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Vysledky XVII. zjazdu KSC

Hlavngm vygsledkom XVII. zjazdu KSC je ,prijatie stratégie urijchle-
nia ekonomického, socidlneho a spoloéenského rozvoja, ktord je zaloZend
predovietkym na intenzivnom uplatneni vedeckotechnického pokroku“,
ako to vyjadril generdlny tajomnik UV KSC s. Gustdv Husdk vo svojom
zaverecnom prejave, ked charakterizoval obsah linie strany pre nasta-
vajice obdobie.

Ide o kvalitativne nové ulohy, ktoré nadvddzujit na vsetko pozitivne,
¢o bolo vytvorené v poslednych 15 rokoch, ale zdroven dialekticky ne-
gujua vsetko to, ¢o zabranuje naSmu rychlejSiemu napredovaniu na kva-
litativne vys8Sej urovni vo vdetkych oblastiach spoloéenského Zivota. Ve-
domie, Ze ide o kvalitativne nové ulohy, musi preniknigt do ¢éinnosti
kazdého z nas, do rieSenia objektivneho rozporu boja nového so starym
ako hybnej sily postupu vpred, do rieSenia dialektiky spolocenskych,
skupinovych a osobngch zaujmov s vedomim, Ze plnenie celospoloten-
skych potrieb je zdroven naplnanim zdujmov a potrieb kolektivov i jed-
notliveov.

Stratégia urychlenia rozvoja prihliada k vnutorngm i vonkajsim pod-
mienkam naSej spolocénosti, k stavu objektivnych vztahov stiéasného tried-
ne rozdeleného sveta i k podmienkam celosvetového procesu vedecko-
technickej revolucie. Hlavngm cielom ndSho napredovania vSak zostdva
Llrvalé zvysovanie hmotnej a kultirnej arovne ludu®. Zdrukou smerova-
nia k tomuto cielu je uplatnovanie principov veducej ulohy robotnickej
triedy a jej najuvedomelejsiecho predvoja Komunistickej strany Cesko-
slovenska vo vSetkych oblastiach a urovniach nd$ho spolo¢enského Zzi-
vota.

Splnenie ndro¢ngch uloh urychlenia rozvoja vyZaduje uplatitovat
v kazdodennej ¢innosti tvorivt aktivitu, skisenosti, poznatky ludu, vset-
kych tych, ¢o su schopni svojim objektivnym usilim rie§it progresivne
alohy spoloéenského vyvoja.

Vedeckotechnicky pokrok, jeho in*enzivne uplatiiovanie vo vyrobe,
sa tyka nielen vedcov, vedeckych institacii, riadiacej sféry, vedicich
pracovnikov, ale predovietkym bezprostredngch vyrobcov materidalnych
hodno'. Vedecké poznalky, dokonalejSie pracovné prostriedky, nové ma-
teridaly vyvinuté vedcami sa stdavaju zlozkami vyrobnych spoloéenskich
sil az vtedy, ked sa premietnii do noviych viyrobkov, ked sa objektivizuji
do v3etkych zloziek materidlneho spasobu vyroby. Nikdy nesmieme za-
budnut na ludsky fak'or naSho urychleného napredovania. Zdruka jeho
plnenia j2 v skusenostiach a v poznatkoch, v odhodlani a vlastnictve nds-
ho ludu.
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Urychlenie socidlno-ekonomického rozvoja vyZaduje prenikavo zvy§it
aj kvalitu a udinnost prdce vysokych 3kol ako velmi déleZitého Eldnku
pripravy kddrov a prenosu vedeckiych poznatkov do vyrobnej cinnosti,
do rozvoja vdetkych spolocenskych vztahov. Dosiahnut obrat v tejto ob-
lasti vyZaduje désledne uplatiiovat nové pristupy a metody vo vychovno-
-vzdeldvacej, vo vedeckovyskumnej i spolodensko-politickej ¢innosti vy-
sokoSkolskych uéitelov i Studentov.

XVII. zjazd KSC vysoko vyzdvihol ulohu kddrov pri realizdcii stra-
tegickej linie strany, ale aj vysoké ndroky na ich prdcu.

Akademik O. J. Vrtiak
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PRUKAZ PROTILATEK PROTI VIRU BOVINNI LEUKOZY
CYTOTOXICKYM TESTEM VE SROVNANI S JINYMI
SEROLOGICKYMI METODAMI

M. Granatova, 1. Svoboda

GRANATOVA, M. — SVOBODA, 1. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi,
Brno): Prikaz protilditek proti viru bovinni leukézy cytotoxickym testem ve
srovndni s jinymi sérologickymi metodami. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) :
451-458.

Na souboru 95 vzorku sér ze stada pétiletého az sedmiletého skotu silné zamo-
reného bovinni leuk6zou byly pro prukaz protilatek proti viru bovinni leukodzy
pouzity ¢tyfi sérologické metody: cytotoxicky test, imunodifuzni test v agaru,
imunoenzymaticky test a test séroneutralizaéni. Bylo zji§téno, Ze nejcitlivéjsi
je séroneutraliza¢ni test, kterym bylo diagnostikovano o sedm pozitivnich
reagentil vice nez testem imunoenzymatickym; cytotoxicky a imunodifizni
titrovanych vzorku bylo zjisténo, ze séroneutraliza¢ni test je az 20X citlivéjsi
nez test imunoenzymaticky a ten je asi 50X citlivéjsi nez test cytotoxicky
a imunodifizni.

cytotoxicky test; imunodifuzni test v agaru; imunoenzymaticky test; séro-
neutralizaéni test; titrace sér

Sérologickd diagnostika je v soucasné dobé té&ZiStém pro terénni
depistaZz leukozy skotu (Musgay a Kaaden, 1978; Ressang,
1978).

Honma aj. (1980) zjistili, Ze cytotoxickym testem (CDAC —
complement dependent antibody cytotoxicity) lze detekovat cytolytické
protilatky v diagnostikovanych sérech, kterd obsahuji protilatky proti
glykoproteinovému obalu gp 51 viru bovinni leukézy (bovine leukemia
virus — BLV]). Antisérum proti vnitfnimu proteinu p24 tyto cytolytické
protilatky neobsahuje (Watarai aj., 1981).

Imunodifiazni test v agaru (AGID — agar gel immunodiffusion) po-
uZiva k detekci protilatek v krevnim séru jako precipita¢ni antigen viro-
vy glykoprotein gp 51 anebo smés virovych antigend — ,double anti-
gen“ (Paulsen aj, 1975; Miller a van der Maaten, 1976,
1977, Ferrer aj, 1977; Forschner aj., 1980; Burny aj., 1980).

Imunoenzymaticky test (ELISA — enzyme-linked immunosorbent
assay) je zaloZen na detekci protilatek vdzanych na antigen, ktery je
fixovdan na pevném nosici. Na protildtky se navaZe antiimunoglobulin
oznaceny enzymem (kFenovou peroxidazou). Diikaz enzymové aktivity
(oxidace chromogenu kyslikem uvolnénym z H202) je soucasné diitkazem
pFitomnosti protilatek proti fixovanému antigenu (Poli aj., 1981;
Biancifiori a Cenci, 1982; Meyer a Schilow, 1984).
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Séroneutralizacni test (SNT) vyuZiva k priikazu protilatek ve vy-
Setfovaném séru pseudotyp viru BLV a vezikularni stomatitidy, kmen
Indiana — VSV/BLV (Zavada, 1976; Zavada aj., 1979).

MATERIAL A METODY
SERA

Bylo vySetfeno 95 vzorkl krevnich sér odebranych ze stada pétiletého az sedmi-
letého skotu silné zamoreného bovinni leukézou. Séra byla uchovavana pri teploté
—25°C; séra vySetfovana neutralizaénim a cytotoxickym testem byla inaktivovana
30 minut pri teploté 56 °C.

CYTOTOXICKY TEST

K provedeni cytotoxického testu bylo uzito linie bunék FLS (fetal lamb spleen),
klon G I/II (laskavé poskytl ing. C. Altaner, DrSc., z Onkologického ustavu SAV,
Bratislava), trvale produkujici virus BLV. Bunky byly péstovany v médiu MEM
s 109, fetalniho nebo polyetylenglykolem 6000 upraveného bovinniho séra (Gra-
natova a Kozakova, 1985). Krev z 30 kralika byla smichana, odstfedéna
v chlazené odstfedivce a ziskané sérum bylo ihned zmrazeno v ampulich a uzito
jako zdroj komplementu. Protoze citlivost reakce Kklesa s redénim komplementu,
byl uzit komplement nefedény (Watarai aj., 1981). Jeho lytické uéinky na bui-
ky FLS se v kontrolach pohybovaly kolem 1Y, Kazdé vysetfované sérum bylo
Fedéno na koneéné koncentrace 1:2, 1:5 a 1 :7. Monolayer bunék FLS byl tfikrat
oplachnut fyziologickym roztokem, trypsinovan, resuspendovan v médiu MEM bez
séra a naredén na koncentraci 5 X 108 bunék na mililitr.

Do jamek desti¢ky (Koh-I-Noor Hardtmuth) bylo pipetou naneseno 25 um bu-
nééné suspenze, 25 um vySetfovaného krevniho séra v prislusném redéni a 25 um
nefedéného krali¢iho komplementu. Po 45 minutach inkubace pri teploté 37 °C byla
uréena vitalita bunék trypanovou modrfi.

Pri vyhodnoceni vysledku byl uréen index cytotoxicity (IC); IC < 28,4 v nega-
tivnich sérech, IC > 28,4 v pozitivnich sérech (Honma aj.. 1980).

IMUNODIFUZNI TEST V AGARU

K provedeni tohoto testu byla pouzita souprava na sérologickou diagnostiku
leukdzy skotu AGEBION BVL, Bioveta, n. p., Nitra.

IMUNOENZYMATICKY TEST

Test byl proveden diagnostickym setem pro stanoveni protilatek proti BLV.
Set vyrabi Bioveta, n. p., Ivanovice na Hané (Franz aj., 1984).

SERONEUTRALIZACNI TEST

Virovy leukoticky antigen je povrchovy glykoprotein gp 51 ve vnéjsi casti
pseudotypu VS/BLV (laskavé poskytl RNDr. J. Zavada, DrSc., z Virologického usta-
vu SAV, Bratislava). Nejsou-li ve vySetfovaném Kkrevnim séru pritomny protilatky
proti BLV, vytvori vnitini ¢ast pseudotypu, tvofena VSV, cytopaticky efekt na mo-
nolayeru bunék VERO; naopak protilatky z pozitivniho krevniho séra se navazi na
glykoproteinovy obal pseudotypu VSV/BLV. a tim zabrani rozvoji cytopatického
efektu.
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VYSLEDKY

Pfi posuzovani vysledki ziskanych v cytotoxickém testu v fedénich
krevniho séra 1:2, 1:5 a 1:7 bylo jako pozitivnhi hodnoceno takové
sérum, které alesponl ve dvou fedénich mélo hodnotu IC vétsi nez 284;
pritom nejveétsi lytickda ucCinnost séra byla zjiSténa v Fedéni 1:5. Jako
negativni byla posuzovana séra, kterd ve dvou redénich ze tfi méla hod-
noty IC men8i neZ 28,4; nejvétsi priumérnd hodnota IC byla v Fedéni
1: 2. Vysledky jsou uvedeny v tab. I.

I. Prumerné hodnoty indexu cytotoxicity (IC) v cytotoxickém testu pro jednotliva
redéni sér — Average values of the index of cytotoxicity (IC) in cytotoxic test with
respect to various serum dilutions

Redéni séra
Priimérna hodnota IC
132 1:5 157
59 pozitivnich sér 51,54 60,62 51,20
36 negativnich sér 11,95 11,65 10,83

V dalSim hodnoceni cytotoxického testu byly posuzovany pouze hod-
noty IC v fedéni 1: 5.

Vysledky vSech Ctyf testi byly navzajem porovndny tak, aby bylo
zjisténo, ktery ze sledovanych testli je v diagnostice bovinni leukozy
nejcitlivejsi. Srovnani téchto vysledkl je uvedeno v tab. II. (Pokud byl
v nékterém testu opakované zjistén dubiozni vysledek, je sérum posuzo-
vano jako pozitivni.)

II. Srovnani citlivosti ¢tyr testi pri detekei protilatek proti viru bovinni leukozy
(BLV) — Comparison of the sensitivity of four tests for detection of the antibodies
to bovine leukosis virus (BLV)

CDAC AGID ELISA SNT
Celkem 95 testovanych sér
Pocet sér 58 37 64 31 69 26 75 20
% sér 61 39 67 33 73 27 79 21

Kromé toho, Ze byla posuzovdna citlivost testd, byla také zjiSto-
vdna shodnost vysledk u jednotlivych vzorkt krevnich sér (tab. III).

Z udaja v tab. III je zFejmé, Ze nejcitlivéjSim testem je SNT, nebot
jim bylo z celkového poctu 95 vzorkili diagnostikovano o sedm pozitivnich
krevnich sér vice neZ ostatnimi testy; titr protilatek téchto sér v SNT
byl 1:16 az 1:64. Jedno sérum v fedéni 1:5 bylo pozitivni pouze v cy-
totoxickém testu, rovnéZ jeden vzorek posuzovany metodou ELISA opa-
kované vykazoval dubi6zni vysledek.
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I11. Pfehled reakci 95 sér ve étyrech testech — A survey of the reactions of 95 sera

in the four tests

Pozitivni séra v ’ Negativm’ ‘
} séra v l
CDAC CDAC CDAC CDAC
AGID AGID AGID AGID '
ELISA | ELISA | ELISA | ELISA ELISA ELISA
SNT SNT SNT SNT SNT SNT |
56 1 8 3 1 0 1 7 18|

Pro dal8i posuzovéani citlivosti imunodifuzniho, imunoenzymatického
a séroneutralizacniho testu bylo ze souboru 95 vzorkil vybrano 40 Kkrev-
nich sér, ktera byla dale redéna a byl zjiStovan nejvySsi titr, v ném?Z sé-
rum jeSté dava pozitivni vysledky. Aby se vysledky vSech testi daly
navzajem srovnat, jsou v obr. 1 uspofaddana Krevni séra podle stoupa-
jici hodnoty IC v cytotoxickém testu a je rovné€Z vyznaCen vysledek

v testu imunodifiznim.

Nejnizsi Fedéni séra u SNT je 1:10, protoZe se kazdy vzorek fedi
desetkrat roztokem s pseudotypem VSV/BLV a takto Fedéné sérum
se potom pouZivad k provedeni vlastniho testu.

Z vysledkl uvedenych v obr. 1 je zfejmé, ze u 34 sér ze 40 byly
testem SNT zjiStény protilatky proti BLV ve vy38im rfedéni (az 1: 80 000)
nez u imunoenzymatického testu (nejvyssi fedéni 1 : 4000].

fedéni | o ELISA
serg e SNY
1%
AGID - AGID + *
! l
; F
‘ o |
10 | I 4
) 18 IR
. | | | 6 6
$ . . {L o [) [ 6
Zg L] | * A
10 K T 1 T ! T ’ T 8 4
L °
v’ T | ; : 6 6 ] °
’ ] , |
0 ! Lok d ! ; | b L
$ I
o :L & { !
& 79 OI ’ 6
w T { b | ;
L1 |
L
043 1621821102 i135.193(322(386 :429 (478 523 S46 554 636 652 565 703 & (et
S4 71 91 122 154 286 352 422 (35 492 528 593 523 €45 553 589 8L 8 -
1. Usporadani sér podle stoupajici hodnoty indexu cytotoxicity — The order of the

sera by increasing values of the index of cytotoxicity
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U dvou vzorka byly protilatky zjistény séroneutraliza¢nim i imuno-
enzymatickym testem ve stejném redéni 1: 40 a u Ctyf vzorkid byly zjisté-
ny vy3si titry protildtek imunoenzymatickym testem, ale rozdily se po-
hybovaly v rozmezi titrG 1:10 aZ 1:40. V této skupiné sér bylo jedno
vyhodnoceno jako dubiozni pouze testem imunoenzymatickym (tab. III).

DISKUSE

Honma aj. (1980) uZili jako cilové buriky v cytotoxickém testu
FLK (fetal lamb kidney), trvale produkujici virus BLV. Bylo zji§téno, Ze
lze uZit i builky FLS (fetal lamb spleen), klon G I/II, které jsou rovnéz
trvale infikovany virem BLV (Granédtovad a Kozakova, 1985).

Asi 80 % téchto bunék ma na svém povrchu antigenni determinanty
gp BLV, které jsou v cytologickém testu rozezndny cytolytickymi proti-
latkami. Ty se ovS8em mohou uplatnit i proti povrchovym nédorové spe-
cifickym antigentim, nebot bufiky FLS jsou transformované bunécné
linie; napf. po jejich subkutanni aplikaci se u my3i tvori nddory. Tyto
nadorové specifické antigeny jsou pritomny v bovinnich lymfosarkomo-
vych bunikach, a proto se v cytotoxickém testu mohou uplatnit i cytoto-
xické protilatky namifené proti témto antigentim.

Zda se, Ze hodnota IC vzriistd s rozvojem nemoci, na rozdil od cyto-
toxické aktivity perifernich lymfocytl proti butikdm FLS, kdy je nejvyssi
cytotoxicita zjiStovana u zdravych kontrol nebo u BLV infikovanych, ale
klinicky zdravych krav; v pribéhu nemoci se vSak postupné sniZuje
(Yamamoto aj., 1984). Tato cytotoxickd aktivita v rdmci bufikami
zprostfedkované imunity je zpisobena bufikami NC (natural cytotoxic),
podobné jako napf. u mySi (Kiessling aj., 1975, Stutman aj.,
1978).

PFi srovnéni cytotoxického testu s ostatnimi metodami se SNT pro-
jevila jako nejcitlivéjsi metoda, kterd zachytila o 7,5 % vice reagenti
nez ostatni testy. Podobné vysledky uvddéji Balgava aj. (1984). Pfes
svoji nesporné nejvyssi citlivost a specifitu se vSak SNT ned4 pouZit jako
rutinni diagnostickd metoda, nebot je pracnd a vyZaduje sterilni préci
s bun&¢nymi kulturami. Nachéazi uplatnéni jako ,arbitraZni“ metoda ve
spornych vySetfenich metodou ELISA nebo RIA a dale je pouZitelnd pro
efektivni ozdravovdni menS$ich skupin zvifat, napf. geneticky cennych
chovii nebo pfi kontrole plemennych bykii apod.

Pokud se tyka porovnéni testii AGID a ELISA, zjistili jsme v souhlase
s literdrnimi tdaji vét3i citlivost metody ELISA, i kdyZ z4chytnost (tj.
pocet pozitivnich sér) byla u metody ELISA vy38i pouze o 5 %. Te to zpi-
sobeno vysokym procentem a dobou promofeni vySetfovaného stada;
protilatky jsou proto pfitomny ve znac¢né velkém titru. Perlberg aj.
(1984) zjistili, Ze pFi titraci krevnich sér je metoda ELISA 80X citlivéjsi
neZ AGID. Meyer a Schilow (1984) avadéji, Ze AGID ma
diagnostickou hodnotu, ale v pf¥ipadé sér s malym mnoZstvim protilatek
je nutné vySetfovat metodou ELISA. U pfirozené infikovaného skotu se
metodou ELISA prokazuji protildtky o 5 aZ 14 tydnd dfiv neZ imunodi-
fazi, u telat se kolostrdlni protilatky detekuji aZ o deset tydni déle me-
todou ELISA neZ AGID.

Pri srovnani jsou titry krevnich sér v testech SNT a ELISA celkové
v dobré korelaci, i kdyZ u nékterych sér jsou v hodnotdch rozdily. Je to
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pochopitelné, protoZe oba testy jsou zaloZeny na jiném principu a ne
vZdy je zachytavan stejny druh protilatek. NasSe vysledky ukazuji, Ze citli-
vost cytotoxického testu je srovnatelna s imunodifaznim testem. I kdyz
1ze vyhodnoceni cytotoxického testu urychlit znacenim cilovych bunék
51Cr (Portetelle aj., 1978), nenajde v diagnostice leukozy skotu
v&tsi uplatnéni pro pomérnou narocnost a mensi citlivost na provedeni.
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FPAHATOBA, M. — CBOBOJA, V. (HayuHo-uCcCnepaoBaTenbCKMit UHCTUTYT BETEPUHAPHH,
BpHo): floka3aTebCTBO HANUUUS AHTUTEN NPOTUB BUPYCa Gblubero NeiKo3a LUTOTOKCHUECKUM
UCNbITAHMEM B CpaBHEHWW C APYrMMu ceponormueckumu metoaamu. Veter. Med. (Praha),
31, 1986 (8) :451-458.

Y coeokynHocTu 95 npo6 CbIBOPOTOK M3 CUAbHO NOPaxXeHHOro GblubUM NEWKO3OM CTaja
NATU-CEMMNETHEr0 KPYNHOro poratoro CkoTa AN YCTaHOBNEHWS HaNUuUA aHTUTEN NPOTUB
BUpyCa Obiubero nenkosa 6GbinM NPUMEHEHbl ueTbipe CEepPONOrMUEeCKUX METOAa: LUWTOTOKCMU-
UECKHMK TECT, UMMYHO-AUMDDY3IUOHHDBIK TECT Ha arape, UMMYHO-(PEPMEHTHbLIK TECT U CbIBO-
POTOUHO-HEUTPANU3AUMOHHBIK TECT. YCTAHOBMAKU, YTO Haubonee UYBCTBUTENEH CbIBOPOTOUHO-
-HEWTPANU3aUWOHHbIKM TECT, NPU NOMOWM KOTOPOro 6blN0 YCTAHOBNEHO Ha CEMb MNONOXM-
TENbHbIX peareHToB GONblUIe, UEM WUMMYHO-(DEPMEHTHbLIM TECTOM; UMTOTOKCHUECKMH WU MUMMY-
HO-AUMMY3UOHHbIK TECTbl B arape MMEKT HAaUMEHbLWYH UYYBCTBUTENbHOCTb W AalOT NpH-
MEpHO oAuHakoBbie pe3ynbrartbl. Y 40 TUTPUpPOBaHHbIX NPO6 YCTaHOBWUAM, UTO CbIBOPOTOUHO-
-HENTpanM3aumoHHbin TeCT faxe B 20 pa3 6Gonee UYBCTBMTENEH, UueM WMMYHO-(hepMeHTa-
UMOHHbIA, KOTOPbIW B CBOW ouepeab npu6nusutenbHo B 50 pa3 uyBCTBUTENbHEE, ueMm
UMTOTOKCUUECKUN U UMMYHO-AMMDDY3UOHHBIA TeCTbl.

UMTOTOKCUMUECKWUWA TECT; UMMYHO-AUMMY3UOHHbIA TECT Ha arape; UMMYHO-OepMEHTaUuMOHHbIN
TECT; CbIBOPOTOUHO-HEUTPANU3aLMOHHbLIW TECT;, TUTPpauUsa CbIBOPOTOK

GRANATOVA, M. — SVOBODA, I. (Veterinary Research Institute, Brno): De-
monstration of the Antibodies to Bowvine Leukosis Virus by a Cytotoxic Test in
comparison with Other Serological Methods. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) :451-
-458.

In ninety-five serum samples taken in a herd of five-year to seven-year cattle that
was heavily infected by bovine leukosis virus, the four serological assays were used
for demonstration of the antibodies to bovine leukosis virus; cytotoxic test, immuno-
diffusion test in agar-agar, immunoenzymatic test and serum neutralizing test. The
serum neutralizing test was found to be the most sensitive: further seven positive
reagents were diagnosed in comparison with immunoenzymatic test: cytotoxic and
immunodiffusion tests in agar-agar have the lowest sensitivity and the results of
these tests are almost identical. It was found out in forty titrated samples that
serum neutralizing test was by as much as 20 times more sensitive than immuno-
enzymatic test, the latter being abeut 50 times more sensitive than cytotoxic and
immunodiffusion tests.

cytotoxic test; immunodiffusion test in agar-agar; immunoenzymatic test; serum
neutralizing test; serum titration
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GRANATOVA, M. — SVOBODA, 1. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno):
Nachweis von Antikorpern gegen das Virus der bovinen Leukose durch zytotoxischen
Test, im Vergleich mit anderen serologischen Methoden. Veter. Med. (Praha), 31,
1986 (8) :451-458.

In einer Kollektion von 95 Serumproben aus einer stark durch bovine Leukose ver-
seuchten Herde von finf- bis siebenjahrigen Rindern wurden filir den Nachweis
von Antikorpern gegen das Virus der bovinen Leukose vier serologische Methoden
angewandt: der zytotoxische Test, der Immunodiffusionstest in Agar, der immuno-
enzymatische Test und der Serumneutralisationstest. Es wurde festgestellt, daB der
Serumneutralisationstest am empfindlichsten ist, da mit dessen Hilfe um sieben
positive Reaktanten mehr diagnostiziert werden konnten als aufgrund des immuno-
enzymatischen Tests; der zytotoxische und der Immunodiffusionstest in Agar wei-
sen die niedrigste Sensibilitdt auf und ergeben ungefidhr gleiche Ergebnisse. Bei
40 titrierten Proben wurde festgestellt, dal der Serumneutralisationstest bis zu
20mal empfindlicher ist als der immunoenzymatische Test und dieser wiederum
etwa 50mal empfindlicher als der zytotoxische und der Immunodiffusionstest.

zytotoxischer Test; Immunodiffusionstest in Agar; immunoenzymatischer Test; Se-
rumneutralisationstest; Serumtitration
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RADIOIMUNOLOGICKY PRUKAZ PROTILATEK PROTI VIRU
LEUKOZY SKOTU

J. Franz, J. Hampl, B. Hofirek, F. Skrobak, I. Svoboda, M. Granatova

FRANZ, J. — HAMPL, J. — HOFIREK, B. — SKROBAK. F. — SVOBODA,
I. — GRANATOVA, M. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékaistvi, Brno; Vy-
soka Skola veterinarni, Brno): Radioimunologicky prikaz protildtek proti viru
leukozy skotu. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 459-468.

Byla vypracovana radioimunologickd metoda (RIA) pro prukaz sérovych proti-
latek proti viru leukdézy skotu (VBL). Zvoleny postup vyuziva schopnosti vazby
virového antigenu na pevnou fazi polystyrenového nosi¢e. Metoda byla srov-
nana s metodou ELISA a s pseudoneutralizaénim a imunodifiznim testem.
Mezi metodami RIA a ELISA bylo dosazeno vysoké shody vysledkli, dosahu-
jici 959/. Svoji citlivosti prevysuje metoda RIA imunodifizni test.

enzooticka bovinni leukoza; diagnostika; RIA; ELISA; pseudoneutraliza¢ni test;
imunodifuzni test

Rozsdhla vySetfovani uskutecnéna na uzemi CSR v letech 1982 aZ
1984 potvrdila vyskyt i pokracujici prevalenci enzootické bovinné leu-
kézy (EBL). Vzhledem k z&vaZnosti této nakazy, kterd by v budoucnu
mohla negativné ovlivnit dal$i rozvoj chovu skotu, byl u nas vytycen
program jejiho tlumeni. Prvnim pfedpokladem kontroly a prevence cir-
kulace jakéhokoliv infekcniho agens, tedy i viru leukézy skotu (VBL),
je ucinna diagnostickd metoda. Po hematologické diagnostice (Bendi -
xen, 1959; Tolle, 1965; Rademacher a Kraus, 1967, Mam -
merickx aj., 1976), kterou nemohla byt otdzka tlumeni leukozy za-
sadné reSena, vystoupily vzapéti po odhaleni piivodce tohoto onemocnéni,
tj. VBL (Miller aj., 1969), do popfedi metody sérologické. Tim se
oteviela cesta k Sirokym séroepidemiologickym studiim na principu sta-
noveni protilatek proti VBL, slouZicim kontrole a eradikaci tohoto one-
mocnéni. Nejjednodus$si sérologickou metodou je bezpochyby imunodifiz-
ni test (ID), ktery vzhledem ke svym vlastnostem brzy naSel Siroké
uplatnéni v diagnostickych zarizenich na celém svété. Jako precipitacni
antigeny byly v ID pouZity strukturdlni proteiny viru jak p 24 a p 12
(Ferrer aj, 1972; Mammerickx aj, 1976; Olson aj., 1976;
Kaaden aj., 1977, Frenzel aj., 1978; Straub, 1978), tak i anti-
genu glykoproteinového charakteru gp 51 (Onuma aj., 1975). S po-
sledné jmenovanym antigenem bylo dosaZeno velice optimistickych vy-
sledkl, a proto je i nadadle pouzivdn k rutinni diagnostice (Frenzel
aj., 1977; Miller a vander Maaten, 1977, Mammerickx aj.,
1978; Straub, 1978; Bex aj., 1979; Nougayrede a Pellen,
1982) a jeho vysledky slouZi jako podklady pro tlumeni EBL. Na zékladé
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dil¢ich zku3enosti (Hofirek aj., 1976, 1978, 1980; Hofirek a Va-
Fejka, 1976) byl i v CSSR zaveden ID do bézné diagnostické praxe
statnich veterinarnich laboratofi. Program tlumeni nakazy je pak po-
staven na principu eliminace, resp. izolace sérologicky pozitivnich ku-
st zvirat z ozdravovaného chovu. Prvni vysledky téchto akci postavené
na principu ID v3ak ukéazaly, Ze se pravidelné v chovech jiz ozdrave-
nych opakované vyskytuji dalsi nova sérologicky pozitivni zvifata. Tento
jev je bezpochyby zpisoben limitovanou citlivosti ID testu, ktery neza-
chyti zvifata s nizkym obsahem protildtek a ta zlstavaji dale v chovech
jako potencidlni nosic¢i dalsi infekce (Salaj aj., 1984; Hofirek
aj., 1985).

Kvalitativni arovei sérologické diagnostiky protilatek proti VBL by-
la vyznamné posunuta vpfed zavedenim pseudoneutralizacniho testu
(PsNT) (Zavada aj.,, 1978, 1979). Zminéni autofi vyuzili pseudotypu
jako antigenu v neutralizacnim testu, jehoz vyznam tkvi predevSim ve
vysoké specifité a citlivosti. Touto metodou lze UspéSné ozdravit zamo-
Fené stddo, nezda se vSak, Ze by mohl byt PsNT vyuZivdn — vzhledem
k zna¢né naro¢nosti na provedeni — k plodnému vySetfovani velkych
soubori vzorki.

Z tohoto pohledu nabyvad na vyznamu vyvoj novych, dostatecné citli-
vych a specifickych metod s moZnosti automatizace a s velkou kapa-
citou vySetfeni. Témto poZadavkliim plné vyhovuji imunoanalytické me-
tody s vyuZitim pevnych nosicl, at jiZ v modifikaci radioimunoanalyz
(RIA) nebo ELISA. Predkladana publikace reSi metodicky variantu RIA
ve srovnani s metodou ELISA.

MATERIAL A METODY
VYSETROVANI KREVNIHO SERA

K ovéreni metody byly pouzity tyto soubory vzorku:

— vybér 102 krevnich sér dojnic ze zamoreného chovu: séra byla testovana
v RIA, ELISA, IDT a PsNT,

— 272 krevnich sér ze zamoreného stada; u téchto sér byly srovnany vysledky
RIA a ELISA,

— 640 krevnich sér dojnic ze Skolniho zemédélského podniku VSV Novy Jiéin;
séra byla testovana v RIA a ELISA jako souc¢ast ozdravovaciho programu.

Krevni séra byla uskladnovana pri teploté —20°C az do serologického zpra-
covani.

RADIOIMUNOLOGICKE STANOVEN{ PROTILATEK

Radioimunologické stanoveni protilatek proti bovinni leukodze je zalozeno na
vyuziti komeréni ELISA soupravy k diagnostice leukozy skotu., vyrabéné n. p. Bio-
veta Ivanovice na Hané. Jedinou vyjimku tvori protilatka znacena radionukli-
dem 125],

Jako pevna faze pro vazbu antigenu byly pouzity polystyrenové mikrozkumav-
ky s rovnym dnem, umisténé v nosi¢ovych plotnach z umeélé hmoty. Antigen re-
dény v poméru 1 :100 0,1 mol.1-! uhli¢itanovym pufrem pH 8.8 se pipetuje v ob-
jemu 0,05 ml do mikrozkumavek. Inkubace antigenu probihia ve vlhké komurce
16 hodin pri laboratorni teploté, resp. po dobu dvou hodin v termostatu pri teploté
37°C. Po skonc¢eni inkubace se antigen odsaje a mikrozkumavky se trikrat promyji
0,4 ml promyvaciho roztoku.
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Vysetrovana Kkrevni séra, véetné standardnich sér pozitivnich a negativnich,
v redéni 1:10 az 1 :1280 se pipetuji v duplikatech do mikrozkumavek v objemu
0.05 ml a inkubuji se ve vlhké komurce dvé hodiny v termostatu pri teploté 37 °C.
Po skonceni inkubace se inkubovana séra odsaji a mikrozkumavky se trikrat pro-
myji 0,4 ml promyvaciho roztoku.

Do kazdé mikrozkumavky se napipetuje 0,05 ml 13J) znaéené gamaglobulinové
frakce RaB IgG, resp. SwaB IgG protilatky. Radioaktivita je upravena redénim
PBS pH 7.2 s obsahem 0.59, krali¢ciho albuminu tak, aby v jedné davce bylo cca
420 s—!. Inkubace probiha 90 minut ve vlhké komurce pri laboratorni teploté. Po
ukonc¢eni inkubace se znacena protilatka odsaje a mikrozkumavky se trikrat pro-
myvaji 0,5 ml promyvaciho roztoku.

Jako detekéni zarizeni k meéreni radioaktivity byl vyuzit pristroj NE 1600
(Nuclear Enterprises). Radioaktivita jednotlivych vzorku se po odeéteni hodnoty
pozadi vyjadiuje za sekundu. U kazdého redéni séra se navzajem srovnava radio-
aktivita testovaného séra a standardniho negativniho séra. Urcity titr (fedéni) vy-
Setfovaného krevniho séra se povazuje za pozitivni, je-li pomér mezi radioaktivitou
zjisténou u tohoto séra a radioaktivitou standardniho negativniho séra vys$$i nez 2,0;
pomér v rozmezi 1,5 az 2,0 je hodnocen jako nalez dubidzni.

METODA ELISA

Pro prukaz protilatek proti VBL v krevnich sérech skotu byly pouzity dia-
gnostické ELISA soupravy z Biovety Ivanovice na Hané. Pracovni postup byl do-
drzen podle predpisu, ktery udava vyrobce. Jako pevna faze byly pouzity polysty-
renové mikrotitraéni plotny s 96 jamkami, na jejichz povrch byl vazan v prede-
psané koncentraci antigen VBL rozpustény ve vazném roztoku. Krevni séra byla
nanaSena do jamek redéna v pomeru 1 :100 v redicim roztoku. Jako konjugat byly
pouzity praseéi protilatky znacene krenovou peroxidazou. Reakce byla vizualizo-
vana substratem sestavenym z roztoku peroxidu vodiku a kyseliny 5-aminosalicy-
lové. Vysledky byly hodnoceny fotometricky ve srovnani se standardnimi negativ-
nimi a pozitivnimi séry na pristroji Titertek Multiscan (Flow Laboratories). Testo-
vana sera. jejichz absorbance byla veétsi nez dvojnasobek absorbance srovnavacich
sér negativnich, byla hodnocena jako pozitivni.

PSEUDONEUTRALIZACNI TEST (PsNT)

Princip testu spoc¢iva v reakci protilatek s pseudotypem viru leukoézy skotu
s virem vesikularni stomatitidy (VBL/VSV) (Zavada aj., 1978). V pripadé ne-
pritomnosti protilatek proti VBL dojde na monolayeru infikovanych bunék VERO
k cytopatickému efektu — k tvorbé plaka. Jsou-li v testovaném séru pritomny proti-
latky, navazi se na pseudotyp VBL/VSV a plaky se nevytvareji. Hodnoceni vysledk
je zalozeno na poctu vytvorenych plaku.

IMUNODIFUZNI TEST (IDT)

Precipita¢ni reakce probihala v 0,8", agaru na Petriho miskach z polystyrenu.
Jako antigen byl pouzit komerc¢ni pripravek AGEBION (Bioveta Nitra, n. p.). Vy-
sledky byly hodnoceny za 48 az 72 hodin.

VYSLEDKY

Krevni séra s protilatkami proti VBL a smés sér negativnich jsme
redili dvojnasobné v rozsahu od 1:10 do 1:1280. Jejich vySetFenim me-
todou RIA a grafickym vyhodnocenim byly ziskany titracni kFivky s ty-
pickym priabéhem (obr. 1). Pozitivita testovaného séra se vyjadruje jako
pomér radioaktivity séra testovaného a séra negativniho v tomtéZ rfedéni
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®— — —@® pomér P/N terénniho pozitivniho a standardniho negativniho séra

1. Prikaz protilatek proti viru leukézy skotu (VBL) ruznymi metodami (nahodny
vybér pozitivnich a negativnich vzorki) — Demonstration of the antibodies to BLV
by various methods (random selection of positive and negative samples)

‘ o !
1 Metoda : : T :
| o+ -
| PsNT 64 32 ’
! ELISA 65 31 1
| RIA 69 31 1
| ID 52 1 ‘ 3 ‘
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1I. Srovnani vyskytu protilatek proti viru leukodzy skotu (VBL) metodami RIA
a ELISA a imunodifuznim testem (ID) s vysledky pseudoneutraliza¢niho testu
(PsNT) (nahodny vybér pozitivnich a negativnich vzorku) — Comparison of the
occurrence of the antibodies to BLV, demonstrated by the RIA and ELISA methods
and immunodiffusion test (ID), with the results of pseudoneutralizing test (PsNT)
(random selection of positive and negative samples)

i Z toho %,
' PSN'T/n I ELISA | RIA ID
-] - | | = |
T | ¥ T 3 T t
l ' 7 .
| Pozitivni/64 o8 0 2| 95 | o 5 | 81 | 17 2
Dubiézni/6 L33 | 17 1 s0o | 67| o | 33 | 17 o | 83
| Negativni/32 | 3 o | 87 | 16 | o | s4 0 o | 100

n — pocet kusa

— P/N. Jako pozitivni je hodnoceno fedéni, jehoz pomér P/N je vétsi nez
2,0. Ta redéni sér, jejichZ P/N je v rozsahu 1,5 aZ 2,0, jsou povaZovana za
dubidzni. Tento zpisob hodnoceni se béZné pouziva jak pro RIA, tak pro
ELISA metody a je v souladu i se statistickym hodnocenim dosahova-
nych vysledkd. Pri zachovani stanovenych pracovnich podminek testu,
tj. urcené koncentrace vazaného antigenu a koncentrace znacenych anti-
hovézich protilatek, se maximalni hodnoty P/N testovanych sér vyskyto-
valy v rozsahu redéni 1:40 az 1:160. V tomto rozmezi se proto vySetro-
vala i krevni séra ve srovnavacich pokusech i pfi dalSich terénnich vy-
Setfenich.

Specifita a citlivost metody RIA byly ovéfovdny na mnoha souborech
vzorkd. Reprezentativni vysledky jsou demonstrovdny na vybéru 102
krevnich sér, kterd byla paralelné vySetfena na obsah protilatek proti
VBL také metodami ELISA, PsNT a IDT.

Z celkového poctu vySetfovanych vzorkl bylo v RIA 69 % vzorki
pozitivnich ve srovnani s 64 % a 65 % vzorkQ pozitivnich v PsNT, resp.
v ELISA. V IDT bylo pozitivnich jen 52 % vzorka (tab. 1). Dokonalejsi
pFehled o specifité vysledkl podava tab. II, v niZ jsou vysledky vyjadfeny
jako procento shody, resp. neshody s PsNT, ktery byl povaZovéan za stan-

ITI. Porovnani vyskytu protilatek proti viru leukoézy skotu (VBL) pomoci metod
RIA a ELISA v silné zamoreném stadé — Comparison of the occurrence of the
antibodies to BLV, demonstrated by the RIA and ELISA methods, in a heavily
infested herd

I , Vysledek vysetfeni l Neshoda
| PRIl et -

{ Metoda i %

|

| | 4 ' | ELISA + RIA — | ELISA — RIA +

RIA a7 | 120 | 413

1 3 , 5,0 3,7
| ELISA | 46,5 | 120 | 415
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dardni. Z tohoto pohledu bylo dosaZeno 95% shody RIA v pozitivnich
vysledcich a 84% shody v negativnich vysledcich. Vzhledem k niz§i
citlivosti IDT bylo v pozitivité vysledki dosaZeno shody jen v 81 %, v ne-
gativité naopak ve 100 %.

Na druhém souboru krevnich sér, pochdazejicich ze silné zamoiené-
ho stada, byla srovnavdna RIA metoda s metodou ELISA (tab. III). Me-
todou RIA bylo detekovano z celkového pocCtu vySetfeni 40,7 % pozitiv-
nich vysledki a 47,3 % negativnich vysledkt. V tomto pfipadé& byl me-
todou ELISA zachyt pozitivnich sér vyssi, tj. 46,5 %. Zasadni neshoda
mezi obéma metodami, tzn. RIA + : ELISA —, resp. RIA —: ELISA +,
nepfesahla 5 % z poctu vySetFenych krevnich sér.

Praktické vyuZiti metody RIA bylo ovéfeno jejim zafazenim do
ozdravovaciho programu jednoho zamoreného stada. Vysledky byly vy-
hodnoceny pocitaCem a opét porovnavany s metodou ELISA. Bylo vy-
Setfeno celkem 640 krevnich sér dojnic, z nichZ bylo pozitivnich v meto-
deé RIA 61 a v metodé ELISA 55. K neshoddm mezi obéma metodami doSlo
pouze ve 3 % vySetfeni (tab. IV).

IV. Porovnani vyskytu protilatek proti viru leukozy skotu (VBL) pomoci metod
RIA a ELISA v ozdravovaném stadé — Comparison of the occurrence of the anti-
bodies to BLV, demonstrated by the RIA and ELISA methods, in a sanitated herd

l Z twoho
. — Neshoda
Pocet , Tl | PETChn revvslades
vySetieni ! pozitivnich _mb,danLhA e ve \_vih.dach
| FLIsA | RIA ELISA | RIA |
640 ‘ 55 l 61 ’ 585 ‘ 579 } 3
DISKUSE

Rozvoj daldich novych metod v oblasti diagnostiky enzootické leuko-
zy skotu je motivovdn predevSim schvdlenim programu tlumeni této na-
kazy na tzemi CSSR. Na zakladé ziskanych zkuSenosti, vyplyvajicich ze
studii tvorby, vyvoje i kolisani titru protildtek pfi experimentdlnich a pfti-
rozenych infekcich skotu VBL (Hotirek aj., 1986), jakoz i ze zku-
Senosti s tlumenim EBL ve velkochovech za pouziti sérologickych metod
(Hofirek aj., 1985), zacind u ndas pirevladat nazor, Ze pomoci samot-
ného IDT (AGEBION]J, s ohledem na jeho limitovanou citlivost, nelze
uspédné v co nejkrat$i dobé dosdhnout vyiczného cile. Ze Skdly u nas
dostupnych metod diagnostiky VBL vyhovuji tCelim hromadného vy-
Setfovani metody imunoanalytické, at jiz v modifikaci RIA nebo ELISA.
Ve srovnani s doposud pouzivanym IDT jsou sice pracnéjsi, ale tu‘o ne-
vyhodu kompenzuje zejména jejich vysSi citlivost a moznost automati-
zace témeér celého pracovniho procesu. K podobnym zavértim zrejmé do-
§li i v zahraniCi, kde mnozi autofi vyuzili imunoanalytickych metod,
zvlasté techniky ELISA, k prikazu protilatek proti VBL (Ressang
aj., 1978; Todd a Adair, 1980; Poli aj, 1981; Meyer aj., 1933;
Mammerickx aj, 1984a, b), a to v nékterych pripadech us—ésneé
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i k hromadnému vySetfovani (Mammerickx aj., 1984c; Toma aj.,
1984). ProtoZe metodu ELISA je jiZ mozZné v naSich diagnostickych zari-
zenich uplatiiovat na bazi komercné vyrdbénych seti (Franz aj.,
1985]), pristoupili jsme v této praci k vypracovani modifikace RIA, ktera
je obecné povazovana za jednu z nejcitlivéjSich metod k nriikazu anti-
genu i protildtek. Rozhodujicim faktorem ovliviiujicim specifitu a repro-
dukovatelnost téchto citlivych metod jsou zvolené podminky provedeni,
zejména vSak zpusob pfFipravy, resp. stupeil Cistoty pouZitych virovych
antigenti. K prikazu sérovych protilatek proti VBL byly v metodé RIA
pouZity jak antigen p 24 (Ferrer aj, 1972; Devare aj, 1977,
1978; Levy aj., 1977, Bex aj., 1979), tak i antigen gp 51 (Porte-
telle aj., 1977, Devare a Stephenson, 1978; Bex aj.,, 1979)
s dobrymi vysledky s tim, Ze RIA prevySuje citlivost IDT. V naSich
pokusech jsme pouZili komerc¢né vyrabény antigen VBL (Bioveta Ivano-
vice na Hané, n. p.), ktery svoji kvalitou vyhovoval poZadavkim klade-
nym na metodu RIA, nebot vysledky s nim dosaZené jsou v souladu s na-
zorem citovanych autori. Bylo dosaZzeno vZdy vétSiho poctu zéchytu
sérologicky pozitivnich kusti ve srovnani s IDT. Tato skuteC¢nost se pro-
jevi zvlasté v lokalitdach s nizkym procentem zamoteni, v nichZ mohou
byt sledovana zvifata v casné fazi po infekci a s nizkymi hladinami pro-
tilatek. To je dokumentovdno i vysledky dosaZenymi v riznych evrop-
skych laboratofich, ve kterych zjistili u sér velmi slabé a slabé pozitiv-
nich v RIA jen 40 aZ 50 % pozitivnich v IDT (Hofirek, 1985), zatim-
co u sér RIA velmi silné pozitivnich byla shoda az 100%.

Z dosazenych vysledkit vyplyva, Ze obé metody jsou svoji citlivosti
srovnatelné a vzajemné zastupitelné. Tento vysledek lze oCekavat i proto,
Zze s vyjimkou znacené protilatky jsou vSechny reakéni komponenty
spolec¢né. Urcité rozdily v zachytu pozitivnich sér, které jsou dokumen-
tovany v tab. I a III, je moZné pricitat i té skuteCnosti, Ze analyzy ne-
probihaly ve stejném Casovém tseku.

Podle naSeho ndazoru je pro tak zavazny nrogram, jako je tlumeni
EBL, tfeba mit k dispozici dalsi alternativni a citlivou metodu s moZ-
nosti automatizace témeér celého pracovniho procesu. Témto poZadav-
kiim v naSich soucasnych podminkach nejlépe vyhovuje nami propra-
covand radioimunologicka diagnostickd metoda.
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Doslo dne 22, 7. 1985

OPAHU, 4. — FTAMNA, 9. — TOPUPEK, 6. — WKPOBAK, ®. — CBOBOAA, UN. —
FPAHATOBA, M. (HayuHOo-uCCnepoBaTeNbCKMU WMHCTUTYT BeTrepuHapuu, BpHo; BetepuHap-
Hbln MHCTUTYT, BpHO): PagMoumMMyHonornueckoe BbiiBNeHue aHTUTEN NPOTUB BUPYCa Newn-
X03a kpynHoro poraroro ckora. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 459-468.

Pa3pa6orav pagunoummyHonoruuecknn metos (RIA) ana BbISBNEHWUS CbIBOPOTOUHbLIX aHTH-
Ten npoTMe BMpPyCa newko3a kpynHoro poratoro ckota (VBL). Metoauka wucnonb3yer
CNOCOGHOCTH BUPYCHOrO aHTUreHa CBA3bIBaTbCA C TBEPAOH (Pa3on NONUCTUPEHOBOrO HO-
cutens. Metoa cpasHueaetcs ¢ MetogoM ELISA u ¢ NnCEBHOHEWTPaNU3aUMOHHLIM W UMMY-
HOAMMMY3UOHHBIM TecTamu. Mexay metogamu RIA u ELISA 6bin0 A4OCTMrHYTO BbICOKOE
cooTgeTcTBMEe pesynbtatos, aoxoaswee ao 95°%;. Metogs RIA cBoei UyBCTBUTENBHOCTbHIO
NPEeBOCXOANT UMMYHOAUMMY3IUOHHbIK TECT.

3H300TUUECKMIA Obluni  nenko3s; aumarHoctuka; RIA; ELISA; ncesaoHedTpanu3ayMoHHbIK
TECT, AMMMYHOANMDDY3IMOHHDbIK TECT
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FRANZ, J. — HAMPL, L. — HOFIREK, B. — SKROBAK, F. — SVOBODA, I. —
GRANATOVA, M. (Veterinary Research Institute, Brno; University of Veterinary
Medicine, Brno): Radioimmunologic Demonstration of the Antibodies to Bovine
Leukosis Virus. Veter. Med. (Praha). 31, 1986 (8) : 459-468.

The radioimmunologic assay (RIA) was elaborated for a demonstration of serum
antibodies to bovine leukosis virus. The procedure makes use of the viral antigen
bond to the fixed phase of a polystyrene carrier. The method was compared with
the ELISA method and pseudoneutralizing and immunodiffusion tests. High
congruence of the results of the RIA and ELISA methods was achieved, making
95 %,. The RIA method is more sensitive than the immunodiffusion test.

enzootic bovine leukosis; diagnostics; RIA; ELISA; pseudoneutralizing test; immuno-
diffusion test

FRANZ, J. — HAMPL, L. — HOFIREK, B. — SKROBAK, F. — SVOBODA, I. —
GRANATOVA, M. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno; Veterindrmedi-
zinische Hochschule, Brno): Radioimmunologischer Nachweis von Antikorpern gegen
das Virus der Rinderleukose. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 459-468.

Es wurde eine radioimmunologische (RIA-) Methode zum Nachweis von Serum-
antikorpern gegen das Virus der Rinderleukose (VBL) ausgearbeitet. Dieses Ver-
fahren macht sich die Fihigkeit einer Bindung des Virusantigens auf die feste
Phase des Polystyroltrigers zunutze. Diese Methode wurde mit der ELISA-Methode
und mit dem Pseudoneutralisations- und Immunodiffusionstest verglichen. Zwischen
der RIA- und der ELISA-Methode wurde eine hohe, bei 959, liegende Uberein-
stimmung verzeichnet. Durch ihre Sensibilitat iberragt die RIA-Methode den Immu-
nodiffusionstest.

enzootische bovine Leukose; Diagnostik: RIA; ELISA; Pseudoneutralisationstest;
Immunodiffusionstest
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ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE VIRU AUJESZKYHO CHOROBY
(ACH) V EXPLANTATECH GASSEROVA GANGLIA
Z PRASAT S LATENTNI INFEKCI

L. Vali¢ek, B. Smid, L. Rodak, E. Jurak

VALICEK, L. — SMID, B. — RODAK, L. — JURAK, E. (Vyzkumny ustav
veterinarniho lékaistvi, Brno): Elektronova mikroskopie viru Aujeszkyho cho-
roby (ACH) v explantdatech Gasserova ganglia z prasat s latentni infekci.
Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 469-476.

U dvou prasat latentné infikovanyvch virem Aujeszkyho choroby (ACH) byla
elektronové mikroskopicky prokazana rtzna vyvojova stadia viru ACH v ultra-
tenkych rezech kultivovanymi fragmenty Gasserova ganglia (G. g.). U prasete
vakcinovaného inaktivovanou vakcinou proti ACH byl virus zjistén v bun-
kach G. g. za 186 dnu po c¢elenzi virem, pricemz reaktivace latence bylo dosa-
zeno po imunosupresi dexamethazonem. U nevakcinovaného prasete byl virus
prokazan v bunkach G. g. za tfi meésice po experimentalni infekci. V ultra-
tenkych rezech bylo nejvétsi mnozstvi viru lokalizovano v jadrech a v cyto-
plazmé satelitnich a Schwannovych bunék, dale pak ve vazivovych bunkich
a v extracelularnim prostoru. V gangliovych bunkach byl virus pritomen v cy-
toplazme a ojedinéle v myelinizovanych axonech.

vyvojova stadia viru Aujeszkyho choroby: inaktivovana vakcina; ¢elenz vi-
rem; reaktivace latence

Existence latentni infekce virem Aujeszkyho choroby (ACH) u pra-
sat byla potvrzena jiz dfive (Sabo a Rajcani, 1976), ale z hlediska
epizootologie a kontroly ndkazy je mnohem zavaznéj$i nedavné zjisténi,
Ze latenci je mozné navodit i po infekci prasat vakcinovanych inaktivo-
vanou vakcinou (Wittman aj., 1983; Smid aj., 1983). Latentni virus
byl prokazan v r@znych organech a tkanich prasat, nejvy33i frekvence
aktivace viru vSak byla zjiSténa v explantatech Gasserova ganglia nervu
trigeminu (Sabo6 a Rajc¢ani, 1976). V naSich pokusech o prikaz
latentni infekce virem ACH, uskuteciiovanych i u prasat vakcinovanych
inaktivovanou vakcinou proti ACH, jsme prokazovali virus v kultivova-
nych explantatech Gasserova ganglia pouze izolacnd (Smid aj.,, 1982,
1983), a proto cilem této prace bylo elektronové mikroskopické urcCeni
typl bunék, ve kterych probiha replikace viru v explantatech.

MATERIAL A METODY

K elektronové mikroskopickému prukazu viru ACH jsme pouzivali ultratenké
rezy kultivovanymi fragmenty Gasserova ganglia nervu trigeminu. Ganglia byla
ziskana od dvou prasat latentné infikovanych virem ACH.

Prvni prase bylo v sedmi tydnech véku vakcinovano a za tri tydny revakci-
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novano inaktivovanou vakcinou proti ACH (vyrobce Bioveta, n. p., Ivanovice na
Hané). Za 35 dni po revakcinaci bylo prase peroralné infikovano virem ACH, a to
1 ml virové suspenze (kmen TOP; infekéni davka 3.105 PFU.ml-1). Za 186 dnu
po infekci byly praseti aplikovany peroralné tri davky dexamethazonu tri dny po
sobé (600 mg, 600 mg a 500 mg; Dexamethazon Spofa, tabl), posledni davka dva
dny pred porazkou. Po odporazeni jsme odebrali pravé a levée Gasserovo ganglion,
které jsme rozstiihali na fragmenty o velikosti asi 1 mm3. Fragmenty byly dale
preneseny do Petriho misek a kultivovany v Eaglovée médiu s 10Y, bovinniho fe-
talniho séra v atmosfére s 59, kysliéniku uhli¢itého (Smid aj., 1983). Z misek,
v nichz byl v kultivaénim meédiu prokazan izolaci na bunkach linie RK 13 virus
ACH, byly fragmenty ganglii po 25 dnech kultivace odebrany a zpracovany pro
elektronovou mikroskopii. Fragmenty byly fixovany ve 3", glutaraldehydu ve fos-
fatovém pufru (pH 7.2), postfixovany v 1", OsOs, odvodnény v acetonu a zality do
smeési Epon-Araldit. Ultratenké rezy byly zhotoveny na Ultratomu III a prohlizeny
v elektronovém mikroskopu Tesla BS 513.

Druhé prase, nevakcinované proti ACH, bylo ve véku 16 mésici peroralné
infikovano 10 ml viru ACH (kmen DK-M, titr 4.105 PFU.ml-!). Za tri mésice po
infekei bylo prase odporazeno, bylo mu vynato pravé a levé Gasserovo ganglion
a fragmenty ganglia byly kultivovany v Petriho miskdch. Médium z misek jsme ve
dvoudennich az tridennich intervalech odebirali a vySetrovali na pritomnost viru
ACH na bunééné linii RK 13. Pro elektronovée mikroskopicky prukaz viru jsme
fragmenty odebirali devaty den kultivace, fixovali jsme je a zpracovali jiz popsa-
nym zpusobem.

U obou prasat jsme v dobé odporazeni odebrali krev a vySetrovali jsme krev-
ni sérum virusneutraliza¢nim testem na pritomnost protilatek proti ACH (Smid
aj.. 1983).
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1. Myelinizované axony (A) se silné porusenou strukturou. Velké mnozstvi virovych
partikuli v cytoplazmé Schwannovych bunék a v rozSirenych intercelularnich pro-
storech — Myelinized axons (A) with heavily damaged structure. Large amounts
of virus particles in the cytoplasm of Schwann’s cells and in the dilated inter-
cellular space
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VYSLEDKY

U vakcinovaného prasete jsme prokéazali virus ACH ve fragmentech
Gasserova ganglia odebranych za 186 dni po infekci prasete, u néhoz
byl titr virusneutralizacnich protilatek v krevnim séru 8. Pfed zpracova-
nim pro elektronovou mikroskopii byly explantaty ganglia 25 dnu kul-
tivovany. Dlouhd doba kultivace spolu s pokrocilou virovou infekci mely
za nasledek silné poSkozeni struktury ganglii. Mnoho bunek rtzného ty-
pu bylo poSkozeno nebo bylo ve stadiu rozpadu, interceluldrni prostory
byly velmi rozs§ifené, takze presna identifikace typl bunék byla casto
znacné obtiznd, popripadé i nemozna.

Nejveétsi mnozstvi virovych partikuli ACH bylo zjisténo predevsim
extracelularné (obr. 1) a dale v jadrech i cytoplazmé satelitnich bunék
kolem neurconii. Rizna vyvojova stadia viru i kompletni viriony jsme na-
chazeli i ve Schwannovych a vazivovych burikdch. V nékterych pfipa-
dech jsme prokéazali formaci nukleokapsid v jadrvech téchto bunék, oje-
dinéle byly nukleokapsidy v jadre v Kkrystalickém usporadani (obr. 2).
V gangliovych burikdach jsme zjiStovali viriony ACH pouze intracytoplaz-
maticky, nepodarilo se nam prokazat virus v jadre.

2. Silné poskozena bunka v sousedstvi axonu (A) s krystalicky usporadanymi nukleo-
kapsidami viru ACH v rozpadajicim se jadre (vyrez) a s velkym mnozstvim extra-
celularnich virovych partikuli — A heavily damaged cell in the proximity of axon
(A) with ecrystalline arrangement of nucleocapsids of ADV in a disintegrating
nucleus (inset) and with a large amount of extracellular virus particles
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3. Myelinizovany axon (MA) s virionem v axoplazmeé (velka Sipka). Schwannova
bunka (S) s nukleokapsidami v jadre (Sipky) a s velkvm mnozstvim viriont v in-
tercelularnich prostorech — Myelinized axon (MA) with virion in the axoplasm
(large arrow). Schwann’s cell (S) with nucleocapsids in the nucleus (arrows) and
with a large amount of virions in the intercellular space
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4. Cast jadra (G) a eytoplazmy poskozené gangliové bunky s viriony v cytoplazmeé

(Sipky). S — jadro satelitni bunky — Part of nucleus (G) and cytoplasm of a da-
maged ganglion in the cytoplasm (arrows). S — nucleus of the satellite cell
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U nevakcinovaného prasete jsme prokazali latentni infekci virem
ACH v kultivovanych fragmentech Gasserova ganglia za ti'i mésice po
infekci prasete virem ACH. Titr virusneutralizacnich protilatek v krev-
nim séru prasete byl 16.

Struktura fragmenti ganglii byla zachovalej$i nez u ganglii Z.lSkd
nych od predchoziho prasete, ponévadZ tkan pro elektronovou mikrosko-
pii byla zpracovdna po deviti dnech Kkultivace. Také v tomto gangliu
jsme prokézali nejvétsi mnoZstvi virovych partikuli extracelularné, dale
pak v jadrech i cytoplazmé satelitnich a Schwannovych bunék (obr. 3)
a ve vazivovych buiikach. Virus jsme nalezli i v cytoplazmé myelinizo-
vaného axonu (obr. 3), ale v gangliovych buiikach byl prokdzan pouze
v neuroplazmeé, jeho priikaz v jadre se nepodafil (obr. 4).

DISKUSE

Primarnim mistem multiplikace viru ACH u prasat je pfedev$im na-
zofaryngedlni oblast, odkud se pak virus Sifi neurdlni cestou do CNS.
Predpokldada se, Ze transport viru do CNS se uskuteCfiuje axoplazmou
perifernich nervii, kdeZto buriiky glie pfitom hraji jen malou ulohu
(McCracken aj., 1973; Field a Hill, 1974).

Pri elektronové mikroskopickém studiu replikace viru ACH v nervo-
vé tkani byl virus prokazan ve spinalnich gangliich kralika, kde byl pri-
tomen jak v nervovych buiikdch, tak ve Schwannovych burikach glie
(Becker, 1976). U selat prokazali virus ACH po experimentalni in-
fekci v solarnich gangliich Narita aj. (1983), a to jak v gangliovych,
tak v gliovych burikach.

PFi studiu latentni infekce u prasat se o identifikaci typ bunék, ve
kterych zacina replikace viru ACH v explantatech Gasserova ganglia, po-
kusili Sab6 a Rajcani (1976). Imunofluorescencni technikou pro-
kazali antigen v explantatech v dobe, kdy se infekcni virus vyskytoval
i v kultivacnim meédiu. Virovy antigen byl pfitomen nejenom v neuro-
nech, ale i v satelitnich burikdch kolem neuroni a ve Schwannovych
buiikach. I kdyz se uvedenym autorim nepodafilo pfimo urcit typ bunék,
které umozZiuji pfezivani viru v gangliu v latentnim stavu, pfedpokladaji
na zakladé vysledkl izolace viru z explantati riznych tkani, Ze tuto
ulohu miZe plnit vice typd bunék.

NaSe vysledky elektronové mikroskopického studia replikace viru
ACH v explantatech Gasserova ganglia jsou v souhlase s imunofluo-
rescenc¢nimi prikazy antigenu. Néalez raznych vyvojovych forem viru
v jadrech satelitnich, Schwannovych a vazivovych bunék svédci o renli-
kaci viru v téchto bunécnych typech. I kdyZ se nam nepodarilo prokazat
formaci nukleokapsid viru v jadru gangliovych bunék, predpokladame,
Ze tyto butiky jsou inicidlnim mistem virové replikace pri aktivaci la-
tentni infekce v Gasserové gangliu a Ze virus uvolnény z téchto bunék
infikuje ostatni buné&écné typy. NaSe zjiSténi viru pouze v neuroplazmé
a axonech gangliovych bunék a jeho nepritomnost v jadru téchto bu-
nék si vysvétlujeme tim, Ze jsme zpracovavali explantdty az po dlouhé
dobé kultivace (25 a 9 dnii), tj. v pozdnim stadiu infekce.
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Doslo dne 15. 4. 1985

BANWYEK, N. — WwWMn4, 6. — POLAK, . — KOPAK, 3. (HayuHo-uccnepoBaTenbCKHi
MHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo): InekTpoHHas MHUKpPOCKONUA BHUpPyca Gone3Hu Ayecku
(ACH) B akcnnantatax raHrnus lacCepa y CBHMHe# Co CKpbiToii WHdexuuwer. Veter. Med.
(Praha), 31, 1986 (8) : 469-476.

Y ABYX NaTE@HTHO 3apaXeHHblXx BUPYCOM 060Ne3HU AyYeCcKM CBUHEW NYTEM 3NEeKTPOHHOW
MWKpOCKONUK AOKa3anu pasHble cTaauu supyca ACH Ha ynbTpaTOHKMX Cpe3ax C NOMOLLbIO
KYNbTUBUPOBAHHbLIX parMeHToB raHvrnama Faccepa (G. g.). Y CBWHbU, BaKUMHUPOBAHHOW
MHaKTUBUP. BakuuHou npotus ACH, supyc obHapyxeH B knetkax G. g. uepe3 186 aHew
nocne 3apaxeHus, NPUUEM PEaKTUBHOCTb NAaTEHTHOCTM OTMEUeHa Nnocne UMMYHOCYnpecCuu
AEKCaMeTa30HOM. Y HEeBaKUMHUPOBAHHOW CBUHbW BUPYC [OKa3aH B YNOMSAHYTbIX KAeTkax
uyepes 3 Mec. nocne 3apaxeHus. B ynbTpaToHKMX cpe3ax Haubonbuice KONUUECTBO BUpyCa
NOKanu3uMpoBaHO B SAPax M UMTONNa3Me catenuTtHbix U LLIBaHHOBbLIX KNETOK, NOTOM B KNET-
Kax COEAMHUTENbHbIX TKAHEW M BO BHEK/NETOUHOM npocTpaHCTee. B knetkax xe raHrauva
BUPYC NPUCYTCBYET B UMTONNAa3Me W B OTAENbHbIX CAyYasx — B MWINMHU3UPOBAHHbIX
aKCOHax.

CTaAguu pa3euTus BUpyCa 6onesHu Ayecku, WMHAKTUBUPOBAHHAN BaKlHHA; 3apaxXeHue BH-
PYCOM; peakTUBUPOBAHUE NATEHTHOCTH

VALICEK, L. — SMID, B. — RODAK, L. — JURAK, E. (Veterinary Research
Institute, Brno): Electron Microscopy of the Aujeszky’s Disease Virus in the Explants
of the Gasserian Ganglion of Pigs with Latent Infection. Veter. Med. (Praha), 31,
1986 (8) :469-476.

Different developmental stages of the Aujeszky's disease virus were demonstrated
by electron microscopy in the ultra-thin slices by the cultivated fragments of the
Gasserian ganglion (G. g.) of two pigs latently infected with the Aujeszky’s disease
virus (ADV). In a pig vaccinated with the inactivated vaccine against the disease,
the virus was detected in the G. g. cells 186 days after virus challenge, the reactiv-
ation of latency being obtained after immunosuppression with dexamethazone. In
the non-vaccinated pig the virus was detected in G. g. cells after three months from
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experimental infection. In the ultra-thin slices the largest amount of virus was
located in the nuclei and cytoplasm of satellite and Schwann’s cells, in the con-
nective-tissue cells and in the extracellular space. In the ganglion cells the virus
was present in the cytoplasm and sporadically in the myelinized axons.

developmental stages of Aujeszky's disease virus; inactivated vaccine; virus
challenge; reactivation of latent infection

VALICEK, L. — SMID, B. — RODAK, L. — JURAK. E. (Forschungsinstitut fir
Veterindrmedizin, Brno): Elektronenmikroskopie des Virus der Aujeszkyschen
Krankheit (ACH) in Explantaten des Gasserschen Ganglions aus Schweinen mit
latenter Infektion. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 469-476.

Bei zwei, mit dem Virus der Aujeszkyschen Krankheit (ACH) latent infizierten
Schweinen wurden elektronenmikroskopisch verschiedene Stadien des ACH-Virus
in ultradiinnen Schnitten kultivierter Fragmente des Gasserschen Ganglions (G. g.)
nachgewiesen. Bei einem mit inaktivierter Vakzine gegen ACH vakzinierten Schwein
wurde das Virus in den G. g.-Zellen 186 Tage nach der Challenge durch das Virus
festgestellt, wobei eine Reaktivierung der Latenz nach Immunosuppression durch
Dexamethazon erreicht wurde. Bei einem nicht vakzinierten Schwein wurde das
Virus in G. g.-Zellen drei Monate nach der experimentellen Infektion nachgewiesen.
Die grof3ten Mengen des Virus in den ultradiinnen Schnitten wurden in den Kernen
und im Zytoplasma der Satellit- und der Schwannschen Zellen, ferner dann in den
Bindegewebezellen und im extrazelluliren Raum lokalisiert. In den Ganglienzellen
war das Virus im Zytoplasma und vereinzelt in den myelinisierten Axonen vor-
handen.

Entwicklungsstadien des Aujeszky-Virus; inaktivierte Vakzine; Viruschallenge; La-
tenzreaktivierung

Adresa autoru:

MVDr. Lubomir Vali¢ek, CSc., MVDr. Bedfich Smid, CSc.. MVDr. Ladislav
Rodak, CSc., doc. MVDr. Evzen Jurak. CSc.. Vyzkumny ustav veterinarniho
lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno
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SPONTANNI INFEKCE BUNECNYCH LINII MYKOPLAZMATY
A JEJI DETEKCE FLUORESCENCNI METODOU

M. Machatkova, K. Jurmanova, J. Hampl, V. Snejdar

MACHATKOVA, M. — JURMANOVA, K. — HAMPL, J. — SNEJDAR, V.
(Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno; Vyzkumny uUstav hematologie
a epidemiologie, Praha): Spontanni infekce bunéénych linii mykoplazmaty
a jeji detekce fluorescenéni metodou. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) :477-485.
Kontinualni bunéé¢né linie bovinnich ledvin MDBK a AUBEK i opié¢ich ledvin
VERO byly v prubéhu dlouhodobé kultivace spontanné infikovany mykoplaz-
maty M. arginini a A. laidlawii, Mykoplazmova infekce signifikantné snizila
rustovou aktivitu bunék a negativné ovlivnila jejich morfologii. K prukazu
infekce se osvédéila metoda neprimého prukazu mykoplazmat bisbenzimidem
Hoechst, ktera byla modifikovana na jednoduchy a rychly test. UmozZnila pro-
kazat i pocatecni infekei v dobe, kdy mnozstvi infikovanych bunék v kulture
bylo relativné nizké,

kontinualni bunéc¢né linie; kontaminace; fluorescenc¢ni test

Buneécné kultury predstavuji optimalni substrat pro proliferaci my-
koplazmat, ktera se v nich mnozi do vysokych infekc¢nich titri.

Zatimco primarni bunécné kultury jsou mykoplazmaty kontamino-
vany pouze ojedinéle (Mc Garrity aj., 1978; O’Brien aj., 1981},
patri latentni mykoplazmova infekce mezi Casté priciny neuspéchu pri
kultivaci kontinualnich linii (Barile, 1977).

Vliv mykoplazmové infekce na kultury je urovdn mnoha faktory,
z nichz nékteré, jako jsou druh mykoplazmat a vnimavost kultur K in-
fekci, jsou dominantni a spolu s kultivacnimi podminkami rozhoduji
o stupni rozvoje infekce.

V kontaminovanych buiikdch dochazi k rdznym funkénim zméndm
(Gololobovova, 1978; Barile, 1979), které mohou vyznamneé
ovlivnit i produkci virovych antigentt (Fogh, 1973).

Reseni problémi mykoplazmovych infekci buné&cnych kultur je v po-
slednich letech uzce spojeno s vyvojem novych citlivych metod detekce.
Mezi metody nejcastéji pouzivané ke kontrole bunécnych linii patii vedle
jiz klasickych metod cytologickych (Russell aj., 1976; Gololobo -
vova, 1978; Djakonov aj., 1980) a kultivacnich (Edward, 1969;
Barile, 1973) i metoda autoradiografickd (Schneider aj., 1974),
elektronoptickd (Fogh, 1973) a fluorescencni (Chen, 1977; Stan -
bridge, 1981).

V na8i préci jsou shrnuty poznatky o spontanni infekci kontinual-
nich bunécnych linii mykoplazmaty a o jeji detekci jednoduchou a citli-
vou fluorescenc¢ni metodou.
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MATERIAL A METODY

BUNECNE LINIE

V experimentalni praci byly sledovany kontinualni linie bovinnich ledvin
MDBK a AUBEK a opiéich ledvin VERO. Vsechny linie byly Kkultivovany v médiu
Eagle-MEM obsahujicim 109}, inaktivovaného teleciho séra pro TK komeréniho
puvodu, doplnéném 200 m. j. penicilinu a 200 ug streptomycinu na mililitr média.

SPONTANNI INFEKCE KULTUR

Kultury kontinualnieh linii MDBK, AUBEK a VERO, pasazované za aseptic-
kych podminek béznou trypsinaéni technikou, byly mezi patou az desatou pasazi
spontanné infikovany mykoplazmaty.

Puvodni infekce prosté kultury, uchovavané v tekutém dusiku a rozmrazené
bezprostfedné ptfed pouzitim, slouzily jako kontrolni.

PROLIFERACNI AKTIVITA KULTUR

Ve stanovenych ¢asovych intervalech byly bunky uvolnény trypsinem a po-
¢itany v Bilrkerové komurce. Ziskané hodnoty byly dosazeny do vzorce pro vy-
poéet prolifera¢niho indexu, vyjadrujiciho pomér celkového mnozstvi bunék na-
rostlych k nasazenym.

METABOLICKA AKTIVITA KULTUR

Pro stanoveni syntézy proteinu byly kultury po dobu 72 hodin kultivovany
v médiu obsahujicim 37 kBq 3H leucinu na mililitr média. Po 72hodinové kultivaci
byly bunky zpracovany podle metody popsané Rozkosnym aj. (1979). Kultury
ur¢ené ke sledovani utilizace glukézy byly po 48hodinové kultivaci v médiu obsa-
hujicim 37 kBgq MC glukézy dvakrat oplachnuty a kultivovany dalSich 48 hodin
v neznac¢eném médiu. Po ukonc¢eni kultivace bylo médium odstredéno a v super-
natantu byla stanovena radioaktivita 4C glukozy. VSsechny uvedené udaje jsou pre-
poc¢ty na 100 tisic bunék a jsou prumérnym vysledkem dosazenym u tri vzorku.

DETEKCE MYKOPLAZMAT V KULTURACH
Fluorescenéni vySetreni

Kultury byly pravidelné vysetrovany metodou prukazu mykoplazmat bisbenzi-
midem 33258 — Hoechst, popsanou Chenem (1977 a modifikovanou takto: Kul-
tury, které rostly na skliékach vlozenych do zkumavek a dosahly 50 az 70°, mono-
layeru, byly deset minut fixovany absolutnim metanolem a po stejnou dobu barve-
ny 0,001%, roztokem bisbenzimidu v metanolu. IThned po obarveni byla sklicka rad-
né oplachnuta destilovanou vodou a po oschnuti montoviana pomoci pufru s glyce-
rinem. Pro vlastni vySetfeni fluorescenénim mikroskopem Fluoval bylo pouzito
zvétSeni 400 az 600krat.

Kultivaéni vySetfeni

Souc¢asné s fluorescenénim vySetfenim byly Kkultury vySetfovany na pritom-
nost mykoplazmat i kultivacné (Jurmanova aj., 1983).

VYSLEDKY

VLIV MYKOPLAZMOVE INFEKCE NA MORFOLOGICKE
A RUSTOVE VLASTNOSTI KULTUR

V pocCatec¢nim stadiu infekce se buiiky kontaminovanych kultur mor-
fologicky neliSily od buné&k kultur infekce prostych. Pokud se v nekte-
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I. Vliv mykoplazmové infekce na morfologické a rustové vlastnosti linii — The influ-
ence of mycoplasmic infection on the morphological and growth properties of the

lines
f Morfologicka a rustové charakteristika kultur |
kontaminovanych | infekce prostych
|
! kultury nasazené ! rostouci l prezivajici nasazené rostouci prezivajici
| nizky pocet l nerovnomeérny | tvorba vysoka ; rovnomérny dlouhodobé
| adherujicich | rust, ostfe cytopatick¢ho vitalita | rust, splyva- prezivani
bunck ohranicené efektu a adheze jici bunééné konfluentni
bunééné \ bunék kolonie kultury
kolonie [
atypicky | nizka buné¢- | rychla charakteris- vysoka pomalé
tvar, tvorba | na denzita | destrukce ticky tvar bunécna fyziologické
f dlouhych | monolayeru kultur epiteloidniho denzita starnuti
| cytoplazma- nebo fibro- monolayeru bunék
| tickych i blastického
! vybézku ‘ typu
i
| zrnita [ shlukovani neschopnost cytoplazma morfologicka schopnost
| cytoplazma l bunék, vznik dalsiho bez morfolo- uniformita proliferace
| loZisek mor- rlstu gickych zmén kultury dlouhodobé |
| fologicky uchovavanych
zménénych kultur
bunék

rych kulturdach objevily malo zfetelné morfologické zmény, meély rever-
zibilni charakter a snadno unikaly pozornosti. Také v rastové aktivité
bunék nebyly zjiStény signifikantni rozdily. Byly pozorovany pouze né-
které nespecifické projevy infekce, predevSim sniZena schopnost bunék
tvorit klony a rychlejsi starnuti kultur.

S dalsim rozvojem infekce se morfologickd a riistovd charakteristi-
ka Kultur postupné meénila. Zasadni morfologické zmény byly zjiStény
nejdrive u prezZivajicich, pozdéji i u nasazenych kultur. U nativnich kul-

II. Vliv mykoplazmavé infekce na rust a metabolismus bunék linie VERO — The
influence of the mycoplasmic infection on the growth and metabolism of the VERO
line cells

Kul- | Kontrolana | Morfologie Prolifératni | Laqmomcs | JEkorporape
tura | mykoplazmata | kultury index imp/min im]:g)/min y
kontaminovand = bunécénd |
1 g A. laidlawi degenerace 2% 132 124
Y e s .
| kontaminovana | reverzibilni i
2 | (neidentifiko- | morfologické | 3,3 347 103
] vano) | zmény |
,i 3 . . | charakteristic-
3 infekce prosta ; . 4,6 403 65
i | ka morfologie
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1. Bunky kontinualni
linie AUBEK (barveno
HE) — The cells of the
continual line AUBEK
(stained with HE)

2. Kultury kontinualni
linie AUBEK kontami-
nované A laidlawii
(barveno HE) — The
cultures of the continual
line AUBEK contamin-
ated by A. laidlawii
(stained with HE)

___KULTURA PROSTA
MYKOPLAZMAT
___ KULTURA KONTAMINOVANA

¢ 8
W
z
2 5
2
5 4
o
a
o 3
o
>
§ 3. Rustova Kkrivka bu-
| 2 3 4 5 6 7 & § YO nék kontinualni linie
MDBK — The growth
‘urve of the cells of the
DOBA KULTIVACE curve of th
! o/ continual line MDBK
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4. Bunky kontinualni
linie MDBK (barveno
HE) — The cells of the
continual line MDBK
(stained with HE)

5. Morfologicke zmeny
vyvolanée A, laidlawii
v kulturach MDBK (bar-
veno HE) — Morpho-
logical changes caused
by A. laidlawit in the
MDBK cultures (stained
with HE)

6. Fluoreskujici bunécé-
na jadra ve sterilnich
Kulturach (barveno bis-
benzimidem) — Fluo-
rescent cellular nuclei in
sterile cultures (stained
with bisbenzimid)
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7. Pozitivni fluorescen-
ce v cytoplazmé Kkonta-
minovanych bunék (bar-
veno bisbenzimidem) —
Positive fluorescence in
the cytoplasm of cont-
aminated cells (stained
with bisbenzimid)

tur byly pozorovany pouze na konci stacionarni fdze jako disledek
rychlého poklesu pH Kkultivacniho média.

Specifické morfologické zmény byly v tomto obdobi detekovany
pouze cytologickym vySetfenim. V kulturdch infikovanych bunék se vy-
skytovalo mnoZstvi bazofilnich zrn lokalizovanych na povrchu buneék
i kultivacniho skla (obr. 1, 2).

Morfologické zmeény byly doprovazeny i poklesem rilstové aktivity
kultur. Plvodni populace bunék, dobfe se mnozici a tvofici monolayer
o vysoké denzité, byla béhem dalSich deseti pasazi vysirfidana burikami
s nizkou schopnosti adheze po trypsinaci a nerovnomernym ristem (tab.
1). Proliferacni indexy kontaminovanych bunék klesly ve srovnani s in-
dexy bunék infekce prostych primérné o 50 % (obr. 3).

Vyrazné morfologické zmeény specifické pro mykoplazmovou infekci
se v rostoucich kulturach objevily teprve mezi 25. az 30. pasazi, v dobé
masivni infekce linii. JiZ za 20 aZ 24 hodiny po nasazeni ztratily buliky
typickou morfologii a ziskaly protahly $picaty tvar. Cast tvofila dlouhé
cytoplazmatické vybézky a v jejich cytoplazmeé byla pozorovana tmava
granula (obr. 4, 5). V konfluentnich kulturdach vznikla tf¥eti az paty den
kultivace loziska kulatych bunék, prfechazejici rychle ve specificky cy-
topaticky efekt a koncici v nékterych pripadech uplnou degeneraci
kultur.

Stupenn morfologickych zmén byl pfimo umérny zvySené utilizaci
14C glukozy a inhibici inkorporace *lencinu (tab. I1).

DETEKCE MYKOPLAZMAT

Rozvoj kontaminace v kulturdch bylo mozné sledovat fluorescencni
metodou. Metoda je zaloZena na vysoké afinité bisbenzimidu k desoxy-
ribonukleové kyselin® a umoZiuje vizualizovat DNA v3ech druht myko-
plazmat.

Na rozdil od Kultur sterilnich, ve kterych fluoreskovala pouze bu-
nécéna jadra (obr. 6), byla v infikovanych kulturdch pozorovdna granu-
larni fluorescence v rozsahu celé butiky (obr. 7).

MnoZstvi fluoreskujicich bodi se ménilo v zavislosti na rozvoji
infekce. Zatimco jeSté v desaté pasaZi byla oblast cytoplazmy pFfevainé
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vétSiny bunék negativni a fluorescencné pozitivni buriky byly v kultu-
rach zjiStovany pouze ojedinéle, byla ve 20. pasdZi kontaminace bunék
jiz 100%. Pocet fluoreskujicich bodd, které byly na zaCatku infekce lo-
kalizovany predevS§im na obvodu bunék, se dal$i kultivaci rychle zvy-
Soval, takZe ve 25. pasdZi jiZz pokryvaly podstatnou ¢ast povrchu bunék.
Od 15. pasaze byla mykoplazmata v Kulturdch prokazovana i kultivacné.
Pozdeéji byla infekce identifikovdna jako M. arginini a A. laidlawii.

DISKUSE

Na vyznam latentnich infekci pfi kultivaci bunék ukéazaly jiZ naSe
predchazejici prace, ve kterych jsme prokdazali, Ze rast buné&cnych kul-
tur a jejich morfologii vyznamné ovliviiuje endogenni virova infekce
(MenS$Sik aj., 1979; Machatkova aj., 1981, 1982).

Z uvedenych vysledkl je zfejmé, Ze také mykoplazmové infekce pi-
sobi na biologické vlastnosti bunék kultivovanych in vitro.

Shodné s dalSimi autory (Barile, 1979, 1981; Adams, 1983;
Rakovskaja aj., 1983) jsme pozorovali negativni vliv mykoplazmat
na bunécnou morfologii, metabolismus a rust. M. arginini a A. laidlawii
signifikantné snizily proliferacni aktivitu kontinualnich linii bovinnich
ledvin MDBK a AUBEK i opicich ledvin VERO a vyvolaly v nich speci-
fické morfologické zmény.

Néastup téchto zmén v3ak byl podminén urcitou koncentraci mikro-
organismi v kulturdch; specifické projevy infekce byly pozorovany aZ
v dobé intenzivniho rozvoje kontaminace.

Prfedpokladem toho, Ze bude dosaZeno standardni kvality kontinudl-
nich linii, je proto pravidelna kontrola kultur na mykoplazmata, umoz-
nujici detekovat kontaminaci jiz ve stadiu latence.

Pro tyto ucely se osvédcil nepfimy priikaz mykoplazmat fluores-
cen¢ni metodou, kterd byla modifikovdna na ¢asov& nendro¢ny a me-
todicky jednoduchy test. Fluorescen¢ni metodou byla prokazovéna in-
fekce jiz v dobé, kdy pocet infikovanych buné&k v kulturach byl relativné
nizky.

Vysokou citlivost metody potvrdili i Barile (1981) a Stan-
bridge (1981). Naproti tomu Marcus aj. (1980) a Mc Garrity
(1982) povaZuji za rozhodujici kritérium sterility kultur metodu kulti-
vacni. Také v naSich pokusech byly kultury vedle fluorescen¢niho vy-
Setfeni testovany i kultivacné, pricemZ ziskané vysledky byly ve vSech
pfipadech shodné. Na zdkladé zkuSenosti s pouZitim obou metod se proto
domnivame, Ze detekce mykoplazmat fluorescenéni metodou je pro svoji
citlivost, univerzalnost i ¢asovou nenaro¢nost vyznamnym piinosem pro
virologicka pracovisté i laboratore tkamnovych kultur. UmoZiiuje pravidel-
nou kontrolu bun&&nych linii a spolu s metodou kultivaéni zajiStuje
trvalou sterilitu kultur, kterda je nezbytnym pFedpokladem jejich vysoké
kvality.
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MAXATKOBA, M. — KOPMAHOBA, K. — TAMNA, 4. — WHEWAAP, B. (HayuHo-uccne-
AOBAaTENbCKUN WMHCTUTYT BeTepuHapun, BpHO;, HayuHO-UCCNEpOBaTENbCKUW MHCTUTYT rema-
Tonoruu W anuaemuonoruu, Mpara): CnoHTaHHOe 3apaXeHWe KNETOUHbIX NUHKWA MHUKONNas-
Mamu 4 ero onpegeneHue dnoopecueHTHbiM Metogom. Veter. Med. (Praha), 31, 1986
(8) : 477-485.

HenpepbiBHbie KnetouHbie nuHuKM Goiubx nouek MDBK u AUBEK, a Takxe o06e3bsHUX
nouek VERO, B xoae A0NTOCPOUHOrOo KYNbTUBUPOBAHWUSA CMOHTAHHO 3apa3uiUCb MUKO-
nnasmamn M. arginini u A. laidlawii. MukonnaamoBas MHMEKUUA AOCTOBEPHO NOHM3UNA
pPOCTOBYID aKTMBHOCTb KNETOK W OTPMUATENbHO CKa3lanacb Ha Mx Mopdonoruu. [na ycra-
HOBNEHUA WHMEKUUKU xopowo cebs 3apeKoMeHAOoBan MEeTo4 KOCBEHHOro A0Ka3aTenbCraa
mMukonnasm 6ucéeHsumugom éxcTt, npuuem 3ToT Metoa 6bin MOAMMDUUMPOBAH Ha MNPOCTOM
M ObICTPbIA TECT, KOTOPbIX MO3BONMA YCTAHOBMTb W HAUaNbHYIO CTaAgMI0 MHMEKUWKU ewe npwu
OTHOCHUTENbHO HWU3KOM KONWyecTee copepxauuxca B xynb'rype 3apaxeHHbIX KNeTok.

HENPEPDLIBHbLIE KNETOUHLIE NUHWUKU, 3arps3HEHUe; (DHIOOPeCueHTHbIﬁ TecT

MACHATKOVA, M. — JURMANOVA, K. — HAMPL, J. — SNEJDAR, V. (Ve-
terinary Research Institute, Brno; Research Institute of Hematology and Epidemio-
logy, Praha): Spontaneous Infection of Cellular Lines by Mycoplasmas and its De-
tection by a Fluorescent Method. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) :477-485.

The continual cellular lines of bovine kidneys MDBK and AUBEK and of monkey
kidneys VERO were infected spontaneously in the course of long-range cultivation
by the mycoplasmas M. arginini and A. laidlawii. The mycoplasmic infection reduced
significantly the growth activity of the cells and influenced negatively their mor-
phology. The method of an indirect proof of mycoplasmas by bisbenzimid Hoechst
suited well to demonstrate the infection; it had been modified to a simple and
rapid test. The starting infection could be demonstrated already at the time when
the amount of infected cells in the culture was relatively low.

continual cellular lines; contamination; fluorescent test

MACHATKOVA, M. — JURMANOVA, K. — HAMPL, J. — SNEJDAR, V. (For-
schungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno; Forschungsinstitut fiir Hamatologie und
Bluttransfusion, Praha): Spontane Infektion von Zellinien durch Mykoplasmen und
thre Detektion mittels Fluoreszenzmethode. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) :477-
-485.

Kontinuierliche Zellinien der Rindernieren MDBK und AUBEK sowie Affennieren
VERO wurden im Verlauf einer langfristigen Kultivierung durch Mykoplasmen
M. arginini und A. laidlawii spontan infiziert. Die mykoplasmatische Infektion
setzte die Wachstumsaktivitit der Zellen stark herab und bewirkte negativ ihre
Morphologie. Fiir den Nachweis der Infektion bewihrte sich die Methode des indi-
rekten Nachweises von Mykoplasmen mittels Bisbenzimid Hoechst, die zu einem
einfachen und raschen Test modifiziert wurde. Auf diese Weise wurde es mdoglich,
selbst eine beginnende Infektion zum Zeitpunkt nachzuweisen, wo die Menge der
infizierten Zellen in der Kultur noch relativ gering war.

kontinuierliche Zellinien; Kontamination; Fluoreszenztest
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200. vyroéi Vysoké skoly veterinarni v Budapesti

Jak jsme jiZ ozndmili v jednom z predchozich Cisel Ve-
terinarni mediciny, Vysoka Skola veterinarni v Budape$ti osla-
vi ve dnech 25. aZ 29. kvétna 1987 200. vyroci zacatku veteri-
narniho 3kolstvi v Madarsku.

Pri oslavach budou usporfddany konference u kulatého sto-
lu, panelové pfednaSky a vystava n4stroji a 1écCiv z téchto
tematickych okruhii: fyziologie, morfologie, patologie, epizoo-
tologie a mikrobiologie, farmakologie, toxikologie, klinickd me-
dicina, zdravotni problémy volné Zijicich zvifat a zvifat cho-
vanych v zoologickych zahradach. PFihl48ku na oslavy, popfi-
padé i téma kratkého referdtu (10 minut) nebo panelové pred-
nasky sdélte nejpozdéji do 31. ledna 1987 predsedovi organi-
zacniho vyboru.

Adresa predsedy organizac¢niho vyboru: prof. dr. Gy. Pe-
thes, Budapest VII, Landler J. u. 2, P. O. Box 2, H-1400 Buda-
pest; telefon 223-044 nebo 222-660, linka 131; telex 224439.



DETEKCE PROTILATEK PROTI MYKOPLAZMATUM
ENZYMOIMUNOLOGICKOU METODOU

M. Hajkova, K. Jurmanova

HAJKOVA, M. — JURMANOVA, K. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi,
Brno): Detekce protildtek proti mykoplazmatim enzymoimunologickou meto-
dou. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 487-496.

Detekce protilatek proti druhu Mycoplasma bovis v séru a mléce dojnic ze
stada s vyskytem mastitid je dobrym prikladem vyuziti imunoenzymologické
metody (ELISA) v mykoplazmologii. VySetfenim vzorkd od 75 dojnic a sou-
Casné také testem neprimé hemaglutinace jsme stanovili dobrou korelaci vy-
sledku ziskanych obéma testy. Protilatky proti druhu Ureaplasma diversum
jsme metodou ELISA prokazali jak v séru skotu, tak v mléce dojnic s mirny-
mi mastitidami. Ze ¢tyr antigent pripravenych z riznych kmena U. diversum
jsme vybrali ten, ktery ve vybranych vzorcich sér detekoval maximalni titry.
Krali¢i hyperimunni séra, vyrobena proti 26 kmenum mykoplazmat raznych
druh®i, byla (po odstranéni protilatek proti komponentam meédia) pouzita
k identifikaci dvou antigenu. Specificka reakce byla ziskana s antiséry proti
M. hyorhinis a M. arginini.

prukaz protilatek proti mykoplazmatim a ureaplazmatim; srovnani metody
ELISA a neprimé hemaglutinace; identifikace antigeni pomoci hyperimunnich
krali¢ich sér

Uloha mykoplazmat pfi vzniku a pribéhu nemoci hospodéafskych
zvifat v intenzivni produkci roste, jak se ziskavaji nové poznatky pomoci
dokonalejSich metod jejich studia (Tully a Whitcomb, 1979).
Mykoplazmata jsou mikroorganismy o velikosti stfedné& velkych vird
a parazituji na bumikdch zivocCichd, rostlin a hmyzu. N&dzev je obecné
uZivan pro vSechny celedi a rody razené do tfidy Mollicutes — jako
Mycoplasma, Ureaplasma, Spiroplasma atd. Nékteré druhy jsou obdva-
nymi patogeny. K antibiotikim jsou mykoplazmata vétSinou necitliva
a pouzZivani vakcin je problematické. Jejich diagnostika je zaloZena na
kultivac¢nich metodach, které jsou vétS§inou madlo citlivé, a na nepfimém
prikazu pomoci specifickych protilatek (Cassell aj., 1984).

V naSich pfedchozich pracich jsme vyhodnocovali citlivost a spe-
cifitu sérologickych testli pro detekci protilatek proti mykoplazmatim
u skotu a jako vhodny jsme vybrali test nepfimé hemaglutinace (Jur -
manova aj., 1976, 1978, 1979). Presto, Ze test nepfimé hemagluti-
nace je povazovan za citlivy, spolehlivy a specificky (Erne, 1974;
Cho aj., 1976), nemohli jsme jim v nékterych pripadech prokéazat pro-
tilatky v krevnich sérech skotu, predev§im proti ureaplazmatiim. Metoda
ELISA (Bruggmann aj., 1977; Engvall a Perlmann, 1972)
byla popsana mnoha autory jako vysoce citlivA a snadno proveditelnéa
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i pro detekci protilatek proti mykoplazmatim (Voller aj., 1976;
Onoviran a Taylor — Robinson, 1979; Boothy aj., 1981;
Ortmayer aj, 1982 a dalsi). Pro eradikaci respiracni mykoplazmozy
myS$i a krys se jiZz komercné vyrabi diagnosticka souprava na principu
metody ELISA (Mia aj., 1981).

Cilem této prace je ukadzat na prikladech moznosti vyuZiti metody
ELISA pro nepfimou evidenci vyskytu mykoplazmat a ureaplazmat v po-
pulaci skotu i pro identifikaci mykoplazmového antigenu pomoci speci-
fickych kraliCich protilatek a soucasné porovnat vysledky vySetfeni pro-
tildtek v krevnim séru a v mléce skotu, ziskané metodou ELISA a ne-
primou hemaglutinaci.

MATERIAL A METODY

METODA ELISA

Pracovali jsme podle postupu, ktery byl podrobné popsan drfive (Jurma-
nova aj, 1985). Antigeny, které byly ziskany odstfedénim kultury mykoplazmat
z tekuté kultiva¢ni pudy a dezintegrovany ultrazvukem, byly uchovavany jednak
zmrazené pri teploté —20°C, jednak v lyofilizovaném stavu. Vysledky byly odeéi-
tany bud vizualné podle intenzity zabarveni substratu ve srovnani s negativni
kontrolou, nebo spektrofotometricky na pristroji Titertek Multiskan (Flow Labo-
ratories) pri vlnové délce 492 nm. Jako pozitivni byly hodnoceny vzorky s dvojna-
sobnou hodnotou absorbance negativniho kontrolniho vzorku.

TEST NEPRIME HEMAGLUTINACE (NHT)

Pro srovnani uvadime vysledky vysetreni obsahu protilatek testem NHT, jehoz
provedeni jsme popsali diive (Jurmanova aj., 1978).
VYSETREN{ PROTILATEK PROTI DRUHU MYCOPLASMA BOVIS

Pouzili jsme vzorky Kkrevnich sér a mléka odebirané od krav pochéazejicich
z mastitidniho stada, které nam byly predany v ramci spoluprace s dr. H. Pfiitzne-
rem z Institut fir bakterielle Tierseuchenforschung, Jena, DDR. Jako antigen byl
pouzit typovy kmen M. bovis PG 45.
VYSETREN! PROTILATEK PROTI DRUHU UREAPLASMA DIVERSUM

Antigeny

Pro detekci protilatek ve vzorcich krevnich sér a mléka jsme pripravili étyri
antigeny:

A — Kkmen izolovany z inseminaé¢ni davky spermatu byka ABE 57,

B — kmen izolovany z ejakulatu byka vySetrovaného ve VUVeL pod C¢is-
lem 409,

C — kmen izolovany z nosniho vytéru telete s onemocnénim respira¢niho
traktu z lokality Ko., )

D — kmen izolovany z nosniho vytéru telete s onemocnénim respira¢niho

traktu z lokality VL
Séra telat

Pro vysetfeni bylo vybrano 30 krevnich sér z lokality Uj. a 14 krevnich sér
z lokality Ko. V obou lokalitach probihalo onemocnéni respira¢niho traktu. U vSech
testovanych telat jsme provedli kultivaéni vySetfeni nosnich vytéru a ze 73 0/, vzor-
ki jsme izolovali kmeny M. bovirhinis a U. diversum. Protilatky jsme vySetrovali
antigeny C a D.
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STANOVEN[ POTENCE ANTIGENU

U antigenu A, B, C, D jsme stanovili vySku titru protilatek v jednotném re-
deni vSech testovanych krevnich sér, a to v fedéni 1 :80. Pouzili jsme téchto, vzorku
krevnich sér: dvé séra telat z lokality Uj. a dvé séra telat z lokality Ko., kterd jsme
jiz popsali, dale dvé séra byku s poruchou reprodukce z lokality Ho. a dvé séra
krav s onemocnénim genitalniho traktu a vytokem z vagin z lokality Li.

Vzorky mléka

Pro stanoveni protilatek proti druhu U. diversum jsme vybrali 57 vzorki mlé-
ka z lokalit Bo., Ne. a Kl., ve kterych se vyskytovaly Kklinické a subklinické zanéty
mlééné zlazy a u Kterych nebylo prokazano infekéni agens. Vzorky nam byly pre-
dany dr. D. Rysankem z VUVeL v Brné. Protilatky jsme stanovili antigenem B.
Mléko jsme vySetrovali ve zredéni 1 :20 az 1 :2560.

IDENTIFIKACE ANTIGENU KRALICIMI HYPERIMUNNIMI SERY

Pro demonstraci jsme pouzili antigeny pripravené z kmenu mykoplazmat, kte-
ré jsme ve spolupraci s dr. P. Draberem z UMG CSAV v Praze (Draber a Jur-
manova, 1984) izolovali z hybridomnich linii produkujicich protilatky. Pri jedno-
razovém vysSetreni 12 vzorkua linii jsme izolovali dva kmeny mykoplazmat. Z nich
jsme pripravili antigeny, které jsme v testu ELISA pouzili k identifikaci nékterych
monoklonalnich protilatek vyprodukovanych testovanymi liniemi. Metodou ELISA
jsme také identifikovali neznamé antigeny pomoci specifickych krali¢ich protilatek.
K identifikaci antigenu byla pouzita krali¢i hyperimunni krevni séra proti 12 typo-
vym kmenim druh( mykoplazmat skotu, vyrobena v nasi laboratori, a 16 antisér
proti druhim mykoplazmat ¢lovéka, drubeze, mysi, koné a prasat, ktera nam poskytl
MVDr. F. Kuksa z VUVeL v Brné. Z krali¢ich hyperimunnich sér byly pred pouzi-
tim v metodé ELISA odstranény nespecifické protilatky, vytvorené proti kompo-
nentam kultivaéniho meédia. zpGsobem popsanym dfive (Jurmanova aj., 1976).

VYSLEDKY

POROVNANI VYSLEDKU VYSETRENI OBSAHU PROTILATEK
METODOU ELISA A NHT

Vysledky vySetfeni obsahu protildtek proti druhu M. bOvis ve vzor-
cich krevnich sér a mléka od krav pochézejicich ze stdda s vyskytem
mastitidy jsou uvedeny v tab. I. Titry v krevnim séru krav stanovené me-
todou ELISA se pohybovaly od 1:200 do 1:102 400 a v mléce od 0 do
1:25600. Titry protilatek stanovené testem NHT byly v Krevnich sérech
od 1:32 do 1:16 384 a v mléce od 0 do 1:8192. Z porovnéni vysky titra
protilatek ziskanych obé&ma testy je zrejmé, Ze titry v testu ELISA jsou
vyS8i, v nékterych pripadech dosahuji aZz padesatindsobné vy$si hodnoty.
Korelace titrii ziskanych metodou ELISA a NHT je znazornéna na obr. 1,
na kterém jsou uvedeny vysledky vySetfeni 75 vzorkl krevnich sér a mlé-
ka dojnic z téhoZ stdda. Je zFejmé, Ze vysledky ziskané ob&ma testy vza-
jemné dobfe Kkoreluji, coZ potvrzuje vypocteny korelacni koeficient
r = 0,84.

STANOVENI PROTILATEK PROTI DRUHU UREAPLASMA DIVERSUM

Vysetreni vzorkua krevnich sér telat

Metodou ELISA jsme vySetrili 44 vzorky krevnich sér telat z lokalit
s onemocnénim respiracniho traktu. Pouzili jsme antigeny C a D, pfipra-
vené z kmena izolovanych z nosnich vytérl telat. Ve vzorcich krevnich
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I. Titry protilatek proti Mycoplasma bovis v mléce a séru dojnic, stanovené meto-
dou ELISA a testem nepfimé hemaglutinace (NHT) — The titres of antibodies to
Mpycoplasma bovis in the milk and serum of dairy cows, determined by the ELISA
method and by the indirect hemagglutination test (NHT)

Cislo Datum S —— Klinické*| Tzolace® |
dojnice odbéru ) mastitida | M. bovis |
| ELISA | NHT | ELISA | NHT |
T — F 1 | ’ ‘ ‘
7030 | 8.8 [ 25600 | 2048 o o | 4 Foo
310, | 25600 | 2048 | 200 | 64 | ’
9.1. "102400 16384 | 1280 | 16 |+ |+
‘ \
7389 8.8. | 12800 2048 | 0 16 |+ P
i 711 | 25600 | 512 | 25600 | 8192 | |
13. 2. 1 800 | 256 i 0 | 0
| |
. 76 | 8.8 1600 128 | o o0 o | + |
| | | !
| |71 800 | 128 ‘ 0 | o | ‘ !
| | | |
| 9.1 ‘ 800 | 128 } 0 | 0
7083 8. 8. 51200 | 2048 200 | 32 o | +
| 7.1 51200 2048 200 L 16
| 132 ‘ 51200 | 2048 100 | 16
. 122 | 88 | 3200 512 | 0 0
|
| |71 | 800 | 512 0 |
| ‘ 9. 1. | 800 | 512 0o '
| \
| 7996 1 8. 8. 1 16001 64 o o o | o
' | 512 | 800 } 32 | 0 | ?
i 3.2, | 80| 3 ‘ 0 | 0|
| |

* — tato zjiténi nejsou vdzdna na uvedend data odbér, ale byla ziskdna v pribéhu sledovani dojnice
= titr protildtek

sér jsme nalezli titry protilatek od 0 do 1: 360, ale vysledky ziskané dvé-
ma antigeny se riiznily ve vySce titru.

Stanoveni potence antigenu

Na zédkladeé vySetfeni deviti vzorkidi krevnich sér pochazejicich z telat
bykQi a krav jsme srovnanim vySky titri zjistili, Ze antigen B je nej-
vhodnéjsi pro vySetFeni protilatek, nebot v péti pFipadech z osmi do-
sdhl maximaAalniho titru (obr. 2).

Prukaz protilatek ve vzorcich mléka

V tab. II jsou shrnuty vysledky vy3etreni vzorkd mléka pochazejicich
ze tr{ lokalit antigenem B. Z celkového poctu 57 vzorki nebyly protilatky
nalezeny u 12 vzorkl. NejCastéji se protilatky vyskytovaly v titrech
1:40, 1:80 a 1:160, celkem u 33 vzorkidl. Titr 1:2560 byl nalezen ve
tfech pfipadech.
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ABSORBANCE !

492 am
1,4
1.24
|
10+
08
06
0.41
U N N SR N SN Y N U N N R O O O O O O HRANICE
, i POZITIVITY
0.2+
} J
o L I | 1 o e
ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ANTIGENY
1 2 3 4 5 6 7 8 S SERA

1. Stanoveni potence antigent Ureaplasma diversum — Determination of the potency
of antigens to Ureaplasma diversum

Vysvétlivky: A kmen ABE — izolovany z inseminaéni davky spermatu byka
B kmen 409 — izolovany z ejakulatu byka

kmen Ko 7 — izolovany z nosniho vytéru telete

kmen V1 1 — izolovany z nosniho vytéru telete

tele Uj 57644

tele Uj 57753

tele Ko 11935

tele Ko 11937

byk Ho 28

byk Ho 99

krava Li 9

krava Li 13

kontrolni negativni sérum

Hodnoty absorbance byly méreny v sérech fedénych 1 :80

C
D

Testovana séra:

DX U oo~

TITRY ELISA
'

102 400 - 5

51200 - =

25 600 - : s HP

12 800~ § W
2. Korelace titra proti- 4
latek stanovenych meto- 6 4001 C L
dou ELISA a testem 3200+ R ¢
neprimé hemaglutinace 1500 o
(NHT) proti Mycoplas- { G, .
ma bovis v 75 vzorcich 8004 oo
séra a mléka — Cor- 400 & ;«'
relations of the titers g
of antibodies determined i e
by the ELISA method 00~ - 7
and by indirect he- 50+ e
magglutination test to /o L/_’ e -
Mycoplasma bovis in 75 8 | 32 | 128 | s12 2068 8192 . TITRY NHT
serum and milk samples 16 64 256 1024 4096 16 384
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II. Protilatky proti Ureaplasma diversum v mléce dojnic ze tfi lokalit — The anti-
bodies to Ureaplasma diversum in the milk of dairy cows coming from three lo-
calities

! Lokalita
Vyska titru W Celkem
Bo Ne Kl
0 3¢ 7 2 12
20 1 4 0 5
40 2 2 4 8
80 5 2 6 13
160 8 0 4 12
320 0 1 0 1
640 0 1 2 3
1280 0 0 0 0
2560 0 1 2 3
Vzoru celkem 19 18 20 57
|
+ = ¢islo vyjadfuje pocet vzorki miéka s uvedenym titrem
II1. Identifikace antigent pomoci specifickych krali¢ich protilatek — Identification
of the antigens by means of specific rabbit antibodies
Antigeny i
Typ protilacky &.100 & 101 M. hyorhinis | M. arginini ‘
’ ’ ' TR-32 G230
| Monoklonalni: \
| E ascit 327 680" 0 655 360 0 [
B ascit 320 0 320 0 ‘
O ascit 1310720 0 1310 720 0
|
F ascit 640 0 1204 0 ;
L ascit 160 80 320 160 ‘
I medium 640 0 1280 0 |
| Krali¢i proti kmenu:*+
M. arginimt G230 0 1600 0 12 800
M. hyorhinis BTS-7 12800 - 0 12 800
‘. M. hyorhinis K 121 12 800 0 12 800 0 g
| M. hyorhinis TR-32 12 800 0 12 800 0
| M. hyorhinis NI 6 12 800 0 12 800 0
|

+++ — vySe nebylo testovano

+ = titr protilatek

* = bylo testovano celkem 28 antisér proti typovym kmenim ruznych druht mykoplazmat;
kromé uvedenych vysledki byly ostatni vysledky negativni
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IDENTIFIKACE ANTIGENU POMOC!{ KRALICICH HYPERIMUNNICH SER

V tab. III jsme uvedli pozitivni vysledky testovani antigeni proti
monoklonalnim protildtkdm a krali¢im protilatkdm proti kmenim rihz-
nych druh mykoplazmat. Vysledky testi s monoklondlnimi protilatkami
ukéazaly, Ze antigeny €. 100 a 101 se podilely na jejich vzniku. Nékteré
monoklonalni protilatky reagovaly pozitivné s typovymi kmeny druhu
M. hyorhinis a M. arginini.

PouZitim specifickych kralicich protilatek jsme prokdzali, Ze anti-
gen C. 100 je kmen druhu M. hyorhinis a antigen ¢. 101 je kmen druhu
M. arginini.

DISKUSE

Pro demonstraci vyuZiti metody ELISA v mykoplazmologii jsme po-
uzili jednak priklady nepfimého dikazu vyskytu mykoplazmat v cho-
vech skotu, jednak moZzZnost pouZiti hyperimunnich kréali¢ich sér k iden-
tifikaci neznamého antigenu. V soucasné dobé je jiz vyvracen nazor na
neomylnost kultivacnich metod pro nalez mykoplazmat v hostiteli a pri-
kaz specifickych protilatek je povazovan za samozfejmou soucast kom-
plexniho mykoplazmologického vySetfeni (Cassell aj., 1984). Zaby-
vali jsme se volbou vhodnych metod pro priikaz specifickych protila-
tek a na zakladé srovnani sedmi sérologickych metod na souboru hyper-
imunnich kralicich sér jsme vyvolili test nepfimé hemaglutinace (Jur -
manova aj., 1976), ktery jsme pak provérili pro stanoveni protilatek
v hostiteli (Jurmanova, 1978). Podle Cetnosti vyskytu druhii myko-
plazmat skotu, které jsme izolovali ze skotu v CSSR, jsme pfipravili an-
tigeny pro sérologické studie (Jurmanova aj., 1979, 1982).

Abychom mohli sprdvné interpretovat ndlezy protilatek proti jed-
notlivym druhiim mykoplazmat v krevnim séru jednoho hostitele, studo-
vali jsme vyskyt spolec¢nych antigeni mezi jednotlivymi druhy myko-
plazmat skotu (Jurmanova aj., 1976), obdobné jako jini autori (Ni -
colet aj., 1980; Boothby aj., 1983; Minion aj., 1983; Opitz
aj., 1983 a dalsi). Srovnavanim citlivosti a specifity testi neprimé he-
maglutinace a ELISA pro priikaz protilatek v krevnich sérech a v mléce
skotu proti druhu M. californicum a M. bovigenitalium jsme se zabyvali
v nasi predchozi praci (Jurmanova aj., 1985). V naSi soucasné pra-
ci jsme na zakladé srovnani ndlezi protildtek proti druhu M. boOvis
v krevnim séru a v mléce dojnic stanovili, Ze vysledky ziskané ob&ma
testy dobfe koreluji a Ze metoda ELISA je citlivéjSi a snadnéjsi.

Problémem detekce protildtek proti druhu Ureaplasma diversum je
volba vhodného antigenu, nebot na zadkladé nedavnych studii DNA a po-
lypeptidii obsahuje tento druh tri skupiny kmend, které mohou byt dale
déleny sérologickymi metodami (jako napf. metabolismus inhibi¢nim
testem), vyuZivajicimi antigeny produkované Zivymi ureaplazmaty do
prostfedi (Howard, 1984) Metodou ELISA se pracuje s antigeny
pfipravenymi z lyzovanych bunék, coZ znamenda, Ze obsahuji smés anti-
geni povrchovych a vnitfnich. Brown aj. (1983), ktefi pouZili lyzo-
vany antigen druhu Ureaplazma urealyticum pro detekci protilatek
u pacient s negonokokovou uretritidou, povazZuji metodu ELISA za vy-
hodnou vzhledem k mozZnosti zachytu Sirokého spektra antigenl proti
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metabolismus inhibi¢nimu testu, v némz reaguji pouze jednotlivé séro-
vary. V nasi laboratofi v souCasné dobé volime vhodny antigen na za-
kladé vysledkll titrace stanoveného souboru vzorkii, coZ se osvéddcilo,
nebot se ndm podarilo detekovat protilatky proti U. diversum v mléce
dojnic z riznych chovi, jak o tom referujeme v této préaci, a také sledo-
vat vzplanuti mastitidy v jedné lokalité (Jurmanova aj., v tisku).

Identifikaci dvou neznamych antigeni metodou ELISA jsme uvedli
jednak jako priklad dalStho moZného vyuZiti tohoto testu v mykoplaz-
mologii, jednak jako diikaz specifity testu. Ze 26 pouzitych hyperimun-
nich krali¢ich sér reagovala pouze séra proti druhu M. hyorhinis a M.
arginini. Predpokladem specifické reakce je odstrané&ni nespecifickych
protilatek proti komponentdm médii pouZivanym pro Kkultivaci kmeni
mykoplazmat (Jurmanova aj., 1976).
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Doslo dne 22. 7. 1985

FTANKOBA, M. — HOPMAHOBA, K. (HayuHO-UCCNeAOBATENbCKMA WMHCTUTYT BETEPUHApPHM,
Bpho): Onpeaenexnne aHTUTEN NPGTUB MUKONNA3M (DEPMEHTHO-UMMYHONOrHUYECKMM METOAOM.
Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 487-436.

Bblagnenue amtuten npotus supa Mycoplasma bovis 8 CbiBOPOTKE M MONOKE KOPOB M3
CrTaga C HaNMuMem MaCTUTOB SBASETCS XOPOLWMM MNPUMEPOM MCMNONb30BaHUA MMMYHO-dEp-
mekTonornueckoro metoaa (ELISA) 8 mukonnasmatonorumn. lMytem ob6cnegosaHus npo6 ot
75 KOPOB M napannenbHo TakXe TeCTOM KOCBEHHOW remarr/TMHauuMuM YCTaHOBWMAM XOPO-
Wyo KOppensuuio noNyueHHbix OGOWMW TECTaMu pe3ynbTaTtoB. AHTUTENa nNpoOTUB BMUAA
Ureaplasma diversum metogom ELISA ycTaHOBMAM Kak B CbiIBOPOTKE CKOTa, Tak U B MO-
Noke KOpPOB CO CnabGbiIMW MacTUTamu. M3 ueTbipex NPUroTOBNEHHbIX W3 PasHbiX WTaMMOB
U. diversum aHTureHos Bbi6panu TOT, KOTOPbIH B npo6ax CbIBOPOTOK BbIABAAN MaKCH-
MalbHble TUTpbl. KpONnMubW CBEPXMMMYHHbIE CbiIBOPOTKM, M3rOTOBNEHHbIE NPOTUB 26 wWTaM-
MO2 MMKONNa3M pa3sHbix BWAOB, Gbinn (Nocne yAaneHUs aHTUTEN NPOTUB KOMMNOHEHTOB Cpe-
ALl WCNONL3OBaHbl AN MAEHTUMMKALMKM ABYX aHTureHos. Cneuudurueckas peakuus 6Obina
AOCTUrHYTA NpW McnonbizoBaHuum anvturen npotus M. hyorhinis v M. arginini.

onpegeneHue aHTUTeNn nNpOTUB MUKONNa3M W ypeannasm; cpasHeHne Metoaos ELISA
U 1OCBEHHOM remMarrnlTUHaIIMK, UAEHTUMUKAUNA aHTUTEHOB npv noMown CBerMMMyHHle
KPCMUbUX CbIBOPOTOK

HZJKOVA. M. — JURMANOVA, K. (Veterinary Research Institute, Brno): De-
teciion of Mycoplasma Antibodies by an Enzymoimmunologic Method. Veter. Med.
(Praha), 31, 1986 (8) :487-496.

Desection of the antibodies to the species Mycoplasma bovis in the serum and milk
of dairy cows coming from a mastitis-infected herd is a good example of utilization
of the ELISA immunoenzymologic method in the mycoplasmology. Examining the
sanples from 75 dairy cows and applving the indirect hemagglutination test, good
comrelation of the results of the two tests was determined. The antibodies to the
species Ureaplasma diversum were demonstrated by the ELISA method both in
the bovine serum and in the milk of dairy cows infected slightly with mastitis.
We chosen that strain which detected the maximum titres in the selected samples
of the sera out of four antigens prepared from various strains of U. diversum.
Rasbit sera hyperimmune to 26 strains of the mycoplasmas of various species were
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used to identify two antigens (after removing the antibodies to the components of
the media). Specific reaction was obtained with the antisera to M. hyorhinis and
M. arginini.

demonstration of antibodies to mycoplasmas and ureaplasmas; comparison of the
ELISA method and of indirect hemagglutination; identification of antigens by means
of hyperimmune rabbit antisera

HAJKOVA, M. — JURMANOVA, K. (Forschungsinstitut fiir Veterinidrmedizin,
Brno): Detektion von Antikorpern gegen Mykoplasmen mit Hilfe der enzymoimmu-
nologischen Methode. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 487-496.

Die Detektion von Antikoérpern gegen die Art Mycoplasma bovis im Serum und in
der Milch von Kiihen aus einer mit Mastitis verseuchten Herde, ist ein gutes Bei-
spiel der Anwendung der immunoenzymologischen Methode (ELISA) in der Myko-
plasmologie. Durch Untersuchungen von Proben von 75 Milchkithen und parallel
auch durch indirekten Himagglutinationstest konnten wir eine gute Ubereinstim-
mung der mittels der beiden Tests gewonnenen Ergebnisse verzeichnen. Antikorper
gegen die Art Ureaplasma diversum wiesen wir mit Hilfe der ELISA-Methode so-
wohl im Serum der Rinder als auch in der Milch von Kiihen mit mafBiger Mastitis
nach. Unter vier, aus verschiedenen Stammen des U. diversum zubereiteten Anti-
genen, wihlten wir jenes aus, das in ausgesuchten Serumproben die maximalen
Titer erfaBte. Hyperimmune Kaninchenseren, die gegen 26 Stimme von Mykoplas-
men verschiedener Arten hergestellt wurden, wandte man (nach Beseitigung der
Antiseren gegen die Komponenten des Mediums) zur Identifizierung zweier Anti-
gene an. Eine spezifische Reaktion wurde mit Antiseren gegen M. hyorhinis und
M. arginini erzielt.

Nachweis von Antikorpern gegen Mykoplasmen und Ureaplasmen; Vergleich der
Methoden ELISA und der indirekten Hamagglutination; Antigenidentifizierung
mittels hyperimmuner Kaninchenseren

Adresa autori:

MVDr. Marie Hajkova, RNDr. Kvéeta Jurmanova, CSc., Vyzkumny ustav
veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno

496 VETERINARN! MEDICINA — 1986



DIFERENCIALNI DIAGNOSTIKA VIROVYCH PRUJMU TELAT

I. Svoboda, L. Rodak, J. Franz, J. Stépanek, L. Vali¢ek

SVOBODA, I. — RODAK, L. — FRANZ, J. — STEPANEK, J. — VALICEK, L.
(Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno): Diferencidlni diagnostika vi-
rovych prijmu telat. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 497-504.

Je popsano vyuziti enzymoimunologické (ELISA) metody k prukazu rotavira
a koronavirt ve vzorcich trusu telat s prajmem. Srovnani s vysledky ziskany-
mi elektronovou mikroskopii ukazuje, ze metodou ELISA se dosahuje az
o 509/, vyssi zachytnosti pri vysoké specifité reakce. Metoda je vhodna i k de-
tekei humanniho rotaviru ve stolici déti.

rotavirus; koronavirus; diagnostika ELISA; elektronova mikroskopie

PFi velkovyrobni technologii odchovu skotu, zvlasté pri otevieném
obratu stada, casto dochazi k hromadnémn vyskytu infekcénich chorob.
Mezi jinym jsou to i stfevni infekce, které mnohdy propukaji masivné
a prijmy v aekterych extrémnich pripadech postihuji az 90 % populace
novorozenyci telat. I kdyz jsou gastroenteritidy telat charakterizovany
jednotnym klinickym syndromem, jsou z hlediska etiologického kom-
plexnim onemocnénim a mohou byt zplsobovdny baktériemi, plisnémi,
mykoplazmaty a v neposledni radé i viry. Z téch jsou to zejména rota-
viry a koronaviry a virus slizni¢ni choroby (Stair aj., 1972; Mebus
aj.,, 1973; Peterson a Spendlove, 1976).

O rotavirech jako o priciné prijma jsou prvni zminky v roce 1969,
kdy se o nich jesté hovofilo jako o ,reo-like-virech“. Nedlouho potom
byly zjistény kifiZové imunologické reakce mezi lidskym, opi¢im a hoveé-
zim rotavirem (Kapikan, 1974; Peterson a Spendlove, 1976;
Fauvel aj, 1978; Cukor aj., 1978; Wy att aj., 1979).

Diagnostika rotavirovych infekci proSla v kratké dobé& mnoha kvali-
tativné odliSnymi etapami. Po zvladnuti izolace a pomnozZeni viru na bu-
necnych kulturdach (Barnett aj, 1971; Babiuk aj.,, 1977) byl ro-
tavirus purifikovan a byly popsany jeho fyzikdalné-chemické vlastnosti.
Odtud byl jen krok k rutinnim diagnostickym metodam, jejichZ vyvoj Sel
od elektronové mikroskopie (EM] pres komplement-fixacni test (CF),
vstficnou imunoelektroforézu (CIEP), imunofluorescenci (IF), imuno-
elektronovou mikroskopii (IEM) — (Barnett aj., 1975; Ellens
aj., 1978; Fauvel aj, 1978) — aZ konecné byly vytvofeny
prfedpoklady k diagnostice radioimunoanalyzou (RIA), enzymo-
imunoanalyzou (ELISA) a enzymofluorescencni  imunoanalyzou
(ELFA) (Ellens aj., 1978; Cukor aj, 1978; Yolken
a Stopa, 1979). Nazorné zde vidime postup od metod prac-
néjSich a méné citlivych k metodam vétSinou méné pracnym
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a citlivéj8im, vyuZitelnym Kk rutinni diagnostice, 1 kdyZz se
potfebné kvalitni reak¢ni komponenty ziskavaji slozitéji.

U koronavird probéhlo poznéani virového agens a jeho diagnostiky
s jistym casovym zpoZdénim. Jako etiologické agens neonatdlnich prijmua
telat byl popsdn aZ na zaCatku sedmdesatych let (Stair aj., 1972;
Mebus aj., 1973). Rozvoj diagnostickych metod k priikazu koronaviro-
vych infekci mél podobny priibéh jako u rotaviru. Kromé precipitace, he-
maglutinace, imunotluorescence byla rozpracovana i metoda elektronové
mikroskopie, ktera je velice specifickd, ale v bézné diagnostické praxi
vzhledem k nékladnému pFistrojovému vybaveni madalo uplatiiovana
(Sharpee aj., 1976; Sato aj., 1977; Dea aj., 1979). Z tohoto pohledu
nabyva i zde na vyznamu rozvoj novych metod, zejména na bazi enzy-
moimunoanalyzy (Callebaut aj, 1982).

V predloZené préaci je popsana a ovéfena metoda pro diferencidlni
diagnostiku infek¢nich prijmi telat rotavirového a koronavirového pi-
vodu.

MATERIAL A METODY

VZORKY TRUSU A JEJICH ZPRACOVANI

Vzorky trusu byly odebrany od telat 1 az 30 dnu starych, pochazejicich z raz-
nych chovia s vyskytem prajmu. Trusy byly az do zpracovani ulozeny pri teplo-
te —20°C.

Po rozmrazeni byly smichany s 0,01 mol'l fosfatem sodnym pufrovanym fyzio-
logickym roztokem (PBS) pH 7.2, homogenizovany sklenénou tyé¢inkou a centrifu-
govany pri 3000 X g 20 minut. Mnozstvi pridaného PBS se tidilo konzistenci vzorku
tak, aby vzniklo alesponn 0.5 ml supernatantu, ktery byl pouzit k vySetfeni.

ELEKTRONOVE MIKROSKOPICKE VYSETRENI (EM)

Byla pouzita metoda negativniho barveni 29, kyselinou fosfowolframovou nebo
2%, molybdenanem amonnym (Brenner a Horne, 1959). Vzorky byly prohli-
zeny na elektronovém mikroskopu Tesla BS 513,

VIRY A JEJICH PURIFIKACE

Bovinni rotaviry a koronaviry byly pomnozeny na bunéénych kulturach ledvin-
nych bunék telecich fetlt nebo na linii bunék MDBK (Stépanek aj., 1981).

Virus uvolnény do kultivaéniho média infikované tkanové kultury byl purifi-
kovan a pouzit k imunizaci-kraliku.

Koronavirus byl pripraven diferencialni ultracentrifugaci 200 ml meédia pri
100000 X g dvé hodiny pri teploté 4°C. Ziskany sediment byl resuspendovan ve
2 ml PBS a pouzit k imunizaci.

Rotavirus byl pfipraven timto zpusobem: 2000 ml infekéniho média, ze kterého
byl odstranén bunéény detritus (1500 ot min, 30 minut pii teploté 4 °C), bylo centri-
fugovano pti 100 000 X g dvé hodiny pri teploté 4 °C. Ziskany sediment byl resuspen-
dovan v 5 ml PBS, nanesen na vrstvy 10 ml 60°, sacharézy a 20 ml 20°, sacharozy
a centrifugovan pti 100000 X g tfi hodiny pfi teploté 4 °C. Mezivrstva na rozhrani
60%, a 20%, sacharézy byla odebrana, resuspendovana v PBS a sedimentovana pri
100000 X g dvé hodiny pii teploté 4°C. Sediment byl resuspendovan v malém
mnozstvi PBS, doplnén roztokem CsCl na specifickou hmotnost 1.36 X 105 g m3
a ultracentrifugovan do rovnovazného stavu pri 200 000 X g (22 hodiny pri teploté
4°C). Opaleskujici vrstvy obsahujici virus byly odebrany, resuspendovany do PBS
a pouzity k imunizaci kraliku.
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KONJUGATY

Pro metodu ELISA byly pouzity protilatky proti hovézim imunoglobuliniim
konjugované s krenovou peroxidazou (Wilson a Nakane, 1978). Protilatky
proti hovézimu Ig, urcené ke konjugaci, byly izolovany z Kkrali¢ich sér bud jako
gamaglobulinova frakce ziskana srazenim do 40%; nasyceni (NH4)2SO4 nebo afinitni
chromatografii na koloné s navazanym proteinem A, anebo jako specifické proti-
latky proti hovézimu IgG ziskané z imunosorbentu pripraveného ze Sepharosy 4B
s konvalentné navazanym bovinnym IgGt: + IgGz Lze pouZit i komeréni konjugaty
Px-SwAB IgG z USOL Praha.

ANTISERA

Hovézi hyperimunni séra s obsahem protilatek proti rotavirim a koronavirtim
byla pripravena kombinaci peroralni a intraveno6zni imunizace novorozenych telat
(Stépanek aj., 1981) tkanovymi viry. Krali¢i séra proti rotaviru a koronaviru
byla pripravena z krve imunizovanych zvirat purifikovanymi virovymi antigeny,
které jim byly podavany i. d. a trikrat opakované i. m. v emulzi s kompletnim
a inkompletnim Freundovym adjuvans.

Nespecifické reakce kralicich antikoronavirovych sér byly odstranény tak, ze
byly vysyceny na koloné Sepharosy 4B s navazanymi solubilnimi antigeny neinfi-
kovanych bunéénych kultur. Antirotavirové sérum zpravidla upravu nevyzadovalo.

Z krali¢ich antivirovych sér byl izolovan IgG vysolenim (NH4)2S04 v kombi-
naci s iontoméni¢ovou chromatografii na koloné DEAE celulozy.

ELISA PRUKAZ KORONAVIRU A ROTAVIRU

Do jamek mikrotitraénich desek s plochym dnem (Koh-I-Noor) se nanese 0,1 ml
roztoku krali¢ich antivirovych protilatek v 0,05 mol/l pufru NaHCOs-Na2COs, pH 8,8
az 9,6, o koncentraci 10 az 50 ug proteinu na mililitr roztoku. Desky se inkubuji ve
vlhké komurce bud pres noc pri teploté 4 °C. nebo dvé hodiny pri tepioté 37 °C.
Jamky se trikrat promyji promyvacim roztokem (PBS s 0,29, Tween 20, pH 17,2)
a prida se 0,1 ml suspenze testovanych vzorku trusu redénych podle potieby od 1 :2
v Fedicim roztoku. ktery obsahuje PBS, 0,2 9, Tween 20 a 19, laktalbuminu hydroly-
zatu — LAH. Po 1.5hodinové inkubaci pfi teploté 37 °C se jamky promyji a nanese
se do nich hyperimunni antivirové hovézi sérum prislu$né zifedéné v redicim roz-
toku (1 :400). Po 1,5hodinové inkubaci pri teploté 37 °C se jamky promyji a prida se
0.1 m! konjugatu proti hovézim imunoglobulinim. Konjugat se fedi redicim rozto-
kem v poméru predem uréeném v boxovych titracich. Inkubuje se opét 1,5 hodiny
pri teploté 37 °C. Nakonec se reakce mezi protilatkou a antigenem vizualizuje 0,1 ml
roztoku substratu., ktery se sklada z 0,019, peroxidu vodiku a 5-aminosalicylové
kyseliny. Stejné se zpracuji i srovnavaci vzorky pozitivni a negativni, které se za-
razuji do kaZdé série vysSetreni.

Po 30 minutach inkubace pri laboratorni teploté a opatrném protrepani desek
je mozné odecitat vysledky bud vizualné, nebo fotometricky. Jako pozitivni se hod-
noti vSechny testované vzorky, jejichz intenzita zbarveni je zjevné vyss$i nez nega-
tivni kontrolni vzorek. V pripadé fotometrického hodnoceni musi mit pozitivni vzo-
rek alespon dvojnasobnou hodnotu absorbance neZ negativni kontrola. To ve za
predpokladu, ze pozitivni kontrola je zietelné tmavé vybarvena. K fotometrickému
méfeni je vyhodné pouzit spektrofotometr Multiscan (Labsystems. Finsko) pri
492 nm, ktery umoznuje meérit primo v polystyrenovych deskach.

VYSLEDKY

PRUKAZ ROTAVIRU

Byly vySetfeny celkem 192 vzorKy trusii trojnasobné vytedovanych
v poméru od 1:5 do 1:10935. Virus byl prokazan v 75 % p¥Fipada.
Citlivost metody ELISA byla srovndna s elektronové mikroskopickym
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I. Srovnani vysledku ziskanych metodou ELISA a vysetrfenim elektronovou mikro-
skopii u vzorku trust na pritomnost rotaviru — Comparison of the results obtained
by the ELISA method and by electron microscopy in the samples of excrements
examined for the presence of rotavirus

ELISA

EM ; 4
Pocet vzorku 46 32 48 5
Y 35,2 24,4 36,6 3,8
Shodnych 59,6 %

(EM ) vySetfenim. Spolecné bylo vySetfeno 131 vzorkili. Shodné vysledky
byly ziskany u 59,6 % vySetfeni. ELISA méla vy$$i zdchyt nez EM
u 36,6 % vzorkt a byla méneé citliva u 3,8 % vzorki. V téchto pripadech
se vyhradné jednalo o vyskyt ojedinelych partikuli zachycenych v EM

(tab. I a III).

PRUKAZ KORONAVIRU

Byly zpracovany celkem 193 vzorky, stejné redéné jako u rotaviru
v pomeéru od 1:5 do 1:10 935. Virus byl prokazan v 81,4 % vzorki.
Citlivost a specifita metody byla u 132 vzorkl ovéfena srovndnim s vy-
sledky EM vySetreni, které je obecne uznavano jako specificka vySetfo-
vaci metoda. U obou metodik byly shodné vysledky zjistény u 71,2 %
pripad. ELISA ukézala vyssi zachy! koronaviru v 19,7 % pripadid, mensi
citlivost u 9,1 % vzorki. Celkoveé dobra shoda byla prokazana i u kon-
centrace virovych partikuli zjiSténych EM a stupném fedéni vzorkd po-
zitivnich prFi vySetfeni metodou ELISA. Vysledky jsou shrnuty v tab.
IT a III.

Specifita ELISA metod prlikazu rotaviru a koronaviru byla opa-
kované potvrzena vySetfenim infek¢nich médii ziskanych homogeni-
zaci bunecnych Kkultur infikovanych rotaviry nebo koronaviry, ve Kkte-
rych byla pfritomnost viru ovérena EM. PFi kfizovém vySetfeni nedocha-
zelo v ELISA metodé k nespecifickym pozitivnim vysledktim, tj. detekce
jednoho viru nebyla ovlivnéna pfitomnosti viru druhého.

II. Srovnani vysledkt ziskanych metodou ELISA a vysetrenim elektronovou mikro-
skopit u vzorku trustt na pritomnost koronaviru — Comparison of the results
obtained by the ELISA method and by electron microscopy in the samples of
excrements examined for the presence of coronavirus

ELISA

EM

Pocet vzorkua 79 | 15 26 12
59,8 11 | 19,7 9,1

Shodnych 71,2
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II11. Srovnani vysledkl ziskanych metodou ELISA a vySetrenim elektronovou mikro-
skopii u vzorku trusu telat pii stanoveni koronaviru a rotaviru (¢etnost vyskytu vi-
rovych ¢astic pri vySetifeni elektronovou mikroskopii oznadena + az +++) —
Comparison of the results obtained by the ELISA method and by electron micro-
scopy in the samples of calf excrements examined for coronavirus and rotavirus
(frequency of the occurrence of viral particles determined by electron microscopy is
designated by + to +++4)

Koronavirus Rotavirus
Cislo vzorku - ELISA i EL.ISA
utr utr
T9 , 1:405 neg.
T1 1:5 f 1:45
| VA-1 1 15 - neg.
| va-2 1:5 b 1:405
| VA-3 1:45 b+ 1: 405
| TM-151 1:5 + +
TM-152 - neg. - neg.
| TM-188 1:135 - +
| TM-218 1:45 F+ 1:3645
TM-178 ~ neg. e 1:405
! TM-179 neg. + neg.
L TM,y 1:405 r 1:405
| T™-213 1:1215 = neg.
| TM-122 . neg. AR 1:405
| TM-111 + 1:45 - 1:405
| TM-217 + 1:1215 - 1:15
J TM-37 - 1:405 - neg.
| TM-106 F+ 1:135 - 1:15
| N-318)2 : 1:405 + 1:405
‘ 1341 neg. = 1:405
DISKUSE

Priikaz koronavirti a rotaviri v trusu telat s prijmem potvrdil vy-
sokou specifitu a citlivost vyvinutych metod ELISA i vysoky stupeii
postiZzeni naSich chovili témito infekcemi. Ve srovnéni s EM vyS$etifenim
byla prokézéna shoda i vy$3i citlivost prikazu virového antigenu jak
u koronaviru (metodou ELISA shoda u 71,2 % vzorkii a prokazano
0 19,7 % pozitivnich vzorkd navic), tak u rotaviru (shoda u 59,6 % vzor-
ki a prokédzano navic 36,6 % pozitivnich vzorkt). Naopak niZ3i citlivost
byla zjisténa u 9,1 % vzorkd u koronaviru a 3,8 % u rotaviru. Téms&f vy-
hradné se jednalo o vzorKky, v nichZ byly elektronmikroskopicky pro-
kazovany pouze ojedinélé virové castice. VyS$§i citlivost metod ELISA
proti EM vyS3etFeni je popisovdna ve vSech dostupnych sdé&lenich (napf.
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Ellens aj., 1978; Callebaut aj., 1982). Z dosaZenych vysledkl
vyplyva, Ze metoda ELISA je citlivéjsi nez vySetfeni EM. Ve shodé s uve-
denymi autory jsme i my sporadicky nalézali vzorky v ELISA vySetfeni
negativni a EM pozitivni. Vysvétleni miiZe spocCivat bud v existenci kme-
ni virtd odliSného antigenniho sloZeni, nebo v blokovani dostupnych
antigennich determinant viru protilatkami, takZe antigenné inertni vi-
rové Castice nejsou metodou ELISA prokazatelné. Tento predpoklad po-
tvrzuji Ellens aj. (1978), ktefi uvadeji, Ze vzorky trusu telat a pra-
sat mohou obsahovat virus-protilatkové komplexy, které pak Casto Cini
potiZze pri imunofluorescencnim vySetfeni. Relativné vySSi procento vy-
skytu pozitivnich vysledkl technikou ELISA je vysvétlitelné pritomnosti
solubilnich antigent viru, které nejsou postihnutelné EM, svédcicich v8ak
jiZ o probéhlé infekci zvifete.

Vysledky dosazZené v této praci byly podkladem pro vyrobu setdi na
prikaz rotavirll v trusu telat v n.p. Bioveta Ivanovice na Hané. SlouZi
velmi dobfe nejen pro priikkaz tohoto agens v trusu telat, ale osvédcily
se i v humanni medicingé pro diagnostiku novorozeneckych prijma vi-
rového plivodu. Srovnanim s podobnym setem zahranic¢ni vyroby bylo
dosaZeno aZ 98% shody vysledkii.

Vyhody metod ELISA k priikazu koronavirt a rotavirli ve srovnani
s elektronovou mikroskopii nespocivaji pouze ve vySSi citlivosti detekce.
Metod ELISA lze vyuzit pfi vySetfeni velkého poctu vzorki a vysledky
jsou ziskany téhoZ dne. VSechny pouZité reagencie jsou stabilni. Metody
nevyzaduji nakladné pristrojové vybaveni a hodnotit je moZné pouhym
okem. Tyto vyhody predurcuji metody ELISA k Sirokému praktickému
vyuZziti.
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Doslo dne 22. 7. 1985

CBOBOAA W. — POAAK, N. — ODOPAHU, 4. — WTENAHEK. 4. — BANWYEK, /.
(HayuHo-uccneaoBaTenbCkuin UHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo): [AudbbepeHunansHas auarHo-
CTUKa BUpYCHbIX nonocos tenar. Veter. Med. (Praha), 31. 1986 (8) : 497-504.

OnucaHo npuMeHeHue depMeHTo-UMMyHonoruueckoro metoaga (ELISA) ans ycraHosnewus
pPOTaBUPYCOB M KOPOHaBUPYCOB B o6pa3uax noMeTa CTpajalowux noHocom Ttenar. CpasHe-
HUe C pe3ynbTaTaMM, NONYUEHHbIMKU METOAOM 3NEKTPOHHOW MWUKPOCKONWMU, NOKa3blBaeT, uto
npu metoge ELISA pocturaior aaxe Ha 50 %, 6onbwero adexkTa Npu BbICOKOH Cneuu-
DUUHOCTH peakuuu. MeToa ropeH u Ans BbISBNEHUA UENOBEUECKOro poTaBupyca B CTyne
AeTen.

poTaBupyc; KopoHaBupyc; auarHoctuka ELISA; anekTpoHHas MUKpoOCKONus

SVOBODA, I. — RODAK. L. — FRANZ. J. — STEPANEK, J. — VALICEK, L.
(Veterinary Research Institute, Brno): Differential Diagnostics of Viral Diarrheas
in Calves. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) :497-504.

There is a description of the enzymoimmunologic method (ELISA), which was used
for demonstration of rotaviruses and coronaviruses in the samples of excrements
of the calves suffering from diarrheas. It is shown by a comparison with the results
obtained by electron microscopy that the ELISA method provides by up to 509,
higher capture rate and the reaction is highly specific. The method can also be
applied to a detection of human rotavirus in the children’s stool.

rotavirus; coronavirus; ELISA diagnostics; electron microscopy
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SVOBODA, I. — RODAK, L. — FRANZ, J. — STEPANEK, J. — VALICEK, L.
(Forschungsinstitut fir Veterindrmedizin, Brno): Differentialdiagnostik von Virus-
durchfdllen der Kalber. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 497-504.

Beschrieben wird die Anwendung der enzymoimmunologischen (ELISA-) Methode
zum Nachweis von Rotaviren und Koronavirem in Kotproben von Kilbern mit
Durchfall. Der Vergleich mit durch Elektronenmikroskopie gewonnenen Ergebnissen
zeigt, dall mit der ELISA-Methode eine bis um 50", hohere Erfassungsrate bei
hoher Spezifitat erreicht werden kann. Die Methode ist auch zur Ermittlung hu-
maner Rotaviren im Stuhl von Kindern geeignet.

Rotavirus; Koronavirus; ELISA-Diagnostik; Elektronenmikroskopie
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ENZYMOIMUNOLOGICKA (ELISA) DIAGNOSTIKA JARNI VIREMIE
KAPRU

L. Rodak, Z. Pospisil, J. Tomanek, T. Vesely, J. Hampl

RODAK, L. — POSPISIL. Z. — TOMANEK, J. — VESELY, T. — HAMPL, J.
(Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno): Enzymoimunologickda (ELISA)
diagnostika jarni virémie kapri. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 505-512.
Je popsano vyuziti enzymoimunologické (ELISA) metody k diagnostice jarni
virémie kapru. Metoda je zalozena na stanoveni specifickych protilatek proti
Rhabdovirus carpio ve vySetfovanych rybich sérech. Specifita reakce je ove-
rena pouzitim virového a kontrolniho antigenu, vySetfenim pozitivnich a ne-
gativnich sér a Kkontrolni inkubaci bez séra. Metoda ELISA umoznuje stanovit
pritomnost antivirovych protilatek po infekci nebo vakcinaci, a proto je vhod-
na pro podrobné studie i stanoveni vhodnych lé¢ebnych a preventivnich opa-
treni.

enzymoimunologicka metoda (ELISA); rybi protilatky; Rhabdovirus carpio

Kostnaté ryby (Teleostei) patfi z fylogenetického hlediska mezi
nejranéjsi skupiny zivocichi, u nichz byl prokazan imunitni systém cha-
rakteristicky pritomnosti sérovych imunoglobulini. Jde o jeden typ imu-
noglobulini, podobny IgM savci, ktery se vyskytuje ve formé tetrameru
o molekulové hmotnosti 610 000. Plazmatické buiiky odpovédné za tvor-
bu téchto imunoglobulinti jsou zjiStovany ve sleziné a v ledvinach, které
u kostnatych ryb patfi k organim se smiSenou exkrecni, hemopoetickou
a lymfopoetickou funkci (Richter aj., 1973; Fiebig a Ambro-
sius, 1975; Hadge aj., 1979; Machulla aj, 1979; Secombes
a Manning, 1980; Egberts aj., 1983).

Pri hodnoceni protilatkové odpovédi ryb je proto tfeba bréat zretel
na existenci jediné tfidy produkovanych imunoglobulini IgM typu. Vy-
jdeme-li z analogie u savcl, pak baktericidni, hemolytickd a aglutinacni
schopnost IgM protilatek je 100X aZ 1000 X vySSsi neZ 1gG protilatek, coz
je dano polymernim charakterem a nékolikandsobné vyssSim poctem va-
zebnych mist u IgM imunoglobulinu. Na druhé strané vSak protilatkova
odpovéd typu IgG u ptakli a savci predstavuje vySSi a dokonalejsi typ
humordlni imunity, ktery se projevuje vy33i specifitou pri rozeznavani
antigennich determinant, vy$Si ucinnosti pri precipitacnich reakcich
a zejména pritomnosti dlonhodobé imunitni paméti. I kdyZ u ryb byl
jisty druh imunitni paméti zjistén (Avtalion, 1969, 1981; Lemers
a Haas, 1983), zdaleka nedosahuje udrovné imunitni paméti savcu.

Intenzitu tvorby protilatek u ryb dale velmi vyrazné ovliviiuje teplo-
ta okolniho prostfedi. Intenzita metabolismu a syntéza proteini, vcetné
imunoglobulind, je u poikilotermnich Zivocichd silné zavisla na teploté
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vody (Cone a Marchalonis, 1972; Avtalion aj., 1973;
Haschmeyer a Mathews, 1982, 1983).

Zvlastnosti humordlni imunity a zavislost tvorby protilatek na teplo-
té okolniho prostfedi pfedstavuji dva hlavni faktory, které neptiznive
ovliviiuji odolnost ryb a omezuji ucinnost ochrannych vakcinaci u jarni
virémie Kkapri. Pro epizootologické studie miZe byt stanoveni sérum-
neutralizacnich protilatek proti Rhabdovirus carpio, plvodci jarni viré-
mie kaprd, ukazatelem stavu imunity u populaci kapri v jednotlivych
rybnicich (K6lbl a Kaingz, 1977; Wizigman aj.,, 1980). Z vice
laboratofi je vSak zndmo, Ze rybi séra, zvlasté v nizkych fedénich, mohou
byt toxickd pro bun&cné kultury pouzivané pri kultivaci rybich virt
(Wizigman aj., 1983), a proto miZe byt vysledek sérumneutralizac-
nitho testu zkresleny. Stanoveni antivirovych protilatek pomoci speci-
fictéjSich a citlivéjSich metod je tedy Zadouci proto, aby byly stanovenv
protilatky nejen po prirozené infekci osdadek rybniki, ale i po ochran-
nych vakcinacich kaprd. Proto jsme pfikrocili k vyvoji enzymoimunolo-
gické (ELISA) metody stanoveni protilatek proti plvodci jarni virémie
kaprii, ktera je ve srovnani se sérumneutralizacnim testem podstatné vy-
hodnéjsi a citlivéjsi.

MATERIAL A METODY

ZVIRATA A MATERIAL

Krevni séra kapri byla ziskavana od ryb vakcinovanych proti JVK (jarni vi-
rémie kapru) i ryb kontrolnich nevakcinovanych. Dale byla vySetrena séra odebra-
na od kapra (Ki. Kz Ks3) odlovenych k jinym vyzkumnym uéelim nebo pfi proje-
vech klinickych a patoanatomickych priznakit onemocnéni JVK. Krevni séra byla
po odbéru uchovavana pri teploté —20°C nebo byla smisena aa s konzervaénim
roztokem (50 ml pufrovany fyziologicky roztok — PFR, 50 ml glycerin, 20 mg azid
sodny) a uchovavana pri teploté 4 °C. Pro metodu ELISA byla krevni séra redéna
dvojnasobné v rozsahu 1:50 az 1 :6400 pomoci PFR s obsahem 005", Tween 20
a 0,5°, hovéziho sérového albuminu (BSA).

VIROVY KONTROLNI ANTIGEN

Rouxovy lahve s narostlymi bunkami linie FHM (Fathead minnow — strevle)
v médiu Eagle MEM, obsahujicim 100 m. j. penicilinu, 100 ug streptomycinu a 19,
bovinniho fetalniho séra, byly infikovany virem Rhabdovirus carpio (RVC) a inku-
bovany pri teploté 22 °C. Na vrcholku cytopatického efektu byly lahve opakované
zmrazeny a bunéény detritus odstranén centrifugaci 15 minut pri 200 X g. Ze ziska-
ného infekéniho meédia pak byl virus koncentrovan a izolovan ultracentrifugaci
(Ahne. 1978). Takto byl ziskan RVC pozitivni virovy antigen pro metodu ELISA.
Naprosto stejnym zpusobem byl pripravovan RVC negativni kontrolni antigen z bu-
néénych kultur. které nebyly infikovany virem. Oba antigeny v PFR byly uchova-
vany pri teploté —20°C. Pro pouziti v ELISA testu byly 100X tedény pomoci 0,05 M
karbonat-bikarbonatového pufru pH 0,5.

PRIPRAVA ANTISER A KONJUGATU

Kapri imunoglobulin (CCIg — Cyprinus carpio Ig) byl izolovan ze séra kom-
binaci izolaénich postupt zahrnujicich precipitaci siranem amonnym, gelovou filtraci
na Sephadexu G-200 a iontoménic¢ovou chromatografii na DEAE Sephadexu A-50
(Marchalonis, 1971; Hadge aj., 1979; Machulla aj., 1979; Clerx aj,
1980). Antiséra proti kapfimu imunoglobulinu (CClg) i proti plnému kaprimu séru
(CCS) byla pripravena opakovanou imunizaci kraliki emulzemi antigent ve Freun-
dové adjuvans. Kvalita pfipravenych antisér byla kontroloviana imunoelektrofo-
rézou. .

506 VETERINARN! MEDICINA — 1986



Dalsim postupem byly z antiséra proti CCIg izolovany specifické protilatky
pomoci imunosorbentu (CNBr aktivovana Sepharose 4B, Pharmacia) s kovalentné
navazanym Kkapfim imunoglobulinem. Tyto specifické protilatky pak byly konjugo-
vany s krenovou peroxidazou (Boehringer, Mannheim, Grade I, RZ 3,0) perjoda-
tovou metodou (Wilson a Nakane, 1978). Konjugat enzym-protilatka byl
upraven na koncentraci 2 mg protilitek na mililitr a uchovavan v zatavenych
ampulich pri teploté —70°C. Pro vySetfeni ELISA byl tento zasobni roztok konju-
gatu Fedén 500X az 1000X pomoci PFR s obsahem 0,059, Tween 20 a 0,59, hové-
ztho sérového albuminu (BSA).

ROZTOK SUBSTRATU

Roztok obsahujici 8 mg 5-aminosalicylové kyseliny (Fluka AG) v 10 ml 0,05 M
citrat-fosfatového pufru pH 5,8 byl tésné pred pouzitim doplnén 1 ml 0,05%, peroxidu
vodiku.

PRINCIP METODY ELISA A HODNOCENI VYSLEDKU

Kolme rady jamek polystyrenovych mikrotitraénich ploten (Koh-I-Noor, Da-
le¢in) jsou stridavé naplnény roztoky virového a kontrolniho antigenu. S antigeny
navazanymi na stény jamek pak pri inkubaci s vySetfovanymi kaprimi séry (90 mi-
nut pri teploté 37°C ve vlhké komurce) reaguji pritomné antivirové protilatky.
Pri dalsi inkubaci potom s navazanymi kaprimi protilatkami reaguji protilatky proti
kaprim imunoglobulinim Kkonjugované s peroxidazou. Reakce je vizualizovana po
naplnéni jamek roztokem substratu, ktery je enzymem S§tépen za vzniku barevného
reakéniho produktu. Mezi jamkami s navazanymi virovymi a kontrolnimi antigeny
lze po inkubaci s pozitivnim sérem pozorovat vyrazny rozdil ve stupni zbarveni
roztoku substratu. Po inkubaci s negativnim sérem nebo bez séra je stupen zbarveni
velmi slaby nebo zadny, mezi jamkami s obéma antigeny neni rozdil.

Pri fotometrickém hodnoceni vysledkti byla stanovena absorbance roztoku
substratu pri 492 nm. VysSetfované sérum bylo hodnoceno jako pozitivni, jestlize
po inkubact se stejnym redénim séra byla absorbance roztoku v jamce s virovym
antigenem nejmené dvakrat vys§i nez v jamce s kontrolnim negativnim antige-
nem. K méreni je vyhodné pouzit komeréné vyrabéné vicekanalové spektrofoto-
metry (Dynatech, Flow Laboratories), které umoznuji mérit primo v polystyrenovych
plotnach.

VYSLEDKY

HODNOCENI KVALITY PRIPRAVENYCH PROTILATEK

Kvalita antisér pripravenych imunizaci kralika purifikovanym kapfrim
imunoglobulinem (CCIg) byla testovdna imunoelektroforézou. P¥i reakci
s elektroforeticky rozdélenym plnym kaprim sérem vytvarela tato anti-
séra precipitaéni linii pouze s kapfim Ig, s dal$imi proteinovymi sloZka-
mi séra nereagovala (obr. 1). Stejnych vysledkd bylo dosaZeno i pfi
kontrole specifickych protilatek izolovanych z téchto antisér afinitni
chromatografii. To poskytuje zaruku, Ze tyto protildtky konjugované
s enzymem reaguji pfi vySetfeni metodou ELISA pouze s kapfimi imuno-
globuliny specificky navazanymi na RhabdOvirus carpio.

VYSETRENI TERENNICH VZORKU

Citlivost ELISA stanoveni antivirovych protilatek byla ovéfena vy-
SetFenim nékolika set vzork( kapfich krevnich sér. Vysledky vy3etie-
ni terénnich vzorkdl byly v dobrém souladu s epizootologickou situaci
v dané lokalité i s vysledky morfologického a virologického vyS$etfeni.
Podrobné&ji jsou pro ndzornost uvedeny vysledky vySetifeni vzorki ze dvou
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1. Imunoelektroforeticka
kontrola kralictho séra
proti  kaprimu imuno-
globulinu (RACCIg).
Kapri sérum nanesene
do starta bylo po elek-
troforetickém rozdéleni

precipitovano  kralié¢im
sérem proti kaprim
serovym proteinum
(RACCS) nebo kapri-
mu imunoglobulinu
(RACCIg) — Immuno-

electrophoretic  control
of rabbit serum against
carp immunoglobulin
(RACCIg). Carp serum
applied to the starters
was precipitated, after
electrophoretic separ-
ation, by rabbit serum
against carp serum
proteins (RACCS) or
carp immunoglobulin
(RACCIg)

RACCS RACCIg  RACCS

rybnikdl, v nichZ byli hromadné vySetfovani kapti pro podezieni na jarni
virémii.

Rybnik D.: V rybniku se po vysazeni nasady kapra objevilo akut-
ni hynuti. Patomorfologickym vySetfenim bylo v dutiné télni zjiSténo
mensi mnozstvi serozni tekutiny. PFi virologickém vySetfeni byl izo-
lovan plivodce jarni virémie Rhabdovirus carpio. Antivirové protilatky
zjiSténé metodou-ELISA byly z dodanych vzorkl prokazany pouze v za-
kladnim Fedéni 1 : 50.

Rybnik B.: V rybniku osazeném K2 doSlo k uhynu ryb v delSim
casovém obdobi. Vyrazné byly patomorfologické zmeény: zvétSeni dutiny
télni obsahujici serozni tekutinu, na povrchu téla rozsdhlé viedovité
zmény sahajici hluboko do svaloviny. K virologickému vySetfeni byl
odebran smeésny vzorek parenchymatoznich orgdant péti kust ryb, ale vi-
rus se nepodatilo izolovat (2 pasaZe). Metodou ELISA bylo vySetfeno pét
vzorkl krevnich sér stejnych ryb. Vysledky jsou demonstrovany prehled-
né na obr. 2 a v tab. I. Obr. 2 znazornuje mikrotitracni plotnu po skon-
ceném vySetfeni ELISA péti krevnich sér kapri z rybnika B (séra C.
1B—5B) a jednoho negativniho séra kapra z rybnika P. (sérum ¢. 1P).
Dokazuje snadnost hodnoceni vysledkli ELISA vySetfeni pouhym okem
a soulad téchto vysledkli s vysledky dosaZenymi pomoci spektrofoto-
metru.

Podrobné vysledky spektrofotometrického méreni u pozitivniho (1B)
a negativniho (1P) séra jsou uvedeny v tab. I. Z ni vyplyva, Ze pomeér
absorbanci V: K v jamkach s virovym (V) a kontrolnim (K) antigenem
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Testovana séra
3B 4B 5B 1P
v % v K Vv K \ K

Redeénzt

séra
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1:1600 .
1:3200 . '
1:5400 ,
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2. Mikrotitra¢ni plotna pripravena po ukonc¢eni metody ELISA Kk hodnoceni vysled-
ku. Testovana séra kaprt z rybniku Bezru¢ (1B — 5B) a rybniku Piseéna (1P) byla
nanasena v redénich 1:50 az 1:6400 do dvojic jamek pokrytych virovym (V)
a kontrolnim (K) antigenem — Microtitration plate to be used for an evaluation
of the results when the ELISA method was finished. The tested sera of carp coming
from the ponds Bezru¢ (1B —5B) and Pise¢na (1P) were applied at dilution ratios
1 :50 and 1 :6400 to the pairs of pits with viral (V) and control (K) antigen

[. Enzymoimunologické vysledky spektrofotometrického meéreni absorbanci v jam-
kach s virovym (V) a kontrolnim (K) antigenem a poméry V : K u pozitivniho séra
1B a negativniho séra 1P — Enzymoimmunologic results of the spectrophotometric
measurement of absorbancies in the pits with viral (K) and control (K) antigen and
the V : K ratios in positive serum 1B and negative serum 1P

|

! Sérum 1B | Sérum 1P
| TR P S Tt e i b
Redéni séra { F jy2nm | i Eioonm ‘
i pomér | pomér
| v-ae | kag | VIR | veag | keag | ViK
: B}
1:50 1,379 0,146 ' 9,45 | 0,197 0,142 1,38
1:100 1,353 0,089 | 15,20 ! 0,107 0,091 1,17
1:200 1,327 0,116 ' 11,44 ! 0,116 | 0,086 1,35
1:400 1,187 0,080 14,84 | 0,103 0,083 1,24
1:800 0,967 0,065 14,88 ‘ 0,095 0,063 1,51
1: 1600 | 0,764 0,055 13,89 0,097 | 0,075 1,29
1:3200 0,571 0,088 6,49 0,099 0,077 1,28
1 : 6400 0,374 0,076 4,92 0,110 0,021 1,35 L
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je u pozitivniho séra 1B v celém rozsahu Fedéni vys$si nez 2,0, coz je Kri-
térium pro hodnoceni pozitivity, a nejvyssi dosazeny pomeér V: K = 15,2.
U séra 1P se pomér V:K v celém rozsahu redéni pohybuje kolem 1,3
a sérum je hodnoceno jako negativni.

DISKUSE

Srovnani vysledki sérologického (ELISA) a virologického vySetfeni
kaprii po prirozené infekci Rhabdovirus carpio ukazalo, Ze pFi akutnim
projevu onemocnéni byva prokazovan pouze nizky titr antivirovych pro-
tilatek v krvi nemocnych ryb a obvykle se dari izolovat virus. Pfi chro-
nickém pribéhu onemocnéni byvaji titry protilatek vySSi a z organi ryb
s vysokym titrem protilatek je izolace viru netspéSnad — pravdépodobné
v disledku neutralizace viru protildtkami. Vyrazné patomorfologické
zmeény zjiStované pfi chronické formé& onemocnéni jsou zfejmé v souvis-
losti se sekundéarni bakteridlni infekci, ke které u ryb oslabenych viro-
vou infekci dochazi (neuvedené vysledky pokusii).

Obdobné problémy s bakteridlnimi komplikacemi pozoroval po in-
fekci kapri rhabdovirem i Goerlich (1983). Také netuspéSna izolace
viru u chronického prtibéhu onemocnéni v naSich pokusech je v souladu
s vysledky jinych autord (Hattori aj., 1984), ktefi pouZili metody
ELISA k priikazu viru infek¢ni nekrézy pankreatu u pstruhti. Zjistili, Ze
po dosaZeni vrcholu onemocnéni se infekcnost viru inaktivovala, i kdyZ
virovy antigen bylo mozné v tkdnich prokéazat.

Pri ELISA prikazu protilatek proti RVC je vySetfovany vzorek séra
soucasné inkubovan v jamkach s pozitivnim virovym i kontrolnim ne-
gativnim antigenem. Specifita reakce je zajiSténa tim, Ze v jamkéach
S naviazanymi obé€ma antigeny jsou provedeny kontrolni inkubace s po-
zitivnim a negativnim sérem i inkubace bez séra.

Imunologické zvlaStnosti rybiho organismu a zavislost stupné imu-
nitni odpovédi ryb na vys3i teploté vody, rozvoj sekundarni bakterialni
infekce u ryb oslabenych virovou infekci — to vSe naznacuje problémy
pii ochrang a tlumeni jarni virémie kapri. Nové vyvinutd metoda ELISA
umoZiiuje stanovit tvorbu antivirovych protildtek po infekci i vakcinaci,
a miZe se tak vyznamné uplatnit pFi stanoveni léCebnych a preventiv-
nich opatfeni.

V soucasné dobé jiZ n. p. Bioveta Ivanovice na Hané pfipravil nultou
sérii ELISA soupravy k diagnostice jarni virémie kapri. To umoZni
diagnostikovat a studovat toto onemocnéni i na pracovistich, kterda ne-
jsou pro praci v rybi virologii vybavena.
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POAAK, N. — NOCNUWMNN, 3. — TOMAHEK W. — BECENbI, T. — FTAMNN, 4. (HayuHo-
-UCCNepoBaTENbCKUA MHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo): (DepMeHTo-UMMyHOnornueckas Aua-
rHoctuka (ELISA) BeceHHen Bupemuu kapna. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 505-512.
OnucaHo npuMeHeHue epMeHTo-UMMyHonoruueckoro metoaa (ELISA) ansa AMarHOCTUKM
BECEHHEeW Bupemun kapna. Mertoa oOCHOBaH Ha ONpeaeneHun CneundUuuecKkux aHTUTen
npotus Rhabdovirus carpio B8 o6cneayembix pbiGbux CbiBopoTkax. Cneuuduka peakuuu
npoBepAeTCs Npu MNOMOWM BUPYCHOTO M KOHTPONbHOrO AHTUreHOB, NyTemM o6CnepoBaHMUs
NONOXMUTENbHbIX M OTPUUATENbHBIX CbIBOPOTOK W KOHTPONLHOTO MHKYGUpoBaHUs 6€3 Cbl-
BopoTku. Metoa ELISA no3Bonger yCTaHOBUTb NPUCYTCTBUE aHTMBUPYCHbIX aHTUTEN nocne
3apaxXeHus UNM BakKUMHaUWKU M NOTOMY OH NpUroaeH Ans NOApoGHOro UCCNeaoBaHUS W onpe-
AENEHUS TOAHbIX TEPaneBTUUECKUX U MPOMDUNAKTUUECKUX MECPONPUATHHM.

dhepmeHTo-uMMyHonornueckun metoa (ELISA); puibbu antutena; Rhabdovirus carpio

RODAK, L. — POSPISIL, Z. — TOMANEK, J. — VESELY, T. — HAMPL, J.
(Veterinary Research Institute, Brno): Enzymoimmunologic (ELISA) Diagnostics of
Spring Viremia in Carp. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) : 505-512.

The enzymoimmunologic (ELISA) method was used to diagnose spring viremia in
carp. The specific antibodies to Rhabdovirus carpio in the fish sera were detected
by this method. Reaction specificity was tested by the use of viral and control
antigens, by examination of positive and negative sera and by serum-free control
incubation. Applying the ELISA method. the antiviral antibodies can be detected
after infection or vaccination: this method is therefore suitable for thorough studies
and when choosing the appropriate treatments and preventive measures.

enzymoimmunologic (ELISA) method; fish antibodies; Rhabdovirus carpio

RODAK, L. — POSPISIL, Z. ——- TOMANEK, J. — VESELY, T. — HAMPL, J.
(Forschungsinstitut flir Veterinirmedizin, Brno): Enzymoimmunologische (ELISA-)
Diagnostik der Friihjahrsviramie der Karpfen. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (8) :
505-512.

Es wird die Anwendung der enzymoimmunologischen (ELISA-) Methode fur die
Diagnostik der Frithjahrsvirdmie der Karpfen beschrieben. Die Methode beruht auf
der Ermittlung spezifischer Antikorper gegen Rhabdovirus carpio in den unter-
suchten Karpfenseren. Die Spezifitit der Reaktion wird durch Einsatz des Virus-
und des Kontrollantigens, durch Untersuchung positiver und negativer Seren und
durch Kontrollinkubation ohne Serum, gepriift. Die ELISA-Methode ermdoglicht es,
das Vorhandensein von Antivirus-Antikorpern nach der Infektion oder Vakzination
zu ermitteln. Es ist daher fiur ausfihrliche Studien sowie fir die Bestimmung
zweckentsprechender therapeutischer und priventiver Mafinahmen geeignet.

enzymoimmunologische Methode (ELISA): Antikorper der Fische: Rhabdovirus
carpio
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