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Vakcmy proti Kloboukové nemoci z viru pomnoZeného
na bunéénych kulturach

Bakuunpl npotus 6osesnn KioGoyka M3 BHpyca, pa3MHOXKEHHOTO Ha KJETOYHBIX
KyJbTYypax

Vakzinen gegen die Klobouk’sche Krankheit aus dem auf den Zellenkulturen
vermehrten Virus

Vaccines against Klobouk’s Disease from Virus cultivated on Tissue Cultures

MVDr. Vojtéch MADR
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Uvod

Objeveni moznosti pomnozovani viru Kloboukovy nemoci (KN ) na tkanovych
kulturach z epitelu vepfovych ledvin (Larski 1955) bylo vyznamnym ob-
jevem, ktery zasahl do vsech oblasti studia viru. Pfirozenym vyvrcholenim po-
mnozovacich pokust je snaha o pfipravu ockovaci litky z uméle ziskaného viru.
V uplynulych letech byly sneseny cetné dikazy o vhodnosti tohoto antigenu
k aktivni imunizaci — Mayr (1958a), Patoc¢ka a spol. (1958), Bour-
din a Serres (1959), Madr (1960) aj. Usilujeme o pronikavé zlevnéni
vyroby vakciny a doufdme, ze se nidm podafi dalsi zkvalitnéni imunizace proti
KN.

Jako u vsech veterinarnich vakcin, musi i zde mit vyrobce na mysli, kromé
nezbytné ucinnosti, netkodnosti a dlouhodobé stability, Ze vakcina musi byt
vhodné konzervovana, aby se omezila moZnost jeji kontaminace bé&hem hro-
madné preventivni vakcinace, dile, aby vakcina byla snadno aplikovatelna, byla
pouzitelna ke sdruzené, pfipadné bivaletni vakcinaci a aby vytvafela dosta-
te¢nou imunitu jiz po jednorazové aplikaci.

V predchazejici praci — M adr (1960) — bylo referovdno o vyvoji vakcin
proti Kloboukové nemoci z bunéénych antigeni v poboéce Biovety v Opavé.
Autor se zde zaméftil jednak na fenolizovanou adsorbatovou vakcinu a na vak-
cinaci apatogenni variantou viru KN ziskanou pasazovanim viru na bunééngch
kulturach z veptfovych ledvin.

Konzervace viru fenolem byla zvolena proto, ze fenol je tradi¢nim veteri-
narnim desinfekénim prostfedkem a v koncentraci do 0,5 % je vhodnou kon-
zervacni piisadou pro vakciny a séra. Fenol ma kromé toho slaby inaktivaéni
ucinek na virus KN, a proto si virus ve vakciné dlouho uchovdva svou zivotnost
a imunizac¢ni vlastnosti.

V poslednich letech je stile vétsi pozornost zamérovdna na apatogenni
varianty vird. U ptvodce Kloboukovy nemoci byla jiz fada téchto kment izo-
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lovana a zkousi se jejich vhodnost k aktivni imunizaci. M ayr (1958b, 1959),
Szurmana Larski (1960), Madr (1960).

Ukolem této prace je referovat o vysledcich dil¢ich imuniza¢nich pokusii
s fenolizovanou adsorbdtovou vakcinou a s apatogenni variantou viru KN.

Vlastni prace

Metody a materiil

K piipravé vakcin byl pouzivan virus KN kment Zabreh a Praha po-
mnozeny na jednovrstevnych bunéénych primokulturach (BK) vepfovych ledvin.
Titr TCDso viru kolisal mezi 10° az 107°/ml. Fenolizovana adsorbatova vak-
cina byla vyrdbéna z viru vyssich pasazi na BK. Patogenita viru byla osla-
bena natolik, Ze po i. ¢. aplikaci vyvolal jen lehké onemocnéni s inaparentnim
pritbéhem, nebo nedoslo viibec k onemocnéni. Virus byl vazan na hydroxyd hli-
nity a konzervovan fenolem v koncentraci 0,4 %. Apatogenni varianta viru byla
k imunizaci pouZivdna v nativnim stavu bez konzerva¢nich a adjuvancnich pii-
mési. Varianta byla ziskdna z kmene Zabieh a k imunizatnim pokustim byla
plouzita 120. pasaz na BK.

Vakciny byly po vyrobeni a prezkousSeni sterility aplikovany skupinam se-
lat v po¢tu 6 az 10 kusu. Selata o vaze 15—20 kg byla vybirana z chovi za-
rufené prostych KN a pfedem byla vySetfena na pritomnost seroneutraliza¢nich
protilatek.

Imunita byla provéfovana pfimou metodou — intracerebralni infekci —
pokusnych selat konstantni davkou viru 15—25 IDs¢ v’ mozkomiini emulzi. In-
fekce byla providéna za 4 tydny po imunizaci, paralelné byla vidy infikovana
skupina kontrolnich selat stejného pivodu. Po infekci byla selata klinicky sle-
dovdna a onemocnéld byla porazena. Kritériem onemocnéni byly plné vyvi-
nuté piiznaky paralytické formy infekéni obrny. Pozorovaci doba byla po dii-
véjsich zkuSenostech zkricena na 21 dni, vzhledem k tomu, Ze v pozdéjsi dobé
se jiz ptipady onemocnéni u vakcinovanych selat nevyskytovaly. Procento one-
mocnéni selat v jednotlivych pokusnych skupinidch bylo graficky zaznamena-
vdno a srovnavano se skupinou kontrolni.

I kdyZz tuto metodu zjisfovani Géinnosti vakeciny proti KN neni mozno po-
vazovat za optimdlni, jelikoz jde o nepfirozeny zpilisob aplikace pomérné vysoké
dévky viru ptfimo do predilekéniho mista, byla metoda presto pouzita, nebot
prokazuje vytvofeni solidni imunity. Procento odolnych selat v pokusech uvadéné
je tfeba chdpat jako imunitni index, ktery nelze ztotoziovat se skute¢nou odol-
nosti v pfirozenych podminkich. M4 se za to, ze vakciny, u kterych odola touto
metodou vice nez 50 % selat, jsou vysoce ucinné, mezi 50 % a7 30 % méné
G¢inné a pod 30 % nedostateéné Géinné.

Pred infekci byla pokusnym selatim vidy odebirana krev k seroneutrali-
zatnim testim. O vysledcich sérologického vysetreni bude referovano v jiném
sdéleni.

Vysledky pokusa
1. Fenolisovana absorbatova vakcina
PredevSim bylo nutno zjistit jaké mnoZstvi antigenu ve vakciné

povede k vytvoieni dostateéné imunity. Byly pripraveny vakciny s 25, 33, 50, a 75 %
antigenu. U 25 aZ 50%nich vakcin byl virus absbrbovan na 50 % Al (OH)s ,zby-
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vajici objem byl vzdy doplnén fyziologickym roztokem. Vakcina se 75 % BK viru
obsahovala 25 % absorbentia, Konzervace byla vzdy provedena s 0,4% koncentraci
fenolu. Vakeciny byly aplikovany subkutdnné skupinam selat po 8 kusech.

Po i. c. infekci pokusnych skupin (viz graf ¢is. 1) doslo k pozoruhodnym vy-
sledktim. Selata imunizovana 75%ni vakcinou odolala viechna, selata vakcinovana
50%ni vakcinou onemocnéla 2 z 8. Protichudnych vysledkt bylo dosazeno s 25 a
33%nimi vakcinami. Zatimco ze skupiny selat imunizovanych 33%ni vakcinou one-
mocnélo 6 z 8 kust, ze selat imunizovanych 25%ni vakcinou onemocnéla pouze 2
ze 7 kusa (jedno sele uhynulo z jinych pric¢in).
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Graf 1. Graf 2.

Z pokusu vyplyva, Ze selata imunizovana 75%mi a 50%ni \_/'akci’novu zi§kévaji
vysokou odolnost proti KN, imunizace vakcinami, které obsahuji méné nez 50 %
viru nemusi vést vzdy k vytvoreni dostate¢né imunity.

’Doba pouzitelnosti fenolizované vakciny bylasledovana udvou
Sarzi, které meély po vyrobeni 100%ni Géinnost. Vakciny byly uloZeny v chladirné
pti +4°C a v uréitych intervalech po vyrobeni byla provéfovana jejich uéinnost.

Vakcina s 75 % antigenu (graf ¢is. 2) si udrzela svou vysokou uéinnost i po
318 dnech, byla-li nepfretrzité uloZena v chladirné. Vakcina téze Sarze vyjmuta na
179 dni z chladirny a ulozend v laboratofi, méla za 318 dni po vyrobeni pouze
20%ni Géinnost. Po 408 dnech soustavného ulozeni pii +4%C doslo k nepiili§ pod-
statnému sniZeni Uéinnosti na 75 %.

U druhé vakeciny vyrobené z 50 % BK viru dochazelo ke ztraté uéinosti vak-
ciny mnohem rychleji, nez u vakciny 75%ni, sestup u¢innosti byl umérny dobé
ulozeni. (Graf ¢is. 3.) Po 131 dnech do$lo ke sniZeni ué¢innosti na 60 % a za 240 dni
jiz pouze na 37,5 %.

Tyto pokusy potvrzuji domnénku, Ze doba ucinnosti fenolizované vakciny je
zavisla na mnozstvi viru obsazeného ve vakciné a na zpUsobu a délce ulozeni. Po-
kusy umoznuji stanovit prakticky zavér, Ze pro fenolizovanou vakcinu lze urcit
delsi expirac¢ni dobu nez pro dosud uzivanou formol-adsorbatovou vakcinu.

V praxi se casto vyskytuje otazka v jakém stari olkovat selata ohroZena in-
fekéni obrnou. Je zndmo, Ze nejvice vnimava jsou selata v dobé po odstavu ve stari
2 az 4 mésice. Bylo by proto vhodné ockovat selata jesté pred odsltavem, aby byla
imunni drive nez dospéji do kritického obdobi. Proti tomu jsou namitky, ze sele
neni schopné vytvaret v prvych tydnech zivota imunitu v dostate¢né vysi.

K objasnéni tohoto problému byly experimentilné nao¢kovany skupiny selat
ruzného stari fenolizovanou adsorbatovou vakcinou. Vysledky imunisaénich pokusi
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(graf ¢is. 4) prekvapivé ukazuji, ze jiz dvoutydenni selata jsou schopna vytvaref
dosti vysokou imunitu proti KN (50 %). Selata étyftydenni byla imunni jiz na 75 %
a od 6. tydne vytvareji imunitu stejné vysokou (100 %) jako selata odstavena. Za-
vérem je mozno tedy doporucit vakcinaci proti KN jiz v obdobi sani ve stari 4 az
6 tydnt. ;
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2. Apatogenni varianta viru Kloboukevy nemoci

Pouziti apatogenni varianty k aktivni imunizaci nabizi kromé ekonomického
efektu i moznost hromadné aplikace enteralni piipadné nasalni cestou. Oéekava se
také, ze néktery ze zpusobu imunizace zivym virem povede k vytvoireni hlubsi imu-
nity nez po subkutanni aplikaci jakékoliv vakciny inaktivované,

V naSich pokusech $lo predevSim o to, ziskat prehled o uc¢innosti apatogenni
vakeciny podané subkutanné, peroralné a inhala¢né aerozolem.

Subkutanni aplikace byla provedena a 5 ml BK viru 120. pasaze do piedko-
lenni rasy. Peroralni zpusob byl zkouSen dvéma zplsoby a to v prvém pripadé
1 ml na kus, v druhém opfipadé 2,5 ml na kus. Imunizace 1 ml byla provedena
jednorazové, imunizace 2,5 ml byla po 7 dnech opakovéna. Virus byl vzdy celé
skupiné podan hromadné v emulzi suSeného mléka pred krmenim a bylo dbano,
aby se vSechna selata rovnomérné napila. Aerozolova aplikace byla provadéna in-

100 halaci mlhy vyvolané rozptylovacim
aparatem. Na kazdé sele bylo v prostoru
pramérné rozptyleno 10 ml viru. Selata
byla k inhalaci umisténa v uzaviené
mistnosti po dobu 4 hod. Inhalace byla
po 14 dnech opakovana.

801

Vysledky pokusu znézornéné na gra-
fu éis. 5 ukazuji, Ze po s. c. aplikaci apa-
tog. varianty vznika dosti silnd imunita
(60 %), prekvapivé vysokou imunitu vy-
tvorila selata po inhalaci rozptyleného
viru (70 %). Nevysvétlen zlistava para-
doxné rozdilny vysledek peroralni apli-
kace viru ve dvou pouzitych zpusobech.
Zatimco po podani 1 ml viru doslo k vy-
tvoreni pomérné dobré imunity (50 %),
dvojnasobné podani 2,5 ml viru v tyden-
6 & 10 122 1% 16 18 20 22 nim intervalu vedlo ke vzniku slabhé
dny po i. c. infekei imunity (30 %). Domnivame se, Ze byl
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interferovan nékterym z enterovirtt nebo po opakovaném podani velké davky viru
doslo k senzibilizaci organismu pro néaslednou infekeci. Pri srovnani subkutanni a
peroralni imunizace byle dosazeno shodnych vysledki s Mayrem (1959), ktery
rovnéz po peroralni imunizaci dosahoval nizZ§iho procenta chranénosti nez po apli-
kaci subukutanni.

3. Bivalentni vakcinace proti KN a dervence

Dulezitym praktickym pozZadavkem na vSechny veterindrni o¢kovaci latky, ze-
jména mna vakciny proti nadkazam veprl, je, aby byly vhodné k bivalentni vakci-
naci. U vakcin proti KN prichazi predevS$im v uvahu kombinace s vakcinou proti
cervence vepru.

Orienta¢né byla zjisfovana moznost bivalentni vakcinace proti obrné a cder-
vence jak fenolizovanou adsorbatovou vakcinou tak Zivou apatogenni variantou viru
KN. Ke kombinaci s fenolizovanou vakcinou byla pouzita fenolizovanid vakcina
proti ¢ervence, ke kombinaci s apatogenni variantou viru KN byla pouzita jednak
apatogenni varianta B. rhusiopathice suis, jednak adsorbatova vakcina inaktivo-
vana mertiolatem. Jak ukazuje graf ¢is. 6, imunita proti KN nebyla po vakcinaci
kombinovanou fenolizovanou vakcinou témér dotéena. U apatogenni varianty doslo
pri kombinaci s obéma druhy c¢ervenkovych vakcin ke zvy$eni imunizac¢nich schop-
nosti vi¢i KN. Imunita proti ¢ervence byla ve vSech pripadech méné uspokojiva.
Negativnim faktorem proti Cervence zde je zfejmé pomérné vysoky obsah anti-
biotik (penicilin + streptomycin) ve virovém prostiedi.

Druh vakciny procenta odolnych selgt
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Souhrn

V praci byly zkouSeny imunizaéni schopnosti fenolizované adsorbatové vak-
ciny proti Kloboukové nemoci a apatogenni varianty viru KN. Antigen byl zis-
kdvan pomnozenim na jednovrstevnych bunétnych kulturdch vepfovych ledvin.

U fenolizované vakciny bylo zjistovdno optimalni mnozstvi viru ve vak-
ciné. Pokus ukazal, 7e vakciny s 50% a 75% obsahem viru (pti titru TCDso
10°° az 107 pifi imunizaéni ddvce 5 ml na kus vytvafi spolehlivou imunitu.

Délka pouzitelnosti vakcin byla pokusné sledovana u dvou vakcin a bylo
stanoveno, ze vakcina s obsahem viru 75 % si udrZuje vysokou ué¢innost, byla-li
uchovdvana pti teplot¢ +4° C, az 408 dni. U vakciny s 50 % viru dochazi
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k rychlej§imu poklesu imunizaénich schopnosti, pfesto byla vakcina dostate¢né
u¢inna je$té po 131 dnech.

V dalsim pokuse byl sledovdn vliv stari na stupen vytvofené imunity. Ex-
perimentalné bylo prokazino, ze jiz 4 az 6tydenni selata jsou schopna vytvorit
po jednorazové imunizaci fenolizevanou vakcinou velmi dobrou imunitu.

Apatogenni varianta viru KN byla aplikovana podkozné, peroralné a dycha-
cimi .cestami — aerozolem. Bylo zji§téno, z2 podkoini a inhala¢ni imunizace
byla vysoce G¢innd, méné zdafild byla imunizace enteralni.

Pti bivalentni vakcinaci spole¢né se specidlné piipravenymi ervenkovymi
vakcinami prokazaly jak fenolizovana, tak apatogenni vakcina ptiblizné stejné
vysokou odolnost proti Kloboukové nemoci jako po monovalentni vakcinaci.

Do$lo dne 20. 6. 1962
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Bakuuubl npotus Goaesnn Kno6Goyka u3 BHpPyCd, pPa3sMHOMKEHHOr0 Ha KJIETOYHBIX

KyJIbTYpax

B pa6ote uccnenoBasnch HMMYHH3AUHOHHbBIE CHOCOOHOCTH (heHOMN3OBAHHOI alcopBat-
HOfi BakuMHbl npoTus Gosezun KaoGoyka n nenatorennble BapuanTel Bupyca BK. Aurtnren
noJyyascs nyTeM PasMHOMKCHHS HA OXHOCJOMHBIX KYJbTYPax CBHHBIX M0UCK.

Y ¢enonu3oBanHoil BaKuMHbl ObIJIO YCTAHOBJEHO ONTHMAJLHOC KOJHYECTBO BHPYCd
B Bakuune. OnbiT nokasads, uto Bakuuubsl ¢ 50 % u 75 %-ubiM conepranneM Bhipyca (npH
tutpe TCDso 10-6 1o 10-7.5) npu HMMVYHH3ALUHOHHOM J103€ 5 MJI HA TOJIOBY 06pa3yeT HaleK bl
HMMYHHTET.

TTpOAOMKHTENBHOCTE NPHMEHHMOCTH BAKIHH B ONBLITHOM NOPALKe HaGMIOMaNaCh Y JABYX
BAKIHH H OBbUIO YCTaHOBJIEHO, UTO BAKWUHHA € COAeprKaHueM Bupyca 75 % coxpausiet BbICO-
Kylo 3G (PeKTHBHOCTD, ecan ee XpanuTb npu temnepatype +49 C, mo 408 aueii. Y BaKiuHbBI
¢ 50 % Bupyca MMMYHH3AUHOHHbIE CBOIICTBA YTpauuBaloTCsi GbICTpee, HO, HECMOTPS Ha 3TO,
BaKuHHA Obl1a elle JocTaTouHo 3h@ekTuBHoii no uerevennn 131 aus.

B naapueiiwem onbite naGmonanoch BaAHSHHE Bo3pacTa Ha cTenedb 06pa3soBaBIIErocs
HMMYHHTeTa. OKcnepuMexTalbHo OLIIO J0KAa3aHo, uto Yike 4—6 wHegeabHble Mopocsita
MoryT npuoGpecTH nocje pa3oBoii HMMYHH3AUHH (EHOJH3OBAHHON BAKUMHON BECbMA HACHK-
HbIH UMMyHHTeT. Henarorenublit Bapuaut Bbipyca BK npumensiics noaxkoxHo, meporaJbHo
H yepe3 JAbiXaTesbHble MYTH — a3po3o/eM. DbuIo YCTAHOBJAEHO, UTO NMOAKOXKHAA H HHCAJA-
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IHOHHAT HMMYHH3AUHS BbICOKO3(D(EKTHBHBI, MeHee ycrewiHoit Obla 3HTEpadbHAs HMMY-
HU3AlHS.

[Tpn aByxBanenThoil BakUHHALHH BMecTe CO CHEUHAIbHO NPHTOTOBJIEHHLIMH NPOTHBO-
POKHCTBIMH BaKIHHAMH /10Ka3aJH KaK (DEHOJNM30BAHHAA, TAK H HeNnaToreHHasi BaKUHHA NpH-
MEpHO OJIHHAKOBO BLICOKYIO CTOfKOCTh npoTuB Gosesnn KiaoGoyka, kKak H rnocje OJiHO-
BAJICHTIOI BAKIWHHALHH,

Vaccines against Klobouk's Disease from Virus cultivated on Tissue Cultures

Report of a trial to determine the immunizing faculties of a phenolized
adsorbate vaccine against Klobouk’s disease and of an apathogenic strain of the
virus of Klobouk’s disease. The antigen was obtained by cultivating the virus on
monolayer tissue culture with swine kidneys.

The phenolized vaccine showed an optimal amount of the virus. The vaccines
containing 50 and 75 % of the virus (with a titre of TCDso 10-8till 10-7.5) applied in
the dosis of 5 ml gave a sufficient immunity.

Trials to determine the period of employment of two vaccines showed, that
the vaccine containing 75 % of the virus remained highly effective, if stored at
+40 C, till the 408th day. The effetcivity of the vaccine containing 50 % of the virus
decreased in a somewhat shorter time, but was sufficiently effective already after
131 days.

Examined was also the influence of age upon the grade of the acquired im-
munity. It was proved, that 4—6 weeks old piglets develop after one application
of the phenolized vaccine a very satisfactory immunity.

The apathogenic sirain of the virus of Klobouk’s disease was applied subcu-
taneously, perorally and into the respiratory tract by aerosol. The subcutaneous
and inhalatory application was effective in a high degree, less effective was the
enteral application.

After bivalent vaccination together with a special erysipelas vaccine the phe-
nolized and also the apathogenic vaccine produced approximatively the same high
degree of immunity against the Klobouk's disease like the monovalent vaccines.

Vakzinen gegen die Klobouk’sche Krankheit aus dem auf den Zellenkulturen
vermehrten Virus

In der Arbeit wurden die immunisierenden F#dhigkeiten der phenolisierten
Adsorbatvakzine gegen Klobouk'sche Krankheit und die apathogenen Varianten des
KK-Virus gepriift. Das Antigen wurde mittels vermehrung auf den einschichtigen
Schweinenieren-Kulturen gewonnen.

Bei der phenolisierten Vakzine wurde eine optimale Virusmenge in der Vak-
zine festgestellt. Der Versuch zeigte, dafi die Vakzinen mit 50% und 75% Virus-
gehalt (beim Titer TCDso 10-6 bis 10-7.%) bei der Immunisierungsgabe 5 ml pro Stiick
eine verlafiliche Immunitidt schaffen.
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Die Verwendbarkeitsdauer von Vakzinen wurde versuchsmifBig bei zwei Vak-
zinen verfolgt, und es wurde festgelegt, dal die Vakzine mit dem 75% Virusge-
halt eine hohe Wirksamkeit beibehilt, wenn sie bei der Temperatur von +4°C
bis zu 408 Tage erhalten blieb. Bei der Vakzine mit dem 50% Virusgehalt kommt
es zu einer schnelleren Senkung der Immunisierungsfahigkeiten. Trotzdem war die
Vakzine noch nach 131 Tagen ausreichend wirksam.

Im weiteren Versuch verfolgte man den EinfluB3 des Alters auf die Stufe der
geschaffenen Immunitdt. Es wurde experimentell nachgewiesen, dafl schon die
4—6 Wochen alten Ferkel imstande sind, nach einmaliger Immunisierung mittels
phenolisierter Vakzine eine gute Imunitdat zu bilden.

Die apathogene Variante des KK-Virus wurde subkutan, peroral und mittels
Atemwegen — durch Arosol — appliziert. Es wurde festgestellt, daB die subkutane
und Inhalierungsimmunisation hoch wirksam war; weniger gelungen war die En-
teralimmunisation, '

Bei der bivalenten Vakzination, gemeinsam mit den speziell hergestellten
Rotlaufvakzinen, wies sowie die phenolisierte als auch die apathogene Vakzine
beilaufig ebenso hohe Widerstandsfihigkeit gegen die Klokouk’sche Krankheit als
nach der monovalentem Vakzination auf.
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Kultivace viru slintavky na preZivajicich sliznicich
z hovézich jazyka podle metody Frenkelovy

KyabTHBHpOBaHHe BHpyCa siulypa Ha NepeKHBAIOUHMX CAHZHCTHIX 060J04KAX A3BIKA KPYIHOro
poraTtoro ckora mno metrony Ppenkens

Die Kultivation des Virus der Maul- und Klauenseuche auf iiberlebenden Schleim-
hiduten von Rinderzungen nach der Methode von Frenkel

MVDr. Rudolf HUBIK
Bioveta n. p. Terezin, feditel MVDr. Rudolf Dombek

Uvod

Systematicky boj proti slintavce je jednim z nejvaznéjsich tukolu veterinarni
sluzby kazdého vyspélého statu. Ochrana pied zavletenim slintavky a jeji tlu-
meni v pripadé vyskytu musi byt provadéno komplexné s vyuzitim vSech nejno-
véjsich poznatkii a prostiedki, které jsou k dispozici.

Jednou z dulezitych zbrani proti této nakaze je ucinna aktivni imunizace
vnimavych zvifat. V poslednich letech se této metody pouzivd u nds se stale
vétsi daslednosti a kazdoroéné provadéna preventivni vakcinace vytvari $iroké
ochranné péasy z plné imunniho skotu v oblastech nejvice ohrozenych touto na-
kazou. Toto opatreni se podle dosavadnich zku$enosti ukazuje jako u¢inny pro-
stfedek proti epizootickému rozsiteni slintavky. V prfipadé vzniku slintavkového
onemocnéni se provadi velmi rychle Sirokd okruhova vakcinace, kterd ve spoji-
tosti s daslednymi protinakazovymi opatfenimi zajistuje pomérné velmi spoleh-
livou ochranou proti dalsimu rozvlékani nakazy.

Ockovaci akce proti slintavce vyzaduji ptirozené vyrobu znaéného mnozstvi
vakciny. Az dosud byla v CSSR vyrabéna protislintavkova vakcina z infekéniho
materidlu, ziskaného umélou infekci plné vnimavého skotu. Tento zplisob vy-
roby infekéniho materialu je velmi nakladny, a to zvlasté v disledku velmi pfis-
nych a dikladnych ochrannych opatfeni a omezeni k zajisténi tohoto rozsihlého
provozu po strance bezpe¢nosti proti moznostem rozvlékani nakazy.

Znacné naklady a risiko této vyroby je oviem na druhé strané vyvazeno
vysokou hodnotou vakciny z tohoto viru, kterd vytvati u ockovaného skotu dlouho-
dobou a solidni imunitu. Tato skute¢nost zajistila proto vakciné tohoto typu tak
siroké a dlouholeté uplatnéni v mnohych stitech svéta.

Se stoupajicim rozsahem preventivni vakcinace je vsak postupné omezovana
kapacita této vyroby v disledku stoupajicich potizi pfi vybéru dostate¢ného pocétu
plné vnimavych zvifat pro produkci viru. Rovnéz tak rychly vyvoj novych me-
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tod ve virologii vytvaii ptredpoklady pro vyuziti novych zdroji virového mate-
ridlu pro vyrobu ockovacich latek.

Vazné ohrozeni naseho stitu v r. 1960 slintavkovou nakazou si vynutilo
okam#zita opatfeni k zajisténi novych moznosti pro pripravu slintavkového viru
k vyrobé uéinné vakciny.

V tomto sméru se ve svété uplatnily v poslednich letech dva zpiisoby, a to
kultivace viru slintavky na pfezivajicich sliznicich z hevézich jazykd a kulti-
vace na jednovrstevnych kulturach z hovézich a prasecich epitelidlnich bunék.
V této praci jsme se zamétili na urychlené ovéfeni vhodnosti a pouzitelnosti
Frenkelovy metody pro eventudlni vyrobu materialu k ptipravé protislintavkové
vakciny.

Literarni udaje

Prvni prace s umélou kultivaci viru slintavky, které byly provadény od roku
1930 (Hecke, Maitland, Borcila, Frenkel Fogedby aj.) pouzivaly ve-
smés embryonalni tkané rtzného puvodu. Vysledky téchto praci jsou znac¢né ne-
sourodé a nebylo je mozno prakticky wvyuzit jak z divodii pomérné pracnych a
mélo efektnich metodik, tak i vzhledem k nemoZnosti pravidelného ziskavani po-
uzivanych tkani ve vét§im méritku, RovnéZz produkovany virus vétSinou nedosaho-
val hodnot, nutnych pro vyrobni material.

Az v r. 1946—47 byl problém kultivace viru slintavky pieveden na prakticky
a mozno iici pramyslovy zédklad Frenkelem a spol. (4), a to diky jeho origi-
nalni metodé kultivace viru na piezivajici sliznici z hovézich jazykt. Tato metoda
se postupné rozsitila do daldich pracovi§f, a rfada autoru potvrdila vhodnost této
metody pro uspé$nou kultivaci viru slintavky (1, 14, 19, 31, 34).

Frenkel vyuZil pro kultivaci viru metodu piezivani fragmenta tkané v teku-
tém prostiredi a jako tkan zvolil zvlasté citlivou a pomérné lehce dosazitelnou tkan,
tj. sliznici z jazyk( dospélého skotu.

Techniku odbéru sliznice, zplGsoby jejiho zpracovavani a pouzivani popsal
Frenkel v radé praci (6—10). Dalsi autori postupné tyto metody doplnovali, zhospo-
darnovali a prevedli tuto metodu do provoznich méritek (1, 18, 31, 34).

Nejvétsi pozornost pii tomto zplsobu kultivace byla prirozené vénovana otaz-
kam mnozeni viru a studiu jeho vlastnosti.

V radé praci byla sledovana dynamika rastovych krivek viru slintavky (1, 7, 8,
9, 10, 19, 18, 31). Z jednotlivych udajii moZno konstatovat, Ze infektivita pouzité
sliznice se v kultufe objevuje cca za 3 hodiny o infekci a mezi 6.—8. hodinou_in-
kubace dosahuje jiz asi stondasobného zvy$eni. Maximum infekéniho titru je v této
kulture dosazeno mezi 16.—24. hodinou, s primérem kolem 19 hodiny.

Komplementfixa¢ni antigen se objevuje kolem 12. hodiny inkubace, maximum
svého titru dosahuje za 24 hodin. Po 60—72 hodinach zac¢ina pozvolna klesat.

Imuniza¢ni antigen byva pritomen od 12. hodiny inkubace. Nejvy$siho titru
dosahuje rovnéz kolem 24 hodin (18—30 hodin). Po 30. hodiné poklesava a pak v po-
mérné Sirokém ¢asovém rozptylu mezi 54—72 hodinami opét stoupd, ale nedosahuje
jiz puvodni urovné. .

Zv1astni pozornost vyvolavala otazka, zda béhem postupnych pasazi nedochazi
k zadné zméné v antigenni struktule viru, ktera by mohla mit vliv na pouZitelnost
tohoto viru pro pripravu vakciny. Mace a spol. (19, Henderson (15) zjistili,
ze b&hem pasazi nedochazi k zadné sérologicke zméné v antigenni struktuie viru,
zvirata po infekci virem =z kultury jsou odolna va¢éi cCelenzi prirozenym virem
z afta skotu a ze pokusné vakciny vyrobené z viru z kultur chranily skot pied
onemocnénim po umeélé infekei prirozernym virem. Novéjsi prace (Leunen a spol.)
hodnoti vSak tuto otdzku jiZ opatrnéji, a to zvlasté pokud jde o pouzivani viru z vys-
Sich postupnych pasédzi (nad 50). Tato otdzka je jisté zdvazni a je predmétem iady
dalsich praci provadénych v soucasné dobé na nékterych pracovistich (17, 25).
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Vlastni prace

Material a metody

Virus. K zavedeni této metody byl pouzit vyrobni kmen viru slintavky
typu A 5, ktery je v podniku bézné pasazovan na vnimavém skotu. Vyznacuje
se vysokym titrem infekéniho a komplementfixa¢niho antigenu a je vyrazné imu-
nogenni.

Jazykova sliznice. Sliznice byla ziskdvana z jazyku zdravych do-
spélych kust mladého skotu, ktery nebyl vakcinovan proti slintavce. Jazyky
byly odebirany na jatkdch bezprostiedné po pordzce zvifete a byly ihned pfe-
vezeny do laboratore ke zpracovani. Doba od porazky zvifete do zpracovani
a ulozeni sliznice do media nepresidhla nikdy vice nez 2 hodiny.

Pred odbérem sliznice je nutna dikladnd ocista jazyka, ktera v podstaté
rozhoduje o sterilité zalozené kultury a tim i o celkovém tuspéchu kultivace.
Ocista ma 2 faze:

a) Nesterilni ¢isténi jazyka.
Jazyk se dikladné omyje karta¢em a studenou vodou, pak 0,5% myd-
lovym lihem a fosfdtovym pufrem (dvakrat).

b) Sterilni cisténi jazykd.
Sterility povrchu sliznice je dosahovdno dvouminutovym drhnutim
s 3% é&istym lihem, sterilnim fyziologickym roztokem a 70% ¢istym li-
hem. Nakonec se jazyk ozaruje UV zaficem po dobu 1—2 minut.

Sliznice se odebird se hrbetu jazyku od valu az ke §piéce jednoduse upra-
venym vysterilizovanym holicim strojkem se sterilni ziletkou. Pri odfezdvani
byly snimany soucasné vrchni i spodni vrstvy sliznice; zvlasté bylo dbéno na
to, aby nebyla odfezdvana svalovina, ktera by pak nezadoucné snizovala pH
kultury. Odebrana sliznice se ihned vkladala do vychlazeného Tyrodeho roztoku
s antibiotiky v poméru 1 dil sliznice na 10 vihovych dila media (prakticky
sliznice z 1 jazyku do 200 ml roztoku). Odebrana sliznice se uklddala v led-
nicce pri 4° C. Pramérné ziskdno z jednoho jazyku kolem 20—24 g sliznice.

Sestaveni kultury. Vlastni kultivace se provadéla v bankich ze
skla Sial nebo Jena, mytych podle zdsad pro sklo pro tkanové kultury. Objem
kultury se volil vzdy tak, aby neptesahl polovinu obsahu nadoby. Pfi sestavo-
vani kultury byl dodrzovan tento pomér:

1 dil jazykové sliznice,
1 dil virové suspenze (10—5%),
12,5 dilu zivného media s antibiotiky.

Ke kultivaci bylo pouzito syntetického media Frenkelova (modifi-
kovany Baker) podle Skorina (17). Medium obsahuje 9 aminokyselin,
vitaminy, hormony, anorganické soli, peptid, glukézu, pepton; konecné pH je 7,4.

Kultura byla sestavovana v tomto poradi: do kultivaéni niddoby se odvazi
prislusné mnozstvi sliznice. V malych nasazenich se pouzivaly kusy o velikosti
cca 1 ecm? ve vétsich nasazenich se vétSinou ponechava sliznice v takovych ku-
sech, jak byla ziskdna. Ke sliznici se prida stejné vahové mnoizstvi 10—5%
suspenze viru (filtrat EK). Smés se ponechi pfi laboratorni teploté¢ po dobu
- 10—20 minut a ob¢as se mirné promichava, aby kazdy kousek sliznice prisel
do styku s virem. Po adsorpcni dobé se prida 12 ,5nasobné vdhové mnozstvi me-
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dia s antibiotiky. Barika se pevné uzavie gumovou zitkou se 2 jehlami pro pri-
vod a odvod vzduchu z nadoby (pfivodova jehla dosahuje az ke dnu nadoby).
Inkubace kultury se dée pfi 37° C za stalého michdni na elektromagnetické
michadce. Michdni se upravi tak, aby jednotlivé kusy prudce nevifily, nybrz
staéi jen mirny pohyb media, které proudi kolem sliznice. Kultury se aeruji
pneumoxydem (95 % kysliku a 5 % kysliéniku uhli¢itého) v mnozstvi cca
1 bublinka plynu za 1 vtefinu na 100 ml media. Sterilita ptrivadéného plynu
je zajiSténa jeho priichodem pres vlozku Seitz EK. Inkubacéni doba u dobie
adaptovaného kmene je 22—24 hodin. V pryvnich pasazich pfi adaptaci je nutno
inkubaci prodluzovat az na 42 hodin.

Po ukonéeni inkubace se ziskava sliznice, kterd se skladuje pri —40° C,
a infekéni medium, které lze po omezenou dobu skladovat pti 4° C. Pro dalsi
pasdz se pripravuje suspenze ze sliznice a piislusného media v koncentraci
10—5% a filtruje se pres filtr Seitz EK.

Vysledky

1. Adaptace viru slintavky na pfFezivajici sliznici a jeho pasdZovani

Adaptaci viru slintovky na tento typ kultury jsme provadéli podle tohoto
schématu:

Primokultura: 100Y%viru z aftad,

1. paséaz: 66% viru z aftd + 33% viru z primokultury,
2. pasdi: 50% viru z afti + 50% viru z 1. paséze,
3. paséaz: 33% viru z aftdt + 66% viru z 2. pasaze,
4. pasii: 100% viru z 3. pasaze.

V linii I byla adaptace provddéna podle tohoto schématu v tomto objemu:
8 g sliznice, 8 ml 10% suspenze viru a 100 ml zivného media s antibiotiky.

Material z kazdé pasaze byl vyhodnocovian na pritomnost viru sérologicky
a biologicky.

Pritomnost komplementfixaéniho antigenu byla sledovana ve sliznici a v me-
diu. Ve sliznici se projevila vyrazné pozitivni reakce ve 2. pasazi, pak v 5.,
7., 9. a v 10. pasazi. Medium bylo sérologicky pozitivni prakticky v kazdé pa-
sazi. Jednotlivé hodnoty jsou uvedeny v tabulce I a v grafu 1.

Prikaz viru v jednotlivych pasazich byl provadén dile biologickymi testy
na moréatech, na skotu a na sajicich myskach.

Primokultura a 1. pasdz byla pfi i. d. aplikaci do patek moréatim nega-
tivni. 2. pasaz vyvolala jiz pozitivni lokdlni reakci na morcecich patkach a rov-
néz sérum téchto zvifat vykdzalo za 14 dni p. i. pfitomnost komplementfixa¢nich
protilatek. Podobny a jesté vyraznéjsi vysledek dala 3. pasaz.

5. pasaz byla titrovina na skotu (podle Hendersona v modifikaci
Barkové) s vysledkem 1027 (IDsy v 0,5 ml propoéteno podle Reeda
a Muencha). 6. pasiz byla titrovina na sajicich myskdch (Skinner),
kde byl prokazan titr 10>° (LDs¢ v 0,03 ml). 10. pasaz byla titrovina opét
na skotu s vysledkem 10°%%.

Uvedené vysledky jsou znazornény v grafu ¢. 1.
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1. Hodnoty komplementfixaéniho antigenu ve sliznici a v mediu v prvnich 10 pasa-
zich adaptace viru slintavky

A — sérum Kontroly
Pasaz
Kpl2% | 3% | 4% 5% | 2% | 3% | 4% | 5%
Sliznice:
Primo + H H H + H H H
1. pasaz + H H H H H H H
2. pasaz e H H H H H H H
3. pasaz + H H H + H H H
4. pasaz + H H H H H H H
5. pasaz e e e + H H H H H H
6. pasaz + H H H + 4 H H H
7. pasaz ++++ t+ + H + H H H
8. pasaz H H H H H H H H
9. pasaz b+ o v + H +4++| H H H
10. pasiz +4++ ++++ H H +4 4 H H
Medium:
Primo +4 4+ + H H H H H H
1. pasaz ++++ ++++ H H H H H H
2. pasaz +4++ +4++ + + H H H H
3. pasaz ++++ + + H + H H H
4. pasaz b+ + H H H H H H
5. pasiz b+ + H H H H H H
6. pasaz f+ + H H H H H H
7. pasaz bt 4+ H H H H H H
8. pasaz 5 H H H B H H H
9. pasaz ++ 4+ ++++ 4 i H H H
10. pasaz + 4+ +4 4+ bt H H H H H
+ — + + + + stupenn Gtlumu hemolyzy, H — hemolyza.
flllx i KF antigen ve sliznici 1{7,/- KF antigen ve sliznict
10 | ———KFantigen v mediu 107| ===—=— KF antigen v mediu N
a B-inf titr na skotu 8 £ —-— posledni priddn/ pdv hovéziho viru | Py
8 |- psinp titr mocesalahn mpSidion fipt 6 b M-inf titr na ssapicich 11 | # n 92
:7? myskach M ” 5
{5 !
44 44
43 43
42 2
1y - 1




Dalsi postupné pasaze viru slintavky byly provadény stile stejnym zpu-
sobem, tj. kazda nasledujici pasiz byla infikovana 10% suspenzi sliznice v me-
diu z pfedeslé pasize. Hodnoty ziskaného materialu byly ovéfovany sérologicky
a biologickymi testy na skotu a sajicich myskach. S touto linii se podafilo pro-
vést 70 pfimych pasazi, pfi &emZz si virus zachovaval vSechny své vlastnosti
sérologické, infekéni a — jak ukazaly i pokusné vakciny — i imunizaéni.

K ovéfeni reprodukovatelnosti tohoto zplisobu adaptace byly provedeny
jesté dalsi shodné adaptaéni pokusy. Ze 4 linii byla pozitivni pouze jedna. Ve
tfech pfipadech se virus nepodafilo udrzet vice nez po 3 politetni pasaze.

V dalsich pokusech jsme proto upravili adaptaéni schéma tim, ze jsme pro-
dlouzili pridavani altézniho viru jesté do dalSich postupnych pasazi. Od 4. po-
stupné pasaze jsme k plné divce viru z predeslé pasdze pridavali jesté 50%
davku viru z aftd (8 g sliznice, 8 ml virové suspenze z prede§lé pasaze a 4 ml
suspenze puvodniho viru z hovézich aftd). Timto zpusobem jsme se pokusili
adaptovat virus v dal§ich 5 liniich. Aftézni virus byl ptridavan do 8., 10. a 16.
pasaze. Pozitivni vysledky byly ziskdny ve 4 pfipadech. Postup adaptace v linii,
kde byl ptvodni §tok-virus pfidavan do 8. postupné pasaze, ukazuje graf 2.

V jednom pfipadé, kdy byl §tok-virus pridavan az do 16. postupné pasize,
se virus mnozil velmi slabé & bez pridavani pavodniho viru jej nebylo mozno
déle pasédzovat.

Vlastni pasdzovdni dobfe adaptovanych kment diva celkem standartni vy-
sledky. Infekéni titr se v jednotlivych liniich pohyboval mezi 10*! az 107° pri
titracich na skotu, a mezi 10> az 10"*° pri titraci na sajicich myskach.

V fadé jednotlivych pasazi jsme vsak pfi zcela stejnych podminach kulti-
vace méli Casto zna¢né rozdily v dosazenych vysledcich a nechybély ani zcela
negativni pasaze. V opakovanych pokusech se ukazalo, ze prakticky neni mozné
dosdhnout zcela shodnych vysledki.

Vzhledem k tomu, ze pfi téchto pracich byly zachovavany vsechny postupy
a materialy stejné a ménila se jediné pouzivana sliznice, lze se domnivat, ze sa-
motna sliznice predstavuje v této metodé pomeérué variabilni faktor, ktery ovliv-
nuje vlastni pomnozovani viru. Tato skute¢nost ma své disledky pri praktickém
vyuzivani této metody.

2. Délka pouzitelnosti odebrané sliznice

Jakmile jsme ziskali pozitivni vysledky kultivace, bylo nutno orientacné
ovérit otazku, jak dlouho po odbéru je sliznice jesté pouzitelna pro kultivaci
viru slintavky.

Pro tento tucel byla pfipravena suspenze viru z dobfe adaptovaného kmene
(49. pasaz), prefiltrovana pres filtr Seitz EK, rozplnéna po 17 ml do zkuma-
vek a ulozena pfi —40° C. Dile bylo odebrano ptislusné mnozstvi sliznice
z vice jazykd, sliznice byla rovnomeérné promichana a ulozena v Tyrodeho roz-
toku pfi teploté 4° C.

V nasledujicich 9 dnech byly z této sliznice pravidelné nasazovany kul-
tury stejného objemu se stejnym §tok-virem a stejnou $arzi zivného media. Kazda
nasazena kultura byla inkubovdna po dobu 24 hodin. V jednotlivych kulturach,
které se lisily jen razné starou sliznici, byl pak vyhodnocovan vysledek pomno-
zeni viru, a to na zakladé zjistovani vyse titru viru na skotu a obsahu komple-
mentfixaéniho antigenu. Sliznice, kterd byla uskladnéna 1—4 dny, umoznuje cel-
kem stalé a vyrovnané vysledky. Od 4. dne dochdzi k pomérné prudkému po-
klesu v mnozeni viru. Sliznice, ktera byla uloZena v lednicce 5 dni, dava jiz
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jen nepatrny vzrist komplementixaénimu antigenu. VySe vytvoreného infekéniho
titru klesa souvisle a pomérné prudce od 4 do 7denni sliznice. Po téio dobé je
sliznice jiz zcela nevhodna k pouziti (vysledky jsou uvedeny v grafu 3).
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Graf 3. Graf 4.
3. Rustové kiivky viru

Jednim z dulezitych otazek pri zavadéni této metody do praxe byla otizka
dynamiky mnozeni viru slintavky v tomto typu kultury. Abychom si oveérili
stavajici udaje byly zalozeny vétsi kultury adaptovaného kmene, ze kterych byly
v pravidelnych casovych intervalech za aseptickych podminek odebirdny vzorky
sliznice a media k ovéfovani obsahu viru. Infekéni titr byl zjistovan na sajicich
myskach a téz na tkanovych kulturach z hovézich epitelidlnich bunék. Obsah
komplementfixaéniho antigenu byl zjisfovan ve sliznici a v mediu sérologicky.
Dynamika mnozeni byla sledovdna od 4 do 122 hodin po infekci. Vysledky byly
vyhodnoceny z 10 nasazeni.

Komplementfixac¢ni antigen (graf 4) se objevuje ve sliznici kolem 10. ho-
diny inkubace kultury. Pak pomérné prudce stoupa ke svému nejvy$simu bodu,
ktery je obvykle mezi 20.—24. hodinou. Po této dobé dochazi pravidelné ke zna-
telnému poklesu a mezi 40.—50. hodinou, v nékterych pripadech az mezi 70. az
90. hodinou k novému vzestupu, ktery vsak jiz obvykle nedosahuje vyse prvniho
maxima. Od 70. hodiny titr komplementlixa¢niho antigenu ve sliznici klesa, ne-
dochazi viak k Gplnému vymizeni a udrZuje se na prokazatelné hodnoté nejméné
po 100 hodin inkubace.

V Zivném mediu se komplementlixaéni antigen objevuje obvykle asi o 4 ho-
diny pozdéji nez ve sliznici. Rovnéz tak vrcholu titru byva v mediu dosaho-

vano pozdéji nez ve sliznici, a to nékdy -

az ¢ 20 hodin, v pramsru kolem 15 ho- et
din. V mediu nepozorujeme tak na- sk

padny pokles titru, jako je tomu u sliz-
nice. V dobé mezi 40.—50. hodinou in-
kubace kultury dochazi k prevaze vyse

obsahu antigenu v mediu nad sliznici Ir

a toto se udrzuje az do 12 holin. Vét- 2+

sinou se v mediu setkivame s po- 7l-

mérné vyrovnanou hladinou komple- ULUJ_L_LLJ_M I e
mentfixaéniho antigenu po celou dobu 4 12 .20 28 36 44 52 60 68 76 8 92
kultivace s celkem bezvyznamnymi hodin inkubace
individudlnimi vychylkami. Graf 5.
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Infekéni titr (graf 5) nartstd v kultute od 4. do 8. hodiny po infekeci.
kolem 16. hodiny p. i. Infekéni titr kultury zistdvd v maximu obvykle az do
22—24 hodin p. i. Po této dob¢ nejprve pomalu klesa do 40 hodin, pak se pro-
jevuje strmy pokles az do 52—54 hodin. Na pemérné nizké drovni zustiva in-
fekeni titr prokazatelny nejméné do 90 hodin p. i. Ojedinéle jsme zjistili, ze in-
fe¢ni titr zlistdvd na vysoké hodnnoté pomérné velmi dlouhou dobu (az do 42
hodin).

4. Imunogenni vlastnosti kultivovaného viru

Abychom si ovéfili vhodnost produkovaného viru pro imunizaéni ucely,
byly pfipraveny pokusné vakciny, které pak byly titroviny na uéinnost na vni-
mavém skotu. Bylo pfipraveno a ovéferio celkem 11 operacnich ¢isel pokusnych
vakcin. Pfi jejich pfipravé byla zachovdvidna metodika p¥ipravy obchodni 2%
vakciny — adsorbatové vakciny, inaktivované formalinem pii teploté 25° C po
po dobu 24 hodin.

Byly ptipraveny jednak vakciny monovalentni 2% (9 op. &), 1% (1 op.
¢), 3% (1 op. &.) a dale vakcina bivalentni (1 cp. ¢&.). Vyhodnocovani téchto
vakein bylc provadéno jednak pomoci metody stanoveni 50% protekéni davky
pro skot (Henderson, Galloway), dale metodou protekénich testi a
metodou urleni stupné protekce titraéni metodikou na jazycich vakcinovaného
skotu (obé& metody jsou v CSN pro protislintavkovou vakcinu). Imunni stav byl
zji§tovan v kratkodobych pokusech za 14—21 dni po vakcinaci. Vysledky s vak-
cinami, pfipravenymi pouze z viru kultivovaného in vitro:

a) Stanoveni Géinnosti pomoci uréeni PDsg

Op. ¢ I (2%): PDsy mensi nez 5 ml (uréeno na 2 kusech skotu),
Op. ¢. II (2%): PDsy 7,4 ml (uréeno na 12 kusech skotu),
Op. ¢&. III (2%): PDsy mensi nez 3 ml (uréeno na 20 ks skotu),
Op. ¢&. V (2%): PDso 9,7 ml (uréeno na 20 ks skotu),
Op. ¢. III (1%): PDso 9,0 ml (uréeno na 9 ks skotu),
Op. ¢ VIII (3%): PDso 4,6 ml (uréeno na 9 ks skotu).
b) Stanoveni Gc¢innosti pomoci protekéniho testu:

Op. ¢ I (2%): vyhovujici ochrana 83 % zvifat (pouzito 6 ks skotu),
Op. ¢ II (2%): vyhovujici ochrana 83 % zvifat (pouzito 6 ks skotu),
Op. ¢. III (2%): vyhovujici ochrana 88 % zvifat (pouzito 24 ks),
Op. ¢ V (2%): vyhovujici ochrana 76,5 % zvifat (pouzito 17 ks).

¢) Stanoveni dc¢innosti metodou uréeni stupné protekce:
Op. & VII (2%): dosazeni hodnost vakciny: ==1,63,
Op. ¢ VIII (2%): dosazena hodnota vakciny: =21,
Op. & XII (2%): dosazeni hodnota vakciny: =0,85.

Na zikladé téchto vysledki byla pfipravena pokusna vakcina typu A, kde
50 % virového materidlu bylo z kultury in vitro a 50 % z prirozeného viru
z hovézich afti. Stanoveni 50% protekéni davky této vakciny dalo pFiznivy vy-
sledek v hodnoté mensi nez 3 ml. (uréeno na 20 ks skotu).

V souladu se viemi dosazenymi vysledky byla pripravena bivalentni vak-
cina, kde 50 % typu A bylo zastoupenc materidlem z kultivace na prezivajicich
sliznicich a 50 % z ptirozeného hovéziho viru. Typ O byl v plném rozsahu za-
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stoupen materidlem z hovézich aftd. Tato vakcina vyhovéla v testech neskod-
nosti a ué¢innosti podle pozadavkii statni kontroly bhiopreparati, takze bylo mozno
s touto vakcinou provést vétsi terénni pokus na 25000 zvifatech ve 2 krajich
CSSR. Dosavadni vysledky sledovani téchto zvifat ukazaly, Ze za 5 mésicii po
vakcinaci je mozno u namatkou vybranjch zvitat zjistit 100% imunitu, za 6 a
7 mésicti po vakcinaci je postacujici imunita u 90 % zvifat. (VSechny uvedené
vysledky jsou podrobné zpracovany v samostatné praci autora a spol.).

Zhodnoceni vysledku a diskuse

Na zakladé dosaZenych vysledki je moZno konstatovat, Ze kultivace viru slin-
tavky na prezivajicich sliznicich z hovézich jazykl v popsané metodice dala pozitiv-
ni a reprodukovatelné vysledky a Ze tento zpusob lze pouzit pro rutinni kultivaci
viru slintavky.

Tato metoda vyuziva prirozené velmi citlivé tkané z jazykt skotu, ktera je po-
mérné lehce dosazitelna a jeji odbér neéini pro zapracované pracovniky v primére-
ném zarizeni potiZzi. Rovnéz tak vlastni kultivace v rdmeci praci s tkanovymi kultu-
rami nevyzaduje vétsich technickych narokt a pri zachovani zasadnich pravidel pra-
ce tohoto druhu dava stabilni vysledky.

Zavazny pozadavek sterility kultivace pri pouzivani tkané, ktera je v dusledku
svého puvodu povrchové masivné kontaminovana a zneéi$ténd, lze splnit peélivym
postupem pii myti a odbéru sliznice, piisné aseptickou praci pti zakladani kultur a
soustavnym pouzivanim antibiotik do vSech roztokti a medii.

Pri kultivaci jsme pouzivali zdsadné celou sliznici bez rozliSovani vrchnich a
spodnich vrstev, ktera byla strfihdna jen na nejnutnéj$i miru podle objemu kultury.
Kladné vysledky potvrzuji, Ze paivodné doporucované manipulace se stfihdnim nebo
rezanim sliznice (4, 6) nebyly ucelné a Ze podstatné naopak narulovaly Zivotnost
tkane.

Predpokladem uspéchu této metody je ziskani sliznice v co nejé¢erstvéj$im stavu,
Vseobecné se pozaduje, aby sliznice byla stazena z jazyku do 2 hodin po poraZeni
zvirete, coz se v naSich pracich zasadné dodrzuje. M ace a spol. (19) uvadéji pouzi-
telnost odebrané sliznice, ulozené v Tyrodeho roztoku pri 4°C, po dobu 5 dni. Cel-
kem v souhlasu s timto adajem byly nase vysledky, které ukazaly, ze 4. den po od-
béru je sliznice jesté plnéhodnotna. S ohledem na skute¢nost, Ze prezivani sliznice
je zavislé na vice cinitelich, které nejsou presné znamy, byla zavedena praxe, Ze
sliznice se skladuje pred pouzitim maximalné 48 hodin.

Zivné medium, které se pouzivad ke kultivaci, je pomérné slozité, naroéné na
uzkoprofilové chemikalie a jeho priprava je naro¢na na presnost a sterilitu. Bylo
provedeno vice pokust s raznymi modifikacemi a jednodu$simi roztoky (Hender-
son, Mace aj). I v nasich podminkiach se sleduji moZnosti nahrady nékterych
aminokyselin a byly jiz ziskdany slibné vysledky v dil¢ich tusecich (Petr, Hor-
nicek).

Pasazovani viru na tomto typu kultury vyzaduje piedchozi adaptaci. V naSich
pokusech jsme dosahli tohoto cile pomoci postupného pridavani plvodni virové
suspenze k pasazim. Puvodné jsme pouzili klesajicich davek do 3. pasaZe, coZ se viak
ve vsech pripadech neukazalc postaéujici. Tato zkuSenost byla potvrzena i sovét-
skymi pracovniky. Delsi priddvani, az do 8.—10. pasaze, zvys$uje % kladnych adaptaci.

Pii adaptac¢nich pracich se ukézalo, ze v poc¢ate¢nich pasazich, kdy virus jes$té
neni dostate¢né adaptovan na tento typ kultury, prevlada vétSinou titr komplement-
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fixaénfho antigenu v mediu nad titrem ve sliznici. Po vice ne# 10. pasazich se
tento pomeér obvykle obraci ve prospéch sliznice. Snad by bylo mozno vzit tento
znak v uvahu jako ukazatel zdarilé adaptace. Toto posuzovani je vsek tieba pro-
vadét velmi opatrné, a to zvl. s ohledem ke skute¢nosti, Ze pti prodlouzeni délky
inkubace kultury nad 40 hodin titr KF antigenu ve sliznici klesa, zatim co v mediu
jeSté stoupa a udrzuje se mnohem déle na vysokém titru nez ve sliznici.

Pokud hodnotime postupné pasdzovani jiz adaptovaného kmene viru, je tieba
upozornit na uvedené variace ve vytvarenych hodnotach viru pri zachovani vsech
podminek kultivace. Rozdilnost vysledkti bude pravdépodobné spoc¢ivat v samotné
pouzité sliznici, ve stupni prezivani tkané. S poc¢tem zivotaschopnych bunék v po-
uzité tkani bude pfimo souviset i mnozstvi vypradukovaného viru. Hirtz a Fayet
(16) uvadi na zakladé biochemickych studii, ze prezivani bunék hovéziho jazykového
epithelu je velmi slabé.

Tato skutecnost ma ovsem své dusledky pro praktické pouziti této metody,
zv1a8té v provoznim rozsahu, kde je nutne pocitat s produkei méné vhodného i ne-
vyhovujiciho materialu i pti zachovani vSech pravidel této kultivace. Nevytvari se
tak zcela idedlni situace, ktera by ukazovala, ze timio zpusobem lze s konec¢nou
platnosti vyreSit problém ziskavani viru pro vyrobu vakciny.

Velmi zavazna otadzka dynamiky mnoZeni viru v tomto typu kultury byla ie-
Sena sledovanim rtstovych krivek infekéniho a komplementfixaéniho antigenu. Ziska-
né vysledky celkem velmi dobie souhlasi se stavajicimi literdarnimi udaji. Na rozdil
od Ubertiniho jsme vSak ve 2 pripadech zjistili druhy vzestup infektivity kul-
tury, a to v dobé 38—48 hodin po infekci. Dynamika tvorby viru v tomto typu kul-
tury odpovida celkem dynamice mnozeni viru v zivém skotu a rovnéz tak hodnoty
viru z kultury i ze zivého organismu jsou co do titru infeké¢niho a komplementfi-
xaéniho antigenu velmi blizké. Pii pasazovani viru az do 50. pasaZe jsme nezazna-
menali zadné zmény ve vlastnostech pasazovaného viru.

Zvlastni pozornost byla vénovana otazce imunogennich schopnosti pasdZzovaného
viru. Z dosazenych vysledkii vyplynulo, ze tento virus si udrzuje nejméné do 50.
postupné pasaze své imunisaéni vlastnosti a Ze pfi aplikaci ve formé inaktivovand
vakeiny vyvolava imunni reakce u vakcinovaného skotu. Rozbor téchto vysledkl je
predmétem samostatné prace.

Vzhledem k tomu, Ze nebyly dosud ukonc¢eny prace s dlouhodobym sledovanim
vyvoje imunniho stavu po vakcinaci takto vyrobenymi vakcinami a vzhledem k vel-
mi prisnym hlediskiim nasi kontroly vakciny proti slintavce, se jevilo jako pouZi-
telné reSeni prozatim caste¢né pridavani viru kultivovaného in vitro k viru priroze-
nému. 50% nahrada viru typu A materidlem z kultur se ukdazala jako velmi Gé¢inna
a ekonomicky efektni. Takto vyrobena vakcina si udrzela své pavodni velmi dobré
vlastnosti jak v sile, tak i v délce vytverené imunity.

Souhrn

1. Byla popsana metodika kultivace viru slintavky na pfezivajicich sliz-
nicich z hovézich jazvki.

Adaptace viru slintavky na tento typ kultury byla provedena postupnym
pfidavdnim puavodniho pfirozeného viru az do 3., resp. 8 —10. pasaze.

2. Byly ovéfeny rustové kiivky viru slintavky v tomto typu kultury.

3. Imunizaéni hodnota posazovaného viru byla prokdzana pomoci pokus-

nych vakein, vyhodnocovanych na vnimavém skotu.
Doslo dne 20. 6. 1962
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Ky.’leHBHpOBﬂHHe BHpYyCa sillypa Ha nepexHBalOUHX CIAH3HCTBLIX 000/104KaX A3bIKA KPYNHOro

poratoro ckora no mMetoay ®penkei:

I. OnucpiBaeTcs METOMHKA KYJbTHBHPOBAHHS BHPYCA SILLYPA HA [1E€PCKHBAIOULHX CIH3H-
CTLIX 000JOUKAX #3bIKA KPYIHOTO POraToro ckotda. AJanTHpoBaHue BHpyca silllypa Ha 3ITOT
THIL KYJABLTYPBI ObIJIO [PONH3BELCHO MYTeM MOCTCNeHHOro Ao6aBJenis NepBoHauaabLHoro ccre-
CTBEHHOro BHpYyca BiJIOTL 0 3, a npu cayuae 8—10 naccamax.

2. Boin npoBepenbl KpHBbIE POCTA BHPYCa Silllypa B 3TOM THIIE KYJdbTYPHI.

3. UMMynH3aunonnoe KauectBO NaccaxHpoBaHHOro BHpyca Obilo [A0Ka3awo npu no-

MOILLH ONBITHBIX BAaKWHH, OLEHHBACMBIX HA BOCIHPHHMUYHBbBIX JKHBOTHBIX.

Die Kultivation des Virus der Maul- und Klauenseuche auf iiberlebenden Schleim-
hiuten von Rinderzungen nach der Methode von Frenkel

1. In der Arbeit wurde die Methode der Kultivierung des Virus der Maul- und
Klauenseuche auf frisch abgenommenen Schleimhiiuten aus Rinderzungen beschrie-
ben. Das Virus der Maul- und Klauenseuche wurde auf diese Art der Kultivierung
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durch die stufenweise Zugabe des urspriinglichen natiirlichen Virus bis zu der
dritten resp. 8—10 Passage adaptiert.

2. Es wurden die Wachstumkurven des Virus auf diesem Typus der Kultur
beglaubigt.

3. Der Immunisationswert des passagierten Virus wurde mit der Hilfe der Ver-
suchsvakzinen auf den empfindlichen Rindern beglaubigt.
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SdruZena vakcinace bivalentni vakcinou
proti moru a Cervence prasat

O6beauHeHHass BAKUHHALHS nayxsa.rlemnoi'i BaKUHHON NMPOTHB YYMbl H POXKH CBHHEH

Die gleichzeitige Vakzinierung mit bivalenter Vakzine gegen Schweincrotlauf
und Schweinepest

MVDr. Leopold ROSSI
VUVL Brno
Pracovano v Biovetldch n. p. Ivanovice na Hané a Nitra

Uvod

V roce 1961 bylo referovdno (Rossi) o kombinovaném a sdruzeném o¢-
kovani proti ¢ervence a Kloboukové nemori (nakazlivé obrné vepid) a o kom-
binovaném ockovani adsorbatovou vakcinou proti cervence vepit a krystalviole-
fovou vakcinou proti moru vepii.

Po uspokojivych vysledcich experimentalnihc provéreni uvedenych zpisobt
ockovani bylo také se souhlasem ministerstva zemédélstvi prikroceno k expe-
rimentdlnimu provéfeni bivalentni otkovaci latky proti moru a Cervence prasat.

Prakticka veterinarni sluzba by zejména po védecké diskusi o moru prasat
v Luhacovicich 1959 uvitala sdruzené ockovdni proti ob&ma nadkazam biva-
lentni vakcinou jesté vice nez proti ¢ervence a Kloboukové nemoci. Sdruzena
imunoprofylaxe proti ¢ervence a moru prasat by je§té vice zvysila efektivnost hro-
madnych veterindarnich tkond.

Literatura

Otazkou sdruzené vakcinace proti moru a ¢ervence prasat se zabyvali G ei-
ger a Poppe. Béhem pokust s Kkrystalviolefovou vakecinou proti moru prasat vy-
robili bivalentni vakecinu proti moru a c¢ervence prasat a zkouSeli o¢kovaci latku na
jejich uc¢innost. Pri posuzovani ucinnosti bivalentni vakciny znovu zjitfili otazku —
konkurence antigent. Pripustili vSak, ze jejich pokusy byly provadény na pfrili§ ma-
lém poétu zvirat, nez aby z nich mohl byt uéinén zavér.

Kolesov (1961) zduraziiuje, Ze prudky rozvoj Zzivocisné vyroby vyzaduje od
veterinarnich lékarta zvysené usili pri provadéni profylaktickych zakrokt. Doporu-
¢uje na zakladé priznivych vysledki pokusné simultanni imunizace (Glotov 1959)
proti snéti slezinné a snéti Selestivé jeji uzakonéni. Autor dale podotyka, Ze jsou
veterindrni ustavy povinny prostudovat otazky simultanni vakcinace proti moru
a Cervence prasat, proti moru a neStoviecim drubeZe, slintavce, snéti Selestivé aj.

Lysenko a Cymbal (1961) doporucuji vypracovat uéinné imunizaéni me-
tody proti nékolika infekeim soucasné bud pomoci monovakein, uzivanych v praxi,
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nebo pomoci specidlné vyrobenych sdruzenych vakein. Autofi studovali imunitu
po vakcinaci sdruzenou vakcinou proti slintavce a moru prasat a dosli k zavéru, ze
rozhodujici vyznam pro sloZeni u¢inné sdruzené vakeiny ma kvantitativni pomeér
a druh antigent pouzitych pii vyrobé oc¢kovaci latky. Pri zjiSténém poméru smési
vakein proti moru a slintavece bylo mozno vyrobit sdruzenou vakcinu, ktera po-
skytuje vyhovujici imunitu proti obéma infekeim.

Pii studiu sdruzZené vakcinace bylo zjisténo, Ze vakcina proti Aujezského cho-
robé& inhibuje tvorbu protimorové imunity, je-li spojena s protimorovou vakcinou,
a zfejmé inhibuje tvorbu imunity proti slintavce a ¢ervence prasat, je-li smiSena
s vakeinou proti uvedenym mnemocem.

Pouziti vakein z homolognich tkani zvySuje podle autoru reaktivnost orga-
nismu a tim zamezuje, aby se projevila konkurence antigenu.

Metodika prace

K zjisténi moznosti imumnizace sdruzenou oc¢kovaci latkou proti moru a cer-
vence prasat byla predné vyrobena:

A. SdruZenda bivalentni vakecina proti moru a éervence vepiu z krystalviole-
tové vakciny a adsorbatové vakciny proti ¢ervence vepiu ana partes.

Po negativnim opakovaném bakteriologickém vySetieni byla oc¢kovaci latka
injikovana prasatim podkozné v krajiné predkolenni rasy v davce 5 a 6 ml.

Zkouska imunity na cervenku vepiti byla podle Fertnera a Dintera
provedena za 21—25 dni po vakcinaci a zkouska ué¢innosti na mor vepri podle
titra¢niho predpisu pro krystalviolefovou vakcinu proti moru prasat za 31, 38 resp.
48 dni pri opakovaném oc¢kovani.

B. Sdruzena vakcina z krystalvioletové vakciny proti moru vepit a adsor-
batové vakciny proti c¢ervence prasat bez formalinu ana partes.

C. Sdruzena vakecina z krystalviolefové vakciny a adsorbatové vakciny proti
¢ervence prasat bez formalinu v poméru 3:2.

U obou poslednich oé¢kovacich latek byla po dukladné homogenizaci zjisfovana
devitalizace b. cervenky prasat ve smeési po dobu 1 mésice a teprve po negativnim
opakovaném bakteriologickém vysSetreni byla vakcina je$té injikovana bilym mys-
kam v davce 0,5 ml v Kkrajiné hrbetni a po dikazu ne$kodnosti byla aplikovana
15 prasatim rovnéz v Krajiné predkolenni rady podkozné v davece 6 ml. V dobé
3 tydny trvajici zkousky neSkodnosti byla zviratim denné meérena teplota a cel-
kovy zdravotni stav byl rovnéz sledovan.

Pri zkousSce ucinnosti na cervenku vepit byla infekce vakcinovanych a kon-
trolnich vepr provedena téz podle Fortnera a Dintera 3 kmeny b. ¢ervenky.

Za tyden po infekci ¢ervenkou vepid byl prasatim injikovan virus moru vepil
v davce 1 ml podkozné.

Také zkouSka uéinnosti na mor vepru byla sledovana 3 tydny.

U vSech pokusnych, porazenvch mebe uhynulych prasat byly zjisfovany pato-
logicko-anatomické nalezy. Je samozrejmé, ze u kazdého pokusu byl sledovan pru-
b&h ¢ervenky a moru prasat u neo¢kovanych kontrolnich zvirat.

Vlastni prace

A) Bivalentni vakcina proti ¢ervencc a moru prasat vyrobena z krystal-
violefové vakciny proti moru vepil a z [ormolované adsorbatové vakciny proti
cervence prasat byla ve dvou pokusech 19 prasatim vahy 20—35 kg injikovana
podkozné v davce a 5 ml a ve dvou dalsich pokusech v davce 6 ml.

Ve tfech pokusech byla provedena pouze jednordzova vakcinace, kdezto ve
4. pokuse byla provedena revakcinace pouze krystalviolefovou vakcinou za 36 dni
po prvni vakcinaci.

166



I. Zkouska Géinnosti na éervenku prasat po vakecinaci bivalentni vakcinou proti
éervence a moru prasat

Pokus Poet ) Davka | vakei- Revak- Zkouska imunity na ¢. v.
o % Viha |bivalentni R
cislo vepit . nace cinace ) o .
vakciny zadni | bez pfiz. &v.
1 10 20—35 5 / — 21 10 .
2 9 20—-35 5 / 22 9 -
3 8 20—35 6 / 22 8 —
4 10 20—-35 6 / za 36 d. 25 po 10 -
po vake. vake.
Kon- 20 Infekce ++ 4+
troly (a5) vzdy s ock. vyrazné
pras. priz.¢.v.

Z tabulky I vyplyva, ze prasata vakcinovana bivalentni sdruzenou vakci-
nou proti Cervence a moru prasat (A) neonemocnéla Cervenkou prasat po mo-
hutné infekci ¢ervenkovymi bujénovymi kulturami za 21—25 dni po vakcinaci.
U vsech ockovanych prasat byla plné vyvinuta imunita proti Cervence prasat.
U vsech kontrolnich prasat byly zjistény typické pfiznaky cervenkového onemoc-
néni (lokalni i vSeobecné).

Z vysledkt zkousky imunity na mor prasat uvedenych v tabulce II vy-
plyva, ze jednorazové ockovana prasata sdruzenou vakcinou proti moru a cer-
vence prasat (A) — pokus ¢ 1—3, onemocnéla vsechna po infekci 1 ml viru
moru veprt ptriznaky moru vepifi a uhynula resp. byla porazena téméf sou-

1I. Zkouska ucinnosti na mor prasat po oc¢kovani bivalentni sdruzenou vakcinou
proti ¢ervence a moru prasat (A)

P Davka . K Zkouska imunity na mor
okus. | Poget Viha [bivalentni| Vorel- | Revak- vepiu m. v.
¢islo vepru kei nace cinace
e za dni | bez pfiz. m. v.
1 10 20—-35 5 / - 31 - 10
2 9 20—-35 5 i - 38 - 9
3 8 20—35 6 / - 22 - 8
4 10 20—-35 6 / 36 dni 48
kr.v.v. (12) 9 1
~Kon-
troly 20 20
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¢asné s kontrolnimi zvifaty. Patologicko-anatomicky byly u prasat kromé pfi-
znaklt moru veptd zjistény chronické bronchopneumonické zmény a bakteriolo-
gicky byla vykultivovana salmonella cholerae suis. Obdobny nalez byl konsta-
tovdn u kontrolnich prasat.

Ve ¢étvrtém (4) pokuse bylo 10 vepiu revakcinovdno za 36 dni po prvnim
otkovani sdruzenou (bivalentni) vakcinou proti moru a Cervence prasat pouze
krystalvioletovou vakcinou v davce 3 ml podkozné.

Za 48 dni po vakcinaci a za 12 dni po druhém ockovani byla provedena
infekce 1 ml viru moru vepti.

U této skupiny prasat onemocnél a také uhynul pouze jediny. Patologicko-
-anatomicky byla zjisténa rozsahld bronchopneumonie a pfiznaky moru prasat.
Bakteriologické vygetfeni organa bylo negativni.

Srovnavaci pokus prokazal dobré imuniza¢ni vlastnosti monovalentni krys-
talvioletové vakciny proti moru prasat a neuspokojujici imunizaéni G¢innost sdru-
zené (bivalenti) ockovaci latky proti moru a Cervence prasat.

Po negativnim vysledku imunizace sdruzenou vakcinou (A) proti moru
a Cervence prasat byla vyrobena druhd sdruzeni vakcina proti moru a cervence
prasat z krystalviolefové vakciny proti moru a neformalinové adsorbatové vak-
ciny proti Cervence vepit ana partes.

Sterilita vakciny zji§téna az 26. den byla na neskodnost prezkousena jesté
v davce 0,5 ml na 10 bilych myskach. Po prikazu neskodnosti byla ockovaci
litka injikovana v ddvce a 6 ml podkozné ve dvou pokusech 15 vepfiim.

III. Zkouska ucinnosti na c¢ervenku vepit po vakcinaci' sdruzenou vakcinou proti
moru a cCervence prasat (B)

Pokus Potet ) 'Dévka | Vakei- Révaiks Zkouska imunity na ¢, v.
27 s Vaha |bivalentni :
¢islo vepri . nace cinace : = "
vakciny za dni | bez pfiz. é.v.
6 l
1 8 30 52 5 / = 22 8 =
2 7 30 6 / - 21 7
343 =
Kontr. 4 30 } — — — +4++

V tabulce IIT uvedené 2 pokusy dokazuji kladnou imunizaéni Gé¢innost sdru-
zené vakciny proti ¢ervence a moru prasat bez formalinu proti ¢ervence prasat.

U vakcinovanych prasat nebylo zjisténo onemocnéni ¢ervenkou a u kontrol-
nich prasat doslo k' typickym ptiznakim onemocnéni.

Pti zkouSce imunity na mor vepiti mohla byt zjisténa pouze negativni ucin-
nost vakcinace po infekci provedené za 38 dni po vakcinaci.

U uhynulych, resp. nutné porazenych prasat byly kromé pfiznaki moru
veptu patologicko-anatomicky sledovany jeité rozsahlé zmény kataralni broncho-
pneumonie (chfipky prasat).

Po nepfiznivém vysledku obou sdruzenych vakein (A, B) pfi zkousce ucin-
nosti na mor prasat byla vyrobena je§té 3. sdruZend vakcina z 3 dila krystal-
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I1V. Zkouska immunity na éervenku a mor prasat po vakcinaci sdruzenou vakcinou
proti Cervence a moru prasat (C)

Zkouska imunity na
" Diévka ;
Pokus | Pocet | y4h, |pivalentn [¥2KSI- cervenku i
¢islo | prasat ; nace
vakciny
zadni | b.p. | & v. zadni | b.p. | m.v.
1 15 |30-35 8 / 20 15 - 28 10 5
labor.
2 10 82 1 9+ 97 — 10
praxe
Kontr. 8 onemocnélo zjevné vyraznymi priznaky Cervenky prasat, resp. moru prasat.

*) viz legenda.

violefové vakciny a 2 dild nelormalinované odsorbatové vakciny proti cCervence
vepri.

Sdruzena vakcina byla po ptrechovavani pti teploté 4—6° C shledana ste-
rilni az za 30 dni. Pokus na myskach potvrdil jeji neskodnost, a proto byla oc¢-
kovaci latka injikovana 15 prasatim vahy asi 35 kg v davce 8 ml podkozné.

Prvni pokus uvedeny v tabulce IV prokazuje plnou imunizaéni Géinnost
proti ¢ervence prasat, nebof pfi zkousce G¢innosti nebylo zji§téno éervenkové one-
mocnéni. PFi zkouSce imuniza¢ni aéinnosti proti moru vepit mohl byt zjistén
v 66 % ptiznivy vysledek proti moru vepti, z 15 vakcinovanych prasat onemoc-
nélo 5 prasat morem prasat. U téchto prasat a také u kontrolnich byly kromé
piiznakt moru veptl zjistény rozsahlé bronchopneumonické zmény oboustranné
na prednich lalocich plic a ¢asteéné i na velkych lalocich plic.

Pomérné priznivy vysledek titracniho pokusu podnitil pokus v praxi.

Ve spolupréci s okresnim veterindrnim zatizenim ve Vyskové bylo ve 2 ze-
médélskych zavodech naockovano po 10 prasatech vahy asi 30 kg. V prvnim
zemédélském zdvodé byvla po dobu 42 dni sledovdna pouze neskodnost ockovaci
latky po jednordzové vakcinaci.

V druhém zemédélském zavodé byla zvifata v intervalu 49 dni revakcino-
vdna a za 82 dni byla na nich po pfepravé de Biovety v Nitfe provedena predné
zkouska uc¢innosti na cervenku vepit zpusobem Fortner — Dinterovym.

Pri této zkouSce byla zjisténa jen vy$si odolnost proti ervence vepii, nebof
teprve za 48 hodin po infekci reagovala mirnymi pfiznaky 3 zvifata a 5 pra-
sat vyraznéj§imi priznaky cervenky prasat, jedno prase vykazovalo pouze ne-
patrné zmény v mistech skarifikace a 10. prase neonemocnélo vibec.

Za 24 hod. byly sotva znatelné zmény podél 2 skarifika¢nich pruhu pouze
u jednoho prasete.

Za 97 dni po druhé vakcinaci (15 dni po infekci cervenkou vepti) byla
provedena zkouska a¢innosti na mor vepfu.

Pti zkou$ce d¢innosti na mor vepfu onemocnéla vSechna bivalentné vakci-
novand prasata morem. Tfi z nich uhynula 4. den a ostatnich Sest muselo byt
nouzové porazeno.
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Patologickc-anatomicky byly zjistény priznaky moru vepii a u vsech chro-
nickd bronchopneumonie.

Pokusné vyhodnoceni vakcinace bivalentni vakcinou u prasat ockovanych
v terénu nebylo aspéiné. Negativni vysledek pokusu nedovolil, aby pfedné mohlo
byt v Bioveté pfistoupeno k vyrobé sdruzené (bivolentni) vakciny a za druhé,
aby mohla byt takova vakcinace doporucena k soucasné imunizaci proti ¢ervence
a moru prasat.

Diskuse
Experimentalni studie (Rossi — 1961) kombinovana (simultanni) vakcinace
proti cervence a moru prasat a cervence a Kloboukové nemoci — nakazlivé obrné

vepru, dokazaly moznost soucCasné imunizace pri aplikaci kazdé ockovaci latky
zvlast (— adsorbatové vakciny proti cervence vepil, adsorbatové vakciny proti na-
kazlivé obrné — Kloboukové nemoci — a krystalviolefové vakeiny).

Druha ¢ast pokust, smerujici k zjisténi mozZnosti vyroby sdruzenych vakcin
predné proti ¢ervence a nakazlivé obrné vepra byla uspésna. Bylo prokazano, ze
lze dosahnout vysokého stupné imunity po vakcinaci a revakcinaci sdruZenou vak-
cinou proti ¢ervence a Kloboukové nemoci.

K dalsimu zvySeni produktivity prace a efektivnosti by wuvitala veterinarni
sluzba zejména sdruzenou vakcinu proii ¢ervence a moru prasat.

V tomto sméru byly provedeny pokusy 3 rtzné vyrobenymi sdruzenymi oc¢ko-
vacimi latkami:

a) Krystalvioletové vakciny proti moru a adsorbatové vakciny proti cervence
vepitt s formalinem (ana partes). .

b) Krystalvioletové vakeiny proti moru a adsorbatové vakciny proti ¢ervence
vepri bez formalinu aa.

¢) Krystalviolefové vakeiny proti moru 3 dily a adsorbatové vakciny proti
cervence vepru bez formalinu 2 dily.

Vysledek pokusu prokazal uspokojivou imunizac¢ni UGc¢innost proti c¢ervence
vepit a neuspokojivy imunizac¢ni uc¢inek proti moru vepri.

Za duvod neuspéchu byl pti pouziti formolové sdruzené vakciny povazovan
formalin, ktery svou uc¢innosti by mohl naru$it imunogenni schopnost vakciny.
Z toho duvodu byly vyrobeny vakciny bez formolu. Nadéjny byl pouze vysledek
pokust provedenych v laboratornich pomérech se sdruzenou ockovaci latkou 3:2
krystalviolefové vakciny proti moru a adsorbatové vakciny proti ¢ervence prasat,
bez formalinu.

V praxi vsak stejné vyrobena sdruzena vakcina, avsak z jin}"cl; operacnich
¢isel, naprosto selhala pri zkousSce uc¢innosti proti moru vepit, provedené za 97 dni
po revakcinaci.

Proti ¢ervence vepru byla pri zkousce ucinnosti proti cervence vepru, prove-
dené za 82 dni, zjisténa vétSinou jen zvysSena odolnost.

Ve veterinarni mediciné se pouzivaji jiz sdruzené vakciny napt. proti snéti
slezinné a o¢énim nes$tovicim, proti tetanu a anthraxu aj. Seznam sdruZenych vakcin,
kterych je mozno pouzit ve veterinarni mediciné, se denné zvétsuje.

Nepochybuji vsak, Zze pokrok ve védé umozni pfi jiném zpusobu vyroby ocko-
vacich latek a tfeba pri jiném zpusobu ockovani, imunizaci proti moru a cervence
vepri — proti virové a bakterialni infekci jedinym ukonem.

Doporucuji proto, stejné jako v roce 1951—1953, aby otazka moru vepriii a imu-
nizaci proti této tak zhoubné nakaze byla vénovana trvale pozornost. Povazuji
stdle studium {terénnich virt a jejich patogennich a imunogennich vlastnosti za
zvlasté naléhavé, zejména pii novych, velkovyrobnich pomérech v Zivoc¢isné vyrobé.

Nové poznatky o moru vepil, ktery jak se zda intenzivnéji zainteresovava
v ruznych statech vice pracovniki, pomohou zvysit zivocisSnou vyrobu.
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Souhrn

1. K zjisténi imunizaéni G¢innosti sdruzené vakcinace proti cervence a moru
prasat byly vyrobeny 3 sdruzené (bivalentni) vakciny:

a) sdruzena (bivalentni) vakcina z krystalviolefové vakciny proti moru a for-
malinové adsorbatové vakciny proti Cervence prasat stejnymi dily,

b) sdruzena (bivalentni) vakcina z krystalviolefové vakciny proti moru a
adsorbatové vakciny proti ¢ervence bez formalinu, stejnymi dily,

¢) sdruzena (bivalentni) vakcina z krystalviolefové vakciny (3 dily) a z ad-
sorbatové vakciny proti ¢ervence vepia (2 dily) neformalinované.

2. Uvedené cckovaci latky byly provéfeny na imunizaéni uéinnost proti cer-
vence a moru prasat na 130 prasatech a bylo zji§téno, ze pouziti sdruzené vak-
ciny sice imunizuje proti Cervence prasat, aviak proti moru prasat nemohla byt
prokazana uspokojivd imuniza¢ni G¢innost.

3. Na zikladé dosazenych vysledkii pokusné studie nemohla byt sdruzena
vakcinace uvedenymi ockovacimi latkami doporucena pro praktické upotfebeni.

Doslo dne 20. 6. 1962
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O6beHHeHHas BaKUWHALUKA JBYXBAJECHTHOW BAKUMHONW NPOTHB HMYMbl H POXH CBHHENH

L. JList onpesenenust HMMYHHIAWHOHKOI CNIOCOGHOCTH OOBEAHNEHHOI BAKIHHALLH NPO-
THB POZKH H UyMbl CBHHEIT GLIIH H3TOTOBJACHBI 3 oObeitenble (ABYXBAJCHTHLIC) BAKIHHbL

a) o6besnncHnas (ABYXBAJCHTHAs) BaKUHHA W3 KPHCTAJJIBHOJETOBON BaKUHHBLI Npo-
THB UyMbl i (GOpMaaHOBOI acopOaTHOI BAKUWHHLI TPOTHB POXKH CBHHE[ B PaBHLIX AOJSX,

6) oGbeaunennas (ABYXBaJeHTHAs) BAaKWHHA H3 KPHCTAJJIBHOJNETOBOI BAKUHHBI NPOTHB
UyMbl M acopOaTHOll BaKIHHBI NPOTHB POXKH 6e3 (GopMainHa, B pasiublX A0JX,

B) oObeaunennas (/IBYyXBajeHTHAs) BAaKUMHA H3 KPHCTaJABHOJAETOBON Bakuuubl (3 mo-
JH) W K3 aacopGaTtioil BAKUHHBL NPOTHB POKH CBHHE (2 10J1H) nedopMaanHoBoii.

2. YKasauHble NPHBHBOUHBIC BellecTBa ObIIH MPOBEPEHbl HA HMMYHH3AUHOHHOE AeliCTBHe
IIPOTHB POKH M uyMbl cBHHET Ha 130 CBHHBAX M OBVIO YCTAHOBJEHO, UTO NPHMEHeHHEe 00be-
JIHHEHHOH BAKUHHBI, XOT# H HMMYHH3UDYET [POTHB POJKH CBHHE[, K NPOTHB YVMbI HE yAaJ0Ch
YCTAHOBHTL YOBJCTBOPHTENLHOTO HMMYHH3HPYIOLLErO AeiiCTBHS.

Ha ocnoBe A0CTHIHYTHLIX pPe3yabTATOB ONBITHBIX PAGOT OGLEAHHEHHYIO BAKLHHALHIO
YKa3aHHBIMH TIPHBHBOUHBIMH BeLLECTBAMH HCJb3sl ObUIO PEKOMEHJIOBATH JUIS NPAKTHUECKOTO
NPHMEHEHHSI.

Die gleichzeitige Vakzinierung mit bivalenter Vakzine gegen Schweinerotlauf
und Schweinepest

1. Zur Feststellung der Immunisierungsféhigkeit gleichzeitiger Vakzinierung
gegen Schweinerotlauf und Schweinepest wurden 3 Mischvakzinen (bivalente) her-
gestellt:

a) Mischvakzine (bivalente) aus der Kristallvioletvakzine gegen Schweinepest
und der Adsorbatrotlaufvakzine mit Formalin zu gleichen Teilen.
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b) Mischvakzine (bivalente) aus der Kristallvioletvakzine gegen Schweinepest
und Adsorbatrotlaufvakzine ohne Formalin zu gleichen Teilen.

¢) Mischvakzine (bivalente) aus 3 Teilen Kristallvioletvakzine gegen Schweine-
pest und 2 Teilen Adsorbatrotlaufvakzine ohne Formalin zu gleichen Teilen.

2. Die angefiihrten Impfstoffe wurden auf ihre Immunisierungswirkung gegen
Schweinerotlauf und Schweinepest an 130 Schweinen tberpriift und es wurde fest-
gestellt, dal die Mischvakzinen zwar gegen Schweinrotlauf immunisieren, gegen
Schweinepest jedoch konnte kein befriedigendes Immunisierungsvermogen bewiesen
werden.

3. Auf Grund der erzielten Forschungsergebnisse konnte die gleichzeitige Im-
munisierung mit den angefiihrten Mischvakzinen gegen Schweinerotlauf und -pest
der Praxis nicht anempfohlen werden.
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Trvanie imunity po jednoriazovom ockovani Zivou WR2
vakecinou proti Cervienke oSipanych

MpoponKHTeNbHOCTH HMMYHHTETA NOCJe Pa3oBOH NPUBHBKH XXHBOH HEBHPYJEHTHOH
BAKUHHOI NMPOTHB POXH CBUHEH

Die Immunititsdauner nach einmaliger Impfung mit lebendiger avirulenter Vakzine
gegen den Rotlauf

Zdenék NOVAK, Alojz ZUFFA, Adolf ZAMECNIK
Bioveta n. p. v Nitre, riaditel MVDr. E. Wagner

Uvod

V r. 1960 zadalo sa u nas s pokusnym otkovanim zivou cervienkovou vakei-
nou, pripravenou ze slabo virulentného kmefia WR2. O biologickych a imuno-
logickych vlastnostiach tejto vakciny (ZCV) sme referovali v predoslej praci
(Zuffa aspol. 1960). Roku 1960 sa ZCV pouzila na ochranné ockovanie osi-
panych socialistického sektoru v okrese Bratislava-okolie a v r. 1961 sa pokusné
oc¢kovanie roziirilo na jednu velkovykrminu v Zapadoceskom kraji a niekolko
chovov socialistického sektoru Stredoslovenského kraja. Pre rok 1962 sa planuje
dalsie rozsirenie ochranného ockovania touto vakcinou. O skasenostiach s pouzi-
tim ZCV ziskanych v ramci pokusného ockovania, budeme referovat na inom
mieste (Z 4k a spol. 1961).

Pri stadiu imunologickych vlastnosti ZCV v laboratornych podmienkach
sa ukazalo, ze velmi dobre imunizuje mysky a oSipané (Zuffa a spol. 1960);
pritom sme vSak nezistovali, ako dlho trva imunita po vakcinécii. V tejto praci
predkladame vysledky vysetreni, ktorych ucelom bolo zistif trvanie imunity po
jednorazovom ockovani osipanych ZCV.

Popis pokusov a dosiahnuté vysledky

Na farme ofipanych, patriacej SM v A., ockovali sme 180 odstavéiat ZEV
v davke 1,0 ml s. c. jednorazovo. Zdravotny a vyzivny stav ockovanych zvierat
bol vyhovujici; priemerna zivd vaha ockovancov bola okolo 25 kg (12—25 kg).
Za 2, 3,5 a pol a 7 a pol mesiaca po ockovani vykipili sme po 6, 6, 10, 10
a 10 osipanych a podrobili ich vyvolavajacej infekcii. Dalej sme podrobili vy-
volavajicej infekcii po 12 osipanych z 2 chovov JRD, otkovanych touto vak-
cinou pred 5 mesiacmi.
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Na vyvolavajicu infekciu pokusnych oSipanych metédou Fortnerovou a Din-
terovou sme pouzili virulentné &ervienkove kmene B—5, Motol a Gottwaldov,
ktoré sa na na$om pracovisku bezne pouzivaju pri titraciach ockovacich latok
proti dervienke ofipanych. Na infekciu sme brali 18 hod, sérobujénové kultary
a v davke 0,2 ml sme ich vtierali do 3 skarifikaénych ryh; ¢tvrtd ryhu sme ne-
chali neinfikovant akc kontrolu. Po infekcii sme odéitali kozné reakcie denne
pocas 4 dni a sacasne sme zvieratim merali telesnu teplotu.

Pri hodnoteui imunitného stavu zaradovali sme do skupiny imunnych zvie-
rat aj tie, u ktorych doslo k vyvoju miernych lokdlnych reakcii bez vzostupu te-
lesnej teploty. Za vnimavé sme povazovali zvieratd, u ktorych doslo k vyvoju
silngych alebo velmi silnych lokalnych reakcii, a to aj vtedy, ak u nich ne-
doslo k zvyseniu telesnej teploty.

Vysledky nasich vysetreni st zhrnuté v tab. I a If.

Z tab. I vidiet, ze vSetkych 6 zvierat bolo za 2 mesiace p. v. Gplne chra-
nenych proti vyvoldvajicej infekcii Eervienkou osipanych; zo 6 zvierat infiko-
vanych za 3 mesiace p. v. reagovali 2 a z 10 zvierat infikovanych za 5 mesia-
cov reagovali 3 vyvojom miernych lokdlnych reakcii, prejavujicich sa opuchom

I. Trvanie imunity po jednorazovom oc¢kovani avirulentnou dervienkovou vakcinou

. . Reakcie po perkut. infekcii Spolu
Infekcia za mesiacov
po vakcinacii % 2 . vel’'mi imun- | neimun-
ziadne slabé silné silné siich S
O 3 ]
2 6 - - - | e -
Kontroly - - \ - 6 - 6
3 4 2 - - 6 -
Kontroly - - 1 4 - 5
5 7 3 - 10 -
Kontroly 2 - 1 7 2 8
6,5 6 2 2 - 8 | 2
Kontroly 1 1 - 4 2 4
7,5 5 3 2 - 8 2
Kontroly - ‘ - 4 6 - 10

* Za imunne sme povazovali zvierata, ktoré po perkutannej infekcii nereagovali,
alebo reagovali len slabo.

II. Imunita u o$ipanych vo 2 chovoch JRD za 5 mesiacov po vakcinacii aviruleninou
cervienkovou vakcinou

Reakcie po perkut. infekcii Spolu
Pocet
Chov osipanych | ... lab gflnd vel'mi poet poéet
silné imun. neimun.
A 12 8 2 2 - 10 2
B 12 8 2 2 - 10 2
Kontroly 6 1 1 - 4 2 4
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a zéervenanim koze v priebehu ryh, ale bez zvy3enia telesnej teploty, ktoré
odzneli do 72 hod. p. i. bez o$etrenia. Z 10 osipanych infikovanych za 6 a pol
mesiaca po ofkovani, reagovali 2 vyvojom miernych, a 2 vyvojom silnych lokal-
nych reakcii, a z 10 o$ipanych infikovanych za 7 a pol mesiaca, reagovali 3 vy-
vojom slabych a 2 vyvojom silngchh miestnych reakcii. Zo 42 osipanych imuni-
zovanych ZCV, ktoré boli podrobené vyvolavajtcej infekcii ¢ervienkou za roz-
licny ¢as p. v., bolo iminnych 38; z 37 sacasne infikovanych neosetrenych kon-
trol nereagovali len 4 zvierata.

Z tab. II vidiet, ze z 24 oSipanych, vykapenych z 2 chovov JRD za 5 me-
siacov po ockovani ZCV, bolo tplne chranenych proti vyvolavajicej infekeii
cervienkou 16 zvierat. U 4 osipanych doslo k vyvoju miernych a u 4 k vyvoju
silnych lokédlnych reakcii.

Diskusia

Pri hodnoteni imunogenity komeré¢nej ¢ervienkovej formoladsorbatovej vakeiny,
vyrabanej Biovetou n. p. v Nitre a ZCV, infekciou o$ipanych robenou za kratky c¢as
po oc¢kovani, nezaznamenali sme rozdielov v uc¢innosti obidvoch vakein. Obidva pre-
paraty podané v normalnej aj znizenej vakcina¢nej davke chranili otkované zvie-
rata uplne proti vyvolavajucej infekeii (Zuffa a spol., 1960). Pri rovnakom spésobe
hodnotenia tych istych preparatov doSiel Isopescu a spol (1957) k zaveru, ze
obidve vakeiny su ¢o do imuniza¢nej ucéinnosti rovnako hodnotné. Ked sa viak
vyvolavajuca infekcia imunizovanych zvierat robila za rozlicny ¢as po oc¢kovani,
ukdazalo sa, ze imunita po jednorazovej aplikacii ¢ervienkovej adsorbatovej vakciny
netrva dlhsie ako 3—4 mesiace a u revakcinovanych zvierat nie dlnsie ako 5—7 me-
siacov (Malik a spol, 1961, Rossi, 1959). Vysledky nasich vySetreni sved¢ia pre
to, ze imunita po jednorazovom ockovani ZCV trva dlhsie ako 7 a pol mesiaca,
pretoze vyvolavajucej infekceii, robenej v tom case, odolalo eSte 80 % vakcinova-
nych zvierat. Znamend to, Ze jednorazové oc¢kovanie vykrmovych oSipanych ZCV
sta¢i na ochranu pred cervienkovou infekciou az do dosiahnutia jato¢nej vahy.
Lawson a spol. (1958) udavaju, Ze imunita po aplikacii zivej vakeiny, pripravenej
z kmena CIl, trva aspon 6 mesiacov. Naproti tomu imunita vyvolana po oc¢kovani
Staubovou avirulentnou c¢ervienkovou vakecincu trva len 3—4 mesiace (Tr a-
vinski, Kobusiewicz Steffen, cit. podla Ehrsama 1958). Aj avirulentné
c¢ervienkové kmene EVA a AVRY ukazali sa imunogénne menej ucinné ako kmen
WR2 (Zuffa a spol, 1960).

Vhodnost inaktivovanych aj zivych vakcin k ochrannému o¢kovaniu proti cer-
vienke o$ipanych z nakazového hladiska sme rozobrali v predoslej praci (Zuffa
a spol.,, 1960). Pri ubikvatornom vyskyte virulentnych ¢ervienkovych baktérii a po
sklamani nadeji, Ze vSeobecnym a povinnym pouzivanim inaktivovanych vakein
proti cervienke oSipanych podari sa likvidovat ¢ervienku ako ndkazu (Demnitz,
Schroder, cit. podla Ehrsama, 1958) niet proti pouzitiu Zivej ¢ervienkovej vak-
ciny vedecky zdovodnenych namietok. Ak hodnotime pouzitie zivej a inaktivovanej
vakciny z ekonomického hladiska, treba dat prednost pouzitiu vakcine zivej. Uspory
pri pouziti zivej vakeiny spo¢ivaju v zniZzeni nakladov na jej vyrobu, v jej mensej
spotrebe, s nahradenim dvojrazového oc¢kovania jednorazovym. Skuto¢nost, Ze Zivou
vakeinou stac¢i o¢kovat raz, sa priaznivo prejavi ako pri zvySeni pracovného vykonu
terénnej veterinarnej sluzby, ktora pri znizeni vakcinaénych zakrokov o niekolko
miliénov ro¢ne, moéze sa venovaf inym naliehavym tuloham pri tlmeni hospodarsky
dolezitych nakaz, ako aj zlepSenim hospodarskych vysledkov vo vykrme osipanych,
pretoze odpada jedno vyrusovanie a zatazovanie zvierat. K tomu treba pripoéitat
eSte straty na miése, ktoré vznikaju po pouziti adsorbatovej vakeciny pri porazke
zvierat konfiskaciou patologicky zmenenych tkédni v mieste inokulacie vakeciny vo
forme uzlikov rozli¢nej velikosti, pripadne opuzdrenych hnisavych loZisiek.

Pri dne$nej snahe ¢ pripravu bi- a polyvalentnych vakecin pre veterinarne
ucely poskytuje ziva vakcina proti cervienke lepSie perspektivy ako vakciny inakti-
vované. Schopnost zivej vakeiny vyvolat hlbokt a dlhotrvajicu imunitu jedno-
razovou aplikaciou malého mnozstva o¢kovacej latky, dovoluje kombinovat do pri-
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jatelnej inokula¢nej davky viac druhov vakein (Zuffa a spol., 1961). Pri polyvalent-
nych o¢kovacich latkach z inaktivovanych vakein naraza sa okrem iného aj na faz-
kosti, ze ich kombinaciou zvySuje sa imuniza¢na davka na objem, ktory sa da fazko
aplikovat jednou inokulaciou.

Stahrn

Jednorazové ockovanie avirulentnou cervienkovou vakcinou z kmena WR2
vyvold solidnu imunitu, trvajocu u vysokého percenta otkovancov viac ako 7 a
pol mesiaca.

Diskutuje sa o vyhodach pouzitia avirulentnej cervienkovej vakciny v imu-
noprofylaxii ¢ervienky osipanych.

DoSlo diha 20. 6. 1962
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MpononKNTeIbHOCTE HMMYHHTETA MOCJE PA30BOH NMPUBHBKH MHBOH HEBHPYJEHTHOH
BAKLUHHOH NMPOTHB POXKH CBHHEH

PasoBast nmpuBHBKa HEBHPYJEHTHOIl BakuuHoii 1wtamyMa WR2 1pOTHB pPOXKH CBHHENl
BLI3LIBAET COJIHJHBIH MMMYHHTET, MPOAOJIKAIOUHKICS Y BBICOKOTO MPOLEHTA NPHBHTHIX CBHHEN
cBhllie 7,5 Mecsiues.

OG6cyKAaI0TCs NPEHMYLILECTBA HCIOL30BAHHS HEBHPYJIEHTHON BAKUHHBL [IPOTHB POXKH
CBHHeil B HMMYHONPOQHIAKTHKE 3TOFO 3a6oJeBais.

Die Immunititsdauer nach einmaliger Impfung mit lebendiger avirulenter Vakzine
gegen den Rotlauf

Die einmalige Impfung mit avirulenter Schweinerotlaufvakzine des WR 2-Stam-
mes ruft eine solide Immunitdt hervor, die bei einem hohen Prozentsatz der
geimpften Tiere mehr als 7 und halb Monate dauert.

Man diskutiert iliber die Vorteile der Anwendung der avirulenten Rotlauf-
vakzine in der Immunoprophylaxe des Schweinerctlaufs.
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DuSan KALAB, prom. chemik, MVDr. Ladislav STAROSTIK
Bioveta ved. n. p., Ivanovice na Hané, feditel MVDr. V. Marjanek

Uvod

Pokusy o imunizaci zvifat proti Cervence vepit chemicky izolovanymi anti-
geny ziskanymi z bakteridlnich bunék Erysipelothrix rhusiopathiae suis nebyly
dosud uspésné (6, 9). Béhem chemické izolace dochazi pravdépodobné k inakti-
vaci, jez ma za nésledek poruSeni jejich imuniza¢nich schopnosti. Z praci né-
kterych autoru vsak vyplyva, Ze pfi imunizaci proti cervence vepid se uplatiiuje
téZz rozpustny antigen produkovany cervenkovymi bakteriemi b&hem jejich ristu
do Zzivného prostfedi. Tak Traub (8) ukizal, ze pokusné mysi i vepfi byli
aktivné imunizovani Cervenkovymi kulturami precipitovanymi hydroxydem hli-
nitym a ze jak bakterialni buitky, tak i rozpustny antigen pfitomny v téchto
kulturach jsou nutné pro ptipravu plné aktivnich vakcin. Jak uvadi pozdéji
Gledhill (3) indukuje rozpustny antigen pfitomny v kulturdch éEervenko-
vych bakterii u kralik tvorbu protilatek chranicich pokusné mysi a aglutinuji-
cich suspenze Erysipelothrix rhusiopathie suis. Tento rozpustny antigen je termo-
labilni a ptipomind podle Gledhilla (2, 3) L-antigen, od néjz se lisi pou-
ze tim, Ze se nachazi pfimo v tekuté Zivné pidé, nikoliv jen na povrchu bakte-
ridlnich bunék. Rozpustny antigen vyvazany hydroxydem hlinitym poskytl aéin-
nou vakcinu. Bakteridlni buiky zbavené zivné ptidy a precipitované hydroxydem
hlinitym poskytovaly ponékud a¢innéjsi vakciny. Autor se domniva, Ze vysoce
hodnotné vakciny davaji pouze ty kmeny Eervenky, jejichz bakteridlni buiky
produkuji a na svém povrchu udrzuji co nejvice L-antigenu. Podle Wiidika
(10) zavisi imuniza¢ni schopnost ¢ervenkového kmene AV/Roy na dvou fakto-
rech, z nichz jeden je vizany na bakterialni télo a druhy na substanci uvol-
fiovanou z &ervenkovych bakterii do kultivaéniho media. K obdobnym zavérim
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dochazi téz Becker (1). Pokusili jsme se proto ovétit si u dvou kment Erysi-
pelothrix rhusiopathiae suis imunizaéni schopnosti jednotlivych sloZek jejich bak-
terialnich kultur. Nékteré z antigennich slozek jsme sledovali téz sérologicky.

Pokusna ¢ast

Metodika
Pouzité ervenkové kmeny:

Kmen VR, (Bukurest) : slabé virulentni pro mysky a holuby, avirulentni
pro vepie, patii mezi kmeny sérologického ty-

pu N.

Kmen Bs: vyrobni vakcinovy kmen, virulentni pro vepre,
patii mezi kmeny sérdlogického typu B.

Kmen M-14: pouziva se pro infekei pokusnych mysek, podle
nagich sérologickych vySetfeni patfi ke kmentm
typu B.

Kmen VRB-175: pouzivé se pro infekci veptd, podle nasich sérolo-
gickych zkouSek jsme jej zaradili mezi kmeny ty-
pu A.

Pfiprava a zpracovani Cervenkovych kultur:

Vybrané kmeny cervenkovych bakterii jsme kultivovali v Zivné padé za-
lozené na pankreatinovém hydrolyzatu koiiského masa s 1% Bactopeptonu 1300-
-Organofarma-Praha, obsahujicim 109% pepsinem natraveného normalniho koii-
ského séra o 5,0 % glukézy. Vysledné pH bujénu ¢inilo 7,7. Inokulum bylo pti-
praveno na zivné pudé téhoz slozeni, bez glukdzy. Vlastni pomnozovéani probihalo
v tanku obsahujicim 6 litrd pidy po inokulaci 3—10 ml inokula, pii teploté
37° C. Abychom udrzeli pfiznivé pH zZivné pidy po celou dobu rtstu, ptidali
jsme k pidé bromthymolovou modf (100 mg/6 litri) k barevné indikaci jeho
zmén a pH pldy upravovali ¢pavkovymi parami. Promyvacka s koncentrovanym
amoniakem (25%) byla prohdnéna vzduchem a strieny amoniak filtrovan pred
vstupem do tanku s kulturou vatovym filtrem. Pri okyselovani zivné pudy bé-
hem ristu fervenkovych bakterii dochazi k barevné zméné indikatoru z modro-
zelené do Zzluté, jiz pak vracime do piivodnich alkalickjch hodnot amoniakem tak
dlouho, az se barevné zmény neprojevuji a rust kultury je ukoncéen, coz byva
prumérné do 24 hodin. Po mikroskopickych a kultiva¢nich zkouskach cistoty na-
rostlé bakteridlni kultury obsah kultivaéniho tanku odstfedime na pritokové od-
stiedivce ,Jihostroj“ pti 30.000 obritkdch za minutu. Tim ziskdme ¢&isty super-
natant a oddélime bakterie. Bakterie pak rozptylime ve fyziologickém roztoku
stejného objemu, ktery méla odstfedovana kultura.

Tmunizaéni pokusy na myskach:

V pokusech s bilymi myskami jsme sledovali imunogenni schopnosti ¢istého
supernatantu, dale bakterii resuspendovanych ve fyziologickém roztoku a kul-
tury jako celku. Poté pak supernatantu, bakterii ve fyziologickém roztoku a celé
kultury, jak po ptidani 2000 m. j. penicilinu/ml, tak také po ptidani 20% hydro-
xydu hlinitého s 0,2 % formalinu. Mysky byly otkovany davkami 0,2 ml s. c.
na hibet, po otkovani pozorovany 21 dnt a poté primo infikovany lyofilizova-
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nym cervenkovym kmenem M-14, ktery zitedény pied pouzitim [yziologickym
roztokem v poméru 1 : 140 usmrcuje kontrolni mysky do 72 hodin. Infekce byla
provedena 0,2 m] i. p. Mysky byly sledovany 14 dni po infekci a z uhynulych
mysek byly provadény kultivace.

Priprava kralic¢ich sér k sérologickym zkouskam:

Cervenkové kultury jsme pomnozovali na polesyntetické tekuté zivné pidé,
jez méla za zdklad enzymaticky hydrolyzéat kaseinu s glukézou a , Tweenem 80°
jako ristovym faktorem podle Keitaro Ando a spol. (5). Kraliky jsme
imunizovali jednak supernatantem z ¢ervenkové kultury VR; a jednak celou kul-
turou kmene Bs (v prvnich 6 injekcich umrtvenou formalinem). V obdobi 2 mé-
sicii obdrzeli kralici po 150 ml antigenid, z nichz polovina byla podana s. c.
a druhé polovina i. v. Krev byla odebrana z usni vény a sérum ziskano béznym
zplisobem.

Sérologické zkousky:

Kapkova aglutinace: 16hodinové kultury cervenky vyrostlé na Tryptose-
-Broth, Difco, odstfedéné a zahu$téné na obsah 10 miliard zarodkd/ml, jsme
zkouseli rychlou kapkovou aglutinaci se specifickymi i nespecifickymi séry.

Imunochemické zkousky:

Precipitace v agaru: PouZili jsme metody dvojité difiize na agarové misce
pedle Ouchterlonyho (7). Prumér misek ¢inil 55 mm.

Extrakt z bakteridlnich bunék Erysipelothrix rhusiopathiae suis jsme pfi-
pravili N/20 kyselinou chlorovodikovou za varu na vodni lazni podle pfedpisu
uvedeného v Mikrobiologickych vysetfovacich metodach Johnem (4).

Vysledky
Pokusy s kmenem VR..

Imuniza¢ni pokusy na myskach:

Jednotlivé antigenni slozky pro imunizacni pokusy jsme zpracovali tak, Ze
vzniklo celkem devét vzorku pouzitych k ockovani laboratornich mysek: Super-
natant (S), supernatant s 2000 m. j. penicilinu/ml (S—Pn) a supernatant
s 20 % hydroxydu hlinitého a 0,2 % formalinu (S--Al(OH)3). Resuspendo-
vané bakterie (Bs), bakterie s 2000 mj. j. penicilinu/ml (Bs—Pn) a bakterie
s 20 % hydroxydu hlinitého a 0,2 % formalinu (Bs—AlI(OH)3). Kultura jako
celek (K), kultura s 2000 m. j. penicilinu/ml (K—Pn) a kultura s 20 % hydro-
xydu hlinitého a 0.2 % formalinu (K—Al(OH)3).

Kultivaénim vysetfenim jednotlivych vzorkt pred ofkovanim mySek jsme
zjistili, ze pouze kultura K je ziva. Vysledky pokusu shrnuje tabulka 1. Z ta-
bulky I je patrno, ze samotna kultura K je pro mysky mirné patogenni, coz sou-
hlasi s adaji literatury. Dobré imunizaéni schopnosti po infekci vyvolané lyofili-
zovanym cervenkovym kmenem M-14 mély pouze vzorky: K, K—Pn, S a
S—Pn. Lze se tedy domnivat, ze jak v kultufe K, tak i v supernatantu S je
pfitomna substance, jejiz imunizaéni schopnosti nejsou olivnény pfiddnim peni-
cilinu, ale po ptiddni hydroxydu hlinitého s formalinem se ru$i. Po aplikaci
vzorku obsahujiciho samotné bakterie Bs, dale Bs—Pn i Bs—Al(OH)3 k tvorbé
imunity u my$ek nedoslo.
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I. Pokus s kmenem VR2

: Pocet Pocet Prubéh po infekci Pro-
Zkgﬁzfogﬁzk otkovanych | infikovanych cento
. my3ek mySek | 24 48 72 96 120 144hod. [PEeZit
Kultura K 10 7 (3 uhynu-
ly po oc¢ko-
véni - = = = = - | 100%
K—Pn 10 10 - - - 1 - - 90
K—Al(OH), 10 10 = 1 2 2 3 1 10
Supernatant S 10 10 - - - - - 100%,
S—Pn 10 10 - - - - - 100
S—AI(OH), 10 10 - - 8 2 - - 0
Bakterie 10 10 - 1 5 4 - - 0%
Bs—Pn 10 10 - 1 6 3 - - 0
Bs—Al(OH), 10 10 -~ 1 5 & = = 0
Kontroly 10 - 2 8 - - - 0%

Sérologické zkousky:

Sérum kralika imunizovaného supernatentem z kultury kmene cervenky RV,
dévalo pfi rychlé kapkové aglutinaci ihned pozitivni reakci s mladymi ¢ervenko-
vymi bakteriemi vSech tfi sérologickych typu.

Imunochemické zkousky:

Pri precipitaci v agaru podle Ouchterlonyho dochdzi mezi sérem
kralika imunizovaného supernatantem z &ervenkové kultury VR, a mezi antigeny
obsazenymi s supernatantech cervenkovych kultur vsech tfi sérologickych typt
k vzniku zfetelné precipitacni zény béhem 48 hodin pti laboratorni teploté.
Uvedené krali¢i sérum nedava precipitaéni reakci v kontrole s ¢&istou Zivnou pii-
dou, ani s antigeny pripravenymi kyselou extrakci (4) bakteridlnich bunék cer-
venkovych kmend VR, Bs, ani VRB-175.

Pokusy s kmenem Bs.
Imunizaéni pokusy na myskach:

‘Pomnozeni bakterii, centrifugace kultury i celé zpracovani jejich slozek
k imunizaci pokusnych mysek bylo provedeno stejné jako u predeslého pokusu
s kmenem VR,. Oznaceni jednotlivych vzorki je rovnéz analogické. Vysledky po-
kusu shrnuje tabulka II. Na rozdil od pokusi s kmenem VR; mély dobré imu-
nizaéni vlastnosti vzorky K—AI(OH)s a S—AI(OH)s. Vzorek Bs— Al(OH);
imunizoval mysky jen ¢astené. Po aplikaci ostatnich vzorkd nedoslo u mysek
k vytvofeni imunity. Z pokust je patrné, Ze samotny supernatant S, bez pti-
déni hydroxydu hlinitého s formalinem v tomto ptipadé neimunizuie.

Sérologické zkousky:

Sérum kralika imunizovaného kulturou kmene Bs davalo pti rychlé kap-
kové aglutinaci ihned pozitivni reakci se suspenzemi mladjch &ervenkovych bak-
terii vSech tfi sérologickych typu.
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II. Pokus s kmenem Bs

, Polet | Pocet Pribéh po infekci Proe
Zkoudena ockova- | infikova- it
antigenni slozka nych nych CEILO
mysek | mysck |24 48 72 96 120 144 168192hod. |PreZiti
Kultura K 10 10 - 3 7 - = = = - 0%
K—Pn 10 10 - 6 4 - - - - - 0
K—AI(OH), 10 10 - - - -1 = = - 90 .
Supernatant S 10 10 2 6 2 - - - = - 0%
S—Pn 10 10 - 6 4 - - - = - 0
S—AI(OH), 10 10 - - = = = = = - 100%
Bakterie Bs 10 10 -5 2 1 1 - 1 - 0%
Bs—Pn 10 10 - 7 3 - - = = - 0
Bs—Al(OH), 10 10 - - - = - =2 3 50
Kontroly 10 2 3 5 - - - - - 0%

Imunochemické zkousky:

Pfi precipitaci v agaru podle Ouchterlonyho dochidzi mezi sérem
kralika imunizovaného celou kulturou ¢ervenkového kmene Bs a mezi antigeny
obsazenymi v supernatantech kultur cervenky vsech tfi sérologickych typu k tvor-
bé precipitaéni zény jiz béhem 48 hodin pii laboratorni teploté. Uvedené kralici
sérum neddva precipitacni reakci v kontrole s ¢istou zivnou pudou. Precipita¢ni
reakce s kyselymi extrakty ¢ervenkovych bakteridlnich bunék (4) kment Bs
a M-14 byla pozitivni, zatimco u analogickych extraktii z ¢ervenkovych kment
VR; a VRB-175 k tvorbé precipitacni zony nedoslo.

Precipitace v agaru s hyperimunnim homolognim ¢ervenkovym sérem.

Precipitaci v agarové misce jsme dale zkouseli homologni hyperimunni séra
proti Cervence vepii vyrobena jednak v Bioveté, n. p., v Ivanovicich na Hané,
jednak v NDR. K pripravé ivanovického séra bylo pfi hyperimunizaci pouzito
viech tfi sérologickych typu Eervenky.

Oba druhy ¢&ervenkovych sér davaly do 48 hodin pii laboratorni teploté
ztetelné precipitaéni zény s antigeny piitomnymi v supernatantech kultur vsech
tii sérologickych typt cervenky. Kontrolni reakce s ¢istou zivnou pudou byla
negativni. Agarové precipita¢ni reakce s extrakty bakteridlnich bunék cerven-
kovych kmentit VRB-175, Bs a VR; byla rovnéz u vsech téchto tii sérologickych
typt ¢ervenkovych bakteri pozitivni.

Diskuse

Zavérem lze ftici, ze u cervenkovych kmeni VR; a Bs je pifitomna
imunizujici substance i mimo téla bakterii. Tato imunizu-
jici substance z kmene Bs viruletniho pro vepfe, imunizovala pouze ve spojeni
s hydroxydem hlinitym a formalinem a jak se zd4, je vdzdna Caste¢né téz na
samotné bakterie s hydroxydem hlinitym a formalinem. Tato naSe zji§téni jsou
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v souhlase s ndzory Gledhilla (3), ktery ve své praci uvadi, Ze rozpustny
antigen pfitomny v ¢ervenkovych kulturach odpovidia pravdépodobné termola-
bilnimu L-antigenu, popisovanému dfive (2) ve spojeni s povrchem bakterialnich
bunék. V &ervenkovych kulturach, poskytujicich vysoce aktivni vakciny, podrzuji
si bakterie po oddéleni kultivacniho media ve znaéné mife na svém povrchu
L-antigen. Supernatanty pak poskytuji a¢inné vakciny tehdy, uvoliiuji-li bakterie
ze svého povrchu L-antigen do media. Aufor rovnéz predpoklad4, Zze mnozstvi
L-antigenu zadrzeného bakteridlnimi buiikami je kolisavé. Obdobné jak uvadi
Gledhill (3), zjistili jsme i v nadi praci, ze supernatant z ¢ervenkové kul-
tury kmene VR vyvolavd u kralika tvorbu specifickych protilatek, jez se daji
prokazat rychlou kapkovou aglutinaci. Déle jsme se pokusili o imunochemické
sledovani téchto protilatek — precipitaci v agaru. Jak je patrno z naich po-
kusd, jsou podstatné rozdily mezi reakcemi antigeni pfipravenymi kyselou re-
akci Cervenkovych bakteridlnich bunek a reakcemi rozpustného antigenu pri-
tomného v supernatantech.

Sérum kralika imunizovaného supernatantem z Cervenkové kultury kmene
VR davalo pfi precipitaci v agaru precipita¢ni zény pouze s antigeny pfitom-
nymi v supernatantech ¢ervenkovych kultur (vSech tfi sérologickych typi), za-
timco precipitaéni reakce s antigeny pfipravenymi kyselou extrakci z bakterial-
nich bunék byly negativni. Sérum kralika imunizovaného celou kulturou kmene
Bs precipitovalo v agaru s antigeny obsazenymi v supernatantech ¢ervenkovych
kultur viech tfi sérologickych typu i s antigeny pfipravenymi kyselou extrakei
z bunék bakterii &ervenkovych kmeni Bs a B-14, nalezejicich do sérologického
typu B. :

Je tedy pravdépodobné, ze antigenni slozka prechdzejici do supernatantu
u ¢ervenkovych kultur riznych sérologickgch typi bude shodna, nebof podle
nasich pokusii dochazi pfi jeji difuzi v agaru ve vSech sledovanych ptipadech
k pozitivnim precipitaénim reakcim se sérem krilika imunizovaného supernatan-
tem z kultury cervenkového kmene VR Z nasich imuniza¢nich pokust vyplyva,
ze urcité kmeny Erysipelothrix rhusiopathiae suis by mohly slouzit k pripravé
ockovaci latky neobsahujici ani Zivé, ani mrtvé cervenkové bakterie.

Pti precipitaénich pokusech v agaru jsme v homolognich hyperimunnich
Cervenkovych sérech zjistili pritomnost protilatek proti antigenim ze super-
natantid kultur ervenkovych bakterii vsech tfi sérologickych typa. Predmétem
nasi prace bude zjisténi, v jakém vztahu jsou iyto protilatky k hodnoté hyper-
imunniho séra proti fervence vepiu.

Souhrn

Pokusy na laboratornich myskach jsme potvrdili pritomnost rozpustného
imunuzujiciho antigenu, jenz prechazi pri riistu Erysipelothrix rhusiopathiae suis
do tekutého zivného media.

Tento antigen vyvolava u kralikdi tvorbu specifickych protilatek, které lze
prokazat aglutinaci a té7 imunochemicky — precipitaci v agaru. Rovnéz v ko-
mer¢nich homolognich hyperimunnich sérech proti Cervence vepiti jsme preci-
pitaci v agaru zjistili pfitomnost specifickych protilatek proti tomuto rozpust-
nému antigenu.

Doslo dne 20. 6, 1962
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Buoxumuueckoe HCCJIe10BAHHE "POXKH CBHHEH
A

VI. Bonpockl HMMYHOJIOTHH APOTHB POXKH CBHHEH

B onbitax ¢ sa6opatophbIMH MbIIIAMH MBI MOATBEPAHJH HaJIHUHE PACTBOPHMOrO HMMY-
HH3NPYIOLLEro AHTHTEHa, KOTopblii nonasaer npu pocre Erysipelothrix rhusiopathiae suis
B JKHIKYIO IHTATEJNbHYIO CPely.

DTOT AHTHUTCH BbI3bIBAET Y KPOJHKOB ()6PH3OB3HIIC ('ll(‘lll{d)ll‘le(‘KllX dHTHTEJ, KOTOpbIC
MOXKHO JIOCTOBEPHO YCTAHOBHTD ATrTIIOTHHALMET, a TaKKe HMMYHOXHMHUYCCKH — nyTem ripe-
ILHITHTAILHH Ha arape.

Takxe B KOMMEPUECKHX FOMOJOTHUECKHX THNEPHMMYHHBIX CLIBOPOTKAX MPOTHB POXKH
CBHHEII Mbl NyTeM NPCLHNHTALHH HA arape yCTAHOBHJH HaJHuHe ClICHH(PHUECKHX aHTHTeN
IIPOTHB 3TOr0 PACTBOPHMOrO AHTHrEHA.

Biochemische Studie iiber den Schweinerotlauf

VI. Aus der Immunologie gegen den Schweinerotlauf

Mittels Versuche auf den Labormé&uschen haben wir die Anwesenheit eines
loslichen immunisierenden Antigens bestitigt, das beim Wachstum von Erysipelo-
thrix rhusiopathiae suis in ein flieflendes N#hrmedium {ibergeht.
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Dieses Antigen ruft bei den Kaninchen die Ausscheidung von spezifischen
Antikorpern hervor, die durch Agglutination und auch immunochemisch — durch
Prezipitation im Agar — bewiesen werden koénnen.

Gleichfalls in den kommerziellen homologen hyperimmunen Seren gegen den
Schweinerotlauf haben wir mittels Prezipitation im Agar die Anwesenheit von spe-
zifischen Antikorpern gegen dieses losliche Antigen festgestellt.
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USTAV VEDECKOTECHNICKYCH INFORMACI MZLVH
ROCNIK 8 (XXXVI) VETERINARNI MEDICINA 1963 - CISLO 3

Prispévek k hodnoceni aktivity tuberkulinu

K BOnpocy OUEHKH aKTHBHOCTH TYGepKy/aHHOB

Contribution a I’évaluation de l'activité des tuberculins

MVDr. Milan PAVLAS
Technicka spoluprace: Patlokova Vlasta

Oddéleni pro tuberkuldézu Vyzkumného ustavu veterindrniho lékafstvi v Brné,
teditel doc. MVDr. J. Viéek.

Uvod

Nezbytnym ptedpokladem uspéné eradikace a prevence tuberkulézy je,
abychom méli k dispozici tuberkuliny se spolehlivymi alergenogennimi vlast-
nostmi. Pfitom je zejména dulezité, aby tuberkulin mél pfiméfenou aktivitu,
kterd by byla v chovech zamofenych tuberkulézou zarukou odhaleni v§ech naka-
zenych zvirat. Naproti tomu v chovech prostych tuberkulézy je dulezité, aby po-
uzity tuberkulin byl dostate¢né specificky a nevyvolaval pozitivni nebo dubiézni
reakce u skotu tuberkulézy prostého.

Je proto pochopitelné, ze i ve statech prakticky jiz tbc prostych, i se znac-
nym vyskytem tuberkulézy, se vénuje hodnoceni a titraci tuberkulini mimofadna
pozornost.

V soucasné dobé se pouzivd v jednotlivych stitech riznych druht tuber-
kulinti, a to zejména tuberkulinu ¢isténych PPD, albuméz prostych a tuberku-
linu vetus, ktery se vsak stidle vice nahrazuje tuberkuliny ¢isténymi. Jako hlavni
divod zavadéni cisténych tuberkulini do diagnostiky se uvadi snadnéjsi stan-
dardizace a vétsi spolehlivost. Rada autori dosla k tomuto zavéru pfi srovnavani
aktivity tuberkulini vetus a ¢isténych PPD tuberkuling, a to jak na skotu, tak
i na morcatech, kde dosahla vyrazné lepsich vysledkt pfi pouziti tuberkulint
¢isténych. Pritom c¢isténymi tuberkuliny bylo dosazeno v urditych ptipadech
v chovech skotu zamotrenych tuberkulézou az o 10, 20, 30 a vice procent pozi-
tivnichh vysledkii ve srovnani s tuberkulinem vetus (Rossi — 1961, Iva-
nov — 1959, Kirillov — 1960). Zejména vyraznych rozdila bylo dosa-
zeno pii pouziti ¢isténych — komplexnich tuberkulinti s mnozstvim 6 mg tuber-
kuloproteinu na 1 ml tuberkulinu.

Vsechny shora uvedené udaje svédéily pro to, aby i u nds v CSSR byl
urychlené zaveden do diagnostiky tuberkulézy &istény tuberkulin.

N 185



Piihlizime-li viak k Gdajom v literatufe o vzdjemném ovlivnéni reakci pfi
intradermalni tuberkulinaci fedénymi a nefedénymi tubeikuliny pii soucasné je-
jich aplikaci (Kress, Mathois, Stockel — 1960, Bederke — 1960,
Beerwerth — 1958, Meyn — 1961, Schliesser — 1954), je nutno
kriticky hodnotit i tdaje o spolehlivosti tuberkulind, a to jak vetus, tak cisté-
nych.

d Ukolem nasi prace bylo zjistit, do jaké miry dochézi ke vzdjemnému ovliv-
néni tuberkulinovych reakci pti soucasné aplikaci ¢isténych PPD a vetus tuber-
kulinii. Zaroveni jsme se snazili posoudit diagnostickou spolehlivost obou druhi
tuberkulint.

Metodika

K pokusim hylo pouzito 192 kust skotu, které byly ustdjeny ve dvou tuber-
kuldznich izolatech. Dospéla zvirata byla ustajena v téchto stajich po predchozim
pozitivnim vysledku {uberkulinace. Pri klinickém vysetreni byly zjistény klinicky
zjistitelné tb zmény na dychacim ustroji u 30 % dospélého skotu.

Uvedeny skot byl rozdélen do Sesti skupin po 32 zviratech. Kazda skupina
zvifat byla rozdélena do dvou podskupin A a B. V podskupiné A byl skot starsi
2 roki, v podskupiné B skot ve staii do dvou roku.

Ve skupiné I. byl pouzit 50% tuberkulin vetus bovini, ¢istény tuberkulin PPD
pripraveny z kmene AN 5 v koncentraci 2 mg tuberkuloproteinu na 1 ml fedidla
a ¢istény tuberkulin z kmene humanniho PN 14 se stejnym mnoZstvim tuberkulo-
proteinu jako u tuberkulinu pripraveného z kmene AN 5. Tuberkulin vetus bovini
50% op. ¢. 93 pouzity ve vsech Sesti skupindch obsahoval 90.000 tuberkulinovych
jednotek v 1 ml. Ve 2 mg tuberkuloproteinu pripraveného z kmene AN 5 bylo zjis-
téno 600 000 tuberkulinovych jednotek, ve 2 mg tuberkuloproteinu z kmene PN 14
bylo 300000 tuberkulinovych jednotek. Tuberkulin byl vytitrovan na skotu. Jako
standardu k titraci uvedeného tuberkuiinu bylo pouzito tuberkulinu vetus z Paul -
Lhrlichova ustavu ve Frankfurtu nad Mohanem. VSechny tri druhy tuberkulinu
byly inokulovany souc¢asné v mnozstvi 0,2 ml. Pri pouziti 3 tuberkulint byly vzdy
dva tuberkuliny inokulovany v roviné vertikalni na prednim okraji lopatky, treti
tuberkulin na protilehlé stran¢ v dorzalni ¢asti predniho okraje lopatky. Pri pouziti
dvou tuberkulinit byly tuberkuliny inokulovany na protilehlych symetricky uloze-
nych mistech v dorzalni ¢asti predniho okraje lopatky.

Ve druhé skupiné skotu bylo pouzito tuberkulinu vetus 50% boviniho a ¢isté-
ného tuberkulinu PPD pripraveného z kmene PN 14, kiery rovnéz obsahoval 2 mg
tuberkuloproteinu na 1 ml redidla.

Ve treti skupiné bylo pouzito téhoz tuberkulinu vetus boviniho 50% jako
u predchazejicich zvirat. Cistény tuberkulin piipraveny z kmene PN 14 vsak by!
desetkrat zredénéjsi a obsahoval pouze 0,2 mg tuberkuloproteinu na 1 ml redidla.

Abychom objasnili snizovani a ovliviiovani aktivity jednotlivych tuberkulint
vetus pri soucasné aplikaci nékolika tuberkulind jednomu zvifeti, provedli jsme
u dalSich tri skupin skotu srovnavaci testy, pti kterych jsme intradermdlné inco-
kulovali jednomu zvireti na trech mistech tuberkuliny vetus razné Kkoncentrace.
Pritom ve skupiné IV. byl inokulovin na dvou mistech koncentrovany tuberkulin
vetus ‘bovini 100%, op. ¢. 84 a na tfetim misté byl aplikovan srovnavaci tuberkulin
vetus bovini 50% op. ¢. 93.

Ve skupiné V. byl pouzit srovnavaci tuberkulin vetus 50% a 50% tuberkulin
vetus bovini op. ¢. 84.

Ve skupiné VI. byl souc¢asné inokulovan srovnavaci 50% tuberkulin vetus bo-
vini (op. ¢ 93) a 10% tuberkulin vetus op. ¢. 84.

Zpusob inokulace pouzitych tuberkulinGi v jednotlivych skupinach je uveden na
tabulce I.

Reakce byly ode¢itany za 72 hod. po intradermalni inokulaci tuberkulinu kuti-
metrem zn. Prema.
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1. Aktivita tuberkulini PPD a vetus pri srovnavacich tubei-
kulinacich u skotu v hospodaistvi zamofeném tuberkulézou

1 — dorsal. ¢ast predniho okraje lopatky.
11 — dorsal. ¢ast predniho okraje lopatky
111 — ventr. cast pred. okraje lopatky

} protilehla

) ' Pocet Pocet _ , Prumérné reakéni ¢islo Potet zvifat s reakénim
Skupina ' Stari yBeLE. vysetf. | Misto : Poutity tuberkulin u zvirat _ &islem v mm
zvirat | skotu i zvifat | inokulace 1 cel- reagujicich | 1, 5.52.6-3.5 3,6

E celkem ‘ kem neg. dub. poz. 21-1,5 1,6-2,5 2,6-3,5>3,
l ; i Ii | vetus-bov.op.&.93-50% | 249 099 240 49| 8 5 2 5
A | —2rok 20 I PPD-AN;-2 mg/l ml 558 0,50 3,25 6,2 | 1 0 2 17

| Yy 5
v | ‘ 9 I | PPD-PN 14-2 mg/lml 470 050 2,90 630 | 2 1 5 12
‘ | - 11 vetus.—bov. op. & 93-50 %, | 2,07 0,60 2,60 583 ! 8 0 1 3

, 1
| B | <2roka 12 I PPD AN,-2 mg/l ml 3,45 047 1,70 9,13 | 7 1 0 4
\ [ 111 PPD-PN 14-2 mg/l ml 3,12 0,71 1,80 740 | 6 2 0 4
| & N I vetus.—bov. op. €. 93-50 %, | 3,85 1,00 2,66 571 | 4 2 4 10
i | | SRS | 25 11 PPD-PN 14-2 mg/l ml 6,01 1,00 228 7,34 | 1 3 115
B ‘ =9 5ok 12 ' I vetus.—bov. op. ¢. 93-50 9, 2,23 0,70 1,80 6,10 7 2 0 3
o ToRd ! 1T PPD-PN 14-2mg/lml | 2,60 059 — 6,62 | 8 0 0 4
N . . 1 vetus.—bov. op. & 93-50% | 6,86 08 35 7,39 | 1 0 1 18
- | BT =N = 11 PPD-PN 14-02mg/lml | 7,90 — 29 846| 0 0 2 18
’ B | <3 roki & [ I vetus bov.—op. & 93-50% 253 075 1,7 58| 7 1 0 4
| ; 11 PPD PN 14-0,2 mg/l ml 2,73 068 — 6,78 | 8 0 0 4
‘ I vetus bov.—op. ¢. 93-509%, 4,16 1,23 25 6,65 3 5 3 9
A | -2roky 20 | I vetus bov.—op. & 84-100% | 4,15 1,20 3,0 731 4 8 1 7
- 5 111 vetus bov.-op. & 84-100% | 5,33 1,00 2,36 9,38 1 3 2 14
I vetus bov.-op. & 93-50%, 421 055 2,03 844 | 4 2 1 5
B | <2roki 12 I vetus bov.—op. & 84-100% | 4,15 0,90 2,00 7,03 | 4 5 6
111 vetus bov.—op. & 84-100% | 5,11 0,60 2,27 10,40 | 4 2 1 5
- 4 I vetus bov.—op. . 93-509%, 7,50 1,15 1,80 9,00 | 2 2 — 16
. ol K PRI . 1T vetus bov.—op. & 84-50% | 7.36 1,0 230 88 | 3 -1 — 16

- w5 I vetus bov.-op. & 93-50%, 370 1,16 2,0 694 5 7 = 5
1I vetus bov.-op. & 84-50%, 353 055 — 770| 1 — @ — 5
R I vetus op. & 93-50% 750 — 1,7 780 | — 1 — 19
. | & | B & % 11 vetus bov. op. ¢. 84-10% 685 0,60 — 742| 1 — 1 18
. I vetus bov. op. €. 93-50%, 3,68 0,87 2,18 7,67 3 4 1 4
R I 11 vetus bov. op. & 84-109% 261 046 230 553| 5 2 1 4




Vysledky pokustu

U skotu ve skupiné I., kterému byl soucasné inokulovan tuberkulin vetus

50%ni a ¢isténé tuberkuliny PPD, ptipravené z kmene AN5 a PN 14 s obsa-
hem 2 mg tuberkuloproteinu na 1 ml fedidla, byl zjistén znaény rozdil v akti-
vité Cisténych a vetus tuberkulint, pfi ¢emz reakéni ¢isla i pocet pozitivnich
reakci na PPD tuberkulin znaéné prevysoval pocet pozitivnich reagentli na tuber-
kulin vetus. Ve skupiné dospélého skotu reagovalo na PPD tuberkulin z kmene
AN5 859 zvifat pozitivng, 10 % dubiézné, 5 % negativné. Na tuberkulin
vetus op. ¢ 93 reagovalo pozitivné 25 % zvifat, 35 % dubiézné a 40 % nega-
tivné (graf 1 a 3, tabulka I).
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Znaéné mensi rozdily v poétu pozitivnich reagentii mezi tuberkulinem PPD
a vetus byly zjistény u mladého skotu. Tak ze 12 vySetfenych zvifat reagovalo po-
zitivné na tuberkulin PPD z kmene AN5 33 % kust, 8 % dubiézné, zatimco na
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tuberkulin vetus reagovalo pozitivné 25 %, dubiézné 8 % zvirat (grafé.3a4).
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Ve II. skupiné zvifat, kde bylo pouZito tuberkulinu vetus 50%niho stej-
ného op. ¢. jako u skupiny L. a tuberkulinu PPD pfipraveného z kmene PN 14
s obsahem 2 mg tuberkuloproteinu v 1 ml fedidla, byla zjisténa ponékud lepsi
spolehlivost tuberkulinu vetus ve srovnani s predchézejici skupinou. Tak zatimco
v I. skupiné byl pocet pozitivnich reagentli na bovinni tuberkulin u dospélého
skotu pouze 25 %, reagovalo ve II. skupiné na tentyz tuberkulin 50 % zvitat
pozitivné. Piitom i na PPD tuberkulin bylo dosazeno ponékud lepsich vysledki
nez v L. skupiné vzhledem k tomu, ze pocet pozitivnich reakci byl o 15 % vétsi
(gral 1, tabulka I). U mladého skotu byl pocet pozitivnich reagenti na PPD
tuberkulin z kmene PN 14 a vetus tuberkulin ve skupiné I. a II. shodny (graf 2).

Z vysledkli predchazejicich srovndvacich tuberkulinaci by mohl vyplynout
zavér, ze tuberkulin vetus: ma velmi nizkou aktivitu a nelze ho proto pouzit
k diagnostice tuberkulézy. Dalsi pokusy vsak tento nazor vyvrétily.

Ve III. skupiné zvitat, kde byl soucasné inokulovdn zfedény PPD tuber-
kulin s obsahem 0,2 mg tuberkuloproteinu na 1 ml fedidla a 50%ni iuberkulin
vetus, bylo dosazeno vyrazné lepsich vysledkt pfi hodnoceni aktivity, a to ze-
jména u tukerkulinu vetus. Z 20 kust dosp&lého skotu reagovalo pozitivné na
tuberkulin vetus 90 %, 5 % dubiézné a 5 % negativné. Na tuberkulin PPD
z kmene PN 14 reagovalo rovnéz 90 % zvitat pozitivné a 10 % dubiézné. To
znamend, ze pofet pozitivnich reagentii na tuberkulin vetus ve srovnani se sku-
pinou I. se zvysil o 65 %.

V dalsi fazi pokusi jsme se snaZzili objasnit vzajemné ovlivnéni tuberkuli-
novych reakci na tuberkuliny vetus pfi soucasné aplikaci jednomu zvireti.

Ve IV. skupiné byl na dvou mistech inokulovdn intradermélné jednomu
zvifeti tuberkulin vetus koncentrovany 100% a na t¥etim misté tuberkulin vetus
50% op. € 93. V dalsi V. skupiné skotu bylo pouzito 50% tuberkulinu vetus
op. ¢ 93 a op. & 84, v posledni VI. skupiné 10% tuberkulin vetus op. & 84
a 509% tuberkulin op. ¢. 93.

Pfi hodnoceni vysledkit ve IV. skupiné bylo zjisténo, ze ze 20 kust dospé-
lého skotu reagovalo pozitivné na tuberkulin koncentrovany (op. & 84) 40 az
70 % zvitat. Na tuberkulin srovnavany (op. ¢. 93) reagovalo pozitivné 45 %
zvital. Je pozoruhodné, ze rozdil v poc¢tu pozitivnich reagent na koncentrovany
tuberkulin op. & 84 byl pomérné znaény a dosahoval u dospélého skotu 30 %.
Tyto rozdilné vysledky mohly byt vyvolany tim, ze tuberkulin op. ¢. 93 a 84
byl inokulovan spole¢né na jedné strané zvifete, pricemz tuberkulin op. ¢&. 84,
na ktery bylo zjisténo 70 % pozitivnich reakci, byl aplikovan ventralné, kde
je reaktibilita kuze vétsi nez v dorzédlni ¢asti predniho okraje lopatky. Z tohoto
vysledku vyplyva nutnost vhodné volby mista pfi srovnavaci tuberkulinaci, ze-
iména pri titraci tuberkulini. P¥i pouziti dvou tuberkulint je proto nejlépe tu-
berkulin inokulovat vzdy symetricky na protitehlych stranach zvifete.

V V. skupiné, kde bylo pouzito 50%niho tuberkulinu op. ¢. 84 a 50%niho
tuberkulinu vetus op. ¢. 3, bylo dosazeno zna¢né lepSichh vysledki ve srovnani
s predchézejici skupinou. Pfi tom pocet pozitivnich reagentt na 50%ni tuber-
kulin op. ¢. 84 a 93 byl stejny — 80 % u dospélého skotu a 42 % u mladého
skotu.

Nejlepsich vysledkit podle po¢tu pozitivnich reagentd bylo dosazeno v VI.
skupiné, kde byl soucasné inokulovin 10%ni tuberkulin op. ¢. 84 a 50%ni
tuberkulin op. ¢. 93. Pocet pozitivnich reagenti na tuberkulin op. ¢. 93 u sku-
piny dospélého skotu byl 95 %. Zbytek 5 % zvirat reagovalo na uvedeny tuber-
kulin dubiézné. Na 10%ni tuberkulin op. ¢. 84 reagovalo pozitivné 90 %, du-
biozné 5 % a negativné 5 % kust skotu.
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Diskuse

Z uvedenych vysledku vyplyva dulezity zavér zejména pro titraci a hodnoceni
aktivity tuberkulinu. Pokladame za dulezité zjisténi, Ze pri soucdasné inokulaci dvou
a vice tuberkulini s véts$im poé¢tem TJ dochazi ke znaénému ovlivnéni jejich akti-
vity. Pritom zejména se sniZuje alergenogenni schopnost tuberkulinu s mens$im
po¢tem TJ. Vliv koncentrace tuberkulinti na sniZeni aktivity vyplyva z obou d¢asti
pokusu, ve kterych bylo pouzito jednak tuberkulint ¢isténych — PPD, jednak
tuberkulinii vetus. U skupiny skotu, kterému byl souc¢asné inokulovan tuberkulin
¢istény a vetus tuberkulin, bylo zjisténo, ze pri soucasné aplikaci tri tuberkulinu,
z nichZz 2 byly ¢&isténé, byl pocéet pozitivnich reagentit na tuberkulin vetus 25%,
tedy o 50 % niz$i nez na tuberkulin éistény. Pri soucasné inokulaci pouze 2 tuber-
kulini se zvysila aktivita tuberkulinu vetus na dvojnasobek, u cisténého tuberku-
linu se zvysil podet pozitivnich reagenti o 15 %. Vyrazné lepsich vysledkii bylo
dosazeno pri pouziti redéného tuberkulinu cisténého (s 0,2 mg tuberkuleoproteinu na
1 ml redidla), kdy na ¢istény tuberkulin reagovalo z 20 kust dospélého skotu 18, ij.
90 %, na tuberkulin vetus rovnéz 90 % kusu skotu.

Srovname-li zvirata pozitivné reagujici v jednotlivych skupinach, zjisfujeme
maximalni poéet pozitivnich reagent na tuberkulin op. ¢ 93 ve skupiné skotu, kde
bylo pouzito pouze 10% tuberkulinu vetus op. & 84. Pritom na tuberkulin vetus op.
¢. 93 reagovalo 95 % zviirat pozitivné a 5 % dubiozné. Toto zjisténi ma znacény vy-
znam nejen pro litraci a hodnoceni aktivity, ale i pro diagnostiku tuberkulodzy.
Z uvedenych vysledki vyplyva, ze pri titraci tuberkulini nelze vyvozovat zavéry
o spolehlivosti tuberkulinid, jestlize bylo souéasné pouzito dvou nebo i vice tuber-
kulini o zna¢né rozdilné aktivite,

Uvedené vysledky potvrzuji i udaje Beerwertha, Meyna, Schliessera,
ktefi rovnéz zjistili, 7ze pri souc¢asné inokulaci tuberkulini rozdilné koncentrace do-
chazi k jejich vzajemnému ovlivnéni. S udaji Beerwertha, ktery studoval opti-
malni koncentraci TJ pro dosis na 575 kusech skotu s pozitivnim pitevnim nalezem
a prokazal, ze vysoké davky tuberkuloproteinu snizuji spolehlivost tuberkulinace, je
mozno i na podkladé nasich vysledkli ¢asteéné souhlasit, uvazime-li, Ze pri pouziti
tuberkulinu PPD s 0.2 mg tuberkuloproteinu bylo dosazeno i v naSich pokusech
lepSich vysledkl, nez pri pouziti PPD tuberkulinu s 2 mg tuberkuloproteinu na 1 ml
redidla. K tomu je vsak nutno poznamenat, ze snizeni reakc¢nich ¢isel a tim i pocet
pozitivnich reagenti i na neredéné tuberkuliny je tim mensi, ¢im vice koncentro-
vanych tuberkulinu se inokuluje jednomu zvireti soucasné. Je pozoruhodné, ze téchto
vysledkt bylo dosazeno u dospélého skotu, zatim co u mladych zvirat nebylo zjisténo
pri aplikaci ruzné koncentrovanych tuberkulini podstatnych rozdilu.

Rozdilné vysledky v aktivité cisténych tuberkulinii a vetus tuberkulini u sku-
piny skotu dospélého a mladého s nejvétsi pravdépodobnosti souvisely s aktivitou
tb procesu a dynamikou alergie po infekeci.

U mladych zvirat s vyssi alergii na tuberkulin se zjistila pomérné vyrazna
reakce i na méné aktivni tuberkulin pri soucasné aplikaci s aktivnéjsimi tuberkuliny
¢isténymi. Tato skute¢nost vyplyva i z pramérnych reakénich éisel na tuberkuliny
vetus a PPD u skupiny dospélého a mladého skotu (tab. I).

Souhrn

V pokusech, ve kterych byla studovdna na 192 kusech skotu aktivita tu-
berkulind PPD a vetus rtizné koncentrace a vzajemné ovlivnéni vysledkii tuber-
kulinace, bylo zjisténo:

1. Pfi sou¢asné intradermalni inokulaci dvou tuberkulini PPD se 2 mg tu-
berkuloproteinu a tuberkulinu vetus (s 90.000 TJ/1 ml) reagovalo ze 32 kusii
skotu 25 % zvitat pozitivné na tuberkulin vetus. Na ¢istény tuberkulin z kmene
ANS reagovalo pozitivné 65,7 % a na tuberkuloprotein z kmene PN 14 50 %
zvitat pozitivné.

2. Pri soucasné aplikaci pouze dvou tuberkulini, a to tuberkuloproteinu
PPD z kmene PN 14 s obsahem 2 mg tuberkuloproteinu v 1 ml fedidla a tu-
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berkulinu vetus (90.000 TJ/1 ml) reagovalo na tuberkulin PPD 59,5 % a tuber-
kulin vetus 40,7 % zvitat pozitivné.

3. Znacné lepsich vysledka bylo dosazeno pfi pouziti fedéného PPD tuber-
kulinu s 0,2 mg tuberkuloproteinu/1 ml tedidla, kdy u skupiny dospé&lého skotu
reagovalo 90 % pozitivné a 10 % dubiézné, zatimco na tuberkulin vetus re-
agovalo 90 % pozitivné, 5 % dubiézné a 5 % negativné.

4. Nejlepsich vysledka, prihlizime-li k poc¢tu pozitivnich reagentti, bylo pfi
soucasné aplikaci dvou tuberkulint dosazeno s tuberkulinem vetus (s obsahem
90.000 TJ/1 ml), na ktery reagovalo 95 % kust skotu pozitivné a 5 % dubiézné.
Rovnéz na 10%ni tuberkulin vetus komeréni reagovalo 90 % zvifat pozitivné
a 5 % dubiézné.

5. Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze je mozno dosdhnout pomérné velmi
dobrych vysledkii ptfi diagnostice tbe skotu i pfi pouziti dostate¢né aktivniho
tuberkulinu vetus v ptipadég, Ze se soufasné neaplikuji zvifatim jeden nebo i vice
tuberkulinti o vétsi aktivité nez tuberkulin hodnoceny. Zaroven bylo prokazéino,
ze pri soufasné aplikaci fedénych a nefedénych tuberkulini se znacné snizuje
tuberkulinova reakce a tim pocet pozitivnich reagenti na fedény tuberkulin. Pfi
soucasné aplikaci dvou i vice nefedénych tuberkulind se soufasné snizuji tuber-
kulinové reakce i na koncentrované tuberkuliny. Pfi titraci tuberkulinii neni
mozno pri souc¢asné aplikaci spolehlivé hodnotit aktivitu a diagnostickou spoleh-
livost souc¢asné aplikovanych koncentrovanych a redénych tuberkulint.

Doslo dne 20. 6, 1962
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K Bompocy oLeHKH aKTHBHOCTH TyGepKyJHHOB

B onbitax, npu Kotopblix y 192-X rosoB KpynHoro poratoro cKoTa Hayuajaach akKTHBHOCTh
TyGepkyautos T n vetus pasnoii KOHUEHTpALHH H B3aHMHOE BJHSHHE Ha pPe3y/bTarhl
TyO6epKYJIHHH3alUHH, GblJI0 YCTAHOBJIEHO:

I. Tlpn oanoBpemenuoii HHTpanepMajbHON HHOKYJSUHH ABYX TyGepkyannos T1TT/L
¢ 2 Mr tyGeprysonporentna n ry6epkyanna vetus (¢ 90 000 TE/l ma) — u3 32-x rosoB Kpyin-
HOrO poratoro ckorta 25 %0 JKHBOTHBIX NOJOXKHTEJNLHO PearHpoBao na Ty6GepKyJnH vetus.
Ha owmuennpiii ryGepkyun ua wramma AHS5 nosoxurensno pearuposano 657 % u na
TyGepkyaonporenn u3 uiramma [THI14 — 50 % xu6oTHbIX.

2. Tlpn_OHOBPEMEHIOM MPUMEHCHHH TOJNLKO ABYX TYGEePKyJHHOB, a HMEHHO Ty6epky-
aonporenna [T w3 wramma [TH 14 ¢ copepacannem 2 mr TyGepkyaonporenna B 1 Ma paa-
Oasuteas u tyGepkyanna vetus (90000 TE/I ma) wa tyGepkyanu ITTI nonoxuTenbHo pea-
rupoBano 59,5 %, a na Ty6epkynun vetus — 40,7 % KUBOTHBIX.
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3. 3HauuTeNBHO JIyyllHe pe3y/bTaThl ObIH JOCTHLHYTHI NpH NPHMEHeHHH pa3baBJieH-
noro TITIL ty6epkysauna ¢ 0,2 Mr TySepky.onporedHa B | M. pasGasuTelisi, Koraa B rpynne
B3apocJsoro kpynuoro poratoro ckora 90 % :KHBOTHBIX pearupoBafo nogoxureavio u 10 %
COMHHTEJIbHO, B TO BpeMs Kak Ha Ty6epkyain vetus 90 % pearupoBaso nosomxurensio, 5 %
coMHHTeNbHO H 5 % oTpHUATeNBHO.

4. Camble ayuiine pesyJbTaThi, NPHHAMAS BO BHHMAaKHE UHCIO NOJOKHTENALHO pearil-
PYIOULHX MHBOTHBIX, MPH OAHOBPEMEHHOM NPHMEHEHHH JBYX TyGepkyauHoB OblIn JOCTHT-
HyThl ¢ TyGepkyannom vetus (¢ comepmanunem 90000 TE/I ma), na kortopwiii 95 % KuBoT-
HBIX pPearHpoBao NOJOKHTENbHO H 5 Yo comuHTesbio. Takxke u na ToproBoii  10%-Hbiii
TyOepkyntn vetus 90 % KHBOTHBIX pearnpoBaso HOJOKHTEAbHO H 5 % COMHH1CIBHO.

5. VI3 npHBe/leHHbIX Pe3yJbTaTOB BLITEKACT, UTO MOKHO JOCTHUb CPABHIHICALHO OUEHDL
XOPOLIHX Pe3yJbTATOB HPH AHATHOCTHKE TyOepKyJesa KPYNHOro Poratoro CKota jJaxe npu
NIPHMEHEHHH I0CT4TOYHO AKTHBHOrO TYGepKyJHHA vetus B TOM CJAyuae, eclil KHBOTHBLIM
OJLHOBPEMEHHO He JaeTcs oM Han OoJjee TyOekyJaHHOB ¢ GoJiblieil dKTHBHOCTBIO, ueM
OlleHHBAEMBbIH TYOEpPKYJIHIL.

Hapsaay ¢ s3tum Gbl10 yeTanoB/ICHO, UYTO NPH OJHOBPEMEHHOM NpHMeHeHHH pa30aBieH-
HBbIX H Hepa30aBJICHHLIX TYOepKyJHHOB TyOepKyJIMHOBASI PEaKUHs] 3HAUMTEJBLHO CHHXKaerTcHd,
a4 TeM CaMblM H UHCJIO HA Pa30aBieHHbll TYOepKYJHH MNOJOMHTENBHO DPearnpylounx K-
BOTHBIX.

ITpn coBMecTHOM mnpuMeHeHHH ABYX H GoJsec Hepa3GaBieHHbIX TyGepKyJHHOB OJHOBpe-
MEHHO CHHJKAIOTCsl TYGEepKYJAHHOBLIE PEAKUHH H Ha KOHUEHTPHPOBaHHble TyOGepKyJHHbI.

IMpu THTpOBanuu TYGepKYJHHOB HeJNb3st TPH OAHOBPCMEHHOM IPHMEHEHHH MNPaBHJILHO
OUEHHThL aKTHBHOCThL H AMAHOCTHUCCKYIO HAJ@KHGCTL COBMECTHO NPHMEHACMbIX KOHUCHTPH-
pOBaHHBIX H pa3GaBJeHHbIX TYGEPKYJHHOB.

Contribution a I’évaluation de lactivité des tuberculins

On a essayé sur 192 bovins l'activité des tuberculins PPD et vetus a différentes
concentrations et l'influence mutuelle des différentes tuberculinisations, avec les
résultats suivants:

1. Apres linoculation intradermale simultanée avec 2 tuberculins, PPD, con-
tenant 2 mg des tuberculoprotéines en 1 ml, et tuberculin vetus, avec 90.000 TU/1 ml,
25 % des 32 bovins réagissaient positivement sur tuberculin vetus purifié. Sur tu-
berculin purifi¢ de la souche ANS5 657 % réagissaient positivement et sur le
tuberculoprotéin de la souche PN 14 50 % des animaux réagissaient positivement.

2. Aprés linoculation simultanée des 2 tuberculins seuls, et cela du tuberculo-
protéin PPD de la souche PN 14 et du tuberculin vetus avec 90.000 TU/1I ml,
réagissaient 59,5 % des animaux sur PPD et 40,7 % sur tuberculine vetus positive-
ment.

3. Des résultats considérablement meilleurs ont été atteint en usant le tuber-
culin PPD dilué avec 0,2 mg tuberculoprotéin/l ml diluent, dont le groupe des bovins
maturs ont réagi 90 % positivement et 10 % dubitativement, tandis que sur tuber-
culin vetus les réactions ont été 90 % positives, 5 % dubitatives et 5 % négatives.

4. Le plus grand nombre des réactions positives a donné l'application simul-
tanée de 2 tuberculins avec tuberculin vetus (90.000 TU/1 ml), ou 95 % des bovins
réagissaient positivement et 5 % dubitativement. Aussi sur le tuberculin vetus com-
merciel a dilution de 10 % les réactions des animaux ont été de 90 % positives et
5 % dubitatives.

5. Il en résulte, qu’il est possible d'atteindre des résultats relativement bons
dans le diagnostic de la tuberculose du bétail aussi en usant un tuberculin suffi-
samment actif en cas, qu'on n’applique aux animaux simultanément un ou plu-
sieurs tuberculins d’activité supérieure que le tuberculin évalué.

En méme temps on a prouvé, que pendant l'application simultanée des tuber-
culins dilués et non dilués la réaction sur le tuberculin diminue considérablement
et avec cela le nombre des réagissants positivement au tuberculin dilué. Apres
I’application simultanée de deux et plusieurs tuberculins non dilués se diminuent
en méme temps les reactions sur le tuberculin méme sur les tuberculins concentrés.
Le titration des tuberculins ne donne pas la possibilité pendant une application
simultanée d’évaluer proprement l'activité et la valeur diagnostique des tuberculins
concentrés et dilués, appliqués simultanément,
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Studie aktivity monovalentnich, bivalentnich
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Die Aklivitit monovalenter, bivalenter und komplexer Tuberkuline
(Tuberkuloproteine)

Essay on the activity of monovalent and bivalent human and complex tuberculins
(tuberculoproteins)

MVDr. Leopold ROSSI, MVDr. Slavomir DOKOUPIL
Vyzkumny ustav veterindrniho lékavstvi v Brné, feditel doc. MVDr, J. Vicek

Uvod

Otéazka vyroby vysoce aktivnich a k diagnostice nejvhodnéjsich tuberku-
lint neni dosud zcela uspokojivé vyfeSena.

V ruznych stitech jsou pouzivany k vyrobé bud pouze kmeny mykobakterii
typu bovinniho (napt. Dansko, SSSR), nebo pouze kmeny M. tuberculosis (Pol-
sko)-a kone¢né kombinace kment M. bovis a M. tuberculosis (NDR).

Vsichni vyrobei sméfuji k jedinému cili — vyrobit takovy alergen, kterym
by bylo mozno odhalit nejvétsi pocet nakazenych zvirat.

V na3i praci jsme se snazili stanovit aktivitu monovalentnich tuberkulind
vyrabénych z kmend bovinnich, aviarnich, humannich, dile smiSenych tuber-
kulint (PPD) vyrabénych z kmentd M. bovis a M. tuberculosis a kone¢né kom-
plexnich tuberkuloproteinti ziskanych z SSSR a vlastni vyroby.

Literatura

Podle literarnich udajt doporucuje Juskovec (1953) vyrobu tuberkulinti pouze
z bovinich kment, Brill a Politynska (1960) pouzivaji pri vyrobé ¢isténych
tuberkulint pouze humannich kment. Plum (1957) referoval o aktivité a specifité
tuberkulini  vyrobenych pouze z kmenu bovinich, pri¢emz zvlagté zdaraznoval
jejich vysokou specifitu. Stejné tak rumuns$ti pracovnici vyrabéji tuberkuliny z bo-
vinich kment. Rovnéz v NSR Nicolaus a Michael (1961) prosazuji na pod-
kladé svych dlouholetych studii pouzivani monovalentnich tuberkulini a vznika
dojem, Ze se tam prosazuje nazor Plumuv, aby se vyrabély tuberkuliny z autogen-
nich kment vypéstovanych z tbe materidlu tuzemského skotu. Naproti tomu v NDR
zejména v Dessau se zaméifuji na vyrobu bivalentnich tuberkulint, nebof dosahuji
vysoké vytéznosti a tim vysokych ekonomickych vyhod pti vyrobé savéich tuber-
kulinii vyrobenych z kultur M., tuberculosis kmene PN 14 a bovis kmene bovi-
niho AN 5.
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1. Pouzité tuberkuliny a polet vySetfeného skotu

Pocet i Pramérné reakéni Pocdet zvirat reagujicich
P vySeteného Dol pousitEho Dévka tuberkulinu |  &islo v mm za
S0 skotu ¢ 72 hod. —
+ +
1 45 Koch vet. tuberk. bovini 0,2 ml 5,45 30 11 5
(24 + 21) 50 % 66,66% 24,34%, 9%,
Koch vet. tuberk. huménni 0,2 ml 5,25 27 9 9
50 % 60% 20% 209%,
II 20 Koch vet. tuberk. bovini 0,2 ml 3,83 12 5 3
50 % 60%, 25% 15%,
AN5 bovini tuberkulo- 0,2 ml 7,6 12 6 2
protein 0,2mg 60%, 30% 10%
PN14 huminni 0,2 ml 2,98 6 4 10
tuberkuloprotein 2,0 mg 30% 20% 50%
I1I 64 ANS5 bovini 0,2 ml 7,8 46 15 3
tuberkuloprotein 0,1 mg 2% 23,49, 4,69,
PN14 huminni 0,2 ml 8,2 47 15 2
tuberkuloprotein 0,1 mg 73,4% 23,49, 3,2%
v 40 ANS5 bovini 0,2 ml 5,2 33 5 2
tuberkuloprotein 0,2mg 82,5% 12,5% 5%
PN14 humdanni . 0,2 ml 7,0 32 5 3
tuberkuloprotein 0,2 mg 809, 12,59, 7,5%
Koch vetus 0,2 ml 4,7 18 15 7
bovini 50 9% 459, 37,50% 17,50%,
Koch vetus 0,2 ml 3,6 16 13 11
huménni 50 % 409, 32,5% 27,5%
Va 20 ANS5 bovini 0,2 ml 6,55 18 2
tuberkuloprotein 0,1 mg 909, 10%
0,2 ml 7:1 19 1
0,05 mg 95% 5%
0,2 ml 6,0 18 2
0,02 mg 909%, 10%
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Pokracovani tabulky ¢. I

Via 20 PN14 humanni 0,2 ml 6,0 18 2
tuberkuloprotein 0,1 mg 909, 102,
0,2 ml 6,8 19 1
0,05 mg 959, 5%
0,2 ml 5,2 16 2 2
0,02 mg 807, 10% 10%
Vb 20 ANS5 bovini 0,2 ml 6,1 16 2 2
tuberkuloprotein 0,1 mg 809, 10% 10%
0,2 ml 4,6 13 4 3
0,05 mg 65% 20% 15%
0,2 ml 4,7 14 3 3
0,02 mg 709, 159% 159%
Vb ANS5 a PN14 0,2 ml 6,1 17 — 3
smés 0,1 mg 85% 15%
0,2 ml 6,5 17 2 1
0,05 mg 859, 10% 59
0,2 ml 6,04 14 4 2
0,02 mg 70%, 20% 109%
Ve 20 PN14 humanni 0,2 m! 4,1 16 3 1
tuberkuloprotein 0,1 mg 80°% 15% 5
0,2 ml 5,2 14 2 4
0,05 mg 70% 10%, 20%
0,2 ml 5,07 15 4 1
p 0,02 mg 75% 20% 5%
ANS5 a PN14 0,2 ml 7,1 19 1 —
smés 0,1 mg 95% 5%
0,2 ml 7,1 18 2 -
0,05 mg 90%, 109%
0,2 mi 6,2 19 1 —
0,02 mg 95% 5%
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1I. Vysledky po tuberkulinaci komplexnim tuberkulinem

Pocet vy-

Pé(;ﬁl;s gc;ieor; iho tE Dl::,% ggﬁ:ﬂxo Dok niketiniinng Pé;';ﬁé;:i 2reha(l><§m N Pocet zvil"a;: reagujicich B
|
VI(1) 133 Koch vetus Ivanovice b. 50 9, 0,2 mm 133
Koch vetus avidrni 50 % 0,2 mm 4,8 7 (4,9%) — 126
PPD komplexni — SSSR 0,2 mm 6,1 7 (4,9%) — 126 (95,1%)
0,2 mm — - =
PPD bovini SSSR Tj 10.000 133 (100%)
0,2 mm — e =
PPD bovini CSSR 0,2 mg 133 (100%)
0,2 mm = — —
VI (2) 50 Koch vetus Ivanovice b. 50 %, 50 (100%)
Koch vetus avidrni 50 9%, 0,2 mm — - — 50 (100%)
PPD komplexni SSSR 0,2 mm 3,0 19 (38%) 4(8%) 27 ( 56%)
Bovini PPD SSSR 0,2 mm — — — 50 (100%)
Bovini PPD CSSR 0,2mm(0,2mg) — = = 50 (100%)
VII (3) 78 Koch vetus Ivanovice b.50 %, 0,2 mm 2,3 22 (309%, 21 (29%) 35 (41%)
0,2 mm 42 56 (72%) 17 (22%) 5 (6%)
PPD humanni Tj 10.000
0,2 mm 5,5 52 (66%) | 20 (27%) 6 (1%)
PPD bovini CSSR (0,2 mg)
PPD komplexni SSSR 0,2 mm 4,0 46 (59%) 21 (29%) 11 (22%)
VIII (4) 39 Koch vetus Ivanovice b. 50 %, 0,2 mm 2,7 13 (33%) 8 (20%) 18 (47%)
0,2 mm 5,7 29 (74%) 7(17%) 3(9%)
PPD humaénni Tj 10.000
PPD komplexni SSSR 0,2 mm 7,0 31 (79%) 5 (12% 3 (9%)
IX (5) 84 Koch vetus Ivanovice b. 50 %, 0,2 mm 5,9 66 (78,6%) | 18 (19,1%) =
Koch vetus komplexni 50 9%, 0,2 mm 8,0 77 (92,8%) 7 (7,2%) —
Koch vetus avidrni 509% 0,2 mm vice nez 3,6 20 (23% 23 (26% —_




Manninger (1960) zdGrazinuje, Ze Kk zuéfovam tuberkulézni infekce skotu
se muze stejné dobie pouzwat tuberkulin pripraveny jak z mykobakterii bovinich,
tak humannich, tedy savéi tuberkulin. Ucinnost obou téchto tuberkulinti je totiz
stejna, maji-li stejny titr, ponévadz oba typy thc zarodkt maji stejnou antigenni
strukturu.

Baisden, Larsen, Vardaman (1952) referuji o praci, ktera se zabyvala
studiem specifity tuberkulinu boviniho (kanadsky) a huménniho (BAI). Pomoci
boviniho tuberkulinu se mohla piesnéji rozliSovat infekce bovini od infekce
aviarni a paratuberkulozy, nez kdyz pouzili humanniho tuberkulinu. Potence bo-
viniho tuberkulinu v8ak nebyla tak vysoka. Dale bylo zjisténo, ze purifikovany
proteinovy derivat (PPD) pripraveny z obou typi ma stejnou specifitu.

Treti skupina pracovnik(i, mezi nimi Kirilov{1960), doporucuje jesté vyrobu
komplexnich tuberkulinti a soudi na zakladé provedenych pokust, ze komplexni pu-
rifikovany tuberkulin je mozno uspésné pouzivat k diagnostice tuberkulozy druabeze.
Ve v8ech chovech, kde byl tento preparat pouzit u skotu a dribeze, byla zjisténa
zvirata nakaZena tuberkuldézou v mnohem vétsim poétu pripadi, nez pii pouziti
obycejnych tuberkulinu.

Metodika prace

Nase pokusy jsme zameérili k zjisténi aktivity monovalentnich bovinich a hu-
mannich tuberkulina, bivalentnich tuberkulini (boviniho a humanniho) a komplex-
nich tuberkulinii ve srovnavacich intrakutdannich tuberkulinacich u skotu spontané
infikovaného M. bovis.

Monovalentni a bivalentni tuberkuliny byly vyrobeny bud jako Koch vetus
tuberkuliny nebo jako purifikované proteinové derivaty vyrobené z kmene boviniho
AN 5 a z humanniho kmene PN 14. Bivalentni purifikovany proteinovy derivat byl
vyroben z 2 dili boviniho kmene AN5 a 1 dilu humanniho kmene PN 14,

Komplexni tuberkulin (SSSR) byl injikovan jako smés Koch vetus tuberkulinu
savéiho 2 dily a 1 dil aviarniho v davkach 0,2 ml jako komplexni tuberkuloprotein
z SSSR. Druh tuberkulin, zptsob jejich aplikace a pocet zvirat je uveden v tabulce
I all

Vlastni prace
| 8

V prvnim zemédélském zavodé byla zjisténa alergenni ucinnost Koch ve-
tus tuberkulini op. ¢. 81 a 82 u humdnniho Koch vetus tuberkulinu H; u 24
kust skotu nakazeného M. bovis.

Pozitivné reagovalo na tuberkullny (¢. 81 a 82) 79 % a 83 % zvitat, kdezto
na humanni tuberkulin 71 % pti priménych reakénich ¢islech 5,2 a 4,9 proti
4 mm po humédnnim tuberkulinu.

Pokusné vyhodnocem dopadlo nepfiznivé pro humdanni tuberkulm mono-
valentni, nebot jim bylo odhaleno 0o 12 % a o 8 % méné reagentii pti nizim
reakénim ¢isle 0 0,9 a 1,2 mm.

V druhém zemédélském zavodé pii vysetfeni 21 kust skoiu reagovalo pozi-
tivné a dubiézné na tuberku]in bovinni 100 % zvitat pfi pramérném reakénim
¢isle 6,27 mm proti 90,90 % pii reakénim ¢isle 6,50 mm po humannim tuber-
kulinu.

Také toho vyhodnoceni dopadlo tedy neptiznivé pro huménni tuberkulin,

nebot bylo zjisténo o 9,1 % méné reagentnii nez po bovinnim tuberkulinu (tab.
I-1).

1L
Ve tfetim zemédélském zavodé byl srovnavan Koch vetus bovini tuberkulin

s humdnnim a bovinim tuberkuloproteinem u 20 kusi skotu. Nejvice reagenti

199



— 90 % — bylo zjisténo po bovinim ANS5 tuberkuloproteinu a o 40 % méné
po huméannim PN14 tuberkuloproteinu proti 85 % po Koch vetus bovinim
tuberkulinu (50%). Nejvyssi reakéni &islo po bovinim PPD tuberkulinu ¢inilo
8,45 mm proti 5,96 mm po humédnnim PPD a 4,7 mm po bovinim Koch vetus
tuberkulinu (tab. I—1II).

IIL.

Ve c¢tvrtém pokusu byl v akutné zamofeném chovu (64) inlikovan ANS5
a PN 14 tuberkuloprotein kazdy na jedné strané v davce 0,1 mg v 0,2 ml. Po
huménnim tuberkuloproteinu bylo zji§téno ponékud vyssi primérné reakéni cislo
8,2 mm proti 7,8 mm a rovnéi reagenti o 1,4 % vice (96,8—954 %) (tab.
I-IID).

IV,

Paty pokus byl proveden tak, ze se 40 kusam skotu tbe tuberkuliny Koch
injikovaly na jednu stranu a ¢isténé tuberkulcproteiny AN5 a PN14 na druhou
stranu.

Priamérné reakéni cislo po bovinim tuberkuloproteinu ¢inilo 5,2 mm a po
humannim tuberkuloproteinu 7 mm. V tomto pckuse bylo sice primérné reakéni
¢islo vyssi po humannim tuberkuloproteinu o 1,8 mm, avsak reagentit bylo vice
po bovinim tuberkuloproteinu o 2,5 % (95,0 % proti 92,5 %) (tab. I—1V).

Vysledky po Koch vetus tuberkulinech byly v temto pokuse velmi nepfiz-
nivé nebot reakce byly pouze u 45 % a 40 % zvifat pozitivni. Nelze vyloutit
vliv vy$si potence tuberkuloproteinu (Beerwerth) na pribéh alergie po slab-
§im tuberkulinu.

Srovnavaci tuberkulinace RNs a PNis tuberkulini PPD
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Graf ¢. 1. Grafické znazornéni titrace Graf ¢. 2. Grafické znazornéni titrace
tuberkuloproteinu  ANs (boviniho) a fedénych tuberkulini ANs a ANs + PNi4
PNi4 (huménniho) (2+1)
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tuberkuloproteinu 7,1 — 7,1 — 6,2 mm proti 5,2 -

V.

Dalsi studie byla srovnavaci tuberkulinace bovinim (AN5) a humdnnim
tuberkuloproteinem PN14 a diale AN5 a smési AN5 (2 dily) a PN14 (1 dil).

V prvnim pokuse bylo 20 tbc kravam injikovdano (AN5) boviniho tuber-
kuloproteinu a (NP14) huméanniho tuberkuloproteinu 0,1, 0,05, a 0,02 mg
v 0,2 ml a byla zjisténa mensi reakéni ¢isla po humannim tuberkuloproteinu
(PN14) — 6,0 — 6,8 a 5,2 mm proti 6,55 — 7,1 a 6,0 mm AN5 za 72 hod.
pri néco niz§i diagnostické u¢innosti po davce 0,02 mg PN14. (Tab. I—Va —
graf I.) V srovndvacim pokuse (20 kusu skotu) AN5 a AN5 a PN14 byla
vyssi reakéni ¢isla po smieném tuberkuloproteinu v davkach 0,05 a 0,02 mg
pfi néco vyssi diagnostické spolehlivosti (gral 2) (tab. 1—Vb).

Pti druhé srovnavaci tuberkulinaci rovnéz provedené u 20 kusi skotu PN14
se smési AN5 a PN14 bylo.zjisténo véts§i pramérné reakéni ¢islo po smiseném

5,07 — 4,1 mm po mono-

valentnim PN14 huménnim tuberkuloproteinu a také vyssi potet pozitivnich re-
agenti 95, 90, 95 proti 80, 70, 75 % (graf 3) (tab. I—Vc).

Vysledky pokust uvedenych v I., II., III., IV a V. dokazuji, ze u skotu in-
fikovaného M. bovis se zjistuje po moaovalentnich bovinich tuberkulinech (tu-
berkuloproteinech) vice tbe infikovaného skotu.

V pokuse V. vysledky prokazuji ponékud vyssi aktivitu smiSeného tuberku-
loproteinu boviniho AN5 (2 dily) a PN14 humanniho (1 dil).
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Graf ¢. 3. Grafické znazornéni titrace
tuberkuloprotein PNi4 (huméanniho) a
ANs5 (boviniho) a PNu (2+1)

Alergenni udéinnost komplexniho tuberkulinu (tuberkuloproteinu)
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Graf ¢. 4. Vysledek intrakutanni tuber-
kulinace u skotu negativné reagujiciho

VL

(prosté tuberkuldzy)

Studie smétovala k zjisténi diagnostické upotrebitelnosti komplexniho tuber-
kuloproteinu vyrobeného z kultur M. bovis z M. tuberkulosis a M. avium. U sko-
tu negativné reagujiciho (50) na bovini a aviarni tuberkulin jsme zjistili nepra-
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videlnost priibéhu reakce po komplexnim tuberkuloproteinu. Pramérné reakeni
¢islo ¢inilo od 24 hodin 3 mm, za 48 hedin 3,43 mm a za 72 hodiny 3 mm
pti pozitivnich reakcich v 38 % (graf 4, tabulka II).

U skotu kladné reagujiciho (7) na aviarni Koch vetus tuberkulin byly re-
akce po komplexnim tuberkuloproteinu vyraznéjsi. Primérné reakéni ¢islo €inilo
49—5,3 a 6,1 mm, kdezto Koch vetus tuberkulin 3,3—4,5 a 4,8 mm (graf 5).
Tyto prace byly uskuteénény v chovu skotu prostého tbe, avsak s ob¢asnym vy-
skytem kladnych reakci po avidarnim Koch vetus tuberkulinu. Celkovy pocet vy-
Setfeného skotu ¢inil 183 kusy.

VIL

V jiném zemédélském zavodé byla je§té provéfovana Gcinnost komplexniho
tuberkuloproteinu proti soucasné injikovanym tuberkulinim Koch vetus, human-
nim PPD a bovinfm CSSR u 78 kusii skotu nakazeného M. bovis. Nejvyssi pria-
mér v reakénich ¢islech 5,5 mm pii 93 % diagnostické spolehlivosti byl shledan
po bovinim PPD tuberkuloproteinu SSSR a 94% po huménnim tuberkulopro-
teinu a pouze 59% po Koch vetus tuberkulinu — Ivanovice na Hané (graf 6,
tabulka II).
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Graf ¢é. 5. Prabéh tuberkulinace na ve-
tus PPD a komplexni tuberkulin u sko-
tu nakaZeného aviarni tuberkulézou

—-— humdni PPD CSSR
------ Koch vetus 82

Graf ¢. 6. Srovnavaci tuberkulinace tu-
berkulint Koch vetus, humanniho a bo-
viniho PPD a komplexniho u skotu na-

kazeného bovinim typem M. tbec.

VIIL

Dale byl zkou$en komplexni tuberkuloprotein SSSK u 39 kust skotu in-
fikovaného M. bovis srovnavaci intrakutdnni tuberkulinaci s Koch vetus tuber-
kulinem a huménnim tuberkulinem PPD — CSSR (graf & 7).

91procentni diagnostickd jistota byla shlediana jak po komplexnim, tak po
humannim tuberkuloproteinu proti nepomérné mensimu odhaleni tbc infiko-
vaného skotu Koch vetus tuberkulinem v 53 %.

IX.

V poslednim pokuse byla u 84 kusi skotu nakazeného M. bovis srovna-
vana G¢innost Koch vetus boviniho tuberkulinu, komplexniho Koch vetus tu-
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berkulinu (2 dily savéiho a 1 dil avidrniho) a aviarniho 50% Koch vetus tuber-
kulinu. o

Po komplexnim tuberkulinu bylo zji§téno 92,8 % pozitivnich reagenti pri
7.2 % dubiéznich reakci a pfi prameér-

ném reakénim ¢isle 8 mm, po bovinim z Pl
Koch vetus tuberkulinu bylo pozitiv- "7 / |
nich reakei 78,6 %, pti 19,1 % du- .l 54 /// |
bidznich reagenti a primérném re-  ° Pl |
akénim ¢isle 59 mm a po Koch vetus < —" -7
aviarnim tuberkulinu 23 % pozitivnich -7 .
reakci nad 3,6 mm a 26 % reakei do | " L
3.6 mm. | s 92 T

ot—- 1 1

24 48 72 h

Graf ¢ 7. Srovnavaci tuberkulinace komplexni PPD SSSR

Koch velus, humanniho a boviniho PPD

a — — humani PPD C'){S/;'
a komplexniho e

— — Hoch vetus 50 %

Diskuse

Otazka vybéru kment k vyrobé alergent (tuberkulint-tuberkuloproteint) je
¢asto diskutovdna. V prvé ¢asti prace byla srovnavana diagnostickda spolehlivost
tuberkulinGt (tuberkuloproteinti) monovalentnich a humannich, dale bivalentnich
alergenu bovinich a humannich.

Uéinnost tuberkulini (tuberkuloproteinii)) monovalentnich bovinich byla lepsi
proti humannim ve vét$iné pokust. Pouze v jediném u 64 kust skotu byla shledana
vy$si diagnosticka spolehlivost po humannim tuberkuloproteinu o 1,4 % (96,8 % proti
95,4 %).

Lze souhlasit s Nicolausem a Michaelem, ktefi tvrdi, Ze tuberkulin
vyrobeny jako monovalentni bovini k diagnostice tbc skotu dava vyhovujici diag-
nostické vysledky. AvSak rovnéz tuberkulin vyrobeny z M. tuberculosis ma dobré
vlastnosti alergenni. Pri stejném titru neni téz podle Manningera namitek proti
pouzivani tohoto tuberkulinu v diagnostice tbc skotu, nebot oba tyto typy myko-
bakterii maji stejnou antigenni strukturu.

S Zvisst dobré alergenni vlastnosti byly zjistény u smiSeného tuberkuloproteinu
boviniho 2 dily a huméanniho tuberkuloproteinu 1 dil. Vysledky se shoduji s vy-
sledky Baisdena, Larsena a Vardamana. Zejména v dobd kdy klesa
alergenni ué¢innost tuberkulinu nebo’ se méni alergenogenni vlastnosti vyrobnich
kment, jsou hledany moZnosti upravy monovalentniho biopreparatu pro veterinarni
ucely -vyrobeného z kmene M. bovis.

V druhé ¢asti prace byla zjisfovana alergenogenni Ué¢innost komplexniho tuber-
kuloproteinu vyrobeného v SSSR a zejména Kirilovem doporuéovaného k dia-
gnostice tbc hospodarskych zvirat, tedy bovini a aviarni tbe.

Skutec¢né také byl biopreparat vyrobeny jako Koch vetus pouzivan k diagnostice
tbe skotu a jak i dosazené vysledky v této praci dokazuji, dava dobré diagnostické
vysledky i pri diagnostice aviarni infekce.

U skotu nereagujiciho na bovini ani aviarni tuberkulin vs$ak vyvolal kom-
plexni tuberkuloprotein nespecifické reakce dosahujici vysi v pruméru 3 mm za
72 hod. Z toho diavodu nelze doporucit prozatim komplexni tuberkuloprotein zejmé-
na k simultanni tuberkulinaci.

Otazka pouziti komplexniho tuberkuloprdteinu bude predmétem dalsich studii.

203



Souhrn

U 299 kust skotii nakaZeného M. bovis byla zjisfovdana alergenni G&innost
tuberkulini (tuberkuloproteinii) monovalentnich bovinich a humaénnich, biva-
lentnich a komplexnich.

1. Srovnavaci tuberkulinace prokédzaly vétsinou vyssi diagnostickou spoleh-
livost bovinich proti huméannim tuberkulintim (tuberkuloproteintim).

2. Bivalentni tuberkuloprotein (bovini AN5 2 dily a humanni PN14
1 dil) prokazal vy$si aktivitu nez monovalentui tuberkuloproteiny.

3. Alergenni a¢inncst komplexniho sovétského tuberkuloproteinu byla sle-
dovana v zemédélském zavodé nakazeném M. avium (183 kust skotu) a ve
3 chovech (201 kustu skotu) zamotenych M. bovis srovnavaci tuberkulinaci
s monovalentnimi tuberkuliny (tuberkuloproteiny).

Vysledky pokust prokazaly, ze lze komplexniho tuberkuloproteinu pouzit
k diagnostice tbc skotu a u-skotu infikovanéhoe M. avium byly zjistény vétsi re-
akce nez po Koch vetus avidrnim 509% tuberkulinu.

U skotu negativniho na tuberkulin bovini a aviarni vyvolal komplexni
tuberkulin nespecifické reakce ve vysi 3 mm od 24 -72 hodin.
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W3yuenne akTHBHOCTH OJHOBA/JEHTHBIX, ABYXBAJEHTHbIX H KOMMJEKCHbIX TYOepKyJIHHOB
(Ty6epKya0npoTeHHOB)

Y 299 ronos Kpynmuoro poraTtoro ckora, 3apaxeiinoro M. bovis, onpenessiack asnep-
restast 3GGeKTHBHOCTL TYOepKyJHHOB (TyGepKyJONPOTEHHOB)  OAHOBAJIEHTHLIX  OblubHX

H ueJJOBeYbHX, ABYXBAJIEHTHbIX H KOMIIJICKCHbBIX.

I. CpaBuurenbhad TyOEpKYJHHH3allHs CBH/IETE/LCTBOBaJa H NpeHMyllecTBenno Gojee
BLICOKOIT JIHATHOCTHUECKOIT HALEMHOCTH OblubHX TYBEPKVYJIHHOB 10 CPABHEHHIO € UEJOBeYLUMIL

(TyGepKyaonpoTe:nanMu) .
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2. JlByxBaJjenTHblit Ty6epkyaonporenn (6blunii AN5-2 noau u uenoseunii PN 14-1
Alonist) JloKa3an Gojiee BBICOKYIO dKTHBHOCTb, YeM OJHOBAJIeHTHbIE TYGepKyJONpPOTEeHHBI.

3. Anneprennast 3¢eKTHBHOCTE KOMIIJIEKCHOTO COBETCKOro TyGepKyJoNpoTeHHa H3yua-
Jach B CeJbCKOXO35iICTBEHHOM NpeanpHaThH, 3apaxennom M. avium (183 rososel Kpyn-
noro poratoro ckora), 1 B 3-x crajax (201 rosoBa ckora), 3apamennbX M. bovis, nyrem
CPABHHTENLHOI TYGEPKVIHHH3AUMH ¢ OJIHOBAJCHTHBIMH TyOepKyanHaMu (Ty0epKy./10npoTeH-
HAMH) .

PeayabTaTsl ONbITOB MOKa3aH, 4TO KOMIJIEKCHBIT TYOepKYJONPOTEHH MOMKHO HCMOJb-
30BaTh JUIA AHATHOCTHKH TYOGepKy/ae3a KPYIHOTO Poratoro CKota, a y CKOoTa, HHPHUHPOBAH-

noro M. avium, Ouiau YCTaHoBACHLI OoabliTHe peakilii, 4em rnocsae npHMeHelHst BaKIHIDI

Kox vetus ntuubeit 50 % tyGepkyauia.

Y Kpynioro poratoro ckora, OTPHLATE/bIO pearHpyloulero na ObluHii H NTHYBI TyGep-
KYJIHH, KOMIJIEKCHBIT TYOepKY IHIl Bbi3BaJ llecrielli(HueckHe peakilid B npejenax 3 MM nocJje
24-—72 vacoB.

Die Aktivitit monovalenter, bivalenter und komplexer Tuberkuline
(Tuberkulproteine)

An 229 mit M. t. bovis angesteckten Rindern wurde die allergene Wirksamkeit
der monovalenten bovinen und humanen, der bivalenten und der komplexen Tu-
berkuline (Tuberkulproteine) tiberpriift.

1. Vergleichende Tuberkulinisierungen ergaben meistens eine hohe diagnosti-
sche VerlidBlichkeit boviner gegeniiber humanen Tuberkulinen (Tuberkuloproteinen).

2. Das bivalente Tuberkuloprotein (2 Teile bovines T. AN 5 und 1 Teil humanes
T. PN 14) wies eine hohere Aktivitit auf als die monovalenten Tuberkuloproteine.

3. Die allergene Wirksamkeit des komplexen sowjetischen Tuberkuloproteins
wurde in einem mit M. t. avium angesteckten landwirtschaftlichen Betrieb an 183
Rindern und in 3 Zuchten an 201 Rindern, die mit M, t. bovis angesteckt waren im
Vergleich zu den monovalenten Tuberkulinen (Tuberkuloproteinen) tberpriift.

Die Ergebnisse lieferten den Nachweis, dafl das komplexe Tuberkuloprotein sich
zur Diagnostik der Rindertuberkulose eignet und daft bei Rindern, die mit M. t.
avium angesteckt waren, stirkere Reaktionen auftraten als nach avidrem Koch
vetus Tuberkulin in 50 7% Verdiinnung.

Bei Rindern, die sowohl auf bovines als auch auf aviidres Tuberkulin negativ
reagierten, rief das komplexe Tuberkulin unspezifische Reaktionen bis zu 3 mm in
der Zeit von 24 bis 72 Stunden hervor.

Essay e¢n the activity of monovalent and bivalent human and complex tuberculins
(tuberculoproteins)

On 229 pieces of cattle, infected with Mycobacterium tuberculosis bovis the
allergenic activity of monovalent bovine and human, bivalent and complex tuber-

culins (tuberculoproteins) was studied.
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1. The comparative tests demonstrated the prevalence of a higher diagnostical
reliability of the bovines over the human tuberculins (tubeiculoproteins).

2. The bivalent tuberculoprotein (2 parts of the bovine tuberculin AN 5 and 1
part of the human tuberculin PN 14) showed a higher activity than the monovalent
tuberculoproteins.

3. The allergenic activity of the complex tuberculoprotein of sovietic origin
was studied on a farm infected with M. t. avium (183 pieces of cattle) and on 3
farm;“mfecled with M. t. bovis (201 animals) in comparison with the monovalent
tuberculins (tuberculoproteins).

The results showed, that the complex tuberculin is useful in the diagnostic
of cattle tuberculosis. In cattle infected with M. t. avium were higher reactions
than with 50% aviar Koch vetus tuberculin.

In cattle with negative bovine and aviar tuberculin tests the complex tuber-
culine produced non specific reactions till 3 mm from the 24. till the 72. hour.
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Rozvoj zdravotniho zabezpeleni dribese v CSSR

Pied tremi lety byly v redakéni radé ,Veterindrni mediciny” rozpaky nad
tim, zda je mozno celé tehdy 10. ¢islo casopisu vénovat dribeznické tématice.
Tehdejsi experiment se zdaril a publikované prace nalezly éilou odezvu nejen doma,
ale i v zahranici. Prilezitosti, kdy ,Veterindrni medicina” piedklada ctendrum
po 3 letech druhé tématické cislo o driibezi, je mozno vyuzit k tomu, abychom
letmo zhodnotili, co se na useku zdravotniho zabezpeéeni za tuto pomérné kratkou
dobu vykonalo.

Predevsim je nutno vyzvednout skutecnost, ze s rozvojem velkochovii vyrostla
u nas v uplynulych 3 letech fada veterindii-specialistii, kteii se zabjvaji vijhradné
problematikou zdravotniho zabezpeceni driibeze a poskytuji neocenitelné sluzby
velkopodnikum, v nichz jsou zaméstnani.

Dile bych chtél vyzvednout, Ze ve vsech krajich a v dribeinicky vyspéljch
okresech mame nyni veterindre, ktefi rovnéz peéuji jen o dribez.

Veterindri pracuji ve Vyzkumnijch tstavech a stanicich zabjvajicich se dri-
bezi a ve Stdtnim podniku pro §lechténi driubeze, kde zabezpecuji nejen diagnosti-
ku, ale i §lechténi driibeze na rezistenci proti chorobam a dal$i vjzkumné tukoly.

Veterinarni sluzba v Biovetdch zabezpecila v dostatecném predstihu vjrobu
ucinnyjch ockovacich latek pro hromadnou aplikaci ve velkochovech.

Veterindrni odbor ministerstva zemédélstvi organizoval vypracovani smérnic
pro zabezpeceni zdravi driibeze, v ramci zdravotniho zabezpeceni ostatnich hospo-
daiskych zvitat. Na jejich pripravé se podileli nejenom vSichni predni odbornici,
ale v pripominkovém ¥izeni Sirokd veterindrni verejnost i zdstupci chovatelskijch
slozek.

Rovnéz na useku vyjchovy kdadri bylo dosazeno nemalyjch uspéchu. Na vete-
rindrni fakulté v Brné doslo v roce 1961 k zalozeni samostatné katedry pro cho-
roby drubeze a doslo k rozsireni vijukovych osnov tijkajicich se dribeze. Z iniciati-
vy této katedry bylo usporaddno nékolik velmi navstivenych semindii s aktudlni
problematikou pro praxi.

Semindi pro doskolovani veterinarnich lékaii v Pardubicich a jeho pobocky
usporddaly tadu kratkodobych, vétsinou 3 tydennich kursu, ktergmi prosel velky
pocet veterindrnich lékai. Poéinaje letosnim rokem se ma zapocit s dvousemestral-
nim specializacnim postgradualnim $kolenim veterindii pro choroby dribeze,
rovnéz pri veterindrni fakulté v Brné.

Na tuseku kniznich publikaci se dostalo do rukou veterindrni veiejnosti za-
éatkem roku 1961, zakladni kolektivni dilo ,Nemoci driibeze”, které bylo odbornou
praxi dobfe privitano a v kratké dobé rozebrano.

Na tuseku drubeznického vyzkumu, ktery se zejména mohutné rozrostl je tieba
vyzvednout, ze bylo dosazeno jednotné celostatni koordinace vyzkumnijch tkoli,
jejichz FeSenim se zabyvaji pracovni kolektivy na fakultach, SVVU a ve Vijzkum-
ném ustavu veterinarniho lékaistvi. Pravé v téchto dnech byl brnénsky SVVU
preménén ve Vyzkumny ustav pro choroby dribeze, pod vedenim nestora naseho
dribeziho veterindrstvi dr. |. Kfivinky.
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Rozvoj veterindrni ¢innosti na driibeznickém tseku nezistal omezen jen na
tizemi naseho stdtu, ale projevil se ve velmi druzné spoluprdci s pracovniky ostat-
nich zemi socialistického tabora i v ramci celosvétovém, zejména v ucinné prdci,
kterou masi pracovnici vyvijeji v ramci Svétové védecké drubeznické spolecnosti
(W.P.S.A.), v jeji evropské federaci a ve stycich se Svétovou Veterindrni dri-
bezdarskou spolecnosti (W.V.P. A.).

Hlavni tkoly, které stoji v soucasné dobé pired veterindrni vefejnosti na dri-
beznickém useku je vijchova kddrii a prohloubeni jejich odbornjch znalosti, zejmé-
na prohloubeni diagnostiky a stylu prdce ve velkochovech. Zvlast velké ukoly stoji
pied veterindrnim vijzkumem.

Ptedkladané cislo ,Veterinarni mediciny”, které bylo mozno tentokrat zamérit
na specialni vysek problematiky — na parazitérni choroby driibeze — ukazuje,
Ze veterindrni vjzkum neni zaméren jen na ovéfovani vysledki, ale ze prindsi fadu
puvodnich viysledkii, které jsou prinosem nejenom v naSich podminkdch, ale pri-
nosem obecnym, otevirajicim perspektivy veterindrni i dribeznické praxi.

Publikace shrnuté v tomto cisle se zabyvaji problematikou novyjch kokcidiosta-
tik a terapii kokcidiézy kutat a kritat. Helmintologické prdce vénuji pozornost
epizoo.ologii, askaridozy, heterakidozy, geohelmintiim vodni dribeze a helminto-
fauné drobno- a velkochovii. Rovnéz je sledovdn velmi zajimavy vztah meszi hel-
mintofaunou kachen na rybnicich ve vztahu k souziti mezihostitelt téchto helminti
na uréitych druzich vodnich porosti. TFi prdce se zabyvaji terapii kapilariozy,
ktera byla do loriského roku prakticky nelécitelnou. Dale je popsana terapie taeniazi
drubeze a studie o patogennim pusobeni nékterych motolic v zaZivacim traktu ka-
chen a holubi. Velmi zajimavd a podnétnd je i prdace o tlumeni driibezich ekto-
paraziti pomoci fyzikdlnich insekticidi.

MV Dr. Bedrich Klimes, CSc
védecky redaktor tématického cisla
o chorobach driibeze

V Brné v lednu 1963.

208



Kalidb D, Staros$tik L.: Biochemické studie o ¢ervence vepru. — VI
Z imunologie proti ¢ervence vepiu

Buoximuyeckoe HccaenoBanie poxH cBHHell. — VI. Bonpockl HMMyHOJOrHH mpo-

THB POXH CBHHEH

Biochemische Studie iiber den Schweinerotlauf. — VI. Aus der Immuno-

logie gegen den Schweinerotlauf . . . . . e

Pavlas M.: Prispévek k hodnoceni aktivity tuberkulini
K Bonpocy oueHkH akTHBHOCTH TyGepKyJHHOB
Contribution a I’évaluation de Yactivité des tuberculins . . . . . . 185

Rossi L, Dokoupil S.: Studie aktivity monovalentnich, bivalentnich a
komplexnich tuberkulinii (tuberkuloproteint)

M3yuyenne akTHBHOCTH OZHOBAJIEHTHBIX, ABYXBaJEHTHLIX H-KOMIJIEKCHBIX TyGepKy-
JHHOB (TYGepKyJIONnpOTEHHOB)

Die Aktivitdt monovalenter, bivalenter und komplexer Tuberkuline (Tu-
berkuloproteine)

Essay on the activity of monovalent and bivalent human and complex
Tuberkulins (Tuberculoproteins) i om % R O F 4 & e % s 0w w 198

Védecky ¢asopis VETERINARNI MEDICINA uverejiiuje studie, rozbory a védecka
pojednani o vyreSenych tkolech vyzkumu v oboru veterinarni mediciny. Vydava Ustav
védeckotechnickych informaci ministerstva zemédeélstvi, lesniho a vodniho hospo-
darstvi, Vychazi Sestkrat ro¢né. Celoro¢ni predplatné 60 Kc¢s. Redakce: Praha 2, Ma-
nesova 75, telefon 274551-8. RozSifuje Postovni novinova sluzba. Objednavky a pred-
platné prijimd PNS — ustredni expedice tisku, administrace odborného tisku,
JindriS§ska ul. 14, Praha 1. Lze téz objednat u kazdé posty nebo dorucovatele. Ob-
jednavky do zahrani¢i vyrizuje PNS — ustfedni expedice tisku, odd. vyvoz tisku,
Jindrisska 14, Praha 1. Vytiskl Mir, novinaiské zavody, n. p., zavod 2, provozovna

22, Legerova 22, Praha 2. A-02*31268



POKYNY PRO AUTORY

Pro usnadnéni redakénich a technickych praci doporucujeme autortim
dodrzovat tyto zasady:

Rukopis pi§te pracim strojem s normalizovanou velikosti typi ob fa-
dek (30 fadkt o 60 dderech na stranku), a to jen po jedné strané norma-
lizovaného formatu A 4. Na levé strané papiru uvedte své prijmeni, kfestni
jméno, akademicky titul, zaméstnini, zaméstnavatele a adresu, na kterou
ma byt zasildna korespondence.

Rozsah price nesmi pfekrofit 8 —14 stran na stroji psanych vcetné
tabulek a priikazniho materialu.

V textu oznaéte mista, kde maji byt grafy, tabulky a obrazky. Grafy
a diagramy je nutné kreslit tu$i na bilém kreslicim nebo pauzovacim pa-
pife v jednotnych rozmérech ve zvétseném méfitku, a to:

a) §itka 18 cm (maximéln vyska 26 cm) — po zmenseni o jednu tre-
tinu bude Stoek obrazku zhotoven na 3itku sazby,

b) sitka 9 cm — po zmen$eni budou zhotoveny na §itku sazky dva
$to¢ky nebo jeden bude oblomen sazbou.

Popisy musi byt psdny pomoci $ablony, amérné k velikosti grafu. Ne-
vyhovujici grafy budou prekresleny.

Obrazky podepiste a ofislujte na zadni strané. Nepodlepujte je. Le-
gendu od vsech obrazki a grafi pfipojte na zvlatnim papife.

V seznamu literatury uvadéjte jen prace citované v ¢lanku a timto zpa-
sobem: jméno autora, casopis, rocnik, ¢islo seSitu, stranka, rok vyjiti (pfi-
klad: Jiran, E.: Veterinatstvi XI, 10, 371, 1961). U knih jméno autora,
nazev knihy, nakladatelstvi, misto a rok vyjiti. Je nutno citovat vSechny
spoluautory price. Pfenasi-li se citace z jiné prace, musi byt uvedeno, od-
kud citace je Cerpana.

Praci zaslete ve dvou kopiich (original a priklep). Pro pfeklady pri-
pojte tti kopie souhrnu a nadpisu ¢&lanku,

Prace musi obsahovat doporuéeni vedouciho pracoviité a prohlaseni,
ze nebyla ani v jiné formé otisténa ¢i zasldna k publikaci do jinych caso-
pist.

Je zadouci, aby u védeckych praci byla zachoviana tato forma:

Nadpis prace, vod (vyznam prace, souCasny stav studované otazky,
vyklad problému), pracovni postup, Cast experimentalni, rozbor vysledkd,
diskuse, zdvér, seznam literatury usporddany abecedné podle autord.

Redakce si vyhrazuje priavo navrhnout autorovi zkraceni rukopisu
a opravy jak byly navrieny recenzentem.




