mark the
zone in which there was the growth of a new bone. In the histological prepara-
tions the author observed the tetracycline to mark the zone in which there was
the growth of new bone. In the histological preparations the author observed that
tetracycline was present only in the cortex and concludes that the periosteum has
no role in the healing of bones. He also observed that there was no difference in
healing whether the Miiller plate was placed in the subperiosteous or extrape-
riosteous way.
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MATERIAL AND METHODS

The experiment included 20 crossbred dogs, middle-sized, 15 kg body weight,
aged 1 - 2 years.

The artificial fracture of both femoral bones, treated with the Miiller plate,
was performed in all animals. In the right femoral bone of all animals attention
was paid to preserve the intact periosteum, so as not to be destroyed by the
building up of the plate. In the left femoral bone of all animals the periosteum
was removed 4 cm in length in the proximal and distal direction before the
fixation of the plate.

Prior to surgery, all the animals were clinically examined, treated with anti-
parasiticides, and their temperature, pulse, and breathing were recorded. The
temperature, pulse and breathing were measured during the whole experiment
which lasted 2.5 months.

The animals were X-rayed before surgery, immediately after it, 15 days later,
and then after 1; 1.5; 2 and 2.5 months. After then the animals were submitted
to euthanasia.

The operation was performed in narcosis using a combination of ,,Heptanon*
(metadon-chloride) *Pliva* at a dose of 10 mg per 10 kg body weight + ,,Combe-
len“ *Bayer* 0.3 ml per 10 kg body weight + ,,Atropin* *Pliva* 1 mg per 10 kg
body weight.

The operation of the left femoral bone started after a standard preparation of
the operation field. A cut in the skin with scalpel began about 3 cm distally from
the trochanter major and continued distally in the direction of the femoral bone
3 cm above the patella. The subcutaneous tissue was prepared by using partly
blunt and partly sharp scissors. Also with scissors the incision was made of the
fascia lata somewhat in front of the cranial border of the m. biceps femoris. By
the operation hook the m. biceps femoris and the m. vastus lateralis of the quadri-
ceps were removed aside. The m. adductor magnus which adjoins the caudal part
of the femoral bone was cautiously separated with scissors from it 5 cm in the
proximal and distal direction from where the fracture was to be performed. The
m. vastus intermedius which adjoins the cranial side of the femoral bone was
separated from the bone by cutting its fascia. The periosteum was removed 4 cm
in the proximal and distal direction from where the fracture was to be performed.

The Miiller plate (106 x 3.5 mm) with 6 openings for screws was modelled
after the form of the femoral bone and placed on it. Then, the bone was punctured
(pierced) with 3.2mm gimlet and with 4.5mm threads in the openings were made
for the cortical 4.5mm screws.

The bone was cut by the Gigli saw in the middle third of the femur. During
the bone cutting the fracture side was cooled with the physiological saline. The
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bone cutting was done after the Miiller plate was fixed to the bone, so as to obtain
the identical fracture line in the left and right femoral bones.

The same operative procedure was applied to the right femoral bone of the
same animal, the periosteum remaining intact. After the fracture was treated, the
fascia lata was sutured using catgut N° 2 and the interrupted suture, while the
skin was sutured with the silk interrupted suture. \

After the operation the animals were given penicillin ,,Plivacombin® *Pliva*
at a dose of 800 000 i. u. (s/c) for six days.

The dogs were allowed to move freely in their cages after the operation.

The wounds were protected by no bandages, nor was any external immobili-
zation used.

On the 11th day following the operation, the sutures were removed.

RESULTS

After the operation all the animals showed a slight increase of temperature (up
to 39.9 °C). On the third postoperative day the temperature gradually started
going down to be on the fifth day within its physiological limits. The pulse and
breathing remained unchanged, i.e. within the physiological limits.

Postoperatively, all the animals showed a certain lameness, having manifested
itself equally in both-legs; it lasted three days and then disappeared completely.

X-RAY FINDINGS

In all the animals a filling of the fracture line in both legs was observed on
the 30th day following the operatin.

After 1.5 months following the operation, a more pronounced filling of the
fracture line was recorded in 75% of dogs, while in 25% of dogs the forming of
the new bones in both legs in all the dogs in the experiment.

DISCUSSION

In our experiments the dogs were 1 - 2 years old, and already grown up, their
full healing took place in 2.5 months. In younger animals the time of the bone
healing is considerably shorter, as confirmed by K osti¢ (1953), who states
that the periosteum of young growing organisms is osteogenetically most potent,
this being corroborated also by our clinical experience. However in 2-year old
dogs no differences in healing were observed in relation to the roentgenograms
of somewhat younger animals from the experiment. According to the statement
that the activity of the periosteum gradually decreases with age, as reported by
Coche and Neston (1974), a delay in the healing of bones should have
occurred, but it should not, which we explain by a very small difference in the
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1. Roetgenological presentation of
both femoral bones immediately after
surgery. An ideal reposition of the
fragments of both femoral bones. The
fracture line clearly seen

2. 2.5 months following osteosynthe-
sis the newly formed bone entirely
bridged the fracture line )
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age of dogs in our experiment for allowing the development of clinically
(roentgenologically) visible differences in the bone healing.

After 2.5 months from the introduction of the fracture in both legs, we
witnessed the healing in both the left and right legs, and what is important to
point out is that there was no difference in the quality of the callus. Our results
do not agree with the results of Zajic¢ (1977), who got the healing in only
20% of cases, but the author did not mention the age of the dogs in his experi-
ment. Zucman etal. (1963) obtained the weak callus in the animals in which
the tibia had no periosteum. The reason for the incomplete callus formation in
the studies of Z uc man etal. (1963) appears to be the treatment of the fracture
by the Kirschner wire. Under such unstable conditions the callus formation is
aggravated and this might account for an incomplete healing of the periosteum-
-removed bone. Our results are indentical with those of Smiljani¢ (1976),
who removed the periosteum from the dog’s tibia, treated the fracture by the
Miiller plate, and obtained the callus of equal quality in both the experimental
and control groups. The same results were obtained by Antony et al. (1980).
An observation of these authors is interesting: they applied tetracycline to the
experimental animals as the marker for the newly formed osseous tissue. The
histological analysis of the newly formed bone showed that tetracycline was
present only in the cortex and not in the periosteum.

Ostogenesis and the vascularization of bones are closely connected (True -
ta, 1961, 1963). In the opinion of Waelchli-Suter (1980), the role of
the periosteous circulation in osteogenesis is of minor importance, i.e. the pe-
riosteum nourishes only one third of the external part of the cortex, while for the
~ cortical nourishment it is the intermedullary circulation that plays the most signi-
ficant role.

Our conclusion is that in the conditions of stable osteosynthesis by the use of
the Miiller plate, when occurs no major devastation of the medullary circulation,
the periosteum plays no crucial part in healing of bones. Our further investiga-
tions will include the histological analysis of the femoral bone callus of the
animals in experiments.
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STOJILJKOVIC, Z. - CAPAK, D. - MIRCETIC, R. (Fakulta veterindrni mediciny, Katedra
chirurgie, Z4ihfeb):

Uloha periostea v procesu hojenf zlomeniny stehennf kosti u psi pFi pouZiti Miillerovy
dlahy.

Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (8): 435-442.

U 20 psti - kiZencil jsme provedli osteosyntézu stehenni kosti pomoci Miillerovy
dlahy. Na levé stehenni kosti jsme odoperovali periosteum v délce 4 cm v proxi-
mélnim i distilnim sméru od mista zlomeniny, zatimco periosteum na pravé stehenni
kosti ziistalo bez zasahu. Po 2,5 mé&sicich po operaci rentgenova kontrola ukazala, Ze
se zlomeniny na obou nohdich zcela zahojily. Vyvozujeme z toho zivér, Ze periosteum
nehraje Zadnou vyznamnou roli v procesu hnojeni zlomenin stehenni kosti pfi pouZiti
Miillerovy dlahy.

kost; periosteum; zlomenina; osteosyntéza

Contact Address:

Dr. Zoran Stojiljkovié, dipl vet., Department of Surgery, Veterinary
Faculty, University of Zagreb, Heinzelova 55, Croatia
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PREVENTIVNY UCINOK ZEOLITU PRI INTOXIKACII
POTKANOV LATKOU VX

J. Mojzis!, F. Nistiar!, G. Kova¢2, G. MojziSova3

1Lekdrska fakulta Univerzity P. J. Safdrika, Kosice
2Univerzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice
3Huma-Lab s. r. 0., KoSice

V predloZenej préci bol sledovany protektivny d¢inok zeolitového tufu na aktivitu
cholinesterdzy v tkanivich a erytrocytoch u potkanov po perordlnej intoxikécii VX
litkou (65,5 pg/kg). Aktivita cholinesterdzy v mozgu, peéeni, slezine, stehnovej
svalovine, srdci, zalidku, duodéne, koléne a erytrocytoch vykazovala signifikantne
nizsiu aktivitu po 30-mindtovej intoxikdcii VX latkou v porovnani s kontrolnou
skupinou. Pri preventivhom podani zeolitu (1,0 g/kg, 5 min pred podanim litky
VX) aktivita cholinesteraz v sledovanych vzorkich bola signifikantne vysSia ako
v skupine zvierat intoxikovanych VX litkou (p < 0,001 resp. p < 0,01) Vynimku
tvori duodénum, kde bola aktivita signifikantne niZSia (p < 0,001) a kol6n, kde
neboli signifikantné rozdiely medzi skupinou zvierat ktorym bol pred intoxikiciou
podany zeolit a zvieratami intoxikovanymi litkou VX bez podania zeolitu.

potkany; zeolit; VX litka; tkanivova a erytrocytarna cholinesterdza

Rychly ndrast chemizdcie priniesol, okrem nespornych vyhod, aj urcité zdra-
votné a hygienické problémy. V poslednych desatro¢iach sa v rdznych oblastiach
Tudskej ¢innosti rozsirilo pouZivanie organickych zhi¢enin fosforu (David
a Richardson, 1980; Hlavdcek, 1981). SiCasne s pouZivanim
tychto ldtok sa zvySoval zdujem o osud tychto litok v organizme (Swann ai.,
1977: Svick y ai, 1991; Ozmen a Akay, 1993), pretoZze niektoré
z nich su velmi toxické pre Cloveka a zvieratd (Lenno x ai., 1992).

ZniZenie aZ zabrdnenie expozicie je ¢astokrdt podcetiované, aj ked je potrebné
zdoraznit, Ze z gastrointestindlneho traktu mdZe dojst k rezorbcii noxy aj po
niekolkych hodindch resp. diioch.

Jednou z moZnosti ako zniZif nepriaznivy icinok organofosfitov na orga-
nizmus, okrem tradi¢ného spdsobu terapie, je pouZitie Specifickych sorbentov so
schopnostou viazaf tieto litky Dosch a Keller, 1972; Kovd<¢ ai,
1992). Dobré sorb¢né vlastnosti md aj zeolitovy tuf s vysokym obsahom klinopti-
lolitu, ktory sa vyuZiva v roznych oblastiach pol'nohospodérskej vyroby
(Vrzgula,1984;'Iksanov a Savinovid, 1985).
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V nalej prici sme sa zamerali na sledovanie protektivneho icinku zeolitu
(prfrodného sorbentu) pri intoxik4cii potkanov nervovo-paralytickou latkou.

MATERIAL A METODA

Aktivita cholinesterdzy (ChE) bola stanovend v mozgu, peceni, slezine,
stehnovej svalovine, srdci, Zalidku, duodéne, kol6ne a erytrocytoch potkanov.
Potkany, samce kmetia Wistar (Velaz Praha) boli chované v 3tandardnych
podmienkach. Experimentdlne zvieratd boli rozdelené do troch skupin: kontrolna
skupina (» = 124), skupina intoxikovand VX ldtkou (» = 15) a skupina, ktord
dostala zeolit pred inoxikdciou ldtkou VX (n = 15).

Litka VX (0-ethyl-S-2-diisopropylaminoethyl ester kyseliny methylthiofosfo-
ritej), technickd Cistota 93,5 %, bola dand perordlne v ddvke 65,5 pg/kg. Tretej
skupine zvierat bol 5 min pred intoxikdciou podany zeolitovy tuf (NiZny Hrabo-
vec; SiO2 69,22 %; MgO 0,75 %, TiO2 0,18 %, K20 2,48 %; Al203 14,33 %;
Na0 0,97%; CaO 3,40 %; As a Pb < 0,001 %) v ddvke 1,0 g/kg. Tuf obsahoval
asi 61 % klinoptilolitu a men$ie mnoZstvo a-kristobalitu, kremefia a vulkanické-
ho skla.

Zvieratd boli usmrtené 30 min po aplik4cii latky VX. Vy3etrované orgédny boli
rychlo opldchnuté a homogenizované v chladnom (4 °C) 0,2 mol/l Tris-HCI pufri
o pH 7,6. Homogendt bol lyzovany v 2% roztoku Triton X-100 (1:2) pocas
15 miniit pri teplote 4 °C. Vzorky boli centrifugované pri 14 000 g (4 °C, 5 min).

Tesne pred usmrtenim bola zvieratdm odobratd krv z chvostovej Zily do he-
parinizovanych skiimaviek na stanovenie aktivity ChE v erytrocytoch.

Aktivita cholinesterdzy bola stanovend v supemnatante metédou podla T u -
lacha (1958) v nafej modifikdcii (Ni§tiar ai., 1984). Enzymov4 aktivita
je vyjadrend v pmol hydrolyzovaného substrdtu na 1 g tkaniva resp. na 1 ml
suspenzie erytrocytov.

Vysledky st vyjadrené ako priemer + S.D. Udaje boli spracované §tandardny-
mi $tatistickymi postupmi. Vyznamnost medzi aritmetickymi priemermi bola
testovand t-testom.

VYSLEDKY

Na obr. 1 méZeme vidiet aktivitu ChE v tkanivdch a erytrocytoch u zvierat
v kontrolnej skupine a v skupine zvierat po intoxikécii 1dtkou VX. V kontrolnej
skupine bola najvysSia aktivita zistend v mozgu a v duodéne. Na druhej strane
aktivita enzymu v stehnovej svalovine vykazovala najnizZ8ie hodnoty. V skupine
zvierat intoxikovanych litkou VX vo v3etkych sledovanych vzorkdch doSlo
k signifikantnému poklesu aktivity ChE (p < 0,001 resp. p < 0, 01). Najvy3sia
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1. Aktivita cholinesterdzy (ChE) v tkanivdch a erytrocytoch kontrolnych potkanov (K)
a u potkanov po aplikdcii VX latky (VX) — Cholinesterase (ChE) activity in the tissues and
erythrocytes of control sewer-rats (K) and in the sewer-rats administered VX substance (VX)

lac:livity

Vysvetlivky pre obr. 1, 2 — Explanations to Figs. 1, 2:

B = mozog — brain G = Zalidok — stomach

L = pecen — liver D = duodénum — duodenum
S = slezina — spleen C =kolén — colon

M = sval — muscle E = erytrocyty — erythrocytes
H = srdce — heart

inhibfcia enzymu bola zistend v erytrocytoch (97,9 %) Zalidku (97,9 %), mozgu
(95,4 %) a peCeni (94,7 %) pri porovnani s kontrolnou skupinou. Relativne
najniz8ia inhibicia ChE bola zistend v duodéne a kol6ne.

V skupine, ktorej bol pred intoxikdciou aplikovany zeolit, méZeme vidiet, Ze
aktivita ChE je takmer u vSetkych sledovanych vzoriek signifikantne vy3Sia ako
v skupine bez zeolitu (p < 0,001 resp. p <0,01; obr. 2). Vynimku tvor{ duodénum,
kde aktivita ChE v skupine so zeolitom bola niZ3ia ako v skupine bez (p < 0,001),
a kol6n, kde neboli zistené signifikantné rozdiely v aktivite medzi skupinami.
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2. Aktivita cholinesterdzy (ChE) v tkanivich a erytrocytoch u potkanov po aplikdcii VX ldtky
(VX) a u potkanov ktorym bol preventivne podany zeolit (VX + Z) — Cholinesterase (ChE)
activity in the tissues and erythrocytes of sewer-rats after administration of VX substance (VX)
and in the rats which preventively received zeolite (VX + Z)

lactivily

DISKUSIA

Biologicky u¢inok organofosfitov je komplexny, ale interferuje hlavne s me-
tabolizmom acetylcholinu a inhibicia acetylcholinesterdzy prezentuje hlavny udi-
nok organofosfitov (Bajgar, 1985). Inhibovany enzym nie je schopny
hydrolyzovat acetylcholin a nédsledkom jeho akumuldcie dochddaza k ,.endo-
génnej intoxik4cii“. Z tohto dévodu je preto zrejmé, Ze ochrana acetylcholineste-
rdzy bude hlavnym cielom pri terapii otrdv organofosfdtmi. Dnes najviac
pouzivanym spdsobom terapie otrdv organofosfdtmi je podavdnie reaktivditorov
ChE (oxfmi) s anticholinergne p8sobiacimi ldtkami (najCastejsie atropin).

Niektori autori uvddzaji, Ze preventivne podany fyzostigmin (reverzibilny
inhibftor ChE) je i¢inny pri intoxikécii nervovoparalytickymi ldtkami (Harris
a i.,, 1991). TaktieZ intravenézne podand cholinesterdza signifikantne zniZuje
intenzitu somanom vyvolanej intoxikdcie (Ashani ai., 1991).
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V predloZenej prdci sme sledovali ti¢inok preventivne podaného zeolitu na
aktivitu ChE po intoxikdcii VX ldtkou. V skupine potkanov bez zeolitu bola
inhibicia enzymu rychla a po 30-minitovej intoxikécii sa pohybovala v rozpiti
65,6 - 97,9 % v porovnan{ s kontrolnou skupinou a v zdvislosti od druhu tkaniva.
Pri pouZiti zeolitu bola aktivita ChE signifikantne vy3§ia takmer vo v3etkych
vySetrovanych tkanivich s vynimkou duodéna a kolénu. Tieto vysledky ko-
reSponduji s vysledkami naSich predchddzajicich prac (Ni§tiar a i, 1984,
MojZzi¥ ai., 1986), ked ako modelovy organofosfdt bol pouZity dichlorvos.
Dobry preventivny c¢inok klinoptilolitu zistil aj Ko v 4 ¢ ai. (1993) pri poku-
soch na ovciach intoxikovanych VX litkou. .

Na zdklade naSich vysledkov sa mdZeme domievat, Ze vizba 1itky VX na
zeolit je faktorom zniZujicim jej rezorbciu z gastrointestindlneho traktu a tym
zmenSuje jej toxicitu. Tomu by nasvedCovala aj skutoCnost, Ze aktivita ChE
v duodéne bola signifikantne niZ$ia v pritomnosti zeolitu v porovnani so skupi-
nou zvierat, ktorym bola aplikovand ¢istd VX ldtka bez premedikdcie zeolitom.
NiZ3ia rezorbcia z gastrointestindlneho traktu, men3f podiel 1dtky v systémovej
cirkuldcii, slab3ie klinické prejavy intoxikdcie, dlhi Casovy tsek pre zalatie
Specifickej terapie su skutoCnosti, ktoré vytvdraji predpoklady pre zaradenie
prirodného zeolitu do komplexu raciondlnej prevencie a terapie otrdv organo-
fosfatmi.
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In the present paper the effect of zeolite tuff (61% clinoptilolite) was investigated
on cholinesterase activity in brain, liver, spleen, femoral muscle, heart, stomach,
duodenum, colon and erythrocytes in sewer-rats after peroral intoxication with VX
substance (65.5 pg/kg). Fig. 1 shows the ChE activity in the tissues and erythrocytes
in the animals of control group and in the group of animals after intoxication with
VX substance. The highest activity in the control group was found in brain and
duodenum. The enzyme activity in the femoral muscle had the lowest values. A signi-
ficant decrease in the ChE activity (P < 0.001 or P < 0.01) occurred in all the
investigated samples in the group of animals intoxicated with the VX substance. The
highest enzyme inhibition was observed in erythrocytes (97.9%), stomach (97.9%),
brain (95.4%) and liver (94.7%) if compared with the control group. The relatively
lowest inhibition was found out in duodenum and colon. In the group administered
zeolite before intoxication (1.0 g/kg five minutes before intoxication) the ChE activity
was significantly higher in almost all investigated samples than in the group without
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zeolite (P < 0.001 or P < 0.01) - Fig. 2. The duodenum is an exception, in which the
ChE activity in the zeolite group was lower than in the zeolite-free group (P < 0.001),
as well as the colon, in which there were no significant differences in the activity
between the groups. The lowest resorption rate from the gastrointestinal tract, weaker
clinical signs of intoxication, longer time span for the onset of specific therapy are
the facts that create conditions for inclusion of natural zeolite in the complex of
rational prevention and therapy of organophosphate poisonings.

sewer-rats; zeolite; VX substance; tissue and erythrocyte cholinesterase
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PREHLEDY

VYSKYT, EKONOMICKY VYZNAM A DIAGNOSTIKA
PARATUBERKULOZY

I. Pavlik, M. Pavlas, L. Bej¢kova

V obdobi po celostatnim ozdraveni chovii skotu nakaZenych bovinni tuberkulézou
v Ceskoslovensku v roce 1968 se stile vice v epizootologii mykobakterilnich infekci
uplatiiuji ostatni mykobakterie. U skotu je to pfedevS§im paratuberkuléza, ktera je
celosvétove povaZovina za nejroz$ifenéjsi a nejzadvaZné&;si chronické bakterilni one-
mocnéni preZvykavcl vyvolané Mycobacterium paratuberculosis. V soucasné dobé
se paratuberkul6za vyskytuje ve v3ech svétadilech a zpiisobuje citelné ekonomické
ztraty, zejména v chovech skotu, ovci a koz, pfedevsim ve statech s vyspélym zemé-
dé&lstvim. V byvalém Ceskoslovensku v letech 1980 a% 1990 byl rovn&% zji¥tén zvy-
Sujici se vyskyt této ndkazy (Pavlas aj, 1991a). Pfitom rovnéZ nelze zcela
vyloudit moZnost podilu pivodce paratuberkulézy na onemocnéni lidi (Crohnova
choroba).

I'kdyZ v roce 1995 uplyne 100 let od objeveni plivodce paratuberkulézy Johne
a Frothingham, 1895), jest€ mnoho novych poznatkii v biologii tohoto one-
mocnéni &ekd na své odhaleni. VZdyf v oblasti patogeneze, diagnostiky, metod tlu-
meni, prevence (vakcinace) a dalSich existuji stile Cetné teoretické a praktické
neznalosti, které zt€Zuji Gsp&$ny boj s touto nikazou.

Utelem predklidaného prehledného &ldnku je seznamit odbornou vefejnost
s vyskytem, ekonomickym vyznamem a diagnostikou paratuberkulézy a doplnit tak
praci autord Stika aj. (1989).

HISTORIE OBJEVU PARATUBERKULOZY

&

V evropské veterindmi literatufe jsou jiz po&itkern 19. stoleti ¢asté zminky o chro-
nickém onemocnéni skotu konéicim ihynem zvifete za pfiznakl priajmu a postupného
hubnuti. Pfesto je$t¢ ub&hlo jedno stoleti, neZ bylo moZné na ziklad€ znalosti o vztahu
bakterii a onemocnéni popsat piivodce. Profesor Heinrich Albert Johne z Patologické-
ho tstavu Vysoké Skoly veterinarni v DriZd'anech a jeho asistent z USA Langdon
Frothingham popsali v roce 1895 u kriavy onemocnéni s chronickym priijmem, kdy
v zesilené sliznici zjistili acidoalkoholstabilni ty&inky (AST). Toto onemocnéni
nazvali paratuberkul6zou. Autofi zaslali material profesorovi Robertu Kochovi, ktery
se domnival, Ze pfi¢inou onemocnéni je M. avium. B an g (1906) na zdklad€ bio-
logickych pokusti na telatech a dalSich laboratornich zvifatech, které infikoval per os
pfimo sliznici stfevni nemocné kravy s paratuberkul6zou, oznacil plivodce jako bacil
pseudotuberkulézy. V tomtéZ roce rektor Krilovské veterinarni koleje v Londyné
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John M’ Fadyean aj. (1912) navrhli pojmenovat onemocnéni po jeho objeviteli
jako Johneho choroba. Poprvé se podafilo ptivodce pomnoZit v ¢isté kultufe ve Velké
Briténii v roce 1910 (Twort a Ingram, 1912). Autofi nazvali izolovaného
pivodce M. enteritidis chronicae pseudotuberculosae bovis johne. PfestoZze Th o -
relova aj.(1990) navrhli na zdklad€ taxonomické studie pouZivat nové rozdéleni
druhi M. avium a M. paratuberculosis na M. avium subsp. avium subsp. nov.,
M. avium subsp. paratuberculosis subsp. nov. a M. avium subsp. silvaticum subsp.
nov., stile je pouZivino pojmenovéani M. paratuberculosis, popt. M. johnei.

SOUCASNY VYSKYT ONEMOCNENf A EKONOMICKE ZTRATY U DOMACICH
PREZVYKAVCU

Vyskyt paratuberkul6zy ve vétSiné stitd Evropy a svéta mé stile stoupajici
tendenci. Ndkaza byla prokdzdna ve vSech svétadilech, a to v zemich s vysokou
drovni chovu skotu, ovci, koz, u plemen s vysokou uZitkovosti a u preZvykavci
v zoologickych zahradich. Nejlastéji se paratuberkul6za vyskytuje v pfimofskych
statech zdpadni Evropy, Spojenych stitech americkych, Kanadé, Australii a Novém
Zélandu.

V Australii ve stit€ Victoria bylo infikovdno v poslednich péti letech 13 % farem
mlé&ného skotu a 0,4 % farem se skotem ve vykrmu (Stephens a Auke-
ma, 1989). Ve stit¢ Novy Jizni Wales byla ze 4,5 miliénu kusti skotu nikaza
prokiazina u 0,08 % zvifat. U ovci byla paratuberkuléza zji¥téna v 04 % chovi.
U koz byla v tomto stité paratuberkul6za poprvé diagnostikovdna v roce 1977
a potvrzenave 2,2 % stid (Everett aj., 1989).

Na Novém Zélandu (Gumbrell, 1986a, b) byly prokaziny klinicky nemocné
ovce paratuberkul6zou v roce 1986 v 0,4 % stid Severniho ostrova a v 3,7 % stid
JiZzniho ostrova. Autor se domnivé, Ze skuteény vyskyt paratuberkulézy miiZe viak
byt 2 aZ 3x vy$§i.

V Indii byla paratuberkul6za zji$téna v celé fad€ distrikti u koz, ovci a buvold,
pfitem? prevalence dosahuje v n&kterych chovech a% 30 %. Cast&ji jsou infekci posti-
hovana importované stida (Gahlot, 1991).

Rovn&% v USA stoupi prevalence onemocnéni. Castou pFi¢inou ¥ifeni paratu-
berkul6zy je nedodrZovéani zékladnich protindkazovych opatfeni. Chiodini
a VanKruiningen (1986) uvadéji napf. rozprodani infikovaného stida
95 kust skotu ve staté Connecticut do 28 farem v osmi stitech USA. McN ab aj.
(1991a) odhaduji v letech 1986 aZ 1989 ve stité Ontario prevalenci nikazy na 6,1 %.
Jones (1989b) pfedpoklada z celkového stavu 10,3 miliénd dojnic v USA infiko-
vani 3 % zvifat a ze 33 miliéni Zimého skotu infekci u 1 % zvifat. Ro¢ni ztraty
v USA odhaduje Merkal (1984) na 1,5 miliardy dolarti. V Mexiku dédvaji autofi
Siegel aj. (1991) vétSinou vyskyt paratuberkulézy skotu do souvislosti
s importem zvifat z USA.

Ve Francii byla prok4zéna paratuberkul6za u skotu ve 38, u koz v 15 a u ovci ve
dvou z celkového poétu 89 okresit (Brugere-Picoux aj., 1988). V Portu-
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galsku se vyskytlo jen né&kolik pfipadii paratuberkulézy ve stidech s importovanymi
zvifaty z Déanska a Francie (Amado a Mariano, 1991), ve §panélsku byla
paratuberkul6za prokédzana vZdy minimilng€ u jednoho stida ovciv distriktu Juste

aj., 1991). V severni &asti Itilie s nejvétsi koncentraci skotu byla paratuberkul6za
potvrzena v letech 1985 aZ 1988 v 73 chovech s vyskytem klinicky nemocnych zvifat
(Arrigoni aj., 1988).

V Madarsku byly ekonomické ztraty zji$fovany ve stddé mlé&nych krav v prib&hu
tfilet(Kormendy aj., 1989). Produkce mléka se postupné ve sledovaném obdobi
sniZovala roéné& primémé o 49, 474 a 1 030 litrii u jedné kravy. Primémy vék zvifat
se sniZil ze 63,9 na 57,0 m&sich a konverze Zivin z krmné dévky klesla ze 60 na 39 %.
V letech 1987 a% 1990 byla v Recku v oblasti Thessaloniky prokdzéna paratuberku-
16za s klinickymi pfiznaky ve 2,2 % stdd (Dimarelli aj, 1991).

V byvalé Ceskoslovenské republice byla do roku 1980 paratuberkul6za diagnosti-
kovéna v ojedinélych pfipadech u domicich pfeZvykavci pfevaZzné€ na zikladé kli-
nického, patologicko-morfologického, bakterioskopického a histologického vySetfeni
bez kultivaéniho prilkazu piivodce. Nap¥. ve Stitnim veterinarnim tstavu v Praze byla
diagnostikovéna paratuberkulé6za u lan& bilého jelena z Zehu¥ické obory
(Krucky, 1981) a ve Stitnim veterinarnim tstavu v Plzni u jedné ovce z chovu
Nedtiny v okrese Plzeii-sever, u dvou uhynulych beranli ze soukromého chovu
v okrese Tachov a opakovan¥ u importovanych ovci z byvalého SSSR (Cada,
ustni sdéleni). Z celkového prehledu vyskytu paratuberkulézy v obou republikich
v letech 1980 aZ 1990 (P av1las aj., 1991a) vyplynulo, Ze nejvét¥i vyskyt paratu-
berkulézy byl v Ceské republice zaznamenén v roce 1988, kdy z celkového podtu
70 okresti vykazovalo tuto ndkazu sedm (Etyfi ohniska u skotu a pé&t ohnisek u ovci).
Ve Slovenské republice byl nejvétsi vyskyt paratuberkul6zy zji$tén v roce 1989. Ze
36 okresii vykazovalo paratuberkulézu 16, pfi¢emZ vyrazn€ prevlidal po&et ohnisek
u skotu (90), zatimco u ovci bylo evidovidno pouze 11 chovil nakaZenych paratu-
berkulézou (Hanzlikovd a Vilimek, 1989). Kromé& skotu a ovci byla
paratuberkul6za zjiSté€na v roce 1981 u buvolce v zoologické zahradé ve Dvote Kra-
lové, v roce 1989 v chovu darikii na okrese Hodonin (P avlas aj., 1991a) a poprvé
u kozy vroce 1990 (Pavlik, 1992).

IZOLACE M. PARATUBERCULOSIS ZE STREVNIHO TRAKTU LIDf

Jednim z dal§ich podnéti pro vyzkum v oblasti paratuberkulézy je rovnéZ zjisténi
pravdépodobného podilu M. paratuberculosis na Crohnové chorobg (chronické one-
mocnéni stfevniho traktu lidi). V USA odhaduje Chiodini (1989) pocet lidi

JostiZenych Crohnovou chorobou na 2,2 milionti. V Evrop# &ini odhad asi 2,9 mil.,
pfi¢emZ plnych 1,4 mil. pacientd je evidovano v Némecku. Asi 70 aZ 80 % postiZe-
nych pacientli je operovino pfip. i opakovan& (resekce postiZené ¢asti stfeva). Morta-
lita je nizka (primémé 6 %), ale onemocnéni je velkou fyzickou a psychickou zat&Zi
pro nemocného. Pfiiny onemocnéni nejsou dosud objasnény a na etiologii one-
mocnéni se podili zfejmé jak infek&ni, tak i neinfekeni faktory (rodinné predispozice,
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autoimunita, vyZiva a dal$i) jak uvddi Chiodini (1989). Obecné je akceptovin
model vzniku onemocnéni, ve kterém infekéni agens (napf. pomalé viry, Yersinia
enterocolitica, Campylobacter sp., mykobakterie a dal3f) zpisobi senzibilizaci orga-
nismu (tzv. senzibilizaéni faze). Opakovany kontakt s nimi potom vede v tzv.
induké&ni fazi ke klinickému onemocnéni.

Pfi zkoumini podilu mykobakterii na Crohnové chorobé byly z resekovaného
materidlu pacientii izolovidny kmeny riznych druhli mykobakterii: M. kansasii
(Burnham aj., 1978), M. fortuitum, M. avium, M. intracellulare (Gr ah am aj.,
1987), M. chelonae (Gitnick aj., 1989), M. paratuberculosis(Chiodini aj.,
1984; Thayer aj, 1984) a dalsi. Biologické pokusy na kiizlatech prokizaly
stejnou patogenitu kmene Linda izolovaného od pacientky s Crohnovou chorobou
jako kmeny M. paratuberculosis izolované od preZvykavci (VanKruiningen
aj., 1986). RovnéZ riistové a antigenni vlastnosti byly shodné s kmeny M. paratu-
berculosis izolovanymi od skotu v Ceské a Slovenské republice (Pavlas aj.,
1991b; Pavlik, 1992). Taxonomickd studie Thorelové (1989) a studie
genomu kmenli mykobakterii izolovanych ze sliznice stfevni pacienti nemocnych
Crohnovou chorobou svédéi o totoZnosti s druhem M. paratuberculosis (Green
aj., 1989; McFadden aj., 1987). Prvni izolace kmene M. paratuberculosis od
pacienta s Crohnovou chorobou v Ceské republice se zdafila v roce 1993 ve
Vyzkumném ftstavu veterindrniho 1ékafstvi v Bmé (Pa v1ik aj., 1994b).

Udaje o mo?ném podilu M. paratuberculosis na Crohnové chorob& podporuji
i vysledky autori Sandersona aj. (1991), ktefi vysoce citlivou metodou mo-
lekuldrni biologie PCR (polymerase chain reaction) zjistili M. paratuberculosis
v 65 % vzorkl resekovaného ilea pacienti s Crohnovou chorobou, zatimco
u kontrolnich vzorkt byl vyskyt jen 14,8 %. Nazory odbornikil, ktefi nesouhlasi
s moZnosti podilu M. paratuberculosis na Crohnové chorob& poukazuji zejména na
skutenost, Ze ve zméné&né sliznici resekovaného tenkého stfeva neni zji¥fovan
mikroskopicky ¢i histologicky nalez mykobakterii oproti paratuberkul6ze prezvy-
kavei (Chiodini aj, 1984; McClure aj., 1989; Chiodini, 1989).
U opic (Macaca arctoides) byla paratuberkul6za rovnéZ potvrzena, pfi¢emz klinické,
patologicko-anatomické a histologické zmény po spontinni infekci byly podobné
onemocnéni prezvykavced (M cClure aj, 1987). Pii epidemiologickych studiich
byl veétsi vyskyt Crohnovy choroby u lidi prokdzin ve mé&stech neZ na venkové.
Juste aj. (1992) uvadéji, Ze ani u lidi pracujicich se zvifaty s paratuberkulézou,
jako jsou veterinamni 1€kafi, oSetfovatelé, pracovnici na jatkach a dalsi, nebyla zji§téna
zvySend incidence Crohnovy choroby. RovnéZ je velmi obtizny prikaz protilatek
v sérech pacienth (Cho aj., 1986; McFadden a Houdayer, 1988;
Kobayashi aj, 1989), pfestoZe u paratuberkulézy pfezvykavcii se sérologicka
diagnostika b&Zné pouZiva.

Z celkového prehledu vyplyvé, Ze podil M. paratuberculosis na Crohnov& chorob&
neni spolehlivé potvrzen a zcela ojedinély jednordzovy vyskyt pivodce paratuberku-
16zy nelze dosud povaZovat za etiologicky priikkazny.
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PUVODCE ONEMOCNENI - M. PARATUBERCULOSIS

M. paratuberculos je fakultativn€ anaerobni, grampozitivni, acidoalkoholstabilni
(AST) ty&inka (1,5 x 0,5 pm) netvofici spory. Vyskytuje se samostatné nebo ve
shlucich né€kdy ¢&itajicich desitky aZ stovky AST, které jsou spojeny mezibunéénymi
filamenty M erkal, 1973a). Pivodce je pomémé odolny a pfeZivd dlouho ve
vné&jsim prostfedi: v ¥i¢ni vod& 270 dni, v trusu a ¢emozemi 11 mésicill, v modivce
pfi 5 °C 252 dni, v moti jen sedm dni. Pfi zmrazeni na -14 °C pfeZivd minimalng
jedenrok Jorgensen, 1977, Richards, 1981; Chiodini aj., 1984).

Vét$inu kmeni piivodce paratuberkul6zy je moZné izolovat na plidach s riistovym
stimuldtorem, ktery pfedstavuje rozpustnou sloZku bakteridlni st€ny mykobakterif.
Francis aj. (1953) zadali pouZivat alkoholovy extrakt z M. phlei, ktery nazvali
mykobaktin. Pozd&ji byl extrakt pojmenovén i podle plivodu izolace: z M. phlei -
mykobaktin P, z M. tuberculosis - mykobaktin T, z M. paratuberculosis (M. johnei)
- mykobaktin J (Snow, 1965 Merkal aj., 1968; Merkal
a Mccullough, 1982). V soufasné dob& se nejvice pouZivd mykobaktin J,
protoZe zkracuje dobu kultivace o tfi tydny a zvySuje polet kolonii o 10 aZz 20 %
(Mccullough a Merkal, 1982). K podobnym vysledkiim jsme dospéli i
v na$i laboratofi (Pav1ik, 1992; Pavlik aj., 1992).

Prvni kmeny M. paratuberculosis byly izolovény v byvalém Ceskoslovensku na
agarové pidé podle Smitha (1953) s mykobaktinem P(Pavlas aj, 1984). Na
vajeném kultivanim médiu s pyruvitem sodnym bez mykobaktinu se podafilo
M. paratuberculosis izolovat v primokultivaci pouze ve zcela ojedinélych pfipadech,
a to prevdZné u vzorki bakterioskopicky pozitivnich. Kromé& vy3e popsaného speci-
fického ristového stimuldtoru mykobaktinu byla snaha najit i jiné stimulétory.
Merkal a Curran (1974) zjistili moZnost izolace kment M. paratuberculo-
sis na pidich obohacenych 1% citranem Zelezitoamonnym a pyruvitem sodnym.
Dobré stimulaéni G&inky pyruvatu sodného rovnéZ zjistili i jini autofi
Jorgensen,1982; Pavlik,1992; Kalensky, 1993).

PATOGENEZE ONEMOCNEN{

Paratuberkul6za je chronické onemocnéni s dlouhou inkubaéni dobou, ktera miize
trvat pfi spontdnni infekci Sest m&sicti aZ 15 let (M acIndoe, 1950). Na vzniku
klinické formy onemocnéni se podili mnoho dosud neobjasn&nych faktori. Nejvice
vnimavé jsou mladd zvifata do v€ku 30 dnt (Hagan, 1938; Doyle, 1954;
R ankin, 1962). DileZita je také velikost infekéni davky a piipadné jeji opakovéani
v prib&hu Zivota (R ank i n, 1959). Dal¥imi predispozi¢nimi faktory jsou indivi-
dudlni vnimavost a plemennd pfislusnost (Hole a Macclay, 1959). One-
mocnéni je &asto zjiStovdno zejména u skotu plemene jersey a shorthorn
(Jorgensen, 1972). RovnéZ stresy, jako jsou napf. $patnd vyZiva, interkurentni
onemocnéni (bakteridlni a parazitirni), vysokd mlé&nd produkce, pfeprava, porod
a dal3i, hraji vyznamnou roli v patogenezi onemocnéni (Hole, 1958; Chiodi-
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n iaj., 1984). V naSich chovech se uplatifuje u skotu rovnéZz $patné vyZiva v jarnich
a podzimnich mésicich a u ovci v dob& bahn&ni (leden - tlinor) a koncem léta
(Pavlik, 1992).

Schaaf aj. (1956) zjistili, Ze v infikovanych chovech nejéastéji onemocni
mladé kriavy ve v&€ku 2,5 aZ 5 let po prvnim aZ tfetim porodu. Naproti tomu
Larsen a Merkal (1968) uvadéji primémy vék krav 6 aZ 9 let. V naSich
podminkich jsou zaznamendny chovy s vyskytem klinické paratuberkulézy jak
u mlad$ich zvifat (3 aZ 5 let), tak u star§ich (5 aZ 7 let). Naproti tomu u ovci se
klinickad paratuberkuléza zjistila zejména u mladych zvifat ve v€ku dvou aZ tfi let
(Pavlik, 1992).

Za vstupni branu infekce se povaZuje nejéastéji stfevni trakt. Stupeii pomnoZeni
M. paratuberculosis ve sliznici stfevni z4visi na pfirozené odolnosti zvifat, ktera je
zaloZena na schopnosti makrofigli omezit nitrobunééné mnoZeni mykobakterii
(Bendixen, 1981). Ze sliznice stfevni pfechizeji mykobakterie fagocytované
nahromadénymi makrofagy lymfatickou cestou do miznich uzlin a do libovolného
orginu (Hole, 1958; Gilmour, 1976). Pivodce fagocytovany makrofigy ne-
musi byt degradovin, ale miZe se v makrofazich i pomnoZovat, coZ je spojeno
s rozpadem makrofagh a rozsevem M. paratuberculosis krevni a lymfatickou cestou
(Gilmour, 1985). Nahromadé&ni makrofigl fagocytujicich mykobakterie zpiiso-
buje zesileni sliznice stfevni i miznich uzlin. Priijem je zpiisoben prostupem bilkovin
a tekutiny do stfevniho traktu. Merkal aj. (1970) popisuji rovné€Z jako pfi¢inu
prijmu hypersenzitivitu zprostfedkovanou histaminem.

Po pomnoZeni M. paratuberculosis ve stfevni sliznici zavisi dal$i vyvoj na
odolnosti zvifat. U nékterych jedincli miiZe dojit ke spontdnnimu uzdraveni a k zéni-
ku infekce. Jina zvifata se mohou stét nosi¢i ptivodce paratuberkul6zy, ktery pieziva
ve stfevnim traktu a pfilehlych miznich uzlinich. M. paratuberculosis se dostiva
prostfednictvim makrofagi i do dalfich tkani zejména v pozdé&j§ich fazich nemoci.
Taylor aj. (1981) izolovali plivodce také z mléka krav s klinickou paratuberku-
l6zoua Larsen aj. (1981) izolovali piivodce z plic, sleziny, reproduké&nich orga-
nil a ze semene byka vyuZivaného pro umélou inseminaci.

DIAGNOSTIKA

Nejcastéjsi metodou k priikazu zvifat nakaZenych paratuberkul6zou je klinické
a patologicko-morfologické vysetfeni, které je v omezené mife doplnéno bakteriolo-
gickym, pfipadné histologickym vySetfenim. V nékterych stitech se pouZiva jako
hlavni diagnostickd metoda pfi ozdravovani chovii skotu nakaZenych paratuberkul6-
zou kultivaéni vySetfeni vykali. Uplatnéni alergickych a sérologickych testi je
ovlivnéno zejména alergeny, pfipadné antigeny pouZivanymi pfi téchto vySetfenich.
V chovu se nejéastéji paratuberkul6za prokéiZe na zdkladé klinickych pfiznakii u zvi-
fat pfi veterindrné hygienické prohlidce na jatkdch. K potvrzeni nikazy je viak
nezbytné doplnit podezfeni na paratuberkul6zu pfimym prikazem piivodce labora-
tornim vyS$etfenim.
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Klinické vysetieni

Spolenym syndromem pro paratuberkulézu je sniZujici se uZitkovost a chronické
hubnuti konéici nutnou pordZkou nebo thynem zvifete (Hole, 1958; Rankin,
1970; Chiodini aj., 1984). U skotu se prvni pfiznaky onemocnéni projevuji
vétSinou nepravidelnym, rizné intenzivnim priijmem, ktery je podle vétSiny autord
terapeuticky neovlivnitelny. Periody zdanlivého uzdraveni, kdy dochézi ke zlepSeni
zdravotniho stavu bez pfiznakil priijmu, mohou trvat tydny aZ mésice. Gilmour
(1976) upozomil rovnéZ na moZny nahly pokles dojivosti, kter§y miZe byt prvnim
pfiznakem klinického onemocnéni. Je také moZné pfi individualnim napéajeni u zvifat
v pocitku onemocnéni zjistit zvySeny pfijem vody pro kompenzovani ztrity tekutin
(Ho ffsis, 1983). Daldimi pfiznaky mohou byt anémie sliznic, ztrita lesku a barvy
srsti zejména u plemen &erveného skotu (H o1 e, 1958). Vykaly jsou pfi dlouhotrva-
Jjicim priijmu fidké, vodnaté, Easto s malymi bublinkami, tmavé zelené aZ hnédé barvy
s nepfijemnym zipachem (Hole, 1958; Rankin, 1970). Sufina vykali je sni-
Zenaz20nal5% (Gilmour, 1985). V disledku ztrity vody pfi prijmu je kiize
méné elastick4 a ztrita bilkovin v séru zpisobuje sou¢asn& vyskyt otokli v mezisani¢i
a ve spodni &asti bficha (R an kin, 1970). Z dalSich pfiznakil je moZné u zvifat
pozorovat opozdéné linani srsti (Smy t h e, 1935). Klinické onemocnéni miiZe byt
rizn€ dlouhé, trvajici n€kolik tydnt aZ mésici (Hole, 1958; Chiodini aj.,
1984). Zcela ojedinéle se vyskytuje i forma onemocnéni bez priijmu s celkov§m
hubnutim, tzv. ,suchd paratuberkul6za“ (Benedictus, 1987).

Hlavnim syndromem klinické formy paratuberkul6zy u ovci a jinych domacich
pfeZvykavcl je chronické hubnuti. U vyhublych ovci nemocnych paratuberkul6zou
byl zji$tén prijem pouze u 17 % zvifat (Gumbre 11, 1986b). RovnéZ jsou zjisfo-
vany otoky mezisanili, snizend pohyblivost a ztrata viny (Ho le , 1958; Kumar,
1984; Gilmour, 1985). U koz byvé pritjem zji¥tovéan pfi paratuberkuléze Sast&ji
(Eamens, 1989). U divokych pfeZvykavci je prijjem zji¥tovan pfedeviim u jelend
(Gilmour, 1987). Klinickd paratuberkul6za u ostatnich pfeZvykaci (antilopy,
divoké kozy aj.) se manifestuje podobnymi pfiznaky jakouovei (Griffin, 1988).

Patologicko-anatomické a histologické vySetieni

Pfi pokrotilé paratuberkul6ze je u nemocného skotu napadné pfedev¥im vyhubnuti
a Ubytek svaloviny. Pfi patologicko-anatomickém vyS$etfeni asto zcela chybi visce-
rilni tuk, ktery je nahrazen vodnatou, gelu podobnou hmotou v okoli ledvin a srdce.
Mizni uzliny stfevni jsou asto zvétSené, edematézni a na fezu jsou vyrazné vlhké.
Zmény jsou lokalizoviny pfedev§im na stfevo, kdy miiZe byt postiZena bud’ konti-
nuilng velka &ast tenkého stfeva (jejunum, ileum) nebo jen kritké dseky. Sliznice je
zesilend a tvofi nevyhladitelné fasy (gyrifikace). Povrch je intaktni nebo je pokryt
ulcerativnimi aZ nekrotickymi zménami s petechiemi. U ovci neni zesileni sliznice
stfevni tak ndpadné a sliznice miiZze byt né¢kdy aZ citronové Zlutd, pfip. kiehka. Oproti
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skotu se mohou u ovci a jinych pfeZvykavcil vyskytnout i zmé&ny nekrotického cha-
rakteru v organech (jatra, ledviny, slezina) jak uvddi Rankin (1970). Pfi kli-
nickém prib&hu onemocnéni byly zjist€ny mikrogranulomy v pohlavnim dstroji
(Larsen aj.,1981;.Seitz aj, 1989),v mlééné Zlaze (Tay lor aj., 1981) a pfi
diseminaci v ledvinich (Hin e s aj., 1987). Ojedinéle se vyskytuji kase6zni granu-
lomy v miznich uzlinich mezenteridlnich (Weidlich, 1954; Momotani
a Yoshino, 1985). Kalcifikované 1éze se vyskytuji u pfeZvykavci zcela vzicné
(Julian, 1975). Relativn& &ast&ji se vyskytuji granulomy ve formé& kaseifikova-
nych nebo kalcifikovanych loZisek v parenchymatdznich orgédnech a miznich uzli-
nich u malych pfevykavci (Finn a Gunnarson, 1979).

Pfi histologickém vySetfeni se pouZivd pfehledné barveni hematoxylin-eozinem
a diferenciélni barveni podle Ziehla-Neelsena (Z-N). Kritériem pro pozitivni histolo-
gickou diagné6zu je pfitomnost epiteloidnich bun&k nebo obrovskych Langhansovych
bun&k v lamina propria, pfip. v submukéze sliznice stfevni se sou¢asnou pfitomnosti
AST v cytoplazmé epiteloidnich a obrovskych bun&k. Na zéklad€ samotné infiltrace
lymfocyty, plazmatickymi bufikami a eozinofilnimi granulocyty neni moZné stanovit
diagnézu (Summers, 1981). Stfevni klky jsou narufené a kratké. Zlazy krypt
jsou infiltrované neutrofilnimi granulocyty a mukoidni substanci. Peyerovy plaky
jsou obklopeny z&nétlivymi buiikami nebo transuditem. Granulomat6zni zdnét mé
tendenci se $ifit do pfilehlych mezenteridlnich miznich uzlin. Lymfoidn{ buriky v pa-
rakortikdlni z6né& jsou vét¥inou nahrazeny makrofigy a obrovskymi burikami.
Mikroskopické zmény zpisobuje infiltrace syncytia epiteloidnimi buiikami
(Gilmour, 1985). Infiltraéni proces se obvykle zastavuje na iledlni &asti ileoce-
kélni chlopng. JestliZe je postiZené cecum, sliznice je jen infiltrovani makrofigy nebo
Langhansovymi obrovskymi buiikami, Lieberkiihnovy Zldzy zistivaji nepoSkozené
(Buergelt aj, 1978).

Na poditku tohoto stoleti Pearson (1908), M'Fadyean aj. (1912)
aHarding (1957) zjistili, Ze masivnost bakteriologického nalezu na sliznici
stfevni a v pfislu§nych miznich uzlindch nemusi byt v souladu s klinickymi pfiznaky.
V naSich podminkich jsme dospéli k podobnym vysledkiim, protoZe ve skupiné
33 zvitat bez klinickych pfiznaki, kterd reagovala v testech intravitilni diagnostiky,
byla gyrifikace sliznice stfevni zjiSténa u 33 % zvifat (Pavlas aj., 1991b;
Pavlik, 1992).

Mikroskopické vy3etieni

Mikroskopické vySetfeni je nejstar$i pom&mé jednoduchou, finan&n€ a materiélo-
v& nendroénou laboratorni technikou k priikazu M. paratuberculosis jak ve tkénich,
tak ve vykalech a ostatnim biologickém materidlu. Nejosvéd&enéjsi metoda barveni
podle Z-N vyuZiva schopnosti peptidolipidi, voski, kyselin mykolovych a dalSich
slozek bakteridlni st€ény pfijmout karbolfuchsin a podrZet si ho i pfi promyvéni
odbarvovacim roztokem etanolu s kyselinou (R is aj., 1988).
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Mikroskopické vySetieni vykald

K mikroskopickému prikkazu M. paratuberculosis ve vykalech se prakticky
vyhradn€ pouZiva svételné mikroskopie pfi zvéteni 970 aZ 1600x s imerznim olejem
(Ris aj., 1988).

Pfi vySetfovani se vétSinou pouZiva jedno podloZni sklitko pro jeden vzorek vy-
kali, pfipadn€ dv€ (Cunningham a Gilmour, 1959) nebo aZ &tyfi
podloZni sklitka M erk al aj., 1968). RovnéZ v délce prohliZeni, poétu zornych
poli jednoho mikroskopovaného preparitu a hodnoceni mikroskopického nilezu jsou
v literatufe znaéné rozdily (tab. I). Nilez samostatnych AST u zdravych zvifat z pa-
ratuberkul6zniho chovu nemusi souviset s paratuberkulé6zou (Gilmour, 1985).
Nélez AST ve shluku v¥ak u krav s klinickymi pfiznaky paratuberkulézy z chovu
s potvrzenou ndkazou je povaZovin za pozitivni (Gilmour, 1985). Nepravi-
delnost vylu€ovani AST ve vykalech je vieobecn& znamé, ale autofi R is aj. (1988)
prokézali rovné€Z i nehomogenni vyskyt ve vlastnim vzorku vykall. V nasi laboratofi

I. Hodnocenf mikroskopického vySetfenf vykald skotu

. Pocet Hodnoceni mikroskopického nédlezu

Autofi
zomych poli + ++ +H+ ++++

Merkal aj
(1964) 200 1S 2-5S 6-208S 21 avice S
Ris aj. 11 a vice
(1988) 10 1 AST 2-10 AST AST -
Stachel .
(1989) 200 3-48 5-98 10-20S | 21 avice S
Hanzlfkovié g 1S/5-10 | S v kaZdém | mnoho S v
(1988) Akl S ey zP zp ka?dém ZP

AST - acidoalkoholstabiln{ ty¢inky
S - shluk tvofeny minimédlné 4 AST
ZP - zomé pole

vyuZivime hodnoceni podle Stachelscheida (1989) pfi prohliZeni
100 zornych poli, ktery zjistil, 2e nilez na + pfedstavuje asi 10%, ++ asi 10°, +++ asi
10° a% 10° a ++++ asi 10° a vice bun&k M. paratuberculosis v 1 g vykali.

Uv4d&né vysledky v tab. IT dosa¥ené mikroskopickym vySetfenim vykald jsou
znaéné rozdilné. Jedna skupina autoril tuto metodu zavrhuje (Schaaf aj., 1956;
Jorgensen,1983; Valente aj., 1991), druhé skupina ji povaZuje za vysoce
spolehlivou Merkal aj., 1968; Sherman aj., 1984; David
a Bonnier, 1986). V b&iné diagnostické praxi md mikroskopické vySetfeni
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II. Mikroskopické a kultivaénf vysetienf vykald skotu

3 Sensitivita Specifita Laboratomf
Autori dosetfenf
L % L % zvifat
mikroskopie
David a Bonnier (1986) | "180 833 348 90,0
Jorgensen (1983) 46,0 93,8
Pavlik (1992) 26 39 MO-, KO+
24 | 333 MO+, KO+
Ris aj. (1988) 177 55,9 18 83,3
Sherman aj. (1984) 26 84,6 18 94,4
Schaaf aj. (1956) 333
Stachelscheid (1989) 60,5 96,0
Valente aj. (1991) 32 12,5 KO+kl+
12 0 KO+kl-
kultivace
Buergelt aj. (1977) 42 40,5 KO+
David a Bonnier (1986) 348 51,7 KO+
McDonald aj. (1989) 32 62,5 KO+
Merkal (1973b) 30,0 KO+kl+
Owen (1983) ' 24 62,5 KO+
Palival aj. (1985) 19 5,3 KO+kl-
8 87,5 KO+kl+
Pavliik (1992) 26 32,0 MO-, KO+
24 62,5 MO+, KO+
Sherman aj (1984) 33 87,5 KO+kl+
Singh aj. (1991) 417 40,8 KO+kl+
Stachelscheid (1989) 69 55,1 KO+kl+
Valente aj (1991) 12 16,6 KO+kl-
32 87,5 KO+kl+
Wentink aj. (1984) 30,0 KO+kl+
Wood aj. (1988) 21 57,1 KO+
Wood aj. (1989) 15 86,7 KO+kl+

KO - kultiva¢nf prikaz piivodce v orgdnech (stfevo a piislusné miznf uzliny)
kl - piftomnost klinickych piiznakil, zejména prijmu

MO - mikroskopické vySetienf (sliznice stfevnf)

n - poet vysetienych zvifat
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podle na$ich zkuSenosti vyznam zejména u zvifat s klinickymi pfiznaky paratuberku-
16zy, kdy dochazi k masivnimu vylufovani M. paratuberculosis (Pavlas aj.,
1991b; Pavl1ik, 1992).

Vzhledem k obtiZnému kultivaénimu priikazu vét$iny kment od malych pfeZvy-
kacl je bakteriologické vySetfeni zamé&feno pfedevsim na mikroskopicky priikaz pi-
vodce v typickych shlucich. Pfi hodnoceni mikroskopie trusu ovci povaZovali
Kumar aj.(1982) za pozitivni nilez jednoho shluku typickych AST po prohlédnuti
200 zornych poli. Senzitivita dosahovala 70,1 % a specifita 86,0 %. Carrigan
a Seaman (1990) zjistili senzitivitu pouze kolem 30 %. Gumbrell (1986a)
v trusu osmi jelend s priijmem a potvrzenou paratuberkulézou prokizal shluky ty-
pickych AST u dvou zvifat a samostatné AST u dalSiho zvifete.

Mikroskopické vySetfeni sliznice rekta

Merkal aj. (1968) se pokusili zjistit spolehlivost vySetfeni rektélni sliznice
skotu, kdy prokézali mikroskopicky AST jen u 20 % krav s klinickymi pfiznaky
paratuberkulézy. Z 27 pozitivné mikroskopicky vySetfenych klinicky nemocnych
krav byla paratuberkul6za po poraZeni potvrzena u 25 zvitat a z 10 dubioznich (oje-
diné€lé AST) u Sesti zvifat (Ho ffsis, 1983). Selhdni metody je zpisobeno pfe-
devi¥im lokalizaci zm&n ve stfevnim traktu, kdy se zm&ny pfednostn& vyskytuji na
sliznici ilea. :

Mikroskopické vySetfeni miznich uzlin mezenteridlnich biopticky odebranych

Mala spolehlivost metod intravitdlni diagnostiky zvifat v subklinickém stadiu one-
mocnéni pfivedla pracovniky v oblasti diagnostiky paratuberkul6ézy na my3lenku prii-
kazu M. paratuberculosis v miznich uzlinich stfevnich po laparotomii
Pemberton (1979). Histologické vySetfeni prepariti odebranych pfi biopsii
bylo v8ak u skotu méné spolehlivé neZ jejich kultivace (Benedictus aj., 1983).
Paliwal a Rehbinder (1981) pouZili tuto metodu u koz.

Kultivaénf vySetfenf a detekce riistu

Spektrum pouZivanych pid je znané $iroké. V fadé laboratofi se dnes pouZiva
agarovd piida s bovinnim sérem (Smith, 1953). Merkal aj. (1964) doporu¢ili
ke kultivaci modifikovanou ptidu podle Herrolda (Herrolds-egg-yolk medium:
HEYM).

Pro iispé&$nou kultivaci ma rozhodujici vyznam dekontaminace inokula, protoZe
inkubace trva aZ n€kolik mésicl. Byla vyzkouSena celd fada pfipravkil, z nichZ se
v soutasné dob& pouZivaji jen n¥které. Kyselina $tavelova je dnes pouZivéna v mo-
difikaci podle Beerwertha (1967). Nejéastéji pouZivangm piipravkem je viak
hexadecylpyridinium chlorid (HPC) pro jeho lepsi dekontamina¢ni G¢innost a vE&tsi
Setrnost viii M. paratuberculosis pfi koncentraci 0,7 % a expozici 18 aZ 24 hodin
(Whipple a Merkal, 1983). Soutasné se zdokonalovinim metod preparace
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se vyvijel i zplsob ochrany plid pfed kontaminaci pfididvinim antibiotik, jako napf.
penicilinu v ddvce 200 000 m.j./1 média a chloramfenikolu v davce 0,2 g/1 1 média
(Jorgensen, 1982). Jako fungistatika jsou pouZiviny Amphotericin B, Cyclo-
heximid a Nystatin (Merkal a Richards, 1972). V na$i laboratofi
(Pavlik, 1992) mime nejlepsi zkuSenosti s HPC (0,75 %) a s doplnénim
Herroldovy piidy penicilinem (100 000 m.j./1), chloramfenikolem (50 mg/l) a Ampho-
tericinem B (50 mg/1). )

Pti nistu M. paratuberculosis na pevnych kultivaénich ptidach je moZzné makrosko-
picky vidét vétSinou malé (1 aZ 5 mm), tuhé, lesklé, bilé kolonie (Chiodini aj.,
1984). Byla popsana i izolace pigmentovanych kment (Zluta aZ oranZova barva) od
skotu a ovci, které byly obtZné kultivovatelné (Taylor, 1951; Stuart, 1965).

Chiodini (1986) zjistil, Ze prvni viditelné kolonie se zafaly objevovat za 7 aZ
14 tydnii pfi 37 °C, pfitemZ pfi 30 °C byl rist vyrazn€ méné intenzivni a pfi 42 °C
nezaznamenal riist viibec. U kmenti v nasi laboratofi byl zaznamenan optimalni riist
pfi teplot& 37 °C, pomémé& hor¥i pfi teploté 42 °C. Pfi teploté 25 °C a 45 °C nebyl
zjistén Zadny nérdst. V primokultivaci narostlo z 278 kmenii od skotu 99,6 % do tii
mésicid (ostatni do &tyf mésici) a ze 44 kmenti od ovci pouze 43,2 % kinent do tfi
mésicl inkubace (ostatni aZ do osmi mésicil). V nésledujicich subkultivacich jen
jeden kmen od skotu narostl aZ po péti mésicich a jeden kmen od ovci po deviti
mésicich. V subkultivacich (1., 2., 3. aZ 5.) rostlo ze 117 kmeni od skotu 89,7; 88,6
a 88,9 % a ze 68 kmenii od ovci 69,1; 66,7 a 66,7 % (Pavl1ik, 1992).

K detekci riistu mykobakterii se vyuZiva v nékterych laboratofich rovnéZ radio-
metrick4 metoda, kterd je zaloZena na méfeni mnoZstvi radiokativniho uhliku **c)
v oxidu uhli¢itém uvolnéném metabolickou aktivitou mykobakterii pfi riistu v médiu
obsahujicim vy$e zminény radioaktivni prvek. Jako jedni z prvnich vyuZili metody
pfi diagnostice paratuberkul6zy autofi Lambrecht a Collins (1985).
Damato aj. (1987) byli schopni v kombinaci s plynovou chromatografii zjistit
ristovou zivislost M. paratuberculosis na mykobaktinu do osmi dnii inkubace. Me-
toda se béZné pfi diagnostice paratuberkul6zy nepouZiva zejména pro pfistrojovou
a finanéni nirofnost, v neposledni fadé pak pro rizikovou prici s radioizotopy.

Metodu polymerizové fetézové reakce - PCR vyzkouSeli autofi Mo ss aj.
(1991) pfi detekci ristu M. paratuberculosis na kultivaénich mediich, kdy byli
schopni detekovat jiz 30 bunék M. paratuberculosis v jednom naockovaném médiu.

Kultiva¢ni vySetfeni vykal skotu

Kultivaéni vySetfeni vykald (KV) skotu je v soutasné dob& povaZovino za nejspo-
lehlivéj$i metodu pfi omezené citlivosti. Jednordzovym vySetfenim se zachyti asi jen
30 % vyludujicich zvifat (Sanftleben, 1990). Sestindsobné opakovéini KV
v kritkém ¢asovém obdobi miZe zvySit zichyt aZ na 97 % McDonald aj.,
1989).

Citlivost KV je odhadovéna asi na 100 bun&k M. paratuberculosis v 1 g vykali,
pfitemZ Stachelscheid (1989) dosahl citlivosti 10 CFU (colony forming
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units) a Ris aj. (1988) 5 CFU. Stachelscheid (1989) uvadi, Ze v kli-
nickém stadiu onemocnéni je vyluovino u skotu aZ jeden milion bun&k M. paratu-
berculosis v 1 g vgkali, Richards (1990) pfedpoklada dokonce jednu miliardu.
Presto vSak neni pivodce paratuberkulézy ve vykalech vylu¢ovin stile a souCasné
v nich neni ani rovhomémé rozptylen (Ris aj., 1988).

K aktivnimu vylu€ovani dochazi u pfirozené infikovaného skotu nejéastéji ve véku
2 aZz 2,5 roku. Z toho vyplyvi ve vétSiné protindkazovych opatfeni prakticky neome-
zen4 pastva mladych zvifat, kterd v8ak musi byt oddélena od pastvy star§ich nakaZe-
nych zvifat. KV se v praxi nepouZiva dlouho. U skotu je v n&kterych zemich soudasti
postupii pfi ozdravovéni chovil od paratuberkul6zy eliminaéni metodou (Arrigo -
ni aj., 1988; Collins a McLaughlin, 1989; Bensch, 1993;
Pohl, 1993).

Jeden z nejpropracovanéj§ich ozdravovacich programil je od roku 1969 program
pro eliminaci paratuberkulézy ve statu Wisconsin v USA (Jones, 1989a;
Collins a McLaughlin, 1989). Soucasné s ptilroéni KV bylo pfistoupe-
no k vakcinaci viech telat ve véku od étyf tydnii. Z 38 000 chovii skotu byla paratu-
berkul6za zatim zjiSténa ve 2 400 chovech. Vakcinace proti paratuberkuléze byla
aplikovdna v 700 z nich, pfiéemZ zcela ozdravit se podafilo do roku 1989 jen
31 chovil.

PouZiti KV u ostatnich pfeZvykavcil je znaéné omezeno pfedevsim pro obtiZnou
kultivovatelnost. U ovci se kultivace z orgdnli zdafila jen u 8 % zvifat z 50 s histo-
logicky potvrzenym onemocnénim (Carrigan a Seaman, 1990). Z orginii
54 bahnic s histologicky potvrzenou paratuberkul6zou se podafilo autorim Juste
aj. (1988) izolovat M. paratuberculosis v 54,6 % (ileocekilni mizni uzliny 36,4 %),
pfiemZ z trusu se nepodafilo od téchto zvifat izolovat ani jeden kmen. RovnéZ
i u kmenti od ovei z Ceské republiky byla zji$t&na obtizn4 kultivovatelnost.
Z mikroskopicky pozitivniho pitevniho materidlu (45 vzorki) byla izolace tGsp&$na
jen v 60 % (Pavlik, 1992). Kumar aj (1982) kultivaéné potvrdili paratu-
berkul6zu u 53,3 % zvifat ze 107 histologicky pozitivnich. Juste aj. (1991) izo-
lovali KV M. paratuberculosis u 23 ovci ze 41 s laboratorné potvrzenou
paratuberkul6zou po poraZeni. U koz se &astéji izoluji kmeny podobné kmentim izo-
lovanym od skotu (Bernardelli, 1987; Leslie aj, 1988; Eamens,
1989). U divokych preZvykavcl zcela pfevladaji price s velmi nizkymi polty
usp&$nych izolaci M. paratuberculosis (Williams aj., 1985; Gumbrell,
1986a). KV je moZné uplatnit za pfedpokladu priikazu plivodce do tfi mésicii inku-
bace (kmen cirkulujici v populaci pochazi pravdépodobné od skotu) a zpétné identi-
fikovatelnosti zvifat.

Uvahu autord Milner aj. (1989) o perspektivich vyu¥iti KV v §iroké
diagnostické praxi je moZné v soutasné dobé zobecnit. Oproti nejpouZivanéj$im sé-
rologickym metoddm (IDT, CFT) ma KV vyhodu zejména ve specifité (aZ 100 %).
Nevyhodou je finanéni naro&nost, dlouhodobost vy3etfeni (n€kolik mésicli oproti
nékolika dniim ¢&i hodinam pfi sérologickém vySetfeni) a relativné-nizka citlivost.
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Kultiva¢ni vySetfeni miznich uzlin mezenteridlnich po biopsii

Po prvnim popséni této metody intravitilni diagnostiky (Pemberton, 1979)
ji v Holandsku tispésné pouZili Benedictus a Haagsma (1986) v chovu
skotu s 233 zvifaty hol$tynsko-friského plemene pfi kombinaci metod alergického
vySetfeni, komplement fixaéniho testu (KFT) a KV. Jednorizové byla ve tfech eta-
pich vySetfena vSechna zvifata star§i deviti mésicl a vyfazeni vSichni reagenti véetné
29 zvifat s potvrzenou paratuberkul6zou v miznich uzlinich mezenteridlnich.
V nasledujicich dvou letech nebyl zaznamenén dal$i vyskyt klinické formy paratu-
berkulézy. Metoda se i pres tyto vysledky nepouZiva pro eckonomickou niro¢nost,
chirurgicky zakrok a délku kultivaéniho vySetfeni.

Vysetieni vnéjiiho prostiedi a daldich vzorki

Autofi Rosenberger aj. (1991) vySetiovali rizné vzorky stdjového
a zevniho prostfedi (hlina z vyb&hil, seSkraby ze stdji, pastva aj.). Z celkového
mnoZstvi 672 vzorkil izolovali plivodce jen ve 3,0 % vzorkii (izolace maximélné
15 aZ 20 kolonii na jedné piidé ze tfi). Riziko infekce ze zevniho prostiedi je tedy
pomémé mensi nez plivodné autofi predpokladali. Nejvice vzorkl s izolaci ptivodce
pochazelo z pastvy, ¢imZ potvrdili nutnost omezeni pastvy dospélého skotu po-
tencidlné vylucujiciho plivodce ve vykalech. ‘

Kultiva¢né bylo M. paratuberculosis prokizano rovnéZ v déloze a jejich vyplasich,
v plodovych obalech(Rohde a Shulaw,1990),voocytechskotu(Rohde
aj., 1990), v plodech skotu (Seitz aj., 1989), v mlé¢né Zldze (Doyle, 1954),
v mléce a kolostru skotu (Taylor aj.,, 1981) a v pohlavnich orgdnech byka
(Larsen a Kopecky,1970; Larsen aj., 1981).

Molekularni biologie pri diagnostice paratuberkulézy
Prilkaz pivodce ve vykalech - metoda genetické sondy

Metody molekuldrni biologie jsou v diagnostice perspektivni pfedeviim u nemoci
s obtiZnym priikazem a izolaci plivodce, kterymi jsou i mykobakterie.

Principem genetické sondy je vyhledavini genomu M. paratuberculosis ve vy-
$etfovaném vzorku pomoci laboratorn& pfipraveného specifického fragmentu DNA,
ktery je schopen detekovat 10? a% 10* bun&k M. paratuberculosis v 1 g vykali (S a -
xegaard a Baess,1988; Hurley aj., 1989). Tato metoda je vyuZivina
hlavné pro druhové uréeni mykobakterii izolovanych in vitro. Pfesto se viak nékteré
firmy zabyvaji vyvojem a pfipadné prodejem komerénich setl pro prikkaz M. para-
tuberculosis ve vykalech, pfip. v orgidnech (Sanftleben, 1990). Na naSem pra-
covisti byla zji$t€na nizka citlivost této metody oproti kultivaénimu vySetieni, ktera
do jisté miry omezuje jeji pouZiti (K oskov d aj, 1991 a 1992).
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Metoda PCR (polymerase chain reaction)

Princip PCR je zaloZen na moZnosti rozdéleni dvouvlaknité DNA denaturaci
(zahfatim) a moZnosti syntézy (amplifikace) novych fetézcli molekul DNA in vitro
prostiednictvim termorezistentniho enzymu DNA polymerazy a specifickych synte-
ticky pfipravenych kratkych tdseki DNA (primert). Z jedné molekuly tak vznikaji
dvé a pfi opakoviani cykli denaturace DNA a syntézy novych fetézcili se pocet mole-
kul zvétuje geometrickou fadou. Teoreticky je moZné namnoZit specificky tsek DNA
jedné molekuly, tedy jedné bakteridlni buriky. Pfi pouZiti primeri pfipravenych podle
specifického fragmentu IS 900 (G re e n aj., 1989) bylo moZné detekovat M. para-
tuberculosis ve vsech vzorcich vykall, ve kterych bylo M. paratuberculosis kulti-
va¢né prokazino. Pfitom bylo moZné zachytit i dal¥ich 20 % u zviFat, u kterych bylo
kultivalni vySetfeni negativni (W hip ple aj., 1991). Pfi pouZiti stejnych primeri
méli autofi Vary aj. (1990) zichytnost 100 bunék M. paratuberculosis v 1 ml
suspenze a Challans aj. (1991) dokonce 45 bunék M. paratuberculosis v 1 g
vykali.

Studium vlastnosti kmend M. paratuberculosis metodami molekuldrni biologie

V oblasti zikladniho vyzkumu mykobakterii jsou vyuZiviny pfedev§im metody
Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami na fragmenty (DNA fingerprinting), které
jsou pak nésledné rozdéleny elektroforeticky podle své molekulové hmotnosti
(Collins a DeLisle,1986; Whipple aj,1987; Hurley aj., 1988;
Saxegaard a Baess, 1988; Whipple, 1989, 1990). Takto rozdélené
fragmenty DNA slouZi k vzdjemnému srovndvéni jednotlivych druhi mykobakterii
i k porovnavini kment uvnitf jednoho druhu.

Autofi Collins aj. (1990) pfi vySetfeni 26 kmenl M. paratuberculosis tfemi
restrikénimi endonukledzami zjistili velkou genetickou homogenitu kmenii od skotu
oproti kmenfim sbirkovym, které se li§ily zejména u nedependentnich kmeni M. pa-
ratuberculosis. Autofi W hipple aj. (1987) vySetfili rizné druhy a kmeny my-
kobakterii (M. paratuberculosis, M. avium, M. intracellulare a M. fortuitum) dvéma
restrikénimi endonukleazami. Zjistili, Ze dependentni kmeny M. paratuberculosis jsou
si navzdjem velice podobné, zatimco nedependentni kmeny jsou vice podobné druhu
M. avium. Ptibuznost druht M. avium, M. paratuberculosis a kment dependentnich,
izolovanych od holubii, sledovali rovnédZ Saxegaard a Baess (1988)
prostfednictvim DNA-DNA homologie. Kmeny izolované od holubl nazvali jako
M. avium subsp. columbae. Autofi Hurley aj. (1988) metodou DNA-DNA hybri-
dizace zjistili blizkou genetickou piibuznost M. paratuberculosis, M. avium a de-
pendentnich kmenli mykobakterii od holubi.

Vyuziti metod molekularni biologie v epizootologii

Zavislé kmeny M. paratuberculosis pfedstavuji pom&mé& homogenni skupinu, kte-
rou neni mozné biochemicky, sérotypizaéné, pfipadn€ pomoci jinych metod dife-
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rencovat. Proto je ov€fovina metoda DNA fingerprintingu pfi epizootologickém stu-
diu pro rozlifovéani jednotlivych kment M. paratuberculosis (Collins aj., 1986;
Whipple aj, 1987, Levy-Frebault aj., 1989; Whipple, 1989,
1990). V praci autori Collins aj. (1990) jsou kmeny od skotu a mala &4st kment
od ovci a koz fazeny k jedné skupiné a kmeny pouze od ovci a od koz ke druhé
skuping. Bylo zjiit€no, Ze napf. kmeny od ovci z jiZzni Afriky maji stejny RFLP
(restriction - fragment - lenght polymorphisms) typ jako kmeny od ovci z Kanady
(DeLisle aj., 1992).

V nasi laboratofi byla izolovdna DNA z 90 dependentnich kmenl M. paratubercu-
losis a vySetfena metodou DNA fingerprintingu. Izolity pochazely z deviti stati ze
30 chovii od 60 kusti skotu (73 kmenil), od 13 ovci ze tfi chovii (15 kmentl), z jednoho
chovu koz (jeden kmen) a od &lovéka (jeden kmen). Na zéklad€ RFLP byly zjistény
tfi typy kmenti pracovn€ oznafené A (37 kmenil), B (51 kmenti) a C (dva kmeny).
U kmeni izolovanych z jednoho chovu v priib&hu né€kolika let byla zjist&na urd&ita
homogenita. Rovn&% v ramci jednotlivych regioni Ceské a Slovenské republiky
pfevladal vyskyt kmenil jednoho typu. V jednom chovu se spole¢nym chovem skotu
a ovci byl zji¥tén stejny typ A. V chovu ovci v Ceské republice s velkym nédkupem
a pohybem zvifat byly ve dvouletém obdobi zjitény typy RFLP A, B a u spoletné
chované kozy byl zjistén typ C (Pav1ik aj., 1994a).

Hematologické vy3etienf

Hematologickym vy3etfenim pro zji$t&€ni vyrazné zmény uréitého parametru se
pfedeviim u skotu zabyvali autofi od druhé poloviny 60. let. Allen aj. (1967)
zjistili, Ze v prib&hu onemocnéni se neméni polet Eervenych a bilych krvinek. Jen
v individuélnich pfipadech se vyskytl niZ$i polet erytrocytl se souasnym sniZenim
obsahu hemoglobinu pfi normocytéze a zvy3Seni potu neutrofilnich granulocyti
a lymfocytd. U nemocnych ovcei zjistili R ed d y aj. (1982) signifikantné niZsi pocet
erytrocytill, hemoglobinu a stoupajici pomér neutrofilnich granulocyti a lymfocyti.
Autofi Godu aj. (1982) zaznamenali u koz anémii, leukocytézu a riist poméru
neutrofilnich granulocytli a lymfocyti.

Pfi klinické form& onemocnéni klesd hladina proteind v séru (zejména albuminu)
rovnéZ se zvétSujicim se podilem vody ve tkdnich (Patterson aj., 1967). AZ ve
findlnim stadiu onemocnéni vyrazné klesaji hladiny drasliku, vépniku, fosforu
a hofiku vséru (Reddy aj., 1982; Gilmour, 1985).

U krav s klinickymi pfiznaky byly slab& zvySeny hladiny kyselé fosfatizy, aryl-
sulfatizy a beta-glukuronidizy a v preklinickém stadiu byla zvy$ena hladina séro-
vych glykoproteini (Patterson aj., 1969). Autofi Kérmendi aj. (1990)
sledovali parametry 15 ukazateli v krevnim séru infikovanych telat. Zjistili snizené
hladiny oproti normilu na konci pokusu u celkového mnoZstvi proteinti, alkalické
fosfatizy, triglyceridl a cholesterolu. Naopak zvy$enou aktivitu zjistili u kreatinki-
nazy, frukt6zo-1,6- difosfat aldolazy, laktit dehydrogenazy, deltahydroxybutyrat de-
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hydrogenazy a alanin aminotransferizy, které indikuji pfedev§im po$kozeni kosterni
svaloviny, pfipadn& jaterni tkdn&.

I pfes dosaZené vysledky se vy$e zmin€na vysetfeni v b&€Zné diagnostice prakticky
nepouZivaji.

METODY SLEDUJIC{ STAV BUNECNE IMUNITY

Plivodce paratuberkulézy je typickym pfedstavitelem vnitrobun&éného parazita,
z &ehoZ vyplyvéa velky vyznam bunééné imunity pfi patogenezi onemocnéni
(Bendixen, 1978). V politeénim obdobi po infekci M. paratuberculosis je
vyznamna piedev§im bun&énd imunitni odpovéd’, kterd postupné odeznivé a nastupuje
humoralni imunita (Chiodini aj., 1984).

Alergické vy3etienf

Alergické zkou$ka je jednou z nejstar§ich pouZivanych metod k priikazu této né-
kazy in vivo. V priib&hu desitek let pouZivani intradermélni (ID) aplikace tuberkulinu
byly postupné zkou$eny rizné postupy (tab. III).

Pti ovéfovani spolehlivosti alergickych testil viak fada autorii zjistila nespecifické
reakce, které sniZuji citlivost vySetfeni. RovnéZ zileZi na alergenogennich
vlastnostech jednotlivich kmend M. paratuberculosis (Chiodini aj., 1984,
Wentink aj., 1984; Stephens, 1987; Pavlas, 1990a). Pfi alergickém
vySetfeni reaguje pfiblizn€ 50 aZ 60 % zvifat, pfi¢emZ s pokro&ilosti procesu one-
mocnéni se polet reagujicich zvifat sniuje (K 6rmendy aj., 1989). Z 59 zvifat
s paratuberkul6zou v naSich chovech alergicky reagovalo pouze 26,8 % zvifat na
avidmi tuberkulin a 22,2 % na paratuberkulin (Pav ik, 1992). V soufasné dobé&
se pfi plo§ném vySetfovéini skotu na paratuberkul6zu alergickych testli pouZiva velice
malo a né€ktefi autofi jako napf. Stephens (1987) je nedoporuuji viibec.

U ovci a koz je situace v oblasti alergenodiagnostiky paratuberkul6zy odli$na pro
obti¥nou manipulaci a zp&tnou identifikaci zvifat. V Recku se u ovci a koz alergeno-
diagnostika pfi plosném vySetfeni pouZivd v kombinaci s ostatnimi metodami, jako
jsou IDT, KFT a bakterioskopie vykaldi (Dimarelli aj., 1991). Vzhledem
k pastevnimu chovu ovci se v§ak na senzibilizaci zvifat pravdépodobné podili &etmé
atypické mykobakterie zevniho prostfedi, protoZe z 93 pozitivné alergickych reagenti
byla paratuberkul6za prokazéna jen u 11,8 % zvifat (P av 1ik, 1992). U ostatnich
prezvykavci se tuberkulinace k diagnostice paratuberkulézy prakticky nepouZiva.

Intravenézni (IV) aplikaci tuberkulinu pfipraveného z M. paratuberculosis (Johni-
nu) je moZné spolehlivost alergického vy3etieni zvysit. Larsen a Ko-
pecky (1965)a Merkal (1973b) zjistili, Ze po IV aplikaci 2 aZ 4 ml Johninu
je mozné mé&fenim zvysené rektilni teploty za 6 h zachytit jak zvifata v subklinickém
stavu onemocnéni, tak zvifata s klinickymi pfiznaky. Fischer a Tewes
(1989) doporuduji u skotu kromé& zvysené rektilni teploty upfesnit detekci reagujicich
zvifat vySetfenim zmény leukocytarniho krevniho obrazu za 12 h po aplikaci a pomé&r
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II1. Shroutf metod intraderm4lnf tuberkulinace u preZvykavci

8 o= —_
s | 2 .| s2| €|
Autofi & e £ £ g g
R 's < g 5 "§ E S =
s | & | £3| g5 | 3| 3%
a p= 82 | 2E 3 g E
DeLisle aj. (1980a) bo (o) 0,1 P 2,3 3
dGi": :‘r°(“l;69‘; o ™ ? 01A |05mg 3 3
g’; :"21‘;;‘6; & Al | gy ? 01A |55mg 3 4
Gilmour (1985) bo K, O 0,1A 23 3
bo K, O 0,1P 2,3 3
¥:r:1r2:\'l‘:ry| 1(11987) o ? S & |50 0 '
Kérmendy (1990) bo ? 0,1 A 25 000 3 3
bo ? 0,1 P1 | 0,86 mg 3 3
bo ? 0,1 P2 | 0,50 mg 3 3
Kumar aj. (1982) ov K 0,2 A 23 3
ov K 0,2P 2.3 3
Larsen aj. (1963a) bo ? P 2 3
Merkal aj. (1968) bo K 0,2P 2 S
Pavlas (1990b) bo K 02A |8000 3 3
0,2P | 0,50 mg 3 3

bo - skot

ov - ovce

O - podocasnf koZnf fasa
K - kifiZe na strané krku

granulocytii a lymfocyti 2:1 hodnotit jako pozitivni. RovnéZ u koz autofi
Somvanshi aj. (1987) zjistili, Ze rektilni teplota u koz s paratuberkul6zou
stoupla jiZ za 3 h po aplikaci 0 2,0 aZ 4,1 °C, zatimco v kontrolni skupiné u zdravych
zvitat jen o 0,8 aZ 1,8 °C. Zmény leukocytimiho krevniho obrazu byly nejvétsi aZ
za 6 h. V praxi se tohoto zpiisobu tuberkulinace pro jeho pracnost vyuZiva zcela
ojedinéle, nap¥. pfi dofetfovani klinicky nemocnych zvifat na veterindrnich klinikach.

Ostatnf metody

P - paratuberkulin (Johnin)
A - ptacf tuberkulin
B - savéf tuberkulin
TJ - tuberkulinové jednotky

Z dal¥ich metod sledovéni bun&¢né imunity in vitro byly zkouSeny testy inhibice

migrace leukocytl a blastické transformace lymfocyti (TBTL). Jako jedni z prvnich
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se pokouseli aplikovat tyto metody A llen aj. (1968). Zjistili, Ze migraéni z6na
leukocytll stimulovanych antigenem PPD pfipravenym z M. paratuberculosis byla
signifikantn& niZ3i neZ u zdravych zvifat. MoZnost pouZiti TBLT ovéfili Alhaji
aj. (1974). V chovu skotu s paratuberkul6zou zjistili Buergelt aj. (1977) senzi-
tivitu 84 % a specifitu 90 % u zvifat v preklinickém stadiu onemocnéni pfi zji$téni
nizké reaktivity zvifat s rozvinutymi klinickymi pfiznaky.

V poslednich n&kolika letech se jevi jako velice nadéjni pro diagnostiku paratu-
berkul6zy svoji spolehlivosti detekce gama interferonu uvolné€ného po stimulaci
lymfocyti specifickym antigenem (Johninem). Pfi diagnostice paratuberkul6zy u krav
s potvrzenou nékazou byl test pozitivni u 18 z 26 vySetfenych krav s kultivaénim
prikazem M. paratuberculosis v organech stfevniho traktu, pfi¢emZ vySetfeni sér
téchto zvifat ELISA metodou (enzyme linked immunosorbent assay) bylo u 21 pozi-
tivni.

METODY SLEDUIJ{C{ HUMORALN{ IMUNITU

V patogenezi Chiodini aj. (1984) rozliSuji prvni tuberkuloidni stadium, ve
kterém dominuje bunéénd imunitni odpovéd a druhé leproidni stadium, ve kterém
hraje dileZitou roli pfedeviim humorilni imunita. Velky diagnosticky vyznam mi
zjisténi, Ze hladina protilatek se objevuje i pfed poéitkem vyluéovani(Haagsma
a Eger, 1988). Proto je moZné v soufasné dob& povaZovat za nejperspektivné;si
sérologickou diagnostiku. Pfi sérologickém vySetfeni je v chovu postalujici jen jedna
navitéva s odbérem krve.

Komplement fixaéni test (KFT)

KFT je nejstar§im a rovnéZ nejdéle pouZivanym testem. Bang
a Andersen (1913) byli jedni z prvnich, ktefi ho zkouseli p¥i diagnostice pa-
ratuberkulézy. Hagan a Zeissig (1933) doporudili KFT pro Casty vyskyt
nespecifickych reakci jen u zvifat s klinickymi p¥fiznaky. Postupng bylo vyzkoufeno
mnoho variant provedeni KFT tykajicich se zejména upravy sér pifed vySetfenim,
kvantitativnich poméri reagujicich sloZek, hodnoceni a interpretace vysledkii. V sou-
¢asné dobe€ je nejbéZnéi pouZivini antigenu korpuskularniho M orris a Ste-
vens, 1977, Abbas aj., 1983). Velmi dobré vysledky viak byly ziskiny
i s protoplastickym antigenem uvolnénym ultrazvukem (Pavlik aj., 1991).
Vysledky pouZiti KFT pfi diagnostice paratuberkulézy skotu jsou uvedeny v tab. IV.
DeLisle aj. (1980a) zjistili minimalni zichytnost KFT u zvifat bez klinickych
pfiznakil v pfipad& nepravidelného vylu€ovini. Pfi pravidelném vyluovéani potom
spolehlivost KFT pfimo imémeé zdvisela na mnoZstvi vylu€ovanych mykobakterii.

Pfi eliminaci paratuberkulézy skotu byl KFT pouZit v severnim Irsku koncem
60. let, kdy se podafilo ozdravit ze 47 infikovanych stid 41 (Rieman
a Abbas,1983). Larsen aj. (1963a) zjistili pfi pétiletém vySetfovani infiko-
vaného chovu se 161 aZ 195 zvifaty nestilost hladiny protilatek detekovanych KFT
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IV. Komplement fixa¢nf test pfi diagnostice paratuberkulézy skotu

. Senzitivita Specifita Laboratomf
Autofi dosetienf
n % n % zv(fat
skot
Colgrove aj. (1989) " 36 52,8 156 87,2 KO+
Dabadgao a Muley (1987) 42 71,0 349 73,6 KT+
DeLisle aj. (1980a) 37 13,5 KT+
DeLisle aj. (1980b) 30 66,7 423 99,3 KT+
Fischer a Tewes (1989) 17 88,2 206 95,2 KO+kl+
Gilmour a Angus (1976) 26 46,2 100 80,0 KO+
Haagsma a Eger (1988) 139 11,5 518 90,0 KO+kl-
Han a He (1988) 49 57,1 98 92,9 KT+
Jorgensen (1983) 311 86,8 324 71,6 KO+kl+
Karbe (1988) 33 3,0 115 91,3 KT+1
16 50,0 KT+2
Larsen aj. (1963b) 51 68,6 42 54,8 KT+
36 63,9 46,0 KO+kl-
15 80,0 KO+kl+
McNab aj. (1991b) 400 55 KT+
Merkal aj (1968) titr 8 98 71,0 140 73,6 KT+
titr 32 98 45,0 77,0 KT+
Norris a Spencer (1989) 172 74,4 91 92,3 H+
Pavlik aj. (1991) 40 42,5 300 84,0 KO+kl-
42 81,0 KO+kl+
Ridge aj. (1991) 56 21,4 998 96,9 KO+kI-KT-
s0 | 573 e
136 83,1 KO+kl+
Schaaf aj. (1956) 23 100 KO+kl-
40 97,5 KO+kl+
Sherman aj (1990) 74 10,8 154 90,3 KT+
Wilks aj. (1983) 50 84,0 KT+
Yokomizo aj. (1988) 156 26,1 KT+
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Pokracovani tab. IV — Continuation of Tab. IV

Senzitivita Specifita Laboratomni
Autofi dosetienf

n % h % zvifat

ostatnf pfeZvykavci

Dimarelli-Mali aj. (1991) 81 55,6 75,0 ovce LT+

55 39,1 82,6 kozy LT+
DeLisle a Wall (1983) 37 81,1 ovce LO+
Milner aj. (1989) 15 80,0 36,0 kozy LO+
Williams a Snyder (1983) 17 59 divoké kozy LO+

n - pocet vysetienych zvifat

KO - kultiva¢nf priikaz pivodce v orgdnech (stfevo a pifslusné mfznf uzliny)
kl - pfitomnost klinickych piiznakil, zejména prijmu

KT - kultivaéni vySetfenf vykald

KT+1 - izolace do 30 kolonif

KT+2- izolace vice neZ 30 kolonif

LT - laboratornf vy3etienf vykald

LO - laboratomnf vySetienf orgédni (stfevo a piislusné mfznf uzliny)

zejména u nemocnych zvifat. Pro plo¥né vy$etfeni se je$t€¢ v mnoha stitech doporu-
¢uje KFT, pfestoZe pii jeho pouZiti byl zji§tén vyskyt Eetnych nespecifickych reakei,
napf. pfi vyskytu jingch druhi mykobakterii (W i 1 k s aj., 1981) nebo korynebakterii
McKenzie a Ward, 1981; Pepin aj, 1987).

U malych pfeZvykavch se zadal KFT ové&fovat podstatné pozd&ji. Prvni informace
o pouzivini KFT u ovci se objevuji aZ na pfelomu 40. a 50. let (Hol e, 1958). Je
zji¥fovéna pribli’n¥ stejné senzitivita a specifita jako u skotu (tab. IV). U divokych
pfeZvykavci tak dobrych vysledkt autofi Williams a Snyder (1983) ne-
doséhli. Ze 132 sér ziskanych v priibéhu 12 mésicl sledovani od mlidd’at riznych
divokych preZvykavci (muflon, divokéd koza, dangk, jelen, divokd ovce) po umélé
infekci M. paratuberculosis nezjistili ani v jednom pfipad€ pozitivni titr protilatek
v KFT. U 17 pfirozené infikovanych divokych koz bylo vy3etfeni KFT pozitivni
pouze u jednoho zvifete. RovnéZ Weber a Christoph (1980)zaznamenali
pfi vySetfeni divokych pfeZvykavcl bez paratuberkul6zy v jedné honitbé pozitivni
reakce v KFT u dvou muflonii z 29, u sedmi smct z 96 a u Sesti jelenl evropskych
ze 169 vySetfenych.

Testy aglutinace a hemaglutinace (HT)

Pfi sérologické diagnostice subklinické paratuberkul6zy poprvé vyzkouseli aglu-
tinaci autofi Twort a Ingram (1913) se zjiSténim malé specifity a senziti-
vity. Tohoto vySetfeni se od té doby nepouZiva.
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Principem hemaglutinaéniho testu (HT) je reakce antigenu navdzaného na
provrchu erytrocytii se specifickou protilatkou. Pri diagnostice paratuberkul6zy byl
HT ov&fovin potitkem 50. let (Gernez-Rieux aj., 1950; Larsen aj.,
1953). Merkal aj. (1965) detekovali po vakcinaci jehiiat tfemi rliznymi antigeny
protilatky u vSech tfi druhli antigeni. Stejné jako pozdé&ji Merk al (1973b) vyslo-
vili autofi pochybnost o moZnosti zidchytu zvifat v subklinickém stadiu onemocnéni.
K podobnym vysledkiim dospélii Zhan g aj.(1987). RovnéZ Goudswaard
aj. (1976) srovnanim péti sérologickych metod (HT, HT spojeny s lyzi erytrocyti,
KFT, FAT a IDT) zjistili nejvétsi citlivost FAT a KFT.

Presto po umélé infekci telat s M. paratuberculosis zjistili Huang
a Zhang (1986), Ze HT zachytil zvifata dfive po infekci neZ KFT. Pavlas
aj. (1989)a Pavlas (1990b) zjistili, Ze jeho spolehlivost je vysoka (80%) zejména
u mladého skotu, pfi¢emZ s vékem zvifat a s rozvijejicim se klinickym onemocnénim
klesa spolehlivost a specifita.

Test neprimé imunofluorescence (IFAT)

Principem metody (nazgvané také ,sendvifova technika) je prikkaz specifickych
protilitek proti M. paratuberculosis v sérologické reakci za pouZiti fluoresceinem
znacené protilatky proti prokazovanym imunoglobulinim (indirect imunofluo-
rescence test - IFAT).

Jako jeden z prvnich pouZil tuto metodu pii diagnostice paratuberkul6zy
Gilmour (1968) se zji¥ténim nizké specifity a senzitivity. Po propracovini me-
tody se svymi spolupracovniky zjistil tfikrat vyssi citlivost nez KFT, avSak pfi koli-
sini hladiny detekovanych protilitek po sob& jdoucich odbérech od uméle
infikovanych telat (Gilmour a Gardiner, 1969). Specifita IFAT byla
96 %, zatimco KFT jen 80 %. V dal§im vySetfeni potvrdili laboratorné nikazu u 26
ze 118 krav, pfi€emZ IFAT byl pozitivni u 16 a KFT jen u 12 infikovanych zvitat
(Gilmour a Angus,1976). Goudswaard aj. (1976) pfi srovnani n&-
kolika sérologickych metod zjistili vy3Si citlivost IFAT v poditeénim stadiu one-
mocnéni, zatimco pfi projevu klinickych pfiznaki byla citlivost srovnatelnd s KFT.
Abbas aj. (1983) nezjistili ve specifité a senzitivit¢ KFT a IFAT Zadné signifi-
kantni rozdily. U koz Paliwal aj. (1984) srovnavali spolehlivost IFAT,
alergického vySetieni a vySetfeni vykald. IFAT byl stejné€ spolehlivy u zvifat viech
stupiil klinického onemocnéni, zatimco spolehlivost alergického vySetieni s postupu-
jicim onemocnénim klesla. Z dal$i price vyplynulo, Ze IFAT detekoval 95 % zvitat
v preklinickém a vSechna zvitata v klinickém stadiu Paliw al aj. (1985).1 pies
tyto dobré vysledky se test v b&%né diagnostické praxi nepouZiva.

Imunodifuzni test (IDT)

Principem testu je tvorba viditelné bilé precipitaéni linie v mist& reakce protilatky
a rozpustného antigenu v optimilnim mnoZstvi antigenu, protilitky a soli tvoficich
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iontové médium. K precipitaci dochézi v tekuté &asti gelového média (agar, agardza),
v némZ proti sob& difunduji antigen a protilitka (Backhaus z, 1967). Od druhé
poloviny 60. let byla zkouSena moZnost vyuZiti IDT pfi diagnostice paratuberkulézy,
zpodatku s mdilo uspokojivymi vysledky M erk al aj., 1965, 1968, 1975). Vy-
razné&j8i pozornost je IDT vénovina aZ po publikovéni dalSich praci pofatkem 80. let,
v nichZ byla zji$téna vysoka spolehlivost (75 az 99 %) pfedevSim u zvifat s klinic-
kymi pfiznaky paratuberkulézy pfi specifit€¢ vy3$i nez 90 % (Sherman
a Gezon,1980; Sherman aj., 1983, 1984).

Po metodické strance bylo ovéfeno mnoho variant postupli. Ve vétSin€ praci uve-
denych v tab. V bylo v rozeté kolem stfedni jamky s antigenem umisténo 4 aZ 8 pe-
rifernich jamek se séry s primérem 3 aZ 7 mm ve vzdalenosti 5 aZ 12 mm. Nejastéji
pouZivany byl antigen protoplasticky, uvoln&ny ultrazvukem (sonikétor) nebo tlakem
(FRENCH PRESS) po pfeti§téni ultracentrifugaci a dialyzou. Pro jeho pfipravu je
nejéastéji pouZit nezévisly sbirkovy kmen, pfipadné jiné vétSinou nezivislé terénni
kmeny M. paratuberculosis. Pro velkou piibuznost s M. avium Stephens (1987)
doporuduje v metodice pro diagnostiku paratuberkulézy v Austrilii pouZit i kmene
M. avium. VySetfovani séra jsou pouZivana téméf ve viech laboratofich koncentro-
vand bez dal$i dpravy. K inkubaci trvajici aZ nékolik dni je dostadujici pro ode&teni
vétSinou uvadéna doba 48 h ve vlhké komiirce pfi teploté laboratofe. Pfedevsim je
viak nutné dbét na stilost teploty, protoZze vykyvy v kritké dob& v rozpéti 10 °C
a vice mohou byt pfi¢inou vzniku nespecifickych precipitaénich zén, tzv. strii
(Backhausz, 1967).

Agar, pfip. agar6za jsou nej¢astéji pouZivany v koncetraci 0,75 az 1,5 %. Se stou-
pajici koncentraci agaru se zvySuje ostrost precipitanich linif, které se viak objevuji
pozdéji (Backhausz, 1967). Pribéh precipitace je rovnéZ ovliviiovin pH
prostfedi. VSeobecné znamy fakt zlepSené precipitace v alkalickém prostfedi pfi op-
timdlnim pH 9,0 aZ 10,0 potvrdili Merk al aj. (1975). RovnéZ vSak zaznamenali,
Ze zvySeni koncentrace chloridu sodného na 7 aZ 9 % zapfi¢inilo vznik nespeci-
fickych precipitaénich z6n i u zvifat neinfikovanych. Pfi zjiStovdni vlivu simultinni
tuberkulinace u skotu na specifitu IDT nebyly potvrzeny Ziadné nespecifické reakce
(Pavlik, 1992).

Nejvétsi pozornost je v soucasné dob& vénovina moZnosti vyuZiti IDT u skotu.
Jak vyplyvié z tab. V Fada autorl potvrdila stoupajici citlivost testu pfi rozvijejicim
se klinickém onemocnéni. V poslednich letech se zagal IDT ovéfovat pfi ploSném
vySetfeni u skotu (Siegel aj., 1991). Zpriv o tispé€$ném pouZiti IDT pfi ozdravo-
vani chovu od paratuberkulézy je v§ak pom&mé méalo. Gezon aj. (1988) v pri-
b&hu tlumeni ndkazy v chovu koz &itajici 100 aZ 300 zvifat v letech 1974 aZ 1984
pfi kombinaci dal$ich metod (laboratorni vy3etfeni vykall, IDT dvakrit roéné a vé-
Yeni zvitat jednou mé&si¥n&) doséhli ozdraveni v roce 1984 bez zjiiténi dalsiho pripadu
paratuberkulézy v nasledujicich Etyfech letech.
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V. Imunodifuzni test pfi vySetien{ skotu, ovci a koz

Senzitivita Specifita Laboratomn{
Autofi Antigen vySetienf
n % = % zvifat
skot
Buergelt aj. (1977) PPD 65 13,0 100 KO+
Colgrove aj. (1989) FP 36 | 27,8 | 156 96,8 | KT+
Fischer a Tewes (1989) FP 17 47,1 206 | 100 KO+kl+
Karbe (1988) EXT 44 75,0 | 164 95,7 | KO+kl+
EXT 16 37,5 KT+1kl-
EXT 33 0 KT+3kl-
Kérmendy (1990) EXT 81 14,8 BST+
Lyle a Merkal (1983) FP 149 7.4 BST-KT+
Mc N ab aj. (1991a) LAM 22 4,5 | 378 98,9 | KO+
Merkal aj. (1968) FP 62 | 56,5 | 272 56,5 | KT+kl-
FP 36 55,6 KT+kl-
Merkal aj. (1975) FP 35 85,7 KT+
Pavlik (1992) SON 46 50,0 | 300 99,0 | KO+kl-
SON 55 83,6 KO+kl+
Sherman aj (1984) FP 33 96,2 18 100 KO+
Sherman aj (1990) FP 74 18,9 99.4 KT+
Tsai aj. (1989) PP 64 17,2 KT+1
PP 41 58,5 KT+2
PP 63 75,6 KT+3
PP 168 | 48,8 KT+
Valente aj (1991) PP18 88 11,3 20 | 100 KT+kl-
hubnut{ bez prijmu PP18 12 | 333 KT+kl+1
PP18 32 | 56,2 KT+kl+2
Woodruff aj (1991) PP18 39 | 64,1 KT+kl-
PP18 101 54,5 KT+kl+
ovce
DeLisle a Wall 1983) SON 25 67,6 LO+
PREC 26 | 70,3 LO+
FP 20 | 54,1 LO+
Dimarelli-Mali aj. (1991) FP 81 61,1 82,6 | LO+
Garciamarin aj. (1991) PP3 26 27,0 100 PA+
PP3 14 0 PA+1
PP3 4 50,0 PA+2
PP3 8 63,0 PA+3
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Pokracovénf tab. V — Continuation of Tab. V

Senzitivita Specifita Laboratomf
Autofi Antigen vysetienf
i % i % zvifat
Juste aj. (1988) PP3 31 67,7 100 LO+
Paliwal aj. (1985) FP 4 | 250 LO+kl-
F 4 | 750 LO+kl+
Pavlik (1992) SON 26 | 46,2 77 51,9 | LO+kl-
SON 24 | 62,5 LO+kl+
Sugden aj. (1986) SON.A| 22 18,2 LO+
SPN.D | 22 | 81,8 LO+
kozy
Dimarelli-Mali aj. (1991) 55 65,2 844 | LO+
Eamens (1989) 89 61,8 PA+kl-
114 95,6 PA+kl+
Garciamarin aj. (1991) PP3 29 55,1 84,6 LO+
Milner aj. (1989) SON 15 | 73,0 11 [ 100 LO+
Sherman a Gezon (1980) | FD 40 71,5 KT+
Sherman aj. (1983) FP 17 | 47,0 LO+
n - pocet vysetfenych zvifat
PD - purified protein derivate
FP - antigen uvolnény tlakem (French Press)
EXT - antigen zfskany extrakcf s KCI
LAM - lipoarabinomananovy antigen
PP - protoplazmaticky antigen z M. paratuberculosis
PP18 - protoplazmaticky antigen z M. paratuberculosis (kmen &. 18)
KO - kultivaénf pnikaz piivodce v orgdnech (stfevo a piislu$né mizni uzliny)
kl - piitomnost klinickych pfiznakfl, zejména prijmu
kl+1 - hubnut{ bez prijmu
kl+2 - hubnut{ s priijjmem
KT - kultivaénf vysetfenf vykald
KT+1 - kultivaénf vySetien{ vykald pozitivnf (n€kolik kolonif)
KT+2 - kultivaénf vysetfenf vykald pozitivnf (10-100 kolonif)
KT+3 - kultivaénf vySetfenf vykald pozitivnf (nad 100 kolonif)
BST - bakterioskopické vysetienf vykald
SON - antigen uvolnény sonikacf
SON.A,D - antigen uvolnény sonikacf (frakce A, D)
PREC - antigen ziskany precipitaci sulfitem sodnym
PP3 - protoplazmaticky antigen z M. paratuberculosis (kmen €. 3)
LO - laboratomf{ vy§$etieni na paratuberkul6zu orgdndl (stfevo a pifslu¥né miznf uzliny)
PA - patologicko-anatomické vySetien{
PA+1 - patologicko-anatomické zmény mirné
PA+2 - patologicko-anatomické zmény stfednf
PA+3 - patologicko-anatomické zmény rozs4hlé
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ELISA

Pri priikazu protilitek u skotu proti M. paratuberculosis poprvé vyzkouseli tuto
metodu autofi Jorgensen a Jensen (1978), ktefi pouZili tepeln& extraho-
vany antigen M. paratuberculosis. V tab. VI a VII jsou uvedeny vysledky pouZiti
testu u riznych druhli pfeZvykavci. Rozdilné vysledky jsou s nejvEtSi pravdépo-
dobnosti zplisobeny druhem pouZitého antigenu, pfip. dalSimi metodickymi Gpravami
(velikost titru, extinkce a dal¥i). NejvétSi pozomost je v&€novina pfedevs§im hledani
specifické antigenni frakce vhodné pro diagnostiku, kterd je komplikovéna existenci
mykobakteridlnich antigenli spole¢nych jak pro vétSinu druhti rodu Mycobacterium,
tak spoleénych i pro dal¥i druhy mikroorganismil. To je diivodem pro dosavadni
uZivani smési komplexnich mykobakteridlnich antigenii pro sérologické testy.

P¥i izolaci antigenil pouZivanych v ELISA metod€ pfevladaji priace studujici moZ-
nost izolace specifické antigenni sloZky prostfednictvim proteinovych profili soniko-
vanych mykobakteridlnich suspenzi (protoplasma antigen-PPA) rozdélenych
akrylamidovou elektroforézou (SDS-PAGE). Soudasné byla potvrzena moZnost pou-
Ziti t&chto profild pro identifikaci mykobakteridlnich druht (Dejon g aj., 1991).
Mykobakteridlni proteiny separované v SDS-PAGE byly také pouZity pro stanoveni
reaktivity sér infikovanych zvifat po elektroforetickém pienosu na nitrocelulézovou
membréinu za Géelem stanoveni imunogenity jednotlivych antigennich sloZzek (W h i -
tehead, 1988 a 1989; Valentin-Weigand aj., 1991; Vesely
a Pavlik, 1991).

Autofi Leslie aj. (1988) zkusili pouZit i Johnin jako antigen pfi diagnostice
paratuberkul6zy u koz (tab. VII), ale dosahli pouze 29,4% citlivosti testu pfi specifité
96,0 %. Nékolik autori ovéfovalo lipoarabinomananovy (LAM) antigen. Dile byly
zkouSeny extrakty ziskané maceraci s chloridem draselnym (Haagsma
a Eger, 1988), pfipadné povrchovy antigen (Karbe, 1988). Abbas aj.
(1983) uzili protoplastického antigenu nésledn& &i$téného gelovou, ionexovou a afi-
nitni chromatografii u skotu pfi citlivosti testu 83 % a specifit€ 89 %.

Druhym zplisobem pro sniZeni vyskytu nespecifickych reakci je preabsorbce vy-
Setfovanych sér suspenzi M. phlei. Jako prvni ji vyzkouSeli a popsali autofi Y o -
komizo aj. (1983b, 1985). Pozdéji byla preabsorbce pouZita i jingmi autory (tab.
VI a VII) a stala se zdkladem pro komeréni test. Soucasné se viak objevuji price
zpochybiiujici jeji vihodnost (Ts ai aj.,1989; Lopez aj.,,1990; Valentin -
Weigand aj., 1991) a dokumentujici, Ze preabsorbci dochézi spi¥e ke sniZeni
hladiny protilitek vySetfovanych vzorkl a tim i sniZeni citlivosti vySetfeni. Pfi srov-
néni ELISA testu s jingmi sérologickymi metodami (napf. IDT) je zji¥tovéna citlivost
0 30 aZ 40 % vyssi. Stejné jako u jinych sérologickych metod (IDT, KFT) je zfejmé,
Ze spolehlivost testu stoupd se stupn®m klinickych pfiznaki. Specifita testu je po-
mérn& dobri a primémé se pohybuje mezi 80 aZ 95 %, zhor$uje se viak v chovech
s vyskytem nespecifickych alergickych reakci. Pfi zji¥fovéani vlivu simultinni tu-
berkulinace u skotu na ELISA vySetfeni byly zji§t€ény prvni aZ tfeti tyden po tuberku-
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linaci nespecifické reakce. Je proto nutné pfizpiisobit odbér vzorki krve na vySetfeni
nejdfive za 4 aZ 6 tydnl po tuberkulinaci (Pavlik, 1992).

Collins a Nordlund (1991) vySetfovali v jednom chovu viechna zvi-
fata (678 kusi) star$i 20 mésici ELISA testem bez vyfazovani pozitivnich reagenti
(47), které pouze evidovali a sledovali u nich mlé¢nou produkci. Prokazali u nich
niz3i produkci mléka (prim&émé o 5,4 %), kterd byla beze zmén po prvni a druhé
laktaci, ale jasn€ se sniZila ve tfeti a dalSich laktacich. U kaZdé dal3i laktace odhadli
ztrity u jedné kravy pfes 200 USD. Autofi Yokomizo aj. (1988) navrhli pfi
plo¥ném vySetfovéni skotu na vyskyt paratuberkulézy nahradit KFT v Japonsku pravé
ELISA testem. PouZiti ELISA testu k plo$nému vySetfeni v jinych zemich v§ak neni
zatim pfili$ roz3ifeno.

Ostatnf met6dy sérologické diagnostiky

Metoda kiiZové imunoelektroforetické analyzy je vyuZivina piedevsim pfi studiu
antigenl pouZivanych pfi riznych sérologickych metodich. Collins aj. (1991)
zjistili pomoci této metody kfiZovou reaktivitu antigent M. paratuberculosis,
M. avium a &asten& M. phlei. Rovn&Z porovnali riizné komeréni antigeny pro KFT,
ELISA a IDT.

Metoda vstficné imunoelektroforézy byla u skotu témé&F Etyfikrat citlivéjsi nez IDT
(Muhammed, 1978). U ovci ji ovéfovali v frénu a Libyi Muhammed
a Ivoghli (1983). Collins aj. (1984) a Paliwal aj. (1985) rovnéz
zjistili velkou spolehlivost u zvifat s klinickymi pfiznaky.

Princip testu nepfimé imunoperoxiddzy spociva v priikazu sérovych protilatek po-
moci antigenu a konjugované protilatky proti imunoglobulinim skotu, kterymi se
detekuje vazba antigenu a protilitky ve vySetfovaném vzorku séra. Autofi
Buergelt a Nguyen (1983) a Nguyen a Buergelt (1983)
popsali vySe zminénou metodu pfi diagnostice partuberkulézy skotu s jednoduSe
pripravenym antigenem v histologickém preparatu. Jako konjugétu bylo pouZito hy-
perimunniho séra kozy proti imunoglobuliniim krévy. Pfi pozitivni reakci se v cy-
toplazmé& makrofigi v lamina propria a v submukéze uloZila hnéda granula vznikla
tvorbou polymeru fenazinu.

Worsaae (1978) pouZil sérologickou metodu RIA (radioimmunoassay) k de-
tekci protilitek antigenem PPD pfipravenym z M. paratuberculosis a znaenym ra-
dioaktivnim '%I. Test vykazoval vysokou citlivost (97 %) pfi specifité 74 %. Pres
rychlost vySetfeni (do 8 h) a moZnost analyzy aZ 50 vzorki sér denn€ se tato metoda
v diagnostické praxi b&n& nepouZivi.

DETEKCE PROTILATEK V OBSAHU STREVNIM, MLECE A KOLOSTRU

Detekcee protilatek ve vySe zminéném materidlu se provadi jen ojedinéle. Pfi studiu
patogeneze paratuberkulézy ovcei autofi Muhammed a Ivoghli (1980)
sledovali pfitomnost protilatek v obsahu stfevnim u ovci s potvrzenou paratuberku-

Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (8): 451-496 477



VI Sérologié:ké vySetienf skotu metodou ELISA

Senzitivita Specifita |Laboratomnf
Autofi X | Antigen vySetifenf
n % n % zvifat
Abbas aj. (1983) ? | PPpurif 89,0 83,0 | KO+ .
? | PPnepurif 59,0 62,0 | KO+
Colgrove aj. (1989) ? 36 77,8 | 156 73,3 | KT+
Cox aj. (1991a) ? | SON 40 65,0 KT+kl-
Cox aj. (1991b) ? | SON 57 79,0 | 997 | 99,8 | KO+kl+
g osgy RESE | o 37 | 67.6 | 137 | 32,0 | KO+kI-
Han a He (1988) + | SON 49 93,9 99 97,0 | KT+
Jorge (1988) - | SON 79,5 90,9 | KO+
Karbe (1988) - | EXT 26 88,5 KO+kl+
- | EXT 49 38,8 | 115 | 44,3 | KT+kl-
- | EXT 20 15,0 KT+1
- | EXT 13 30,8 KT+2
- | EXT 4 50,0 KT+3
- | EXT 12 83,3 KT+4
L opez aj (1990) 7 | PP* 31 38,7 56 71,4 | KO+ch+
?7 |PP 46 | 87,0 | KO-ch-
Mc N ab aj (1991a) ? | LAM 49,0 87,0 | KT+
Milner aj. (1989) + | SON 52 55,8 | 275 98,6 | KT+
Pavlfk aj. (1991) - | SON 40 62,5 | 300 | 83,7 | KO+kl-
- SON 42 81,6 KO+kl+
Ridge aj. (1991) USA + PP |150 52,0(196 99,8
Austrélie PP 43 48,8 | 998 | 99,8 | KT+
Austrélie PP 59,7 57,3 | KT+kl-
Austrélie PP 88,2 83,4 | KT+kl-
2;;3')“ 2 e ? | FPpurif | 60 | 61,7 | 44 | 59,1 | KO+kI-
? | FPnepur 60 833 44 | 88,6 | KO+kl-
Sugden aj. (1991) + 70,8 97,3 | KO+
| > 90,7 | KO+
Tsai aj. (1989) ? | PP18 168 65,5 161 85,7 | KT+kl-
Valente aj (1991) - | SON 88 7.9 20 90,0 | KT+kl-
' - | soN 12 | 66,6 hubnutf{ | KT+kl-
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Pokracovénf tab. VI — Continuation of Tab. VI

Senzitivita Specifita Laboratorn{
Autofi X | Antigen vysetienf
n % n % zviFat
- | SON 32 81,2 KT+kl+
Wood aj. (1988) + | SON 19 73,7 KT+kl-
+ | SON 14 85,7 KO+kl+
Wood aj. (1989) + | SON 53 69,8 KO+
+ | SON 39 69,2 48 | 79,2 | KT+
+ | SON 11 54,6 KT+kl-
+ | SON 15 86,7 KT+kl+
KO+kl-
Wood (1991) - | SON 16,0 KT-
KO+kl-
- | SON 40,0 KT+
. | soN 77,0 i(O+kl+KT
Woodruff aj (1991) ? | PP18 39 64,1 | 669 83,6 | KT+
? | PP18 99 79,8 KO+kl+
Yokomizo aj. (1983a) + | SON 62 57,6 96,6 | KO+
Yokomizo aj. (1988) + | FP 156 80,8 |3880 999 | KO+
+ |FP alerg. reagenti 75 61,3 | KO-
X - preabsorbce s M. phlei
n - pocet vySetfenych zvifat

SON - antigen uvolnény sonikacf

PPA - protoplazmaticky antigen z M. paratuberculosis

PP18 - protoplazmaticky antigen z M. paratuberculosis (kmen ¢. 18)
PPA* - protoplazmaticky antigen z M. paratuberculosis (pfipraveny ve vlastnf laboratofi)
FP - antigen uvolnény tlakem (French Press)
EXT - antigen zfskany extrakcf s KCI

LAM - lipoarabinomananovy antigen

KO - kultivaéni priikaz pivodce v orgénech (stfevo a pifslu$né mfznf uzliny)
kl - piftomnost klinickych pifznakd, zejména prijmu

KT - kultivaénf vysetienf vykald

KT+1 - izolace 1 - 3 kolonif v 1 g vykald
KT+2 - izolace 4 - 30 kolonif v 1 g vykald
KT+3 - izolace 31 - 300 kolonii v 1 g vykald
KT+4 - izolace vice neZ 300 kolonif v 1 g vykald
ch - vyskyt paratuberkulézy v chovu
PA - patologicko-anatomické vySetienf
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VII. Sérologické vysetienf ovef a koz metodou ELISA

Senzitivita Specifita Laboratornf
Autofi X | Antigen vysetienf
n % n % zvifat
ovce

Dimarelli-Mali aj
(16913 J ? 81 | 833 87,0 | L+
Juste aj. (1988) + | PP3 21 74,1 90,9 | L+
Sugden aj. (1988) ?7 | SONA 22 81,8 L+

? | SONA 22 |100 L+

? | LAM 22 72,7 L+
Valentin-Weigand
), (1990) & - | soN 15 | 80,0 L+kl+

+ | SON 15 46,7 L+kl+

kozy

Dimareli-Mali aj
el J ? 55 | 87,0 90,6 | L+
Garciamarin aj. (1991)| ? | PP3 65,5 84,0 | PA+

? | PP3 50,0 PA+1

? |PP3 64,0 PA+2

? | PP3 100 PA+3
Leslie aj. (1988) ? | PPD 51 294 | 917 96,0 | KT+kl
Milner aj. (1989) + | SON 15 86,7 11 |100 L+kl-
Molina aj (1990) - | SON 17 82,4 63 93,7 | L+kl-

SON 17 82,4 63 95,2 | L+kl-
SON 9 77,8 | L+TBC+

- | PP3 17 88,2 63 95,2 | L+kl-

+ | PP3 17 64,7 63 96,8 | L+kl-

? | SON 9 77,8 | L-TBC+
Sugden aj. (1988) ? | SON.A 16 6,3 L+

? | SON.A 16 6,3 L+

?7 | SON.A 16 68,8 L+

X - preabsorbce s M. phlei
n - pocet vySetfenych zvirat

SON - antigen uvolnény sonikacf
SON.A - antigen uvolnény sonikacf (frakce A)
PP3 - protoplazmaticky antigen z M. paratuberculosis (kmen &. 3)

LAM - lipoarabinomananovy antigen
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PPD - purified protein derivate

L - laboratomf vy3etfenf na paratuberkul6zu
kl - piftomnost klinickych pfiznakf, zejména priijmu
KT - kultivaénf vySetfenf vykald

PA+1 - patologicko-anatomické zmény mimé
PA+2 - patologicko-anatomické zmény stfednfi
PA+3 - patologicko-anatomické zmény rozs4hlé
TBC+ - infekce M. bovis

16zou metodou vstficné imunoelektroforézy. Z osmi ovci s klinickymi pfiznaky zjisti-
li protilatky ve stfevnim obsahu u Sesti. L arsen aj. (1963b) pomoci KFT zjistili
u telat po pfijmu kolostra od krav nakaZenych paratuberkul6zou vysoké hladiny pro-
tilitek, které postupné€ vymizely. V kolostru ovci pochazejicich z chovu s vyskytem
paratuberkulézy doséhli stejnych vysledki Muhammed a Eliasson
(1979). Richards (1990) sledoval u skotu vyskyt protilitek v mléce modifiko-
vanou metodou ELISA, kterou nazval MELISA. Pfi srovnani vySetfenych krav s kli-
nickymi pfiznaky paratuberkul6zy zjistil pfiblizn€ stejné hladiny protilitek jak v séru
tak v mléce. Stejné jako jiné metody intravitdlni diagnostiky neni ani MELISA vyu-
Zitelnd pfi diagnostice paratuberkulézy u krav vakcinovanych. Pfi epizootologické
depistaZi by vSak bylo moZné vySetfenim vzorku mléka z chladiciho tanku odhalit
chovy skotu s paratuberkulézou. Sweeney aj. (1991) potvrdili ELISA metodou
v séru stejné jako v mléce krav s kultivaénim priikazem M. paratuberculosis ve vy-
kalech vys3i titr protilatek neZ u krav s negativni kultivaci vykald.

DIFERENCIALN{ DIAGNOSTIKA

Klinické piiznaky u skotu podobné paratuberkul6ze (priijem, vyhublost aj.) mohou
byt zpiisobeny i jingmi pfi¢inami. Nejcast&ji jsou uvadény parazitézy (jaterni moto-
li¥natost, stfevni obli &ervi), chronick4 salmonel6za, chronicka forma BVD, leukéza,
traumatické onemocnéni predZaludkl a jater, amyloidni nefr6za a dal¥i (Klee,
1987; Tontis, 1989). Autofi Rings a Garry (1988) uvadéji dokonce
i spojitost mezi paratuberkulézou a amyloidézou ovci. Vyslovili pfedpoklad, Ze
M. paratuberculosis miZe mit stejné jako jiné mykobakterie schopnost vyvolat pro-
dukci amyloidu. Krom& vy$e zmin&nych onemocnéni uvddi Hines aj. (1987)
i pyelonefritidu a lymfosarkomatézu.

Summers (1981) se zmitluje o prikazu M. paratuberculosis jen u 22 % kli-
nicky podezfelych krav pochizejicich z nakaZeného chovu. Gilmour (1976)
zjistil pfiznaky priijmu u krav s paratuberkulézou jen u 63,6 % zvifat s pfiznaky
hubnuti, pfi¢emZ paratuberkul6za byla prokézéina jen u 32 % krav z 207 vy3etfenych
hubnoucich zvifat. Ve skupiné 141 hubnoucich krav z chovil ndkazy prostych byl
priijem jiného plivodu zji¥tén pouze u 14,2 % zvifat. V naSich podminkéich byla pa-
ratuberkul6za v nakaZeném chovu potvrzena ze 159 krav s pfiznaky prijmu a vy-
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hublosti u 68,6 % zvifat a z 50 ovci s pfiznaky vyhublosti a apatie u 56,8 % zvifat
(Pavlik, 1992).

U ovci se pfiznaky postupného hubnuti s pfipadnym vyskytem priijmu objevuji
u celé fady jinych onemocnéni jako jsou stfevni parazitézy, chronické bakteridlni
infekce a dalsi (Hole, 1958). Autor Gumbrel (1986b) zjistil pfi vySetifeni
2 069 ovci z chovii s paratuberkul6zou s vy$e uvedenymi pfiznaky jen u 23 % para-
tuberkulézu, u 10 % stfevni parazitézu, u 9 % salmonelézu a u 13 % jiné p¥iciny.
Plnych 45 % pfipadi zistalo neobjasnénych.

Pro potvrzeni diagnézy je v soufasné dob& nutné pfi bé&Zné diagnostické praxi
bakteriologické vySetieni s mikroskopickym (typické shluky AST) nebo kultivaénim
prikazem pilivodce. Stanoveni diagndzy jen na ziklad€ klinickych pfiznak, sérolo-
gického vySetfeni (pozitivni reakce), pfipadné patologicko-morfologickych zmén neni
postadujici, protoZe miiZe dojit k omylim.
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Doslo 31. 3. 1994,

Incidence, economic importance and diagnosis of paratuberculosis.

Paratuberculosis is the most serious chronic bacterial disease of ruminants. Re-
garding the increasing incidence of the disease in the Czech Republic in connection
with changing situation in agriculture and, among other factors, with import of ani-
mals we are presenting a summary of the latest data. We assume that high economic
losses and expected participation of Mycobacterium paratuberculosis in Crohn’s di-
sease in men will evoke a broad interest in the disease among people from various
branches of veterinary and human diagnosis.

Contact Address:

MVDr. Ivo Pavlik, CSc. Vyzkumny tstav veterindrniho lékafstvi,
Hudcova 70, 621 32 Bmo, Czech Republic
Tel. 05 41321241, fax 05 41211229
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

KONGRES SLOVENSKEJ] VEDY 93 - ZBORNIK REFERATOV

Na pode Centra strategickych $tidii Slovenskej republiky (CSS SR) sa konalo
17. februdra 1994 pracovné stretnutie pri prileZitosti odovzdania Zbornika referatov
z Kongresu slovenskej vedy 1993. Na stretnuti sa realizovala bohatd a zaujimava
diskusia pod vedenim doc. Ing. I. Kosira, CSc., riaditefa CSS SR, o daliom
pOsobeni a spolupréci s vedeckymi pracovnikmi zdruZenymi v Kongrese slovenskej
vedy "93 (KSV ’93) z vysokych 8kol, SAV, rezortngch vyskumnych dstavov a podni-
katelskej sféry, zameranej na vedecko-technicky pokrok a inova&ny proces.

Uvodom obozndmil pritomnych prof. Dr. K. Ivanié&ka, DrSc., vykonny
podpredseda KSV ’93, s pripravenym komuniké a prol6gom ku zborniku. Vedecki,
vyskumni a organiza¥ni pracovnici KSV '93 v tsili poméct rozvoju slovenskej spo-
lo&nosti a pri¢init sa o jej prosperitu spracovali analyzy zo vietkych kli&ovych sfér
nasej reality. Vysledky zhmuli v $tidi4ch a referdtoch prednesenych na sérii podujati
11 sekcii v priebehu roka 1993. Za tdasti Sirokej vedeckej a vyskumnej komunity sa
pripravili navrhy a odporiiania, ktoré spolu s vystipeniami autorov tvoria obsah
zbornika.

Zbornik sa skladé z 11 zvizkov z jednotlivych sekcii a jedného zvizku anglickych
abstraktov. M4 763 strin a obsahuje 247 préc z pera 334 autorov. Hlavnym redakto-
rom je prof. Dr. K. Ivanié&ka, DrSc. a funkciu vykonnej redaktorky vykonala
Ing. T. Letkové.Ediéni radu tvorili editori jednotlivych zvizkov:

1. Veda a vyskum (K. Ivani¢ka - J. Brilla - V. Adamec)

2. Planéta Zem, zdroje a samoregula¢né procesy (F. Hanic - P. Elia8 - L. Mikl6s)

3. Podohospodérstvo (J. Brindza - L. Hetényi - I. Maradek - T. MiStina)

4. Clovek - biograficky a demograficky model, zdravie, fyzick4 kultra (R. Dzirik
- F. Makai - 1. Horsky)

5. Duchovny v§voj osobnosti a spolo¢nosti (D. Kova& - J. Strinka)

6. Slovensky nérod - histéria, kultira a vzfahy k ingm nérodom (D. Kov4&)

7. Edukany systém (D. Driensky - Z. ObdrZilek - J. Pastier)

8. Revitalizdcia priemyslu, infraltruktira, doprava, telekomunikicie (J. Belik -

I. Hrivnik)

9. Ekonomicky systém, retrukturalizicia, progn6zy a dynamicky model v§voja SR
(I. Kosir - J. Ferianc - J. Husér - T. Letkova - G. Brhlovi¢)

10. Uzemny rozvoj Slovenska na baze regiondlnych vied (V. Volko - J. Silvan -
I. Turzo)

11. Formovanie politického systému (M. Ci¥)

12. Abstracts of Papers
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Ka%dy zvizok obsahuje zdvery a odporti¢ania za skupinu vednych disciplin
zahrnutych do prislu$nej sekcie. Na formovani zaverov a odporiéani sa podielali
i ostatni Gi&astnici Kongresu. Spolu na zasadnutiach sekcii a plendimom zhromaZdeni
sa zilastnilo vySe tisic vedeckych a vyskumnych pracovnikov.

Pri otvoreni rozpravy pracovného stretnutia pritomni boli zoznameni s organi-
zatnou ¥truktiirou centra a snahou vytvorit pri CSS SR poradny zbor z vedeckej
a vyskumnej komunity. Tvorivi pracovnici zdruZeni v KSV ’93 boli navrhovani za
zéklad pri vytvoreni poradného zboru. V diskusii sa iniciativa CSS SR o zriadeni
poradného zboru stretla so v§eobecnou podporou. Pritomnymi bol rovnako prijaty aj
navrh na pokracovanie Kongresu v ¢innosti, pre ktori sa navrhli ur¢ité zamerania.
Najvicsiu podporu dostal navrh PhDr. D. Kov a¢a, DrSc., aby sa najblizsi
kongres zaoberal problematikou ,Hodnota Zivota“, a to komplexne z hladiska
jednotlivych Tudskych aktivit. Za III. sekciu a komunitu veterindrnych lekirov doc.
MVDr.1. Maraé&ek, DrSc. navrhol, aby CS3 SR prispel ku koordinovaniu toku
informécii o jednotnom vyklade novej meniacej sa legislativy na Gseku hospodarsko-
-pravnych noriem a vzfahov v oblasti vedy, techniky a inova&nom procese. Bola by
to (¢inna prevencia vofi mnohym formédlnym a administrativnym nedostatkom, ktoré
zistuji kontrolné orgdny. Poukazal tieZ na rizika pri nedoceneni a prilisnom oklie$ten{
veterindrskej vedy a techniky ako aj nadviznej komplexnej veterinimej praxe
v nastupujicom veku biolégie pri biologizicii a humanizicii polnohospodarstva
a potravinarstva na baze prudkého rozvoja biotechnolégif, ako na to upozoriiuji
J..Naisbitt aP. Aburdenovi v monografii: ,,Megatrendy 2000. Desat
novych smerov na devitdesiate roky* (Bratislava, Bradlo 1992). Vyjadril tieZ Zelanie,
aby pri vytvarani poradného zboru expertov pri CSS SR sa nepozabudlo na zastiipenie
z odboru veterinarneho lekérstva. Je viac ako na Case diia veterinarskej medicine
prinavritit legislativne, odborné a spolo&enské postavenie z perifémeho ziujmu
v polnohospodirsko-potravindrskom komplexe, ked to nafa spolonost a jej repre-
zenticia s ochranou potravinového refazca a néisledne so zdravim obyvatelstva vré-
tane prcdiienia priemerného veku populacie mysli vaZne.

Uplny Zbornik referitov Kongresu slovenskej vedy 93 so vietkymi 12 zviizkami
je pre zdujemcov k dispozicii v kni¥nici ZIS Ustavu experimentélnej veterinirne;j
mediciny, Hlinkova &.1/A, 040 01 KoSice.

Doc. MVDr. Imrich Maradcek, DrSc.
¢len pripravného vyboru KSV '93
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INFORMACE

z pracovist veterinarniho vyzkumu

INFORMACIE Z USTAVU EXPERIMENTALNEJ VETERINARNE]J
MEDICINNY V KOSICIACH

Difa 17. 3. 1994 sa uskuto&nilo zasadnutie Vedeckej rady Ustavu experimentilne;j
veterinimej mediciny (UEVM) v KoSiciach po prvej etape kvalitativnej prestavby
a vnitornej transforméicie vyskumného tstavu. V rdmci programu zasadnutia pre-
behlo oponentské konanie syntetickej zdverednej spravy rieSeného projektu ve-
rejnoprospe$ného zdujmu rezortu Ministerstva pddohospodarstva SR v oblasti
veterindrskeho lekirstva pod nidzvom: ,,Problémy zdravia zvierat, hygieny ich pro-
duktov a prostredia v podmienkach transformicie pddohospodarstva*.

Rokovaniu vedeckej rady predsedal doc. MVDr. I. Maraéek, DrSc. a opo-
nentské konanie viedol Ing. V. D ziuban z Ministerstva Skolstva a vedy SR. Na
oponentskom konani sa ziastili okrem &lenov Vedeckej rady UEVM oponenti,
hostia a zodpovedni rieSitelia jednotlivych &iastkovych dloh projektu.

PredloZend syntetickd zdvere€na spriva, ktorej tézy predniesol doc. MVDr.
I. Maracéek, DrSc., koordinitor projektu, bola oponovana prof. MVDr. Dr. h. c.
P. Gamé&ikom, DrSc. z UVL Kofice, prof. MVDr. P. $tfastnym, CSc.
z VSP Nitra, MVDrJ. Kubincom, CSc. z38VS SR aMVDr. J. Gajdo-
$om, CSc. zOVS a §VU Kosice. V rimci oponentiry boli prednesené pisomné
stanoviskd Ing. 8. Fri&tyk a, CSc., riaditefa odboru vedy a vzdeldvania MP SR,
MVDr. 8. Kalafu, CSc., hlavného veterindmeho lekira zo sekcie polnohospo-
darskej vyroby MP SR a prof. MVDr. I. Mikulu, DrSc. z UVL KoSice. Tak
posudky, ako aj pisomné stanoviska boli kritické, pritom kladné a odporicali Ve-
deckej rade UEVM hodnotent sprévu prijat a schvilif po zohladneni pripomienok
a oprave i doplneni vytknutych chyb a nedostatkov. Po zodpovedani a zaujati stano-
visk koordindtora a zodpovednych ricSitefov Ciastkovych tloh na vznesené pripo-
mienky a otizky z posudkov, stanovisk a vSeobecnej diskusie boli Ing.
V. Dziubanom sformulované zivery, ktoré Vedecki rada schvilila.

Z uspesného vyrieSenia jednotlivych &iastkovych tloh v ramci rieeného projektu
boli dosiahnuté vysledky, ktoré umoZnili vypracovat nasledovné vyznamnejsie zavery
pre praktické vyuZitie v podmienkach transformujiceho sa podohospodarstva Slo-
venskej republiky:

— Optimalizovany rychly tkanivovo kultivaény test pre diagnostiku a titrciu virusu
besnoty in vitro

— Bunkovi inaktivovana, koncentrovand, purifikovanéd antirabickd vakcina pre do-
madce zvierati

— Antisérum proti stafylokokovému enterotoxinu typu A

— Nutri¢ny pripravok na stimulaciu produkcie a zdravia mladat preZivavcov
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Vyuzitie monoklonélnych protilitok pre skvalitnenie a zrychlenie detekcie Strepto-
coccus agalactiae

Automatizovany systém vyhodnocovania kvality a kvantity krmiv

VyutZitie aktivneho vedenia pred- a popdrodného obdobia oviec v riadenej repro-
dukcii

Stprava na detekciu p$eniénych proteinov v tepelne opracovanych misovych vy-
robkoch )

Metodika asanicie prostredia pri zdoldvani ohnisk nidkaz hospodirskych zvierat
Navrh $tatitu pohotovostnych veterinirnych asana¢nych skupin

Na ziklade prednesenych téz zdvere¢nych spriv z vyrieSenych rezortnych grantov

MVDr. P. Nad om, CSc., vedeckym sekretirom tstavu, Vedecka rada UEVM
v KoSiciach schvilila dosiahnuté vysledky rieSenia:

VyuZitie gnotobioldgie pri vyvine metéd na stimuliciu nastupu a rozvoja bacho-
rového typu travenia mladat preZivavcov

Veterindrna kontrola a biotechnolégia riadenej reprodukcie v interakcii k vyZive
preZivavcov

Vplyv vyZivy zvierat na obranyschopnost voéi chorobim a niektoré regulainé
mechanizmy organizmu

Kontaminicia kukurice aflatoxinom Bj s ndvrhom dekontaminéicie

Vyroba mobilnych energetickych zdrojov lignocelul6zovych materidlov

Navrh na zlepSenie kontroly a monitorizicie cudzorodych liatok v podohospo-
dérstve

Vy¢skumné sprivy z &iastkovych tloh oponovaného projektu a zo schvilenych

rezortnych grantov si pre odbornii verejnost k dispozicii v kniZnici ZIS Ustavu expe-
rimentilnej veterinarnej mediciny v KoSiciach.

Doc. MVDr. Imrich Maracek, DrSc.,
predseda Vedeckej rady UEVM v KoSiciach
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Upozornéni pro autory védeckych ¢asopisu

Z diivodu rychlej$tho a kvalitné&jsfho zpracovan{ grafickych pifloh (grafi,
schémat apod.) piispévki zasflanych do redakce Vés Zdddme o jejich doddn{
kromé tidténé formy i na disketdch. :

Tyk4 se to samoziejmé téch grafickych pifloh, které byly vytvoreny
v n&jakém programu PC (napf. CorelCHART, Quatro Pro, Lotus 1-2-3, MS
Excel). Vzhledem k tomu, Ze nejsme schopni upravit a pouZit pro tisk
vechny typy (formdty) grafickych soubord, Zdddme Vs, abyste ndm také
kromé origindlnfch souborid (napf. z MS Excel typ *.XLS) zasilali grafické
piedlohy vyexportované jako bodovou grafiku v jednom z t&€chto formé4ti:

Bitmap * BMP
Encapsulated Postscript * EPS
Graphic Interchange Format *GIF
Mac paint *MAC
MS Paint * MSP
Adobe Photoshop *PSD
Scitex *SCT
Targa * TGA
Tag Image File Format *TIF

Redakce casopisu
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