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IMUNOLOGICKÁ PROBLEMATIKA VO VETERINÁRNEJ MEDICÍNĚ

Charakteristikou súčasnej imunologie je snaha poznat zákonitosti imunolo­
gických pročešou а и maximálně) miete ich uplatnit v praxi. Dnešnou prvořadou 
úlohou imunológie vo veterinárnej medicine je využívat výsledky, ktoré vyplynuli 
z teoretického výskumu pre prevenciu a likvidáciu nakažlivých chorob hospodář­
ských zvierat, a to diagnostickými a imunoprofylaktickými metodami. Posláním ve- 
terinárnej imunológie je nielen dosiahnutie bezprostředného hospodářského efektu, 
ale aj sledovanie dopadu jednotlivých diagnostických a imunologicko-profylaktických 
akcií, ako sa oni prejavia na další priebeh a výskyt nákazy. Konečný úspěch imuno­
logického zákroku třeba hodnotit nielen podlá bezprostředného účinku prejavujú- 
ceho sa zdánlivým zlepšením nákazovej situácie a dosiahnutím ekonomických vý- 
sledkov, ale predovšetkým z toho htadiska, akú úlohu zohrá рте dosiahnutie koneč­
ného ciela, t. j. pre likvidáciu nákazy. Účinnost prevencie uskutočňovanej cestou 
sérologických a alergických diagnostických testov, ktoré umožňujú odhalenie a elimi- 
náciu infikovaných jedincov, záleží jako od rýchlosti a intenzity imunologickej odozvy 
organizmu na infekciu, tak aj od spósobu přenosu infekčného agens zo zvierata na 
zviera. Výsledok imunoprofylaktických zákrokov závisí nielen na účinnosti použitej 
imunizačnej metody, ale aj od možností povodců infekčného ochorenia přetrvávat 
mimo objekt, na ktorom sa vakcinačný zákrok robí. Ak sa použije málo účinná imu- 
nizačná metoda, nemožno od nej očakávat likvidáciu nákazy v žiadnom případe. Pri 
použiti účinnej metody majú pre likvidáciu alebo pretrvávanie nákazy rozhodujúcu 
úlohu faktory prostredia, spektrum vnímavých zvierat, možnosti perzistencie infekcie 
mimo prirodzene vnímavé zviera v rozličných druhoch rezervoárových zvierat, aj 
mimo živý organizmus.

Prevencia a likvidácia nákaz hospodářských zvierat sa uskutečňuje dvojakou 
cestou: 1. výberom infikovaných a ochranou zdravých zvierat, 2. účinnou a ciéta- 
vedomou imunoprofylaxiou.

Chýbanie imunizačnej metody proti tej ktorej nákaze nemusí byť vždy v nepro­
spěch jej tlmenia, připadne likvidácie. Ak je po тике dostatočne spolahlivá diagnos­
tická metoda, která zaručuje identifikáciu každého infikovaného zvierata, máme 
v rukách dostatečné prostriedky pre vedenie úspěšného boja proti príslušnej nákaze.
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Například pri tlmení žrebčej nákazy sa vystačí s jedinou sérologickou reakciou — 
komplementfiksačným testom — pri tlmení tuberkulózy s alergickou reakciou a pri 
soplavke s kombináciou serologickej reakcie s alergickou skúškou. Dalším přepoklá­
dám úspěchu v takomto případe je, že infekcia sa obmedzuje len na jeden, připadne 
niekolko málo druhou hospodářských zvierat a niet trvalých prírodných zdrojov 
infekcie.

Na druhej straně sú nákazy, и ktorých nemáme doposial jednoduchá, a spo- 
lahlivú diagnostickú metodu, připadne ak aj je к dispozícii, vyhladávaním infikova­
ných zvierat a ich vyradovaním sa nevystačí pri tlmení nákazy. Ak v takýchto pří­
padech máme po тике účinné metody imunoprofylaxie, konečný efekt ich použitia 
závisí opat na možnosti pretrvávania infekcie mimo objektu zasažitelného vakcinač- 
ným zákrokom. Aj ked například pri more ošípaných niet doposial rýchlej a spo- 
lahlivej diagnostickej metody vhodnej рте rutinně použitie, možno od cielavedomej 
imunoprofylaxie očakávat likvidáciu nákazy len preto, že mimo ošípanej niet iného 
zvierata vnímavého na prirodzenú infekciu. Naopak pri červienke ošípaných neskytá, 
vzhladom na ubikvitárny výskyt červienkových zárodkov ako aj na skutočnost, že 
vakcinačný zákrok neovplyvní prežívanie virulentných zárodkov и vakcinovaných 
zvierat, ani najlepšia imunizačná metoda viacej nádejí, ako že sa jej pomocou podaří 
na minimum obmedzit hospodářské straty.

Pri volbě imunizačných metod proti nákazlivým chorobám hospodářských zvie- 
rat převláda v posledných rokoch tendencia používat živé vakciny. Obavy zo změny 
modifikovaného vakcinačného kmeňa v plné virulentný a tým vytváranie nových 
ohnisiek infekcie, bolí už vo váčšine prípadov překonané. Přispěli к tomu najma 
pokroky dosiahnuté vo virologickej technike v posledných rokoch, ktoré umožňujú 
získat jednak geneticky čisté linie s homogénnou virusovou populáciou, jednak po­
mocou markerov sledovat antigénnu a genetická stabilitu vírusov. Vo váčšine prí­
padov prevyšujú živé vakciny vakciny inaktivované svojou imunogenitou, rýchlostou 
nástupu a přetrváváním imunitného stavu, možnostami jednoduchého a rýchleho 
spósobu aplikácie a v neposlednej miere ekonomikou výroby.

V minulosti vo velkom rozsahu používaná séroterapia bakteriálnych infekcií 
stratila dnes, uplatněním so chemoterapeutik a antibiotik, na svojom niekdajšom 
význame. Na druhej straně nie je vždy doceněná hodnota ochranných sér proti viru­
sovým infekciím. Experimentálně výsledky předložené v poslednom čase poukazujú 
na potřebu revidovat staršie názory na profylaktickú, připadne aj terapeutickú hod­
notu hyperimúnnych sér proti virózam ludí i zvierat. Stačí pripomenút úlohu, akú 
hrajú, resp. zohrali ochranné séra и ludí pri prevencii Botkinovej choroby, poliomye- 
litídy a osýpok, и zvierat pri Rubárthovej chorobě, psinke, more ošípaných a slin- 
tačke a krivačke.

Aj vo veterinárnej medicine je však třeba zaujat zamietavé stanovisko к použí- 
vaniu heterológnych sér. Výnimky je možno připustit len pri sérach, ktorých výroba 
je na druhu, pre ktorý sú určené, z technických alebo ekonomických příčin nemožná.
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dáciu zamořených chovov a odchov zdravého potomstva v cistám prostředí alebo 
výběr chovných linii, prirodzene odolných proti infekcii. Pri niektorých nákazlivých 
chorobách niet zatial reálných predpokladov, že by ich bolo možné úplné vykořenit. 
V takýchto pripadoch neostává nič iné, ako profylaktickými opatreniami obmedzif 
na minimum hospodářské straty.

Doc. Dr. Alojz Zufja, C. Sc.
Oddelenie pre vývoj a výskům, Bioveta n. p., Nitra
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E. Salajka PŘÍSPĚVEK К PROBLEMATICE 
ESCHERICHIOS (KOLIINFEKCÍ) U SELAT 
V RANÉM POSTNATÁLNÍM OBDOBÍ

Я Escherichiosy (koliinfekce) selat v raném období postnatálním, představo­
vané kolisepsí a kolienteritidou, jsou zjišťovány nejčastěji ve vrzích primipar. 
Objevují se však i případy enzootických výskytů u všech vrhů ve stáji. Uvedené 
dvě nosologické jednotky nelze zpravidla klinicky rozlišit, jelikož obě se projevují 
průjmem.

LITERÁRNÍ PŘEHLED

Baktericidní rod Escherichia zahrnuje velkou řadu g-tyčinek jak saprofytic- 
kých tak i patogenních, označovaných shodně jménem Escherichia coli a zařa­
zených sem na základě biochemické aktivity definované pro tento rod. Bližší 
jejich rozlišení je možné pouze na bázi sérologické, vypracované v r. 1943 
Kauffmannem (1943, 1947).

Na zvláštní poměry u koliinfekcí prasat upozornil v r. 1957 a I960 Sojka 
a spol. (1957, I960). U kmenů z případů edémové nemoci nalézali hlavně anti- 
geny 0139:K82(B), 0141 a 08. U případů enteritid selat to byly převážně kme­
ny s antigeny 0141, 08 a 0138. Podobné nálezy určili i jiní autoři (G eur d en 
Spence a Sojka 1960, Wittig 1963), z nichž někteří uváděli ještě 
další sérotypy podezřelé z patogenity pro selata.

Experimentálně byla prokázána patogenita sérotypů Escherichia coli 
08:K87(B)K88(L) a 0141:K85(B)K88(L) pro novorozená selata (Saun­
ders, Stevens, Spence, Sojka 1963, Saunders, Stevens, 
Spence, Betts 1963) a pro selata odstavovaná ve stáří 3 týdnů (Chop­
ra, Dale 1964).

Na rozdíl od kolienterotoxemie odstávčat, u níž jsou nalézány hlavně 
hemolytické varianty, jsou u gastroenteritid selat novorozených izolovány pře­
vážně nehemolytické kmeny E. coli (Roberts, V a 11 e 1 у 1959).

Kromě faktoru kvalitativního, tj. specifity určitých sérotypů při escheri- 
chiosách, je pro vznik onemocnění důležitý též faktor kvantitativní (Kauff­
mann, Perch 1943, Kienitz 1965, Nordbring, Olsson 1957). 
U nemocných jedinců bývá koliformní flóra ve féces představována zpravidla 
monokulturou patogenního sérotypů E. coli, kdežto při nálezu patogenních typů 
u jedinců zdravých nebo bacilonosičů bývá patogenní typ zjišťován jen jako malý 
podíl koliflóry představované směsí více sérotypů (Kauffmann, Perch 
1943, Kienitz 1965, Nordbring, Olsson 1957).
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Endotoxin g-tyčinek je lipopolysacharid totožný s O-antigenem. Vyznačuje se 
podle W estphala (1957) tím, že jeho vysoce toxický podíl lipidický je neanti- 
genní, kdežto netoxická část polysacharidová je nositelem antigenní specifity.

Patogenita kmenů E. coli spočívá podle Kauffmanna (1947) v kombinova­
ném účinku antigenů O (somatického) а К (povrchového nebo kapsulárního). 
DeWitt a A11 e n (cit. 6) upozorňují, že hlavní protektivní protilátkou proti 
kmenům E. coli je protilátka proti jejich K-antigenům. Stejný názor zastává 
i F e у (1964), který dodává, že protilátky proti E. coli nemají účinku antitoxického, 
ale působí pouze antibakteriálně, tj. opsonisací.

Někteří autoři (Blaga, Radojčevič, Mihajlovič 1964, Mansson 
1962, Möhlmann 1963) popisují úspěšné použití vakcinace krav a prasnic nebo 
používání imunního kolostra pro prevenci koliinfekcí mláďat po narození. Požití 
imunního kolostra však nezabraňuje kolonizaci střeva patogenním kmenem E. coli, 
takže mláďata, přestože jsou chráněna, stávají se jeho rezervoárem (Schoenaers, 
Kaeckenbeeck 1964).

Owen a spol. (1961) prokázali, že protilátky přijímané mláďaty v kolostru 
a pak v mléce představuji důležité ochranné agens i v pozdější době, když již nedo­
chází к jejich prostupu stěnou střevní. Jelikož selata aktivně imunologicky reagují 
teprve v 5—6 týdnech věku, uplatňují se pasivně přijímané protilátky v mléce jako 
koproantilátky.

Koproantilátky prokazované u enterálních infekcí lidí vznikají ve sliznici 
střevní a jsou ve stolici prokazatelné mnohem dříve nežli v séru krevním. Cirkulu­
jící protilátky tohoto původu představují pouze jejich akumulaci a neúčastni se na 
vlastní ochraně organismu proti enterálním infekcím (Wagner 1959).

S působením antigenů na sliznici zažívacího traktu úzce souvisejí i tzv. „přiro­
zené protilátky“ proti řadě příslušníků čeledi Eaterobakteriaceae. Za podmínek nor­
mální kolonizace střeva jsou antigeny intestinální flóry hlavním stimulem pro pro­
dukci těchto protilátek (Miler, Šterzl, Kostka, Lanc 1963).

Kromě protilátek pocházejících ze séra jsou v kolostru a v mléce též protilátky 
produkované samotnou mléčnou žlázou, které jsou zde vytvářeny jako odpověď na 
antigeny deponované intramammárně mláďaty při sání (Campbell, Peter­
sen 1963, Greenbaum, Miller 1960). Při umělém podání antigenů dučejem 
strukovým byly zjišťovány protilátky v mléce již za 1—2 dny, kdežto v krevním séru 
se objevily až za týden (Sarwar, Campbell, Petersen 1964). Nejen kolo­
strum, ale i mléko má prokazatelné titry aglutininú proti různým sérotypům E. coli 
(Portmann 1962). I když jsou titry protilátek v mléce nižší než v krvi, má mléko 
specificky imunizovaných zvířat protektivní účinek na pokusná zvířata infikovaná 
kulturami E. coli, Shigell a Salmonell (Butko 1964).

Výsledky laboratorních a terénních vyšetření, o nichž je zde referováno, jsou 
úvodní etapou výzkumu zaměřeného na problematiku gastroenterálních poruch u se­
lat, vyvolávaných zárodky z rodu Escherichia. Tato šetření byla zaměřena na

1. sérologická určení O-antigenů většího počtu kmenů Escherichia coli izolo­
vaných z případů průjmových onemocnění selat v raném postnatálním 
období;

2. sledování výskytu sérotypů E. coli podezřelých z patogenity pro novorozená 
selata v chovech s enzootickým výskytem průjmů selat;

3. informativní vyšetření souvislosti terénního výskytu průjmů u selat s imu­
nitním stavem matek charakterizovaným hladinou aglutininú proti K­
a O-antigenům stájově specifických kmenů E. coli.

MATERIAL a metodika

Kmeny E. coli pro sérotypizaci byly zakládány z koliformních porostů vy- 
kultivovaných z parenchymatosních orgánů selat uhynulých na kolisepsi, ze 
střevního traktu selat uhynulých na kolienteritidu a z trusu selat živých, trpí­
cích průjmy v raném postnatálním období. Menší část kmenů byla získána 
z pracovišť ÚSVÚ a z Biovety v Ivanovicích na Hané. Celkem bylo vzato do 
práce 1045 kmenů E. coli ze 659 kusů selat.
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Jako základní srovnávací materiál pro sérotypizaci byly použity standardní 
kultury E. coli z International Escherichia Centre, Copenhagen s O-antigeny 
01 — 0145 a s K-antigeny Kl — K89.

Vzorky krve pro vyšetření imunitního stavu prasat v terénu byly odebírány 
punkcí ušní žíly od prasnic v lokalitách s enzootickým výskytem kolienteritid 
u novorozených selat.

Sérologická typizace zahrnovala vyšetření všech kmenů E. coli na O-anti­
geny. U několika terénních kmenů E. coli izolovaných v lokalitách, kde byla 
prováděna sérologická depistáž, byly informativně určeny i K-antigeny. К těmto 
typizacím jakož i к vyšetření hladin protilátek u prasnic proti stájovým séro- 
typům E. coli bylo použito pomalé aglutinace podle Edwardse a E w i n g a 
(1957).

К typizaci bylo použito 51 typově specifických sér. Výběr těchto sér byl 
proveden tak, že byla použita séra těch O-typů, o nichž byly v dostupné literatuře 
nalezeny údaje o jejich výskytu při onemocnění lidí a hospodářských zvířat. 
Dále byla zařazena séra připravená použitím terénních kmenů, jejichž typová 
příslušnost byla zjištěna dodatečně pomocí O-antigenů 01 — 0145 typových 
kmenů z Kodaně. Použitým souborem sér bylo možno určit 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. Další dvě používaná séra, 
připravená z vlastních terénních kmenů č. 15 ač. 1869, neaglutinovala žádný 
z typových antigenů 01 — 0145.

VÝSLEDKY

A. AGLUTINACNÍ URČENÍ O-ANTIGENŮ U KMENU E. coli (OBR. 1)

Ve skupině průjmů selat bez sepsí bylo typováno 929 kmenů z 572 kusů 
selat. Jelikož u případů, kdy byly typovány 2 — 3 kmeny z téhož zvířete, byly 
zjištěny až na ojedinělé výjimky shodné O-antigeny, je hodnocen každý kus 
jen jedním kmenem.

Použitím 51 aglutinačních sér bylo z 572 případů zařazeno podle O-anti­
genů 546, tj. 95,5 %. Dvanácti séry (03, 028, 043, 049, 077, 083, 088, 0111, 
0112, 0115, 0133 a 0135) nebyl aglutinován ani jediný kmen. Tato séra nejsou 
proto v grafu uvedena.

Převážná část případů — 62,8 % (359 ks) byla zařazena к osmi typům: 
08 - 18,4 % (105 ks), 0101 - 9,8 % (56 ks), 0141 - 9,8 % (56 ks), 
09 - 5,8 % (33 ks), 02 - 5,4 % (31 ks), 0138 - 4,7 % (27 ks), 020 - 
4,5 % (26 ks), 0117 - 4,4 % (25 ks).

U menší části kmenů — 32,7 % (187 ks) bylo možno zjistit některý ze 
30 jiných O-antigenů. Nezařazeno zůstalo 4,5 % případů.

Ve skupině kolisepsí bylo typováno 116 kmenů E. coli izolovaných z 87 
uhynulých selat. Zařazeno bylo 85 případů, tj. 97,5 %. Větší frekvence anti­
genů u případů kolisepsí byla zjištěna u 08 — 30 % (26 ks), 0117 — 10,2 % 
(9 ks), 020 - 8 % (7 ks) a 0101 - 8 % (7 ks).

Při hodnocení časového výskytu sérotypů je nápadné, že antigen 0117 byl 
z převážné části identifikován u selat narozených v roce 1965. V tomto roce 
byl z 38 vyšetřovaných případů kolienteritid zjištěn u 20 selat a z 10 případů 
kolisepsí u 5 selat.
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Obr. 1. Escherichiózy u selat. Frekvence sérotypů Esch. coli podle O-antigenů z 572 
případů kolienteritid a z 87 případů kolisepsí.
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Obr. 2. Escherichiózy u selat. Výskyt sérotypů Esch. coli podle O-antigenú v lokalitách s hromadným výskytem one­
mocnění.
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Obr. 3. Souvislost kolienteritidy selat s imunitním stavem matek.
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В. STÁJOVĚ SPECIFICKÝ VÝSKYT SÉROTYPŮ E. coli V SOUVISLOSTI 
S ENZOOTICKÝM VÝSKYTEM KOLIENTERITID U SELAT (OBR. 2)

Frekvence jednotlivých sérotypů E. coli v chovech s enzootickým výskytem 
průjmů selat se vyznačuje tím, že v každé stáji byl zjištěn jeden nebo dva séro- 
typy dominující nad ostatními. Ve všech případech převládající kmeny patří 
do skupin s O-antigeny zjišťovanými zvlášť často u nemocných selat (08, 0101, 
0138, 0141).

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

Na grafu č. 3 je znázorněn terénní případ z výskytu kolienteritidy u selat 
ve velmi dobře vedené produkční stanici velkovýkrmny prasat v Hodoníně. К ma­
lému vrhu selat importované cornwalské prasnice bylo přidáno několik novo­
rozených selat od prasnice domácího chovu, která se oprasila ve stejnou dobu. 
Na druhý den se objevil profusní průjem u všech selat kojených prasnicí 
cornwalskou. V následujících dvou dnech všechna tato selata, tj. černá corn- 
walská i přidaná bílá uhynula. Selata ponechaná u bílé prasnice domácího 
chovu zůstala zdravá. Při bakteriologickém vyšetření uhynulých selat byly paren- 
chymatózní orgány sterilní. Ze střevního obsahu uhynulých selat byla izolována 
E. coli s antigenní strukturou 0141:K85(B), což je sérotyp pokládaný za pato­
genní pro tato mláďata. Avšak tentýž sérotyp E. coli byl prokázán i v trusu 
zdravých selat od bílé prasnice. Při sérologickém vyšetření obou prasnic bylo 
zjištěno, že bílá prasnice domácího chovu měla výrazný titr aglutininů proti 
K- i O-antigenům stájového typu E. coli, kdežto u černé cornwalské prasnice, 
nedávno importované jako březí, tyto protilátky prokázány nebyly.

Srovnání sérologického vyšetření dvou chovů, v nichž byl nacházen stejný 
patogenní sérotyp E. coli a kdy к onemocnění docházelo jen v jednom z nich, 
je uvedeno na grafu 4. V chovu prasat JZD Vacanovice probíhala v zimě a na 
jaře r. 1964 těžká enzootie průjmů ve všech vrzích selat. Při vyšetření 30 selat 
z různých vrhů byla u 20 ks izolována ze zažívadel, event, z parenchymatózních 
orgánů hemolytická monokultura E. coli sérotypů 08:K88(L). Sérologické vy­
šetření prokázalo, že u prasnic byly sice přítomny aglutininy proti somatickému 
antigenu 08, avšak proti povrchovému antigenu K88(L) byly jen ojedinělé velmi 
nízké hladiny aglutininů.

Vyšetření prasnic v JZD D. Bojanovice, kde byl tentýž sérotyp E. coli 
sporadicky prokazován, ale kde se objevovaly u selat jen ojediněle mírné pří­
pady průjmových onemocnění ukázalo, že prasnice v tomto chovu měly velmi 
výrazné titry protilátek proti E. coli 08:K88(L), hlavně aglutininů proti K-anti- 
genu.

Podobné poměry imunologické jako v lokalitě Vacanovice byly zjištěny i při 
stájovém výskytu jiných podezřelých sérotypů E. coli v souvislosti s onemocně­
ním selat v dalších lokalitách: Vážany [0138:K81 (B)], Tasov [ 0141 :K85 (B)] 
a Chlumec [0101:K30(A)].

DISKUSE

Vznik escherichios (koliinfekcí) u selat v raném postnatálním období je pod­
míněn dvěma základními příčinami. Prvou je etiologické agens představované dru­
hově patogenním sérotypem E. coli. Druhou podmínkou je vnímavost selat předsta-

VETERINÄRN1 MEDICÍNA - 1966 289



JZD Vacanovice

Chov s výskytem dyspeptických průjmů u novorozených selat. 
U uhynulých kusů byla opětovně izolována E. coli 08:K88(L).

JZD D. Bojanovice

Chov bez výskytu dyspeptických průjmů u novorozených selat. Ve 
stáji byla opětovně izolována E. coli 08:K88(L).
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vovaná specifickou imunitní karencí závislou na nepřítomnosti specifických proti­
látek u matek. Uvedené dvě okolnosti vysvětlují dlouho tradovaný názor o podmí­
něné patogenitě E. coli.

Pro novorozená selata se jeví jako patogenní nebo jako podezřelé z patogenity 
sérotypy Esch. coli s O-antigeny 08, 0141, 0101, 09, 02, 0138, 020 a 0117. Tyto typy byly 
nacházeny jako nejčastější v souboru 572 kusů selat trpících průjmy.

Vyšetřená skupina 87 případů kolisepsí není dost početná pro směrodatné vy­
jádření. Avšak i zde byly u převážné části kmenů nalézány O-antigeny stejné jako 
u kolienteritid.

Ve výskytu patogenních sérotypů E. coli se projevuje střídání, jak ukazuje 
nález kmenů s O-antigenem 0117: tento O-antigen byl v letech 1961—64 zjišťován 
jen ojediněle, avšak v roce 1965 převládl nad ostatními. Podobná situace je v hu­
mánní medicíně, kde v poslední době je jako zvlášť nebezpečný pro kojence uváděn 
sérotyp se somatickým antigenem 0127, vyskytující se mnohem častěji než dříve 
(Kienitz 1965, Ocklitz 1965).

Nebude žádným překvapením, když v budoucnu budou za patogenní pro selata 
pokládány i jiné sérotypy než jsou zde uváděné.

Srovnání výsledků typizace kmenů E. coli z několika lokalit s výskytem one­
mocnění ukázalo, že v každé stáji převládá jeden nebo dva typy nad ostatními. Pře­
vládající typy nejsou ve všech stájích stejné. Tento nález může sloužit к upřesnění 
termínu „stájová nákaza“. Rovněž může být vysvětlením některých neúspěchů při 
používání stájových vakcín připravených z materiálu vybraného namátkově a odů­
vodňuje nutnost vyšetření většího počtu uhynulých nebo nemocných zvířat pro 
objasnění situace ve vyšetřovaném stádě. V případě výskytu několika podezřelých 
sérotypů v jedné stáji může být sérologické vyšetření prasnic indikátorem pro určení 
sérotypů patogenního pro danou stáj.

Imunitní stav prasnic zahrnuje imunitní odezvu na překonané infekce a na 
umělé imunizace, ale hlavně je obrazem lokální interakce tkáňových systémů účast­
nících se imunitních pochodů s velmi četnými antigeny v zažívadlech, event, v mléč­
né žláze.

Častý výskyt koliinfekcí ve vrzích primipar a prasnic nově do stáda zařazených 
nasvědčuje tomu, že je zřejmě nutná delší doba к přirozenému proimunizování pras­
nic proti většímu počtu antigenů a proti stájově specifické mikroflóře. Z této okol­
nosti vyplývá potřeba některých preventivních opatření charakteru zootechnického 
jako je uzavřený obrat stáda s odchovem prasniček v tom prostředí, v němž budou 
prožívat i období produkční. I při těchto opatřeních nadále zůstává neodstraněna 
možnost infekce stáda novým sérotypem E. coli, který může vyvolávat onemocnění 
selat, dokud se prasnice neproimunizují.

Účinek specifických protilátek proti E. coli se projevuje pouze útlumem v růstu 
kultur (Portmann 1962) a v opsonizaci bakteriálních buněk (Fey 1964). U koli­
enteritid mohou tedy protilátky zasáhnout jen v přímém styku s vlastními původci 
onemocnění ve střevním traktu. Nelze zde očekávat výrazný účinek specifických 
antisér po parenterální aplikaci. Tento terapeutický zásah je opodstatněn jen u pří­
padů s bakteriemií.

Na základě poznatků zde uváděných lze uvažovat o potřebě vyzkoušení někte­
rých zákroků pro tlumení koliinfekcí novorozených selat, jako je: a) imunizace 
prasnic stájovými vakcínami připravenými z kmenů vybraných na základě sérolo­
gické typizace většího počtu kultur E. coli z dotyčné stáje a na základě prošetření 
imunitního stavu prasnic; b) profylaktické či léčebné použití specifických hyperimun- 
ních sér u novorozených selat. U kolienteritid je třeba uvažovat o několikadenní 
perorální aplikaci sér jako náhradě protilátek přijímaných selaty v kolostru a mléce 
od imunních matek a účinkujících ve střevě jako koproantilátky, dokud je selata 
sama aktivně nevytvářejí.

SOUHRN

Bylo provedeno sérologické vyšetření O-antigenů u 1045 kmenů Escherichia 
coli ze 659 kusů selat onemocnělých průjmy brzo po narození. Na základě nej­
častějšího výskytu O-antigenů lze považovat kmeny E. coli s O-antigeny 08,
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0141, 0101, 09, 02, 0138, 020 a 0117 za patogenní nebo podezřelé z patogenity 
pro selata v raném postnatálním období.

U některých uvedených O-antigenů byl zjištěn stájově specifický výskyt.
Sérologickým prošetřením prasnic v chovech s enzootickým výskytem koli- 

enteritid a prasnic v chovu zdravém byla zjištěna souvislost výskytu onemoc­
nění selat s imunitním stavem matek. V chovech s hromadným výskytem průjmo­
vých onemocnění u selat byl u prasnic zjištěn nedostatek aglutininů proti 
K-antigenu stájově specifického sérotypu E. coli.

Došlo dne 30. 12. 1965

Technická spolupráce Z. Sarmanová, A. Ráboňová.
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„Arch. exp. Vet. Med.“ 17, 1963, 461-482.

К вопросу проблематики escherichios (колиинфекций) у поросят в ранний период после 
рождения

Проводилось серологическое обследование. О-антигенов у 1045 штаммов Escherichia 
coli, взятых у 659 поросят, заболевших поносом вскоре после рождения. На основе наиболее 
часто встречающихся О-антигенов можно штаммы Е. coli с О-антигенами 08, 0141, 0101, 09, 
0,2, 0138, 020 и 0117 считать патогенными или же подозревать их в патогенности у поросят 
в ранний период после рождения.

Некоторые приведенные О-антигены были специфическими только в определенных сви­
нарниках. I

Путем серологического обследования свиноматок с энзоотическим диагнозом колиенте- 
ритов и свиноматок из здоровых стад была установлена зависимость между заболеванием по­
росят и состоянием иммунитета матерей. В стадах с массовым появлением поносов поросят 
у свиноматок был установлен недостаток агглютининов против К-антигена специфического 
для данной среды серотипа Е. 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 immunity 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 
während des frühen postnatalen Zeitraumes

Eine serologische Untersuchung der O-Antigene bei 1045 Stämmen der Esche­
richia coli von 659 Stück Ferkeln, die bald nach der Geburt an Durchfällen erkrank­
ten, wurde vorgenommen. Auf Grund des öftesten Vorkommens von O-Antigenen
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kann man Stämme der E. coli mit O-Antigenen 08, 0141, 0101, 09, 02, 0138, 020 und 
0117 für pathogen oder pathogen-verdächtig für Ferkel während des frühen postna­
talen Zeitraumes halten.

Bei einigen vom den angeführten O-Antigenen konnte ein für 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 Immunitätszustand 
der Mütter ermittelt. In Zuchten mit einem masseinartigen 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 S a 1 a j к a, Výzkumný ústav veterinárního lékařství, Brno-Medlánky
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B. Bárek

KONCENTROVANÁ SAPONINOVÄ VAKC1NA
PROTI SLINTÁVCE

I. VÝROBA A STUDIUM ÚČINNOSTI MONOVALENTNÍ 
SAPONINOVE VAKCINY PROTI SLINTAVCE

■ V boji proti slintavce zaujímá přední místo aktivní imunizace vnímavých 
zvířat. Přestože se v posledních letech soustřeďuje pozornost výzkumu na pro­
blematiku živých očkovacích látek, je věnováno nemálo úsilí dalšímu vývoji 
a zdokonalování inaktivovaných vakcin proti slintavce.

S modernizací způsobů výroby viru se změnily zdroje virového materiálu, 
které z výroby na živém skotu přecházejí na průmyslovou výrobu viru in vitro 
na přežívajících tkáních a tkáňových kulturách, které jsou ekonomicky podstatně 
výhodnější, efektivnější a produktivnější.

Při používání virových materiálů z tkáňových kultur vyvstala záhy otázka 
účinnosti takto vyrobených vakcin. Původní velmi optimistická očekávání se 
ukázala neopodstatněnými a zatím je nutno konstatovat, že dosud neexistuje 
inaktivovaná vakcina z viru kultivovaného in vitro, která by se v síle a zvláště 
pak v délce vytvořené imunity zcela vyrovnala vakcinám s obsahem viru ze 
živého skotu.

V našich podmínkách se s problematikou vakcin připravených z viru kulti­
vovaného in vitro zabýváme od r. 1962. Zvláště aktuální se stala tato otázka 
v době výskytu slintavky typu C a v době zvýšeného nebezpečí zavlečení exotic­
kých typů viru šlak na naše území. V těchto případech je totiž produkce viru 
na živém skotu nevýhodná jednak pro určité riziko rozvlečení nákazy a jednak 
pro relativně omezenou výrobní kapacitu výrobního podniku. Výroba přísluš­
ného typu viru in vitro je ideálním způsobem řešení, a to jak po stránce bez­
pečnosti provozu, tak i po stránce potřebné kapacity a rychlosti produkce. Byli 
jsme si vědomi toho, že v tomto případě nepůjde o vakcinu, která by mohla 
plnit úlohu očkovací látky pro velké preventivní akce. Vyvíjená vakcina měla 
sloužit právě pro případy náhlých vzniků onemocnění takovými typy nebo kmeny 
šlak, proti nimž se nepřipravuje obchodní protislintavková vakcina. Perspektivně 
jsme počítali se zajištěním imunity alespoň na 3 měsíce, kterou by bylo možno 
v případě potřeby prodloužit revakcinačním zásahem.

LITERÁRNÍ PŘEHLED

Příprava a prověřování účinnosti vakcin proti slintavce z virů kultivovaných 
in vitro byly studovány mnohými autory. Ne zcela vyhovující síla a zvláště pak 
délka vytvářené imunity byla řešena ráznými způsoby. Zvyšovala se koncentrace 
virového materiálu ve vakcině, sledovala se otázka možných změn vlastností viru
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šlak při pasážích na tkáňových kulturách, omezovaly se počty pasáží a hledaly se 
nejvýhodnější tkáňové substráty, na nichž by si virus uchovával své původní výhod­
né vlastnosti.

Vedle těchto způsobů se stalo velmi sledovaným řešením zvyšování účinku 
vakcin pomocí látek s adjuvančními vlastnostmi, které stimulují organismus zvířat 
к vyšší tvorbě imunity. Jedním z nejvíce používaných adjuvancií ve vakcině proti 
slintavce se stal saponin.

Účinnost saponinových vakcin proti slintavce byla zkoušena řadou autorů již 
od r. 1951 [Es p i net R. G. (1951), Petermann H. G. a spol. (1958), Macko- 
wiak C. a spol. (1959a, 1959b, 1960, 1964), Olechnowitz A. F. (1961, 1962), 
Schneider В. 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 jiní].

Je možno konstatovat, že ve všech dostupných pracích je registrován pozitivní 
účinek saponinu při aktivní imunizaci skotu i prasat. Výjimkou jsou pouze práce 
Olechnowitze, které udávají negativní výsledky účinku saponinu na sílu a zvláště 
pak délku vytvořené imunity u morčat i skotu.

V důsledku závažného úkolu rychlé výroby vakciny proti slintavce typu C jsme 
přistoupili к ověření a vývoji saponinové vakciny proti slintavce z viru kultivovaného 
in vitro v našich podmínkách.

MATERIÁL A METODIKA

1. Příprava vakciny. Pro přípravu pokusné saponinové monova- 
lentní vakciny byly použity výrobní kmeny typu O a A, kultivované jednak na 
přežívajících sliznicích hovězích jazyků podle metodiky Frenkelovy [Hubí к 
R. (1965)] a jednak na monolayerech primárních telecích ledvinových buněk. 
Pro přípravu vakciny byl používán pouze materiál, který dosáhl minimálně 
TCIDso 1O6’°/1 ml nebo LD50 1O6’°/O,O3 ml na sajících myškách a který byl 
výrazně pozitivní v KF testu.

Virus ze sliznice hovězích jazyků byl extrahován do destilované vody, virus 
z tkáňových kultur byl použit jako infekční záchovné medium. Virová suspenze 
nebo medium bylo po odstředění částečně vyčištěno pomocí chloroformu, znovu 
odstředěno a přefiltrováno přes filtr Seitz EKS do sterilního hydroxydu hlini­
tého. Po doplnění příslušného množství fosfátového pufru byl к vakcině přidán 
sterilní roztok saponinu do konečné koncentrace 0,25%. Inaktivace hotové vakci­
ny byla provedena formalinem (0,05 %) při teplotě 25° C po dobu 24 hodin.

2. Zkoušení vakciny. Neškodnost vakciny byla zkoušena podle 
československé státní normy na vakcinu proti šlak obchodní. Účinnost byla testo­
vána na mladém plně vnímavém skotu o průměrné váze 400 kg. Vakciny byly 
vyhodnocovány podle těchto hledisek:

a) stanovení 50% protekční dávky podle metody Hendersona W. M. 
a spol. (1953) s umělou infekcí za 3 týdny po vakcinaci;

b) určení délky vytvořené imunity umělou infekcí skotu za 2, 3, 4 a 5 
měsíců po vakcinaci;

c) sledování tvorby seroneutralizačních protilátek za různou dobu po vak­
cinaci

VÝSLEDKY PRACÍ

Připravili jsme a prověřili 3 operační čísla pokusných saponinových vakcin. 
Každá vakcina byla nejdříve ověřena na neškodnost na skotu. Bylo zjištěno, že 
žádná nevyvolala tvorbu specifických změn v místech vpichu vakciny do jazyku
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ani na ostatních predilekčních místech organismu. Rovněž tak lokální změny 
v místě aplikace vakciny do podkoží byly shodné s lokálními reakcemi po 
hydroxydové vakcině bez saponinu.

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

Tato vakcina byla připravena z viru typu A, kultivovaného na přežívají- 
< ' ’ licích hovězích jazyků (Frenkelova metoda). Virový materiál předsta-
v^.^i 15. postupnou pasáž na tomto 
typu kultury. Infekční titr viru na 
sajících myškách měl hodnotu LD50 
10-7-°/0,03 ml.

Účinnost vakciny byla ověřena na 
68 kusech skotu. Titrace 50% protek- 
ční dávky byla provedena ve 3 samo­
statných pokusech. Propočtem byla sta­
novena PD50 = 0,3 ml.

Účinnost této vakciny byla dále 
prověřena na 20 kusech skotu, vakcino- 
vaných dávkou 0,5 ml, za 1 a 3 měsíce 
po vakcinaci. Za 3 měsíce po vakcinaci 
onemocněl generalizovaně 1 kus z 5 vakcinovaných dávkou 0,5 ml. Všechna 
zvířata za 1 měsíc a zvířata vakcinovaná dávkou 5 ml za 3 měsíce byla plně
imunní.

MONOVALENTNÍ VAKCINA TYPU O, OP. C. IX/62

Tato vakcina byla vyrobena z viru typu O, kultivovaného na tkáňových 
kulturách. Virus představoval 24. postupnou pasáž viru na tomto typu kultury. 
Infekční titr dosáhl hodnoty TCID50 10 6-°/0,l ml. Tato vakcina byla prověřena 
v krátkodobém testu na 20 kusech skotu. Skupiny zvířat po 5 kusech byly 
vakcinovány dávkami 1,25 ml, 2,5 ml, 5 ml a 10 ml. Ve skupině 1,25 ml 
onemocněla po čelenžové infekci za 3 týdny p. v. všechna vakcinovaná zvířata, 
ve skupině 2,5 ml onemocněly 2 kusy. Dávka 5 ml a 10 ml dala všem zvířatům 
plnou imunitu. Propočet PD50 dal hodnotu 2,2 ml. (Viz tab. 1.)

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

Tato vakcina byla vyrobena z viru typu A, kultivovaného na tkáňových kul­
turách primárních telecích ledvinových buněk. Virové medium představovalo 
28. pasáž viru na tomto typu kultury. Infekční titr dosáhl hodnoty TCID50 
10 6,o/O,l ml a v KF testu bylo medium pozitivní ještě se 6% komplementem 
na + + + +.

Účinnost byla detailně prověřena jak v krátkodobém tak i dlouhodobém 
testu. S touto vakcinou byl rovněž proveden revakcinační pokus.

50% protekční dávka byla určena na 19 kusech skotu. Dávka 1,25 ml 
vytvořila úplnou imunitu u 1 kusu, 2 kusy byly částečně imunní a 1 kus 
onemocněl generalizovaně. Ostatní dávky vytvořily u vakcinovaných kusů 
úplnou imunitu. Propočtem byla stanovena PD50 na 1,25 ml (tab. II). Vyšetře­
ním sér se ukázalo, že u všech vakcinovaných zvířat došlo к signifikantnímu 
vzestupu SN-protilátek.
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Dávka 5 ml této vakciny byla ověřena na 20 kusech skotu v dlouhodobém 
pokusu. 4 skupiny zvířat po 5 kusech byly prověřovány čelenžovou infekcí za 
2, 3, 4 a 5 měsíců po vakcinaci. Všechna vakcinovaná zvířata získala plnou 
imunitu na celou dobu pokusu.

Vyšetřením sér těchto zvířat bylo zjištěno maximum protilátek za 2 měsíce 
p. v. Po této době začíná hladina protilátek poklesávat a kolem 5. měsíce p. v. 
se blíží již к nulovým hodnotám. Až do 3 měsíce p. v. lze však hodnotit obsah 
SN-protilátek v sérech vakcinovaných zvířat velmi příznivě (tab. III).

3. Průkaz imunity za 2 až 5 měsíců po vakcinaci vakcinou op. č. Ш/64

DOBA PO 

VAKCINACI

KUSY VAKCINOVANĚ 0TITR. SN 
PROTILÁTEK

KONTROLY

1 2 3 4 5 1 2 3 4
2 MĚSÍCE 1 •• 152 □1
3 MĚSÍCE 1 : 82 Mi f 1
4 MĚSÍCE 1 60 ggg
5 MĚSÍCŮ 1 : 16

К orientačnímu ověření účinku revakcinačního zásahu byl proveden pokus 
na 20 kusech skotu. Revakcinace byla provedena stejnou dávkou jako základní 
vakcinace, tj. 5 ml sc. К průkazu nejvhodnějšího termínu revakcinace byly 
revakcinovány skupiny zvířat za 1, 2, 3 a 4 měsíce po vakcinaci. Efekt revakci­
načního zásahu byl ověřován vždy za 3 týdny po revakcinaci čelenžovou infekcí 
a průkazem vzestupu SN-protilátek v krvi. (Tab. IV.)

Optimální doba pro revakcinační zásah je mezi 2 — 3 měsícem po základní 
vakcinaci. Revakcinace provedená v této době vyvolává až třicetinásobný vzestup 
SN-protilátek. Revakcinace za 1 měsíc po vakcinaci vyvolává vzestup protilátek 
asi sedminásobný, za 4 měsíce ještě dvanáctinásobný. Tyto termíny jsou tedy 
již méně vhodné.
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DOBA PO KUSY REVAKCINOVANĚ / TITR. SN PROTIL. KONTROLY

1.VAKCINACI 1 2 3 4 5 PŘED R. PO R. 1 2 3

1 MĚSÍC 1 : 62 1 ■■ 617 HH
2 MĚSÍCE 1 : 59 1 ; 1525 E9@!
3 MĚSÍCE 1 : 57 1 : 1827 ES ■
4 MĚSÍCE 1 : 40 1 : 513 MS НЕ

4. Průkaz imunity po revakcinaci vakcinou op. č. 111/64

DISKUSE

Saponinovým vakcinám proti šlak se připisuje řada výhodných vlastností, které 
si zaslouží plné pozornosti a prověřování.

Hlavním významem saponinu je jeho vliv na zvýšení imunogenity vakciny. 
Tato skutečnost, experimentálně ověřená G i r a r d e m (1964) a Strobbem (1964), 
je důležitá hlavně u vakcin vyráběných z viru šlak kultivovaného in vitro. Pokud 
byl saponin použit u vakcin vyrobených z viru ze živého skotu, ukázala se možnost 
podstatného snížení vakcinačních dávek.

Zvláště výhodné vlastnosti se ukázaly při současném použití saponinu a hydro- 
xydu hlinitého, к čemuž dala experimentální podklady práce Strobbeho a spol. 
(1964).

Saponinové vakciny byly ověřovány jako mono-, bi- i trivalentní s různými 
typy viru a jejich účinek se zkoušel na skotu, prasatech i morčatech. Můžeme kon­
statovat, že vyjma práce Olechnowitze (1961, 1962) se setkáváme pouze s klad­
nými výsledky jak v síle, tak i v délce vytvořené imunity. Vezmeme-li v úvahu 
údaje Mackowiaka a spol. (1964) a dalších autorů o nestejné kvalitě různých 
preparátů saponinu a zvláště pak o nevhodnosti příliš čistých preparátů, pak si lze 
Olechnowitzovy negativní výsledky vysvětlit pravděpodobně tímto způsobem.

Při vývoji naší saponinové vakciny z viru kultivovaného in vitro jsme se při­
držovali klasického výrobního schématu s příslušnými změnami v extrakci a filtraci 
viru. Virové medium bylo před vlastní filtrací čištěno chloroformem v dávkách, 
které nevylučují nutnost filtrace přes filtry Seitz EKS. Po filtraci byl virus adsor­
bován na hydroxyd hlinitý.

Koncentrace viru z Frenkelovy metody byla 6% (váhových) a z tkáňových 
kultur 10%. Podkladem pro tyto koncentrace viru ve vakcině byly naše dřívější 
pokusné práce [H u b í к (1963)] a dále pak záměrné prověřování těchto koncentrací 
viru pro další vývoj trivalentní vakciny.

Saponin jsme použili v koncentraci 0,25%, a to na základě literárních údajů 
a na základě zkušeností, které jsme získali při přípravě morčecích hyperimunních 
typových sér (F e d á к — nepublikováno). Tuto otázku bude nutno stále sledovat 
s ohledem na původ saponinu a tím i na jeho nestejné vlastnosti. Zvolená koncen­
trace neutrálního saponinu, který jsme měli к dispozici, se ukázala pro tento druh 
vakciny jako vhodná a zcela neškodná při sc. aplikaci skotu. Rovněž tak je bez vlivu 
na adsorbci viru na hydroxyd hlinitý a nijak neovlivňuje inaktivačni sílu formalinu.

Krátkodobé pokusy na skotu, které byly provedeny se 3 operačními čísly po­
kusných vakcin na 87 zvířatech, prokázaly jednoznačně dobrou imunogenní schop­
nost těchto vakcin. Vezmeme-li v úvahu průměrnou 50% protekční dávku, tj. 1,25 ml 
pro dospělý skot, pak obecně používaná trojnásobná dávka je na objemu 5 ml, což 
je pro vakcinu proti slintavce velmi výhodné a má reálnou perspektivu pro zave­
dení bivalentní i trivalentní vakciny tohoto typu. Rovněž tak je tato dávka v dobré 
relaci к podobným zahraničním výrobkům tohoto druhu.

Imunogenita naší saponinové vakciny byla dále prověřena dlouhodobými po­
kusy do 5 měsíců po vakcinaci. Ještě za 5 měsíců byla všechna zvířata chráněna 
před čelenžovou infekcí masivní dávkou viru z hovězích aftů.

Sérologické vyšetřování sér vakcinovaných zvířat plně potvrdilo výsledky 
protekčních testů. Je možno konstatovat, že imunita dosahuje vrcholu za 2 měsíce 
po vakcinaci. Po této době se obsah protilátek v séru zvířat snižuje a kolem 5. mě­
síce poklesává к negativním hodnotám.

VETERINÁRNÍ MEDICÍNA - 1WN 299



Jednou z možností, jak podstatně zesílit a tím i pravděpodobně prodloužit vy­
tvořenou imunitu, je revakcinační zásah. Podle výsledku pokusů je к provedení re- 
vakcinace nejvhodnější doba za 2—3 měsíce po první vakcinaci. Silný vzestup ob­
sahu protilátek v sérech revakcinovaných zvířat svědčí o podstatném posílení vy­
tvořené imunity.

Závěrem můžeme konstatovat, že naše monovalentní saponinová vakcina proti 
slintavce z viru kultivovaného in vitro, aplikovaná v dávkách 5 ml pro dospělý skot, 
poskytuje dobrou a spolehlivou imunitu na dobu 3 měsíců. Za 4—5 měsíců jsou 
vakcinovaná zvířata ještě odolná proti čelenžové infekci, avšak titr SN-protilátek 
má již klesající tendenci, takže nebude již možno pravděpodobně vyloučit případy 
lokálních onemocnění u určitého procenta vakcinovaných zvířat. S ohledem na prin­
cip používání této vakciny (jen к okruhovým očkováním kolem vzniklých ložisek 
nákazy) lze považovat stávající účinnost za plně postačující.

V případě potřeby je doba 2—3 měsíců p. v. optimálním termínem к prodlouže­
ní imunity revakcinačním zásahem stejnou dávkou vakciny.

Z AVER

1. Byla připravena inaktivovaná monovalentní saponinová vakcina z viru 
slintavky kultivovaného in vitro.

2. V krátkodobých pokusech byla určena 50% protekční dávka, která v prů­
měru dosáhla hodnoty 1,25 ml pro dospělý skot.

3. V dávkách 5 ml sc. vytváří tato vakcina solidní imunitu u dospělého 
skotu na dobu 3 měsíců. Za 4 —5 měsíců po vakcinaci byla zvířata imunní proti 
čelenžové infekci masivní dávkou viru, ale obsah SN protilátek v sérech vakci­
novaných zvířat má již klesající tendenci.

4. Revakcinační zásah stejnou dávkou vakciny, provedený za 2 — 3 měsíce 
po první vakcinaci, podstatně zvyšuje obsah SN protilátek v sérech zvířat, čímž 
se imunita zesiluje a prodlužuje.

5. Technologie výroby této vakciny odstraňuje nutnost výroby viru na 
živém skotu, zvyšuje podstatně výrobní kapacitu podniku a výrazně zlevňuje 
výrobu.

6. Monovalentní vakcina tohoto druhu splňuje požadavky pro přípravu 
vakciny proti typu C nebo kterémukoliv jinému, zvi. exotickému, který se 
v ČSSR běžně nevyskytuje a proti němuž se neprovádí pravidelné preventivní 
očkování.

7. Získané výsledky jsou podkladem pro další vývoj trivalentní vakciny 
a pro řešení otázky aktivní imunizace prasat.

Došlo dne 30. 12. 1965
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Концентрированная сапониновая вакцина против ящура.
I. Производство и изучение эффективности одновалентной сапониновой вакцины против ящура

1. Из вируса ящура, культивированного in vitro, была приготовлена инактивированная 
одновалентнаая сапониновая вакцина.

2. В краткосрочных опытах определялась 50% защитная доза, достигшая в среднем 
величины 1,25 мл для взрослого крупного рогатого скота.

3. В дозе 5 мл при подкожном введении эта вакцина создает солидный иммунитет 
у крупного рогатого скота сроком на 3 месяца. Спустя 4 — 5 месяцев после вакцинирования, 
благодаря крупной дозе вируса, животные были иммунными против челенчевой инфекции, 
но содержание SN; антител в сыворотках вакцинированных животных проявляет уже нисхо­
дящую тенденцию.

4. Повторная вакцинация в такой же дозе вакцины спустя 2 — 3 месяца после первой 
вакцинации существенно увеличивает содержание SN антител в сыворотках, что укрепляет 
и продлевает иммунитет.

5. Технология производства этой вакцины устраняет необходимость производства ви< 
руса на живом крупном рогатом скоте, существенно увеличивает производственную мощность 
предприятия и существенно удешевляет производство.

6. Одновалентная вакцина такого вида удовлетворяет требованиям к приготовлению 
вакцины против типа С или любого иного, в особенности экзотического, который в ЧССР 
обычно не встречается и против которого не делается регулярной профилактической прививки.

7. Полученные результаты служат основой для дальнейшего развития трехвалентной 
вакцины и для решения вопроса активной иммунизации свиней.

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 für 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 
Immunität für 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-Antikörpern 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, erhöht wesentlich den Ge­
halt an SN-Antikörpern in den Seren der Tiere, wodurch die Immunität verstärkt 
und verlängert wird.

5. Die Technologie der Erzeugung dieser Vakzine beseitigt die Notwendigkeit 
der Erzeugung dieses Virus an lebenden Rindern, erhöht wesentlich die Produk­
tionskapazität des Betriebes und verbilligt in beträchtlichem Maße die Erzeugung.

6. Die monovalente Vakzine dieser Art erfüllt die Anforderungen für 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 regelmäßige Präventiv-Impfung nicht durchführt.

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

Adresy autorů:
MVDr. Rudolf H u b i k, MVDr. František L á z n i č к a, MVDr. Břetislav Bárek, 
Bioveta, nár. podnik, Terezín
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В. Šrubař
М. Jiranová

PŘÍSPĚVEK KE STUDIU SPECIFICKÉ 
KOLOSTRÁLNÍ IMUNITY U TELAT OD 
KRAV VAKCÍNOVANÝCH PROTI 
SLINTÁVCE A KULHÁVCE
I. SDĚLENÍ - PBÜKAZ SERONEUTRALIZACN1CH 

PROTILÁTEK

@ Na určitou chráněnost telat pocházejících od krav, které byly vakcinovány 
v době březosti proti Šlak, upozornil již К ö b e v r. 1941, později S c h n e i d e r 
(1955) a Stone a Delaye (I960).

Graves (1963) v USA podrobil exaktnímu, experimentálnímu studiu 
kolostrální imunitu u skotu z hlediska praktických protiepizootických opatření 
proti Šlak. Zjistil, že protilátky jsou v kolostru obsaženy po dobu 8 dnů po 
porodu. Kolostrální imunita telat od krav vakcinovaných proti Šlak trvá až 
4 měsíce.

literární přehled

Podle Gravese (1963) lze přenos kolostrálních protilátek u telat bloko­
vat perorálním podáním proteinu nebo odstředěného mléka před prvním napitím 
kolostra. Touto otázkou se zabývali také Schoeners a Kaeckenbeeck 
(1964), kteří prověřovali u telat vliv předchozího nakrmení mlékem, vaječným 
bílkem a roztokem glukózy na resorpci protilátek proti E. coli z později podaného 
kolostra. Zjistili, že jejich podáni nesnižovalo schopnost střeva pro resorpci proti­
látek z později podaného kolostra a také předchozí podání glukózy neprodlu­
žovalo období resorpce sliznice střevní pro protilátky, obsažené v kolostru. Je­
jich závěry potvrdil i Steck (1962), který zjistil u telat krmených zpočátku 
kravským mlékem a později kolostrem do 25 hodin dobrou a do 48 hodin ještě 
slabou resorpci gama-globulinu. Ve stáří 48 — 72 hodin po narození nebyla však 
již telata schopna resorbovat prokazatelné množství gama-globulinu. Naproti 
tomu Ulbrich (1965) zjistil resorpci značného množství protilátek z mleziva 
až 60 hodin po porodu i v těch případech, kdy bylo předem podané mlezivo 
prosté protilátek.

К podobným závěrům došel i Gluško v SSSR (1964).
V naši práci jsme se zaměřili na studium kolostrální imunnity u telat vak­

cinovaných krav.

METODIKA

POKUSNÁ ZVÍŘATA

Do pokusu bylo zařazeno 42 dojnic. Většina krav a jalovic byla naposled 
vakcinována 18 měsíců před pokusnou vakcínací. Vlastní pokusná vakcinace
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I. Specifické protilátky v séru krevním dojnic a jejich telat304 
V

E
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E
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ÍN

A - 1666

Číslo 
krávy

Doba od 
vakcinace 

do 
porodu 
dnů

Titr protilátek 
v séru krevním Titry protilátek v séru krevním telat v časových intervalech:

před 
očko­

váním
Při 

porodu

před 
prvním 
napitím 
kolostra

po vypití kolostra za

2 hod. 6 hod. 12 
hod.

24 
hod.

48 
hod.

72 
hod.

7 
dní

14 
dní

21 
dní

28 
dní

2 mě­
síce

3 mě­
síce

11001 9 32 32 0 0 — 8 5,6 16 5,6 11,3 5,6 5,6 5,6 — —

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 0
507 111 256 512 0 — — 0 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 4 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 4 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 — — — 5,6 0 5,6 5,6 0 0 4 4 0 0

526 184 5,6 16 — — — 5,3 22,6 9,5 4 0 64 16 0 8 —

10255 188 32 22,6 0 — — 22,6 5,6 9,5 11,3 11,3 11,3 4 4 0 0

527 199 8 32 0 — — 11,3 11,3 8 5,6 9,5 4 0 — — —

17847 203 11,3 5,6 — — 11,3 22,6 19 12,1 22,6 16 — 4 4 0 0

4 22,6 16 9,5 8 5,6 - 0 4 0 0

8113 204 11,3 45,2 — — — 0 0 0 0 0 — — — — —

497 204 0 45 0 — — 23 38 — — 11,3 — 11,3 8 5,6 —

35 226 0 0 — — 0 0 0 — — 0 0 0 0 0 0

15112 226 16 45,2 — — 45,2 107,6 90,5 — — 64 45,2 11,3 11,3 8 0

470 226 45,2 16 — — 0 0 — 0 — 0 0 0 0 0 0

13 247 0 4 0 — — 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

428 249 0 22,6 8 — 90,5 45,2 53,8 — — 90,5 11,3 11,3 11,3 5,3 —

6911 250 0 0 0 — 0 0 0 — — 0 0 0 0 0 —

16401 252 23 45 — — - 0 11,3 — — 7 4 5,6 4 0 0

513 259 0 4 — — 0 8 4 — — 0 0 0 0 0 —

518 265 0 0 — — — 5,6 8 — — 0 0 5,6 0 0 —

531 284 32 45 — — — — — 90 - — 128 — — — —

J 0748 288 0 10 — — — — — 0 — — 0 — — — —

53 291 16 96 — — — — — 4 — - 0 — — 0 —

J 11001 292 0 6 — — — — — 0 — — 0 — — 4 —

495 297 90 128 — — — — — 76 — — 23 — — 0 —

J 15112 339 16 16 — — — — — — — 9 4 — 0 — —

20085 339 0 0 — — — — — — — — 0 — 0 — —

449 343 0 0 — — — — — — 0 — 0 — 0 — —



II. Specifické protilátky v séru krevním dojnic a jejich kolostru (mléku)
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Doba od
Titr protilátek 

v séru krevním: Titr protilátek v kolostru v jednotlivých intervalech po porodu
vakcinace

krávy před
dnů očko- porodu hned po za 12 24 48 72 7 14 21 28

porodu 2 hod. hod. hod. hod. hod. dní dni dni dní
11001 9 32 32 1448 624,1 — 256 90,5 90,5 16 0 4 0 01298 10 22,6 16 — 64 — 11,3 8 4 0 0 0 09299 17 45,2 90,5 — — — 181 90,5 8 5,6 0 0 0 030 34 64 45,2 512 64 — 24,2 16 9,5 4 0 0 0 0533 37 22,6 10,24 4096 128 — 128 64 128 16 5,6 0 0 0510 46 64 45,2 362 256 — 90,5 45,2 32 16 4 8 0 0476 58 95 362 1448 512 — 1024 362 128 90,5 11,3 4 4532 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 0487 102 256 512 724,1 — — 127,4 38 9,5 0 0 0 4 0805 110 0 32 — — — 5,6 4 0 0 0 0 0 0507 111 256 512 4096 — — 90,5 32 32 19 0 4 8 0465 129 181 181 — 181 — 90,5 42,5 8 16 4 0 0 0
15070 151 5,6 22,6 — — — 45,2 22,6 0 0 0 0 0 0490 152 11,2 5,6 90,5 — — 8 _ 0 0 0 0 0 016061 161 4 11,3 32 — — 0 4 0 0 0 0 0 0524 169 4 32 64 — — 22,6 11,3 0 0 0 0 0 08 173 5,6 19,3 22,6 — — 22,6 0 0 0 0 0 0 0481 178 0 0 — — — 0 0 0 0 0 0 0 0526 184 5,6 16 — — — 64 4 0 0 0 0 0 010255 188 32 22,6 181 — — 11,3 11,3 0 0 0 0 0 0527 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 08113 204 11,3 45,2 — — — 32 11,3 0 5,6 0497 204 0 45,2 304 — — 53 64 0 0 0 0 0 035 226 0 0 — — 32 11,3 4 _ 0 0 0 015112 226 16 45,2 — — 362 22,4 12,1 _ _ 0 0 0 0470 226 45,2 16 — — 16 — 8 _ 0 0 0 013 247 0 4 19,5 — — 8 0 0 0 0 0 0 0428 249 0 22,6 16 — 24,7 8 5,7 _ 0 0 0 06911 250 0 0 16 — 0 0 0 _ _ 0 0 0 016401 252 23 45 — — — 256 16 _ _ 0 0 0 0513 259 0 4 — — 512 0 0 _ _ 0 0 0518 265 0 0 — — — 5,6 4 — — 0 0 0



byla uskutečněna v květnu 1963 komerční adsorbátovou vakcínou proti Šlak 
typu O a A v dávce 20 ml na kus.

SCHÉMA ODBĚRU KRVE

a) U krav byla odebírána krev před pokusnou vakcinací a v den porodu.
b) U telat byla odebírána krev před prvním napitím kolostra, potom za 

2, 6, 12, 24, 48, 72 hodin, za 7, 14, 21, 28 dní a za 2 a 3 měsíce po prvním 
napití kolostra.

c) Současně s odběrem krve u telat byly odebírány 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 dní po porodu.

SEROLOGICKÉ VYŠETŘENÍ

Odstředěním získaná séra ze vzorků krve a mléka byla inaktivována při 
56° C po dobu 30 minut až do vyšetření uložena při teplotě —30° C.

Všechny vzorky krevních sér i mléka krávy a jejího telete byly vyšetřovány 
na přítomnost virusneutralizačních protilátek vždy jednorázově na stejné sérii 
zkumavkových tkáňových kultur připravených z primárních telecích ledvinových 
buněk.

Virusneutralizační test byl prováděn v 1 ml systému. Při neutralizaci viru 
bylo použito stabilní dávky viru typu A (100 TKIDso/0,1 ml) a dvounásob- 
ného postupného ředění séra nebo mléka. Neutralizace probíhala při laboratorní 
teplotě po dobu 90 minut. Na 1 zkumavku s tkáňovou kulturou se přidávalo po 
0,2 ml směsi viru a séra. Po 48 hod. inkubaci při 37° C se posuzoval cytopato- 
genní efekt a výpočet Niso podle Reeda a M u e n c h a.

VÝSLEDKY

Výsledky vyšetření virusneutralizačních protilátek v krvi a mlezivu dojnic 
po očkování adsorbátovou vakcínou proti slintavce i výsledky vyšetřování těchto 
protilátek v krevním séru telat jsou uvedeny v tabulkách I a II.

Při vyšetření krve virusneutralizačním testem od 42 krav před pokusnou 
vakcinací byly zjištěny u 29 dojnic v séru specifické protilátky a zbývajících 13 
krav bylo bez prokazatelných protilátek.

Hladina specifických protilátek v kolostru u krav hned po porodu bývá ve 
většině případů průměrně o 3 ředění, výjimečně o 5 ředění vyšší než v jejich 
krevním séru (viz tab. II). Jen ojediněle je titr protilátek v kolostru nižší než 
v krevním séru. Titr protilátek po porodu v kolostru poměrně rychle klesá. U vět­
šiny krav jsou protilátky prokazatelné ještě za 3 dny po porodu a jen u ně­
kterých krav byly zjišťovány ještě za 7 dní po porodu. Výjimečně u 1 krávy 
byly prokázání ještě 14 den po porodu.

Hladina protilátek v krevním séru telat se ve většině případů zvyšuje do 
48 hodin od prvního napití kolostra a potom postupně klesá. Ze 43 telat zařa­
zených do pokusu, u 10 telat, tj. 23,8 %, nebyly zjištěny protilátky po vypití 
kolostra. U 5 z nich bylo možno tento výsledek očekávat vzhledem к tomu, že 
ani jejich matky neměly protilátky v krvi a v mlezivu. Dojnice zbývajících 
5 telat však měly protilátky v krvi před porodem, i v kolostru v dostatečném 
množství. U dalších 33 telat došlo к přestupu specifických protilátek z mleziva 
do séra telat. U 10 telat (23,8 %) byly protilátky prokázány do stáří 1 měsíce,
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u 15 telat (34,8 %) byly zjištěny ještě ve stáří 1 měsíce a u 8 telat (18,6 %) 
ještě ve stáří 2 měsíců.

Ze srovnání hladiny protilátek v krevním séru a kolostru u matek hned po 
porodu a v krevním séru u telat v době, kdy dosahují nejvyššího titru protilátek 
vyplývá, že všechny 3 hodnoty bývají většinou v určitém vzájemném vztahu. 
Určité výšce protilátek v krevním séru matky odpovídá příslušné množství 
protilátek v kolostru a v krevním séru telete.

DISKUSE

Po pokusném očkování a při dalším prověřování hladiny virusneutralizačních 
protilátek u krav bylo zjištěno, že skoro u všech došlo к zvýšení titru protilátek, 
který byl v dosti úzkém vztahu к hladině protilátek před očkováním. U dojnic 
s vysokým litrem protilátek před vakcinaci se imunobiologická reakce projevila 
jen nepatrným zvýšením hladiny virusneutralizačních protilátek. U většiny očko­
vaných krav byl zjištěn výraznější pokles protilátek již za půl roku po očkování, 
při čemž u 5 krav došlo do 1 roku к úplnému vymizení protilátek, u některých 
klesl titr na 4 nebo 6. Přesto u poloviny krav byl titr protilátek v průběhu 2. po­
loletí ještě stále vyšší než před očkováním.

Intensitu koncentrace protilátek z krve dojnic do kolostra lze demonstrovat 
na příkladu průkazu protilátek u dojnice č. 35, u níž se běžnou vyšetřovací metodou 
v krvi již nepodařilo zjistit protilátky. V jejím kolostru však byly za 12 hodin 
prokázány protilátky v titru 1 : 32.

Při porovnání hladiny protilátek v krvi dojnic při porodu a v kolostru lze 
zjistit, že v kolostru může býti až pětkrát vyšší titr protilátek. U některých krav 
však je koncentrace protilátek poměrně menší, nebo dokonce nedosáhne ani hla­
diny protilátek v krvi. Zdá se, že intenzita přechodu protilátek z krve do mleziva 
je závislá na časovém intervalu, mezi vakcinaci a porodem. Cím je kratší tento 
interval, tím vyšší bývá titr protilátek v mlezivu ve srovnání s titrem v krevním 
séru a naopak. Vlivy, které působí na intenzitu prostupu protilátek z krve do mle­
ziva jsme však v naší práci nestudovali.

V kolostru očkovaných krav se udržují protilátky až do 7 dnů, výjimečně u 1 
krávy až do 14 dnů po porodu,. U této krávy (č. 16428) byla 3 dny po porodu zjištěna 
akutní parenchymatózní mastitida, při které, jak je známo, se do mléčného sekretu 
dostává i krevní sérum. Tím lze také vysvětlit nález specifických protilátek v ko­
lostru ještě 14 dní po porodu, tedy v době, kdy v mléčné žláze probíhal ještě zá- 
nětlivý proces.

Z kolostra matek přijímají protilátky telata, u kterých jsou výjimečně pro­
kazatelné už za 2 hodiny, běžně byly zjišťovány při vyšetřování krve odebrané te­
latům za 6 hodin po prvním napití kolostra.

U matky telete č. 428, u kterého byl zjištěn titr specifických protilátek 1 :8 
ihned po porodu, trvala březost 306 dní a po porodu došlo к zadržení plod, obalů. 
Lze předpokládat, že mohlo dojít během březosti vlivem zánětlivého procesu mezi 
klky kotyledonů a karunkulů к těsnějšímu spojení a tím к přechodu protilátek 
z matky na plod intrauterinní cestou. Tuto hypotézu však bude nutno ověřit dalším 
výzkumem. U všech ostatních telat se potvrdily poznatky mnoha autorů, že přenos 
specifických protilátek z matky na tele se neuskutečňuje intrauterinně, ale ko- 
1 ostrém.

Výška počátečního titru protilátek v krevním séra telat je závislá na množství 
protilátek v krvi dojnic. Dojnice dosahují vysokých titrů protilátek od 3 týdnů do 
5 měsíců po vakcinaci. U krav opakovaně vakcinovaných jsme zjistili v některých 
případech dostatečně vysoký titr protilátek i za 12 měsíců po vakcinaci. Z toho vy­
plývá, že je nejvhodnější vakcinovat krávy proti Šlak od 4 měsíců březosti do 3 tý­
dnů před porodem. To se hlavně vztahuje na březí jalovice, u kterých v převážné 
většině jde o prvou vakcinaci. U starších krav, kde se provádí pravidelně jednou 
ročně vakcinace se tento časový interval od vakcinace do porodu může prodloužit. 
Zajímavý je nález u pěti telat, u nichž nebyly zjištěny žádné specifické kolostrální 
protilátky v krevním séra od prvého napití kolostra až do stáří 2 měsíců po porodu, 
i když hladina protilátek v krevním séru i v kolostru u matek byla dostatečně vy­
soká. Při našem studiu jsme příčinu tohoto stavu neobjasnili. Nabízí se vysvětlení
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Graves e (1963), který zjistil, že lze přenos kolostrálníeh protilátek u telat blokovat 
perorálním podáním proteinu nebo odstředěného mléka. Jiní autoři však tuto mož­
nost nepotvrzují (Schoenaers a Kaeckenbeeck 1964, Steck 1962 aj.). 
I v našich pokusech mohlo к takové situaci, kterou uvádí Graves dojít, poněvadž 
v hospodářství se telata po narození uvazují u žlabu mezi dojnice.

ZÁVĚR

Přenos imunity z dojnice kolostrem na tele při slintavce byl sledován u 42 
krav a 43 telat. Bylo zjištěno, že u krav po vakcinaci adsorbátovou vakcínou 
v dávce 20 ml došlo ke zvýšení hladiny virusneutralizačních protilátek, které 
se ve většině případů udržovaly až po dobu 1 roku.

Hladina specifických protilátek v kolostru ihned po porodu je zpravidla vyšší 
než v krevním séru dojnice. V kolostru očkovaných krav se udržují specifické 
protilátky až do 7 dnů po porodu.

Dojnice předávají protilátky telatům jen kolostrem. V krvi telat jsou pro- 
zakatelné až za 2 hodiny nebo krátce po této době od prvního napití kolostra. 
Perzistence protilátek v krvi telat je závislá na počáteční výšce titru v jejich 
krevním séru. Při počáteční vysoké hladině protilátek v krvi telat se udržuje ko- 
lostrální imunita déle než při počáteční nízké hladině protilátek.

Došlo dne 30. 12. 1966
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К вопросу исследования специфического' молозивного иммунитета у телят от вакцинированных 
против ящура коров

Передача иммунитета с коровы на теленка посредством молозива при ящуре изучалась 
у 42 коров и 43 телят. Было установлено, что у коров после вакцинирования адсорбатной 
вакциной в дозе 20 мл повысился уровень вирусонейтрализационных антител, которые в боль­
шинстве случаев сохранялись в течение 1 года.

Уровень специфических антител в молозиве сразу же после отела, как правило, бывает 
выше, чем в кровяной сыворотке дойных коров. В молозиве вакцинированных коров специфи­
ческие антитела сохраняются в течение 7 дней после отела.

Коровы передают телятам антитела лишь посредством молозива. В крови телят антитела 
достоверно установим только спустя 2 часа или немного позже после первого питья моло­
зива. Стойкость антител в крови телят зависит от начальной высоты титра в их кровяной 
сыворотке. При высоком начальном уровне антител в крови телят молозивный иммунитет 
сохраняется дольше, чем при начальном низком уровне антител.
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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 colostrum 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-Immunität bei Kälbern und Kühen, 
die gegen die Maul- mid Klauenseuche vakziniert wurden

Die Übertragung der Immunität von der Kuh auf das Kalb durch das Kolostrum 
bei der Maul- und Klauenseuche wurde bei 42 Kühen und 43 Kälbern beobachtet. 
Man stellte fest, daß bei Kühen nach der Vakzination mittels der Adsorbat-Vakzine 
in einer Dosis von 20 ml eine Erhöhung des Niveaus der virusneutralisierenden Anti­
körper, die in der Mehrheit der Fälle bis ein Jahr erhalten blieben, ein trat.

Das Niveau der spezifischen Antikörper im Kolostrum unmittelbar nach dem 
Abkalben ist in der Regel höher als im Blutserum der Milchkühe. Die spezifischen 
Antikörper bleiben im Kolostrum der geimpften Kühe bis zu 7 Tagen nach dem 
Abkalben erhalten.

Die Milchkühe übertragen die Antikörper auf Kälber nur durch das Kolostrum. 
Im Blut der Kälber sind sie erst nach 2 Stunden oder kurz nach dieser Zeit von 
der ersten Aufnahme von Kolostrum nachweisbar. Die Persistenz der Antikörper im 
Blut der Kälber ist von der anfänglichen Titerhöhe in ihrem Blutserum abhängig. 
Bei einem anfänglichen hohen Antikörper-Niveau im Blut der Kälber bleibt die 
Kolostral-Immunität länger erhalten als bei anfänglichem niedrigen Antikörper­
Niveau.

Adresy autorů:
MVDr. Bohumil S r u b a ř, veterinární fakulta VSZ, Brno, Palackého 1—3,
MVDr. Marie Jiranová, Bioveta, n. p., Terezín
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O. Žák VLIV HYALURONIDÄZY NA DISPERZI 
vakcinačních zárodků a nástup 
IMUNITY PO OČKOVÁNÍ ŽIVOU
Červenkovou vakcínou z kmene wr 2

@ Červenkové zárodky vakcinačního kmene WR 2 dispergují u myší během 
několika dní z místa inokulace do jednotlivých orgánů. Rozšíření zárodků v ce­
lém organismu je jednou z hlavních podmínek pro vytvoření odolnosti proti ná­
sledné vyvolávající infekci (Žák 1965). Dalo se proto očekávat, že když se 
jakýmkoliv způsobem urychlí rozšíření zárodků do organismu, zkrátí se i doba 
mezi očkováním a nástupem chráněnosti.

LITERÁRNÍ PŘEHLED

Při vyhledávání způsobu, jak tohoto urychlení dosáhnout, bylo třeba brát 
v úvahu jeho použitelnost v praxi. Nejrychlejší rozptyl inokula do celého orga­
nismu zaručuje intravenózní aplikace, která však při hromadných očkovacích 
akcích nepřichází v úvahu. Intraperitoneální způsob očkování, blízký co do rych­
losti rozsevu inokula aplikaci i. v., je v rutinní praxi sice možný, nicméně pro 
riziko poranění orgánů dutiny břišní také nepřijatelný. Ostatní v praxi po­
užitelné způsoby parenterální aplikace v porovnání se s. c. podáním nezaručují 
urychlení disperze inokula do organismu.

V klinické praxi, především humánní, se používá к zrychlení rozptylu léků, 
antibiotik, anestik a diagnostických preparátů z místa inokulace ferment hyalu- 
ronidáza, popsaný poprvé Durant— Reynalsem (1928) (Chain a 
Duthie 1939, 1940, G i b i a n 1951, Gebauer 1963, Aderhold 1954, 
Freisleder a Schweier 1957, Žák 1957, Bank 1958, Rembez 
1962 a řada dalších). Zvýšení permeability tkání, vyvolané hyaluronidázou, spo­
čívá v hydrolýze vysokoviskózní hyaluronové kyseliny intracelulární substance 
mezodermu.

Někteří autoři použili hyaluronidázu i к urychlení resorpce preparátů, slou­
žících к specifické prevenci. Berman (1947) referuje o příznivém vlivu na 
imunizační efekt cholerové, [K u d r j a c e v a (1950) a T r i u s a Jaščenko 
(1953)] BCG vakcíny. Při simultánní aplikaci s hyaluronidázou zaznamenal 
Alaverdjan (1962) zvýšení imunogenity tetravakcíny (.Salmonella para­
typhi A, 5. paratyhpi В, Shigella flexneri, Sh. sonnei) a L e n f e 1 d a spol. 
(1956) příznivější léčebný účinek tetanového antitoxinu. Möhlmann a spol. 
(1956) dosáhli při terapii Červenkové infekce homologním sérem a penicilínem 
v kombinaci s hyaluronidázou stejný a v některých případech dokonce i lepší 
teraupetický účinek při jejich subkutánní aplikaci než po intravenózní aplikaci 
těchto preparátů bez hyaluronidázy.

Bylo proto možné očekávat, že hyaluronidáza příznivě ovlivní i pronikání 
Červenkových zárodků do organismu a urychlí tím nástup imunity.
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MATERIAL A METODY

V a к c i n a : 48hodinová kultura kmene WR 2, získaná statickou kultivací 
v kazeinhydrolyzátovém médiu (KH médium) s 10 % pepticky tráveného 
koňského séra. Konečné pH kultivačního média bylo 7,6.

Hyaluronidáza: Komerční preparát Ústavu sér a očkovacích látek Pra­
ha. Lyofilizovaný enzym z býčích varlat s přídavkem chloridu sodného, roz- 
plněný v ampulkách po 1 mg.

Pokusná zvířata: Albinotické myši obojího pohlaví, průměrné váhy 16 
až 18 g, aklimatizované 14 dní na ústavní podmínky.
Při izolaci zárodků z jednotlivých orgánů a vyvolávající infekci jsme postu­

povali stejným způsobem, jaký popisujeme v předcházející práci (Žák 1965).

VÝSLEDKY

Po ověření, že hyaluronizáda není pro myši toxická a neovlivňuje množení 
Červenkových zárodků, zjišťovali jsme v předběžném pokusu, zda v směsi s kul­
turou nemá za následek změnu virulence a imunogenity zárodků kmene WR 2.

К 48hodinové kultuře, obsahující 2 X 109 živých zárodků v 1 ml, nezředěné 
a zředěné KH médiem v poměru IO1 а 10'2, jsme bezprostředně před očkováním 
přidali hyaluronidázu v množství 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 mg na 1 ml. Jedna 
dávka pro myš v množství 0,2 ml tak obsahovala 4 X 108, 4 X 107 resp. 4 X 106 
živých zárodků a 0,2 až 1,0 mg hyaluronidázy. Každým vzorkem jsme očkovali 
po 20 myších s. c. Dalším skupinám po 20 myších, jež sloužily jako kontrolní, 
jsme s. c. a i. perit. inokulovali stejná ředění vakcíny, avšak bez hyaluronidázy. 
Ve všech pokusných skupinách myší jsme po 14 dní sledovali hynutí, pak jsme 
všechny myši, které přežily, spolu s 10 nevakcinovanými, podrobili vyvolávající 
infekci a její výsledek sledovali dalších 11 dní. Z tab. I, v níž je uvedeno hy­
nutí myší po vakcinaci i po infekci, je zřejmé, že nejsou průkazné rozdíly v hy­
nutí myší očkovaných s. c. kulturou s hyaluronizádou v porovnání s hynutím 
myší očkovaných s. c. resp. i. perit. samotnou kulturou. U všech očkovaných 
myší se do 14 dní vyvinula solidní imunita; vyvolávající infekci, jíž do 4. dne 
podlehly všechny myši nevakcinované, přežily všechny vakcinované myši bez 
ohledu na způsob očkování.

Po získání těchto příznivých výsledků jsme přikročili к vlastnímu studiu vlivu 
hyaluronidázy na rychlost disperze Červenkových zárodků do jednotlivých orgánů 
myší a na nástup imunity. К vakcinaci jsme použili 48hodinovou kulturu kmene 
WR 2 s počtem 4—6X109 živých zárodků v 1 ml, kterou jsme inokulovali 240 myším 
s. c. v dávce 0,2 ml spolu s 0,2 mg hyaluronidázy. Ke kontrolním účelům jsme stej­
nou dávku vakciny, avšak bez hyaluronidázy, aplikovali 240 myším i. perit. a 120 
myším s. c. Ze skupiny myší očkovaných vakcinou s hyaluronidázou a z kontrolní 
skupiny očkované i. perit. jsme do 10. dne každý den a pak 15. a 20. den po vakcinaci 
usmrcovali po 10 myších a jejich orgány vyšetřovali na přítomnost Červenkových zá­
rodků. К izolačním pokusům jsme sterilně odebírali srdce, 1 lalok plic, Vs jater, 
ledvinu, slezinu, stehenní kost, část gluteálního svalstva, močový měchýř a mozek 
a u myší očkovaných vakcinou s hyaluronidázou s. c. i podkoží v místě inokulace. 
Ukázalo se, že rychlost disperze zárodků do organismu je po subkutánní aplikaci 
vakciny s hyaluronidázou přibližně stejná jako po i. perit. podání bez hyaluronidázy 
(tab. II). Červenkové zárodky byly izolovány z velké většiny orgánů všech myší již 
za 48 případně 72 hodin po vakcinaci. Jen v mozku — s výjimkou 2 případů — 
nebyly zárodky zjištěny po celou pozorovací dobu. V místě inokulace se po s. c. apli­
kací vakciny s hyaluronidázou zjišťovaly zárodky pravidelně jen do 3. dne. Počínaje 
5. dnem se izolace z podkoží zdařila nejvýše u 20 % myší. Do 20. dne byl zazname­
nán zřetelný pokles počtu pozitivních izolací z jater, svalu a močového měchýře
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I. Vliv i. perit. aplikace a hyaluronidázy na virulenci a imunogenitu kmene Erysl- 
pelothrix insidiosa — WR2 pro myši

V dávce vakciny pro 1 myš

Způsob aplikace

Výsledek

počet 
živých zárodků

mg 
hyaluronidázy vakcinace vyvolávající 

infekce

4x 108

— '■P- 2/20 -/18

s. c.

2/20 -/18

0,2 1/20 -/19

0,4 2/20 -/18

0,6 -/20 -/20

0,8 1/20 -/19

1,0 3/20 -/17

4x 107

— i.p. 3/20 -/17

s. c.

1/20 -/19

0,2 -/20 -/20

0,4 1/20 1/19

0,6 2/20 -/18

0,8 -/20 -/20

1,0 2/20 -/18

4x 106

— i.p. -/20 -/20

s. c.

-/20 -/20

0,2 -/20 -/20

0,4 1/20 -/19

0,6 1/20 -/19

0,8 -/20 -/20

1,0 -/20 -/20

Nevakcinované kontroly — 10/10

Výsledek vakcinace: v čitateli uveden počet myší uhynulých po aplikaci vakciny, 
v jmenovateli počet vakcinovaných myší.

Výsledek vyvolávající infekce: v čitateli počet uhynulých po infekci, v jmenovateli 
počet infikovaných myší.
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II. Výskyt Červenkových zárodků v orgánech myší po subkutánní aplikaci s hyalu- 
ronidázou resp. intraperitoneální vakcinaci
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4/10 3/10 5/10 1/10 3/10 1/10 4/10 2/10 -/10 10/10

2. 4/10 8/10 9/10 7/10 6/10 5/10 6/10 3/10 -/10 10/10

3. 8/10 8/10 10/10 9/10 10/10 8/10 10/10 7/10 -/10 9/10

4. 9/10 10/10 10/10 9/10 10/10 7/10 10/10 8/10 -/10 4/10

5. 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 8/10 10/10 10/10 1/10 2/10

6. 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 9/10 10/10 -/10 2/10

7. 8/10 10/10 10/10 10/10 9/10 10/10 10/10 9/10 -/10 1/10

8. 10/10 10/10 10/10 9/10 10/10 8/10 10/10 10/10 -/10 2/10

9. 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 7/10 -/10 -/10

10. 6/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 -/10 1/10

15. -/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.

q 
75<u 
ti o

я

1/10 5/10 4/10 3/10 1/10 -/10 2/10 1/10 -/10 —

2. 4/10 7/10 10/10 6/10 5/10 5/10 5/10 4/10 -/10 —

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. 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 6/10 -/10 —

6. 10/10 8/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 -/10 —

7. 6/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 9/10 10/10 -/10 —

8. 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 čitatelích uveden počet positivních izolaci zárodků, 
v jmenovateli počet vyšetřených orgánů.
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III. Vliv způsobu aplikace vakciiny a hyaluronidázy na vývoj imunity u myší

Způsob 
aplikace 
vakciny

Den 
infekce 

po vakci- 
naci

Počet 
infiko­
vaných 
myší

Úhyny v den po infekci % 
imun­
ních 
myší

0 doba 
přežití 

po infekci1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11.

У CO

1. 10 - 1 5 4 - 0 3,3
2. 10 — 2 4 4 — 0 3,2
3. 10 - - 4 4 2 — - - - - - 0 3,8
4. 10 — - 3 5 1 1 — — - - — 0 4,0
5. 10 — - 1 3 2 2 — — - - — 20 5,94
6. 10 - - 2 — 3 - 1 - - - — 40 7,28
7. 10 — - — - 1 — 1 - - - - 80 10,16
8. 10 — 1 - - 90 10,98
9. 10 - 100 11,2

10. 10 100 11,2
15. 10 100 11,2
20. 10 - - 100 11,2

E Ё 
Ol ^ 
= 2 
>o & d «to

d 9 O S я
G0 >. л

1. 10 - 3 6 1 - - - - — - - 0 2,8
2. 10 - 1 2 2 3 1 1 — — - - 0 4,4
3. 10 — - 1 3 3 — 1 - - - - 20 5,9
4. 10 — — 1 1 — - 1 - - — - 70 9,2
5. 10 100 11,2
6. 10 100 11,2
7. 10 100 11,2
8. 10 100 11,2
9. 10 100 11,2

10. 10 100 11,2
15. 10 100 11,2
20. 10 100 11,2

‘Cd<D
o

2

1. 10 - 3 4 3 — 0 3,0
2. 10 - 2 4 3 1 0 3,3
3. 10 - - 2 2 4 - - - — - - 20 5,6
4. 10 - - 2 1 1 - - - - - - 60 8,2
5. 10 - - - 1 - 1 — — — — - 80 9,96
6. 10 - 100 11,2
7. 10 - 100 11,2
8. 10 — 100 11,2
9. 10 100 11,2

10. 10 — 100 11,2
15. 10 100 11,2
20. 10 - 100 11,2

Kontroly 10 - - 5 4 1 0 3,6

a zárodky zcela vymizely nebo byly izolovány jen výjimečně z plic a srdce. Naproti 
tomu procento izolací ze sleziny, ledvin a kostní dřeni nejevilo klesající tendenci ani 
20. den p. v.

Za účelem zjištění vlivu hyaluronidázy na rychlost nástupu imunity jsme 
současně s usmrcováním podrobili 10 myší z každé skupiny vyvolávající infekci. 
Hynutí myší jsme sledovali 11 dní po infekci a z dosažených výsledků vypo-
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čítali procento imunních myší a metodou podle Balčeva (1962) průměrnou 
dobu přežití infekce.

Ve skupině vakcinované samotnou vakcínou s. c. uhynuly všechny myši infi­
kované do 4. dne p. v.; infekci vykonanou 5. den přežilo 20 % myší. Počet pře­
živších myší vzrůstal až do 9. dne, kdy už byly proti infekci chráněny všechny 
myši. Ze skupiny, jíž byla aplikována vakcína s. c. ve směsi s hyaluronidázou, 
přežilo infekci vykonanou na 3. den 20 %, na 4. den 70 % a na 5. den již 100 % 
myší. Ve skupině očkované i. perit. se úplná chráněnost vyvinula 6. den p. v. 
U obou posledních skupin bylo více než 50 % myší immuních již 4. den, zatímco 
ve skupině očkované s. c. bez hyaluronidázy teprve 7. den p. v. (Tab. III.)

Při infekci uskutečněné 24 hodin po očkování byla u všech tří vakcino- 
vaných skupin průměrná doba přežití průkazně kratší než u kontrolních, ne- 
vakcinovaných myší. Nejkratší dobu přežití vykazovala skupina myší, očkova­
ných současně vakcínou a hyalurodidázou. Ve skupinách myší, které obdržely 
vakcínu i. perit. anebo s. c. bez hyaluronidázy, jsme pozorovali zkrácení doby 
přežití i při infekci vykonané 48 hodin p. v. Naproti tomu myši, očkované 
kulturou s hyaluronidázou, přežívaly infekci, provedenou 48 hodin p. v., již 
o něco déle než kontroly. Počínaje 3. dnem p. v. se průměrná doba přežití u všech 
tří vakcinovaných skupin postupně prodlužovala, a to nejvíce u skupiny očko­
vané vakcínou s hyaluronidázou (obr. 1, tab. III).

Abychom zjistili, jaký vliv má velikost dávky enzymu na vývoj imunity 
a zda při s. c. aplikaci vakcíny s hyaluronidázou postačí к vyvolání imunity 
menší počet zárodků než při stejném podání samotné vakcíny, očkovali jsme s. c. 
skupiny po 10 myších kulturou ředěnou od 101 po 10"8 současně s různými dáv­
kami hyaluronidázy a stejnými ředěními kultury bez hyaluronidázy s. c. a i. perit. 
Za 14 dní jsme myši všech skupin infikovali virulentním kmenem. Výsledky 
uvedené v tab. IV ukazují, že rozdíly mezi jednotlivými skupinami nebyly signi­
fikantní. Jak při s. c. aplikaci vakcíny s hyaluronidázou tak při s. c. nebo i perit. 
vakcinaci bez hyaluronidázy imunizovala 100 % myší dávka nejméně 6 X 104 
živých zárodků. Po očkování počtem zárodků o 1 logaritmickou jednotku nižším 
se procento imunních myší pohybovalo u jednotlivých skupin mezi 0 — 40, a to 
nezávisle na dávce hyaluronidázy.

IV. Vliv způsobu aplikace a hyaluronidázy na imunogenitu vakcíny

Dávka 
hyaluronidázy 

pro 1 myš

Způsob 
aplikace 
vakciny

Počet živých zárodků ve vakcinační dávce

6x 108 6x 107 6x 106 6x 105 6x 104 6x 103 6 x 102 6x 101

výsledek vyvolávající infekce

— s. c. -/9 -/8 -/10 1/10 -/10 10/10 9/10 10/10

— i.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 S. C. -/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 čitateli uveden počet uhynulých, v jmenovateli celkový počet infikovaných myší.
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Obr. 1. Vývoj imunity u myší po očkování živou Červenkovou vakcinou různým 
způsobem
Vysvětí.: kontrolní doba: průměrná doba přežití po infekci u kontrolních, nevakci- 
novaných myší; — imunní doba: teoreticky vypočítaná doba trvání pokusu; při do­
sáhnutí této průměrné doby přežití jsou všechny myši v skupině imunní

DISKUSE

Dosažené výsledky potvrdily náš předpoklad, že kombinací živé Červenkové 
vakciny s hyaluronidázou je možno značně urychlit disperzi zárodků do jed­
notlivých orgánů. Rychlost rozsevu Červenkových zárodků do většiny orgánů se 
po s. c. aplikaci vakciny s hyaluronidázou, v porovnání s výsledky po jejím podá­
ní stejným způsobem bez hyaluronidázy (Žák 1965) přibližně zdvojnásobí a je 
stejná jako po i. perit. aplikaci samotné vakciny. Vysoké procento pozitivních izo­
lací ze sleziny, kostní dřeni a lymfatických uzlin 20. den po vakcinaci nasvědčuje 
tomu, že zrychlením disperze pomocí hyaluronidázy se nemění ani doba per­
zistence zárodků v organismu ani jejich afinita к některým orgánům.

Podobně jako po s. c. podání samotné vakciny (Žák 1965) nezjistili jsme 
ani po očkování vakcinou spolu s hyaluronidázou proniknutí zárodků do mozku. 
Pro rozdílnost našich výsledků od výsledků Tácu a spol. (1961, 1962), refe­
rujících o nálezu Červenkových zárodků kmene WR 2 v mozcích vakcinovaných 
myší i holubů, jsme nenašli vysvětlení.

Urychlení disperze zárodků do jednotlivých orgánů je úměrné zkrácení časo­
vého intervalu mezi očkováním a nástupem imunity, které představuje u myší 
až 4 dny. I když nemožno přímo porovnávat výsledky, docílené pomocí hyaluroni­
dázy Möhlmannem a spol. (1956) při terapii červenky sérem a penicilí­
nem s výsledky našich pokusů s živou vakcinou, je pozoruhodné, že hyaluroni- 
dáza měla v obou případech stejný účinek: Urychlila léčebný resp. imunizační 
efekt v stejné nebo i větší míře než očkování intraperitoneální či intravenózní 
cestou.

Stejně jako v předcházející práci nepotvrdily se ani tentokrát údaje
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Gheorghiu a spol. (1958) o vývoji chráněnosti během 4 — 5 dní po s. c. 
aplikaci samotné živé vakciny z kmene WR 2. Tohoto efektu jsme dosáhli teprve 
pomocí hyaluronidázy.

Příčinu urychlení nástupu chráněnosti myší proti vyvolávající infekci účinkem 
hyaluronidázy nutno vidět ve včasném osídlení orgánů zárodky vakcinačního kmene, 
při čemž chráněnost může spočívat buď ve včasném navození imunitních mecha­
nismů organismu anebo v inhibici multiplikace zárodků virulentního kmene použi­
tého к čelenži, jak předpokládají Tajima a spol. (1957). Podstata účinku hyaluro­
nidázy se urychlením rozptylu zárodků z místa inokulace do jednotlivých orgánů 
omezuje na zkrácení případně odstranění stadia adaptace zárodků na nové prostředí 
v místě inokulace. Sotva je možno se domnívat, že by hyaluronidáza mohla ovlivnit 
imunogenitu Červenkové vakciny anebo obranyschopnost organismu v takové míře, 
jak to vyvozuje Alaverdjan (1962) z pokusů s tetravakcinou. Svědčí pro to jak 
zjištění, že hyaluronidáza ani ve velkých dávkách neovlivnila počet živých zárodků 
potřebných na vyvolání imunity (k dosažení imunity při použití hyaluronidázy je 
potřebný přibližně stejný počet živých zárodků jako bez ní), tak i skutečnost, že 
v obou případech docházelo účinkem nespecifické obrany к inaktivaci přibližně stej­
ného počtu zárodků.

Toto považujeme současně za příčinu zjištění, že podobně jako W i i d i к (1958) 
v pokusech s kmenem AVRg, jsme ani my nepozorovali při očkování sestupnými 
dávkami vakciny z kmene WR 2 pravidelný postupný pokles v počtu imunních myší. 
V několika případech bylo po očkování jedním ředěním vakciny imunních plných 
100 % myší, a po vakcinaci dalším desetinásobným ředěním již žádná myš.

Z našich pokusů, sledujících vliv dávky hyaluronidázy na imunogenitu vakciny, 
lze jen nepřímo usuzovat na závislost mezi dávkou tohoto fermentu a rychlostí dis­
perze, jak o ní pojednává Hechter (1947). Domníváme se, že urychlení nástupu 
imunity dosažené pomocí 0,2 mg hyaluronidázy je na hranicích možností reaktibility 
a obranyschopnosti organismu a že by další zvýšení dávky fermentu, aby se disperze 
vakcinačních zárodků ještě více urychlila, už sotva mohlo zkrátit dobu potřebnou 
к vývoji imunity.

Inokulace kmene WR 2 současně s hyaluronidázou nezvyšuje jeho virulenci pro 
myši. Hynutí po vakcinaci se pohybuje ve stejných mezích jako po očkování bez 
hyaluronidázy (Gheorghiu a spol. 1958, Žuffa a spol. 1960). Období sensibili- 
zace organismu myší, trvající po očkování samotnou vakcinou 2 až 3 dny, (Žák 1963, 
1965), se zkracuje na jediný den.

Z AVER

Po aplikaci živé Červenkové vakciny z kmene WR 2 v kombinaci s hyaluroni­
dázou v dávce 0,2 mg na jednu myš se rychlost disperze zárodků do jednotli­
vých orgánů, v porovnání se stejným způsobem aplikace bez hyaluronidázy, 
přibližně zdvojnásobí; z většiny orgánů lze zárodky izolovat již za 48 případně 
72 hodin po očkování.

Časový interval mezi očkováním a nástupem imunity se zkrátí natolik, že 
se vyrovná nebo i předčí rychlost vývoje imunity po aplikaci samotné vakciny 
intraperitoneálně. Vyvolávající infekci, vykonanou 4. den po podání vakciny 
s hyaluronidázou přežilo 70 %, 5. den již 100 % myší.

Současná aplikace kultury kmene WR 2 a hyaluronidázy nezvyšuje jeho 
virulenci; zkracuje období sensibilizace po vakcinaci na přibližně jeden den.

Nezjistilo se, že by hyaluronidáza zvyšovala imunogenitu živé Červenkové 
vakciny.

Došlo dne 30. 12. 1965
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после прививки живой вакцины рожи штамма WR2

После прививки живой вакцины рожи штамма WR2 в комбинации с гиалуронидазой 
в дозе 0,2 мг на одну мышь скорость дисперсии зародышей, в отдельные органы, по сравнению 
с таким же способом прививки без иалуронидазы, примерно удвоится; у большинства органов 
можно зародышей изолировать уже спустя 48, а иногда и 72 часа после прививки.

Отрезок времени между прививкой и наступлением иммунитета сокращается настолько, 
что он выравнивает или даже превосходит скорость развития иммунитета после интрапери- 
тонетального введения одной только вакцины. Вызванную инфекцию, проведенную на 4-й день 
после вакцинирования иалуронидазой, перенесло 70 %, а на 5-й день — уже 100 % мышей.
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Одновременное введение культуры штамма WR2 с иалуронидазой не увеличивает 
его вирулентности; это сокращает период сенсибилизации после вакцинирования приблизи­
тельно до одного дня.

Увеличения иммуногенитета живой вакцины рожи в результате введения иалуронидазы 
установлено не было.

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 %, 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.

Einfluß der Hyaluronidase auf die Dispersion der Vakzinationskeime und auf den 
Eintritt der Immunität 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, annähernd verdoppelt; von der Mehr­
heit der Organe kann man die Keime bereits nach 48 bzw. 72 Stunden nach der 
Impfung isolieren.

Der Zeitintervall zwischen der Impfung und dem Eintritt der Immunität wird 
derart gekürzt, daß er der Schnelligkeit der Entwicklung der Immunität nach in­
traperitonealer Applikation alleiniger Vakzine gleichgestellt ist, oder dieselbe sogar 
übertrifft. Die hervorgerufene Infektion, die am 4. Tage nach dem Verabreichen der 
Vakzine mit Hyaluronidase durchgeführt wurde, überlebten 70 %, die am 5. Tage be­
reits 100 % der Mäuse.

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

Man stellte nicht fest, daß die Hyaluronidase die Immunogenität der lebendigen 
Rotlaufvakzine etwa erhöhen würde.

Adresa autora:
Dr. Otokar Žák, Bioveta, n. p., Nitra
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К. Černík VLIV TEPLOTY NA HEMAGLUTINACNÍ 
AKTIVITU A INFEKCIOZITU NĚKTERÝCH 
KMENU NDV

I. MOŽNOST CHARAKTERISTIKY KMENU RŮZNÉ 

VIRULENCE POMOCI INAKTIVACE TEPLEM

Я Fyzikální a chemické vlastnosti, jako velikost, tvar, citlivost vůči pH, teplu 
a různým chemickým prostředkům jsou vedle charakteristických kultivačních 
a sérologických znaků významným vodítkem pro typizaci a třídění virů. Inakti- 
vace virové suspenze zahřátím na 50° C po 30 minut je podle H u ck a (1964) 
vhodným testem pro třídění virů do skupin. Viry skupiny neštovic jsou poměrně 
termostabilní, zatímco skupina herpesvirů a myxovirů, mezi něž patří i Myxo­
virus multiforme, původce pseudomoru drůbeže, je termolabilní. Termostabili- 
tou se liší i reoviry od labilních picornavirů.

U viru pseudomoru drůbeže lze teplem postihnout jeho hemaglutinující, 
infekční i hemolytickou složku. Úkolem této práce bylo zjistit, zda je možno 
tepelnou inaktivací prvních dvou složek odlišit nebo charakterizovat jednotlivé 
kmeny viru pseudomoru drůbeže (NDV) s rozličnou virulencí.

LITERÁRNÍ PŘEHLED

Schopnost jednotlivých kmenů viru pseudomoru drůbeže (NDV) aglutinovat 
erytrocyty je v rozsahu teplot 50—60° C různě trvalá, podobně jako u jiných hema- 
glutinujicích virů (H a 11 a u e r 1950). Stupeň termorezistence je podle Han son a 
(1949) charakteristickou vlastností, vhodnou pro rozlišení jednotlivých kmenů. Může 
se měřit časovým obdobím nutným k inaktivaci hemaglutininu při určité konstantní 
teplotě, a to při 56° C podle H a n s o n a a 52° C podle Acocelly (1955), nebo vy­
stavením virové suspenze působení různých teplot po určitou dobu.

Stabilita hemaglutininů 31 kmenů vůči teplotě 56° C kolísala mezi 5 minutami 
až 6 hodinami (Hanson 1949). Bushnell a Erwin (1950) zjistili u 5 kmenů, 
izolovaných z místních vzplanutí, že hemaglutinační (HA) schopnost se snižuje 
při 56° C a rychle klesá při 58° C. Kirkham (1962) pozoroval rychlý pokles HA 
aktivity u termolabilních linií mezi 47—52° C, zatímco stabilní si uchovaly HA akti­
vitu i1 při 56° C. Podle Lancastera (1962) se hemaglutininy lentogenních kmenů 
B-l a F inaktivují při 56° C do 15 min.

Termostabilita virů není však jejich trvalým a neproměnlivým znakem. Je 
ovlivňována složením prostředí, v kterém je virus suspendován, jakož i způsobem 
a dobou skladování virového materiálu. Sklon k poklesu termostability nastává 
často i po dlouhodobém pasážování viru v kuřecích embryích (KE).

Nitzschke a Schmittdiel (1963) zkoumali termostabilitu hemaglutininů 
u 22 terénních a 4 vakcinačních kmenů NDV při 56° C. U lentogenních, mezogenních 
a 12 terénních kmenů zjistili pokles HA aktivity během 15 min. na méně než 1 :10. 
Jen v jednom případě došlo k zachováni HA aktivity i po 120 min. U 14 kmenů 
byly opakovaným vyšetřením zjištěny shodné výsledky, u 8 kmenů pozorováno ko-
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lísání v rozsahu jednoho časového intervalu a u 4 kmenů byly v rozmezí 15—120 
min. zaznamenány rozdíly mezi jednotlivými vyšetřeními. Watanabe (1964) roz­
děluje kmeny ND V podle termostability hemaglutininů (56° C 30 min.) na stabilní ■— 
terénní, virulentní a labilní — vakcinačni, avirulentní nebo slabě virulentní.

Infekční schopnost NDV byla inaktivována podle Far i na se (1930) při 55° C 
a vyšších teplotách po 30 minutách, zůstala však zachována při 50° С. I у e r (1943) 
udává, že NDV byl usmrcen zahřátím na 50° C a výše. Podle Brandlyho (1946) 
ztratily kmeny H a 11914 infekciozitu po 30 min. při 60° C nebo během 45 min. při 
55° C. Bushnell a Erwin (1950) stanovili bod termální inaktivace mezi 58 a 
64° C po 30 min. A spi in (1949) zjistil infekční tekutiny aktivní ještě po 45 min. 
při 56° C, ale nikoliv po 60 min. Při zkoumání termostability 4 kmenů NDV různé 
virulence zjistili Foster a Thompson (1957), že jejich schopnost přežít mimo 
živočišný organismus je závislá spíše na původním množstvím viru než na jeho 
virulenci.

T o 1 b a et al. (1962) porovnávali účinek teploty 50, 60 a 70° C na HA aktivitu 
a infekčnost u 3 kmenů viru pseudomoru a 5 kmenů, resp. linií viru klasického 
moru. Zjistili, že teplota 50° C po dobu 5 min. neovlivňuje HA aktivitu ani infekč­
nost kmenů NDV. Po 30 min. došlo к mírnému poklesu HA aktivity a výraznému 
poklesu infekčnosti, v 60. minutě nezjištěn další pokles HA aktivity, ale infekčnost 
poklesla na nulové hodnoty. Ve 120. min. byl zaznamenán opět pokles HA aktivity.. 
U kmenů klasického moru začal pokles HA aktivity až v 60. nebo 120. min. He- 
maglutinační schopnost NDV se inaktivuje během 5 min. při teplotách mezi 53 a 
56° C, infekčnost za stejnou dobu při teplotách 56, 59 resp. 60° C. Pro virus klasic­
kého moru jsou nutný vyšší teploty (58—60° С) к inaktivaci HA aktivity.

V pokusech H a n s o n a (1949) přežilo všech 31 vyšetřených kmenů NDV 15 
min. při 56° C, tři byly inaktivovány mezi 15—30 min., 25 mezi 30 a 180 min. a tři 
další si uchovaly infekciozitu i po 180 min. Z jednoho kmene byly získány mutanty, 
které odolávaly teplotě 56° C i po 240 min., naproti tomu rodičovská generace přežila 
jen 60 min.

MATERIAL A METODIKA

Ve svých pokusech jsme použili 3 kmeny lentogenní: B-l (Hitchner), La 
Sota a F (Asplin), 4 mezogenní: Roakin (R), Lederle (L), Hertfordshire (H) 
a Komarov (Haifa, К) a 2 kmeny virulentní, 2455/6 a 366/4. Všechny kmeny 
jsme získali ze sbírky virových kmenů Biovety n. p. v Nitře. Z velogenních 
kmenů, používaných v Biovetě n. p. Nitra к čelenži pokusné drůbeže, byl kmen 
2455/6 izolován r. 1955 z mozku uhynulé slepice na ŠVVÚ Bratislava 
(Ž u f f a et al. 1956, Škoda, Žuffa 1956, 1958), kmen 366/4 v r. 1963 
z vrány popelavé na Katedře infekčních chorob Veterinární fakulty VŠP v Ko­
šicích (V r t i а к et al. 1964). U kmene Roakin byla vyšetřena jeho 21. sériová 
pasáž na kulturách kuřecích embryonálních buněk (KEB). Pokusně byl vyšetřen 
i neidentifikovaný kmen, který kontaminoval virus ptačí difterie během jeho 
sériového pasážování na kulturách KEB.

Všechny kmeny byly uchovávány v lyofilizovaném stavu. Virus pro pokusné 
účely jsme získali infekcí lOdenních KE ředěním 10’3 při lentogenních a mezo- 
genních — ředěním 10"5 při velogenních kmenech dávkou 0,2 ml do alantoidní 
dutiny. KE, infikovaná velogenními a mezogenními kmeny, byla inkubována při 
37° C 48 hod., lentogenními kmeny 72 hod. Směs infekčních alanto-amniotických 
tekutin (AAT) z 10 — 12 KE jsme ředili fyziologickým roztokem s veronalovým 
nárazníkem o pH 7,0 —7,1 v poměru 1 : 10 a rozplnili po 3 ml do 9 zkumavek, 
zazátkovaných korkovými zátkami.

Osm zkumavek bylo hned po odběru a naředění ponořeno do vodní lázně 
s míchacím zařízením při stálé teplotě 56° C ± 0,2 na dobu 1, 2, 4, 8, 15, 
30, 60 a 120 minut. Jedna zkumavka byla ponechána jako kontrola při labora­
torní teplotě. Po uplynutí stanovené doby zahřívání byly zkumavky s neředěnou
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A AT postupně z lázně vyjímány, zchlazeny proudem tekoucí vody a uloženy 
v chladničce při + 4° C. Po ukončení inaktivace byla stanovena hemaglutinační 
aktivita a infekčnost jednotlivých vzorků. Při stanovení HA bylo к 0,5 ml AAT.. 
ředěné v poměru 1 : 10 — 1 : 5120, přidáno po 0,5 ml 0,5% suspenze kohoutích 
erytrocytů. Reakce byla posuzována za 1 hod. při laboratorní teplotě. Jako HA 
titr bylo odečteno nej vyšší ředění, v němž došlo alespoň к 50% aglutinací 
erytrocytů.

Infekčnost jednotlivých vzorků viru jsme stanovili infekcí zkumavkových 
kultur KEB. Virus jsme ředili v desetinásobných potencích a každým ředěním 
očkovali po 4 zkumavkových kulturách KEB dávkou 0,1 ml. Pomnožení viru 
bylo posuzováno po 6 —7 dnech inkubace při 37° C u mezogenních a velogen- 
ních kmenů zjišťováním přítomnosti cytopatogenního efektu (CPE) a hemagluti- 
ninu, u lentogenních kmenů jen HA testem: Do každé zkumavky bylo přidáno 
po 1 ml 0,5% suspenze kohoutích erytrocytů a HA byla odečítána po 1 hod. 
stání při laboratorní teplotě. U mezogenních a velogenních kmenů byly výsledky 
mikroskopického vyšetření shodné s výsledky HA testu, u lentogenních kmenů 
není pomnožení viru ve zkumavkách, očkovaných vyššími ředěními, doprovázeno 
vývojem CPE. Titr viru byl stanoven akumulačním výpočtem podle R e e d a 
a Muenche (1938).

U každého kmene jsme vyšetření opakovali 2— 4krát. Zjištěné hodnoty jsme 
vynášeli do grafu a interpolací středních hodnot sestrojili křivky poklesu HA 
aktivity a infekčnosti. Aby byla zdůrazněna počáteční fáze inaktivace viru v prv­
ních 10 min., byla použita pro obě křivky společná stupnice času s časovými 
intervaly v geometrické řadě.

VÝSLEDKY POKUSŮ

Křivky, znázorňující pokles HA aktivity, mají zhruba shodný průběh 
u lentogenních a mezogenních kmenů (obr. 1, —3.). Ve všech případech dochá­
zelo к úplné inaktivaci hemaglutininů při 56° C do 15 min., ve většině případů, 
s jedinou výjimkou kmene Hertfordshire (obr. 2.), již do 4 nebo 8 min. V první

1. Křivky inaktivace HA aktivity a infekčnosti lentogenních kmenů NDV při 
teplotě 56° C
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Hertfordshire KomarovLederle

Q—-о НА *—• TKD50

2. Křivky inaktivace HA aktivity a infekčnosti mezogenních kmenů při teplotě 56° C

minutě byl pokles jen mírný, někdy bylo zaznamenáno dokonce proti výchozí 
hodnotě mírné zvýšení. Po 2. min. je pokles výraznější a představuje 1—4 dvoj­
násobná ředění, načež dochází к prudkému zlomu, takže ve většině případů do­
sahuje už ve 4. minutě nulových hodnot nižších než 101.

Na rozdíl od slabě virulentních kmenů vykazoval velogenní kmen 2455/6 
(obr. 4.) do 30. min. jen velmi mírný pokles HA aktivity, nepřesahující jedno 
dvojnásobné ředění. Ke zlomu křivky dochází až mezi 30. a 60. min., kdy hod­
noty HA titru se snižují v průměru o další 4 ředění. Po 120 min. dosahuje HA 
titr hodnoty o 7,5 ředění nižší, než byl výchozí titr, ve dvou případech klesá 
pod minimální pracovní ředění 101, v jednom si uchovává titr 101,3 a v jednom

Q—•D HA *----» TKID50

3. Křivky inaktivace HA aktivity a infekčnosti mezogenního kmene Roakin, jeho
21. pasáže na kulturách КЕВ a neidentifikovaného, kontaminujícího kmene při 
teplotě 56° C
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4. Křivky inaktivace HA aktivity a infekčnosti velogenních kmenů NDV při tep­
lotě 56° C

dokonce 10"2>2 — tj. ředění 1 : 160. Naproti tomu virulentnější kmen 366/4 
(obr. 4.) zaznamenává sice pozvolný, ale pravidelný pokles HA aktivity už po 
2 min. zahřívání a po 120 min. dosahuje ve všech případech nulových hodnot.

Podobně jako průběh křivek HA aktivity, nevykazuje ani průběh křivek 
infekčnosti, odhlédneme-li od různých výchozích hodnot, podstatných rozdílů 
mezi lentogenními a mezogenními kmeny. Výrazný zlom v průběhu křivek se 
zaznamenává po 4 min. a odtud klesají hodnoty infekčnosti pravidelně a dost 
prudce, i když v tupějším úhlu než hodnoty hemaglutininu. Obdobně jako u HA 
aktivity, bylo po 1 min. zahřívání zaznamenáno mírné zvýšení i v případě 
infekčnosti.

Křivka infekčnosti kmene 2455/6 klesá mírně až do 15 min. Ačkoliv tato 
první část křivky je strmější než křivka HA aktivity, ve své druhé části, po 
zlomu, má průběh podobný jako u mezogenních kmenů. Rozdíly mezi průběhem 
inaktivace infekčnosti kmene 2455/6 a 366/4 jsou výrazné. U kmene 366/4 po 
prakticky přímém průběhu do 4 min. dochází к pozvolnému zalomení křivky 
v táhlém oblouku v rozmezí od 4. do 15. min. se snížením infekčnosti o dvě 
logaritmické jednotky. Poslední sestupná část křivky je poměrně pozvolná, při­
čemž po 120 min. dosahuje průměrné hodnoty TKID50 10"2-1.

Pokles hemaglutinační aktivity a infekčnosti kmene Roakin v 21. sériové 
pasáži na kulturách KEB má zhruba stejný průběh jako výchozí virus. (Obr. 3.) 
Křivky inaktivace obou sledovaných komponent kontaminujícího kmene NDV 
z TK jsou typické pro mezogenní kmeny. Bližší identifikace kmene není možná 
podle průběhu inaktivace hemaglutininů a infekčnosti, je však možno s urči­
tostí vyloučit, že jde o velogenní kmen. Protože se v době kontaminace praco­
valo jen s kmeny 366/4 a Roakin, jde pravděpodobně o kmen Roakin nebo 
o jeho linii, pasážovanou na tkáňové kultuře.

Z dosažených výsledků vyplývá, že hemaglutinin lentogenních a mezogen­
ních kmenů NDV je při teplotě 56° C velmi labilní a inaktivuje se prakticky už
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do 8 min. Naproti tomu u velogenních kmenů dochází к úplné inaktivaci hema- 
glutininů až za 120 min., případě později. Protože u lentogenních a mezogenních 
kmenů není významného rozdílu v termorezistenči hemaglutininů mezi jednotli­
vými kmeny, může sloužit stanovení průběhu inaktivace HA aktivity jen jako 
skupinový ukazatel. U velogenních kmenů je průběh inaktivace výrazně odlišný 
nejen v porovnání s oběma skupinami méně virulentních virů, ale i mezi sebou.

Ukazatelem, který je pro diferenciaci obou skupin kmenů s rozdílnou viru- 
lencí typičtější, než termorezistence hemaglutininu, je vztah mezi poklesem HA 
aktivity a poklesem infekčnosti. Mezogenní kmeny se liší od lentogenních hlavně 
poměrem výchozích hodnot, a to relativně nižšími výchozími hodnotami in- 
íekčnosti. Ve skupině lentogenních kmenů se zřetelně odlišují jednotlivé kmeny 
vzájemným poměrem obou inaktivačních křivek, i když tyto rozdíly nelze pova­
žovat za signifikantní. Obě skupiny slabě virulentních kmenů se celým průbě­
hem inaktivace obou komponent výrazně liší od velogenních kmenů, které si 
kromě toho zachovávají svou individualitu v rámci skupiny. Kmen Roakin si po 
21. pasáži na kulturách KEB zachoval nezměněnou termostabilitu hemaglutininů 
a infekčnost vůči teplotě 56° C.

DISKUSE

V pokusech analogických s našimi nezaznamenal Vrtiak (1963) po 90 min. 
působení teploty 55° C infekčnost u žádného z 5 vyšetřovaných kmenů, zatímco 
u 2 kmenů (USA, Véna) se po 120 min. snížil HA titr jen o 1—2 ředění. Na rozdíl 
od těchto pozorování, podle nichž se hemaglutinační schopnost viru zachovala při 
teplotě 50 a 55° C déle než schopnost vyvolat infekci KE, což pozorovala G o 1 d- 
manová a Hanson (1955) jen u termostabilní mutanty kmene NAJ, klesala 
v našich pokusech s výjimkou kmene 2455/6 prakticky ve všech případech křivka 
HA aktivity mnohem rychleji a strměji než křivka infekčnosti pro TK. Tuto skuteč­
nost dokládá Koch (1962) pozorováním thermální inaktivace poliovirů, při níž zvý­
šení teploty působí především změny proteinového obalu, který je u NDV nositelem 
HA aktivity (R o 11 et al. 1963), a RNK, která je nositelem infekčnosti, je poměrně 
termostabilní, a proto je postižena později.

Námi dosažené výsledky nepotvrzují jednoznačně pozorování H a n s o n a (1959), 
že u vakcinačních kmenů dochází při nízkých HA titrech к inaktivaci teplem oby­
čejně rychleji než při vyšších hodnotách. Na druhé straně však poměrně značné 
kolísání HA titrů, zaznamenané v jednotlivých vyšetřeních téhož výchozího viru 
v počátečních fázích inaktivace v rozsahu až 3 ředění a v konečné fázi až do 
8 ředění při pokusech, prováděných za konstantních podmínek, potvrzuje Hanso­
n o v o zjištění, že termostabilita hemaglutininů je ovlivňována nekontrolovatelnými 
faktory prostředí. Rozptyl hodnot TKIDso je při jednotlivých vyšetřeních mnohem 
menší a je vysvětlitelný kolísáním v mezích biologické odchylky. Relativní stálost 
výsledků, získaných tepelnou inaktivaci, dokázal Hanson (podle P i с к e n a 1964), 
který v r. 1958 vyšetřil 83 sbírkových kmenů po působení teploty 56° C a až na 6 
výjimek dosáhl výsledky souhlasné s hodnotami, nalezenými v r. 1955.

Skutečnost, že viry reaguji různě, jsou-li podrobeny působení tepla, vede к hy­
potéze, že tyto rozdíly jsou nějakým způsobem vázány na rozdíly ve složení a 
struktuře virové částice. Předpokládají se dvě možnosti účinku tepla na virovou 
částici a to, buď že následkem různé expanze sub jednotek virové částice dojde к ir- 
reverzibilním změnám jejich prostorové integrity, které mají za následek změnu 
nebo ztrátu funkce virové částice (Pollard 1960), anebo že se působením tepla 
alterují nejdříve nejcitlivější a později méně citlivé složky virové částice, což se 
projevuje různými změnami její aktivity (Picken 1964).

SOUHRN

Vyšetřením rezistence hemaglutininu a infekčnosti vůči teplotě 56° C 
3 lentogenních, 4 mezogenních a 2 velogenních kmenů NDV bylo zjištěno, že 
stanovení termostability NDV je možno použít к diferenciaci virulentních kmenů
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od kmenů se sníženou virulencí. Tato metoda však neumožňuje spolehlivé roz­
lišení kmenů lentogenních od mezogenních. HA aktivita lentogenních a mezo- 
genních kmenů je inaktivována do 4 resp. 8 min., velogenních kmenů mezi 60 
a 120 min. i později. Infekčnost je za stejných podmínek inaktivována mnohem 
pomaleji, mezi 15 a 120 min. i později, přičemž i méně virulentní kmeny mohou 
překonat i hranici 120 minut.

Došlo dne 30. 12. 1905
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Путем исследования устойчивости гемагглютинина и инфекционности к температуре 
56° С трех лентогенных, четырех мезогенных и двух велогенных штаммов NDV было обна­
ружено, что установление термоустойчивости NDV можно использовать для дифференциации 
вирулентных штаммов от штаммов с пониженной вирулентностью. Однако такой метод не 
гарантирует надежного различения лентогенных штаммов от мезогенных. Гемагглютинирую- 
щая (ГА) активность лентогенных и мезогенных штаммов инактивируется в течение 4 или 
8 минут, а велогенных — в пределах 60 —120 минут и больше. Инфекционность при одинако­
вых условиях инактивируется гораздо медленнее — между 15 и 120 минутами и дольче, при­
чем даже штаммы с меньшей вирулентностью могут преодолеть предел 120 минут.

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 Einfluß der Temperatur auf die Hämagglutinationsaktivität und Infektiosität 
einiger Newcastle-Krankheit-Virusstämme (NDV) — I. Die Möglichkeit der Charak­
teristik der Stämme von verschiedener Virulenz mittels der Hitzeinaktivierung

Durch die Untersuchung der Widerstandsfähigkeit von Hämagglutinin und der 
Infektiosität gegen Erhitzung auf 56° C von 3 lentogenen, 4 mesogenen und 2 veloge­
nen NDV-Stämmen stellte man fest, daß die Bestimmung der Thermostabilität von 
NDV zur Differenzierung virulenter Stämme von Stämmen mit herabgesetzter Viru­
lenz angewendet werden kann. Diese Methode ermöglicht jedoch keine verläßliche 
Unterscheidung lentogener Stämme von mesogenen. Die Hämagglutinations-Aktivität 
der lentogenen und mesogenen Stämme wird bis 4 bzw. 8 Minuten, der velogenen 
Stämme von 60 bis 120 Minuten und später inaktiviert. Die Infektiosität wird bei 
gleichen Bedingungen viel langsamer inaktiviert, und zwar zwischen 15 und 120 Mi­
nuten und später, wobei auch weniger virulente Stämme die Grenze von 120 Mi­
nuten überschreiten können.
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I. Kunštýř PŘÍPRAVA A TITRACE HEMOLYTICKÉHO 
V. Bozděch AMBOCEPTORU O VYSOKÉM TITRU

■ Komplementfixační reakce má být podle Sloníma a S 1 o n i m o v é 
(1956) specifická, citlivá, stabilní a reprodukovatelná.

Podle těchto kritérií je třeba přistupovat к dalšímu zkoumání závislostí jed­
notlivých složek reakce a její avidity.

Jednou z poměrně stabilních částí reakce, na nichž se výše uvedená kritéria 
vztahují, je hemolytický amboceptor.

Použití hemolyzinu o vysokém titru umožňuje použít jednak malé množství 
komplementu, jednak vysoké ředění králičího séra. Tím se sníží množství nespe­
cifických bílkovin v reakci, které by mohly nepříznivě ovlivňovat aviditu reakce.

Běžně používané, komerčně vyráběné hemolyziny dosahují nízkých titrů, 
což nás vedlo к tomu, abychom se zabývali postupem přípravy amboceptorů, 
přezkoušeli několik imunizačních schémat a přispěli svými výsledky i jiným 
laboratořím.

Při hledání optimálního způsobu imunizace králíků, vedoucího к získání 
hemolytického amboceptorů o vysokém titru, jsme vycházeli ze staršího, avšak 
málo známého schematu používaného Čupíkem (I960) (viz tabulku I).

MATERIAL a metodiky

Králíci. Pro všechny pokusy jsme použili zdravé králíky plemene činčila 
velká. Celkem bylo použito 46 králíků, převážně samic, pouze v posledním po­
kuse bylo použito samců. Zvířata vážila v průměru 3 kg. Byla chována ve 
standardních klecích v dřevěné, velké, jednoduše zasklené králíkárně, bez mož­
nosti vytápění. Pokusy probíhaly v různých ročních obdobích roku 1964 a 1965. 
Králíci byli krmeni zeleným krmením, popř. senem, ovsem a kořenovou zeleni­
nou, hlavně mrkví. Napájeni byli ad libitum pouze po každém odběru krve, 
jinak bylo pro ně krmivo výhradním zdrojem vody.

Antigen. К imunizaci králíků bylo používáno konzervované beraní 
krve, resp. erytrocytů. Konzervy obsahující 50 % plné beraní krve a 50 % 
modifikovaného Alseverova citrátového roztoku připravuje podle návrhu Čupíka 
a Kunstýře a dodává Bioveta, n. p. Ivanovice na Hané. Pro intradermální imu­
nizaci bylo používáno převážně této krve. К intravenóznímu podání byla užívána 
suspenze erytrocytů ve fyziologickém roztoku (0,87% NaCl) získaných trojím 
propráním obsahu konzervy tímtéž fyziologickým roztokem.

28. den, tj. 6 dní po poslední imunizaci, se králíci vykrvují. S nepodstat­
nými odchylkami bylo schema imunizace dodržováno v průběhu celé práce.
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I. Základní imunizační schema

Imunizační dávka Způsob aplikace, objem a charakter inokula

pořadí den in trakutánně 
plnou krev pauza intravenózně 

prané erytrocyty

1 1. 0,5 ml — 5% roztok — 5 ml
2 3. 0,5 ml — —
3 5. 0,5 ml — —
4 7. 0,5 ml — —
5 12. 0,5 ml 30 min. 5% roztok — 5 ml
6 17. 0,5 ml 30 min. 7,5% roztok — 7,5 ml
7 22. 0,5 ml 30 min. 10,0% roztok — 10 ml

Získávání a uchovávání vzorků. Vzorky krve byly od krá­
líků získány z vena saphena. Vzorky séra uchovávány při 4° C, v několika 
případech při —30° C.

Stanovení hemolytické jednotky. Před vyšetřením byly vzor­
ky sér inaktivovány 30 minut při +56° C. Bylo používáno vlastního morčecího 
nekonzervovaného komplementu, uchovávaného rovněž při —30° C. Krvinky byly 
získávány z uvedených konzerv beraní krve. Do reakce byl používán veronalový 
pufr připravený ze zásobního roztoku (Acidum barbituricum 5,75; Natrium 
barbituricum 3,75; NaCl 85; CaCh bezvodý 0,28; MgCh. б H2O 1,68; Aqua 
deštil, ad 2000) naředěním 1 dílu se čtyřmi díly destilované vody. Pufr má 
pH 6,8. Reakce byla prováděna podle uspořádání uveřejněného v dřívějším sdě­
lení (Bozděch, 1965), pouze s tím rozdílem, že místo Formaplexových de­
sek z umělé hmoty bylo používáno běžných zkumavek „wassermanek“.

VÝSLEDKY

1. pokusná serie. Jde o sérii tří pokusů dohromady se čtyřmi po­
kusnými skupinami, celkem 17 králíků. Všichni tito králíci byli imunizováni 
podle původního schematu (viz tabulku I) s výjimkou 1. skupiny, která dostala 
navíc jednu imunizační dávku 29. den.

Proměnnou veličinou byla roční doba: skupina 1, byla imunizována v únoru 
a březnu 1964 v době, kdy byla silná zima (graf 1, křivka 1), skupina 2 a 3 
v červenci a srpnu 1964 (křivka 2 a 3) a skupina 4 byla v pokuse v říjnu 
a listopadu 1964 (křivka 4). Od všech králíků byly získány kvalitní hemolyziny 
ve vysokých titrech. Titr hemolyzinu je vyjádřen aritmetickým průměrem titrů 
všech členů skupiny (skupiny jsou 4) a znázorněn na obr. 1. Na grafu je patrná 
dynamika narůstání titru. Z této serie pokusů lze vyvodit, že roční doba nehraje 
významnou roli, pokud je ovšem zajištěna dostatečná a správná výživa i v zimě 
a o králíky je dobře pečováno.

2. pokusná serie. Při stanovení vhodného časového intervalu jsme 
vycházeli z vlastních zkušeností při získávání hyperimunního séra proti toxo- 
plazmóze u krys, kdy se zdají být tři týdny optimální dobou к odběru séra od 
zvířat po primární imunizaci. V nedávné době referoval F e c s i к a spol. 
(1964), že optimálním intervalem mezi dvěma antigenními stimuly u myší je 
40 dní.
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Obr. 1. Dynamika titru králičího hemolysinu v různých ročních obdobích při imuni­
zaci ovčími erytrocyty podle základního imunizačního schématu. Jednotlivé křivky 
znázorňují aritmetické průměry jedinců ve skupině.
Křivka 1 = 1. skupina (5 králíků) imunizovaná v únoru a březnu 1964

2 = 2. skupina (4 králíci) imunizovaná v červenci a srpnu 1964
3 = 3. skupina (4 králíci) imunizovaná v červenci a srpnu 1964
4 = 4. skupina (4 králíci) imunizovaná v říjnu a listopadu 1964

Obr. 2. Srovnání dynamiky titru králičího hemolysinu při imunizaci v intervalu 
2 týdnů (a více) = křivka 2 (5 králíků) a při imunizaci podle základního schématu = 
= křivka 1 (5 králíků)
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II.

Den pokusu 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9 10. 11. 12. 13. 14.

Základní imun. 
schéma i i i i i

Zhuštěné imun. 
schéma první i i i i i

Zhuštěné imun. 
schéma druhé i i i i i i

i — imunizace
V — vykrmení králíků

V prvním pokuse dostala skupina pěti králíků antigen v množství a úpravě 
odpovídající první imunizační dávce výchozího schematu (tabulka I), a to třikrát 
v intervalu zhruba dvou týdnů. Jako kontrola sloužila skupina imunizovaná 
podle výchozího schematu, zahrnutá v grafu 1 jako skupina 1. Výsledek znázor­
ňuje obr. 2. Z grafu je patrno, že interval dvou týdnů je u králíků při použití 
ovčích erytrocytů jako antigenu nevhodný к získání séra o vysokém titru.

V druhém pokuse byl zkrácen interval mezi dávkami antigenu na jeden 
týden. Imunizace byly 4. Úprava antigenu a způsob podání při první a druhé 
imunizaci pokusné skupiny souhlasil s první a pátou imunizací kontrolní sku­
piny (skupina znázorněna jako skupina 4 v prvním grafu). Třetí a čtvrtá imuni­
zace odpovídala 6. a 7. imunizaci u kontrolní skupiny. Výsledek je znázorněn 
na obr. 3. Ukazuje se, že optimální interval mezi jednotlivými imunizacemi je 
zřejmě kratší než 1 týden.

3. pokusná serie. V této sérii byly provedeny dva pokusy se změně­
ným imunizačním schématem, a sice „zhuštěným“ od páté imunizační dávky. 
Navíc byla u jedné skupiny přidána jedna imunizace, a to 24. den pokusu. Obě 
pokusná schemata se navzájem odlišují jen v detailech, což spolu s odchylkou 
od výchozího schematu znázorňuje tabulka II.

iďfe

Obr. 3. Srovnání dyna­
miky titru králičího he- 
molysinu při imunizaci 
v intervalu 1 týdne = 
křivka 2 (4 králíci) a při 
imunizaci podle základ­

— ního schématu = křiv- 
ON(j ka 1 (4 králíci)
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15. 16. 17. 18. 19. 20. 21. 22. 23. 24. 25. 26. 27. 28. 29. 30.

" i

i

i

i

i

V

i

V

V

Výsledky obou pokusů se zhuštěným imunizačním schématem znázorňuje 
obr. 4. Z grafu je patrná značná podobnost dynamiky titru obou pokusných 
skupin při zhuštěném imunizačním schematu. Obě křivky jsou srovnatelné 
s křivkami titrů při výchozím imunizačním schematu (graf 1). Rozdíly jsou ne­
významné. Zdá se, že toto schema nezvyšuje titr u imunizovaných králíků, 
i když by bylo třeba pro přesnější vyjádření pozdějšího odběru. V obou případech 
mají křivky ještě ku konci vzestupný charakter.

Při těchto dvou pokusech byl také ověřován vliv pohlaví na imunitní od­
pověď: к prvému pokusu bylo použito samic a ke druhému samců. Soudě podle 
grafického znázornění dynamiky titru obou skupin, není podstatný rozdíl v imu­
nitní odpovědi u samic a samců.

4. pokusná serie. Zahrnuje dva pokusy, ve kterých jsme se snažili 
ověřit vliv způsobu podání antigenu na protilátkovou odpověď při opakované 
imunizaci.

V prvním pokuse bylo srovnáváno zhuštěné imunizační schema s imunizací 
podle téhož schematu, avšak s vynecháním všech čtyř intravenózních aplikací 
antigenu. Snížil se tím sice celkový objem podaného antigenu, přesto však lze 
soudit, že tento způsob, tj. samotná intradermální imunizace — nehledě na

Obr. 4. Dynamika titru 
králičího hemolysinu při 
užití zhuštěného imuni- 
začního schématu. Srov­
nána dynamika titru 
u samců a u samic. 
Křivka 1=1. skupina 
—• 5 králíků, samic 
Křivka 2 = 2. skupina 
— 5 králíků, samců 35 DNŮ
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Obr. 5. Dynamika titru 
králičího hemolysinu při 
imunizaci intradermál- 
ní — křivka 1 (5 králí­
ků) a intramuskulární 
— křivka 2 (5 králíků)

DAV

jeho spornou proveditelnost při použití větších objemů antigenu — nemůže sám 
o sobě, bez kombinace s intravenózním podáním, zajistit dostatečný titr hemo- 
lyzinu. Výsledek znázorňuje křivka 1 v obr. 5.

Ve druhém pokuse jsme srovnávali zhuštěné imunizační schema s imuni­
zací podle stejného schematu, avšak s tím rozdílem, že všechny intravenózní 
aplikace antigenu byly nahrazeny intramuskulárními. V tomto případě byly 
přesně dodrženy stejné objemové poměry, takže do organismu králíků se dostalo 
objemově stejné množství antigenu.

Výsledek znázorňuje křivka 2 v grafu 5. Je zřejmé, že intramuskulární apli­
kace antigenu není v tomto případě vhodná к získání hemolyzinu o vysokém 
titru.

Aby bylo možno naše výsledky lépe hodnotit, požádali jsme dr. Závadovou, 
která spolupracuje s dr. Slonimem, aby přešetřila několik našich vzorků ambo- 
ceptoru metodou, kterou uvádí Sloním v knize „Mikrobiologické vyšetřovací 
metody“ (1958) a podle které pracuje u nás celá řada sérologických laboratoří. 
Zatím byly srovnány 4 vzorky, což však, doufáme, pro orientační srovnání 
postačí. Výsledek je uveden v tabulce III.

III.

Vzorek 
hemolytického amboceptorů 1 2 3 4

Titr

stanovený postupem 
podle Bozděcha 300 000 152 000 240 000 76 000

stanovený postupem 
podle Sloníma 20 000 16 000 20 000 10 000

Jelikož stejného postupu, kterého použila dr. Závadová, používá při ohod­
nocování svých komerčně vyrobených amboceptorů ÜSOL, znamená to, že nej­
lepší vzorky námi připraveného amboceptorů mají asi dvojnásobný až deseti­
násobný titr proti hemolyzinům dosud vyráběným.
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DISKUSE

Výsledky experimentů potvrzují výhodnost kombinace intradermálního a intra- 
venózního podání antigenu — beraních krvinek — pro přípravu králičího hemoly- 
zinu s vysokým titrem. Vhodnost staršího imunizačního schematu stanoveného 
pravděpodobně na podkladě úvahy a empirie byla ověřena experimentálně.

Intradermální aplikace antigenu, užívaná při imunizacích relativně zřídka, vy­
chází z úvahy, že při shodném embryonálním původu pokožky a CNS (ektoderm) lze 
očekávat intenzivnější stimulaci tvorby protilátek, jestliže se intravenózní podání kom­
binuje s intradermálním. Primární kontakt organismu s antigenem při první imu- 
nizační dávce (tabulka I.) je mohutnější. Tři další, výhradně intradermální imuni- 
zační dávky — druhá až čtvrtá podle tabulky I. — napomáhají v době induktivní 
fáze a počátku produktivní fáze tvorby protilátek adaptaci organismu na antigenní 
podnět. Poslední tři intradermální aplikace antigenu při páté až sedmé imunizaci 
spadají do doby intenzivní tvorby protilátek a mají působit desenzibilizačně, tj. mají 
zabránit tomu, aby se zvířata bezprostředně po aplikaci vysokých dávek antigenu 
nedostala do šokového stavu.

V našich pokusech nebyly dosud vyčerpány všechny dílčí otázky. Mimo jiné je 
třeba vyzkoušet některé další způsoby aplikace antigenu a ověřit tak některé lite­
rární údaje, které uvádějí, že intraperitoneální podání je poněkud výhodnější (Dra­
per, Süssdorf 1957).

Dále je třeba stanovit experimentálně nejvhodnější kvantum antigenního ino- 
kula a vyzkoušet různé úpravy antigenu, jako je používání stromat hemolyzovaných 
erytrocytů, event, zahřátých.

Vzhledem к tomu, že stanovování hemolytické jednotky a sérologické metodiky 
vůbec nejsou mezinárodně standardizovány, uvádějí různí autoři různé postupy a vý­
sledky pak jsou obtížně srovnatelné. Domníváme se, že námi zavedený postup 
(В o z d ě c h 1965) má určité výhody a proto jej používáme. Tento postup používá 
geometrické titrační řady, kde sousední zkumavky se liší obsahem hemolyzinu zhruba 
o 26 %, jak bylo naznačeno i u Bengtsona (1944) a Friedmana (1960) a peč­
livě propracováno Schmidt-Burbachem a Schwartzem (1965). Druhým 
poznatkem sledujícím reprodukovatelnost výsledků titrace je ta okolnost, že zjištěná 
jednotka amboceptoru jako nejvyšší ředění amboceptoru, které zcela hemolyzuje 
příslušný hemolytický systém za přítomnosti komplementu, je jednotkou jen rela­
tivní, která je do jisté míry v nepřímé závislosti na obsahu komplementu. Thom­
sen (1910) uvádí, že zvýšení hodnot amboceptoru může vést ke snížení hodnot kom­
plementu, podobně již Noguchi (1923) a M á 1 e к a Raška (1939) uvádějí, že 
komplement a amboceptor se do jisté míry vzájemně doplňují. Doporučujeme proto 
používat к titraci amboceptoru takového množství komplementu, jehož další zvýšení 
nevede к většímu zcitlivění krvinek hemolytického systému к amboceptoru. Použí­
váme ve shodě s řadou autorů titraci emboceptoru v přítomnosti nadbytku komple­
mentu (Takaki, Bonis a Koreí 1926, Cohn 1936, Eaton a Rickard 1941 
a Morenz a Rommel 1964).

V dosavadních pokusech jsme pro jednoduchost neuvažovali individuální váhu 
králíků při každé imunizaci, takže skutečné množství antigenu připadající na jed­
notku váhy se u jednotlivých zvířat poněkud lišilo. To je jedno z vysvětlení pro indi­
viduální rozdíly. Kromě toho má řada dalších faktorů vliv na individuálně rozdílnou 
protilátkovou odpověď. Uveďme alespoň některé: pohlavní cyklus, kondice zvířete, 
výživný stav a krmivo, podmínky okolí, jako je teplota, vlhkost, světlo, psychické 
faktory, sociální faktory (otázka počtu zvířat v kleci), roční doba a řada dalších 
nejmenovaných a také neodhalených faktorů. Samozřejmě, že prvořadý význam má 
zdravotní stav zvířete. Domníváme se, že vliv ročního období a pohlaví nehraje 
takovou roli, jako vliv dobré výživy, kondice, ustájení a zacházení se zvířaty.

Z A VĚR

Na modelu králičího hemolyzinu proti beraním krvinkám byly experi­
mentálně sledovány různé variance hyperimunizačního postupu: vliv časového 
intervalu, způsobu aplikace, roční doby, pohlaví. Bylo navrženo hyperimunizační 
schema zajišťující získání hemolytického amboceptoru pro vazbu komplementu
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s titrem 2 až 1 Okřát vyšším než má dosud vyráběný, obchodně dodávaný ambo­
ceptor. Schema imunizace, která trvá 28 dní, má 7 intradermálních a 4 intra­
venózní aplikace antigenu.

Došlo dne 30. 12. 1965
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Приготовление и титрация гемолитического амбоцептора высокого титра
На модели кроличьего гемолизина против бараньих кровяных телец в эксперимен­

тальном порядке изучались различные варианты гипериммунизирующего процесса: влияние 
интервала времени, способа введения, времени года, пола. Была предложена гипериммуниза­
ционная схема, обеспечивающая получение гемолитического амбоцептора для связи компле­
мента с титром, большим в 2 —10 раз, чем до сих пор вырабатываемый и находящийся в про­
даже амбоцептор. Схема иммунизации, продолжающейся 28 дней, рассчитана на 7 внутри­
кожных и 4 внутривенных введений антигена.

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 autorů:
Ivo К u n s t ý ř, prom. vet. lékař, Veterinární výzkumné středisko, Praha-Motoi, 
MUDr. Václav В o z d ě c h, Serologická laboratoř Neurologické kliniky akad. Hen- 
nera, Praha
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J. Menšík TVORBA A DYNAMIKA PROTILÁTEK 
PRl CHŘIPCE PRASAT

IV . PROTILATKOVA ODPOVĚĎ PO EXPERIMENTÁLNÍ 

INFEKCI NOVOROZENÝCH SELAT

И Všeobecně se soudí, že novorozený savec není imunologicky zcela neschop­
ný, i když v neonatální imunitní odpovědi může existovat jistá kvantitativní 
insuficience (Smith 1960). Četné pokusy ukázaly, že doba vzniku prvních 
protilátek u mládat závisí na kvalitě a množství použitého antigenu a zpožděná 
tvorba protilátek není pravděpodobně způsobena jen neschopností mládat reago­
vat na antigen, ale především tím, že je zpomalena syntéza sérových bílkovin 
(Šterzl, Říha 1957, Hoerlein 1957).

LITERÁRNÍ PŘEHLED

Další pokusy (Šterzl 1960) potvrdily, že selata normálně i předčasně 
narozená jsou schopna tvořit protilátky i když syntéza protilátek je u nich po­
malejší, než u dospělých; její začátek však nezávisí na absolutním vyzrání mlá­
ďat, ale na tom, kdy se poprvé setkají s antigenem.

Pokusy, prokázat tvorbu protilátek ještě v době intrauterinního života byly 
u bovinních fetů při použití živé suspenze leptospir úspěšné (F ennestad 
a Borg-Patersen 1957), u prasečích fetů, po aplikaci antigenu S. para­
typhi В nebo В. suis, neúspěšné (Šterzl a spol. 1960).

Další práce (Silverstein a spol. 1963) zaměřené na ověření imuno- 
genní aktivity mláděte v průběhu intrauterinního vývoje ukázaly značné rozdíly 
mezi jednotlivými antigeny. Autoři zaznamenali signifikantní tvorbu protilátek 
u ovčího plodu již 66. a 77. den březosti, po aplikaci bakteriofágu X, zatím co 
difterický toxoid, Salmonella typhosa a BCG se ukázaly neúčinné.

Také kolostrální výživa ovlivňuje nesporně aktivní tvorbu protilátek u mlá­
dat domácích zvířat jak v kladném, tak i záporném smyslu. (Hoerlein 1957, 
Jerne 1955, 1960, Segre a Kaeberle 1962).

V předchozí práci (Menšík, Zemiček 1963) jsme upozornili na to, 
že normálně, sáním odchovávaná selata jsou schopna tvořit cirkulující protilátky 
proti virovému antigenu podstatně dříve než po aplikaci antigenů bakteriálních.

Po podkožní a intraperitoneální aplikaci živého viru Influenzae suis jsme 
zaznamenali signifikantní titry protilátek již ve věku 7 — 10 dnů. Tvorba těchto 
protilátek není tedy závislá na tvorbě vlastního g-globulinu a kolostrem pasivně 
přijatý „nespecifický“ g-globulin není příčinou inhibice tvorby těchto protilátek.
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Mohutnou protilátkovou odpověd jsme zaznamenali zejména u selat, která 
se během manipulace s antigenem spontánně infikovala. Snažili jsme se tedy 
v další sérii pokusů objasnit závislost protilátkové odpovědi selat na přítomnosti 
antigenu v plicní tkáni, kde se virus rychle rozmnožuje a zvyšuje tak intenzitu 
antigenního podráždění.

Modelový pokus takto sestavený, odpovídá podmínkám přirozené infekce 
vnímavých selat ihned po narození, v silně zamořeném prostředí a umožňuje 
sledovat imunitní odpověd v průběhu rozvíjejícího se infekčního procesu.

MATERIAL A METODIKA

Jako antigen byla použita alantoidní tekutina kuřecích embryí (KE), infi­
kovaných laboratorním kmenem Influenzae suis (M 1957).

Pokusná selata, stejně jako v dřívějších pokusech pocházela od zdravých 
prasnic, nakoupených v chovu prostém respiračních infekcí. Infikovali jsme je 
bezprostředně po narození, ještě před napitím kolostra, dávkou 10 X 106 KE 
ID50. Pro aplikaci antigenu jsme zvolili techniku intranazální infekce v hluboké 
chloroformové narkóze tak, že virus byl zvolna vkapáván střídavě do obou nos­
ních otvorů a přítomnost tekutiny v plicích byla kontrolována auskultací.

SLEDOVANÍ dynamiky protilátek a množství viru v plicích

Selatům jsme odebrali krev před napitím a do 48 hod. po napití kolostra 
a pak v jedno i vícedenních časových intervalech. Krevní séra jsme vyšetřovali 
na přítomnost HI a VN protilátek orientačně do 2 — 3 dnů po odběru, zbytky 
sér, uložené při —10° C byly vyšetřeny po skončení pokusu.

HI protilátky jsme zjišťovali modifikovanou Hirst-Salkovou metodou na 
plotnách z plexiskla v 0,4 ml systému proti 8 HA na jednotku viru (M e n š í к 
I960). VN protilátky byly stanoveny metodou podle Horvatha v suspendovaných 
TK v otáčivých zkumavkách, proti 1000 ID50 viru.

Obsah viru v plicích jsme stanovili titrací 10% suspenze plicní tkáně selat, 
usmrcených za různě dlouhou dobu po infekci, na KE, a výpočtem podle Reada 
a Muencha.

VYSLEDKY

Předkládané výsledky zahrnují pokusy na 2 vrzích selat od prasnic prvniček, 
serologicky negativních, které byly ve třetím měsíci březosti převedeny na ústav 
a drženy v přísné izolaci od ostatních prasat.

Výsledky jsou přehledně uvedeny v tabulkách a v grafech.
Po experimentální infekci vnímavých selat, bezprostředně po narození, se 

virus v plicích rychle pomnožuje a maximálního titru dosahuje do 30 hodin po 
infekci. Vysoký obsah viru v plicích je pak zjišťován až do čtvrtého dne po in­
fekci. Od pátého dne množství viru v plicní tkáni postupně klesá tak, že od 
10. dne se dá virus prokázat jen v neředěné 10% suspenzi plicní tkáně a často 
teprve po 2 — 3 slepých pasážích.

Tvorba protilátek nastupuje obdobně jako po parenterální aplikaci viru již 
v prvních dnech po infekci a signifikantní titry HI a VN protilátek jsou v jed­
notlivých případech prokazovány za 5 — 7 dní po narození (viz tab. I a II). Dy­
namika protilátek v prvních týdnech života je vyznačena na grafu 1. Vztah hla­
diny protilátek к obsahu viru v plicní tkáni v různých fázích vývoje patologického 
procesu je vyznačen na grafu 2.
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I. Průkaz cirkulujících HI a VN protilátek po experimentální infekci selat ihned po narození
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II. Průkaz cirkulujících HI a VN protilátek po experimentální infekci selat ihned po narození
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Obr. 1. Tvorba protilátek 
u selat po experimen­
tální infekci virem Infl. 
suis bezprostředně po 
narození.
osa x: stáří selat 
v týdnech
osa y: průměrné hodnoty 
v titru protilátek
--------- protilátky HI 
-------- protilátky VN

Obr. 2. Obsah viru v plicní tkáni a hladina protilátek u selat po experimentální 
infekci virem Influenzae suis bezprostředně po narození.
osa x: stáří ve dnech
osa у dole: titr protilátek
osa у nahoře: infekční titr 10°/0 suspense plicní tkáně (log KE JD50)
--------- protilátky HI
---------protilátky VN

ZHODNOCENÍ VÝSLEDKŮ A DISKUSE

Uvedené výsledky jsou v souhlasu s názory, že doba vzniku prvních protilátek 
u mláďat závisí na množství a kvalitě použitého antigenu (S t e r z 1 a Ríha 1957). 
Tyto kvantitativní rozdíly se uplatňují i u antigenů, které se přirozeně osazují 
v organismu a rozmnožují se intensivně v tkáních (E. coíi). Celkové množství anti­
genu je pak v podstatě vyšší, než antigenu uměle vpraveného (S t e r z 1 1960). Je 
pravděpodobné, že střevní lymfatická tkáň reaguje na antigen E. coli mimořádně 
citlivě (Šterzl, Kostka a spol. 1960). Předpokládáme, že také živý virus Influen­
zae suis se v plicní tkáni uplatňuje jako antigen, stimulující tvorbu protilátek mno­
hem účinněji než po aplikaci parenterální.
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Rozdíly v kvalitě použitého antigenu se ukázaly rozhodující v pokusech o vyvo­
lání tvorby protilátek u fetú. V souhlase s pracemi Silversteina a spol. (1963), 
který dokázal tvorbu protilátek u ovčích fetů jen proti bakteriofágu X, zatím co 
difterický toxoid, Salmonella typhosa a BCG se ukázaly neúčinné, předpokládáme, 
že příčinou rozdílů v délce induktivní fáze tvorby protilátek u mláďat imunizova­
ných v různých stadiích postnatálního vývoje, může být vedle množství i druh použi­
tého antigenu. Protilátková odpověď na virový nebo fágový antigen je zřejmě mno­
hem časnější než na antigeny bakteriální.

Při hodnocení aktivní tvorby protilátek u selat po narození musí být brán 
v úvahu způsob odchovu selat a jejich výživa; vzhledem к tomu, že ve své práci jsem 
používal jen selata normálně odchovaná a kolostrem živená, u nichž se mohla ve 
smyslu Jerneho teorie (Jerne 1955, Burnet 1959) uplatnit přeformovaná proti­
látka stejně jak se snažili dokázat ve svých pokusech Segre a Kaeberle (1962), 
nemohu vlastní výsledky srovnávat s pracemi autorů, kteří experimentovali se selaty 
bezkolostrálními. Do jaké míry se „nespecifický“ kolostrální gamaglobulin podílel 
na tvorbě protilátek proti antigenu Injluenzae suis nedá se na základě výsledků re­
ferovaných pokusů rozhodnout. Tvorba vlastních protilátek v tak raném období post­
natální ontogenézy může být vysvětlována přítomností nespecifického kolostrálniho 
gama-globulinu nebo přeformované protilátky, která svou biochemickou skladbou 
patří do jiné bílkovité frakce krevního séra, nebo schopností selat tvořit gama-glo- 
bulin samostatně hned po narození.

Z AVER

V modelových pokusech jsme sledovali aktivní tvorbu protilátek u selat, tra­
dičně (sáním) odchová váných, po intranazální aplikaci živého viru Influenzae 
suis bezprostředně po narození.

Virus se v plicích rychle pomnožuje a nejvyšších titrů (108 9 KE ID50) 
dosahuje již za 30 hodin po infekci. Tato vysoká hladina viru, která se udržuje 
v plicích až do 4. dne po infekci, zajišťuje mohutnou antigenní stimulaci a vy­
volává tvorbu protilátek, které jsou zjišťovány v signifikantních litrech již u selat 
5 dní starých. Od pátého dne po infekci titr viru v plicích rychle klesá, úměrně 
s vzestupem hladiny protilátek.

Došlo dne 30. 12. 1965

Technická spolupráce: Marie Hájková
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Образование и динамика антител при гриппе свиней

IV. Реакция антител после экспериментального инфицирования новорожденных поросят

В модельных опытах изучалось активное образование антител у поросят, выращенных 
традиционным способом (на подсосе), вследствие введения в нос живого вируса influenzae 
suiss непосредственно после их рождения:

В легких вирус быстро размножается, наибольших титров (Ю8-9 KE IIOso) он дости­
гает уже спустя 30 час. после инфицирования. Этот высокий уровень вируса, сохраняемый 
в легких вплоть до 4-го дня после инфицирования, обеспечивает сильную антигенную стиму­
ляцию и вызывает образование антител, встречающихся в значительных титрах уже у 5-днев­
ных поросят. Начиная с 5-го дня после инфицирования титр вируса в легких быстро пони­
жается пропорционально повышению уровня антител.

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 (IO8"9 
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 Antikörper bei der Schweinegrippe

IV. Die Antikörperreaktion nach experimenteller Infektion neugeborener Ferkel

In Modellversuchen verfolgten wir die aktive Bildung der Antikörper bei den 
auf übliche Weise (durch Saugein) aufgezüchteten 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 höchsten Titer 
bereits nach 30 Stunden nach der Infektion. Dieses hohe Virusniveau, das sich in der 
Lunge bis zum 4. Tag nach der Infektion erhält, gewährt eine mächtige antigene Sti­
mulation und ruft die Bildung von Antikörpern, die in signifikanten Titern bereits 
bei 5 Tage alten Ferkeln festgestellt werden, hervor. Vom fünften Tag nach der 
Infektion senkt sich der Virustiter in der Lunge rasch, und zwar proportionell mit 
der Erhöhung des Antikörperniveaus.
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