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ACCESS TO AND BLOCKADE OF NERVES AT THE INCISURA
ISCHIADICA MAJOR IN BOVINES AND GOAT

PŘÍSTUP A BLOKÁDA NERVŮ V INCISURA ISCHIADICA MAJOR
USKOTU A KOZY

D. Mihelié1, Vesna Gjurčevič-Kantura1, A. Brkič2, K. Babic1, Ljiljana Bedrica3, 
D. Matičič"

1 Department of Anatomy, Histology and Embryology, Veterinary Faculty, University of 
Zagreb. Zagreb, Croatia

2 Clinic of Surgery, Orthopedy and Ophthalmology, Veterinary Faculty, University of 
Zagreb, Zagreb, Croatia

3 Clinic of Internal Diseases, Veterinary Faculty, University of Zagreb, Zagreb, Croatia

ABSTRACT: The possibility of reaching and blocking nerves at the incisura ischiadica major was studied in bovines and 
goat. Orientation points of approaching the bovine incisura ischiadica major are the processus spinosus of the second sacral 
vertebra, tuber coxae and processus spinosus of the third sacral vertebra, while tuber ischiadicum, tuber coxae, trochanter 
major and linea glutea serve as points of orientation in goat. In bovines the nerves can thus be reached from a line assumed 
to run through the processus spinosus of the second sacral vertebra 6-8 cm remote from the mid-plane; at the intersection 
of lines relating the utmost lateral point of the tuber coxae with the top of the processus spinosus of the third sacral vertebra 
as well as at the upper point of an assumed equilateral triangle with the base joining the cranio-lateral part of the trochanter 
majus with the caudo-medial part of the tuber ischiadicum. The needle penetrates 8-10 cm in depth and 40 ml I % scandicaine 
were administrated. In goat, the nerves can be reached from the cranial third of a line assumed to run from the tuber coxae 
to the trochanter major; from the mid-point of the line joining the tuber sacrale with the trochanter major; along the medial 
margin of the linea glutea to the incisura ischiadica major. 10 ml 1% scandicaine were administered at depth 5-8 cm. 
Blockade symptoms of nerves passing over the incisura ischiadica major occur as soon as in 15-30 or 30-60 seconds in goat 
and bovines respectively, to be manifested as the weakness in the hind leg, leaning against the anesthetized leg, swaying, 
forceful step forward with the ankle joint not fixed and numb digits Hexing and extending passively so that the animal drags 
the dorsal part of hoof along the ground. Caudal and caudo-lateral femoral muscles, croup muscles and muscles located 
distally from the knee joint get atonic. The skin of the caudal croup and hips as well as that located caudally and ventrally 
from the line crista iliaca - trochanter major - knee joint is insensible. The effect of the anesthetic gradually lessens to 
completely disappear in 100-120 minutes.

bovines; goat; n. ischiadicus; incisura ischiadica; access; blockade

ABSTRAKT: U skotu a koz jsme studovali možnost přístupu a blokády nervů v incisura ischiadica major. Orientačními 
body přístupu к incisura ischiadica major u skotu jsou processus spinosus druhého sakrálního obratle, tuber coxae a proces­
sus spinosus třetího sakrálního obratle, zatímco u kozy slouží jako orientační body tuber ischiadicum, tuber coxae, trochanter 
major a linea glutea. U skotu se lze к nervům dostat z linie vedené přes processus spinosus druhého křížového obratle ve 
vzdálenosti 6 až 8 cm od střední roviny, na průsečíku linií spojujících nejvyšší laterální bod tuber coxae s vrcholkem processus 
spinosus třetího sakrálního obratle, jakož i v horním bodě předpokládaného rovnostranného trojúhelníku se základnou spoju­
jící kraniolaterální část trochanter majus s kaudomediální částí tuber ischiadicum. Jehla se zasouvá do hloubky 8 až 10 cm 
a aplikuje se 40 ml 1% skandikainu. U kozy je přístup к nervům možný z kraniální třetiny linie, která probíhá od tuber coxae 
к trochanter major, z půlícího bodu linie spojující tuber sacrale s trochanter major, podél mediálního okraje linea glutea 
к incisura ischiadica major. V hloubce 5 až 8 cm se injikuje 10 ml 1% skandikainu. Příznaky blokády nervů, které procházejí 
incisura ischiadica major, se začnou objevovat už za 10 až 15 vteřin u kozy a za 30 až 60 vteřin u skotu. Projevují se jako 
ochablost zadní končetiny, naklánění se na znecitlivělou končetinu, kymácení, výrazné posunutí končetiny dopředu s uvol­
něním jlezenního kloubu a pasivní Лехе a extenze necitlivých prstů, takže zvíře vleče dorzílní řást paznehtu po zemi. Kaudální 
a kaudolaterální stehenní svaly, hýžďové svaly a svaly lokalizované distálně od kolenního kloubu ztrácejí tonus. Kůže na 
kaudální části hýždí a beder, jakož i kůže kaudálně a ventrálůně od linie crista iliaca - trochanter major - kolenní kloub je 
necitlivá. Účinek anestetika se postupně snižuje, až za 100 až 120 minut zcela vymizí.

skol; koza; n. ischiadicus; incisura ischiadica; přístup; blokáda
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INTRODUCTION

The beginnings of loeal anesthesia can be traced 
hack to ancient medicine in the findings of Incan hu­
man skull trepanation probably performed under a local 
anesthetic extracted from coca shrub leaves (Erythoxylon 
coca). With the development of medicine, surgery in 
particular, the role of local anesthetics has gained on 
importance. Ils significance has not been diminished 
either by the progress made in general anesthesia or any 
other pain relief drug. On the contrary, conductive an­
esthesia has presently become irreplaceable in both di­

agnostics and surgery.
Many a text book and scientific paper on anatomy 

deal with the formation course and variations occurring 
in the formation of n. ischiadicus, n. gluteus cranialis, 
n. gluteus caudalis and n. cutaneus femoris caudalis in 
domestic mammals (Ellenberger and Baum. 
1943; Sisson and Grossman, 1962; Berg. 1973; 
Getty, 1975; Nickel el al.. 1984; de Lahunta 
and Habel. 1986; Koch and Berg. 1985; Con­
stan l incscu, 1991; Mihelič el al.. 1994b; 
Dyce el al.. 1996; Mihelič el al.. 1996). After 
being formed from ventral branches of the sixth lumbal 
nerve and the first and second sacral nerve, the n. is­
chiadicus emerges on the incisura ischiadic« major from 
the pelvic cavity. The n. gluteus cranialis is formed by 
the joining of ventral branches of the sixth lumbal and 
first sacral nerve, while ventral branches of the first and 
second sacral nerve, also coming out from the pelvic- 
cavity to the incisura ischiadica major, take part in the 
formation of the n. gluteus caudalis. After its emer­
gence, the n. ischiadicus runs in a caudo-ventral direc­
tion and turns distally behind the trochanter major, the 
n. gluteus cranialis and n. gluteus caudalis take a cra- 
nio-dorsal and caudo-dorsal direction respectively, 
whereas the n. cutaneus femoris caudalis detaches from 
the n. ischiadicus (Ellenberger and Baum. 1943;

Sisson and Gross man. 1962; Berg. 1973; 
Getty. 1975; Nickel et al. 1984; de Lahunta 
and Habel. 1986; Koch and Berg. 1985; Con­
stantine s c u . 1991; Dyce et al. 1996). Shortly, the 
n. ischiadicus splits into the n. peroneus communis and 
//. tibialis.

So far. very few authors have described access to 
and blockade of the n. ischiadicus. Magda (I960), 
for instance, reported on access to the n. ischiadicus 
from behind the trochanter majus as well as the so­
-called low access from the groove between the m. bi­
ceps femoris and m. semitendinosus in the horse and 
bovines. There is also a description of access to the n. 
ischiadicus between the coxal joint and tuber ischiadicum 
(Westhcus and Fritsch. I960; Berg, 1973; 
Zobundžija and Babic. 1985). In our research 
studies we have reported on effects of access to the n. 
ischiadicus at the incisura ischiadica major in horses, 
dogs, pigs and sheep (В г к i č ct al., 1991a, h; В г к i č 
el al.. 1992; В г к i c and Mihelič. 1992; Mihelič, 
1993; Mihelič et al.. 1994a; Brkič et al.. 1994; 
M i h с I i č cl al.. 1995; M a l i č i č , 1996).

Whereas access to the n. ischiadicus at the incisura 
ischiadica major docs not involve the n. ischiadicus 
alone hut also other nerves which emerge from the 
pelvic cavity (/z. gluteus caudalis. n. gluteus cranialis, 
n. cutaneus femoris caudalis') at the site, the present 
paper is aimed al showing the effect of blocking the 
bovine and goal nerve al the above sile in order to make 
a large portion of the hind leg insensible and thus con­
tribute to surgical treatment of the hind leg in bovines 
and goat.

MATERIAL AND METHODS

The research study was carried out on experimental 
bovines of the Clinic for Internal Diseases, Faculty of

1. Bovine pelvic bones - access to the in­
cisura ischiadica major. A - tuber sacrale. 
В - tuber coxae. C. D and E - apex of the 
processus spinosus of the first, second and 
third sacral vertebra. F - tuber is­
chiadicum. G - trochanter major; 1 - access 
site to (he incisura ischiadica major 6-8 cm 
removed laterally from the line assumed to 
run parallelly with the second sacral verte­
bra. 2 - access from the intersection of the 
assumed lines joining the utmost lateral 
point of the tuber coxae with the mid-apex 
of the processus spinosus of the third sac­
ral vertebra and the line assumed to run 
parallelly with the processus spinosus of 
the second sacral vertebra. 3 - access to 
the incisura ischiadica major from the up­
per point of an equilateral triangle; a - 
sides of the equilateral triangle

34 VET. MED. - CZECH. 43. 1998 (2): 33-44



2. Pelvic bones in goat - ac­
cess to the incisura is­
chiadica major. A - tuber 
coxae, В - trochanter major, 
C - tuber sacrale, D - linea 
glutea; I - access to the in­
cisura ischiadica major from 
the cranial third of the line 
assumed to run from the tu­
ber coxae to the trochanter 
major, 2 - access from the 
mid-point of the assumed line 
joining the tuber sacrale and 
trochanter major. 3 - access 
to the incisura ischiadica ma­
jor along the medial margin 
of the linea glutea

3. Access to the bovine incisura 
ischiadica major. I - tuber coxae. 
2 - tuber ischiadicum. 3 - tro­
chanter majus, 4 - processus 
spinosus of the second and third 
sac nd vertebra

Veterinary Medicine, University of Zagreb, experimen­
tal sheep and goals of the „Laguna“ breeding farm. 
Pore and living animals of the Zagrepcanka’s mcat- 
-packaging plant. Zagreb.

Elements further used as orientation points for ac­
cess to the incisura ischiadica major were determi­
ned al the bovine and goal skeleton. The access sile 
was then checked up on two bullocks and heifers and 
two young goals before slaughter. The animals were 
administered 10 ml of methylene blue al lhal poten­
tial site of access to the incisura ischiadica major.

Moreover, the application site was evaluated through 
dissection and, consequently, essential in relation to 
the selected orientation points and depth of penetration 
corrections were made in order to reach the nerves at 
the incisura ischiadica major. The investigation was 
carried out on the right side of 10 living bovines and 
12 living goats.

In bovines, these orientation points are as follows: 
processus spinosus of the second sacral vertebra, tuber 
coxae, processus spinosus of the third sacral vertebra, 
tuber ischiadicum and trochanter majus.

VET. MED -CZECH. 43. 1998 (2): 33-44 35



4. Bovine. Forceful stepping forward and high lifting of the 
anesthetized leg

There are three possible ways of determining the ac­
cess spot at the bovine incisura ischiadic« major (Fig. I): 
- 6-8 cm lateral on the line assumed to run through 

the processus spinosus of the second sacral verteb­
ra. needle introduced in ventral and little laterally 
direction;

- at the intersection of the assumed line relating to the 
utmost lateral point on the tuber coxae with the mid­
-apex of the processus spinosus of the third sacral 
vertebra and the line assumed to run through the 
processus spinosus of the second sacral vertebra. 
Needle introduced in ventral and little laterally di­
rection;

- at the upper point of equilateral triangle with the 
base joining the cranio-lateral portion of the tro­
chanter ma jus with the caudo-medial portion of the 
tuber ischiadicum. Needle introduced in caudo-mc- 
dial direction.
The needle. 12 cm long, penetrates 8-1 I cm in depth.
As regards (he goat, the tuber sacrale, tuber coxae, 

trochanter major and. clearly observable linea glutea 
were used as orientation points. Access to the n. ischi- 
adicus on the incisura ischiadic« major was possible 
al a depth of 5-8 cm. with 10 cm long needle depen­
dent upon animal breeding condition and size.

The n. ischiadicus at the incisura ischiadic« major 
is thus reachable from (Fig. 2);

- the cranial third of the line assumed to run from the 
tuber coxae to the trochanter major and needle em­
boldened in caudo-medio-lateral direction;

- from the mid-point of the line joining the tuber sac- 
rale and the trochanter major and needle introduced 
in caudo-lateral direction;

- along the medial margin of the linea glutea to the 
incisura ischiadic« major and needle introduced in 
caudo-latcral direction.
Before anesthetic applications in bovines it is re­

commendable to take on a bit and there is no need. In 
a goat case it is enough to hold the animal and we do 
not the need any special method to restraint the animal.

RESULTS AND DISCUSSION

Along with the n. ischiadicus, there are also other 
nerves that come out from the pelvic cavity such as n. 
gluteus cranialis, n. gluteus caudalis and n. cutaneus 
femoris caudalis. These nerves lean against the lateral 
lig. sacrotuberale latum, below the m. gluteobiceps and 
in. gluteus profundus. While accessing the bovine nerve 
from the plane assumed to run through the processus 
spinosus of the second lumbar vertebra placed 6-8 cm 
lateral from the mid-plane, 40 ml of 1% scandicaine 
were administered (Fig. 3). Progressively intensifying

36 VET. MED. - CZECH. 43. 1998 (2): 33-44



5 Bovine. High lifting of the anesthetized leg while stepping for-

unsteady walk can he observed in the animal in 30-60 
seconds after administration of the anesthetic. The ani­
mal then drags the leg and while stepping forward, the 
leg is actually pul in front and lifted high but it does 
not have any load-bearing capacity (Figs. 4. 5 and 6). 
While stepping forward, lameness and dragging of the 
dorsal part of hoof along the ground (Fig. 7) become 
evident as well as swaying and leaning against the anes­
thetized leg so that the animal should be assisted in order 
not to fall down (Fig. X). Slight abduction and circum­
duction at walk are shortly observable (Fig. 9) along

with progressively shortened step forward and body 
weight shifted to the non-anesthetized leg. As the limb 
becomes incapable of bearing load the animal lies down 
with the leg pushed aside laterally and cranially (Figs. 10 
and 1 I) and can hardly get up without assistance (Fig. 
12). The ankle joint is not fixed and it therefore flexes 
and extends passively at load. Moreover, insensible digits 
Ilex passively, too. and the animal should be taken well 
care of in order not to get injured when it occasionally 
gives try to shift weight to the leg with such flexed 
digits.

6. Bovine. The anesthetized 
leg incapable of bearing load

VET. MED - CZECH. 43. 1998 (2): 33-44 37



ground
7 Bovine. Dragging of the dorsal part of hoof along the

8. Bovine. Leaning against 
the anesthetized leg

38 VET. MED. - CZECH. 43, 1998 (2): 3 3-44



thetized leg while stepping forward
9. Bovine. Slight circumduction and abduction of the anes­

10. Bovine. Load-bearing in­
capacity of the anesthetized 
leg

The skin on the caudal side of the hips and croup is 
insensible, and the area cranially and dorsally restricted 
by the line joining the crista iliaca, trochanter major 
and knee joint. Caudal and caudo-latcral hip muscles, 
cranial croup muscles and muscles located distally from

the knee joint get atonic. All the symptoms go out in 
100-120 minutes.

In goat, the first signs of nerve blocking at the in­
cisura ischiadica major occur in 15-30 seconds after 
administration of 10 ml I % scandicaine. Unsteady walk

VET. MED. - CZECH. 43. 1998 (2): 3 3-44 39



II Bovine. The animal lies 
down with the anesthetized 
leg pushed aside laterally

12 Bovine. Difficulties in get­
ting up after anesthetic admi­
nistration at the incisura is- 
chiadica major

is not a symptom in goat, whereas swaying of the hind 
part can he observed immediately upon administration 
of the anesthetic as the limb gradually loses its load­
-bearing capacity. In 30-60 seconds already, the animal 
forcefully puts the leg in front hut cannot bear weight 
al the anesthetized limb (Fig. 13). The hind part of the 
body sways at walk to the side of the anesthetized ex­
tremity (Fig. 14). Slight circumduction and abduction 
can be observed while the animal steps forward. The 
animal often drags the dorsal part of hoof of the anes

thetized leg along the ground attempting to lake over 
weight with digits Hexed, the same as described in bo­
vine. The above results from atonic muscles and joints 
of the hind leg located distally from the knee. There­
fore. both the ankle joint and digital joints flex and 
extend passively. In a lew minutes (3-5 minutes ex­
actly). the goat should be assisted al walk in order not 
to fall down (Fig. 14). While in the standing posture, the 
animal attempts to compensate the load-hearing incapac­
ity of the anesthetized leg by widely spreading the hind

40 VET MED. - CZECH. 43. 1998 (2): 3 3-44



13. Goat. Forceful stepping for­
ward and load-bearing incapac­
ity of the anesthetized leg

14. Goal. Swaying of the hind part of the body on the side 
of the anesthetized leg

legs (Fig. 15) and. at the same time, shift the body 
weight to the non-aneslhctizcd limb. Occasionally, the 
animal crosses the anesthetized leg over the non-anes- 
thetizcd one (Fig. 16). Shortly after, the animal lies 
down with the anesthetized limb pushed aside cranially

and laterally, the same as observed in bovine, as the m. 
quadriceps femoris retains its tonicity and muscles of 
the hind croup, hip and leg get atonic.

Symptoms occurring after nerve blocking at the in­
cisura ischiadica major, which besides the n. ischiadicus,

VET. MED. - CZECH. 43. 1998 (2): 33-44 41



15. Goat. Wide spreading of 
the hind legs due to the inca­
pacity of the anesthetized leg 
to bear load

16. Goat. The anesthetized leg crossed over the non-anesthe- 
tized one in standing posture

description of dissection performed at the n. peroneus and 
n. tibialis (Worth man. 1957; Voughan, 1964; 
Marok cl al., 19982). Our observations are correspon­
dent even more to those of Worth man (1957) re­

ported after dissection of the n. ischiadicus at a level 
with the trochanter major, and those of d e La- 
hunt a and Hable (1986) who performed dissection 
of the n. ischiadicus al the incisura ischiadica major.
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They described the possibility of access to and effects 
of nerve blocking at the incissura ischiadic« major in 
the horse, dog, pig and sheep and their results are alike, 
or almost identical to the results reported in our pre­
vious research studies (В г к i c et al.. 1991a, b; Brkic 
et al.. 1992; Brkic and Mihelic. 1992; Mihelic, 
1993; Mihelic cl al.. 1994a; Brkic cl al.. 1994; 
Mihelic et al.. 1995; Matičic, 1996).

Mihelic et al. (1994) reported that the onset of 
anesthetic effects blocking the n. femoralis in the dog 
can also be influenced by the formation site of the n. 
femoralis. In case blockade is administered at the in­
cisura ischiadica major, however, the onset of block­
ade effects cannot be influenced by the site of the nerve 
formation as the nerve emerges from the pelvic cavity 
when already formed. Above all, the onset of blockade 
effects depends upon the vicinity of the nerve, or the 
accuracy of anesthetic administration.

We are of the opinion that, in bovines, the right 
approach could be most readily determined at the line 
assumed to run parallel with the second sacral vertebra 
removed 6-8 cm laterally from the mid-plane. None the 
worse are the results of nerve blocking at the incisura 
ischiadica major approached from the mid-point of the 
line joining the utmost lateral point of the tuber coxae 
and the mid-apex of the processus spinosus of the third 
sacral vertebra, except that this access site is not so 
easily definable. With such a means of access to the 
incisura ischiadica major the first symptoms will be 
observed in 60-90 seconds. While approaching nerves 
al the incisura ischiadica major from the assumed equi­
lateral triangle, blockade symptoms will be produced 
no sooner than 1-3 minutes upon anesthetic adminis­
tration, let alone that the site of such access is much 
more difficult to define.

In spite that there is no noteworthy departure as 
regards the onset, duration and complexity of perform­
ing nerve blocking at the incisura ischiadica major by 
using the other two means in goal, priority is. however, 
given to the access along the linea glutea. At the mo­
ment of application their were no problems with defen­
sive responses of the animal. Only when needle has 
come to the nerves, there was a jerk of the hind’s limb 
we wanted to anestelhize.

The described access to the n. ischiadicus al the 
incisura ischiadica major involving n. gluteus crani­
alis, n. gluteus caudalis and n. cutaneus femoris 
caudalis opens up new possibilities in the veterinary 
practice as regards anesthetic administration to the hind 
leg. In both the bovines and goal such administered 
anesthetic and access to nerves at the incisura is­
chiadica major include all the nerves that come out 
from the pelvic cavity to the lateral side of the hind leg 
inervating muscles and skin caudally from the line tu­
ber ischiadicum - tuber sac rale - tuber coxae - knee 
joint, all the joints of the hind leg save the lateral one, 
as well as muscles and skin on the medial part of the 
hip inervated by the n. obturatorius or n. saphens. Fi­
nally. unlike infiltrative, conductive anesthesia enables

surgery in the absence of muscular reflexes and ten­
sion. with the operation field not being distorted. How­
ever we have to be careful because of close presence 
of a. glutea cranialis and v. glutea cranialis which can 
also be found al incisura ischiadica major at proximity 
of the nerves, on their way out from the pelvic cavity. 
In other words, we can prevent that by aspiration before 
application anesthetic.
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THE EFFECTIVENESS OF INACTIVATED, PURIFIED AND 
CONCENTRATED EXPERIMENTAL RABIES VACCINE FOR 
VETERINARY USE: ANTIGENIC ACTIVITY. EXPERIMENTS ON 
DOMESTIC DOGS

ÚČINNOST INAKTIVOVANEJ. PURIFIKOVANEJ A KONCENTROVANÉ! 
EXPERIMENTÁLNEJ ANTIRABICKEJ VAKCÍNY PRE VETERINÁRNĚ 
POUŽ1T1E: ANTIGÉNNA AKTIVITA. POKUSY NA PSOCH DOMÁCÍCH

Z. Beníšek1, .1. Siiliová1, Š. Svrček1, J. Závadová", R. Ondrejka1, A. Durové1

' University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic
"Institute of Experimental Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: The antigenic activity of experimental inactivated, concentrated, purified adjuvant rabies vaccine prepared by 
the authors was investigated in experiments on domestic dogs and compared with antigenic activity of commercial rabies 
preparations al intramuscular application. The effectiveness of experimental vaccine was tested in domestic dogs also by 
non-traditional intradermal method of application at varying doses (0.1 and 0.2 cm j. The results of determination of rabies 
antibodies by means of VNT and ELISA method at intramuscular administration of vaccines revealed that the antigenic 
activity of the experimental vaccine is comparable with that of commercial preparations. The effectiveness of the experimental 
vaccine at intradermal administration at a dose of 0.2 cm was even higher. The level of rabies antibodies was sufficient after 
as many as 15 months following the intradermal administration of vaccine: in none of the experimental animals any values 
below 0.5 UE/cm were detected. The dose of 0.1 cm . administered intradermally, cannot ensure adequate antirabies 
protection for the period of 15 months.

rabies; rabies vaccine; antigenic activity; intramuscular and intradermal application of vaccine

ABSTRAKT: Autori sledovali antigénnu aktivitu vlastnej experimentálnej inaktivovanej, koncentrovanej, purifikovanej ad- 
juvantnej antirabickej vakcíny v pokusoch na psoch domácích a porovnávali ju s antigénnou aktivitou komerčných antirabic- 
kých preparátov pri intramuskulárnej aplikácii. Účinnost' experimentálnej vakcíny testovali na psoch domácích aj pri 
netradičnom intradermálnom spósobe aplikácie v róznych dávkách (0.1 a 0.2 cm ). Výsledky stanovenia anlirabických pro- 
tilátok VNT a ELISA metodou pri intramuskulárnom podaní vakcín ukázali, že experimentálna vakcína antigénnou aktivitou 
sa vyrovná komerčným preparátom. Pri intradermálnej aplikácii v dávke 0.2 cm účinnost" experimentálnej vakcíny je ešte 
vyššia. Aj po 15 mesiacoch po intradermálnej aplikácii vakcíny v tejto dávke bola hladina anlirabických protilátok dostatočne 
vysoká; ani u jedného pokusného zvieraťa neklesla pod hodnotu 0,5 UE/cm . Intradermálne aplikovaná dávka 0,1 cm 
v časovom intervale 15 mesiacov je nedostatočná na vyvolanie a zabezpečenie adekvátnej antirabickej protekcie.

běsnota; anlirabická vakcína: antigénna aktivita; intramuskulárna a intradermálna aplikácia vakcíny

INTRODUCTION

The need to improve constantly the immunoprophy­
laxis of rabies in domestic animals is reflected in the 
effort of a number of laboratories to find a rational and 
undemanding technological procedure for preparation 
of veterinary rabies vaccines - concentrated and purified 
- for parenteral administration (E I - К a r a m a n у . 1987; 
Demetradze and Safarov, 1991; WHO. 1992). 
The method of affinity chromatography (Sakamoto 
et al.. 1986) appears suitable also from the point of 
view of large-capacity production of effective and are- 
actogenic rabies vaccine.

We used this method in our laboratory to prepare 
inactivated, concentrated, purified adjuvant rabies vac­
cine. The technology of preparation as well as results of 
testing of effectiveness - immunogenic activity - of this 
experimental vaccine were published recently 
(S ü 1 i o v á et al.. 1997a).

The aim of the present study was to test the anti­
genic activity of the experimental vaccine in experi­
ments carried out on the most important target species 
- domestic dogs. Its effectiveness was compared with 
some commercial rabies vaccines using conventional in­
tramuscular (im.) application. With regard to the charac­
ter of experimental vaccine (concentrated, purified), the
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tests of effectiveness were conducted using also the non- 
-traditional intradermal (ir/.) method of administration.

MATERIALS AND METHODS

VACCINES USED

1. Experimental vaccine inactivated, purified, concen­
trated, adjuvant (S ü I i o v á et al, 1997a).

2. Commercial - tissue rabies vaccine (live) Lyscelen, 
op. No. 960291 (producer Bioveta, Ivanovice na Ha­
né, Czech Republic).

3. Commercial - tissue rabies vaccine, inactivated (adsor­
bed to AI(OH)3 gel) Lyscelin, op. No. V 060291 (pro­
ducer Bioveta. Ivanovice na Hané. Czech Republic).

4. Commercial - inactivated rabies vaccine (adsorbed 
to A1(OH)3 gel) Rabisin, op. No. 00C321 (producer 
Rhone-Mérieux, France).

EXPERIMENTAL ANIMALS

The experiments were carried out on young dogs of 
various breeds as well as crossbreeds (42 dogs), 3-6 
months old, which have not been subjected to vaccina­
tion previously.

IMMUNIZATION SCHEME

A) Comparison of antigenic activity

of the experimental vaccine with commercial vaccines

1st group (6 dogs) - vaccine Lyscelen was adminis­
tered i.m. to animals to the central third of the neck 
region at a dose of 3.0 cm3.

2nd group (6 dogs) - vaccine Lyscelin was applied 
i.m. at a dose of 2.0 cm3.

3rd group (6 dogs) - vaccine Rabisin was applied 
i.m. at a dose of 1 cm3.

4th group (6 dogs) - experimental vaccine with lip­
oid adjuvant was applied i.m. at a dose of 1.0 cm3.

B) The influence of the method of administration 

on the effectiveness of experimental vaccine

1st group (6 dogs) - experimental vaccine with lipoid 
adjuvant was administered i.m. at a dose of 1.0 cm3.

2nd group (6 dogs) - experimental vaccine with lip­
oid adjuvant was administered i.d. to the inner thigh 
region at a dose of 0.1 cm3.

3rd group (6 dogs) - experimental vaccine with lip­
oid adjuvant was administered i.d. at a dose of 0.2 cm3.

SAMPLING

Blood samples from vaccinated animals were ob­
tained on days:

A) 14, 28. 60 and 90
B) 0. 14. 21, 28, 60, 90 and 450

SEROLOGICAL EXAMINATIONS - detection 
and quantification of rabies antibodies in the serum of 
experimental animals

Virus neutralization test (VNT) was carried out on mice 
by the method recommended by WHO (Atanasiu. 
1973). The CVS virus strain at a dose of 50 MICLD50 was 
used as a challenge virus.
ELISA test was carried out employing a kit developed in 
our laboratory (B c n í š e к et af. 1989; S ü I i o v á el al.. 
1994). An antispecies conjugate - peroxidase labelled 
rabbit antibodies to dog’s IgG - RAD/IgG Px (Sigma. 
USA), was used.
Rapid fluorescence focus inhibition test (REFIT) 

was carried out on eight-compartment Lab-Тек slides, 
by the method of Smit h et al. (1973) in modification 
according to Závadová et al. (1996).

STATISTICAL EVALUATION OF RESULTS

Statistical evaluation of results of quantification of ra­
bies antibodies level by the methods ELISA and RFFIT 
was carried out by means of the Student's Mest.

RESULTS

Results of titration of rabies antibodies at identical 
intramuscular administration of various vaccines, com­
mercial and experimental (comparison of their effec­
tiveness - antigenic activity), obtained by the methods 
of VNT and ELISA, arc presented in Tab. I. The VNT 
results arc presented as ED50 values of the sera tested 
(i.c. a reciprocal value of dilution of tested sera, that 
protects 50% of animals - mice - against following 
challenge); the results of detection of antibodies by the 
ELISA test and RFFIT are expressed in equivalent 
units (UE) per cm3 - these arc units equivalent to in­

ternational units.
The results obtained indicate very good effective­

ness (antigenic activity) of the experimental vaccine at 
intramuscular administration which surpasses the activ­
ity of commercial rabies vaccines tested. No significant 
differences (with the exception of live vaccine, p < 0.025) 
in the titres of antibodies in sera obtained on day 14 post 
vaccination were detected for vaccines mentioned 
above. Important is the difference observed on day 28. 
The average titre of antibodies in the group of animals 
immunized with the experimental vaccine was more 
than two-fold higher than that detected after vaccina­
tion with Rabisin and inactivated adjuvant vaccine, and 
three-fold higher in comparison with the live vaccine 
(p < 0.005). Similar result as those obtained on day 14 
were recorded on days 60 and 90. Administration of the 
experimental vaccine and vaccine Rabisin resulted se­
rum conversion in protective titres (titre of rabies anti-
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I. Comparison of antigenic activity of experimental and commercial rabies vaccines. Results of rabies antibodies titrations by means VNT 
(expressed in EDS(I) and ELISA (expressed in UE/cm ) methods . Experiments on domestic dogs (6 dogs in each group)

Vaccine
14. day 28. day 60. day 90. day

VNT ELISA VNT ELISA VNT ELISA VNT ELISA

Exp. 176.3 1.042 ± 0.235 204.0 1.981 ± 0.312 220.9 1.758 ± 0.370 110.0 0.865 ± 0.110

Live 91.8 0.603х ± 0.256 105.3 0.601 ”± 0.122 60.2 0.505” ± 0.091 50.2 0.390" ± 0.048

Inact. 153.3 0.876 ± 0.104 153 3 0.779xx ± 0.237 98.2 0.625xx± 0.110 92.0 0.576xx ± 0.086

Rab. 162.1 1.098 ± 0.202 162.1 0.902" ± 0.189 90.9 0.865" + 0.155 105.1 0.708х ± 0.068

x = /><().()!
xx = /> < 0.005
n.d. = not done (for technical reasons) 
Mean values from 6 dogs.

* = Immunoenzyme technique - ELISA have been found to have a high degree of correlation with the in vivo mouse neutralisation
test (WHO reference method) The correlation coefficient r = 0.84 (/, = 30). (Institute Pasteur Production. 1981.)

x = p < 0.025
xx = p < 0.005
Exp. = experimental vaccine
Live = tissue commercial live vaccine Lyscelen
Inact. = tissue commercial inactivated vaccine Lyscelin
Rab. = tissue commercial inactivated vaccine Rabisin

bodies > 0.5 UE/cm3) in all animals included in the 

respective groups.
The results of comparison of intramuscular and in­

tradermal methods of administration of the experimen­
tal vaccine are presented in Tab. II (results of detection 
of antibodies by the ELISA test) and Tab. Ill (REFIT). 
The results indicate that intradermal administration of 
0.1 cm3 of the experimental vaccine was insufficient - 

the levels of rabies antibodies in the scrum of majority 
of experimental animals were lower than the recom­
mended minimum protective dose (0.5 UI/cm3) as early 
as on day 90 post vaccination. The dose of 0.2 cm3, 

applied intradermally, appeared suitable for inducing

sufficiently high protection level of rabies antibodies. 
This level persisted for 15 months post immunization and 
the level of antibodies did not decrease below 0.5 UE/cm3 

in none of the animals tested. The results of detection of 
antibodies with the ELISA method were in good correla­
tion with those obtained by the RFFIT method.

DISCUSSION

Inactivated, concentrated and purified rabies vaccine 
with its own lipoid adjuvant was prepared in our labo­
ratory using a simple, rational and inexpensive techno­

il. Results of titration of rabies antibodies (values expressed in UE/cm ) by the ELISA method in dogs vaccinated with the experimental 
vaccine at various methods of administration and different doses

Application Dose
Days after vaccination

0 14 21 28 60 90 450

i.m. 1.0 cm3 0.1 1.054 ± 0.088 1.324 ± 0.197 2.152 ± 0.529 1.648 ± 0.270 0.920 ± 0.103 n.d.

i.d. 0.1 cm3 0.1 0.817 ± 0.594 0.907 ± 0.632 0.935х ± 0.620 0.575" ± 0.302 0.451" ± 0.244 0.259 ±0.163

i.d. 0.2 cm3 0.1 1.533 ± 0.681 2.205 ± 0.844 2.165 ± 0.771 1.570 ± 0.428 1.275х ± 0.235 0.632 ± 0.044

x = /><0.01
xx = p < 0.005
n.d. = not done (for technical reasons) 
Mean values from 6 dogs.

III. Results of titration of rabies antibodies (values expressed in UE/cm) by the RFFIT in dogs vaccinated with the experimental vaccine 
at various methods of administration and different doses

Appliccation Dose
Days after vaccination

0 14 21 28 60 90 450

i.m. 1.0 cm3 0.0 1.36 ± 0.11 1.45 ± 0.23 2.38 ± 0.15 1.84 ± 0.30 1.14 ± 0.14 n.d.

i.d. 0.1 cm3 0.0 0.66" ± 0 31 0.83х ± 0.39 0.83“ ± 0.23 0.69" ± 0.19 0.53" ± 0.20 0.44 ±0.19

i.d. 0.2 cm3 0.0 1.63 ± 0.28 2.01х ± 0.84 2.76 ± 0.33 2.13 ± 0.27 1.97”± 0.38 1.08 ± 0.09
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logical procedure (S ü 1 i o v á et al.. 1997h). The effec­
tiveness - immunogenic activity - of this vaccine ful­
fils, with considerable reserve, the requirements of 
W H О (1992) on rabies veterinary vaccines (S ü I i о - 
v á et al., 1997a). In our experiments, aimed at compa­
rison of antigenic activity of the experimental vaccine 
with commercially available preparations, we concen­
trated on the most important target animal species - 
domestic dogs. The conventional intramuscular appli­
cation of vaccines showed higher potency compared to 
the commercial vaccines as far as both the induction 
and dynamics of production of antibodies are concer­
ned. Some technical reasons prevented us from inves­
tigating the level of rabies antibodies in intramuscular­
ly immunized dogs for more than 90 days after the 
vaccination, neither we had the opportunity to carry out 
challenge experiments. However, there is a close rela­
tionship between the level of rabies antibodies and pro­
tection of animals against the rabies virus. The best 
correlation was proved using the inactivated vaccines 
(Aubert, 1993). On the basis of WHO recommenda­
tion (criteria), in the case of pre-exposure immunizati­
on, the titre of rabies antibodies above 0.5 UI/cm3 is 

considered as protective as in humans (WHO. 1984) as 
in the animals (WHO. 1992; Sage ct al.. 1993). The 
yearly obligatory revaccination of dogs in Slovakia 
should ensure protection of the animals. According to 
the data of some authors, one dose of the vaccine is not 
always sufficient to maintain the necessary level of ra­
bies antibodies in primo-vaccinated dogs for one year 
post immunization (S a g c cl al., 1993; Sihvonen 
et al.. 1993, 1994, 1995). The authors mentioned recom­
mend to administer a booster dose to primo-vaccinated 
dogs which should induce a long-lasting immunity.

Our experiments concerning the intradermal appli­
cation of the purified, concentrated adjuvant vaccine 
showed that the dose of 0.2 cm3 is capable of inducing 

sufficiently high titres of antirabies antibodies in dogs 
persisting for more than one year. A titre lower than 
the required 0.5 UE/cm3 was not detected in any of the 

animals. The comparison of intradermal administration 
with the intramuscular method shows that it induces an 
accelerated onset of immunity and a more intensive an­
tibody response. Similar conclusions were presented by 
К о utc houkali et al. (1985). who compared the 
effectiveness of highly potent adjuvant vaccine admi­
nistered intradermally at a dose of 0.2 cm3 and intra­
muscularly at a dose of I cm3. The WHO report (1995) 

informs about the intradermal administration of human 
rabies vaccines to people vaccinated after the exposure. 
Various rabies vaccines have been applied in this way 
to exposed people in Philippines. Because it was post­
exposure immunization it was necessary to use 5 doses 
of vaccine in dose 0.2 cm3 on 0, 3 and 7 day to different 

(more) places and on 30 and 90 day to one place. On 
0 day it was administered also rabies immunoglobulin. 
Compared with 5 doses intramuscular regimen of vaccine 
application in dose 1.0 cm3 it was found earlier onset of 

protective rabies immunity and almost 3 times higher

average tiler of virusneutralizing rabies antibodies on 7 
and also 14 day after i.d. immunization (REFIT met­
hod). Similar results have been obtained using the same 
way of vaccine application to exposed children in Tha­
iland.

The advantage of intradermal administration in com­
parison with the intramuscular one is in a rapid onset 
of the production of antibodies and relatively high titres 
of antibodies in animals immunized, persisting for 
longer period of lime. Important is also the economical 
point of view - decrease in the consumption of vaccine 
by 80 % as well as the simplification of immunization 
intervention - the possibility of the use of automatic needle­
-free applicators in mass vaccination programmes.
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BOOK REVIEW RECENZE

ULTRASONOGRAPHY IN VETERINARY OBSTETRICS
AND GYNECOLOGY

ULTRASONOGRAFIE VE VETERINÁRNÍM PORODNICTVÍ 
A GYNEKOLOGII

J. Grygar, E. Kudláč

Slezan Hinein, 1997. 247 s. 340 obr., 3 tab., 166 cit.

Na trh odborných publikací v oblasti veterinární me­
dicíny se v současné době dostává nové dílo autorů 
MVDr. Ivo Grygara, CSc. a Prof. MVDr. Eduarda Kud- 
láče, DrSc. pod názvem Ultrasonografie ve veterinár­
ním porodnictví a gynekologii. Toto ucelené dílo ve 
formě knihy o 247 stranách pojednává o teoretických 
základech ultrasonografic a praktickém využití této dia­
gnostické metody ve veterinárním porodnictví a gyne­
kologii.

Obecná část se zabývá významem, principy, meto­
dami a způsoby využití sonografie. Autoři se zaměřují 
především na dynamický B-způsob ultrazvukového zob­
razení, který nachází ve veterinárním porodnictví a gyne­
kologii nejširší uplatnění. Popis používaných typů zaří­
zení a sond dává přehled o současném trhu a je 
vhodnou pomůckou pro výběr ultrazvukového přístroje 
pro určité typy veterinární praxe. Výčet možných arte­
faktů s příslušnou dokumentací lze využít к vysvětlení 
obtížně interpretovaných nálezů. Závěrečná kapitola 
obecné části představuje konkrétní návod použití ultra­
zvukového zařízení ve veterinární praxi.

Ve speciální části knihy jsou jednotlivé kapitoly za­
měřené na využití sonografie u jednotlivých druhů do­
mácích zvířat. Za reprezentativní druhy zvířat byly vy­
brány klisny, krávy, malí přežvýkavci, prasnice, feny a 
kočky. Podrobně je popsána a zdokumentována sono- 
grafická diagnostika rozličných fyziologických i pato­
logických stavů na pohlavním ústrojí. Nejrozsáhlejší 
úsek speciální části zaujímá bohatá a kvalitní dokumen­
tace, která představuje 423 původních sonografických 
zobrazení a 9 fotografií. Ztěžcjní důraz je dán na rozli­
šení ovariálních struktur a diagnostiku gravidity. Přehled­
ná úprava a kvalitní křídový papír odpovídá vysoké kva­
litě publikace.

Kniha Ultrasonografie ve veterinárním porodnictví 
a gynekologii představuje exkluzivní doplňkovou lite­
raturu к pregraduálnímu i postgraduálnímu studiu obo­
ru veterinární porodnictví a gynekologie. Ve veterinární 
praxi ji lze přímo využít jako návod a průvodce к použití 
ultrasonografic. Toto je zvláště aktuální v současné do­
bě, kdy ultrazvuková diagnostika ve veterinární praxi 
zaznamenává výrazný rozvoj.

Doc. MVDr. Radovan Doležel, CSc. 
Klinika porodnictví, gynekologie a andrologie FVL VFU Brno
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NEOSPOROSIS IN DOGS: THE FIRST CASE REPORT
IN THE CZECH REPUBLIC*

* Supported by the Commission of the European Union, COST 820 (Vaccination against animal coccidioses) and by the Grant Agency of the Czech 
Republic (Grant No. 508/95/1417).

PRVNÍ PŘÍPAD NEOSPORÓZY PSŮ V ČESKÉ REPUBLICE

B. Koudela1, M. Svoboda2, C. Björkman3, A. Uggla4

1 Parasitological Institute, Academy of Sciences of the Czech Republic, České Budějovice, 
Czech Republic

2 University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic
3 Swedish University of Agricultural Sciences, Department of Cattle and Sheep Diseases, 

Uppsala, Sweden
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ABSTRACT: Neospora caninum is a recently recognised cyst-forming coccidian parasite of dog and other animals. Until 
1988 it was misdiagnosed as the closely related Toxoplasma gondii. Canine neosporosis often manifests as limb ataxia or 
paralysis in puppies and young dogs. It may also cause pneumonia, dermatitis, generalised neurological disease, and sudden 
collapse due to myocarditis in adult dogs. This paper presents the seroprevalence of antibodies to N. caninum in dogs from 
the Czech Republic and Slovak Republic. It also describes clinical findings in a seropositive dog. Serum samples were 
collected from a total 80 dogs (49 male, 31 females) submitted to the Small Animal Clinic at the University of Veterinary 
and Pharmaceutical Sciences in Brno and were not suspected to suffer from neosporosis. They were of different breeds, and 
their age varied between 3 months to 11 years. The sera were analysed for presence of antibodies to N. caninum with an 
ELISA utilising N. caninum proteins incorporated into iscoms as antigen, and monoclonal antibody to canine IgG as conjugate. 
Of 80 dog sera tested, one (1.25 %) was positive in the ELISA, having an absorbance value 2.0 (the cut-off value for the 
ELISA is > 0.2). The positive serum originated from a six-year-old male German wirehaired pointer used for hunting. Ten 
months after the first sample was taken for serological examination, a second serum samples was collected from the same 
dog. The two sera were analysed with an indirect fluorescent antibody test (IFAT) to detect antibodies to N. caninum. Both 
sera had a titer of I : 160 in the IFAT; a titer > I : 40 is indicative of N. caninum infection. Retrospective studies of the 
dog’s records revealed that it had hypotrichosis and reduced ability to move when it was three year old. Haematological and 
biochemical examination findings then gave results within reference intervals. One year later the dog developed cutaneous 
lesions which have been diagnosed as a dermatophytosis, and in the following year hypothyroidism and ulcerative and 
fistulous cutaneous lesions due to secondary pyoderma were found. When the dog was recently the subject of a detailed 
clinical examination, it had a distinct weakness of the right foreleg but was otherwise in good condition. The clinical findings 
in this dog are similar to those previously reported in N. caninum-infected dogs from other parts of the world. This report 
extends the geographic range of N. caninum for the dog.

Neospora caninum; neosporosis; clinical signs; IFAT; ELISA

ABSTRAKT: Vyšetřením souboru 80 sér psů metodami IFAT a ELISA byla prokázána neosporóza u jednoho šestiletého 
loveckého psa plemene německý drátosrstý ohař (séroprcvalence 1,25 %). Klinickým vyšetřením tohoto séropozitivního psa 
byly zjištěny dermatologické a nervové příznaky, které korespondují s popisy neosporózy psů v jiných zemích světa.

Neospora caninum; neosporóza; klinické příznaky; IFAT; ELISA

ÚVOD

Neospora caninum je nový druh kokcidie, který byl 
poprvé pozorován norskými autory (B jer käs aj., 1984)

v nervové tkáni psa. Morfologie léto kokcidie byla po­
dobná cystám Toxoplasma gondii. Vyšetření séra toho­
to psa však neprokázalo protilátky proti T. gondii a na­
značovalo možnost existence jiného druhu kokcidie.
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Po revizi rozsáhlého histopatologického materiálu 
ze psů, kteří uhynuli nebo byli utraceni za příznaků 
paralýzy a ze psů, u nichž byla diagnostikována toxo- 
plazmóza na základě nálezu cyst v histologických ře­
zech popsali Dube у aj. (1988a) morfologické rozdí­
ly této kokcidie od T. gondii a nazvali jí Neospora 
caninum. Stejným autorům se podařilo izoloval N. cani­
num г tkání psa a úspěšné ji kultivovat v tkáňové kul­
tuře (izolát NC-I) - Dubey aj. (1988b). Kultivace 
pak umožnila jednoznačně prokázat antigenní a ultra- 
strukturální rozdíly mezi N. caninum a T. gondii. Sou­
časně byla vyvinuta metoda nepřímé imunofluorescence 
(IFAT) pro intravitální diagnostiku neosporózy (Dubey 
aj., 1988b) a následně také imunohistochemický lest, 
který umožňuje postmortální průkaz cyst N. caninum 
v histologických řezech tkání (Lindsay a Dubey, 
1989). Tímto testem bylo retrospektivně prokázáno, že 
kokcidie popsaná norskými autory v nervové tkáni psa 
(Bjerkäs aj., 1984) byla N. caninum (Bjerkás 
a Dubey, 1991).

Ncosporóza se klinicky manifestuje u štěňat a mla­
dých psů ataxií nebo parézou pánevních končetin, které 
se mohou rozšířil i na hrudní končetiny a na svaly krku 
a hlavy (C u d d o n aj., 1992; Barber a Trees. 
1996; Dubey a Lindsay, 1996). U starších psů 
jsou klinické příznaky rozmanitější a ncosporóza se pro­
jevuje jako nervové onemocnění spojené s paralýzou kon­
četin (Barber a Trees, 1996; Dubey a Lin­
dsay. 1996; Pumarola aj., 1996), myokarditida 
a pneumonic (G r c i g aj., 1995; Ruchlmann aj., 
1995) nebo jako dermatitida doprovázející nevýrazné ner­
vové příznaky (D u b с у aj., 1988а; 1995).

Obsahem tohoto sdělení jsou výsledky sérologické- 
ho vyšetření psů a výsledky klinického vyšetření prv­
ního sérologicky potvrzeného případu neosporózy psa 
v podmínkách České republiky.

MATERIÁL A METODY

Testovaná séra

Na přítomnost protilátek proti N. caninum jsme testovali 
séra 80 psů; jednalo se o ambulantní, popř. hospitalizované 
pacienty I. interní kliniky Veterinární a farmaceutické uni­
verzity v Brně. Vzorky krve byly shromážděny v období 
od srpna 1995 do konce ledna 1997. V souboru vyšetřo­
vaných psů obou pohlaví (49 psů, 31 fen) bylo zastou­
peno celkem 15 plemen a kříženci. Věk vyšetřovaných 
zvířat se pohyboval od tří měsíců do 1 I let. Většina psů 
(65 %) pocházela z brněnské aglomerace, zbytek tvoři­
li pacienti z různých částí České republiky (z CR po­

cházelo celkem 77 zvířat) a Slovenské republiky (tři 
pacienti). Po zjištění podrobné anamnézy byli psi kli­
nicky vyšetřeni a poté prošli individuálně rozdílným 
systémem paraklinických a klinických vyšetření zamě­
řených na stanovení diagnózy a kontrolu terapie.

Více než polovina (52,4 %) psů zahrnutých do sledo­
vání byli pacienti s dermatologickým problémem, násle­

dovalo postižení gastrointestinálního traktu, endokrinní 
poruchy, nemoci srdce, nefropatie a nemoci dolních cest 
močových. V řadě případů byla prokázána různě výrazná 
imunodeficience. Příznaky postižení nervového a pohy­
bového aparátu byly zaznamenány pouze u osmi vyšet­
řovaných psů.

Příprava antigenu

Tachyzoity N. caninum (izolát NC-I) jsme kultivo­
vali v tkáňové kultuře buněk opičích ledvin (E6 Věro) 
v RPMI 1640 médiu (Sigma) s 2 % fetálního séra (Sig­
ma) a antibiotiky (50 pg/ml streptomycinu a 50 lU/ml 
penicilinu G) - Trees aj. (1993). Tachyzoity jsme 
purifikovali centrifugací (2 000 g po dobu 10 minul) 
v 30% izotonickém roztoku Percollu (Pharmacia, Švéd­

sko) a následným promytím ve sterilním fosfátovém 
pufru (pH 7,2; PBS) - Björk m a n aj. (1994a).

ELISA

Pro detekci protilátek metodou ELISA jsme použili 
antigen extrahovaný z tachyzoitů N. caninum navázaný 
na iscoms Ummunostimulating complexes') částice 
(Björkman aj., 1994a). Iscom antigen naředěný ve 
vazném pufru (Sigma; 3 pg proteinu na I ml) byl na­
vázán na destičku (Nunc, Švédsko) v množství 100 pl 

na jamku. Séra naředěná I : 100 v PBS-T (PBS 
a 0,05% Tween-20) v množství 100 ml na jamku jsme 
inkubovali 60 min při teplotě 37 °C. Jako sekundární 
protilátku jsme použili myší monoklonální protilátku 
proti psím IgG (National Veterinary Institute. Uppsala. 
Švédsko) ředěnou I : 100 v PBS-T s 1 % králičího sé­

ra. К vlastní detekci jsme použili křenovou peroxidá- 
zou značenou králičí protilátku proti myším Ig (Dako- 
palts, Dánsko) v ředění I : 5 000. Po hodinové inkubaci 
při teplotě 37 °C a následném promylí PBS-T jsme do 
každé jamky přidali substrát (0.1 mg/mi tetramelylben- 
zidinu a 0.006% НэОэ v 0.01M acetátovém pufru. pH 
5.0 - National Veterinary Institute. Uppsala, Švédsko) 

a po 10 min inkubace při teplotě laboratoře jsme reakci 
přerušili přidáním 50 pl 10% kyseliny sírové. Destičky 
jsem následně vyhodnocovali při 450 nm na zařízení 
Multiscan PLUS Microplate Reader (Labsystem AB. 
Švédsko). Jako N. caninum pozitivní (cut off value) 

byla posuzována séra s absorbancí vyšší než 0.2 při 
450 nm (B j ö г к m a n aj., 1994a).

IFAT

Jako antigen pro IFAT jsme použili purifikované 
tachyzoity /V. caninum. Podložní sklíčka s 20 jamkami 
určená pro IFAT jsme odmastili elanolem a do každé 
jamky jsme nanesli l()S tachyzoitů N. caninum. Po za­

schnutí jsme tachyzoity fixovali v acetonu a uložili je 
při teplotě -20 °C. Testovaná séra jsme ředili dvojko­
vou řadou od ředění I : 20 a séra psů infikovaných 
a neinfikovaných N. caninum jsme použili jako pozi­
tivní a negativní kontroly. Jako konjugál jsme použili

52 Vet. Med. - Czech. 43. 1998 (2): 51-54



FITC značenou králičí protilátku proti psím IgG (Sig­
ma) v ředění 1 : 100 v PBS. Jako pozitivní byla posu­
zována séra s výraznou periferní fluorescencí tachyzo- 
itů v ředění I : 80 a vyšším (Björkman aj.. 1994h).

VÝSLEDKY

Výsledky sérologického vyšetření

Metodou ELISA jsme zjistili protilátky proti N. ca­
ninum (absorbance vyšší než 0.2) u jednoho psa z 80 
vyšetřovaných (1.25 %). V tomto séru jsme metodou 
IFAT prokázali N. caninum protilátky v ředění 1 : 160. 
V ostatních sérech jsme N. caninum protilátky nezjistili 
ani jednou z použitých metod.

Pes. и kterého jsme prokázali přítomnost protilátek 
proti N. caninum, byl opakovaně sérologicky vyšetřen 
po deseti měsících od prvního vyšetření. Oběma meto­
dami (ELISA a IFAT) jsme v séru tohoto psa opět pro­
kázali protilátky proti N. caninum ve stejných hodno­
tách jako při prvním vyšetření.

Chovatelská anamnéza

Pes. u kterého jsme opakovaně zjistili přítomnost pro­
tilátek proti N. caninum, je německý drátosrstý ohař 
samčího pohlaví, ve věku šesti let a o hmotnosti 29 kg. 
Je to pes vycvičený к loveckým potřebám a od věku 
dvou let se pohyboval v polní honilbě na Břeclavsku. 
Běžně přicházel do styku s volně žijícími savci a ptáky. 
Byl krmen nemraženými jatečními odpady s převahou 
vepřového mletého masa.

Anamnéza zdravotní

Pes byl pravidelně vakcinován proti běžným viró- 
zám a leptospiróze. Ve věku tří let bylo u ohaře pozo­
rováno zvýšené vypadávání srsti s následnou hypotri- 
chózou v oblasti beder, ušních boltců a dorsu nosním. 
V tomto období byl pacient méně pohyblivý a majitel 
pozoroval kulhání na pravou hrudní končetinu. V ná­
sledujících dvou letech (1994 až 1996) byly diagnosti­
kovány dermatofytní plísně (Microsporum Canis') a po 
opakovaném ošetření antimykotickými koupelemi 
(IMAVEROL™. Janssen Pharmaceutica) se slav upra­

vil vždy na dobu asi 10 měsíců.
Na jaře 1996. kdy byl odebrán první vzorek krve 

к sérologickému vyšetření, došlo к opětovné hypotri- 
chóze postihující trup i proximální části končetin. Pes 
dále trpěl chronickými otlaky (tylomy), které byly sekun­
dárně infikovány bakteriemi. Hodnoty triasu ani celko­
vý stav pacienta nebyly výrazně alterovány. s výjimkou 
anamnestického kulhání na pravou hrudní končetinu. 
Byla diagnostikována hypolyreóza a pes byl léčen udr­
žovací dávkou L-lhyroxinu (10 pg/kg ž. hm. denně). 
Následně byl v bederní krajině zjištěn pomalu rostoucí 
alopelický výrůstek o průměru 15 mm. který byl odo­
perován místním veterinárním lékařem v září 1996.

Laboratorní nálezy

Hematologické a biochemické vyšetření krve a moči 
(sledováno základních 32 parametrů) provedené v březnu 
1996 neprokázalo odchylky od rozmezí referenčních 
hodnot.

Pouze hodnota celkového thyroxinu (T4) se pohybo­
vala v rozmezí 11,8 až 8,4 nmol/l. Dynamicky funkční 
vyšetření (TRH-stimulační test) nebylo provedeno 
a substituce hormonu štítné žlázy byla zahájena na zá­
kladě snižující se hladiny celkového thyroxinu. Dlou­
hodobá léčba hypotyreózy omezila výskyt dermatolo­
gických příznaků, ale přetrvávaly epizody kulhání na 
pravou hrudní končetinu.

DISKUSE

Ncosporóza psů byla diagnostikována v mnoha ze­
mích všech světadílů (D u b e у a L i n d s а у , 1996). 
V naší studii jsme zjistili protilátky proti N. caninum 
u jednoho psa z 80 vyšetřovaných (séroprevalence 
1.25 %) a potvrdili jsme výskyt této kokcidie v České 

republice. Sérologická vyšetření souborů psů v jiných 
zemích prokázala výskyt protilátek proti N. caninum 
u 0,25 až 16, 6 % psů (L i n d s а у aj.. 1990; Trees 
aj.. 1993; Björkman aj., 1994b; Rasmussen 
a Jensen. 1996). Ve všech těchto studiích byla séra 
psů vyšetřována metodou IFAT při použití tachyzoilů 
N. caninum z tkáňové kultury jako antigenu. V naší 
práci jsme pro vyšetření sér použili metodu ELISA s an­
tigenem navázaným na iscoms (immunostimulating com­
plexes) částice, která je vhodná pro vyšetřování většího 
počtu sér (B j ö г к m a n aj., 1994a). Protilátky proti N. 
caninum v séru jsme následně potvrdili vyšetřením me­
todou IFAT.

Lind s а у aj. (1990) zjistili při vyšetření sér 229 psů 
v Kansasu (USA) u jednoho litr 100, u dvou jiných psů 
litr 200 a dvou dalších psů litr protilátek 400. Ve Velké 
Británii popisují Trees aj. (1993) protilátky proti 
N. caninum v ředění 1 : 50 u 50 psů. 1 : 100 u osmi 
psů. I : 800 u devíti psů a I : 3 200 u čtyř psů z cel­
kového počtu 163 vyšetřených a Lathe (1994) našel 
protilátky proti N. caninum v litru 50 u šesti psů ze 104 
vyšetřovaných. Björkman aj. (1994b) považují za 
diagnostický litr při metodě IFAT hodnotu 80 a uvádějí 
tento litr pouze u jednoho psa z 398 vyšetřených sér psů 
ve Švédsku. V Dánsku zjistili Rasmussen a Jen­

sen (1996) metodou IFAT protilátky proti N. caninum 
u 13 z 98 vyšetřovaných (séroprevalence 13,3 %). Ve 
dvou případech byl litr protilátek 320 a v dalších sé­
rech pak zjistili specifické protilátky v ředění I : 160. 
V našem případě jsme zjistili metodou IFAT v séru po­
zitivního psa opakovaně (v rozmezí 10 měsíců) litr 160.

Du boy a Lindsay (1996) shrnuli svoje zkuše­
nosti se sérologickou diagnostikou neosporózy psů a uvá­
dějí. že ve všech případech klinické neosporózy psů byl 
litr protilátek při metodě IFAT vyšší než 200. Dubey 
a L i n d s а у (1996) rovněž zpracovali dostupné údaje
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o klinických příznacích neosporózy psů. Z jejich pře­
hledu je zřejmé, že u fatálních případů neosporózy ště­
ňat a neosporózy mladých psů převažují nervové kli­
nické příznaky. Kožní léze ve spojitosti s neosporózou 
jsou popisovány u psů starších (6, 12 a 15 roků). Přímo 
v zánětlivém exsudátu z těchto kožních lézí prokázali 
Dubey aj. (1988a, 1995) tachyzoity N. caninum. V na­
šem případě jsme exudát z kožních lézí na přítomnost 
tachyzoitů N. caninum nevyšetřovali a neměli jsme ani 
možnost extirpovaný novotvar histologicky vyšetřit.

Vývojový cyklus kokcidie N. caninum není doposud 
objasněn. Vzhledem к podobnosti s jinou heteroxenní 
kokcidií T. gondii se všeobecně uvažuje o dvouhosti- 
telském charakteru N. caninum a předpokládá se, že 
definitivním hostitelem N. caninum je volně žijící ma­
sožravec (D u b e у a L i n d s а у , 1996). Pes, u které­
ho jsme prokázali neosporózu je intenzivně využíván 
к loveckým účelům a je krmen syrovým masem.

Třebaže u našeho pacienta nebyla jednoznačně potvr­
zena souvislost mezi kožními, resp. nervovými příznaky 
a neosporózou, průkaz specifických protilátek proti N. 
caninum potvrzuje výskyt tohoto onemocnění v České 

republice. S neosporózou psů. ale i skotu. je proto nutno 
počítat také v klinické praxi českého veterinárního lékaře.
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DIFERENCIAČNÍ ANTIGENY LEUKOCYTŮ PSA, KOČKY, KONĚ, 
PRASETE A PŘEŽVÝKAVCÚ
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ABSTRACT: Differential antigens or clusters of differentiation (CD antigens) are molecules on the surface of cells, which 
are bound with immunity system, having different functions. Two important diagnostic tools - cell fusion techniques and 
flow cytometry - helped to develope the knowledge about these antigens. Knowledge of CD antigens and subpopulations of 
animal leukocytes is employed for the study of diseases' pathogenesis. Results from literature about the distribution of CD 
antigens of leukocytes of dog, cat, horse, pig and ruminants arc summarized in this paper.

dog; cat; horse; pig; ruminants; subpopulations

ABSTRAKT: DiferenciaČní, neboli CD antigeny jsou molekuly na povrchu buněk svázaných s imunitním systémem a mají 
různé funkce. Rozvoji poznání těchto antigenů pomohlo zavedení dvou významných diagnostických nástrojů - hybridomové 
technologie a průtokových cytomctrů. Znalostí o CD antigenech hospodářských zvířat a fyziologických poměrech zastoupení 
jednotlivých subpopulací leukocytů v periferní krvi a lymfoidních orgánech se využívá ke studiu patogeneze onemocnění buď 
přímo imunitního systému, nebo onemocnění, v jejichž rozvoji se účast imunitního systému předpokládá, anebo konečně 
onemocnění, jejichž následkem je snížení aktivity nebo jiné poškození imunitního systému. V práci jsou shrnuty literární 
poznatky o distribuci CD antigenů leukocytů psů, koček, koní, prasat a přežvýkavců.

pes; kočka; kůň; prase; přežvýkavci; subpopulace

ÜVOD

DiferenciaČní neboli CD (cluster of differentiation) an­
tigeny jsou molekuly na povrchu buněk úzce svázané 
s funkcí imunitního systému. Objevují se v různých fá­
zích vývoje nebo aktivace buňky, některé mají funkci 
adhezivní, jiné jako receptory pro antigen, frakce komple- 
mentu, interleukiny nebo jiné biologicky aktivní látky. 
Strukturálně se může jednat o monomery, kovalentně vá­
zané nebo nevázané homodiméry nebo heterodiméry. 
Podle jejich orientace v membráně se dají rozlišit čtyři 

typy-
Rozvoji poznání těchto antigenů napomohlo zavede­

ní dvou významných diagnostických nástrojů. V roce 
1975 popsali Köhler a Milstein hybridomovou 
technologii, metodu přípravy monoklonálních protilá­
tek pomocí fúze buněk nádorové linie se splenocyty 
nebo lymfocyty z imunizované myši nebo krysy. Za 
tento objev získali v roce 1984 Nobelovu cenu. Dále to

byl vývoj a zavedení průtokových cytometrů, které jsou 
schopné analyzovat vlastnosti jednotlivých buněk při 
jejich průchodu laserovým paprskem, a to až rychlostí 
5 000 buněk za sekundu. Kombinací analýzy objemu 
buňky a rozptylu paprsku vyvolaného stupněm granu- 
lace cytoplazmy se dají snadno odlišit jednotlivé typy 
leukocytů. Inkubací buněk s monoklonální protilátkou, 
která byla konjugována fluorochromem, se získají in­
formace o procentu buněk ze sledované populace, které 
mají na svém povrchu daný antigen vyjádřen i v jakém 
množství je tento antigen přítomen, tj. exprimován. Sou­
časným použitím několika monoklonálních protilátek 
konjugovaných fluorochromy o různém emisním spek­
tru se dají získat informace o různých antigenech ex- 
primovaných na jednotlivých buňkách.

Rozvoj výzkumu povrchových antigenů leukocytů si 
vynutil zavedení určitého systému klasifikace. Za tímto 
účelem se uskutečnilo v roce 1982 v Paříži první pracovní 
setkání o lidských leukocytárních antigenech, kde byl za-
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ložen CD systém. V současné době je popisováno na 
povrchu lidských leukocytů přes 160 CD antigenů.

Přehled exprese nejdůležitějších CD antigenů na po­
vrchu lidských leukocytů:

všechny leukocyty CD45
všechny T lymfocyty CD2
maturované T lymfocyty CD3
T lymfocyty - pomahačské CD4
T lymfocyty - cytotoxické CD8
všechny В lymfocyty CD 19. CD20
maturované В lymfocyty CD21
NK buňky, přirození zabíječi CD 16. CD56
neutrofilní granulocyty CD 13, CD66. CD 15
monocyty CD14, CD13
Faktu, že povrchové antigeny jsou charakteristické 

pro určité subpopulace buněk, jejich stadium diferen­
ciace nebo aktivace, se využívá při fenotypizaci leuko­
cytů. Základní metody umožňující fenotypizaci jsou 
dvě: průtoková cytometric a imunohistochemie. Průto­
ková cytometric je vhodná pro buněčné suspenze, je 
schopná analyzovat velké množství buněk v krátkém 
čase, umožňuje uplatnil víceparametrovou analýzu jed­
notlivých buněk. Nevýhodou je nutnost pracovat s čer­
stvým materiálem a fakt, že pořídit přístrojové vybave­
ní je nákladná záležitost. Imunohistochemie je vhodná 
pro buněčné nátěry a histologické preparáty. Výhodou 
je možnost vizuálního posouzení morfologie a tkáňové 
lokalizace sledovaných buněk. Další výhodou je možnost 
skladovat vzorky před vyšetřením ve zmrazeném stavu.

Fenotypizace leukocytů je důležitý nástroj, který se dá 
využít к řadě diagnostických nebo studijních stanovení: 
1. Stanovení subpopulací leukocytů jako jeden z para­

metrů imunokompetice organismu. Jedinec může 
být primárně (vrozeně) nebo sekundárně (získané) 
imunosuprimován.

2. Stanovení subpopulací leukocytů před onemocně­
ním, v průběhu a po onemocnění ke studiu etiologic, 
patogeneze a následků tohoto onemocnění. Některá 
onemocnění se rozvíjejí jen v případě imunosupri- 
movaného pacienta, u jiných je imunosuprese násle­
dek tohoto onemocnění a konečně existují také one­
mocnění postihující přímo imunitní systém.

3. Stanovení fenotypu nádorových buněk. V případě ná­
dorů hemopoetické tkáně může jedna subpopulace 
zcela vytlačit subpopulace ostatní. Dále může dojít 
к tzv. asynchronní expresi, tj. koexpresi časných 
(vyskytujících se v časné fázi vývoje buňky) a pozd­

ních znaků. Dalším jevem je vyjádření aberanlních 
znaků, což je přítomnost znaků typických pro urči­
tou buněčnou linii na buňkách linie jiné.
Funkcí jednotlivých antigenů. a tím i různých sub­

populací lymfocytů, se zabývá řada vědeckých prací 
a review (M o s m a n n aj.. 1986: M o s m a n n a C o f f - 
man,1989; В ierer aj.,1989; Parncs.1989; Haas 
aj.,1990; Rudd, 1990; Cox a Liew. 1992; Kou­
bek. 1992).

Cílem léto práce je podal přehled o úrovni znalostí 
v oblasti leukocytárních antigenů domácích a hospo­
dářských zvířat s přihlédnutím к odlišnostem u jednot­
livých druhů.

PES

V roce 1992 popsali Gebhard a Carter pěl 
monoklonálních protilátek proti povrchovým lymfocy- 
tárním antigenům psa. Jedna z nich se vázala s antigc- 
nem společným všem T lymfocytům (pan-T lymfocy- 
tární antigen), dvě se vázaly s antigenem CD4 a dvě 
s antigenem CD8 (G e b h a r d a Carter. 1992). Ji­
nými autory byly popsány další protilátky proti antige­
nům CD4 a CD8 (Moore aj., 1992; Voss aj., 1993).

Mezníkem ve studiu CD antigenů psa byl I. mezi­
národní workshop v Cambridgi v roce 1993 (Cob­
bold a Metcalfe, 1994). Zde bylo testováno 127 
monoklonálních protilátek připravených v 29 laborato­
řích celého světa. Byly charakterizovány protilátky de­
finující antigeny CD5, CD4, CD8 a Thy-1 na T lymfo- 
cytech, dále skupinu CDI1/I8, CD44 a CD45/45R. 
Blíže definovány byly také protilátky vázající se na 
krevní destičky (asi CD4I), na В lymfocyty a na gra- 
nulocyty (patrně CD 15). Velká skupina protilátek se 
vázala na MHC-II antigen (C o b b o I d a Metcal­
fe, 1994).

Antigen Thy-1. považovaný za marker T lymfocytů, 
je exprimován u psů také na části monocytů a granulo- 
cytů periferní krve a epiteliích ledvinových kanálků 
(C o b b о I d a M e t с а I fe . 1994). Metodou imuno­
histochemie byl nalezen také na některých tkáňových 
strukturách, jako je fibroblast, retikulární buňky a také 
obal periferních nervů (Rabanal aj., 1995). Naopak 
antigen Thy-I nebyl nalezen na tkáňových makrofázích 
ani granulocytech. Tento rozdíl od buněk v periferní 
krvi autoři vysvětlují bud" ztrátou tohoto antigenů při

I. Zastoupení subpopulací lymfocytů v periferní krvi psa (%) - Distribution of lymphocyte subpopulations in the peripheral blood of dog (%)

Citace1 panT CD5* CD4+ CD8+ CD4/CD8

Gebhard a C a r t e r (1992) 60,0 ± 9,0 - 39 ± 8 18.0 ± 7.0 -

Moore aj. (1992) - - 46.4 ± 8,1 16.4 ± 8.8

Dirscherl aj. (1995) - 71.0 ± 10.4 40.0 ± 7.5 19.0 ± 3.6 2.2 ± 0.3

C h a b a n n e aj. (1995) 63.5 ± 12.5 82.5 ± 4.8 47.5 ± 8.8 19.3 ± 4.0 2.6 ± 0.8

Rivas aj. (1995) - - 27.9-33.6 17.7-18,6 1.6-1.8
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opuštění periferní krve nebo tím, že exprese antigenu 
je tak nízká, že metodou imunohistochemie nemohl být 
detekován (Rabanal aj., 1995). Jako lepší charak­
teristický znak pro T lymfocyty je patrně antigen CD5, 
který, na rozdíl od exprese u lidí a hlodavců, není u psů 
exprimován na žádných В lymfocytech. T lymfocyty se 
podle míry exprese CD5 dále dají rozdělit na větší sku­
pinu buněk s vysokou expresí (jsou také CD4+ nebo 
CD8+) a menší skupinu buněk s nižší expresí (repre­

zentují gama/delta buňky nebo NK-populaci) - Cob­
bold a Metcalfe (1994).

Monoklonálních protilátek definovaných na workshopu 
je různými autorskými kolektivy využíváno ke studiu za­
stoupení subpopulací lymfocytů v periferní krvi i v růz­
ných orgánech jak dokumentují tab. I až III. Závislost 
na věku sledovali na skupině 47 labrador-retrieverů 
Greeley aj. (1996) a dospěli к výsledkům prezento­
vaným v tab. IV.

Rabanal aj. (1995) popisují výsledky imunohis- 
tochemické detekce leukocytů pomocí monoklonálních 
protilátek ve tkáních psa. Z jejich výsledků je patrné.

že všechny lymfocyty parakortikálních a interfolikulár- 
ních oblastí mízních uzlin, tonzil, Peyerových plaků 
a marginálních zón sleziny byly CD5+/Thy-1+, 70 až 

80 % bylo CD4 a 20 až 30 % bylo CD8 pozitivních. 
V thymu byl poměr CD4/CD8 3 : 2, neboť protilátkou 
proti CD4 antigenu byl značen i povrch epiteliálních 
buněk thymu. Na druhou stranu nezjistili antigen CD4 
na granulocytech, což kontrastuje s nálezy autorů 
Moore aj. (1992) na granulocytech periferní krve. 
Tito autoři totiž popisují vysokou frekvenci CD4 na 
nestimulovaných neutrofilech jako jev odlišný od ex­
prese tohoto antigenu u ostatních savčích druhů.

U antigenu CD 18 se předpokládá velký význam v tká­
ňovém tropismu psích epidermotropních lymfosarkomů. 
Bylo totiž sledováno zvýšení exprese tohoto antigenu 
na psích T buňkách, které infiltrovaly epidermis (Moo­
re aj., 1990). Je popsána různá intenzita exprese komple­
xu CD11/18 na různých typech buněk. Nej vyšší expre­
se byla zaznamenána na granulocytech, nejsiabší na 
lymfocytech, kde na T liniích buněk byla zaznamenána 
vyšší exprese (Danilenko aj., 1992). Byla též po­

li Zastoupení subpopulací lymfocytů v tkáních psa (%) - Distribution of lymphocyte subpopulations in tissues of dog (%)

Citace1 Tkáň2 CD4+ CD8+ CD4/CD8

M о ore aj. (1992)

thymocyty3

malé4 4.4 ± 1.9

25,4 ± 6.2

4.5 ± 3.8

2.6 ± 3.5

9.5 ± 2.9

12,1 ± 5,5

87.6 ± 8.8

32.8 ± 7.5

0.4 ± 0.3

thymus7 74 ± 7 59 ± 13 -

Gebhard slezina 12 ± 4 6 ± 3 -
a Carter (1992) kostní dřeňx 13 <2 -

mízní uzlina9 26 ± 8 9 ± 1 -

V oss aj. (1993)
thymus - 81 -
slezina - 24 -

Rivas aj. (1995) thymus 77.3 68,9 -

'reference, 2tissue, 'thymocytes, 4small, 5large, ňspleen, 7thymus, xbone marrow, ''lymphatic gland

Ill. Zastoupení subpopulací lymfocytů v bronchoalveolární laváži psa (%) - Distribution of lymphocyte subpopulations in the bronchoalveolar 
lavage of dog (%)

Citace1 panT CD5* CD4+ CD8+ CD4/CD8

Di rscherl aj. (1995) - 75,0 ± 10.5 36.0 ± 8,6 29,5 ± 12.0 1,3 ± 0,6

Vail aj. (1995) 52.0 ± 2,5 - 21,9 ± 6,4 17.8 ± 5,0 13 * °-5

1 reference

IV. Vliv věku na zastoupení subpopulací lymfocytů psa v % (Greeley aj., 1996) -- Effect of age on the distribution of lymphocyte 
subpopulations in dog (%)

Vík (roky)1 2.4 5,8 9,1

В lymfocyty* 16,3 ± 4.0 11.4± 4.2 12,4 ± 4,6

T lymfocyty3 78.6 ± 4.8 86,1 ± 4.4 85,7 ± 3.6

CD4+ 46,8 ±4.8 44,6 ± 6,5 43.0 ± 4,7

CD8+ 24,8 ± 7.0 33,4 ± 6,0 29,0 ± 6.8

age (years). ‘B-lymphocytes. 3T-lymphocytes
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psána deficience adhezivních molekul CD11/18 u ple­
mene irský setr a jeho kříženců (Giger aj., 1987; 
Trowald-Wigh aj., 1992, 1993).

Jednou z prací, která využívá monoklonálních pro­
tilátek a znalostí o fyziologických poměrech v zastou­
pení subpopulací lymfocytů psa je práce, která referuje 
o změnách v průběhu hluboké pyodermie německých 
ovčáků (C h a b a n n e aj., 1995).

КОСКА

Přestože znalosti o CD antigenech koček jsou hlav­
ně díky studiu patogeneze infekce felinním imunodefi- 
cientním virem poměrně rozsáhlé, zatím nebyl uspořá­
dán mezinárodní workshop, na kterém by byly testovány 
a porovnány dostupné monoklonální protilátky.

V roce 1986 byla popsána monoklonální protilátka 
FT2, která byla charakterizována jako anti-CD8 (К 1 o i z 
а С o o p e r. 1986) a v práci Ackley aj. (1992a) byla 
charakterizována anti-CD4 protilátka. Procenta lymfo­
cytů. na jejichž povrch se tyto dvě protilátky váží, jsou 
dokumentována v tab. V. Závislost procentuálního za-

V. Zastoupení subpopulací lymfocytů v periferní krvi kočky v % 
(Ackley aj.. 1990a; Klotz a Cooper. 1986) - Distribution 
of lymphocyte subpopulations in the peripheral blood of cat (%)

Tkáň1 Thymus2 Periferní Mízní 
uzlina4 Slezina5 Kostní

CD4* 52 ± 3 25 ± 5 39 ± 2 14 ± 1 2

CD8+ 76 ± 11 15 ± 9 - 14 ± 8 1 ± 2

'tissue. 2thymus,3peripheral blood, 4lymphatic gland. 5spleen, 6bone 
marrow

VI. Zastoupení subpopulací lymfocytů periferní krve kočky v závis­
losti na pohlaví v % (H o f f m a n n - Fe ze r aj.. 1992) - Distribu­
tion of lymphocyte subpopulations in the peripheral blood of cat 
according to sex (%)

Pohlaví1 CD4+ CD8+ CD4/CD8

Samec- 34,8 ± 8,8 13,7 ± 5,0 2.9 ± 1.2

Samice- 42,9 ± 8.8 13,1 ± 3,2 3.6 ± 1.5

sex. "male, "female

VIL Srovnání exprese antigenů CD4, CD8 a CD5 u kočky v % 
(Ackley а С о о p e r. 1992) - Comparison of the expression of 
CD4, CD8 and CD5 antigens in cat (%)

Orgán1 CD4+ CD8+ CD5*

Thymus2 54 ± 3 63 ± 4 90 ± 6

Mízní uzlina3 39 ± 2 20 ± 2 63 ± 5

Slezina4 14 ± 1 9 ± 1 22 + 2

Kostní dřeň5 2 3 5

Periferní krev6 25 ± 4 18 ± 3 44 ± 5

'organ, 2thymus, 'lymphatic gland. 4spleen, 5bone marrow. 6periph­
eral blood

stoupení CD4 a CD8 pozitivních lymfocytů na pohlaví 
zkoumali Hoffmann-Fez er aj. (1992), kteří ke své 
práci použili stejné protilátky. Zjistili signifikantní rozdíly 
v zastoupení lymfocytů CD4 pozitivních (tab. VI). Ac­
kley a Cooper (1992) popsali monoklonální pro­
tilátku, která byla stanovena jako anti-CD5. Pomocí 
této protilátky byla popsána exprese antigenu CD5 na 
buňkách imunitního systému kočky. Byl nalezen na 
všech buňkách CD4+ a CD8+ a na malé subpopulací 

CD4~7CD8 7IgM . CD5 u kočky není exprimován ani 
na В lymfocytech ani na dalších buněčných typech. 
Dále autoři provedli srovnání exprese CD5 s expresí an­
tigenů CD4 a CD8 (tab. VII).

Vlivem věku na zastoupení subpopulací lymfocytů 
periferní krve u koček se zabývá práce Se II on aj. 
(1996). Z této práce plyne, že stav jeden týden před na­
rozením je charakterizován vysokým absolutním počtem 
lymfocytů, malým množstvím T lymfocytů a velkým 
počtem В lymfocytů a buněk, které jsou negativní na 
přítomnost pan-T markéru i na expresi povrchového 
imunoglobulinu (tzv. null buňky). V době porodu do­
jde к prudkému poklesu celkových lymfocytů. null-bu- 
něk а В lymfocytů, naopak к vzestupu procentuálního 
zastoupení T lymfocytů a z nich hlavně CD4 pozitiv­
ních buněk. Absolutní počet T lymfocytů z důvodu po­
klesu celkových lymfocytů stoupá pomaleji a u CD4 
pozitivních buněk dokonce klesá. V období po porodu 
do věku čtyř týdnů dochází к vzestupu celkových lym- 
focytů а В lymfocytů. u ostatních subpopulací к žád­
ným dalším zásadním změnám nedochází.

Protilátka proti antigenu CD45. který je exprimován 
na všech lymfocytech. granulocytech i monocytech by­
la popsán a v pracech M a s u о к a aj. (1992) a Huni 
aj. (1995). Problematikou exprese MHC antigenů druhé 
třídy (MHC-II) se zabývali Rideout aj. (1990) a je­
jich výsledky jsou shrnuty v lab. VIII. Dále v práci 
Hunt a McConnell (1995) je popisována míra 
exprese MHC-II antigenů na jednotlivých druzích lym­
focytů. Autoři popisují, že lymfocyty periferní krve 
a mízních uzlin tvoří jednotnou populaci, zatímco thy- 
mocyty a splenocyty se podle míry vyjádření antigenů 
dají rozdělit na dvě subpopulace.

Walker aj. (1995) popsali dvě populace lymfocy­
tů lišící se velikostí. Ve své práci srovnávali zastoupení 
jednotlivých CD antigenů na těchto dvou skupinách 
v závislosti na zdravotním stavu koček. Nezávisle na 
klinickém onemocnění mají FIV negativní kočky větší

VIII. Exprese antigenů MHC-II na jednotlivých populacích leukoey- 
tů kočky v % (R ideou t aj., 1990) - Expression of MHC class II 
antigen on the populations of leucocytes of cal (%)

Buňky1 % MHC-1I+

CD4+ 88.92 ± 7.30

CD8+ 85.99 ± 1 1.46

В lymfocyty" 99.47 ± 0.45

Monocyty3 95.06 ± 7.35

'cells. "B-lymphoeytes, 'monocytes
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absolutní počet malých lymfocytů. Tyto malé lymfocy- 
ty mají větší zastoupení CD4 pozitivních buněk než 
velké. U skupiny FIV negativních a klinicky zdravých 
koček je v populaci malých lymfocytů více CD8+ než 

v populaci velkých, ale u FIV pozitivních nebo klinic­
ky nemocných tento rozdíl nebyl sledován. Počet ma­
lých В lymfocytů byl podobný u FIV negativních i po­
zitivních. U velkých lymfocytů nebyly shledány žádné 
rozdíly v zastoupení subpopulací ve vztahu к FIV in­
fekci. Z toho plyne, že FIV infekce postihuje jen malé 
lymfocyty.

Monoklonálních protilátek proti známým CD anti- 
genům je využíváno ke studiu patogeneze a možnosti 
ovlivnění některých chorob koček. Největší pozornost 
je věnována infekci virem felinní imunodeficience, kte­
rá slouží jako model pro studium infekce HIV u lidí (A c - 
к ley aj., 1990b; Quackenbush aj., 1990; Hoff- 
mann-Fezer aj., 1992; Lehmann aj., 1992; 
Willett aj., 1993; Walker aj., 1994; Hof­
mann-Lehmann aj., 1995).

KŮŇ

V roce 1991 proběhl v Cambridgi první mezinárodní 
workshop o koňských leukocytárních antigenech (К у d d 
aj.. 1994). Bylo prezentováno 86 monoklonálních pro­
tilátek z pěti laboratoří USA a Velké Británie. Tyto 
protilátky byly podle specifity charakterizovány jako 
anti-CD4, CD5, CD8, CD1 la/18, CD 13 a CD44 a dále 
anli-MHC-I a MHC-II. Některé protilátky se vázaly na 
antigeny, které neměly v době workshopu stanovenu ana­
logii v humánní oblasti, a proto byly označeny EqWCI 
až 4 (Kydd aj., 1994). Výsledky tohoto workshopu

dokumentuje tab. IX. V roce 1995 byly definovány dal­
ší protilátky prezentované na druhém workshopu, který 
proběhl v Kalifornii. Jedná se o anti-CD2 (dříve 
EqWC3), CD28 (dříve EqWC4) a CD3 (L u n n aj., 1996).

Blanchard-Channell aj. (1994) popsali pro­
tilátky proti CD3 a CD5 a využili je spolu s protilátkou 
proti povrchovým imunoglobulinům (slg) pro některá 
srovnání, jejichž výsledky dokumentují tab. X a XI. 
Srovnáním subpopulací lymfocytů v periferní krvi a bron-

X. Srovnání exprese CD3, CD5 a slg u koní různého věku v % 
(Blanchard-Channell aj., 1994) - Comparison of the expres­
sion of CD3. CD5 and slg in the peripheral blood of horses of 
different ages (%)

Věk1 CD3+ CD5+ Slg*

Do 1 roku2 45-73 45-72 28-53

3-5 let3 60-72 72-75 11-30

'age. 2less than one year, 3-5 years

XL Srovnání exprese CD3, CD5 a slg v lymfoidních orgánech koně 
v % (Blanchard-Channell aj., 1994) - Comparison of the expression 
of CD3. CD5 and slg in the lymphoid organs of horse (%)

Orgán* CD3+ CD5+ sig+ !

Thymus* 40-58 60-91 1-5

Axilární MU3 60-71 47-72 23-33

Mesenteriální MU4 51-71 53-71 11-44

'organ, 2thymus, 'axillary MU. 4mesenteric MU

IX. Přehled výsledků prvního workshopu o koňských leukocytárních 
antigenech v % (Kydd aj., 1994) - Summary of results of the first 
workshop on leucocytic antigens of horse (%)

Antigen1 PBL

CO 6
CD4 54-70 79-92 3-5 0

CD5 51-85 44-97 3-12 0

CDS 1-10 13-17 0-3 0

CD1 la/18 50-99 70-98 16-71 72-100

CD 13 0 0 0 97

CD44 57-99 78-99 36-74 99

MHC-I 98-100 99 95 100

MHC-II 16-87 66-88 46-93 0

B-marker 4-31 0-7 48-99 0

EqWCI 9-71 22-74 18-52 24-90

EqWC2 24-95 50-100 2-40 7-100

EqWC3 52-86 73-94 4-7 1-31

EqWC4 2-12 3-15 0-4 0

antigen. "T-lymphocytes, B-lymphocytes, 4granulocytes

XII. Srovnání exprese CD5. CD8 a slg v periferní krvi (PBL) a bron- 
choalveolární laváži (BAL) koně v % (M c G o ru m aj.. 1993) - Com­
parison of the expression of CD5, CD8 and slg in the peripheral 
blood (PBL) and bronchoalveolar lavage (BAL) of horse (%)

Subpopulace1 PBL BAL

CD5+ 52,3-82,8 94,4-97,6

CD8+ 20,5-37,7 48,0-63.0

В lymfocyty2 17,2-37,7 2,4-5,6

'subpopulation. 2B-lymphocytes

XIII. Srovnání exprese CD2, CD5, CD4. CD8 a slgM na lymfocy- 
tech periferní krve (PBL) a bronchoalveolární laváže (BAL) koně 
v % (Hines aj., 1996) - Comparison of the expression of CD2. 
CD5. CD4, CD8 and slg in the lymphocytes of the peripheral blood 
(PBL) and bronchoalveolar lavage (BAL) of horse (%)

Antigen* PBL BAL

CD2+ 70 ± 8 83 ± 11

CD5* 74 ± 7 78 ± 11

CD4+ 62 ± 8 58 ± 13

CD8+ 18 ± 5 39 ± 7

slgM* 23 ± 9
4±7 1

'antigen
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choalveolární laváži se zabývaly práce McGorum 
aj. (1993) - tab. XII a Hines aj. (1996) - tab. XIII.

Srovnáním lidských a koňských leukocytárních dife- 
renciačních antigenů se zabývá přehledná práce L u n n 
(1993).

PRASE

Studium CD antigenů prasat doznalo značného rozvoje 
díky využití prasat ke studiu transpiantačních postupů. 
V roce 1992 vyvrcholil první mezinárodní workshop 
zabývající se charakterizováním monoklonálních proti­
látek proti jednotlivým CD antigenům prasat (L u n - 
ney aj., 1994). Bylo zde prezentováno 136 monoklo­
nálních protilátek, které byly charakterizovány jako 
anti-CDI, CD2, CD4, CD5, CD6, CD8, CD21, CD25, 
CD 18, CD44, CD45 a CD45R. Dále zde byly prezen­
továny protilátky proti antigenům, které zatím nemají 
definovanou homologii v humánní oblasti a jsou proto 
označovány jako „SWC“. Jedná se o SWC1 a SWC2 
na T lymfocytech, SWC3 na buňkách myeloidní řady, 
SWC4 až SWC6 na null-buňkách (viz níže) a SWC7 
na В lymfocytech (Lun ney aj. 1994). V roce 1995 
byl ukončen druhý workshop, který к protilátkám z pr­

vého přiřadil ještě anti-CD3, CD 16 a CD29 a SWC8 
a SWC9 (S a a 1 m ü I I e r aj.. 1996).

Výrazným znakem prasečích T lymfocytů je distri­
buce antigenů CD4 a CD8. která je odlišná od distribu­
ce těchto antigenů u ostatních, v této práci popisova­
ných, druhů. Pomocí těchto antigenů se T lymfocyty 
dají rozdělit na čtyři populace. Jejich procentuální za­
stoupení v periferní krvi dokumentuje tab. XIV. V prá­
ci Zuckermann a Gaskins (1996) je popsána 
také distribuce těchto buněk v lymfoidních orgánech 
prasat šest až sedm měsíců starých (tah. XV). Zuc­
kermann a Husmann (1996) popsali závislost 
zastoupení CD4/CD8 dvojitě pozitivních lymfocytů na 
věku prasete. Z výsledků plyne, že jejich procentuální 
zastoupení stoupá s věkem, a to ze 2 % ve věku jeden 
týden, přes 15 % ve věku 12 až 20 měsíců až po 35 % 
ve věku 45 až 54 měsíce. Totéž platí také o zastoupení 
v lymfoidních orgánech. S tímto nálezem korelují také 
výsledky autorů Summerfield aj. (1996) a Pěš­
covi t z aj. (1994). Zdá se proto, že tyto buňky mohou 
hrát úlohu jako paměťové T lymfocyty (Zucker­
mann a Husmann,! 996). Zastoupením subpopu- 
lací lymfocytů v závislosti na věku se zabývá i práce 
Joling aj. (1994) - tab. XVI.

XIV. Zastoupení subpopulací T-lymfocytú prasat podle exprese antigenů CD4 a CDS v periferní krvi (%) - Distribution of T-lymphocyte 
subpopulations in the peripheral blood of pigs according to the expression of CD4 and CDS antigens

Citace1 CD4VCD8" CD4VCD8* CD47CD8* CD4 /CDS

S aal mü Iler aj. (1994b) 27 34 16 23

Saal mill Ier a Bryant (1994) 25 40 15 20

Pescovitz aj. (1994) 30 21 6 43

Summerfield aj. (1996) IS 44 23 15

Zuckermann a Gaskins (1996) 17 ± 2 30 ± 4 ______ 12 ± 1_______40 ± 2

‘reference

XV. Zastoupení subpopulací T-lymfocytů prasat podle exprese antigenů CD4 a CDS v lymfoidních orgánech v % (Zuckermann a 
Gaskins. 1996) - Distribution of T-lymphocyte subpopulations in the lymphoid organs of pig according to the expression of CD4 and 
CDS antigens

Tkáň1 CD4VCD8- CD47CD8* CD47CD8* CD47CD8"

Periferní krev2 17 ± 2 30 ± 4 12 ± 1 40 ± 2

Tonsily3 13 ± 4 15 ± 3 18 ± 4 55 ± 6

Retrofaryngeální MU4 24 ± 4 27 ± 8 13 ± 4 36 ± 3

Mandibulární MU5 28 ± 6 30 ± 6 10 ± 2 28 ± 4

Bronchiální MU6 28 ± 2 32 ± 5 12 ± 2 28 ± 5

Mesenteriální MU7 23 ± 6 30 ± 10 12 ± 4 33 ± 9

Jejunální Peyerovy plaky* 12 ± 3 28 ± 4 10 ± 2 51 ± 4

PP proximálního ilea9 8 ± 2 14 ± 4 II ± 3 68 ± 7

PP mediálního ilea111 8 ± 4 8 ± 3 4 ± 2 79 ± 3

PP distálního ilea*1 11 ± 2 ________18 ± 4________ 12 ± 5 59 ± 7

MU = mízní uzlina - lymphatic gland; PP = Peyerovy plaky - Peyers plaques

’tissue, 2peripheral blood, 'tonsils, 4retropharyngeal MU, 'mandibular MU. 6bronchial MU. 7mesenteric MU. ^jejunal Peyers plaques. 
9 proximal ileum PP. Iomedial ileum PP, 1'distal ileum PP
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XVI. Vliv věku na zastoupení subpopulací lymfocytú v periferní krvi skotu v % (J о I i n g aj., 1994) - Effect of age on the distribution of 
lymphocyte subpopulations in the peripheral blood of cattle

Marker 1. týden1 4. týden2 10. týden3 40. týden4

CD2+ 37 ± 9 49 ž 9 62 ± 8 65 ± 7

CD4+ 29 ± 19 36 ± 6 37 ± 6 33 ± 10

CD8* 15 ± 5 22 ± 5 29 ± 6 28 ± 11

lg* 15 ± 13 21 ± 8 20 ± 6 17 ± 4

CD27Ig- 48 ± 19 29 ± 16 17 ± 6 17 ± 10

11st week. 24th week. 310th week. 440th week

Pomocí antigenu CD8 se dají T lymfocyty dále rozdě­
lit podle intenzity exprese tohoto antigenu na buňky s vy­
sokou a nízkou expresí (S a a 1 m ü 11 e r aj., 1994a) a po­
mocí exprese antigenu CD5 se dají dělit na:
- CD5 s vysokou expresí antigenu (55 až 57 %), které 

jsou zároveň CD4+/CD8- (funkčně helper-buňky), ne­
bo CD4+/CD8+ (viz výše), anebo CD47CD84" s vyso­

kou expresí (na MHC-1 závislé cytotoxické buňky);
- CD5 s nízkou expresí antigenu (9 až II %), které 

zahrnují většinu CD4YCD8” T lymfocytú, které by­
ly charakterizovány jako CD2~ null-buňky.Tyto 
buňky dále exprimují gama/delta formu TCR;

- CD5 negativní (34 %), které jsou zároveň CD4/CD8 
nebo CD47CD8+ s nízkou intenzitou exprese, které 

jsou funkčně charakterizovány vysokou spontánní cy- 
tolytickou aktivitou a prezentují NK buňky (Saal- 
m ü 11 e r aj., 1994b).
Autoři Yang a Parkhouse (1996) rozdělili T 

lymfocyty pomocí monoklonálních protilátek proti ep­
silon řetězci CD3 (Kirkham aj., 1996) a proti CD3 
antigenu specifickému pro lymfocyty exprimující ga- 
ma/delta formu TCR. Výsledky jejich práce by se daly 
shrnout do následujícího schématu:
- buňky alfa/beta TCR se dají rozdělit do čtyř skupin:

CD4+/CD8"
CD4+/CD8+ s nízkou expresí
CD47CD8+ s nízkou expresí
CD4-/CD8+ s vysokou expresí

- buňky gama/delta TCR se dají rozdělit do tří skupin:
CD27CD47CD8
CD2+/CD4”/CD8+ s nízkou expresí
CD2+/CD4"/CD8"

- NK-buňky (null-buňky) jsou fenotypovč 
s!g7CD2+/CD37CD47CD8+ s nízkou expresí 

Expresí a biologickou funkcí antigenu CD44 se za­
bývají práce Y a n g a а В i n n s e (1993a, b). Pomo­
cí protilátky proti CD44 inhibovali NK aktivitu v zá­
vislosti na dávce (Y a n g а В i n n s . 1993b).

Onemocněním prasat, které je intenzivněji studová­
no z hlediska postižení imunitního systému, je infekce 
virem porcinního reprodukčního a respiratorního syn­
dromu. Změnami v zastoupení subpopulací lymfocytú 
při této nemoci se zabývá práce autorů Shimizu aj. 
(1996), ve které je popsán pokles CD4+ lymfocytú, kte­

rý je doprovázen poklesem celkových lymfocytú.

PŘEŽVÝKAVCI

V roce 1989 proběhl v Hannoveru první mezinárod­
ní workshop o leukocytárních antigenech skotu, ovcí 
a koz. Zde byly testovány, srovnávaný a zařazovány 
monoklonální protilátky produkované v 16 laboratořích. 
Protilátky byly určeny jako anti-CDl, CD2, CD4, CD5, 
CD6, CD8, CD1 lb, CD11c, CD44 a CD45. Dále zde 
byly charakterizovány protilátky proti antigenům. které 
v té době nebyly určeny, a proto byly označeny jako 
BoWC (bovine workshop cluster). Jedná se o BoWCl 
exprimovaný na subpopulací T lymfocytú, která je cha­
rakteristická nepřítomností antigenú CD4 a CD8 a kte­
rá exprimuje gama/delta formu TCR. Dále BoWC2 na 
části buněk BoWCl4" a některých dalších buňkách, 

BoWC3, BoWC4 a BoWC5 na В lymfocytech (Ho­
ward aj., 1991). Na druhém workshopu, který se konal 
v Budapešti v roce 1992, byly definovány protilátky 
proti antigenům CD3, CD25, B0WC6 (na T lymfocy­
tech CD2+, ale ne na BoWCl4"), BoWC7 (CD2+, WC14" 

i В lymfocyty), B0WC8 (na alloantigenem nebo lekti­
nem aktivovaných lymfocytech), BoWC9 (na monocy- 
tech, trombocytech, granulocytech, gama/delta а В lym­
focytech a na některých thymocytech), BoWC 10 
(subpopulace CD2+ a většina В lymfocytú a thymocytů) 

a BoWCl 1 (na všech lymfocytech, monocytech, granulo­
cytech a většině trombocytů, v nízké denzitě též na eryt- 
rocytech) - Howard a Naessens (1993). Na tře­
tím workshopu byl antigen BoWC3 definován jako 
CD21 (Sopp, 1996). К seznamu definovaných proti­
látek přibyly anti-CDl4 (antigen je exprimován na mo­
nocytech) - Berthon a Hopkins (1996), anti- 
CD41/61 (antigen je exprimován na trombocytech) - 
Mateo aj. (1996a), anti-CD62L (L-selektin, „homing“ 
receptor) - Howard (1996a) a anti-CD71 (receptor 
pro transferin, na vývojových stadiích erytrocytů a na 
aktivovaných lymfocytech) - Naessens a Davis 
(1996). Do skupiny antigenú označených jako BoWC 
přibyly další tři antigeny. BoWC 13, exprimovaný na 
monocytech, granulocytech, trombocytech a málo na 
lymfocytech, je možná analogií antigenu CD31 (Ma­
teo aj., 1996b). BoWC 14 se nachází na monocytech, 
granulocytech a subpopulací B. CD4+, CD8+ a BoWCl4" 
lymfocytú (Howard, 1996b), BoWC 15 je specifický 
pro erytrocyty (Howard, 1996c). CD antigeny koz
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XVII. Závislost procentuálního zastoupení subpopulací lymfocytů v periferní krvi skotu na věku (Wilson aj . 1996) - Percentual distri­
bution of lymphocyte subpopulations in the peripheral blood of cattle according to age

Věk1 CD2+ CD4+ CD8+ gama/delta lymfocyty

Fetus (8. měsíc)2 57 ± 6 32 ± 5 14 ± 2 29 ± 8

Den porodu3 32 ± 3 16 ± 1 8 ± 1 39 ± 4

2 dny po porodu4 28 ± 5 18 ± 4 6 ± 1 40 ± 4

4 dny po porodu5 34 ± 7 20 ±4 9 ± 3 35 ± 4

1 měsíc6 30 ± 4 16 ± 3 8 ± 1 25 ± 6

2 měsíce7 30 ± 3 14 ± 2 9 ± 2 34 ± 14

3 měsíce* 26 ± 2 10 ± 1 7 ± 1 30 ± 6

4 měsíce9 35 ± 4 13 ± 2 7 ± 1 13 ± 4

5 měsíců111 40 ± 6 19 ± 4 9 ± 2 12 ± 2

Dospělé (2-4 roky)11 51 ± 2 29 ± 4 10 ± 1 17 ± 3_________

’age, 2fetus (8th month), 3day of parturition. 42 days after parturition. 54 days after parturition. 6I month. 72 months. 83 months. 94 months. 
’°5 months. 1’adult (2-4 years). I2gamma/delta lymphocytes

XVIII. Závislost procentuálního zastoupeni subpopulací lymfocytů v periferní krvi skotu na pohlaví (Wilson aj.. 1996) - Percentual 
distribution of lymphocyte subpopulations in the peripheral blood of cattle according to sex

Pohlaví1 CD2+ CD4+ CD8+ gama/delta lymfocyty

Býk2

1_________ Kráva’________

52 ± 6

66 ± 2

30 ± 4

32 ± 4

15 ± 5

29 ± 6

6 ± 3

_________ 3 ± 1__________

’sex. 2bull, cow

a ovcí jsou popisovány v samostatných kapitolách sou­
hrnů z workshopů (Hc i n a Mackay, 1991; Da­
vis a Ellis, 1991; Hopkins aj., 1993).

Všechny periferní lymfocyty přežvýkavců sc dají roz­
dělit podle exprese povrchových antigenů na populaci 
(Davis aj., 1990; Howard a Leibold. 1991; 
Sopp aj., 1991; Davis aj., 1993): 
- CD5+ s vysokou expresí

CD3+/CD27CD4+/TCR2+
CD3+/CD27CD8+/TCR2+
CD3+/CD2+/CD8+/TCR17WC Г

- CD5+ s nízkou expresí
CD3+/CD27CD47CD87TCR 1+/WC1+ 
subpopulace sIgM+

- s!gM+ В lymfocyty

Charakterizované monoklonální protilátky proti CD 
antigenům jsou využívány ke studiu zastoupení subpo­
pulací lymfocytů skotu za fyziologických podmínek v zá­
vislosti na věku a pohlaví, jak je dokumentováno 
v tab. XVII a XVIII (W i I s o n aj., 1996), a na fázi lak- 
tace (Park aj.. 1992). Srovnáním subpopulací lymfo­
cytů v periferní krvi a v mléku koz se zabývá práce 
Guiguen aj. (1996). Dále jsou využívány při studiu 
některých chorob, jako jsou bovinní virová leukóza (M c i - 
rom aj., 1993), bovinní virová diarhoc - slizniční cho­
roba (E 11 i s aj.. 1988; Howard aj., 1992; Lieb­
ler aj., 1995. 1996), maedi-visna (L u j á n aj., 1995), 
paratuberkulóza přežvýkavců (C h i o d i n i a Davis, 
1992, 1993; Little aj., 1996). Nozologickoujednotkou 
je deficience adhezivních antigenů rodiny CD11/CD18, 
označovaná jako BLAD (bovine leukocyte adhesion

deficiency), jež byla prokázána u skotu holštýnského 
plemene (Bernadina aj., 1993; Nagahata aj., 
1994; Ackermann aj., 1996).

ZÁVĚR

V práci byl podán přehled o současných vědomos­
tech o CD antigenech psa. kočky, koně, prasete a pře­
žvýkavců. Z uvedených údajů je patrné, že jednotlivé 
popisované živočišné druhy se v některých rysech liší. 
Výrazným znakem leukocytů psa je exprese antigenů 
CD4 na nestimulovaných neutrofilech a, stejně jako 
u koček, nepřítomnost antigenu CD5 na В lymfocy- 
tech. Zvláštností prasat je vysoké procento periferních 
lymfocytů exprimujících současně antigeny CD4 
a CD8. Konečně přežvýkavci jsou charakterističtí vel­
kým zastoupením lymfocytů s gama/delta formou 
TCR. Přestože v této oblasti veterinární imunologie byl 
učiněn značný pokrok, význam těchto rozdílů ještě není 
zcela objasněn.
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Bacillus thuringiensis

Bt-kukuřice kukuřice s genem Bacillus thurin-
v přírodě se volně vyskytující giensis určujícím tvorbu bílkoviny
mikrob, který vytváří bílkovinu toxické pro určité druhy hmyzu
výběrově toxickou pro určité dru­
hy hmyzu DNA dezoxyribonukleová kyselina, po-

lymerní řetězce tvořené opakující-
bakterie organismus, který nemá odlišené mi se jednotkami kyseliny fosfo-

buněčné jádro, patří к prokaryot- řečné a cukru dezoxyribózy, na
ním, DNA je zpravidla kružnico- kterou jsou navázány báze
vá, obsahuje 2-8 tisíc genů. V pří­
rodě rozkládají spolu s houbami donor dárce (genu, úseku DNA)
všechny organické látky a zajišťu­
jí koloběh prvků. Malá část žije enzym bílkovina uskutečňující chemické
paraziticky a způsobuje choroby reakce v organismu

biologická diverzita bohatost biologických druhů fenotyp soubor vlastností organismu

biotechnologie se nejčastěji definuje jako jakáko- gen úsek DNA plnící určitou funkci,
liv metoda, která využívá organis- nejčastěji určující složení jedné
mů nebo jejich částí ve prospěch bílkoviny, ale také plnící regulač-
člověka a zároveň umožňuje ní tunkci
vlastnosti těchto organismů po­
změňovat tak, aby byly pro člově- geneticky modifikovaný organismus vznikne tak, že do ge- 
ka co nejlépe využitelné nomu určitého organismu zavede-

66 VET. MED. - CZECH, 43. 1998 (2): 55-66

mailto:kahr@vuvel.anet.cz


me cizorodou DNA nebo RNA. pesticid prostředek к hubení škůdců
někdy přímo, někdy ve formě
uměle konstruované molekuly plazmid molekula DNA (nejčastěji uzavře-
s genem, jehož přítomnost spéci- ná kružnice), která se množí
ficky vyvolá u příjemce určitou v bakteriální buňce
(požadovanou) vlastnost

polygenní znak, vlastnost určovaná několika
genom soubor všech genů určitého orga- geny

nismu, tedy jak těch, které určují
genotyp, tak i regulačních polyploidizace umělé zmožení sad chromozonů

genotyp soubor genů podmiňujících vlast- rekombinantní DNA úsek DNA, který vznikl umělým 
nosti organismu spojením dvou nebo více úseků

DNA různého původu
glyfozát N-fosfonomethylglycin, obchodní

název Roundup, vyrábí firma rezistence odolnost
Monsanto chemický přípravek po­
tlačující růst rostlin, zpravidla za- RNA ribonukleová kyselina, analog
měřený proti plevelům DNA s ribózou namísto dezoxyri-

hybridizace obecně křížení, v molekulární gene­
tice se tím rozumí vzájemné přiklá- RR sója sója Roundup Ready, odrůda
dání řetězců nukleových kyselin odolná vůči herbicidu Roundup
podle pravidel komplementarity

signální gen gen, který svým projevem infor-
in vitro znamená mimo živý organismus muje, že přenos cizorodé DNA

(„ve zkumavce“) (nejčastěji vektoru s vnášeným
žádaným genem) se podařil

indukce mutací umělé vyvoláni mutací lidským
zásahem (např. zářením, chemiká- somatické buňky buňky těla (na rozdíl od pohlav-
liemi apod.) nich buněk)

isekticidy prostředky к hubení určitého taxonomická vzdálenost nepříbuznost z hlediska přiroze- 
hmyzu ného systému organismů

klonování obecně nepohlavní množení jedin- toxicita jedovatost
ce, v molekulární genetice po­
množení úseku DNA při množení transformace obecně přeměna, v molekulární
bakterie, do které byl vnesen genetice změna dědičnosti

komplementarita specifické párování řetězců nuk- transgen cizorodý gen (případně upravený
leových kyselin tak, že proti bázi metodami genového inženýrství)
T je báze A, proti bázi G báze C vnesený do organismu

křižitelnost schopnost dvou organismů dát po- transgenní organismus organismus obsahující vnesený ci- 
hlavní potomstvo zorodý gen (transgen)

kultivar typ odrůdy rostlin připravený vektor zprostředkovatel (většinou zvlášt-
šlechtěním ní nukleová kyselina nebo virus),

který vnáší cizorodou nukleovou
mutace změna genetického základu (kyše- kyselinu do příjemce

liny dezoxyribonukleové), které
se může, ale nemusí projevit dě- virus útvar obsahující genetický mate-
dičnou změnou vlastností riál (DNA nebo RNA) v bílkovin­

ném obalu. Samostatně se nemůže
patogen organismus způsobující chorobu množit, proto není považován za

organismus. Množí se pouze čin-
peptid řetězce aminokyselin, zpravidla ností jiné buňky, do které vnikl, 

kratší než bílkovina a nezformo- Některé viry buňkám škodí a způ- 
vaný do tvaru bílkoviny sobují nemoce

Převzato z Bílé knihy sdruženi BIOTREND. 1. vyd. 1997
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