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IMUNOLOGICKA PROBLEMATIKA VO VETERINARNEJ MEDICINE

Charakteristikou siucasnej imunolégie je snaha poznaf zdkonitosti imunolo-
gickiych procesov a v maximdlnej miere ich uplatnit v praxi. DneSnou prvoradou
ulohou imunolégie vo veterindrnej medicine je vyuZivat vysledky, ktoré vyplynuli
z teoretického vyskumu pre prevenciu a likviddciu ndkaZlivych choréb hospoddr-
skych zvierat, a to diagnostickymi a imunoprofylaktickymi metédami. Poslanim ve-
terindrnej imunoldgie je mielen dosiahnutie bezprostredného hospoddrskeho efektu,
ale aj sledovanie dopadu jednotlivych diagnostickych a imunologicko-profylaktickych
akcii, ako sa oni prejavia na dal$i priebeh a vyskyt ndkazy. Koneény uspech imuno-
logického zdkroku treba hodnotit nielen podla bezprostredného ucdinku prejavuji-
ceho sa zddnlivygm zlepSenim mndkazovej situdcie a dosiahnutim ekonomickyjch vy-
sledkov, ale predovietkym z toho hladiska, akid ilohu zohrd pre dosiahnutie koneé-
ného ciela, t. j. pre likviddciu ndkazy. Udinnost prevencie uskutoéiiovanej cestou
sérologickych a alergickych diagnostickych testov, ktoré umoziuji odhalenie a elimi-
ndciu infikovanych jedincov, zdleZi jako od rychlosti a intenzity imunologickej odozvy
organizmu na infekciu, tak aj od spoésobu prenosu infekéného agens zo =zvierata na
zviera, Vysledok imunoprofylaktickiych zdkrokov zdvisi mielen ma ucéinnosti pouZitej
imunizaénej metody, ale aj od moZnosti pévodcu infekéného ochorenia pretrvdvat
mimo objekt, na ktorom sa vakcinaény zdikrok robi. Ak sa pouZije mdlo uéinnd imu-
nizaénd metéda, nemozino od nej olakdvat likviddciu ndkazy v Ziadnom pripade. Pri
pouziti uc¢inrej metédy maji pre likviddciu alebo pretrvdvanie ndkazy rozhodujicu
ulohu faktory prostredia, spektrum vnimavych zvierat, mozZnosti perzistencie infekcie
mimo prirodzene vnimavé zviera v rozliénych druhoch rezervodrovych =zvierat, aj
mimo Zivy organizmus.

Prevencia a likviddcia ndkaz hospoddrskych zvierat sa uskutocéiiuje dvojakou
cestou: 1. vyberom infikovanjch a ochranou zdravych zvierat, 2. iéinnou a ciela-
vedomou imunoprofylaxiou.

Chybanie imunizaénej metédy proti tej ktorej ndkaze nemusi byt vZdy v nepro-
spech jej tlmenia, pripadne likviddcie. Ak je po ruke dostatoéne spolahlivd diagnos-
tickd metdéda, ktord zaruduje identifikdciu kaZdého infikovaného zvierata, mdme
v rukdch dostatoéné prostriedky pre vedenie tuspesného boja proti prisluSnej ndkaze.
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Napriklad pri tlmeni Zrebléej ndkazy sa vystaéi s jedinou sérologickou reakciou —
komplementfiksacnym testom — pri tlmeni tuberkuldzy s alergickou reakciou a pri
soplavke s kombindciou serologickej reakcie s alergickou skudkou. Dalsim prepokla-
dom uspechu v takomto pripade je, Ze infekcia sa obmedzuje len na jeden, pripadne
niekolko mdlo druhov hospoddrskych zvierat a mniet trvalych prirodnych zdrojov
infekcie.

Na druhej strane si mdkazy, u ktorjych nemdme doposial jednoduchi a spo-
Tahlivd diagnostickl® metédu, pripadne ak aj je k dispozicii, vyhladdvanim infikova-
nych zvierat a ich vyradovanim sa mevystadi pri tlmeni ndkazy. Ak v takyjchto pri-
padoch mdme po tuke ucinné metody imunoprofylaxie, koneény efekt ich pouZitia
zdvist opdt ma moznosti pretrvdvania infekcie mimo objektu zasaZitelného vakcinaé-
nym zakrokom. Aj ked mapriklad pri more osipanych niet doposial rijchlej a spo-
Tahlivej diagnostickej metédy vhodnej pre rutinne pouZitie, moino od cielavedomej
imunoprofylaxie ocakdvat likviddciu ndlkazy len preto, Ze mimo odipanej niet iného
zvierata vnimavého na prirodzenu infekciu. Naopak pri éervienke oSipanych neskytd,
vzhladom na ubikvitdrny vyskyt cervienkovych zarodkov ako aj na skutocénost, ze
vakcinaény zdkrok meovplyvni preZivanie virulentnych zdarodkov u wvakcinovanych
zvierat, ani najlep$ia imunizaénd metéda viacej nddeji, ako Ze sa jej pomocou podari

na minimum obmedzif hospoddrske straty.

Pri volbe imunizaénych metéd proti nakazlivym chorobam hospoddrskych zvie-
rat prevlada v poslednych rokoch tendencia pouzivaf Zivé vakciny. Obavy zo zmeny
modifikovaného wvakcinaéného kmeria v plne virulentny a tym wvytvdranie novych
ohnisiek infekcie, boli uz vo vicsine pripadov prekonané. Prispeli k tomu najmd
pokroky dosiahnuté vo virologickej technike v poslednych rokoch, ktoré umoznuji
ziskat jednak geneticky dcisté linie s homogénnou virusovou populdciou, jednak po-
mocou markerov sledovat antigénnu a geneticku stabilitu virusov, Vo wvdcsine pri-
padov prevyduju Zivé vakciny vakciny inaktivované svojou imunogenitou, rychlostou
ndastupu a pretrvdvanim imunitného stavu, mozZnostami jednoduchého a tychleho
spésobu aplikdcie a v neposlednej miere ekonomikou vyroby.

V minulosti vo velkom rozsahu pouzZivand séroterapia bakteridlnych infekcii
stratila dnes, uplatnenim so chemoterapeutik a antibiotik, ma svojom niekdajSom
vyzname. Na druhej strane nie je vZdy docenend hodnota ochrannjch sér proti viru-
sovym infekciim. Experimentdlne vysledky predloZené v poslednom case poukazuji
na potrebu revidovat stariie mdzory ma profylaktickid, pripadne aj terapeutickd hod-
notu hyperimiunnych sér proti virézam Tudi i zvierat. Stadi pripomenut ilohu, aki
hraji, resp. zohrali ochranné séra u Tudi pri prevencii Botkinovej choroby, poliomye-
litidy a osypok, u zvierat pri Rubdrthovej chorobe, psinke, more oSipanych a slin-

tacke a krivacke.

Aj vo veterindrnej medicine je viak treba zaujat zamietavé stanovisko k pouzi-
vaniu heterolégnych sér. Vynimky je mozno pripustif len pri sérach, ktorych vyroba
je ma druhu, pre ktory si uréené, z technickych alebo ekonomickych pri¢in nemoznd.
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ddciu zamorenych chovov a odchov zdravého potomstva v d&istom prostredi alebo
vyber chovnych linii, prirodzene odolnych proti infekcii. Pri niektorych ndkazlivych
chorobdch niet zatial redlnych predpokladov, Ze by ich bolo mozZné iuplne vykorenit.
V takychto pripadoch mneostdva ni¢ iné, ako profylaktickymi opatreniami obmedzif

na minimum hospoddrske straty.
Doc. Dr, Alojz Zuffa, C. Sc.

Oddelenie pre vyvoj a vyskum, Bioveta n. p., Nitra
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E. Salajka PRISPEVEK K PROBLEMATICE
ESCHERICHIOS (KOLIINFEKCI) U SELAT
V RANEM POSTNATALNIM OBDOBI

B  Escherichiosy (koliinfekce) selat v raném obdobi postnatdlnim, pfedstavo-
vané kolisepsi-a kolienteritidou, jsou zji§tovdny nejcastéji ve vrzich primipar.
Objevuji se viak i pripady enzootickych vyskyti u vsech vrha ve stiji. Uvedené
dvé nosologické jednotky nelze zpravidla klinicky rozlisit, jelikoz obé se projevuji
prijmem.

LITERARNI PREHLED

Baktericidni rod Escherichia zahrnuje velkou fadu g-ty¢inek jak saprofytic-
kych tak i patogennich, oznacovanych shodné jménem Escherichia coli a zafa-
zenych sem na zadkladé biochemické aktivity definované pro tento rod. BIizsi
jejich rozliseni je mozné pouze na bazi sérologické, vypracované v r. 1943
Kauffmannem (1943, 1947).

Na zvlastni poméry u koliinfekci prasat upozornil v r. 1957 a 1960 Sojka
a spol. (1957, 1960). U kmend z pfipadi edémové nemoci nalézali hlavné anti-
geny 0139:K82(B), 0141 a 08. U pfipadd enteritid selat to byly pfevazné kme-
ny s antigeny 0141, 08 a 0138. Podobné nalezy uré¢ili i jini autofi (Geurden
Spence a Sojka 1960, Wittig 1963), z nichz néktefi uvadéli jesté
dal§i sérotypy podezielé z patogenity pro selata.

Experimentalné byla prokdzdna patogenita sérotypt Escherichia coli
08:K87(B)K88(L) a 0141:K85(B)K88(L) pro novorozenia selata (Saumn-
ders, Stevens, Spence, Sojka 1963, Saunders, Stevens,
Spence, Betts 1963) a pro selata odstavovana ve stafi 3 tydna (Chop-
ra, Dale 1964).

Na rozdil od kolienterotoxemie odstdv€at, u niZz jsou nalézany hlavné
hemolytické varianty, jsou u gastroenteritid selat novorozenych izolovany pie-
vazné nehemolytické kmeny E. coli (Roberts, Vallely 1959).

Kromé faktoru kvalitativniho, tj. specifity uréitych sérotypua pfi escheri-
chiosich, je pro vznik onemocnéni dulezity téz faktor kvantitativni (Kauff-
mann, Perch 1943, Kienitz 1965, Nordbring, Olsson 1957).
U nemocnych jedinci byva koliformni fléra ve féces pfedstavovdana zpravidla
monokulturou patogenniho sérotypu ‘E. coli, kdezto pfi ndlezu patogennich typi
u jedinct zdravych nebo bacilonosi¢ii byva patogenni typ zjistovan jen jako maly
podil kolifléry pfedstavované smési vice sérotypi (Kauffmann, Perch
1943, Kienitz 1965 Nordbring, Olsson 1957).
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Endotoxin g-ty¢inek je lipopolysacharid totoZny s O-antigenem. Vyznaduje se
podle Westphala (1957) tim, Ze jeho vysoce toxicky podil lipidicky je meanti-
genni, kdezto netoxicka cast polysacharidova je nositelem antigenni specifity.

Patogenita kment E. coli spociva podle Kauffmanna (1947) v kombinova-
ném ucinku antigenad O (somatického) a K (povrchového nebo kapsularniho).
De Witt a Allen (cit. 6) upozornuji, ze hlavni protektivmi protilitkou proti
kmenuam E. coli je protilatka proti jejich K-antigenim. Stejny ndzor zastava
i Fey (1964), ktery dodava, Ze protilatky proti E. coli nemaji ué¢inku antitoxického,
ale pusobi pouze antibakterialné, tj. opsonisaci.

Neékteri autoii (Blaga, Radojc¢evi¢, Mihajlovié 1964, Mansson
1962, Mohlmann 1963) popisuji uspé$né pouziti vakcinace krav a prasnic nebo
pouzivani imunniho kolostra pro prevenci koliinfekei mladat po narozeni. Poziti
imunniho kolostra vSak nezabranuje kolonizaci stfeva patogennim kmenem E. coli,
takZe mladata, prestoZe jsou chraména, stavaji se jeho rezervoirem (Schoenaers,
Kaeckenbeeck 1964).

Owen a spol. (1961) prokazali, ze protilatky prijimané mladaty v Kkolostru
a pak v mléce predstavuji dulezité ochranné agens i v pozdéjsi dobé, kdyz jiz nedo-
chazi k jejich prostupu sténou stievni. JelikoZz selata aktivné imunologicky reaguji
teprve v 5—6 tydnech véku, uplatnuji se pasivné prijimané protilatky v mléce jako
koproantilatky.

Koproantilatky prokazované u enteralnich infekei 1lidi wvznikaji ve sliznici
stfevni a jsou ve stolici prokazatelné mnohem drive nezli v séru krevnim. Cirkulu-
jlci protilatky tohoto puvodu predstavuji pouze jejich akumulaci a neucastni se na
vlastni ochrané organismu proti enteralnim infekcim (Wagner 1959).

S pusobenim antigenu na sliznici zazivaciho traktu tzce souviseji i tzv. ,,priro-
zené protilatky* proti radé prislusniku celedi Enterobakteriaceae. Za podminek nor-
malni kolonizace stieva jsou antigeny intestindlni fléry hlavnim stimulem pro pro-
dukci téchto protilatek (Miler, Sterzl, Kostka, Lanc 1963).

Kromé protilatek pochazejicich ze séra jsou v kolostru a v mléce téz protilatky
produkované samotnou mlécénou zlazou, které jsou zde vytvareny jako odpovéd na
antigeny deponované intramammarné mladaty pii sani (Campbell, Peter-
sen 1963, Greenbaum, Miller 1960). Pii umélém podani antigent ducejem
strukovym byly zjisfoviany protilatky v mléce jiz za 1—2 dny, kdeZto v krevnim séru
se objevily az za tyden (Sarwar, Campbell, Petersen 1964). Nejen kolo-
strum, ale i mléko ma prokazatelné titry aglutinint proti rtznym sérotypim E. coli
(Portmann 1962). I kdyz jsou titry protilitek v mléce niz$i nez v krvi, ma mléko
specificky imumnizovanych zvitat protektivni tuc¢inek na pokusna zvirata infikovana
kulturami E. coli, Shigell a Salmonell (Butko 1964).

Vysledky laboratornich a terénnich vySetreni, o nichz je zde referovano, jsou
uvodni etapou vyzkumu zaméieného na problematiku gastroenteralnich poruch u se-
lat, vyvolavanych zarodky z rodu Escherichia. Tato Setfeni byla zamérena na

1. sérologicka uréeni O-antigent vétsiho poétu kment Escherichia coli izolo-

vanych z piipadi prijmovych onemocnéni selat v raném postnatalnim
obdobi;

2. sledovani vyskytu sérotypu E. coli podezielych z patogenity pro novorozena

selata v chovech s enzootickym vyskytem prajmu selat;

3. informativni vySetieni souvislosti terénniho vyskytu prajma u selat s imu-

nitnim stavem matek charakterizovanym hladinou aglutinini proti K-
a O-antigenum stajoveé specifickych kmenu E. coli.

MATERIAL A METODIKA

Kmeny E. coli pro sérotypizaci byly zaklddany z koliformnich porostd vy-
kultivovanych z parenchymatosnich organti selat uhynulych na kolisepsi, ze
stfevniho traktu selat uhynulych na kolienteritidu a z trusu selat zZivych, trpi-
cich prijmy v raném postnatdlnim obdobi. Mensi ¢ast kmenu byla ziskana
z pracovist USVU a z Biovety v Ivanovicich na Hané. Celkem bylo vzato do
prace 1045 kment E. coli ze 659 kust selat.
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Jako zakladni srovndvaci materidl pro sérotypizaci byly pouzity standardni
kultury E. coli z International Escherichia Centre, Copenhagen s O-antigeny
01 — 0145 a s K-antigeny K1 — Ka&89.

Vzorky krve pro vySetfeni imunitniho stavu prasat v terénu byly odebirany
punkci udni zily od prasnic v lokalitich s enzootickym vyskytem kolienteritid
u novorozenych selat.

Sérologickd typizace zahrnovala vySetfeni viech kmena E. coli na O-anti-
geny. U nékolika terénnich kmenid E. coli izolovanych v lokalitich, kde byla
provadéna sérologickd depistaz, byly informativné uréeny i K-antigeny. K témto
typizacim jakoz i k vySetfeni hladin protildtek u prasnic proti stdjovym séro-
typum E. coli bylo pouzito pomalé aglutinace podle Edwardse a Ewinga
(1957).

K typizaci bylo pouzito 51 typové specifickych sér. Vybér téchto sér byl
proveden tak, ze byla pouZita séra téch O-typd, o nichz byly v dostupné literatufe
nalezeny udaje o jejich vyskytu pfi onemocnéni lidi a hospodafskych zvifat.
Déle byla zafazena séra pfipravenda pouZzitim terénnich kment, jejichz typova
prislusnost byla zjisténa dodate¢né pomoci O-antigend 01 — 0145 typovych
kment z Kodané. Pouzitym souborem sér bylo moZno uréit tyto O-antigeny
E. coli: 01, 02, 03, 04, 06, 08, 09, 011, 013, 015, 019, 020, 021, 023, 024,
026, 028, 035, 041, 043, 049, 055, 056, 073, 076, 077, 078, 083, 086, 088,
0101, 0102, 0103, 0108, 0109, 0111, 0112, 0114, 0115, 0117, 0119,
0125, 0128, 0133, 0135, 0137, 0138, 0139 a 0141. Dal§i dvé pouzivana séra,
pfipravend z vlastnich terénnich kmenu & 15 a ¢ 1869, neaglutinovala zadny
z typovych antigeni 01 — 0145.

VYSLEDKY

A. AGLUTINACNI URCENI O-ANTIGENU U KMENU E. coli (OBR. 1)

Ve skupiné prajma selat bez sepsi bylo typovano 929 kmend z 572 kust
selat. Jelikoz u pfipadl, kdy byly typovany 2—3 kmeny z téhoz zvifete, byly
zjistény az na ojedinélé vyjimky shodné O-antigeny, je hodnocen kazdy kus
jen jednim kmenem.

Pouzitim 51 aglutina¢nich sér bylo z 572 ptipadt zatazeno podle O-anti-
genit 546, tj. 95,5 %. Dvanacti séry (03, 028, 043, 049, 077, 083, 088, 0111,
0112, 0115, 0133 a 0135) nebyl aglutinovan ani jediny kmen. Tato séra nejsou
proto v grafu uvedena.

Prevdina ¢ast pripadi — 62,8 % (359 ks) byla zafazena k osmi typtm:
08 — 184 % (105 ks), 0101 — 9,8 % (56 ks), 0141 — 9,8 % (56 ks),
09 — 58% (33 ks), 02 — 54 % (31 ks), 0138 — 4,7 % (27 ks), 020 —
45 % (26 ks), 0117 — 4,4 % (25 ks).

U mensi ¢4sti kment — 32,7 % (187 ks) bylo mozno zjistit néktery ze
30 jinych O-antigenii. Nezatazeno ziistalo 4,5 % pfipada.

Ve skupiné kolisepsi bylo typovano 116 kmeni E. coli izolovanych z 87
uhynulych selat. Zafazeno bylo 85 pripadd, tj. 97,5 %. Vét3i frekvence anti-
gend u pfipadi kolisepsi byla zjisténa u 08 — 30 % (26 ks), 0117 — 10,2 %
(9 ks), 020 — 8 % (7 ks) a 0101 — 8 % (7 ks).

Pfi hodnoceni casového vyskytu sérotypl je napadné, ze antigen 0117 byl
z prevazné casti identifikovan u selat narozenych v roce 1965. V tomto roce
byl z 38 vySetfovanych pfipadi kolienteritid zjistén u 20 selat a z 10 pfipadd
kolisepsi u 5 selat.
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Obr. 1. Escherichiézy u selat. Frekvence sérotypu Esch. coli podle O-antigenu z 572
pripadu kolienteritid a z 87 pripadu kolisepsi.
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Obr. 2. Escherichiézy u selat. Vyskyt sérotypu Esch. coli podle O-antigent v lokalitich s hromadnym vyskytem one-
mocnéni.
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Obr. 3. Souvislost kolienteritidy selat s imunitnim stavem matek.
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B. STAJOVE SPECIFICKY VYSKYT SEROTYPU E. coli V SOUVISLOSTI
S ENZOOTICKYM VYSKYTEM KOLIENTERITID U SELAT (OBR. 2)

Frekvence jednotlivych sérotypt E. coli v chovech s enzootickym vyskytem
prijmi selat se vyznaluje tim, Ze v kazdé staji byl zjistén jeden nebo dva séro-
typy dominujici nad ostatnimi. Ve vSech pripadech prevladajici kmeny patfi
do skupin s O-antigeny zji§tovanymi zvla§t ¢asto u nemocnych selat (08, 0101,
0138, 0141).

C. SOUVISLOST KOLIENTERITIDY SELAT S IMUNITNIM STAVEM
MATEK (OBR. 3 A 4)

Na grafu ¢. 3 je zndzornén terénni pfipad z vyskytu kolienteritidy u selat
ve velmi dobfe vedené produkéni stanici velkovykrmny prasat v Hodoniné. K ma-
lému vrhu selat importované cornwalské prasnice bylo pfiddno nékolik novo-
rozenych selat od prasnice domaciho chovu, kterd se oprasila ve stejnou dobu.
Na druhy den se objevil profusni prijem u vSech selat kojenych prasnici
cornwalskou. V nasledujicich dvou dnech vSechna tato selata, tj. ¢erna corn-
walskd i pfidand bild uhynula. Selata ponechand u bilé prasnice domaciho
chovu zustala zdrava. Pfi bakteriologickém vysetfeni uhynulych selat byly paren-
chymatézni orgdny sterilni. Ze stfevniho obsahu uhynulych selat byla izolovana
E. coli s antigenni strukturou 0141:K85(B), coZz je sérotyp poklddany za pato-
genni pro tato mladata. Av3ak tentyz sérotyp E. coli byl prokdzin i v trusu
zdravych selat od bilé prasnice. PFi sérologickém vySetfeni obou prasnic bylo
zji§téno, ze bild prasnice deméciho chovu méla vyrazny titr aglutinind proti
K- i O-antigentim stijového typu E. coli, kdezto u Cerné cornwalské prasnice,
nedavno importované jako bfezi, tyto protilatky prokazany nebyly.

Srovnani sérologického vySetieni dvou chovii, v nichz byl nachadzen stejny
patogenni sérotyp E. coli a kdy k onemocnéni dochizelo jen v jednom z nich,
je uvedeno na grafu 4. V chovu prasat JZD Vacanovice probihala v zimé a na
jafe r. 1964 tézka enzootie prujmu ve vSech vrzich selat. P¥i vySetfeni 30 selat
z ruznych vrhi byla u 20 ks izolovdna ze zaZivadel, event. z parenchymatéznich
orgdni hemolytickd monokultura E. coli sérotypu 08:K88(L). Sérologické vy-
Setfeni prokazalo, ze u prasnic byly sice pfitomny aglutininy proti somatickému
antigenu 08, avSak proti povrchovému antigenu K88 (L) byly jen ojedinélé velmi
nizké hladiny aglutinind.

Vysetfeni prasnic v JZD D. Bojanovice, kde byl tentyz sérotyp E. coli
sporadicky prokazovan, ale kde se objevovaly u selat jen ojedinéle mirné pfi-
pady prajmovych onemocnéni ukézalo, Ze prasnice v tomto chovu mély velmi
vyrazné titry protilatek proti E. coli 08:K88 (L), hlavné aglutininti proti K-anti-
genu.

Podobné poméry imunologické jako v lokalité Vacanovice byly zjistény i pfi
stadjovém vyskytu jinych podezielych sérotypi E. coli v souvislosti s onemocné-
nim selat v dal3ich lokalitich: Vazany [0138:K81(B)], Tasov [0141:K85(B)]
a Chlumec [0101:K30(A)].

DISKUSE
Vznik escherichios (koliinfekei) u selat v raném postnatialnim obdobi je pod-

minén dvéma zakladnimi pri¢inami. Prvou je etiologické agens piedstavované dru-
hové patogennim sérotypem E. coli. Druhou podminkou je vnimavost selat predsta-
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JZD Vacanovice

Chov s vyskytem dyspeptickych priajmi u movorozenych selat.
U uhynulych kust byla opétovné izolovana E. coli 08:K838(L).

prasnic

¢fsla

JZD D. Bojanovice

Chov bez vyskytu dyspeptickych prijma u novorozenych selat. Ve
staji byla opétovné izolovana E. coli 08:K88(L).
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Obr. 4. Sérologické vysetreni
lat s chovem zdravym.

dvou chova prasat s ndlezem stejného sérotypu Esch. coli.

Srovnani chovu s vyskytem prajmu u se-



vovana specifickou imunitni karenci zavislou na nepritomnosti specifickych proti-
latek u matek. Uvedené dvé okolnosti vysvétluji dlouho tradovany nazor o podmi-
néné patogenité E. coli.

Pro movorozena selata se jevi jako patogenni nebo jako podezielé z patogenity
sérotypy Esch. coli s O-antigeny 08, 0141, 0101, 09, 02, 0138, 020 a 0117. Tyto typy byly
nachazeny jako nejcastéjsi v souboru 572 kusi selat trpicich prujmy.

VySetfend skupina 87 pripadua kolisepsi neni dost po¢etna pro smérodatné vy-
jadieni. AvSak i zde byly u prevazné ¢asti kment nalézany O-antigeny stejné jako
u kolienteritid.

Ve vyskytu patogennich sérotypu E. coli se projevuje stfidani, jak ukazuje
nalez kment s O-antigenem 0117: tento O-antigen byl v letech 1961—64 zjisfovan
jen ojedinéle, avSak v roce 1965 prevladl nad ostatnimi. Podobnda situace je v hu-
manni mediciné, kde v posledni dobé je jako zvlasf nebezpeény pro kojence uvadén
sérotyp se somatickym antigenem 0127, vyskytujici se mnohem c¢astéji nez diive
(Kienitz 1965, Ocklitz 1965).

Nebude zadnym prekvapenim, kdyz v budoucnu budou za patogenni pro selata
pokladany i jiné sérotypy neZz jsou zde uvadéné.

Srovnani vysledku typizace kmenu E. coli z nékolika lokalit s vyskytem one-
mocnéni ukazalo, Zze v kazdé staji prevlada jeden nebo dva typy nad ostatnimi. Pre-
vladajici typy nejsou ve vSech stdjich stejné. Tento nédlez muZe slouzit k upiesnéni
terminu ,stdajova nakaza“. Rovmnéz muze byt vysvétlenim nékterych netspéchu pii
pouzivani stijovych vakcin pripravenych z materialu vybraného namatkové a odu-
vodiiuje nutnost vySetieni vétsiho podétu uhynulych nebo nemocnych zvifat pro
objasnéni situace ve vySetfovaném stadé, V pripadé vyskytu nékolika podezielych
sérotypu v jedné staji muze byt sérologické vySetieni prasnic indikatorem pro uréeni
sérotypu patogenniho pro danou stéj.

Imunitni stav prasnic zahrnuje imunitni odezvu na prekonané infekce a na
umélé imunizace, ale hlavné je obrazem lokalni interakce tkanovych systému ucast-
nicich se imunitnich pochodt s velmi éetnymi antigeny v zazivadlech, event. v mlé¢-
né zlaze.

Casty vyskyt koliinfekei ve vrzich primipar a prasnic nové do stdda zafazenych
nasvéddéuje tomu, Zze je zfejmé nutna del$i doba k prirozenému proimunizovani pras-
nic proti vétSimu poétu antigentt a proti stajové specifické mikroflére. Z této okol-
nosti vyplyva potieba nékterych preventivnich opatfeni charakteru zootechnického
jako je uzavieny obrat stdda s odchovem prasni¢ek v tom prostiredi, v némz budou
prozivat i obdobi produkéni. I pfi téchto opatfenich nadale zlstava neodstranéna
moznost infekce stadda novym sérotypem E, coli, ktery muze vyvolavat onemocnéni
selat, dokud se prasnice neproimunizuji.

U¢inek specifickych protilatek proti E. coli se projevuje pouze utlumem v rustu
kultur (Portmann 1962) a v opsonizaci bakteridlnich bunék (Fey 1964). U koli-
enteritid mohou tedy protilatky zasahnout jen v pfimém styku s vlastnimi puvodci
onemocnéni ve stifevnim traktu. Nelze zde ocekavat vyrazny ucinek specifickych
antisér po parenteralni aplikaci. Tento terapeuticky zasah je opodstatnén jem u pfi-
pada s bakteriemii.

Na zakladé poznatku zde uvadénych lze uvazovat o potrebé vyzkouSeni nékte-
rych zakroku pro tlumeni koliinfekei novorozenych selat, jako je: a) imunizace
prasnic stajovymi vakcinami pripravenymi z kmenu vybranych ma zakladé sérolo-
gické typizace vétSiho pocétu kultur E. coli z dotyéné stdje a na zdakladé proSetreni
imunitniho stavu prasnic; b) profylaktické ¢i 1lééebné pouziti specifickych hyperimun-
nich sér u novorozenych selat. U kolienteritid je tfeba uvazovat o nékolikadenni
peroralni aplikaci sér jako ndhradé protilatek piijimanych selaty v kolostru a mléce
od imunnich matek a ucinkujicich ve strevé jako koproantilatky, dokud je selata
sama aktivné nevytvareji.

SOUHRN

Bylo provedeno sérologické vySetfeni O-antigend u 1045 kment Escherichia
coli ze 659 kusi selat onemocnélych prijmy brzo po narozeni. Na zikladé nej-
castéj§iho vyskytu O-antigend lze povaZovat kmeny E. coli s O-antigeny 08,
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0141, 0101, 09, 02, 0138, 020 a 0117 za patogenni nebo podezielé z patogenity
pro selata v raném posinatdlnim obdobi.
U nékterych uvedenych O-antigent byl zji§tén stijové specificky vyskyt.
Sérologickym prosetfenim prasnic v chovech s enzootickjm vyskytem koli-
enteritid a prasnic v chovu zdravém byla zji§téna souvislost vyskytu onemoc-
néni selat s imunitnim stavem matek. V chovech s hromadnym vyskytem priijmo-
vych onemocnéni u selat byl u prasnic zji§tén nedostatek aglutinint proti

K-antigenu stdjové specifického sérotypu E. coli.
Doslo dne 30. 12, 1965

Technicka spoluprace Z. Sarmanova, AL Rabomnova.
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K sompocy mpobrematmkm escherichios (xommuudexnmit) y mopocar B paHHumi mepHom mocae
pOXIeHn s

ITposonusocs ceponoruyeckoe obenenosaHue. O-aHrurenos y 1045 wrammos Escherichia
coli, asteix y 659 nopocsir, 3a6oseBmHx MOHOCOM BCKOpe mocie poxkmenus. Ha ocnose naubonee
yacto Berpedaomuxcs O-aHrureHoB MoxHO mraMmul E. coli ¢ O-anruremamu 08, 0141, 0101, 09,
0,2, 0138, 020 u 0117 cuurars NAaTOreHHHIMH HJIH JK€ IIO03pEBaTh HMX B NATOTEHHOCTH y TOPOCAT
B PaHHMIi TIEPHOJ TOCJ]e POXKIEHMS.

Hexoropsie npusenennsie O-aHTHreHb! GbIIM CHEUPUIECKUMH TOJBKO B ONpPENeJeHHEIX CBM-
HapHHKaXx. {

IlyreM ceponormueckoro ofcaefOBaHHA CBHHOMATOK C SH300THYECKHM IHATHO30M KOJMEHTe-
PHMTOB M CBHHOMATOK M3 3I0pOBBIX CTal 6blIa yCraHOBJEHA 3aBHCHMOCTb MEX1y 3afosesaHHeM IO-
POCAT H COCTOSHMEM MMMyHHTETa MaTepeil. B crazax ¢ MacCOBEIM TIOfBJICHHEM MOHOCOB IOPOCAT
y CBHHOMATOK OBLJ YCTAHOBJEH HeNOCTATOK ArTJIOTHHHHOB nporus K-aHTureHa crnenuduueckoro
IS NaHHOH cpenst ceporuna E. coli.

On the Problem of Escherichioses (Coli-Infections) in Piglings in the Early
Post-Natal Period

A serological investigation was carried out of O-antigens in 1045 strains of
Escherichia coli from 659 piglings suffering from diarrhoea soon after birth. On
the basis of the most frequent of O-antigens it is possible to consider E. coli strains
with the O-antigens 08, 0141, 0101, 09, 02, 0138, 020, and 0117 as pathogenic or as
suspicious of pathogenity for piglings in the early post-natal period.

In the case of some of the mentioned O-antigens a specific occurrence in sties
was ascertained.

Serological investigation of sows of herds with an enzootic occurrence of coli-
enteritis and of sows of healthy herds revealed a connection between the occurrence
of diseases of piglings and the state of immunily of the mothers. In herds with
a mass occurrence of diarrhoea of piglings a lack of agglutinins against the K-an-
tigen of the sty-specific serotype of E. coli was found in the sows.

Beitrag zur Problematik der Escherichiosen (Coliinfektionen) bei Ferkeln
wihrend des frithen postnatalen Zeitraumes

Eine serologische Untersuchung der O-Amntigene bei 1045 Stimmen der Esche-

richia coli von 659 Stiick Ferkeln, die bald nach der Geburt an Durchfillen erkrank-
ten, wurde vorgenommen. Auf Grund des o6ftesten Vorkommens von O-Antigenen
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kann man Stdmme der E. coli mit O-Antigenen 08, 0141, 0101, 09, 02, 0138, 020 und
0117 fiir pathogen oder pathogen-verdichtig fiir Ferkel wihrend des frithen postna-
talen Zeitraumes halten.

Bei einigen von den angefiihrten O-Antigenen konnte ein fiir den Stall spezi-
fisches Vorkommen festgestellt werden.

Durch die serologische Untersuchung der Sauen in Zuchten mit enzootischem
Vorkommen von Colienteritiden und der Sauen in einer gesunden Zucht wurde ein
Zusammenhang des Vorkommens der Ferkel-Erkrankung mit dem Immunititszustand
der Miitter ermittelt. In Zuchten mit einem massenartigen Vorkommen von Durch-
fall-Erkrankungen bei Ferkeln wurde bei den Sauen ein Mangel an Agglutininen
gegen das K-Antigen des stallspezifischen Serotypes E. coli festgestellt.

Adresa autora:
MVDr. Eduard Salajka, Vyzkumny udstav veterinidrniho lékarstvi, Brno-Medlanky
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R. Hubik KONCENTROVANA SAPONINOVA VAKCINA
F. Laznicka PROTI SLINTAVCE
B. Barek

I. VYROBA A STUDIUM UCINNOSTI MONOVALENTNI
SAPONINOVE VAKCINY PROTI SLINTAVCE

BV boji proti slintavce zaujima predni misto aktivni imunizace vnimavych
zvifat. Pfestoze se v poslednich letech soustfeduje pozornost vyzkumu na pro-
blematiku zivych oc¢kovacich latek, je vénovidno nemdlo asili dalsimu vyvoji
a zdokonalovani inaktivovanych vakcin proti slintavce.

S modernizaci zpisobli vyroby viru se zménily zdroje virového materiilu,
které z vyroby na zivém skotu pfechdzeji na prumyslovou vyrobu viru in vitro
na pfezivajicich tkadnich a tkdnovych kulturach, které jsou ekonomicky podstatné
vyhodnéjsi, efektivnéjsi a produktivnéjsi.

Pfi pouzivani virovych materidli z tkdnovych kultur vyvstala zahy otizka
ucinnosti takto vyrobenych vakcin. Puvodni velmi optimistickd ofekavani se
ukédzala neopodstatnénymi a zatim je nutno konstatovat, Ze dosud neexistuje
inaktivovana vakcina z viru kultivovaného in vitro, kterd by se v sile a zvlasté
pak v délce vytvofené imunity zcela vyrovnala vakcindm s obsahem viru ze
zivého skotu.

V na$ich podminkach se s problematikou vakcin pfipravenych z viru kulti-
vovaného in vitro zabyvame od r. 1962. Zvlasté aktudlni se stala tato otazka
v dobé vyskytu slintavky typu C a v dobé zvySeného nebezpedi zavleteni exotic-
kych typt viru slak na naSe tGzemi. V téchto ptipadech je totiz produkce viru
na zivém skotu nevyhodna jednak pro urcité riziko rozvleceni nikazy a jednak
pro relativné omezenou vyrobni kapacitu vyrobniho podniku. Vyroba pfislus-
ného typu viru in vitro je idedlnim zplsobem fe§eni, a to jak po strdnce bez-
pecnosti provozu, tak i po strance potfebné kapacity a rychlosti produkce. Byli
jsme si védomi toho, Ze v tomto pripadé neptjde o vakcinu, kterd by mohla
plnit dlohu oc¢kovaci latky pro velké preventivni akce. Vyvijend vakcina méla
slouzit pravé pro pfipady nahlych vznikd onemocnéni takovymi typy nebo kmeny
slak, proti nimz se nepfipravuje obchodni protislintavkova vakcina. Perspektivné
jsme poditali se zaji§ténim imunity alesponi na 3 mésice, kterou by bylo mozZno
v pfipadé potifeby prodlouzit revakcinaénim zasahem.

LITERARNI PREHLED

Priprava a provérovani ucéinnosti vakein proti slintavee z viru kultivovanych
in vitro byly studovany mnohymi autory. Ne zcela vyhovujici sila a zvlasté pak
délka vytvarené imunity byla ifeSena riznymi zpusoby. ZvySovala se koncentrace
virového materidlu ve vakciné, sledovala se otazka moznych zmén vlastnosti viru
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slak pri pasadzich na tkanovych kulturidch, omezovaly se poéty pasazi a hledaly se
nejvyhodnéjsi tkanové substraty, na nichz by si virus uchovaval své puvodni vyhod-
né vlastnosti.

Vedle téchto zplsobl se stalo velmi sledovanym fe$enim zvy3ovani uéinku
vakecin pomoci latek s adjuvanénimi vlastnostmi, které stimuluji organismus zvifat
k vyssi tvorbé imunity. Jednim z nejvice pouzivanych adjuvancii ve vakciné proti
slintavce se stal saponin.

Uéinnost saponinovych vakein proti slintavece byla zkouSena radou autort jiz
od r. 1951 [Espinet R, G. (1951), Petermann H. G. a spol. (1958), Mack o-
wiak C. a spol. (1959a, 1959b, 1960, 1964), Olechnowitz A. F. (1961, 1962),
Schneider B. a spol. (1963, 1964), van Bekkum J. G. a spol. (1963), Poul J.
a spol. (1964), Strobbe R. a spol. (1964), Gilbert H. a spol. (1964), Amighi M.
(1964) a jini].

Je mozno konstatovat, Ze ve vSech dostupnych pracich je registrovan pozitivni
uc¢inek saponinu pri aktivni imunizaci skotu i prasat. Vyjimkou jsou pouze prace
Olechnowitze, které udavaji negativni vysledky uc¢inku saponinu na silu a zvlasté
pak délku vytvorené imunity u morcat i skotu.

V dusledku zavazmého ukolu rychlé vyroby vakeiny proti slintavee typu C jsme
pristoupili k ovéreni a vyvoji saponinové vakciny proti slintavce z viru kultivovaného
in vitro v nasich podminkach.

MATERIAL A METODIKA

1. Pfiprava vakciny. Pro pfipravu pokusné saponinové monova-
lentni vakciny byly pouzity vyrobni kmeny typu O a A, kultivované jednak na
prezivajicich sliznicich hovézich jazykt podle metodiky Frenkelovy [Hubik
R. (1965)] a jednak na monolayerech primarnich telecich ledvinovych bunék.
Pro pripravu vakciny byl pouZivan pouze materidl, ktery dosdahl minimalné
TCIDso 10%°/1 ml nebo LDso 10%%/0,03 ml na sajicich myskach a ktery byl
vyrazné pozitivni v KF testu.

Virus ze sliznice hovézich jazyki byl extrahovan do destilované vody, virus
z tkariovych kultur byl pouzit jako infekéni zachovné medium. Virova suspenze
nebo medium bylo po odstfedéni ¢aste¢né vycisténo pomoci chloroformu, znovu
odstfedéno a prefiltrovdno pres filtr Seitz EKS do sterilniho hydroxydu hlini-
tého. Po doplnéni ptisluSného mnozstvi fosfatového pufru byl k vakciné pfidan
sterilni roztok saponinu do koneéné koncentrace 0,25%. Inaktivace hotové vakei-
ny byla provedena formalinem (0,05% ) pfi teploté¢ 25° C po dobu 24 hodin.

2. Zkou§eni vakciny. Neskodnost vakciny byla zkouSena podle
geskoslovenské stitni normy na vakcinu proti slak obchodni. Uginnost byla testo-
védna na mladém plné vnimavém skotu o primérné viaze 400 kg. Vakciny byly
vyhodnocovany podle téchto hledisek:

a) stanoveni 50% protekéni ddvky podle metody Hendersona W. M.
a spol. (1953) s umélou infekei za 3 tydny po vakcinaci;

b) uréeni délky vytvofené imunity umélou infekci skotu za 2, 3, 4 a 5
mésict po vakcinaci;

¢) sledovani tvorby seroneutraliza¢nich protilatek za rtiznou dobu po vak-
cinaci

VYSLEDKY PRACI

Ptipravili jsme a provéfili 3 opera¢ni ¢isla pokusnych saponinovych vakein.
Kazda vakcina byla nejdfive ovéfena na netkodnost na skotu. Bylo zjisténo, ze
zadna nevyvolala tvorbu specifickjch zmén v mistech vpichu vakciny do jazyku
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ani na ostatnich predilekénich mistech organismu. Rovnéz tak lokdlni zmény
v misté aplikace vakciny do podkozi byly shodné s lokalnimi reakcemi po
hydroxydové vakciné bez saponinu.

MONOVALENTNI VAKCINA TYPU A, OP. C. VI/62

Tato vakcina byla pfipravena z viru typu A, kultivovaného na pfezivaji-
« ' aicich hovézich jazykti (Frenkelova metoda). Virovy material pfedsta-
ve.w: 15, postupnou pasdz na tomto
t‘yp’u’ kulturvy.’ ‘Infekgm titr viru ma KUSY VAKCINOVANE
sajicich myskach mél hodnotu LDso DAVKA
107%/0,03 ml. r12131415
Ucinnost vakciny byla ovéfena na 125 ml | | S| BN | BN
68 kusech skotu. Titrace 50% protek- [55 o EE ]
¢ni davky byla provedena ve 3 samo-
statnych pokusech. Propoc¢tem byla sta- 5.0 ml
novena PDsp = 0,3 ml. 10,0 ml
Ucinnost této vakciny byla dale | KONTROLY lnlm}_l
provéfena na 20 kusech skotu, vakcino-
vanf(ch davkou 0,5 ml, za 1 a 3 mésice L. Stanoveni PDso u vakciny op. ¢. 1X/62
po vakcinaci. Za 3 mésice po vakcinaci
onemocnél generalizované 1 kus z 5 vakcinovanych davkou 0,5 ml. VSechna
zvifata za 1 mésic a zvifata vakcinovana davkou 5 ml za 3 mésice byla plné
imunni.

MONOVALENTNI VAKCINA TYPU O, OP. C. I1X/62

Tato vakcina byla vyrobena z viru typu O, kultivovaného na tkarovych
kulturdch. Virus pfedstavoval 24. postupnou pasdz viru na tomto typu kultury.
Infekéni titr desahl hodnoty TCIDsp 10°%°/0,1 ml. Tato vakcina byla provéfena
v kratkodobém testu na 20 kusech skotu. Skupiny zvifat po 5 kusech byly
vakcinovany davkami 1,25 ml, 2,5 ml, 5 ml a 10 ml. Ve skupiné 1,25 ml
onemocnéla po Celenzové infekci za 3 tydny p. v. viechna vakcinovana zvifata,
ve skupiné 2,5 ml onemocnély 2 kusy. Davka 5 ml a 10 ml dala vSem zvifatim
plnou imunitu. Propocet PDso dal hodnotu 2,2 ml. (Viz tab. 1.)

MONOVALENTNI VAKCINA TYPU A, OP. C. III/64

Tato vakcina byla vyrobena z viru typu A, kultivovaného na tkanovych kul-
turdch primarnich telecich ledvinovych bunék. Virové medium pfedstavovalo
28. pasaz viru na tomto typu kultury. Infekéni titr dosahl hodnoty TCIDso
10%%0,1 ml a v KF testu bylo medium pozitivni je§té se 6% komplementem
na ++++.

Ucinnost byla detailné provétena jak v kratkodobém tak i dlouhodobém
testu. S touto vakcinou byl rovnéz proveden revakcinaéni pokus.

50% protekéni davka byla uréena na 19 kusech skotu. Davka 1,25 ml
vytvofila tplnou imunitu u 1 kusu, 2 kusy byly ¢aste¢né imunni a 1 kus
onemocnél generalizované. Ostatni davky vytvetily u vakcinovanych kusi
Gplnou imunitu. Propo¢tem byla stanovena PDso na 1,25 ml (tab. II). Vysetfe-
nim sér se ukdzalo, ze u vSech vakcinovanych zvifat doslo k signifikantnimu
vzestupu SN-protilatek.
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Davka 5 ml této vakciny byla ovéfena na 20 kusech skotu v dlouhodobém
pokusu. 4 skupiny zvifat po 5 kusech byly provéfovany celenzovou infekci za
2, 3, 4 a 5 mésici po vakcinaci. VSechna vakcinovana zvifata ziskala plnou
imunitu na celou dobu pokusu.

KUSY VAKCINOVANE ETR:, BN | G

DAVEA 1| 2| 3| 4| 5 | proTiLATEK
125mi || | o > 1: 38
2,5 ml 1:148
5,0 ml 1: 116
10,0 ml 1: 33,8

wonTroLy | | N | |

[ ] - zviRE Po CELENZI NEONEMOCNELO
|| - ZVIRE PO CELENZI ONEMOCNELO LOKALNE
(@] - zviRE PO CELENZI ONEMOCNELO GENERALISOVANE
Vysetfenim sér téchto zvifat bylo zji§téno maximum protilatek za 2 mésice
p. v. Po této dobé zac¢ina hladina protildtek poklesavat a kolem 5. mésice p. v.

se blizi jiz k nulovym hodnotam. Az do 3 mésice p. v. lze viak hodnotit obsah
SN-protilatek v sérech vakcinovanych zvifat velmi pfiznivé (tab. III).

DOBA PO KUSY VAKCINOVANE | #TITR. SN KONTROLY
VAKCINACI 1| 2|3 |4 |5 |PROTILATEK| 1 | 2 | 3 | 4
2 MESICE 1152 | | |
3 MESICE 1: 82 | B <
4 MESICE 1:60 = S
5 MESICU 1: 16 ||

3. Priikaz imunity za 2 az 5 mésici po vakcinaci vakecinou op. ¢ III/64

K orienta¢énimu ovéfeni téinku revakcina¢niho zasahu byl proveden pokus
na 20 kusech skotu. Revakcinace byla provedena stejnou davkou jako zakladni
vakcinace, tj. 5 ml sc. K priikkazu nejvhodnéjsitho terminu revakcinace byly
revakcinovany skupiny zvitat za 1, 2, 3 a 4 mésice po vakcinaci. Efekt revakci-
na¢niho zasahu byl ovéfovan vidy za 3 tydny po revakcinaci CelenZovou infekei
a pritkazem vzestupu SN-protilatek v krvi. (Tab. IV.)

Optimalni doba pro revakcinaéni zdsah je mezi 2—3 mésicem po zékladni
vakcinaci. Revakcinace provedena v této dobé vyvolava az tficetindscbny vzestup
SN-protilatek. Revakcinace za 1 mésic po vakcinaci vyvolava vzestup protilatek
asi sedmindsobny, za 4 mésice je§té dvanictindsobny. Tyto terminy jsou tedy
jiz méné vhodné.
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D0BA PO | KUSY REVAKCINOVANE # TITR. SN PROTIL.| KONTROLY

taKCcINAcl | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 |PRED R| PO R. 1] 213

1 MESiC 1:62 | 1:617 |||
2 MESICE 1:59 | 1:1525 |iEA | BEE
3 MESICE 157 | 1:1827 |||
4 MESICE 1:40 | 7:513 ||| R

4. Prukaz imunity po revakcinaci vakcinou op. & II1/64

DISKUSE

Saponinovym vakcinam proti slak se pripisuje fada vyhodnych vlastnosti, které
si zaslouzi plné pozornosti a proveérovani.

Hlavnim vyznamem saponinu je jeho vliv na zvy$eni imunogenity vakeciny.
Tato skutec¢nost, experimentalné ovérena Girardem (1964) a Strobbem (1964),
je dulezitd hlavné u vakecin vyrabénych z viru slak kultivovaného in vitro. Pokud
byl saponin pouzit u vakcin vyrobenych z viru ze Zivého skotu, ukazala se mozZnost
podstatného snizeni vakcinac¢nich davek.

Zvlasté vyhodné vlastnosti se ukazaly pri soucasném pouziti saponinu a hydro-
xydu hlinitého, k ¢éemuz dala experimentalni podklady priace Strobbeho a spol.
(1964).

Saponinové vakciny byly ovéfovany jako mono-, bi- i trivalentni s raznymi
typy viru a jejich uc¢inek se zkous$el ma skotu, prasatech i moréatech. MtiZeme kon-
statovat, Ze vyjma prace Olechnowitze (1961, 1962) se setkavame pouze s klad-
nymi vysledky jak v sile, tak i v délce vytverené imunity. Vezmeme-li v uvahu
udaje Mackowiaka a spol. (1964) a dalsich autort o nestejné kvalité rtznych
preparati saponinu a zvlasté pak o nevhodnosti prili§ éistych preparati, pak si lze
Olechnowitzovy negativni vysledky vysvétlit pravdépodobné timto zplsobem.

Pri vyvoji nasi saponinové vakciny z viru kultivovaného in vitro jsme se pti-
drzovali klasického vyrobniho schématu s prislusnymi zménami v extrakeci a filtraci
viru. Virové medium bylo pied vlastni filtraci ¢isténo chloroformem v davkach,
které nevylucuji nutnost filtrace pres filtry Seitz EKS. Po filtraci byl virus adsor-
bovan na hydroxyd hlinity.

Koncentrace viru z Frenkelovy metody byla 6%, (vahovych) a z tkanovych
kultur 10%, Podkladem pro tyto koncentrace viru ve vakciné byly nase drivéjsi
pokusné priace [Hubik (1963)] a dale pak zamérné provérovani téchto koncentraci
viru pro dalsi vyvoj trivalentni vakeciny.

Saponin jsme pouzili v koncentraci 0,25Y, a to na zdkladé literarnich udaju
a na zdkladé zkuSenosti, které jsme ziskali pri pripravé moréecich hyperimunnich
typovych sér (Fedak — mepublikovano). Tuto otdazku bude nutno stale sledovat
s ohledem na puvod saponinu a tim i na jeho nestejné vlastnosti. Zvolena koncen-
trace neutralniho saponinu, ktery jsme meéli k dispozici, se ukazala pro tento druh
vakeiny jako vhodna a zcela ne$kodné pri sc. aplikaci skotu. Rovnéz tak je bez vlivu
na adsorbci viru na hydroxyd hlinily a nijak neovliviiuje inaktivaéni silu formalinu.

Kratkodobé pokusy na skotu, kieré byly provedeny se 3 operaénimi ¢Eisly po-
kusnych vakein na 87 zviratech, prokazaly jednoznadéné dobrou imunogenni schop-
nost téchto vakein. Vezmeme-li v Gvahu pramérnou 50, protekéni davku, tj. 1,25 ml
pro dospély skot, pak obecné pouZivana trojnédsobna davka je ma objemu 5 ml, coZ
je pro vakcinu proti slintavce velmi vyhodné a ma realnou perspektivu pro zave-
deni bivalentni i trivalentni vakciny tohoto typu. Rovnéz tak je tato davka v dobré
relaci k podobnym zahrani¢nim vyrobkim tohoto druhu.

Imunogenita ma$i saponinové vakciny byla dale provérena dlouhodobymi po-
kusy do 5 mésicit po vakcinaci, Jesté za 5 mésici byla vSechna zvirata chranéna
pred celenzovou infekei masivni davkou viru z hovézich aftu.

Sérologické vySetfovani sér vakcinovanych zvifat plné potvrdilo vysledky
protekénich testi. Je mozno konstatovat, Ze imunita dosahuje vrcholu za 2 mésice
po vakcinaci, Po této dobé se obsah protilatek v séru zvirat snizuje a kolem 5. mé-
sice poklesava k negativmim hodnotam.
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Jednou z moznosti, jak podstatné zesilit a tim i pravdépodobné prodlouzit vy-
tvofenou imunitu, je revakcina¢ni zasah. Podle vysledku pokusu je k provedeni re-
vakcinace nejvhodnéj$i doba za 2—3 mésice po prvni vakcinaci. Silny vzestup ob-
sahu protilatek v sérech revakcinovanych zviiat svédéi o podstatném posileni vy-
tvorené imunity.

Zavérem muzeme konstatovat, Ze nase monovalentni saponinova vakcina proti
slintavee z viru kultivovaného in vitro, aplikovanid v davkach 5 ml pro dospély skot,
poskytuje dobrou a spolehlivou imunitu na dobu 3 mésicu. Za 4—5 mésicu jsou
vakcinovana zvirata je$té odolnad proti cCelenzové infekei, avsak titr SN-protilatek
ma jiz klesajici tendenci, takZe nebude jiZ mozno pravdépodobné vyloucit piipady
lokalnich onemocnéni u urc¢itého procenta vakcinovanych zvirat. S ohledem na prin-
cip pouzivani této vakciny (jen k okruhovym ockovanim kolem vzniklych lozZisek
néakazy) lze povazovat stavajici uc¢innost za plné postacujici.

V pripadé potieby je doba 2—3 mésict p. v. optimalnim terminem k prodlouze-
ni imunity revakcinaénim zasahem stejnou davkou vakciny.

ZAVER

1. Byla pfipravena inaktivovana monovalentni saponinova vakcina z viru
slintavky kultivovaného in vitro.

2. V kratkodobjch pokusech byla uréena 50% protekéni davka, kterd v pri-
méru dosahla hodnoty 1,25 ml pro dospély skot.

3. V déavkach 5 ml sc. vytvati tato vakcina solidni imunitu u dospélého
skotu na dobu 3 mésicti. Za 4—5 mésici po vakcinaci byla zvifata imunni proti
gelenzové infekci masivni davkou viru, ale obsah SN protilatek v sérech vakci-
novanych zvifat ma jiz klesajici tendenci.

4. Revakcinaéni zdsah stejnou davkou vakciny, provedeny za 2—3 mésice
po prvni vakcinaci, podstatné zvySuje obsah SN protilatek v sérech zvifat, ¢imz
se imunita zesiluje a prodluzuje.

5. Technologie vyroby této vakciny odstrafiuje nutnost vyroby viru na
zivém skotu, zvy$uje podstatné vyrobni kapacitu podniku a vyrazné zleviuje
vyrobu.

6. Monovalentni vakcina tohoto druhu spliuje pozadavky pro pfipravu
vakciny proti typu C nebo kterémukoliv jinému, zvl. exotickému, ktery se
v CSSR béiné nevyskytuje a proti némuz se neprovadi pravidelné preventivni
oc¢kovani.

7. Ziskané vysledky jsou podkladem pro dalsi vyvoj trivalentni vakciny
a pro feSeni otazky aktivni imunizace prasat.

Doslo dne 30. 12. 1965

Literatura

1. AMIGHI M.: Préparation d’'un vaccin antiaphteux concentré inactivé triva-
lent O-A-SAT 1 avec des virus de culture obtenus sur lignée cellulaire de rein de
hamster BHK 21 de Macpherson et Stocker. = ,Bull. OIE¥ 1964, 61, 935-943. —
2. VAN BEKKUM J. G. - FRENKEL S. - NATHANS I.: Vakzination der Schweine
gegen Maul- und Klauensuche. = ,Tijdschr. Diergeneeskunde®, 1963, 88, 1936-1945.
— 3. ESPINET R. G.: La vaccuna antiaftosa saponidada a 2 cc subcutaneous sur
caracteristicas sus ventajas su comportamiento. = XVI Congr. Mund. Vet. Madrid,
1959, 415-416. — 4. GILBERT H. - AMIGHI M. - SANTUCCI J. - KOROUR A.: Pro-
duction du vaccin contre le virus aphteux de type SAT et son controle a 1'Institut
National des Sérums et Vaccins Razi (Iran) au cours de l'année 1963-1964. = ,Bull.
OIE“, 1964, 61, 997-1001. — 5. HENDERSON W. M. - GALLOWAY 1. A.: The use
of culture virus in the preparation of FMD vaccine. = ,J. Hyg.*, 1953, 51, 546-558.
— 6. HUBIK R.: XI. konference stalé komise pro slintavku pri OIE, = ,Veterinai-
stvi®, 1965, 15, 87-88. — 7. MACKOWIAK C. - LANG - FONTAINE J. - CAMAND
R. - PETERMANN H. G.: Rapport sur le controle du vaccin antiaphteux. = 5. kon-

300 VETERINARNI MEDICINA - 1966



gres biol. standardisace, Jerusalem, 1959. — 8. MACKOWIAK C. - PETERMANN
H. G. - CAMAND R. - LANG: Un vaccin anti-aphteux trivalent, saponiné, a volume
réduit, préparé a partir du virus de culture, = ,Bull, Acad. Vet.“ 1959, 32, 313-318.
— 9. MACKOWIAK C. - LANG - FONTAINE J. - CAMAND R. - PETERMANN
H. G.: Etude de la durée de I'immunité conferée par le vaccin antiaphteux = ,Bull.
OIE“, 1960, 53, 781-792. — 10. MACKOWIAK C. - PETERMANN H. G. - CAMAND
R. - FONTAINE J.: Preparation of vaccin against FMD. = Rep. Meeting Res. Group
Stant. Techn. Comm. FAO, Amsterdam, 1964, 11-21. — 11, OLECHNOWITZ A. F.:
Saponin als Adjuvans in der MKS Vakzine. = ,Arch. Exp. Vet. Med.“, 1961, 15,
471-472, — 12, OLECHNOWITZ A. F. - HEINIG A. - LUDWIG: Die Immunisierung
von Meerschweinchen und Rindern gegen Maul- und Klauenseuche mit Saponin-

vakzine. = ,Arch. Exp. Vet. Med.“, 1962, 3, 433-444. — 13. PETERMANN H. G. -
MACKOWIAK C. - CAMAND R. - LANG: Experimentation d'un vaccin trivalent
concentré préparé avec le virus Frenkel. = Symp. int. virol. Lyon, 1958, 123-128. —

14. POUL J. - PRUNET P. - CAUCHY L.: Recherches sur la vaccination antiaphteuse
du porc. = ,Bull. OIE“, 1964, 61, 1233-1249. — 15, SCHNEIDER B. - BENGELSDORF
H. J.: Immunisierung des Schweine gegen MKS mit Gewebekulturvirus-Saponin-
vakzine., = ,Dtsch. Med. Wochenschr.“, 1963, 17, 482-484. — 16. SCHNEIDER B. -
JAEGER O. - BENGELSDORF H. J.: Durée de 'immunité et taux des anticorps dé-
terminés chez les bovins par l'utilisation de vaccins amtiaphteux adsorbés préparés

du virus obtenu en culture tissulaire. = ,Bull. OIE“ 1964, 61, 1013-1023. — 17.
STROBBE R. - LEUNEN - MAMMERICK M. - DEBECQ J.: Valeur a longe échéance
du vaccin anti-aphteux adsorbé saponiné trivalent. = ,Bull. OIE“ 1964, 61, 1059-
1078.

KonngenTpupopanHas canoHWHOBas BaKIMHA IPOTHB AUIypa.
1. ITponssoncTeo 1 m3yueHue 3PPeKTHBHOCTH OXHOBANEHTHOH CAIMOHMHOBOH BAKUHHBI NPOTHB Allypa

1. U3 supyca smypa, KyJsTHBHpPOBaHHOro in vitro, 6uiia mpurorosneHa MHaKTHBHPOBaHHAsS
OIHOBaJICHTHaas CAIlIOHMHOBAS BAKIIMHA.

2. B xparkocpouHplx ombiTax ompefensnace 500 sammTHas n03a, DOCTHIINAS B CpENHEM
BenuuuHel 1,25 Ma s B3POCAOro KPymHOro POraToro CKOTa.

3. B mose 5 MJ npH NOAKOXHOM BBENEHHHM 3Ta BAKIHHA CO3NAET CONHAHBIA MMMyHHTET
y KPyImHOIO poratoro ckora cpokoM Ha 3 Mecsua. Cmycrs 4—5 Mecsaues mocje BaKIMHHDOBAHMA,
6naropapsa KPyMHOM [03e BHpYCa, JKMBOTHHIE OBLIM HMMMYHHEIMH IIPOTHB 4Y€JEHYEBOH HHPEKUHH,
HO comepkaHue SN| aHTHTEJ B CBIBOPOTKAaX BAKIMHHDOBAHHBIX JKHBOTHBIX IPOABJISAET y)K€ HHCXO~
IALIYI0 TEHAEHITHIO.

4. TlosTopHas BAKIHHALMA B TAKOH jke [03€ BAKUMHLE CIycTs 2—3 Mecsuya mocjie mepsoi
BaKIUHAIIMM CyN]eCTBEHHO yBeJH4YHBaeT comepkaHue SN aHTHTEN B CHIBOPOTKAX, YTO YKPEIJAET
H IpOIJIeBAeT MMMyHMTET.

5. TexHOJNOTHs NPOH3BOACTBA STOH BAKUHHBI yCTpaHseT HEOOXOXMMOCTH IIPOM3BOLCTBA BH+
pyca Ha >KMBOM KPYIIHOM POTaTOM CKOTE, CyImIeCTBEHHO yBEeJHMYMBaeT NPOM3BONCTBEHHYIO MOIJHOCTH
NpPeANPUATHA H CyIIECTBEHHO ylemeBIseT IPOU3BOICTBO.

6. OnHopaJjeHTHas BaKIHHA TaKOTO BHAA YIOBJETBOpseT TPeGOBAaHHAM K TPHUTOTOBJIEHHIO
pakuuHbl nporus tHna C uam mo6oro uHOro, B ocofeHHOCTHM 3K3oTMueckoro, koropelit B UCCP
OOBIYHO He BCTPEYAeTCs M IIPOTHB KOTOPOTO HE JIEJNAeTCs PeryJsApHOR npodHiakTHYECKOH IPHBHBKH.

7. IlonyueHHEle pe3yJbTATHEI CIYXXAT OCHOBOH IJIA MNaJbHEHINEro Pa3BHTHA TPEXBaJEHTHOH
BaKIMHBI M JUIA PelleHHsA BONPOCAa aKTHBHOM MMMyHM3ALMH CBHUHEH.

A Concentrated Saponin Vaccine applied against the Foot-and-Mouth Disease
I. Production and Study of the Effectiveness of a Monovalent Saponin Vaccine
against the Foot-and-Mouth Disease

1. An inactivated monovalent saponin vaccine was prepared from the virus
of the foot-and-mouth disease cultivated in vitro.

2. In short-term experiments a 50 per cent protective dose was determined,
which reached an average value of 1,25 ml for mature cattle.

3. Applied in doses of 5 ml this vaccine establishes a solid immunity in adult
cattle for a period of 3 months. In 4—5 months after vaccination the animals were
immune to a challenge infection with a massive dose of the virus, but the content
of SN antibodies in the sera of vaccinated animals shows an already falling tendency.
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4. Revaccination with an equal dose of the vaccine carried out 2—3 months
after the first vaccination substantially raises the contents of SN antibodies in the
sera of the animals, which strengthens and prolongs their immunity.

5. The technology of the production of this vaccine removes the need for a
production of the virus in live cattle, it substantially increases the production ca-
pacity of the producing enterprise and markedly reduces production costs.

6. The monovalent vaccine of this kind meets the demand for a preparation of
vaccines against the C type or any other type, particularly against exotic types,
which do not occur currently in Czechoslovakia and against which no regular pro-
tective inoculation is carried out.

7. The results obtained serve as a basis for a further development of a tri-
valent vaccine and for the solving of the problem of an active immunization of pigs.

Die konzentrierte Saponin-Vakzine gegen die Maul- und Klauenseuche
I. Die Erzeugung und das Studium der Wirksamkeit der monovalenten
Saponin-Vakzine gegen die Maul- und Klauenseuche

1. Eine inaktivierte monovalente Saponin-Vakzine aus dem in vitro kultivierten
Maul- und Klauenseuchevirus wurde zubereitet,

2. Bei kurzfristigen Versuchen wurde eine 50°%ige Protektionsdosis fiir erwach-
sene Rinder, die durchschnittlich einen Wert von 1,25 ml erreichte, bestimmt.

3. Bei Dosen von 5 ml se. bildet diese Vakzine bei erwachsenem Rind solide
Immunitéat flir eine Dauer von 3 Monaten. Nach 4—5 Monaten nach der Vakzination
waren die Tiere immun gegen die Challenge-Infektion durch eine massive Virus-
dosis; der Gehalt an SN-Antikorpern in den Seren vakzinierter Tiere weist bereits
eine sinkende Tendenz auf.

4. Der Revaktinationseingriff durch dieselbe Vakzinendosis, der nach 2—3 Mo-
naten nach der ersten Vakzination vorgenommen wurde, erhoht wesentlich den Ge-
halt an SN-Antikérpern in den Seren der Tiere, wodurch die Immunitidt verstdrkt
und verldngert wird.

5. Die Technologie der Erzeugung dieser Vakzine beseitigt die Notwendigkeit
der Erzeugung dieses Virus an lebenden Rindern, erhdht wesentlich die Produk-
tionskapazitit des Betriebes und verbilligt in betrdchtlichem MaBe die Erzeugung.

6. Die monovalente Vakzine dieser Art erfiillt die Anforderungen fiir die Zu-
bereitung der Vakzine gegen den Typ C oder gegen den oder jenen, besonders exo-
tischen Typ, der in der CSSR in der Regel nicht vorkommt und gegen den man
eine regelmifBige Priaventiv-Impfung micht durchfiihrt.

7. Die erzielten Ergebnisse bilden eine Unterlage fiir eine weitere Entwicklung
von trivalenter Vakzine und fiir die Losung der Frage der aktiven Immunisierung
der Schweine.

Adresy autori:

MVDr. Rudolf Hubik, MVDr. FrantiSek Laznié¢ka, MVDr, Bietislav Barek,
Bioveta, nar. podnik, Terezin
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B. Srubaf PRISPEVEK KE STUDIU SPECIFICKE
M. Jiranova KOLOSTRALNI IMUNITY U TELAT OD
KRAV VAKCINOVANYCH PROTI
SLINTAVCE A KULHAVCE

I. SDELENI — PRUKAZ SERONEUTRALIZACNICH
PROTILATEK

B Na uréitou chrdnénost telat pochazejicich od krav, které byly vakcinoviny
v dobé bfezosti proti Slak, upozornil jiz K6be v r. 1941, pozdéji Schneider
(1955) a Stone a Delaye (1960).

Graves (1963) v USA podrobil exaktnimu, experimentalnimu studiu
kolostralni imunitu u skotu z hlediska praktickych protiepizootickych opatfeni
proti Slak. Zjistil, ze protilatky jsou v kolostru obsazeny po dobu 8 dnid po
porodu. Kolostralni imunita telat od krav vakcinovanych proti Slak trva az
4 mésice.

LITERARNI PREHLED

Podle Gravese (1963) lze pfenos kolostralnich protilatek u telat bloko-
vat peroralnim podanim proteinu nebo odstfedéného mléka pred prvnim napitim
kolostra. Touto otazkou se zabyvali také Schoeners a Kaeckenbeeck
(1964), ktetfi provéfovali u telat vliv pfedchoziho nakrmeni mlékem, vajeénym
bilkem a roztokem glukézy na resorpci protilatek proti E. coli z pozdéji podaného
kolostra. Zjistili, ze jejich podani nesnizovalo schopnost stfeva pro resorpci proti-
latek z pozdéji podaného kolostra a také pfedchozi podani glukézy neprodlu-
zovalo obdobi resorpce sliznice stfevni pro protilatky, obsazené v kolostru. Je-
jich zavéry potvrdil i Steck (1962), ktery zjistil u telat krmenych zpodatku
kravskym mlékem a pozdéji kolostrem do 25 hodin dobrou a do 48 hodin je§té
slabou resorpci gama-globulinu. Ve stafi 48—72 hodin po narozeni nebyla vsak
jiz telata schopna resorbovat prokazatelné mnozstvi gama-globulinu. Naproti
tomu Ulbrich (1965) zjistil resorpci znaéného mnozstvi protildtek z mleziva
az 60 hodin po porodu i v téch piipadech, kdy bylo pfedem podané mlezivo
prosté protilatek.

K podobnym zdvérim dosel i Glus§ko v SSSR (1964).

V na$i prédci jsme se zaméfili na studium kolostrdlni imunnity u telat vak-
cinovanych krav.

METODIKA

POKUSNA ZVIRATA

Do pokusu bylo zafazeno 42 dojnic. Vét§ina krav a jalovic byla naposled
vakcinovdna 18 mésici pfed pokusnou vakcinaci. Vlastni pokusnd vakcinace
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1. Specifické protilatky v séru krevnim dojnic a jejich telat

Titr protilitek : ; ; : .
a—— v séen krevnim Titry protildtek v séru krevnim telat v ¢asovych intervalech:
Cislo vakcinace ;
krvy do pied pied po vypit{ kolostra za
porodu Sicos pfi prvnim
dnt vinion | Porodu | mapitim [, | 12 | 24 | 48 | 72 7 14 | 21 | 28 |2mé-|3mé-
kolostra * *| hod. | hod. | hod. | hod. | dni dni dni dni | sice sice

11001 9 32 32 0 0 — 8 56 | 16 5,6 11,3 5,6 5,6 5,6 s —
1298 10 22,6 16 = 45,2 — 64 116 16 90,5 | 97 24,2 64 = = -
9299 17 45,2 90,5 - — - 64 45,2 | 90,2 | 32 16 128 32 32 — —
30 34 64 45,2 0 8 — 90,5 | 32 22,6 | 64 45,2 | 32 12,1 11,3 = =
533 37 22,6 10,4 0 0 - 181 362 45,2 [304,4 256 512 45,2 | 45 — =
510 46 64 45,2 0 0 — 128 181 152,2 | 181 724,1 [304,4 | 97 90,5 - -
476 58 90,5 362 0 0 - 16 90,5 | 90,5 |181 90,5 | 22,6 | 90,5 = - —
16428 75 32 64 — 16 - 64 76,1 | 45,2 | 32 22,6 - 38,05 22,6 - —
487 102 256 512 0 - — 22,6 |256 16 90,5 | 32 181 32 16 9,5 0
805 110 0 32 = — — 45,2 5,6 0 32 8 8 16 22,6 0
507 111 256 512 0 — - 0 0 0 0 0 0 0 0
465 129 181 181 0 0 - 0 32 8 32 16 5,6 | 16 11,3 0 0
15076 151 5,6 22,6 — - - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
490 152 11,3 5,6 0 == = 8 4 8 11,3 | 16 4 5,6 0 4 0
16061 161 1 11,3 0 - - 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0
524 169 4 32 0 - - 0 0 0 4 4 5,6 0 0 0
8 173 5,6 19,3 0 — - 8 - 8 12,3 5,6 5,6 4 0 4 0
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481 178 0 0 = 56| 0 56| 56| 0 0 4 0 0
526 184 5,6 16 = 53| 226 95| 4 0 |64 | 16 o | 8 -
10255 188 32 22,6 — | 226| 56| 95| 11,3 11,3 | 11,3 4 | o 0
527 199 8 32 - | B3| 8 56| 95| 4 0 - | = =
17847 203 11,3 5,6 11,3 | 22,6 | 19 | 12,1 | 226 | 16 - 4 4
4 | 226 16 95| 8 56 | — 0 0
8113 204 11,3 45,2 - 0 0 0 0 0 = i | | = | =
497 204 0 45 — |23 | 38 - - |13 - | 13| 8 56 | —
35 226 0 0 0 0 0 - - 0 0 0 0 | o 0
15112 226 16 45,2 45,2 [107,6 | 90,5 | — — |64 | 452 113| 11,3 8 0
470 226 45,2 16 0 0 — - 0 0 0 0o | o 0
13 247 0 4 - 0 0 0 0 0 0 0 o | o 0
428 249 0 22,6 90,5 | 452 | 538 | — | — | 905 | 11,3 | 11,3 | 11,3| 53 | —
6911 250 0 0 0 0 0 [ s 0 0 0 0o | o -
16401 252 23 45 = 0 |1i3| = | = 7 4 56| 4 | 0 0
513 259 4 0 8 4 = = 0 0 0 0o | o -
518 265 0 0 - 56| 8 - - 0 0 56| 0 | 0 -
531 284 32 45 S . w: | = |18 — e | = o
] 0748 288 0 10 @ | o= - = - | T
53 201 16 9% = I} = { = = | = 0 =S E=N N -
J 11001 292 0 6 = = ] - - ~ 0 = = & -
495 207 90 128 e | o= | = | - ~ | 23 e fl w= | @ -
J 15112 339 16 16 e fe | e | o= L o= 9 4 - 0 - | -
20085 339 -l =1 =1=1=1= s 0 - | -
449 343 0 e | | o= | = 0 - 0 - 0 - | -
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II. Specifické protilatky v séru krevnim dojnic a jejich kolostru (mléku)

Doba od V'I;g:upli?:‘}iﬂ(_ Titr protildtek v kolostru v jednotlivych intervalech po porodu
5 vakcinace
15;1; do red
porodu p pri

dnit ocko~ | o iedy | Imiedpo za s, | A2 24 48 72 7 14 21 28

vénim porodu | 2 hod. °%| hod. | hod. | hod. | hod. | dni | dni | dni | dni
11001 9 32 32 1448 624,1 - 256 90,5 90,5 16 0 4 0 0

1298 10 22,6 16 — 64 — 11,3 8 4 0 0 0 0 —
9299 17 45,2 90,5 — -~ = 181 90,5 8 5,6 0 0 0 0
30 34 64 45,2 512 64 — 24,2 16 9,5 4 0 0 0 0
533 37 22,6 10,24 4096 128 — 128 64 128 16 5,6 0 0 0
510 46 64 45,2 362 256 — 90,5 45,2 32 16 4 8 0 0

476 58 95 362 1448 512 — 11024 362 128 90,5 11,3 4 4 =
532 64 32 256 90,5 32 = 32 64 16 0 0 0 0 0
16428 75 32 64 — 32 76,1 90,5 64 76,1 45,2 22,6 0 0
487 102 256 512 724,1 — - | 1274 | 38 9,5 0 0 0 4 0
805 110 0 32 o - - 5,6 4 0 0 0 0 0 0
507 111 256 512 4096 - - 90,5 | 32 32 19 0 4 8 0
465 129 181 181 - 181 — | 90,5 | 425 8 16 4 0 0 0
15070 151 5,6 22,6 — 2 = 45,2 22,6 0 0 0 0 0 0
490 152 11,2 5,6 90,5 == - 8 — 0 0 0 0 0 0
16061 161 4 11,3 32 = — 0 4 0 0 0 0 0 0
524 169 4 32 64 — — 22,6 11,3 0 0 0 0 0 0
8 173 5,6 19,3 22,6 - — 22,6 0 0 0 0 0 0 0
481 178 0 0 = — — 0 0 0 0 0 0 0 0
526 184 5,6 16 — — - 64 4 0 0 0 0 0 0
10255 188 32 22,6 181 — — 113 11,3 0 0 0 0 0 0
527 199 8 32 362 22,6 11,3 5,6 4 0 0 0 0
17847 203 11,3 56 — — 181 45,2 8 4 0 0 0 0 0

8113 204 11,3 45,2 — - — 32 11,3 0 5,6 0 - = —
497 204 0 45,2 304 - - 53 64 0 0 0 0 0 0
35 226 0 0 — — 32 11,3 4 — - 0 0 0 0
15112 226 16 45,2 - - 362 22,4 12,1 — - 0 0 0 0
470 226 45,2 16 — - 16 — 8 — - 0 0 0 0
13 247 0 4 19,5 s - 8 0 0 0 0 0 0 0
428 249 0 22,6 16 — 24,7 8 Byd — - 0 0 0 0
6911 250 0 0 16 - 0 0 0 — - 0 0 0 0
16401 252 23 45 — — — 256 16 - - 0 0 0 0

513 259 0 4 — — 512 0 0 — — 0 0 0
518 265 0 0 — — — 5,6 4 — — 0 0 0




byla uskute¢néna v kvétnu 1963 komeréni adsorbatovou vakcinou proti Slak
typu O a A v davce 20 ml na kus.

SCHEMA ODBERU KRVE

a) U krav byla odebirdna krev pfed pokusnou vakcinaci a v den porodu.

b) U telat byla odebirdna krev pfed prvnim napitim kolostra, potom za
2, 6, 12, 24, 48, 72 hodin, za 7, 14, 21, 28 dni a za 2 a 3 mésice po prvnim
napiti kolostra.

c) Soucasné s odbérem krve u telat byly odebirdny vzorky kolostra (mléka)
u matek, a to ihned po porodu a potom v intervalech 2, 6, 12, 24, 48, 72 hodin,
7, 14, 21, 28 dni po porodu.

SEROLOGICKE VYSETRENI

Odsttedénim ziskana séra ze vzorki krve a mléka byla inaktivovana pfi
56° C po dobu 30 minut az do vyetfeni uloZena pti teploté —30° C.

Vsechny vzorky krevnich sér i mléka kravy a jejiho telete byly vySetrovany
na pfitomnost virusneutralizaénich protilatek vidy jednorazové na stejné sérii
zkumavkovych tkanovych kultur ptipravenych z primarnich telecich ledvinovych
buneék.

Virusneutraliza¢ni test byl provadén v 1 ml systému. Pfi neutralizaci viru
bylo pouzito stabilni davky viru typu A (100 TKIDso/0,1 ml) a dvounésob-
ného postupného fedéni séra nebo mléka. Neutralizace probihala pii laboratorni
teploté po dobu 90 minut. Na 1 zkumavku s tkdnovou kulturou se piiddvalo po
0,2 ml smési viru a séra. Po 48 hed. inkubaci pti 37° C se posuzoval cytopato-
genni efekt a vypodet NIso podle Reeda a Muencha.

VYSLEDKY

Vysledky vySetfeni virusneutralizaénich protilatek v krvi a mlezivu dojnic
po ockovani adsorbatovou vakcinou proti slintavee i vysledky vySetfovani téchto
protildtek v krevnim séru telat jsou uvedeny v tabulkdch I a IL.

Pri vySetfeni krve virusneutralizaénim testem od 42 krav pfed pokusnou
vakcinaci byly zjistény u 29 dojnic v séru specifické protilatky a zbyvajicich 13
krav bylo bez prokazatelnych protilatek.

Hladina specifickych protilatek v kolostru u krav hned po porodu byva ve
vét§iné pfipadi priimérné o 3 fedéni, vyjimecné o 5 fedéni vy$si nez v jejich
krevnim séru (viz tab. II). Jen ojedinéle je titr protilatek v kolostru niz§i nez
v krevnim séru. Titr protilatek po porodu v kolostru pomérné rychle klesa. U vét-
§iny krav jsou protilatky prokazatelné jesté za 3 dny po poredu a jen u né-
kterych krav byly zjistovany jesté za 7 dni po porodu. Vyjime¢né u 1 kravy
byly prokazani jesté 14 den po porodu.

Hladina protilatek v krevnim séru telat se ve vét§iné pfipadd zvySuje do
48 hodin od prvniho napiti kolostra a potom postupné klesd. Ze 43 telat zafa-
zenych do pokusu, u 10 telat, tj. 23,8 %, nebyly zjistény protilatky po vypiti
kolostra. U 5 z nich bylo moZno tento vysledek ofekdvat vzhledem k tomu, Ze
ani jejich matky nemély protilatky v krvi a v mlezivu. Dojnice zbyvajicich
5 telat vsak mély protilatky v krvi pred porodem, i v kolostru v dostate¢ném
mnozstvi. U dalsich 33 telat doslo k pfestupu specifickych protilatek z mleziva
do séra telat. U 10 telat (23,8 %) byly protilatky prokdziny do stafi 1 mésice,
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u 15 telat (34,8 %) byly zjistény jesté ve staii 1 mésice a u 8 telat (18,6 %)
jesté ve stari 2 meésica.

Ze srovnani hladiny protilatek v krevnim séru a kolostru u matek hned po
porodu a v krevnim séru u telat v dobé, kdy dosahuji ne]vyss1ho titru protilatek
vyplyva, ze vSechny 3 hodnoty byvaji vétSinou v uréitém vzdjemném vztahu.
Urcité vysce protilitek v krevnim séru matky odpovidd pfislusné mnozstvi
protilatek v kolostru a v krevnim séru telete.

DISKUSE

Po pokusném ockovani a pii dals$im provérovani hladiny virusneutraliza¢nich
protilatek u krav bylo zjisténo, Ze skoro u vSech doslo k zvySeni titru protilatek,
ktery byl v dosti uzkém vztahu k hladiné protilatek pred oc¢kovanim. U dojnic
s vysokym titrem protilatek pred vakcinaci se imunobiologick4 reakce projevila
jen nepatrnym zvySenim hladiny virusneutraliza¢nich protilatek. U vétsiny oéko-
vanych krav byl zjistén vyraznéjsi pokles protilatek jiz za pul roku po od¢kovani,
pri ¢éemz u 5 krav doSlo do 1 roku k uplnému vymizeni protilitek, u nékterych
klesl titr na 4 nebo 6. Presto u poloviny krav byl titr protilatek v prab&hu 2. po-
loleti jesté stiale vyssi nez pied oékovanim.

Intensitu koncentrace protilatek z krve dojnic do kolostra lze demonstrovat
na prikladu prukazu protilatek u dojnice ¢. 35, u niz se béZnou vysetfovaci metodou
v krvi jiz nepodarilo zjistit protilatky. V jejim kolostru vsak byly za 12 hodin
prokazany protilatky v titru 1 :32.

Pri porovnani hladiny protilatek v krvi dojnic pii porodu a v kolostru lze
zjistit, Ze v kolostru muze byti az pétkrat vyssi titr protilatek. U nékterych krav
vSak je koncentrace protilatek pomérné mensi, nebo dokonce nedosdhne ani hla-
diny protilatek v krvi. Zda se, Ze intenzita prechodu protilatek z krve do mleziva
je zavisla na ¢asovém intervalu, mezi vakcinaci a porodem. Cim je kratsi tento
interval, tim vyssi byva titr protilatek v mlezivu ve srovnani s titrem v krevnim
séru a naopak, Vlivy, které plisobi na intenzitu prostupu protilatek z krve do mle-
ziva jsme vSak v na$i praci nestudovali.

V kolostru oc¢kovanych krav se udrzuji protilatky az do 7 dnu, vyjimecéné u 1
kravy az do 14 dnt po porodu. U této kravy (¢. 16428) byla 3 dny po porodu zji§téna
akutni parenchymatézni mastitida, pii které, jak je znamo, se do mlécéného sekretu
dostava i krevni sérum. Tim lze také vysvétlit nalez specifickych protilatek v ko-
lostru jesté 14 dni po porodu, tedy v dobé, kdy v mlééné zlaze probihal jesté za-
nétlivy proces.

Z kolostra matek prijimaji protilatky telata, u kterych jsou vyjimeéné pro-
kazatelné uz za 2 hodiny, bé&iné byly zjisfovany pri vySetfovani krve odebrané te-
latim za 6 hodin po prvnim napiti kolostra.

U matky telete ¢. 428, u kterého byl zjistén titr specifickych protilatek 1:8
ihned po porodu, trvala biezost 306 dni a po porodu doSlo k zadrzeni plod. obalu.
Lze predpokladat, ze mohlo dojit béhem biezosti vlivem zanétlivého procesu mezi
klky kotyledoni a karunkuli k t&snéjSimu spojeni a tim k prechodu protilatek
z matky na plod intrauterinni cestou. Tuto hypotézu vsak bude nutno ovérit dalsim
vyzkumem. U vsech ostatnich telat se potvrdily poznatky mnoha autorl, Ze prenos
specifickych protilatek z matky na tele se neuskutec¢nuje intrauterinné, ale ko-
lostrem.

Vyska poéateéniho titru protilatek v krevnim séru telat je zavisla na mnozstvi
protilatek v krvi dojnic. Dojmice dosahuji vysokych titra protilatek od 3 tydnt do
5 meésict po vakcinaci. U krav opakované vakcinovanych jsme zjistili v nékterych
pripadech dostateéné vysoky titr protilatek i za 12 mésicti po vakcinaci. Z toho vy-
plyva, Ze je nejvhodnéjsi vakcinovat kravy proti Slak od 4 mésict biezosti do 3 ty-
dnu pred porodem. To se hlavné vztahuje na brezi jalovice, u kterych v prevazné
vétsiné jde o prvou vakcinaci, U starSich krav, kde se provadi pravidelné jednou
roéné vakcinace se tento ¢asovy interval od vakcinace do porodu muze prodlouzit.
Zajimavy je ndalez u pet1 telat, u nichZ nebyly znsteny zadné specifické kolostralni
platllatky v krevnim séru od prveho napm kolostra az do stari 2 mésict po porodu,
i kdyz hladina protilatek v krevnim séru i v kolostru u matek byla dostatecné vy-
soka. Pri naSem studiu jsme pri¢inu tohoto stavu neobjasnili. Nabizi se vysvétleni
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Gravese (1963), ktery zjistil, Ze 1ze prenos kolostralnich protilatek u telat blokovat
peroralnim podanim proteinu nebo odstfedéného mléka. Jini autori vSak tuto moz-
nost nepotvrzuji (Schoenaers a Kaeckenbeeck 1964, Steck 1962 aj.).
I v naSich pokusech mohlo k takové situaci, kterou uvadi G raves dojit, ponévadz
v hospodarstvi se telata po narozeni uvazuji u Zlabu mezi dojnice.

ZAVER

Prenos imunity z dojnice kolostrem na tele pfi slintavece byl sledovan u 42
krav a 43 telat. Bylo zjisténo, ze u krav po vakcinaci adsorbatovou vakcinou
v davce 20 ml doslo ke zvySeni hladiny virusneutralizaénich protilatek, které
se ve vét§iné pfipadi udrzovaly az po dobu 1 roku.

Hladina specifickych protilatek v kolostru ihned po porodu je zpravidla vyssi
nez v krevnim séru dojnice. V kolostru o¢kovanych krav se udrzuji specifické
protilatky az do 7 dni po porodu.

Dojnice predavaji protilatky telatim jen kolostrem. V krvi telat jsou pro-
zakatelné az za 2 hodiny nebo kratce po této dobé od prvniho napiti kolostra.
Perzistence protilatek v krvi telat je zdvisld na pocédtecni vySce titru v jejich
krevnim séru. Pfi podateéni vysoké hladiné protilatek v krvi telat se udrzuje ko-
lostralni imunita déle nez pti poéateéni nizké hladiné protilatek.

Do3lo dne 30. 12. 1965
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K Bompocy mccnenosaHms cnenudHIeCKOro MONO3HBHOIO HMMYHHTETA y TENAT OT BAKIHHHPOBAHHEIX
NMPOTHB sIypa KOpOB

[Tepenasa MMMyHHTETa C KOPOBBI Ha TEJEHKa IIOCPENCTBOM MOJIO3HBA NPH Allype M3ydasnach
y 42 xopos u 43 Ttensar. BeIO ycTaHOBJIEHO, UTO y KOPOB IOCJie BAaKIIMHHPOBaHMA ancopbGaTHOMH
BaKIMHOH B no3e 20 MJI MOBBICHJCA ypOBEHb BHPYCOHEHTpPAJINM3aI[HOHHLIX aHTHTEJ], KOTOpPhLIe B 60jbL-
IMHCTBE CJydYaeB COXpPAHAJIHCh B TedeHue 1 ronma.

Yposens crenudHuecKHx aHTHTEJI B MOJIO3HBE Cpady jke IOCJIe OTeJa, KaK IpasuJo, GniBaer
BEIIIE, Y€M B KPOBAHOH CHIBOPOTKE HOMHBEIX KOPOB. B MOJO3HBEe BaKIMHHPOBAaHHLIX KOPOB crienupm-
YeCKHe aHTHTesa COXPaHAIOTCA B TedeHue 7 IHE mocie oTesa.

Kopossl nepenaiotr TejasTaM QHTHTENA JKIIL MOCPEACTBOM MOJNO3HWBA. B KpOBH TenAT aHTHTENA
IOCTOBEPHO YCTAHOBHM TOJBKO CIIyCTA 2 Yaca MJHM HEMHOrO II03/Ke II0C/e INepBOTO THThA MOJO-
supa. CroffKocTh aHTHTEN B KPOBH TEJAT 3aBHCHT OT HAYaJIbHOIl BBICOTEI THTPA B HMX KDOBAHOH
ceIBOpOTKe. IIpM BBHICOKOM HawasjbHOM YpOBHE AHTHTEN B KPOBH TEJAT MOJIO3HBHBIH HMMYHHMTET
COXPANAETCS ROJBINE, YeM INPH HauaJbHOM HHM3KOM ypOBHE aHTHTEJ.
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On the Study of Specific Colostral Immunity of Calves of Cows that had been
Vaccinated against the Foot-and-Mouth Disease

The transmission of immunity from cows by way of the colostrum to calves in
the case of the foot-and-mouth disease was studied in 42 cows and 34 calves. It was
found that after a vaccination of cows with a dose of 20 ml of adsorbate vaccine
there occurred a rising of the level of virus-neutralizing antibodies, which, in a ma-
jority of cases, were maintained for up to one year.

The level of specific antibodies in the colosirum immediately after parturition
is as a rule higher than in the blood serum of milch-cows. In the colostrum of
inoculated cows the specific antibodies are maintained for up to 7 days after par-
turition.

Milch-cows transmit antibodies to calves only by way of the colostrum. In the
blood of calves they can be proved not earlier than after 2 hours or shortly after
this time following the first drinking of colostrum. The persistence of antibodies in
the blood of calves depends on the initial height of the titre in their blood serum.
In the case of a high initial level of antibodies in the blood of calves colostral
immunity persists longer than in the case of a low initial level of antibodies.

Beitrag zum Studium der spezifischen Kolostral-Immunitit bei Kilbern und Kiihen,
die gegen die Maul- und Klauenseuche vakziniert wurden

Die Ubertragung der Immunitit von der Kuh auf das Kalb durch das Kolostrum
bei der Maul- und Klauenseuche wurde bei 42 Kithen und 43 Kilbern beobachtet.
Man stellte fest, dal bei Kiihen nach der Vakzination mittels der Adsorbat-Vakzine
in einer Dosis von 20 ml eine Erhohung des Niveaus der virusneutralisierenden Anti-
korper, die in der Mehrheit der Fille bis ein Jahr erhalten blieben, eintrat.

Das Niveau der spezifischen Antikorper im Kolostrum unmittelbar nach dem
Abkalben ist in der Regel hoher als im Blutserum der Milchkiihe. Die spezifischen
Antikérper bleiben im Kolostrum der geimpften Kiihe bis zu 7 Tagen nach dem
Abkalben erhalten.

Die Milchkiihe iibertragen die Antikorper auf Kélber nur durch das Kolostrum.
Im Blut der Kilber sind sie erst nach 2 Stunden oder kurz nach dieser Zeit von
der ersten Aufnahme von Kolostrum nachweisbar. Die Persistenz der Antikorper im
Blut der Kilber ist von der anfiinglichen Titerhohe in ihrem Blutserum abhingig.
Bei einem anfinglichen hohen Antik6érper-Niveau im Blut der Kilber bleibt die
Kolostral-Immunitit linger erhalten als bei anfinglichem niedrigen Antikorper-
Niveau.

Adresy autoru:

MVDr. Bohumil Srubarf, veterinarni fakulta VSZ, Brno, Palackého 1—S3,
MVDr. Marie Jiranov a, Bioveta, n. p., Terezin
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0. Zak VLIV HYALURONIDAZY NA DISPERZI
VAKCINACNICH ZARODKU A NASTUP
IMUNITY PO OCKOVANI ZIVOU
CERVENKOVOU VAKCINOU Z KMENE WR 2

B Cervenkové zarodky vakcinaéniho kmene WR 2 disperguji u mys$i b&hem
nékolika dni z mista inokulace do jednotlivych organti. Roz§ifeni zarodki v ce-
lém organismu je jednou z hlavnich podminek pro vytvofeni odolnosti proti na-
sledné vyvolavajici infekci (Z 4k 1965). Dalo se proto ofekavat, ze kdyZ se
jakymkoliv zptisobem urychli roziifeni zarodki do organismu, zkrati se i doba
mezi ockovanim a nastupem chranénosti.

LITERARNI PREHLED

Pfi vyhleddvéani zptsobu, jak tohoto urychleni dosahnout, bylo tfeba brat
v tvahu jeho pouzitelnost v praxi. Nejrychlejsi rozptyl inokula do celého orga-
nismu zaruCuje intravendzni aplikace, kterd vSak pfi hromadnych ockovacich
akcich nepfichdzi v dvahu. Intraperitoneélni zpitisob ockovani, blizky co do rych-
losti rozsevu inokula aplikaci i. v., je v rutinni praxi sice mozny, nicméné pro
riziko poranéni organt dutiny bfisni také nepfijatelny. Ostatni v praxi po-
uzitelné zpisoby parenteralni aplikace v porovnani se s. ¢. podanim nezarucuji
urychleni disperze inokula do organismu.

V klinické praxi, pfedevi§im huménni, se pouziva k zrychleni rozptylu 1ékd,
antibiotik, anestik a diagnostickych prepardti z mista inokulace ferment hyalu-
roniddza, popsany poprvé Durant— Reynalsem (1928) (Chain a
Duthie 1939, 1940, Gibian 1951, Gebauer 1963, Aderhold 1954,
Freisleder a Schweier 1957, Z4ak 1957, Bank 1958, Rembez
1962 a fada dal$ich). ZvySeni permeability tkani, vyvolané hyaluronidazou, spo-
¢iva v hydrolyze vysokoviskézni hyaluronové kyseliny intraceluldrni substance
mezodermu.

Neékteti autofi pouzili hyaluroniddzu i k urychleni resorpce preparati, slou-
zicich k specifické prevenci. Berman (1947) referuje o pfiznivém vlivu na
imunizaéni efekt cholerové, [Kudrjaceva (1950) a Trius a Jasc¢enko
(1953)] BCG vakciny. Pfi simultanni aplikaci s hyaluroniddzou zaznamenal
Alaverdjan (1962) zvySeni imunogenity tetravakciny (Salmonella para-
typhi A, S. paratyhpi B, Shigella flexneri, Sh. sonnei) a Lenfeld a spol.
(1956) priznivéjsi lé¢ebny Gcinek tetanového antitoxinu. Mohlmann a spol
(1956) dosahli pfi terapii ervenkové infekce homolognim sérem a penicilinem
v kombinaci s hyaluroniddzou stejny a v nékterych pfipadech dokonce i lepsi
teraupeticky acinek pfi jejich subkutdnni aplikaci nez po intravenézni aplikaci
téchto preparati bez hyaluronidazy.

Bylo proto moZné ocekavat, ze hyaluroniddza piiznivé ovlivni i pronikéni
cervenkovych zarodki do organismu a urychli tim nastup imunity.
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MATERIAL A METODY

Vakcina: 48hodinova kultura kmene WR 2, ziskand statickou kultivaci
v kazeinhydrolyzitovém médiu (KH médium) s 10 % pepticky traveného
koriského séra. Koneéné pH kultivaéniho média bylo 7,6.

Hyaluronidaza: Komeréni preparat Ustavu sér a ockovacich latek Pra-
ha. Lyofilizovany enzym z by¢ich varlat s pfidavkem chloridu sodného, roz-
plnény v ampulkich po 1 mg.

Pokusna zvifata: Albinotické my$i obojiho pohlavi, primérné vahy 16
az 18 g, aklimatizované 14 dni na dstavni podminky.

Prti izolaci zarodkd z jednotlivych orgdni a vyvolavajici infekci jsme postu-
povali stejnym zpfisobem, jaky popisujeme v predchazejici praci (Z 4k 1965).

VYSLEDKY

Po ovéteni, Ze hyaluronizidda neni pro my$i toxickd a neovliviiuje mnozeni
¢ervenkovych zarodkd, zji§tovali jsme v pfedbéiném pokusu, zda v smési s kul-
turou nema za nésledek zménu virulence a imunogenity zarodki kmene WR 2.

K 48hodinové kultute, obsahujici 2 X 10° Zivych zdrodkd v 1 ml, nezfedéné
a zfedéné KH médiem v poméru 107 a 10?%, jsme bezprostfedné pred otkovanim
pfidali hyaluroniddzu v mnozstvi 1,0, 2,0, 3,0, 40 a 5,0 mg na 1 ml. Jedna
davka pro my$ v mnozstvi 0,2 ml tak obsahovala 4 X 10% 4 X 107 resp. 4 X 10°
zivych zarodkd a 0,2 az 1,0 mg hyaluroniddzy. KaZzdym vzorkem jsme ockovali
po 20 mysich s. ¢. Dal§im skupindm po 20 mysSich, jez slouzily jako kontrolni,
jsme s. c¢. a i. perit. inokulovali stejnd fedéni vakciny, avS§ak bez hyaluronidazy.
Ve vsech pokusnych skupindch mysi jsme po 14 dni sledovali hynuti, pak jsme
vSechny mysi, které pfezily, spolu s 10 nevakcinovanymi, podrobili vyvolavajici
infekci a jeji vysledek sledovali dal§ich 11 dni. Z tab. I, v niZ je uvedeno hy-
nuti my$i po vakcinaci i po infekci, je zfejmé, ze nejsou prikazné rozdily v hy-
nuti my$i ockovanych s. ¢. kulturou s hyaluronizddou v porovnidni s hynutim
mysi ofkovanych s. c¢. resp. i. perit. samotnou kulturou. U vSech ockovanych
mysi se do 14 dni vyvinula solidni imunita; vyvolavajici infekci, jiz do 4. dne
podlehly vSechny myS$i nevakcinované, pfezily vSechny vakcinované mysi bez
ohledu na zptisob o¢kovani.

Po ziskani téchto priznivych vysledk jsme prikroé¢ili k vlastnimu studiu vlivu
hyaluronidazy na rychlost disperze ¢ervenkovych zirodktl do jednotlivych orgénu
my38i a ma nastup imunity. K vakcinaci jsme pouZili 48hodinovou kulturu kmene
WR 2 s po¢tem 4—6X 109 zivych zarodki v 1 ml, kterou jsme inokulovali 240 mys3im
s. c. v davce 0,2 ml spolu s 0,2 mg hyaluronidazy. Ke kontrolnim tucelim jsme stej-
nou davku vakciny, avSak bez hyaluronidazy, aplikovali 240 myS$im i. perit. a 120
mySim s. c¢. Ze skupiny mys$i oc¢kovanych vakcinou s hyaluroniddzou a z kontrolni
skupiny oc¢kované i. perit, jsme do 10. dne kazdy den a pak 15. a 20. den po vakcinaci
usmrcovali po 10 mys$ich a jejich organy vysetiovali na pritomnost éervenkovych za-
rodkla. K izolaénim pokusum jsme sterilné odebirali srdee, 1 lalok plie, 1/3 jater,
ledvinu, slezinu, stehenni kost, ¢ast glutedlniho svalstva, mocovy méchyr a mozek
a u mysi oc¢kovanych vakcinou s hyaluronidazou s. c¢. i podkozi v misté inokulace.
Ukazalo se, ze rychlost disperze zarodki do organismu je po subkutanni aplikaci
vakeiny s hyaluroniddzou priblizné stejna jako po i. perit. podani bez hyaluronidazy
(tab. II). Cervenkové zarodky byly izolovany z velké vétSiny organt viech mysi jiz
za 48 pripadné 72 hodin po vakcinaci. Jen v mozku — s vyjimkou 2 pripada —
nebyly zarodky zjistény po celou pozorovaci dobu. V misté inokulace se po s. c. apli-
kaci vakeiny s hyaluronidazou zjisfovaly zarodky pravidelné jen do 3. dne. Podinaje
5. dnem se izolace z podkozi zdarila nejvyse u 20 9%, mysi. Do 20. dne byl zazname-
nan zretelny pokles poétu pozitivnich izolaci z jater, svalu a mocového méchyte
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1. Vliv i. perit. aplikace a hyaluroniddzy na virulenci a imunogenitu kmene Erysi-
pelothrix insidiosa — WR2 pro mysSsi

V dévce vakciny pro 1 my3 Vysledek
) pocet mg ZpiEnb apikace cakidcs vyyolévaiici
zivych zdrodku hyaluronidazy infekce
— 1. p. 2/20 -/18
2/20 -/18
0,2 1/20 ~/19
4x 108 0,4 s.¢c. 2/20 -/18
0,6 -/20 -/20
0,8 1/20 -/19
1,0 3/20 -7
- ip. 3/20 -/17
1/20 -/19
0,2 -/20 -/20
4% 107 0,4 SuiCs 1/20 1/19
0,6 2/20 -/18
e 0,8 -/20 -/20
I,o 2/20 -/18
- ip. —/20 =/20
-/20 -/20
0,2 -/20 -/20
4108 0,4 8- e. 1/20 -/19
0,6 1/20 -/19
0,8 -/20 -/20
1,0 -/20 -/20
Nevakcinované kontroly - 10/10

Vysledek vakcinace: v ¢itateli uveden podet mysi uhynulych po aplikaci vakciny,
v jmenovateli poc¢et vakcinovanych mys3i.

Vysledek vyvolavajici infekce: v ¢Citateli po¢et uhynulych po infekei, v jmenovateli
pocet infikovanych mysi.
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II. Vyskyt éervenkovych zarodk( v orgdnech mysi po subkutdnni aplikaci s hyalu-
ronidazou resp. intraperitonealni vakcinaci

" . .| E "
At |RBS | B | & |3 | = |3 28| &5 |[SE| 2 |58
1; 4/10 | 3/10| 5/10| 1/10| 3/10| 1/10| 4/10| 2/10 | —/10 | 10/10
3 “E’i 4/10 | 8/10| 9/10| 7/10| 6/10| 5/10| 6/10| 3/10| —/10 | 10/10
3. Té 8/10 | 8/10 | 10/10 | 9/10 |10/10 | 8/10 | 10/10| 7/10 | —/10 9/10
4. k) 9/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 7/10 | 10/10 | 8/10 | —/10 | 4/10
5. é 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 8/10 | 10/10 | 10/10 | 1/10 | 2/10
6. 73 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | —=/10 | 2/10
7. go 8/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | —/10 | 1/10
8. S 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 8/10 | 10/10 | 10/10 | —/10 | 2/10
9. é 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 7/10 | —/10 | —/10
10. E‘ 6/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | —/10 | 1/10
15. 3,3, -/10| 4/10| 9/10| 8/10| 7/10| 8/10| 6/10| 8/10| —/10 | -/10
20. 1/10 | -/10 | 10/10 | 7/10 | 10/10|10/10 | 2/10| 5/10 | —/10 1/10
1. 1/10| 5/10| 4/10| 3/10| 1/10| —j/10| 2/10| /10| —j10 | —
2, 4/10| 17/10|10/10 | 6/10| 5/10| 5/10| 5/10| 4/10| —j10 | —
3. 7/10 | 10/10 | 10/10 | 7/10 | 10/10 { 6/10 | 10/10 | 7/10 | —/10 | —
4, 9/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 6/10 | 10/10 | 10/10 | —/10 ==
5. k| 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 6/10 | —/10 | —
6. g 10/10 | 8/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | —/10 | —
7. g 6/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | —/10 | —
g
8. g 7/10 | 10/10 | 9/10| 9/10| 9/10 | 10/10 | 10/10 | 8/10 | —/10 | —
9. 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 7/10 | 1/10 —
10. 8/10 | 8/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 9/10 |10/10| 9/10 | —=/10 | —
15. 4/10 | 5/10 | 10/10 | 7/10| 8/10|10/10 | 6/10 | 9/10 | —/10 —
20. -/10 | 2/10 | 10/10 | 5/10 | 10/10 | 9/10 | 4/10| 4/10| —/10 -

V citatelich uveden pocet positivnich izolaci zarodku,
v jmenovateli pocet vySetfenych organu,
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III. Vliv zpusobu aplikace vakciny a hyaluroniddzy na vyvoj imunity u mysi

Zpusob m]f:'z: (;:::e iﬂgi‘:;_ Uhyny v den po infekci im‘i/;n- @ doba
aphkfzce po vakci- | vanych nich
vakciny : g [1.]2]3]4]5]s. 7.]8.’9. 10.’11. 4 |poinfekei
naci mysi my
1. 10 |-[1]|5|4|-|-|-|-]|-1|- 0 3,3
2, 10 s 2 e lal == === == 0 3,2
3. 10 |-|-|a|&|2]|- = = S = 0 3,8
4. 10 |- |-[3|5 |1 1|=|=|=|=[= 0 4,0
E 5. 10 T F B2 =|===|=] 20 5,94
z 6. 10 |-|-|2|-|3|-|1|-|=|-[-| 4 7,28
% 7. 10 |- |- |- |[=|1[=[1|-|=|=|-|"® 10,16
a 8. 10 |-|-|=-|=-|-|=-|=-|=-[1]-|-] 90 10,98
0. 10 |-|-|-[=(-|=-|=|=-|=|=[=[ 100 11,2
10. 0 |=|=|<|=|==|=[=|=|=[=["10 | 112
15. T A | = =] = =) = =] = | == | = =1 100 112
20. 10 | === =1==1=|=|=[={=i 100 11,2
1. 10 |-|3[6|1(-|-|=[-[=|=|=| o 2,8
2. 10 (-|1|2|2|3|[1|1|-|=|=|-| o 4,4
ol 3. | 10 |- |-|1|3(3|=|T1[=|=|=|=-1" 20| 5.9
- T 5 N B
cg 3. 0 el s i el elelole) WOL L
2 6. 10 (-- -|=-|-|=-[=[=|-1=|=1 100 11,2
B 7 10 |- |-I=I—|-I=1=1=1=1—[=1"100| 11,2
EX: 8. 10 |- == | = | = === ==[="10| 112
53 9. 10 |- - == | === |=|=|=-[=[100| 112
15. 10 |- |-|=[=|-I=1=1==|=|=] 100 11,2
~20. 10 |~ |=l=f=|=|=|=|=f=|=|=| 100 112
1. 100 | = |3 | B | B | = || = | =] =] = | == 0 3,0
2. 100 | = |2 | & | B [L === = | == 0 3,3
3. 100 |[=|=12 |2 24 =|=1=1]=1<|= 20 5,6
2 CA I e 2
g 5. 10 |- |- [= |1 |- =| === % 9,96
& 6. 10 | - Z == l=le =1z == 100 11,2
'g 1. 10 == == == === 100 11,2
g 8. 10 | -(=|-|=-1=-|=-|=[=|=|=|=[10]| 11,2
K 0. 10 [=|=[= = | | e | = — [ 100 11,2
0. 10 = [ [ = [ o= = e - | = 100 11,2
15. 10 = = | === == [=1=| 100 11,2
- 20. 10 == ==[=|=|= — = 100 11,2
Kontroly 10 -|=-|54 |1 |-|=-|=]|=|=-]- 0 3.6

a zarodky zcela vymizely nebo byly izolovany jen vyjimeéné z plic a srdce. Naproti
tomu procento izolaci ze sleziny, ledvin a kostni dieni nejevilo klesajici tendenci ani

20. den p.

V.

Za tcelem zjisténi vlivu hyaluroniddzy na rychlost nastupu imunity jsme
soucasné s usmrcovanim podrobili 10 mysi z kazdé skupiny vyvoldvajici infekei.
Hynuti my3i jsme sledovali 11 dni po infekci a z dosazenych vysledkii vypo-
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¢itali procento imunnich my$i a metodou podle Baléeva (1962) primérnou
dobu pfeziti infekce.

Ve skupiné vakcinované samotnou vakcinou s. ¢. uhynuly vechny mysi infi-
kované do 4. dne p. v.; infekci vykonanou 5. den ptezilo 20 % mysi. Pocet pte-
zivsich mysi vzrustal az do 9. dne, kdy uz byly proti infekci chranény vsechny
mysi. Ze skupiny, jiz byla aplikovdna vakcina s. ¢. ve smési s hyaluronidazou,
pfezilo infekci vykonanou na 3. den 20 %, na 4. den 70 % a na 5. den jiz 100 %
my$i. Ve skupiné ockované i. perit. se Gplnd chranénost vyvinula 6. den p. v.
U obou poslednich skupin bylo vice nez 50 % my$i immunich jiz 4. den, zatimco
ve skupiné ockované s. c. bez hyaluronidazy teprve 7. den p. v. (Tab. III.)

Pti infekci uskute¢néné 24 hodin po ockovani byla u vsech tfi vakcino-
vanych skupin primérna doba pfeziti priikazné krat§i nez u kontrolnich, ne-
vakcinovanych mysi. Nejkrat§i dobu pfeziti vykazovala skupina mysi, ockova-
nych soucasné vakcinou a hyalurodiddzou. Ve skupiniach mysi, které obdrzely
vakcinu i. perit. anebo s. ¢. bez hyaluroniddzy, jsme pozorovali zkraceni doby
preziti i pfi infekci vykonané 48 hodin p. v. Naproti tomu mysi, ockované
kulturou s hyaluroniddzou, pfezivaly infekci, provedenou 48 hodin p. v., jiz
o néco déle nez kontroly. Po¢inaje 3. dnem p. v. se primérna doba pfeziti u vSech
tfi vakcinovanych skupin postupné prodluzovala, a to nejvice u skupiny ocko-
vané vakcinou s hyaluroniddazou (obr. 1, tab. III).

Abychom zjistili, jaky vliv ma velikost davky enzymu na vyvoj imunity
a zda pfi s. c¢. aplikaci vakeiny s hyaluroniddzou postaéi k vyvoldni imunity
mensi pocet zdrodk nez pfi stejném podani samotné vakciny, ockovali jsme s. c.
skupiny po 10 mysich kulturou fedénou od 10 po 10® sou¢asné s riiznymi dav-
kami hyaluronidazy a stejnymi fedénimi kultury bez hyaluronidazy s. c. a i. perit.
Za 14 dni jsme myS$i vSech skupin infikovali virulentnim kmenem. Vysledky
uvedené v tab. IV ukazuji, Ze rozdily mezi jednotlivymi skupinami nebyly signi-
fikantni. Jak pfi s. ¢. aplikaci vakciny s hyaluroniddzou tak pfi s. ¢. nebo i perit.
vakcinaci bez hyaluroniddzy imunizovala 100 % my3$i divka nejméné 6 X 10*
zivych zarodkd. Po ofkovédni poétem zarodkid o 1 logaritmickou jednotku niz§im
se procento imunnich mys$i pohybovalo u jednotlivych skupin mezi 0—40, a to
nezavisle na davce hyaluronidazy.

IV. Vliv zpusobu aplikace a hyaluronidazy na imunogenitu vakciny

Pocet zivych zérodku ve vakcina¢ni déavce
Davka Zpusob
hyaluronidizy aplikace  |6% 108 ‘6>< 107 |6 % 1086 3 1086 x 101 |6 < 108 |6>< 102 |6 101
pro 1 mys$ vakciny
vysledek vyvolévajici infekce
= 5. c. -9 | /8 | -/10 | 1/10 | -/10 10/101 9/10 | 10/10
= 1. p. -/8 -/9 -/10 | 1/10 | —/10 6/10 | 10/10 | 10/10
0,05 mg 5. c. -/10 | =/10 | =/10 | 2/10 | -/10 | 8/10| 9/10 | 10/10
0,2 mg $76s -/8 -/9 -/10 | -/10 | -/10 6/10 | 9/10 | 10/10
0,4 mg s.c. -8 | —/8 | -/10 | =/10 | =/10 |10/10| 9/10 |10/10

V ¢&itateli uveden pocet uhynulych, v jmenovateli celkovy poéet infikovanych mysi.
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Obr, 1. Vyvoj imunity u my$i po o¢kovani Zivou Cervenkovou vakcinou ruznym
zpusobem

Vysvétl.: kontrolni doba: primérna doba pireziti po infekci u kontrolnich, nevakeci-
novanych mysi; — imunni doba: teoreticky vypoc¢itana doba trvami pokusu; pii do-
sahnuti této prumérné doby preziti jsou vSechny mys$i v skupiné imunni

DISKUSE

Dosazené vysledky potvrdily na§ pfedpoklad, Ze kombinaci Zivé cervenkové
vakciny s hyaluroniddzou je mozno zna¢éné urychlit disperzi zdrodku do jed-
notlivych orgdnt. Rychlost rozsevu ¢ervenkovych zarodka do vétSiny organt se
po s. ¢. aplikaci vakciny s hyaluronidazou, v porovnani s vysledky po jejim poda-
ni stejnym zptisobem bez hyaluronidazy (Z 4k 1965) ptiblizné zdvojnasobi a je
stejna jako po i. perit. aplikaci samotné vakciny. Vysoké procento pozitivnich izo-
laci ze sleziny, kostni dfeni a lymfatickych uzlin 20. den po vakcinaci nasvédéuje
tomu, ze zrychlenim disperze pomoci hyaluroniddzy se neméni ani doba per-
zistence zarodki v organismu ani jejich afinita k nékterym orgdndm.

Podobné jako po s. c. podani samotné vakciny (Z 4k 1965) nezjistili jsme
ani po ofkovani vakcinou spolu s hyaluroniddazou proniknuti zarodk do mozku.
Pro rozdilnost naich vysledki od vysledki Tacu a spol. (1961, 1962), refe-
rujicich o nélezu ¢ervenkovych zarodki kmene WR 2 v mozcich vakcinovanych
mys$i i holubi, jsme nenasli vysvétleni.

Urychleni disperze zarodka do jednotlivych orgdni je imérné zkraceni ¢aso-
vého intervalu mezi otkovdnim a nastupem imunity, které ptredstavuje u mysi
az 4 dny. I kdyz nemozno pfimo porovnavat vysledky, docilené pomoci hyaluroni-
dizy Mohlmannem a spol. (1956) pfi terapii Cervenky sérem a penicili-
nem s vysledky naSich pokusii s Zivou vakcinou, je pozoruhodné, Ze hyaluroni-
daza méla v obou pfipadech stejny ucinek: Urychlila 1é¢ebny resp. imunizaéni
efekt v stejné nebo i vétsi mife nez ockovani intraperitonedlni ¢i intravendzni
cestou.

Stejné jako v pfedchazejici praci nepotvrdily se ani tentokrat tudaje
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Gheorghiu a spol. (1958) o vyvoji chranénosti béhem 4—5 dni po s. c.
aplikaci samotné zivé vakciny z kmene WR 2. Tohoto efektu jsme dosahli teprve
pomoci hyaluronidazy.

Pri¢inu urychleni nastupu chranénosti mysi proti vyvolavajici infekei Giéinkem
hyaluronidazy nutno vidét ve vcéasném osidleni organu zarodky vakcinaéniho kmene,
pri ¢emz chranénost muZe spoc¢ivat bud ve véasném navozeni imunitnich mecha-
nismi organismu anebo v inhibici multiplikace zarodka virulentniho kmene pouzi-
tého k celenzi, jak predpokladaji Tajima a spol. (1957). Podstata uéinku hyaluro-
nidazy se urychlenim rozptylu zarodka z mista inokulace do jednotlivych organt
omezuje na zkraceni pripadné odstranéni stadia adaptace zarodki na nové prostredi
v misté inokulace, Sotva je mozno se domnivat, Ze by hyaluroniddaza mohla ovlivnit
imunogenitu cervenkové vakeciny anebo obranyschopnost organismu v takové mife,
jak to vyvozuje Alaverdjan (1962) z pokust s tetravakcinou. Svédéi pro to jak
zjisténi, Zze hyaluronidaza ani ve velkych davkach neovlivmila podet Zivych zarodku
potrebnych na vyvolani imunity (k dosazeni imunity pfi pouziti hyaluronidazy je
potrebny priblizné stejny poc¢et zivych zarodki jako bez ni), tak i skute¢nost, zZe
v obou pripadech dochazelo u¢inkem nespecifické obrany k inaktivaci priblizné stej-
ného poc¢tu zarodku.

Toto povazujeme soucasné za pri¢inu zjiSténi, Ze podobné jako Wiidik (1958)
v pokusech s kmenem AVRg, jsme ani my nepozorovali pii o¢kovani sestupnymi
davkami vakciny z kmene WR 2 pravidelny postupny pokles v poé¢tu imunnich mysi.
V nékolika pripadech bylo po o¢kovani jednim redénim vakciny imunnich plnych
100 Y, my3i, a po vakcinaci dal$im desetindsobnym fedénim jiz zadna mys.

Z nasich pokusu, sledujicich vliv davky hyaluronidazy na imunogenitu vakciny,
1ze jen neplimo usuzovat na zavislost mezi davkou tohoto fermentu a rychlosti dis-
perze, jak o ni pojedndva Hechter (1947). Domnivime se, Ze urychleni nastupu
imunity dosazené pomoci 0,2 mg hyaluronidazy je na hranicich moZnosti reaktibility
a obranyschopnosti organismu a Ze by dalsi zvySeni davky fermentu, aby se disperze
vakcinac¢nich zarodkua jesté vice urychlila, uz sotva mohlo zkratit dobu potrebnou
k vyveji imunity.

Inokulace kmene WR 2 souc¢asné s hyaluroniddzou nezvy$uje jeho virulenci pro
myS$i. Hynuti po vakcinaci se pohybuje ve stejnych mezich jako po oc¢kovani bez
hyaluronidazy (Gheorghiu a spol. 1958, Zuffa a spol. 1960). Obdobi sensibili-
zace organismu mysi, trvajici po o¢kovani samotnou vakecinou 2 az 3 dny, (Z 4k 1963,
1965), se zkracuje na jediny den.

ZAVER

Po aplikaci zivé ¢ervenkové vakciny z kmene WR 2 v kombinaci s hyaluroni-
dizou v davce 0,2 mg na jednu my$ se rychlost disperze zirodkd do jednotli-
vych orgdnl, v porovnini se stejnym zpusobem aplikace bez hyaluronidazy,
ptiblizné zdvojnasobi; z vétSiny organu lze zdrodky izolovat jiz za 48 piipadné
72 hodin po ockovini.

Casovy interval mezi otkovanim a nastupem imunity se zkrati natolik, Ze
se vyrovnd nebo i pred¢i rychlost vyvoje imunity po aplikaci samotné vakciny
intraperitonealn&. Vyvolavajici infekci, vykonanou 4. den po podini vakciny
s hyaluroniddzou ptezilo 70 %, 5. den jiz 100 % mysi.

Soucéasna aplikace kultury kmene WR 2 a hyaluroniddzy nezvysuje jeho
virulenci; zkracuje obdobi sensibilizace po vakcinaci na pfiblizné jeden den.

Nezjistilo se, ze by hyaluroniddza zvySovala imunogenitu Zivé cervenkové

vakeiny.
Do3lo dne 30. 12. 1965
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Bausanue ruanypoHHaassl Ha AMCIEPCHIO BAKIMHHBIX 3apOABled M HA CO3ZaHHe HMMyHHTeTa
nocie MPHBHBKH JKHBOH BaKIHHEI pokH mramma WR2

ITocse MpUBMBKH XKHBOM BaKUHHB pokH mraMMa WR2 B KOMOHMHAIHH C THaJypOHHNA30H
B no3e 0,2 Mr Ha OfHY MBIIB CKOPOCTH AMCHEPCHH 3apOILINIEL B OTAEJIbHbIE OPraHbl, MO CPaBHEHHIO
C TAaKHM jKe crocofOoM npusBHBKY 6€3 HaypOHMIA3bl, IPHMEPHO YIBOMTCH; y GOJBIIMHCTBA OPraHOB
MOXHO 3apOABIIeH H30JIMpOBaTh y)Ke cmycra 48, a mHOorma m 72 waca mocse NMPHBHBKH.

OTpesok BpeMeHH MeXAy NPHBHBKOH H HACTYIJIEHHEeM MMMyHHTETa COKPAI[aeTcs HACTOJIBKO,
UTO OH BHIDABHHBAET HJIM Jake IPEBOCXONHT CKOPOCTH PA3BHTHA MMMyHHTETA II0CJe HHTPaNepH-
TOHETAJBHOTO BBEAEHHS OJHON TOJBKO BaKIMHEI. BEI3BaHHYIO HHEKIHI, MpOBefeHHY0 Ha 4-if neHb
Tnocsie BaKIMHUPOBAaHHA ManypoHnnasoit, nepexecno 70 %, a na 5-it meun» — yxe 100 % Mprmei.
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OnxoppeMenHoe spenenme KyabTyphl mraMma WR2 ¢ manyponunasoii He yseamumpaer
€r0 BUPYJIEHTHOCTH; 3TO COKpamjaeT IePHOX CeHCHOMIM3aNMHM I0CJe BaKMHHPOBAHHA NpPHGIH3M-
TeNBLHO N0 OXHOTO NHA.

YBenuueHHs MMMyHOTEHHTETA JKHBOH BAKIHHEI DOXKH B Pe3yJbTATE BBEIEHHA HAXypPOHHIA3HI
VCTaHOBJEHO He GhLIO.

Influence of Hyaluronidase on the Dispersion of the Vaccination-Germs and
on the Onset of Immunity after the Vaccination with Live Swine-Erysipelas Vaccine
of the WR 2-Strain

After the application of live swine-erysipelas vaccine of the WR 2 strain com-
bined with hyaluronidase in the dose of 0,2 mg per one mouse, the dispatch of dis-
persion of germs into different organs is redoubled in comparison with the same
way of application without hyaluronidase; from the majority of organs the germs
may be isolated as early as after 48, eventually 72 hours after the vaccination.

The time interval between the vaccination and the onset of immunity is as
much shortened as to be equal or even to surpass the dispatch of the immunity
development after the application of the pure vaccine intraperitoneally. The provok-
ing infection carried out on the 4th day after the application of the vaccine with
hyaluronidase was survived by 70 9, on the 5th day by as many as 100 %, of mice.

Simultaneous application of the WR 2-strain culture and hyaluronidase does
not increase its virulence; it reduces the period of sensibilization after the vac-
cination to approximately one day.

It was not ascertained that hyaluronidase should increase the immunogenicity
of the live swine-erysipelas vaccine.

EinfluB der Hyaluronidase auf die Dispersion der Vakzinationskeime und auf den
Eintritt der Immunitit nach der Impfung mit lebendiger Rotlaufvakzine aus dem
Stamm WR 2

Nach der Applikation der lebendigen Rotlaufvakzine aus dem Stamm WR 2
in Kombination mit Hyaluronidase in einer Dosis von 0,2 mg je eine Maus wird die
Schnelligkeit der Dispersion von Keimen in die einzelnen Organe, im Vergleich zu
derselben Applikationsart ohne Hyaluronidase, anndhernd verdoppelt; von der Mehr-
heit der Organe kann man die Keime bereils nach 48 bzw. 72 Stunden nach der
Impfung isolieren.

Der Zeitintervall zwischen der Impfung und dem Eintritt der Immunitiat wird
derart gekiirzt, daB er der Schnelligkeit der Entwicklung der Immunitit nach in-
traperitonealer Applikation alleiniger Vakzine gleichgestellt ist, oder dieselbe sogar
tibertrifft. Die hervorgerufene Infektion, die am 4. Tage nach dem Verabreichen der
Vakzine mit Hyaluronidase durchgefiihrt wurde, iiberlebten 70 9,, die am 5. Tage be-
reits 100 %, der Mause.

Eine gleichzeitige Applikation der Kultur des Stammes WR 2 und Hyaluroni-
dase erhoht nicht seine Virulenz; sie verkiirzt den Zeitraum der Sensibilisierung
nach der Vakzination auf cca einen Tag.

Man stellte nicht fest, daB die Hyaluronidase die Immunogenitéit der lebendigen
Rotlaufvakzine etwa erhohen wiirde.

Adresa autora:
Dr. Otokar Z ak, Bioveta, n. p., Nitra

320 VETERINARNI MEDICINA - 1966



K. Cernik VLIV TEPLOTY NA HEMAGLUTINACNI
AKTIVITU A INFEKCIOZITU NEKTERYCH
KMENU NDV

I. MOZNOST CHARAKTERISTIKY KMENU RUZNE
VIRULENCE POMOCI INAKTIVACE TEPLEM

M Fyzikilni a chemické vlastnosti, jako velikost, tvar, citlivost vi€i pH, teplu
a ruznym chemickym prostfedkiim jsou vedle charakteristickych kultivaénich
a sérologickych znakii vyznamnym voditkem pro typizaci a tfidéni vird. Inakti-
vace virové suspenze zahfatim na 50° C po 30 minut je podle Hucka (1964)
vhodnym testem pro tfidéni virt do skupin. Viry skupiny nestovic jsou pomérné
termostabilni, zatimco skupina herpesviri a myxovird, mezi néz patfi i Myxo-
virus multiforme, pavodce pseudomoru driibeze, je termolabilni. Termostabili-
tou se li§i i reoviry od labilnich picornavira.

U viru pseudomoru driibeze lze teplem postihnout jeho hemaglutinujici,
infekéni i hemolytickou slozku. Ukolem této prace bylo zjistit, zda je mozno
tepelnou inaktivaci prvnich dvou slozek odlisit nebo charakterizovat jednotlivé
kmeny viru pseudomoru dribeze (NDV) s rozli¢nou virulenci.

LITERARNI PREHLED

Schopnost jednotlivych kment viru pseudomoru driubeze (NDV) aglutinovat
erytrocyty je v rozsahu teplot 50—600C razné trvala, podobné jako u jinych hema-
glutinujicich virG (Hallauer 1950). Stupen termorezistence je podle Hamsona
(1949) charakteristickou vlastnosti, vhodnou pro rozliSeni jednotlivych kment. Muze
se mérit ¢asovym obdobim nutnym k inaktivaci hemaglutininu pri uréité konstantni
teploté, a to pri 56°C podle Hansona a 520C podle Acocelly (1955), nebo vy-
stavenim virové suspenze pusobeni ruznych teplot po uréitou dobu,

Stabilita hemaglutinint 31 kment viéi teploté 56 C kolisala mezi 5 minutami
az 6 hodinami (Hanson 1949). Bushnell a Erwin (1950) zjistili u 5 kmenu,
izolovanych z mistnich vzplanuti, Ze hemaglutinaéni (HA) schopnost se sniZuje
pri 560C a rychle klesa pri 58°C. Kirkham (1962) pozoroval rychly pokles HA
aktivity u termolabilnich linii mezi 47—520C, zatimco stabilni si uchovaly HA akti-
vitu i'pii 56°C. Podle Lamcastera (1962) se hemaglutininy lentogennich kmenu
B-1 a F inaktivuji pri 56°C do 15 min.

Termostabilita virit neni v8ak jejich trvalym a neproménlivym znakem. Je
ovliviiovana slozenim prostredi, v kterém je virus suspendovan, jakoz i zpusobem
a dobou skladovani virového materialu. Sklon k poklesu {ermostability nastava
casto i po dlouhodobém pasdzovani viru v kufecich embryich (KE).

Nitzschke a Schmittdiel (1963) zkoumali termostabilitu hemaglutininu
u 22 terénnich a 4 vakcina¢énich kmenu NDV pii 560 C. U lentogennich, mezogennich
a 12 terénnich kmenu zjistili pokles HA aktivity béhem 15 min. na méné nez 1 : 10.
Jen v jednom piipadé doslo k zachovani HA aktivity i po 120 min. U 14 kmenu
byly opakovanym vySetfenim zjistény shodné vysledky, u 8 kmenu pozorovano ko-
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lisani v rozsahu jednoho ¢asového intervalu a u 4 kmenu byly v rozmezi 15—120
min. zaznamenany rozdily mezi jednotlivymi vySetfenimi. Watanabe (1964) roz-
déluje kmeny NDV podle termostability hemaglutinini (56° C 30 min.) na stabilni —
terénni, virulentni a labilni — vakecinaéni, avirulentni nebo slabé virulentni.

Infekéni schopnost NDV byla inaktivovana podle Farinase (1930) pri 550C
a vySsich teplotdch po 30 minutédch, zustala v8ak zachovana pri 50°C. Iyer (1943)
udava, ze NDV byl usmrcen zahratim na 50°C a vyse. Podle Brandlyho (1946)
ztratily kmeny H a 11914 infekciozitu po 30 min. pri 60°C nebo béhem 45 min. pri
550C. Bushnell a Erwin (1950) stanovili bod termdlni inaktivace mezi 58 a
640C po 30 min. Asplin (1949) zjistil infekéni tekutiny aktivni jesté po 45 min.
pri 569 C, ale nikoliv po 60 min. Pri zkoumani termostability 4 kmeni NDV rizné
virulence zjistili Foster a Thompson (1957), Zze jejich schopnost prezit mimo
zivociSny organismus je zavisla spiSe na pavodnim mnoZstvim viru nez na jeho
virulenci.

Tolba et al. (1962) porovnavali G¢inek teploty 50, 60 a 70°C na HA aktivitu
a infekénost u 3 kment viru pseudomoru a 5 kment, resp. linii viru klasického
moru. Zjistili, Ze teplota 50°C po dobu 5 min. neovliviiuje HA aktivitu ani infeké-
nost kmentt NDV. Po 30 min. doslo kK mirnému poklesu HA aktivity a vyraznému
poklesu infekénosti, v 60. minuté nezjistén dalsi pokles HA aktivity, ale infek¢nost
poklesla na nulové hodnoty. Ve 120. min, byl zaznamenan opét pokles HA aktivity..
U kmenu klasického moru zacal pokles HA aktivity az v 60. nebo 120. min. He-
maglutinaéni schopnost NDV se inaktivuje béhem 5 min. pri teplotich mezi 53 a
569 C, infekénost za stejnou dobu pri teplotach 56, 59 resp. 60°C. Pro virus klasic-
kého moru jsou nutny vyssi teploty (58—600C) k inaktivaci HA aktivity.

V pokusech Hansona (1949) prezilo vSsech 31 vySetrenych kmenti NDV 15
min, pri 560C, tfi byly inaktivovany mezi 15—30 min., 25 mezi 30 a 180 min. a tfi
dalsi si uchovaly infekciozitu i po 180 min. Z jednoho kmene byly ziskany mutanty,
které odolavaly teploté 56°C i po 240 min., naproti tomu rodi¢ovska generace prezila
jen 60 min.

MATERIAL A METODIKA

Ve svych pokusech jsme pouzili 3 kmeny lentogenni: B-1 (Hitchner), La
Sota a F (Asplin), 4 mezogenni: Roakin (R), Lederle (L), Hertfordshire (H)
a Komarov (Haifa, K) a 2 kmeny virulentni, 2455/6 a 366/4. VSechny kmeny
jsme ziskali ze sbirky virovych kment Biovety n. p. v Nitfe. Z velogennich
kment, pouzivanych v Bioveté n. p. Nitra k ¢elenzi pokusné drubeze, byl kmen
2455/6 izolovan r. 1955 z mozku uhynulé slepice ma SVVU Bratislava
(Zuffa etal 1956, Skoda, Zuffa 1956, 1958), kmen 366/4 v r. 1963
z vrany popelavé na Katedfe infekénich chorob Veterinarni fakulty VSP v Ko-
gicich (Vrtiak et al. 1964). U kmene Roakin byla vysetfena jeho 21. sériova
pasdz na kulturdch kufecich embryonalnich bunék (KEB). Pokusné byl vysetfen
i neidentifikovany kmen, ktery kontaminoval virus pta¢i difterie béhem jeho
sériového pasdzovani na kulturdch KEB.

Vsechny kmeny byly uchovavany v lyofilizovaném stavu. Virus pro pokusné
téely jsme ziskali infekci 10dennich KE fedénim 10 pti lentogennich a mezo-
gennich — fedénim 10 pti velogennich kmenech davkou 0,2 ml do alantoidni
dutiny. KE, infikovana velogennimi a mezogennimi kmeny, byla inkubovana pti
37° C 48 hod., lentogennimi kmeny 72 hod. Smés infekénich alanto-amniotickych
tekutin (AAT) z 10—12 KE jsme tedili fyziologickym roztokem s veronalovym
naraznikem o pH 7,0—7,1 v poméru 1: 10 a rozplnili po 3 ml do 9 zkumavek,
zazatkovanych korkovymi zitkami.

Osm zkumavek bylo hned po odbéru a nafedéni ponofeno do vodni lazné
s michacim zafizenim pti stilé teploté 56° C = 0,2 na dobu 1, 2, 4, 8, 15,
30, 60 a 120 minut. Jedna zkumavka byla ponechdna jako kontrola pii labora-
torni teploté. Po uplynuti stanovené doby zahfivani byly zkumavky s nefedénou
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AAT postupné z lazné vyjimany, zchlazeny proudem tekouci vody a uloZeny
v chladniéce pfi + 4° C. Po ukonéeni inaktivace byla stanovena hemaglutinaé¢ni
aktivita a infekénost jednotlivych vzorki. Pri stanoveni HA bylo k 0,5 ml AAT,
fedéné v poméru 1:10 — 1:5120, pfidano po 0,5 ml 0,5% suspenze kohoutich
erytrocyti. Reakce byla posuzovdna za 1 hod. pfi laboratorni teploté. Jako HA
titr bylo ode¢teno nejvyssi fedéni, v némz doslo alespoii k 50% aglutinaci
erytrocyti.

Infekénost jednotlivych vzork viru jsme stanovili infekci zkumavkovych
kultur KEB. Virus jsme fedili v desetindsobnych potencich a kazdym fedénim
ockovali po 4 zkumavkovych kulturach KEB davkou 0,1 ml. Pomnozeni viru
bylo posuzovdno po 6—7 dnech inkubace pfi 37° C u mezogennich a velogen-
nich kment zji§tovanim pfitomnosti cytopatogenniho efektu (CPE) a hemagluti-
ninu, u lentogennich kment jen HA testem: Do kazdé zkumavky bylo pfidano
po 1 ml 0,5% suspenze kohoutich erytrocytdi a HA byla code¢itdna po 1 hod.
stani pfi laboratorni teploté. U mezogennich a velogennich kmenti byly vysledky
mikroskopického vysetfeni shodné s vysledky HA testu, u lentogennich kment
neni pomnozeni viru ve zkumavkach, ofkovanych vy$§imi fedénimi, doprovazeno
vyvojem CPE. Titr viru byl stanoven akumulaénim vypoltem podle Reeda
a Muenche (1938).

U kazdého kmene jsme vySetfeni opakovali 2—4krat. Zjidténé hodnoty jsme
vynaSeli do grafu a interpolaci stfednich hodnot sestrojili kfivky poklesu HA
aktivity a infekénosti. Aby byla zdiraznéna pocatecni faze inaktivace viru v prv-
nich 10 min., byla pouZzita pro obé kfivky spoleénd stupnice ¢asu s Casovymi
intervaly v geometrické radé.

VYSLEDKY POKUSU

Kfivky, zndzornujici pokles HA aktivity, maji zhruba shodny priabéh
u lentogennich a mezogennich kment (obr. 1.—3.). Ve vSech pfipadech docha-
zelo k dplné inaktivaci hemaglutinint ptfi 56° C do 15 min., ve vét§iné ptipadi,
s jedinou vyjimkou kmene Hertfordshire (obr. 2.), jiz do 4 nebo 8 min. V prvni

B1 LaSota F
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2=
4 8 15 30 0 1 2 4 8 1530 01 2 4
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Q""o HA -« TKIDSO
1. Krivky inaktivace HA aktivity a infeké¢énosti lentogennich kment NDV pfi
teploté 560C
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Lederle

Hertfordshire

Komaraov

Q---p HA &4 TkDsp
2. Krivky inaktivace HA aktivity a infekénosti mezogennich kment pfi teploté 560 C

minuté byl pokles jen mirny, nékdy bylo zaznamendno dokonce proti vychozi
hodnoté mirné zvyseni. Po 2. min. je pokles vyraznéjsi a predstavuje 1—4 dvoj-
nasobna fedéni, nacez dochazi k prudkému zlomu, takZe ve vét§iné pripadd do-
sahuje uz ve 4. minuté nulovjch hodnot niz§ich nez 107

Na rozdil od slabé virulentnich kment vykazoval velogenni kmen 2455/6
(obr. 4.) do 30. min. jen velmi mirny pokles HA aktivity, nepfesahujici jedno
dvojnasobné fedéni. Ke zlomu kfivky dochazi az mezi 30. a 60. min., kdy hod-
noty HA titru se sniZuji v priméru o dalsi 4 fedéni. Po 120 min. dosahuje HA
titr hodnoty o 7,5 fedéni nizsi, nez byl vychozi titr, ve dvou pfipadech klesa
pod minimalni pracovni fedéni 107, v jednom si uchovava titr 10 a v jednom
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3. Krivky inaktivace HA aktivity a infekénosti mezogenniho kmene Roakin, jeho
21. pasaze na kulturdch KEB a neidentifikovaného, kontaminujictho kmene pri
teploté 560 C
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4, Krivky inaktivace HA aktivity a infekénosti velogennich kmentt NDV pfi tep-
loté 569 C

dokonce 10%?* — tj. fedéni 1:160. Naproti tomu virulentnéj§i kmen 366/4
(obr. 4.) zaznamenava sice pozvolny, ale pravidelny pokles HA aktivity uz po
2 min. zahfivdni a po 120 min. dosahuje ve vSech pfipadech nulovych hodnot.

Podobné jako pribéh kfivek HA aktivity, nevykazuje ani prubéh kiivek
infekénosti, odhlédneme-li od rtznjch vychozich hodnot, podstatnych rozdila
mezi lentogennimi a mezogennimi kmeny. Vyrazny zlom v prubéhu kiivek se
zaznamendva po 4 min. a odtud klesaji hodnoty infekénosti pravidelné a dost
prudce, i kdyz v tupéj§im tGhlu nez hodnoty hemaglutininu. Obdobné jako u HA
aktivity, bylo po 1 min. zahfivdni zaznamenano mirné zvySeni i v pfipadé
infekénosti.

Kfivka infekénosti kmene 2455/6 klesd mirné az do 15 min. Ackoliv tato
prvni cast kiivky je strméjsi nez kfivka HA aktivity, ve své druhé ¢&asti, po
zlomu, ma pribéh podobny jako u mezogennich kmeni. Rozdily mezi priitbéhem
inaktivace infekénosti kmene 2455/6 a 366/4 jsou vyrazné. U kmene 366/4 po
prakticky pfimém pribéhu do 4 min. dochazi k pozvolnému zalomeni kfivky
v tdhlém oblouku v rozmezi od 4. do 15. min. se sniZenim infekénosti o dvé
logaritmické jednotky. Posledni sestupna &ast kfivky je pomérné pozvolna, pfi-
¢emz po 120 min. dosahuje primérné hodnoty TKIDso 1022,

Pokles hemaglutina¢ni aktivity a infekénosti kmene Roakin v 21. sériové
pasazi na kulturaich KEB ma4 zhruba stejny prabéh jako vychozi virus. (Obr. 3.)
Kftivky inaktivace obou sledovanych komponent kontaminujiciho kmene NDV
z TK jsou typické pro mezogenni kmeny. Bliz§i identifikace kmene neni mozna
podle priubéhu inaktivace hemaglutininti a infekénosti, je vSak moZno s uréi-
tosti vyloucit, Zze jde o velogenni kmen. Protoze se v dobé kontaminace praco-
valo jen s kmeny 366/4 a Roakin, jde pravdépodobné o kmen Roakin nebo
o jeho linii, pasdzovanou na tkanové kultufe.

Z dosazenych vysledkt vyplyva, Ze hemaglutinin lentogennich a mezogen-
nich kmenti NDV je pii teploté 56° C velmi labilni a inaktivuje se prakticky uz
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do 8 min. Naproti tomu u velogennich kment dochazi k tplné inaktivaci hema-
glutinint aZ za 120 min., pfipadé pozdéji. Protoze u lentogennich a mezogennich
kment neni vyznamného rozdilu v termorezistenci hemaglutininii mezi jednotli-
vymi kmeny, miZe slouZit stanoveni prubéhu inaktivace HA aktivity jen jako
skupinovy ukazatel. U velogennich kment je pribéh inaktivace vyrazné odlisny
nejen v porovndni s obéma skupinami méné virulentnich vird, ale i mezi sebou.

Ukazatelem, ktery je pro diferenciaci obou skupin kmeni s rozdilnou viru-
lenci typict€jsi, nez termorezistence hemaglutininu, je vztah mezi poklesem HA
aktivity a poklesem infekénosti. Mezogenni kmeny se li§i od lentogennich hlavné
pomérem vychozich hodnot, a to relativné niz§imi vychozimi hodnotami in-
fekénosti. Ve skupiné lentogennich kment se zfetelné odlifuji jednotlivé kmeny
vzajemnym pomérem obou inaktivacnich kfivek, i kdyz tyto rozdily nelze pova-
zovat za signifikantni. Obé skupiny slabé virulentnich kment se celym prabé-
hem inaktivace obou komponent vyrazné li§i od velogennich kment, které si
kromé toho zachovavaji svou individualitu v rdmci skupiny. Kmen Roakin si po
21. pasazi na kulturdch KEB zachoval nezménénou termostabilitu hemaglutinint
a infekénost viiéi teploté 56° C.

DISKUSE

V pokusech analogickych s na$imi mezaznamenal Vrtiak (1963) po 90 min.
pusobeni teploty 55°C infekénost u Ziadného z 5 vySetrovanych kment, zatimco
u 2 kmenu (USA, Véna) se po 120 min. snizil HA titr jen o 1—2 redéni. Na rozdil
od téchto pozorovani, podle nichz se hemaglutina¢ni schopnost viru zachovala pri
teploté 50 a 55°C déle nez schopnost vyvolat infekci KE, coz pozorovala Gold-
manova a Hanson (1955 jen u termostabilni mutanty kmene NAJ, klesala
v na8ich pokusech s vyjimkou kmene 2455/6 prakticky ve vSech pripadech kiivka
HA aktivity mnohem rychleji a strméji nez krivka infekénosti pro TK. Tuto skutec-
nost dokladd K och (1962) pozorovanim thermalni inaktivace poliovirt, pii niz zvy-
Seni teploty pusobi predeviim zmény proteincvého obalu, ktery je u NDV nositelem
HA aktivity (Rott et al. 1963), a RNK, kterd je nositelem infekénosti, je pomérné
termostabilni, a proto je postiZzena pozdéji.

Nami dosaZené vysledky nepotvrzuji jednozna¢né pozorovani Hansona (1959),
ze u vakcina¢énich kment dochazi pii nizkych HA titrech k inaktivaci teplem oby-
¢ejné rychleji nez pfi vyssich hodnotach. Na druhé strané vSak pomérné znac¢né
kolisani HA titr, zaznamenané v jednotlivych vySetfenich téhoz vychoziho viru
v poéateénich fazich inaktivace v rozsahu az 3 fedéni a v kone¢né fazi az do
8 redéni pri pokusech provadénych za konstantnich podmmek potvrzuje Hanso-
novo zjisténi, ze termostabilita hemaglutmmu Je ovliviilovana nekontrolovatelnymi
faktory prostledl Rozptyl hodnot TKIDso je pii jednotlivych vySetfenich mnohem
mensi a je vysvétlitelny kolisanim v mezich biologické odchylky. Relativni stalost
vysledku, ziskanych tepelnou inaktivaci, dokdzal Hanson (podle Pickena 1964),
ktery v r. 1958 vySetiil 83 sbirkovych kment po pusobeni teploty 56°C a az na 6
vyjimek dosahl vysledky souhlasné s hodnotami, nalezenymi v r. 1955.

Skuteénost, ze viry reaguji rtizné, jsou-li podrobeny pusobeni tepla, vede k hy-
potéze, Ze tyto rozdily jsou néjakym zpusobem vazany na rozdily ve sloZeni a
struktufe virové ¢astice. Predpokladaji se dvé moZnosti Gc¢inku tepla na virovou
¢astici a to, bud Ze nasledkem rizné expanze subjednotek virové c¢astice dojde k ir-
reverzibilnim zménam jejich prostorové integrity, které maji za néasledek zménu
nebo ztratu funkce virové é&astice (Pollard 1960), anebo Ze se plsobenim tepla
alteruji nejdiive nejcitlivéj$i a pozdéji méné citlivé slozky virové castice, coz se
projevuje riznymi zménami jeji aktivily (Picken 1964).

SOUHRN

Vysetfenim rezistence hemaglutininu a infekénosti vaéi teploté 56° C
3 lentogennich, 4 mezogennich a 2 velogennich kmeni NDV bylo zji§téno, Zze
stanoveni termostability NDV je mozno pouzit k diferenciaci virulentnich kment
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od kment se sniZenou virulenci. Tato metoda vsak neumoziuje spolehlivé roz-
liSeni kment lentogennich od mezogennich. HA aktivita lentogennich a mezo-
gennich kment je inaktivovdna do 4 resp. 8 min., velogennich kmenii mezi 60
a 120 min. i pozdéji. Infekénost je za stejnych podminek inaktivovdna mnohem
pomaleji, mezi 15 a 120 min. i pozdéji, pfiemz i méné virulentni kmeny mohou
prekonat i hranici 120 minut.

Doslo dne 30. 12. 1965
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Bnusanie reMmepaTypsl HA reMarraOTHHANHOHHYI0 aKTHBHOCTh M HHPEKIHOHHOCTE HEKOTODBIX
MTaMMOB BHpPyca Hblokacabckoit Goaesun (NVD) — I. Bo3aMOXHOCTE XapaKTePHCTHKH IITAMMOB
PAsHO BHPYJNEHTHOCTH MPH NMOMOUIM MHAKTHBALMH TEINOM

[TyTeM mccnenoBaHus yCTOMYMBOCTH TE€MATTJIOTHHMHA M MHQEKHOHHOCTH K TEMIEDAType
560 C tpex seHTOreHHBIX, UeTBIPEX ME3OTEHHBIX M IBYX BeJOTeHHbx mraMmos NDV 6suio ofma-
PYKeHO, UTO yCTaHOBJeHHe TepMoycroituusocTt NDV MOXHO HCmOnb30BaTh ANA AHPepeHiHauu
BEDYJICHTHEIX IITAMMOB OT IITAMMOB C IOHM)XEHHOH BHpyJIeHTHOCTbI0. OIHAKO TaKOH MeTol He
TapaHTHPYeT Hale)KHOrO pa3/jM4YeHus JIEHTOTEHHBIX INTAMMOB OT ME30TeHHBIX. [ eMarriIOTHHHpPYIO-
mas (CA) axTHBHOCTb JIEHTOTEHHBIX M ME30TeHHBIX IITAMMOB HHAKTHBHDPYETCA B TedeHue 4 MM
8 mumyT, a BesorenHbix — B mpenenax 60—120 muHyT B 6onbme. MHPEKIHOHHOCTL NpH OLMHAKO-
BBIX YCJIOBHAX MHAKTHMBHPYETCH ropasuno MemseHHee — Mexkay 15 u 120 muHyraMu u nosasde, mpu-
geM Jake IITAMMBI C MeHbIIeH BHPYJEHTHOCTBIO MOTYT mpeonosers npenen 120 MuHyT.

The Influence of Temperature on the Hemagglutination Activity and on the
Infectivity of some NDV Strains — I. The Possibility of a Characterization of Strains
of Differing Virulence by means of Thermal Inactivation

Investigation of the resistance of hemagglutinin and of infectivity to a tempera-
ture of 56°C of 3 lentogenic, 4 mesogenic, and of 2 velogenic NDV strains showed
that the estimating the thermostability may be used for the differentiation of
virulent strains from strains with lowered virulence. However, this method does not
make it possible to reliably distinguish lentogenic strains from mesogenic ones. The
HA activity of lentogenic and mesogenic strains is inactivated within 4 or 8 minutes,
and of velogenic strains in between 60 and 120 minutes or even later. Under equal
conditions infectivity is inactivated much slower, between 15 and 120 minutes and
later, whereby also less virulent strains may extend the limit of 120 minutes.

Der EinfluBS der Temperatur auf die Himagglutinationsaktivitdt und Infektiositit
einiger Newcastle-Krankheit-Virusstimme (NDV) — I. Die Moglichkeit der Charak-
teristik der Stimme von verschiedener Virulenz mittels der Hitzeinaktivierung

Durch die Untersuchung der Widerstandsfahigkeit von Hamagglutinin und der
Infektiositdt gegen Erhitzung auf 56°C von 3 lentogenen, 4 mesogenen und 2 veloge-
nen NDV-Stimmen stellte man fest, daf die Bestimmung der Thermostabilitdt von
NDV zur Differenzierung virulenter Stimme von Stdmmen mit herabgesetzter Viru-
lenz angewendet werden kann. Diese Methode ermdoglicht jedoch keine verlédfiliche
Unterscheidung lentogener Stimme von mesogenen. Die Hdémagglutinations-Aktivitat
der lentogenen und mesogenen Stamme wird bis 4 bzw. 8 Minuten, der velogenen
Stdimme von 60 bis 120 Minuten und spéter inaktiviert. Die Infektiositdt wird bei
sleichen Bedingungen viel langsamer inaktiviert, und zwar zwischen 15 und 120 Mi-
nuten und spiter, wobei auch weniger virulente Stdamme die Grenze von 120 Mi-
nuten liberschreiten konnen.

Adresa autora:
MVDr. Karel Cernik, Bioveta n. p., Nitra
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I. Kunstyr PRIPRAVA A TITRACE HEMOLYTICKEHO
V. Bozdéch AMBOCEPTORU O VYSOKEM TITRU

B Komplementfixaéni reakce ma byt podle Slonima a Slonimové
(1956) specificka, citliv4, stabilni a reprodukovatelna.

Podle t&chto kritérii je tfeba pfistupovat k dal§imu zkoumani zavislosti jed-
notlivych slozek reakce a jeji avidity.

Jednou z pomérné stabilnich ¢asti reakce, na nichz se vySe uvedend kritéria
vztahuji, je hemolyticky amboceptor.

Pouziti hemolyzinu o vysokém titru umoziiuje pouzit jednak malé mnozstvi
komplementu, jednak vysoké fedéni krali¢iho séra. Tim se snizi mnozstvi nespe-
cifickych bilkovin v reakci, které by mohly nepfiznivé ovliviiovat aviditu reakce.

Bézné pouzivané, komeréné vyrabéné hemolyziny dosahuji nizkych titrd,
coz nas vedlo k tomu, abychom se zabyvali postupem piipravy amboceptori,
prezkouseli nékolik imunizaénich schemat a pfispéli svymi vysledky i jinym
laboratofim.

Pfi hleddni optimalniho zpusobu imunizace kralikd, vedouciho k ziskdni
hemolytického amboceptoru o vysokém titru, jsme vychazeli ze starSiho, avsak
malo zndmého schematu pouzivaného Cupikem (1960) (viz tabulku I).

MATERIAL A METODIKY

Kralici. Pro viechny pokusy jsme pouzili zdravé kraliky plemene ¢inéila
velka. Celkem bylo pouzito 46 kralikii, pfevdzné samic, pouze v poslednim po-
kuse bylo pouZito samcl. Zvifata vazila v priméru 3 kg. Byla chovana ve
standardnich klecich v dfevéné, velké, jednoduse zasklené kralikdrné, bez moz-
nosti vytapéni. Pokusy probihaly v rdznych ro¢nich obdobich roku 1964 a 1965.
Kralici byli krmeni zelenym krmenim, popf. senem, ovsem a kofenovou zeleni-
nou, hlavné mrkvi. Napéjeni byli ad libitum pouze po kazdém odbéru krve,
jinak bylo pro né krmivo vyhradnim zdrojem vody.

Antigen. K imunizaci krdliki bylo pouzivino konzervované berani
krve, resp. erytrocyti. Konzervy obsahujici 50 % plné berani krve a 50 %
modifikovaného Alseverova citratového roztoku ptipravuje podle navrhu Cupika
a Kunstyfe a dodava Bioveta, n. p. Ivanovice na Hané. Pro intradermalni imu-
nizaci bylo pouzivano pfevazné této krve. K intravenéznimu podani byla uzivdna
suspenze erytrocyti ve fyziologickém roztoku (0,87% NaCl) ziskanjch trojim
propranim obsahu konzervy timtéz fyziologickym roztokem.

28. den, tj. 6 dni po posledni imunizaci, se kralici vykrvuji. S nepodstat-
nymi odchylkami bylo schema imunizace dodrzovano v priibéhu celé prace.
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1. Zakladni imuniza¢ni schema

Imunizaéni ddvka Zpusob aplikace, objem a charakter inokula
— intrakutanné intraven6zné
porad sen plnou krev pauza prané erytrocyty
1 1. 0,5 ml — 59, roztok — 5 ml
2 3. 0,5 ml - -
3 5. 0,5 ml - —
4 s 0,5 ml — —
5 12. 0,5ml 30 min. 59, roztok — 5 ml
6 17: 0,5 ml 30 min. 7,5%, roztok — 7,5 ml
7 22. 0,5 ml 30 min. 10,09, roztok — 10 ml

Ziskdavani a uchovavani vzorku. Vzorky krve byly od kra-
likti ziskdny z vena saphena. Vzorky séra uchovaviny pti 4° C, v nékolika
pripadech pti —30° C.

Stanoveni hemolytické jednotky. Pred vySetfenim byly vzor-
ky sér inaktivovany 30 minut ptfi +56° C. Bylo pouZivano vlastniho moréeciho
nekonzervovaného komplementu, uchovavaného rovnéz pti —30° C. Krvinky byly
ziskavany z uvedenych konzerv berani krve. Do reakce byl pouzivan veronalovy
pufr pfipraveny ze zasobniho roztoku (Acidum barbituricum 5,75; Natrium
barbituricum 3,75; NaCl 85; CaCl; bezvody 0,28; MgCl,.6 H,O 1,68; Aqua
destil. ad 2000) nafedénim 1 dilu se ¢tyfmi dily destilované vody. Pufr ma
leni (Bozdé&ch, 1965), pouze s tim rozdilem, Ze misto Formaplexovych de-
sek z umélé hmoty bylo pouzivano béinjch zkumavek ,wassermanek®.

VYSLEDKY

1. pokusna serie. Jde o serii tfi pokusii dohromady se ¢tyfmi po-
kusnymi skupinami, celkem 17 kralikG. VSichni tito kralici byli imunizovani
podle ptuvodniho schematu (viz tabulku I) s vyjimkou 1. skupiny, ktera dostala
navic jednu imuniza¢ni davku 29. den.

Proménnou veli¢inou byla roéni doba: skupina 1, byla imunizovana v dnoru
a bfeznu 1964 v dobé, kdy byla silnd zima (graf 1, kfivka 1), skupina 2 a 3
v Cervenci a srpnu 1964 (kfivka 2 a 3) a skupina 4 byla v pokuse v fijnu
a listopadu 1964 (kfivka 4). Od vsech kralika byly ziskany kvalitni hemolyziny
ve vysokych titrech. Titr hemolyzinu je vyjadfen aritmetickym prumérem titra
viech ¢lent skupiny (skupiny jsou 4) a znazornén na obr. 1. Na grafu je patrna
dynamika nardstani titru. Z této serie pokust lze vyvodit, ze roéni doba nehraje
vyznamnou roli, pokud je ovSem zajisténa dostatetnd a spravna vyziva i v zimé
a o kraliky je dobfe pefovino.

2. pokusnéd serie Prfi stanoveni vhodného ¢asového intervalu jsme
vychézeli z vlastnich zku3enosti pfi ziskdvani hyperimunniho séra proti toxo-
plazméze u krys, kdy se zdaji byt tfi tydny optimélni dobou k odbéru séra od
zvifat po primarni imunizaci. V nedavné dobé referoval Fecsik a spol
(1964), Ze optimalnim intervalem mezi dvéma antigennimi stimuly u mysi je
40 dni.
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Obr. 1. Dynamika titru krali¢iho hemolysinu v rtznych roénich obdobich pfi imuni-
zaci ovéimi erytrocyty podle zakladniho imunizaéniho schématu. Jednotlivé kfivky
znizornuji aritmetické prumeéry jedincl ve skupiné.

Krivka 1 = 1. skupina (5 kraliku) imunizovand v tUnoru a bi'eznu 1964
2 = 2. skupina (4 kralici) imunizovana v ¢ervenci a srpnu 1964
3 = 3. skupina (4 kralici) imunizovana v ¢ervenci a srpnu 1964
4 = 4. skupina (4 kralici) imunizovana v rijnu a listopadu 1964
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Obr. 2. Srovnani dynamiky titru kraliéiho hemolysinu pfi imunizaci v intervalu
2 tydnua (a vice) = kiivka 2 (5 kraliku) a pti imunizaci podle zdkladniho schématu =
= krivka 1 (5 krélika)
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II.

Den pokusu 1. | 2. [ 3. |4 |5 |6.] 7| 8.

Zakladni imun.
schéma i i i i i

Zhusténé imun.

schéma prvni i i i i i

Zhusténé imun.

schéma druhé i i i i 1 i
i — imunizace

V — vykrmeni kraliku

V prvnim pokuse dostala skupina péti kraliki antigen v mnozstvi a tpravé
odpovidajici prvni imunizaéni ddvce vychoziho schematu (tabulka I), a to trikrat
v intervalu zhruba dvou tydnu. Jako kontrola slouzila skupina imunizovana
podle vychoziho schematu, zahrnutd v grafu 1 jako skupina 1. Vysledek znézor-
fluje obr. 2. Z grafu je patrno, zZe interval dvou tydna je u kralikd pfi pouziti
ovéich erytrocytli jako antigenu nevhodny k ziskani séra o vysokém titru.

V druhém pokuse byl zkricen interval mezi ddvkami antigenu na jeden
tyden. Imunizace byly 4. Uprava antigenu a zpiisob podani pfi prvni a druhé
imunizaci pokusné skupiny souhlasil s prvni a pitou imunizaci kontrolni sku-
piny (skupina zndzornéna jako skupina 4 v prvnim grafu). Tfeti a étvrtd imuni-
zace odpovidala 6. a 7. imunizaci u kontrolni skupiny. Vysledek je zndzornén
na obr. 3. Ukazuje se, Ze optimdlni interval mezi jednotlivymi imunizacemi je
zfejmé krat$i nez 1 tyden.

3. pokusna serie. V této serii byly provedeny dva pokusy se zméné-
nym imunizaénim schematem, a sice ,zhu$ténym“ od pité imunizac¢ni davky.
Navic byla u jedné skupiny ptfiddna jedna imunizace, a to 24. den pokusu. Obé
pokusni schemata se navzdjem odlisuji jen v detailech, coz spolu s odchylkou
od vychoziho schematu znazoriuje tabulka II.

1055 8 /’\\____ @
E o >
E X
8
'k § ®
Eis
- S
1(7‘1 ;T“‘
10" = Obr. 3. Srovnani dyna-
E miky titru krali¢iho he-
- molysinu pfi imunizaci
10 e v intervalu 1 tydne =
E ; 4 L2k kiivka 2 (4 kralici) a pfi
"I | I | 4 Kl'mUI'vIZOC‘E‘ imunizaci podle zaklad-
I ; . . * l' I T niho schéma}l} = Kkriv-
0 5 10 15 20 2% 30 35 pwokal (4 kralici)
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15. [ 16. | 17. | 18. | 19. | 20. |21. | 22. |23, [24. |25. | 26. | 27. | 28. | 29. | 30.

Vysledky obou pokust se zhu§ténym imunizaénim schematem znézoriiuje
obr. 4. Z grafu je patrnid znaéni podobnost dynamiky titru obou pokusnych
skupin pfi zhu§téném imunizaénim schematu. Obé kfivky jsou srovnatelné
s kfivkami titrQi pfi vychozim imunizaénim schematu (graf 1). Rozdily jsou ne-
vyznamné. Zda se, ze toto schema nezvy$uje titr u imunizovanych kralika,
i kdyz by bylo tfeba pro pfesnéjii vyjadieni pozdéj§iho odbéru. V obou pfipadech
maji kiivky je$té ku konci vzestupny charakter.

P#i téchto dvou pokusech byl také ovéfovan vliv pohlavi na imunitni od-
povéd: k prvému pokusu bylo pouzito samic a ke druhému samcti. Soudé podle
grafického znazornéni dynamiky titru obou skupin, neni podstatny rozdil v imu-
nitni odpovédi u samic a samcd.

4. pokusnda serie. Zahrnuje dva pokusy, ve kterych jsme se snazili
ovéfit vliv zpisobu podani antigenu na protilatkovou odpovéd pfi opakované
imunizaci.

V prvnim pokuse bylo srovnidvino zhu$téné imunizaéni schema s imunizaci
podle téhoz schematu, aviak s vynechdnim viech &tyf intravenéznich aplikact
antigenu. Snizil se tim sice celkovy objem podaného antigenu, pfesto viak lze
soudit, Ze tento zplsob, tj. samotni intradermalni imunizace — nehledé na

Obr. 4. Dynamika titru
krali¢iho hemolysinu pri
uziti zhusténého imuni-
za¢niho schématu. Srov-
nana dynamika titru
u samci a u samic,
Krivka 1 = 1. skupina
— 5 kralik(, samic

Krivka 2 = 2. skupina
— 5 kralika, samci

] (- 2.sk.
| |1«  imunizace
T T T T T
15 20 25 30 35 o0
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6 Obr., 5. Dynamika titru
10 krali¢iho hemolysinu pfi
imunizaci intradermal-
P ni — kiivka 1 (5 krali-
10 g 2 ki) a intramuskularnf
g — kfivka 2 (5 kralika)
o
10k &
&
U e S R
jo == a 9~ @
1OL =
1d =
S L | 1 12.5k, §
L 1| | | |_4sk. I!Munizace
T T T T T T T .
0 5 10 15 20 25, 30 35 DNU
jeho spornou proveditelnost pfi pouziti vétsich objemu antigenu — nemiize sam

o sobé, bez kombinace s intravendéznim podanim, zajistit dostateny titr hemo-
lyzinu. Vysledek znazorniuje kifivka 1 v obr. 5.

Ve druhém pokuse jsme srovnavali zhu§téné imunizaéni schema s imuni-
zaci podle stejného schematu, avSak s tim rozdilem, ze vSechny intravenézni
aplikace antigenu byly nahrazeny intramuskularnimi. V tomto pfipadé byly
pfesné dodrzeny stejné objemové poméry, takze do organismu kraliki se dostalo
objemové stejné mnozstvi antigenu.

Vysledek zndzoriiuje kfivka 2 v grafu 5. Je zfejmé, ze intramuskularni apli-
kace antigenu mneni v tomto pifipadé vhodna k ziskani hemolyzinu o vysokém
titru.

Aby bylo mozno naSe vysledky lépe hodnotit, pozidali jsme dr. Zavadovou,
ktera spolupracuje s dr. Slonimem, aby pfeSettila nékolik na$ich vzorkii ambo-
ceptoru metodou, kterou uvddi Slonim v knize ,Mikrobiologické vySetfovaci
metody“ (1958) a podle které pracuje u nas cela fada sérologickych laboratofi.
Zatim byly srovnany 4 vzorky, coi vsak, doufdme, pro orienta¢ni srovnéni
postadi. Vysledek je uveden v tabulce III.

III.
Vzorek
hemolytického amboceptoru X 2 2 #
stanoveny postupem
podle Bozdécha 300 000 152 000 240 000 76 000
Titr
stanoveny postupem
podle Slonima 20 000 16 000 20 000 10 000

Jelikoz stejného postupu, kterého pouzila dr. Zavadova, pouziva pfi ohod-
nocovani svych komeréné vyrobenych amboceptori USOL, znameni to, Ze nej-
lep§i vzorky ndmi pfipraveného amboceptoru maji asi dvojnisobny az deseti-
nasobny titr proti hemolyzintim dosud vyrdbénym.
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DISKUSE

Vysledky experimenti potvrzuji vyhodnost kombinace intradermalniho a intra-
vendézniho podani antigenu — beranich krvinek — pro pfipravu krali¢iho hemoly-
zinu s vysokym titrem. Vhodnost starsiho imunizaéniho schematu stanoveného
pravdépodobné na podkladé uvahy a empirie byla ovéfena experimentalné.

Intradermalni aplikace antigenu, uzivana pri imunizacich relativné ziidka, vy-
chazi z uvahy, Ze pfi shodném embryondlnim pavodu pokozky a CNS (ektoderm) lze
oc¢ekavat intenzivnéjsi stimulaci tvorby protilatek, jestliZe se intravenézni podani kom-
binuje s intradermalnim. Primarni kontakt organismu s antigenem pfi prvni imu-
nizaéni davce (tabulka I.) je mohutné&jsi. Tri dalsi, vyhradné intradermalni imuni-
zaéni davky — druha az étvrta podle tabulky I. — napomadéhaji v dobé induktivni
faze a podatku produktivni faze tvorby protilatek adaptaci organismu na antigenni
podnét. Posledni tfi intradermalni aplikace antigenu pri paté az sedmé imunizaci
spadaji do doby intenzivni tvorby protilitek a maji plsobit desenzibiliza¢né, tj. maji
zabranit tomu, aby se zvifata bezprostfedné po aplikaci vysokych davek antigenu
nedostala do Sokového stavu.

V naSich pokusech nebyly dosud vycéerpany vSechny diléi otdzky. Mimo jiné je
treba vyzkousSet nékteré dalsi zpusoby aplikace antigenu a ovérit tak nékteré lite-
rarni udaje, které uvadeéji, Ze intraperitonealni podani je ponékud vyhodnéjsi (Dra-
per, Sissdor{f 1957).

Dale je treba stanovit experimentdlné nejvhodnéjsi kvantum antigenniho ino-
kula a vyzkouset rizné upravy antigenu, jako je pouzivani stromat hemolyzovanych
erytrocytu, event. zahratych.

Vzhledem k tomu, Ze stanovovani hemolytické jednotky a sérologické metodiky
vibec nejsou mezinarodné standardizovany, uvadéji razni autofi razné postupy a vy-
sledky pak jsou obtizné srovnatelné. Domnivame se, Ze nami zavedeny postup
(Bozdéch 1965) ma urc¢ité vyhody a proto jej pouzivame. Tento postup pouziva
geometrické titraéni rady, kde sousedni zkumavky se li§i obsahem hemolyzinu zhruba
o 26 Y, jak bylo naznaceno i u Bengtsona (1944) a Friedmana (1960) a pe¢-
livé propracovano Schmidt-Burbachem a Schwartzem (1965). Druhym
poznatkem sledujicim reprodukovatelnost vysledku titrace je ta okolnost, Ze zji§téna
jednotka amboceptoru jako nejvyssi redéni amboceptoru, kieré zcela hemolyzuje
prislusny hemolyticky systém za pritomnosti komplementu, je jednotkou jen rela-
tivni, ktera je do jisté miry v neprimé zavislosti na obsahu komplementu. Thom -
sen (1910) uvadi, Ze zvys$eni hodnot amboceptoru muiZe vést ke snizeni hodnot kom-
plementu, podobné jiz Noguchi (1923) a Malek a Raska (1939) uvadéji, Ze
komplement a amboceptor se do jisté miry vzajemné doplnuji. Doporu¢ujeme proto
pouzivat k titraci amboceptoru takového mnozstvi komplementu, jehoz daldi zvySeni
nevede k vétSimu zcitlivéni krvinek hemolytického systému k amboceptoru. PouZi-
vame ve shodé s Tadou autorti titraci emboceptoru v pritomnosti nadbytku komple-
mentu (Takaki, Bonis a Koref 1926, Cohn 1935, Eaton a Rickard 1941
a Morenz a Rommel 1964).

V dosavadnich pokusech jsme pro jednoduchost neuvazovali individualni vahu
kraliktt pri kazdé imunizaci, takZe skuteéné mnoZsivi antigenu pripadajici na jed-
notku vahy se u jednotlivych zvirat ponékud lisilo. To je jedno z vysvétleni pro indi-
vidualni rozdily. Kromé toho ma rada dalsich faktori vliv na individualné rozdilnou
protilatkovou odpovéd. Uvedme alespon nékteré: pohlavni cyklus, kondice zvitete,
vyzivny stav a krmivo, podminky okoli, jako je teplota, vlhkost, svétlo, psychické
faktory, socidlni faktory (otdzka poctu zvirat v Kkleci), roéni doba a frada dalsich
nejmenovanych a také neodhalenych faktort. Samoziejmé, Ze prvorady vyznam mai
zdravotni stav zvirete. Domnivame se, Ze vliv ro¢niho obdobi a pohlavi nehraje
takovou roli, jako vliv dobré vyzivy, kondice, ustdjeni a zachazeni se zviiaty.

ZAVER

Na modelu kralictho hemolyzinu proti beranim krvinkam byly experi-
mentalné sledovany rizné variance hyperimuniza¢niho postupu: vliv asového
intervalu, zptusobu aplikace, ro¢ni doby, pohlavi. Bylo navrzeno hyperimunizaéni
schema zajistujici ziskdni hemolytického amboceptoru pro vazbu komplementu

VETERINARN! MEDICINA - 1965 330



s titrem 2 az 10krdt vy$§im nez ma dosud vyrdbény, obchodné doddvany ambo-
ceptor. Schema imunizace, kterd trvd 28 dni, ma 7 intradermalnich a 4 intra-
vendzni aplikace antigenu.

Doslo dne 30. 12. 1965
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HPHI‘DTOBJICH!IC H THTpauHA reMOJHTHYECKOro aMGouerrropa BBICOKOIO THTpa

Ha Momenu Kponuubero reMOJM3MHA NPOTHB 6apaHbHX KPOBAHEIX TeJell B SKCIEPHMEH-
TanbHOM NOPAAKE M3y4anuCh pa3NHYHble BADMAHTHL THNEPUMMyHH3UDYIOUIETO IPONEcca: BJIMAHHE
HHTepBaja BpEeMEHH, crocofa BBeNEeHHS, BPEMEHH TOIa, Moja. DBhja mpeasnoxkeHa TMIEPUMMyHH3a-
IOUOHHAA CxeMa, OfecreuuBalOmIas MONydeHHe TeMOJMTHYECKOr0o aMBOouenTopa IJIA CBA3H KOMILIe-
MeHTa ¢ THTpoM, GonbmuM B 2— 10 pas, ueM 10 cux mop BupaBaTeiBaeMblii ¥ HAXONAUIHHCA B NMpO-
naxxe am6ouentop. Cxema HMMyHM3anHM, npomoukampomeiics 28 nHelf, paccumraHa Ha 7 BHYTpH-
KOXHBIX ¥ 4 BHYTDMBEHHBIX BBENEHWMil aHTHreHa.

Preparation and Titration of a Hemolytic Amboceptor of a High Titre

In a model of rabbit hemolysin against sheep erythrocytes different varia-
tions of the hyperimmunization procedure were investigated experimentally: the
influence of the time interval, of the method of application, of the time of year, and
of the sex. A hyperimmunization scheme was suggested ensuring the obtaining of
a hemolytic amboceptor for the complement fixation reaction with a titre from 2 to
10 times higher than is that of the hitherto produced and commercially supplied
amboceptor. The immunization scheme lasting for 28 days includes 7 intradermal
and 4 intravenous applications of the antigen.

Adresy autori:

Ivo Kunstyf, prom. vet. 1lékaF, Veterinarni vyzkumné stx'_‘edisko,. Pfraha-Motol,
MUDr. Vaclav Bozdé&ch, Serologickd laboratoi Neurologické kliniky akad. Hen-
nera, Praha
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J. Mensik TVORBA A DYNAMIKA PROTILATEK
PRI CHRIPCE PRASAT

IV. PROTILATKOVA ODPOVED PO EXPERIMENTALNI
INFEKCI NOVOROZENYCH SELAT

M Vseobecné se soudi, Ze novorozeny savec neni imunologicky zcela neschop-
ny, i kdyz v neonatdlni imunitni odpovédi muZe existovat jistd kvantitativni
insuficience (Smith 1960). Cetné pokusy ukazaly, ze doba vzniku prvnich
protilatek u mladat z4visi na kvalité a mnozstvi pouzitého antigenu a zpozdéna
tvorba protilatek neni pravdépodobné zpiscbena jen neschopnosti mladat reago-
vat na antigen, ale pfedev§im tim, Ze je zpomalena syntéza sérovych bilkovin
(Sterzl, Riha 1957, Hoerlein 1957).

LITERARNI PREHLED

Dalsi pokusy (Sterzl 1960) potvrdily, ze selata normalné i pted¢asné
narozend jsou schopna tvofit protilatky i kdyz syntéza protildtek je u nich po-
malejsi, nez u dospélych; jeji zacatek vSak nezdvisi na absolutnim vyzrani mla-
dat, ale na tom, kdy se poprve setkaji s antigenem.

Pokusy, prokdzat tvorbu protilatek jesté v dobé intrauterinniho Zivota byly
u bovinnich feti pfi pouziti zivé suspenze leptospir tspésné (Fennestad
a Borg-Patersen 1957), u prasedich fetd, po aplikaci antigenu S. para-
typhi B nebo B. suis, netispésné (Sterzl a spol. 1960).

Dalsi prace (Silverstein a spol. 1963) zaméfené na ovéfeni imuno-
genni aktivity mlddéte v prubéhu intrauterinniho vyvoje ukdzaly znaéné rozdily
mezi jednotlivymi antigeny. Autofi zaznamenali signifikantni tvorbu protilaiek
u ovciho plodu jiz 66. a 77. den bfezosti, po aplikaci bakteriofdgu X, zatim co
diftericky toxoid, Salmonella typhosa a BCG se ukdzaly netéinné.

Také kolostrdlni vyziva ovliviiuje nesporné aktivni tvorbu protilidtek u mla-
dat domacich zvifat jak v kladném, tak i zdporném smyslu. (Hoerlein 1957,
Jerne 1955, 1960, Segre a Kaeberle 1962).

V ptedchozi praci (Mens§ik, Zernié¢ek 1963) jsme upozornili na to,
ze normalné, sanim odchovdvana selata jsou schopna tvofit cirkulujici protilatky
proti virovému antigenu podstatné dfive nez po aplikaci antigenti bakterialnich.

Po podkozni a intraperitoneédlni aplikaci Zivého viru Influenzae suis jsme
zaznamenali signifikantni titry pretilatek jiz ve véku 7—10 dnd. Tvorba téchto
protilatek neni tedy zavisla na tvorbé vlastniho g-globulinu a kolostrem pasivné
pfijaty ,mnespecificky“ g-globulin neni pfi¢inou inhibice tvorby téchto protilatek.
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Mohutnou protildtkovou odpovéd jsme zaznamenali zejména u selat, ktera
se béhem manipulace s antigenem spontidnné infikovala. Snazili jsme se tedy
v dali serii pokust objasnit zavislost protilatkové odpovédi selat na pritomnosti
antigenu v plicni tkdni, kde se virus rychle rozmnozuje a zvy$uje tak intenzitu
antigenniho podrazdéni.

Modelovy pokus takto sestaveny, odpovidd podminkdm ptirozené infekce
vnimavych selat ihned po narozeni, v silné zamofeném prostiedi a umoziiuje
sledovat imunitni odpovéd v pribéhu rozvijejiciho se infekéniho procesu.

MATERIAL A METODIKA

Jako antigen byla pouZita alantoidni tekutina kufecich embryi (KE), infi-
kovanych laboratornim kmenem Influenzae suis (M 1957).
prasnic, nakoupenych v chovu prostém respira¢nich infekci. Infikovali jsme je
bezprostfedné po narozeni, je§t€ pted napitim kolostra, davkou 10 X 10°® KE
IDso. Pro aplikaci antigenu jsme zvolili techniku intranazalni infekce v hluboké
chloroformové narkéze tak, ze virus byl zvolna vkapavan stfidavé do obou nos-
nich otvorti a pfitomnost tekutiny v plicich byla kontrolovdna auskultaci.

SLEDOVANI DYNAMIKY PROTILATEK A MNOZSTVI VIRU V PLICICH

Selatim jsme odebrali krev pfed napitim a do 48 hod. po mnapiti kolostra
a pak v jedno i vicedennich ¢asovych intervalech. Krevni séra jsme vySetfovali
na pfitomnost HI a VN protilatek orientaéné do 2—3 dnt po odbéru, zbytky
sér, ulozené pti —10° C byly vysetfeny po skonéeni pokusu.

HI protilatky jsme zjistovali modifikovanou Hirst-Salkovou metodou na
plotnach z plexiskla v 0,4 ml systému proti 8 HA na jednotku viru (Mens§ik
1960). VN protilatky byly stanoveny metodou podle Horvatha v suspendovanych
TK v otaéivych zkumavkéch, proti 1000 IDso viru.

Obsah viru v plicich jsme stanovili titraci 10% suspenze plicni tkdné selat,
usmrcenych za rizné dlouhou dobu po infekci, na KE, a vypoétem podle Reada
a Muencha.

VYSLEDKY

Predkladané vysledky zahrnuji pokusy na 2 vrzich selat od prasnic prvnicek,
serologicky negativnich, které byly ve tfetim mésici bfezosti pfevedeny na tstav
a drzeny v pfisné izolaci od ostatnich prasat.

Vysledky jsou prehledné uvedeny v tabulkach a v grafech.

Po experimentalni infekci vnimavych selat, bezprostfedné po narozeni, se
virus v plicich rychle pomnozuje a maximélniho titru dosahuje do 30 hodin po
infekci. Vysoky obsah viru v plicich je pak zjisfovdn aZ do ¢tvrtého dne po in-
fekci. Od patého dne mnozstvi viru v plicni tkdni postupné klesa tak, Ze od
10. dne se d4 virus prokazat jen v nefedéné 10% suspenzi plicni tkdné a Casto
teprve po 2—3 slepych pasazich.

Tvorba protilatek nastupuje obdobné jako po parenterdlni aplikaci viru jiz
v prvnich dnech po infekci a signifikantni titry HI a VN protilatek jsou v jed-
notlivych pfipadech prokazovany za 5—7 dni po narozeni (viz tab. I a II). Dy-
namika protilatek v prvnich tydnech Zivota je vyznaena na grafu 1. Vztah hla-
diny protilatek k obsahu viru v plicni tkani v riiznych fazich vyvoje patologického
procesu je vyznaCen na grafu 2.
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I. Prikaz cirkulujicich HI a VN protilatek po experimentalni infekci selat ihned po narozeni

Stéfi selat ve dnech a titr Hl a VN protilatek
Sele
&, 0 1 2 3 4 6 8 11 12 17 18 21 30 45 60
HIVN|HIVN|HI VN/HIVN/HIVN[HIVN| HI VN | HI VN | HI VN | HI VN | HI VN | HI VN | HI VN | HI VN
343 —+
347 - —+
340 = —
342 - —+
339 ~ -
- _ -
I
337 ¢ |- 64+
g = 32
[=]
346 | o |- 16 64 | 512+
g - 8 8 32
i}
338 | A |- 256 256 1024+
- 64 512 512
341 - = 32 512 128+
- 16| 32 256 256
348 = 32 [128 | 512 4096 4096 4096 1024+
= 8| 32| 64 512 512 512 1024 2048
345 = - 32 128 128 128+
- = 8 32 128 256
344 = = 32 | 64 128 256 512 1024 1024+
- - 8 16 64 128 1024 1024 512

Legenda: + sele

usmrceno.




§ II. Prukaz cirkulujicich HI a VN protilatek po experimentdlni infekei selat ihned po narozeni
(=)
a Staii selat ve dnech a titr HI a VN protilatek
Sele
g . 0 1 2 5 6 7 9 11 14 16 25 27 37 55 65
= HIVN HIVNHIVNHIVN/HIVNHIVN| HI VN HIVN| HI VN HI VN | HI VN | HI VN | HI VN | HI VN | HI VN
g‘ 3402 | -+ '
g i
g 351 - = 32+
= = - 8
2 352 . - 16 - - 4
§ - N
o
o
354 =} - - - 32 128 256 256 128+
8_ - - 4 8 16 64 64 128
L
Q
350 = - - 16 32 512 1024 256 128 1024 4096 4096+
E - 4 4 16 64 256 128 128 256 512 512
353 - - 16 64 256 256 128 128 1024 2048 256 256 128
- - 8 32 64 64 64 32 64 128 128 512 256
355 - - - 256 256 64 32 64 64 128 4096 1024
- - 32 128 64 64 64 64 512 1024 256
357 - - 16 32 32 16 16 128
g - -
g
358 _é - 32 32 16 16 16 128 128 128 16

Legenda: + sele usmrceno,

* sele usmrceno za 12 hodin po infekci.
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ZHODNOCENI VYSLEDKU A DISKUSE

Uvedené vysledky jsou v souhlasu s nazory, ze doba vzniku prvnich protilatek
u mladat zavisi na mnozstvi a kvalité pouzitého antigenu (Sterzl a Riha 1957).
Tyto kvantitativni rozdily se uplatiiuji i u antigent, které se piirozené osazuji
v organismu a rozmnozuji se intensivné v tkanich (E. coli). Celkové mnozstvi anti-
genu je pak v podstaté vys$si, nez antigenu uméle vpraveného (Sterzl 1960). Je
pravdépodobné, Ze stifevni lymfatickd tkan reaguje na antigen E. coli mimoradné
citlivé (Sterzl, Kostka a spol. 1960). Pfredpoklddame, Ze také Zivy virus Influen-
zae suis se v plicni tkdni uplatiuje jako antigen, stimulujici tvorbu protilatek mno-
hem ua¢innéji nez po aplikaci parenteralni.
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Rozdily v kvalité pouzitého antigenu se ukdézaly rozhodujici v pokusech o vyvo-
lani tvorby protilatek u feti. V souhlase s pracemi Silversteina a spol. (1963),
ktery dokazal tvorbu protilatek u ovéich feti jen proti bakteriofagu X, zatim co
diftericky toxoid, Salmonella typhosa a BCG se ukazaly neucdinné, predpokladame,
ze pri¢inou rozdila v délce induktivni faze {vorby protilatek u mladat imunizova-
nych v raznych stadiich postnatalniho vyvoje, muze byt vedle mnozstvi i druh pouzi-
. tého antigenu. Protilatkova odpovéd na virovy nebo fagovy antigen je ziejmé mno-
hem casnéjsi mez na antigeny bakterialni.

Pri hodnoceni aktivni tvorby protilatek u selat po narozeni musi byt bran
v uvahu zpusob odchovu selat a jejich vyziva; vzhledem k tomu, Ze ve své praci jsem
pouzival jen selata normalné odchovana a kolostrem Zivena, u nichZ se mohla ve
smyslu Jerneho teorie (Jerne 1955, Burnet 1959) uplatnit preformovana proti-
latka stejné jak se snazili dokdzat ve svych pokusech Segre a Kaeberle (1962),
nemohu vlastni vysledky srovnavat s pracemi autoru, kteii experimentovali se selaty
bezkolostralnimi. Do jaké miry se ,nespecificky* Kkolostrdlni gamaglobulin podilel
na tvorbé protilatek proti antigenu Influenzae suis neda se na zakladé vysledku re-
ferovanych pokust rozhodnout. Tvorba vlastnich protilatek v tak raném obdobi post-
natalni ontogenézy muze byt vysvétlovana pritomnosti nespecifického kolostralniho
gama-globulinu nebo preformované protilatky, ktera svou biochemickou skladbou
patri do jiné bilkovité frakce krevniho séra, nebo schopnosti selat tvorit gama-glo-
bulin samostatné hned po narozeni.

ZAVER

V modelovych pokusech jsme sledovali aktivni tvorbu protilatek u selat, tra-
di¢né (sdnim) odchovdvanych, po intranazalni aplikaci Zivého viru Influenzae
suis bezprosifedné po narozeni.

Virus se v plicich rychle pomnozuje a nejvyssich titrd (10%¢ KE IDso)
dosahuije jiz za 30 hodin po infekci. Tato vysoka hladina viru, kterd se udrzuje
v plicich az do 4. dne po infekci, zajistuje mohutnou antigenni stimulaci a vy-
volava tvorbu protilatek, které jsou zjistovany v signifikantnich titrech jiz u selat
5 dni starych. Od pétého dne po infekei titr viru v plicich rychle klesa, amérné

s vzestupem hladiny protilatek.
Doslo dne 30. 12. 1965

Technicka spoluprace: Marie Hajkova
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O6pa3opaHue ¥ OMHAMHKA AHTHTEN IPH TPHINE CBHHeil
IV. Peaknusa anTHATEN mocne 9KCHEPHMEHTaNbHOr0 HHPHUMPOBAHHSA HOBOPOKIEHHBIX IIOPOCAT

B MomessHBIX OIBITAX M3ydyasoch aKTHBHOe 06pasoBaHME AHTHTEN Y NOPOCAT, BHIPALIEHHEIX
TPaIMIHOHHEIM crocofoM (Ha moxcoce), BCIENCTBME BBeNEHHs B HOC xusoro supyca influenzae
SUiSS HernocpeNCTBEHHO II0CJHE MX POKICHHU:

B serkux Bupyc 6picTpo pasMHOkaercsi, Haubonbmux turpos (108-9 KE II050) om mocrtu-
raer yxe cnycrs 30 wac. mocse uHPUUHpOBaHHA. DTOT BBHICOKHIl ypOBEHb BHpyca, COXpaHIEMbil
B JIETKHX BILIOTH 10 4-TO NHA mocie MHPUUHMPOBAHMA, ofecrneduuBaeT CHJIbHYI0 aHTHIEHHYI0 CTHMY-
JULIHIO M BEISBIBAET 00pa3soBaHME AHTHTEJN, BCTPEYAIOM[UXCA B 3HAYMTEJLHBIX THTPAX yKe y 5-1Hes-
HBIX nopocaT. Hauumnas ¢ 5-ro mHs mocie MHPUIHPOBAHHA THTP BHPYCAa B JIETKHX OBICTPO TOHM-
’KAETCA TIPONOPIHOHAJIBHO TOBBIIEHHIO YPOBHs aHTHTEJ.

The Forming and the Dynamics of Antibodies in the Case of Enzootic
Bronchopneumonia of Pigs

IV. The Antibody Response after Experimental Infection of Newly-Born Piglets

By means of model experiments we investigated the active forming of anti-
bodies in piglets reared in the traditional way (suckling) after intranasal application
of the live virus of influenza suis immediately after birth.

In the lungs the virus propagates rapidly and reaches the highest titres (1089
KE IDso) already 30 hours after infection. This high level of the virus, which is
maintained in the lungs up to the 4th day after infection, ensures a strong antigenic
stimulation and brings about the forming of antibodies, which are determined in
significant titres already in piglets of an age of 5 days. Beginning from the 5th day
after infection the titres of the virus in the lungs decreases rapidly in proportion to
the ascending of the level of antibodies.
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Die Bildung und Dynamik der Antikorper bei der Schweinegrippe

IV. Die Antikérperreaktion nach experimenteller Infektion neugeborener Ferkel

In Modellversuchen verfolgten wir die aktive Bildung der Antikérper bei den
auf {libliche Weise (durch Saugen) aufgeziichteten Ferkeln, nach intranasaler Appli-
kation des lebendigen Virus influenzae suis unmittelbar nach der Geburt.

Das Virus vermehrt sich in der Lunge schnell und erreicht die hochsten Titer
bereits nach 30 Stunden nach der Infektion. Dieses hohe Virusniveau, das sich in der
Lunge bis zum 4. Tag nach der Infektion erhilt, gewihrt eine michtige antigene Sti-
mulation und ruft die Bildung von Antikoérpern, die in signifikanten Titern bereits
bei 5 Tage alten Ferkeln festgestellt werden, hervor. Vom fiinften Tag nach der
Infektion senkt sich der Virustiter in der Lunge rasch, und zwar proportionell mit
der Erhohung des Antikorperniveaus.

Adresa autora:

Doc., MVDr. Jaromir Men $ik, CSc., Vyzkumny ustav veterinarniho lékatstvi,
Brno-Medlanky
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