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Abstract

The reproductive form of Haemophilic infection caused by a microorganism
Histophilus somni (Haemophilus somnus) is in our conditions practically unknown
and undiscovered disease of cow reproductive organs. The aim of this work was
based on experimental work to provide a comprehensive view on the patho-
histological and submicroscopic changes in the uterus of 60 cows, serological
positive, crossbreeds Slovenské strakaté x Holstein, aged 3.5 — 4.5 years,
serological positive, which were up to 90 days after the parturition sterile. After the
hormonal control of the oestrus cycle (PGF2a-Oestrophan SPOFA) the cows were
inseminated and the non-gravid cows later killed. The reproductive organs of killed
animals were pathologically — anatomically dissected with following histological and
sub-microscopic study of uterus and cervix tissue. At the beginning of the experiment
no clinical changes of the reproductive organs of group 1 animals with the titer of
antibodies 1:25-100 were diagnosed and in group 3 with the titer 1:25. At an
examination before killing were examined endometritis (EM) of grade Il. and vaginitis
with vestibulitis in these groups. At the rest of animals appeared in every level of the
titer of antibodies of EM Il. and EM Ill. EM I. were not clinically diagnosed. Dissecting
examination determined EM catarrhalis and cervicis catarrhalis in all groups. The
histological examination pointed to EM catarrhalis chronica, EM interstitialis chronica,
EM fibrousis and cervicis catarrhalis chronica. The leucocytes gained from a uterus
lavage were in a comparison with stroma leucocytes mostly polynuclear (neutrophils)
and in smaller amount small forms of lymfocytes. At long-term sterility of cows,
because of possible H. somnus infection, we regard as priority the serodiagnostics at
which is taken into consideration any level of the titer of antibodies.
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Abstrakt

Reprodukéna forma haemofilovej infekcie spésobena mikroorganizmom Histophilus
somni (Haemophilus somnus) je v nasich podmienkach neznama choroba
reprodukeénych organov krav. Cielom prace bolo na zaklade experimentalnych prac
podat’ uceleny pohlad na patologicko-histologické a submikroskopické zmeny
maternice 60 krav, serologicky pozitivnych, krizencov plemien Slovenské strakaté

a Holstajnské, vo veku 3.5 az 4.5 roka, serologicky pozitivnych, ktoré boli po ostatnom
pbérode aj napriek opakovanym inseminaciam negravidné viac ako 90 dni. Po
hormonalnej kontrole estralneho cyklu (PGF2a—Oestrophan SPOFA) boli kravy
inseminované a negravidné kravy zabité. Reprodukéné organy zabitych zvierat boli
vypitvané a patologicky - anatomicky vySetrené s nasledujucou histologickou a sub-
mikroskopickou Studiou tkaniva maternice a krcka maternice. Na zaciatku
experimentu neboli diagnostikované ziadne klinické zmeny reprodukénych organov
zvierat zo skupiny 1 s titrom protilatok 1:25 -100 a v skupine 3 s titrom 1:25. Pri
vySetreni pred zabitim boli zistené endometritidy (EM) Il. stupfia a vaginitidy

s vestibulitidami v tychto skupinach. Pri ostatnych zvieratach sa zistili pri kazdej
urovni titra protilatok EM Il. a EM IIl. EM I. neboli klinicky diagnostikované. Pitvou sa
zistili EM. catarrhalis a cervicis catarrhalis vo vSetkych skupinach. Histologickym
vySetrenim sa zistili EM. catarrhalis chronica, EM interstitialis chronica, EM.
fibrousis a cervicis catarrhalis chronica. Leukocyty ziskané z maternice lavazou boli
vacsinou polynukleary (neutrofily) a v menSom mnozstve malé formy lymfocytov. Pri
dlhodobej neplodnosti krav, z dévodu moznej H. somnus infekcie, povazujeme za
prioritu serodiagnostiku, v ktorej sa berie do uvahy akakolvek urovern titra protilatok.

Keywords: Haemophilus somnus, hemofilova infekcia, hovadzi dobytok, maternica,
reprodukcia, submikroskopické zmeny

Detailed abstract in English

The reproductive form of Haemophilic infection caused by a microorganism
Haemophilus somnus (Histophilus somni) is in our conditions practically unknown
and undiscovered disease of cow reproductive organs. Therefore, on the basis of
experimental works, we tried to provide a complete overview on histologic and sub-
microscopic changes of cow uterus of 60 cows, serological positive, crossbreeds
Slovenskeé strakaté x Holstein, aged 3.5 — 4.5 years, which were up to 90 days after
the parturition sterile. After the hormonal control of the oestrus cycle (PGF2a-
Oestrophan SPOFA) the cows were inseminated and the non-gravid cows later
killed. The reproductive organs of killed animals were dissected with following
histological and sub-microscopic study of uterus and cervix tissue. Samples from the
mucose of the uterus and the cervix of cows were taken immediately after they were
slaughtered and then they were fixated in 10 % formalin (24 hours). Samples
dehydrated by alcohol, acetone and xylene, were treated by xylene-paraffin and
embedded to paraffin. Samples were cut into 7-8um histological slices. The slices
were coloured with Hematoxyline - eozine based on the method by

Masson. Histological specimens were evaluated microscopically. For sub-
microscopic studies the samples of mucose were fixated in 4 % glutaraldehyde (2
hours) and in 1 % Osmium tetraoxyde (1 hour). 0.1M caccodylate buffer was used for
washing. The samples were embedded into Durcupane. The semi-thick
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(1um) and ultra-thins slices were cut by ultramicrotome with glass knifes. Semi-thick
slices were stained by Toluidine blue. The ultra-thin slices placed on an electrolytic
mesh were contrasted by uranyl-acetate (2 %) and by lead citrate. The ultra-
thin slices were observed with electron microscope. For the electron scanning
microscopy the samples of mucose were fixated in 3 % glutaraldehyde (24 hours)
and in 1 % Osmium tetraoxyde (1 hour). After acetone dehydration the samples
were desiccated by critical point method with the use of CO,, Then they were coated
with gold (20nm) in PLARON coating device. The slices were controlled with the use
of scanning electron microscope at 25KV. At the beginning of the experiment no
clinical changes of the reproductive organs of group 1 animals with the titer of
antibodies 1:25-100 were diagnosed and in group 3 with the titer 1:25, at an
examination before killing were examined endometritis (EM) of grade Il.
and vaginitis(V) with vestibulitis (VS) in these groups. At the rest of animals appeared
in every level of the titer of antibodies of EM II. and EM Ill. EM |. were not clinically
diagnosed. Dissection examination determined EM catarrhalis and cervicis
catarrhalis in all groups. Among microscopic changes were present in endometrium:
oedema in the epithelium layer of the endometrium, stroma, uterus glands and blood
capillaries. Erosions and desquamations were determined in the epithelium layer of
endometrium and in cervix epithelium. In the stroma of endometrium were sub-
epithelial, interstitial and perivascular infiltrations mostly of mononuclear character.
Oedema of endothelium cells was in the interstitium. On the surface of the epithelium
were determined fibrin coating of reticular character, leucodiapedese, haemostase,
leucocytic thrombus, post-inflammatory pseudoxantom, plasmatic cells
and histiocyties appeared. Among the sub-microscopic changes were determined:
oedema of secretory and glandular epithelium cells, extension of nucleo-cytoplasmic
ratio, caryolysis, caryorexis, hyperchromatosis, cisternies of rough endoplasmic
reticulum, dilatation of mitochondria, lot of cytoplasmic membrane vesicles,
significant hypertrophy of secretory luminal epithelium cells. The leucocytes gained
from a uterus lavage were in a comparison with stroma leucocytes mostly
polynuclear (neutrophils) and in smaller amount small forms of lymfocytes. At long-
term sterility of cows, because of possible Haemophilic infection, we regard as
priority the serodiagnostics at which is taken into consideration any level of the titer of
antibodies against H. somnus with respect to the phase of the oestrus cycle and in
the case of a determined titer to execute an isolation of the infection causal
organism. As pathognomic report at histopathological examination we consider for
EM. catarrhalis chronica of Haemophilic origin the hypertrophy of secretory
epithelium, its desquamation, oedema of endothelium cells, pavimetation, mixed
infiltration of stroma with dominance of mononuclears and dominance of not fixed
leucocytes in the lavage endometrium secretion. For the EM Il. apart from the
mentioned above are typical the fibrin coatings on luminal epithelium, fibrin in uterus
glands, and present leucocytic thrombus. With regard to the determined mixed
infection we cannot take an unequivocal stand to the EM lIl. For the cervicitis of
Haemophilic origin we consider as pathognomonic the polypous hypetrophy of the
cervix epithelium, infiltration of sub-epithelial layer and perivascular leucocytic
infiltration with a dominance of mononuclears, desquamation and erosion of the
cervix epithelium. The work clearly concludes that in cattle breeding abroad and in
Slovakia as well appear infections of reproductive organs of Haemophilic origin which
are often at higher level of inflammation process covered by other bacteria, in other
words permanent reproductive microflora and as a result of this fact the pathological
states are related to them. At long-term treated and relapsing endometritis, long-term
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sterility without clinical changes evoking the endometritis and repeating catarrhal
vaginitis there should be as a natural thing a test for a presence of antibodies
against Haemophilus somnus and its microbiological proof.

Keywords: cattle, haemophilic infection, Haemophilus somnus, reproduction,
submicroscopic changes, uterus

Uvod

Prvé informacie o hemofilovej infekcii, ako pri€ine abortu krav pochadzaju z roku 1975.
Chladek(1975) popisuje lokalne nekrotické zmeny placenty, lokalizované v epiteli
kotyledénov choria a masivny vyskyt polymorfonuklearnych leukocytov v placente

a v tkanive bronchiolov abortovaného féta. Haemophilus somnus (H.somnus) novSie
tiez Histophilus somni je Gram-negativny, nepohyblivy , nesporolujuci, nekapsularny,
pleomorfny kokobacil, spravidla sférického tvaru (Tam, 2011). H.somnus je povazovany
za prilezitostného patogénna a komenzala sliznic hovadzieho dobytka (Challacombe et
al., 2006), oviec (Palomares et al.,2005; Ward et al., 2006), kdéz (Janosi et al., 2009). H.
somnus je baktéria spésobujuca infekciu, ktora sa Siri v stadde dobytka velmi skrytym
spésobom (Richey, 2002). Oby¢€ajne je hlavny problém v tom, Ze sa choroba vyvija dlho
pred jej zistenim (,sleeping sicness®), (Van Donkersgoed et al., 1990). V podstate ide

o subklinické formy infekcie, ktoré mézu dlhodobo zastierat’ skutoCny stav, ktory sa da
odhalit’ cez kontrolu volnych tzv. zapalovych buniek (neutrofily, lymfocyty, monocyty) zo
ziskanych sekrétov maternice. Cheong et al.,(2008) takto zistili na 30 farmach dojnic

z problémovych krav az 80 % vyskyt subklinickej endometritidy. Haemophilosis méze
prebiehat’ aj ako zmieSana forma , vyskytujuca sa na viacerych organoch (Richey,
2002). VSeobecne sa da povedat, Ze H. somnus complex je klinicky zjavna
reprodukéna a mocova forma (Janzen, 2012), dychacia forma, septikemicka forma, a
celkova forma ("catchall") s pestrou klinikou (Van Donkersgoed et al., 1990). Ak H.
somnus atakuje reprodukény trakt gravidnych krav, infekcia méze vyustit do odumretia
plodu v akomkolvek veku, ma embryocidny ucinok (Kwiecien and Little, 1991) s
naslednym abortom a infekciou maternice. O tom, ¢i méze H.somnus vyvolat infekciu
genitalii ako komenzal, sa viedli polemiky z dévodu jeho vyskytu a izolacii z genitalii
krav postihnutych, ale aj zdravych (Corbeil et al.,1986; Stephens et al,1986). Castejsi
vyskyt infekcie H.somnus v Cistej €i zmieSanej forme v reprodukénych organoch bol
v8ak zisteny predsa len pri zapalovych procesoch (Corbeil et al.,1986; Sassi et
al.,2010). Snirc et al.,(1992) v chovoch dojnic so zvySenym vyskytom klinickych
puerperalnych endometritid po retencii sekundin (9.7-13.4 %), ale aj po
bezproblémovom peripartalnom obdobi (12.8 — 36.3 %) zistili mikroaglutinaénym testom
pri 310 preSetrovanych dojniciach 8.0 — 32.6 % pripadov Specifickych protilatok proti

H. somnus. Aj nizke titre okolo 1:24 signalizuju problémovu reprodukciu sprevadzanu
reprodukénymi stratami (Snirc et al.,1992). V kontrolovanom stade 112 krav so 63.77 %
vyskytom titra protilatok 1:24 proti H. somnus sa vyskytlo 11.2 % retencii sekundin,

21 % klinickych endometritid a nizke bolo aj percento telnosti po prvej inseminacii

(34.7 %). Existuju prace pri ktorych bol priemerny titer relativne nizky (1:3.6 -1:36.8)

a bol zisteny rozsiahly patologicky obraz (Hoblet et al., 1989; Stastny et al., 1994)

a existuju tiez prace, v ktorych sa napriek vysokému titru nezistili klinické zmeny na
reprodukénych organoch (Kaneene et al., 1986 a,b,1987).Mikroorganizmus je
vylu€ovany maternicovo/vaginalnym vyluckom a mo¢om z infikovanych zvierat (Last, et
al., 2001; Richey, 2002).H. somnus, ktory spdsobuje infekciu , adheruje na endotel ciev,
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vytvori ich kontrakciu, obnazi kolagén, spdsobi tiez adhéziu krvnych platniCiek
(trombocytov) a formovanie trombusov. Primarny mechanizmus infekcie
pravdepodobne skor zapricini tvorbu trombusov ciev ako tromboembolizmus. Niektoré
bakterialne kmene mézu adherovat na endotel ciev pohrudnice, myokardu, perikardu,
synovialneho puzdra, alebo na mnoho inych tkaniv (Janzen, 2012) PreruSenie toku krvi
vyvola v tychto oblastiach infarkt s deStrukciou tkaniva a formovanim nekrotického
sekvestra. Z experimentalnych infekcii genitalii vyplyva, Zze H. somnus méze vyvolat
zapalové procesy kazdého useku genitalii krav roznej intenzity a rézne pretrvavajuce,
pretoze boli zistené supurativne vaginitidy, vestibularne adenitidy a squamdzne
metaplazie vestibularnych Zliaz az 5 tyZdnov po inokulacii. Potvrdili to aj izolaty H.
somnus. Aj poc€as gravidity mézu byt vagina a vulva osidlené H. somnus, kedZe je jeho
zdroj prave vo vestibularnych Zlazach (Miller et al., 1983; Stastny et al., 1994) a mimo
gravidity v celom reproduk&nom trakte. Ako vidiet z experimentalnej infekcie (Stastny et
al., 1994) pravdepodobne preziva H. somnus poc¢as gravidity aj v maternici, pretoze
bezprostredne po pbérode bolo mozné ziskat Cistu kulturu H. somnus priamo z uteru.
Ciefom prace bolo na zaklade experimentalnych prac podat’ uceleny pohlad na
patologicko-histologické a submikroskopické zmeny maternice krav serologicky
pozitivnych na hemofilovu infekciu.

Material a metodika

Do experimentu bolo zaradenych 60 krav, krizencov plemien Slovenské strakaté

a HolStajnské, vo veku 3.5 — 4.5 roka, ktoré boli po ostatnom pérode aj napriek
opakovanym inseminaciam negravidné viac ako 90 dni. Pri vSetkych zvieratach bolo
vykonaneé klinické gynekologicke, serologické vySetrenie na protilatky proti Histophilus
somni(Hs) a mikrobiologické vySetrenie. Zvierata boli rozdelené do troch skupin. Prva
skupinu (25 krav) bola bez pozitivneho gynekologického nalezu s titrom protilatok proti
Hs od 1:25 do 1:100 (13 krav) a s titrom > 1:100 (12 krav). Druha skupina (24 krav)
mala pozitivny gynekologicky nalez s titrom protilatok proti Hs 1:25 - 1:100 (11krav)

a titrom > 1:100 (13 krav).Tretia skupina (11 krav) s gynekologickym a serologickym
negativnym nalezom. Za serologicky negativne kravy sa povaZzovali s titrom < 1:25.
Gynekologické vySetrenie bolo opakovane vykonané 3x v 7 dfiovych intervaloch a pred
zabitim. Kravy prvej a tretej skupiny boli v lutealnej faze cyklu oSetrené PGF.a
(Oestrophan SPOFA) a inseminované. Zvierata, pri ktorych sa opakovala ruja, alebo na
56.-60. deni po inseminacii boli negravidné, boli zabité. Kravy. ktoré koncipovali boli
sledované do abortu, alebo pérodu. Zvierata druhej skupiny s pozitivnym
gynekologickym nalezom a titrom protilatok vy$8im ako 1:25 boli zabité bez oSetrenia.
Pohlavné organy zabitych krav boli ihned po vykrveni exenterované rezom v linea alba.
Z rohu maternice, kr¢ka maternice sa odoberali vzorky sliznice pre histologické

a submikroskopické Studie. Vzorky pre histoldgiu mali velkost 7x7 mm, boli fixované

v 10% formole. Po odvodneni v alkohole, aceténe a xyléne boli vzorky oSetrené xylén
parafinom a zaliate do parafinovych blo¢kov, z ktorych sa rezali 7 - 8 mikréonov hrubé
histologické rezy. Tie boli farbené Hematoxylin-eozinom a metédou podfa Massona
(zeleny trichrom). Histologické preparaty boli vyhodnocované mikroskopicky (Olympus
Provis AX) programom viazanym pre hodnotenie jednotlivych morfologickych Struktur
Statgraphics ver.7, Image ProPlus (Spectra Services Inc,NY) a MS Excel 2000. Pre
submikroskopické Studie sa odoberala sliznica rohu maternice a kréka maternice po
ponoreni tkaniva do 4% glutaraldehydu, v ktorom sa rezy fixovali 2 hodiny a 1 hodinu
v 1% Osmium tetraoxyde. Premyvané boli 0.1 M kakodylatovym pufrom. Odvodnené
vzorky v acetone boli zaliate do Durcupanu. Pomocou sklenenych nozZov sa pripravili
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polohrubé rezy (1um) a ultratenké rezy na ultramikrotome (LKB 8800 IlI, Svédsko).
Polohrubé rezy sa ofarbili toluidinovou modrou. Ultratenké rezy boli na elektrolytickej
sietke kontrastované 2% uranylacetatom a citratom olova. Ultratenké rezy boli
mikroskopované na elektronovom mikroskope TESLA BS 500 (CSSR). Pre elektrénovu
scanning mikroskopiu boli vzorky fixované v 3 % glutaraldehyde 24 hodinav 1 %
osmium tetraoxyde 1 hodinu. Po odvodneni v rade acetonov boli vysusané metédou
kritického bodu susenia v pristroji CPD POLARON (Quorum Technologies LTD
Anglicko) pomocou CO; . VysuSené preparaty sa nasledne pokovovali 20nm vrstvou
zlata v pokovovacom zariadeni (POLARON). Preparaty sa mikroskopovali na scanning
elektrénovym mikroskopom TESLA BS 301 (CSSR) pri 25KV.

Vysledky

Zisteny patologicky obraz poukazuje na isté nepresnosti v klinickej gynekologicke;j
diagnostike pri zmenach na maternici. V porovnani s poslednym vySetrenim pred
zabitim sa zistili rozdiely v diagnostike endometritid (tab. 1).

Histologické a submikroskopické zmeny endometria

Pre tieto analyzy boli zvierata zlu¢ené do 3 skupin podla urovne titra protilatok. V
endometriu krav s titrom protilatok < 1:25 bola najmensSia frekvencia zmien.

Tabulka 1. Frekvencia patologickych stavov pohlavnych organov krav na zacCiatku
experimentu a pred zabitim (v %)

Table 1. Frequency of the pathologigal states of cows reproduction organs at start of
trial and before slaughter (in %)

Titer
No of
EM C Vv VS O EMI. EMIL EMII.
= Ccows
o Antibodies
)
1 1:25-100 13* - - - - - - - -
1:25-100 9 555 555888 666 11.1 60 40 -
>1:100 12 25 - 58.3 66.66 16.66 - 66.66 33.33
>1:100 12 66.6 83.3833 916 166 75 25 -
2 1:25-100 11* 5454 - 81.82 72.73 4546 - 33.33 66.67
1:25-100 11 727 100 72.7 909 455 375 375 25
>1:100 13* 6154 - 53.85 61.54 46.15 - 75 25
>1:100 13 84.6 100 100 100 53.8 9.1 72.7 182
3 <1:25 1M1* - - - - - - -

<1:25 8 625 - 375 375 374 - 62.5 -

*control at start of trial; EM-endometritis; C-cervicitis; V-vaginitis; VS-vestibulitis; O-changes of ovary;
I.-1ll.-degree of endometritis;
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Pri EM I. stupria (obr. 1) sa zistila atrofia epitelu endometria (obr. 2) s povrchovou
erdziou (obr. 3) a infiltraciou stromy mononuklearnymi leukocytmi (tabulka 2). Najviac
bolo pritomnych malych lymfocytov s priemerom do 9um (120 +1). Zistili sme tieZ menej
histiocytov (8 £1) a plazmatickych buniek (5.04 +1; tabulka 2). Zmeny uvedené

v tabulke 2 sa pri EM I. vyskytovali menej v rozsahu 50 -100 %, ale pri EM Il. boli
zmeny pestrejSie s vyskytom 20 -100 %. S titrom protilatok 1:25 -1:100 boli zistené
predovSetkym EM |. a EM II., menej EM lll. (obr. 1).Pri kataralnej chronickej EM sa
vyskytla atrofia luminalneho epitelu. Vyrazna bola aj hypertrofia sekreCného epitelu

a povrchova eroézia epitelu (obr. 3) s perforaciou cytoplazmatickej membrany

a desquamaciou epitelu, ktora postihovala znacné plochy povrchu endometria, pri
obnazZeni bazalnej membrany (obr. 4). Charakteristickou ¢rtou endometria vSetkych
zvierat bola peristaticka hyperémia, infiltracia strdmy mononuklearmi (obr. 2) a
perivaskularne infiltracie. Proliferacia endometria a pavimetacia, edém endotelu ciev
(obr. 7), hypertrofia zfazového epitelu a dilatacia lumenu Zliaz boli pozorované

zriedkavejSie (tabufka 2) a jedna tretina zvierat mala zvySeny vyskyt polynuklearnych
leukocytov.

100
80
70
60-
% 50
401
30-
20,
10

0<1:25
£ 1:25-100
E>1:100

Obrazok 1. Endometritis a Cervicitis -% (histologicky potvrdené, C-cervix, CBZ-

cervix bez zmien, EM l|.-lll.typu, EBZ-endometrium bez zmien.
Figure 1. Endometritis and Cervicitis -% (histological confirmed, C-cervix, CBZ-
cervix without changes, EM I.-lll.type of endometritis, EBZ-endometrium without
changes).
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Obrazok 2. (Figure 2)
Obrazok 2. Atrofia epitelu endometria (E) pri E. catarrhalis chronica; infiltracia strémy
leukocytmi (ILC), krvné cievy — hemostaza (Sipky), toluidinova modra, ZV.x2600.

Obrazok 3. Erézia epitelu endometria pri E. catarrhalis chronica; EB-erdzia buniek,
SB-Sekreéné bunky, CB-ciliarne bunky, SEM, pokovené zlatom, zv. X7600.

Figure 2 Atrophy of endometriums™ epitel (E) in the E.catarrhalis chronica;
infiltration by lecocyties (ILc), haemostasis (arrovs), Toluidine blue, mag.x2600.

Figure 3 Epiteliums erosis in the E.catarrhalis chronica; EB- cells erosis, SB secretory
cells, CB- ciliare cells, SEM, coat by gold, Mgn.x7600.

Submikroskopické zmeny endometria pri titre protilatok 1:25 -1:100 (tabulka 2) su
charakteristické pre jednotlivé typy EM a vyskytuju sa v celej Skale. Pri EM Il. sa pri
vSetkych postihnutych zvieratach vyskytovala hypertrofia sekreéného epitelu a epitelu
Zliaz , pavimetacia a dilatacia lumenu Zliaz. MenSi bol vyskyt trombusov (obr. 5),
pozapalového pseudoxantomu a leukocytov v Zlazach.
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Tabulka 2. Frekvencia histologickych a submikroskopickych zmien v endometriu pri

roznej hladine titra protilatok (v %)

Table 2 The frequency of histological and submicroscopic changes in the endometrium

at different levels of antibody titers (in %)

<1:25 1:25-100 >1:100
The changes l. | P . n. F l. . n. F
Proliferation 100 81.8 100 100 100 100 100 100 100
of the endometrium
Hypertrophy 100 81.8 100 100 100 100 100 100 100
of the secretory epitelium
Epitelial erosion 100 81.8 40 100 84.6 30 100
Desquamation of the epitelium 727 60 50 60 84.6 70 100 70
Atrophy of the epithelium 100 18.2
Fibrin coating 60 100 70 100
Fibrin in the stroma 60 60 40 100
Peristatic hyperemia 25 100 100 100 100 100 100 100 100
Infiltration 100 36.4 40 100 30.8 40 100
of the stroma by PN
Infiltration 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
of the stroma by MN
Perivascular infiltration 60 100 100 100 100 100 100 100 100
Pavimetation 81.8 100 100 100 84.6 100 100 100
Pseudoxantdm 20 15.3 20
Endotelial edema 545 60 50 100 61.5 50 100 60
Thrombus 91 60 50 61.5 70 50 40
Hypertrophy 40 63.6 100 100 100 69.2 70 100 42.8
of the glandular epitelium
Dilatation 54.5 100 100 100 61.5 100 100 42.8
of the lumen of glands
Leukocytes in the glands 20 100 15 40 100
Low cells density 50 20 636 40 50 69.2 70 50
Dilation 36.4 40 50 30.8 30 50
of the mitochondria
Cisternae of GER 20 63.6 40 50 61.5 80
Vesiculs 455 40 100 20 38.5 60 100 40
Cytoplasmic vacuolation 20 63.6 80 100 100 69.2 80 100 20
Pyknosis 40 90.9 100 100 100 84.6 100 100 100
Karyolysis 50 20 45,5 60 100 60 53.1 60 100 40
Karyorhexia 50 27.3 60 100 60 61.5 50 50 50
Hyperchromatosis 20 27.3 40 100 40 30.8 40 50 40
No changes 12.5 10
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Obrazok 5. (Figure 5.)
Obrazok 4. Deskvamacia epitelu endometria; (BM) bazalna membrana, SB-sekre¢né
bunky, F-fibrin, SEM,pokovené zlatom, zv.x9200.

Obrazok 5. Hemostaza — trombus v krvnej cieve (Kc) pri EM. catarrhalis chonica;
polynuklearny leukocyt (PN), erytrocyt (E), toluidinova modra, zv. x1000.

Figure 4. Desquamation of endometriums’epitel; (BM)basal membrane, SB-secretory
cells, F-fibrin, SEM, coating by gold, mag.x9200.

Figure 5. Haemostasis - trombus of blood vessel (Kc) in EM. catarrhalis chonica;
polynuclear leukocyte(PN), erytrocyte(E), Toluidine blue, mag. x1000.

Obrazok 6. (Figure 6.) Obrazok 7. (Figure 7.)
Obrazok 6. Povrch endometria s fibrinovym krytom pri EM Il.; endometrium (E), fibrin
(F), SEM, pokovené zlatom Zv.x4360.

Obrazok 7. Edém bunky endotelu pri EM lll.; nucleus (J), mitochondria (M), vakuola (V),
citrat olova, uranylacetat, TEM, zv. x2000.

Figure 6. Endometriums’ surface with fibrins™ cover in EM Il.; endometrium (E), fibrin
(F),SEM, coating by gold,mag. x4360.

Figure 7. Oedema of endotel cell in EM IIl.; nucleus (J), mitochondria (M), vakuole (V),
Leads’ citrate, uranylacetate, TEM,mag.x2000.

Na endometriu boli pritomné fibrinové nalepy, ktoré miestami tvorili siet (obr. 6) 10 %
zvierat (tab. 1) malo EM lll. Vyskytlo sa pri nej formovanie trombu, edém endotelu

a desquamacia epitelu pri vyraznom purulentnom vypotku. V skupine s titrom protilatok
>1:100 je vacsia pestrost zistenych zmien ako v predchadzajucich skupinach. Vyskytla
sa dilatacia lumena Zliaz a leukocyty v Zlazach.
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Obrazok 8. Volné bunky v endometriu krav ( PN — polynuklearny leukocyt, MN —
mononuklearny leukocyt, PB — plazmaticka bunka, H — histiocyt).

Figure 8. Free cells in endometrium of cows (PN-polynuclear leucocyte, MN-
mononuclear leucocyte, PB-plasmatic cell, H-histiocyte).

Obrazok 9. (Figure 9.) Obrazok 10. (Figure 10.)
Obrazok 9. Leukostaza pri EM Il.; stroma (S), krvna cieva (Kc), fibrin(F), SEM,
zv.8800x.

Obrazok 10. Leukocytarna infiltracia subepitelialnej vrstvy pri EM lll.; zeleny
trichrém,zv. x500.

Figure 9. Leucostasis in EM Il.; stroma (S), blood vessel (Kc), fibrin(F), SEM, coating
by gold, mag. x8800.

Figure 10. Leukocytare infiltrartions of subepitelial layer in pri EM Ill.; Green
trichrome, mag. x500.

Pri EM lll. stupha boli zmeny podobné ako pri nizSom titre. V bunkach sa
neprejavila Ziadna sekretoricka aktivita. Mnoho buniek luminalneho epitelu
hypertrofovalo do enormnych rozmerov. Pri ciliarnych bunkach sa hypertrofia
nepozorovala. V submikroskopickej Strukture buniek medzi pestré zmeny stromy
vacsiny zvierat patrila leukocytarna infiltracia mononuklearneho charakteru,
infiltracia histiocytmi a plazmatickymi bunkami (obr. 11 ). Z mononuklearnych
leukocytov sa vyskytovalo najviac malych foriem (5 - 8 ym) lymfocytov (21.7 — 41.1
volnych buniek predstavovali plazmatické bunky(11.4 -19.5 %). Tento prejav

v pocCetnosti je zachovany aj z hladiska ich zastupenia pri réznej urovni titra protilatok
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(obr.8).

pocet/count
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bunka/cell/ EM

Obrazok 11. Volné bunky v endometriu krav pri réznej EM; (PN-polynuklearny
leucocyt, MN-mononuklearny leucocyt, PB-plasmaticka bunka, H-histiocyt).

Figure 11. Free cells in endometrium of cows in different EM (PN-polynuclear
leucocyte;MN-mononuclear leucocyte;PB-plasmatic cell;H-histiocyte).
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Obrazok 13. (Figure 13.)

Obrazok 12. Edém buniek epitelu endometria (E), stréma (S), polynuklearny leukocyt

(PN), mononuklearny leukocyt (MN), plazmatické bunky (PB), toluidinova modra, zv.
x1000.

Obrazok 12. (Figu

Obrazok 13. Edém sliznice kr¢ka ;stroma (S), dezintegracia buniek epitelu (E),
bazalna membrana (BM), toluidinova modra, zv.x1000.

Figure 12. Oedema of epitels’ cells of endometrium; endometrium (E), stroma (S),
polynuclear leukocyte(PN), mononuclear leukocyt (MN), plasmatic cells(PB).,
Toluidine blue, mag. x1000.

Figure 13. Oedema of the mucouse of cervix; stroma(S), desintegrations of the
epitels” cells (E), basal membrane (BM), Toluidine blue, mag. x1000.

Pri vySSej urovni titra sa zvySoval aj vyskyt vofnych buniek, zvlast lymfocytov.
Frekvencia vyskytu mononuklearov klesala s vySSim stupfiom endometritidy a
polynuklearne leukocyty sa zvySovali so stupfiom endometritidy. Vyrazne dilatované
Zlazy mali aj vyrazne hypertrofovany Zlaznaty epitel. Ich lumen pri zvieratach

s najvyssim titrom obsahoval okrem sekrétu aj solitarne bunky leukocytarneho
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charakteru. Medzi bunecné priestory boli rovnako dilatované, akoby rozSirené
edémom, ¢o vytvaralo obraz diskontinuity epitelovej vrstvy a tym aj Zlazy. Bazalna
membrana Zliaz v stratum functionale bola hrubsia a popretkavana fibrinovymi
vlaknami.

Zmeny sliznice kicka maternice

Pri zvieratach s urovnou titra < 1:25 nebola zistena cervicitida a sliznica krcka
vykazovala zmeny typické pre zaciatok lutealnej fazy cyklu. Mikroskopické zmeny
sliznice kiCka maternice (1:25 -100) su uvedené v tab. 3. Dominantnymi zmenami
boli polypdzna hypertrofia epitelovej vrstvy , erézia epitelu , lokalne desquamacie
epitelu, infiltracia subepitelovej Casti mononuklearnymi leukocytmi a perivaskularne
infiltracie . MikroStrukturalne zmeny boli obdobného charakteru ako pri endometriu
(tabulka 3),ale sa zmenila frekvencia a rozsah tychto zmien. Leukocytarna infiltracia
subepitelovej zoény sliznice kréka bola v porovnani s endometriom odlisna (obr. 14)
predovsetkym v pritomnosti polynuklearnych leukocytov, ktoré sa vyskytovali

v sliznici v menSej miere (8.4 -11.8 %). Pri zvieratach s titrom protilatok < 1:25 (3.
skupina) sme v preparatoch sliznice kif¢ka nezistili pritomnost leukocytov.

16
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Obrazok 14. Volné bunky v sliznici kr€ka maternice krav; (PN-polynuklearny
leukocyt, MN-mononuklearny leukocyt, PB-plasmaticka bunka, H-histiocyt).

Figure 14. Free cells in mucouse of the cervix uteri of cows; (PN-polynuclear
leucocyte, MN-mononuclear leucocyte, PB-plasmatic cell, H-histiocyte).

Pri titre > 1:100 boli niektoré zmeny vyraznejSie. Pri jednej dojnici sa nezistili ziadne
submikroskopické zmeny charakteristické pre patologicky proces. Hypertrofia
epitelovej vrstvy prebiehala v polypéznej forme, kym v endometriu ploSne. Tato
forma davala sliznici kf¢ka kraterovity vzhlad. Desquamacia epitelu na polypdznych
usekoch sliznice jej davala trsovity vzhlad. Na sliznici cervixu sme nenasli fibrinbzne
zmeny. Infiltracia stromy pozostavala prevazne z mononuklearnych leukocytov a iba
v jej hibSich €astiach boli pozorované aj polynukleary. Erézia epitelu (obr. 3) mala
podobny charakter ako v endometriu.
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Tabulka 3. Frekvencia mikroskopickych zmien cervixu pri réznej hladine titra
protilatok (v %)

Table 3. The frequency of microscopic changes in the cervix at different levels of
antibody titers (in %)

The changes <1:25 1:25-100 > 1:100

Polyp epitelial hypertophy - 88 100
Desquamation of the epitelium epitelu - 72.2 88
Epitelial erosion - 7.7 96
Infiltration of the stroma by LC - 88.8 92
Perivascular infiltration - 72.2 92
Low cells density - 33.3 40
Karyolysis - 50 52
Hyperchromatosis - 33.3 36
Cytoplasmic vacuolation - 22.2 16
Cisternae of GER - 27.7 24
No changes 100 15 4

Diskusia

Infekény proces reprodukénych organov mdze byt vyvolany nielen patogénnymi, ale
aj potencialne patogénnymi ba aj komenzalnymi mikroorganizmami (Otero et al.,
2000; Ross, 2003; Rocha et al., 2004), ktoré Ziju pri dobrej odolnosti zvierata snim

v zdanlivej symbidze. Ak sa zvierata nachadzaju v nevhodnych podmienkach je vznik
infekcie vefmi aktualny. Infekény proces spdsobuje problémy pri fertilizacii, moze
ovplyvnit’ cyklus, implantaciu zarodku a vyskytuje sa embryonalna mortalita (Parant,
1990), abort v réznom $tadiu vyvoja plodu (VICek, 1985,1989), ale existuje

aj moznost priebehu celej gravidity aj s infekciou (Kaneene et al., 1986). Pérod

a puerpérium su najkritickejSie momenty reprodukéného cyklu. Pri ich pravidelnom
priebehu je bakterialna kontaminacia likvidovana samocistiacou schopnostou

a obranyschopnostou organizmu. V pripadoch protrahovanej involucie je vaznym
problémom aj uplatnenie sa ubikvitarnych mikroorganizmov ( Marcinkowski et al.,
1989 ). Autori zistili ich vyznamny podiel na malo vyraznych puerperalnych
endometritidach a na prediZzenej SP aZ na 162 dni. Tento trend vidiet aj v nasich
sledovaniach, kde neboli zistené endometritidy I. stupna pri klinickych vySetreniach v
popbrodnom $Stadiu do 60. dia, avSak podfla pitevného vySetrenia sa ich vyskyt
pohyboval v rozpati 9 -75 %. To sa prejavilo aj v aktualnej sterilite, ktora sa
pohybovala od 126 do 154 dni. Tieto zistenia koreSponduju aj s udajmi Ruegg et al.
(1988), ktori pri stadach krav s pozitivnym titrom zistili SP v priemere 117 dni

a interval 86 dni. Autori zistili pri vysokej urovni titra embryonalnu mortalitu, pripadne
aborty, o mozeme potvrdit. Urover titra protilatok kore$ponduije s klinickymi resp.
patologickymi nalezmi na slizniciach reprodukénych organov krav (Luginbuhl, 1981;
Klavano, 1980; Corbeil et al., 1986), hoci pri porovnani titra, klinickych zmien a
ziskanych pozitivnych izolatov existuju stale urcité nejasnosti (Stephens et al., 1986;
Kwiecien and Litte, 1991).Uvedeny fakt mézeme tiez potvrdit’ z pozitivnych izolatov
pri klinicky nediagnostikovanych cervicitidach a endometritidach. Na druhej strane
vidiet, Ze klinicky stanovena diagndza nevystihuje skutoCny stav a ma podstatne
nizSiu vypovedaciu hodnotu ako histologické vySetrenie. Toto potvrdzuju aj bitunkove
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nalezy Weissera a Alberta (1987) a Millera et al. ,(1983). Lederer et al., (1987)
dokumentuje mnozenie H. somnus v _mononuklearnych fagocytoch, ktoré sa po
vyplneni fagocyta patogénom rozpadaju a tak dochadza k jeho transportu na rézne
Casti tkaniv organov. Tie isté typy buniek, ktoré su schopné usmrtit’ iné typy bakteérii
nie su schopné zneskodnit H. somnus, ale v skutocnosti umoznia jeho rast
a rozmnozenie. UZ pri 4 hodinovej kulture autor zistil ingesciu mikroorganizmu
fagocytmi a po 8 hodinach jeho pomnozenie a nasledny rozpad mononuklearov.
Patogenita H. somnus je spajana tak s akutnymi, ako aj chronickymi zapalovymi
procesmi reprodukénych organov krav (Kaneene et al., 1986 a,b; Stephens et al.,
1986; Kwiecien and Little 1991; Patterson et al.,1998). Pri leukocytoch ziskanych
lavazou maternice boli v prevahe polynuklearne leukocyty, ale tak ako pri ostatnych
sledovanych zvieratach pri chronickych procesoch v tkanivach endometria a cervixu
prevazovali mononuklearne leukocyty, o by nasvedCovalo spominanému zisteniu
Lederer et al. (1986). Rovnako pri spontannych ako aj pri experimentalnych
infekciach H. somnus su pri charakteristike histopatologickych zmien
v literarnych udajoch popisané zmeny tkaniv reprodukénych organov iba
v zakladnej rovine charakterizujucej dany stav, no iba zriedka sa stretame
s podrobnou histologickou a mikroStrukturalnou charakteristikou (Klavano,
1980; Miller and Barnum, 1983; Patterson et al., 1986; Kaneene et al., 1987), aka
sa nachadza v nasej praci. Takéto podrobné Studie su uvadzané viac v suvislosti
s abortami(Widders et al., 1986) a embryonalnou mortalitou (Van Dreumel and
Kierstead, 1975; Corboz and Wild ,1981; Czuprynski and Hamilton, 1985;
Chiang et al., 1986; Hubbard et al.,1986; Corbeil et al., 1986; Patterson et al.,
1998). Aj ked existuju urcité spolo¢né charakteristické znaky pre jednotlivé
formy zapalovych procesov (Bednar et al., 1984),existuju zvlastnosti vzniknuté
v dosledku povahy etiologického Cinitela (Jirasek, 1984) a lokalizacie zapalového
procesu (Serov et al., 1986).Tieto diferencie su najmarkantnejSie pri bakterialnej
etioldgii. V organoch ktoré prechadzaju pravidelnymi cyklickymi zmenami, mézu byt
niektoré charakteristické symptomy zastreté resp. poznacené cyklickou zmenou,
ktora prave na danom tkanive prebieha ( Kobilkova a Siracky, 1990). Holy a Kudlaé
(1977), podobne ako Gamcik et al.(1980) popisuju zapalovy proces na endometriu
krav predovsetkym ako chronicky. Endometritidy zhodne delia do Styroch stupriov
podla ich charakteru. Ako najCastejSie pri€iny endometritid mikrobialneho pévodu
uvadza podmienecne patogénnu mikrofloru. Pri endometritidach a cervicitidach
uvadzanych v suvislosti s infekciou volanou H. somnus je zapalovy proces
charakterizovany ako akutny (pri experimentalnych infekciach), ale prevazne ako
chronicky kataralny, mukopurulentny a zriedkavo aj purulentny pri spontannych
infekciach reprodukénych organov. Pri purulentnej forme (maly pocet zvierat) sme sa
stretli iba so zmieSanou infekciou a tak je tazko vyslovit jednoznacny nazor na
priinu, resp. rozhodujuci etiologicky moment. Pri endometritide Il. stupria sa pri
zvieratach s titrom protilatok vy$Sim ako 1:25 vyskytoval fibrindzny zapal endometria,
s ¢im sme sa v dostupnej literature nestretli pri popise symptomatiky endometritid.
Takyto stav v mikrostrukturalnych zmenach popisuje pri hemofilovom chronickom
supurativnom zapalovom procese baranov Diaz-Aparicio et al. (2009), ktoré
s vyskytom neorganizovanych fibrinéznych zmien zistovali pri epididimitide baranov.
Pri placentitide a endometritide sprevadzanej abortom popisuje Widders et al. (1986)
fibrinové tromby v malych venulach placenty a endometria. Pri mukopurulentnej
forme je viac popisovana desquamacia epitelovej vrstvy (Kaneene et al., 1987),
ktoré sme my CastejSie zistovali (72.7 % resp. 84.6 %) pri kataralnej endometritide,
podobne ako pri kataralnych cervicitidach. S desquamaciou epitelu sme sa nestretli
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v skupine s najnizSou uroviou titra, hoci Patterson et al. (1984) popisuje
squamoézne defekty aj na slizniciach inych organov pri titroch nizSich ako 1:20.
Diaz-Aparicio et al. (2009) zistili rovnaké desquamacné zmeny a eroziu epitelu
v chvoste prisemennika baranov pri hemofilovej infekcii. Proliferacia endometria,
peristaticka hyperémia, hypertrofia epitelu a perivaskularne leukocytarne infiltracie
sa popisuju ako sprievodné symptomy zapalového procesu (Bednar et al., 1984;
Jirasek, 1984). Pri sledovanych zvieratach s vynimkou prvej skupiny, sme pri
vSetkych zvieratach zistili spomenuté histopatologické znaky. Infiltracia stromy je
vacsinou spajana s polynuklearmi (Widders et al., 1986; Kaneene et al., 1987), pri
baranoch aj pri epidimitidach hemofilovej etiolégie (Diaz-Aparicio et al., 2009).
Mononuklearne infiltracie s malym zastupenim polynuklearov zistil podobne ako my
aj Hoblet et al. (1989), hoci je mononuklearna infiltracia spajana viac
s virusovymi infekciami (Bednar et al., 1984; Kudlac, 1985). Ak uvazime funkciu
mononuklearov pri tkanivovej imunite a ich pritomnost ako zivnu poédu pre
mnozenie sa H. somnus, je pravdepodobné, Ze ich pritomnost v tkanive nie je
nahodna aj napriek tomu, Ze ide o bakterialnu infekciu. S obratenym pomerom
poly a mononuklearov , t.j. prevahou polynuklearov sme sa stretli pri sekrétoch
ziskanych lavazou endometria pri spontannej infekcii (60.1 % PN oproti 38.9 %
MN). Podla naSich zisteni sa zda, ze pri hemofilovej infekcii je infiltracia
plazmatickymi bunkami, histiocytmi a malymi formami lymfocytov patognomickym
symptomom. Do istej miery to potvrdzuju in vitro Studie Lederera et al. (1987), ktori
popisuju zavislosti tychto buniek s antigenitou mikroorganizmu. V tejto suvislosti je
obdobne hodnoteny aj vyskyt edému endotelu v kapilarach endometria (Thomson
and Little, 1981; Sylte et al., 2000 ), ktory mal v nasSich sledovaniach zna¢nu
frekvenciu (50 -100 %), ale treba poznamenat, Ze iba pri zvieratach s vy$Sim titrom
ako 1:25. Vaskulitidy (Sylte et al., 2000; Haris and Hansen, 2000), edémy endotelu
ciev (Thomson and Little, 1981), trombotizaciu ciev (Janzen, 2012), vakuolizaciu
buniek a bunec¢nych membran endotelovych buniek (Thomson and Little, 1981),
kondenzaciu chromatinu leukocytov (Sylte et al., 2000) sme mohli pozorovat aj my
na rozdiel od Gomis et al. (1998), ktori kondenzaciu chromatinu nenasli. Pri
cervicitidach a endometritidach hemofilového povodu sme sa nestretli v literature
s popisom erdzii epitelu, ktoré sa v plnom rozsahu prejavili pri fibrinéznych
procesoch a vo velkom rozsahu (80.0 %) pri kataralnych zapalovych stavoch. Je

v v,

Casto intenzivnejSim a skér spominanym znakom. Tak ako pri kazdom zapalovom
procese aj pri hemofilovej infekcii je vidiet pomerne pestré zastupenie zmien tkaniv
organov a je prakticky nemozné bez mikrobiologického, hematologického

a histologického vySetrenia vyslovit iba na zaklade klinickych zmien diagnozu.
Dokonca aj pri mikrobiologickom vySetreni sa CastejSie stretavame so zmieSanymi
infekciami a je tazko povedat €o bolo prioritnym pri z hladiska etiolégie

a patogenézy. V kazdom pripade by sa mala tejto infekcii venovat omnoho vacsia
pozornost, zvlast pri opakujucich sa zapaloch, pri €astych vaginitidach, pri tazko
lieCitefnych endometritidach a v pripadoch ked sa v chove vyskytuju aj respiratérne
a enteralne problémy narodenych teliat po¢as prvych 14 dni ich Zivota.
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