SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 4 (XXXID=-1959-CISLO 2

‘Hodnotenie antitoxickej funkcie pedene pomocou skisky
na syntézu hippurovej kyseliny po zataZeni natriumbenzoatom
u vysokoproduktivnych krav

OueHKa AaHTUTOKCHYECKOM (hyHKIMH NEeYeHM NpH NOMOILNH NpPOoOBI HA CHMHTE3
THINYPOBOM KHUCJIOTHI IIOCJe BBe/IeHHA 08 H30MHOKHCJIOro HATPHUA Y BEICOKONPOAYKTHBHBIX
KODOB

Evaluation of the Antitoxic Function of the Liver, by Means of Tests of the Synthesis
of Hippuric Acid After Addition of Benzoate of Soda in Highly Productive Cows

D. P. CERKASOV

Z katedry patologickej fyziologie Moskovskej veterindrnej akademie, vedtci katedry
doktor veterinarnych vied, prof. V. M. Koropov

Doslo dne 5. VIII. 1958

Uvod

Je vseobecne zndme, ze pedenn hra velmi délezita dlohu v premene latok.
Za tcasti fermentov prebiehaju v peceni zlozité procesy analyzy, syntézy a resyn-
tézy organickych latok. V sucastnej dobe je uz dostatoéne znama funkcia pecene
v bielkovinnom, uhlohydratovom, tukovom a dalSich dsekoch metabolizmu. Je
vyjasnena jej uloha ako barierneho organu, ktora spoéiva v detoxikac¢nej a antito-
xickej funkcii pecene. Nasledkom takej funkcionalnej mnohostrannosti je len pri-
rodzené, ze vykyvy v premene niektorjch latok odrazajia funkény stav pecene.
Prave preto je dolezité sledovat zavislost réznych funkcii pecene s poruchami pre-
meny latok.

V humainnej medicine sa pouziva celd §kala funkciondlnych skasok, ktoré

vo vhodnej kombinacii poskytuja moznost postdenia porich jednotlivych funkcii
pecene. :
V poslednych rokoch je aj vo veterinarnej medicine ststredend pozornost
mnohych pracovnikov na vypracovanie vhodnych skasok pre zisfovanie funkcio-
nalneho stavu pecene, z ktorych niektoré sa uz aj zacéinaju pouzivat v klinickej
diagnostike. Nedostatoéne sa zatial preStudované poruchy antitoxickej funkcie
a moznost ich diagnostikovania u domacich zvierat a konkrétine u rozného statku.
Ide predovietkych o urcovanie ureosyntetickej funkcie syntézy fenolsirovej a fenol-
glukuronovej kyseliny a pod.

V huménnej medicine pre postdenie pordch antitoxickej funkcie sa pouziva
hlavne skaska Q uicka. Jej princip je v norméalnom fyziologickom procese,
ktory prebicha v peceni za tuéelom detoxikacie kyseliny benzoovej, ktora sa tvori
pri rozpade aromatickych latok rastlinného pévodu. Vytvorena kyselina benzoova
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sa detoxikuje tym, Ze sa spolu s glykokolom v peceni slucuje v kyselinu hlppu-
rovu, ktora je potom vylufovand mocom.

Vo veterindrnej literatire sa nam podarilo nédjst len dve prace, ktoré su
venované skuske na syntézu hippurovej kyseliny pri chorobach pecene u domacich
zvierat.

I. P. Zapadnuk (1947) zistoval syntézu hippurovej kyseliny pri to-
xickych dystrofidch pecene u koni a u oviec. Z vysledkov autora vysvita, ze u ne-
mocnych zvierat bola syntéza zniZend na 46—48 %, ¢o svédéilo o znaénej po-
ruche antitoxickej funkcie. Okrem toho autor zistil paralelizmus tejto skusky
s poruchami ureosyntetickej funkcie pecene a s vysledkami galaktozovej skasky
u tych istych zvierat. Na Zial v citovanej praci nie je opisana metodika skasky na
syntézu hippurovej kyseliny, ¢im sa do istej miery znizuje prakticky vyznam tejto
prace.

Vacsej pozornosti zasluhuje praca prof. Mechtieva (1949), ktory roz-
pracoval metodiku a navrhoval presny postup prevedenia skasky na syntézu hip-
purovej kyseliny u rozného statku. Autor preskasal tato skasku na velkom expe-
rimentidlnom a klinickom materiale a potvrdil jej prakticky vyznam pre hodnotenie
antitoxickej funkcie pecene.

Nedostatok literatirnych pramefiov o pouZiti vySieuvedenej skusky u doma-
cich zvierat je mozno vysvetlit snad tym, ze dlho existoval nazor o tom, ze jedingym
miestom syntézy hippurovej kyseliny v organizme byloZravcov si oblicky. Dnes
je vsak zistené, Ze miestom syntézy kyseliny hippurovef je aj v organizme bylo-
zravcov peCen (Viktorowv K.R., 1948, Brauns§tejn, 1949, Mechtiev,
1949 a i.)

Nasou tlohou bolo zistit pomocou skusky na syntézu hippurovej kyseliny
zmeny v antitoxickej funkcii pecene u klinicky zdravych vysokoproduktivnych krav
a pri alimentdrnej toxémii.

Material a metodika

Pokusy boli prevedené na kraviach sovchoza ,Frjazero“. ,Otradnoje” a kol-
choza Kirova Moskovskej oblasti. Skaska sa previedla u 25 krav, z ktorych 15 ku-
sov bolo klinicky zdravych a roénou dojivostou od 4000—7800 a u ostatnych 10
(ro¢néa dojivost 4300—8680) boli zistené klinické priznaky alimentirnej toxémie
(Koropov, 1955).

Skaska sa robila priamo v uvedenych hospodarstvach nasledujucim sposobom.

Od 17—18 hod. veéer kravy 12 hod. hladovali. Prijem vody sa neohrani¢o-
val. Rdno o0 5—6 hod. sa odoberala mo¢ pre stanovenie hippurovej kyseliny pred
zatazenim. Thned po odbrani moéu sa intravenézne aplikoval 5% roztok natrium-
benzoatu v mnozstve 300‘ml. Potom v priebehu 6 hodin v intervaloch 1—1,5 hod.
sa odoberala mo¢ bud pomocou masaze alebo v krajnych pripadoch katetrizova-
nim. i
K stanoveniu hippurovej kyseliny sa bralo z kazdej porcie moca 100 ml do
porcelanovej nadobky v ktorej sa mo¢ zahustoval na polovicu objemu nad vodnym
alebo vzdusnym kiapelom. Zahusteny mo¢ sa prelial do sklenej banky a odlozil
do chladni¢ky. Uplné vychladnutie je totiz jednou z nutnych podmienok tplného
vykristalizovania hippurovej kyseliny v kyslom prostredi.

Po ochladeni sa k mo&u pridavala po kvapkach koncentrovana kyselina solna
az do vyrazne kyslej reakcie. Potom sa obsah banky pretrecal zo za¢iatku pozorne
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a pozdejsie energicky. Pri vysokej koncentracii hippurovej kyseliny dochadzalo
k jej rychlemu vykristalizovaniu.

Po zatrepani sa okyseleny moc¢ postavil do chladni¢ky na 2--3 hod. V nie-
ktorych pripadoch, kedy nedoslo k vykristalizovaniu kyseliny hippurovej po oky-
seleni a zatrapani a ani po 2— 3 hod. stania v chladnicke, ¢o byva hlavne v pri-
padoch polyurie, sme bud viac zahusfovali mo¢, alebo nechivali v chladnicke cez
noc. Ak sa ani za tychto podmienok neobjavili kristale kyseliny hippurovej mozno
sudif o jej praktickej nepritomnosti v danej porcii. Je viak mozné, Ze tiez pritom-
nost bielkoviny ztazuje vykristalizovanie hippurovej kyseliny a preto v pripade
proteonurii bielkovinu treba cdstranif.

Po uplnom vykristalizovani sa obsah filtroval cez papierovy filter. Banka sa
niekolkokrat splachla destilovanou vodou, ktorou sa tiez premyli kristale na filtra¢-
nom papieri. Potom sa kristale susili v susiarni pri 60° C az do dosiahnutia stalej
vahy. Takymto sposobom sme zistili mnozstvo hippurovej kyseliny v 100 ml mo¢a.
Nakolko sme poznali mnozstvo vyluceného moc¢a za kazda hodinu a tiez mnozstvo
moca vyluceného v priebehu 6 hodin mohli sme zistit kvantum vyluéenej higpuro-
vej kyseliny pocas kazdej 1—1,5 hodiny po apliljovani natrium benzoatu a tiez
celkové mnozstvo za 6 hodin.

Vyluc¢ené mnozstvo hippurovej kyseliny mozno vyjadrit tiez v hodnotach
benzoovej kyseliny nasobenim mnozstva kyseliny hippurovej 0,78.

My pokladime za spravnejsic urcovaf podla vylacenej hippurovej kyseliny
percento vyluceného benzoanu sodného v pomere k aplikovanému. Toho dosiahne-
me tak, ze mnozstvo vylacenej kyseliny hippurovej nasobime 0,804 a potom
tmerou uré¢ime % vyluc¢eného benzoanu v pomere k aplikovanému. Kvocient 0,804
vyplyva z reakcie syntézy hippurovej kyseliny:

CeHs CO Na (m. v. 144) + CH:NH,COOH) m. v. 75 (=
= C¢Hs CONHCH; COOH) m. v. 179 (+4+ Na OH (m. v. 40).

1. Kvocient pre vypolet benzoanu sodného z kyseliny hippurovej —
144 :179 = 0,804.

2. Kvocient pre vypoc¢et hippurovej kyseliny z benzoanu sodného —
179 : 144 = 1,243.

Ked teda poznidme mnozstvo vylaéenej kyseliny hippurovej Iahko vypoc¢itame
% vylaceného benzoanu sodného. Napr. krava vylaéila za 6 hodin po zatazeni
benzoanom 10,0 g hippurovej kyseliny, ¢o odpoveda 8,04 benzoanu sodného. Na-
kolko vsak krave bolo aplikované 300 m/ 5 % benzoanu, teda 15 g, v pomere
k vpravenému natriumbenzodtu vyludené mnozstvo &ini 53,6 % (15:8,04 =
=100 : X).

Pre rychle prepocitanie sme zhotovili tabulku, ktoru tiez uvadzame (pozri
tab. I).

Vlastné pokusy

I. Vysledky natriumbenzoitovej sktasky u klinicky
zdravych krav

Zatazenie natriumbenzoatom bolo prevedené u 15 klinicky zdravych krav
z toho u 10 v priebehu lakticie a u 5 kusov v obdobi vysokej gravidity. Tieto
pokusy ndm dali moznost zistif urcité rozdiely antitoxickej funkcie pecene za
roznych fyziologickych podmienok organizmu.
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|
Kyselina % vylaéeného Kyselina ', vyli&eného } Kyselina | 9, vylu€eného
hippuro- natrium- hippurova natrium- | hippurova | natrium-
Vivg benzodtu | ve benzoitu | vg | benzoatu
‘ |
|
0,001 } 0,00536 0,05 0,268 0,9 4,824
0,002 | 0,01072 0,06 0,3216 1,0 5,36
0,003 | 0,01608 0,07 0,3752 2,0 10,72
0,004 | 0,02144 0,08 0,4288 3,0 16,08
0,005 | 0,0268 0,09 0,4825 4,0 21,44
0,006 ‘ 0,03216 0,1 0,536 5,0 26,80
0,007 i 0,03752 0,2 1,072 6,0 32,16
0,008 ’ 0,04288 0,3 1,608 7,0 37,52
0,009 | 0,04824 0,4 2,144 8,0 42,88
0,01 ! 0,0536 0,5 2,68 9,0 48,24
0,02 ‘. 0,1072 0,6 3,216 10,0 53,6
0,03 0,1608 0,7 3,752 20,0 107,2
0,04 0,2144 0,8 4,288

Na tabulke II. si vysledky natriumbenzoatovej skasky u 10 krdv nachidza-
iucich sa v stadiu laktacie.

1I.

‘ Hippurova kyselina Hi 5
| Mot vyludeny : IPRHEOVE, o, vyléteného
Krava za 6 hod. v 100mlmotive kyselina n:)i,trium-
e za 6 hod. -
v ml pred za- = po za- vg benzodtu
[ taZzenim tazeni |
Lasto¢ka ’ 2625 0,324 | 0,990 17,483 . 93,7
Burjonka 1700 | 0,6403 1,74 17,524 93,93
No 143 1850 0,1935 | 1,260 19,730 105,75
Samara 1700 | 0,060 1,060 17,00 91,12
No 410 3900 ; 0,190 | 0,60 15,99 85,71
No 818 1370 | 0,250 1,450 16,44 88,11
Dalja 2825 0,284 0,873 16,64 89,19
Muravka 3800 | 0,234 0,655 15,99 85,71
Milka 3825 | 0,390 | 0,7845 15,09 80,88
Ballada 3750 l 0,233 0,683 16,87 91,42
|

Z tabulky vidno, ze u klinicky zdravych krav sa po intravencznom injiko-
vani 300 ml 5 % benzoanu natria syntetizovalo v priebehu 6 hodin 15,09 az
19,73 g kyseliny hippurovej ¢im sa vylucovalo vo vietkych pripadoch vyse 80%
aplikovaného natriumbenzoatu.

Na tabulke IIT st uvedené vysledky u 5 krav, klinicky zdravych, nachadza-
jucich sa v poslednom mesiaci gravidity.

U tychto krav, ako vidno z tabulky, sa po podani ndtriumbenzodtu synteti-
zovalo 12,307—13,7 g kyseliny hippurovej a vyluéilo 65,93—73,38 % injikova-
ného benzoanu natria.
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I1I.

‘ Hippurova kyselina i i
‘ Mot vyluceny v‘igo ml mo{‘fi vg T)?s%lﬁl;;va % vylyteného
Krava za 6 hod. 2a 6 hod nétrlufn—

’ vml pred za- | po za- ve : benzoitu

| taenim | taZeni

?
Kyl'’ka ‘ 4250 0,140 0,442 12,83 68,9
Gamma ; 3700 0,1715 0,5068 12,307 65,93
KruZevnica | 4825 0,155 0,415 12,54 67,21
Vilka ; 2700 0,143 0,638 13,37 71,66
Diskusia | 1750 0,219 1,007 13,7 73,38

|

|

Takym spoésobom bolo zistené, ze u klinicky zdravych krav nachadzajtcich
sa v stadiu laktacie bola schopnost petene syntetizovaf hippurovi kyselinu z na-
triumbenzoatu vys$§ia ako u krav v poslednom mesiaci gravidity.

II. Vysledky nidtriumbenzodtovej skiaSky u krdvs alimen-
tarnou toxémiou

Okrem klinicky zdravych krav bola skaska prevedena u 10 krav s priznakami
alimentarnej toxémie, ktoré sa vyznacovali zviéSenim peéene a jej bolastivostou
Pri palpacii alebo perkusii, miernym ikterom sliznic dutiny tstnej, vaginy a kon-
juktivy, zniZenim nervo-svalového tonu, oslabenim motorickej €innosti bachora,
oslabenim srdcovej ¢innosti vyznacujicim sa zoslabenim tonov a zmenou rytmu.
U nemocnych krav bolo zistené zrychlenie pulsu v niektorych pripadoch do 83/min.
a zrychlenie dychania do 60/min.

Pri laboratérnom vySetreni boli zistené zl¢ové pigmenty a kyseliny v mogi.
Na tabulke IV. st uvedené vysledky skisky u 10 nemocnych krav.

Iv.
| Hippurova kyselina i . X )
Mot vyladeny | 100 ml motiv g Hippurova % vyliZeného
Krava za 6 hod. e ) kyselina natria-
v ml pred za- | po za- ve benzoatu
taZenim | taZeni
Botanika 5500 0,0 0,0 0,0 0,0
Volna 4240 0,0 0,188 8,07 43,255
Fyzika ‘ 1800 0,3735 0,7661 7,067 37,88
Brusnicka ‘ 4350 0,0 0,1985 8,6378 46,23
Sliva 3650 0,0 0,093 3,51 18,6
Gavanja ﬁ 1550 0,0 0,508 7,878 42,2
Zadaca ‘ 2905 0,2135 0,6576 12,903 69,14
Jablonja { 1750 0,671 1,108 7,64 40,97
Balerina [ 6400 - 0,0893 0,2138 7,968 42,71
Barynja 3000 0,073 0,214 4,23 22,38
|
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Z tabulky vidno, ze v tychto pripadoch mnozstvo vylacenej kyseliny hippu-
rovej okrem kravy Zadaéi nedosahovalo v ziadnom pripade 10 ¢ (0,0—8,63) za
6 hodin v percente vylaceného benzoanu natria v pomere k aplikovanému 50 %
(0,0—46,23). Okrem toho u kravy Botanika nedoslo k syntéze hippurovej ky-
seliny.

Takto bolo zistené, ze u krav s vyraznymi klinickymi zistitelnymi hepatal-
nymi poruchami v porovnani s klinicky zdravymi zvieratami je zna¢ne znizena
antitoxickd funkcia peéene.

Diskusia

Vychadzajiac z vysledkov natrium benzoatovej skusky u klinicky zdravych
vysokoproduktivnych krav sme stanovili normalne hodnoty antitoxickej funkcie
pecene. Tieto hodnoty zodpovedaja 15—19,7 ¢ syntetizovanej hippurovej kyseliny
¢o odpoveda 80—105 % aplikovaného benzoanu natria. Nami dosiahnuté vy-
sledky sthlasia s adajami Mechtejeva (1949), kiory poklada antitoxicka
funkciu pefene u krav za normalnu ak sa po aplikovani nitriumbenzoatu v prie-
behu 6 hod. vylué¢i mocou 14—21,0 g hippurovej kyseliny.

Hodnoty ziskané na klinicky zdravych kravich v stadiu stinia na sucho
sit 0 7—15 % nizsie ako u krav pocas laktdcic. To snad svedéi o tom, ze v po-
slednom §tadiu gravidity dochadza k urcitému znizeniu antitoxickej funkcie pe-
¢ene u krav.

Vysledky ziskané u vysokoproduktivnych kriv s poruchami premeny litok
tyru alimentarnej toxémie ukazali na znacné narusenie antitoxickej funkcie pe-
Cene. U tychto krav doslo k zniZeniu percenta vyliceného natria na 40—50 %.
V fazkych pripadoch aj na 20 % a u jednotlivych kusov (krava Botanika) sme
vylacenie nezaznamenali. Tieto vysledky ukazuju, ze u krav s alimentarnou to-
xémiou je znacne znizena detoxikacia, pre organizmus skodlivych latok, ¢o sved¢i
¢ naruseni antitoxickej funkcie pecene.

Naru$enie antitoxickej funkcie pecene nastiva pravdepedobne nasledkom ne-
spravného krmenia, vyznacujiceho sa nadbytkom biclkovin v krmnej davke. Na-
sledkom toho vznika porucha travenia charakterizujiica sa zrizenim motorickej
funkcie bachora a zvySenym vstrebanim toxickvch hnilobnych produktov poruse-
nou ¢revnou barierou, ¢o vedie ku vzniku dystofickych zmien v peleni (Koro -
pov, 1956).

Velky vliv na znizenie antitoxickej funkcie pecene u krav s alimentirnou
toxémiou maju tiez poruchy procesov v bachore vyvolané zmenami ¢innosti ba-
chorovej mirofléory (K olb, 1956, Popov, 1957). Hoflund (1949) zistil,
ze normalna flora bachora za pritomnosti lahkesiravitelnych uhlohydritov syn-
tetizuje z toxickych produktov bielkovinového rozpadu sacasti svojho tela a ta-
kym sposobom sa zmensuje vstrebavanie toxickych latok. To znamend, ze nesprav-
nym krmenim zapri¢inené zmeny c¢innosti bachorovej mikroflory maja velky
vyznam pre vznik intoxikécie, ktord je pricinou alimentdrnej toxémie.

Z vysie povedaného mozno predpokladat, Ze pri alimentarnej toxémii nasled-
kom zvysenej tvorby toxickych produktov a néslednych hepatdlnych porach do-
chadza k zniZeniu aktivnosti fermentov, ktoré katalizuja procesy detoxikacie, na-
sledkom c¢oho sa poru$uja obranné syntézy v nasum pripade syntéza kyseliny
benzoovej a glykokolu v kyselinu hippurovi.
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Zd4 sa, Ze natriumbenzoatova skaska charakterizujica tento proces moze
znaéne pomoct pri véasnej diagnostike alimentdrnej toxémie, hodnoteni terapie
i prognozy tohoto onemocnenie. Detajlnejsie vysvetlenie tychto otazok bude pred-
metom dalich nami pripravovanych prac.

Suhrn

1. Po intravendznom aplikovani 300 ml 5 % natriumbenzoatu klinicky zdra-
vym krdvam sa vylacilo 15—20,0 g hiprurovej kyseliny. Toto mnozstvo odpoveda
80—105 % injikovaného benzoanu nitria.

2. U kllmcky zdravych kriav v poslednom mesiaci gravidity ‘bola znifena
schopnos{ pecene detoxikovat benzoova kyselinu. Antitoxickd funkcia pecene
u tychto krav sa pohybovala v rozpiti 65—73 % aplikovaného natriumbenzoatu.

3. Syntéza hippurovej kyseliny u krav s alimentarnou toxémiou bola silno
znizena a odpovedala 30—40 % injikovaného benzoanu nétria. Syntéza hippu-
rqvej kyseliny bola muumalna alcbo aplne chybala u krav s tazkym priebehom
choroby.

4. Skaska na syntézu hippurovej kyseliny je vhodnym testom pre hodnotenie
antitoxickej a syntetickej funkcie pecene u vysoko produktivnych krav.
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OueHKa aHTHUTOKCHYCCKON (MYHKNMM NEYEeHM NP NOMOLRHM NPodHI HA CHUHTE3
rMIIYPOBOM KMCJIOTBI 10CJIe BBEJeHUA OEH30/HOKHCJIOr0 HATPHA Y BHICOKONPOAYKTUBHBIX
KOpOB

1. ¥V RIMHWYECKH 30POBLIX KOPOB IIOCJE BilyTpHBeH.HOI‘O Beegenns 300 mu. 5%
pactBopa 0eH30MHOKUCIOro HATPUA BbIACAANOCH OT 15 g0 20,0 r runmnyposoit KUCJIOTHI.
OTO KOMMUECTBO TUIITYPOBOIT KUCIOThI coorBeTcTByeT 80—105% BBEAEHHOrO GEH30i1HO-
KUCJIOTO HATPUA.

2. YV KJIMHMYECKH 3JI0POBBIX KOPOB B TIOCJIEAHEM MECHLC CTEJbHOCTH Oblia ITOHM-
JK€Ha CIIOCODHOCTh TICHCHM 00e3BPEKUBATh OCH30MHYIO KMCJIOTY. AHTUTOKCUYECKasd
(byHKLMA nedeHy y 9TUX KOPOB ‘B HAIUMX ONbITAaX KoJjedanach B mnpeaenax 65—73 %
BBEJIEHHOI0 OEH30IHOKMCIIOr0 HAaTpPUA.

3. CuHTe3 runmypoBoii KHMCJIOTBI Y KOPOB ¢ aJMMEHTApPHO! TOKCEeMMejr Pe3K0 II0-
HuKeH u cocranager 30—4090 BpeJieHHOro GEH30MHOKHCJIOTO HATPUA. DTO CBUAETENb-
CTBYCT 0 Pe3KOM HapyLIEHHM aHTUTOKCHYECKOM (PYHKLMU IIeYeHM Npu JaHHOM 3aboie-
Banuy, CUHTE3 THUNINYPOBOI KHUCJIOTBI AOXOAMJI A0 MMHMMYMa MJIM COBEPILIEHHO OTCYT-
CTBOBAJI y KOPOB C TAXKEJbIM TedeHHeM OOJIe3HH.

4. IIpoba Ha CHMHTE3 THUIIMYPOBOI KHUCJIOTBI SABJIAETCA XOPOILUMM TECTOM JJA
OLICHKH AHTMTOKCHYECKO! U CHMHTETHYECKOW (byHKUMM IeYeHU y Bucoxonpozxyx'maaux
KOpPOB.
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Evaluation of the Antitoxic Function of the Liver, by Means of Tests of the Synthesis
of Hippuric Acid After Addition of Benzoate of Soda in Highly Productive Cows

1. After intravenous injection of 300 ml of 5 % benzoate of soda to clinically
healthy cows, 15 to 20 grams of Hippuric acid was secreted. This amount corresponds
to 80—105 % of the injected benzoate of soda.

2. In the case of clinically healthy cows in the last month of pregnancy the
ability of the liver to detoxicize benzoate of soda was reduced. The antitoxic function
of the liver of these cows varied within the range of 65 to 73 percent of the benzoate
of soda injected.

3. Synthesis of hippuric acid of cows having alimentary toxemia was strongly
reduced and corresponded to 30 to 40 percent of benzoate of soda injected. The
synthesis of hippuric acid was at a minimum or completely lacking in cows with
serious cases of the disease.

4. Tests of synthesis of hippuric acid are a proper test to evaluate the antitoxic
and synthetic function of the liver of highly productive cows.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 4 (XXXII-1959-CISLO 2

Hygienické zhodnoceni vod pouzivanych k napajeni
hospodafskych zvifat v zemédé&lskych podnicich
Gottwaldovského kraje

CaHHTADHO-TMIMEHHYECKasl ONEeHKA NHUTHEBOI BOJALI B CEJbCKOXO03AMCTBEHHBIX
npexnpuaTHaX [oTBanbA0BCKOM 00JacTH

Trinkwasserbewertung vom hygienischen Gesichtspunkt aus in den landwirtschaft-
lichen Betrieben des Bezirkes Gottwaldov

Hygienic Evaluation of Drinking Water in Agricultural Enterprises in the Gottwald
Region

K. PROKUPEK, L. SEDLARIK, F. HOS
Statni védecky veterinarni ustav, Praha, poboCka Gottwaldov

DoSlo dne 11. VII, 1958

Uvod

Pro normalni éinnost zvifeciho organismu ma znaény vyznam voda. Napa-
jeni spolu s krmenim ma podstatny vliv na celkovy zdravotni stav a uzitkovost
zvirat.

Podle védeckych a praktickych poznatkii sniZuje nedostatek dobré pitné vody
uzitkovost zvifat, brzdi vahovy pfirastek a zhorSuje odolnost organismu viéi ne-
mocem. Napdjeni zvifat ze znecisténych vodnich zdroji muZe zplsobit onemoc-
néni traviciho Gstroji, napadeni cizopasniky a nakazlivé nemoci. Napijeni zvifat
pfilis studenou vodou zpiisobuje zanéty dychacich cest a onemocnéni zazivadel.

Pitna voda ma byti ¢istd a Cerstva, bez cizich pfimési, pfiméfené teploty
(nejméné 8° C) a tvrdosti (5—25 stupiit némeckych). Bézné se pouziva k napa-
jeni zvifat vody vodovodni a studnié¢ni, ale také vody povrchové (potoéni, fi¢ni,
rybni¢ni a jiné vody). Voda z louzi a mo¢ali se k napajeni nehodi, protoze byva
silné zneci§téna a muiZe obsahovat choroboplodné zirodky i vajicka cizopasniki.
Udrzovani vodnich zdrojii v fadném stavu a ¢istoté ma mimotadny profylakticky
vyznam zejména v prevenci parazitarnich chorob. Podle zku$enosti pouziva se
v nékterych zemédélskych zdavodech vody k napajeni téz jako vody pitné. Se zfete-
lem k témto okolnostem je nutno na vodu, ktera slouzi k napijeni domacich zvi-
fat, klast zvySené naroky z hlediska hygienického a pozadovat, aby méla vlastnosti
pitné vody.

Zda se, ze vodé, slouzici k napajeni zvitat, se dosud vénuje malo pozornosti.
Svédéi o tom také ta okolnost, Ze v nasem odborném pisemnictvi najdeme o této
otidzce jen fidké zpravy. Jsme toho nizoru, ze tomuto nepravem opomijenému
dseku veterinarni hygieny a prevence je nutno vénovat vice pozornosti.
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V neddvné dobé byla publikoviana prace Borkovcova, peojednavajici
o hygienickych zdvadach v pitnych vodach zemédélskych podnika. Priizkumu bylo
podrobeno 180 vodnich zdroji z péti okresii Brnénského kraje. Mezi nejcastéjsi
zavady patii blizkost hnojisté, coz bylo zjisténo v 80 % pripadt. Po strance celko-
vého mikrobniho zneéisténi bylo primérné 11 % vod posouzeno jako zdravi ne-
zivadné, 16,7 % podezielé a 72,3 % jako zavadné.

Chemickym rozborem pitnych vod v zemédélskych podnicich se obird studie
Vitkoviéova. Autor se zabyval smyslovym, fyzikilnim a chemickym roz-
borem pitnych vod ze 180 studni ¢tyf moravskych okresi z okoli Brna, jakoz
i zhodnocenim studni po strdnce zdravotni nezdvadnosti a dospél k zdvéru, ze
46 % vod bylo zdravotné tplné nezavadnych, 22 % jich mélo vizné zdravotni
zavady a 32 % vzorki bylo podeztelych.

Co do mnozstvi maji velké naroky na pitnou vodu predevsim prasata a skot.
Nejlépe vyhov1me potiebam zvitete, ma-li k vodé volny pfistup. Zvife pije, kdyz
ma Zzizenl a nepfepiji se.

Pravidelné napajeni je proto dilezitym predpokladem dobrého zdravotniho
stavu i uzitkovosti zvirat. O tom, jak rus$ivé pusobi nedostatek vody k napajeni
na vahové ptirastky, uvadi pékny priklad Kroutilik. Na jednom hospodai-
stvi, kde byla umisténa skupina skotu, nastala porucha vedovodniho zafizeni.
Voda musela byt dovazena ze vzdaleného zdroje a nestacila kryt potfebu zvirat.
Denni piidél vody byl zkricen o jednu tretinu. Ackoliv tento stav trval pouze
10 dni, projevil se nedostatek vody vyrazné na prirustcich, Primérny denni pfi-
riistek, ktery ¢inil 1,34 kg, se snizil o 0,89 kg, tedy o plnych 66 %.

Metodika prace

V akci bylo vysetfeno 309 vzorkli vod pouzivanych k napéjeni zvitat. Vzor-
ky, odebirané do sterilnich nadob, podle predem vypracovaného navedu pracovniky
veterindrni terénni sluzby, byly s urychlenim dopravovany do ustavu poslem.
Za chladného pocasi byly nékteré vzorky posiliny postou. U kazdého vodniho
zdroje mélo byt provedeno hygienicko-topografické zhodnoceni se situaénim na-
¢rtkem a zaznamenano ve formulafich, rozesilanych spolecné se vzorkovnicemi.

Vysetfeni bylo zaméfeno v zdsadé na zjisténi bakteriologické cistoty a na
kvalitativné chemické zkousky, doplnéné stanovenim fyzikalné chemickych vlast-
nosti. Viechna vysetfeni byla proviadéna podle smérnic a navodu jednotnych ana-
lytickych metod pro posuzovani pitnych vod (JAM ¢. 2., 1. pitna voda), vydanych
ministerstvem potravinarského primyslu v roce 1953 (Vynos MPP z 23. list.
1953, & 396/397/53-242 se souhlasem hlavniho hygienika).

Pti bakteriologickém rozboru bylo provadéno vysetfeni na mnozstvi zarodka
psychrofilnich, mesofilnich a zirodky skupiny coli-aerogenes. Pocet psychrofil-
nich zarodkd byl zjistovan na Zelatinoagarovych pidéach pri inkubaci dvou az tri
dni a teploté¢ 20° C. Pt¥i stanoveni poc¢tu mesofilnich zdrodki jsme pouzili jako
kultivaéniho prostfedi dvouprocentniho agaru. Postup otkovini byl obdobny jako
pfi stanoveni poétu psychrofilnich zarodkd, plotny vsak byly inkubovany v ter-
mostatu pti 37° C. Vyrostlé kolonie jsme odecitali po 24 a po 43 hodinach. Pocet
zarodkd se prepocitaval na 1 ml vySetfované vody.

Pfitomnost mikrobii ze skupiny coli-aerogenes jsme prokazovali na tekuté
pudé metodou Savageovou a na pevné piudé koncentra¢ni metodou Fic-
ker - Parti§ovou. P zjiSfovani zdstupci coli-aerogenes ve vodé témito
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metodami jde v podstaté o dvé zasadni véci: zjistit, zda vibec jsou tyto mikroby
ve vodé pritomny a v jakém mnozstvi. Zji§fujeme-li nejmensi mnozstvi vody, ve
kterém mikroby ze skupiny coli-aerogenes jsou jesté pritomny, stanovujeme coli-titr.

Koncentraéni metodou Ficker-Partisovou zji§fujeme na Endoagaru pocet bak-
terii skupiny coli aerogenes. Zjistény pocet typickych mikrobl E. coli ptepocita-
vame na 1 litr vody, ¢imz dostaneme index-coli.

Fyzikdlnim vySetfenim byly zjistovény zdkal, barva, sediment, pach a nékdy
i chut.

Chemické vysetfovani bylo provadéno kvalitativné a v pripadé potieby
i kvantitativné a omezovalo se na zjidfovani nékolika ukazateld, které maji hlavni
vyznam pri posouzeni jakosti vody i z hlediska chemického.

Byly zjistovany: Koncentrace vodikovych iontd (pH) -- orientac¢né indika-
torovymi papirky zna¢ky ,Phan”, amoniak, resp. slou¢eniny amonné, draslik, ze-
lezo, vapnik, hot¢ik, chloridy, dusi¢nany, dusitany, sirany, fosfore¢nany.

Dobré pitnd voda nemd obsahovati na 1 litr vice nez

35 mg/L N,Os — dusi¢nant (NO3s~)
250 mg/L SO3 — sirana (SO4™ )
100 mg/L — chlorida (Ci™)
0,3 mg/L Fe:03 — sloucenin zeleza (Fet ™ a Fe*** z anorg. slou¢enin)

Fosfore¢nany organického pavodu (POs — = —), dusitany (NO2™) a amoniak
organického puvodu (NH3;, NHy* ) nemaji viubec byt pfitomny.

Bliz3i podrobnosti pouzité metodiky jsou uvedeny v piisluinych kapitolach
jednotnych analytickych metod.

Nezbytnym doglikem vysSetieni bylo hygienicko-topografické posouzeni vod-
nich zdroju. Jelikoz z technickych diivodii jsme je nemohli sami provést, sesta-
vili jsme dotaznik, obsahujici tyto hlavni body: Druh vody, zdroj a jeho umisténi,
slozeni pudy, popis vodniho zdroje, zdroje znedisténi a jejich vzdalenost, zptsob
pfipadného csetieni vody, situaéni nacrtek.

Po skonceni jednotlivych diléich vy3ectfeni po strance bakteriologické, che-
mické, fyzikilné chemické a na podkladé mistniho hygienicko-topografického pro-
- Setfeni, byly vysledky shrnuty a zhodnoceny a stanoven poéet a stav vyhovujicich
a nevyhovujicich zdrojii pitnych vod v zemédélskych zavodech podle zisad, uve-
denych v Jednotnych analytickych metodach.

Viastni prazkum
Ze 309 vysetienych vzorkiu vod bylo 268 z JZD, 21 z CSSS, 5 ze skolnich

statkti a 15 z ostatnich zemédélskych zavoda.
Vodni zdroje jsme rozdélili do 4 skupin:

1. Vodovody . . i % 0§ we s 0% ¢ 20
2. Studny v 1emcdelskem ob]eklu 5w ... 224
3. Zdroje podchycené mimo hospodarsky ob]ekt e s = 50
4. Vody povrchové . . . . . 15

Vodovodi pouzivalo sedmnact ]ZD, dva skolni statky a jeden hrebéin, studni
JZD ve 200, CSSS ve 14 a cstatni podniky v 10 pripadech. Zdrojii podchycenych
mimo objekt pouzivalo JZD ve 44, GSSS a jiné podniky v 6 piipadech. Povr-
chovych vod pouzivalo 8 JZD, 3 CSSS a ostatni podniky ve 4 ptipadech. Povr-
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chové vody byly v 11 pfipadech potoky, ve dvou rybniky, v jednom povrchovy
vodojem a v jednom; pfipadé povrchova voda bez uréeni puvodu.

U wétSiny vodnich zdroji byl pofizen hygienicko-topograficky popis. I kdyz
udaje nebyly vzdy aplné, bylo mozno ze zaznami vytézit hodné cennych poznatki.

Bakteriologicky rozbor

Bakteriologicky rozbor byl provadén podle smérnic JAM pro vys$etfovani pit-
nych vod.

V dobrych pitnych vodach nema pocet psychrofilnich zarodki presahovati
100 v 1 ml vody; nejvyse pripustna mez je 500 zarodku. Pocet mesofilnich za-
rodkd nem4 ptesahovati 20 v 1 ml vody, maximalni pfipustna mez je 100 zarodki.
Mikrofléra ze skupiny coli-aerogenes, ktera v bézné praxi se hodnoti jako indika-
tor znecisténi organickymi latkami, nema byti prokazana obvyklymi vysetfovacimi
metodami ani ve 100 ml vysetfované vody. Maximalni mez pfipustnosti u lokal-
nich vodnich zdroji je negativni nalez v 50 ml zkoumané vody.

1. Vodovody

Podle stanoveného mnozstvi psychrofilnich zdrodkda vyhovovalo 12 pfipada,
nevyhovovalo 8. Na jeden vyhovuijici vzorek pripadlo priimérné 29 zarodki v 1 ml,
na jeden nevyhovujici vzorek priimérné 667 zarodku v 1 mi.

Podle stanoveného mnozstvi mesofilnich zirodka vyhovovalo 13 vzorkd, ne-
vyhovovalo 7. Na jeden vyhovujici vzorek pripadlo prumérné 5 zarodka v 1 ml,
na jeden nevyhovujici 310 zarodka v 1 ml.

Na pocet zarodku skupiny coli-aerogenes na pevné pudé vyhovovalo 16
vzorkl, nevyhovovaly 4. Pramérné ptipadd na jeden nevyhovujici vzorek 127
zarodka v 1 litru. V' tekuté ptidé (Savage) vyhovovalo jen 11 vzorkd.

Podle vysledki bakteriologického vysetteni 20 vzorki méstskych a obecnich
vodovodi bylo zafazeno 11 vzorkl mezi dplné vyhovujici zdroje vod. Ze zbyva-
jicich 9 vzorka jest 6 vzorkdi s mirnym zvySenim psychrofilnich zarodki nebo
pritomnosti coli-aerogenes, prokdzanych v tekuté padé, nikoliv vsak na pevné
pudé. Zbyvajici 3 vzorky, ve kterych byly zjistény zarodky ccli-aerogenes i na
pevné pudé a vys§i pocet psychrofilnich a mesofilnich zarodkd, byly zafazeny
do skupiny nevyhovujicich zdrojt.

2. Studny

Ze 224 vzorki vod ze studni vyhovovalo na pripustny pocet psychrofilnich
zarodka 93, nevyhovovalo 131 vzorkt. U vyhovujicich vzorka ¢inil pramérny po-
et zarodki 198 v 1 ml vody, u nevyhovujicich 1 602.

Na mesofilni zirodky vyhovovalo jen 79 vzorki. Nevyhovujicich bylo 144.
Primérny pocet mesofilnich zarodki vyhovujicich vodnich zdroja byl 37 v 1 ml,
u nevyhovujicich 722.

Coli-aerogenes na pevné piidé: Pocet vyhovujicich studni 50, nevyhovujicich
171 (u 3 vzork nebyly coli-aerogenes na pevné pudé zjisfovany). Primérny
pocet zarodkd v 1 zavadném vzorku byl 6922 v 1 ml. V tekuté padé vyhovovalo
37 vzorkd.

Ze 224 vzorku studni¢ni vody vyhovovalo toliko 37 vzorku.
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3. Zdroje podchycené mimo objekt

Z 50 vzorki vod ze zdroji podchycenych mimo objekt bylo 29 vzorkd vyho-
vujicich pfi vySetfeni na pocet psychrofilnich zarodkd. Na pocet mesofilnich za-
rodka nevyhovovalo z uvedenych 50 vzorkd dvaadvacet. Na jeden vyhovujici
vzorek pripadlo v priméru na 1 ml vody 126 psychrofilnich a 15 mesofilnich
zarodk. Na jeden nevyhovujici vzorek ptfipadlo primérné na 1 ml vody 1 482
psychrofilnich a 532 mesofilnich zarodk.

Coli-aerogenes na pevné pudé: Pocet vyhovujicich zdroju byl 16, zavad-
nych 33, Pramérny pocet zarodki na pevné pudé u nevyhovujicich pfipadi byl
7 478 v 1 ml. V, tekuté pdé vyhovovalo 15 vzorkd.

Celkove z 50 vysetfenych zdroji podchycenych mimo zdvod, vyhovovalo jen
15. Zbyvajicich 35 vzorkd nevyhovovalo.

4. Vody povrchové

Z 15 vzorku povrchovych vod pouzivanych k napédjeni vyhovovaly 4 vzorky
o prumeérném poctu 46 zarodka v 1 mi. Nevyhovovalo 11 vzork s pramérnym
poctem 1 748 zarodkii/ml.

Podle poé¢tu coli-aerogenes na pevné ptdé vyhovovaly 2 ptipady a nevyho-
vovalo 13 pfipadé¢ o primérném poctu 19 415 zarodki/ml.

Z vysledka zjisténi coli-aerogenes v tekuté ptidé vyhovoval z 15 vySetfenych
vzorkl jen jeden vzorek. Jde o vodu ¢erpanou z vodojemu, ktery je napijen po-
tackem ze studanky, vzdalené asi 100 m. Poticek je zéasti chranén kiovim a ji-
nymi porosty pred zneéisténim. Voda v poticku neni nijak zneédi$fovana.

Chemické a fyzikdalni vySetfeni

Pri smyslovém posouzeni byla vénovana hlavni pozornost cirosti, zabarveni
sedimentu a zapachu vody.

Z 309 vzorkl bylo 47 vod opaleskujicich, 36 mélo urcité zabarveni (napft.
zazloutlé, rezavé), u 42 vzorki byl sediment (slouceniny Zeleza, $ed4, hnéda
usazenina apod.) a 8 vzorki pachlo (pach bahnity, zemity apod.). Méfenim pH-
papirky pohybovalo se pH témé¥ vyluéné mezi 5,4 a 5,5. V jednom ptipadé 8,3.

Od chemického vysetfeni jsme pozadovali, aby nas informovalo o pov§echné
jakosti pitné vody a vylouéilo nebo potvrdilo, zda zkoumany vodni zdroj obsahuje.
litky, které jsou ukazatelem znecisténi odpadnimi organickymi latkami ve vétsim
mnozstvi nez je pripustné.

Pti chemickém vySetfeni 20 vzorki vod z vodovodii nevyhovovalo pro zvysené
mnozstvi sloucenin amonnych, hofe¢natych a sirani po jednom vzorku, dusi¢nani
4 vzorky a chloridd 3 vzorky (za soucasné pritomnosti i ostatnich ukazateli zne-
¢isténi).

Z vysetrovanych 224 vzorkt vod ze studni bylo nevyhovujicich pro ptrekro-
¢eni pripustného mnozstvi iontit NHs* 46 vzorku, iontd Fe*++ 13 vzorkd, iontd
NOs~ 65 vzorkd, ionti SO4— 4 vzorky, iontd POs—— 4 vzorky a ionti CI~
87 vzorku.

Z celkového mnozstvi 50 vzork vod ze zdroji podchycenych mimo objekt
bylo nevyhovujicich pro vyssi obsah po 3 vzorcich u iontd NHs* a NOs~, 2 vzorky
u ionti Fe*** a 4 vzorky u ionti CI~. ’
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Pfi ohodnoceni vysetrenych vzorki po strance chemické vyhovovalo ze sku-
piny vod z vodovodii 15 vzorkii (75 % ), ze skupiny vod ze studni v objektu 97
vzorkd (43 %), ze skupiny vod ze zdrojii podchycenych mimo objekt 40 vzorki
(80 %) a ze skupiny vod povrchovych 10 vzorkii (67 % ). Po ptipoéteni vzorkd
s malymi zdvadami, s védomim toho, ze vhodnost vody nutno posuzovat s pfi-
hlédnutim ke vSem rozhodujicim okolnostem, bylo mozno posoudit jako vyhovujici
u' vodovodii' 17 vzorka (85 %), u studni 159 vzorku (71 %), u zdroju podchyce-
nych mimo objekt 44 vzorki (88 %) a ve skupiné vod povrchovych 11 vzorkd
(73 %). Vzorky se stopami amoniaku resp. sloucenin amonnych byly zapocita-
vany vzdy mezi vzorky nevyhovujici, i kdyz jejich puvod nemusel byt vzdy z orga-
nickych latek (napf. redukci anorganickych latek, z umélych hnojiv apod.).

Rozbor hygienicko-topograficky

Celkem bylo odevzddno 260 dotazniku, z nichz ¢ast nebyla ve vsech rubri-
kach zodpovézena. Poznatky z této akce jsou stru¢nou formou uvedeny v textu
a v ptehlednych tabulkéch.

1. Umisténi vodnich zdroju

V kolika Umisténi zdroju
pfipadech | 7 ¢o-
Druh vodnich ho o
zdroju bez na | vza-!| D3 v v loug:e ind
zaté- | neza- | krvtu!| ~soei na- A . | nebo | jinde
kalo: | tékalo Tytul| niysi | hradé dvoli lese | poli past-
viné
Studny 116 53 5 — 19 155 = = = =
Zdroje mimo
objekt 29 21 2 12 - 5 12 14 19
Povrchové vody - — — - - — — - 9
II. Vzdéalenost vodnich zdroji od hnojist a stdjovych objekti
Vzdilenost vodnich zdroju v metrech
Druh | od objektu T od hnojiété
vodnich — -
zdroju 10 | 20 | 30 | 50 | ne- | 10 | 20 | 30 | 50 ne-
?8 az | az | az | az ng zna- ‘118 az | az | az | az rllgc(:l) zna-
20 | 30 | 50 | 100 mo 20 | 30 | 50 | 100 mo
Studny g2|21| 5| 6| 5|12| 55 [59|32|10| 14| 9|35] 27
Zdroje mimo
objekt - | = 2| — 5|43 — - | = 1 1 5|43 —
Povrchové
vody e 4| — 5 6 - | = | = 1| — 8 6
Vodovody —|l=]=] =] == 15 - = =1=-1=-1= [ 15
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Z dodanych 186 topografickych popisii studni se dalo zjistit, Ze u 116 studni
zatéka povrchova voda nebo jiné necistoty. Bez jakéhokoliv krytu bylo 5 studni.
U 15 pripadu ztistal dotaz nezodpovédén. 155 studni je na nadvofi, 57 na za-
hradé nebo nejblizsim okoli, 12 na navsi.

Ze 186 pripadii bylo 69 studni ve vzdalenosti do 6 m od hnojisté nebo
staje, 16 studni ve vzdalenosti od 6 do 10 m, 100 studni ve vzdalenosti nad
10 m. Ve 27 pripadech nebyly tdaje uvedeny. Z uvedeného je patrno, ze skoro
polovina studni nemd patficnou vzdalenost od hnojisté nebo stdjovych prostora.
Z uvedenych studni bylo 93 zdroji oznacenych jako domaci vodovody.

Z 50 zdrojli, podchycenych mimo objekt, bylo oznaceno 29 pfipadu jako
zdroje, do kterych zatéka povrchova voda. Z toho byly 2 zdroje aplné bez poklopu.
V lese bylo 5 zdroji, v poli 12, na pastviné nebo louce 14, obecnich studni na
navsi bylo 12, bez uvedeni mista bylo 19 zdroji.

Ve vzdalenosti do 50 m od objektu byly 2 vodni zdroje, od 50 do 100 m
5 zdroja, nad 100 m 43 zdrojt.

Ve vzdalenosti do 50 m od hnojisté nebo stiji byly uvedeny 2 pfipady, od

50 do 100 m; 5 ptfipadi, nad 100 m 43 ptipady.
"~ U povrchovych vod byly 4 vodni zdroje ve vzdalenosti do 50 m od objektu
a 5 nad 100 m. Od hnojisté byl jeden zdroj ve vzdalenosti do 50 m a 8 nad
100 m. Tyto zdroje jsou sice pomérné dosti vzdalené od ziidel znelisténi v hos-
podaiskych objektech (staje, hnojisté), aviak moznost znedisténi jiného druhu je
znaéna.

Pokud jde o slozeni pudy, byla uvedena hlina v 59, pisek wve 22, smés hliny
a pisku v 63, jiny materidl v 5 ptipadech. V 37 pfipadech nebylo sloZeni pudy
uvedeno. Vyzdenych studni bylo 60, se skruzemi 84, 1 vrtani. U 40 studni nebyla
uprava vyznacena.

Diskuse

Provedeni priizkumu bylo uskuteénéno v nasem kraji v roce 1954 a 1955.
Prizkumem byl zhodnocen soucasny hygienicky stav 309 vodnich zdroji slou-
zicich k napajeni zvifat v zemédélskych objektech JZD a CSSS v Gottwaldovském
kraji, a to 20 vodovodu, 224 studni, 50 zdroju zachycenych mimo objekt a' 15
vod povrchovych. Vysledkem bakteriologického, chemického a hygienicko-topogra-
fického vysetieni bylo zjisténi, Ze vodovodi vyhovovalo 17 (85 %), studhi 37
(16,8 %), vodnich zdrojii mimo hospodaisky objekt 15 (30 % ); ze skupiny po-
vrchovyoch vod 1 (6,7 % ). Celkové bylo shledano vyhovujicich vodnich zdroji
jen 23 %.

Amoniak byl prokizin v 21 % Vysetrovanych vzorkl, a to bud jen ve sto-
pach nebo nizkych hodnotach. Fosforecnany byly zjistény pouze v 1,3 %. Pozo-
ruhodné je, ze ani amoniak, ani fosfore¢nany nebyly nalezeny ve vodach povr-
chovych,

V zasadé neni tak vysoké procento nevyhovujicich vodnich zdroju vzdy vo-
dami zdravotné zavadnymi, nebof v nékterjch ptipadech jde o zdroje, které po-
tfebuji urcité dpravy a nutné adrzby. V porovnani se zhodnocenim pitnych vod
péti okresu kraje Brnénského, jejichz priizkum byl proveden asi pted 8 roky Bor-
kovcem, jsou uvedené vysledky obdobné nasim.

Nejcastejsxm vodnim zdrojem je studna. Pfedpokladame-li, Ze podzemni voda
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sama o sobé je nezdvadnd, muze jeji zneciiténi ve studni nastati riznym zpl-
sobem:

1. Studna neni vibec kryta a tim je dana velkd moznost tmyslnému nebo
nahodilému znedisténi vody. Castou pric¢inou zneéistovani vody je oplachovani
zevniho povrchu nadob pfi nabirani vody.

2. Studna je kryta, avsak kryt neni tésny. Casto byva pripad, ze dievény
kryt studny je uz chatrny, takze desky k sobé neptiléhaji, anebo dilce betonového
krytu netésni nebo jsou rozpraskané. Vzniklymi $térbinami zatéka pak povrchova
voda. Zde je nutno upozornit také na $patny zvyk vylévani splaski v okoli studny.

3. Vyzdivka studny je poruSena nebo vlastni zdivo je v horni ¢asti zfizeno
v propustné vrstvé, takze necistoty a povrchova voda muze prosakovat do spodni
vody. To je zvlast mozné, neni-li okoli studny upraveno.

" 4. Zdivo studny je sice zfizeno v nepropustné vrstvé, aviak za uréitych
okolnosti miZe povrchova voda proniknouti podél zdiva do hloubky a sparami ve
zdivu do spodni vody.

K odstranéni vySe uvedenych zivad je tfeba dbat nasledujicich zasad pfi
udrzovani nebo potfizovani novych studni v zemédélskych zdvodech:

Novi studna se zfizuje na vhodném misté chranéném pred zatékanim desto-
vych a snéhovych vod a dostate¢né vzdaleném od zdroju znecisténi (hnojist, mo-
¢uvkovych jam, staji apod.).

,Podle vyhlasky ministerstva stavebniho prumyslu ze dne 28. prosince 1950
o podrobnéjsich predpisech pro pozemni stavby (Utedni list I. & 709/1950) je
v § 35 stanoveno, Zze domovni ¢&istirny nebo Zumpy musi byti zfizovany podle
mistnich pomérd nejméné 10 m od studni.

Studna ma byti vzdilena od; cest, uvali, breht fek a méa byt chranéna pted
zatopou. Dno studny zpeviiujeme filtra¢ni vrstvou oblazki a pisku, silnou 15 az
20 c¢m. Pti silngjsim tlaku vody pokryjeme dno Stérkem nebo vrstvou kamene.

Studny maji pfesahovat povrch zemé 30 az 60 ¢cm. Horni ¢ast zdiva obkla-
dame vrstvou upéchovaného jilu zasahujici do hloubky 1,5 az 2 m, kolem studny
pudu vydlazdime, vyasfaltujeme nebo vybetonujeme se sklonem 1 : 10 smérem od
studny.

K odvadéni povrchovych vod ztidime odvodni struzky. Studnu ohradime,
abychom zabrinili pfistup zvifatim. Koryto k napéjeni zvitat umistime nejméné
4 m od studny.. Vodu do ného pfivadime zldbkem. Studnu je nutno pravidelné
Cistit a opravovat. Odbérem vody védry nebo pomoci rumpéld se voda zneéistuje
. a je tfeba upustit od tohoto zplisobu cerpani vody. Nahradime jej hygienickym
zpisobem odbéru pomoci ¢erpadel. Cerpadla jsou na ruéni nebo motorovy pohon.
Zisadné doporucujeme kovova éerpadla. Dosud hojné pouzivané dfevéné pumpy
jsou zdravotné zavadné, ponévadz drevo ve studni rychle hnije, kazi Cirost i chut
vody. Otvor v krytu studny, jimz prochazi dfevéna trubka, neda se tak dobfe
utésnit. Horni ¢ast Cerpadla (hlava stojanu) je §iroce oteviena a umoziiuje zne-
¢idténi vody. Pumpa sama vyzaduje ¢astych oprav. Vyhodné je pouZiti automa-
tického Cerpaciho zatizeni, které miize samoéinné zasobovati napajecky, coz usetti
praci oSetfovatelim zvifat. Zvifata maji kdykoliv dostateéné mnozstvi Cerstvé
vody. Takovy zptsob éerpani vody ma také tu vyhodu, ze studna muZe byti si-
tuovdna az 50 m od Cerpadla, tedy na zahradé nebo v ¢isti dvora vzdalené od
hnojisté a jinych neéistych mist,

Tésnéni krytu je snadno proveditelné a okoli studny je udrzovano v nélezi-
tych hygienickych podminkach.

Za tuéelem kontroly zdravotni nezavadnosti vody odebirame v uréitych ¢aso-
vych intervalech vzorky k laboratornimu vy3etfeni.
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K desinfekci pitné vody ve studnich se zvlast doporucuje pripravek Sagena,
obsahujici koloidni stribro, vyrobek n. p. Spolana, Neratovice.

Z neptiznivych vysledka hygienického pruzkumu vod v zemedelskych podni-
cich v Gottwaldovském kraji nutno vyvodit, Ze ipravé a udrzovani vodnich zdroja,
zejména studni, je nutno vénovat vétsi pozornost.

Souhrn

Z vysledkt bakteriologického a chemického vySetfeni, jakoz i hygienicko-to-
pografického prizkumu pitnych vod v zemédélskych podnicich (JZD a CSSS)
Gottwaldovského kraje vyplyva, ze hygienickym podminkdm vyhovuje pouze 23 %
vodnich zdroju.

Dostatek kvalitni vody je nezbytné nutny k udrzovani dobrého zdravotniho
stavu a uzitkovosti hospodédfskych zvifat. Proto na vodu, slouzici k napajeni, je
nutno klast stejné pozadavky, jako na vodu pitnou. Je proto tfeba zajistit zaso-
bovani dobrou a nezdvadnou vodou zemédélské podniky. Toho lze dosdhnout zvy-
Senim hygienické péce o vodni zdroje na venkové. V &etnych zemédélskych pod-
nicich jsou predpoklady k ziskdni dobré pitné vody zachovavanim ¢istoty a fadnou
tdrzbou studni.
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CaHMTAPHO-TUrHEeHIYECKAaT OICHKA NHTHEBOM BOJABLI B CEJILCKOXO03AMCTBEHHBIX
npeanpuaTuax LoTBaJbLA0BCKOM 00JacTH

VI3 pe3yabTaTOB KAaK DAKTEPMOJOTMYECKOTO M XHWMMYECKOrO MCCHAENOBAHUA, TaK U
CaHUTAPHO-TOIOrpachuYeckoro o0bcae 0BauMsa TTHTHEBOM BOJABI B CEJIBCKOX03ACTBEHHBIX
npeanpuATUaX [OTBAIbIOBCKOI 00JacT (EAMHBIX CEJILCKOXO03AMCTBEHHBIX KOOIEpaTH-
BaxX M rOCyJapCTBEHHBLIX XO03MMCTBAX) BBITEKAET, UTO TOJBKO 23 % BOIAHBIX MCTOYHMKOB
OTBEYAIOT TPEeGOBAHMAM CAHUTAPUI.

JlocTaToOYHOE KOJNMYECTBO KAYECTBEHHO! BOALI ABJIAETCA HEOOGXOAHMBIM IJIS IIOA-
Iep:KaHus XOPOLICTo COCTOAHMUA 3J0POBbA M NPOAYKTMBHOCTH XO3SAMCTBEHHBLIX KHUBOT-
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HbIX. ITo3TOMy K BOJ€, KOTOPasA CJYXKHUT s MOCHUS KUBOTHLIX, HYKHO ITPEAbLABIATH
raKue e TpeDoBaHMA, KAK M K NNUTBeBoi pojie. CiexnoparesbHo, Heobxoaumo obecrie-
4YUTh CHaOzKEeHMe CeJIbCKOXO3AMCTBEHHBLIX IIPEANPHATHII X0pOoLIell BOAOM. DTOr0 MOIKHO
JOCTUTHYThL IIOBBIIIEHMEM CAHMTAPHON 3a00Thbl O BOAHBLIX MCTOYHMKAX B cese. Bo MHO-
TUX CeJIbCKOXO03AMCTBEHHBIX NPEATIPUATUAX MMEIOTCA NPEeANIOChIIKN 1A IIOJy4YeHUsT X0-
poillleji MMUTLEBOI BOALI IIyTeM IIOAMEPIKAaHMA YHCTOTBI M TIPABUJILHOTO COAEPIKAHUSA
KOJIOALIEB.

Trinkwasserbewertung vom hygienischen Gesichtspunkt aus in den landwirtschaft-
lichen Betrieben des Bezirkes Gotiwaldov

Aus den Ergebnissen der bakteriologischen und chemischen Untersuchung, so-
wie aus der hygienisch-topographischen Durchforschung von Trinkwasser in den
landwirtschaftlichen Betrieben (landw. Produktionsgenossenschaften und Staatsgii-
tern) des Bezirkes von Gottwaldov geht hervor, dall nur 23 % der Wasserquellen
den hygienischen Anforderungen entsprechen.

Zur Erhaltung eines guten Gesundheitszustandes und guter Leistungsfiahigkeit
der Nutztiere ist eine genligende Menge von Wasser guter Qualitdt unerldfllich. Dem-
zufolge sind an das zum Tranken bestimmtes Wasser dieselben Anforderungen wie
an das Trinkwasser zu stellen. Die landwirtschaftlichen Betriebe miissen also mit
gutem und einwandfreiem Wasser versorgt werden. Dies kann durch Erhohung hygie-
nischer Sorge um die Wasserquellen auf dem Lande erzielt werden. In zahlreichen
landwirtschaftlichen Betrieben gibt es Voraussetzungen fiir Gewinnung von gutem
Trinkwasser durch Reinhaltung und durch richtige Instandhaltung der Brunnen.

Hygienic Evaluation of Drinking Water in Agricultural Enterprises in the Gottwald
Region

The results of bacteriological and chemical tests, as well as hygienic-topographi-
cal studies of drinking water in agricultural enterprises (co-operative and state
farms) in the Gottwald region show that only 23 percent of the water sources con-
form to hygienic conditions.

Sufficient good quality water is essential for maintaining a good state of health
and productivity of farm animals. Therefore the same requierements must be set
for water serving farm animals as for human beings drinking water. Therefore farm
enterprises must be assured a supply of good, untainted water. This can be attained
by increasing hygienic care given water sources in rural areas. In numerous agri-
cultural enterprises the prerequisites for obtaining good drinking water are the main-
tenances of cleanliness and proper care of wells.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 4 (XXXII)-1959-CISLO 2

Studie o devitalizacnich faktorech, zvlasté o antagonismu
vuéi viru EBp (chripky) prasat

M3yuenue (haKTOPOB JAeBMTAJM3aUMM H, B YACTHOCTH, aHTAaroHuM3iMa K Bupycy EBp
rpMIIa CBMHEH

A Study of Devitalization Factors, Particularly Antagonism to the Virus of EBp
or Hog Cholera
MVDr. Zd. KOZUSNIK '
Z ustavu mikrobiologie a imunologic Veterindrni fakulty VSZL v Brné,
prednosta prof. dr. Harnach

Doslo dne 21, VII. 1958

Uvod
Vitalni antagonismus

Pfi souziti dvou nebo vice bakterialnich druhG dochézi v podstaté ke dvéma
tkazium. Jestlize se bakterie navzajem neposkozuji, pak mluvime o bakteridlnim
synergismu. Tento vztah se vyskytuje i mezi bakteriemi a viry, jako naptiklad
u viru chiipky prasat v synergismu s Haemophilus influenzae suis.

Opakem komplexnich a symbiotickych mikrobii je bakterialni antagonismus.
Tento se projevuje tim, ze nékteré bakteridlni kmeny, mnohdy dplné nepatogenni,
. maji tlumivy vliv na jiné, omezuji je ve vzristu a p¥ipadné je niéi, a to i mikroby
silné patogenni. Je zniama cela fada mikrobialnich antagonisti. Tak Vaerst
(22) dokazal, ze vytazek pyocyanaza pisobi nejen tlumivé na rist Bac. anthracis,
nybrz jej i rozruSuje. Harnach (6) nasel fadu mikrobi, které tlumily anthrax
ve vodach. Tak proteus, coli, pyocyaneus, staphylococcus pyogenes aureus a albus
jevily silny antagonisticky dcinek na bacily anthraku. Praice Kocha a Kri-
mera (14) potvrdily tlumivy vliv a antagonistické G&inky kmene b. coli viéi
tyfovym bakteriim. Zndmy je antagonismus mezi zarodky c&ervenkovymi a an-
thraxem, mezi salmonellami a kmeny coli.

Z celé tady jasné prokiazaného antagonismu mezi mikroby mozno usuzovat
také na jisty antagonismus i u viri. Tak Muromcev (17) poukazuje na
moznost antagonismu mezi ultraviry a mikroby. Soudi, Ze by bylo ucelnym pro-
zkoumat mikroorganismy nachazejici se v organismu lidi a zvitat, dile ty, s ni-
miz maji viry moznost ptichazet do styku venku, napt. ve hnoji. Vyzkumy M. S.
Dunina a M. I. Goldina byl potvrzen vitalni antagonismus u ultravird
rostlin. Harnach (9) uvadi, Ze jisty druh antagonismu mozno pozorovat
u viru slintavky proti viru nestovic u moréete (cit. podle Dahmena).
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Devitalizaénji a sterilizaé¢ni acinek hnoje

Cetnymi pokusy bylo dokazano, ze hnij, ktery byva ¢asto nositelem infek-
¢niho agens, ma schopnost toto ni¢it, pripadné oslabovat nebo omezovat jej v jeho
vzrustu. Je to zptsobovano jeho vlastnostmi fyzikalnimi i biologickymi. Vysoka
teplota hnoje, ktera dosahuje v optimalnich podminkéach teploty 70" C, pripadné
i vy$si, jiz sama ohrozuje zivot nebo usmrcuje znaény pocet bakterii a vira. K ni
se fadi hnilobné pochody, vliv fermenti a enzymt a bakteridlni antagonismus.
Na dulezitost mikroorganismi a fermenta poukazuje i Roc¢ek (19). Teprve
komplex téchto slozek miize plné uplatnit svou bakteriocidni a virocidni schopnost.
Ovsem zalezi ddle i na kvantité a kvalité hnoje. Odolnost mikrobii a vird viaéi
biologické sterilizaéni schopnosti hnojc je riizna. Je zavisld na fyzikalnich a bio-
logickych pomérech ve hnoji, na rezistenci vii¢i témto podminkdm a na virulenci
mikrobd a virt. Proto také vysledky pokusi konanych v tomto sméru se mnohdy
rozchazeji. Loffler (16) uvadi, ze doba 2 az 3 dny staci k usmrceni viech
nesporogennich mikrobti ve hnoji. Borkovec (2) uvadi, ze v koniském hnoji
zanikaly salmonelly primérné za 8 dnt. Podle Gallie (5) sta¢i 7 dni, aby
ve hnoji 60" C teplém byly zni¢eny zarodky vozhtivky a cervenky.

Pokusy Harnachovy (8) ukdzaly, ze anthraxové kultury hynou za
4 dny. Virus infekéni obrny vepit hyne béhem 10 dnt [Cernovsky (3)]
Harnach (9) uvadi, ze virus moru vepri hyne v hnoji béhem 2—4 dna.

Vyznam viru chf¥ipky prasat a komplexnich bakterii

Virus chfipky je puvodcem choroby, oznacované jako chripka prasat. Nazory
na etiologii to'hoto onemocnéni nebyly v minulosti jednotné a pojem chripky pra-
sat zahrnoval v sobé vice onemocnéni, které se projevovaly chorobami dychaciho
aparatu, horeckou a kaslem. Tak Waldman (23) je oznacuje jako chripka
selat, Pokorny (18) jako zdnét plic a pohrudnice, Hutyra a Marek
(13) jako enzootickou pneumonii selat.

Pti¢inu choroby se podaftilo objasnit teprve Schopemu a Lewisovi
(21) ve filtrovatelném pneumotropnim viru. Témto badatelim se podatilo sou-
¢asné izolovat priavodni zarodek, ktery oznacili jako Haemophilus influenzae suis.
Jejich prace potvrdily vyzkumy Waldmanna a Kobeho (15).

Soucasné vsak pusobi jesté rada dalsich komplexnich mikrobit: jsou to pyo-
genni sirepto-stafylokoky Harnach (7), pak pasteurely, pyocyaneus, coli
a jiné, jez davaji vznik smrtelnym akuinim a septickym bronchopneumoniim.
Dulezitost sekundarni infekce je vsak nesporna, coz potvrzuji Hutyra - Ma -
rek (13), Dahmen (4), Harnach (7), Waldman (23), Kobe
(15).

Pro prikaz viru chfipky ma velky vyznam objev Hirstav (10, 11),
ktery poznal, Ze virus lidské chrirky ma schopnost vazat se na ervené ptaci
krvinky, ¢imz dochazi k aglutinaci. Séra, ktera obsahuji specifické protilatky,
maji schopnost aglutinaci zabranit. Na tomto principu je mozno provadét titraci
kment chfipkovych virt a udavat titr protilatek.

Virus chfipky je patogennii i pro laboratorni zvirata, napt. pro bilé mysky,
krecky a fretky. Po intranazalni infekci dochazi zpravidla v prvnich pasazich jen
k bronchopneumoniim, které jsou zjistitelné pti pitvé. Klinické priznaky jako
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maldtnost, nete¢nost, nechutf ke zradlu, vytok z o¢i jsou pfi prvnich pasazich malo
patrné. Adaptaci viru pasazovanim se patogenita zvySuje, takze dochédzi k uhynuti.

Virus mozno péstovat na alantochoriu kutecich embryi 11 dni starych, které
nezabijeji [Beller, Bieling (1), Ruska (20)].

Program prace

Ve své praci jsme se zabyvali otazkou bakteridlniho antagonismu viici chiip-
kovému viru ve hnoji, ktery byva snadno nositelem virulentni nakazliviny. V této
souvislosti jsem zkoumal zanik chripkového viru v hnoji. Ptedpokladat jsem, zZe "
zanik vitality viru a u¢inek hnojni mikrofléry ma uréitou zavislost na antagonis-
tickych kmenech, které by bylo tfeba poznat a v terénu vyuzit proti Sifeni chfipky
alespoil prevencné,

Ukolem bylo — podle navrhu prof. Harnacha — zjistiti:

1. zda a v jaké dobé¢ zanika virus ve hnoji
2. zda ve veprovém hnoji jsou bakteridlni kmeny, které maji vyrazny anta-
gonisticky a devitalizujici G¢inek na virus chfipkovy.

Metodika prace

1. ZjisSténi, zda se podari prokazat antagonisticky ucinek
bakteridlnich kmenu vuc¢i viru chfFipky prasat

a) Kmeny zkouSenych antagonista

K tomu ucelu jsem izoloval z bé&iné¢ hnojné mikrofléry 5 kment bakterii.
Z nich byly 1. Escherichia coli, 2. Staphylococcus albus, 3. Bac. mycoides, 4.
Bac. mesentericus, 5. Proteus vulgaris. '

Tyto kmeny byly zvoleny pravé z hnoje proto, Ze lze predpokladat, ze virus
chiipky, ktery by mél podléhat destruktivnimu Géinku antagonistd, je ve staji
v pravidelném styku s flérou hnoje.

K pokustim byl ptibrdn jesté kmen ¢. 6 Pseudomonas aeruginosa (B. pyo-
cyaneum) pro své znamé antagonistické vlastnosti antibakterialni.

K vlastnim pokustim jsem pouzival 24 hod. bujénovych kultur jednotlivych
izolovanych kmeni. :

b) Virus chripkovy

K pokusim jsem pouzil viru ch¥ipky kmene & 55, ktery patfi ke ctyrem
kmentm, jez se podatilo v dstavé izolovat Hubikovi, Harnachovi,
Chvitalovi (12). "

Virus byl v allantoidni tekutiné z infikovanych kufecich embryi, 11 dni
stargch. Dva dny po infekci byla allantoidni tekutina odebrana a po 48 hod.
vyzkouSena na sterilitu. Takto pfipraveného viru bylo pouzito k infekci.

Jako pokusnd zvifata slouzily klinicky zdravé bilé mysky. Jejich infekce
byla provadéna intranazalnim zpisobe mv éterové narkoéze, ponévadz touto formou
o¢kovini dosdhneme nejspolehlivéjsich vysledkd. Intranazalni davka ockovaci latky
byla 0,2 ml.
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Ponévadz chfipkovy virus ve formé allantoidni tekutiny nezptisoboval v prvni
pasazi na bilych myskach ani klinické priznaky onemocnéni ani uhynuti, pti-
stoupil jsem k jeho pasidzovani. K infekci bylo uzivano 10 % plicni emulze vy-
zkousené vidy predem kultivaéné, aby se sterilitou vyloucila moznost druhotné
infekce. Plice mysek paté pasize obsahovaly chripkovy virus, ktery byl schopen
zabijet mysky téméf stoprocentné. Byl uchovivan v mrazicim pultu pti teploté
minus 8° C. Ukazalo se, ze jeité po tiech tydnech nijak neutrpél na virulenci.
Tohoto viru bylo ve vlastnich pokusech uzivino v 10% emulzi plicniho materialu.

¢) Provadéni pokusu

Pokusy s kmeny predpokladanych antagonisti jsem provadél ve zkumavkach,
do kterych byly dany jednotlivé 2 ml 10% plicni emulze a 1 ml 24 hod. bujénové
kultury bakteridlnich kmen.

Tak vznikly suspenze chfipkového viru I.-—VI. Jako kontrola slouzily 2 ccm
10% plicni emulze, ke které byl ptidan 1 ml sterilniho bujénu.

Vsech 7 smési suspenzi (6 s bakteriemi, 1 s bujénem) bylo ponechino pfi
teploté kolem 14° C v temnu, aby byl vyloucen ni¢ivy vliv svétla, zvlasté slunec-
nich paprskdl na virus.

Vidy za 5 a 10 dna byla provedena infekce bilych mysek virem EBp.

Potfebné mnozstvi smési, tj. viru EBp s bakteridlni suspenzi, bylo odstte-
dovano po 30 minut p¥i 1 500 obratkach, aby se tak vylouéily bakterie ze smési
a pripadné sekundarni infekce jimi vyvolanid. Pro kontrolu vyloudeni bakterii
byla provadéna ze supernatantu, ktery obsahoval ¢isty virus, kultivace na oby-
cejny a krevni agar. Ukézalo se, ze odstredovani po 30 minut dostacilo k odstra-
néni zkouSené bakteridlni mikroflory, ktera by mohla zkreslit obraz pfipadné
chfipky.

Touto vycisténou suspenzi viru jsem pak otkoval v hluboké éterové narkoze
bilé mysky, vstfikovanim 0,2 ml litky intranazilné pro kazdou mys.

Za kontrolni mysky slouzily fy, které byly infikovany stejnou 10% plicni
emulzi, obsahujici virus smichany se sterilnim bujénem. Tento virus byl uchova-
van pii stejnych podminkach jako virus smichany s bakterialnim kmenem. Pfi-
padny Gcinek této smési s virem daval méritko virulence viru, smiSeného s kmeny
hledanych antagonistd a soucasné ukazoval, zda nékterymi fyzikalnimi vlivy,
napt. teplotou nebo i delsi dobou, po kterou virus byl v neptiznivych podminkach,
nezanikla jeho Zivotnost a virulence.

2. Zjisténi devitalizace viru ve hnoji

V pokusech jsem pouzival Cerstvého veptrového hnoje, ponévadz v ném lze
chiipkovy virus nejspiSe predpokladat. Vzorky hnoje byly dany do sklenéné na-
doby o vysce 30 cm, §ifce 20 cm a do ného byly ulozeny plice z mysek, obsahujici
plné virulentni virus, obalené do né¢kolika smotki sterilni gdzy. Na smotek byl
pfipevnén drat; ktery vyénival z hnoje. Timio zpisobem bylo mozno vytahnout
smotek v ureny den, aniz by bylo nutno vrstvu hnoje silngji porusit.

I. Nadoba s hnojem byla umisténa v mistnosti s teplotou 18° C. 10% emulze
z plic, obsahujici chfipkovy virus, umisiénd ve stejné mistnosti, slouzila jako
kontrola. .

118



Po 3, 4, 5 a 10 dnech byly jednotlivé smotky vyiiaty, z plic zhotoveny 10%
emulze a infikovany dvé mysky. Pokus byl vidy provadén ve dvou skupinach se
dvéma riiznymi vzorky trusu. Mysky, které neuhynuly ani po 10 dnech, byly
usmrceny chloroformovymi parami a podrobeny pitvé. Kontrolni mysky byly
ockovany ve stejnych ¢asovych intervalech.

Davky pro vsechny mysky byly podivany intranazalné, v davce 0,2 mi.

II. Pro zjisténi acinku sirovodiku a amoniaku na ch¥ipkovy virus byl pro-
veden nasledujici pokus: vepfovy hniij byl sterilizovan varem a kultivaéné vyzkou-
Sen na béznych zivnych padach na sterilitu s negativnim vysledkem. Byl pro-
bublan smési amoniaku a sirovodiku, vlozen s plicemi myS$ek, obsahujicimi viru-
lentni virus, do neprody3né uzavienych lahvi o vysce 30 c¢m, sitce 20 c¢m, které
byly obaleny slepenym igelitovym obalem, aly bylo zabranéno unikani NH3
a H3S, a chovan v mistnosti s teplotou 20° C. Po 3, 4, 5 a 10 dnech byly smotky
z jednotlivych lahvi vynaty a ockovany 4 my$kam obdobnym zpusobem, jakor
u pokusu predeslého.

III. Ucinek vyssi teploty, HaS a NHs na virus EBp byl zkouman stejnym
zpusobem jako pokus predesly, pouze s tim rozdilem, ze lahve byly chovany ve
vodni lazni o teploté hnoje 50—55° C.

Smési pro viechny mysky byly podavany intranazilné v davce 0,2 ml.

Zhodnoceni pokusi

A) Devitalizace viru chripky prasat v hnoji

1. Mysi plice s virulentnim virem chiipkovym, chované ve vepfovém hnoji,
kde podléhaly devitalizujicim vliviim po 3—10 dni, ukazaly tyto ucinky:

Virus po tfech dnech jevil dosti znaéné oslabeni. Ze 4 infikova-
nych mysek uhynula jen jedina; pitevni nalez: bronchopneumonie. Dal§i dvé
mysky jevily slabé klinické priznaky onemocnéni, pitevni nédlez u usmrcenych
mysek byl negativni. Zbyvajici ¢tvrta myska zustala zdrava, beze zmén na plicich.

Virus po étyfech dnech byl jesté vice oslaben, jak ukazuji vysledky
na mysich. Pouze jedna myska jevila pfiznaky onemocnéni, zatim co ostatni t¥i
zstaly zdravé. Pitevni nalez na plicich viech my$ek byl negativni.

Virus po péti dnech : virulence viru byla aplné potlacena, nebot
viechny ¢tyfi mysky zistaly celou dobu po ockovani zdravé. Pitevni nalez na
plicich usmrcenych mysek byl negativni.

Virus po deseti dnech: nebyl schopen vyvolat onemocnéni ani
uhynuti mysek.

2. Uéinek amoniaku a sirovodiku na virus EBp

Po trech dnech pasobeni na virus nedoslo k oslabeni. Vsechny 4
mysky uhynuly. Pitvou zjistény u viech rozsihla bronchopneumonicka loziska.

Po ¢tyfech dnech projevilo se oslabeni viru ve velmi malé mite:
3 mysky uhynuly, 1 myska jevila pfiznaky onemocnéni, neuhynula viak a po
deseti dnech byla usmrcena. Pitvou zjidténa u vSech bronchopneumonie.

Po péti dnech doslo k pronikavéjsimu oslabeni: 1 myska uhynula, pi-
tevni nalez — bronchopneumonie; 3 mysky jevily pfiznaky onemocnéni, pitevni
nalez u usmrcenych mysek byl viak negativni.
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Po deseti dnech nevyvolal virus klinické onemocnéni ani broncho-
pneumocnické zmény v plicich.

3. Uéinek amoniaku, sirovodiku a vySsi teploty na virus EBp

Po tfech dnech plsobeni na virus jevilo se dosti zna¢né oslabeni:
uhynula pouze 1 myska, pitevni nalez: bronchopneumonie. Ostatni 3 mysky
zustaly zdravy, pitevni nalez negativni.

Po ¢tyfech dnech doslo ke klinickému onemocnéni 1 mysky, aniz
tato uhynula. U vSech usmrcenych mysek byl pitevni nalez negativni.

Po péti a deseti dnech byla virulence viru aplné potlacena. K one-
mocnéni ani k uhynuti nedoslo, pitevni nilez na plicich usmrcenych mysek byl
negativni.

Souhrn poznatku

Virus chtipky prasat se v hnoji béhem péti dni postupné oslabuje a hyne
mezi patym az desatym dnem.

Doba zaniku je zavisla na souhfe celkového rozkladného pochodu, na hni-
lob&, amoniaku, sirovodiku a teploté. Zvlast vyrazné se uplatnil vliv vyssi
teploty.

B) Vyzkum o antagonistickych vlastnostech Sesti bakte-
rialnich kmena vaéi viru chf¥ipky

Escherichia coli

Byl zkouSen antagonisticky acinek kmene ¢. 1 — Escherichia coli. Pokus byl
provadén ve dvou skupindch celkem na 30 mysich.

Infekce virem, na ktery po pét dni pusobil kmen Escherichia coli, projevila
se onemocnénim a posléze uhynutim vsech infikovanych mysek. Pitvou zjisténa
u vSech bronchopneumonicka loziska a hepatizace.

Rovnéz u mysek infikovanych virem, na ktery po 10 dni ptsobila Escherichia
coli, doslo po dvou az tiech dnech ke klinickym pfiznakim onemocnéni a k hynuti.
V plicich nalezena rovnéz bronchopneumonie a hepatizace.

Vysledek:

Pokusy ukazaly, Ze kmen Escherichia coli nema na umélych zivnych pidach
vitdlné antagonisticky acinek na virus chripky prasat.

Staphylococcus albus

Zkousky o antagonistickych vlastnostech kmene ¢. 2 — Staphylococcus albus.
Pokus byl provadén ve dvou skupinach.

Infekce virem, na ktery po pét dni pisobil Staphylocoecus alous, projevila
se vyraznymi klinickymi pfiznaky onemocnéni vsech ¢tyr mysek a jejich uhy-
nutim béhem 3—5 dni. Pitvou zjidténa u viech bronchopneumonie.
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Ctyti mysky infikované virem, na ktery ptsobil Staphylococcus albus po 10
dni, rovnéz onemocnély a uhynuly. U viech zjisténa pitvou bronchopneumonie.

Vysledek:

Zkouseny kmen Staphylococcus albus neprokazal antagonistickych vlastnosti
vici viru chiipky prasat. Vzhledem k bouflivym klinickym pfiznakiim onemoc-
néni a rychlému uhynuti se naopak ukizalo, Ze suspenze viru--stafylokokova
bujénova kultura ma pro mysky zhoubnéjsi nasledky, nez é&isty virus kontrolni;
Staphylococcus pusobi pfimo synergicky.

Bac, mycoides

Zkou$en antagonisticky Gc¢inek kmene ¢. 3 — Bac. mycoides.

U 15 mysek, infikovanych virem, na ktery pisobil Bac. mycoides po 5 i 10
dnt (15 mysi), dochazelo vesmés k uhynuti ve 4 az 10 dnech po infekci. U pit-
vanych mysek byla zji§téna v plicich bronchopneumonicka loziska.

« Vysledek:

Bac. mycoides se neprojevil jako vitalni antagonista viru chtipky. Ani po

10 dnech nedoslo k pronikavéjsimu oslabeni virulence viru vlivem tohoto kmene.

Bac. mesentericus

Do pokusu vzat kmen ¢. 4 — Bac. mesentericus.

Mysky ockované virem, na ktery piisobil Bac. mesentericus po 5 a 10 dni
rovnéz onemocnély a uhynuly po 5—7 dnech. Pitevni nalez — bronchopneumonie.

Vysledek:

Zkouseny kmen Bac. mesentericus sam neprojevil rovnéz antagonistickych
vlastnosti vi¢i viru chripky prasat.

Proteus vulgaris

v Byly zkoumany antagonistické vlastnosti kmene €. 5 — Proteus vulgaris.
Mysky infikované virem, na ktery ptsobil Proteus vulgaris po 5 az 10 dng,
uhynuly do péti dnii po infekci za priznakii bronchopneumonie.
Vysledek: )

Ani kmen Proteus vulgaris neprojevil za danych podminek zietelné antago-
nistické schopnosti vici viru chtipky.

Pseudomonas aeruginosa

Dalsim zkoumanym bakteridlnim kmenem byl kmen & 6 — Pseudomonas
aeruginosa (B. pyocyaneum). /

Tento mikrob byl vzat do pokusu pro své znamé antagonistické uéinky vuéi
jinym bakteriim a byla tudiz nasnadé otizka, zda projevi antagonistické vlast-
nosti vii¢i viru chfipky.
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I v tomto pokusu dochazelo u mysek, infikovanych virem, ro 5 a 10dennim
plisobeni Pseudomonas aeruginosa k onemocnéni a k uhynuti. Pitevnim nélezem
byla prok4zana bronchopneumonie.

Vysledek:

Pseudomonas aeruginosa nema na umélych zivnych pudach antagonistickych
vlastnosti vaci viru EBp.

Kontrolni mysky, infikované ¢istym virem, ve vsech Sesti pokusech vétsinou
uhynuly za priznak bronchopneumonie. Mala ¢ast, ktera neuhynula do 14 dni,
byla usmrcena chloroformovymi parami a podrobena pitvé. U viech zjisténa bron-
chopneumonicka loziska a hepatizace,

Souhrn vysledki a diskuse

Ukolem této prace bylo prostudovat problém ziniku viru EBp (chfipky)
prasat, chovaného ve hnoji, a zjistit, zda ve hnoji nejsou nékteré bakterialni kmeny,
které maji antagonistické vlastnosti vii¢i uvedenému viru.

Ponévadz jsme zjistili, ze virus v allantoidni tekutiné zpisobuje v prvnich
pasazich u bilych mys$ek jen velmi slabé subklinické onemocnéni, pouzili jsme
chfipkového viru adaptovaného na mysky péti pasazemi. Tento virus vyvolal kli-
nicky zfetelné onemocnéni; viechny mysky vesmés uhynuly na bronchopneumo-
nické zmény,

Zkouseli jsme antagonisticky acinek Sesti kmena, z nichz pét bylo izolovano
z hnoje: byl to E. coli, Staphylococcus albus, Bac. mycoides, Bac. mesentericus,
Proteus vulgaris a kmen Pseudomonas aeruginosa. Tyto mély ukizat vitalni an-
tagonismus na chripkovy virus.

K vlastnim pokusim o zji§téni antagonismu jsme pouzivali chripkového
viru v 10% emulzi, kterou jsme misili s 24hod. bujénovou kulturou zkousenych
bakterialnich kment v poméru 2 :1. Tyto smési byly ve zkumavkach chovany
v temnu pii 8—10°C.

Jako kontrola slouzila €istd 10% emulze, smichani ve stejném poméru se
sterilnim bujénem, ktera se nachazela ve stejnych podminkach.

K pokusim jsme pouzivali bilych mysek, ockovanych intranazalné. Aby byl
vyloucen uc¢inek mozné antagonistické mikrobialni inlekce, byla ockovaci smés
zbavena mikrobt del3im odstfedénim a ze supernatantu pred ockovanim prove-
dena kultivace na agar obylejny a krevni. Negativni nilez na plotnach zajistil
nezavadnost latky.

Predem jsme zkouseli, zda a za jakou dobu hyne virus chripky ve hnoji.
K tomu bylo pouzito virulentniho viru v mysich plicich. Tyto byly zabaleny do
smotku sterilni gazy a vlozeny do vepfového hnoje.

Pro zjisténi G¢inkG amoniaku, sirovodiku a teploty byly pokusy obdobné,
mikrofléra byla viak odstranéna z hnoje sterilizaci a virus vystaven jejich acinku.
Ponévadz pri sterilizaci hnoje amoniak a sirovodik vyprchal, musel byt hnij
jimi znovu umeéle nasycen. Rovnéz vyssi teplota byla udrzovana umeéle.

Vysledky téchto pokusit o devitalizaci viru chiipky prasat v hnoji ukazaly,
ze v hnoji skute¢éné jsou ¢initelé, kteri zpilisobuji zanik viru. Predpokladime, ze
hlavnim devitalizujicim ¢initelem je vy3si teplota, tvorba amoniaku a sirovodiku,
hnojné hnilobné mikroby, jejich fermenty a cnzymy a snad i bakteriofidgy a jini.
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Po tridennim pusobeni devitaliza¢nich faktori ve hnoji na virus byl tento
tak oslaben, ze ze ¢tyt infikovanych mysek uhynula na chfipku jen jedna. Dalsi
dvé mysky jevily jen slabé priznaky onemocnéni. Ctvrtd myska zistala zdrava.

Po ¢tytech dnech byl virus oslaben natolik, ze ze ¢tyt pokusnych mysek one-
mocnéla pouze jedna. U tii ostatnich byl po usmrceni nalez na chfipku negativni.

Po péti a desetidennim pusobeni devitaliza¢nich faktord na virus doslo
k aplnému potlaceni jeho virulence, takze virus nebyl schopen v zadném ptipadé
vyvolat ani uhynuti, ani onemocnéni mysek.

K oslabeni virulence chfipkového viru dochazelo tedy jiz tretiho dne, paty
den byl virus jiz usmrcen.

Po vylouceni mikroflory se ukazalo, ze sim amoniak a sirovodik poéinaji
oslabovat virus pocinajic patym dnem; po o¢kovani timto virem uhynula jedna
myska ze ¢tyf infikovanych. U ostatnich tfi doslo sice ke klinickému onemocnéni,
pitevni nalez byl vsak negativni.

Virus, chovany 10 dni ve sterilnim hnoji jen pod u¢inkem amoniaku a siro-
vodiku, nevyvolal ani uhynuti, ani onemocnéni mysek.

Ucinek amoniaku, sirovodiku a teploty 50°—55°C se projevil v citelném
oslabeni virulence viru jiz po trech dnech, kdy dochazelo k uhynuti a broncho-
pneumonickym zménam pouze u jedné infikované mysky, ostatni mysky ziista-
valy zdravé a pitevni nilez byl negativni.

Ctvrty den jevil virus velmi slabou virulenci: onemocnéla pouze jedna mys-
ka. Vsechny ¢tyfi usmrcené mysky mély negativni pitevni nélez.

Po péti a deseti dnech pisobeni amoniaku, sirovodiku a teploty 50—55° C
byla virulence viru aplné potlacena, nebof viechny é&ty¥i infikované mysky zi-
stavaji zdravé.

Z izolovanych péti kment bakteridlnich z hnoje jsme zkouseli izolované E.
coli, Staphylococcus albus, Bac. mycoides, Bac. mesentericus, Proteus vulgaris
a sbirkovy kmen Pseudomonas aeruginosa. Zadny z uvedenych kmeni sim
o sobé neprokazal antagonisticky dé¢inek vici chfipkovému viru,

Celkovy souhrn

Studiem devitalizac¢nich faktorii v hnoji viiéi chfipkovému viru, ktery se sem
dostava z kaslajicich nemocnych prasat, jakoz i v umélych pudach, ve kterych
jsme zkouSeli pét mikrobialnich kmeni izolovanych z hnoje a jeden kmen Pseudo-
monas aeruginosa na vitdlni antagonismus viéi viru chfipkovému, jsme dosli
k témto poznatkim:

1. Virulentni virus EBp, chovany po deset dni ve hnoji v podminkdch bliz-
kych terénnim, byl jiz tfetiho dne zfetelné oslaben na virulenci a uhynul patého
dne.

2. Zkousky po eliminaci hnojné mikrofléry ukazaly, ze
a) amoniak a sirovodik zac¢ina oslabovat virus pocinajic patym dnem; po deseti

dnech je virulence viru Gplné potiacena;
b) amoniak, sirovodik a teplota 50°—55° C silné snizuji ieho virulenci jiz tteti
den a bezpecné jej nici paty den.

3. Tento devitaliza¢ni acinek je vysledkem souhry rady €initelt v hnoji: jsou
to hnilobné bakterie hnojné, fermentace a bakterialni enzymy, vyssi teplota, Géinek
amoniaku a sirovodiku, jakoz i dalsich rozkladnych produkti.



4. Ke zkouice vitalniho antagonismu proti chiipkovému viru jsme izolovali
z veptového hnoje pét bakteridlnich kmeni: E. coli, Staphylococcus albus, Bac.
mycoides, Bac. mesentericus, Proteus vulgaris a dale pouzili kmen Pseudomonas
aeruginosa, byl pribran do pokusi pro své zndmé antagonistické vlastnosti anti-
bakieridlni. V3echny tyto kmeny byly zkouseny v bujonu na devitaliza¢ni a¢i-
nek. Podle vysledkii pokusti na mysich se zadny z nich sim o sobé neprojevil
jako antagonista viic¢i viru EBp., nybrz jen v souhte s jinymi ¢initeli rozkladu,
fermenty, enzymy, plyny a vyssi teplotou.

5. Pokladame za zadouci dalsi zkousky hnojnych a vzdusnych mikrobt na
antagonisticky acinek proti chfipkovému viru.
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M3yyeHue (hakTOPOB AeBMTAJM3ANUM M, B YACTHOCTH, AHTAroHu3Ma K Bupycy EBp
rpumnna cuMHei

Vzyuyenne hakKTOPOB AEBUATAIMBAIMM, ACHCTBYIOLMX HAa BUDPYC TPUNNA, KaK B Ha-

BO3€e, Ky/la OH MONagaeT u3 OOJBHBIX M KAaUUIAIIUX CBUHEN, TaK 11 B MCKYCCTBCHHBLIX
cpeziax, B KOTOPBLIX MbI UCHBITLIBAJIM HA BUTAJLHBIA AHTArOHM3M NPOTUB BUPYCA IPUIT-
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ra MATh MUKPOOMAJbHBIX ITAMMOB, H30JMPOBAHHBIX U3 HAaBO3a M OJAMH WITAaMM Pseuds-
monas aeruginosa, IIPUBEJIO HAC K CJICAYIOIHM pe3yJbTaTaM:

1. BUpyJIeHTHBII fopyc EBp, coxpanasuuiica 10 gHeir B HaBo3e B yCJIOBUAX Oam3-
KUX TIPMPOJHBIM, BUPYJEHTHOCTb KOTOPOTrO YK€ Ha TPeTuil JAeHb OblIa ABHO ocjabieHa
Ha MMATBIA JeHb TI0TUO.

2. OnbIThI, IIPOBEJEHHBIE INOCJC YCTPAHEHUA HABO3HOM MUKDPOIOPBI, ITOKa3aly,
YTC:

a) aMMMaK M CEepoOBOJOPOXR OCHAbJIAIOT BUPYC yKe HAuYMHadA ¢ [ATOTO AHA; IOCJe
10 gHeEl BHPYJEHTHOCTL BHPYCAa COBEPILUEHHO TI0/1aBJI€HA;

6) aMMMaK, cepoBOAopox M TemrepaTypa 50—550 I CHJIBHO CHHUIKAIOT BHPYJICHT-
HOCThL BMUPyCa y¥Ke HAa TPEeTUm AeHb u 06e3yClIOBHO YHUUTOXKAIOT er0 Ha MATbIA JAeHb.

3. Oror yundroxkaoumit 3hdeKT ABISETCA PEe3yJLTATOM COBMECTHOTO JeiCTBUA
B HaBo3e¢ pAja (hakTOpos: THUJIOCTHLIX HABO3HLIX OGakTepuit, dhepmedTaniuy u GakTe-
PUaNBHBIX 9H3MMOB, DoJiee BBICOKOI TeMIlepaTypbl, aMMHaKa M CepoBOJOPOAA, TaKiKe
KaK ¥ OCTAJIbHBIX NPOAYKTOB Pa3JIOMKCHHA.

4. 1A ucnplTaHUA BUTAJILHOIO aHTAroHM3Ma K BHUDPYCy TPUIINIA CBYKHEN MbI U30JIM-
poOBaJM M3 CBHHOIO HaBO3a NATh LUTaMMOB DaktTepuit  E. coli, Staphylococcus albus, B.
mycoides, B. mesentericus, Proteus vulgaris u, KpoMe TOro, WCHOJbL30BaJY IUTAMM
Pseudomonas aeruginosa BCIEACTBME €r0 H3BECTHBLIX aHTHOAKTepHaJbHBIX CBOMCTB. Bee
9TY LITAMMBI ObLTM MCIIBLITAHbI HA 3(DEKTUBHOCTL AeBuTaimzanuu B bynsoHe. CoriacHo
pe3yJbTaTam OIbITOB, NPOBEACHHLIX HAa MbILUAX, HYM OAMH M3 9THX IITAMMOB B OTHAEJb-
HOCTHM HE IIPOABIJ cedsd B KA4WeCTBC aHTaroHucMa Bupyca rpurma EBp u asnanca sdhdek-
TUBHLIM TOJILKO COBMECTHO € JAPYyruMit (paKTOpaMy pasjoxKceHudA, (hbepMeHTaMy, 9H3U-
MaMu, razaMi u Oosee BbICOKOIM TEMIICPATYpPOIL.

5. Mbl cylfTaeM KeJaTCJAbHLIM TPOBEJCHUC JAaJbHEUIINX MCIBLITAHUIT HABO3HBIX M
BO3/IyUIHBIX MMKPOOOB K aHTArOHMCTHYCCKOMY A€IICTBUIO K BUMPYCY TPMIIIa CBUHEN.

A Study of Devitalization Factors, Particularly Antagonism to the Virus of EBp
or Hog Cholera

A study of the devitalization factors in manure, in regard to the cholera virus
which comes from the coughing of diseased pigs, as well as in artificial cultures in
which we tested five microbial strains isolated from imanure and one strain Pseudo-
monas aeruginosa, for their vital antagonism to the cholera virus, led us to the
following conclusions:

1. The virulent virus EBp. preserved for ten days in manure under conditions
approximating those in-the barn, had visibly weakened in virulence on the third
day and died out on the fifth.

2. Tests after elimination of the manure microflora showed that (a) ammonia
and hydrogen sulphide begin to weaken the virus beginning with the fifth day;
after ten days the virulence of the virus had been completely suppressed; (b) ammo-
nia, hydrogen sulphide and a temperature of 50—55%C strongly reduce its virulence
as early as the third day and completely destroy it on the fifth.

3. This devitalizing effect is the result of a number of factors in the manure:
the decay-producing bacteria in the manure, fermentation and bacterial enzymes,
higher temperature. the effect of the ammonia and hydrogen sulphide, as well as
further products of decay.

4. For testing for vital antagonism to cholera virus we isolated from the pig
manure five bacterial strains: E. coli; Staphylococcus albus, Bac. Mycoides, Bac. me-
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sentericus, Proteus vulgaria and furthermore utilized the strain Pseudomonas aeru-
ginosa, chosen for the tests because of its well-known antagonistic antibacterial
properties. All these strains were tested in a bouillon for their devitalization effect.
According to the results of experiments with mice, none of these taken alone was
shown to be an antagonist to the virus of hog cholera EBp, but only in combination
with other factors of decay, fermenting, enzymes, gases and higher temperature.

5. We consider it desirable to make further tests of manurial and atmospheric
microbes for their antagonistic effect toward the cholera virus.
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Doslo dne 21. VII. 1958

Uvod

V poslednich létech byly znaéné prohloubeny nase védomosti o vyskytu lep-
tospiréz v Ceskoslovensku. Nynéjsi studium se zaméfuje hlavné na onu zikladni
etapu leptospirologického vyzkumu, v niz si dopliiujeme své znalosti o etiologii,
klinice a geografickém roziiteni leptospir6z a Fesime zakladni otazky epidemio-
logické, jako jsou otdzky jejich rezervoarti. Ve smyslu tohoto programu jsme pfi-
stoupili v roce 1955 k systematickému studiu pfirodnich ohnisek a rezervoara
leptospir v ¢eskych zemich a vénujeme svoji pozornost ptedevsim endemické ji-
hoceské oblasti a prilehlym krajim, které pro svoji vlhkost a geologicko-klima-
tické poméry maji ptredpoklady pro vznik a udrzovani leptospiréznich ohnisek.
Nase studie v okoli Vodiian v roce 1957 navazuji na vyzkuniy, které jsme konali
v piedchozich letech v panvi &eskobudéjovické a v kotliné t¥ebonské. I tu jsme
postupovali stejnou metodou a zaméfili se k tymz cilim, které uvadime ve svych
pfedchozich pracich (Veterin. medicina, ro¢. 2 a 3) a proto podavame v dalsich
odstavcich pfimo vysledky svych pozorovani.

Vlastni prace

Prvnim nasim dkolem bylo zjisténi stupné epidemického a epizootického za-
jsme proto na pritomnost leptospiréznich protilatek krevni séra lidi a zvifat zjevné
zdravych nebo stizenych takovymi chorobami, které nepoukazovaly na leptospi-
rézu. Krevni séra lidi z Vodnan a Sirokého okoli jsme ziskavali ze zasilek, které
pfichdzely na sérologickou laboratot KHES v Tabore k vysetteni na BWR, krevni
vzorky zvirat nam zasilal hlavné okresni hygienik ve Vodianech MUDr Mil.
Liba. Krevni séra jsme vySettovali metodou mikroaglutinace-lyse s pouzitim
12 druhu leptospir bézné uzivanych v diagnostice. Podle moznosti jsme pouzivali
vzdy domacich kmeni leptospir.
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Ze zminéné oblasti jsme vySetfili 205 krevnich vzorki lidi a 100 vzorkl sér
zvifat. Z uvedenych vzorka sér lidi jsme zaznamenali reakce s leptospirami u 12
sér, tj. 5,8 %. Z nich 6 vzorkii reagovalo s kmeny L. grippo-typhosa, a to tiikrat
v titru 1 :100, jednou v fedéni 1:800 a dvakrit v titru 1:5000. S L. sejroe
jsme zjistili reakce ve 2 pripadech v titrech 100 a 200. Také s Weilovou lepto-
spirou reagovala 2 séra v tfedéni 1:200 a 1 :500. Zbyvajici dva vzorky davaly
reakce s kmeny L. pomona a L. australis A v nejnizsim tedéni 1 :100 (viz tab.
I). Z domacich zvifat jsme vy3etfili celkem 100 krevnich vzorki, a to z koni,
skotu, koz, ovci a pst. Z nich jsme zaznamenali pozitivni reakce v signifikantni
hodnoté, tj. v rozmezi titrad 500 az 12 800, v 39 sér, tj. v 39 %. Na tomto vy-
sokém procentu maji hlavni podil koné, nebot ze 14 vysetienych sér jsme u 11
zjistili pozitivni reakce vétSinou ve vysokém tedéni. Tu se objevuji velmi casté
koaglutinace s riznymi kmeny leptospir bez jakékoliv zikonitosti. Na druhém
misté v procentu pozitivnich ptripada stoji kozy, za nimi pak skot a ostatni druhy
zvirat (viz tab. 1). Z reagujicich druhu leptospir stoji na prvnim misté doméci
kmeny L. grippo-typhosa, s niz reagovala 32 séra, tj. 82 % vsech pozitivnich
vzorku. Reakce byly vidy provazeny koaglutinaci s L. bovis v niz§im fedéni.
Reakce s L. icterohaemorrhagiae jsme pozorcvali hlavné u psi a v jednom séru
kozy. Reakce s ostatnimi druhy, jmenovité s L. sejroe, australis A a ballum, jsme
zjistili pouze ojedinéle v sérech koni. Za zminku stoji, ze jsme zjistili u jednoho
ze tii vySetfovanych srnct a téz u jednoho ze ¢tyr zajict ze studované oblasti
protilatky na L. grippo-typhosa ve vysoké hodnoté 1 : 5 C00.

S pouzitim zku$enosti z predeslych let jsme provedli ve studované oblasti
priuzkum, zaméfeny na vy$etfovani rezervodarovych zvitat, kterd hraji v epide-
miologii leptospiréz hlavni tlohu. Za tim tcelem jsme podnikli na jafe a na pod-
zim roku 1957 v okoli Vodnan dvé terénni akce, pti nichz jsme nachytali do
pasti celkem 263 drobné savce, hlodavce a hmyzozravee a jednu sykorku —
Parus ater. Ptehled o druhovém slozeni drobnych savei podava pripojena tabulka

1. Prehled sérologického vySetfeni populace vodnanského ohniska v roce 1957

o ’ P . Domaci zvirata
Lidé Lidé
zdravi | nemocni | .
‘ | kon¢ skot ‘ kozy | ovee | psi
Pocet l ], ‘ 5
vySetfeni 205 | 111 14 | 41 32 4 ; 9
Leptospira: | i & ‘ ‘ 4 ' | 1 ] (
: i ~ / | | 4 |
| |~ % | /
1. icterohaemo- | ‘ l : ’
rrhagiae | 2 | = - L = ‘ 1 3
S S ~ SN | S—— | ~ .
2. grippo-typh. | 6 ‘ 6 8 | 12 | 12 | _—
Lo = e - . i) - o
3. sejroe |2 1 2 l - | - ‘ |
. 4. pomona ‘ 1 - 1 E - : = ] ;
- s ———— - — - i — ‘, —— S— _— 0t e —
5. australis A ' 1 I - 1 l — | - \ ' -
| |
A PSS NS, SOV S, L -
Celkem | 12 ' 7 no| oz 13 l S R
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1I. Prirodni rezervoary leptospir Vodnany, 1957

' -y -
S 3 2 ""'é § é
; of 3| gl el SlelleSISE| Sloeloal Bl 8| &
Druh zvifete |, & g § §§¢ 5|§§!§«§-§§3 o 585|888 % § B
F3|x 8z 5|83 88|, S8 s8S5|5S|2R|R4l2E| g8
SSINSPERS S8|eEIsDSEss|D3|SE5|S¥BS| & | &4
SKRESISIR/IEISRIATARIINIGISS|S L= g O]
2 B R R ERSOCRRER | |&|S
Potet 9:28 1 1{ 1 2!10' 2|11 4|164| 21| 9 264
| [
{ / / Ay / / / 4 V4
Metoda § ‘ / ‘ / / ‘| / /| / // / ’// / vd / ,/
| \ ] | i
1. Kultiva¢ni . ‘ 5 1| \ 1 ’1 3
| S N S N A N N M
2. Serologic. } 1| — | — 1. | — 2| — 1 1]23 2| —|—131
i (I — 11
3. Histolog. ] 1= | =] = —iz}f - 118 2*‘— — 18
|

II. Mezi 13 druhy savei je opét nejpocetnéji zastoupen hrabos polni (Microtus
arvalis), pocetné daleko za nim stoji rejsck obecny (Sorex araneus) a hrabo§ mo-
kiadni (Microtus agrestis). Zajimavy jest v uvedeném tzemi vyskyt hrabosika
podzemniho (Pitymys subterraneus), se kterym jsme se v dosud prostudovanych
oblastech jiznich Cech jesté nesetkali.

Slozeni fauny drobnych savci je viibec ve studovaném tzemi prakticky stejné
jako v oblastech, v nichz jsme pracovali v minulych letech (Ceskobudé&jovicko,
Tteboiisko). Stavy drobnych savei byly na jafe i na podzim roku 1957 velmi
nizké, procento ulovki (pfepoitino na poéet nakladenych pasti) ¢inilo v pra-
méru jen asi 3 %. Stanovisté, na nichz jsme lovili, 1ze zhruba shrnout do téchto
typi: A. bez stromového porostu; 1. mokré louky, mokfadla a vlhké biehy rybni-
ki, 2. suché louky, dhory a pole. — B. se stromovym porostem; 1. moktadla, ba-
ziny a mocaly, 2. suché strané v listnatém lese. Z druht, které jsme na uvedenych
biotopech lovili, vyskytuje se hojné ¢i obecné: hrabos polni, rejsek obecny, krick,
hryzec vodni, nornik rudy, mysice kiovinnd, hrabo§ mokfadni, rejsec vodni; vzac-
néjsi se zda byt hrabosik podzemni. Myska drobnéd je z Vodinanska znima, nam
se vsak nepodarilo ulovit ani jeden exemplar. Také stavy jezka jsou tu pomérné
nizké.

Ulovené savce jsme vysetfovali na pritomnost leptospir zptsobem, ktery je
suspenze z ledvin jsme vsak upustili, jelikoz tento zplsob vyzaduje mnoho ¢asu,
jehoz pri praci v terénu neni nikdy nazbyt a je-li leptospir v ledviné malo, neni
ani dosti spolehlivy. Omezili jsme se proto na vySetfeni kultiva¢ni, sérologické
a histologické. Kultivace jsme zakladali opét v Korthofové pidé a kultury cho-
vali pri laboratorni teploté. Z 263 kultivagnich pokusi byly pozitivni kultury
pouze ve trech pripadech; jedna pochazela z hrabose polniho (Microtus arvalis),
jedna z hrabose moktadniho (Microtus agrestis) a jedna z mysice kfovinné (Apo-
demus sylvaticus). Tak jako v ostatnich oblastech jiznich Cech, §lo i zde vesmés
o druh L. grippo-typhosa.
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Sérologickym vy$etfenim metodou mikroaglutinace-lyse byly zjistény z 264
zvitat z okoli Vodinan specifické protilatky v 31 pripadech, tj. v 11,8 %. Zazna-
menali jsme reakce pouze s kmeny L. grippo-typhosa v raznych titrech, od rfedéni
1:100 az do 1 :12800. Témét viude jsme pozorovali koaglutinace s L. bovis
v niz§im titru. Mezi pozitivnimi zvifaty prevlada hrabo$ polni vysoko nad ostat-
nimi druhy, u nichz jsou pozitivni nalezy pouze ojedinélé (viz tab. II). Nékteré
z nich vsak stoji za zminku. U jednoho jezka zapadniho (Erinaceus europaeus)
jsme zaznamenali pozitivni reakci s L. grippo-typhosa ve vysokém titru 1 : 12 800
a soufasné koaglutinace s L. bovis (1:3200) a s L. pomona (1:800). Také
u jednoho hrabosika podzemniho (Pitymys subterrancus) jsme zjistili protilatky
na L. grippo-typhosa v tedéni 1:400 (L. bovis 1:100). Bohuzel ani v jednom
z téchto pripadii jsme neprokazali leptosgiry ani kultivacné, ani histologicky.

Histologickym vysetfenim ledvin impregnovanych stfibrem metodou Leva-
ditiho modifikovanou podle Dobella jsme zjistili leptospiry v 18 pripadech, tj.
témét u 7 % ulovenych zvifat. Nélezy histologické se plné shodovaly s vysledky
sérologického a kultivaéniho vySetieni. V ledvinach hrabosu (Microtus arvalis
a M. agrestis) a jedné mysice kifovinné (Apodemus sylvaticus) jsme nalézali vét-
sinou mohutné shuky leptospir, které témér vyplnovaly lumen v tubuli contorti.
V ¢etnych pripadech, v nichz jsme zaznamenali pozitivni sérologické reakce, jsme
vsak leptospiry v ledvinach nenalezli, coz se shoduje s nadim pozorovanim z mi-
nulych let i z jinych oblasti. I tentokrat nam nejvice pozitivnich zvirat odhalila
metoda aglutinace-lyse, kterou proto povazujeme za zdakladni vySetfovaci metodu
a z niz vychazime pfi dal§im vy3etfovani, jmenovité histologickém.

Dalsim nasim tkolem bylo zjisténi, jak se projevovala pfitomnost leptospir
u rezervoarovych zvirat v chorobnosti lidi, bydlicich ve sledované oblasti. Vyse-
tfovali jsme proto krevni séra pacientu trpicich hore¢natym onemocnénim nebo
otnimi komplikacemi nejasné etiologie. Vysetrili jsme sérologicky 67 vzorka sér
z OUNZ — inf. oddél. nemocnice v Pisku a 44 krevni séra z KUNZ — inf.
oddél. nemocnice v Ces. Budéjovicich, tedy celkem 111 vzorka sér, kterd nam
byla zasilana pod diagnézami encephalitis, meningitis, typhus abdominalis, hepa-
titis epidemica, iridocyclitis, nékdy prosté status febrilis nebo susp. leptospirosa.
Méli jsme bohuzel moznost sledovat jenom maly pocet téchto sér opakovane.
Z celkového poétu jsme zjistili pouze u 7 pacientii (6,3 % ) specifické protilatky
na leptospiry v signifikantnim titru; z nich 6 reagovalo pozitivné s kmeny L. grip-
potyphosa v tedéni 1:1 600 az 1 :6400 a pouze jeden vzorek s L. sejroe v hod-
noté 1 :800. Reakce s ostatnimi pouzitymi druhy leptospir jsme nezaznamenali.
Z koaglutinaci jsme opét pravidelné pozorovali reakci s L. bovis v niz$im Ffedéni.

Za zminku stoji pfipad K. S., rybaiského hajného, ktery byl hospitalizovan
na infekénim oddél. KUNZ v Ces. Budéjovicich s diagnézou iridocyclitis chro-
nica. VySetfenim vzorku krve byly zjistény protilatky proti L. grippo-typhosa ve
vysokém titru 1 :6 400. Oéni onemocnéni se tedy projevilo jako komplikace po
prodélané leptospiréze nejspiSe profesionalniho charakteru.

Podobné jako v ostatnich oblastech jihoceské krajiny jest'i v okoli Vodnan
hlavnim rezervoarem leptospir hrabo§ polni, mnohem ridceji jiz hrabo§ mokfadni
a mysice kfovinna; u ostatnich druhG vysetrovanych saved jsme zjistili pouze
ojedinéle sérologickou pozitivitu na L. grippo-typhosa, leptospiry jsme viak u po-
zitivnich zvirat az na jeden nalez u rejska obecného neprokazali ani kultivaénim,
ani histologickym vy3etfenim. I tyto reakce byly zcela ojedinélé a jako hlavni
nosic leptospir se tu jevi hrabo§ polni, klasicky rezervoar polni horecky. Ojedinély
ndlez leptospir u rejska obecného jest dokladem styku tohnto druhu hmyzozravea
s polnim hraboSem na spole¢ném biotopu, kde dochdzi k predavani patogenniho
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agens. Na zikladé tohoic zjisiéni mizeme charakterizovat prostor v okoli Vodnan
jako leptospirozni chnisko ve fazi jeho latence.

Pokud jde o jednoilivé typy stanovist, tu ze vsech kromé suchych strani
v listnatém lese jsme méli pozitivni kusy.

Uvedeny stav se projevil i v chorobnosti lidi v doty¢ném roce. Srovname-li
pocet sérologicky zjisténych pripadd leptospirézy u lidi hospitalizovanych z okoli
Vodiian s vysledky ziskanymi v r. 1956 z kotliny tfeboriské, vidime, Ze na Vod-
nanskou byly pfipady onemocnéni leptospirézou u lidi v r: 1957 nepomérné fidsi.
Naproti tomu u domdcich zvifat byly pozitivni sérologické nalezy, jmenovité
reakce s kmeny L. grippo-typhosa velmi ¢etné. Tu oviem nelze z hlediska epizoo-
tologického mluvit o zviratech zdravych ¢ nemocnych, nebot nakaza L. grippo-
typhosou se u téchto zvirat neprojevuje zjevnym onemocnénim, nybrz jen tvorbou
protilatek. Nakaza se tu dostava do slepé ulicky, z niz se jiz ddle nedostane.

Jako v ostatnich oblastech jiz. Cech, jest i v okoli Vodfian hlavnim patogen-
nim agens L. grippo-typhosa, kterou jsme zachytili v &istych kulturach a proti
niz jsme zjistili specifické protilatky jak v rezervoarovych zviratech, tak v sérech
lidi a domécich zvitat (kromé psii) ze studovaného prostoru. Kromé toho jsme
vsak v men$i mite prokazali v krvi lidi protilatky i na L. sejroe a lze tudiz pred-
pokladat, ze i tento druh leptospir bude zastoupen ve vySetfovaném prostoru.
V rezervoarovych zvifatech jsme leptospiry tohoto typu neprokizali ani pfimym
nalezem, ani sérologicky. Pficina toho tkvi nejspiSe ve skuteCnosti, Ze jsme ne-
méli moznost vySetfit vétsi pocet domacich mysi (Mus musculus), které jsou
u nas hlavnim rezervoarem L. sejroe.

Ke konci povazujeme za milou povinnost podékovat okresnimu hygienikovi
ve Vodnanech MUDr Mil. Libovi za ochotu, s jakou nam propujéil laboratot ke
zpracovani naseho materialu, za obétavé zasilani krevnich vzorki a za veSkerou
podporu nasi prace.

Souhrn

V ramci vyzkumu piirodnich ohnisek a rezervoarii leptospir v Cechach vy-
gettili autofi v roce 1957 263 drobné savce z okoli Vodiian na pfitomnost lepto-
spir. Specifické protilatky byly zjistény v krvi 31 zvifat, tj. v 11,8 %; u 18
z nich byly prokazany leptospiry v ledvinach histologickym vysetfenim. Pozitivni
kultury jsme ziskali jen ve ttech ptipadech a izolované kmeny byly urceny opét
jako L. grippo-typhosa. Za hlavni rezervoar leptospir v oblasti Vodiian nutno
povazovat hraboe polniho (Microtus arvalis), jen v fidkych pripadech hrabose
moktadniho (Microtus agrestis) a mysici kfovinnou (Apodemus sylvaticus). Na-
lezy u ostatnich druhu zvifat byly jen ojedinglé.

Piestoze autoti zjistili specifické protilatky v sérech zdravych lidi (u 5,8 %)
a domacich zvitat (u 39 %) ze studované oblasti, neprojevila se pfitomnost lep-
tospir v uvedenych ohniscich v r. 1957 nijak vyrazné v chorobnosti lidi. Na za-
kladé tohoto zjisténi, jakoz i druhové tzkého okruhu rezervoarovych zvirat charak-
terisuji autofi prostor v okoli Vodiian jako leptospirézni ohnisko v obdobi jeho
latence. :
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IIpMpoaHbie oYar¥ i pe3epByaphl JeNTOCIUD B oOKpecTHocTaX Boauan B 1957 r.

B pamkax u3y4deHMs TPUPOJHBLIX OYAroB M pPE3epPBYapOB JIENTOCIIHD B Yexmuu
aBTOpel B 1957 r. MccaenoBany HamuMuyue Jenrocnyup 263 MeNKMX MJIEKONMMTAIOL[MX
B OKpecTHOCTAX BoauaH. Croeumdudueckue anrutena Obliu 0OHAPYKEHbLI B KPOBU
31 »xwuBortHoro, T. e. 11,8 %; y 18 m3 HMX TyTeM THCTOJOIMYECKOTO MCCJIEJ0BAHUA
Ob1IM I0KA3aHbI JIENTOCIIHPLI B IMOYKaX. Ilo3MTHBHBIE KYJBTYPbl aBTOPbLI ITOJYYMIN
TOJILKO B 3 CJydaaX, M M30JMPOBAHHLIC LITAMMBI ONpeJeanau onATb Kak L. grippo-
typhosa.

TnaBubIM pe3epByapoM Jenrocnup B obsacrit BOAHAH HEOBGXOAMMO CYHTATh II0-
JIEBKY OOBIKHOBEHHYIO KHUTHYIO (Microtus arvalis), nuuib M3peaKa IOJIEBKY 3€MJIAHYIO
(Microtus agrestis) um Mblllb JecHY10 (Apodemus sylvaticus). Y 0CTaJdbHBIX BHJOB XKH-
BOTHBIX JIENTOCNMPLI OblIM OOHApy#KeHbl JilUb B eAMHUYHBIX CJIy4dadx.

Bonpekn Tomy, 4TO B MccaeayeMoit 06s1acTH aBTOpPbLI YCTAHOBUIIM crienudpuiuecKmue
aHTUTeNa B CBIBOPOTKE 3/I0POBBIX Jioneir (v 58 (0) 1 aoMammHuX KUBOTHBIX (y 39 00),
HaJgu4yye JENTOCIHUP B YKa3aHHbIX odarax B 1957 r. HuKakmum obpa3oM BbIpa3muTeJbHO
He oTpa3ujoce Ha 3aboseBaeMocTH JioAcit. VIcXoAas #3 9TOro YCTAHOBJIEHU:A, a TaKiKe
M3 y3KOro BUJOBOTO Kpyra pe3epByapHbIX KMBOTHBLIX, aBTOPLI XapakKTepPHU3YIOT TEeppH-
TOPHUIO B OKPECTHOCTAX BOAHAH KaK JENTOCHMPO3HBIM O4ar B IIEPUOJA €ro JIATeHTHOTO
COCTOSTHUA.

Natiirliche Leptospirosenherde und Leptespirentriger in der Umgebung von Vodnany
im Jahre 1957

Im Rahmen der Untersuchung der natiirlichen Leptospirosenherde und der Lepto-
spirentrdger in Bohmen untersuchten die Verfasser in der Umgebung von Vodnany i. J. 1957
263 Kleinsduger auf Leptospiren. Spezifische Antikérper wurden im Blute von 31 Tieren
(d. i. 11,8 %) festgestellt; von diesen wurden bei 18 Tieren in den Nieren die Lepto-
spiren histologisch nachgewiesen, Reinkulturen haben die Verfasser nur in drei Fillen ge-
wonnen; alle drei Stdamme wurden wieder als L. grippo-typhosa bestimmt. Als Hauptreser-
voire der Leptospiren in der Umgebung von Vodhany mufl man die Feldmaus (Microtus
arvalis) ansehen, nur in selteneren Fillen die Erdmaus (Microtus agrestis) und die Wald-
maus (Apodemus sylvaticus). Die Befunde bei anderen Tierarten waren nur ganz vereinzelt.

Trotzdem die Verfasser spezifische Antikirper in Seren der gesunden Menschen (5,8 0)
und der Haustiere (39 ") in der untersuchten Gegend festgeste!lt haben, kamen im Jahre
1957 in den erwdhnten Herden die Menschenerkrankungen an Leptospirose nicht offenbar
zum Ausdruck, Diese Ergebnisse, sowie auch der enge Kreis der Reservoirarten fithren die
Verfasser dazu, den Raum in der Umgebung von Vodnany als einen Leptospirosenherd im
Zeitraume der Latenz zu charakterisieren.
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Uvod a literarni pfehled

Parazitarni onemocnéni zaludku kachen nebyla u nds dosud soustavné sledo-
vana, i kdyz jejich puavodci jsou jiz dosti dlouho zndmi. Podle nasich zji§téni na
SVVU v Praze i na krajskych pobo¢kach nalezli jsme jako pivodce nematody
z podtddu Spirurata Railliet 1914, a to druhy Echinuria uncinata [Rudolphi,
1819) a Tetrameres fissispina (Diesing, 1861). Oba druhy nematodii zptiso-
buji pti silngjsich invazich v zaludku i jicnu kachen patologicko-anatomické zmény
v rizném rozsahu.

Z celedi Acuariidae Seurat 1913 a rodu Echinuria Soloviev 1912 cizopasi
u kachen jediny druh Echinuria uncinata (R udolphi, 1819). Ostatnich devét
druhi se vyskytuje u nejriznéjsich ptaka. Echinuria uncinata (Rudolphi,
1819) jsou cizopasnici bilého vietenovitého téla. Na hlavovém konci maji mimo
malych pyskt kutikuldrni lem na okrajich ztaseny, ktery jde po dorzilni a ven-
tralni plose do poloviny zlaznaté ¢asti jicnu a zde se staéi zpét k ustni &asti.
Laterdlné se po celé délce téla samice tdhnou dvé fady ostni az k ocasnimu konci.
Samec velikosti 8 —10 mm a 300— 500 u $iroky ma naznaéenou burzu kopulatrix
malymi kiidélky a na ni jsou charakteristickym zpisobem rozmistény pohlavni
papily. Spikuly jsou nestejné dlouhé, pomérné silné a leva delsi spikula méri
618 u, yrava 216 w. Gubernakulum chybi. Samice velikosti 12—18 mm a 500
az 600 u $irokd ma vulvu umisténou blizko ocasniho konce pfed fiti. Ocasni
konec je tupé zakonteny. U dospélych nematodi vypliuje déloha vétiinu téla.
Vajicka jsou tlustosténna velikosti 30—37 X20—22 u. Cizopasnici jsou ovovi-
viparni.

Ze 42 druhi cizopasniki rodu Tetrameres Creplin 1846 z &eledi- Tetrame-
ridae Travassos 1914 byly u kachen zjistény 4 druhy: Tetrameres fissispina (D ie -
sing, 1861), T. americana Cram 1927, T. gigas Travassos 1919, T. crami Swa-
les*1933. U nasich kachen je popisovin prozatim jeden druh.
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Tetrameres fissispina (Diesing, 1861) jsou cizopasnici, u nichz je zna-
telny pohlavni dimorfizmus. Sameci jsou mikroskopicky drobni, bilé barvy a do-
sahuji velikosti 3—6 mm pfi 90—200 u sitky. Usta jsou charakieristicky utva-
fena a od nich se po celé délce téla tdhnou ¢tyri postranni fady ostni, vzdy dvé
fady po jednom boku. Spikuly jsou tenké, leva délka 280490 u, prava 80 az.
150 u. Samice jsou jasné cervené barvy, ovilného téla, které je podélnymi ryhami
rozdéleno na ¢tyfi kvadranty a je§té pricné pruhovano. Dosahuje velikosti 1,6 az
vzajem se proplétajicimi délohami naplnénymi vajicky. Vajicka velikosti 48 az
56 X 26 az 30 u maji pélova vicka a obsahuji embryo.

Oba cizopasnici jsou typi¢ti biohelminté. Mezihostiteli byvaji perloocky
(Daphnia pulex a Daphnia magna) nebo blesivci (Gammarus pulex), jak u tetra-
merozy zjistiliv. Linstow, Rust a Garkavi uechinuribzy Hamann,
Romanova.

Zda se, ze tetramer6za je u kachen castéjsi nez echinuriéza. Podle nasich
zji§téni z pitev 144 uhynulych kachen nalezli jsme béhem jednoho roku tetrame-
rézu ve 24%, zatim co echinuriézu pouze ve 2 %. Nikdy jsme nenalezli spole¢né
invaze, takze je mozné, ze mezi obéma cizopasniky existuje pravdépedobné dru-
hovy antagonismus. Tetramer6zy ptaka jsou roz$ifeny po celém svété. Tetrame-
réza slepic, krocant a holubt je zpiisobovina obvykle druhem T. confusa Trava-
ssos 1919 a zfidkakdy druhem T. fissispina (Diesing, 1861), ktera naopak
vyvolava témét vidy onemocnéni u kachen. Tento posledné jmenovany druh
zjistil u nas v divokych kachnach Rysavy (1957), z Madarska jej popisuje
Kotlan (1954), v Rakousku Fiebiger (1947), v Anglii Owen (1951).
.V SSSR je ¢asto zjisfovan jak u divoce zijicich ptdika, tak i u domdcich. V po-
sledni dobé se o ném zminuji Kurasvili (1956) z Gruzie a Kasimov
(1957) z evropské ¢asti SSSR ve svych soubornych pracich. Vyvojem se v SSSR
zabyval Garkavi (1949) a zjistil, Ze dospivini larev probihda v 8 —18 dnech
v mezihostiteli a cizopasnik v hostiteli dospivd za 18 dni po nakaZeni. Z klinic-
kého hlediska se tetramerézou zabyvali Barber a Cramova v USA, histo-
patologicky Lange (1938) v Némecku au nais Willomitzer a Gilka
(1957).

Echinuriéza se vyskytuje u kachen méné ¢asto, coz by ukazovalo na enzoo-
tické rozsifeni a do ur¢ité miry na jeji jistou ohniskovost. Podle literarnich udaji
jest Echinuria uncinata vseobecné rozsirena v Evropé. V Némecku ji zjistil Ha -
mann (1893) jako epizootii u kachen, Klee (1905)a Schirrmeister
(1938) u labuti, Eisenblatter (1907) u husy. Ve Francii ji u kachen
zjistuje Raymond (1911), u jinych vodnich ptiaki blize neuvedenych Ma -
rotell (1927). V Anglii zjistili echinuriozu Buxton, Ford a Munro
(1952), dale Field a Gibson (1954). V SSSR ji uvadi Sobolev (1912),
Skrjabin (1915), Panova (1927), Lijubimov (1927), Akhtar
(1936), z Madarska Kotlan (1954), z USA Cramova (1928). Jest zaji-
mavé, ze v posledni praci Kurasviliho (1956) a Kasimova (1957)
z SSSR neni tento nematéd uveden. U nas jej nalezl Bogdan (1949) a zjistil,
ze se vyskytuje v jedné velkovykrmné na Slovensku v 8 %. Vyvojem cizopasnika
se v Némecku zabyval Hamann (1893-1895), v SSSR Romanova
(1945). Oba autofi se shoduji na stejném mezihostiteli a uvadi perloocky —
Daphnia pulex. V jejich télni dutiné se jiz za 10 dni vyvine invazijni larva veli-
kosti 1—2 mm. Podle pozorovani Romanové cely vyvojovy cyklus probiha
v 65 dnech. Patogenézou a samotnym onemocnénim se podle dostupné literatyry
zabyval Hill (1941) v Némecku a v SSSR Cvétajeva (1953). Klinické
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priznaky popisuje vétsina vyse citovanych autord. O rozsiteni tohoto cizopasnika
mezi divoce zijicim ptactvem na Gzemi nasi republiky neni zatim zprav, i kdyz
je mozné predpokladat, ze pravé toto je rezervoarovym hostitelem a hlavnim vek-

torem u obou zminénych helmintéz.

Viastni prace

V prici hodnoceny material pochazi z pitev na SVVU v Praze. Kachny byly
dodany z ruznych lokalit prazského kraje, vétsinou z velkochovi a vykrmnych
farem. Pro ucely parazitologického vysetreni byl material zpracovian helmintolo-
gickou pitvou podle akademika Skrjabina. Mikroskopické prepariaty byly
pripraveny parafinovou technikou po fixaci Zenkerovym roztokem nebo
10% formalinem. Histologické tezy byly barveny hematoxilin-eosinem a podle
van Giesona.

I kdyz obé invaze popisovanych cizopasniki vyvolavaji témér shodné, kli-
nické piiznaky, lisi se zfetelné svymi patologicko-anatomickymi nélezy.

Pfi echinurioze vykazuje sténa zaludku znaéné makroskopické zmény.
Cely zlaznaty zaludek je zvétseny a dosahuje pri silngch invazich velikosti az sle-
pi¢iho vejce. Sténa je ztlustéla, tuhda a v pokrocilém stadiu prosvitaji serézou ne-
kroticka loziska vytvafena nematody. Sliznice zprvu nebyva poskozena (v pocateé-
nich stadiich invaze), ale pozdéji nekrotizuje, rozpada se a do lumina zlaznatého
zaludku se oteviraji hluboké viedy naplnéné neckrotickymi masami, z nichz vy-
¢nivaji konce cizopasnikii. Loziska jsou rizné velikd, nepravidelnych tvart podle
sily invaze. Nachazeli jsme tento rozpad az v praméru 1—1,5 ¢m, a to ponejvice
pii prechodu jicnu ve zlaznaty zaludek a blize k zaludku svalnatemu Stied zlaz-
natého zaludku byvi napadin jen pii silnych invazich. Z po¢itku onemocnéni
byvaji nekrotick¢ masy promiseny krvi, v pozdéjsich stadiich jsou zlutavé az $pi-
navé bilé, suchého charakteru. Cizopasnici jsou v loziseich volné ulozeni, takze
vytaZzeni necini velké obtize. Reakci sliznice v okoli lozisek jsme neméli moZnost
dobte makroskopicky provérit, protoze povrch byl ¢asteéné autolyzovan. Na prii-
fezu sténou vidime, ze lozisko prostupuje az ke svaloviné a v pokrocilejsich p¥i-
padech az k seroze.

Histologicky zjistujeme presnou lokalizaci cizopasnikt a jejich ptsobeni na
okolni tkan. Nematodi jsou uloZeni vidy na rozhrani nekroticky zménéné tkang,
a to tak, ze vétSinou svou podélnou osou smétuji od povrchové vrstvy sliznice
k lamina muscularis. V pocatecnich stadiich napadeni vnikaji do pojivové tkané
mezi hlubokymi zlazkami, kde pasobi jednak mechamcky svym pohybem a prav-
dépodobné i chemicky svymi toxiny, takze tkaf rozruiuji. Zprvu dochazi v okoli
usidleného nematoda k reaktivnimu zanétu s nahlou¢enim mnoha jadernych ele-
menti. Hlistice takto infiltrovanou tkdn rozrusuji, poskozuji krevni cévy v in-
tersticiu a svym pohybem smérem k je§té neporusené tkani zvétiuji objem loziska
a vyvolavaji dalsi a dalsi okrajové zdnétlivé procesy. Odumfteld demarkovana
tkan Caste¢né nekrotizuje a v prepatratech barvenych HE nalezneme amorfni rii-
zové az slabé Cervené se barvici masy, které nepravidelné prolinaji shluky lym-
focytli, leukocyti a tkanového detritu. Tato neuspotfddana masa postrada celist-
vosti. Na preparatech nedrzi v celku a snadno pfi manipulaci za barveni vypa-
dava. Barvenim van Giesonem zjiifujeme, ze nekrotické masy jsou chudé na kolla-
genni vlakna, ktera predstavuji zbytky destruovaného interstitia. Ve svém bez-
prostiednim okoli vytvafi cizopasnik tkdtovou reakci, kterd se projevuje mirnou
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leukocytarni infiltraci. Tato\abyva znacné intenzity smérem ke stiedu loziska,
zatim co ke zdravé neporuSené tkdni vytvari pouze uzky infiltraéni lem. Na
sty¢né plose kutikuly cizopasnika a zdkladni tkiné vznika uzky vazivovy lem
kompaktniho charakteru. Zprvu cizopasnici napadaji pouze vmezefené a pojivové
tkané. Hluboké zlazky pfimo nenapadaji, nybrz je rozrusuji az svym delsim pu-
sobenim v organu. Zlaznaty epitel podléhd pravdépodobné nepiimému piisobeni
nematodd, a to prerusenim cévniho systému v hlubsich vrstvich stény zaludku.
Vystelkové bunky hlubokych zlazek vylucuji vétsi mnozstvi sekretu, zdufuji,
jadra bunécna priléhaji k bazi a pozdéji cely zlaznaty epitel odumira. Podobny
proces nastiva i na povrchovém epitelu zlaznatého zaludku. I zde v misté, kde
je pod povrchem sliznice parazitarni lozisko, bunky Zzlaznatého epitelu ztraceji
svoje kontury, vylu€uji vétsi mnozstvi hlenu, ktery se v preparatech HE barvi
slabé bledé modie a ma amorini strukturu bez jakychkoliv bunéénych elementu.
Pozdéji buriky epitelu podléhaji nekrobidze zaroven i s podlozim. Jisté zde znacné
pusobi i sekret okolnich zlazek, takze se malo vyzivovana a Casteéné odumfiela
sliznice natravi a lozisko se provali do lumina zlaznatého zaludku. V okolni
tkani je néco vmezefeného vaziva, které se tam pfi postupujicim procesu vytvari.
Vazivova vliakna vytvati naznaceny val a vymezuji tak cely proces od okolnich
hlubokych Zlazek.

V bunénych infiltracich prevlddaji leukocyty, z nichZz cosinofilnich neni
mnoho a jsou spiSe vzacné. Lozisko vytviri tlak na ostatni tkan, deformuje hlu-
boké zlazky a tim znemoziiuje jejich spravnou funkci. Ma tendenci Sifit se od
serézy k povrchové sliznici mezi hlubokymi zldzkami. Muskularis propria nebyva
poskozena, ale na styénych mistech s loziskem se zmnozuji vazivova vliakna
a nékdy dochazi k reaktivnimu zdnétu, Nejvice cizopasniki nalézame blize sliz-
ni¢ni vrstvy povrchové, ktera byva poskozena v razném rozsahu, jak je uve-
deno vyse.

Celkové je mozno proces hodnotiti jako chronickou nekrotickou
loziskovou proventriculitis.

Tetramerdéza nevyvolava tak bourlivé procesy jako echinuriéza.
Ovsem podili se stejnou mérou na disfunkei Zlaznatého zaludku, nebof cizopas-
nici napadaji hlavné hluboké zlazky. Cizopasnik zde vyvolava zprvu reaktivni
zanét zlaznatého epitelu, ktery se s pribyvajicim objemem samicky méni v tlako-
vou nekrozu. V hlubokych zlazkich tlakem parazita a za pohybu zaludku dochazi
k alteraci epitelu, jeho nekrobiéze, nekréoze a sekundarné k reaktivnimu prolife-
rativnimu zanétu. Za dlouhotrvajiciho ptisobeni nematédi nalezli jsme Gplnou
atrofii spojenou s nekrotickymi procesy na zlaznatém epitelu a zmnozeni vaziva
pfi jeho bazi. Mimo paraziti usidlenych ve zliazkach, nalezli jsme i cizopasniky
v povrchové slizniéni vrstvé. Zde usidlena samitka byla opouzdiena silnym va-
zivovym lemem, ve kterém jsou shluky leukocyti, u nichz prevladaji neutrofilni
polynukleary, zatim co eosinofilnich leukocytlt je pomérné mélo nebo vitbec chy-
béji. Tyto bunééné infiltraty jsou bud loziskové nebo tazeny do podélnych pruha,
zejména podle cév. Samicka je proti ostatnim nematédim usidlenym v hlubokych
zldzkach zna¢né mensiho priméru. Nejde o shluky vajicek, nebof na prarezu je
zfetelné patrny jednak jicen, stfevo, kutikula a vajicka jsou v rtzném stupni
vyvoje. Bliz§i popis ostatnich histopatologickych zmén byl shodny s nalezy publi-
kovanymi Willomitzerem a Gilkou (1957).

Makroskopicky jsme na sliznici zlaznatého zaludku nenalezli zidné napadné
zmény. Pouze v mistech usidleni cizopasniki ve zlazkach prosvitaji pres vrstvu
sliznice jako tmava loziska a daji se tlakem vytlaciti. Je-li pitva provadéna delsi
dobu po uhynuti hostitele, snazi se samicky opustit zlazky, ¢astecné se protahnou
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Echinuria uncinata (Rudolphi 1819)

Obr. 1.

— hlavova c¢ast
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Obr. 2. Echinuria uncinata (Rudolphi 1819)
— ocasni konec samce (obi




Obr. 7. lTetrameroza —  pocatecni stadium  tlakove atrofie zlaznatého epithelu vlivem
cizopasnika

Obr. 8. Tetramet6za — usidlena samika v povrchové slizniéni vrstve vytvari v okolni
tkani zaneétlivy proces



jejich otvorem a budi dojem malych krvavych kapének na vrcholcich zlazovych
papil. Sameéci zijici v hlenu zaludku neptsobi zadné vétsi inzulty, které by byly
makroskopicky pozorovatelné. Ani histologicky jsme nezachytili stopy po jejich
plsobeni na povrchové sliznici.

Celkové lze hodnotit proces pfi onemocnéni tetramerézou jako lozisko-
vou chronickou kataralni a pozdéji proliferativni pro-
ventriculitis.

Rozprava

Srovname-li nase nalezy pii echinuriéze s popisem zmén uvadénych Cv é-
tajevou (1953) zjistujeme, ze parazitéoza u kachen probiha ponékud odchylné
nez u labuti, u nichz autorka provadéla vysetreni. Méli jsme rovnéz moznost dia-
gnostikovati toto chronické onemocnéni Zzlaznatého zaludku u labuté z prazské
zoologické zahrady. Parazitarni loziska byla ulozena na prechodu zlaznatého za-
ludku ve svalnaty, byla silné obdana vazivovym valem a obsahovala nékolik ci-
zopasniklii (az 15 exempl.). Loziska postradala tkanového detritu a hlistice byly
v jejich luminu volné ulozeny, pripadé uzly navzajem spolu komunikovaly.
U kachen jsme nalezli rozdil v tom, ze loziska nevytvarela vazivovy val a aé
byla zna¢né rozsahla, nebyla spolu v interstitiu spojena i pfi zna¢ném poctu ci-
zopasnika (v lozisku 25 a vice). Uzly byly vzdy vyplnény nekroticky zménénou
tkani, jak bylo vyse popsano. Na rozdil od citované autorky, nachazeli jsme cizo-
pasniky pouze pri okraji loziska a nikoliv uprostred. Histologicky jsme nenasli
v nekroticky zménéné tkani volné ulozena vajicka obklopena shluky bunék a také
eosinofilie nebyla v preparatech prili§ prikazna. Jde tedy u kachen o proces, ktery
probiha daleko rychleji, takZe u nich nebyvaji vyvinuty piiznaky dlouhotrvajiciho,
Castecné jiz reparovaného onemocnéni, jak je popsala Cvétajeva u labuti
moskevského zooparku. Jest oviem mozné, ze bychom podobny nélez jako u la-
buti nasli u kachen, které hosti pouze maly pocet téchto hlistic a jsou skrytymi
hostiteli a $ititeli tohoto onemocnéni.

Podobné i pfi tetrameréze jsme nezjistili makroskopicky viditelné zmény,
i kdyz se nékteti autoti (Lange, 1938) zmifuji o viedovitych zménach na
sliznici. Méli jsme moznost sledovati silné invaze T. fissispina, kdy bylo napoc-
teno deset dospélych samicek na 1 cm* plochy Zlaznatého zaludku a pfesto jsme
podobné zmény ani makroskopicky, ani histologicky nepozorovali.

Otevienou otazkou nadale zlistdva zpdsob pronikdni cizopasnikd do tkané
zlaznatého zaludku. Rizni autofi uvadéji dvé hlavni teorie. Prvni se domniva, ze
oba druhy hlistic dosahuji svého usidleni cestou pfimého zavrtavini se larev
ptes sliznici zaludku po jejich uvolnéni z invadovaného koryse, zatim co druha
pripousti zaneseni Jarev pomoci krevniho obéhu. Objasnéni tohoto problému by
znaéné dopomohlo k G¢innému zasahu proti obéma cizopasnikiim.

Ze ziskanych patologicko-anatomickych a patohistologickych poznatka je
mozno vyvodit zavér, ze napadené kachny jsou postizeny tézkou disfunkei zlazek
zaludku a tim i zmenSenim pfivodu travicich enzymua a také i znaénou bolesti-
vosti pfi prichodu pevnéjsi stravy. Déle je patrné, Ze i Géinek poddvanych a do-
sud uzivanych lé¢iv bude velice maly, ponévadz lécivo bude piisobit pouze na
maly pocet cizopasnikii. Dojde-li k dehelmintizaénimu u¢inku lé¢iva, zlstanou
znacné organové afekce, tézko lécitelné a irreparabilni zvlasté pfi echinuriéze.
Rovnéz preventivni podavani lé€iva pii vypousténi na rybnik nemusi byt vidy
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ucinné, nebotf dospivajici stadia nematédii jsou ve sténé zlaznatého zaludku tak
hluboko, Ze je 1é¢ivo nezastihne. Proto jedinou ochranou pied zavlecenim téchto
cizopasniku je pferuseni biologického cyklu cizopasnika. Nejvhodnéjsim zpisobem
je zimovani rybnika, nebof Zijici generace korysi uhyne a jejich vajicky se larvy
cizopasniki nepfenaseji. Béhem letnitho obdobi je kazdy zadsah proti mezihostite-
lim velmi obtiZznou zalezitosti, zvla§té tam, kde na biocendze rybnika je zavisly
chov ryb. Rozhodné je nutné, aby dorost nebyl odchoviavin na stejné vodé jako
dospélé kachny.

Souhrn

Jako puvodci zaludecni Eervivosti u naSich kachen byli zjisténi nematodi
Echinuria uncinata (Rudolphi, 1819) a Tetrameres fissispina (Diesin g,
1861). Béhem jednoho roku jsme zjistili, ze tetramerézou bylo napadeno 24 %
vySetfovanych kachen a kachnat, zatim co echinuriézou jen 2 %. Klinické pti-
znaky u obou onemocnéni jsou téméi shodné, zatim co patologicko-anatomicky
nalez je zna¢né rozdilny.

Echinuriéza vytvafi nekrotickd loziska v rizném rozsahu a velikosti.
Lozisko se do lumina zaludku otevird po odumfeni povrchové vrstvy sliznice, jak-
mile tato ztrati vyzivu porusenim krevniho obéhu pasobenim nematoda a je po-
sléze natravena enzymy hlubokych zlizek. Vcelku je mozné proces plsobeny
nematodem Echinuria uncinata hodnotit jako chronickou nekrotickou loziskovou
proventrikulitis.

Tetramer6za nevytvafi makroskopicky viditelnych zmén. Samicka svou
pritomnosti ve zlazkach vyvolava alteraci epitelu, jeho nekrobiézu, nekrézu a se-
kundarné i reaktivni proliferativni zanét. Nalezli jsme dospélé samuky i v po-
vrchové slizniéni vrstvé, kde vytvately loziska silné opouzdiena vazivovym lemem,
ve kterém by]a znacna leukocytdrni infiltrace. Ve shodé s nalezy Willomit-
zera a Gilky jest proces loziskovou chronickou kataralm a pozdéji prolife-
rativni proventriculitis.

U obou procesii nebyly ve vétsi mife nalezeny eosinofilni leukocyty. Napa-
dené kachny jsou postizeny disfunkei zlizek zaludku a tim i zmenSenim pFivodu
travicich enzymu a také i znaénou bolestivosti pfi prichodu pevnéjsi stravy.
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K 00HapyKeHMI0O M NATOreHe3y KeJYAOYHBIX IeJIbMHHTO3 ¥ YTOK

B gayecTBe BO30yAMTENEH KeJyA0YHbIX IeJIbMUHTO3 ObIIM yCTAHOBJIEHBI Y HAIIUX
yToK Hemaroabl Echinuria uncinata (Rudolphi 1819) u Tetrameres fissispina (Diesing 1861).
B Teuenue OAHOTO roga ObLIO yCTAaHOBJEHO, YTO TETpaMepo3oMm ObLIM mopazxkens! 24 %
yecseyeMbIX yTOK M YTAT, 3aTéM KakK 9XMHYpHo3zoM — aumb 2 %. Knurandeckue npu-
3Haku y oboux 3abosieBauuit mouTH OJMHAKOBBLI, OAHAKO PE3yJbTATHI IATOJIOr0-aHaATO-
MMYECKOT0 HCCACA0BAHNMSA 3HAUUTEIBLHO OTIHYAIOTCA.

OXMHYpPHO3 obpa3yeT HEKPOTHMYECKHE 04aru pa3HbIX 00beMOB M BeauyuHbL. Oyar
OTKPbIBAETCA B IIPOCBET XKEJNYAKA II0JIe OMEPTBEHMS ITOBEPXHOCTHOTO CJOA CJIHU3UCTONI
0DOJIOYKM, KaK TOJIbKO TOCJeHeil He JOCTAaeTCsT NMUTATeJIbHbIX BEIeCTB BCJIEJACTBME Ha-
pylIeHuA KPOoBOOOpal[CHs, BEI3BAHHOIO HEMAToJaMM, M KOTJa CaIM3ucrad oboJIouKa Ha-
pyuiaercsa 9H3uMamMy riayboKMX JKene3ok. B ofureM MOMKHO Npolecc, BbI3BaHHBLI HeMa-
ronoit Echinuria uncinata cuuTaTh XPOHUHUECKMM HEKPOTHYECKMM OYaroBbIM ITPOBEHTPH-
KYJUTOM.

TerpamMepo3 He 00pa3yeT MakKpPOCKONMMYECKM BUAUMBIX M3MeHeHui. CaMKa CBOMM
TNIPUCYTCTBMEM B JKEJI€3KaX BbI3bIBAET aJbTEPAIMIO SIIUTENUHA, €ro HEeKpobuo3, HEeKpo3,
a BTOPMYHO TaK¥Ke PEaKTHBHOe NpojucepaTuBHOE BOcnaleHme. ABTOpP OOHApY:KMI
B3POCJIBIX CAMOK M B IIOBEPXHOCTHOM CJIOe CJM3MCTOI 00OJIOYKH, IJle caMKu obpa3oBajyu
o4ary, CUJIbLHO OKYTaHHbIC COeIMHUTECILHOTKAHHOM KalMOM, B KOTOPOM 3aMeyajach 3Ha-
yuTeNbHAA JCMKOUMTapHaa MH(uabTpauna. B cornmacum ¢ obHapyReHuAMu Buiamomur-
1epa 1 I'miabKu nporecc rnpeacTaBJiferT O4YaroBblii XPOHUYECKUII KaTapaJbHbIM, U M032Ke
npoancepaTHBHBIN IIPOBEHTPUKY JIUT.

B oboux nponeccax He OblIy B GOJIbILIEH CTENIEHHM OOHApPYIKEHBI 303MHOMUIBHBIE
JNeAKOUMTEI. Y IOpaskeHHBIX YTOK NPOABIAeTCH AMCYHKINA IKeNe30K JKeayAKa, B pe-
3yJILTATE 4YEero B MEHBIIEe) Mepe JOCTABJSIOTCA ITHIIEBApPUTENIbHbIE 9H3MMbI; 3HAYU-
TeNbHYI0 BOJIb TaKzKe BhI3bIBaeT NPOXoKAeHue Gojiee TBEPAOM NULIIHA.

Beitrag zu Vorkommen und Pathogenese der Magenwurmkrankheit bei Enten
Als Erreger der Magenwurmkrankheit bei unseren Enten wurden die Nema-

toden Echinuria uncinata (Rudolphi 1819) und Tetrameres fissispina (Diesing 1861)
festgestellt. Im Laufe eines Jahres haben wir festgestellt, dal 24 % der untersuchten
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Enten und Jungenten mit Tetramerose, wiihrend nur 2 % mit Echinuriose, befallen
wurden. Die klinischen Symptome sind beinahe dieselben, wihrend der pathologisch-
anatomischer Befund erheblich verschieden ist.

Die Echinuriose bildet nekrotische Herde von verschiedenem Umfang und ver-
schiedener GrofBle. Der Herd offnet sich in das Lumen des Magens nach Absterben
der oberfliachlichen Schicht der Schleimhaut, sobald diese durch die Storung des
Blutkreislaufes durch den EinfluBl der Nematoden ihre Erndhrung verloren hat und
zuletzt wird sie durch die Enzyme der tiefen Driischen verdaut. Im Ganzen ist es
moglich den durch den Nematoden Echinuria uncinata verursachten Prozel3 als chro-
nische nekrotische herdartige Proventriculitis anzusehen.

Die Tetramerose bildet keine makroskopisch sichtbare Veranderungen. Das
Weibchen ruft durch seine Anwesenheit in den Druschen Epithelalterationen hervor,
Nekrobiose desselben, Nekrose und sekundiir auch reaktive proliferative Entziindung.
Erwachsene Weibchen wurden auch in der oberflichlichen Schleimhautschicht ge-
funden, wo sie die mit einem Gewebesbaum stark gekapselte Herde ausbildeten, in dem
sich eine reiche Leukozyteninfiltration befand. Uberecinstimmend mit Willomitzer’s
und Gilka's Befunden ist der Prozel3 e¢ine chronische katarrhale, und spiter prolife-
rative Proventriculitis.

In beiden Prozessen wurden eosinophile Leukozyten im groBeren MafBle nicht
gefunden. Die erkrankten Enten leiden an Magendysfunktion und dadurch auch an
herabgesetzte Zufuhr der Verdauungsenzyme und auch an grofBle Schmerzlichkeit
beim Durchgang solider Nahrung.

140



SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK ¢4 (XXXID-1959-CISLO 2

Biochemické studie o Cervence vepiu
II. Metabolizmus argininu a peptidu B u bakterii ¢ervenky vepiu

Buoxummuueckoe M3y4YeHUEe POIKY CBUHEN
II. MeTabosm3m apruauHa ¥ nentujaa b y OakTepmit poXM CBMHEH

The Biochemical Studies on the Swine Erysipelas
II. The Metabolism of Arginine and Peptid B in Erysipelothrix rhusiopathiae suis

Eine biochemische Studie iiber Schweinerotlauf
II. Arginin und B-Peptid Metabolismus der Rotlaufbakterien

D. KALAB
Bioveta n. p., lvanovice na Hané, reditel MVDr. K. Rasin

Doslo dne 21, VIL. 1958

Uvod

Pfi studiu chemické povahy riistového faktoru Erysipelothrix rhusiopathiae
z Hottingerova bujonu zjistili Zimmermann a Kludas (25), Ze jde
o peptid obsahujici kromé vétsich mnozstvi alaninu, glycinu a kyseliny glutamové
hlavné arginin. Autofi jej nazvali peptid B a popsali jeho vliv na rist ervenko-
vych bakterii, avsak blize se jeho metabolismem nezabyvali.

V nasem prvnim sdéleni (11) jsme popsali biochemickou metodu kmenové
diferenciace cervenkovych bakterii, zalozenou na rozdilném vyuziti peptidu B
z masopeptonového bujénu s norméalnim konskym krevnim sérem a glukézou, pii
¢emz jsme poukdzali na nutnost hlubsiho objasnéni jeho metabolismu u cerven-
kovych bakterii.

Arginin, jenz je hlavni soucasti rastového peptidu Erysipelothrix rhusio-
pathiae ma velky vyznam nejen u savcl, kde je zakladni slozkou tzv. malého
Krebsova cyklu tvorby mocoviny, jako koneéného produktu $tépeni bilkovin, ale
je neméné dilezity téz v metabolismu bakterii. Stépeni argininu hnilobnymi mi-
kroby popsali jiz pocatkem tohoto stoleti Ackermann a Ellinger (1,
4). Autoti predpokladali, ze $tépeni argininu probihd podobné jako u zivocichu
enzymem arginizou, jez katalyzuje rozklad argininu na mocovinu a ornithin.
U streptokoki a stafylokokti popsal pozdéji Hills (8) enzym arginindihydro-
lazu, stépici arginin hydrolyticky na ornithin, amoniak a kysli¢énik uhli¢ity. Na-
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proti tomu zjistili Horm (9) a Tomota (24) u Pseudomonas aeruginosa
a Salmonelly en teritidis pfeménu argininu v citrullin. Autofi predpokladaiji, Ze
jde o hydrolytickou desimidaci argininu za vzniku ekvimolarnich mnozstvi ci-
trullinu a amoniaku. Enzym katalyzujici tuto reakci nazvali arginindesimidazou.
Sekine, Akamatsu a Knivett (23, 2, 13) sledovali v novéjsi dobé
Stépeni argininu u Strept. faecalis. Proti Hillsovi (8) dosli autofi k zavéru,
ze arginindihydroldza je smési nejméné dvou enzymd, jez nazvali metarginazou
a citrullindzou a Zze citrullin je meziprodukem Stépeni argininu na ornithin.
Enzym metarginidzu autofi ztotoziiuji s Hillsovou arginindihydrolazou. En-
zymatickym systémem arginindihydrolazy Strept. faecalis se dile zabyvali
Oginski a Gehring (20). Potvrdili, ze citrullin je meziproduktem pte-
meény argininu na ornithin a popsali izolaci a biochemické vlastnosti arginindesi-
midazy. Zminény enzym ziskali téZ Schmidt, Logan a Tytell (22)
z lyofilizovanych bunék Cl. perfringens (BP 6 K) extrakci fyziologickym rozto-
kem. Tvorbu citrullinu u Staph. aureus v syntetické zivné pudé obsahujici argi-
nin popsali Lominsky, Morrison a Porter (14). Ndhrada argininu
norleucinem nebo ornithinem nevedla k tvorbé citrullinu. Vznik citrullinu z argi-
ninu v suspenzi bunék Micrococcus pyogenes var, aureus, suSenych acetonem,
zjistili Jackson a Pasieka (10). Stépeni citrullinu na ornithin za vzniku
amoniaku a kysliéniku uhli¢itého nalezli Fleming a Foshay (5) u silné
virulentnich kment Pasteurella tularensis. Slabé virulentni nebo nevirulentni
kmeny citrullin ne$tépily. Zadny z kmenu Pasteurella tularensis nestépil samotny
ornithin. U Serratia marcescens, ozatovaného UV paprsky nezjistii Glasziou
(6) ani arginazu, ani desimiddzu argininu. Kmen naopak syntetizoval citrullin
z ornithinu a karbamylfosfatu a mél téz schopnost ménit citrullin v arginin. V na-
Sem sdéleni popiSeme metabolismus peptidu B a argininu u bakterii cervenky
vepr.

Metodika

Pracovali jsme se dvéma kmeny bakterii ¢ervenky vepri, Bss a O 3/56, je-
iichz vlastnosti jsme bliZe popsali ve svém prvém sdéleni (11). Cervenkové
bakterie kmene Bes vyvolavaji silnou haemaglutinaci slepi¢ich erytrocytd, zatim
co kmen 0 3/56 tuto schopnost nema. Rust uvedenych kmenii cervenky jsme
sledovali jednak v kofiském mascvém bujonu obohaceném 2 % Bactopeptonu
(Organofarma, pavod pankreaticky), ptfi ¢emz zdkladni bujon bez pfisad ob-
sahoval 170 mg% celkového dusiku, jednak v bujénu pripraveném travenim ho-
véziho masa pankreatinem, o obsahu 450 mg% celkového dusiku a koneéné v 4%
vodném roztoku kyselého hydrolyzitu kaseinu obsahujicim 250 mg% celkového
dusiku. Piidy jsme upravili ptisadou 0,3 % NaCl a 0,2 % Na:HPOi. Do viech
t¥i druha pad jsme pridali po sterilizaci asepticky 10 % normalniho koiiského
krevniho séra a 0,5 % glukézy. Optimélni vychozi pH puad ¢inilo 7,7.
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Zminéné kmeny cervenkovych bakterii jsme kultivovali 48 hodin pri 37° C
ve zkumavkach obsahujicich 10 ml bujénu. Porosty bakterii jsme oddélili na od-
stredivce a ¢istou zivnou pudu analyzovali papirovou chromatografii. Metodiku
kruhové papirové chromatografie jsme popsali jiz v prvém sdéleni (11). Jedno-
rozmérnou papirovou chromatografii jsme provadéli na filtraénim papite What-
mann ¢. 1 sestupnou metodou ,na pretedeni” ve vyvijeci smési n-butanolu, kyse-
liny mravenci a vody v poméru 75:15:10, jez se dobfe osvédéuje pro déleni
aminokyselin a peptidi. Dvourozmérnou chromatografii jsme provadéli vzestupné
na papirech Whatmann ¢. 1 a Reve Angel & 201, 82 % fenolem, za soucasného
syceni chromatografické komory parami amoniaku. V druhém sméru jsme chro-
matografovali smési n-butanolu, kyseliny octové a vody, v poméru 40 :10 : 50.
Chromatogramy jsme detekovali 0,1% acetonovym roztokem ninhydrinu. Pokusy
konané na uvedenych zivnych pidach jsme doplnili sledovanim vlivu promyté
suspenze cervenkovych bakterii na ¢isty 1 — arginin a d,1 — citrullin. Bakterie
jsme kultivovali v 2% masopeptonovém koriském bujénu, porost po oddéleni na
odstredivee trikrat promyli 10 ml fyziologického roztoku a inkubovali 60— 120
minut pfi 37° C ve 2 ml m/15 Michaelisova fosfatového tustoje s 0,1 % 1-argininu
nebo d,I-citrullinu pfi pH: 4,5, 7,0 a 8,0. Reakéni smés jsme pak analyzovali
dvourozmérnou papirovou chromatografii v popsané ipravé. Veskeré pokusy jsme
opakovali nejméné dvakrat. Zjisténé vysledky byly reprodukovatelné.

Pokusna ¢éast

L.

Premény peptidu B a argininu, k nimz dochazi na riznych Zivnych pudéch
pod vlivem enzymatické ¢innosti ¢ervenkovych bakterii jsou patrné z uvedenych
chromatogrami.

1. Z 2% masopeptonového koiiského bujénu s 10 % séra a 0,5 % glukézy eli-
minuji ervenkové bakterie kmene Bgs po 48 hodinach ristu veskery peptid B
a na dvourozmérném chromatogramu soucasné vzrista plocha a temnost skvrny
odpovidajici svou polohou citrullinu. U kmene O 3/56 k témto zménam prakticky
nedochazi (obr. 1 a 2).

Dtikaz citrullinw a jeho rozliseni od interferujici skvrny glutaminu jsme pro-
vedli specifickou barevnou reakei s p-dimethylaminobenzaldehydem, v tpravé
Haise a Macka (7). Cinidlo dava s citrullinem intenzivné Zluté zbarveni.
Popsané jevy jsou patrné téz na kruhovych chromatogramech (obr. 3).

2. Vznik citrullinu z argininu vazaného do peptidu B jsme pozorovali téz
v bujénu ptripraveném z hovéziho masa travenim pankreatinem. Citrullin zde
produkuji oba pouzité ¢ervenkové kmeny; kmen Bss ponékud vice nez kmen 0 3/56
(obr. 4 a 5). Do 48 hodin spotfebovivaji oba kmeny peptid B pouze ¢astecné.

3. V obou predeslych zivnych pidéach rostly éervenkové bakterie velmi mo-

143



hutné, naproti tomu v 4% kaseinovém hydrolyzitu tvofi makroskopicky sotva
patrny porost. K dplné pfeméné argininu v citrullin zde dochazi pouze u kmene
Bess. Kmen 0 3/56 arginin prakticky neméni (obr. 6 a 7).

Prubéh reakce po 24 hodinach ristu jsme sledovali téz jednorozmérnou chro-
matografii (obr. §).

Ve vsech tfech uvedenych zivnych pudach jsme pozorovali vedle citrullinu
téz vznik stop ornithinu. Slabi skvrna ornithinu témér splyva se skvrnou amino-
kyseliny lysinu, od niZ se na erstvé vyvolanych chromatogramech lisi jen fialo-
-véjsim barevnym odstinem.

II.

V druhé ¢asti pokusti jsme sledovali enzymatickou cinnost promyté suspenze
¢ervenkovych bakterii v Michaelisové fosfatovém astoji s 1-argininem a d,1-citrul-
linem pri pH: 4,5, 7,0 a 8,0. Suspenze bakterii kmene Bss pfeménuje 1-arginin
na citrullin v rozmezi pH: 7,0 az 8,0. Pti pH: 4,5 vznika zde citrullin jen ve
stopach (obr. 9). Cervenkové bakterie kmene 0 3/56 preméiiuji 1-arginin v citrul-
lin kvantitativné jen pti pH: 7,0. V alkalic¢téjsim prostredi kolem pH: 8,0 vznika
citrullin jen ve stopach a v kyselém prostiedi pri pH: 4,5 jiz nevznikda vibec
(obr. 10).

Poloha skvrn citrullinu a argininu z analyzované suspenze souhlasila s po-
lohou skvrn téchto latek na chromatogramu standardni smési. Sama suspenze
bakterii nedévala na chromatogramech zadné rusivé skvrny. Glukéza v koncentra-
ci 0,5 % nerusila u pouzitych kmena ¢ervenkovych bakterii pfeménu 1-argininu
v citrullin. Dalsi $tépeni citrullinu v ornithin jsme za popsanych podminek ne-
zjistili. Rovnéz nahrada 1l-argininu d.1-citrullinem nevedla v promyté suspenzi
¢ervenkovych bakterii pti pH: 7,0 k zadné dal3i zméne.

Diskuse

Chromatografickym rozborem riiznych druhi Zivnych pid béhem kultivace
cervenkovych bakterii jsme zjistili pfimy vztah mezi spottebou peptidu B nebo
argininu a vznikem citrullinu a ornithinu. Pfeménu l-argininu v citrullin jsme
pozorovali téz v promyté suspenzi cervenkovych bakterii v Michaelisové fosfa-
tovém Gstoji, s vyraznou zavislosti na pH. Optimum reakce je v neutralnim pro-
stfedi pfi pH: 7,0. Ve slabé alkalickém nebo kyselém prostiedi probiha preména
argininu v citrullin jen omezené. Stimulujici ac¢inek peptidu B na rust ¢ervenko-
vych bakterii je tedy mozno vylozit mechanismem vyuziti jeho argininové slozky.
Vznik citrullinu v kulturach ¢ervenkovych bakterii probiha pravdépodobné hydro-
lytickou desimidaci 1-argininu za katalytického plsobeni enzymu arginindesimi-
dizy (Horn, Tomota, 9, 24), ¢emuz nasvédcuje i optimum aktivity pro-
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Obr. 1. Dvourozmérny chromatogram supernatantu 48hodinové kultury cervenkovych

bakterii kmene Bss v 2% masopeptonovém konském bujonu se sérem a glukozou.

Skvrna citrullinu — C. Peptid B zcela vymizel (B). Skvrna lysinu s ornithinem — LO.
I — fenol s amoniakem, IT — n-butanol, kys. octova, voda

Obr. 2. Dvourozmérny chromatogram 2% masopeptonového konského bujonu se sérem

a glukozou, bez porostu cervenkovych bakterii. Peptid B je zretelné patrny — B.

Skvrna vlevo patri smési glutaminu a stop citrullinu — G C. — I a Il — jako na obr. 1

W, ¢
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Obr. 8. Jednorozmeérny sestupny chromatogram super-
natantu 24hodinové kultury ¢ervenky, kmene Bes v 4
roztoku kysel¢ho hydrolyzatu kaseinu se sérem a glu-
kozou (vzorek 2) a srovnavaci smeés lysinu — L, gluta-
minu — G a citrullinu — C (vzorek 1). Vyvijeno 52 ho-
vody

kyseliny mravenc¢i a

= )
"
’ \’
! din ve smési n-butanolu,
{
Obr. 9. Vznik citrullinu z argi-
ninu v promyté suspenzi cerven- ﬂ'
kovych bakterii kmene Be4, pri Q>
pH = 4,5, 7,0 a 8,0 (shora doli). — I
Citrullin — C, arginin — A. —
I all — jako v obr. 1
R i "W
' }
S

,C:: :
ulj. A

Obr. 10. Vznik citrullinu z arg-
ninu v promyté suspenzi cerven-
kovych bakterii kmene O 3 56,
pri pH 4,5, 7,0 a 8,0 (shora
dolli). — Citrullin — C, arginin
-— A. I all — jako v obr. 1



myté suspenze Cervenkovych bakterii pti pH: 7,0, jez se dobfe shoduje s optimem
aktivity arginindesimidazy Strept. faeccalis u pH: 6,8 (Oginsky, Gehring,
20). Kromé citrullinu jsme zjistili na chromatogramech bujénovych Zivnych pad
po kultivaci ¢ervenkovych bakterii jesté stopy ornithinu. Pfedpokldddme proto,
e obdobné jako u Strept. faecalis a Cl. perfringens-BP 6 K, je citrullin i zde mezi-
produktem v pfeméné argininu na ornithin (Oginsky, Gehring,
Schmidt a spol., 20, 22). Jak zjistili zminéni autofi, §t€pi acetonem suSené
buiiky Strept. faecalis citrullin i arginin stejné rychle, zatim co intaktni buiiky
§tépi citrullin proti argininu velmi pomalu. Tim lze téz vysvétlit zna¢né nahro-
madéni citrullinu v Zzivych kulturach éervenky, kde prevladaji intaktni buiiky.
Racemicky d,1-citrullin nepodléha v promyté suspenzi intaktnich ervenkovych
bakterii zZidné zméné, coz lze vylozit jeho smiSenou optickou izomérni formou
molekuly, nevhodnou pro fyziologické reakce. Brzdivy vliv glukézy na vyuZiti
peptidu B, patrny v bujénovych kulturiach jsme nezjistili v promyté suspenzi Cer-
venkovych bakterii s ¢istym l-argininem, pti pH: 7,0. Tuto skute¢nost lze vy-'
loziti stimulaci glykolyzy Cistym argininem, jak ji popsali u Strept. pyogenes
Pierce a White (21). Brzdivy vliv glukézy na vyuziti argininu v bujéno-
vych kulturach nékterych stfevnich bakterii zjistily Blochinova, Perovo-
va a Lavrovska (3). Inhibi¢ni a¢inky glukézy na vznik nékterych enzymi
pisobicich v metabolismu aminokyselin popsali t¢2 Neidhardt a Maga-
sanik (17, 18, 19). Tak lze vylozit i brzdivy vliv glukézy na vyuziti argininu
a peptidu B v bujénovych kulturdch ¢ervenky, jez jsou komplexem riznych litek
podmiriujicich daleko slozitéjsi pribéh enzymatickych reakei, nez je tomu v pro-
myté suspenzi bakterii s ¢istym argininem. V této souvislosti nelze vyloucit ani
brzdivy vliv glukézy na aktivitu bakteridlnich peptiddz. Rozdily v metabolismu
haemaglutinujicich a nehaemaglutinujicich kment bakterii Zervenky vepitd, po-
psané v naSem prvém sdéleni, jsme nalezli i v této praci, jez pfispéla k jejich
bliz§imu biochemickému objasnéni. Slaby riist ¢ervenkovych bakterii v Zivné padé
zaloZené na kyselém hydrolyzatu kaseinu lze vysvétliti m. j. tim, Ze obsahuje po
uplné kyselé hydrolyze pouze volné aminokyseliny, nikoliv peptidy, jez jsou pro
cetné mikroby lepSimi zdroji aminokyselin. Vyznamem rtGznych peptidd, jako
rastovych faktord pro mikroby, se zabyva fada autord. Fermentativni systémy
mikroorganismii §t€pi peptidy obsazené v zivn¥ch piidach aZ na aminokyseliny
nebo jejich amidy, jez se pak zaclefiuji do metabolismu snaze, nez jsou-li jiz pie-
dem v zivné pidé ve volné formé. Prace tohoto druhu shrnuje do roku 1954 mo-
nografie Haise a Macka (7). Z nové¢jSich praci o chemické stabilité a vy-
uziti peptidi v metabolismu mikrobii uvadime jesté studii Millerovu se
spolupracovniky (16) a prace Kihary, Snelle, Marshalla a Wood-
se (12, 15), jez objasiuji téz Glohu nékterych peptidi pti vzniku rezistence mikro-
bi vidi jejich antimetabolitim. Vysledky nalich pokust objasiiujicich vztahy
mezi metabolismem argininu a peptidu B u bakterii ¢ervenky vepit souhlasi
s pracemi uvedenych autort, nebot nejlepsi porosty Eervenkovych bakterii jsme
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pozorovali v bouillonech s peptidicky vazanym argininem. Celkovy raz metabolis-
mu argininu u bakterii ¢ervenky vepfd je za popsanych pokusnych podminek
charakterisovan procesy degradace.

Souhrn

Price objasfiuje metabolismus argininu a peptidu B u bakterii ¢ervenky
vepfti.

1. Bakterie Cervenky vepii preménuji l-arginin v citrullin, pfi ¢emz v bu-
jonovych zivnych pidach probiha dalsi stépeni citrullinu az na ornithin. Promyta
suspenze intaktnich bunék éervenkovych bakterii v Michaelisové fosfatovém ustoji
pfeménuje l-arginin v citrullin optimalné pii pH: 7,0. Brzdivy vliv glukézy
(0,5 %) na vyuziti argininu a peptidu B patrny v bujénovych kulturdch jsme
v promyté suspenzi éervenkovych bakterii nezjistili.

2. Pfeména l-argininu na citrullin probiha u cervenkovych bakterii pravdé-
podobné cestou hydrolytické desimidace l-argininu, katalyzované enzymem argi-
nindesimidazou.

3. Stimulujici G¢inek peptidu B, jenz je rustovym faktorem pro Erysipelothrix
rhusiopathiae v tadé bujénovych zivnych pud, spo¢iva tedy v mechanismu vyuziti
jeho argininové slozky.
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BHOXMMHYECKOe U3YYEHHE POXKM CBHHEH

II. MeTaboM3M apruHMHa H nenTtHiaa B y OakTepuit poXH CBUHEH

Pabora 00'bACHAeT MeTaboMN3M apruHMHA M nentuga b y GakTepuit poRy CBHHEN.

1. Poxucrele 6akTepuu NpeBpaljaloT |-aprMiuH B IATPYJJIMH M B OyJIbOHHBIX TIM-
TATEJbHBIX CpeJlaxX peakuusa 3aBeplLIaeTcd II0ABJIEHUEM OPHUTHHA. OTMBITAsA CyCIIeH3UA
POIKMCTBLIX KJETOK IIpeBpaujaer |-apruHUH B LUTPYJIJAMH JIydllle BCEro B HeMTPaJILHOM
Gycheprom pactBope Muxaenuca, pH = 7,0.

HeratugHoe Biuaaue 0,50 TIIOKO3bI HA TOJHOE MCHOJL30BaHME APTMHUHA MIN
nentiia B, npoapnaoumecs B OyJIbOHHBIX ITMTATENbHBIX cpejaX, OTCYTCTBOBAJIO B OT-
MBITOM CYCIEH3HUH POKMUCTBIX KJETOK.

2. Ilpespanjense apruHMHA B IUTPYJIJIMH BEPOATHO MPOTEKAET IIyTEeM TIMAPOJHTU-
YeCcKOI JeCHMMUAALIMY 110/l BJUAHUEM 9H3UMMa aPTrMHUHAECUMUAAa3bl.

3. Crumyanupymulee BIMAHME TIENTHAA B, KOTOPBI ABIsAETCA (haKTOPOM pocré po-
JRKMCTBHIX GAKTepHil B MHOTOYMCJIEHHBIX MACHBIX MHTATEJbHBIX cpenax, o0'bACHAETCA HC-
TIOJIL30BAHMEM APTHMHHHOBOTO KOMIIOHEHTA 3TOTO IEeNITHAA.

Eine biochemische Studie iiber Schweinerotlauf

II. Arginin und B-Peptid Metabolismus der Rotlaufbakterien

In der Arbeit wurde der Arginin- und B-Peptid Metabolismus der Rotlaui-
bakterien aufgeklirt.

1. Die Rotlaufbakterien metabolisieren den Arginin in den Citrullin und den
Ornithin namlich in verschiedenen Bouillonkulturen. Die durchgewaschene Suspen-
sion der Rotlaufbakterien mit Arginen gibt den Citrullin am meisten im Phosphat-
puffer nach Michaelis beim pH :7,0.

Der hemmende Einflu3 der 0,5 % Glukose auf die Utilisation des B-Peptids oder
des Arginins, der sich in den Bouillonkulturen zeigt, wurde in der durchgewaschenen
Zellsuspension der Rotlaufbakterien nicht beobachtet.

2. Die Anderung des Arginins in Citrullin geht wahrscheinlich iiber die kataly-
tische Desimidation unter dem Einflul3 der Arginindesimidase.

3. Den Stimulationseffekt des B-Peptids auf das Wachstum der Rotlaufbakterien
in verschiedenen Bouillonnahrbéden kénnen wir mittels der Utilisation der Arginin-
komponente des B- Peptids aufkliren.

The Biochemical Studies on the Swine Erysipelas
II. The Metabolism of Arginine and Peptid B in Erysipelothrix rhusiopathiae suis
The study explains the metabolism of arginine and peptid B in Erysipelothrix

rhusiopathiae suis.
1. The swine erysipelas bacteria change arginine to citrulline by following de-
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gradation of the last compound to ornithine under the brc:h culture conditions. The
washed suspension of the intact cells of swine erysipelas converted arginine to citrul-
line best at the pH 7,0 in the Michaelis phosphate buffer solution. The tnhibitive effect
of 0,5 percent of glucose on the utilisation of arginine or peptid B which is remarkable
in the broth cultures, in the washed suspension of erysipelas cells with pure arginine
quite disappeared.

2. The conversion of arginine to citrulline passed in erysipelas cultures in all
probability via hydrolytic desimidation under the catalytic influence of the enzyme
arginin-desimidase.

3. The stimulative effect of peptid B which is the growth factor for Erysipelo-
thrix rhusiopathiae suis in a great number of meat broth cultures consists conse-
quently in the mechanism of utilisation of its arginine component.
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Obr. 1.

Obr. 2.

Dvourozmerné chromatogramy Kkyselych hydrolyzata somatickych bilkovin bakterii
¢ervenky vepiu, kmene Bsi a O 3 56. Aminokyseliny odleva zdola vpravo nahoru:
cystin (¢arkovany cobrys)., kyselina asparagova, glutamova, glvein, serin, threonin,
a-alanin, nad nim tyrosin, pod nim histidin (¢arkovany obrys), nad tyrosinem valin
a methionin, fenylalanin a nejvyse vpravo leucin s isoleucinem. Smérem dola: kyse-
lina y-aminomaselna a prolin, dole pak arginin a lysin. Vpravo od cystinu je kyselina
a-F -diaminopimellova (¢arkovany obrys). I — fenol s amoniakem, Il — n-butanol,
Kys. octova, voda.
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Uvod

Jednou z metod biochemickéhe ‘studia antigenni struktury mikrobu je uréeni
aminokyselinového slozeni jejich bilkovin papirovou chromatografii. V poptedi
zdjmu je pfevazné vyzkum chemického sloZeni antigenti patogennich mikrobi,
pusobicich riizna onemocnéni u lidi. Méné praci se zabyva témito problémy u pt-
vodct zvifecich nakaz.

Vycerpavajici ptehled mikrobiologickych aplikaci metod papirové chromato-
grafie do roku 1954 uvadéji ve své monografii Hais a Macek (1). O amino-
kyselinovém slozeni hydrolyzati tficeti kment bakterii, nalezejicich k ruznym
taxonomickym skupinim pojedndva novéjsi systematickd studie Kandlera
a Zehendera (2). Z poslednich praci tohoto druhu se zminime jen o téch,
jez maji pfimy vztah k pivodcim nejroziitenéjsich atropozoonéz. R ao, Wadh -
wani (3), Ginsburg, Lovett a Dunn (4) sledovali aminokyseliny so-
matickych bilkovin riznych mykobakterii, Parnas, Mierzejewski (5)
a Dubrovskaja (6) popsali aminokyseliny bilkovin brucell a pasteurell a
chromatografickou analyzou hydrolyzati S. paratyphi A a B se zabyval Sa -
voia (7).

V nasi praci uvedeme vysledky chromatografické analyzy hydrolyzata so-
matickych bilkovin bakterii ¢ervenky vepii.
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Metodika

K pokusim jsme pouzili tfi kmenii bakterii ¢ervenky (Bs a B, jez slouzi
k vyrobé adsorbatové vakciny proti Eervence vepii a terénniho nehaemaglutinuji-
ciho kmene 0 3/56). Kmeny jsme kultivovali v 10 ml konského bujénu s 2 %
Bactozeptonu (Organofarma, plivod pankreaticky) pti 37°C. Po 48 hodinach
ristu jsme porosty ve zkumavkach odstredili a promyli tiikrat 10 ml fyziologic-
kého roztoku. Takto ziskanou hmotu bakterii jsme hydrolyzovali 24 hodin ve
4 ml 6n- HCI. Hydrolyzat jsme odparili na vodni lazni do minimalniho objemu,
zbavili filtraci srazeniny huminovych latek a vysusili v exikatoru nad pevnym
NaOH. Zbytek po opétném rozpu$téni v 1 ml destilované vody jsme ponechali
znovu odpafit do sucha v exikatoru. Po rozpusténi v 0,25 ml destilované vody
jsme hydrolyzat nanaseli sklenénou kapilarkou na chromatogram.

Vzorky byly analyzoviny dvourozmérnou vzestupnou chromatografii na pa-
pife Whatmann,¢. 1 v 82% vodném roztoku fenolu (pfi sou¢asném syceni chro-
matografické komory amoniakem) a po vysuseni byl chromatogram vyvijen dru-
hym smérem ve smési n- butanolu, kyseliny octové a vody (40 :10 :50). Ami-
nokyseliny jsme detekovali 0,1% roztokem ninhydrinu v acetonu. Velikost, barvu
a intenzitu skvrn aminokyselin jsme posuzovali na ¢erstvé vyvolanych chroma-
togramech.

Pokusna ¢ast

Vzhled dvourozmérnych chromatogramii hydrolyziti somatickych bilkovin
bakterii ¢ervenky vepfa zachycuji oby. 1 a 2.

Podle velikosti a intenzity skvrn jednotlivych aminokyselin na cerstvé vyvo-
lanych chromatogramech jsme provedli téz kvantitativni odhady jejich koncentrace.
Znaménkem plus + jsme oznacili stopy a cislicemi 1 az 5 vzristajici koncentrace
aminokyselin. Vysledky shrnuje tabulka I.

1. Aminokyselinové slozeni hydrolyzatu somatickych bilkovin bakterii Cervenky vepru

Odhad | Odhad
Aminokyselina koncen- Aminokyselina koncen-
trace trace

a - alanin 4 histidin t
arginin 3 leucin, isoleucin 4
asparagova kys. 3 lysin 3
v - aminomaselna kys. 1 prolin 3
cystin & serin 3
o - ¢ - diaminopimelova kys. -4 threonin 3
fenylalanin 2 tyrosin 2
glutamova kys. 5 valin, methionin 4
glycin 3

Rozdil v aminokyselinovém slozeni somatickych bilkovin haemaglutinujicich
a nehaemaglutinujicich kmena ¢ervenkovych bakterii jsme nezjistili. Kazdy rozbor
jsme pro konirolu provedli nejméné dvakrat. S vyjimkou stop kyseliny «-e-diami-
nopimelové jsme nenalezli v hydrolyzitech bakterii Cervenky vepti zadné neob-
vyklé aminokyseliny. Kyselina a-e-diaminopimelova hraje v metabolismu bakterii
ulohu predchidce aminokyseliny lysinu.
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Souhrn

1. V hydrolyzatu somatickych bilkovin bakterii ¢ervenky vepiu jsme doka-
zali papirovou chromatografii nasledujici aminokyseliny: @-alanin, arginin, aspa-
ragovou kyselinu, y-aminomaselnou kyselinu, cystin, e-z-diaminopimelovou ky-
selinu, fenylalanin, glutamovou kyselinu, glycin, histidin, leucin s isoleucinem,
lysin, prolin, serin, threonin, tyrosin, valin a methionin.

2. Kvalitativni rozdil v aminokyselinovém sloZeni somatickych bilkovin hae-
maglutinujicich a nehaemaglutinujicich kment bakterii ¢ervenky vepili jsme ne-
zjistili.
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BuHoOXMMHYECKoe M3yYeHWe POMKH CBUHeM

III. AMMHOKHMCIOTHBIN COCTAB COMATUYECKHX 0eJIKOB OAKTEPMIf POXKM CBUHEN

1. B KMCJOTHBIX TMAPOJM3ATAX COMATHYCCKMX DENIKOB pOKMCTBIX OaKkTepuji omnpe-
JlcJIeHbI MeTo/0M OyMmazkHoil XpoMarorpacuy cleAyloluMe aMMHOKUCIIOTHI:

@ — aJIJaHMH, apTMHUH, acllaparuiHoBas KUCJOTAa, y — AMMHOMACJAHAA KMUCJO0Ta, M-
CTMH, a-: — JUAMHHONMUMEJJIOBAA KUCI0TA, (beHMIallaHuH, TJII0TAMMHOBAA KHUCJIOTA, LJIU-
LVH, THCTUAMH, JCIMH, N30JeHIMH, JU3MH, MPOJMH, CepUH, TPEOHMH, THPO3UH, BaluH
Y METHOHMH. N

2. KayecTBeHHOro OTJIMYMA MEXK/JY aMUHOKHUCIOTHBIM COCTABOM reMariloTMHUPYIO-
I{MX M HEereMarJoTHHHPYIOLINX IITaMMOB DakTepuit pOoKu CBMHEN He ObLIo.

The Biochemical Studies on the Swine Erysipelas

III. The Amino Acid Composition of the Somatic Proteins of Erysipelothrix rhu.sio-
pathiae ¥

1. In the acid hydrolysates of the somatic proteins of Erysipelothrix rhusio-
pathiae suis there were the following amino acids demonstrated using partition paper
chromatography: '

«-alanine, arginine, asparic acid, y-aminobutyric acid, cystine, a-:-diamino-
pimellic acid, phenylalanine, glutamic acid, glycine, histidine, leucine, isoleucine,
lysine, proline, serine, threonine, tyrosine, valine and methionine.

2. Any qualitative difference between the amino acid composition of the somatic
proteins of heamglutinating and non-heamaglutinating erysipelas strains had not been
established.
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Eine biochemische Studie iiber Schweinerotlauf

III. Die Aminosiurenzusammensetzung der Eiweifistoffe der Rotlaufbakterien

1. In den Siurehydrolysaten der somatischen Eiweifistoffe der Rotlaufbakterien
wurden mittels der Papierchromatographie die folgende Aminosduren festgestellt:
«e-Alanin, Arginin, Asparaginsaure, y-Aminobuttersaure, Cystin, ¢-:-Diaminopimmel-
sdure, Phenylalanin, Glutamsidure, Glycin, Histidin, Leucin, Isoleucin, Lysin, Prolin,

Serin, Threonin, Tyrosin, Valin und Methionin.
2. Keine qualitative Differenz in der Aminosaurenzusammensetzung der haema-

glutinierenden und nichthaemaglutinierenden Rotlaufstimme wurde gefunden.

152



SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 4 (XXXID-1959-CISLO 2

Imuniza¢ni dynamika adsorbatovych polyvakcin
proti enzootické bronchopneumonii (chfipce) selat

MMMYHR3MPYHOIIaa AHHAMMKa aJCOPOMPOBAHHBIX MOJHBAKIIMH IIPOTHUB 9H300THYECKOW
OPOHXONMHEeBMOHNMHK (TPUIINY) IMOPOCAT

Imunisationsdynamik von polyvalenten Formalinadsorbatvakzinen gegen enzootische
Bronchopneumonie (Grippe) der Ferkel

V. PALEC, promovany veterinarni lékar
Z ustavu mikrobiologie a imunologie Veterindrni fakulty VSZL v Brné,
prednosta prof. dr. R. Harnach, doktor veterindarnich véd

Doslo dne 28, V. 1957

Uvod

Velmi dualezitym problémem v chovech prasat je t&. enzooticka bronchopneu-
monie (chfipka), ktera decimuje nase velkochovy. Aby se ji mohlo éelit, je nutny
komplexni boj, kterym odstrafiujeme celou fadu pfi¢in, vedoucich ke vzniku en-
zootické bronchopneumonie (EBp). Je nutno zlepsit hygienické podminky usta-
jeni, zajistit biologicky plnohodnotné krmeni, zlepsit vybér plemenného materialu,
chranit chovy pred zavlecenim ndkazy a posilit je vnitini ochranou. Nutno tudiz
zajistit optimalni podminky pro organismus a zamétit boj pfimo proti samotnému
puvodci, a to hlavné posilenim odolnosti ohrozenych kust dostateénou specifickou
1 nespecifickou ochranou.

Zvlasté specificka imunita se dobte osvédéuje vedle jingch faktord v boji
s enzootickou bronchopneumonii seclat. Nutna je ovSem souhra obou slozek, tj.
odolnosti zvirete a hygieny.

Omezenim a zlikvidovanim této ndkazy veptrovéhe bravu snizime ztraty na
selatech o 30 —80 Y%, zvlasté v podzimnim, zimnim a predjarnim obdobi.

Plvodcem EBp. je specificky pneumotropni filtrovatelny virus (Terpeia alpha
Holmes 1948 ), velikosti 80—120 mi, po centrifugaci jen 80—99 mi. Virus byl
izolovin Shopem a Lewisem v USA v r. 1931 z onemocnéni, nazvaného
Influenza vepiit (Swine influenza), a Waldmanem a Kébem v Némecku
v roce 1933 z onemocnéni, nazvaného chripka selat (Ferkelgrippe). Glasser
(20) pozdéji zjistil vnimavost viech prasat — nikoliv jen selat a zavedl pro toto
onemocnéni oznaéeni ,Schweinegrippe *.

Virus ma schopnost adsorbovat se na ¢ervené slepi¢i krvinky a aglutinovat
je. Virus je pokladan za blizky typu A — lidské chtipky (Andrejev, 1).
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Tato souvislost nebyla ale zji§téna u jinych kment (Jiran, 36). Novéji
byl prokazan vedle pfevazujicich typt shodnych s typem viru Shope také virus,
ktery se mnozi v kufecich embryich, ale neaglutinuje cervené slepi¢i krvinky
[Cupika spol. (13), Polyusik (43)].

Guljaranimu a Beveridgovi (21) se nepodafilo béhem epizootii
pneumonickych chorob prasat v roce 1949 —1950 v Anglii a Australii ani jednou
zjistit jako pavodce virus, ktery by mél vlastnosti virii skupiny ,Influenza”. Izo-
lovali vsak jiny filtrabilni virus, vyvolavajici chronické pneumonie.

Betts (3)a Betts-Beveridge (6) potvrdili v roce 1953 tyto na-
lezy. Podafilo se jim izolovat rovnéz. virové agens s pfedchozim asi totozné, které
nazvali ,Virus Pneumonia of Pigs"; pokusné byli timto virem vyvolany rozsihlé
pneumonie. Tento virus také neaglutinuje slepi¢i cervené krvinky, je neschopny
ristu v kufecim embryu a mnoZi se jen v organismu prasete.

Hjdrre-Dinter-Bakos (30) izolovali v roce 1952 ve Svédsku
z chronickych pneumonickych procest jako piavodce virus tzv. enzootické pneu-
monie prasat. Konecné i v USA byla zjisténa virova pneumonie prasat Ful-
tonem a spol. (17) v roce 1953.

Bednat, Dombek, Boha¢ a Laznicka (10) zjistili, ze v etio-
logii komplexu tzv. chtipkovitych onemocnéni vepru hraji velmi vyznamnou roli
pleuropneumonické organismy — borrelomycety.

Klinicka vlekla forma EBp je zplisobena nejcastéji teprve soucinnosti sekun-
dérni pyogenni a komplexni mikroflory (Stafylococcus pyogenes albus, Stafylo-
coccus pyogenes flavus, Stafylococcus pyogenes citreus, Haemophilus influenzae
suis, Escherichia coli, Escherichia coli intermedium, Escherichia coli varietas acidi
lactici, Bacterium proteus, Stafylococcus haemolyticus alpha, Stafylococcus haemo-
lyticus beta, Diplococcus pneumoniae, Pasteurella suiseptica, Pseudomonas aeru-
ginosa, Bacterium aerogenes aj.).

Superinfekéni mikrofléra je hodnocena souhlasné s ostatnimi autory (Sho-
pe, Lewis, Andrejev, Hjdre, Glasser) tak, ze virus, at jiz agluti-
nuje ¢&i neaglutinuje slepi¢i €ervené krvinky, poruchou epitelii zhusta otevird cestu
pyogennim nebo i septickym bakteriim.

Imunoprofylaxe EBp

Zajisténi spolehlivé imunity pomoci vhodné pripravené vakciny a ziskani
hodnotnych hyperimunnich sér — to jsou zakladni problémy imunologické praxe.

Pro aktivni imunizaci proti EBp nebylo dlouho porozuméni. Nebyl vhodny
material k vyrobé vakcin a chfipkové viry byly izoloviny pomérné velmi pozdé.
Ihned po izolaci chiipkovych virti byly na Mikrobioologickém tstavu VF zaha-
jeny prace s vyrobou a zkouSenim vakcin (Harnach a kolektiv).

Selata mohou byt chrdnéna proti EBp imunizaci matek a tak vlastné matef-
skym mlékem pfijimaji dostateéné mnozstvi protilatek. Pfi infekci bereme v tvahu
jak virus, tak i komplexni a sekundarni mikrofléru. Imunizujeme-li vSak jen proti
virovému vyvolavateli choroby, nemuze nastoupit bakterialni infekce v téle.
Vlastni vleklé priznaky EBp jsou pusobeny hlavné touto sekundarni mikroflérou,
ktera zpiisobuje hromadné hynuti.
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Bakteridlni vakciny maji ac¢inek jak imunizaéni, tak vakcinotherapeuticky,
predevsim proti bakter. komplexu pti chfipce, zatim co protivirové vakciny pu-
sobi jen imunizaéné (Harnach, 28); je ovSem mozno kombinovat oba druhy.
Imunizace v praxi je pozadovana hlavné v zamofenych chovech.

P¥i sestavovani vakcin vychazel Harnach z téchto redlnych zkuSenosti a bylo
pouZzito jednak domacich ¢tyr kmend vird EBp, jednak virus + komplexni mikro-
flora. Byla téz piipravena vakcina z komplexnich a sekundarnich bakteridlnich
kmend, ktera s yellon-kaseinovou slozkou vytvofila zndmou Harnachovu vakcinu
BVE 67, zamétenou proti polybaktetidlnim afekcim plicnim, véetné ,chfipkovym“.

Pfi vyrobé vakcin se pouziva riznych adjuvancii. Tak napt. bylo francouz-
skou §kolou pouzito téchto latek: tapioky, soli kalcia, magnesia, lipoidnich latek,
zelatiny, agaru, aluminium-hydroxydu, inulinu a tanninu. My jsme pouzili pfi
vyrobé polyvalentni vakciny aluminium-hydroxydu a formalinu, ktery se dobfe
osvédéil i v Sovétském svazu.

Program prace byl stanoven takto:

1. Vyzkou$et imunizaéni dynamiku formalin-adsorbatové polyvakciny vi-
rové a virus bakteridlni.

2. Sledovat vzestup HI protilatek v séru zdravych selat, jakoz i po arlikaci
polyvalentnich formalin-adsorbatovych vakcin.

3. Vyzkouset odolnost imunizovanych selat vii¢i umélé intranazalni infekci
smési chripkovych virtd a komplexni superinfekéni mikrofléry.

Sestaveni astavnich vakcin

Sestava polyvalentni formalin-adsorbatové vakci-
ny virové a virus bakterialni

1. Slozeni: Polyvalentni adsorbatovd virova vakcina byla slozena z 5 dila
tfi vira (¢ 42, 47, 54) + ¢ty dila aluminium-hydroxydu + 1 dilu 1 % for-
malinu. Vakcina méla pH = 8.

2. Slozeni polyvalentni adsorbatové vakciny virus-bakterialni: 2,5 dila virg,
2,5 dili bakterii, 4 dily aluminium-hydroxydu, 1 dik.1% formalinu.

3. Slozeni polyvalentni adsorbatové virové vakciny: 50*% aluminum hy-
droxydu 2 %, 40 % virt (smés 4 kmeni), 2 % destilované vody, 1 % formali-
nové vody, 1 % glykokolového pufru o pH=9,5. Vakcina méla pH=284.

K ptripravé vakcin bylo pouZito alantoidni tekutiny infikovanych kufecich
embryi s HA titrem 1024. Alantoidni tekutina byla smichana se smési bakterii.
Tato smés byla protfepivana 30 min. na strojni tfepaéce. Pak byl pfiddn alumi-
nium-hydroxyd a opét tfepan po 30 min. za Gcelem adsorbce viru na aluminium-
hydroxyd. ,

Takto ziskanou smés jsme nechali stiat 48 hodin pti teploté 25° C. Po dozrani
jsou vakciny stoceny, lahvi¢ky opatieny nalepkou a dény do chladnicky s teplo-
tou 4" C, kde jsou vyzkouseny na sterilitu. Ta se zkousi preoctkovdnim na bézné
zivné padé a umélou intranasalni infekci mysek.

Smés bakterii, obsazena ve vakciné se inaktivuje pti teploté 75° C po dobu
30. min. a vyzkousi se jeji sterilita. Pak se pfidava v takovém mnozZstvi, aby
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1 ml kone¢né formy vakciny obsahoval (=mél densitu) 400 milioni zarodka
v 1 ml.

K pripravé bakteridlni suspenze bylo pouzito téchto kmenta: Stafylococcus
pyogenes albus, St. pyogenes flavus, St. pyogenes citreus, Haemophilus influen-
zae suis, Escherichia coli, Bacterium proteus, St. haemolyticus alfa, St. heamo-
lyticus beta, Diplococcus pneumoniae, Pasterella suiseptica, Pseudomonas aerugi-
nosa, Bacterium aerogenes.

Vakcinace byla providdéna vidy 2krit, a to davkami 3 ml v intervalu 14 dni
sc. za ucho. Zaroven byla selatim za 14 dni po vakcinaci odebirana krev z ocasni
vény.

Vysyceni bylo provedeno tak, ze kazdé sérum bylo zahtiviano ve vodni lazni
pti teploté 56° C po dobu 30 min. a pak do kazdé zkumavky se sérem napipeto-
vany 2 kapky 10Y% suspense ¢ervenych slepic¢ich krvinek a séra byla ponechina
ve zkumavce po 24 hod. v chladni¢ce nebo 2 hod. pti laboratorni teploté. Po
této dobé byla séra odpipetovana do sterilnich zkumavek.

K HI bylo vidy pouzito jako antigenu viru ¢. 42, ¢. 47, ¢. 54, ¢. 55. Bezpro-
stfedné pred provadénim HIT testu bylo nutno vytitrovat jednotlivé virové
kmeny,

Prikaz protilatek byl provadén Hirst-Salkovou metodou zavedenou na usta-
vé; je dan v kladném pripadé Gtlumem hemaglutinace; sou¢asné probihaji pfi-
slusné kontroly s ¢ervenymi krvinkami, antigenem a sérem. Vysledky se odectou
za 90 minut. V pripadé pozitivnim se vytvoii na dné zkumavky ostfe ohraniceny
sediment, nebof protilatky v séru se vazi na virus (antigen) a zabrani slepeni
Cervenych slepicich krvinek.

Pfi negativnim vysledku dochazi k aglutinaci, nebof v séru jiz nejsou proti-
latky, které by se vazaly s virovym antigenem, ktery slepuje cervené slepici
krvinky.

Vlastni pokusy

Imunizaéni pokusy u prasat byly provedeny u dvou skupin.

I. skupina pokusti v letnim obdobi:
a) sledovani imunizaéni dynamiky polyvalentni adsorbatové vakciny virové
I. (3 kmeny),
b) sledovani imuniza¢ni dynamiky polyvalentni adsorbatové vakciny virus-
bakterialni,
II. skupina pokusii:
a) sledovani imunizaéni dynamiky polyvalentni adsorbdtové vakciny virové
II. (4 kmeny a varianta).

Pokusy byly provedeny celkem na 30 selatech, z nich 15 slouzilo jako kon-
trola. Selata byla 6 tydna stard, bilého plemene, dobrého vyzivného stavu. Pred
vlastnimi pokusy byla vy$etfena na celkovy zdravotni stav a tyden pred zapoce-
tim pokusti byla u nich sledovdna teplotni k¥ivka. Jejich zdravotni stav byl bez
nilezu a teploty v normalnich mezich. Po této zkou$ce byly vyzkouSeny jesté
na 225 selatech v terénu.
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Casovy program

V prvni skupiné plan pokusu byl proveden tak, ze 5 selat bylo ockovano
polyvirovym adsorbatem, dalsich 5 slouzilo jako kontrola.

Druhd skupina selat celkem v poétu 15 selat byla vakcinovana polyvalent-
nim adsorbiatem — vakcinou virus-bakteridlni. Jako kontrola slouzilo 5 selat.
Pfed imunizaci byl proveden odbér krve od vsech selat obou skupin véetné kusi
kontrolnich.

Po vysetieni sér na HI-protilatky, které vyznélo negativné, byla provedena
imunizace zkouSenymi vakcinami o davce ;3 ml sc.

Za 14 dni po imunizaci byla odebrana krev od imunizovanych selat obou sku-
pin vcetné kontroly. Zaroven byla provedena i revakcinace, a to za 14 dni po
prvni vakcinaci,

VySetfenim. krevniho séra na HIT-protilatky byly titry:

a) u skupiny imunizovanych virovou vakcinou HIT byly negativni,

b) u skupiny imunizovanych virus a bakterialni adsorbat byly zjistény

titry 512, .

Za dalsi 3 dny byla selata obou skupin podrobena intranazalni infekci spolu
s kontrolnimi kusy.

Infekéni smés obsahovala jednak polymikrobni suspensi (pouzitou k vyrobé
polybakt. vakciny), jednak smés vira (42, 47, 54, 55).

Infekce imunisovanych selat

Infekce selat byla provedena v narkoze.

Infekéni material byl aplikovan gumovou hadickou, nasazenou na strikacku,
v ddvce 5 ml na 1 prase. )

Zdravotni stav a trias byl u 4 selat skupiny a) dobry; u 1 selete teplota
stoupla 3. den na 40,5° C, 4. az 5. den byla opét normalni, pozdéji viak uhynulo.

U ostatnich 5 selat skupiny b) ockovanych polyvirovou a bakt. adsorbatem
nebyly zjistény zadné zmény.

Pitvou jednoho vakcinovaného selete (ze skupiny a) byla zjisténa broncho-
pneumonicka loziska na obou plicnich lalocich.

Infekce kontrolnich selat

Jako kontroly bylo pouzito 10 selat z obou kontrolnich skupin, u nichz bylo
zjiSténo toto:

Druhy den po umélé intranazilni infekci u tfi selat teplota vystoupila na
40,4' C, 4. den na 40,8° C. Taktéz byl pozorovan hlenovity vytok z nosnich
otvori, ktery se zménil 5. den ve hlenové hnisavy. Selata ¢asto kychala, na pli-
cich se zjistilo zastfené vestikularni, misty bronchidlni dychani. Zmény na pli-
cich ztstaly a stejné i kaslani bylo ¢astéjdi. Za mésic byla tato 3 selata porazena.

Téz u dalsich 20 kontrolné infikovanych selat vystoupila teplota 4. den po
infekci na 41,1°C, 5. den na 41,5° C. Dech byl~u nich znaéné zrychleny, 8. az
10. den méla teplota klesajici tendenci.

Pitvou kontrolnich selat byla zjisténa bronchopneumonicka loziska vétsiho
nebo mensiho rozsahu, ost¥e ohranicena od zdravého plicniho parenchymu. U dvou
selat se zjistila gastroenteritis catarrhalis acuta et haemorrhagica, degenerace ja-
ter a dilatace srdce,
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Druhi skupina pokusu

Sledovani imunizaéni dynamiky polyvalentni ad-
sorbiatové virové vakciny I

Slozeni vakciny bylo jiz popsédno.
Pokusy byly provedeny na 10 selatech 6 tydna starych, 5 selat bylo kontrol-
nich. Imunizace byla provedena zkou$enou vakcinou v davce 3 ml sc.

Pred vlastnim pokusem, jakoz i po kazdé imunizaci (celkem 2krat) byla
odebrdna krev. Séra byla vySetfena na HI titr protilatek. Po dvojnasobné vak-
cinaci provedena uméla infekce intranazalné infekénim materidlem stejného slo-
zeni jako u skupiny I.

Krevni séra vySetfena na HI protilatky pred imunizaci dala vysledky ne-
gativni.

Dne 14. III. 1956 byla provedena prvni imunizace zkouSenou vakcinou.
Dne 26. III. 1956 byla provedena druha vakcinace a zaroven vysetfena krevni
séra na HI protilatky. Zjistilo se, ze krevni séra maji titr HI protilatek 128 az 512.

Dne 9. IV. 1956 byl proveden druhy odbér krve od vsech imunizovanych
selat véetné kontrol. U imunizovanych selat dosahovaly HI protilatky titra az
1 024; u kontrol bylo vysetfeni negativni.

Dne 10. IV. 1956 byla provedena uméla intranazalni infekce jiz popsanou
infekéni smési v davce 5 ml na kus v pentotalové narkéze.

Pred vlastnim infekénim pokusem byla imunizovana prasata klinicky vyse-
tfena; nezjistily se u nich zadné zmény na dychacim aparité; rovnéz trias byl
ve fyziologickych mezich.

U kontrolnich neimunizovanych selat bylo zjisténo: u jednoho selete vy-
stoupila teplota 3. den na 41,2° C. Klinicky byly zjistény zmény na dychacim
aparaté, 4. den byla teplota 40,9° C, zmény na dychacim aparaté byly vyraznéjsi;
sele zacalo pokaslavat, objevoval se hlenovity vytok z nosnich otvora a mirny
otok vicek. Dychani bylo zrychlené, chut k zradlu snizena.

Podobné reakce byly i u druhého selete; teplota vystoupila 4. den na 41,0° C,
5. den vystoupila na 41,2° C, 8. den znovu poklesla.

U ostatnich tfi selat byla zjisténa dvojlazovost teplotni kifivky. Dech byl
u vSech zrychleny, selata polehivala, chut k zradlu byla snizena. Casto kaslala.

Pitvou imunizovanych selat nebyly zjistény patologicko-anatomické zmény
na dychacich organech.

U kontrolnich selat byly zjitény bronchopneumonické zmény razné velké,
ostfe ohranicené od zdravé plicni tkané, casto lokalizované na obou plicnich la-
locich. Zpétna izolace viru EBp nebyla provadéna.

Zhodnoceni pokusi a diskuse

Pti sledovani imuniza¢ni dynamiky tfi Gstavnich polyvalentnich formol-ad-
sorbatovych vakein, a to 1. virové vakciny 1., 2. virové vakciny II., 3. virus-bak-
teridlni vakciny 1955, jsme zjistili, Ze viechny tyto vakciny pednécuji organismus
selat ke tvorbé protilatek. Vakciny nemaji skodlivych a¢inka na organismus selat
a jsou snaseny bez lokalnich i celkovych reakei. Formalin nemel ve vakcindch
drazdivého uéinku; aluminiumhydroxyd se osvédéuje jako vhodné adjuvans.

Podle dosazenych vysledkd se potvrzuje u uvedenych vakcin jejich schopnost
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vyvolavat dobrou imunitu, trvajici u vakcinovanych selat nejméné po dobu kritic-
kou pro prip. vznik EBp; a prokdzanou jak umélou infekei, tak i ochranou pied
EBp terénni.

Vakciny byly vyzkouseny na 30 selatech, z toho 15 slouZilo jako kontroly.
Pozdéji byly znovu zkouseny jesté na 225 selatech a béhounech.

a) U selat vakcinovanych polyvalentni formol-adsorbatovou vakcinou I. se
nezjistily za 14 dni po prvni vakcinaci zadné HI protilatky. Za 14 dni po druhé
vakcinaci vystoupily titry HI protilatek na 256.

b) U selat vakcinovanych polyvalentni formol-adsorbatovou vakcinou virové
II. byly prokdazany v séru imunizovanych selat za 14 dni po prvni imunizaci HI
protildatky v titru 256. Vzestup titru protilatek za 14 dni po druhé imunizaci, tj.
za 28 dni po prvni vakcinaci dosahl hodnoty 512.

¢) U skupiny selat imunizovanych polyvalentni formol-adsorbatovou virovou
vakcinou (1956) byly prokazany v séru imunizovanych selat HI protilatky o titru
1 024 po revakcinaci.

U kontrolnich selat nevakcinovanych a u selat, ktera dostala injekci adsorbatu

s alantoidni tekutinou normalnich vajec, nedosahl titr HI protilatek ani nejnizsich
hodnot.

d) Vsechna selata imunizovana polyvirovym formol-adsorbatem — az na
jedno — u kterého vystoupila teplota 3. dne po intranazélni infekci na 40,5° C,
nevykazovala zadné klinické zmény. Rovnéz pitvou nebyly zjistény zadné patolo-
gicko-anatomické zmény dychaciho aparatu, které by svédéily pro EBp. Pouze
u selete, u n¢hoz po infekei doslo k zvyseni teploty, se zjistila bronchopneumonicka
loziska na obou plicnich lalocich.

U kontrolnich selat neimunizovanych, podrobenych infekci, byly zjistény vy-
razné klinické priznaky a patologicko-anatomické zmény, svédcici pro onemocnéni
EBp.

e) Znacné potize nam ¢inila veprova séra svymi nespecifickymi inhibitory,
jejichz ucinku jsme branili jednak inaktivaci sér ve vodni lazni pfi 56° C po
30 min., jednak vysycenim dvéma kapkami 10 % cervenych slegi¢ich krvinek po
dobu 24 hod. v ledniéce.

f) Dosavadni vysledky s vakcinaci virovou a virus-bakteridlni vakcinou nés
opravnuji k jejich kladnému hodnoceni; z toho vyplyva nutnost, aby dosavadni
vysledky byly jesté dale ovéfeny v terénni praxi na velkém poctu prasat.

Souhrn

1. Na mikrobiologickém tstavé veterinarni fakulty VSZL v Brné byly vyro-
beny polyvalentni formol-adsorbatové vakciny proti EBp enzootické bronchopneu-
monii selat @ vyzkouSeny v nezamoreném prostfedi. Ukazaly uplnou neskodnost
pro organismus zdravych selat.

2. Tyto vakciny vyvolavaji po 2 podkoznich injekci v davee 3 ml a v inter-
valu 14 dni vzestup specifickych protilitek a vydatnou imunitu viiéi ptirozené
i umélé infekei.

3. Vysoké titry HI protilatek byly dosazeny za 28 dni po prvni imunizaci
(za 14 dni po revakcinaci). . !

4. Vydatna imunita po revakcinaci selat byla prokizina umélou intranazalni
smési vSech 4 kment viru chtipky a sekunddrni mikrofléry, na kterou kontrolni
selata onemocnéla chiipkou.
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5. Na zikladé dosavadnich vysledkii pokladame za zadouci, aby tyto vakciny
byly dale ovéfeny ve velkém méritku v terénni praxi.

*

Poznamka: Do tabelarniho a grafického materidlu k praci Jze nahléd-
nouti na Mikrobiologickém tstavé Veterinarni fakulty v Brné (prof. dr. Harnach).
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"MMyHH3HDleHIaﬂ AMHAMHMKA ancopﬁnposa.nuux NOJMHUBAKIUH IIPOTHUB IH300TUYECKOM
OPOHXONMHEBMOHMH (TPMINY) MOPOCAT

1. B MUKpo6MOIOrm4ecKOM MHCTHTYTE BEPETHHAPHOrO (hakyiabTeTa ObLIM N3TOTO-
BJICHbI MHOTOBAJICHTHBIE (DOPMOJI-aACcOPOMPOBaHHbIC BaKIMHbI IpoTus EBp — 3H300TH-
YeCKOM OpPOHXONHCBMOHMI TIOPOCAT M HMCHLITaHbI B HE3apaxKeHHOW cpeje, npuyeMm Obuia
YCTaHOBJIEHA MoJiHAaA De3BPeAHOCTb BAKIMH JJIA OPraHM3Ma 3J0POBLIX ITOPOCAT.

2. OTu BaKUUHBI I10CJ€E 2 MOJKOMKHBIX MHBEKIUN B J103e 3 MJI, TIDOU3BEJECHHBIX B
NPpOMezKyTKe 14 JHelH, BBI3BIBAIM YyBEJMYEHME KOJUYECTBA CICHUMUYCCKUX AHTUTEN U
€O3/1aJIM MPOYHbIM UMMYHUTET IIPOTUB €CTECTBCHHOJI M MCKYCCTBEHHOM MHMEKIHUH,

3. Bbicokue TurTpsr H1l aurures OblLIM TIOJNYy4YeHbI 4Yepe3 28 AHeN I10CJe TIEPBOM
UMMyHHU3amy (depe3 14 aneitr nocje peBakKUMHANMK).

4. IIpoyHbII MMMYHHUTET, BO3HUKAIOUMII TIOCTE peBaKLMHAIMKM ITOPOCAT, ObLI ron-
TBEPIK/JEH IIyTEeM MCKYCCTBEHHOI BHYTPMHOCOBOI MH(MEKLMH CMEChI BCeX 4 IIITaMMOB
BHPYCOB TPUIIIA M CEKYHAAPHOM MMKPOMIOPBI, OT KOTOPOi 3abojies IPUIIIIOM KOHT-
POJBHBIE TIOPOCATA.

5. Ha oCHOBaHMM pe3yJbTaTOB A0 CUX IIOp IPOM3BEJEHHBLIX OINBLITOB, aBTOP CYM-
TaeT XKeJaTeJbHbIM IIPOBECTM AAJILHCHUIIYIO IIPOBEPKY 9TOj1 BaKIMHBLI B §oJiee HIMPOKOM
Macwtabe IpH MPakTHYeCKOM NIPMMCHEHMH Ha MecTax.

Imunisationsdynamik von polyvalenten Formalinadsorbatvakzinen gegen enzootische
Bronchopneumonie (Grippe) der Ferkel

1. Im mikrobiologischen Institut der Veterinarfakultdt hergestellte und dort
in einem nicht verseuchten Stalle gepriifte polyvalente Formalinadsorbatvakzinen
gegen enzootische Bronchopneumonie der Ferkel erwiesen sich als absolut unschiad-
lich fiir den Organismus gesunder Ferkel.
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2. Diese Vakzinen rufen nach zwei subkutanen Injektionen von 3 ml in einem
Interval von 14 Tagen den Anstieg von spezifischen Gegenstoffen und eine ausgiebige
Immunitédt gegeniiber der natiirlichen und kiinstlichen Infektion hervor.

3. Ein Hochstand von Gegenstofftitern (HIT) wurde 28 Tage nach der ersten
Vakzination erzielt.

4. Eine ausgiebige Immunitdat nach einer Revakzination von 8 Ferkeln wurde
durch kiinstliche Intranasalinfektion einer Mischung aller 4 Grippevirusstimme +
komplexe und sekundidre Mikroflora erzielt, wobei 5 Kontrolltiere an ,,Grippe* er-
krankten. ;

5. Auf Grund der biologischen Ergebnisse erachte ich es fiir zweckmagBig, diese
Vakzinen in der Terrainpraxis zu erproben.
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