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COMPARISON OF TRICHINELLA SPIRALIS LARVA ANTIGENS
FOR THE DETECTION OF SPECIFIC ANTIBODIES IN PIGS

POROVNANIE ANTIGÉNOV LARIEV TRICHINELLA SPIRALIS 
PRE DETEKCIU SPECIFICKÝCH PROTILÁTOK U OŠÍPANÝCH

К. Reiterová1, P. Dubinský1, V. V. Klimenko2, O. Tomašovičová1, E. Dvorožňáková1

'Parasitological Institute of the Slovak Academy of Sciences, Košice, Slovak Republic 
"All Russian К. I. Skryabin Institute of Helminthology (VIGIS), Moscow, Russia

ABSTRACT: An immunoenzymatic method was used to compare Trichinella spiralis muscle larva excretory-secretory 
antigen (TES), somatic antigen (ТЕ) and its fraction (TF) obtained by gel filtration. The sensitivity and specificity of the 
assay was verified on sera of pigs experimentally infected with T. spiralis, sera of healthy pigs and sera of pigs infected with 
Ascaris suum and Oesophagostomum spp. Extinction values recorded throughout the experiment for ТЕ and TF antigens were 
higher than those for TES antigen. The presence of anü-Trichinella antibodies was proved by ТЕ and TF antigens as early 
as day 21 while TES antigen only on day 28 post infection. Using TF and TES antigens, a 100% specificity was achieved, 
however, when ТЕ antigen was used cross reactions in A. suum infection were observed. For the diagnosis of trichinellosis 
in pigs, the ELISA is recommended with using somatic larval antigen fraction of T. spiralis (TF).

Trichinella spiralis; antigens; IgG antibodies; ELISA; pigs

ABSTRAKT: Imunoenzymatickou metodou sme porovnávali exkrečno-sekrečný antigén (TES), somatický antigen (ТЕ) 
svalových lariev Trichinella spiralis a frakciu tohto antigénu (TF) získánu gélovou filtráciou. Citlivost' a špecificitu testu sme 
ověřili na sérach ošípaných experimentálně infikovaných T. spiralis, sérach zdravých ošípaných a na sérach ošípaných 
infikovaných Ascaris suum a Oesophagostomum spp. Počas celého experimentu sme zaznamenali vyššie hodnoty absorbancie 
s ТЕ a TF antigénmi oproti TES antigénu. S ТЕ a TF antigénmi sme potvrdili antitrichinelové protilátky už na 21. den. kým 
s TES antigénom až na 28. deň po infikovaní. S TF a TES antigénmi sme vykazovali 100% špecificitu, ale s ТЕ antigénom 
sme zaznamenali nešpecifické reakcie při infekcii Ä. suum. Pre diagnostiku trichinelózy u ošípaných odporúčame ELISA 
metodu s použitím frakcie somatického larválneho antigénu T. spiralis (TF).

Trichinella spiralis; antigény; protilátky IgG; ELISA; ošípané Итм ^ Я f

ÚVOD

Trichinelóza je stále aktuálna helmintozoonóza vy­
volávaná nematódmi rodu Trichinella Railliet, 1895. 
Na území Slovenskej republiky sa udržuje v prírode 
v sylvatickom cykle a má charakter endemického vý­
skytu. Od roku 1988 do roku 1994 bolo niekol'ko epidé- 
mií v endemických oblastiach s výskytom trichinelózy 
diviačej zveri a masožravcov, s postihnutím až 34 osob 
v roku 1992. Prevalencia trichinelózy diviačej zveri na 
Slovensku opätovne narastala z minima v roku 1991 
(0,06 %) až na 0,47 % v roku 1994 (Štefančíková a Du­
binský, 1995). V skutočnosti prevalencia móže byť vyš- 
šia, pretože na trichinelózu je vyšetřovaná menej ako 
polovica ulovenej diviačej zveri. V nových podmien- 
kach hospodárenia, najma s postupujúcou privatizáciou 
sprevádzanou vznikom malochovov, sa situácia móže

_____________________ .. L

zhoršovať. Trichinelóza zvicrat ohrožuje zdravic íudí 
a spósobuje značné ekonomické straty.

V krajinách EÜ sa robí inšpekcia na přítomnost' T. spi­
ralis u jatočných zvierat na bitúnkoch podlá pokynov 
77/96/EEC a 84/319/EEC. Zvýšená pozornost' sa musí 
věnovat' vyšetreniu zvierat určených na export v súlade 
s predpismi cieíovej krajiny.

Dubinský (1995) podrobné analyzuje potřebu zmien 
súčasnej legislativy pre tlmenie trichinelózy v Sloven­
skej republike. Iba přesná diagnóza umožňuje organi- 
zovanie vhodnej epidemiologickej kontroly. Okrem trá- 
viacej metody je pre postmortálnu diagnostiku vhodná 
aj ELISA metoda. Jej citlivost' zodpovedá detekcii už 
jednej larvy v 100 g svaloviny. Špecifickosť testu pria- 
mo súvisí s kvalitou použitého antigénu. ELISA je me­
toda vhodná aj pre vyšetrenic živých zvierat, například 
pri ich vývoze do knym^ kde sa vyžaduje certifikát
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o negatívnom výsledku vyšetrenia na trichinelózu. Ho- 
ci ELISA poskytuje vždy zodpovedajúce výsledky, ne- 
móžeme celkom vyláčiť falošne pozitivně a falošne nega­
tivné reakcie. Skvalitnením použitého antigénu možeme 
značné zlepšit diagnostickú účinnost testu.

V nasej práci porovnáváme metodou ELISA exkreč- 
no-sekrečný antigén, somatický antigén svalových lariev 
T. spiralis a frakciu tohto antigénu získaná gélovou filtrá- 
ciou na sérach ošípaných experimentálně infikovaných T. 
spiralis, náhodné vybraných zdravých ošípaných a ošípa­
ných infikovaných Ascaris suum a Oesophagostomum 
spp. s cielom zistiť ich diagnostické hodnoty, t.j. citli­
vost a špecificitu.

MATERIÁL A METÓDY

Experimentálně nakazenie

Ošípané plemena slovenská biela ušlachtilá s hmot- 
nosťou 14 až 15 kg vo veku dvoch mesiacov sme na­
kazili infekčnými larvami T. spiralis. Použitý kmeň 
nám poskytol Dr. Britov, ktorý ho povodně izoloval 
z diviačej zveri vo Vladivostoku v roku 1982. Larvy 
sme pasážovali na bielych myšiach SPF kmeňa ICR 
v šest- až sedemmesačných intervaloch. Infekčně larvy 
získané tráviacou metodou podlá autorov Velebný 
a i. (1992) sme počítali v 0,25% roztoku agaru. Trom 
ošípaným sme podali per os dávku 600 lariev na zviera 
aplikátorom na podávanie liečív. Kontrolným ošípa­
ným sme podali iba 0,25% agar. -

Experimentálnu infekciu T. spiralis sme potvrdili 
vyšetřením poolovaných svalových vzoriek hmotnosti 
50 g po pitvě zvierat na 42. deň p.i. tráviacou metodou 
(Velebný a i., 1992). Podobné sme vyšetřili aj svalové 
vzorky jatočných ošípaných odporazených na bitúnku, 
ako aj prirodzene a experimentálně nakažených inými 
nematódmi.

Použité séra ošípaných

Vzorky krvi sme odoberali z nakažených a kontrol- 
ných zvierat z vena jugularis na 0., 7., 14., 21., 28., 35. 
a 42. deň p.i. Negativné vzorky sér ošípaných plemena 
slovenská biela ušlachtilá sme získali od 35 plemen- 
ných ošípaných hmotnosti 100 až 1 10 kg vo veku 8 až 
10 mesiacov a pri porážke od 30 jatočných ošípaných 
rovnakého plemena, hmotnosti 110 až 120 kg vo veku 
5,5 až 6 mesiacov. Koagulovanú krv sme centrifugovali 
15 min pri 750 g a séra sme uchovávali pri teplote -20 °C 
až do vyšetrenia.

Séra piatich ošípaných plemena Landrace/Yorkshi- 
re/Duroc, hmotnosti 40 až 45 kg, ktoré sa prirodzene 
nakazili na pasienku kontaminovanom vajíčkami Asca­
ris suum počas trojtýždňového pasenia a séra piatich 
ošípaných rovnakého plemena hmotnosti 30 až 35 kg, 
nakažených per os jednorázovou dávkou 200 000 in- 
fekčných lariev (L3) Oesophagostomum spp., sme od- 
obrali na 30. deň p.i. Před nakažením boli ošípané kop- 
rologicky negativné.

Antigény

Exkrečno-sekrečný antigén T. spiralis (TES) sme přip­
ravili inkubáciou svalových lariev získaných tráviacou 
metodou, ktoré sme premyli v Dulbeccovom médiu s ob- 
sahom penicilínu (500 Ш/ml) a streptomycínu 
(500 pg/ml). Larvy sme inkubovali v kultivačných fla- 
šiach s polyetylénovým uzáverom, s kultivačnou plo­
chou 75 cm" (5 000 lariev/1 ml média) v médiu s ob- 
sahom HEPES (10 mM), glutamínu (2 mM), pyruvátu 
(1 mM), penicilínu (50 Ш/ml) a streptomycínu 
(50 pg/ml) pri teplote 37 °C a 10% koncentrácii CO> 
Po 18 až 20 hodinovej inkubácii sme oddělili larvy 
centrifugáciou a supernatant dialyzovali proti fyziolo­
gickému roztoku počas 24 h pri teplote 4 °C. Antigén 
sme zahustili pomocou polyetylénglykolu (M.v. 
10 000, Fluka), přefiltrovali cez membránový filter 
(Millipore) s velkosťou pórov 0,2 pm a uchovávali pri 
teplote -20 °C.

Somatický extrakt T. spiralis (ТЕ) sme připravili 
dezintegráciou 1 ml sedimentu svalových lariev, resus- 
pendovaných v 9 ml fyziologického roztoku, pomocou 
prístroja Ultrasonic Dismembrator 300 W (Dynatech) 
a následnou extrakciou masy v 20 ml 0,1 M karboná­
tového tlmivého roztoku pH 9,6 pri teplote 4 °C po 
dobu 48 hodin. Po jedenhodinovej centrifugácii pri 
45 000 g sme supernatant uchovávali pri teplote -20 °C.

Frakciu somatického extraktu (TF) sme získali gélo­
vou filtráciou cez Sephadex G-200 (TSK-Gel TOYO­
PEARL HW-55) v sklenenej kolóne (3,4 x 100 cm, 
obsah náplně 900 cm3). 10 ml antigénu ТЕ s koncen- 
tráciou 50 mg bielkovín/ml sme naniesli na gél a eluo- 
vali 0,01 M sodnofosfátovým tlmivým fyziologickým 
roztokom pH 7,2 s prietokom 0,50 ml/min. Prietok sme 
zabezpečovali samospádom (systémom Mariotových 
fliaš). Na detekciu sme použili prietokový UV detektor 
(UVICORD S-LKB) a zberač frakcií (REDIAC-LKB). 
Molekulová hmotnost sme stanovili pomocou gélovo- 
-filtračnej kalibračně) sady (Pharmacia) so štandarda- 
mi: ribonukleáza A (13,7 kDa), chymotripsínogén 
A (25 kDa), ovalbumin (43 kDa), bovinný sérumalbu- 
mín (67 kDa). Získali sme dva piky v rámci kalibrač- 
ného rozsahu a jeden pík nad kalibračným rozsahom. 
Frakcia použitá v ELISA metóde obsahovala podjed- 
notky s molekulovou hmotnosťou 37, 43 a 55 kDa. Ob­
sah bielkovín vo všetkých antigénoch sme stanovili 
podlá metody autorov Lowry a i. (1951).

ELISA metoda

Antigény obsahujáce 5 pg bielkovín v 1 ml, připra­
vené v 0,1 M karbonátovou! tlmivom roztoku pH 9,6, 
sme naviazali na mikrotitračné platničky (Nunc, Immu­
no Plate) v objeme 100 pl na jamku pri teplote 4 °C 
cez noc, alebo pri teplote 37 °C počas jednej hodiny. 
Po trojnásobnom premytí 0.15 M fosfátovým tlmivým 
roztokom pH 7,2, s obsahom 0,5% Tween 20 (PBS-T), 
sme postupné přidávali vzorky sér, konjugát a substrát 
(100 pl na jamku). Vždy sme ich inkubovali 30 min pri
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teplote 37 °C a tri rázy premyli PBS-T. V PBS-T sme 
riedili séra ošípaných v pomere 1 : 100 a králičí anti- 
prasačí IgG konjugovaný s chrenovou peroxidázou 
(SIGMA, Bio Sciences, USA) 1 : 5 000. Na vizualizáciu 
reakcie sme používali ako chromogen o-fenylendiamín 
v 0,05 M citrátovom tlmivom roztoku pH 4,7 s obsa- 
hom 0,005 % peroxidu vodíka. Po 15 min sme reakciu 
zaslavili so 4N НэЗОд a metali sme absorbanciu pri 
492 nm. Uvedeni) optimálnu koncentráciu antigénu 
sme stanovili boxovou titráciou. vplyv času a teploty 
na vazbu antigénu sme stanovili na základe predpokusov.

Kalkulácia a vyhodnotenie testu

Absorbancia (optical density) každej vzorky 
OD = ODvzorky - ODbklnk

Za hraničnú hodnotu v ELISA metóde sme považo­
vali štvornásobok priemerných hodnot OD poolova- 
ných negativných kontrolných sér. Hodnoty OD vyššie 
od hraničných hodnot holi pozitivně a nižšie boli nega­
tivné.

VÝSLEDKY

V tab. I uvádzame výsledky vyšetrenia svalových 
vzoriek ošípaných tráviacou metodou na přítomnost' la- 
riev T spiralis. Najviac lariev, až 68,0 ± 1 1,5 na I g 
svaloviny, sme nachádzali vo svaloch bránice, menej 
v žuvacích svaloch a vo svaloch jazyka. Najmenej la­
riev bolo v dlhom lýtkovom svale a chrbtových sva­
loch. Výsledky vyšetrenia vzoriek svalov všetkých 
kontrolných zvierat holi negativné.

Dynamika antitrichinelových protilátek po experi- 
mentálnej trichinelóze ošípaných s použitím TES, ТЕ 
a TF antigénov T. spiralis v ELISA metóde je znázor­
něná na obr. 1. Z výsledkov vyplývá, že pri použiti 
somatického extraktu (ТЕ) a frakcie somatického ex­
traktu (TF) bola OD vyššia v porovnaní s larválnym 
exkrečno-sekrečným antigénom (TES). Kým s TES ап-

t. Prieinerný počet lariev v I g poolovanýeh vzoriek svaloviny 
z ošípaných infikovaných 6(X) larvami T. spiralis - Mean larval eounl 
in I g of pooled muscle sample from pigs infected with 600 T. spi­
ralis larvae

Svalové skupiny1 Počet lariev/g-

M. masseter 47.7 ± 7,6

Svaly bránice3 68,0 ± 11.5

Svaly jazyka4 . 40.8 ± 5.8

M. longissimus dorsi 16.3 ± 1.8

M. deltoides 33,8 ± 6.2

M. intercostal es 18,9 ± 2,6

M. extensor capri radialis 20.0 ± 6,2

M. biceps femori 27.9 ± 0.9

M. flbularís kmgis 15,1 ± 3,4_______

'muscle groups, "larval count/g, 'diaphragm. 4lungue

I. Dynamika antitrichinelových IgG protilátok pri experimentálnej 
trichinelóze ošípaných - Dynamics of imti-Trichiiiella IgG anti­
bodies in experimental triehinellosis of pigs

-♦— detekeia pomocou somatického extraktu ТЕ - апй-Trichinella 
antibodies detected with extract ТЕ

_ g._ detekeia pomocou frakcie somatického extraktu TF - anli- 
-Trichinella antibodies detected with fraction from extract 
TF

■ detekeia pomocou exkrečno-sekrečného antigénu TES - 
anú-Trichinella antibodies delected with excretory-secre­
tory antigen TES

--♦— kontrolně negativné séra vyšetřované so somatickým extrak- 
tom ТЕ - negative control tested with extract ТЕ

--■-- konirolné negativno séra vyšetřované s fakciou somatického 
extraktu TF - negative control tested with fraction TF

—•-- kontrolně negativné séra vyšetřované s exkrečno-sekrečným 
antigénom TES - negative control tested with excretory-se­
cretory antigen TES

’days after infection

tigénom sme zaznamenali přítomnost' protilátok až na 
28. deň p.i„ s ТЕ a TF antigénmi už na 21. deň p.i.

Výsledky ELISA metody u trichinelóznych aj kon­
lrolných ošípaných sú graficky znázorněné na obr. 2 
a ich Statisticky vyhodnotené priemerné hodnoty sú uvád- 
zané v tah II. Senzitivita a Specifická testu s ověřova­
nými antigénmi bola vysoká. U infikovaných ošípaných 
T. spiralis sme s TES, ТЕ a TF antigénmi zaznamenali 
vysoké hladiny Specifických protilátok u všetkých tes­
tovaných sér. U kontrolných jatočných ošípaných sme 
nevykazovali Specifické antitrichinelové protilátky ani 
s jedným z ověřovaných antigénov. Kým pri plemen- 
ných ošípaných sme s ТЕ antigénom v troch pripadoch 
zaznamenali hraničně pozitivně hodnoty absorbancie, 
s TF a TES antigénmi sme antitrichinelové protilátky 
nedelegovali. U 10 kontrolných sér s heterológnou in- 
fekciou (A. siiitin. Oesophagostomum spp.) sme vo 
vztahu к trichinelóze s TF a TES antigénmi nezazna­
menali Specifické protilátky, vykazovali sme 100% 
špecificitu. S ТЕ antigénom sme však zaznamenali hra­
ničně hodnoty pozitivity s dvomi sérami ošípaných pri- 
rodzene infikovaných A. suum. v tomto případe sme 
vykazovali iba 80% špecificitu.
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2. Porovnanie antigénov laricv T. spiralis (ТЕ. TF a TES) pře de- 
tekciu specifických IgG protiiátok u ošípaných - Comparison of T. 
spiralis larva antigen for the detection of specific IgG antibodies in 
Pigs

К - kontrolně séra: negativné (Neg.), experimentálna trichinelóza 
(T.s.), askaridóza (A.s.) a oesophagostomóza (Oe.) - control sera: 
negative (Neg.), experimental trichinellosis (T.s.), ascariosis (A.s.) 
and oesophagostomosis (Oe.)
J = séra jatočných ošípaných - sera of slaughter pigs
P = séra plemenných ošípaných - sera of breeding pigs

DISKUSIA

Priame aj nepriame vyšetrovanie ošípaných na trichi- 
nelózu je limitované. Skór používaná kompresnú metodu 
vyšetrenia, s citlivosťou tri larvy na 1 g svaloviny, na­
hradilo skupinové vyšetrenie vzoriek tráviacou meto­
dou, s citlivosťou jedna larva na 1 g svaloviny. Táto 
metoda je požadovaná aj pri vývoze bravčového masa 
do niektorých krajin Európskej únie. Odporúčania OIE 
uvádzajú aj použitie sérologickej imunoenzymatickej 
metody na zistenie trichinelózy u jatočných zvierat od- 
porazených na bitúnku, ale aj u živých zvierat. Tráviaca 
metoda v porovnaní so sérologickým testom má nižšiu 
senzitivitu. Gamble (1995) doporučuje ako najspolah- 
livejšiu tráviacu metodu z 5 g zmesnej vzorky svalovi­
ny, ktorá detekuje každá infekciu vačšiu ako jedna lar­
va na gram vzorky. Podlá tohto autora, imunitná 
odozva u ošípaných s nálezom viac ako 10 a menej ako 
jedna larva na gram je takmer rovnaká. Nevýhodou 
sérologického testuje neskoršie zistenie pozitivity o dobu

do začiatku vytvorenia detekovateínej hladiny specific­
kých protiiátok. Zvieratá infikované vyššími infekčný- 
mi dávkami lariev sú séropozitívne na 21. až 28. deň 
p.i., avšak séropozitivita pri nízkých infekčných dáv­
kách nie je detegovatelná před 49. dňom p.i. (Gamble, 
1995; Gamble a i., 1988, 1989; Van Knapen a i., 1981, 
1984). Pri živých zvieratách nie je možné sérologicky 
delegovat' trichinelózu skór ako 21 dní p.i. V tomto 
období získáme falošne negativné výsledky. Výskyt fa- 
lošne pozitívnych výsledkov je velmi zriedkavý. Oliver 
a i. (1989) udávajú menej ako 0,3 % takýchto výsledkov.

V našej práci sme nedetegovali .specifické antitrichine- 
lové protilátky s TF a TES antigénmi vo vztahu к iným 
parazitózam, vykazovali sme 100% špecificitu. S ТЕ 
antigénom sme však zistili křížové reakcie pri infekcii 
A. suum v dvoch případech. Domnievame sa, že pri 
plemenných ošípaných delegované hraničně hladiny 
antitrichinelových protiiátok svedčia o možnom skor- 
šom kontakte zvierat s inou helmintózou a potvrdzujú 
poznatek, že ELISA metoda s ТЕ antigénom má iba 
80% špecificitu. ТЕ a TF antigény sú v porovnaní 
s TES antigénom citlivejšie, pretože sme pomocou nich 
delegovali špecifické protilátky o sedem dní skór. Čas 
potřebný pre sérokonverziu je v sülade s ádajmi iných 
autorov (Gamble, 1995). Pérez-Martín a i. (1993) po­
dobné zaznamenali prvé špecifické protilátky od 21. až 
28. dňa p.i., ktoré přetrvávali v závislosti od infekčnej 
dávky do 250. až 420. dňa p.i. Podobné výsledky zistili 
s ТЕ a TES antigénmi, pričom pri masívnej infekcii bol 
ТЕ antigén citlivější ako TES.

Detekcia cirkulujácich trichinelových antigénov sa 
neosvědčila pre jej nízku citlivost'. Arriaga a i. (1989) 
s dvojitou sendvičovou ELISA metodou zistili cirkulu- 
júce povrchové stichosómové antigény iba u 54 % ex­
perimentálně infikovaných ošípaných.

Móžeme konstatovat’, že s TF a TES antigénmi sme 
dosiahli 100% špecificitu. Vzhladom na to, že TF bola 
citlivejšia oproti TES antigénu, o sedem dní skór sme 
delegovali séropozitivitu, odporúčame ju použit' v ELI­
SA metóde na diagnostiku trichinelózy. Takáto metoda 
je vhodná na diagnoslikovanie trichinelózy živých zvie­
rat. Je tiež vhodná pre intravitálny monitoring trichine­
lózy vo velkochovech ošípaných, pri ich deklarovaní 
za chovy bez trichinelózy a pri exporte plemenných 
zvierat pre veterinárně osvedčenie o ich negativitě.

II. Priemerné hodnoty absorbancie u kontrolných ošípaných vyšetřených s ТЕ, TF a TES antigénmi - Mean values of OD in control pigs 
detected with ТЕ, TF and TES antigens

Infikované a negativné ošípané1 Počet vyšetřených2 OD (TE)Mean ± S.D. OD (TF)Mean ± S.D. OD (TES)Mean ± S.D.

Trichinella spiralis 3 1,596 ±0,06 1,850 ± 0,09 1,007 ±0.03

Ascaris suum 5 0,161 ±0.04 0,268 ± 0,07 0,168 ± 0,06

Oesophagostomum spp. 5 0,261 ± 0.04 0,167 ± 0,04 0.161 ± 0,04

Negativné-3 5 0.116 ±0,06 0,088 ± 0,04 0,082 ± 0,02

Jatočné4 30 0,209 ± 0,06 0,215 ± 0.05 0,216 ±0,07 :

Plemenné5 35 0,351 ± 0,07 0,249 ± 0,09 0.239 ± 0.06

'infected and negative pigs, 2number of examined animals, Negative, Slaughter pigs, 5breeding pigs
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THE PASSAGE OF AMINO ACIDS THROUGH THE RUMEN
EPITHELIUM IN LAMB AND ADULT SHEEP IN VITRO

PŘESTUP AMINOKYSELIN CEZ BAČKOROVÝ EPITEL JAHNIAT
A DOSPĚLÝCH OVIEC IN VITRO

Z. Faixová1, Š. Faix2, J. Várady1

1 University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic
2Institute of Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: Passage of six amino acids through the rumen epithelium of lamb and adult sheep was studied in the muco- 
so-serous direction in vitro. Amino acids were classified into two groups: 1st group: glutamic acid - lysine - arginine; 2nd 
group: glycine - alanine - leucine. Three concentrations of amino acids were used: 30 000; 3 000 and 300 pmol/l. Comparison 
of amino acid concentrations of 1st group on the mucous side of rumen at 300 pmol/l concentration after 60 minute incubation 
was found significantly lower concentration in glutamic acid at lamb than at adult sheep. Concentration of arginine was 
significantly lower in lamb at all three used concentrations on the serous side of rumen. Concentration of glutamic acid was 
significantly lower at lamb against adult sheep at 30 000 and 3 000 pmol/l concentration and non measurable at 300 pmol/l 
concentration on the serous side of the rumen. Comparison of amino acid concentrations of the 2nd group on the mucous 
side of the rumen after 60-minute incubation was found at 3 000 and 300 pmol/l concentration significantly lower concen­
tration of leucine in lamb than in adult sheep. Concentrations of glycine, alanine and leucine were significantly higher at 
30 000 and 3 000 pmol/l concentrations in lamb than in adult sheep on the serous side of rumen. Higher concentration of 
leucine was found at 300 pmol/l concentration in lamb than in adult sheep. Results of experiments showed that there are 
differences in passage of amino acids through the rumen in lamb on milk diet when the rumen is not fully morphologically 
and functionally developed against adult sheep.

ruminants: sheep; rumen; amino acids

ABSTRAKT: Sledovali sme přestup šiestich aminokyselin usporiadaných do dvoch trojic: I. kyselina glutámová (Clu) - 
lyzin (Lys) - arginin (Arg); 2. glycin (Gly) - alanín (Ala) - leucín (Leu) cez bachorový epitel jahniat na mliečnej výživě 
a dospělých oviec v mukózno-seróznom smere in vitro. Koncentrácia každej sledovanej aminokyseliny bola 30 000, 3 000 
a 300 pmol/1. Porovnáváním koncentrácií trojice aminokyselin Glu. Lys. Arg na mukóznej straně bachora po 60minútovej 
inkubácii sme zistili, že iba pri 300 pmol/l koncentrácií bola signifikantně nižšia koncentrácia Glu u jahniat ako u dospělých 
oviec. Na seróznej straně bola koncentrácia Arg signifikantně nižšia u jahniat pri všetkých troch koncentráciách. Koncentrácia 
Glu bola signifikantně nižšia u jahniat oproti dospělým ovciam pri 30 000 a 3 000 pmol/l a nemeratelná pri 300 pmol/l na 
seróznej straně bachora. Porovnáváním koncentrácií trojice aminokyselin Gly, Ala, Leu na mukóznej straně bachora sme 
zistili signifikantný rozdiel iba pri Leu. ktorý mal nižšie hodnoty u jahniat ako u dospělých oviec pri 3 000 a 300 pmol/l 
koncentráciách. Na seróznej straně boli koncentrácie Gly, Ala a Leu signifikantně vyššie u jahniat oproti dospělým ovciam 
pri 30 000 a 3 000 pmol/l koncentráciách. Pri 300 pmol/l koncentrácií boli namerané vyššie hodnoty u jahniat len pri Leu. 
Výsledky pokusov ukázali, že existujú rozdiely v přestupe aminokyselin cez bachor u jahniat na mliečnej výživě, kedy bachor 
nie je pine morfologicky a funkčně vyvinutý, a u dospělých oviec.

prežúvavce; ovca; bachor; aminokyseliny

ÚVOD

Bachorová stená prežúvavcov zohráva významnú úlo­
hu pri výměnných procesoch dusíkatých látok medzi ba- 
chorovým obsahom a krvou (Várady. 1985). Podlá Ho- 
overa a Millera (1991) množstvo absorbovaných 
aminokyselin nepřesahuje viac ako 10 % z celkového 
dusíka absorbovaného z bachora. Pokusy autorov Fai­
xová a Várady (1997) ukázali, že epitel dorzálneho

a ventrálneho bachorového vaku je schopný zadržiavať 
aminokyseliny.

U mláďat prežúvavcov na mliečnej výživě je mlieko 
pasážované reflexom pažerákového žlabu priamo do 
slezu, ktorý je funkčně podobný žalúdku zvierat s jed­
noduchým žalúdkom. Počas tohto obdobia výživy sú 
ostatně časti predžalúdkov (bachor, čepiec a kniha) ne­
funkčně. U jahniat rast bachora je dost' výrazný medzi 
7. až 30. dňom veku a dosahuje relatívnu velkost' do-
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spelého zvieraťa vo veku asi osem týždňov (Church, 
1972). Hlavným stimulátorom, ktorý podporuje vývin 
predžalúdkov mláďat prežúvavcov, je fyzikálny a bio­
logický účinok suchého krmivá na bachorovú stenu, 
najma unikavé mastné kyseliny a zrejme aj amoniak 
(Kurilov a Krotkova, 1971). V tomto období sa zvačšuje 
plocha epitelu zvýšením počtu a vel'kosti papíl (klkov) 
a zvačšuje sa hrúbka tkanivovej vrstvy epitelu. Toto 
obdobie je charakteristické vysokou intenzitou biosyn- 
tetických procesov v bachorovej stene, ktoré vyžaduji) 
energiu a dostatok prekurzorov pre biosyntézu.

Cielom práce bolo zistiť, ako vplýva morfologický 
a funkčný stav bachora oviec na přestup aminokyselin 
cez bachorový epitel.

MATERIÁL A METÓDY

V pokuse sme použili dve skupiny oviec plemena 
slovenské merino. Prvá skupina dvanástich jahniat vo 
veku páť až šesť týždňov bola krmená tri rázy denne 
z flaše sušeným plnotučným mliekom a senom ad libi­
tum. Druhá skupina dvanástich dospělých oviec s hmot- 
nosťou 30 až 40 kg bola krmená dva rázy denne. Diete- 
tické zloženie kfmnej dávky: sušina 1 177,6 g, 
stravitelné dusíkaté látky 89,06 g a škrobové jednotky 
0,553. Zvieratá mali volný přístup к vodě.

Po usmrtení zvierat i. v. podáním pentobarbitalu sme 
z brušnej dutiny vybrali bachor a odstránili bachorový 
obsah. Prázdny bachor sme premyli studenou vodou 
a vložili do nádoby s Thyrodeho roztokom. Z bachora 
sme oddělili dorzálny bachorový vak a odstránili z ně­
ho svalová vrstvu a na vlastný pokus sme použili ba­
chorový epitel s podslizničným vazivom. Bachorové 
sliznice boli fixované hodvábom na dno valca z PVC 
(priemer 45 mm), pričom mukózna strana sliznice smě­
rovala dovnátra valca. Do valcov sme naliali 50 ml 
roztoku jednotlivých aminokyselin. Válce boli ponoře­
né do skleněných kadiniek, ktoré obsahovali Thyrodeho 
roztok bez aminokyselin. Skleněné kádinky boli umiest- 
nené v prietokovom vodnom kúpeli, ktorý udržiaval 
konštantnú teplotu 39 °C. Roztoky vo valcoch a kádin­
kách boli počas inkubácie premiešavané elektrickými 
miešadielkami. Přestup aminokyselin z mukóznej na 
seróznu stranu bachorovej sliznice bol meraný po 60 mi- 
nútach inkubácie.

V pokuse sme použili šesť aminokyselin usporiada- 
ných do trojíc:
glycín - alanín - leucín; kyselina glutámová - lyzín - 
arginín v troch róznych koncentráciách: 30 000, 3 000 
a 300 pmol/l, pričom každá aminokyselina mala 
uvedená koncentráciu. Koncentrácia aminokyselin na 
mukóznej a seróznej straně bola meraná na automat- 
ickom analyzátore aminokyselin AAT 339.

Použité chemikálie: aminokyseliny (L-alanín, L-gly- 
cín, L-leucín, L-kyselina glutámová, L-lyzín, HC1, L-ar- 
ginín), Serva; ostatně chemikálie - Lachema, Brno, CR.

Z každej ovce (n = 12) sme robili merania na troch 
preparátoch bachorového epitelu. Ich priemerná hodno­

ta bola použitá na štatistické výpočty. Výsledky sú vy- 
hodnotené ako aritmetický priemer ± SEM. Statistická 
významnost' bola stanovená nepárovým Studentovým 
/-testom.

VÝSLEDKY

Porovnáváním koncentrácií trojice aminokyselin Glu, 
Lys a Arg na mukóznej straně bachora (obr. I) sme zis- 
tili signifikantně nižšiu koncentráciu len pri Glu u jah­
niat oproti dospělým ovciam pri 300 pmol/l (198,8 ± 17,6 
oproti 300 ± 13 pmol/l, P < 0,001). Pri ostatných vý­
chodiskových koncentráciách neboli zistené rozdiely 
pre žiadnu z troch sledovaných aminokyselin.

Na seróznej straně bachora sme zistili rozdiely u Glu 
a Arg pri všetkých troch východiskových koncentráciách 
a koncentrácie lyzínu sa statisticky neodlišovali (obr. 2). 
Koncentrácia Glu bola vždy nižšia u jahniat oproti do­
spělým ovciam: pri koncentrácií 30 000 pmol/l 2,74 ± 
0,68 a 8,56 ± 0,34 pmol/l, P < 0,001; pri 3 000 pmol/l 
0,48 + 0,07 a 2,75 + 0,4 pmol/l, P < 0,001. Pri koncen- 
trácii 300 pmol/l sme zistili přestup iba u dospělých 
oviec 0,66 + 0,16 pmol/l a u jahniat bolo na seróznej 
straně nedetekovatelné množstvo. U Arg boli namerané 
niššie hodnoty u jahniat ako u dospělých oviec: pri kon- 
centrácii 30 000 pmol/I 0,7 + 0,18 a 6,66 + 0,62 pmol/l, 
P < 0,001; pri koncentrácií 3 000 pmol/l 0,74 ±0,16 
a 3,68 ± 0,52 pmol/l, P < 0,001: pri 300 pmol/l kon- 
centrácii 1,86 ± 0,06 a 6,6 ± 0.16 pmol/l, P < 0,001.

Porovnáváním koncentrácií trojice aminokyselin 
Gly, Ala a Leu na mukóznej straně bachora (obr. 3) 
sme zistili signifikantně nižšiu koncentráciu len u Leu 
u jahniat oproti dospělým ovciam pri koncentrácií 3 000 
pmol/l (2468 ± 146 oproti 3252 ± 64 pmol/l, P < 0,001) 
a pri 300 pmol/l (268 + 16 oproti 322 + 10 pmol/l, 
P < 0,05). Pri ostatných východiskových koncentráciách 
neboli zistené rozdiely pre žiadnu z troch sledovaných 
aminokyselin.

Na seróznej straně bachora sme zistili rozdiely 
u Gly, Ala a Leu pri východiskových koncentráciách 
30 000 a 3 000 pmol/l a pri koncentrácií 300 pmol/l 
bol rozdiel iba u Leu (obr. 4). Koncentrácia Gly bola 
signifikantně vyššia u jahniat oproti dospělým ovciam: 
pri koncentrácií 30 000 pmol/l 8,46 ± 1,18 a 3,26 ± 
0,48 pmol/l, P < 0,01; pri koncentrácií 3 000 pmol/l 
1,72 ± 0,22 a 0,78 + 0,1 pmol/l, P < 0,01. U Ala boli 
tiež namerané vyššie hodnoty u jahniat ako u dospě­
lých oviec: pri koncentrácií 30 000 pmol/l 6,54 ± 1,04 
a 2,50 + 0,38 pmol/l, P < 0,05; pri koncentrácií 
3 000 pmol/l 1,8 + 0,04 a 0,74 ± 0,18 pmol/l, P< 0,01. 
U Leu boli vyššie namerané hodnoty u jahniat oproti 
dospělým ovciam pri všetkých troch východiskových 
koncentráciách: pri koncentrácií 30 000 pmol/l 6,42 ± 
0,68 a 2,34 + 0,36 pmol/l, P < 0,05; pri koncentrácií 
3 000 pmol/l 1,32 ± 0.42 a 0,58 ± 0,2 pmol/l, P < 0,05 
a pri koncentrácií 300 pmol/l 1,18 + 0,06 a 0,62 ± 
0,06 pmol/l, P< 0,001.
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I iJahňatá1 I —I Dospělé ovce2
1. . J Jahňatá 1 t — I Dospělé ovce 2

I. Koncentrácia aminokyselin na mukóznej straně bachora u jahnial 
a u dospělých oviec po inkubácii. Povodná koncentrácia amino­
kyselin (jimol/1): A = 30 000, В = 3 (Ю0, C = 300; n = 12; priemer 
± SEM; *** P < 0,001) - Concentration of amino acids on mucous 
side of the rumen in lambs and adult sheep after incubation. Original 
concentration of amino acids (p.mol/1): A = 30 000, В = 3 000, C = 
300; n = 12; means ± SEM; *** P < 0.001

1 lambs, 2adult sheep

2. Koncentrácia aminokyselin na seróznej straně bachora u jahniat 
a u dospělých oviec po inkubácii. Povodná koncentrácia amino­
kyselin (pmol/l): A = 30 (XX), В = 3 000, C = 300; л = 12; priemer 
± SEM; *** P < 0,001 - Concentration of amino acids on serous 
side of the rumen in lambs and adult sheep after incubation. Original 
concentration of amino acids (pmol/l): A = 30 (XX), В = 3 000, C = 
300; it = 12; means ± SEM; *** P < 0.001

’lambs, 2adult sheep

DISKUSIA

Z našich pokusov vyplývá, že medzi faktory ktoré 
ovplyvňujú přestup aminokyselin cez bačkorový epitel, 
patří morfologický a funkčný stav bachora prežúvav- 
cov v určitom veku.

Zaujímavé výsledky sme zistili v přestupe kyseliny 
glutámovej. Při koncentrácii 300 pmol/l sme na mu­

kóznej straně zistili signifikantně nižšie hodnoty kyse­
liny glutámovej a na seróznej straně bolo u jahniat jej 
množstvo pod hranicou meratefnosti. Výsledky názna- 
čujú, že úbytok kyseliny glutámovej na mukóznej stra­
ně bachora ešte neznamená, že aminokyselina prestúpi- 
la cez bachorovú stenu a na seróznej straně sa objavila
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3. Koncentrácia aminokyselin na mukóznej straně bachora u jahniat 
a u dospělých oviec po inkubácii. Póvodná koncentrácia ami­
nokyselin (pmol/1): A = 30 000, В = 3 000, C = 300; n = 12; priemer 
± SEM; * P < 0,05, *** P < 0,001 - Concentration of amino acids 
on mucous side of the rumen in lambs and adult sheep after incuba­
tion. Original concentration of amino acids (pmol/1): A = 30 000, 
В = 3 000, C = 300; n = 12; means ± SEM; * P < 0.05, *** P < 0.001

I 1 Jahňatá 1 I- ■ I Dosoelé ovce 2

1 lambs, 2adult sheep

4. Koncentrácia aminokyselin na seróznej straně bachora u jahniat 
a u dospělých oviec po inkubácii. Póvodná koncentrácia aminokyselin 
(pmol/1): A = 30 000. В = 3 000, C = 300; /1=12; priemer ± SEM; * P < 
0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 - Concentration of amino acids on 
serous side of the rumen in lambs and adult sheep after incubation. 
Original concentration of amino acids (pmol/1): A = 30 000. В = 3 000, 
C = 300; /1 = 12; means ± SEM; * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001

'lambs, 2adult sheep

v podobě tej istej aminokyseliny, ako opustila mukóznu 
stranu bachora.

Bachorová stená obsahuje dva enzýmy s aktivitou 
glutamátdehydrogenázy, jeden z nich (pravděpodobně 
adsorbovaný) má bakteriálny povod, zatial' čo druhý je

konštitučný tkanivový enzým (Lenártová a i., 1985). 
Enzým glutamátdehydrogenáza katalyzuje deamináciu 
kyseliny glutámovej na kyselinu a-ketoglutárovú a tiež 
reverznú reakciu.
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U jahniat vo veku asi osem týždňov dochádza к prud­
kému rastu steny bachora. Kým jednotýždňový bachor 
má len tenkú bachorovú stenu a malé papily, už v šies- 
tom týždni sú bachorové epiteliálne buňky drsné a vy­
puklé (Lysons a i., 1976). Glutamátdehydrogenáza može 
byť zapojená do anabolických reakcií (syntéza kerato- 
hyalinových granul a keratinu (Stallcup a i., 1990) 
a móže byť doležitá pri katabolizme proteínov v epiteli 
bachora (Fell a Weekes, 1975). Předpokládáme, že 
v tomto období intenzivnych biosyntetických procesov 
v bachorovej stene u jahniat v dósledku zvýšenej akti­
vity glutamátdehydrogenázy bola kyselina glutámová 
počas 60-minútovej inkubácie rozložená na ct-ketoglu- 
tarát a amoniak. Podobné výsledky dosiahli aj Makar- 
cev a Materikin (1972), ktorí inkubovali bachorovú 
sliznicu s l4C-glycínom a zistili, že uhlíkatý skelet bol 
použitý na syntézu iných aminokyselin.

Bachorová stená je metabolicky aktívna (Šlesárová 
a Teleha, 1983). Bola tu zistená aktivita enzýmov močo- 
vinového cyklu (Chalupa a i., 1970). Rozdiely v přes­
tupe arginínu cez bachorovú stenu jahniat a dospělých 
oviec možno vysvětlit’ tým, že arginín je súčasťou cyk­
lu, v ktorom sa detoxikuje amoniak a vzniká močovina 
(Krvavica a i., 1971; Davenport a i., 1990). Odlišné 
zapojenie arginínu do toho cyklu pravděpodobně súvisí 
s rozdielnou schopnosťou jahniat a oviec utilizovať 
amoniak v bachore.

Výsledky tejto práce ukázali, že existujú rozdiely 
v přestupe aminokyselin cez bachorovú stenu u jahniat 
na mliečnej výživě a u dospělých oviec.
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IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN DOGS WITH JUVENILE
PANOSTITIS

IMUNOLOGICKÉ PARAMETRY U PSÜ S JUVENILNÍ PANOSTITIDOU

M. Faldyna1, P. Trnková2

1 Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic
" Faculty of Veterinary Medicine, Veterinary and Pharmaceutical University, Brno, Czech 

Republic

ABSTRACT: A set of immunological tests, expressing the activity of both cellular and humoral immunity, was used to 
examine peripheral blood samples collected from thirty canine patients suffering from juvenile panostitis. Sixteen dogs were 
sampled before and fourteen different dogs during the treatment. Increased numbers of eosinophilic and neutrophilic granu­
locytes were found in 43.3% and 23.3% of the patients, respectively. An increase in the concentration of blood serum 
lysozyme, reduced activity in the lymphocyte blastic transformation test and an increased number of monocytes were demon­
strated in 16.7%, 10% and 6.7%) of them, respectively. A comparison of mean values among group of normal dogs and of 
patients sampled before, or during the treatment period showed significant differences in test of chemiluminiscence and in 
levels of circulating immunocomplexes and lysozyme. These differences reflect probably secondary changes associated with 
the inflammation. It is concluded that, generally, the immune system is not significantly involved in the pathogenesis of 
canine panostitis. Possible local effects were not detectable by the set of tests used in our investigation.

dog; panostitis juvenilis; cellular immunity; humoral immunity

ABSTRAKT: Periferní krev třiceti psu rozdílných plemen s diagnózou panostitis byla vyšetřena na aktivitu imunitního 
systému. Byly provedeny testy aktivity buněčné složky imunitního systému (celkový a diferenciační počet leukocytů, test 
fagocytózy methakrylátových částic, test chemiluminiscence, test blastické transformace lymfocytů a zastoupeni subpopulací 
lymfocytů metodou průtokové cytometrie) i stanovení některých sérových faktorů (koncentrace celkových imunoglobulinů, 
hladina sérového lysozymu. hladina cirkulujících imunokomplexů a ANA-test). Krev šestnácti psů byla odebrána před zahá­
jením a krev čtrnácti psů po zahájení terapie. Srovnáním jednotlivých vyšetřených psů s našimi referenčními hodnotami bylo 
zjištěno, že 43,3 % psů mělo vyšší počet eosinofilních granulocytů, 23,3 % mělo vyšší počet neutrofilních granulocytů, 16,7 % 
mělo vyšší hladinu sérového lysozymu. 10 % psů mělo nižší aktivitu lymfocytů v testu blastické transformace a 6,7 %) mělo 
vyšší počet monocytú. Srovnáním průměrných hodnot tři skupin - kontrolních psů. psů vyšetřených před zahájením terapie 
a psů vyšetřených až po zahájení terapie - byly zjištěny některé statisticky významné rozdíly. Tyto rozdíly byly nalezeny 
v testu chemiluminiscence a v hladině sérového lysozymu u skupiny vyšetřené po zahájeni a v množství cirkulujících imu­
nokomplexů u skupiny vyšetřené před zahájením terapie. Tyto změny ale jsou patrně až sekundární a souvisí se zánětem. 
Proto se dá usuzovat, že imunitní systém na úrovni celého organismu nemá významný podíl na vzniku a rozvoji panostitidy 
psů. Tyto údaje nevylučují možnost změn na lokální úrovni, toto ale nelze námi použitými testy postihnout.

pes; panoslitis juvenilis; buněčná imunita; humorálni imunita

INTRODUCTION

Juvenile panostitis (JP) is known by other names, 
including juvenile osteomyelitis, canine panosteitis, 
osteomyelitis of young dogs, enostosis and eosinophilic 
panosteitis. JP is a disease with unknown ethiology, 
diagnosed most frequently in young dogs of larger 
breeds, including particularly German Shepherds, Do­
berman Pinschers, Great Danes, Pointers, Irish Setters,

Airedale Terriers, Labradors, and Pitbull Terriers, while 
medium and small breeds are affected only rarely. Thus 
86 of a set of 100 dogs suffering from JP and examined 
by Böhning et al.(1970) were German Shepherds. JP 
develops most frequently in dogs aged 5 to 15 months, 
extreme recorded ages were 2 months and 5 years. 
Males are affected more often than females. The set of 
100 dogs examined by Böhning et al. (1970) consisted 
of 79 males and 21 females.

* Supported by Faculty of Veterinary Medicine. Veterinary and Pharmaceutical University. Brno. Czech Republic (Internal grant No. 8102632) 
and by the Ministry of Agriculture of the Czech Republic (Grant No. EP6082).
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JP is a painful disease of long bones affecting dia­
physes and metaphyses and characterized by medullar 
endostosis and, in some patients, formation of subpe- 
riostaeal neoplastic structures. The inflammation usu­
ally develops in a single long bone (most frequently 
humerus, radius, ulna, femur, or tibia). Lesions in sev­
eral bones are found in approx. 25% patients. Clinical 
signs may disappear temporarily. The most apparent 
signs are mild to severe lameness and strong palpatory 
pain at the affected site. Decisive for the diagnosis of 
JP are radiograms showing an increase in intramedullar 
opacity, endosteal thickening and laminar smooth 
thickening of the bone. Radiological examination 
also allows the distinction between JP and other dis­
eases manifested by lameness, such as hypertrophic 
osteodystrophy, osteochondrosis dissecans and incom­
plete fractures.

Although several hypotheses concerning the cause 
of JP, including infectious or hereditary factors, temporal 
vascular anomalies, allergic or autoimmune reactions, 
and metabolic disorders, have been postulated (Barrett 
et al.. 1968; Evers, 1969; Turnier and Silverman, 
1978), none of them has been confirmed so far. 
Böhning et al. (1970) obtained negative results of bac­
teriological examination ofradiodense bone lesions and 
found normal blood serum concentration of calcium 
and phosphorus and activity of alkaline phosphatase, 
while Yoshizawa et al. (1989) pointed out a marked 
increase in the activity of alkaline phosphatase in their 
case report. Only symptomatic treatment, consisting in 
the administration of non-steroid antiinflammatory 
drugs, analgetics and antibiotics, is possible owing to 
the unknown cause of the disease. Absolute quiet of the 
patient for at least three weeks and a balanced ration 
are necessary for successful treatment of the disease.

The aim of our investigations was to assess the role 
of the immune system in the pathogenesis of JP.

MATERIAL AND METHODS

Animals

Thirty dogs of various breeds suffering from panos­
titis and treated at the Clinic of Surgery and Orthopae­
dics of University of Veterinary and Pharmaceutical 
Sciencies, Brno, were tested for immunological pa­
rameters. The set with a mean age of 13.2 months (range 
4 months to 4 years, 25 dogs were younger than 
15 months) included twenty males and ten females. 
Panostitis was diagnosed on the basis of clinical signs 
and radiographic findings. Most of them were German 
Shepherds (12 = 40%), followed by Doberman Pinschers, 
English Setters and Rottweilers. The period from be­
ginning of clinical manifestation to start of treatment 
was different. Blood samples of sixteen dogs were col­
lected before starting the therapy (referred to as un­
treated henceforth). Blood samples of fourteen differ­

ent dogs were collected in period five to seven days 
after starting the therapy. The patients were treated 
with Finadyne pro inj. (Essex, Germany, Flunixinum 
meglunicum 83 mg/ml, 1 ml per 40 kg live weight, i.v.) 
and Clamoxyl L.A. inj. ad us. vet. (Smith Kline 
Beecham Animal Health, Belgium, Amoxycillinum 
150 mg/ml, I ml per 10 kg live weight, i. m.). A control 
group included thirty-four clinically healthy dogs.

Blood collection

Blood was collected from vena cephalica antebrachii. 
Heparin (15 i.u./ml) was used as an anticoagulant for 
tests of cell activity. Blood for serological tests was 
collected without anticoagulant. The samples were 
processed in the day withdrawal.

Immunological tests

Total and differential leukocyte counts. Total leuko­
cyte counts were determined using the Digicell 500 cell 
counter (Contraves AG, Switzerland). Differentia! leu­
kocyte counts were calculated from blood smears 
stained with May-Grünwald and Giemsa-Romanowski.

Phagocytosis of methacrylate particles. Phagocy­
tosis by neutrophils and monocytes of methacrylate par­
ticles (MSHP, Artim, Prague) was determined in the 
whole blood using a modification (Toman and Pšikal, 
1985) of the test described by Větvička et al. (1982).

Chemiluminiscence test. Metabolic activity of neu­
trophils and monocytes was expressed as their chemi­
luminiscence after reaction with luminol (Allen et al.. 
1972) in a test modified for canine blood (Makimura 
and Sawaki, 1992). Results were read using the BioOr­
bit 1251 luminometer (BioOrbit Oy. Finland).

Lymphocyte transformation test. Canine lympho­
cytes were separated from blood in a cell separating 
medium with a density of 1.077 g/ml (Verografin. 
Léčiva Prague) and their activity after stimulation with 
phytohaemagglutinin (PHA), concanavalin A (ConA), 
or pokeweed mitogen (PWM) was tested using the lym­
phocyte transformation test (Kristensen et al., 1982). The 
incorporation of ^H-thymidine was measured with the 
liquid scintillation counter Packard Tricarb CA 1600 
(Canbera-Packard Instruments).

Flow cytometry. Lymphocyte subsets were enumer­
ated in ten blood samples by flow cytometry. The enu­
meration was done using the indirect whole blood lysis 
technique. Fifty I of blood was incubated with mono­
clonal antibodies at room temperature for 15 min and 
subsequently treated with a haemolytic solution (8.26 g 
NH4C1, Ig KHCO3 and 0.037 g Na4EDTA in 1 litre of 
distilled water). After centrifugation and removal of the 
supernatant, secondary antibody was added and the sus­
pension was incubated at 4 °C for 20 min. Three ml ol 
washing solution (Ig natrium-azid and 1.84 Na4EDTA
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in 1 litre of PBS) was added into all tubes, the suspen­
sion was centrifuged and after removal of supernatant, 
the cells were resuspended in the washing solution sup­
plemented with paraformaldehyde. The enumeration 
was done using the flow cytometer FACSCalibur (Bec­
ton Dickinson, Mountain View, CA) immediately, or 
the samples were kept overnight at 4 °C.

Murine monoclonal antibodies anti-canine CD3 
(CA17.2A12), CD4 (CA13.1E4), CD8a (CA9.JD3), 
and CD2I (CA2.1D6) kindly provided by P. Moore 
(Davis,USA) and murine anti-CD8a (DOGI0.8E) 
kindly provided by E. Kremmer (Munich, Germany) 
were used as primary antibodies. These antibodies were 
presented at the first canine leucocyte antigens work­
shop (Cobbold and Metcalfe, 1994). Fluorescein 
isothiocyanate-labelled swine anti-mouse immuno­
globulin (SwAM-FITC, Sevac, Prague) was used as 
a secondary antibody.

Total immunoglobulins. The total immunoglobulin 
concentration was determined spectrophotometrically 
measuring the turbidity resulting from the addition of 
zinc sulfate to serum. The procedure was a modifica­
tion (Krejčí, 1975) of the method described by Mc­
Ewan et al. (1970).

Lysozyme level. The concentration of lysozyme in 
blood serum was determined by a spectrophotometric 
measurement of clarification of a Micrococcus lysode- 
icticus suspension as described by Richter and Procházk­
ová (1986), in a modification described by Toman et 
al. (1997b).

Circulating immunocomplexes (CIK). The concen­
tration of CIK in blood serum were determined by 
nephelometric detection of soluble antigen-antibody com­
plexes after their precipitation with polyethylenglycol 
(Hašková, 1986).

Antinuclear antibody (ANA)-test. An impression 
of rat liver was made on a slide and fixed with a frozen 
(-13 °C) mixture of methanol and acetone (1 : 1). Then 
1-2 p.1 of the tested serum, positive (VMRD, Inc., Pull­
man, WA) and negative control were added on impres­
sion and were incubated at room temperature for I hour. 
After washing with PBS, fluorescein-isothiocyanate-la­
belled rabbit anti-canine IgG, prepared in our labora­
tory, was added and the slide was incubated at room 
temperature for I hour. After washing, a drop of glyc­
erine with PBS was added on impression. The sample 
was viewed using a fluorescence microscope.

Evaluation of results and statistical analysis

The results of the immunologic tests were used for 
both individual immunologic diagnoses and for the 
comparative assessment of the activity of the immune 
system in groups at the same stage of treatment and 
group of clinically normal dogs. Individual immu­
nologic diagnoses were determined in terms of criteria 
for reduced or increased activities in immunological 
tests (Toman el al., 1997b). A comparation of lympho­
cyte subsets distribution was done using the distribu­
tion patterns found in Beagle dogs of the same age by 
Faldyna and Toman (1998) as reference values. Statis­
tical analysis was done using the programme STAT 
plus version 1.10 (Matoušková et al., 1992). Mean val­
ues, standard deviations and statistical significance us­
ing Student’s T-test were calculated.

RESULTS

Comparison with our reference values of the data 
obtained in individual patients showed increased pe­
ripheral eosinophil counts in thirteen (43.3%) animals, 
the increase being marked in five of them. Six of them 
were sampled before and seven after the treatment had 
been started. Increased peripheral neutrophil counts 
were found in seven (23.3%) dogs including four un­
treated and three treated ones. Increased blood serum 
lysozyme levels were demonstrated in two untreated 
and three treated (16.7%) dogs and reduced values in 
blastic transformation test and increased counts of pe­
ripheral monocytes in three (10%) and two (6.7%) 
dogs, respectively.

Tab. I contains data on total and differential leuko­
cyte counts. An insignificant decrease in total leuko­
cyte counts, involving neutrophil granulocytes and 
lymphocytes, and insignificant increases in counts of 
peripheral eosinophil granulocytes were observed in 
both groups affected by panostitis. Relative counts of 
eosinophils were 10.1 ± 7.3 and 9.5 ± 6.7 in groups 
affected dogs and 3.1 ± 2.6 in control dogs.

Tab. II shows values of phagocytary activity expressed 
in terms of percentages of phagocytizing neutrophil 
granulocytes and monocytes and metabolic activity of 
phagocytizing cells measured using the chemiluminis­
cence test. Data demonstrate a higher spontaneous, i. e.

I. Leukocyte counts of dogs with panostitis

Control dogs 
(/i = 34)

Affected dogs untreated 
(n = 16)

Affected dogs treated 
(л = 14)

Leukocytes (109/l) 10.7 ± 2.7 9.5 ± 2.4 9.5 ± 2.2 '

Lymphocytes (109/l) 3.6 ± 1.5 2.8 ± 0.9 2.9 ± 1.0

Neutrophils (IO9/1) 6.3 ± 2.5 5.2 ± 1.8 5.1 ± 1.6

Monocytes (IO9/1) 0.4 ± 0.3 0.5 ± 0.4 0.5 ± 0.3

Eosinophils (IO9/I) 0.3 ± 0.3 0.9 ± 0.7 0.9 ± 0.8
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unstimulated chemiluminiscence and consequently sig­
nificantly lower stimulation indexes in the treated dogs.

The results of lymphocyte blastic transformation test 
are shown in Tab. III. The only significant difference 
was a weaker response to the stimulation with the 
pokeweed mitogen in the untreated group when com­
pared with controls.

Tab. IV contains blood serum characteristics includ­
ing levels of total immunoglobulins, circulating immu­
nocomplexes and lysozyme. The significant difference 
was found in the level of circulating immunocomplexes 
between the untreated and the control groups, and in 
the level of serum lysozyme between the treated and 
the control groups. All ANA-tests were negative.

Absolute counts of lymphocyte subpopulations are 
given in Tab. V. The percentages obtained in individual 
groups were comparable, but absolute total and sub­
population counts were lower in the groups affected by 
panostitis.

DISCUSSION

Non-specific activity of the immune system was tested 
in twenty male and ten female dogs aged 4 months to 
4 years (mean age 13.2 months) suffering from panos­
titis. German Shepherds were affected most frequently 
(40% of the patients). Similar findings as to the age and 
breed were published by Cotter el al. (1968), Hardy and 
Stockman (1969), and Böhning el al. (1970).

A comparison with our reference values obtained in 
normal dogs (Toman et ah, 1997b) showed an increase 
in eosinophilic granulocyte counts in 43.3% of the pa­
tients. While Hardy and Stockman (1969) reported this 
increase in 35% of their patients, Böhning et al. (1970) 
described it on only one of twenty-one patients tested 
for differential counts of leukocytes. Cotter et al. 
(1968) did not classify their findings as eosinophilia, 
hut they compared their data with values published hy 
Schalm (1961). In case of comparation with the refer-

II. Phagocytic activity of dogs with panostitis in test of phagocytosis of methacrylate particles and chemiluminiscence test

Control dogs 
(/z = 34)

Affected dogs untreated 
(// = 16)

Affected dogs treated 
(/z = 14)

Phagocytosis (%) 77.6 ± 20.8 74.5 ±15.1 74.1 ± 14.3

Chemiluminiscence test unstimulated cells (mV)

Stimulation index

0.9 ± 0.5

53.1 ± 17.4

1.2 ±0.6

43.0 ± 18.9

1.7 ± 0.6**

28.6 ±11.3** '

stimulation index - ratio of activated and unstimulated cells

* p < 
A p.

: 0.05 for untreated vs. treated
c 0.01 for control vs. treated

III. Activity of lymphocytes of dogs with panostitis in lymphocyte transformation test

Control dogs 
(л = 34)

Affected dogs untreated 
0« = 16)

Affected dogs treated
(/z = 14)

Rest cells (CPM) 260 ± 139 211 ± 132 278 ± 151

Stimulation index

PHA 43.2 ± 25.5 39.3 ±17.1 40.8 ± 24.6

ConA 1 42.1 ± 28.7 43.4 ± 24.9 49.8 ± 22.5

ConA 2 40.5 ± 29.4 32.6 ± 19.6 38.0 ± 20.6

PWM 36.2 ±19.8 24.3 ± 12.0* 34.2 ± 20.6

* P < 0.05 for control vs.untreated 
CPM - count per minute

IV. Serological parameters of dogs with panostitis

Control dogs 
(zz = 34)

Affected dogs untreated 
(zz = 16)

Affected dogs treated 
(zz = 14)

Total Ig (g/l)

CIK

Lysozyme (g/l)

7.4 ± 3.3

16.9 ± 9.9

2.5 ± 1.1

8.1 ± 3.9

23.8 ± 12.5*

2.4 ± 1.4

7.3 ± 1.8

27.8 ± 22.6
3.3 ± l.2A

* P < 0.05 for control vs.untreated
KP < 0.05 for control vs. treated
Ig - immunoglobulins
CIK - circulating immunocomplexes
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Beagle dogs of the same age
V. Lymphocyte subpopulation of dogs with punostitis and healthy

Lymphocytes
Healthy Beagle

(л = 7)

Dogs with 
panostitis 
(л = 10)

Total (10ч/1) 4.0 ± 0.3 2.8 ± 0.9*

СОЗ -positive (109/1) 3.1 ±0.3 2.2 ± 0.5*

CD2I -positive (10‘'/1) 0.6 ± 0.2 0.5 ± 0.3

CD4 -positive (109/1) 1.7 ±0.3 1.1 ±0.4*

CD8 -positive (109/1) 0.8 ± 0.1 0.5 ± 0.2*

CD4/CD8 ratio 2.5 ± 0.5 2.6 ± 1.2

• P < 0.01

ence values described by Toman et al., 1997b, eos­
inophilia would be diagnosed in four (25%) of their 
dogs used for obtaining. It is evident that the diagnosis 
of eosinophilia is a matter of setting the upper limit of 
the normal range.

Between-group differences in the results of chemi­
luminiscence test and concentrations of blood serum 
lysozyme in the dogs suffering from IP were apparently 
due to the stage of the condition, because there was 
a one-week difference between the group sampled dur­
ing the treatment period and that sampled before the 
treatment period. Both groups affected by JP showed 
higher concentrations of circulating immunocomplexes 
than the control group of clinically normal dogs. The 
nonsignificant character of this increase in the group 
sampled during the treatment period apparently re­
sulted from higher SD. Clinical relevance of this in­
crease is reduced by the fact that the nature and type 
of the antigen components were not identified. In spite 
of the statistical significance, the increase did not ex­
ceed the upper limit of our reference values in any of 
the patients and therefore it cannot be considered rele­
vant to the pathogenesis of JP.

The distribution of lymphocyte subpopulation in the 
dogs affected by JP was compared with results obtained 
in a group of Beagle dogs of the same age published 
previously (Faldyna and Toman, 1998). However, 
breed effects, that may play an important role as indi­
cated by Toman et al. (1997a) were disregarded. 
Despite this fact, or just therefore, no differences in the 
percentages of individual subpopulations were found. 
The differences in absolute counts were apparently due 
to the lower total lymphocyte counts in the groups af­
fected by JP.

The results presented here allow us to conclude that 
none of the parameters of the immune status in dogs 
affected by JP is suggestive of the participation at the 
level of the whole organism in the pathogenesis of this 
condition. On the other hand, local effects, such as that 
of interleukin-1 cannot be precluded. The production of 
this cytokine is stimulated by various substances in­
cluding adjuvants administered as vaccine components 
repeatedly particularly to younger dogs. The effects of 
interleukin-1 on bone is characterized by a decrease of

the concentration of alkaline phosphate in osteoblasts 
and an increase in the colagenase activity in osteo­
clasts. The effects of interleukin-1 on bone may be 
more marked during the growth phase in pups of large 
breeds.
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IMPAIRMENT OF NEUTROPHIL AND LYMPHOCYTE FUNCTIONS
IN DOGS WITH UNCOMPLICATED AND PYODERMA
COMPLICATED DEMODICOSIS

POŠKODENIE FUNKCIE NEUTROFILOV A LYMFOCYTOV U PSOY 
S NEKOMPLIKOVANOU DEMODIKÓZOU A DEMODIKÓZOU
KOMPLIKOVANOU S PYODERMOU

J. Mojžíšová, Š. Paulik, D. Baranova

University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak republic

ABSTRACT: The objective of investigation was to determine the degree of phagocytic ability of neutrophils and lymphocyte 
blastogenesis in dogs with different duration of uncomplicated localized (LD) and generalized (GD) demodicosis, in compa­
rison with the values in dogs with demodicosis complicated with pyoderma and the clinically normal dogs. At the time of 
analysis, the dogs received no medical therapy. Pyoderma was detected in the group of dogs which exhibited GD over five 
weeks from the appearance of clinical signs. Depression of phagocytic activity (% of phagocytosis) and ingestion capacity 
(index of phagocytic activity) have been demonstrated in the dogs suffering from GD. but not in the LD dogs. Neutrophil 
dysfunction depended on the duration of clinical signs manifestation. Neutrophils from the dogs with pyoderma complicated 
GD exhibited significantly lower ingestion capacity than those from the dogs with uncomplicated GD. It was proposed that 
the presence of bacterial infection may be related to the neutrophil alteration initiated by demodicosis. Lymphocyte blasto­
genesis suppression to Con A accompanied not only uncomplicated GD, but also LD. This immunosuppression develops with 
the duration of clinical disease. Lymphocytes from the dogs with uncomplicated GD and pyoderma complicated GD responded 
to Con A equally, however their response was significantly lower in comparison with the control. We do not assume that the 
immunosuppression in the investigated dogs with complicated GD was due to the secondary bacterial infection. In conclusion, 
the dysfunction of both lymphocytes and neutrophils could predispose to the development of secondary pyoderma, a common 
sequela to generalized demodicosis.

dogs; demodicosis; neutrophils; lymphocytes; phagocytic activity; blastogenesis

ABSTRAKT: Predmetom štúdia bolo určit úroveň fagocytárnej schopnosti neutrofilov a blastogenézy lymfocytov u psov 
s rozdielnym trváním nekomplikovanej lokalizovanej (LD) a generalizovanej demodikózy (GD) v porovnaní s hodnotami 
u psov s demodikózou komplikovanou pyodermou a klinicky zdravých psov. Počas doby sledovania psy neboli podrobené 
žiadnej terapii. Pyoderma bola zistená u skupiny psov s generalizovanou demodikózou trvajůcou viac ako pat týždňov od 
objavenia sa klinických príznakov. Zníženie fagocytárnej aktivity (percento fagocytózy) a ingesčnej kapacity (index fagocy­
tárnej aktivity) bolo preukázané u psov s GD, ale nie u psov s LD. Dysfunkcia neutrofilov bola závislá na trvaní manifestácie 
klinických príznakov. Neutrofily psov s GD komplikovanou s pyodermou mali signifikantně nižšiu ingesčnú kapacitu ako 
neutrofily psov s nekomplikovanou GD. Předpokládáme, že přítomnost' bakteriálnej infekcie je vo vztahu к alterácii neutro­
filov iniciovanej demodikózou. Supresia lymfocytárnej blastogenézy ku Con A doprevádza nielen nekomplikovanú GD, ale 
aj LD. Táto imunosupresia sa vyvíja s trváním klinického ochorenia. Lymfocyty psov s nekomplikovanou GD a GD kompli­
kovanou pyodermou reagovali na Con A podobné, avšak ich reakcia bola signifikantně nižšia v porovnaní s kontrolou. 
Nepředpokládáme, že imunosupresia u vyšetřovaných psov s komplikovanou GD bola dósledkom sekundárnej bakteriálnej 
infekcie. Záverom je možné konštatovať, že dysfunkcia lymfocytov a neutrofilov mohla byť predispozičným faktorom pre 
rozvoj sekundárnej pyodermy, obvyklého následku generalizovanej demodikózy.

psy; demodikóza; neutrofily; lymfocyty; fagocytárna aktivita; blastogenéza

INTRODUCTION

Demodicosis is a frequent skin disease of dogs (Sischo 
et al., 1989; Toman et al., 1996) associated with modu­
lation of host’s immunity (Lemarie, 1996; Paulik et al., 
1996a). The most frequently studied immune aspect of

this disease is a suppression of cellular immunity, espe­
cially in view of lymphocytic reactivity to T-cell mitogens 
(Scott et al., 1974, 1976; Corbett et al., 1975, 1976; 
Healey and Gaafar, 1977; Barta et al., 1981; Barriga et 
al„ 1992; Paulik et al., 1996b, c and others) and recently 
in view of suppression of interleukin-2 production (Le­
marie and Horohov, cit. Lemarie, 1996).
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There is only a limited number of reports dealing 
with the activity of non-specific immunity in demodi- 
cosis, even those available are in contradiction. While 
Scott (cit. Muller et al., 1989) and Toman el al. (1995) 
did not report any deficiency in the functional activity 
of neutrophils, others demonstrated suppression of 
spontaneous and chemotactic motility (Latimer et al., 
1983; Schmitt et al., 1994) and decrease in phagocytic 
activity (Schmitt et al., 1994) of these blood cells.

Pathogenesis of demodicosis has not yet been com­
pletely understood. Many questions have not yet been 
explained. They concern for example the always pro­
claimed (Muller et al., 1989; Georgi and Georgi, 1992; 
Ginel, 1996), but not yet proved hereditary defect of 
T-cells; the principle (an effect of scrum factor only) 
of immunosuppression (Hirsh et al., 1975; Kraiß, 1987; 
Paulik et al., 1996b) and the immunopathogenesis of 
juvenile-onset or adult-onset of demodicosis (Scott et al., 
1976; Wilkie et al., 1979; Krawiec and Gaafar, 1980; 
Duclos et al., 1994); and even the very cause (uncom­
plicated demodicosis or pyoderma associated demodi­
cosis) of immunosuppression associated with clinical dis­
ease (Scott et al., 1976; Barta et al., 1983; Barriga et al., 
1992; Paulik et al., 1996c; Toman et al., 1996).

This study was undertaken: 1) To assess the degree 
of phagocytic ability of blood neutrophils in demodec­
tic dogs exhibiting clinical signs of varying duration, 
taking into consideration blood lymphocyte reactivity 
to mitogen; 2) To assess an association between the 
suppression of lymphocyte blastogenesis and demodi­
cosis without or with pyoderma taking into considera­
tion the phagocytic ability of neutrophils.

MATERIAL AND METHODS

Animals and protocol

The observations were carried out on 12 healthy 
dogs (7 breeds) and 28 dogs with demodicosis. Three 
of the healthy dogs were males and nine were females. 
Average age of healthy dogs was 1.3 years (4 mo. to

4 yr. old). These dogs came from private owners and 
were examined together with sick dogs.

Fifteen dogs (5 breeds; 6 males and 9 females; of 
average age 1.1 .years, 6 mo. to 2 yr. old) from the sick 
dogs were diagnosed clinically as having active local­
ized demodicosis (LD; persisted for 1-10 weeks) and 
13 (6 breeds; 8 males and 5 females; of average age 
1.4 years, 5 mo. to 5.0 yr. old) as having active general­
ized demodicosis (GD; persisted for 4-16 weeks). The 
diagnosis was confirmed parasitologically. None of the 
dogs with LD and GD with the disease duration of less 
than 5 weeks showed clinical signs of pyogenic derma­
titis at the time of investigation. From the GD dogs that 
had skin lesions for more than 5 weeks, superficial 
pyoderma was clinically and bacteriologically (.Staphy­
lococcus aureus') diagnosed in 4 dogs. The phagocytic 
ability of blood neutrophils and the blastogenesis of 
blood lymphocytes in demodicosis affected dogs were 
investigated (according to acceptance of sick dogs at 
our clinic for small animals) by the same procedures as 
in clinically healthy dogs. At the time of analysis, the 
dogs did not receive any pharmacotherapy. Animals 
were divided to groups and evaluated according to Tab. I.

Examination

Blood samples were obtained from the v. cephalica 
and placed into a lube containing heparin (5 units/ml 
of blood).

Phagocytic ability of blood neutrophils. Evaluation 
was carried out as described by Větvička et al. (1982), 
using the phagocytosis of 2-hydroxyethylmetacrylate co­
polymer particles (MSHP. diameter: 1.2 pm; ARTIM 
Prague). Fresh heparinized blood in volume of 0.1 ml 
was mixed with 0.05 ml of MSHP suspension. The 
mixture was incubated for 1 hour at 37 °C with occa­
sional shaking. Phagocytic activity (PA) was expressed 
from the number of neutrophils (by differentiation of 
200 leukocytes) as the percentage of cells able to 
phagocytize more than 3 MSHP. The index of phago­
cytic activity (IPA) was calculated as the ratio of the

1. Groups of dogs with demodicosis used in this study

Groups ot dogs
Time affected

Number of dogs
week mean ± SD

1. both groups (2. + 3.) 1-10 5.6 ± 2.7 15

LD 2. to 5 weeks 1-5 3.3 ± 1.5 7

3. over 5 weeks 6-10 7.6 ± 1.5 8

1. both groups (2. + 3.) 4-16 8.2 ± 3.9 13

2. to 5 weeks 4-5 4.5 ± 0.5 5

GD 3. over 5 weeks 6-16 10.5 ± 3.1 8

3a. (GD) 6-16 10.5 ± 4.4 4

3a. (GD + SP) 9-12 10.5 ± 1.7 4

LD = localized demodicosis
GD = generalized demodicosis
GD + SP = GD complicated with superficial pyoderma
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number of phagocytized MSHP and the number of 
phagocytizing cells.

Blastogenic response of blood lymphocytes to mi­
togen. The lymphocytes were isolated using the Ficoll 
(Pharmacia Biotech AB, Sweden), according to the 
method described by Procházková (1979). The majority 
(> 95%) of isolated cells were defined as mononuclear

RESULTS

The comparison of parameters of phagocytic ability 
of blood neutrophils and blood lymphocyte blastogene- 
sis in investigated groups of dogs with demodicosis and 
the control group (C group) is shown in Tab. II. The 
percentage of phagocytic neutrophils was significantly

11. Phagocytic capacity of blood neutrophils and blastogenesis of blood lymphocytes in dogs with different duration of demodicosis

Groups of dogs
Parameters

PA (%) IPA SI

LD 1. to 5 weeks

2. over 5 weeks

66.0 ± 8.2м
50.1 ± 12.0bx

7.0 ± 1.7

6.2 ± l.9a

4.7 ± 1.6x °-b

2.1 ± 0.8x b

GD 1. to 5 weeks

2. over 5 weeks

53.4 ± 7.3ad

37.4 ± 11.6x M

6.0 ± 1.4b

3.1 ± 1.3xab
2.9 ± 0.5x a c

I.4±0.4xc

Control 59.2 ± 8.4 7.2 ± 2.8 7.8 ± 1.8

LD and GD = see Tab. I; PA (%) = phagocytic activity; 1PA = index PA; SI = stimulation index
x = P < 0.001 (vs. control)
PA: a, b = P < 0.05, c, d = P < 0.025
IPA: b = P< 0.01, a = P< 0.005
SI: a = P < 0.05, b. c = P < 0.001 (the values designated by the same letter are significantlly different)

cells. Viability of these cells exceeded 95%, as deter­
mined by trypan blue exclusion. The cultivation, mitogen 
stimulation and the measurement of response of lympho­
cytes to Con A by ethidium bromide (EB) fluorescence 
assay were investigated, as described in our previous 
paper (Paulik et al., 1996b). Briefly, separated cells 
were resuspended in culture medium (RPMI 1640 con­
taining 15% autologous dog serum) to give 1 x 106 cells 
per ml. Five hundred microliters of the lymphocyte 
suspension were cultured in the presence of 500 Ц1 of 
the mitogen concanavalin A (25 pg/ml; Sigma Chemi­
cal Co., USA). As a control, 500 Ц1 of the culture me­
dium was added instead of the mitogen. The cultures 
were set up in triplicate and incubated at 37 °C and 5% 
CO2 in humidified air for 96 hours. After incubation 
cell pellets of samples were solubized with sodium do­
decyl sulphate (Aldrich Chemie, Germany) solution 
and kept at room temperature for 30 minutes. After­
ward, EB (Aldrich Chemie, Germany) solution was 
added. Mixtures without lymphocytes were used as 
a background of fluorescence intensity (FI). FI was meas­
ured by a spectroflurometer (Jasco FP-550, Japan). Stimu­
lation index was calculated as follows: (A-C)/(B-C); 
where A is mean FI with mitogen, В is mean FI with­
out mitogen, C is background FI.

Statistical analysis

Data obtained were expressed as mean ± standard 
deviation and analysed by Student’s r-test. Only the 
P values equal to 0.05 or smaller than 0.05 were con­
sidered statistically significant.

lower only in the GD dogs (groups 2) when compared 
with C group. The comparison of groups (i.e. 1 and 2) 
between LD and GD dogs revealed a significant reduc­
tion in the percentage of phagocytic neutrophils in GD 
dogs in all the cases. A significantly higher number of 
neutrophils phagocytized in the LD and GD dogs that 
showed signs of clinical disease for less than 5 weeks 
from the appearance of the first skin lesions (i.e. group 
1 in LD and GD) in comparison with the dogs mani­
festing clinical signs over 5 weeks (i.e. group 2 in LD 
and GD). The index of phagocytic activity was signifi­
cantly decreased only in GD dogs (group 2) when com­
pared with the C group. Significantly lower IPA values 
were found in the GD dogs of group 2 when compared 
with the same groups (i.e. group 2) in the LD dogs. No 
significant difference was observed between group I of 
LD and GD dogs. The comparison of the degree of IPA 
in LD and GD dogs that show clinical signs for less 
and more than 5 weeks from the appearance of the first 
skin lesions has demonstrated a significant reduction 
only in the GD dogs of group 2.

A significant decrease in SI values was observed in 
all groups of LD and GD dogs when compared with 
those in the group C. Significantly lower blastogenesis 
of lymphocytes was observed in group 1 of GD dogs 
when comparing groups 1 and 2 between LD and GD 
dogs. No significant difference was observed between 
groups 2 of LD and GD dogs. In both LD and GD dogs, 
SI values were significantly higher in dogs with shorter 
duration of clinical disease (i.e. group I).

When LD dogs of group 1 were divided into 2 sub­
groups (2A = disease lasting for 1-3 weeks, n = 4; 2B = 
disease lasting for 4-5 weeks, n = 3) regarding skin 
lesion duration, only SI value in dogs of subgroup 2B
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I. Blastogenic response of blood lymphocytes to mitogen in dogs 
with different duration of LD to 5 weeks from the appearance of 
clinical signs

SI = stimulation index
2A = dogs with 1-3 week demodicosis
2B = dogs with 4-5 week demodicosis
C = control
x = P < 0.001 (vs.control)
• = P < 0.025 (vs. 2A)

was significantly lower in comparison with the group 
C (Fig. 1). In four dogs from group 3 (л = 8, Tab. I) 
of dogs with CD, demodicosis was complicated with 
superficial pyoderma. When these dogs (group CD + SP, 
disease lasting on average 10.5 ± 1.7 weeks) were com­
pared to four dogs with uncomplicated GD (group GD, 
disease lasting on average 10.5 ± 4.4 weeks) no signifi­
cant difference was found in lymphocyte blastogenesis. 
However, lower IP A (P < 0.05) and PA (.P > 0.05) 
values were observed. All parameters investigated in 
GD + SP and GD groups were significantly lower in 
comparison with the control dogs (Tab. III).

DISCUSSION

The results reported in this paper demostrate the de­
gree of phagocytic ability of blood neutrophils in the 
dogs with different duration of uncomplicated LD and 
GD with regard to lymphocyte blastogenesis, in com­
parison with those in the clinically healthy dogs and the 
dogs with demodicosis complicated with pyoderma.

Significant depression of the PA and IPA values was 
observed only in the GD dogs with the duration of 
clinical disease exceeding 5 weeks. Neutrophil dysfunc­
tions in the dogs with chronic demodicosis complicated 
with bacterial infection with regard to random and chemo­
tactic movement were described previously (Latimer et 
al., 1983). One report demostrated that GD is accom­
panied by depression of the IPA values, bactericidal 
capacity and chemotaxis in the polymorphonuclear 
granulocytes (Schmitt et al., 1994). The authors did not 
mention whether chronic demodicosis was or was not 
complicated with bacterial infection. Nevertheless, our 
findings contribute to the as yet limited knowledge 
about the degree of phagocytic ability in the dogs with 
uncomplicated GD, and that in the dogs with uncom­
plicated LD is also described.

In inflammatory skin disease, neutrophils play a cru­
cial role in the defense mechanism against pathogenic 
bacteria (Muller et al., 1989). Defective chemotaxis or 
phagocytosis in the neutrophils is an important cause 
of increased susceptibility to opportunistic pathogens 
(Rotrosen and Gallin, 1987). In fifty percent of the GD 
dogs which manifested skin lesions over 5 weeks, de­
modicosis was complicated with superficial pyoderma. 
Neutrophils from these dogs exhibited significantly lower 
ingestion capacity and insignificant change in the pha­
gocytic activity, in contrast to the dogs with uncompli­
cated GD (Tab. III). It is possible to conclude that su­
perficial pyoderma complicated demodicosis occurs 
when the neutrophil function falls below a certain limit 
or that secondary bacterial infection causes augmenta­
tion of demodicosis initiated depression of phagocytic 
ability of neutrophils. Neutrophil dysfunctions have also 
been described in pyoderma affected dogs (Latimer et 
al., 1982, 1983; Couto et al., 1989; Toman et al., 1995). 
Further studies are necessary to elucidate this relation. 
The exact pathomechanism of phagocytic deficit of 
neutrophiles in the GD dogs is not known. The inhibi­
tion of chemotaxis of control neutrophils after the in­
cubation in demodectic dog serum gives putative evi­
dence of the presence of serum inhibitor or deactivator 
in neutrophilic chemotaxis. The inhibiting substance 
was not characterized (Latimer et al., 1983). There is 
no indication that the depression of phagocytic ability 
observed in the present study (group 2 of GD dogs; 
Tab. II) was associated with suppression of lymphocyte

III. Functional ability of blood neutrophils and lymphocytes in dogs with GD and GD complicated with superficial pyoderma

Groups of dogs
Parameters

PA (%) IPA SI
GD (over 5 weeks) 4.3.4 ± 13.1“ 3.9 + 0.7х 1.4 ± 0.2xxx
GD + SP (over 5 weeks) 31.4 ± 6.7“x 2.2 ± O.S"'" l.4±0.5xxx
Control 59.2 ± 8.4 7.2 ±2.8 7.8 ± 1.8

GD. GD + SP and PA. IPA, SI - see Tab. I and 11
x = P < 0.05
xx = P < 0.025
xxx = P < 0.001 (vs. control)
a = P < 0.05 (vs. IPA in GD)

22 VET. MED. - CZECH. 44. 1999(1): 19-24



blastogenesis, because blastogenesis was significantly 
suppressed also in other groups of dogs with uncompli­
cated CD and LD. Prolonged exposure of neutrophils 
to high concentrations of inflammatory mediators could 
result in generalized deactivation of all cellular functi­
ons due to receptor down-regulation (Donabedian and 
Gallis, 1981). In our study depression of phagocytic 
ability of neutrophils has been demonstrated in dogs 
suffering from GD, but not in LD dogs. Neutrophil 
dysfunction was a secondary phenomenon with respect 
to the disease process and it depended on the duration 
of clinical signs. Thus, the presence of staphylococcal 
infection may be related to the neutrophil alteration, 
which may be induced by mediators of the severe inflam­
matory process that accompanied longer durative GD.

Initial studies showed that GD is associated with 
serum substance (s) - induced T-cell suppression (Scott 
et al., 1974, 1976; Hirsh et al., 1975; Corbett et al., 
1975 and others). It was demonstrated that the dogs 
with LD and early GD did not exhibit any T-cell sup­
pression (Scott et al., 1976) and the relationship betwe­
en the lymphocyte response to mitogens and the clini­
cal state of GD was indicated (Scott et al., 1976; 
Krawiec and Gaafar, 1980). Our results demonstrate 
that the lymphocyte blastogenesis suppression to Con 
A was associated not only with GD, but also with LD 
and that this immunosuppression developed with the 
duration of clinical disease in both forms of demodico- 
sis. These findings confirmed the results of recent re­
ports in this respect (Barriga et al., 1992; Paulik et al., 
1996c). Generalized demodicosis is often associated 
with secondary pyoderma. There is an indication that 
the lymphocyte blastogenesis suppression in demodico­
sis is due to the secondary bacterial infection and is 
absent in dogs with uncomplicated demodicosis (Barta 
et al., 1983; Toman et al., 1995). In contrast, in our 
study lymphocytes from dogs with uncomplicated and 
complicated GD responded to Con A equally but showed 
significantly depressed responses to mitogen as compa­
red with the control dogs (Tab. III). In addition, lym­
phocytes from dogs with bacterial pyoderma had a nor­
mal response to Con A (Barriga et al., 1992; Toman et 
al., 1995), whereas the dogs with uncomplicated GD 
responded poorly (Barriga et al.,1992). Therefore, we 
cannot assume that the immunosuppression in the su­
perficial pyoderma complicated GD dogs was due to 
the secondary bacterial infection. In conclusion, both 
lymphocyte blastogenesis suppression and depression 
of phagocytic ability of neutrophils could predispose to 
the development of secondary pyoderma, a common 
sequela to generalized demodicosis.
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IDENTIFICATION OF STRAINS OF CITROBACTER
GENOMOSPECIES 10 ISOLATED FROM WELL WATER

IDENTIFIKACE KMENŮ CITROBACTER GENOMOSPECIES 10 
IZOLOVANÝCH ZE STUDNIČNÍ VODY

Z. Páčová, E. Urbanová, P. Benda

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

ABSTRACT: Twenty one strains (54%) of Citrobacter genomospecies 10 were identified from 39 strains of citrobacteria 
isolated from we!! water in the region of North Moravia during one year. Two strains of genomospecies 10 isolated from raw 
milk and milking machines (Urbanová and Páčová, 1997) were added to the collection of 21 strains and so the total of 
23 strains were studied. It is probable that the origin of the strains from milk sources is water, too. The strains were identified 
using the commercial kit ENTEROtest 16 (Lachema, a.s., Brno) including OXItest and ONPtest supplemented with the 
following tests: arginine dihydrolase, sodium acetate, melibiose, raffinose, dulcitol, alpha-methyl-D-glucoside. The current 
database of numerical identification system TNW (Czech Collection of Microorganisms. Masaryk University. Brno) does not 
contain any reference data for identification of genomospecies 10, therefore the result of identification - Citrobacter wer­
kmanii - was incorrect (Tab. II). Both C. werkmanii and genomospecies 10 are ornithine and indolle negative, malonate 
positive. The two characteristics useful for their differentiation are inability of genomospecies 10 to hydrolyze urea and 
inability to utilize sodium citrate as a sole carbon source. Some minor differences between the biochemical results reported 
in Tab. I and those reported for the three strains of genomospecies 10 by Brenner et al. (1993) and O’Hara et al. (1995) are 
as follows: 96% (previously 67%) H2S positive, 4% (previously 0%) esculin positive, 74% (previously 100%) delayed 
Simmons citrate positive, 100% (previously 67%) melibiose and cellobiose positive, 0% (previously 100%) delayed arginine 
dihydrolase positive. It is probable that genomospecies 10 is one of the citrobacteria most frequently isolated from well water 
which were previously identified as Citrobacter freundii. Four representative strains of this genomospecies were kindly 
reidentified by O’Hara in CDC Atlanta, U.S.A. These strains have been deposited in our Collection as Citrobacter sp. 
(genomospecies 10): CCM 4513 (= CDC 4562-98, milking machine), CCM 4514 (= CDC 4563-98, raw milk), CCM 4515 
and CCM 4711 (= CDC 4564-98 and CDC 4565-98, well water).

Citrobacter genomospecies 10; identification; well water

ABSTRAKT: Bylo testováno 23 kmenu citrobakteru genomospecies 10 izolovaných ze studniční vody (21 kmenu), ze 
syrového mléka a stěru z mléčnice (dva kmeny) za použití komerčního diagnostického setu ENTEROtest 16, OXItestu 
a ONPtestu (Lachema, a.s., Brno) a šesti konvenčních testů: arginin dihydroláza, využívání octanu sodného, okyselování 
melibiózy, rafinózy, duicitolu a alfa-methyl-D-glukosidu. Identifikace byla provedena pomocí tabulek dle autorů Brenner aj. 
(1993) a O’Hara aj. (1995). resp. dle dichotomického klíče (O'Hara, 1995) a numerického identifikačního programu TNW 
(Česká sbírka mkroorganismů, Masarykova univerzita, Brno). Zatímco při použití diferenciačního klíče a tabulek byla iden­
tifikace genomospecies 10 správná, TNW programem byla zcela neúspěšná, protože současná databáze systému nezahrnuje 
údaje o tomto genomospecies. Proto bylo nesprávně určeno 22 kmenů (96 %) jako Citrobacter werkmanii na úrovni velmi 
dobré (61 %) až rodové identifikace (35%). Jeden kmen (4 %) byl určen jako Enterobacter cancerogenus. Pro rychlou, 
předběžnou identifikaci genomospecies 10 lze doporučit identifikační klíč dle O’Hara aj. (1995). К odlišení Citrobactei
genomospecies 10 od C. werkmanii doporučujeme především 
u C. werkmanii a negativní u genomospecies 10).

Citrobacter genomospecies 10; identifikace; studniční voda

ÜVOD

Rod Citrobacter byl reklasifikován na základě DNA 
hybridizace Brennerem aj. (1993) do osmi druhů (C. 
freundii, C. koseri, C. amalonaticus, C. farmed, C. youn- 
gae, C. braakii, C. werkmanii, C. sedlakii) a tří nepo-

ureázu a využívání octanu sodného (oba testy jsou pozitivní

jmenovaných genomospecies (9, 10, 11). Schauer aj. 
(1995) pojmenovali genomospecies 9 jako C. rodentium, 
genomospecies 10 a 11 zůstávají dále nepojmenována.

V současné době vzrůstá počet izolací citrobakterů 
z klinického materiálu. Druhy C. freundii, C. koseri, C. 
amalonaticus, C. braakii a C. youngae se podílí přede-
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vším na infekcích močového a respiračního Iraktu (Ra- 
mani aj., 1988; Janda aj., 1994) a proto je jim v humán­
ní klinické mikrobiologii věnována patřičná pozornost. 
Málo informací je o výskytu citrobakterů v potravinách, 
popř. ve vodách, kde jejich výskyt může být následně 
příčinou například enterokolitid, alimentárních nebo 
nosokomiálních infekcí (Thurm a Gericke, 1994). Pro­
to jsme se pokusili o zmapování výskytu citrobakterů 
v potravinách (Urbanová a Páčová, 1997) a ve vodách 
(nepublikováno).

Během testování 39 kmenů citrobakterů izolovaných 
z individuálních zdrojů pitné vody (studny) na severní 
Moravě (okres Šumperk), bylo 21 kmenů identifiková­
no jako Citrobacter genomospecies К). К tomuto sou­
boru byly přidány dva kmeny téhož genomospecies, 
izolované ze syrového mléka a stěru z mléčnice (Urba­
nová a Páčová, 1997). Protože jde pravděpodobně 
o první ucelenou skupinu tohoto genomospecies izolo­
vanou v České republice, je cílem této práce publikovat 
výsledky jejich identifikace pomocí komerčního diag­
nostického setu ENTEROtest 16 (Lachema, a.s., Brno), 
dodatkových konvenčních testů, identifikačních tabu­
lek dle autorů Brenner aj. (1993), O’Hara aj. (1995) 
a identifikačního programu TNW (Česká sbírka mikro­
organismů, Masarykova univerzita, Brno) a upozornit 
na možnost izolace genomospecies 10 z vodních zdrojů.

MATERIÁL A METODY

Kmeny

Bylo testováno celkem 23 kmenů, z toho 21 kmenů 
bylo izolováno standardními vyšetřovacími metodami 
pro kontrolu zdrojů pitných vod ze studniční vody, ze 
syrového mléka byl izolován jeden kmen a ze stěru 
z mléčnice rovněž jeden kmen. Čtyři kmeny z tohoto 
souboru byly zařazeny do České sbírky mikroorganismů, 
Brno (CCM) pod čísly: CCM 4513 (= CDC 4562-98, 
stěr z mléčnice), CCM 4514 (= CDC 4563-98, syrové 
mléko), CCM 4515 a CCM 4711 (= CDC 4564-98 
a CDC 4565-98, studniční voda). CDC = Centers for 
Disease Control and Prevention, Atlanta, USA.

Biochemické reakce

Byly provedeny komerčním diagnostickým setem 
ENTEROtest 16 (tvorba sirovodíku a indolu, dekarbo- 
xylace lyzinu a ornitinu. deaminace fenylalaninu, hyd- 
rolýza eskulinu, ureáza, využívání Simmons citrátu 
a malonátu. okyselování inositolu, adonitolu, celobió- 
zy, sacharózy, sorbitolu, trehalózy, manitolu), včetně 
OXItestu a ONPtestu (Lachema a. s„ Brno). Doplněny 
byly šesti konvenčními testy: okyselování dulcitolu, alfa- 
-methyl-D-glukosidu, rafinózy a melibiózy (Hugh 
a Leifson. 1953), arginin dihydroláza (Brooks a Sode- 
man, 1974) a využívání octanu sodného (Trabulsi 
a Ewing, 1962).

Identifikace

Identifikace byla provedena pomocí diferenciačních 
tabulek (Brenner aj., 1993: O’Hara aj., 1995), dichoto- 
mického identifikačního klíče (O’Hara aj.. 1995) a prog­
ramem TNW (Česká sbírka mikroorganismů. Masary­
kova univerzita. Brno).

VÝSLEDKY

Biochemická charakteristika

Výsledky biochemických reakcí, které jsou uvedeny 
v tab. I. jsou většinou v souladu s biochemickými pro­
fily uvedenými v literárních citacích (Brenner aj., 1993; 
O’Hara aj., 1995). Pouze u sirovodíku, melibiózy, celo- 
biózy a eskulinu jsme obdrželi vyšší procento pozitiv­
ních výsledků, naopak u sacharózy, argininu a Sim­
mons citrátu jsme obdrželi méně pozitivních výsledků 
nebo i výsledek negativní.

Identifikace

Vzhledem к tomu, že biochemické reakce kores­
ponduji s popisy genomospecies 10 (Brenner aj., 1993; 
O’Hara aj., 1995) byla identifikace dle tabulek a identi­
fikačního klíče téměř bezproblémová. Nesprávná identi­
fikace u všech testovaných kmenů byla pomocí TNW 
programu (tab. II). Většina kmenů (22) byla určena 
jako Citrobacter werkmanii - velmi dobrá, případně 
rodová identifikace.

DISKUSE

I když se po popisu nových druhů citrobakterů ob­
jevilo několik prací, týkajících se jejich zastoupení 
v klinickém materiálu, popř. v potravinách (Janda aj., 
1994; Thurn a Gericke, 1994: Wauters aj., 1995), ge- 
nomospecics 10 nebylo v souboru testovaných kmenů 
nikdy identifikováno. V roce 1997 Urbanová a Páčová 
při identifikaci citrobakterů ze surovin a potravin izo­
lovaly dva kmeny, které byly určeny jako Citrobacter 
genomospecies 10. Zatímco Brenner aj. (1993) popsali 
toto genomospecies na základě tří kmenů (dva z klinic­
kého materiálu a jeden z potravin), podařilo se nám 
izolovat a identifikovat homogenní skupinu 23 kmenů 
tohoto genomospecies.

Testované kmeny byly identifikovány pomocí EN- 
TEROtestu 16 a šesti dodatkových testů, identifikač­
ních tabulek a dichotomického identifikačního klíče 
(Brenner aj., 1993; O’Hara aj., 1995). Dodatkové testy 
byly vybrány tak. aby vykazovaly vysokou diskrimi­
nační schopnost při identifikaci nových druhů citrobak­
terů. Dosažené výsledky (tab. I) jsou většinou v soula­
du s literárními údaji (Brenner aj., 1993; O’Hara aj., 
1995). Genomospecies 10 tvoří poměrně homogenní 
skupinu, ornitin a indol negativní. Stejně jako C. werk-
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1. Srovnáni výsledků biochemických reakci Citrobacter genomospecies 10 s literárními údaji (Brenner et al., 1993; O'Hara aj„ 1995) - 
Comparison of the results of biochemical reactions of Citrobacter genomospecies 10 with literary data (Brenner et al.. 1993; O'Hara et al..
1995)

Test1 Naše výsledky (23 kmenů)2 Brenner et al. (1993) a O’Hara et 
al. (1995) (3 kmeny)3

ENTEROtest 16

sirovodík - hydrogen sulfide 96* 67

lysin - lysine 0 ’ 0

indol - indole 0 0

ornitin - ornithine 0 0

ureáza - urease о (0)" 0

fenylalanin - phenylalanine 0 0

eskulin - esculin 4 0

Simmons citrát - Simmons citrate 43 (74)” 33 (100)”

malonát - malonate 100 100

inozitol - inositol 0 0

adonitol - adonitol 0 0

celobióza - cellobiose 100 67

sacharóza - saccharose 0 33

sorbitol - sorbitol 100 100

trehalóza - trehalose 100 100

manitol - mannitol 100 100

OXItest 0 0

ONPtest 100 67 (100)”

Konvenční testy - conventional tests

arginin dihydroláza - arginine dihydrolase 0 33 (100)”

octan sodný - sodium acetate 0 0

melibióza - melibiose 100 67

rafinóza - raffinose 0 0

dulcitol - dulcitol 0 0

a-methyl-D-glukosid - alpha-methyl-D-glucoside 0 0

* = procento pozitivních reakcí - positive reaction percentage
() = opožděná reakce u konvenčních testů (5 až 7 dnů kultivace) - delayed reaction in conventional tests (5-7 days of cultivation) 

'test, 2our results (23 strains), 'Brenner et al. (1993) and O'Hara et al. (1995) (3 strains)

II. Identifikace 23 kmenů Citrobacter genomospecies 10 programem 
TNW - Identification of 23 strains of Citrobacter genomospecies 10 
by TNW program

Počet 
kmenů1 Identifikováno jako2 Slovní vyjádření3

14

8

1

Citrobacter werkmanii

Citrobacter werkmanii

En te robacter сап сегоgen us

velmi dobrá identifikace4 

rodová identifikace5 

intermediární kmen6

'strain number. identified as, "'verbal description. 4very good iden­
tification, "generic identification, '’intermediary strain

mánii je malonát pozitivní, na rozdíl od tohoto druhu 
však genomospecies 10 nehydrolyzuje ureu a nevyuží­
vá octan sodný. Z doplňujících testů lze pro odlišení C. 
werkmanii od genomospecies 10 dále použít i melibió- 
zu a celobiózu (C. werkmanii negativní, genomospeci­

es 10 pozitivní v 67 %) a arginin (C. werkmanii pozi­
tivní ve 100 %, genomospecies 10 v 33 %). Naše vý­
sledky vzhledem к literárním údajům (Brenner aj., 
1993; O’Hara aj., 1995) potvrzují opožděnou reakci 
u Simmmons citrátu, kdy v ENTEROtestu 16 bylo za 
24 h pozitivních 43 %, zatímco do tří dnů konvenční 
metodou 74 % kmenů. Brenner aj. (1993) uvádějí u to­
hoto testu 100 % pozitivních kmenů do sedmi dnů. 
U žádného kmene jsme nezachytili hydrolýzu argininu, 
zatímco Brenner aj. (1993) uvádějí až 100 pozitivních 
výsledků. Tito autoři však použili klasickou Moellero- 
vu metodu, hodnocenou do sedmi dnů. zatímco námi 
použitý mikrotest (Brooks and Sodeman. 1974) se hod­
notí za 6 h, orientačně za 24 h. Žádný z našich kmenů 
neokyseloval do 24 h v ENTEROtestu 16 sacharózu 
(Brenner aj., 1993, uvádějí 33 %), naopak 100 % na­
šich kmenů na rozdíl od literárních údajů okyselovalo 
melibiózu a celobiózu (tab. I).
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Identifikace genomospecies 10 pomocí TNW prog­
ramu byla neúspěšná, jelikož v databázi tohoto systému 
není genomospecies 10 a 11 zatím zařazeno. Při ne­
správné identifikaci se nejčastěji objevil nejblíže bio­
chemicky příbuzný druh C. werkmanii a to v 61 % ja­
ko velmi dobrá identifikace a v 35 % jako rodová 
identifikace. К ověření správnosti naší identifikace ge­
nomospecies 10 jsme čtyři kmeny zaslali do CDC, At­
lanta, kteří identifikaci potvrdili. Tyto čtyři kmeny byly 
zařazeny do České sbírky mikroorganismů, Brno (viz 
materiál a metody) a jsou mikrobiologické veřejnosti 
к dispozici jako srovnávací materál.

Z vysokého počtu námi izolovaných kmenů ze stud- 
ničních vod vyplývá, že přirozeným prostředím Citro­
bacter genomospecies 10 je pravděpodobně voda. Pra­
covníci hygienických laboratoří se tak mohou s tímto 
citrobakterem, jehož klinický význam není zatím zcela 
jasný, setkat při rozborech pitných vod, zejména z in­
dividuálních zdrojů. V zemědělské prvovýrobě a ve 
zpracovatelském potravinářském průmyslu lze předpo­
kládat výskyt těchto kmenů zejména u menších provo­
zů, které využívají individuální zdroje pitné vody к čiš­
tění a oplachování technologických zařízení nebo 
к chlazení surovin, resp. jatečného masa a drůbeže.

Poděkování

Autoři děkují Dr. O’Hara z CDC v Atlantě za laska­
vou reidentifikaci čtyř kmenů Citrobacter genomospe­
cies 10.
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