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EVALUATION OF THE PATHOGENICITY OF STRAINS
OF PLESIOMONAS SHIGELLOIDES ISOLATED IN ANIMALS

HODNOCENÍ PATOGENITY KMENŮ PLESIOMONAS SHIGELLOIDES 
IZOLOVANÝCH ZE ZVÍŘAT

J. Bardoň

National Veterinary Institute, Olomouc, Czech Republic

ABSTRACT: In the years 1994-1997, 4 552 samples of sectional, clinical material and environment were examined for the 
presence of Plesiomonas shigelloides. In 55 cases (1.21%) P. shigelloides was isolated. 60% of the strains were isolated in 
relation to the decease or disease of the host animal. In 7 cases the pure culture of P. shigelloides was isolated. The hemolytic 
activity of the isolated strains was furthermore tested by means of the modified Camp-test. Positive result of the test was 
demonstrated in 38.5% of the strains, in most cases it corresponded with the decease or disease of the host animal.

Plesiomonas shigelloides; pathogeny; factors of pathogeny; modified Camp-test

ABSTRAKT: Plesiomonas shigelloides patři z hlediska svého patogenního uplatnění u teplokrevných i studenokrevných 
živočichů ke kontraverzním mikroorganismům. Literární údaje o P. shigelloides ve veterinární mikrobiologii (např. Vladík 
a Vitovec, 1972, 1974; Bardoň, 1994), jsou méně časté. Etiologický význam P. shigelloides pokládá většina autorů za nejasný. 
V humánní medicíně existuje řada literárních údajů, vesměs kasuistik, které popisuji uplatnění P. shigelloides u pacientů 
s infekcí např. gastrointestinálního traktu, včetně infekcí systémových (např. Terpeluk aj., 1992; Curti aj„ 1985; Ingram aj„ 
1987). Závažné kasuistiky reprezetující klinické uplatnění výše uvedeného mikroorganismu však nekorespondují s experi­
mentálními pracemi jiných autorů (např. Abbottová aj., 1991; Sayeed aj., 1992; Janda a Abbottová, 1993), kteří se věnovali 
vlastním faktorům virulence. Tito autoři konstatují všeobecně nízký patogenní potenciál P. shigelloides in vitro. Výše uvedené 
skutečnosti, včetně nedostatečného literárního zázemí, byly důvodem pro vznik této práce, ve které se autor pokusil zmapovat 
výskyt P. shigelloides u obratlovců na střední Moravě a zhodnotit jeho patogenní uplatnění, včetně pokusu o jednoduché 
stanovení faktoru patogenity u izolovaných kmenů. V letech 1994 až 1997 bylo vyšetřeno 4 552 vzorků sekčního, klinického 
materiálu, prostředí a v 55 případech (1,21 %) byl izolován P. shigelloides. Přehled vyšetřeného materiálu podle živočišných 
druhů a počty izolaci uvádí tab. I. Větší část kmenů (60 %) byla izolována v souvislosti s úhynem nebo onemocněním 
hostitele. Základní patoanatomické nálezy u hostitelů s pozitivní izolací shrnuje tab. II. V sedmi případech (12,7 %) z 55 
izolovaných kmenů byla z materiálu s patoanatomickým či klinickým nálezem prokázána čistá kultura P. shigelloides. Pro 
zhodnocení případného faktoru patogenity byl použit modifikovaný Camp-test, ve kterém byly na krevním agaru kolmo na 
sebe nanášeny testované kmeny P. shigelloides a sbírkový kmen Staphylococcus aureus (ССМ 3953). Jako pozitivní Camp­
test bylo pokládáno zřetelné projasnění zóny hemolýzy Staph, aureus v místě kontaktu s narostlou kulturou P. shigelloides. 
V negativním případě byla zóna hemolýzy Staph, aureus nezměněna. V naprosté většině případů byly kmeny, které vykazo­
valy pozitivní Camp-test, izolovány z hostitelů v souvislosti s jejich onemocněním nebo úhynem. U sedmi kmenů izolovaných 
ze zdravotně postižených hostitelů v čisté kultuře byl prokázán pozitivní modifikovaný Camp-test. Uvedené výsledky nazna­
čují, že P. shigelloides je u obratlovců schopen vyvolat samostatně onemocnění i úhyn. Hemolytická aktivita prokázaná 
v modifikovaném Camp-testu u kmenů izolovaných z hostitelů s alterovaným zdravotním stavem může být znakem patoge­
nity kmene. Problém patogenního uplatnění P. shigelloides u zvířat i lidí si zaslouží další, podrobnější studium.

Plesiomonas shigelloides; patogenita; faktory patogenity; modifikovaný Camp-test

INTRODUCTION

Plesiomonas shigelloides, the only species of the genus 
Plesiomonas, which belongs to the family Vibrionaceae, 
is considerably controversial from the point of view of 
the pathogenic application in veterinary and human 
medicine. Literary expositions on the occurrence of 
P. shigelloides in veterinary microbiology are less fre­
quent than those in human microbiology. Vladik and 
Vitovec (1972) inform about the incidence of P. shigel­
loides in the liver of two turkeys which died of histo-

moniasis. Considering that the cause of death was pre­
sumably histomoniasis, the authors cannot objectively 
report on the pathogenicity of the strains. However, it 
is the first isolation of that kind in poultry whatever. 
The same authors (Vladik and Vitovec, 1974) refer to 
a case of septicemia in trout, where along with Flavo- 
bacterium sp. and Aeromonas hydrophilla also Plesio­
monas shigelloides was isolated. Bardoň (1994) de­
scribes sepsis in the half-ape lemur vari (Varecia 
variegata), which was demonstrably caused by P. shigel­
loides. Klimeš and Čížek (1996) report on the isolation
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of P. shigelloides from the feces of clinically healthy 
cats and dogs and also of those suffering from diarrhea. 
However, they consider their meaning unclear. Briefly 
mentioned are the findings in apes, goats, cows, cats 
and dogs (Sakazaki and Ballows, 1981).

In human medicine there exists a range of cases de­
scribing P. shigelloides as a causer of serious diseases 
often with fatal progress. Terpeluk et al. (1992) de­
scribe fatal sepsis and the meningoencephalitis in the 
child. Curti et al. (1985) refer to a fatal infection in 
patient suffering from Hodkin’s disease after the imple­
mentation of splenectomy. Ingram et al. (1987) de­
scribe 11 cases of serious illnesses (gastroenteritis, sep­
sis, osteomyelitis) caused by P. shigelloides.

The issue of the respective pathogenic potential in 
vitro was studied especially by Abbott et al. (1991), 
who dealt with the subject of enterotoxin and plasmid. 
Sayeed et al. (1992) demonstrated in P. shigelloides the 
existence of a large plasmid, the size approximately of 
the “aggressive plasmid“ in the species Shigella sp. 
Janda and Abbott (1993) tested the hemolytic activity 
in 36 strains of P. shigelloides. In 34 strains of P. shigel­
loides the hemolytic activity was proved, which cor­
responded to the production of beta-hemolysin. How­
ever, all the above mentioned authors stated that the 
results of their studies do not explain satisfactorily the 
respective pathogenic function of P. shigelloides and 
they do not consider the production of enterotoxin, 
plasmid and hemolysin to be the main factor of viru­
lence in systemic infections. Due to some incongruity 
between the ambiguous test results of the factors of 
pathogenicity in vitro and serious cases in clinical prac­
tice, further, more detailed study of the factors of 
pathogeniciy has been recommended.

Because of the above mentioned facts and the am­
biguous status in clinical veterinary microbiology, in 
this study the author attempted to map the occurrence 
of P. shigelloides and its serovars in the animal popu­
lation in the central part of Moravia, to evaluate its 
pathogenic function and to attempt a simple statement 
of the factor of pathogenicity in isolated strains.

MATERIAL AND METHOD

4 552 samples were inspected for the presence of 
P. shigelloides within the period of January 1994 to 
October 1997. The samples were divided into three ba­
sic categories: sectional material (2 506 samples), clini­
cal material (1 992 samples), environmental samples 
(54 samples). The first category is represented by sam­
ples collected during the patho-anatomical dissection of 
animals. Samples of clinical material of animals belong 
to the second category, comprising chiefly rectal swabs 
of mammals, cloacal swabs of reptiles and amphibians, 
sporadically of birds and the feces of mammals and 
birds. The third category consists of environment sam­
ples, that means samples of water and skims of envi­
ronment. The number of examinations and positive

samples according to particular classes and genera are 
presented in Tab. I.

The material, which was inspected for the presence 
of P. shigelloides. was delivered to the National Vete­
rinary Institute in Olomouc for laboratory examination 
with the purpose of stating the cause of the disease and 
death (sectional and clinical material), or for the preven­
tive examination (clinical material) and for the evalu­
ation of the microbial contamination of the environ­
ment (skims of environment, water). In addition to the 
bacteriological examination proper, where indicated, 
virological, parasitological and mycological examina­
tion has been performed.

During the bacteriological examination the entire 
material was simultaneously examined by direct cultur­
ing on solid culture media (Columbia blood agar; Endo

I. Detection of Plesiomonas shigelloides in relation to the particular 
animal species

Animals Number of 
examinations

Number of 
findings %

I Mammalia 2229 21 0.94

Cat 472 10 2.12

pig 639 5 0.78
Wolf 18

D°g 335 ■ 1 0.30
Raccoon 2 1 -
Binturong 1 1 -
Mouse 3 1 -

Other mammals 759 0 -

Birds 1272 10 0.79
Domestic fowl 618 5 0.81
Duck 215 1 0.46
Ostrich 12 1 -

Egret 5 1 -
Crane 3 1 -
Parrot 8 1 -

Other birds 411 0 -

Reptiles 240 4 1.66
Tortoise 49 9 -

Crocodile 17 2 -

Other reptiles 174 0 -
| Amphibians 7 0 -

1 Fishes 683 18 2.63
Aquarium fishes 115 10 8.70

Catfish 59 4
Trout 121 3 2.47
Carp 187 1 0.53
Other fishes 201 0 -

Environment 54 2 -

Aquarium water 7 1 -
Swabs (slaughterhouse) 47 1 -

Total 4552 55
'■21 1

* Note:
In cases where less than 100 samples were examined, the percentage 
of incidence is not entered (statistically insufficiently probative)
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agar; xylose-lysine deoxycholate agar) and by inocula­
tion into liquid medium (buffered peptone water - 
pH 8.2; liquid medium of Monsur) and a subsequent 
inoculation on solid media. The identification proper of 
the isolated strains was performed by the test set entero­
test I. and II. by Lachema Brno Co., Czech Republic.

The hemolytic activity of the isolated strains was 
tested on blood agar (5% of defibrinated sheep blood) 
with pure culture of the strain. The hemolytic activity 
was simultaneously examined in the modified Camp-test, 
using the strain Staphylococcus aureus (CCM 3953) and 
the isolated strains of P. shigelloides. Visible lighten­
ing of the partial zone of the hemolysis of the staphy­
lococcus in the area of contact with the culture of the 
examined strain was considered a positive result of the 
Camp-test. In negative case, the zone of the hemolysis 
of the staphylococcus in the area of contact did not 
change.

RESULTS

Out of 4 552 examined samples P. shigelloides was 
isolated in 55 cases (1.21%). 60% of the strains (33 out 
of 55 isolated strains) were isolated in relation to the 
death or clinical disease of the host. In the remaining 
22 isolated strains of P. shigelloides direct relation with 
disease of the host could not be proved. The basic clini­
cal and pathoanatomical findings of hosts from which 
pathologically changed tissues P. shigelloides were iso­
lated are presented by Tab. II.

The finding of P. shigelloides has not been con­
nected with a positive virological finding in any of the 
cases, which would indicate developing virus etiology 
of the disease of the host. In addition to P. shigelloides 
10 other genera of bacteria were isolated. Most fre­
quently the genus Escherichia (30x) was isolated to­
gether with P. shigelloides, in 17 cases without any 
relation to the disease or death of the host. A frequent 
parallel bacteriological finding (especially in fish) was 
the genus Aeromonas (1 lx) followed by the genus Ed- 
wardsiella (4x), Citrobacter (3x), Morganella (3x), 
Staphylococcus (2x), Klebsiella, Salmonella and Bacil­
lus (one case each).

After the parasitological examination, infusorians of 
the genus Trichodina were detected (cutaneous lesion 
in fish).

In 7 cases out of the 55 isolated strains (4x fish, 
2x chicken, lx binturong) - 12.7%, pure culture of 
P. shigelloides was isolated from the material with

patho-anatomical or clinical finding, without any other 
bacterial and mycotic microflora or parasites.

The proof of the ability to function as an aggressive 
etiologic agent is the substantial isolation of pure-cul- 
ture P. shigelloides from all parenchymatous organs in 
Schlegel, H., G.: The Prokaryotes. A handbook on 
habitats, young binturong (Arctictis binturong'), in 
which the sectional finding indicated all evidence of 
bacterial sepsis.

After 24 hour cultivation none of the 55 isolated 
strains of P. shigelloides autonomously caused, in pure 
culture, the hemolysis on blood agar. After the evalu­
ation of the hemolytic activity by the modified Camp­
-test by means of the interaction of the examined strain 
P. shigelloides and the collected strain Staphylococcus 
aureus, positive results were proved in 38.5% of the 
examined strains.

Except for one strain (rectal swab in clinically healthy 
raccoon - preventive examination), all the other strains, 
which were positive in the Camp-test, were isolated 
from the hosts in relation to their disease or death. In 
all 7 strains of P. shigelloides, which were isolated 
from diseased host in pure culture, positive result of the 
modified Camp-test was proved.

DISCUSSION ■

Published data on the pathogenic application of 
P. shigelloides in veterinary medicine are rather rare. 
It is apparent from this study that greater part of the 
strains (60%) were isolated in relation to the disease or 
death of the host. E.g. in fish, it was the affection of 
the alimentary canal, hepatopancreas or bleeding into 
the epithelium of the ventricle. Vladik and Vitovec 
(1974) describe septicaemia in trout, where P. shigel­
loides was isolated together with Flavobacterium sp. 
and Aeromonas hydrophilla. The authors state, that no 
comparison with other literary data is available. The 
results of our study indicate, in correspondence with 
the above mentioned authors, that P. shigelloides will 
probably play a substantial role in the pathogenesis of 
the diseases in freshwater fish. The same authors 
(Vladik and Vitovec, 1972) inform about the incidence 
of P. shigelloides in turkey chickens affected with his­
tomoniasis. The importance of P. shigelloides in the 
pathogenesis of this case is ambiguous, however, our 
results suggest that P. shigelloides can obviously func­
tion as a pathogen in poultry. Martinec (1981) and Bar­
don (1994) describe P. shigelloides in apes. The results 
of this study (sepsis of a young binturong) and also the

II. Basic clinical and patho-anatomical findings in hosts with Plesiomonas shigelloides

Host Clinical and patho-anatomical finding

Fish frequent deaths of fish hyperemia and inflammation of the intestines (catarrhal and hemorrhagic), degeneration of 
hepatopancreas, bleeding in the ventricle and internals, edema of the kidney, dilatation of gall bladder, skin lesion

Reptiles apathy, chronic enteritis and gastritis, liver dystrophy, spleen tumor

Birds bad physical condition, apepsy, enteritis, hyperemia of parenchymatous organs, degeneration of liver, spleen tumor, 
spleen tumor with multiple yellow foci

Mammals catarrhal inflammation of the intestines, spleen tumor, sepsis
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data about the sepsis of the half-ape lemur vari (Bar­
don, 1994) indicate that P. shigelloides is capable, un­
der certain circumstances, of generating fatal septic dis­
ease in mammals.

Most authors agree that the function of P. shigel­
loides in animals is not quite clear (Klimeš and Čížek, 
1996). Scientists in human microbiology start to re­
evaluate their opinion on the function of P. shigel­
loides, especially following its application to diseases 
of the alimentary canal, but also to extraenteric dis­
eases, including systemic diseases.

The meaning of the predisposition factors and espe­
cially the immunity disorders cannot be omitted in the 
evaluation of the pathogenic function. Within the per­
formed laboratory examinations and anamnesis, pub­
lished in this study, the occurrence of immunodefi­
ciency cannot be evaluated and taken into consideration 
while determining the level of pathogenicity of 
P. shigelloides. At the same time, the scope of simul­
taneous virological, parasitological and mycological 
findings has to be regarded, considering that the exami­
nations have not been performed in all cases in extenso, 
and that they concentrated on microorganisms, which 
are in the veterinary laboratory diagnostics commonly 
detectable. Nevertheless, it is apparent that the patho­
genic function of this bacteria in animals has to be 
reckoned with.

Literary data on the factors of the virulence of 
P. shigelloides are not very common in the Czech lit­
erary sources. In foreign literature it is primarily Ab­
bott et al. (1991) and Janda and Abbott (1993), who 
concentrate on the issue, and who state a generally low 
pathogenic potential. In 36 examined strains, the 
hemolytic activity was documented by the above men­
tioned authors in 94% of the cases, which corresponded 
to the production of beta-hemolysin. In our study, the 
hemolysis of the examined strains on the blood agar could 
not be proved. On the other hand, during the interaction 
with Staphylococcus aureus in the modified Camp-test, 
38% of the examined strains were positive. Almost in all 
cases they were strains evidently connected with the 
disease or death of the host. Janda and Abbott (1993), 
who state certain hemolytic activity of P. shigelloides, 
do not evaluate them in relation to the pathogenic function 
of the examined strains. However, a number of strains 
examined by the above mentioned authors come from 
human material, which has been concededly taken pri­
marily in the case of a disease of the patient.

P. shigelloides is a bacteria, the importance of 
which in the veterinary and human microbiology is not 
exhaustively determined, and it deserves further atten­
tion of bacteriologists and clinicians.
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DETECTION OF PORCINE EPIDEMIC DIARRHEA VIRUS
BY A MONOCLONAL ANTIBODY IMMUNOPEROXIDASE TEST*

* Supported by the Grant Agency of the Czech Republic (Grant No. 524/97/1065).

DETEKCE VIRU PRASEČÍ EPIZOOTICKÉ DIARRHEY POMOCÍ 
IMUNOPEROXIDÁZOVÉHO TESTU S VYUŽITÍM MONOKLONÁLNÍ 
PROTILÁTKY

L. Rodák, L. Valíček, B. Šmíd, Z. Nevoránková

Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Monoclonal antibodies to porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) were tested using ELISA, Western blot 
analysis, and immunoperoxidase test. As demonstrated by ELISA, the antibodies were free of cross reactivity with transmis­
sible gastroenteritis virus and Group A rotaviruses. Their specificity was further confirmed by an indirect immunoperoxidase 
test for the demonstration of PEDV in infected cell lines and intestinal enterocytes of experimentally infected piglets. Possible 
use of the monoclonal antibodies in the diagnostics of PEDV infections in swine herds is discussed.

porcine epidemic diarrhea virus; coronavirus; ELISA; Western blot analysis; monoclonal antibody; indirect immunoperoxidase 
test

ABSTRAKT: ELISA metodou. Western blot analýzou a imunoperoxidázovým testem byly testovány monoklonálni protilátky 
proti viru prasečí epizootické diarrhey (PEDV). ELISA metodou byla vyloučena křížová reaktivita těchto protilátek s virem 
virové gastroenteridy prasat (VGP/TGE) a rotavirem skupiny A. Jejich specificita byla dále potvrzena nepřímým imunope­
roxidázovým průkazem PEDV v infikovaných buněčných liniích i v enterocytech tenkého střeva experimentálně infikovaných 
selat. Je diskutována možnost využití monoklonálních protilátek při diagnostice PEDV infekcí v chovech prasat.

virus prasečí epizootické diarrhey; koronavirus; ELISA; Western blot analýza; monoklonálni protilátky; nepřímý imunopero- 
xidázový test

INTRODUCTION

Porcine epidemie diarrhea (PED) virus ranks, along 
with transmissible gastroenteritis (TGE) virus and ro­
taviruses, among the most significant causative agents 
of viral gastroenteritis. The infection by PEDV affects 
swine of all age groups and is associated with a high 
morbidity, but a lower mortality than TGE. PEDV and 
TGEV are classified within the family Coronaviridae. 
Morphologically, the two viral species are identical, but 
they differ in their antigenic composition. Generally, the 
following major structural proteins are demonstrated in 
coronaviruses: glycoprotein S (150 to 200 kDa), mem­
brane glycoprotein M (20 to 30 kDa), and nucleocapsid 
phosphoprotein N (43 to 50 kDa). Further, glycoprotein 
HE (60 to 65 kDa) was demonstrated on the surface of 
virions in a subgroup of coronaviruses including bo­
vine coronavirus, porcine hemagglutinating encephalo­
myelitis virus, and turkey coronavirus (Saif, 1993; 
Utiger et al., 1996). As a rule, a high mortality among 
suckling piglets is associated with the first outbreak of 
PED in a swine herd (Pijpers et al., 1993; Sueyoshi et

al., 1995). Losses are lower and piglets are often af­
fected by diarrhea at weaning as soon as the infection 
becomes endemic or during secondary outbreaks. The 
virus propagates particularly in enterocytes of jejunal 
and ileal villi (Bernasconi et al., 1995; Sueyoshi et al., 
1995). The isolation of field strains of PEDV in cell 
cultures'is rather difficult and requires the presence of 
trypsin in the medium. Carvajal et al. (1995a) demon­
strated antibodies to PEDV in 29.6% sows and 54.3% 
growing-finishing pigs. The prevalence of the infec­
tionin in small herds was lower than in large herds. In the 
Czech Republic, PED was diagnosed in several sw ine 
herds by electron and immunoelectron microscopy and 
by isolation of a field strain of PEDV (Šmíd et al., 
1993). Detailed studies have so far been hampered by 
problems associated with the isolation of field strains 
and by lack of rapid and specific diagnostic methods. 
Thus, diagnostic techniques have been limited to im­
munoelectron microscopic examination of fecal sam­
ples, or immunofluorescence or immunoperoxidase 
tests for PEDV in histological sections of small intes­
tinal samples collected from piglets affected by diar-
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rhea. Only recently monoclonal antibodies to major 
structural proteins of PEDV have been prepared. These 
were used in blocking ELISA demonstration of anti­
bodies to PEDV in blood serum and milk of sows and 
of viral antigen in fecal samples (Carvajal et al., 1995a, 
b; De Arriba et al., 1995, 1998). The demonstration of 
PEDV by reverse transcription polymerase chain reac­
tion (RT-PCR) was also described (Kweon et al., 1997; 
Ishikawa et al., 1997). However, this sensitive method 
is too expensive to be used routinely at this time. This 
paper describes the preparation of monoclonal anti­
bodies to PEDV and the results of their testing by ELISA 
and Western blot analysis, as well as their use in in­
direct immunoperoxidase test for PEDV in infected 
cells and histological sections of intestinal samples col­
lected from experimentally infected piglets.

MATERIAL AND METHODS

Virus

The reference strain CV-777 and a field isolate of 
PEDV (strain Mackovice, Collection of Animal Patho­
genic Microorganisms CAPM V-352) were propagated 
in the cell line Vero in minimal essential medium 
(MEM) supplemented with 5% bovine fetal blood se­
rum in the presence of trypsin (Hofmann and Wyler, 
1988; Valíček et a!., 1993). As soon as cytopathic ef­
fect (CPE) was fully developed, the cells were repeat­
edly frozen/thawed and cell debris was removed from 
the medium by centrifugation (3 000 x g for 15 min). 
The virus was purified from the medium by gradient 
ultracentrifugation (Beckman L8-70 ultracentrifuge, 
Sw 55Ti) on 20% and 45% saccharose cushions (Hof­
mann and Wyler, 1990). The presence of PEDV was 
monitored by electron microscopic examination of 
negatively stained samples. Purified viral antigen was 
bound to microtitre plate wells to be used in ELISA for 
detection of antibodies to PEDV in blood sera and cul­
ture media of hybridomas, as well as for immunization 
of mice. Uninfected Veto cells were processed in the 
same way to serve as controls.

Porcine immune sera to PEDV

Porcine blood sera containing antibodies to PEDV 
(PS 2664, 2665, 2742, 2830) were obtained by experi­
mental infection of specific pathogen-free (SPF) piglets 
bled 2 to 3 weeks later. Further immune sera to PEDV 
were kindly provided by Dr. M.B. Pensaert (Belgium) 
and Dr. K. Mostl (Austria). The specificity was 
checked by ELISA and immunoperoxidase (IP) test for 
PEDV in infected cells.

Experimental infection

Ten hysterectomy-derived, colostrum-deprived SPF 
piglets aged 1 to 2 weeks were infected experimentally 
with PEDV (strain Mackovice, CAPM V-352). Diar­

rhea developed and the piglets were sacrificed 48 h 
after the infection. Samples of small intestine collected 
from the boundary between jejunum and ileum were 
frozen in liquid nitrogen and kept at -80 °C. Cryostat 
sections for use in indirect immunoperoxidase test 
(Cryo-cut Microtome, American Optical Corporation) 
were fixed in acetone (15 min at 20 °C).

Monoclonal antibodies

BALB/c mice were repeatedly immunized by subcu­
taneous injection of viral antigen emulsified with com­
plete or incomplete Freund’s adjuvant. The last dose of 
the antigen in PBS was administered intraperitoneally 
3 to 5 days before fusion. Cell fusion of myeloma 
(Sp 2/0) and splenic cells (lymphocytes) and their cul­
ture in the selection medium HAT were done using the 
conventional procedures (Galfre and Milstein, 1981). 
The hybridomas were checked by ELISA and those 
producing antibodies to PEDV were cloned. The speci­
ficity of the produced monoclonal antibodies was re­
peatedly checked by ELISA and Western blot analysis. 
The selected hybridomas were cryopreserved in liquid 
nitrogen.

Peroxidase conjugate

Antibodies to porcine and murine IgG, isolated from 
hyperimmune rabbit sera by precipitation with ammo­
nium sulfate and affinity chromatography, were conju­
gated with horse radish peroxidase (POD) using the 
periodate method (Boorsma and Streefkerk, 1979). The 
concentrations of immunoglobulins in conjugates to the 
porcine (POD-RASwIgG) and murine (POD-RA- 
MoIgG) IgG were adjusted to 1 mg antibody per 1 ml. 
Stock solutions of the conjugates were diluted 5 000 to 
10 000 times for ELISA and 100 to 300 times for im­
munoperoxidase test and Western blotting. '

SDS-PAGE and Western blotting

Purified viral antigen was treated in a reducing so­
lution (5 min at 100 °C) and separated, along with 
a low mollecular weight standard (LMW Calibration 
Kit, Pharmacia, Sweden), by discontinuous electropho­
resis (Laemmli, 1970) in polyacrylamide gel in the 
presence of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) using 
the instrument Miniprotean II Cell (BioRad). Proteins 
present in the gel were transferred onto a nitrocellulose 
(NC) membrane (pore size 0.45 Hoefer, USA) at con­
stant current (2 h at 250 mA, Semi-Dry Electroblotter, 
Model HEP-I, Owl Scientific Inc.). A part of the mem­
brane was stained with colloid gold and another part 
was used in Western blot analysis of the monoclonal 
antibodies (Mini-Protean II, Multiscreen BioRad). For 
Western blotting, the membrane was incubated with
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culture media of the hybridomas diluted 1 : 2, or with 
ascitic fluids or blood sera diluted 1 : 100-1 000 with 
Tris buffered saline, pH 7.4, supplemented with 0.05% 
Tween 20 and containing 0.1% bovine serum albumin. 
After the second incubation with the conjugate (POD- 
-RASwIgG or POD-RAMoIgG) and washing with 
PBST, the reaction was induced by incubation of the 
NC membrane in the substrate solution (3,3’ diami­
nobenzidine + hydrogen peroxide).

Indirect immunoperoxidase test for PEDV

Monolayers of Vero cells grown on cover slips were 
infected with the PEDV strain CN-ТП. After solitary 
syncytia developed (16 to 18 h after the infection), the 
cells were fixed with acetone at 20 °C for 15 min. 
Control monolayers of non-infected cells and cryostat 
sections of small intestines of experimentally infected 
piglets were fixed in the same way. The samples were 
then incubated in ascitic fluid containing monoclonal 
antibodies (MAb) to PEDV, which was diluted 200 times 
with PBS containing 1% bovine serum albumin. After 
1 h incubation at 20 °C and fourfold washing in PBS 
(each for 5 min), the samples were incubated with 
POD-RAMoIgG. The samples were washed again and 
incubated in substrate solution (3-amino 9-ethylcarba- 
zole + hydrogen peroxide). After reaching the optimal 
color, as checked by light microscopy, the samples 
were washed with distilled water and embedded into 
glycerol for photographic documentation.

ELISA of antibodies to PEDV

Viral and control antigens were diluted 1 : 1 000 with 
0.05 M carbonate-bicarbonate buffer pH 9.6 and 50pl 
volumes were pipetted alternatively into microtitre 
plate wells that were then incubated in a wet chamber 
at 4 °C overnight. This and all the subsequent incuba­
tion steps were followed by triple washing of the wells 
with PBS supplemented with 0.05% Tween 20 (PBST). 
On the next day, the contents of pairs of wells with 
bound viral and control antigen were replaced by 50Ц.1 
volumes of the tested porcine or murine blood sera, or 
monoclonal antibodies (culture media of hybridomas

and ascitic fluids) diluted with PBST supplemented 
with 1% lactalbumin hydrolysate. Basic dilution of the 
culture media was 1 : 2 and that of blood sera and 
ascitic fluids 1 : 100. After 1 h incubation at 37 °C, the 
contents of the wells were replaced by 50pl volumes of 
POD-RASwIgG or POD-RAMoIgG and the plates 
were incubated for another 1 h at 37 °C. Then 100 pl 
substrate solution (3,3’,5,5’ tetramethyl benzidine + 
hydrogen peroxide in 0.1 M citrate buffer, pH 5.8) was 
added and the developing colour reaction was stopped 
after 5 to 15 min by the addition of 100 pl 1 M sulfuric 
acid per well. Absorbance was measured spectro- 
photometrically at 450 nm and samples showing a dif­
ference in optical density reading of at least 0.1 be­
tween the wells with viral and control antigen, were 
classified as positive.

RESULTS

Tests of specificity of MAbs by ELISA

Five hybridoma lines producing MAbs to PEDV 
were prepared. The MAbs reacted specifically with vi­
ral antigen and none of them showed cross-reactivity 
with control antigen or viral or control antigens of other 
significant causative agents of porcine gastroenteritis, 
including Group A rotaviruses and TEGV. The MAbs 
were of the IgGl and IgG2a isotypes. The results of 
cross-reactivity checks of MAb PED E8/1E9 are sum­
marized in Tab. I.

Western blot analysis

Western blot analysis revealed the reactivity of some 
MAb (hybridoma E8 and its clones) with the 70 kDa 
antigen of PEDV. Such reactions were not demonstra­
ble in other hybridomas (G7/B10 and others), although 
they reacted specifically with PEDV in ELISA and IP 
test (Fig. 1).

IP test for PEDV in infected cells

Propagation of PEDV in infected monolayers of 
Vero cells was demonstrated in characteristic syncytia 
at the beginning of CPE. The virus was demonstrated

1. Check of reactivity and cross-reactivity of MAbs with Group A rotavirus, TGEV and PEDV by ELISA

Monoclonal antibody1
Antigens

Rotavirus A PEDV TGEV

V-Ag C-Ag V-Ag C - Ag V-Ag C-Ag

Rotavirus A, G6/D4, 43 kDa 1.514* 0.010 0.014 0.006 0.012 0.001

- PEDV, E8/1E9, 70 kDa 0.068 0.001 0.524 0.021 0.023 0.006

- TGEV, D7/G7, 28 kDa 0.028 0.011 0.041 0.054 1.262 0.007

Legend: ■
virus and protein to which the monoclonal antibody is directed

* absorbance at the 1 : 100 dilution of ascitic fluid
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^ 94 kDa

67 kDa

^ 43 kDa

"* 30 kDa

"* 20.1 kDa

"* 14.4 kDa

1. Western blot analysis of porcine blood sera and MABs with anti­
gens of PEDV

Note:
PEDV and LMW standard separated in 12% polyacrylamid gel and 
transferred onto a NC membrane. A part of the membrane with 
LMW standard stained with colloid gold and the remaining part 
incubated with porcine antisera to PEDV (lane 1 - PS 2742, lane 2 - 
SwSAPEDV, Belgium, lane 3 - SwSAPEDV, Austria), or with MAbs 
anti PEDV (lane 6 - E8/1E9, lane 7 - E8/B10, lane 8 - G7/B10). 
Lanes 4 and 5 have been reserved for samples incubated with the 
diluting solution alone. Second incubation with POD-RASwIgG or 
POD-RAMoIgG; colour reaction induced by incubation with 3,3*-dia- 
minobenzidine + hydrogen peroxide

in cytoplasma, while nuclei, showing signs of kary­
olysis, were free of it (Fig. 2). In cryostatic sections of 
jejunal and ileal samples collected from infected pig­
lets, the virus was demonstrated in the cytoplasm of 
enterocytes. No signs of infection were observed in 
cells of intestinal crypts or in other mucosal or sub­
mucosal cells (Fig. 3).

DISCUSSION

It is well known that the isolation and propagation 
of the causative agent of PED from field samples is 
very difficult. As a rule, the virus strain adapted to the 
trypsin-treated Vero cell line (CV-777) is used as a refer­
ence strain (Hofmann and Wyler, 1988; Valíček et al., 
1993). Troublesome is also the preparation of strictly 
specific immune sera showing no cross-reactivity with 
other causative agents of porcine gastroenteritis (rota­
viruses, TGEV or, as the case may be, porcine respira­
tory coronavirus). Prolonged immunization of piglets 
reared under germ-free or SPF conditions is necessary 
for this purpose. These are the major obstacles restrict­
ing the diagnosis of the causative agent of this signifi­
cant infection in histological sections of small intestinal 
samples by immunofluorescence or immunoperoxidase 
tests (Bernasconi et al., 1995; Sueyoshi et al., 1995; 
Guscetti et al., 1998)

The preparation of MAbs to the major structural pro­
teins of PEDV has been described only recently. The 
MAbs were used experimentally for the demonstration 
of antibodies in blood serum and milk of sows and of 
the viral antigen in fecal samples (Carvajal et al., 
1995a, b; De Arriba et al., 1998, 1998).

The aim of our investigations was to prepare anti- 
-PEDV MAbs and use them to improve the diagnosis

2. Indirect IP test for PEDV in Vero cell 
line with MAb 8/1E9 16 h after infection. 
Formation of typical syncytia with anti­
gen in cytoplasm. Original magnification 
30x; chromogen: 3-amino 9-ethyIcarba- 
zole
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3. PEDV-infected cells. Indirect IP test in 
a cryostat section of ileum of an experi­
mentally infected SPF piglet necropsied 
48 h after infection; MAb E8/1E9; PEDV 
in cytoplasm of enterocytes covering in­
testinal villi. Original magnification 60x; 
chromogen 3-amino 9-ethylcarbazole

of this diarrheic condition of piglets. Hybridomas that 
produce MAbs reacting specifically with viral antigen 
in ELISA have been prepared. These antibodies allow 
sensitive and specific demonstration of PEDV in in­
fected Vero cells and in histological sections of small 
intestine by IP test. Western blot analysis demonstrated 
the reactivity of some MAbs with a protein of approx. 
70 kDa protein, which is close in size to gp antigen HE 
(60-65 kDa). No such reactivity was demonstrable in 
the remaining MAbs although specific reactions with 
PEDV were confirmed by ELISA and virus demonstra­
tion in infected cells. We assume, therefore, that the 
latter MAbs reacted with epitopes that disappeared due 
to the treatment of the virus with the reducing solution. 
The objective of our ongoing studies is to prepare 
MAbs with a higher activity in ELISA as well as MAbs 
to further structural proteins and to use them for direct 
demonstration of PEDV in fecal samples collected 
from piglets affected by gastroenteritis. The implemen­
tation of methods for routine diagnosis will allow cur­
rent assessment of the incidence of PED in swine herds 
as a basis for decisions on preventive and prophylactic 
measures.
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THE INFLUENCE OF INDUSTRIAL INTOXICATION WITH COPPER 
ON SELECTED PARAMETERS OF CELLULAR IMMUNITY
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VPLYV PRIEMYSELNEJ INTOXIKÁCIE MÉĎOU NA VYBRANÉ
PARAMETRE BUNKOVEJ IMUNITY U OVIEC

A. Elgerwi1, J. Pisti2, J. Bíreš2, K. Kliková2

[Al-Fateh University, Faculty of Veterinary Medicine, Tripoli, Libya
~ University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: In the present study we investigated the dynamics of selected parameters of cellular immunity (metabolic 
activity of phagocytes, bactericidal activity of phagocytes and polyclonal activation of lymphocytes) in improved Vallachian 
sheep during natural chronic intoxication with copper emitted by a copper producing industrial plant. Sheep were reared for 
five years close to the industrial plant producing non-ferrous metals. Each of ten experimental sheep (groups A, B) received 
2.5 g per day of the material emitted by the plant mentioned through an individual stomach tube to imitate natural intoxication 
after their transport to the clinic. In addition to that, sheep of the group В received in the same way 400 mg of ammonium 
molybdate and 800 mg of sodium sulphate until the 24th day of experiment for a therapeutic purpose. Three clinically healthy 
sheep of the same age represented a control group. The blood from al! animals was sampled from v. jugularis before the 
experiment and on days 10, 17, 24, 31, 38 and 45. During the entire experiment, the metabolic activity of phagocytes, reflected 
in the values of index of metabolic activity, showed a significant decrease (p < 0.01) in both experimental groups in 
comparison with the control and an increase in the number of surviving bacteria which exceeded the physiological limit in 
the test of bactericidal activity of phagocytes. Similar to that, the values of migration index during polyclonal activation of 
lymphocytes with phytohaemagglutinine pointed to the decreased response of lymphocytes to the mitogenic stimulus in both 
experimental groups in comparison with the control (p < 0.01; p < 0.05, resp.). The therapeutical administration of ammonium 
molybdate and sodium sulphate to sheep of the group В had no effect on the parameters of cellular immunity investigated 
when compared with the group A. The values of selected parameters of cellular immunity in sheep which exhibited chronic 
cuprotoxicosis allowed us to state that the emissions from the copper producing plant caused an immunosuppressive effect 
in the sheep investigated, manifested by decreased values of metabolic and bactericidal activity of phagocytes as well as by 
the decreased response of lymphocytes to mitogenic activation.

sheep; industrial intoxication; copper toxicity; cellular immunity

ABSTRAKT: V predloženej štúdii bol sledovaný vplyv chronickej intoxikácie méďou z emisií produkovaných priemyselným 
závodom na výrobu médi na vybrané parametre bunkovej imunity (metabolická aktivita fagocytov, baktericidna aktivita 
fagocytov a polyklonálna aktivácia lymfocytov) u oviec plemena zošfachtená valaška. Ovce boli chované pať rokov v blíz­
kosti závodu na výrobu farebných kovov. Po ich převoze na kliniku bol všetkým desiatim pokusným ovciam (skupiny A, B) 
individuálně žalúdkovou sondou podávaný materiál emisií z uvedeného závodu v dávke 2,5 g na deň ako náhrada prirodze- 
ných podmienok. Ovciam skupiny В bolo tou istou cestou za terapeutickým účelom podávané naviac ešte 400 mg molybde- 
nanu amonného a 800 mg síranu sodného po dobu 24 dni. Tri klinicky zdravé ovce toho istého veku a plemena tvořili 
kontrolnú skupinu. Krv od zvierat bola odoberaná z v. jugularis před začiatkom pokusu (po ich dovoze na kliniku) a potom 
na 10., 17., 24., 31., 38., a 45. deň. Počas celej doby sledovania bol u obidvoch intoxikovaných skupin oviec zaznamenaný 
signifikantný pokles metabolickej aktivity fagocytov, vyjádřený hodnotami indexu metabolickej aktivity (p < 0,01) v porov­
naní s kontrolnými zvieratami, a nárast počtov prežívajúcich baktérií nad fyziologické hodnoty v teste baktericídnej aktivity 
fagocytov. Podobné, hodnoty migračného indexu počas polyklonálnej aktivácie lymfocytov fytohemaglutinínom poukazovali 
na zníženú odpověď lymfocytov na mitogénnu aktiváciu u obidvoch intoxikovaných skupin oviec v porovnaní s kontrolnými 
zvieratami (p < 0,05 až 0,01). Terapeutické podávanie molybdenanu amonného a síranu sodného ovciam skupiny В nemálo 
vplyv na sledované parametre bunkovej imunity v porovnaní so skupinou A. Hodnoty vybraných parametrov bunkovej 
imunity u oviec s prejavmi chronickej intoxikácie méďou poukazujú na to, že emisie zo závodu na výrobu médi sposobili 
imunosupresívny efekt u týchto zvierat, čo sa prejavilo zníženými hodnotami metabolickej a baktericídnej aktivity fagocytov 
ako aj zníženou odpoveďou lymfocytov na mitogénnu aktiváciu.

ovce; priemyselná intoxikácia; toxicita méďou; buňková imunita
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INTRODUCTION MATERIAL AND METHODS

The effect of impaired environment is manifested on 
the health, production, reproduction ability and the 
quality of produced proteins. Ecotoxic effects of pol­
lutants are manifested on animals in dependence on 
chemical sources, doses, chemical forms, time effects 
and predisposition of animal species. Copper toxicity 
in relation to the conditions described is most common 
in sheep.

Copper intoxication in sheep caused by emissions of 
an ore-processing plant under both spontaneous and 
experimental conditions was first described by Vrzgula 
et al. (1986) and Bíreš et al.(1993).

Copper intoxication affects hepatocytes, erythro­
cytes, the tubulary epithelium of the kidneys, reproduc­
tive organs, the nervous and immune system and causes 
genetic changes (Howell and Gooneratne, 1987).

The influence of heavy metals, present in industrial 
emissions, on the immune system of farm animals has 
been little studied. Only the effect of essential minerals 
(Co, Cu, Fe, Zn) on the humoral and cellular constitu­
ents of immune responses was investigated (Drebicke- 
ne and Medzjavicius, 1981; Jelinek et al., 1988; Fen­
wick et al., 1990). The intoxication of farm animals 
with heavy metals from industrial emissions impairs 
the immune system, thus increasing the intensity of 
infection and severity of disease.

The immunotoxicity induced by heavy metals or any 
exogenous factor may take two routes, the more obvi­
ous one being the toxic action on the components of 
the immune system. The etiologic agent could suppress 
the immune system so that normal homeostasis is dis­
rupted and pathogens may invade and cause tissue dam­
age (Lawrence, 1985). At present, different methods 
and approaches are used to prevent and treat industrial 
copper intoxication in sheep. The administration of am­
monium molybdate and sodium sulphate was consid­
ered the most effective method of treatment of copper 
intoxicated sheep reared close to an industrial plant 
(Vrzgula et al., 1987).

The aim of this work was to assess the effects of 
industrial emissions on the immune system of sheep 
with naturally induced chronic intoxication resulting 
from closeness to an industrial plant while observing 
the dependence on ammonium molybdate and sodium 
sulphate intake in experimental conditions.

Experimental animals

The experiment was carried out on 10 improved 
non-pregnant Vallachian sheep, 5 years old, brought 
from a farm located near a copper-producing industrial 
plant, and on 3 healthy sheep, 5 years old, reared at the 
University facilities, which were used as a control. Al­
ready at the beginning of the experiment the experi­
mental ewes showed symptoms of chronic copper in­
toxication (poor nutritional state, apathy, loss of wool, 
anemia of mucous membranes and conjuctivities with 
a hint of icterus alternated inappetence) in the same 
extent as that described by Bíreš et al. (1993) in the 
area close to the industrial plant mentioned.

The animals were housed under the same conditions 
and each one was supplied daily with 1.5 kg of meadow 
hay, 0.30 kg of BAK concentrate (feed mixture for 
sheep) and water ad libitum throughout the experiment. 
The experimental sheep were randomly allocated to 
two groups (n = 5). Before the experiment, the average 
body weight of animals in group A was 28.6 ± 5.639 kg 
and that of animals in group В 29.2 ± 2.588 kg. The 
sheep of groups A and В received 2.5 g of industrial 
emissions daily through a stomach tube after the morn­
ing feeding to imitate natural intoxication. In addition 
to that, the sheep of group В also received 2.5 g of 
industrial emissions and, 400 mg of ammonium 
molybdate and 800 mg of sodium sulphate daily by 
means of a stomach tube after the morning feeding un­
til the 24th day when the treatment was terminated. '

Analysis of emissions, food and water

The industrial emissions were obtained from the 
copper factory by dedusting the electrostatic precipita­
tors placed in the factory chimney. In such a way ob­
tained material was analysed by atomic absorption 
spectrophotometric method (AAS306 and Zeeman 
AAS 4100ZI, Perkin Elmer). The quantities of Cu, Fe, 
Zn, Mo, Se, As, Cd, and Pb in one dose of the industrial 
emissions and food are illustrated in Tab. I.

Blood sampling

Blood was sampled from v. jugularis before the ex­
periment and on days 10. 17, 24, 31, 38 and 45. when 
the experiment ended.

I. Intake of elements contained in emissions and feed in mg per head and day

Daily intake Cu Zn Fe Mo Se As Cd Pb

Emissions (2.5 g) 429.00 124.34 976.60 0.104 0.031 0.303 0.005 0.016

Meadow hay (1.5 kg) 16.92 59.55 358.39 1.125 0.385 0.280 0.079 0.285

Feed mixture BAK (0.30 kg) 2.11 10.58 22.86 0.372 0.063 0.028 0.017 0.033

Drinking water 0 1.20 0.25 0 0 0 0 0

Total 448.03 195.67 1358.1 1.601 0.479 0.611 0.101 0.334
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Immunological tests Leucocyte migration-inhibition assay (LMIA)

Tests for analysis of immunological parameters 
were chosen in order to evaluate the functional activity 
of phagocytic cells (metabolic and bactericidal activity 
of phagocytes) and lymphocytes (polyclonal activation 
of lymphocytes with mitogen).

Isolation of leucocytes

Leucocytes (Le) were isolated from peripheral blood 
by the method according to Karlson and Kaneko (1973) 
based on the osmotic shock of erythrocytes.

lodo-nitro-tetrazolium reductase test (INT)

Quantitative evaluation of tetrazolium-reductase ac­
tivity of phagocytes was carried out according to the 
method of Lokaj and Oburková (1975) to evaluate the' 
metabolic activity (MA) of phagocytes during the 
stress. The suspension of leucocytes (1.107/ml) was di­
vided into two parts and incubated at 37 °C for 45 min­
utes. One portion was incubated with 1% starch sus­
pension (Amylum oryzae) in PBS and the other without 
starch. All suspensions of cells contained INT (3/4-io- 
dophenyl-2-/4-nitrophenyl/-5-phenyl/-tetrazolium 
chloride), Lachema Brno. After the incubation and lysis 
of cells by acetone, the content of formazane was de­
termined by a spectrophotometer at 485 nm. The results 
were described in the form of index of metabolic activ­
ity (IMA) based on the ratio of mean optical density 
(OD 485) of leucocyte suspension with starch (n = 3) 
and leucocyte suspension without starch (n = 3).

Test of bactericidal activity of phagocytes (BCAP)

The devitalization capability of phagocytes obtained 
from sheep was evaluated by means of a modified test 
according to Barta et al. (1984). Broth culture of Staphy­
lococcus aureus at the concentration of 5.107/ml bac­
teria was used for the purpose of phagocytosis. The 
tubes contained 0.5 ml leucocyte suspension (5.106/ml) 
in Basal Eagle medium (BEM), 0.4 ml of 20% serum 
for opsonization of bacteria in BEM and 0.1 ml bacte­
rial suspension. Tubes were incubated at 37 °C for 
60 minutes. During the incubation, the test tubes were 
closed with porafilm (Serva) and gently mixed in 10 min 
intervals. Samples were withdrawn from the test tubes 
at the beginning (time 0) and after 60 min incubation, 
diluted with distilled water (lysis of leucocytes) at the 
ratio 1 : 500 and from this suspension 1 : 10 and 1 : 100 
dilutions were prepared. 0.1 ml aliquots of both solu­
tions were inoculated onto solid culture media (blood 
agar). Inoculated agar plates were incubated at 37 °C 
for 24 hours. Colonies grown on the agar media were 
counted and the number of bacteria in 1 ml were ex­
pressed in logarithm units (log10).

LMIA was used for the purpose of analysing the 
reaction capacity of lymphocytes to mitogenic activa­
tion and was carried out according to Bendixen et al. 
(1976). The leucocytes were tested in the concentration 
of 2.1O8/ml in five parallel holes under agarose with 
5 pg/ml mitogen (phytohaemagglutinin, PHA, Sigma) 
and without mitogen. The plastic dishes contained 5 ml 
of 1% agarose (Serva) consisting of culture medium 
(RPMI 1640, ÜSOL Praha), 10% fetal calf serum 
(FCS), 100 pg/ml of streptomycin and 100 IU/ml 
Penicilline. The suspensions of leucocytes were incu­
bated with and without mitogen at 37 °C for 1 h and 
5% CO2. After incubation the cell suspensions were 
transferred (10 pl) to the holes in the agarose medium 
and incubated at the same conditions for period 20 h. 
The migration index (MI) was determined as a ratio of 
the mean of migration areas of leucocytes with mitogen 
(Мрнд) and without mitogen (Mo) : MI = MPHA/Mo.

Statistical evaluation

Results were statistically evaluated by the variance 
analysis test (Poláček, 1996).

RESULTS

Evaluation of metabolic activity of phagocytes 
showed significant differences in IMA (P > 0.01) be­
tween chronically intoxicated sheep (group A, B) and 
the control group of animals during the experiment. No 
significant difference was found between the sheep of 
groups A and В (untreated and treated, resp.) as illus­
trated in Fig. 1.

By examining the bactericidal activity of phagocytes 
an increased number of surviving bacteria exceeding 
the physiological limit was found in intoxicated sheep 
in comparison with the control (Fig. 2). At the end of 
the experiment, the numbers of devitalized bacteria in 
the group of treated animals increased, however, this 
could be affected by the death of two of the five sheep 
observed.

The mitogen activity of lymphocytes was in the physi­
ological range during the experiment (MI < 0.9) in all 
3 groups of sheep. However, the reaction capacity of 
lymphocytes (polyclonal activity) to PHA was signifi­
cantly higher in the control group of animals in com­
parison with those subjected to intoxication (p < 0.01, 
p < 0.05, resp.) as shown in Fig. 3. No differences were 
observed between the groups of intoxicated sheep.

DISCUSSION

The immune system is one of the most sensitive 
indices of environmental quality in view of investiga-
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3.5 1. Index of metabolic activity of phago­
cytes (IMA) in sheep after chronic expo­
sure to heavy metals

* p > 0. 01 - significant differences between experimental groups and control sheep

Animals Day

0 10 17 24 31 38 45
Group A 1.60 ± 0.23 1.61 ±0.18 1.62 ±0.14 1.62 ±0.15 1.63 ±0.15 1.59 ±0.14 1.59 ±0.12
Group В 1.52 ±0.15 1.58 ±0.14 1.57 ±0.18 1.59 ±0.10 1.68 + 0.10 1.62 ±0.18 1.58 ±0.05
Control 2.76 ±0.19 2.92 ± 0.21 2.83 ±0.16 2.93 ± 0.29 2.67 ± 0.14 2.66 ± 0.20 2.86 ± 0.32

2. Bactericidal activity of phagocytes (BCAP) in sheep after chronic 
exposure to heavy metals

Animals
Day

0 20 45
Group A 6.19 ±0.23 6.11 ± 0.19 6.10 ±0.14
Group В 6.15 ±0.19 6.07 ± 0.24 5.85 ± 0.39
Control 5.70 ±0.13 5.71 ± 0.14 5.65 ± 0.07

tion of animal responses to external conditions. Within 
the scope of regulation systems in an organism, im­
mune mechanisms are directly related to the total or­
ganism homeostasis and each of the endogenous and 
exogenous influences affects their activity (Ohsawa, 
1993; Borošková et al., 1995; Pisti et al., 1995). In 
order to evaluate the immunotoxicological effect of risk

xenobiotics one must start from the knowledge of the 
chemical nature of the pollutant, mechanism of its ef­
fect, dose and length of its action and the health state 
of an animal (Lawrence, 1985; Bíreš et al., 1990; 
Mikula et al., 1992). The selection of immunological 
methods and their application in the experiment was 
based on the proportion of toxic elements present in the 
emitted material tested, their mutual ratio and possible 
effect on an organism. In this way the tests reflected 
the functional state of both phagocytes and lympho­
cytes in the intoxicated animals in comparison with the 
control sheep. The observation of activation capacity of 
phagocytes (INT test), their bactericidal activity 
(BCAP) and mitogenic activation of lymphocytes 
(LMIA), used as parameters of cellular immunity dur­
ing the experiments in sheep with naturally induced 
chronic intoxication resulting from closeness to a cop­
per-producing plant indicated functional changes in im­
mune cells developed as a consequence of the long­
-term intoxication with emissions. The immunological 
tests used characterise the functional properties of cells 
with good biological reproducibility and conclusive­
ness and because of that they are used in immunologi­
cal studies (Luster et al., 1993; Vandebriel et al., 1995; 
Dietert et al., 1996). With respect to the lowest concen­
tration of Cd and Pb in the emissions, in comparison 
with other elements, one can assume that their effect in 
the experimental sheep was only secondary.

The development of cuprotoxicosis in experimental 
sheep can be affected positively by the interrelation­
ships with additional elements present in the emissions, 
most of all by Zn, Fe, Mo, Se and As (Chowdhury et

174 VET. MED. - CZECH, 44, 1999 (6): 171-176



3. Migration index of lecocytes (Ml) after 
polyclonal activation with phytohaemag­
glutinin in sheep after chronic exposure to 
heavy metals

** p < 0.01, * p < 0. 05 - significant differences between experimental groups and control sheep

Animals
Day .

0 10 17 24 31 38 45

Group A 0.75 ± 0.06 0.76 ± 0.06 0.74 ± 0.07 0.72 ±0.11 0.73 ±0.10 0.73 ± 0.07 1.71 ± 0.08

Group В 0.73 ± 0.09 0.75 ± 0.07 0.72 ±0.11 0.81 ±0.09 0.73 ± 0.06 0.72 ± 0.05 0.79 ± 0.08

Control 0.35 ± 0.09 0.42 ± 0.09 0.42 ± 0.07 0.35 ± 0.09 0.44 ± 0.07 0.34 ± 0.05 ■ 0.50 ±0.14

al., 1987; Bíreš, 1989). Similar influence on the course 
of intoxication and also on cells of the immune system 
was assumed in sheep of the experimental group B, 
based on metabolic interactions of Cu with Mo and S, 
after the administration of ammonium molybdate and 
sodium sulphate (Golfman and Boila, 1990; Vrzgula et 
al., 1987). The values of metabolic and bactericidal 
activity of phagocytes and polyclonal activation of 
lymphocytes during chronic copper intoxication indi­
cated that the effect of feeding ammonium molybdate 
and sodium sulphate to sheep up to 24th day of the 
experiment was minimal in the treated animals because 
none of the parameters investigated, determined in the 
groups A and B, differed significantly. During the ex­
periment, at the begining and at the end, sheep in both 
experimental groups showed no significant differences 
in the values of cellular immunity parameters investi­
gated. The low therapeutic effect of ammonium 
molybdate and sodium sulphate administered to sheep 
of the group В could be explained by progressive 
changes induced in the sheep tested by intoxication 
with copper and. other risk elements already during 
their rearing in the affected area. Bíreš et al. (1990) and 
Naď et al. (1995) described some intactness and adapt­
ability of the immune system in sheep under experi­
mental conditions after adding into the feed the mate­
rial emitted by the plant mentioned.

The immunosuppressive effect of Cu and other risk 
elements present in the industrial substrate during 
cuprotoxicosis was manifested by significant differ­
ences in the values of immune parameters between both 
experimental groups and the control. During the experi­

ment, the control sheep of the same age which had not 
been exposed during their life time to the influence of 
the emitted material showed no marked changes in the 
immune parameters examined in contrast with the in­
toxicated sheep. The intoxication caused by the emitted 
material was manifested also clinically by decreased 
growth ability, by total cachexia, loss of hair and by 
other biochemical and patho-anatomical findings. The 
changes mentioned, induced by industrial copper in­
toxication, point to hepatotoxicity, nephrotoxicity and 
neuro-endocrine toxicity resulting in the synthesis of 
changed hepatoproteins and other toxic metabolites and 
their assumed effect on the immune system (Dietert et 
al., 1996). The changes in the values of IMA, BCAP 
and MI, determined in sheep copper-intoxicated by the 
material from an industrial source, agree with the ob­
servations of Bíreš et al. (1990), who observed some 
weakening of the protective mechanisms and increased 
susceptibility to diseases in sheep reared in the area of 
industrial plant depositions, which points to the immu­
nosuppressive effect of Cu in interaction with addi­
tional substances present in the emitted material. No 
protective effect of ammonium molybdate and sodium 
sulphate in chronic cuprotoxicosis of sheep was re­
corded.
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THE EFFECT OF SUPERFLUOUS IODINE INTAKE
AND STRUMIGENIC FACTORS ON HISTOMETRIC PARAMETERS
OF THYROID GLAND IN LAYERS

VLIV NADBYTEČNÉHO PŘÍJMU JODU A STRUMIGENNÍCH FAKTORŮ 
NA HISTOMETRICKÉ PARAMETRY ŠTÍTNÉ ŽLÁZY NOSNIC

J. Trávníček, V. Kroupová, P. Kratochvíl, I. Krabačová

University of South Bohemia, Faculty of Agriculture, České Budějovice, Czech Republic

ABSTRACT: The effect of a 74-day increased iodine intake in form of KI on weight and histometric parameters of thyroid 
gland was studied in four groups of layers (n = 11) of the laying hybrid Brown Hisex at the beginning of the first laying 
cycle. Control group (A) received ad libitum complete feed mix N, containing 0.3 mg I/kg. Experimental groups received 
feed mix N| enriched with iodine as follows: 3.5 mg I/kg feed in group B. 1.3-10 mg in group C and 7-15 mg in group D. 
Differentiated iodine supplements had statistically significant effects (P < 0.01) on the height of follicular cells-thyreocytes 
that decreased with the increasing iodine load of layers (A: thyreocyte height 4.11 pm, B: 3.96, D: 2.67); the effects on 
follicle increase were insignificant. The thyroid weight was not influenced by higher iodine intake (Tab. II). The state similar 
to colloid struma was described in some cases in experimental groups: follicles fully filled with easily stainable colloid and 
bordered with flat thyreocytes. This parenchyma structure shows a tendency to hypothyreosis and colloid struma. The 
superfluous intake of iodine is accompanied by an increased T3 plasma concentration (4.48 ± 1.27 nmol/1 at the intake of 10 mg 
I/kg feed; control group 2.69 ± 1.45 nmol/1 only) and by more frequent lymphocytic infiltrations of the thyroid corresponding 
to findings at spontaneous autoimmune thyreoitis. The effect of differentiated additive intake of iodine on the iodine supply 
to the layer organism is documented by its average content in egg yolk in pg/kg of yolk fresh matter (group A: 2 303, B: 4 762, 
C: 10 614, D: 29 592). The effect of 30-day intake of strumigenic factors (nitrates and rapeseed meal with glucosinolate 
content of 18.254 mmol/kg) was studied in three groups of layers with five birds in each. The strumigenic effect of 80 mg 
nitrates/kg feed water was not compensated by supplementation of 0.5 mg I/kg feed and was statistically significantly (P <0.01) 
reflected in an increase of thyreocyte counts by 9.6-25.8% (Tab. IV). The supplement of 126 g rapeseed meal (2.3 mmol of 
glucosinolates) per 1 kg feed N; did not significantly influence the thyroid weight and parenchyma (Tab. VI). The histometric 
characteristic of the thyroid corresponded to a euthyreoid state. No strumigenic effects of the glucosinolate content in the 
supplement of rapeseed meal were observed in layers after 30-day feeding when the parallel iodine intake was 0.3-0.8 mg 
I per kg of feed Nk No clinical signs of disease were recorded during experiments. The level of iodine supply to the layer 
organism was evaluated on the basis of its content in egg yolk. Iodine content in yolk was determined after alkaline digestion 
by a modified method of Sandell and Kolthoff (Bednář, 1964). Histological sections of the thyroid were stained with 
hematoxylin-eosine, histometric parameters were determined in an image analyzer Lucia.

iodine surplus; thyroid; nitrates; rapeseed meal; egg yolk

ABSTRAKT: U čtyř skupin nosnic - jedné kontrolní (A) a tří pokusných (B. C, D) (n = 11) byl sledován vliv 74denního 
příjmu zvýšených dávek jodu (KI) na hmotnost a histometrické parametry štítné žlázy. Přídavek jodu ke kompletní krmné 
směsi N| byl v množství: 3,5; 1,3 až 10 a 7 až 15 mg I/kg směsi. Odstupňovaný přídavek jodu se statisticky významně (P < 0,01) 
projevil na snížení folikulárních buněk - tyreocytů (skupina A: 4,11, B: 3,69, C: 2,98, D: 2,67 pm) a nevýznamně na zvětšení 
folikulů. Hmotnost štítné žlázy zvýšený příjem jodu neovlivnil (tab. 11). V několika případech byl u pokusných skupin popsán 
histologicky stav podobný koloidní strumě - folikuly zcela vyplněné koloidem s výraznou barvitelností a ohraničené plochými 
tyreocyty. Uvedená stavba parenchymu naznačuje tendenci к hypotyreóze a koloidni strumě. Aditivní příjem jodu byl doprovázen 
zvýšenou hladinou T3 v plazmě (4,48 ± 1,27 nmol/1 při příjmu 10 mg I/kg směsi, kontrolní skupina pouze 2,69 ± 1,45 nmol /1) 
a častějšími lymfocytárními infiltracemi štítné žlázy. Účinek 30denního příjmu strumigenů (dusičnanů a extrahovaného řep­
kového šrotu) byl sledován vždy u tří pětičlenných skupin. Strumigenní účinek 80 mg dusičnanů na kg napájecí vody, který 
nebyl kompenzován ani přídavkem 0,5 mg I/kg směsi, se projevil zvýšením tyreocytů o 9,6 až 25,8 % (tab. IV). Přídavek 
126 g extrahovaného řepkového šrotu na 1 kg směsi N, (2,3 mmol glukosinolátů) neovlivnil významně hmotnost ani 
parenchym štítné žlázy (tab. VI). V průběhu experimentů nebyly zaznamenány klinické projevy onemocnění. Stav zásobení 
organismu nosnic jodem byl posuzován podle jeho obsahu ve vaječném žloutku.

nadbytek jodu; štítná žláza; dusičnany; extrahovaný řepkový šrot; vaječný žloutek

* Supported by the Grant Agency of the Czech Republic (Grant No. 524/96/0853).
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ÚVOD MATERIÁL A METODY

Závislost činnosti štítné žlázy na nutričních fakto­
rech vytváří předpoklady, že jejich působení v určitém 
prostředí zasáhne populaci zvířat i lidí. V současné do­
bě se odhaduje, že riziku onemocnění štítné žlázy vy­
volané nedostatečným příjmem jodu je vystaveno více 
než 1,5 mid lidí, z toho nejméně 650 mil. dětí.

Profylaxe jodového deficitu je celosvětově zaměřena 
zejména na aditivní příjem jodu, nejčastěji formou jo- 
didované soli nebo suplementací potravin jodem v průbě­
hu jejich výroby. Obohacení krmných dávek hospodář­
ských zvířat jodem umožňuje zvýšení jeho obsahu 
přirozenou cestou i v potravinách živočišného původu, 
například v mléku (Kroupová aj., 1986), masu (Rambeck

Vliv nadbytečného příjmu jodu u nosnic

Vliv nadbytečného příjmu jodu byl sledován na čty­
řech skupinách nosnic (jedna kontrolní a tři pokusné; 
n = II) nosného typu hisex hnědý na začátku prvního 
snáškového cyklu. Nosnice byly ustájeny na hluboké 
podestýlce, průměrná denní i noční teplota byla 20 °C 
a osvětlení 24 hodiny. Všem skupinám byla ad libitum 
podávána kompletní krmná směs N, s obsahem jodu 
0,3 mg/kg. Pokusným skupinám byla směs obohacena 
o premix jodidu draselného. V tab. I je uveden rozpis 
přídavku jodidu a průměrný příjem jodu ve skupině na 
jednu nosnici.

I. Přídavek jodu v mg/kg směsi N, a denní příjem jodu v mg na nosnici - Iodine supplement (mg/kg of feed NJ and daily iodine intake 
(mg) per layer

Skupina*
Aditivní přídavek jodu na mg/kg směsi N|2 Denní příjem jodu v mg na nosnici3

1 až 34 dny pokusu4 35 až 74 dny pokusu5 1 až 34 dny pokusu 35 až 74 dny pokusu

A 0 • 0 0,031 0,035

В 3,5 3,5 0,480 0,553

C 1,3 10 0,195 1,468

D 7 15 0,970 2,138

Vysvětlivky pro tab. I - VII - Explanatory notes for Tabs. I-VII:
A = kontrolní - control
B, C, D = pokusná - experimental

‘group, “additive supplement of iodine in mg/kg of feed Nh “daily iodine intake in mg per layer, 4days 1-34 of the experiment, “days 35-74 of 
the experiment

aj., 1997; Herzig a Kursa, 1997) nebo vejcích (Garber 
aj., 1992; Kroupová aj., 1998a). Při zvýšeném příjmu 
jodu nelze opomenout ani rizika jeho neúměrně vysokých 
dávek. U nosnic dochází při koncentraci 40 mg I/ kg smě­
si к retardaci ovulace a zánětům vejcovodu (Richter, 
1995). Christensen a Ort (1990) zaznamenali toxický 
účinek u krůt již při dávce 35 mg I/kg. Vysoký příjem 
jodu má i strumigenní efekt vyvolaný vysokou koncen­
trací organicky vázaného jodu ve folikulech, který pře­
vyšuje uvolňování tyreohormonů do krve (Cao, 1990).

Komplexní pojetí profylaxe jodopenie je zaměřeno 
i na omezení vlivu přirozených a antropogenních stru- 
migenů. Mezi nejzávažnější patří rozkladné produkty 
glukosinolátů, například řepkového progoitrinu, které 
vyvolávají fyziologické i histomorfologické změny 
štítné žlázy (Busato, 1991) nebo dlouhodobé zátěže nit­
ráty (Schöne, 1987). Strumigenní efekt glukosinolátů 
a dusičnanů lze do jisté míry kompenzovat zvýšenými 
dávkami jodu (Kroupová aj., 1998b).

Předložená práce je zaměřena na posouzení histomet- 
rických parametrů štítné žlázy a její hmotnosti u nosnic 
s nadbytečným příjmem jodu při produkci jodem obo­
hacených vajec a v souvislosti s příjmem dusičnanů 
a strumigenních faktorů řepkového šrotu.

Stav jodu v organismu nosnic byl posuzován na zá­
kladě jeho obsahu ve vaječných žloutcích. Jod byl sta­
noven po alkalické digesci modifikovanou metodou 
Sandella a Kolthoffa (Bednář aj., 1964).

Na závěr pokusu byla provedena patologickoanato- 
mická pitva pěti nosnic z každé skupiny včetně stano­
vení hmotnosti štítné žlázy. Vzorky štítné žlázy pro 
histologické vyšetření byly fixovány v 8% formaldehydu, 
zpracovány běžnou parafinovou metodou a obarveny he- 
matoxilin-eozinem. Histometrické parametry (velikost 
folikulů, výška folikulárních buněk - tyreocytů) byly 
stanoveny na obrazovém analyzátoru Lucia. Výsledky by­
ly statisticky zpracovány í-testem v programu Statplus.

Vliv strumigenních faktorů u nosnic

Účinek strumigenů (dusičnanů a extrahovaného řep­
kového šrotu s obsahem 18,254 mmol glukosinolátů na 
kg) byl sledován ve stejných chovatelských podmín­
kách rovněž u nosného hybridu hisex hnědý. Nosnice 
byly zatíženy strumigeny po dobu 30 dnů.

Do pokusu s dusičnany byly zařazeny tři skupiny 
nosnic (jedna kontrolní a dvě pokusné; n = 5), které 
přijímaly jako základní dietu směs Np Nosnicím po­
kusných skupin (В, C) byly podávány dusičnany v napá­
jecí vodě v množství 80 mg/kg vody v podobě KNO3.
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Pokusné skupině В byla směs N, pro kompenzaci strumi- 
genního účinku dusičnanů obohacena o 0,5 mg jodu/kg.

V pokusu s extrahovaným řepkovým šrotem (jedna 
kontrolní a dvě pokusné skupiny; n = 5) byla dieta nos­
nic kontrolní skupiny (A) složena ze směsi N|, u po­
kusných skupin (В, C) byla krmná směs N, doplněna 
o 126 g extrahovaného řepkového šrotu na kg směsi, 
který obsahoval 2,5 mmol glukosinolátů. Jedné pokusné 
skupině (C) byl opět zvýšen příjem jodu o 0,5 mg/kg 
krmivá.

VÝSLEDKY

Vliv nadbytečného příjmu jodu u nosnic

Zvýšený příjem jodu krmnou směsí N, po dobu 
74 dnů od počátku snášky se neprojevil statisticky vý­
znamně na změnách hmotnosti štítné žlázy. U pokusné 
skupiny В a D došlo к jejímu zvýšení o 2,2 až 3,7 %, 
u pokusné skupiny C naopak к poklesu o 3,4 %. Ob­
dobně nevýznamné změny byly i v relativní hmotnosti 
štítné žlázy (procentní podíl její hmotnosti z celkové 
hmotnosti nosnic) - tab. II.

Z histometrických parametrů byly mezi kontrolní sku­
pinou a skupinami nosnic s aditivním příjmem jodu nej­
významnější rozdíly ve výšce tyreocytů, která se snižo­

vala se zvyšující se zátěží nosnic jodem (tab. II). Výška 
tyreocytů štítných žláz nosnic s doplňkovým příjmem 
10 mg I/kg krmné směsi byla o 27,5 % nižší a při příj­
mu 15 mg I/ kg směsi o 35 % nižší než u nosnic kontrol­
ní skupiny (A). Uvedené rozdíly jsou statisticky vysoce 
významné (P < 0,01). Korelační koeficient r = 0,1363 
(n = 20) mezi hmotností štítné žlázy a výškou tyreocytů 
je však velmi nízký a statisticky nevýznamný.

Štítné žlázy slepic všech skupin měly typické foliku- 
lární uspořádání parenchymu. Koloid měl dobrou bar- 
vitelnost, zvláště u žláz slepic s největším přídavkem 
jodu. Velikost folikulů (délka a šířka) se s růstem pří­
davku jodu zvětšovala. Průměrná délka folikulů napří­
klad u pokusné skupiny D byla o 13,8 % větší a šířka 
o 12,7 % větší než u skupiny kontrolní.

Mimo sledované histometrické parametry byly u sle­
pic pokusných skupin častěji pozorovány lymfocytární 
infiltrace, které se vyskytovaly zejména v blízkosti di- 
latovaných cév.

V průběhu pokusu nebyly u nosnic, ani při maximál­
ní jodové zátěži pozorovány klinické projevy onemoc­
nění, nedošlo ke zhoršení kondice a ani к úhynům. Při 
běžném anatomicko-patologickém vyšetření jsme neza­
znamenali změny ve stavbě orgánů. Ve skupině s pří­
davkem 10 mg jodu na kg směsi (pokusná skupina C) 
byla v jednom případě zjištěna cysta na vaječníku 
a v jednom případě cysta na mesovariu.

II. Hmotnost a histometrické parametry štítné žlázy nosnic při zátěži jodem - Weight and histometric parameters of the thyroid in layers 
with iodine load

Skupina* Aditivní příjem jodu 
v mg/kg Nj Parametr3 Jednotka4 X

A 
л = 5 0

délka folikulů5
šířka folikulů6

výška tyreocytů7

hmotnost štítné žlázy8

relativní hmotnost štítné žlázy9

цт 

цт 

цт 

g 
%

82,8

60,1

4,11
0,178 
1,01.10"2

7

0,58

0,03

В 
л = 5 3,5

délka folikulů

šířka folikulů

výška tyreocytů

hmotnost štítné žlázy

relativní hmotnost štítné žlázy

цт 

цт 

цт 

g 
%

89,3

65,9

3,69

0,184
0,968.10"2

17,1

14,2

0,4

0,03

С 
n = 5 1,3-10,0

délka folikulů

šířka folikulů

výška tyreocytů

hmotnost štítné žlázy

relativní hmotnost štítné žlázy

цт 

Цт 

цт 

g
%

92,8

67,1

2,98

0,172 
1,02.10"2

14,6

12,4

0,3

0,04

D 
n = 5 7,0-15,0

délka folikulu

šířka folikulu

výška tyreocytů

hmotnost štítné žlázy

relativní hmotnost štítné žlázy

цт 

цт 

Цт 

g 
%

96

68,7

2,67 

0,182 
0,989.10"2

16,1

10,6

0,19

0,04

Výška tyreocytů - Thyreocyte height: A : C, A : D (P < 0,01); В : D (P < 0,05)

'group, ’additive intake of iodine in mg/kg N,. ’parameter, "unit, "follicle length, "follicle width, ’thyreocyte height, "thyroid weight, "relative 
thyroid weight •
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Vliv strumigenních faktorů u nosnic

Zatížení nosnic dusičnany v množství 80 mg/kg na­
pájecí vody po dobu 30 dní nevyvolalo klinicky zřetel­
né zdravotní odchylky a patologickoanatomické změ­
ny. Průměrná hmotnost štítné žlázy u skupin s příjmem 
dusičnanů byla statisticky nevýznamně nižší (tab. III). 
Tyreocyty byly naopak u pokusných skupin vyšší o 9,6 až 
25,8 %, u skupiny C bylo zvýšení statisticky významné 
(P < 0,01). U nosnic pokusných skupin byly také větší 
rozměry folikulů štítných žláz.

Desetiprocentní podíl řepkového šrotu v krmné směsi 
pokusných skupin neovlivnil po 30denním zkrmování 
výrazně hmotnost štítné žlázy nosnic.V porovnání 
s kontrolní skupinou byla u nosnic pokusných skupin 
nevýznamně nižší průměrná výška tyreocytů a větší ve­
likost folikulů štítné žlázy. Přídavek 0,5 mg I/kg směsi 
neovlivnil významně hmotnost a ani histometrické pa­
rametry štítné žlázy (tab. IV).

DISKUSE

Vliv odstupňovaných dávek jodu se neprojevil sta­
tisticky významně ve změně hmotnosti štítné žlázy. Ne­
došlo proti očekávání к jejímu zvětšení, které například 
Groppel aj. (1991) vyvolali u výkrmových kuřat při 
doplňkovém příjmu 10 mg I/kg krmivá. Porovnáním 
s údaji autorů Mehner a Hartfield (1983) byla námi 
zjištěná průměrná i relativní hmotnost štítných žláz nos­
nic kontrolní i pokusných skupin vyšší než udávají 
u zdravých, ale těžších slepic zmínění autoři.

Objektivněji než hmotnost dokresluje funkční expo­
novanost štítné žlázy výška epitelových buněk - tyre­

ocytů a velikost folikulů. S růstem aktivity štítné žlázy 
se podle autorů Docke (1994) a Klika (1986) výška 
tyreocytů zvyšuje a rozměry folikulů (Docke, 1994) se 
spíše nepatrně zmenšují, při přebytku jodu může dojít 
i к jejich zvětšování. Statisticky významné snížení výš­
ky tyreocytů, ke kterému došlo po dlouhodobé zátěži 
nosnic jodem (10 až 15 mg jodu/kg směsi) - tab. II, 
bylo provázeno statisticky nevýznamným zvětšováním 
folikulů. V několika případech byl popsán histologicky 
stav podobný koloidní strumě - folikuly zcela vyplněné 
koloidem s výraznou tinkcí a ohraničeny plochými tyre­
ocyty. Uvedená stavba parenchymu naznačuje tendenci к 
hypotyreóze vyvolané dlouhodobou zátěží vysokými 
dávkami jodu po předchozím významně nižším příjmu 
(Bednář aj., 1984). Vyšší úroveň T3 u nosnic se zvýšeným 
příjmem jodu (T3 v krevní plazmě: 4,48 + 1,27 nmol/1 
při příjmu 10 mg I/kg směsi kontrolní skupina pouze 
2,69 ± 1,45 nmol /1) nemohla vyvolat útlum hypotala- 
mo-hypofyzární osy, jejímž důsledkem by bylo stru- 
mózní zvětšení štítné žlázy (Groppel aj., 1991). Podob­
né výsledky - pokles procentního zastoupení plochy 
folikulárních buněk s nevýznamnými změnami v hmot­
nosti štítné žlázy popisují například Zaichik a Iljina 
(1997) u dospělých krys po desetinásobném zvýšení 
denní potřeby jodu. O efektu aditivního příjmu jodu na 
zásobení organismu nosnic jodem svědčí jeho koncen­
trace ve vaječném žloutku (tab. V).

Častější výskyt lymfocytárních infiltrací ve štítných 
žlázách nosnic s nadbytečným příjmem jodu odpovídá 
stavům, které popisují Wick aj. (1989) u disponova­
ných jedinců jako spontánní autoimunní tyreoitidy.

Nosnice přijímající dusičnany v napájecí vodě 
v množství 80 mg/kg vody (tab. Ill, skupina В a C) 
měly po 30denní zátěži nevýznamně nižší hmotnost

III. Hmotnost a histometrické parametry štítné žlázy nosnic po 30denni zátěži dusičnany - Weight and histometric parameters of the thyroid 
of layers after 30-day nitrate load

Skupina1 Příjem jodu a NO32 Parametr3 Jednotka4 x 5X

délka folikulů5 pm 77,18 19,56
šířka folikulů6 pm 51,42 9

л = 5 0,3 mg I/kg N1 výška tyreocytů7 pm 2,05 0,17

hmotnost štítné žlázy8 g • 0,175 0,025

relativní hmotnost štítné žlázy9 % 0,922.10"2

délka folikulů pm 97,18 15,48

0,3 mg I/kg Nj šířka folikulů pm 62,63 13,43

л = 5 80 mg NO3/kg 
napájecí vody

výška tyreocytů pm 2,24 0,13

hmotnost štítné žlázy g 0,164 0,34

relativní hmotnost štítné žlázy % 0,88.10“2

délka folikulů pm 87,79 4,18

0,8 mg I/kg N| šířka folikulů pm 60,69 2,73

л = 5 80 mg NO3/kg 
napájecí vody

výška tyreocytů pm 2,76 0,22

hmotnost štítné žlázy g 0,15 0,021

relativní hmotnost štítné žlázy % 0,826.10"2

Výška tyreocytů - Thyreocyte height: A : С (P < 0,01) 

'group, 2iodine and NO3 intake; for 3-9 see Tab. 11
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IV. Hmotnost a histometrické parametry štítné žlázy nosnic po 30denním příjmu řepkového šrotu (REŠ) - Weight and histometric parameters 
of the thyroid of layers after 30-day intake of rapeseed meal (RSM)

Skupina1 Příjem jodu a REŠ2 Parametr3 Jednotka4 x ,vr

A 
n = 5 0,3 mg I/kg N,

délka folikulů5

šířka folikulů6
výška tyreocytů7
hmotnost štítné žlázy8
relativní hmotnost štítné žlázy9

pm 
pm 
pm 

g 
%

86,7

61,26
3,35
0,19 
1,065.10"2

1,52
1,01

0,07

0,02

В 
л = 5

0,3 mg I/kg N|

*REŠ 126 g/kg N,

délka folikulů
šířka folikulů

výška tyreocytů
hmotnost štítné žlázy

relativní hmotnost štítné žlázy

pm 

pm 

pm

g 
%

88,69

64,59
3,16

0,19 
1,024.10"2

6,65

6,86
0,48

0,02

C
л = 5

0,8 mg I/kg N,

’REŠ 126 g/kg N,

délka folikulů
šířka folikulů
výška tyreocytů

hmotnost štítné žlázy
relativní hmotnost štítné žlázy

pm 
pm 

pm , 

g 
%

90,97

66,29

3,14
0,21 
IJ18.10"2

9,76

3,99 

0,28
0,07

* obsah glukosinolátů ve 126 g extrahovaného řepkového šrotu celkem 2,3 mmol - glucosinolate content in 126 g of rapeseed meal is 2.3 mmol 
in total

'group, 2iodine and rapeseed meal intake; for 3-9 see Tab. II

V. Průměrný obsah jodu ve vaječném žloutku u nosnic zatížených aditivním příjmem jodu - Average iodine content in egg yolk of layers 
loaded with additive iodine intake

'group, 2average iodine content in pg/kg of yolk fresh matter

Skupina1 A В C D
Průměrný obsah jodu v pg/kg čerstvé hmoty žloutku2 x 2 303 4 762 10 614 29 592

691 799 5 359 9 436

n 55 15 17 30

VI. Průměrný obsah jodu ve vaječném žloutku nosnic po 30denní zátěži dusičnany - Average iodine content in egg yolk of layers after 
30-day nitrate load

Přídavek dusičnanů v mg/kg směsi N/ A В C
Průměrný obsah jodu v pg/kg čerstvé hmoty žloutku2 x 1 028,8 1 142,5 1 398,5

157,7 174,5 191,8

л 23 23 23

'nitrate supplement in mg/kg of feed Nh 2average iodine content in pg/kg of yolk fresh matter

VII. Průměrný obsah jodu ve vaječném žloutku po 30denním příjmu řepkového šrotu - Average iodine content in egg yolk after 30-day 
intake of rapeseed meal

Skupina1 A В C
Průměrný obsah jodu v pg/kg čerstvé hmoty žloutku2 x 625,4 515,8 777,3

123,8 108,7 175,1
и 20 20 22

'group, 2average iodine content in pg/kg of yolk fresh matter

štítné žlázy, ale v porovnání s kontrolní skupinou vyšší 
tyreocyty. Zvýšení tyreocytů může být odezvou na se­
kundární nedostatek jodu (Docke, 1994) na úrovni štít­
né žlázy vyvolaný strumigenním účinkem podávaných

dusičnanů, který nebyl kompenzován ani přídavkem 
0,5 mg jodu/kg směsi (skupina C). Ke zmenšení foli- 
kulů štítné žlázy, které bývá podle Döckeho (1994) 
častou tendencí efektu strumigenních faktorů, nedošlo.
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Přesto, že lze předpokládat, že mechanismus přestupu 
jodidu do štítné žlázy se uplatňuje obdobně i u ovarií 
(Kreze a Langer, 1993), nezpůsobil příjem dusičnanů 
pokles obsahu jodu ve vaječném žloutku. Naopak, při 
obohacení krmné směsi o 0,5 mg jodu/kg (tab. Ill, sku­
pina C) se i za současného příjmu dusičnanů zvýšil 
obsah jodu ve žloutku o 22 % (tab. VI).

Přídavek 126 g řepkového šrotu (2,3 mmol glukosi- 
nolátů) na kg krmné směsi sice převyšoval o polovinu 
doporučovanou dávku pro nosnice (Egyedová a Mihá- 
lik, 1997; Richter aj„ 1996), ale neovlivnil po 30den- 
ním zkrmování zřetelně hmotnost a ani parenchym štít­
né žlázy (tab. IV). Předpokládaný strumigenní účinek 
glukosinolátů v uvedeném množství řepkového šrotu 
nevedl tedy ke zvýšení folikulárních buněk, ani ke 
změně velikosti folikulů a kvality koloidu. Histomet- 
rická charakteristika odpovídá eutyreoidnímu stavu 
štítné žlázy. Podle Zrunka (1989) se uplatňují strumi- 
genně glukosinoláty řepkového šrotu až při nedosta­
tečné saturaci krmné dávky jodem, ke které vzhledem 
ke krátké zátěži nosnic za současného příjmu kompletní 
směsi N[ nedošlo. Přesto snížený průměrný obsah jodu 
ve vaječném žloutku nosnic u všech třech skupin je 
odrazem jejich nižší saturace jodem (tab. VII).
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ABSTRACT: Coccidiosis in pigs is a disease of nursing piglets, and Isospora suis is the cause of neonatal porcine coccidiosis.
A review is given of /. suis infection in piglets, in which recent data are presented.

Isospora suis; porcine neonatal coccidiosis; diarrhoea in piglets

ABSTRAKT: Kokcidie Isospora suisje původcem průjmového onemocněni sajících selat. Obsahem tohoto sdělení se přehled 
současných poznatků o tomto onemocnění a jeho původci.

Isospora suis; isosporóza; průjmové onemocnění selat
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1. ÚVOD

Kokcidie jsou protozoární vnitrobuněční parazité, 
kteří způsobují klinická onemocnění zvířat užitkových 
i zvířat chovaných ze záliby. Většina kokcidií jsou jed- 
nohostitelské druhy, které parazitují v buňkách střevní 
sliznice a způsobují průjmová onemocnění. Obdobně 
jako ostatní užitková zvířata je prase hostitelem mnoha 
druhů střevních kokcidií. U prasete domácího (Sus 
scrofa domestica) je popsáno celkem osm druhů střev­
ních kokcidií rodu Eimeria a jeden druh rodu Isospora 
(Stuart a Lindsay, 1986). Zatímco zástupci rodu Eime­
ria způsobují většinou asymptomatické infekce prasat, 
kokcidie Isospora suis je původcem klinického one­
mocnění, které je v literatuře označováno jako kokcidi- 
óza sajících selat nebo isosporóza (porcine neonatal 
coccidiosis, piglet coccidiosis, coccidiosis in piglets be­
fore weaning, isosporosis). Obsahem tohoto příspěvku je 
přehled informací o kokcidióze sajících selat a jejím 
původci kokcidii Isospora suis, který vychází z infor­
mací v odborné literatuře a ze zkušeností autora a jeho 
spolupracovníků.

2. EPIZOOTOLOGIE KOKCIDIÓZY SAJÍCÍCH 
SELAT

2.1. Výskyt a rozšíření

Ačkoliv první popis oocyst kokcidie /. suis a popis 
klinických příznaků po experimentální infekci prasat 
pocházejí již z roku 1934 (Biester a Murray, 1934), 
první práce věnované klinické kokcidióze sajících selat 
jsou až z roku 1976 (O’Neill a Parfitt, 1976; Sangster 
aj., 1976). Do dnešních dnů byla kokcidióza sajících 
selat prokázána v řadě zemí všech světadílů a předsta­
vuje závažný zdravotní problém v chovech prasat. Ve 
Spojených státech a Kanadě je kokcidie /. suis diagnos­
tikována jako primární etiologické agens u 10 až 15 % 
selat s průjmovým onemocněním a ekonomické ztráty 
způsobené kokcidiózou sajících selat v chovech prasat 
v USA jsou odhadovány na 10 miliónů USD ročně (Lin­
dsay a Blagburn, 1994). V Evropě byla kokcidie I. suis 
popsána v chovech prasat v Dánsku (Greve, 1985), 
Švédsku (Nilsson aj., 1984), Švýcarsku (Guscetti aj., 
1994), Holandsku (Eysker aj., 1994), Německu (Otten 
aj., 1996; Meyer a Daugschies, 1998) a v Chorvatsku 
(Rajkovič-Janje aj., 1998). V rámci komplexního pro­
jektu v severských evropských zemích zaměřeného na 
parazitózy prasat byla kokcidie I. suis diagnostikována 
v chovech prasat ve Švédsku, Dánsku, Norsku, Finsku 
a Grónsku (Roepstorff aj., 1998). Kokcidióza sajících 
selat byla také popsána v Austrálii (O’Callaghan a Lang­
ston, 1990; Driesen aj., 1993), Koreji (Chae aj., 1998), 
Brazílii (Sayd a Kawazoe, 1996; Baccaro aj., 1998) 
a Venezuele (Boulanger aj., 1994). V našich podmínkách 
klinickou isosporózu popsali v druhé polovině 80. let 
Koudela aj. (1986). V poslední době se parazitárním 
onemocněním prasat věnovali kolegové z Veterinární

a farmaceutické univerzity v Brně a uvádějí výskyt oo­
cyst /. suis ve 3,3 až 40 % vzorků trusu prasat odebra­
ných celkem ve 20 chovech prasat v různých regionech 
na Moravě (Lukešová aj., 1997).

2.2. Vliv technologie a velikosti chovů na výskyt 
kokcidiózy sajících selat

Robinson aj. (1983) pozorovali isosporózu přede­
vším v chovech s kontinuální a bezstelivovou techno­
logií. Sanford (1983) uvádí výskyt klinické isosporózy 
v chovech různé velikosti a různé technologie, ale sou­
časně zdůrazňuje nejčastější výskyt ve větších chovech 
s kontinuální a bezstelivovou technologií. Sami jsme 
zjišťovali klinickou isosporózu častěji v chovech s bez­
stelivovou technologií (Koudela aj., 1986). Larsen 
(1996) uvádí výsledky koprologických vyšetření selat 
v chovech prasat ve skandinávských zemích, kde byla 
prokázána korelace mezi velikostí chovu a výskytem 
/. suis. V chovech s počtem prasnic pod 50 kusů byla 
/. suis prokázána u 6,9 % selat, v chovech s 50 až 
99 prasnicemi byly oocysty /. suis zjištěny u 21,5 % 
selat a v chovech s více než 100 prasnicemi byly oocysty 
/. suis potvrzeny u 34,3 % vyšetřovaných selat. Naproti 
tomu výsledky rozsáhlých studií zaměřených na výskyt 
I. suis v chovech různé velikosti a technologie v Ně­
mecku nepotvrdily závislost výskytu /. suis na velikosti 
chovu a typu technologie (Otten aj., 1996; Meyer 
a Daugschies, 1998). Otten aj. (1996) sledovali celkem 
10 chovů různé technologie s počtem prasnic od 30 do 
100 kusů a nezjistili žádné souvislosti mezi typem, ve­
likostí chovu a výskytem isosporózy. V návaznosti na 
tuto práci byly v roce 1998 prezentovány výsledky stu­
die zaměřené na výskyt /. suis v pěti velkých chovech, 
kde se počet chovných prasnic pohyboval od 150 do 
230 kusů. Ve stejné studii byl také srovnáván výskyt 
/. suis v chovu, kde se odstavují selata ve věku čtyř až 
pěti týdnů s chovem, kde jsou selata odstavována již ve 
věku tří týdnů. Výsledky této studie potvrdily značné 
rozšíření I. suis v chovech prasat v Německu a proká­
zaly korelaci mezi průjmovými onemocněními selat 
v chovech a výskytem /. suis. Ve všech sledovaných 
chovech byla zjištěna isosporóza selat bez statisticky 
významných souvislostí mezi typem, velikostí chovu 
a výskytem isosporózy (Meyer a Daugschies, 1998).

2.3. Věk selat s klinickou kokcidiózou

Isosporóza selat se klinicky manifestuje jako průj­
mové onemocnění sajících selat ve věku 5 až 15 dní. 
V literatuře se rozcházejí informace o výskytu isospo­
rózy ve vztahu к věku selat. Tyto rozdíly jsou způso­
bené použitou metodou к diagnostice isosporózy. Na 
základě komplexní diagnostiky založené na klinickém, 
patologickém a parazitologickém vyšetření zjistili Ro­
binson aj. (1983) nejčastější výskyt isosporózy u selat 
ve věku 7 až 10 dní. Také Sanford (1983) uvádí celkem
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63, 8 % případů prokázané kokcidiózy u selat ve věku 
7 až 10 dní. Klinické příznaky průjmu se objevují u in­
fikovaných selat zpravidla dva až tři dny před vylučo­
váním prvních oocyst /. suis v trusu, které je možné 
diagnostikovat koprologickým vyšetřením. Oocysty 
/. suis jsme nejdříve diagnostikovali u selat ve věku 
sedmi dní. Při koprologickém vyšetření jsme isosporózu 
nejčastěji zjistili u selat ve věku 11 až 15 dní (Koudela 
aj., 1986). Chae aj. (1998) diagnostikovali isosporózu 
u selat ve věku 7 až 20 dní. Na základě průkazu oocyst 
v trusu selat uvádějí Otten aj. (1996) a Meyer a Daug- 
schies (1998) nejvíce případů infekcí kokcidií /. suis 
u selat ve až třetím týdnu věku.

2.4. Sezónní dynamika

Dlouhodobé sledování chovů s výskytem klinické 
isosporózy ve Spojených státech, Kanadě a Koreji pro­
kázalo sezónní dynamiku výskytu (Bergeland, 1981; 
Robinson aj., 1983; Sanford, 1983; Stuart a Lindsay, 
1986; Chae aj., 1998). Nejvyšší prevalence byla pozo­
rována v letních měsících. V tomto období se teplota 
v porodních kotcích pohybuje nad 30 °C, která výrazně 
urychluje sporulaci oocyst /. suis a umožňuje rychlejší 
šíření v chovu (Stuart a Lindsay, 1986). Sami jsme také 
pozorovali nejvyšší výskyt isosporózy v letních měsí­
cích (Koudela aj., 1986). Sezónní dynamiku výskytu 
naopak nepotvrdily výsledky jiných autorů (Driesen aj., 
1993; Larsen, 1996; Otten aj., 1996; Meyer a Daug- 
schies, 1998).

2.5. Zdroj infekce

Problém zdroje a šíření infekčního agens, tj. oocyst 
/. suis, byl v odborné literatuře dlouho diskutován. Pů­
vodně se přepokládalo, že zdrojem infekce selat jsou 
prasnice, u kterých dochází v období porodu a v prv­
ních dnech laktace к vylučování oocyst /. suis trusem 
(Roberts a Walker, 1982). Tento výsledek však nepo­
tvrdila další detailní sledovaní prasnic v chovech s iso- 
sporózou selat (Lindsay aj., 1984; Koudela aj., 1986). 
Dnes převažuje názor, že hlavním zdrojem infekce selat 
je vnější prostředí kontaminované oocystami /. suis 
(Lindsay a Blagburn, 1994). Tento předpoklad je nepří­
mo potvrzen pozitivním vlivem asanace vnějšího pros­
tředí a terapie zaměřené na selata, a tím na snížení výs­
kytu isosporózy v chovech (Lindsay a Blagburn, 1994).

3. VÝVOJOVÝ CYKLUS A BIOLOGIE I. SUIS

Kokcidie /. suis je jednohostitelský vnitrobuněčný 
protozární parazit, který je taxonomicky řazen společně 
s ostatními kokcidiemi do kmene Apicomplexa. Jedním 
ze základních určujících znaků kokcidií na úrovni dru­
hu je velikost, tvar, barva a charakter obsahu oocyst. 
Pro zástupce rodu Isospora jsou charakteristické oocys­

ty s dvěma sporocystami, z nichž každá obsahuje čtyři 
sporozoity.

3.4. Sporulace

Vývojový cyklus jednohostitelských kokcidií sestá­
vá z části, která probíhá v hostiteli (endogenní vývoj) 
a z vývoje ve vnějším prostředí (exogenní vývoj). 
Z hostitele se uvolňují nezralé oocysty. Průběh zrání 
oocyst (sporulace) je ovlivněn vlhkostí, teplotou a pří­
tomností kyslíku. Doba sporulace oocyst /. suis je ve 
srovnání s jinými druhy kokcidií savců velmi krátká. Při 
teplotě 20 °C jsou oocysty infekční za 56 hodin a při 
teplotě 25 °C již za 40 hodin. Zatímco u druhů kokcidií 
rodu Eimeria dochází při teplotě nad 30 °C к výrazné­
mu zpomalení sporulace, v případě I. suis je sporulace 
oocyst nejrychlejší při teplotě 37 °C. Při této teplotě 
jsou oocysty plně infekční již za 12 hodin (Lindsay aj., 
1984; Ernst aj., 1986). Tato vlastnost oocyst /. suis má 
významný vliv pro rychlé šíření isosporózy v chovech 
prasat.

3.2. Excystace ■

Excystace je proces uvolňování sporozoitů ze sporo­
cyst a oocyst. К excystaci dochází v počátečních úse­
cích trávicího traktu za účasti žaludeční šťávy, trypsinu 
a žlučových kyselin. Proces excystace v podmínkách 
in vitro popsali Lindsay aj. (1983a).

3.3. Endogenní vývoj

Endogenní vývoj /. suis a vývojová stadia byly po­
psány při experimentálních infekcích jedno- až tříden­
ních selat (Lindsay aj., 1980; Harleman a Meyer, 1984; 
Vítovec a Koudela, 1990). Vývojový cyklus /. suis pro­
bíhá v cytoplazmě enterocytů tenkého střeva. Nejvíce 
vývojových stadií se nachází v zadním jejunu a ileu, 
méně často byla vývojová stadia prokázána v céku a ko­
lonu (Vítovec a Koudela, 1990). V průběhu vývojové­
ho cyklu je možné rozlišit dva typy merontů (schizon- 
tů) a stadia gametogonie. Meronty prvního typu mají 
dvě jádra a dělí se endodyogonií (Matuschka, 1982; 
Lindsay aj., 1980), procesem, kdy uvnitř mateřské buň­
ky - merontu vznikají dva merozoity. Druhý typ me­
rontů je vícejaderný a vzniká z něho až 16 merozoitů. 
První oocysty v trusu selat se objevují za čtyři až pět 
dní po infekci. Tato doba se označuje jako prepatentní 
perioda. Patentní periodou se rozumí doba, po kterou 
jsou vylučovány oocysty kokcidií trusem. Patentní pe­
rioda I. suis trvá 8 až 16 dní a má cyklický charakter 
s dvěma až třemi vrcholy vylučování v intervalu pěti 
dní (Vítovec a Koudela, 1990; Christensen a Henrik­
sen, 1994). Cyklický charakter vylučování oocyst na­
značuje možnost existence extraintestinálních stadií 
/. suis.
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3.4. Extraintestinální stadia

Extráintestinální stadia /. suis nebyla mikroskopicky 
prokázána v tkáních spontánně nebo experimentálně infi­
kovaných selat (Lindsay aj., 1980; Harleman a Meyer, 
1984; Vítovec a Koudela, 1987, 1990) nebo experimen­
tálně infikovaných myší oocystami /. suis (Stuart aj., 
1982a; Pickeney aj., 1993). Harleman a Meyer (1984) 
však prokázali existenci extraintestinálních stadií /. suis 
nepřímo, když se jim podařilo vyvolat infekci selat in- 
traperitoneální inokulací mezenteriálních mízních uzlin 
a slezin selat, která byla předtím experimentálně infi­
kována velkým počtem oocyst /. suis.

3.5. Kultivace v tkáňových kulturách a kuřecích 
embryích

Kultivace kokcidií v tkáňových kulturách nebo v ku­
řecích embryích představuje výrazné usnadnění studia 
kokcidií. Umožňuje jednak studovat daný druh kokci- 
die v podmínkách in vitro a také získávat stadia kokci­
dií pro další studium bez použití experimentálních zví­
řat. Jednotlivé druhy kokcidií však vyžadují specifické 
podmínky kultivace a většinu druhů kokcidií, které 
způsobují onemocnění zvířat, se nedaří kultivovat. Prv­
ní informace o kultivaci /. suis pocházejí z roku 1984, 
kdy Payer aj. (1984) publikovali výsledky svého sna­
žení převést /. suis do podmínek in vitro. Podobně jako 
později Lindsay a Blagburn (1987) pozorovali v tkáňo­
vých kulturách různých linií savčích buněk pouze po­
čáteční nepohlavní část vývoje /. suis - endodyogonii. 
Teprve výběr vhodné linie buněk tkáňové kultury 
umožnil kompletní vývoj /. suis včetně tvorby oocyst 
(Lindsay aj., 1998). Již dříve popsali Lindsay a Current 
(1984) kompletní vývoj /. suis v chorioalantoidní mem­
bráně kuřecích embryí. Produkce oocyst /. suis v pod­
mínkách in vitro je však malá a oocysty nesporulují 
(Lindsay a Current, 1984; Lindsay aj., 1998), a proto 
je nelze dále použít pro další studium a případné expe­
rimentální infekce.

4. KLINICKÉ PŘÍZNAKY

Isosporóza se projevuje jako akutní průjmové onemoc­
nění, které postihuje selata ve věku 5 až 15 dní. Ojedi­
něle se klinické onemocnění spojené s infekcí /. suis 
vyskytuje u selat v období odstavu (Nilsson, 1988). 
Trus postižených selat je nejprve pastovitý, v průběhu 
jednoho až dvou dnů přechází trus ve žlutý vodnatý 
průjem, který přetrvává tři až pět dnů, kdy je konzis­
tence trusu opět pastovitá. Selata jsou potřísněna na 
zadní části těla trusem a v kotci se šíří zápach zkaže­
ného mléka. V následném období je trus kašovité konzis­
tence a může obsahovat zvýšené množství hlenu a zbytky 
pablán. Po tomto období průjmu dochází u některých se­
lat к obstipaci a trus má charakter žlutých pelet. V ně­
kterých případech můžeme u selat pozorovat cyklický

průběh onemocnění, kdy se průjem vyskytuje opakova­
ně dvakrát až třikrát v intervalu pěti až sedmi dnů. Pro 
kokcidiózu sajících selat je charakteristický průběh 
onemocnění ve vrhu. Současně je průjmem postiženo 
pouze 30 až 75 % selat ve vrhu. Také v rámci chovu či 
sekce zpravidla prodělává průjmové onemocnění pouze 
část selat. Postižená selata zaostávají v růstu a při od­
stavu jsou selata ve vrzích nevyrovnaná. Souhrnná 
morbidita selat je do odstavu vysoká a dosahuje 75 až 
100 %, naproti tomu mortalita je nízká (Coussement 
aj., 1981; Robinson aj., 1983; Sanford, 1983; Stuart 
a Lindsay, 1986; Koudela aj., 1986; Vítovec a Koude­
la, 1987).

5. PATOLOGIE A PATOGENITA

Nejzávažnější makroskopické změny vyvolané spon­
tánní kokcidiózou jsou u selat ve věku 10 až 12 dnů. 
V závislosti na stupni infekce jsou v oblasti zadního 
a středního jejuna katarálně zánětlivé změny, hemor­
rhagic, ale také ložiskovité pablánové zánětlivé změny. 
Při histopatologickém vyšetření je možno zjistit atrofii, 
srůsty střevních klků spojené s erozemi na hrotech at- 
rofovaných klů, ložiskovitě i nekrotický pablánový zá­
nět a hyperplazii střevních krypt (Stuart aj.. 1980; Ber­
geland, 1981; Eustis a Nelson, 1981; Sanford, 1983; 
Vítovec a Koudela, 1987; Baccaro aj. 1998).

Experimentální infekce selat prokázaly, že charakter 
klinických příznaků a patologických změn je úměrný 
počtu podaných oocyst /. suis (Stuart aj., 1980, 1982b; 
Robinson aj., 1983; Harleman a Meyer, 1985; Vítovec 
a Koudela, 1990). Po experimentální infekci jedno- až 
třídenních selat dávkou 50 000 oocyst dochází ke krát­
kodobému průjmovému onemocnění bez úhynů selat. 
Dávka 200 000 oocyst způsobuje profúzní průjmové 
onemocnění spojené s dehydrataci a ojedinělé úhyny 
selat (Vítovec a Koudela, 1990) a dávka 300 000 až 
400 000 oocyst způsobuje úhyny většiny infikovaných 
selat (Stuart aj., 1980, 1982b; Järvinen aj., 1988). His- 
tochemické vyšetření střeva selat při experimentální in­
fekci selat prokázalo funkční poškození střeva v řadě 
sledovaných ukazatelů. Výsledky histochemického vy­
šetření byly publikovány v rozsáhlé sérii prací (Kud- 
weis aj, 1989a, b, c, d; 1990a, b, c, d, e).

Experimentální infekce gnotobiotických selat potvr­
dily, že kokcidie /. suis je primárním enteropatogenem, 
který způsobuje klinickou kokcidózu sajících selat (Har­
leman a Meyer, 1985; Vítovec a Koudela, 1990). V těch­
to experimentech jsme potvrdili opakované poškození 
střevní sliznice, které korespondovalo s opakováním 
období akutního průjmu a opakovaným vylučováním 
oocyst /. suis, které byly pozorovány u spontánně infi­
kovaných selat (Vítovec a Koudela, 1990).

Nepříznivé působení /. suis na selata se projevuje 
snížením přírůstků hmotnosti. Lindsay aj. (1985) uvá­
dějí průměrnou hmotnost třítýdenních selat po proděla­
né experimentální kokcidióze 3,9 kg a průměrnou 
hmotnost stejně starých kontrolních selat 5,6 kg. К po-
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dobným závěrům dospěli Del Castillo aj. (1996b) při 
zhodnocení vlivu isosporózy na přírůstky hmotnosti se­
lat v chovech v Kanadě.

6. INTERAKCE S JINÝMI ENTEROPATOGENY

Kokcidie /. suis se uplatňuje jako původce průjmového 
onemocnění selat samostatně nebo společně s jinými 
etiologickými agens. Na tuto skutečnost upozorňuje řa­
da autorů a zdůrazňují komplexní přístup к diagnostice 
původců (Bergeland, 1981; Roberst a Walker, 1980; 
Sanford, 1983; Larson a Schwartz, 1987; Guscetti aj., 
1994). Obecně se přepokládá, že při současném půso­
bení více enteropatogenů se jejich působení na organis­
mus vzájemně sčítá nebo potencuje. Tento předpoklad 
však nepotvrdili Baba a Gaffar (1985), když zjistili niž­
ší počty bakterií Salmonella typhimurium ve střevě se­
lat experimentálně souběžné infikovaných /. suis, než 
u selat infikovaných pouze salmonelami. Sami jsme 
zjistili synergistické působení rotavirů a /. suis při ex­
perimentálních infekcích konvenčních a gnotobiotic- 
kých selat (Vítovec aj., 1991).

7. IMUNITA

Kokcidie jsou výrazně imunogenní parazité a po pro­
dělané infekci se vytváří silná imunita. Stuart aj. 
(1982c) zjistili, že selata po reinfekci oocystami /. suis 
vylučují pouze malé počty oocyst bez klinických pří­
znaků isosporózy. Stejní autoři prokázali přirozenou 
věkovou rezistenci к infekci kokcidií /. suis (Stuart aj., 
1982b). U selat infikovaných ve věku dvou až čtyř týd­
nů nedochází ke klinickým projevům isosporózy a po­
čet vyloučených oocyst je signifikantně menší než u se­
lat infikovaných druhý až třetí den věku. Järvinen aj. 
(1988) srovnávali hodnoty jednotlivých sérových imu- 
noglobulinů selat infikovaných /. suis a selat kontrol­
ních a nezjistili žádné signifikantní rozdíly. Sami jsme 
srovnávali úlohu získané imunity a přirozenou věkovou 
rezistenci selat při experimentální isosporóze na zákla­
dě klinického průběhu, počtu vylučovaných oocyst 
a hmotnostních přírůstků selat. Zjistili jsme, že větší 
roli má přirozená věková rezistence než získaná imuni­
ta (Koudela a Kučerová, 1999). Isosporóza selat se jako 
klinické onemocnění projevuje v období, kdy odeznívá 
kolostrální imunita a není doposud plně zralý vlastní 
imunitní sytém selat. Domníváme se, že z těchto důvo­
dů skončily neúspěchem pokusy o imunizaci selat pros­
třednictvím kolostra (Baekbo aj., 1994) nebo snahy 
o vytvoření rekombinantní vakcíny (Welter aj., 1996).

8. DIAGNOSTIKA

Diagnostika kokcidiózy sajících selat v chovu je 
možná na základě klinického průběhu onemocnění, vy­
šetřením trusu selat, na základě patologického nálezu

a průkazem vývojových stadií kokcidií /. suis ve střev­
ní sliznici. V předcházejím textu jsme již podrobně po­
psali klinický průběh onemocněni a patologický nález 
při spontánní isosporóze selat. Následuje metodický ná­
vod, který popisuje parazitologické metody vyšetřením 
trusu selat a průkaz vývojových stadií kokcidií /. suis 
ve střevní sliznici selat.

8.1. Vyšetření trusu

Diagnostika kokcidiózy sajících selat na základě prů­
kazu oocyst /. suis v trusu selat je ovlivněna několika 
skutečnostmi. První oocysty I. suis se objevují v trusu 
selat za dva až tři dny po začátku průjmu. V tomto 
období má trus selat různou konzistenci a charakter, 
které ovlivňuji vlastní průběh koprologického vyšetře­
ní. Vylučování oocyst selaty je nepravidelné a indivi­
duální (Henriksen a Christensen, 1992; Del Castillo aj., 
1996a) a oocysty I. suis je možné prokázat také v trusu 
selat bez klinických příznaků. Pro koprologické vyšet­
ření kokcidiózy sajících selat v chovu doporučujeme 
následující postup (Koudela a Vítovec,.1998): 
• odebrat vzorky trusu od selat ve věku 10 až 14 dní 
• odebrat trus především od selat s příznaky průjmu 
• vzorky trusu je třeba odebrat od čtyř až pěti vrhů 

selat v sekci (chovu)
• při individuálním odběru (rektálními tyčinkami) je 

třeba odebrat trus minimálně od pěti selat ve vrhu
• individuální odběr lze nahradit směsným vzorkem 

od pěti selat, popřípadě směsným vzorkem trusu 
z podlahy kotce

• vlastní koprologické vyšetření provádět flotací v Sheat- 
herově cukerném roztoku (500 g cukru, 6,5 g fenolu, 
320 ml vody), méně vhodný je tradiční Brezův flo- 
tační roztok

• pro kvantitativní vyšetření pomocí McMasterovy 
počítací komůrky použít nasycený roztok chloridu 
sodného v kombinaci s cukerným roztokem (při kvan­
titativním vyšetření považovat hodnoty OPG (oocysts 
per gram) 104 až 105 za průkazné pro stanovení kok­
cidie /. suis jako původce akutního průjmového one­
mocnění selat v chovu.
Oocysty /. suis sférického až subférického tvaru 

a měří 19 až 25 x 17 až 21 pm. Stěna oocysty je hladká 
a má lehce nažloutlou barvu. Vysporulované oocysty 
obsahují dvě sporocysty se čtyřmi sporozoity.

8. 2. Průkaz vývojových stadií kokcidií /. suis 
ve střevní sliznici

Rychlou diagnostickou metodou je vyšetření roztěrů 
seškrabů střevní sliznice obarvených podle Giemsy 
(Lindsay aj., 1983b; Koudela a Vítovec, 1998). Roztě- 
ry střevní sliznice je třeba provádět z oblasti zadního 
a středního jejuna, kde probíhá v enterocytech vývojo­
vý cyklus /. suis. V obarvených roztěrech se nacházejí 
shluky nebo jednotlivé merozoity banánovitého tvaru.
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Po obarvení podle Giemsy jsou modré s purpurově 
zbarveným jádrem a měří 8 až 12 pm. Dále je možné 
prokázat kulovité makrogamonty nebo mikrogamonty 
s drobnými mikrogametami na periferii. Ve stadiu roz­
vinuté infekce jsou v roztěrech také málo barvitelné 
subsférické oocysty.

Při histologickém vyšetření střevní sliznice čerstvě 
uhynulého nebo utraceného selete je rozhodující pro 
potvrzení diagnózy nález vývojových stadií /. suis 

. v enterocytech zadního a středního jejuna. Pro histolo- 
gické vyšetření vyhovuje základní barvení hematoxy- 
lin-eosinem, z jiných barvicích metod se osvědčila 
Wolbachova modifikace Giemsova barvení.

8.3. Diferenciální diagnostika

Popsané postupy umožňují diagnostikovat infekce 
selat kokcidií /. suis. Tato kokcidie je prokázaným pri­
márním enteropatogenem, který se uplatňuje jako pů­
vodce průjmového onemocnění selat samostatně, často 
však společně s ostatními enteropatogeny z řad virů 
a bakterií: TGE virus, ED virus, rotaviry a enterotoxi- 
genní kmeny Escherichia coli (ETEC) a Clostridium 
perfringens typ C (Larson a Schwartz, 1987; Guscetti 
aj., 1994). Použití výše popsaných postupů pro dia­
gnostiku isosporózy ve spojení s ostatními metodami 
(virologické a bakteriologické vyšetření) vede ke 
správnému určení původce průjmového onemocnění 
selat a umožňuje zvolit vhodný postup při potlačení 
infekčních průjmových onemocnění selat.

9. TERAPIE A PROFYLAKTICKÁ OPATŘENÍ

V minulošti, kdy převládal názor, že zdrojem oocyst 
/. suis pro selata jsou prasnice, doporučovali někteří 
autoři podávání antikokcidik prasnicím před porodem 
a v období laktace (Roberts a Walker, 1982; Cunning­
ham, 1984). Při tlumení isosporózy byla ověřována celá 
řada léčiv: ze sulfonamidů sulfaquinoxalin (Coussement 
aj., 1981) a sulfaetopyridazin (Cunningham, 1984); 
z antikokcidik halofuginon a lasalocid (Männer aj., 
1981; Matuschka a Männer, 1981), decoquinate (Stuart 
a Lindsay, 1986), amprolium (Roberts a Walker, 1982; 
Ernst aj., 1985; Koudela aj., 1986; Girard a Morin, 
1987), monensin (Roberts a Walker, 1982; Doré a Mo­
rin, 1987) a declazuril (Mandsen aj., 1990). Výsledky 
použití těchto léčiv jsou nepřesvědčivé a rozdílné u růz­
ných autorů. .

Nejlepší výsledky jsou v současnosti dosahovány 
při použití antikokcidika toltrazuril, které bylo vyvinu­
to proti kokcidióze drůbeže (Baycox®, Bayer, Germa­
ny). V podmínkách chovu prasat s klinickou isosporó- 
zou selat jsme prokázali terapeutický a preventivní 
účinek toltrazurilu (Koudela aj., 1991). Další podobné 
studie potvrdily naše výsledky (Boulanger aj., 1994; 
Martineau aj., 1994; Driesen aj., 1995; Youn, 1996). 
Jednorázová perorální aplikace toltrazurilu selatům

v dávce 20 mg kg/ž. hm. v období tří až pěti dní jejich 
věku eliminuje vylučování oocyst a výrazně snižuje 
výskyt průjmového onemocnění v chovu. Důležitá je 
včasná aplikace toltrazurilu selatům ještě před poško­
zením střevní sliznice, tj. tři až pět dní po narození.

Další účinnou metodou, která snižuje výskyt isospo­
rózy selat v chovech, je důkladná asanace (Ernst aj., 
1985; Stuart a Lindsay, 1986). Oocysty /. suis, obdob­
ně jako oocysty jiných druhů kokcidií, odolávají běž­
ným asanačním postupům a dezinfekčním prostřed­
kům. Účinnost různých dezinfekčních prostředků na 
oocysty /. suis podle jejich vlivu na sporulaci oocyst 
testovali Stuart aj. (1981). Tito autoři prokázali zasta­
vení sporulace oocyst /. suis po aplikaci komerčního 
roztoku čpavku (household ammonia) v 50% a vyšší 
koncentraci. Výchozí koncentraci čpavku (čpavkové 
vody) však neuvádějí. Tuto informaci později převzali 
Tubbs (1987) a Larsen (1996) s tím, že referují o dob­
rém účinku 50% čpavku. Novější informace o účinku 
komerčních dezinfekčních prostředků na oocysty /. suis 
nebyly v odborné literatuře publikovány. Dá se však 
předpokládat, že použití dezinfekčních prostředků na 
bázi čpavku, u kterých je uváděna účinnost na oocysty 
kokcidií rodu Eimeria u drůbeže, budou také působit 
na oocysty /. suis. Z fyzikálních faktorů se na devitali- 
zaci oocyst /. suis doporučuje horká pára (>70 °C) 
(Tubbs, 1987; Larsen, 1996).

10. ZÁVĚR

Infekční průjmová onemocnění selat patří mezi eko­
nomicky závažná onemocnění, která postihují chovy 
prasat všech typů technologií. Mezi relativně méně zná­
mé původce průjmových onemocněni selat patří kokci­
die /. suis. Použití současných poznatků o kokcidióze 
sajících selat (isosporóze) a jejím původci kokcidii 
/. suis umožňuje chránit zdraví selat v chovech a sou­
časně zabránit výrazným ekonomickým ztrátám.
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and reviewing recent knowledge in the given field, are published in 
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also publishes readers’ views, remarks and comments in form of a text 
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including tables, figures and graphs.

Manuscript should be typed on standard paper (quarto, 30 lines 
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with the paper text or graphical documentation should be provided 
with the paper manuscript, indicating the used editor program. Tables, 
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The title of the paper shall not exceed 85 strokes and it should 
provide a clear-cut idea of the paper subject. Subtitles of the papers 
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conclusions of the paper, it is not a mere description of the paper. It 
must present all substantial information contained in the paper. It shall 
not exceed 170 words. It shall be written in full sentences, not in form 
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tion of experimental material and the method of result evaluation.

In the section Results, which is the core of the paper, figures and 
graphs should be used rather than tables for presentation of quantita­
tive values. A statistical analysis of recorded values should be sum­
marized in tables. This section should not contain either theoretical 
conclusions or deductions, but only factual data should be presented

Discussion contains an evaluation of the study, potential shortco­
mings are discussed, and the results of the study are confronted with 
previously published results (only those authors whose studies are in 
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Results and Discussion may be presented as one section only.

References in the manuscript are given in form of citations of the 
author’s name and year of publication. A list of references should 
contain publications cited in the manuscript only. References are listed 
alphabetically by the first author’s name.

Key words should make it possible to retrieve the paper on the 
basis of the animal species investigated, characteristics of their health, 
husbandry conditions, applied substances, etc. The terms used in the 
paper title should not be used as keywords.

If any abbreviation is used in the paper, it is necessary to mention 
its full form at least once to avoid misunderstanding. The abbrevia­
tions should not be used in the title of the paper nor in the summary.

The author shall give his full name (and the names of other colla­
borators), academic, scientific and pedagogic titles, full address of his 
workplace and postal code, telephone and fax number, or e-mail.
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