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We wstepnym doniesieniu  wysuneliSmy
przypuszczenie, ze fluorescencyjng metode
identyfikacji interfazalnego chromosomu Y u
cztowieka uda sie zastosowaé przy analizie gar-
nituru chromosomowego zwierzgt domowych
i wykorzystaé¢ do celow weterynaryjnych. Wy-
niki uzyskane w pierwszym etapie badan, choé
zachecajace, nie byly jednak zadowalajgce ze
ze wzgledu na trudnosci unikniecia natozenia
sie na komoérke artefaktow i bakterii cechujg-
cych sie silng fluorescencjg. Ponadto liczba ba-
danych zwierzat byla stosunkowo niewielka, z
czym rowniez moéglt wiagzaé sie blad oceny (8).

W ostatnich miesigcach ukazaly sie nowe
wazne doniesienia rzucajgce dodatkowe Swiatto
na charakter fluoryzujacych struktur wewnatrz
jadra interfazalnego. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze w pewnym odsetku komoérek po-
chodzacych od kobiet réwniez stwierdza sie
fluorescencje tudzaco podobng do fluorescenciji
Y i udowodniono, ze wigze sie ona z niektory-
mi regionami autosoméw (1, 2, 4, 7). Ukazala
sie takze praca Pearsona i wsp. (6), w ktére]
autorzy stwierdzili, ze u badanych przez nich
zwierzat domowych oraz malp nie udato sig z
cala pewno$cig zidentyfikowaé¢ metoda fluores-
cencyjng chromosomu Y. Ich zdaniem fluores-
cencja chromosomu Y, poza czlowiekiem, wy-
stepuje jedynie u goryla.

Kontynuujgc nasze poprzednie badania po-
stanowiliSmy przeanalizowa¢ taki materiat,
ktory pozwolitby na unikniecie artefaktow (flu-
oryzujgcych bakterii, sluzu oraz innych cial or-
ganicznych i nieorganicznych). Postanowiono
zwiekszy¢ liczbe osobnikow uprzednio bada-
nych gatunkéw, analizowaé¢ komoérki roéznych
tkanek, oraz podda¢ ocenie material pochodza-
cy od malp.

Materiat i metfody
Pierwszg grupe badanych zwierzat stanowily samce

i samice nastepujacych gatunkéw zwierzat: Swinia
(Sus scrofa dom.), bydlo (Bos taurus), kon (Equus

caballus) i pies (Canis familiaris). Analizowano roz-
mazy komorek nablonka spojowkowego. Dla przepro-
wadzenia analizy komoérek zrdinicowanych czynno$-
ciowo i morfologicznie oceniano komoérki migzszu wa-
trobowego, limfocyty S$ledziony doroslych §win i by-
dta. Badania rozszerzono o analize komorek nerwo-
wych z rdzeni kregowych, komérek watrobowych i
§ledziony plodéw $win i bydia. Tkanki pobierano z
zachowaniem warunkow aseptycznych. Dodatkowo
oceniano we fluorescencji rozmazy plemnikéw buha-
jow 1 psow.

Oddzielng grupe stanowilo osiem gatunkoéw malp:
kapucynka (Cebus apella), koczkodan zielony (Cerco-
pithecus aethiops), makak jawajski (Macaca irus), ma-
kak lapunder (Macaca mnemestrina), dryl (Mandrillus
leucophaeus), sajmiri (Saimiri sciureus), pawian ma-
sajski (Papio cynocephalus) oraz goryl (Gorilla gorilla).

Oceniano komorki nablonka spojowki oka i rozmazy
krwi. Od goryli pobrano tylko rozmazy nablonkéw ja-
my ustnej.

Kontrole stanowily rozmazy nablonkéw blony $§lu-
zowej Dpoliczkéw zdrowych mezezyzn i kobiet.

Preparaty utrwalano natychmiast po pobraniu, w
mieszanine alkoholu z eterem (1:1). Barwiono 0,5%
roztworem dwuchlorowodorku akrychiny (atebryna) w
buforze Mcllvaine’a o pH = 4,2, Komérki oceniano w
mikroskopie fluorescencyjnym Zeiss’a w $§wietle lam-
py rteciowej HBO-200, przy zastosowaniu filtrow
wzbudzajgcego BG-12 i barierowego OG-1/GG-9.

Wyniki

W pordéwnaniu z komorkami nablonkowymi
uzyskanymi od mezezyzn w komorkach pocho-
dzgcych od samcow $win, bydla, koni i pséw
nie znajdowano w jadrach komorkowych in-
tensywnie swiecacej plamki, ktéra mogtaby od-
powiada¢ chromosomowi Y. W niektorych ja-
drach obserwowano pojedyncze, drobne i silnie
fluoryzujace struktury. Liczba ich wahata sie
w zalezno$ci od osobnika i preparatu od 0% do
20% komorek. Wystepowaly one réwniez w ko-
morkach samic tych gatunkow. W koncowej
analizie stwierdzono, ze struktury te mnie byly
zwigzane z plcig zwierzecia.

W materiale pobranym z narzadéow we-
whnetrznych plodow i zwierzat dorostych unik-
nieto wprawdzie wystepowania zanieczyszczen,
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lecz nie pozwolilo to na zidentyfikowanie plci
osobnika. We wnetrzu jader komoérkowych po-
chodzenia plodowego obserwowano siateczke
nici chromatynowych o réznej intensywnosci
fluorescencji. W  pojedynczych komoérkach
tworzyly sie zageszczenia mogace imitowac
$wiecenie odpowiadajgce fluorescencji chromo-
somu Y U mezczyzn.

Plemniki buhajow i pséw obserwowane w
mikroskopie fluorescencyjnym wykazywaly
bardzo stabe i réwnomierne $wiecenie calej
glowki plemnika, jedynie u nasady witki flu-
orescencja byla wyrazniejsza.

Analizujgc jagdra komérkowe nablonka spojo-
wek oka i leukocytow krwi matp nie udalo sie
ta droga ustali¢ plci dawcy. Jedynie u samca
goryla w ok. 40% jader komérkowych obserwo-
wano fluorescencje identyczng do spotykanej
u cztowieka.

W kontrolnych rozmazach u mezczyzn obser-
wowano fluorescencje w 60—80% jader komor-
kowych. U kobiet fluorescencja wystepowala w
4—6% jader.

Tab. 2. Badane gatunki rzedu Primates oraz uzyskane

wyniki
Leczba Fluorescencia
Galunek Ptec 3?&‘3,715@ ciatka ¥
Czlowiek 20 +
© (Homo sapiens) 20 | —
Goryt ! *
“(Gorilla gorilla) 1 -
Aapucynka

J. (Cebdus apella)
Koczkodan zietony
“(Cercopithecus aethiops)
5 Nakak jawasski
- (Macaca (rus)
MNakak lapunder
(Macaca nemmestrina)
Dryl
7 (Mandrillus (eucopiaeus)
8 sajmire
s eSaimird sciureus)
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nalezy uwaza¢, ze stosowanie fluorescencyjnej
metody wykrywania interfazalnego chromoso-
mu Y nie daje spodziewanych wynikow u ba-
danych gatunkow zwierzat. Obserwowane w

Tab. 1. Zestawienie badanych zwierzat domowych i ocenianych tkanek
LiEsk Badarne tkank:
, . tcroa ! 5 : kil
batunek Week |Atec| padanyck | nabtonk:| komorkd J(fm/ogyty ,";gz:%’:é cemmik
zwierzqé | $P0/OnkE |\watrobom@sledziony| uren, | P
oka ArpQomwych
d 25 X X X
doroste
Swinia : Q 15 X X X
(Sus scrofa olom,) d 35 X X X
bod
peoay | ¢ 10 X X X
doroste ¢ i o X oS 2
Bydto Q 10 X X X
(8os taurus) e 26 X X X X
plody Q 72 X X X
Kon d 74 X
(Eguus caba ' 3) EERe ) 6 X
Ples d 8 X X
(Canis famdliards) ggrosece ° 4 X

Omoéwienie wynikow

W badanych jgdrach komérkowych pocho-
dzacych od zwierzgt przy barwieniu prepara-
tow dwuchlorowodorkiem akrychiny (atebry-
na), nie udalo sie zidentyfikowaé plci dawcey.
Obserwowana fluorescencja w jadrach komor-
kowych u zwierzat byla zasadniczo jednakowa
U samcOw i samic.

Obecne badania, w poréwnaniu z poprzednim
doniesieniem (8), zostaly rozszerzone o dalsze
gatunki zwierzat oraz zwiekszono liczbe prze-
badanych osobnikéw. Analizowano komorki
roznych tkanek zwierzat dorostych i ptodow.

Biorac pod uwage przedstawione tutaj wy-
niki oraz doniesienia Pearsona i wsp. (5, 6),

0

jadrach komorkowych $wiecgce struktury mo-
ga powstac z przypadkowego nalozenia sie ni-
ci chromatynowych lub tez w wyniku silnej
spiralizacji wniektérych odcinkow autosomdw.
Przykladem takiej silnej fluorescencji sg nie-
ktére odcinki autosoméw cztowieka.

Szczego6lne znaczenie ze wzgledow hodowla-
nych i regulacji plci potomstwa wiaze sie z po-
szukiwaniami metody okreslenia plci plemnika,
tj. czy niesie on chromosom Y czy X. Z naszych
obserwacji dotyczgcych fluorescencji plemni-
kéw buhajow i pséw wynika, ze chromosom Y
tych gatunkéw zachowuje sie w plemnikach
zabarwionych atebryna podobnie jak w pozo-
stalych analizowanych tkankach ciata i jest
niewykrywalny.
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U badanej pary goryli mozliwe bylo to me-
todg odrdznienie pici meskiej, co jest zgodne z
doniesieniem Pearsona i wsp. dotyczgcym ana-
lizy plytek metafazalnych (6). Podobienstwo
fluorescencji chromosomu Y u czlowieka i go-
ryla moze wynika¢ z bliskiego pokrewienstwa
ewolucyjnego tych gatunkow.

Tak wiec nie spelnily sie, jak dotychczas, na-
dzieje na uzyskanie stosunkowo prostej, uzu-
pelniajacej metode Barra, techniki diagnozo-
wania populacji zwierzat dla wykrywania osob-
nikéw podejrzanych o zaburzenia uktadu chro-
mosoméw pteciowych.

Pelng wartoé¢ posiada jedynie analiza chro-
mosomu piciowego Y w komorkach interfazal-
nych czlowieka, w oparciu o metode fluores-
cencyjng. Dzieki tej technice potwierdzono
obecno$¢ w komorkach interfazalnych niepra-
widlowej liczby chromosomoéw plciowych; u
zdrowych mezezyzn wykryto plemniki z dwo-
ma chromosomami Y (9), natomiast u mez-
czyzn posiadajacych chromosomy plciowe XYY
wykazano okecno$¢ w komoérkach dwoéch Swie-
cacych punktow bedacych chromosomami Y
(3).
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Crolca II., Payaywmxgeeuu C., Mank-Cembupa ., T'yn-
suHbcKa X.. Xnubousp X. — IIpumenense ¢aoopecueHT-
HOro MEeToNa I KOCBEHHOTO aHAAM3a MoJa uHrepda-
3aJBHBLIX KJETOK MOMALIHMX JKHMBOTHBIX, 00€3LIH M 4e-
JIOBEKA.

MccnenopanyamMu ObLIM HNOABEPTHYTHI MHOTLOYMCJEH-
Hble TDYNObI JOMAIIMHX JIKMBOTHBIX: CBUHBY, KPYII-
HbIII POTATBI CKOT, JOLUALM M cO0aKM, BOCEMb BUIOB
o0e3baH M YeJIOBEK. ¥ Jomamein um cobak mcelsieaoBann
SIMUTENNII KOHBIOHKTUBBLI TJa3, y KPYIHOTO POTATOTO
CKOTQ JOMNONHMUTENLHO KJETKM ceJe3eHKyu (ammdponn-
TbI) M IeYeHM, a TaKKe aCelTUUecKM B3ATble III0L0-
Bbl€ TKaHM., AHAJIU3MPOBaAM Ma3KM CcHepMbl OBIKOB
n cobak, y 00e3bAH OSINUTENUA CIAMIUCTOM TKAHM ILEK.
Bee wmasky okpammsamu 0,5% pacmeopom areSpuHa
(IBYXJIOPMCTOBOLOPOAHAA COJb aKpuxmHa) B Oydep-
HOM cMecu 1o Mc Ilvaine pH = 4,2,

XapaKTepHYIO IJIA Tejablla y DiayopecleHIMIO yCTa-
HOBMJM B Ma3KaX KJETOK MYKYMH M caMI[a TOPMIJbI.
Y ocTaXbHBIX WCCIECJOBAHHBIX BMAOB 3KMBOTHBIX Ha-
oJiomaay MHOTZA B AApax KJeToK (hJroopusmpyloline
CTPYKTYPbI HO IPUCYTCTBME MX He OBLIO CBA3AHO C
II0JIOM MCCJIEAOBAHHOIO MHAMBUAYYMa. ABTOPBI HpPU-
XOQUT K BBIBOAY, UYTO (QIIOOPECUEeHTHBINI MeTOoH, BbI-
COKO 9(hbpeKTUBHEIN B IMATHOCTMKe UHTepdda3anbHBIX
KJIETOK YeJIOBEKa He TOAUTCA IJA aHaamsa mHrepda-
3aJbHBIX XPOMOCOMOB 2KMBOTHBIX (C WCKJIIOUeHMEM
Buuaa Gorilla gorilla).
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Sysa P., Rautuszkiewicz S., Maik-Siembida J., Gucwini-
ska H., Hibner H. — Application of fluorescent test
to indirect analysis of sex of interphasal cells in
domestic animals, monkeys and man,

The investigations have been carried out on pigs,
cattle, horses, dogs, 8 species of monkeys and man.
In the horses and dogs there was investigated
epithelium of conjunctival sac, besides in cattle and
pigs spleen (limphocytes) and liver cells, and also
aseptically obtained embrionic tissues. There were
also analysed smears of spermatozoa of bulls and
dogs. In the monkeys there were examined smears
of buccal epithelium. The smears were stained with
0.5% atebrine in MecIllvaine’s buffer (pH 4.2). Typical
for Y bodies fluorescence was observed in the cells
of men and Gorilla gorilla. In the rest of animals
under study, there were sometimes observed some
fluorescent structures in the nuclei, but they appe-
ared regardless of the sex of animals. On the
strength of the above analysis the authors stated
that fluorescent method, very useful in diagnosis of
interphasal cells in men, is not valuable for analy-
sis on interphasal chromosomes of all but one ani-
mal, i.e. Gorilla gorilla.

NARUCKA U., WESTENDORP J. F.: Corynebacterivm
suis u prosiat. (Corynebacterium suis in pigs). Neth.
J. vet. Sci., 4, 86—91, 1972 (4).

Corynebacterium suis wyizolowano od 8 z grupy 11
macior u ktérych stwierdzono zapalenie pecherza
moczowegp 1 odmiedniczkowe ropne zapalenie nerek.
C. suis izolowano z nerek, pecherza moczowego oraz
z dader hermafrodvtéw macior. Izolowano go
rowniez z moczu i §luzdéwki pecherza moczowego her-
mafrodvtéw klinieznie zdrowveh. C. suis wyosobniono
réwniez z napletka dwéch zdrowych kouréw, nie wy-
osobniono go natomiast z jader zdrowveh knurdw.
Autorzy nie potwierdzili pogladéw Soltvsa ktéry
twierdzi Ze zakazenia C. suis wystepuia iedvnie u
macior ciezarnych poniewaZz jedvnie 3 z 8 badanvch
macior od ktdérvech izolowano C. =uis bvly w cigzyv. Nie
udato sie rowniez okreslié role knurdéw w przenosze-
niu choroby. Da izolarii C. snig stosowano agar z do-
datkiem 10% k-wi hvdlecei inknbowsnv w warunkach
heztlenowych., W identyfikacji biochemicznei zastoso-
wano prahv na indol. moceznik. =alicvne. glukoze, sa-
rharoze, laktore rammnoze. mannoze maltoze. treha-
loze i mannitol.

Z.

COUDWSAARD T, TERPORTEN-PASTOARS W. W.
M.: Chornha Tohnezo u ké7: noréwnanie testéw sero-
Jegicznveh. (¥nhne’s disease in goats: comparison of
sarelogical tests). Weth. J. vet. Sci., 4, 93—112, 1972
(2).

Autorzy poréwnali stosowanie odeczynu precypnitacii
dvfuzyinei w zelu agarowym, odezyn wiazania do-
pelniacza i odezvn immunofluorescencii w rozpozna-
waniu choroby Johnego u ké6z. Przv uZyeiu tych me-
tod przebadano svrowice od 50 klinicznie zdrowvch
kfz. surowice od 35 kéz zakaZonveh do§wiadezalnie
M. iohnei i surowice 30 naturalnie zakazonych kéz.
Radania wstepne wykazaly. Ze precvpityny i prze-
ciweciata biorace udzial w odezynie immunofluore-
seeneil poiswiala sie znacznie weze§niej nizeli nrze-
ciwciata winzace dopelniacz. Odezyn orecypitacji dv-
fuzyjnei w 2Zelu agzarowvm Jjest odezynem wvysoce
swoistvm w prrvpadku stosowania surowicv roveiern-
czonei ntynem fiziologicznym w stosunku 1:1. Z su-
rowicami choresa hvdla uzvskiwano natomiast w tvm
odezvnie dngzv odsetek wynikéw watpliwveh. Woro-
wadzenie do badan roznoznawezyvch odezvnu immu-
nofluorescencii i odezynu precypitacii dyfuzyinei w
zelu umozliwia wyklnezenie reakeii nieswoistyeh sno-
tykanvch czesto w odezynie wiazania dopelniacza.



