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E. Salajka PRISPEVEK K NAZORUM NA
ETIOPATOGENESU KOLIENTEROTOXEMIE
SELAT PO ODSTAVU

B Charakteristické onemocnéni selat po odstavu, popsané v Irsku Shank-
sem (1938) jako ,neobvykly stav postihujici zazivaci organy prasat®, bylo po-
stupné oznacovdno radou pojmi jako edémova nemoc, choroba odstdvéat, koli-
toxikéza, hemorhagickd gastroenteritis, enterotoxicky kolibacilarni syndrom a ko-
lienterotoxemie. Prehled literdrnich adaji zvefejnénych o této chorobé az do konce
r. 1963 zpracovali u nds Salajka a Gilka (1964).

LITERARNI PREHLED

Ve vyvoji nazori na etiologii kolienterotoxemie mély stéZejni vyznam nékteré
poznatky, jako zjisténi, ze pti kultivaci ze stfeva prasat uhynulych na edémovou
nemoc byly izolovany zpravidla ¢isté porosty hemolytickych koliformnich za-
rodkt (Gregory 1955); moznost zafadit tyto kmeny Escherichia coli podle
0-antigent k nékteré ze ¢tyt séroskupin, a to 08, 0138, 0139 a 0141 (Sojka,
Lloyd, Sweeney 1960); experimentdlni reprodukce syndromu edémové ne-
moci u prasat i.v. podanim extrakti z E. coli izolovanych z nemocnych kusid
(Erskine, Sojka, Lloyd 1957).

Pfi studiu koliflory prasat s kolienterotoxemii bylo zji§téno, Ze vysoky obsah
hemolytickych kmend E. coli v zaZivadlech je nejen u nemocnych jedincii, ale
i u zvifat spolu s nimi ustdjenych (Willinger 1964). Hemolytické kmeny
E. coli lze najit v riznych vékovych kategoriich prasat. Willinger (1964)
je nalézal nejcastéji u odstavéat (u 68 % ) a méné ¢asto u sajicich selat a prasat
star§ich (u 20 % ). U odstavéat prevazuji hemolytické kmeny E. coli ve druhém
tydnu po odstavu, coz trva nékolik dni a pak zase vymizi (Zimmerhackel
1963). Za pficinu pfevladnuti hemolytickych kmend E. coli u této kategorie pra-
sat pokladaji néktefi autoti (Kretzschmar 1961, Willinger 1964) zmé-
ny v podminkdch odchovu spojené s odstavem, jako je napf. zména krmiva
a zpusobu krmeni, zména stije, zména v obsluhujicim personalu, zména v po-
casi apod. Kumulace téchto zmén s dal§imi zatéZzovacimi zasahy, jako jsou kastra-
ce, vakcinace, odéervovani, koupele, transport, jsou pokladiny za pfic¢inu stressu,
ktery podmifiuje vznik kolienterotoxemie (Weinland 1964).

Ve stfevni flofe jsou vedle sebe rtizné sérotypy E. coli, které nezistavaji
stalymi symbionty, ale mohou byt nahrazeny jinymi. Zatimco u zdravych jedincti
s apatogennimi kmeny je mozny vyskyt vice sérotypi vedle sebe, pfi onemoc-
néni zndmymi patogennimi typy byva pfitomen jen jeding (Kaufmann,
Perch 1943, Willinger 1964).
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Smith (1963) studoval hemolyziny u kultur E. coli a uvadi, ze hemolyzin
sérotypii E. coli patogennich pro prasata je filtrabilni (oznaéil jej jako alfa) a je
antigenni. U jinych kultur nalézal hemolyzin neoddélitelny od bunék (oznaceny
beta), ktery je neantigenni a nefiltrabilni. V bézné populaci prasat zjistil pri-
kazné titry protilatek neutralizujicich alfa-hemolyzin.

Nazory na imunologické poméry u kolienterotoxemie se rtizni. Néktefi auto-
fi referovali o moZnosti séroterapie (Bouckaert, Oyaert, Sierens 1960,
Gregory 1960, Hess, Suter 1958, Lemcke, Bellis, Hirsch 1957,
Timoney 1957), jini zase upozorfiuji na neantigenni povahu toxického fak-
toru v extraktech z kultur E. coli (Gitter, Lloyd 1957, Sweeney, Sojka,
Lloyd 1960) nebo na zvlastni vnimavost k onemocnéni u zvifat s vysokym
titrem protilatek proti sérotypim E. coli specifickym pro kolienterotoxemii (Git-
ter, Lloyd 1957, Pascucci, Varani, Testi 1962).

Buxton Thomlinson (1961), Thomlinson, Buxton (1962,
1963), Thomlinson (1963) uvadéji, ze u vétsiny prasat se vyskytuji v zazi-
vadlech v malém mnozstvi sérotypy E. coli sdruzené s edémovou nemoci a he-
morhagickou gastroenteritidou. Tato zvitata se stavaji hypersenzitivni viéi uve-
denym zarodkim absorpci malych ddvek polysacharidu uvolnéného z jejich tél.
Zmeéna v dieté a prostfedi muze vyvolat zna¢né pomnozeni hemolytickych E. coli
ve stfevé. Dochdzi k absorpci relativné velkého mnoZzstvi bakteridlnich poly-
sacharidii ze stfeva, a to vede u prasat k anafylaktickému Soku, coz se proje-
vuje charakteristickymi symptomy a lézemi edémové choroby a hemorhagické
gastroenteritidy.

Willinger (1964) uvadi, ze pri sérologickém vySetrovani nezjistil zad-
nou ptitomnost aglutinint proti proti E. coli séroskupin 0138 a 0141 u kusi
uhynulych ¢i nemocnych, ani u zdravych prasat s vysckym obsahem hemolytic-
kych E. coli v trusu. V nasledujicich tydnech Zivota nedcslo u téchto prasal
k vzestupu aglutinini proti homolognim kmentim.

U selat je mozna alergizace prostfednictvim kolostra nejen proti heterolognim
bilkovindm (Sizaret, Reculard Caraes, Virat1964a,b,c), ale i pro-
ti antigenim bakteridlnim (Hoerlein 1957). Avsak ucinek protilatek preda-
vanych prasnici selatim neni omezen jen na kolostrum. Podle nékterych zjiste-
ni se uplatiiuje obzvla§té proti stfevnim infekcim vyrazné mléko matek po celou
dobu kojeni (Butko 1963, Miller akol. 1962, Portmann 1962). Owen
a kol. (1961) predpokladaji, ze kontinualni pfijem imunnich globulint v mléce
matek se uplatiuje jako koproantilatky. <

Na vyznam aktivné tvotenych koproantilatek pii enterdlnich infekcich po-
ukazoval jiz v r. 1919 Adam (cit. Sedlak, Rische 1961). Z tkazu, zZe
tyto protilatky byvaji prokazatelné ve stolici dfive nez v cirkulujici krvi, bylo
dedukovéno, ze jsou produktem specifického imuniza¢niho procesu lokalizovaného
ve sliznici stfevni.

Experimentalni reprodukce kolienterotoxemie u prasat peroralnim poddvanim
kultur E. coli se dosud nezdatila. Radou autort (cit. Salajka, Gilka 1964)
uvadéné experimentéalni p¥ipady vyvolané parenteralni aplikaci extraktii z obsahu
zazivadel nemocnych kusi nebo extrakti z kultur E. coli jsou sice podobné pfi-
rozenym pripadiim nemoci, aviak ve viech téchto pripadech §lo o $ok bud endo-
toxinovy, nebo anafylakticky. Mezi témito dvéma druhy Soku neni rozdil po
strance klinické a patologicko-morfologické (Weil Spink 1957).
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VLASTNI PRACE

Ve vlastni praci byla zeméfena pozornost na nékteré okolnosti majici vztah
k etiopatogenese kolienterotoxemie prasat. Jsou to zejména:

1. sérologické uréeni O-antigent vét§iho po¢tu kmenu E. coli izolovanych
z terénnich pfipadi kolienterotoxemie selat po odstavu;

2. informativni vySetfeni imunitniho stavu prasnic a selat v chovech s vy-
skytem kolienterotoxemie;

3. sledovani zmén v enteralni koliformni fléte selat po odstavu za podmi-
nek vylouéeni fady faktorti oznaovanych za pfi¢inu pfevladnuti patogennich
hemolytickych sérotypi E. coli u selat v tomto obdobi;

4. soustavné vysetfovani sérologické odezvy na E. coli u prasat v souvis-
losti s kratkodobym prevlddnutim patogenniho sérotypu E. coli v enteralni fléfe
u selat po odstavu.

MATERIAL A METODIKA

Kmeny E. coli pro sérotypizaci byly zalozeny z hemolytickych koliformnich
porosti vykultivovanych ze stfevniho traktu a z mezenterialnich miznich uzlin
656 selat uhynulych kratce po odstavu, u nichz podle klinického a patomorfo-
logického nalezu bylo vysloveno podezfeni na kolienterotoxemii.

Vzorky krve pro vySetfeni imunologické odezvy byly odebrany punkci usni
zily u 110 prasnic a 120 selat ve &tyfech chovech se staciondrnim vyskytem
kolienterotoxemie. V sérech byl vySetfovan titr aglutinind proti O-antigentm
a K-antigentim &tyf sérotypi E. coli specifickych pro kolienterotoxemii prasat.

Sérotypizace kment E. coli a sérologické vySetfovani aglutinini v sérech
prasat byly providény pomalou aglutinaci metodikami podle Edwardse
a Ewinga (1957). Aglutina¢ni séra a srovnavaci materidl byly stejné jako
v predchozi praci (Salajka 1966).

Pro sledovani koliformni fléry u -selat po odstavu byl zalozen pokus na
ttech vrzich selat chovanych tak, ze byla vyloudena vét§ina faktorii oznacova-
nych za pfi¢inu pfevladnuti hemolytickych kment E. coli v zazivadlech téchto
zvifat v obdobi po odstavu. Kastrace kaneck byla provedena ve véku tfi tydnd.
Prikrmovéni selat pfed odstavem a krmeni po odstavu bylo provedeno stejnym
zptisobem s pouzitim krmiva o stejném slozeni. Selata byla odstavena ve stafi
8 tydnt tak, ze byla ponechdna v puvodnich kotcich; pfemistény byly prasnice.
Ubytek matetského mléka byl nahrazen egallzovanym mlékem v dévce Y% | na
kus a den. OSetfujici osoba zlstala stejnd. Jedind zména, kterou selata mohla
pocitit, byl odchod prasnic-matek a s tim souvisejici ndhrada matetského mléka
mlékem kravskym.

V porostech ze vzorki trusu odebiranych z rekta selat po 19 dnti ode dne
odstavu byl sledovan pomér koliformnich kolonii hemolytickych a nehemolytic-
kych. Podle jejich zastoupeni bylo denné od kazdého kusu zakladédno 5 kmeni z izo-
lované vyrostlych kolonii. Sérologické vySetfeni O-antigénéi u takto ziskanych
2170 koliformnich kultur bylo provedeno pomalou aglutinaci s pouZitim osmi
sér, kterymi bylo mozno uréit somatické antigeny E. coli 02, 06, 08, 023, 0117,
0138, 0139 a 0141.

U uvadénych tfi vrhit pokusnych selat byl v obdobi od narozeni az do stafi
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Graf 1. Kolienterotoxemie odstavéat. Frekvence séroskupin E. coli podle O-antigenu

ze 656 pripadii onemocnéni,
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20 tydni provadén jednou tydné odbér krve. U sér ze vSech odbéri u téchto
selat a z nékolika odbérti u jejich matek byla vySetfena hladina aglutinina
proti O-antigenim a K-antigenim E. coli sérotypu 0139 : K82(B) a sérotypu
stajového 0141 : K85 (B).

VYSLEDKY

A. AGLUTINACNI URCENI O-ANTIGENU U KMENU E. coli

Tato typizace byla provedena u 713 kmentu izolovanych ze 656 terénnich
pfipadi kolienterotoxemie. Jelikoz u pfipadd, kde bylo typovdno vice kmeni,
byly zji§tény vidy shodné O-antigeny, je hodnocen kazdy kus jen jednim kmenem.
Vysledek typizace je uveden na grafu 1.

Pouzitim 51 aglutinaénich sér bylo z celkového poétu 656 pripadi zafazeno
652 pripadi (99,4 %) ke 25 riiznym séroskupinam E. coli podle 0O-antigend.
Prevazna ¢ast pripadi — 87,4 % (555 kust) byla zafazena ke 4 séroskupinam,
a to: 0139 — 39 % (255 kust), 0141 — 19,2 % (126 kust), 08 — 18 %
(118 kusii) a 0138 — 8,5 % (56 kusi). U malé ¢&asti pripadi — 14,7 %
(97 kust bylo mozno zjistit néktery z jinych 21 O-antigeni nebo ojedinélé
kombinace 2—3 antigent. 26 séry z pouzivanych 51 nebyl aglutinovan ani je-
diny kmen. Tato séra nejsou prevazné v grafu uvedena. Nezafazeny zistaly
4 pripady (tj. 0,6 %).

B. IMUNOLOGICKA ODEZVA NA SEROTYPY E. coli TYPICKE PRO
KOLIENTEROTOXEMII

Kromé variabilnich hodnot titrd aglutininu proti sérotypim 08 : K88 (L),
0138 : K81(B) a 0141 : K85(B) byly ve vsech pripadech zjistény vyrazné hla-
diny aglutinind proti sérotypu 0139 : K82(B). Na grafu 2 jsou uvedeny zazna-
my z protokolu o vySetfeni aglutininu proti antigenim E. coli 0139 : K82(B)
v lokalité JZD Mistfice, kde byla u kust uhynulych na kolienterotoxemii opétovné
izolcvdna hemolytickd monokultura E. coli 0139 : K82(B).

U vsech prasnic tohoto stida byly zjistény vyrazné titry (1:40—320)
aglutinint proti antigenu K82(B) a u vétsiny i proti antigenu 0139. U selat
v raném postnatidlnim obdobi jsou rovnéz dosti vysoké hladiny aglutinini anti
K82(B), které s postupujicim vékem klesaji a ve stafi kolem 8 tydni naby-
vaji opét vys§ich hodnot. U ¢tyf devititydennich selat pfed uhynutim na koliente-
rotoxemii byly zjistény aglutininy proti K-antigenu stdjového typu E. coli jesté
v fedéni 1:40 az 1:80. Aglutininy proti somatickému antigenu byly prokaza-
telné jen v niz§im fredéni.

Stejné vysledky byly ziskany i v jinych lokalitich s vyskytem kolienteroto-
xemie selat po cdstavu (VUO Kromé¥iz, JZD Branisovice, VUVL Brno).

C. KOLIFORMNI FLORA SELAT V OBDOBI PO ODSTAVU

Vysledky ziskané pfi sledovani téchto pomért u t¥i vrhii selat jsou uvedeny
na grafech 3 a 4.

V den odstavu a v nejblizsich nésledujicich dnech byly v porostech ze
vzorki trusu zjiStény pouze nehemolytické koliformni kolonie. B&hem druhé po-
loviny prvého tydne po odstavu se objevily u viech selat hemolytické porosty
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Graf 3. Dynamika koliformni flory v rektu selat v obdobi po odstavu. Stiidani rz-
nych sérotyptt nehemolytickych a hemolytickych kment E. coli ve vrhu bez klinic-
kych priznakt kolienterotoxemie,

E. coli, které na nékolik dni ve druhém tydnu tdplné prevladly a na pocatku
tfetiho tydne po odstavu opét vymizely. U selat ve vrhu ¢ 1 (graf 3) se v této
dobé vystiidaly dva hemolytické sérotypy E. coli. Nejprve to byl sérotyp se
somatickym antigenem 023 a pak sérotyp s antigenem 0141.
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Graf 4. Dynamika koliformni flory v rektu selat v obdobi po odstavu. Stridani ruz-
nych sérotypu mehemolytickych a hemolytickych kmenu E. coli u vrhu, v némz doslo
k onemocnéni kolienterotoxemii.

Stejné poméry byly zjistény i u vrhu ¢. 2.
Ve vrhu ¢. 3 (graf 4)pfevladl ihned sérotyp s antigenem 0141. V tomto

vrhu onemocnélo 9. den po odstavu sele ¢. 27 za ptiznaku typickych pro kolien-
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terotoxemii a nasledujiciho dne uhynulo. V 11. den onemocnélo stejné sele ¢. 30
a bylo utraceno. U ostatnich selat vSech tfi vrhi se v tento den projeviio me-
chutenstvi, doprovazené u nékolika kusi ve vrhu ¢. 3 vravoravou chuzi. K dal-
§im ztrdtam jiz nedoslo, ackoli nebyly provedeny Zadné lecebné zakroky.

U selat po odstavu dochazelo ke stfidani riznych sérotypu E. coli ve ctyi-
az pétidennich intervalech. Pfi objeveni se hemolytickych sérotypt je ndpadné
jejich pfevladnuti az na monokulturu ve srovnani s poméry ve dnech jinych,
kdy bylo mozno u nékterych selat prokdzat 3—4 sérotypy E. coli soucasné vedle
sebe.

D. SEROLOGICKA ODEZVA NA E. coli U PRASAT V SOUVISLOSTI S KRATKO-
DOBYM PREVLADNUTIM PATOGENNIHO SEROTYPU E. coli V ENTERALNI
FLORE V OBDOBI PO ODSTAVU

U viech 28 selat uvadénych tfi pokusnych vrha bylo provadéno jednou za
tyden sérologické vySetfeni na pritomnost aglutinini proti antigenim E. coli
0139 : K82(B) a 0141 :K85(B), a to v obdobi od narozeni az do stari 20
tydni. Na grafu 5 je uveden vysledek téchto vySetfeni u jednoho namatkou
vybraného kusu, ktery charakterizuje poméry u celého 28¢lenného souboru téchto
prasat. Viechna selata méla ihned po narozeni prukazné hladiny aglutinini proti
scmatickym antigenim 0139 a 0141 a proti povrchovému antigenu K82 (B).
Hladiny téchto protilatek postupné béhem t¥i tydna klesaly. Od 8. tydne doslo
opét k jejich zvyseni.

Aglutininy proti antigenu K85(B) se objevily teprve v 11. tydnu véku,
tedy za 8—10 dn po onemocnéni v souvislosti s vyskytem sérotypu E. coli
0141 : K85(B).

DISKUSE

V etiologii kolienterotoxemie selat po odstavu se i v CSSR uplatiiuji he-
molytické kmeny E. coli stejnych sérotypi jako v jinych zemich. Svédéi o tom
nédlez kmenua E. coli se somatickymi antigeny 0139, 0141, 08 a 0138 u pfevdzné
vétSiny (87,4 %) z vySetfovanych 656 selat uhynulych na kolienterotoxemii.

V chovech prasat s vyskytem kolienterotoxemie lze zjistit u prasnic a selat
vyrazné titry aglutinind proti antigenim E. coli sérotypu 0139 : K82(B). Rov-
néz u selat pfed uhynutim na kolienterotoxemii byly tyto protilatky prokazény.
Stejné sérologické mnalezy zjistili i Bouckaert a kol. (1960) a Gitter,
Lloyd (1957). Avsak néktefi autofi (Buxton, Thomlinson 1961, Wil-
linger 1964) uvadéji negativni vysledky pfi vySetfovani sér prasat z terénu
na pfitomnost aglutininG proti sérotyptim E. coli specifickym pro kolienteroto-
xemii.

U prasat, kterd prodélala pfirozenou infekei sérotypem 0141 : K85(B) a kte-
rd méla prokazatelné aglutininy pfed onemocnénim jen proti somatickému anti-
genu 0141, bylo moZno prokdzat i aglutininy proti povrchovému antigenu
K85(B), a to za 10 dnt po pfevladnuti uvadéného sérotypu E. coli v rektu. Je
to zjisténi odlisné od udaji Willingera (1964).

Docasna pfevaha hemolytické kultury E. coli sérotypu specifického pro
kolienterotoxemii se objevila u prasat po odstavu i v ptipadé vyloudeni témér
vSech vnéjsich faktort oznalovanych za pfi¢inu této dysmikrobie. Jedinym fak-
torem, ktery odstranén nebyl, mohlo byt néhlé odejmuti matefského mléka obsa-
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Sele €. 28 z vrhu &, 3, nar. 17.4.1965.
Titr aglutinind proti antigenim E. coli

0141 : K85(8) 0139 : k82(B)
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Graf 5. Sérologick4 odezva na E. coli u selat. Aglutininy proti povrchovému antigenu
K85(B) se objevily v séru selete po kratkodobém prevladnuti patogenniho sérotypu
E. coli 0141 : K85(B) v enteralni fléfe v obdobi po odstavu.

hujiciho specifické protilatky proti E. coli sérotypu 0139 : K82(B), event. i ji-
nych sérotypu.

Okolnost odejmuti matefského mléka jevi se jako dominantni pro vznik
uvadéné dysmikrobie pfi kolienterotoxemii v tom smyslu, Ze po dobu sani je rist
stajové specifickjch patogennich kmenii potlatovan protilatkami v mléce. Pfi
odstavu je toto bakteriostatické agens odstranéno, takZe patogenni stajové spe-
cificky sérotyp E. coli neni v mnozeni tlumen.

Piitomnost protildtek v krvi selat, podminénd nejprve jejich pifijmem pro-
stednictvim kolostra, mize byt pokldddna za doklad pasivni sensibilizace selat
proti druhové patogennim sérotypim E. coli. Mimofadné Casty nalez protilatek
proti E. coli sérotypu 0139 : K82(B) se jevi napadnym v souvislosti s rovnéz
mimofadné Zastym nilezem tohoto sérotypu u kust uhynulych na kolienteroto-
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xemii a dédle v souvislosti s ikazem, Ze tento zvlast patogenni sérotyp neni na-
chazen u kolienteritid selat novorozenych.

Klinicky pribéh a patomorfologicky nalez u kolienterotoxemie prasat svédéi
pro Sok (Salajka, Gilka 1964. Weil, Spink 1957). Moznosti sensibili-
zace a moznost ingesce znaéného mnozstvi endotoxinu podporuji nédzor, ze jde
o ok anafylakticky nebo endotoxinovy.

At jiz jde o jeden, nebo druhy z téchto dvou druhii $oku, maji oba pro svij
vznik jednu spoleénou podminku, a to je enormni mnozstvi zdrodki nékterého
patogenniho sérotypu E. coli v zaZivadlech selat po odstavu. Jejich pomnozeni
miize byt podminéno vymizenim protilatek ve stfevé, p¥ijimanych s mlékem matky
a ucinkujicich jako koproantilatky (Owemn a kol. 1961). Tyto protilatky mo-
hou byt béhem sdni nepfimou pfiinou utlumu aktivni tvorby koproantilatek
proti témto typim E. coli (Kauffmann, Perch 1943). Jelikoz hemolytické
kmeny E. coli maji spole¢ny antigen, alfa hemolyzin, a u prasat je uvadén casty
vyskyt protilatek proti této substanci (Smith 1963), neni vyloudena zkiiZena
atlumova reakce mezi hemolytickymi kmeny.

Vymizeni patogennich sérotypil ze zazivadel selat po kritickém obdobi mize
byt zplsobeno aktivni tvorbou specifickych koproantilatek, jejichz dusledkem je
objeveni se specifickych aglutinind proti dotyénému sérotypu E. coli v krevnim
séru.

SOUHRN

Sérologickou typizaci hemolytickych kmend E. coli ze 656 pripadi koliente-
rotoxemie selat po dostavu byly uréeny O-antigeny u 99,4 % kment. Vétsina
pfipadit (87,4 % ) byla zafazena ke ¢tyfem séroskupindm se somatickymi anti-
geny 0139 (39 %), 0141 (19,2 %), 08 (18 %) a 0138 (8,5 %).

V chovech s vyskytem kolienterotoxemie prasat byly prokazany vysoké hla-
diny aglutinint proti sérotypu E. coli 0139 : K82(B).

Zména ve stfevni fléfe selat po odstavu, charakterizovanid objevenim se
hemolytickych kmentd E. coli, neni zavisld na kumulaci fady zmén v drzeni selat,
ale pro jeji vznik stali samotné vyfazeni mléka matky. Pfirozena nékolikadenni
infekce stfeva selat kmenem E. coli 0141 : K85(B) ve stafi 9 tydnt byla dopro-
véazena tvorbou specifickych protilatek.

Pfevladnutni hemolytickych, druhové patogennich sérotypt E. coli u selat ve
druhém tydnu po odstavu ukazuje na souvislost s vymizenim specifickjch imu-
noglobulini ze stfeva, ptfijimanych kontinuilné v obdobi siani v mléce matek.
Vymizeni téchto sérotypti E. coli z enteralni flory lze vysvétlit aktivni lokalni
tvorbou specifickych protilatek.

Doslo dne 30. 12. 1965

Technick4 spolupréce: Z. Sarmanova, A. Rabotiova.
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K BONpOCY STHOMaATOreHesa KOJHI3HTEPOTOKCEMHH NOPOCAT MNOCjae 'OTbeMa

[yTeM cepoJsOrHuecKoil THMM3AUMM reMonuTHseckux mwramMmos E, coli ua uncna 656 cayuaesn
KOJIMBHTEPOTOKCEMHMHM mocse oTseMa onpenensanck O-anturenst y 99,4 % wmrammos. BonpmuHcrso
cnyuaes (87,4 %) ornocunocs k 4 ceporpynam ¢ comatHueckumu aHtureHamu 0139 (39 %), 0141
(19,2 %), 08 (18 %) u 0138 (8,5%).

B cranax ¢ KOJIHSHTCPOKCCMHEM' CBUHEH Gle'l OSHBP)’H(CH BBICOKH 1 YPOBEHBL arrJIOTHHHHOB
no cpasHeHmio ¢ ceporunom E. coli 0139 : K 82 "(B).

WaMmeHeHUs KHillesHOH (OPBI MOPOCAT MOCAE OTHEMA, OTJIMYAIOL{MEcH HAJM4YMEM IeMOJUTH-
gyeckux wrammon K. coli, He 3aBMCAT OT KyMyJsiuu psila USMCHEHMI CONEPIKAHMSA TOPOCAT, IJIA
MX BO3HMKHOBEHHMSI NOCTATOYHA y’ke OTMEHA MATEPMHCKOro MOJIOKA. KcrecTseHHoe 3apakeHue KH-
IIOK TOPOCAT B MPOAOJUKEHHe HeckonbKux aveir wrammom E. coli 0141:K 85 (B) B Bospacre
9 Helenb COMpPOBOXKIAJIOCH 05paaonaHHeM Cncumj)uqccxux AHTHTEJ.

[IpeofnanaHue reMOJMTHYECKMX IIATOTEHHBIX B BHIOBOM OTHOumeHuu ceporunoe E, coli
y NOPOCAT Ha DTOPOi HeleJsie MOCJe OrbeMa CBHAETIeAbCIBYET O B3aMMO3aBUCHMOCTH C HMCUE3HOBE-
HIEeM crnenqu$uIecKux MMMYHOrJ05yIMHOB, HENpEPLIBHO IPHHMMAEMbIX C MaTEePHHCKHM MOJIOKOM
B nepuos noxcoca. Mcueswopenue arux cepormiios B, coli u3 xime:aHoii $iopsl MOXKHO OOBACHUTDH
aKTHUBHBIM MeCTHBIM OfpajosaHHeM CrnenuduyecKux aHTHTe.

On the Views on the Etiopathogenesis of Colienterotoxaemia in Piglets after
the weaning

By means of serological typing of haemolytic Esch. coli strains from 656 piglets
suffering after the weaning from colienterotoxaemia, O -antigens were ascertained
in 99.49, of these strains. The majority of cases (874 v) was classified under 4 se-
rogroups with somatic antigens 0139 (39 %), 0141 (19.2 ©/ 0) 08 (18 Y), and 0138 (8.5 %).

High levels of agglutinins against the Esch. coli serotype 0139 : X82(B) were
demonstrated in the herds with the occurrence of colienterotoxaemia of pigs.

The change in the intestinal microflora of piglets after the weaning characteriz-
ed by the appearance of haemolytic E. coli strains does not depend on the cumu-
lation of a lot of changes in connection with the keeping of piglets, but the with-
drawing of mother milk itself is sufficient to make the change arise. A natural, for
several days lasting infection of the intestine of piglets at their age of 9 weeks
with the E. coli strain 0141 : K85(B) was accompanied by the formation of specific
antibodies.

The prevailing of haemolytic serotypes of E. coli pathogenic for the respective
species in piglets in the 2nd week after the weaning points to the connection with
the disappearing of specific immunoglobulins from the intestine received continually
with mother milk during the sucking period. The disappearing of these serotypes of
E. coli from the intestinal microflora may be explained by an active local formation
of specific antibodies.

Beitrag zu den Ansichten auf die Atiopathogenese der Colienterotoximie der Ferkel
nach dem Absetzen

Mittels der serologischen Typung der himolytischen Stimme der E. coli von
656 Fillen der Colienterotoxdmie der Ferkel nach dem Absetzen wurden die O-An-
tigene bei 99,4 9, Stimmen festgestellt. In den meisten Fillen (87,4 %, wurde sie zu
4 Serogruppen mit somatischen Antigenen 0139 (39 %), 0141 (19,2 9,), 08 (18 9%,) und
0138 (8,5 %) eingereiht.

In Zuchten mit der Colienterotoxédmie der Schweine wurden hohe Niveaus der
Agglutinine gegen den Serotyp des E. coli 0139 : K82(B) nachgewiesen.
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Eine Verdnderung in der Darmflora der Ferkel nach dem Absetzen, die durch
das Erscheinen der hdmolytischen Stimme der E. coli charakterisiert ist, ist nicht von
der Kumulation einer Reihe von Anderungen der Ferkelhaltung abhingig, aber fiir
ihre Auftretung reicht das alleinige Ausschalten der Muttermilch. Die matiirliche, ei-
nige Tage ausdauernde Infektion des Ferkeldarmes durch E, coli, Stamm 0141:K85(B)
im Alter von 9 Wochen wurde von der Bildung spezifischer Antikorper begleitet.

Das Vorwiegen der himolytischen pathogenen Serotypenarten der E. coli bei
Ferkeln in der zweiten Woche nach dem Absetzen weist auf den Zusammenhang
mit dem Verschwinden der spezifischen Immunoglobuline aus dem Darme, welche
kontinuell im Zeitabschnitt des Saugens mit der Muttermilch aufgenommen werden.
Das Verschwinden dieser Serotypen der E. coli aus der enteralen Flora kann man
durch die aktive lokale Bildung der spezifischen Antikorper erkliren.

Adresa autora:

MVDr. Eduard Salajka, prom. chemik, Vyzkumny ustav veterindrniho lékafstvi,
Brno - Medlanky
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B. Sruba¥ PRISPEVEK KE STUDIU SPECIFICKE

‘ KOLOSTRALNI IMUNITY U TELAT

OD KRAV VAKCINOVANYCH PROTI
SLINTAVCE A KULHAVCE

II. SDELENI: PRUKAZ IMUNITY PROTEKCNIM TESTEM

A AKTIVNI TVORBA IMUNITY U TELAT PO VAKCINACI
V CASNEM POSTNATALNIM OBDOBI

BV prfedchédzejici praci (Srubat¥, Jiranova 1966) jsme popsali pfenos
specifickych protilatek z krav vakcinovanych proti slintavece adsorbatovu vakcinou
na telata. V praci bylo rdmcové poukdzano i na vztahy mezi hladinou proti-
latek v krvi dojnic, v kolostru a v krevnim séru telat.

V této praci sdélujme vysledky studia vyznamu specifické kolostralni imu-
nity pfi infekei telat virem Slak a pfi tvorbé aktivni imunity po vakcinaci adsor-
batovou vakcinou.

LITERARNI PREHLED

Na solidni imunitu 3—6 dni starych telat, pochazejicich od hyperimuni-
zovanych krav, upozornil jiz v r. 1898 L61ifler. Domnival se, Ze pfenos proti-
latek se uskutefiiuje intrauterinné.

Otézkou praktického vyznamu specifické kolostrdlni imunity telat, zejména
z hlediska vzniku aktivni imunity po vakcinaci, se zabyval v r. 1963 Graves
V pokusech na 2 telatech prokizal, Ze telata s kolostralni imunitou nereaguji
na vakcinaci aktivni tvorbou protilatek, pokud v krvi koluji specifické proti-
latky, pfijaté z kolostra. Naproti tomu stejné stard telata cd neofkovanych, ne-
imunnich dojnic vytvareji po otkovéni protilatky.

Podobné vysledky byly zjistény i pfi jinych nadkazach. M 4d r (1957) napf.
prokazal, Ze u telat od bruceléznich krav po olkovdni v obdobi kolostralni
imunity zivym kmenem B 19 nejen nedochazi ke zvySeni hladiny specifickych
protilatek, ale naopak z krve dokonce vymizi. U stejné starych telat od zdra-
vych krav (tj. bez specifické kolostralni imunity), vznikd po vakcinaci stejnym
antigenem protilatkova odpovéd.

K stejnym zavértim dospél pfi studiu reaktibility telat od bruceléznich a zdra-
vych krav na brucelézni antigen i Bisping (1962). Pocdobné prace s imuni-
zaci telat proti salmoneléze provadéla Malinina (1965). Také ona potvrdila,
ze telata od vakcinovanych krav netvofila v obdobi specifické kolostralni imu-
nity po vakcinaci prislu§né protilatky.

Z téchto, ale i z fady dalSich praci by tedy vyplyvalo, Ze imunologické
procesy, které u mladat nejsou ostatné ani piili§ intenzivni, jsou v obdobi spe-
cifické kolostralni imunity tlumeny patrné kolostrdlnimi protilatkami v krvi
mladat.
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K velmi zajimavym, nebo az prekvapujicim vysledkiim vzhledem k uvede-
nym poznatkim dospéli Drazan s Hejli¢kem (1964) pfi studiu ko-
lostralni imunity pfi tuberkuléze u selat. Selata, otkovana v obdobi specifické
kolostralni imunity kmenem BCG vykazovala pti pozdéjsi infekci Mycobacteriem
bovis mnohem lepsi odolnost nez ockovana selata bez kolostralni imunity. Z toho
lze tedy usuzovat, ze kolostralni imunita je velmi slozitym biologickym jevem,
s urCitymi zla§tnostmi pfi jednotlivych nakazach.

METODIKA

Vyznam specifické kolostralni imunity u telat ve vztahu k reakci na slin-
tavkovy antigen byl studovdn na rtzné starych telatech od imunizovanych a ne-
ockovanych krav jednak experimentalni infekci telat, jednak vakcinaci telat s na-
sledou provérkou imunity.

Experimentalni infekci byl provérovan vliv kolostralnich protilatek na 13

telatech ve stafi 16 —86 dni a na telatech kontrolnich od nevakcinovanych krav
(viz tab. I).

I. Prehled pokusnych telat pouzitych ke studiu

a) reaktibility na virus slintavky a kulhavky

Puvod telat

od vakcinovanych od nevakcinovanych Staritslacp miekes veduechy

krav — pocet krav — pocet

W W s W
'S
(=]
|
u
o

b) imunity po vakcinaci telat od o¢kovanych a neoc¢kovanych krav

Pavod telat Stafi telat ve dnech pfi:
od vakcinovanych | od nevakcinovanych vakcipadi isfekei pordZce
krav — pocet krav — pocet
3 15—20 36—41 42—47
35—56 56—177 62—83
51-72 72—-86 78—-92
3 20—21 4142 47—48
44—46 65—67 71-=73
4 69—72 90—93 I 96 —99 i
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Reaktibilita telat na antigen, obsazeny ve vakciné byla studovdna na 9 te-
latech se specifickou kolostralni imunitou a na 10 telatech od neotkovanych krav
(viz tab. I).

Pokusnym telatim byla odebirdna krev k vySetfeni na pfitomnost virusne-
utralizaénich protilatek podle nasledujiciho schématu:

a) telatim infikovanym ve stafi 3 tydni — jen pred experimentdlni infekci.

b) telatim infikovanym ve stafi 6, 9 a 12 tydni — 3 tydny pied experi-
mentalni infekci (vakcinovanym telatim byla krev cdebirdna pfed ocko-
vanim) a v den experimentalni infekce. Kromé toho telatim se speci-
fickou kolostralni imunitou, infikovanym ve stafi 9 a 12 tydna jesté
46 dni pfed experimentalni infekci.

Metoda zjistovani hladiny protilatek je popsana v praci Srubaf-Jira-
nova (1966).

Telata byla otkovdna ve stafi 15—71 dni bivalentni adscrbatovou vakei-
nou (0, A) podkozné, diavkou 10ml. Za 3 tydny po imunizaci byla telata
infikovdana natfenim virové suspenze typu A (10000 IDso/1 ml) na sliznici
dutiny uastni.

Po infekci byl sledovdn zdravotni stav telat a po jejich pordice patolo-
gicko-anatomicky nélez.

VYSLEDKY

Vysledky pokusnych infekci a hladina virusneutralizaénich protilatek u te-
lat od vakcinovanych i neotkovanych krav jsou prehledné uvedeny v tabulce
IT a IIIL

Vsechna 3 telata prvni skupiny se specifickou kolostrdlni imunmitou, infi-
kovand ve stifi 16—25 dnu byla solidné chranéna proti viru Slak. Solidni
imunita byla prokdzdna i u telat starS§ich napf. u telete ¢. 8 ve stafi 42 dnq,
u telete . 194 ve stari 49 dnd, u telete & 195 ve stari 56 dni a u telete ¢. 93
ve stafi 66 dnii. Kolem 40. dne stafi vsak jiz néktera telata po infekci onemoc-
néla leh¢i formou slintavky. Uréita chranénost vSak byla zjisténa jesté u telat ve
stafi do 86 dni. Z na$ich pokusu vyplyvd, Ze u vétsiny telat se specifickou
kolostrdlni imunitou se protilatky prokazovaly az do dvoumési¢niho stafi telat

svae

a ze az do tohoto stafi byla telata dobfe chranéna pfed cnemocnénim slintavkou.

Kontrolni telata od neimunizovanych krav, infikovana ve stifi od 18 do
93 dnt virem Slak, onemocnéla a ndkaza u nich prob&hla jako celkové tézké
onemocneéni.

Z tohoto celkového hodnoceni tedy vyplyva, ze telata od vakcinovanych krav,
které byly ockovany nejméné 5 mésicti pted porodem, jsou zpravidla po dobu
dvou mésict imunni vi¢i experimentdlni infekci virem Slak. U nékterych telat
se kolostralni imunita udrzela jesté déle nez 2 mésice. Ojedinéla telata viak one-
mocnéla lehce jiz ve stari 40 dnii.

U telat se specifickou kolostralni imunitou, ctkovanych ve stati od 15 do
65 dni, a za 3 tydny po vakcinaci infikovanych virem Slak typu A jsme zjistili,
ze u telat téchto vékovych kategorii se po vakcinaci netvoti je§té dobra imunita.
Lze tak soudit z pribéhu reakce telat na experimentalni infekci. Reakce se
u téchto telat v podstaté nelidila od prib&hu reakce nevakcinovanych telat se
specifickou kolostralni imunitou.
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II. Vysledky experimentéalni infekce telat od o¢kovanych a neoékovanych krav

Maxim. titr I
protilatek | Titr pro-
v krevnim tilatek Infekce I 5
Cislo séru telete |v krevnim | telete e . ) b
telete: | v pokusném | sérute- | ve stafi onemoc- Vysledky experimentélni infekce
obdobi od | lete pfed | dnii: nE
narozeni do | infekei
infekce
a) telata s kolostralni imunitou od oc¢kovanych krav:
509 0 0 16 I 0 Bez horecky a lokilnich zmén,
' tj. imunni
913 b 32 32 25 0 Bez horecky a lokalnich zmén,
] tj. imunni
913 16 16 25 | - Horecka, bez lokdlnich zmén, tj.
¢aste¢né imunni
164 8 4 40 Hore¢ka a malé lokalni zmény,
tj. ¢astecné imunni
8 90,5 90,5 42 - Bez hore¢ky, malé lokalni zmény,
tj. ¢asteéné imunni
194 8 4 49 0 Bez horecky a lokdlnich zmén, tj.
imunni
479 32 5,6 50 - Horeé¢ka a malé lokalni zmény, tj.
¢aste¢né imunni
195 128 5,6 56 4 Horedka, bez lokdlnich zmén, tj.
Castecné imunni
93 8 4 66 + Bez horecky, malé lokalni zmény,
tj. ¢astecné imunni
228 8 0 66 + 4 Horecka a vétsi lokalni zmény, tj.
¢aste¢né imunni
152 32 0 78 + 4| Horetka a lokalni zmény, tj.
¢astecné imunni
234 0 0 86 + 4+ -+ +| Generalizace, tj. zcela vnimavé
192 8 0 86 + -+ -+ - Generalizace, tj. zcela vnimavé
b) telata bez specifické kolostralni imunity (od nevakcinovanych krav):
495 0 0 18 ] + Generalizace, tj. zcela vnimavé
721 0 0 22 | ++ -+ | Generalizace, tj. zcela vnimavé
158 0 0 23 | -+ -+ -+| Horeckaa vétsilokalni zmény, tj.
Castecné imunni
493 0 0 25 4+ -+| Generalizace, tj. zcela vnimavé
344 0 0 25 + 4+ Generalizace, tj. zcela vnimavé
32 0 0 64 4+ -+ 4| Generalizace, tj. zcela vnimavé
57 0 0 67 4+ 4+ | Generalizace, tj. zcela vnimavé
606 0 0 l 92 + + -+ -+ Generalizace, tj. zcela vnimavé
329 0 0 93 + -+ +| Horecka a vetsi lokalni zmény, tj.
I ¢asteéné imunni
Poznamka: - neurdité symptomy onemocnéni (hore¢ka bez patalogicko-anato-

mického nalezu nebo bez horecky s malym patologicko-anatomickym
nalezem)

+  horecka a malé lokalni zmény

horecka a lokilni zmény

horecka a vétsi lokalni zmény

generalizace
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III. Vysledky imunizace ruzné starych telat od ockovanych a meoékovanych krav
(imunita provéfena pokusnou infekei)

Maxim. ) )
titr proti- Tltr proti-

latek v |Vakci-| In- | latekvkrev-

sérute- | nace | fekce nim seru

i » telete Intenzita
Siilt?: lifs:;gr?x tsleat tf,leat onemoc- Vysledky experimentélni infekce
obdobi | stafi | stafi . . p e
od naro- | dni: | dnu: | pfed | pfed
zeni do vakci-| in-
infekce naci I fekci

a) telata se specifickou kolostralni imunitou, o¢kovana proti Slak 3 tydny pred experimen-
talni infekei:

217 8 15 36 8 — 0 Bez horecky a lokdlnich zmén,
tj. imunni
44 116 18 39 11,6 5,6 --| Bez hore¢ky, malé lokdlni zmény,
tj. ¢asteéné imunni
37 64 20 41 64 64 0 Bez horecky a lokélnich zmén, tj.
imunni
60 8 35 56 8 4 -+ + -+ | Horecka a vétsi lokdlni zmény, tj.
¢asteéné imunni
63 5,8 45 66 5,8 5,8 -+ | Horecka a malé lokalni zmény,
tj. Castecné imunni
360 45,2 50 71 4 0 -+ 4| Hore¢ka a velké lokalni zmény,
8 [ tj. Caste¢né imunni
189 8 51 72 0 0 | 44 Horecka a velké lokalni zmény,
l tj. ¢asteéné imunni
123 64 62 83 0 0 ‘ <+ <4 | Horecka a velké lokalni zmény,
tj. ¢asteéné imunni
481 11,6 65 86 0 0 l 4+ -+ +| Generalizace, tj. zcela vnimavé

b) telata bez specifické kolostralni imunity, ockované proti Slak 3 tydny pfed experimen-
talni infekci:

9 0 20 41 0 0 i| HoreCka a malé lokalni zmény,
tj. ¢asteéné imunni
324 0 20 41 0 0 — - - | Horecka a velké lokilni zmény,
tj. ¢astecné imunni
817 0 21 42 0 0 4+ | Horetka a lokalni zmény, tj.
¢astedné imunni
758 0 44 65 0 0 | Horecka bez lokalnich zmén, tj.
¢aste¢né imunni
835 0 44 65 0 0 +| Horec¢ka bez lokalnich zmén, tj.
¢asteéné imunni
76 0 46 67 0 0 + 4| Hore¢ka a lokalni zmény, ftj.
¢aste¢né imunni
73 0 69 90 0 0 “+ 4 + | Generalizace, tj. zcela vnimava
776 0 69 90 0 0 -+| Horecka, malé lokilni zmény, tj.
¢astecn¢ imunni
239 0 69 90 0 0 + 4| HoreCka a lokdlni zmény, ftj.
¢astedné imunni
391 0 72 93 0 0 <+ + -+ +| Generalizace, tj. zcela vnimava
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Telata bez specifické kolostralni imunity, kterd byla otkovdna ve stifi od
20 do 72 dnti a po uplynuti 3 tydnia po vakcinaci infikovdna virem Slak typu A,
vSak rovnéz davala velmi nespolehlivé a nepravidelné vysledky v tvorbé aktivni
imunity.

DISKUSE

Vysledky pokusné infekce telat od vakcinovanych krav odpovidaji empirickym
poznatkiim z praxe, kde se rovnéz velmi casto zjisfuje znac¢na rezistence telat v pru-
béhu epizootie Slak v zamorenych hospodarstvich. V takovych podminkach, mladata
vakcinovanych zvirat bud vibec neonemocni, anebo hynuti mladat ustava v dobé,
kdy nemocné samice zacinaji kolostrem predavat mladatam specifické protilatky.
V naSich experimentalnich podminkéch byla telata dobre chranéna proti onemocnéni
do stari 40 dnu resp. i starsi telata, pokud v8ak méla hladinu protilatek vyjadrenou
jesté titrem alespon 1 :16. Zna¢nou odolnost vSak vykazovala i telata do stari 6 ty-
dnt, u nichz jiz pred infekci nebyly zjistény v krevnim séru virusneutralizaéni pro-
tilatky. U telat 9 tydnu starych vsak nulové hodnoty titru dokladaji znaémnou vni-
mavost k onemocnéni, Zda se, Ze ukazatelem doby, po kterou je tele chranéno, muze
byt hladina poc¢atec¢niho titru specifickych protilatek.

Druha c¢ast pokusu, ktera méla objasnit mozmosti vzniku imunity u telat s ko-
lostralni imunitou po oé¢kovani inaktivovanou adsorbatovou vakcinou, odpovida
v podstaté rovnéz zkusenostem z praxe, zejména pak v tom, Ze telata od vakcinova-
nych krav o¢kovana v prvych tydnech po narozeni byvaji ¢asto pri vzplanuti nakazy
nedostatedné imunni. Pri zavleceni slintavky do stije s razné starym vakcinovanym
skotem, byva casto mlady skot a odstavena telata vhodnym terénem k pomnozeni
viru Slak. I v experimentalnich podminkach u vakcinovanych telat se specifickou
kolostralni imunitou aktivni protilatkova odpovéd na vpraveny slintavkovy antigen
ve véasném postnatalnim obdobi je prili§ slaba. Nedostateéna imunita se ovSem vy-
tvorila i u stejné starych telat od neockovanych krav z ¢ehoz lze usoudit, Ze u telat
do stari 72 dnu probihaji imunobiologické reakce na inaktivovany virovy antigen
proti slintavkové vakciné vibec nedostate¢né, pricemz se u telat od vakcinovanych
krav patrné na nedostateénych imunitnich procesech uplatniiuje i neutralizace in-
aktivovaného virového antigenu ucinkem specifickych kolostralnich protilatek.

Tvorba aktivni imunity u telat od mevakcinovanych i vakcincvanych krav, o¢-
kovanych ve stari od 20 do 72 dnu inaktivovanou adsorbatovou vakcinou je tedy
nasledkem jesté nedostateé¢né rozvinuté imunobiologické reakce velmi nespolehliva
a nepravidelna,

ZAVER

V préaci byla studovéna reaktibilita ruzné starych telat se specifickou kolo-
stralni imunitou a reaktibilita stejné starych telat cd nevakcinovanych krav na
experimentadlni infekci virem Slak, resp. na inaktivovanou protislintavkovou
vakcinu. Bylo zjisténo Ze:

1. Telata se specifickou kolostralni imunitou (od vakcinovanych krav, otko-
vanych alespori 5 mésict pred porodem) byla ve viech pfipadech do stati 40 dni
imunni, avSak i u ostatnich telat byla zji§téna dobra imunita i ve stafi 42—66
dnti. Ve stafi kolem 2 mésicii a vice se zji§tovala odolnost vuci Slak jen u telat
s prokazatelnymi specifickymi protilatkami. .

2. Telata se specifickou kolostrdlni imunitou, otkovana ve stafi 15—65
dnt bivalentni adsorbatovou vakcinou proti Slak nevytvofila po vakcinaci do-
stateCnou imunitu.

3. Provérka imunity ockovanych telat bez specifické kolostralni imunity ve
stafi 20—72 dnt ukazuje, Ze vakcinace u nich je velmi nespolehlivd a vysledky

v tvorbé aktivni imunity jsou nepravidelné.
Doslo dne 30. 12. 1965
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K Bonpocy u3yueHHs cnenuuuecKOro MONO3MBHOrO MMMYHHTETA y TENAT OT BAKLMHNDOBAHHLIX
nporus smypa Kopo — II-coofmennme — JloxasaTenbCTBO HMMYHHTETA MyTeM B3alU[HTHOLO TECTA
M aKTHBHOE 06pacoBaHHe MMMYHHTETA y TeXST NOCKe MX BAKIIWHHPOBAHHs B PAHHHI mepnoxn

nocxe pPOKIEHHs

B pafore usyuanace pearmpyeMmoCTh TEJAT Pas3jMIHOTO BO3PACTAd CO CHEIUPHUCCKUM MOJIO-
3MBHEIM MMMYHHMTETOM, a TaK)Ke pPearMpyeMoCTb TeJST TOrO jKeé BO3PACTa, IPOHUCXOMANIMX OT He-
BAKI[HHHPOBAHHBIX KOPOB Ha 9KCHEPHMEHTaJbHYI0 MHPEKIMIO BUPYCOM slfypa MM Ha MHAKTHBMPO-
BaHHYIO NPOTHBOANLIYPHYIO BakuuHy. Do ycraHosneso, uto:

1. Tenara co crenudpuuecKUM MOJO3MBHBEIM MMMyHHTETOM (OT BAKUMHHDOBAHHEIX KOPOB,
TIONYYMBIIMX TPUBHBKY 110 MeHbuIEH Mepe 3a 5 Mecsues 40 orena) ao soapacra 40 npeit 30 Beex
cayyasax OblIM MMMyHHBIMHM, ONHAKO M y OCTaXbHHIX TenaT B Bospacre 42—60 nueit Geinr ycra-
HOBJIEH xopounif uMmyHuter. B Bospacte 2 Mecsaues u Goiblie yCTOHYMBOCTE K BHPYCy sllypa
Habmonanack JHUIIL Y TEJAT CO crielfuPHUECKMMH aHTHTEJaMH.

2. Tensara co crneuuPUUECKMM MOJOIUBHLIM HMMyHHTETOM, KOTOPHIM JI€Ja]H NPHBHEKY
B pospacre 15—66 aHeir asyxpaseHTHOH alcOpSaToBOI BAKUMHOI NPOTHB SAIypa, NOCJIE BaKIU-
HalMM He npuobpesd HOCTATOYHOrO MMMyHHTETA.

3. Ilposepka MMMyHHTETa NPUBUTHIX TeaAT Ged crneudHIECKOro MOJO3ZMBHOIO MMMyHHTETA
B poapacre 20—72 nHs nokashBaer, YTO BAKUMHALMA y HHX OYeHb HEHale)XHa H Pe3yJbTaThl
obpa3oBaHus AKTHBHOIO MMMyHHTETa HEpPEeryJisApHbL.

On the Studies concerning Specific Colostral Immunity in the Calves of Cows
Vaccinated against Foot-and-Mouth Disease — Report II. Demonstration of Immunity
with the Help of the Protection-Test, and Active Immunity Formation in Calves
following the Vaccination in the Early Postnatal Period

In this work the author studied the reactibility of calves of different ages pos-
sessing specific colostral immunity, and the reactibility of calves equally aged of
non-vaccinated cows to the experimental infection with the foot-and-mouth disease
virus, or to an inactivated vaccine against foot-and-mouth disease. It was ascertained
that:

1. The calves possessing specific colostral imunity (the calves of vaccinated
cows inoculated at last 5 months before the parturition) were all immune up to their
age of 40 days, however also in the other calves a fairly good immunity was found
even at the age 42—66 days. At the age of about 2 months and more the resistance
against foot-and-mouth disease was found only in calves with significant specilic
antibodies.

2. The calves possessing specific colostral immunity that had been inoculated
against foot-and-mouth disease with bivalent adsorbed vaccine when 15—65 days
old, did not form any sufficient immunity after the vaccination. )

3. The immunity-screening of the inoculated calves possessing no specific co-
lostral immunity at the age of 20—72 days indicaies that' their vaccination is very
unreliable, and that the results of an active immunity formation are irregular.
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Beitrag zum Studium der spezifischen kolostralen Immunitit der Kilber von Kiihen,
die gegen die Maul- und Klauenseuche vakziniert wurden — II, Mitteilung — Nach-
weis der Immunitit mittels des Protektions-Testes und die aktive Bildung der Im-
munitit bei Kidlbern nach der Vakzination im zeitlichen postnatalen Zeitabschnitt

In der Arbeit wurde die Reaktibilitit von verschieden alten Kilbern mit einer
spezifischen Kolostral-Immunitdt und Reaktibilitdt von Ké&lbern gleichen Alters von
nicht vakzinierten Kiihen auf die experimentelle Infektion mittels des Maul- und
Klauenseuchevirus, bzw. auf die inaktivierte Vakzine gegen die Maul- und Klauen-
seuche studiert. Es wurde folgendes festgestellt:

1. Die Kilber mit spezifischer Kolostral-Immunitidt (von vakzinierten Kiihen,
die mindestens 5 Monate vor dem Abkalben geimpft wurden), waren in allen Fillen
bis zum Alter von 40 Tagen immun, aber auch bei ibrigen Kilbern wurde eine
gute Immunitat im Alter von 42—66 Tagen festgestellt. Im Alter von ungefahr
2 Monaten und mehr haben wir die Widerstandsfihigkeit gegen die Maul- und Klau-
enseuche nur bei Kilbern, die nachweisbare spezifische Antikoérper besitzen, fest-
gestellt.

2. Kilber mit spezifischer Kolostral-Immunitédt, die im Alter von 15—65 Tagen,
mit der bivalenten Adsorbat-Vaccina gegen die Maul- und Klauenseuche geimpft
wurden, bildeten nach der Vakzination keine ausreichende Immunitét.

3. Die Uberpriifung der geimpften Kilber ohne der spezifischen Kolostral-Im-
munitdt im Alter von 20—72 Tagen zeigte, daB ihre Vakzination sehr unverlidBlich
ist und die Ergebnisse der Bildung der aktiven Immunitdt unregelmaflig sind.

Adresa autora:

MVDr. Bohumil Sruba¥f, VSZ, veterinarni fakulta, katedra epizootologie
a veiejného veterinafstvi, Brno, Palackého 1-3
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0. Cermak VLIV SEKRETU SAMICICH GENITALII
NA LATKOVOU PREMENU SPERMII

B Cesta spermii pohlavnimi orginy samice az po kranidlni &asti vejcovodi
trva, at uz po inseminaci, ¢i po koitu zpravidla nékolik hodin. Béhem této doby
jednak mnozstvi spermii odumird, na druhé strané jsou v3ak zbylé spermie
aktivovany a ziskavaji tak penetra¢ni schopnost. Mechanismus této tzv. kapacitace
neni viak dosud zcela objasnén.

LITERARNI PREHLED

Podle Changa (1959) probiha kapacitace v uteru, a to jak u samic v fiji,
tak i u samic infantilnich a kastrovanych. Pcdobné soudi Williams a kel
(1964). Rovnéz Lunca (1962), ktery pridaval délozni extrakt do spermatu,
zjistil zvySeni bfezosti po I. inseminaci. O vlivu bakterii, jejichz mnozstvi
v infikovaném spermatu po dobu jeho uskladnéni obvykle stoupa, existuji zpravy
ponékud rozdilné. Podle Zvereva (1964) vyvoj mikrobl snizuje fertilitu
spermii, podle Poldka (1961) je tento tkaz pozorovdn aZ pii velmi silnych
infekcich a Hruska s kol., (1963)) zjistil, Ze pouze rod Enterobakteriaceae zvy-
§uje spotfebu O2 spermiemi a zpomaluje jejich pohyblivost. Podle Jablonské-
ho (1963) mikroby pohlcuji znaéné mnozstvi Oz a vyuzivaji fruktézu.

V souvislosti s vy§e uvedenymi skute¢nostmi jsme se zabyvali metabolic-
kymi zménami u spermii za pusobeni sekreti jednotlivych ¢&asti pohlavnich
organi krav v obdobi fije (Cermak 1965). Zjistili jsme, ze sekrety vejco-
vodu, délohy a pochvy udrzely, béhem pétihodinové expozice, respiraéni hod-
noty spermii na stejné vysi, zatimco u folikularni tekutiny a kontrolnich po-
kust nastal jejich pokles.

Fruktoljza byla stejnda u vSech pokusnych skupin. Ubytek bilkovin se
projevil pouze u dvou skupin, jez vykazovaly silnou mikrobidlni infekci. V ostat-
nich pokusech se mnoZzstvi bilkovin zvysilo. Sekret vejcovodd, délohy a vesti-
bula pisobil stimulaéné na mnozeni mikrobi v fedéném spermatu. Vliv foli-
kularni tekutiny se v tomto sméru maprojevil.

V pfedlozené prici se zabyvame stejnou problematikou, aviak fefenou
u plemenic v lutedlni fazi pohlavniho cyklu.
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MATERIAL A METODIKA

Semeno bylo ziskavano od dvou bykt s mormdalnim krmnym a exploataénim
rezimem béZnym v plemenarském provozu. Thned po odbéru byla zjisténa koncen-
trace spermii v ejakulatu, procento spermii zivych, hladina fruktézy a bilkovin, re-
zistence spermii a mikrobidlni znecisténi spermatu. Od zkousky dehydrogenac¢ni bylo,
stejné tak jako od meéreni pH, vzhledem k jejich menSimu vyznamu pro uvedeny
ucel, upusténo. Po odebrani vzorku nutnych ke zkouskam bylo sperma piedi'edéno
Zloutkocitratovym redidlem bézného slozeni a po zjisténi koncentrace spolu s pro-
centem zivych spermii bylo doredéno tak, aby v 1 ml bylo 300,000.000 pohyblivych
spermii. Redéné sperma jsme rozdélili zpravidla na pét dilt: prvni dil byl ponechén
jako kontrolni, k druhému byla priddna neredéna folikularni tekutina v mnozstvi
0,2 ml na 1 ml semena, ke tretimu hlen z vejcovodu redény 1 :3 sterilnim fyziolo-
gickym roztokem, opét v mnozstvi 0,2 ml/1 ml semena. Ke ¢tvrtému dilu jsme pri-
dali hlen z délohy a k patému hlen z pochvy — oba ve stejném redéni a mnozstvi
jako u predchoziho tretiho dilu. Uvedené sekrety byly ziskavany z pohlavnich organu
cerstvé porazenych krav a jalovic pohlavné dospélych. v riji, bez patologicko-anato-
mického nalezu. Genitalie byly vzdy rozriznuty po délce a hramou sterilniho podloz-
niho sklicka stiran hlen ze sliznice délohy a predsiné poSevni. Hlen z vejcovodu byl
po jejich vypitvani vytlacen do zkumavky a stejné tak i tekutina z nabodnutych
Graafovych folikuli. Hlen z vejcovodd, délohy a pochvy jsme redili fyziologickym
roztokem jednak z davodi konzervadénich a potom hlavné proto, abychom ziskali
jeho tekutou (tedy nikoliv lepkavou) konzistenci. Sekret byl redén ve vsech pripa-
dech a vzdy ve stejném poméru (1 dil pavodniho sekretu + 2 dily fyziologického
roztoku). Takto naredéné hleny véetné folikularni tekutiny jsme uchovavali po
dobu mejdale 3 dnit v chladnici pri teploté 09 — +10C. Celkem bylo pouzito genitalii
od 20 krav a. jalovic, s nimiz bylo provedeno 45 pokusu, takze se sekrety kazdé ple-
menice byly vykonany 2—3 pokusy. 21 pokust bylo kontrolnich. Sperma obou ple-
menikl se v pokusech stiidalo.

Jakmile byly vsSechny dily ejakulatu pripraveny vyse popsanym zpusobem,
odebrali jsme znovu vzorky ke stanoveni %, zivych spermii, rezistence, mnozstvi
mikrobu, hladiny fruktézy a bilkovin. Po 1 ml z kazdého dilu bylo odpipetovano
k méreni respirace, Nadobky Warburgovych manometri, v nichz bylo dychani me-
Yeno, byly ponofeny ve vodni lazni 38°C s maximalnimi vykyvy = 0,20, obvykle vsak
* 0,10 C. Doba expozice byla stanovena na 5 hodin. Vychazela jednak z predpokladu
optimalni oplozovaci lhuty (od odbéru do skonéeni pokusu ubéhlo vidy cca 7 hodin)
a jednak z vysledku predbéznych pokust. Pri delsi expozi¢ni dobé totiz hodnoty
méieni byly velmi ¢asto pro uplnou nekrospermii nulové. Respirace byla sledovina
od 0 do 0,30 hodin a od 4,30 do 5 hodin s ode¢itdnim po 10 minutdch. Po péti ho-
dinach bylo jak fedéné sperma kontrolni, tak i sperma v prostiedi sekretu sliznic
pohlavnich organt podrobeno stejnym zkouskdam jako ma zac¢atku pokusu. Ziskané
hodnoty byly potom piepoditany na podet 109 spermii (Zivych na zacatku, s velkym
podilem mrtvych v3ak ma konci pokusu) a vysledky porovnany s kontrolami za po-
uziti variaéné statistického vyhodnoceni.

POUZITE METODY

. Fruktdéza v semeni.byla stanovovana fotokolorimetricky, reakei podle Manna,
celkova hladina bilkovin polarograficky v amoniakalnim prostiedi, za piitomnosti
trojmocného kobaltu. Vyhodnocovani polarogramu bylo provadéno v relativnich hod-
notach, tj. na zikladé vzdalenosti v mm, v niz protind usetku kfivka nasledujici po
charakteristické bilkovinné dvojviné. Jako vysledek byl hodnocen ubytek ¢i priby-
vani vysky po 5 hodindch na rozdil od hodnot poé¢ate¢nich. V tabulkich je ubytek
znacen znaménkem — a pribyvani +.

Mnozstvi mikrobi (celkem) jsme zjisfovali metodou podle Kazdy (Polédk
1961). Zivé spermie byly poé¢itiny v nativnim preparatu fedéném citratem sodnym
tak, aby byly jednotlivé poéitatelné. Preparat prohlizen mikroskopem s fazové ken-
trastnim zafizenim a poé¢itdno primérné procento pohyblivych spermii z 20 zornych
poli, Hustota spermii byla zjisfovana pomoci fotokolorimetru, zkouska rezistence na
zikladé odolnosti spermii vaéi zvySovanému objemu 1%, roztoku Na Cl. Respiraci
spermii, tj. spotfebu kysliku a vydej kysli¢niku uhli¢itého jsme mérili ve Warbur-
gové pristroji. Rychlost tfepani manometri byla upravena na 95—100 kyvi za mi-
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nutu, Variaéné statistické hodnoceni vysledki bylo plovadeno pomoc1|u'1asledu31c1ch
hodnot:
|

atfinmsiitich priimbs M Z8
hodnota B = 2 (x)? — M .X(x)

smérodatna odchylka o — V = 1 i ,
T
|
a |
stiedni chyba prumeéru om = V"_ |

1
variac¢ni koeficient v = M 100 o
M (pro stejny
Vom?, + om?, Potet piipadi)
M — M,
1= l/ B, + B, n +n, (Pro nestejny poéet pripadi)

prukaznost podle t testu =

ny Mgy My .My

POKUSY A JEJICH VYSLEDKY

V tabulkdch I.—IV. je uveden vyvoj metabolismu Oz a CO2z od 0 do
0,30 hodin a od 4,30 do 5,00 hodin jednak u kontrolniho spermatu pouze
fedéného a jednak u spermatu s pfiddnim sekretu tubarniho, délozniho a vesti-
bularniho. Kromé toho jsou v tabulkdch popsany vysledky z méfeni metabo-
lismu fruktézy, bilkovin, zmény v poétu pohyblivych spermii, jejich rezisten-
ce a mnozeni bakterii béhem expoziéni doby.

Ptidani hlenu z vejcovodi, délohy a vestibulu se projevilo takto: v prvni
pulhodiné nebyla zaznamenana prikaznd zména respiraénich hodnot spermatu
u zadného ze jmenovanych sekretti. Ke konci pokusu vSak byla naméfena pru-
kazné vys$si spotteba Oz i vydej CO2 u semena s pfidavkem sekretu tubarniho
(PO, COz = 0,01), sekretu vestibuldrniho (PO,, CO; = 0,01) i délozniho
(PO, = 0,02, PCOz = 0,01). U spermatu kontrolniho doslo ke konci pétiho-
dinové respiraéni doby k vyraznému snizeni hodnot vymény obou plyni. Roz-
dily jsou statisticky vyznamné (PO; = 0,01, PCO, = 0,01). V hodnotéch respi-
ratniho kvocientu nebylo zjisténo rozdild u Zadné pokusné skupiny.

Pfeména fruktézy byla na stejné trovni jak u kontroly, tak i u vSech
ostatnich ejakulati v prostfedi jednotlivych sekretd. Primérny index fruktolxzy
u viech pokust je 1,37.

Pokud se tyka metabolismu bilkovin, byla jejich syntéza u kontrolnich 19-
dénych ejakulati 2,84. Prikazné vyssi byla pouze u semena s pfidavkem hlenu
z délohy. Ubytek bilkovin v8ak nastal u spermatu obsahujiciho hlen z vejcovodi.

Béhem pétihodinové expozice ubylo v kontrolni skupiné pramérné 71 % po-
hyblivych spermii. Prikazné niz$i abytek byl zaznamenan pouze u spermii s dé-
loznim hlenem (P = 0,01).

Snizeni rezistence bylo nejvy$si v kontrolni skupiné a prikazné niz$i ve sper-
matu s obsahem hlenu tubarniho (P = 0,02) a uterinniho (P = 0,01) kromé
spermatu s obsahem hlenu vestibularniho. Ve vsech pfipadech doslo b&hem po- '
kusu k vyraznému pomnozeni mikrobl. ZvySeni je vSude signifikantni (P =
= 0,01). Pfitom na zafatku pokusu bylo ve vSech skupinach stejné mnozstvi ;
mikrobu. :
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1. Kontrola

Preména

Ubytek

. So0 % Ubytek -
Metabolismus O, a CO, béhem 5 hodin (10° spermif) f;ro%k:gg_/ I;:;:l:gsnma sﬁgﬁi rgz}iftaza Vgvoj mgcx}ngry béhem
mii za 5 hod. 9
0—0,30 hod. 4,30—5,00 hod. fibytek "Pgt,d;él. Ztréta po- poles fiifkro- ubyzte:_(él
Pokus | Byk - | fruke, Pz‘rg’l‘;t“‘ hyblivosti | v tisicich | bt na zaé. m“5°hf) N z
0, co, | RO 0, co, | RO VIE | hodn. v% visicich | o ucieich

1. R 67,6 754 | 1,11 15,6 10,8 | 0,67 832 | —73 66 10 190 500

2. R 72,8 53,8 | 0,73 0 0 0 16,63 | —33 69 30 150 300

3. R 20,8 26,9 | 1,29 15.6 0 0 9,99 | +49 78 30 210 —175

4. | R 77,9 53,8 | 0,69 46,7 37,7 | 0,80 5,66 | —86 73 35 285 580

5. | R 25,9 26,9 | 1,03 10,4 16,2 | 1,55 5,99 s 80 30 1185 1515

6. | R 46,8 66,6 | 1,42 10,4 26,9 | 2,58 2,33 | +39 50 30 610 2 870

2. R 46,8 | 1077 | 2,30 36,4 32,3 | 0,89 11,65 | +26 80 15 150 840

8. $ 89,0 84,7 | 0,95 39,6 36,9 | 0,93 49 | +9 85 35 — -

9. R 54,4 53,1 | 0,97 24,7 159 | 0,64 9,99 | +33 80 15 990 600
10. $ 10,4 0 0 58,2 16,2 | 0,27 0 — 70 45 570 1410
11. $ 62,4 59,2 | 0,95 10,4 53,5 | 5,10 1332 | —16 70 20 2970 —2 460
12, 3 72,8 86,2 | 1,18 26,0 26,9 | 1,03 1,66 - 60 15 200 340
13. R 77,9 91,5 | 1,17 5,2 0 0 8,49 | +39 65 0 300 4700
14. R 67,6 52,2 | 0,77 20,8 37,7 | 1,81 8,65 | —29 35 12,5 600 210
15. | R 67,6 64,6 | 0,95 31,2 323 | 1,04 10,65 | +13 80 30 1305 3695
16. | R 46,8 59,2 | 1,26 26,0 20,0 | 0,76 5,66 |ml29 55 15 60 360
17. R 62,4 64,7 | 1,03 26,0 10,8 | 0,41 10,98 | +16 70 7,5 720 —20
18. $ 72,8 64,6 | 0,88 62,4 16,2 | 0,25 1,66 | —33 70 25 0 150

| o R | 632 43,1 | 0,68 10,4 20,0 | 2,00 6,66 | —26 90 40 300 0
20. | R 46,8 48,4 | 1,03 0 0 0 — —26 85 20 0 2580
21. | R 57,2 48,5 | 0,84 57,2 37,7 | 0,65 11,65 | +23 80 25 165 415
3 112000 | 12311 | 2123 | 5332 | 4480 | 21,38 | 15403 | 154 1491 485 10 960 18 500
M | 57,6 58,6 | 1,01 25,4 21,3 | 1,01 7,37 | + 2,84 71,0 23,1 548 925
B 9949 | 11253 3,42 | 7079 | 4539 27,28 | 407 7379 3304 2639 8934820 |40 071 645
¢ 22,2 23,7 | 0,42 18,8 150 | 1,6 4,4 18,9 13,0 11,5 668 1415
om 4,8 51| 0,09 4,1 32 | 0,3 0,96 4,1 2,8 2,5 145,8 336
v 38,5 40,4 | 41,58 74,04 70,32 |158,4 59,7 66,54 18,30 49,8 121,9 152,8




II. Sekret vejcovodu

}’Eem'éna « I?.b}f[ek Ubytek g g
Metabolismus O, a CO, béhem 5 hodin (10° spermif) ll(-)lékst::r}: Efﬁ:g 3:1: sz;;‘c?-’;?i r;zlisr. za Vyvoj mlskrgggf‘y béhem
mii za 5 hod. hod.
0—0,30 hod. 4,30—5,00 hod. . ubytek : tibytek &
ubytek | & pfiby- |ztrdta po- pocet mikro- b
Pokus | Byk - frukt. vini  |hyblivosti | v tisicich | bi nazat, | ™fofeniza
0, co, | RO 0, oo, | mp | YO | TIEG g %% vsicich | Sisicich
: . | R 355 | 184 | 0,51 | 473 | 1042 | 2,20 2,08 | —62 80 30 280 5000
2. | & z technickych ditvodit neodeditano 4,16 | —12 73 25 630 3180
3. (| § 90,7 | 1183 | 1,30 | 142,5 | 184,0 | 1,20 | 13,7 | —33 20 5 3000 4000
4. | 8 131,2 | 1206 | 091 | 1187 | 1072 | 0,90 2,08 - 18 10 450 5 000
5. | R 7,3 65| 0,89 730 | 71,2 | 097 | 187 | —20 0 +1,5 2000 3000
6. | R 733 | 576| 0,78 259 | 50,4 | 1,94 873 | +33 30 20 2 505 2500
,Ej 7. | R 973 | 378| 038 | 1520 | 1699 | 1,11 | 10, 0 85 12,5 600 4400
& 8. | R 68,7 | 469 | 0,68 | 1999 | 2277 | 1,13 | 11,2 | +33 90 5 1830 3150
E 9. | R 13,0 0 0 31,6 0 0 1,2 | +24 90 25 2190 2 800
Z I
é z 517,0 | 406,1 | 545 | 790,90 | 9146 | 954 | 82,25 | —37 486 125 13 485 33030
g M 64,6 | 50,8 | 0,68 98,9 | 1143 | 1,19 9,13 | — 4,11 | 54,0 13,9 1498 3670
z B 13021 | 15040 1,0 [278460 [39263 3,16 | 248 1203 |10534 1065 | 8257295 | 7264800
. o 43,1 | 463 | 037 630 | 748 | 0,67 5,9 13,0 38,8 12,3 10,5 1018
2 om 152 | 164 0,13 223 | 265 | 023 1,9 43 12,9 4,1 338,3 339
g v 66,7 | 91,2 | 54,4 63,7 | 654 | 56,3 64,6 31,6 71,8 88,6 67,7 27,7
o
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III. Sekret délohy

Pfeména Ubytek Obytek e
Metabolismus O, a CO, béhem 5 hodin (10° spermii) fn.;ktozy Px"emepa zxvycl} rezist. Vyvoj mikrofléry béhem
(10° sper- | bilkovin | spermii za 5 hod 5 hod.
mif) za 5 hod. :
0030 lad, 4,30—5,00 hod. ibytek | UBVEEHE | srita po- podet mikr, | UbYtek
Pokus | Byk ~|- fruktézy Pi‘ et :m hyblivosti | v tisicich | na zatatku s hod
0, co, | RO 0, | co, | Ro | V™8 | hodn. | Y% vtisicich | sicich
4 § 66,2 61,9 | 0,93 48,0 73,2 1,52 4,16 | +179 68 20 3300 1 800
2. $ 75,0 80,4 | 1,07 156,2 | 170,9 1,09 12,4 1-83 15 5 3510 4000
3. R 50,0 335 | 0,67 54,7 69,2 1,26 7,9 —20 30 0,2 690 4000
4. R 93,7 73,7 | 0,78 112,5 60,3 | 0,53 5,40 | +83 20 5 2160 2 800
5: R 81,2 80,4 | 0,99 39,2 45,1 1,15 4,57 | +20 5 5 500 4400
6. S 50,0 | 151,1 | 3,02 0 0 0 2,08 | —16 70 0 675 165
7. § 91,4 77,4 | 0,84 13,1 12,9 | 0,98 2,08 | —16 70 0 600 300
b2 507,5 | 558,4 | 8,30 425,7 | 431,6 | 6,53 38,59 | +213 278 35,2 11 535 17 465
M 72,5 79,7 | 1,18 60,8 61,6 | 0,93 551 | + 30,4 39,7 5,02 1647 2495
B 7795 7532 4,05 (18173 18583 1,56 79,52 | 13028 4945 298,3 |10529280 |18 982050
o 36,3 354 | 0,82 55,2 55,6 | 0,50 3,64 46,7 28,6 7,0 1327 1779
om 13,7 43,4 | 0,31 20,9 20,9 | 0,18 1,3 17,6 10,8 2,6 502,6 673
v 50,0 44,4 | 69,5 90,8 90,2 53,7 66,0 153,6 72,0 139,3 80,6 72,3
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1V. Sekret vestibula

Preména

Ubytek

Metabolismus O, a CO, béhem 5 hodin (10° spermii) (gro‘:kstgezg’_ oo S’;gﬁl‘l Coreek | Vevoy SfkehR ey bRHEw
mii) za 5 hod. | #2 5 hod.
0-0,30 hod. 4,30—5,00 hod. dbytek | OVIRE | g potet mik, | DYk &
Pokus | Byk fruke, | PEbYvani hyblivosti | v tisicich | na zatitku -~
o, | co, | RO 0, co, | RO | Y™ | hodn. | V% vsicich | iicich
.| 8 733| 88| 1,07 | 427 | 553 | 1,29 2,08 |+137 44 35 1 830 1850
2: R z technickych davodi neodeditino 2,08 +29 70 20 1 050 3 450
3 | R 1101 | 1183 | 118 | 647 | 854 | 1,31 7,07 | +37 55 0,2 540 4000
4. | R 653| 580| 088 | 1567 | 1548 | 0,98 0,08 | —4l 65 5 4440 1000
5. | R 500 | 402| 080 | 31,2 | 335 | 1,07 | 124 | —62 65 20 510 4500
6. | R 653 | 51,6| 079 | o979 | 967 | 098 | 11,2 | —62 65 20 450 4500
7. | R 187 | 20,1 | 1,07 | 1749 | 1674 | 0,95 ~ | +29 75 14,8 270 4700
8. | R 57,0 | 81,5 | 1,40 | 142,4 | 1354 | 0,95 —~ | b 80 9,8 630 4300
5 440,6 | 456,5 | 7,19 | 7105 | 7285 | 7,53 | 4481 | +71 519 124,8 9720 28 300
M 620 | 652| 1,02 | 1014 | 1040 | 1,07 746 | + 8,6 64,8 15,6 1215 3537
B 4472 | 6449 | 033 [19931 [15328 0,18 | 103,1 |11855 804 818,3 13579200 |13 394750
o 272 | 327| o022 | 576 | 505 | 017 4,5 41,1 11,2 10,7 1392 1386
ane 103| 123| 008 | 21,8 | 191 | 006 1,8 14,5 3,9 3,7 493,6 491
v 432 | 50,1 | 21,56 | 568 | 485 | 159 60,3 41,7 17,3 68,6 114,6 | 39,2




DISKUSE

Z popsanych vysledki pokust je zfejmy jisty pfiznivy vliv sekretd téméf
vSech ¢asti samictho genitdlu v metestru na prezitelnost a rezistenci bycich
spermii pfi télesné teploté, coz souhlasi s pozorovanimi Changa (1959),
Williamse (1964), Luncy (1962) a na§imi pokusy se zvifaty v obdobi
estru (Cermak 1965). V respiraénich pokusech na za¢itku a na konci expo-
ziéni doby bylo zjisténo, Ze u kontrolniho fedéného spermatu klesla spotieba
Oz a vydej CO2 vice nez o polovinu, zatimco u spermatu v prostfedi sekretd
z genitdlii samice se ke konci pokusu udrzela na stejné vysi jako na zalatku.
Inhibi¢ni 4€inek v tomto sméru ukazala pouze tekutina Graafovych vacka v ob-
dobi predtijovém i estrdlnim a uterinni sekret ziskany v dobé fije (Cermék
1965). Lze tedy soudit, Ze i respirace spermii je prostfedim samicich pohlavnich
orgdni v pfevdzné mife aktivovana.

Zjistény index fruktolyzy odpovidd Mannovym pozadavkim (1,4 az
2mg/ hod.), avSak mezi jednotlivfymi pokusnymi skupinami nebylo prokazatel-
nych rozdili. Ubytek fruktézy byl stejny jak u semen s vysokou, tak i nizkou
respiraéni ¢innosti. Nebyl ani pozorovan zfetelny vliv mikrobii na metabolismus
fruktézy, jak uvadi ve své praci Jablonskij (1963). Nebyla rovnéz zjisténa
souvislost s metabolismem bilkovin. Nelze také fici, ze by spermie vycerpaly
nejdfive vSechny zasoby fruktézy a teprve potom pfeily na jiné ziviny. Tam,
kde podate¢ni hladina fruktézy byla vysokd, zistdvala i ke konci pokusu jesté
jeji uréitd hladina v semeni. To znamend, ze nékteré sekrety samiciho genitdlu
ovlivnily pouze respiraci a nikoliv fruktolyzu, tj. spermie mohly Cerpat energii
rozkladem litek jednodussich (mastnych kyselin, lipidd, sorbitolu ap.). Jinak
mohly pouzit také bilkovin, coz se v naSem piipadé projevilo zvlasté u ejaku-
latd silné infikovanych (s obsahem hlenu z vejcovodi).

U tfech pokusnych skupin bylo zji§téno zvySeni obsahu bilkovin v semeni.
Ve spermatu s obsahem hlenu z vejcovodi viak nastal jejich abytek. Toto sperma
také vykazovalo nejvétsi pomnozeni mikrobti béhem expoziéni doby, takie uve-
deny dbytek bilkovin lze vysvétlit jejich zvySenym rozkladem bakteridlnimi enzy-
my. Pokud se tykd samotného mnoZeni mikrobti, bylo toto prokazatelné vyssi
ve vSech pripadech. Tc znamena, ze vSechny sekrety piisobily stimulaéné na
jejich mnozeni. V tomto sméru je tedy jejich ptsobeni stejné jako na respiraci
spermii.

ZAVER

Zivot spermii v pohlavnich orgdnech samice je vyrazné ovliviiovan jejich
sekrety. Méfenim metabolickych hodnot byla zji§tovana respirace, fruktolyza, pfe-
ména bilkovin a Zivotnost by¢ich spermii pfi pétihodinové expozici v prosiredi
télesné teploty a sekreti tubarnich, uterennich a vagindlnich ziskanych od krav
v metestru. V§echny sekrety ptisobily oproti kontrole stimula¢né na respiraci sper-
mii a mnoZeni mikrobti. Zistaly vSak bez ¢inku na fruktolyzu. Ubytek bilkovin
se projevil pouze ve skupiné, kterd vykazovala silnou mikrobialni infekci. Zivot-
nost spermii (tj. pohyblivost a rezistence) se zvysila pouze u ejakuldtu s obsa-
hem délozniho hlenu. U ostatnich sekreti bylo pozorovano jeji sniZeni.

Doslo dne 24. 1. 1966
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Bamsanue CEKPETOB MOJIOBBIX OPraHOB CaAMOK Ha obMeH BEIECTB CIepMAaTO30HA0B

JKusHp cnepMaToO30MIOB B IOJIOBBIX OPraHaX CaMKM HAXONMTCA MON CHJIBHBIM BJIHSAHUEM MX
cekperoB. IlyTeM usMepeHus MeTaboJHMYECKHX BEJHUYMH Onpedejsauck pecnupauus, $pyKToIHU3,
obMeH 6eNKOB H JKM3HECIOCOOHOCTh CHEpMAaTO30MIAOB ObIKA NPH MX MATHYACOBOH BSKCIO3HIIHH
B Cpele TeJeCHOH TeMmnepaTypsl ¥ TPyOHBIX, MAaTOYHBIX M BJATAJHIIHBIX CEKPETOB, IOJYYEHHBIX OT
KOpOB B IEPHON MEeXIy AByMs TedKaMu. [[0 CpaBHEHHIO C KOHTDOJIEM BCE CEKPEThl NEeHCTBOBAJIH
CTHMyJHpPyIOIle Ha IbIXaHHe ¥ pasMHOKeHMe MuKpoGos. Ho oHm He neiicrsoBaim Ha QpPyKTONHS.
Y6rpan Genkop mposBisjack JMIIB B TOM Tpynme, y KOTOpPOif Ha6iomanach CHJIbHAA MHKPOGHAJIb-
Has uadexuua. YKuaHecrnocoBHOCTL cnepMaTo30MmoB (T. €. TMOXBMIKHOCTh M YCTOHUMBOCTH) MOBBI-
CHJIach TOJIBKO y 3AKYJIATOB, CONEPKANIMX MATOYHYIO CIM3b. Y OCTAJBHEIX CEKPETOB Habionasoch
CHMJKEHHE »KM3IHEeCroco6HOCTH.

The Influence of the Female Genitals on the Metabolism of Zoospermia

The life of zoospermia in the female sexual organs is considerably influenced
by their secretions. By determining the metabolic values of respiration, the fructo-
lysis, the conversion of proteins and the vitality of bull zoospermia were being
ascertained during a five hours’ exposition in the milieu of body temperature and
tubar, uterine and vaginal secretions obtained from cows in metester stage. In com-
parison with the control all secretions acted as a stimulant on the respiration and
multiplication of the microbes, They, however showed no effect on the fructolysis.
A decrease of proteins was only ascertained in the group showing a strong micro-
bial infection. The vitality of zoospermia (i. e. motility and resistence) increased
merely in ejaculations containing uterine mucus. In the other secretions there was
being observed the decrease of their vitality.

Einfluff der weiblichen Genitalien-Sekrete auf den Stoffwechseln der Spermien
Das Leben der Spermien in den weiblichen Geschlechtsorganen wird durch

ihre Sekrete markant beeinflut. Mit der Messung der metabolischen Werte wurde
die Respiration, Fruktolyse, der EiweiBlstoffwechsel und die Vitalitit der Bullen-
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spermien bei funfstimdiger Exposition im Milieu der Korpertemperatur und der
Tubar-, Uterin- und Vaginalsekreten, die von den Kithen im Metester gewonnen
wurden, festgestellt. Sdmtliche Sekrete wirkten im Vergleich zur Kontrolle stimu-
lierend auf die Respiration und Vermehrung der Mikroben. Auf die Fruktolyse
blieben sie jedoch ohne EinfluB. Die Herabsetzung der EiweiBstoffmenge kam nur
in der Gruppe vor, die eine starke mikrobielle Infektion aufwies, zum Vorschein.
Die vitalitdt der Spermien (d. h. die Beweglichkeit und Resistenz der Spermien)
hat sich nur bei dem Ejakulat erhoht, das den Gebarmutterschleim enthielt. Bei den
ubrigen Sekreten wurde eine Herabsetzung der Vitalitit beobachtet.

Adresa autora:

MVDr. Oldfich Cerm ak, CSc. U¢ili§té¢ pro pracovniky plemenaiské sluzby,
Boskovice
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K. Ziegler VAKCINACE KURAT PROTI SYNGAMOZE

B O:zatovéni invaznich kultur larev hlistice Syngamus trachea rentgenovymi
nebo gama-paprsky ma vliv na jeji dal§i vyvoj v téle hostitele. Vliv se projevuje
tim, Ze ozafené larvy se (podle ddvky ozdfeni) nevyvinou do dospélého stadia,
event. je mnozstvi dospélych jedinct snizeno. Tim je redukovana patogenita
tohoto Cerva (spocivajici hlavné v ucpani pridu$nice zvifete mnozstvim cervi
a zaduSeni).

Hlavnim divodem aplikace ozarené kultury je to, Ze zivy parazit vytvari
v téle hostitele imunitni odezvu, kterd zabranuje dal$im invazim téhoZ parazita.

LITERARNI PREHLED

V dostupné literatufe jsou jen ojedinélé price, zabyvajici se imunitou ¢&i
rezistenci vucéi parazitézam ptaka.

Culbertson (1941) se zmifnuje o rezistenci kufat viéi Syngamus tra-
chea. Uvadi vék jako pfirozeny faktor rezistence vii¢i tomuto cizopasniku. Ku-
fata star§i 10 tydna jsou obvykle rezistentnéjsi, nez kufata mladsi, ackoliv na-
padeny mohou byt i ro¢ni slepice. Dieta s nedostatkem védpna zpisobuje
predispozici viadi invazi.

Olivier (1942) prokazoval ziskanou rezistenci vii¢i Syngamus trachea
u krocani a baZantd. Invadoval krocany invaznimi larvami a vajicky. Po vy-
vinuti Cervii je invadoval novou davkou vajicek a larev. Po uplynuti vhodné
doby zjistil, ze z této druhé invaze se nevyvinuli Zadni cervi. P¥i pokusech
s bazanty prokazal, Ze rezistence vG¢i reinvazi syngamézou meni zavisld na
pfitomnosti cervii v dobé reinvaze. Udéava, Ze reinvadoval baZanty soudasné
s kontrolami v dobé, kdy &ervi z 1. invaze jiz vymizeli. Zatim co u kontrol,
predtim neinvadovanych, se objevilo silné zamotfeni syngamézou, byli u re-
invadovanych bazantl zji§téni jen ojedinéli éervi.

Sichobalova a ParuZinskaja (1962) ozafovaly zrala vajicka
Syngamus skrjabinomorpha dévkami ionizaéniho zafeni od 2 do 15 kR. Bylo
zjisténo, Ze s vyskou davky ozifeni se nejen zpomaluje vyvoj embryi, ale také
se zvySuje pocet larev, neschopnjych vyvoj dokonéit. P¥i davce 15 kR nebyl do-
kon¢en vyvoj ani v jednom vajicku. Také invazni schopnost a zivotnost larev,
které se vyvinuly z ozafenych vaji¢ek je zna¢né snizend. V roce 1963 zkoumaly
moznosti imunizovani kufat proti askaridiéze (A. galli) a dosly k zavéru, ze
pomoci radia¢ni vakciny se vytvafi v organismu kufat relativni imunita, ktera
se projevuje po Celenzi normdlnimi larvami pronikavym sniZenim poétu vy-
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vinuvsich se parazitd. K ozafeni kultur pouzivaly rentgenovych paprskii v davce
15 kR. Tato davka zpusobila tak silnou inaktivaci larev askarid, ze larvy po
pocateénim vyvoji vétsim dilem opoustély hostitelsky organismus, aniz dosahly
pohlavné zralého stadia.

Varga (1964) uvefejnil praci, zabyvajici se Ginkem paprskit X na va-
jicka a larvy Syngamus trachea. Pouzival k tomu vaji¢ek z trusu uméle invado-
vanych kufat. Zjistil ndpadnou citlivost tohoto parazita na paprsky X. Ruznymi
ddvkami zafeni (5—80 kR) ozatoval rozryhovani vaji¢ka, obsahujici 4—16
blastomer a zkoumal vliv ozdfeni na jejich embryonaci. V dal§i fazi pokusi oza-
foval invazni larvy a vajicka s larvami, a to ddvkami od 1 do 8 kR. Tyto
ozafené larvy a vajicka pak aplikoval kufatim. V prvnim ptipadé zjistil, ze
davka nejméné 20 kR uplné zastavuje dalsi vyvoj vajicek, ve druhém uvadi, ze
pro imunizaéni pokusy se zdaji byt nejvhodnéjsi davky ozafeni larev mezi
4—5 kR.

MATERIAL A METODIKA

A. INVAZNI MATERIAL
a) PESTOVANI LAREV K INVAZIM

1. Dospélé samice S. trachea se destruuji preparadnimi jehlami nebo skalpely
a zaliji se fyziologickym roztokem v kadince do vySe 10—20 mm.

2. Takto ziskany material se inkubuje v termostatu pii teploté 26—27°C, denné
se provzdusnuje pipetou s gumovym balonkem a doléva se destilovanou vodou. Po
14—17 dnech se z uvolnénych vaji¢ek lihnou larvy, vhodné k invazi.

b) POCITANI VAJICEK A LAREV V KULTURACH A VYPOCET DAVKY
NA 1 KURE

1. Zméfeni obsahu kultury pipetou nebo stFika¢kou, pripadné piidani fyziolo-
gického roztoku na uréity pocéet mililitra.

2. Kultura se rozmicha, napipetuje a makape se 0,1 ml kultury na podlozni sklo
(rozdélené alespon do tfi kapek).

3. Mikroskopické stanoveni poé¢tu vajiéek a larev ve vSech kapkach,

4. V bodu 2 a 3 uvedené se opakuje desetkrat. Jednotlivé vysledky davaji po
- se¢teni obsah larev a vajicek v 1 ml. Vynasobenim celkovym poc¢tem ml kultury
vznika cifra, udavajici pocet vSech vaji¢ek a larev v kultufe. Pofet ml kultury se
déli po¢tem kurat a vysledkem je pocet vaji¢ek a larev na 1 kurle.

o aXbhb
Lze také pouzit vzorce

= pocet vajicek a larev na 1 kule, pii ¢emz

a = pocet ml kultury,
b = prumérny pocet vajicek a larev v 1 ml kultury
¢ = pocet kurat

¢) POSTUP PRI INVAZICH

Kultury vhodné k invazi nebo vakcinaci se aplikuji kutfatim po 12 hod. hla-
dovce do volete pomoci injekéni strikaéky se $irsi jehlou. Jehla ma na konci kuli¢ku
namisto $pi¢ky a je obloukovité zahnuta. Kulturu je nutno pred nasatim do stiikacky
dobfe rozmichat a mezi aplikaci jednotlivym kufatim neustdle protrepavat.

B. TECHNIKA OZAROVANI KULTUR
a) OZARENI RENTGENEM

Davky ozéateni 4, 6, 8 a 10 kR byly provedeny na rentgenovém pristroji némec-
ké vyroby, typ TUR 250, a to pri intenzité proudu 20 mA a 200 kV, vzdalenost OK
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25 cm, aluminiovy filtr 2,5 mm. Kultury byly ozafovany v 50 ml kadinkéach, sloupec
vody asi 10—15 mm,

Doba expozice:

4 kR 6 kR 8 kR 10 kR
7'30" 11'15" 15700 18'45"

b) OZARENf KOBALTOVYM ZARICEM Cof0

bylo provedeno u vysSich davek ozareni vzhledem k siln&j§imu zdroji zafeni.
Priliv za 1 min byl 2500 RAD. Rozdil mezi jednotkami RAD a R je zanedbatelny
(1 RAD = 1,0417 R). Typ zari¢e byl studnovy, studna naplnéna vodou do vyse asi
3 m. Kultury se spoustély k zari¢i na dno studny v kontejneru z umélé hmoty, vo-
dotésné uzavieném.

Doba ozéareni:

15 kR 20 kR 25 kR 30 kR
6 8 107 12

Ozarovani obéma zplusoby bylo provadéno na Biofyzikdlnim uUstavé v Brné.
Pro presné odméreni ¢asu byly pouzivany stopky. Kultury byly piepravovany v ple-
chové krabici vystlané vatou, nahidté mejméné 1 hod. pred transportem na kulti-
vaéni teplotu. Preprava tam i zpét trvala asi 1 hod. Kadinky byly po dobu prepravy
i pri ozarovani prekryty polyetylénovou folii, pfipevnénou na hrdlo kadinky gumo-
vym prstencem.

C. PRINCIP POKUSU S VAKCINOU

Pri pokusech s ozarenymi kulturami byla vzdy invazni kultura rozdélena na
2 ¢asti; jedna z nich byla ozafena a aplikovana pokusnym kuratim (dale jen ,,vak-
cina“), druha, neozarend, kontrolnim kuratium.

Obvykle bylo vakcinovdno dévkou ozafenych larev 30 kutat, z toho 10 kurat
pro ST (safety test), 20 kufat pro test imunogenity. Soucasné bylo k ST nainvado-
vano 10 kurat neozarenou kulturou jako komtroly.

Za dvacet dni od zac¢atku pokusu, tj. v dobé, kdy u normdlni invaze jsou v pru-
dusnici kurat dospéli ¢ervi, bylo vzdy zabito 10 vakecinovanych a 10 kontrolnich ku-
rat pro ST a spoc¢itani ¢ervi v prudusnici (tj. pary ¢ervi) jednotlivych kurat.

Soucasné byla provedena Celenz, tj. nasledna invaze neozafenou kulturou u zby-
lych 20 vakcinovanych kurat. Také k témto kurfatim bylo invadovano 20 kontrolnich
kurat, stejné starych, dosud intaktnich (test imunogenity), u dévky zareni 15 kR
10 kurat.

Za dal8ich 20 dnu byla pokusna i kontrolni kurata zabita a spoéitani ¢ervi stejné
jako u ST,

Do pokusu byla zarazovana kurata plemene Leghorn ve starfi 7—15 dnu. Starsi
se nehodila proto, Zze invadovatelnost kurat pri pouzivaném zplusobu invaze piiby-
vajicim vékem Kklesa.

Pri hodnoceni ST byla brana v uvahu absolutni ¢isla vzhledem k tomu, zZe
vSechny kontroly byly 100%, zamoieny.

Test imunogenity byl hodnocen jednak rovnéz v absolutnich éislech pfi ne-
stejném procentu zamoieni kontrol, jednak v pomérnych ¢islech, vypoéitanych pri
prevedeni vsach kontrol na 100%, zamoreni, a to podle vzorce a :b = 100 : x, pfi¢emzZ
a = 9, zamoreni kontrol, b = 9, zamoreni pokusnych kufat (tab. II, graf 1).

Podobné byl vypod¢itin v pomérnych éislech i prumér poétu éervii na 1 kuie
(tab. II, graf 2), kdy zvoleny pocet cervi kontrol je 1,0.

U tohoto testu byl proveden je$té dalsi pokus, v némz byly sledoviany a hodno-
ceny vysledky pii ruzné dobé& éelenZe po vakcinaci od 5 do 40 dni. V kazdy uréeny
den bylo ¢elenzZovano 25 kurat, dalSich 25 bylo kontrolnich. Jinak byl pokus stejny
jako predesly.

Kultury, pouzivané k vakcinaci a invazim, obsahovaly primérné& 94 invaznich
larev a 686 embryonovanych vaji¢ek S. trachea na 1 kure.
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1. Pomérné 9, zamoteni
pokusnych kurat ve srov-
nani s kontrolnimi (test
imunogenity)

10
o,
/0 T T 1 T T T
4 6 8 10 15 20 25 30
7
kR — VAKCINOVANA
——— KONTROLNI
II. Test imunogenity
Vakcinovana:
Davka Pitva kurat Pocet dvojic Cervi Zamofteni v 9,
zéfeni pocet pocet T @ na pomér na ‘
v kR b2 poSit, celkem 1 kufe 1 kufe skute¢né ] pomérné
4 20 11 17 \ 0,85 0,85 55,0 100,0
6 20 7 7 | 0,35 0,35 35,0 63,6
8 20 3 9 ‘ 0,45 0,45 15,0 27,3
10 20 4 4 0,20 0,06 20,0 28,6
15 20 2 2 0,10 0,06 10,0 25,0
20 20 1 1 0,05 0,06 5,0 22,5
25 20 4 6 0,30 0,37 20,0 } 50,0
30 20 5 6 0,30 0,37 25,0 62,5
VYSLEDKY

Pokusy byly rozvrzeny na dvé ¢asti:

a) Zkouska neskodnosti vakciny (safety test)

b) zkouska dcinnosti vakciny (test imunogenity).
a) ZKOUSKA NESKODNOSTI VAKCINY

V tomto pokusu bylo sledovdno zamofeni kufat po podani Zzivé vakciny
z invaznich kultur Syngamus trachea, na néz bylo plsobeno riznymi davkami

zareni.
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1. Safety test

Vakcinovana: Kontrolni:

Davka | Pitva kufat Pocet dvojic Zamo- | Pitva kufat Pocet dvojic Zamo-

zareni " > =101 Y RS ——— | feni

pocet | pocet @ na s pocet | pocet & na ;

vER. celkem | posit. celkem 1 kufe v celkem | posit. el 1 kure v%

4 8 18 2,0 88,9 10 | 10 121 12,1 100

6 6 8 1,0 75,0 10 ; 10 121 12.1 100

8 10 0 0 0 0 10 10 121 12,1 100

10 10 0 0 0 0 16 16 250 15,6 100

15 10 0 0 0 0 10 10 120 12,0 100

20 10 0 0 0 0 10 10 145 14,5 100

25 10 0 0 0 o | 10 10 | 145 145 | 100

30 10 0 0 0 0 10 10 145 14,5 ‘ 100

Cilem pokusu bylo zjistit nejniz§i davku ozafeni kultur, potfebnou k tomu,
aby se po aplikaci takové vakciny nevyvinuli v pridusnici kufat dospéli je-
dinci S. trachea. Pfi ozatovani bylo pouzito davek od 4 do 30 kR (kilorentgent),
tak jak je to uvedeno v tabulce ¢is I.

Kontrolni:

Pitva kurat Pocet dvojic cerva Zamorteni v %,
po | gt | ctem | G | e | setne | pomeme
20 | n 20 1,0 1,0 55,0 100,0
20 11 20 1,0 1,0 55,0 100,0
20 11 20 1,0 1,0 55,0 100,0
20 14 70 35 1,0 70,0 100,0
10 4 18 1,8 1,0 40,0 100,0
20 8 16 0,8 1,0 40,0 100,0
20 8 16 0,8 1,0 40,0 100,0
20 8 16 0,8 1,0 40,0 100,0

EXTENSITA INVAZE (MNOZSTVI NAPADENYCH KURAT):

Pfi nejnizsi davce 4 kR bylo z 9 pokusnych kufat 8 pozitivnich, coz se bez-
mala rovna kontrolnimu pokusu s neozafenou kulturou (88,9 % proti kontro-
lam). U nejblize vy$s§i davky 6 kR bylo pozitivnich uz jen 6 z 8 pokusnych
kufat; procento zamofeni je zde nizsi, nez u davky 4 kR (75 %).

INTENZITA INVAZE (POCET CERVU NA 1 KURE):
Pfi porovnani vysledkt pitvy pokusnych a kontrolnich kufat se jevi u téchto

dvou davek zédfeni znaéné snizeni mnozstvi ¢ervi v prudusnici ve prospéch
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vakcinovanych; zatimco u kontrolnich kufat je intenzita invaze 12,1 dvojic ¢ervi
na kufe, je u davky 4 kR toto mnozstvi snizeno na jednu Sestinu (2 dvojice na
kufe), u davky 6 kR dokonce na jednu dvanictinu (1 dvojice na kufe).

U ostatnich davek ozéreni, tj. od 8 do 30 kR doslo k dplnému atlumu vy-
voje &ervi k dospélosti. V pridusnici pokusnych kufat nebyli nalezeni ¢ervi ani
za 20 dni po vakcinaci.

Kontrolni kufata u vsech davek zateni byla 100% zamotena.

b) ZKOUSKA UCINNOSTI VAKCINY
1. IMUNITA KURAT PRI RUZNYCH DAVKACH OZARENI KULTUR

V pokusu bylo sledoviano zamofeni kufat, kterym byly podiny jednak zivé
vakciny z invaznich kultur S. trachea, ozarenych riznymi davkami radiace,
jednak normalni neozafené kultury (Eelenz), a to vidy po uplynuti 20 —22denni
lhity.

Pokus mél ukazat, kterd davka ozafeni kultur je nejvhodnéjsi k vyvolani
ucinné imunity vaci Celenzové invazi.

Bylo zapoéato s nizkymi davkami zafeni, kde byl predpoklad, ze vysledek
pokusu nebude ozafovdnim kultur vzhledem ke kontrolam pfili§ ovlivnén. Jak je
ztejmo z tabulky ¢is. II., nebyl u pocétecni davky 4 kR vysledek ovlivnén vibec,
hodnotime-li podet pozitivnich kufat pokusnych proti kontrolnim (je v obou
pripadech stejny). Prumérny pocet dvojic ¢ervi na 1 kufe (0,85) je o mélo nizsi
nez u kontrol (1,0).

U vy383i davky zafeni 6 kR je vysledek pokusu pfiznivéjsi. Pomér pozitiv-
nich kutat ke kontrolnim je 7:11; z celkového po¢tu pokusnjch je o 20 %
méné pozitivnich, nez u kontrol. Pofet dvojic Cervii na kufe je proti kontrolam
(1,0) snizen na tfetinu (0,35).

Dalsi davka zafeni 8 kR vykazuje jiz podstatné snizeni potu pozitivnich
pokusnych kurat, tj. zhruba jen ¢tvrtinu zasazenych zvifat proti kontrolam.
Mnozstvi dvojic ¢erva je zde zvyseno proti davce 6 kR; vzhledem ke kontrolam
je to meceld polovina (0,45).

Pti davce 10 kR bylo sice zjisténo o 1 pozitivni kufe vice, nez u davky
8 kR, bereme-li viak v Givahu, Ze u kontrolnich kufat je procento zamoreni vyssi
(70,0 % ) nez u kontrolnich niz§ich davek (55,0 %), lze davku 10 kR vzhledem
k tomuto kritériu povazovat pfi nejmensim za stejné ulinnou jako davku 8 kR.
Pokud se vSak tykda mnozstvi dvojic éervii na 1 kufe, je pocet znac¢né nizsi, nez
u predeslych davek (0,20).

U davky 15 kR byla uZ jen 2 kufata pozitivni ze 20 ¢elenzovanych, tj.
10 %. Je oviem nutno brat v tvahu, Ze i procento zamofeni kontrolnich kufat je
zde nizsi.

Davka 20 kR méla nejniz§i hodnoty ze vSech dosud uvedenych. Ze 20 ku-
fat bylo pozitivni jen jedno a byl nalezen jen 1 par Cervi. Procento zamofeni
kontrol je zde stejné jako u predeslé davky.

U davky 25 kR je zfejmé opétné zvySeni poctu zasazenych kufat na 4 ze 20.
Také celkové mnozstvi dvojic ¢ervii je zvySeno na 6 paru.

Nejvyssi pouzita ddvka ozafeni 30 kR vykazuje dalsi zvySeni poétu pozi-
tivnich kurat na 5 ze 20, celkovy pocet dvojic €ervii zlistdva stejny jako u pre-
deslé davky.
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U tohoto testu se objevila nestejnd procenta zamofeni u kontrolnich kufat.
Vznikla proto, ponévadz nebylo z technickych divodi mozno provést cely pokus
najednou.

Pfedpokldaddme-li, ze nestejné procento zamofeni kontrol celenze ma vliv
i na procento zamoreni pokusnych kufat, je nutno pocetné prevést vsechny kon-
troly na 100 % a Gmérné k tomu vypoéitat pomérné procento zamoteni pokus-
nych kufat (viz tab. II a graf 1). Z grafu i tabulky je patrno, Ze zvySovanim
davek zareni procento pozitivnich kufat prudce klesa az k davce 8 kR, kde se
udrzuje s mirné klesajici tendenci témét na stejné vysi az k ddvce 20 kR. Vyssi
davky nez 20 kR vykazuji opét zvySeni.

Prevedeme-li podobnym zpusobem mnozstvi dvojic ¢ervi na 1 kufe u kontrol
na zvoleny polet 1,0 a tmérné k tomu pfepocteme i mnozstvi dvojic éervii u po-
kusnych kutat, vznikne pfi grafickém zndzornéni ktivka, ze které je patrny nej-
nizsi pocet cervi u davek 10, 15 a 20 kR (viz graf 2 a tab. II.). Tento pocet
je u viech tfi davek stejny. Vsechny ostatni hodnoty jsou vyssi.
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2. Pomérny pocet dvojic 4L 6 8 10 15 20 25 30
S. trachea na 1 kure ve kR R VAKCINO.VANA'

srovnani s kontrolnimi

(test imunogenity) -—=KONTROL i

2. IMUNITA KURAT PRI RUZNE DOBE CELENZE PO VAKCINACI

V pokusu byla sledovédna tvorba imunity kufat vici Syngamus trachea
v pribéhu 5 aZ 40 dni po vakcinaci. Bylo pouzito celkem 250 kufat, z toho 125
pokusnych a 125 kontrolnich. Davka ozafeni kultury byla 20 kR.

Celenz pokusnych kutat byla provedena postupné 5., 10., 20., 30. a 40. den
po vakcinaci u 25 kufat v kazdé skuping; soucasné bylo invadovano vidy 25
kutat kontrolnich. Pokus byl zachycen v tabulce ¢is. III a zndzornén v grafu 3.

Hodnotime-li vysledky podle poétu zamofenych kufat, nejevi ¢elenz po 5
dnech téméf rozdilu proti kontroldm. Vy¢isleno v procentech je zamofeni pokus-
nych kutat 96 %, kontrolnich 100 %.

Celenz po 10 a 20 dnech ma jiz p¥iznivéjsi vysledek. V obou ptipadech se
u pokusnych kufat vyvinuli €ervi zhruba v poloviné piipada proti kontroldm
(48 % proti 88 % a 28 % proti 60 % ).
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III. Zamoreni kurat po vakcinaci, ¢elenZovanych v prubéhu 40 dni

Poéet kufat Pocet dvojic cervia
g:icgto imll);zcxfjtch zamorenych zamofeni v 9, celkem 2 na 1 kufe
vakcinaci larev % i L = .

on- on- on- on-

VA+CH | ooing | VATCH | olng | VATCH | 1o | VA+CH | trolni

5 40 24 25 96,0 100,0 160 318 6,40 12,70

10 57 12 22 48,0 88,0 22 113 0,90 4,50

20 40 7 15 28,0 60,0 11 27 0,40 1,10

30 89 1 11 4,0 44,0 1 14 0,04 0,56
R 1 2 4,0 8,0 1 | 5| op4 | 0:20]

VA +, CH = vakcinace s ¢elenzi

100
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501
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1
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DNY ——VAKCINACE + CELENZ 3. Zamoteni kutat v %

im = / po vakcinaci, ¢elenZova-
KONTROLN nych v prubéhu 40 dni

Nejptiznivéjsi vysledek byl u skupiny, celenzované 30 dni po vakcinaci, kdy
bylo zji§téno jen 1 pozitivni kute proti 11 kontrolnim, tj. 4 % proti 44 %.

Vysledek ¢elenze 40 dni po vakcinaci byl pfi hodnoceni poméru pokusnych
kutat ke kontrolnim podobny, jako u vysledkii po 10 a 20 dnech, kde byla zamo-
fena zhruba polovina pokusnych kutat proti kontrolam (4 % proti 8 % ). Pocet
pozitivnich kufat vzhledem ke stoupajici prirozené resistenci byl snizen aZ na
1 kufe proti 2 kontrolnim. V grafu je dobfe patrna snizujici se invadovatelnost
kutat z kfivky kontrolnich kurat.

Vysledky pokusu vzhledem k poétu dvojic ¢ervi v pradusnici kufat jsou
ponékud kolisavé, pokud se tykd vzdjemného pomeéru kufat pokusnych a kon-
trolnich. AvSak uz p¥i prvni éelenzi (5 dni) je zji§téna u pokusnych kufat jen
‘polovina mnozstvi dvojic €ervii proti kontrolnim. U druhé (10 dni) a posledni
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(40 dni) ¢elenze je u pokusnych jen pétina dvojic ¢ervi proti kontroldm. U tfeti
(20 dni) celenze méla kontrolni kufata 2,5krat vice dvojic nez pokusnd. Nej-
priznivéjsi vysledek byl zjistén u celenze, provedené 30 dni po vakcinaci. U po-
kusnych kufat byla jen 1 dvojice proti 14 dvojicim u kontrolnich.

Termin 30 dni po vakcinaci je tedy nejvyhodnéjsi nejen vzhledem k procentu

zamoteni kutat po ¢elenzi, ale i vzhledem k mnozstvi dvojic Cervii v pradusnici.

DISKUSE

Varga (1964) vyslovil v zavéru své prdce ndzor, Ze pro imunizacni po-
kusy by byly nejvhodnéjsi larvy Syngamus trachea, ozafené davkou 4—5 kR.
Nase pokusy vsak dokazuiji, ze optimalni davka ozéafeni je vy$si (20 kR).

V praci Sichobalové a Paruzinské (1962), jez invadovaly
kufata rtzné ozéfenymi vajicky Syngamus skrjabinomorpha je uvedeno, Ze pfi
ozafeni vaji¢ek davkou 10 kR byly zjistény v pradusnici pramérné 3 pary cervi
na 1 kufe za 12 dni po aplikaci (bez celenze). V jiném pokusu zjistily u téze
davky ozareni (10 kR) 1 pozitivni kufe z 15 pitvanych, a to za 24 az 33 dni
po aplikaci. V naSich pokusech nebyli zji§téni ¢ervi uz pifi davce ozafeni 8 kR
(u safety testu), pokud lze zde srovnavat dva rizné druhy syngamidi; kufata
byla pitvana za 20 dni po vakcinaci.

SOUHRN

V pokusech s vakcinaci kufat proti syngamoze bylo zjisténo, Ze nejnizsi
davka ozédfeni invaznich kultur, zabrarujici proniknuti a vyvoji ¢ervi Syngamus
trachea v prudusnici kufat, je 8 kR. Sife zkougené fady davek byla od 4 do
30 kR. Vakcina je ne$kodni v rozmezi od 8 do 30 kR.

Pri posouzeni Gcinnosti vakciny z pokust vyplyva, ze optimalni davka oza-
feni, pfi niZ byla vakcina nejac¢innéijsi, je 20 kR, pokud se tyka poétu pozitivnich
kufat po ¢elenzi. Optimalni imunita pfi této ddvce zareni byla zjisténa 30. den
po vakcinaci. Hodnoceno vzhledem k poétu dvojic ¢ervii v pridusnici po éelenzi
byly zjiStény nejniZsi pocty u davek 10, 15 a 20 kR.

Doslo dne 30. 12. 1965

Technicka spoluprace: Véra Juri¢kova
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Bakguuamusa melnasT npoTHB CHHIamMosa
B onprtax ¢ BakumHaummeil LBIMJIAT MPOTHB CUHraM03a yCTAHOBJIEHO, YTO caMas Hu3Kas 103a
obylydeHus WHRA3MOHHBIX KyJbTYpP, IHPEMATCTBYIOMIHX NPOHUKHOBEHHIO M PAa3BUTHIO 4YepBeil

Syngamus trachea s rtpaxee ubinasr, 8 Kunopenrrenos. /lManasoH onuiTHOro psza 103 6etx or 4
10 30 KHMJIOPEHTIeHOB.
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Bakuuna Gesppenna B npesenax or 8 1o 30 KMJIOpEHTIEHOB.

Tlpu ouenxe MeHCTBHA BAKUMHBI M3 OMNBITOB CJENyeT, YTO ONTHMAJbHAA 103a OGJNydyeHHA, NpPH
KOTOpoif BakuuHA Obina HauGonee neiicrsena, 20 KMIOPEHTTEHOB, YTO KACAETCA HHCJA TONOMKHU-
TeJBHBIX UBILIAT NOCHe yesneHxa. ONTMManbHBI MMMYHHTET NPH 9TOi 103 06sydeHus 6bin ycra-
HopyeH cnycra 30 nweit mocxe BakyuHanuu. [Ipu oueHKe B OTHOMIEHHM YMC]a map uepseit B Tpaxee
mocae “encHxa OBUIM yCTaHOBJICHBI caMble HM3Kue umcaa y xos 10, 15 u 20 kusopeHTreHOB.

Vaccination of Chickens against Syngamosis

In experiments with vaccination of chickens against syngamosis, 8000 r was
found to be the lowest dose of irradiation of infective cultures that still prevented
Syngamus larvae from penetrating into the trachea and inhibited the development of
worms. The X-ray doses employed in the experiments ranged from 4000 to 30 000 r.
In the range from 8000 to 30000 r the vaccine was found to be innocuous.

The optimum effective dose of irradiation was 20000 r as indicated by the
number of positive chickens found after challenge. At this dose level, optimum im-
munity was recorded 30 days after vaccination. The counts of pairs of worms found
in the tracheas after challenge were lowest at X-ray doses of 10000, 15000 and
20 000 r.

Vakzinierung der Hiihner gegen Syngamosis

Bei den Versuchen mit der Vakzinierung der Hiithner gegen Syngamosis wurde
festgestellt, dal die niedrigste Bestrahlungsdosis der Invasionkulturen, die imstande
war, die Eindringung von Larven und die Entwicklung der Wiirmer Syngamus
trachea in die Trachea von Hithnern zu hemmen, 8000 r ist. Es wurden die Bestrah-
lungsdosen von 4000 bis 30 000 r gepriift. Im Bereich von 8000 bis 30000 r ist die
Vakzine unschédlich.

Die optimale wirksame Bestrahlungsdosis, wie sie aus der Zahl der positiven
Hiihner nach der Provokation erfolgt, ist 20 000 r. Bei dieser Bestrahlungsdosis wurde
optimale Immunitdt 30 Tage nach Vakzinierung gefunden. Die niedrigste Zahl der
Wiirmerpaare wurde bei Bestrahlungsdosen von 10000, 15000 und 20 000 r gefunden.

Adresa autora:

MVDr. Kamil Ziegler, Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, odd. parazitologie,
Brno- Medlanky
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A. Zuffa STUDIUM VLASTNOSTI LAPINIZOVANEHO
E. Wagner VIRUSU — KMENA SFA — PO

V. Rajtar OPAKOVANYCH PASAZACH
J. Bogdan NA KRALIKOC_H A OSIPANYCH

M Pouzitie akéhokolvek bakteridlneho ¢&i virusového kmeiia pre vyrobu Zivej
vakciny si vyzaduje vedief: 1. ¢i predmetny kmefi mozno lubovolne pasazovat
v prislusnom mediu, na tkanivovom substrate alebo zvieratdim pouZzivanych pre
produkciu vakciny bez nebezpeia znizenia, pripadne straty jeho imunogenity,
a 2. &i vlastnosti vakcinaéného kmenia st natolko stabilné, Ze ostanii nezmenené
aj po opakovanych pasdzach na prirodzene vnimavom druhu zvierat.

LITERARNY PREHLAD

Nézory na stabilitu vlastnosti virusov moru ofipanjych atenuovanych dlho-
dobym pasdzovanim na kralikoch sa réznia. Kym Biro a spol. (1957), K4-
dar a spol. (1957), Johnston (1956) a Leemann (1956) povazuja
zmenend virulenciu lapinizovanych virusov (LV — vztahuje sa aj na lapinizo-
vant vakcinu) za ich trvald a irreverzibilnt vlastnost, nevyluéuji Torrey
a spol. (1961) a Young (1956) moZnost, Ze by mohli po urditom pocte
pasazi na ofipanych nadobudniat pévodna virulenciu. Vysledky pokusov Je-
tabka (1964) svedéia pre to, ze pasdzovanie kmenia SFA na oSipanych
viedlo k narastaniu jeho virulencie.

Literdrne tudaje o tom, Ze pasdzovanie LV na kralikoch méze mat za na-
sledok stratu ich imunogenity sd zatial ojedinelé. Praice Kornove (1963a,
1963b) a Kornove a Heckeho (1964) vSak dokazujd, Ze niektoré
kmene mézu uz po niekolkych pasdzach na kralikoch stratif imuniza¢na schop-
nost, pricom na druhej strane, niekolkondsobné prepasdZovanie na ofipanych
vedie k takému zvySeniu ich virulencie, ze vyvolaja typické ochorenie morom.
O vyskyte slabovirulentnych neimunizujacich morovych virusov referovali aj
Dunne a Luedke (1959).

Uvedené tdaje nabadaji k tomu, aby LV pouzivané pre ucely ochranného
ofkovania boli podrobené dékladnému $tadiu za Gcelom poznania ich biologic-
kych a imunologickych vlastnosti; pre vyrobu zivych vakcin by sa mali pouzit
len kmene, ktoré spliiuji stanovené poziadavky na neSkodnost a imunogenitu.

Ucelom nasich pokusov bolo: 1. zistif ¢i imunogenita kmefia SFA, pouzi-
vaného pre vyrobu LV ostava zachovand aj po prekonani mnohonasobnych pasazi

na krélikoch a 2. sériovych pasdZovanim virusu na kralikoch dosiahnat dalsie
oslabenie jeho virulencie a ziskat tak pre G¢ely ochranného c¢kovania neskodny, ale
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pritom dobre imunizujiici virus. Sledovanie virulencie vifusu po opakovanych pasa-
zach na o8ipanych malo nas informovat o stabilite jeho vlastnosti. O dosiahnutjch
vysledkoch referujeme v tejto praci.

MATERIAL A METODY

Virusy: Kmeni SFA sa u nis pouziva pre vyrobu komerénej LV. Pre
vyvoldvajice infekcie sme pOUlel kmefni Washington. Infekénd davka, 1 ml ne-
riedenej krvi odobratej na 6.—7. defi po infekcii, predstavovala asi 10° LDso.

Pokusné zvierata: PasdZovanie sme robili na dospelych krélikoch
z. v. 2—3 kg, resp. osipanych z. v. 20—30 kg. OSipané pochadzali z chovu
v ktorom sa chovné zvieratd ofkuji KVV, vykrmové oSipané sa proti moru
neockujad.

PasdZzovanie virusu na krdlikoch: Pre kazdt pasiz sme
pouzili dva kréliky; infikovali sme ich i. v. 2 ml 10 % suspenzie pripravenej zo
sleziny kréalikov z predchadzajticej pasdZe. Po infekcii sme im merali telesnt
teplotu 2 razy denne a na druhy den (za 48 hod.) sme vizdy jedného z nich
vykrvécali, krv konzervovali uskladnenim pri —20° C a slezinu pou#ili na pri-
pravu suspenzie pre dalSiu pasdi. K vzostupu telesnej teploty nad 40° C doslo
v ojedinelych pripadoch za 24 hod., spravidla viak za 48 hod. Takymto postu-
pom prekonal kmeri SFA viac ako 200 krali¢ich pasazi. Virusom z kazdej 50.
pasaze sme infikovali po Sest kralikov a ziskany virus lyofilizovali rovnakym
sposobom ako pri vyrobe komerénej lapinizovanej vakciny.

Pasazovanie virusu na prasatdch sme robili nasledovnym spésobom: ako
vychodiskovy virus sme pouzili 100. krali¢iu pasdz kmefia SFA; v kaZdej ne-
parnej pasdzi sme pouzili jedno, v kazdej parnej pasdzi dve prasatd. Pre prva
pasdz sme pouZili beznt vakcinaéni dévku virusu, od 2. az do 6. pasdze 2 ml
20 % suspenzie zo slezin prasiat z predchadzajicej pasdze odporazenych na 7.
deri po ofkovani; pred odporazenim sa od prasiat odoberala krv s heparinom
pre ofkovanie krélikov. Po¢nic 6. pasazou sme vidy jednému prasafu odobrali
krv na 4. az 7. defi po o¢kovani v mnozstvach po 20 ml a jednotlivymi vzorkami
krvi otkovali po dva kraliky davkou 2 ml i. v.; febrilnd reakcia do 72 hod. po
otkovani svedéila pre pritomnost virusu vo vySetrovanej krvnej vzorke. Vzorky
krvi, ktoré aspoii u jedného z dvoch otkovanych krédlikov vyvolali vzostup teploty
nad 40° C sme zmie$ali a zmesou oc¢kovali jedno, resp. dve prasatd pre dalSiu
pasdz. Vo vsetkych pripadoch sme v kazdej parnej pasdzi nechali jedno zviera
na Zive aby sme zistili, ¢i o¢kovanie nevyvold priznaky choroby, pripadne uhy-
nutie. Vysledok vyvolavajtcej infekcie tychto zvierat mal potvrdit, ze islo o pa-
sdzovanie morového virusu.

Pokusnym o$ipanym sme merali telesnd teplotu denne 4—6 dni pred a 21
dni po o€kovani LV, resp. 14 dni po vyvolava]ucej infekeii. Tep]otu do 40,5°C
sme povazovali za zvySenie za predpokladu ze vzostup nebol vyssi ako 1°C,
nad 40,5° C za hortc¢ku ak vzostup bol vyssi ako 1° C a zvlast hodnotili. Poéty
leukocytov sme zisfovali v defi okovania a potom na 3., 5. 7., 9., 11. a 14
deni. Za leukopeniu sme povazovali pokles bielych krviniek pod 10000 v 1 cmm?.

Pri pitve uhynutych zvierat sme pritomnost bakteridlnych zirodkov zisto-
vali vo vietkych parenchymatéznych organoch a mezenterialnych lymfatickych
uzlinich vyo¢kovanim na krvné agarové platne; v pozitivnom pripade sa robila
identifikdcia izolovanych zarodkov.
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VYSLEDKY

a. IMUNOGENITA KMENA SFA S ROZLICNYM POCTOM PASAZI
NA KRALIKOCH

Za Glelom zistenia, ¢i kmen SFA si zachova nezmenent imunogenitu v prie-
behu dlhodobého pasdzovania na kralikoch, o¢kovali sme virusom v 100., 150.
a 200. krélicej pasazi skupiny po 20 prasiat. V kazdom pripade sme 2 ampulky
lyofilizovaného virusu s obsahom po 1 ml, rozpustili v 100 ml pufrovaného fy-
ziologického roztoku (riedenie virusu pouzivané k ochrannému ockovaniu)
a z toho pripravili riedenia 10! az 10*. Neriedenym virusom sme oc¢kovali vidy
po Sesf, virusom v riedeniach 107 az 10* po $tyri ofipané davkou 2 ml sc.;
Sest spoluumiestnenych prasiat ostalo vo vSetkych pripadoch neoSetrenych ako
kontroly. Za 6 tyzdiiov sme zvieratd vSetkych pokusnych skupin infikovali.
Ziskané vysledky st zhrnuté na tab. I. Vidiet, Zze kmeii SFA vyvolal v 100.,
150. a 200. kraliej pasazi imunitu u octkovanych osipanych do rovnakych
riedeni ako vychodiskovy virus, ¢o znamend, Ze si v priebehu sériového pasa-
zovania na kralikoch zachoval nezmenené imunogénne schopnosti. Zo spolu-
umiestnenych neotkovanych kontrol preZilo v kaZzdej skupine jedno zviera.

I. Imunogenita kmernia SFA v 100., 150. a 200. krali¢ej pasazi

Pasaz virusu Pr;:ggr‘:?cc Pocet ockovanych Vysledok vyvola- Titer
na kralikoch : o§ipanych vajucej infekcie virusu
| virusu |
10° 6 6/6%
SFA 10-! 4 4/4
K — 100 10-2 4 4/4 1027
10-* 4 1/3%*
10-4 4 0/4
Neockované kontroly 6 1/6
10° 6 6/6
SFA 10-! 4 3/3
K — 150 10-2 4 4/4 10%,2
10-3 4 2/3
10-1 4 0/4
Neockované kontroly 6 1/6
10° 6 6/6
SFA 10-! 4 4/4
K — 200 10-? 4 4/4 10%2
10-3 4 2/4
10-4 4 1/4
Neockované kontroly 6 1/6

* — Citatel udava pofet imunnych, menovatel poéet infikovanych zvierat
** — Po jednom prasati uhynulo pred infekeciou
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b. IMUNOGENITA KMENA SFA V 100, 150, A 200. KRALICEJ PASAZI PRI
SIMULTANNEJ APLIKACII VELKYCH DAVOK OCHRANNEHO MOROVEHO
SERA

V' predchéddzajicich pokusoch s kmefiom SFA (Zuffa a spol. 1962)
neovplyvnila pri simultinnom o¢kovani ani velkd ddvka ochranného séra vytvo-
renie aktivnej imunity. Cielom zistenia, ¢i si tento kmef zachov4 rovnaké vlast-
nosti aj v priebehu dalSieho pasdZovania na krélikoch, otkovali sme po osem
prasiat beznou vakcinaénou davkou virusu v 100., 150. a 200. kraliej pasazi,
z ¢oho v kazdej skupine dostali po Styri prasatd sicasne 1 ml a po $tyri 2 ml
ochranného morového séra na kg Z. v.; osem prasiat dostalo len ochranné sérum,
a to opit po Styroch kusoch v davkach 1, resp. 2 ml na kg %. v.; po tyri spolu-
umiestnené oSipané ostali neoSetrené ako kontroly. Za 8 tyidiiov sme vsetky
o¥ipané podrobili vyvolavajicej infekcii obvyklym spésobom. Ziskané vysledky
st zhrnuté na tab. II.

II. Imunogenita kmenia SFA v 100., 150. a 200. kraliéej pasaZi pri simultdnnom
o¢kovani s velkymi ddvkami ochranného morového séra

iy g s 2 Pocet ocko- Vysledok vyvo-
PasaZ virusu na kralikoch Davka séra yanlchzsienat ivaites; infekele
K — 100 1 ml/kg 7. v. 4 0/4*

2ml/kg z. v. 4 0/4

K — 150 1 ml/kg z. v. 4 0/4

2 ml/kg z. v. 4 0/4

K — 200 I'ml/kg %. v. 4 0/4

2 ml/kg z. v. 4 0/4

= 1 ml/kg Z. v. 4 2/4

2 ml/kg z. v. 4 1/4

Kontroly: 4 4/4

* — Citatel udava pocéet uhynutych, menovatel pocet infikovanych zvierat

Vyvolédvajtcu infekciu prezili vietky oSipané ockované simultdnne virusom
a sérom bez ohladu na podet pasazi, kym kmen SFA na kralikoch prekonal, resp.
na inokulovanti ddvku séra. Len u troch z nich doslo k vzostupu teploty nad
40° C s trvanim 1 defi u dvoch a 3 dni u jedného prasata. Zo Styroch prasiat,
ktoré dostali len sérum v davke 1 ml na kg z. v. uhynuli dve, a zo skupiny ocko-
vanej 2 ml séra na kg Z. v. jedro prasa. U tych, ktoré infekciu prezili, sa pozo-
rovali priznaky nechutenstva a otupelosti doprevadzané horucnatym stavora
s trvanim 4 aZ 7 dni. V3etky kontaktné kontroly vyvolavajtcej infekcii podlahli.
Ziskané vysledky svedéia jednak pre to, Ze kmen SFA si aj po 200 pasdZzach na
kralikoch zachoval schopnost vyvolat aktivnu imunitu pri simultinnom podani
velkych dévok séra, jednak pre to, Ze aj za dva mesiace po podani ochranného
séra moze byt pasivna chrdnenost takého stupria, Ze priblizne u 50 % zvierat
zabrani uhynutiu po infekcii virulentnym virusom.
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¢. OCKOVANIE OSEMTYZDNOVYCH PRASIAT KMENOM SFA V 100. A 200.
PASAZI NA KRALIKOCH

V tomto pokuse sme chceli zistit ¢i, a do jakej miery doslo k oslabeniu
virulencie kmeria SFA v priebehu sériového pasazovania na kralikoch. Za tym
ucelom sme ockovali po 20 osemtyzdriovych prasiat virusom v 100. a 200. kra-
liej pasdzi bez séra. Cicajice prasatd boli presunuté do vyrobného distavu
a ihned ockované. Zvieratdm obidvoch pokusnych skupin sa merala telesni
teplota a zistoval poet bielych krviniek. Ziskané vysledky st zhrnuté na
tab. III.

III. O¢kovanie 8-tyZdfiovych prasiat kmeriom SFA v 100. a 200, pasazi na kralikoch

! Pocet prasiat
2 , . | Pocet prasiat | uktorych sa
Pas4? virusu Pocet tko- | Potet horic- | ukiorychsa | zistili Klinické | Vysledok
na kralikoch vany'(;t “;’:s::; " zistila postvakci- ockovania
prasy P leukopenia nacné
| reakcie
SFA l
K — 100 20 6/20 8/20 9/20 1/20*
SFA
K — 200 | 20 8/20 5/20 6/20 2/20

* — Citatel uddva poéet uhynutych, menovatel podéet ofkovanych zvierat

V pozorovacom case 21 dni sme zistili u polovice prasiat prvej skupiny
hna¢ku trvajicu cd 6. do 14. dia, ktora sa po tomto Case upravila bez akého-
kolvek dietetického alebo medikamentézneho zdsahu; jedno z prasiat na 7. den
po octkovani nadhle uhynulo; vysledok pitvy aj bakteriologického vysetrenia bol
negativny. V skupine prasiat o¢kovanej 200. kralicou pasdzou virusu sa v obdobi
medzi 6. a 12. diiom pozorovala mierna inapentencia a priznaky hnacky
u Siestich zvierat; na 5. deni po o¢kovani uhynulo jedno a na 7. deri dve pra-
satd s pitevnym nalezom akitneho zapalu zaludka a ériev; bakteriologicky nalez
bol negativny. V skupine oc¢kovanej 100. kralicou pasdzou virusu sa dokazala
leukopenia u 8 a termicky reagovalo 14 zvierat, z tocho 8 zvySenim telesnej
teploty a 6 horuckou; febrilné reakcie trvali od 1 do 6 dni (v priemere 2,4 diia).
V skupine ockovanej virusom v 200. krali¢ej pasazi reagovali 2 prasata zvyse-
nim telesnej teploty a 8 prasiat hortckou; leukopenia sa zistila u 5 prasiat.
Trvanie febrilnych reakcii nemoZno presne ¢asovo vymedzit vzhladom na to,
ze uz pri otkovani sa u 11 prasiat zistili teploty ed 40° C do 40,5° C.

d. STABILITA KMENA SFA V 100. PASAZI NA KRALIKOCH

Ako vidiet z tab. IV zachoval si kmeii SFA v priebehu 20 pasazi na osipa-
nych schopnost rozmnozovat sa v organizme kralikov a vyvolat u nich teplotné
reakcie. U oSipanych pouzitych pre pasdzovanie virusu, odpordzanych na 7. den
po ockovani, sa nezistovali patologicko-anatomické zmeny sved¢iace pre mor.
Vynimkou bolo prasa & 16 z 13. pasédze, u ktorého sa zistilo hemorhagické pre-
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IV. Pasazovanie kmena SFA na oSipanych

Poradie pasazi Cisla Tll:rplogné_ rcakclie u.krglilgov <’)Ek'ovan9c’h
na o¥ipanych prasiat vaymi vzorkami odo ra'tyrm za dni
po oc¢kovani
1 20 7. den 1/2*
2 26 7. den 2/2
24
3 30 7. den 2/2
4 22 7. den 2/2
13
5 49 7. den 2/2
6 50 3. — 7. den 7/10
27
7 29 3. — 7. den 4/10
8 32 3. — 7. den 6/10
36
9 100 3. — 7. den 7/10
10 33 3. — 7.den 5/10
101
11 04 4, — 7. den 6/8
A
12 07 4. — 7.den 4/8
05
13 06 4. — 7. den 6/8
14 09 4, — 7. den 6/8
08
15 IV. 4. — 7. den 6/8
16 10 4. — 7. den 8/8
II1.
17 X. 4, — 7. den 7/8
18 11 4. — 7. den 7/8
IX.
19 60 5. — 7. den 6/6
20 21 4. — 7. den 8/8
22

* — Citatel udava pocet reagujucich, menovatel poc¢et ockovanych kralikov
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V. O&kovanie ofipanych oékovanych kmefiom SFA pasazovanym na oSipanych

. o T Vysledok
Posid viusu | (g Poiehy | Mok | oSSl | viseaok | vyvlive
na ofpanfch osipanych nych (nad dokézala ockovania m];lcfc,ie
40,5 °C) leukopenia |
K 100 | 10 4/10% 3/10% 10/10* N 0/10%*
K 100 P 2 : 5 3/5 7—7/5‘_ |15 | 0/5 3
K10Ps | 5 3/5 3/5 1‘*0/5 \ - 0/5
K100 P 6 5 0/5 ' 3/5 ; 0/5 \ 0/5
K100P 8 ‘ 5 2/5 3/5 ] 0/5 ‘ 0/5
K 100 P 10 T 6/10 4/10 | 0/10 1{4 1/10
CK10P12 4 2/4 £ 2/71h: 0/4 }: 0/4
K 100 P 14 4 3 4/4 ‘ 0/4 i 0/4
K 100 P 16 5 43/5‘ i 5/5 l 0/5 a 0/5
K100P18 5 3/5 5/5 J 1/5 ; 0/4
K10P20 10 7/10 I 10/10 0/10 B 0/10
Kontroly = 10 — : ': - 8/10

Citatel udava podet reagujicich, resp. uhynutych, menovatel poéet ockovanych
* resp. infikovanych ** zvierat

siaknutie mezenteridlnych a perirektalnych lymfatickych uzlin, kataralny zapal
zalidka a ¢riev a vyrazné infarkty na slezine.

Vsetkych desat prasiat z 2. az 20. pasdze (po jednom prasati z kazdej 2.
pasaze) ockovanie prezilo a odolalo néaslednej vyvolavajicej infekcii.

V dalSom pokuse sme ockovali virusom z kazdej druhej prasaej pasaze
(rovnaky diel zmesi vzoriek krvi odobratych na 4. az 7. defi po o¢kovani a 20 %
suspenzie zo sleziny) po pitf, resp. desat prasiat z. v. 25—30 kg davkou 2 ml
s. c.; desat prasiat ostalo neoSetrenych ako kontroly.

Po ockovani uhynuli dve prasatd, a to po jednom v skupinach ockovanych
virusom v 2. (na 14. den), resp. 18. (na 10. deri) prasacej pasazi. Pitvou sa
v obidvoch pripadoch zistila gangréna pliac, cirhéza pecene, akitny zéapal ten-
kého a hrubého ¢reva a parazitirna invazia. Bakteriologicky so z prvého pri-
padu izolovali pasterely, z druhého nedpecifickd bakteridlna mikrofléra. Na 7.
az 12. deni po ofkovani sa u vacSiny zvierat pozorovalo mechutenstvo, maldtnost
a hnacky, ktoré po uvedenom ¢&ase odzneli bez oSetrenia. Nezaznamenali sa
preukdzne rozdiely vo vyskyte termickych reakcii u zvierat jednotlivych pokus-
nych skupin. Leukopénia sa zisfovala vo vietkych skupinach zvierat, ale u zvierat
ockovanych virusom vo vyssich pasazach na ofipanych bola vyraznejsia a po¢nic
16. pasdzou sa dokazovala u vSetkych prasiat (tab. V).
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Nakolko si kmeii SFA aj po 20 pasazach na ofipanych zachoval schopnost
rozmnozovat sa v organizme kralikov a vyvolat u nich charakteristické febrilné
reakcie a nevyvolal hynutie otkovanych vnimavych o§ipanych mozno uzatvarat,
ze si zachoval vlastnosti modifikovaného virusu. Mierny vzostup virulencie viru-
su, pofntc 16. praseCou pasazou, sa prejavil pravidelnym vyskytom vyraznej
leukopenie u o¢kovanych osipanych.

DISKUSIA

Aj ked kmen SFA, pouzivany pre vyrobu komerénej LV nevyvolaval v rameci
laboratérnych ani terénnych kontrolovanych pokusov u zdravych o$ipanych pri si-
multannom podani 15 ml ochranného protimorového séra Ziadne, alebo len zanedba-
teIné postvakcinaéné reakcie (Zuffa a spol. 1962), pri pouziti k ochrannému oé¢ko-
vaniu v Sirokom meradle sa vyskylli pripady neziaducich reakcii v chovoch s nizkou
uroviiou hygieny, vyzivy a u zvierat postihnutych chronickymi latentnymi bakte-
rialnymi ¢i virusovymi infekcemi. Dalsia atenudcia vyrobného kmena SFA sa preto
ukazala byf ziadicou. Pokusili sme sa o to cestou dalsich pasazi na kralikoch. Oéko-
vanie ciciakov 100. a 200, kralicou pasazou tohoto kmena vs$ak nedovoluje vyhod-
notif, do akej miery bola tato snaha uspeSna. Teplotné reakcie, zaznamenané po
ockovani ciciakov mie su pre takéto hodnotenie pouziteIné, nakolko uz v ¢ase o¢ko-
vania sa u Vviddsiny z nich zistila teplota 409C a viac. Pri vyskyte hnacéiek mohla
okrem oc¢kovania zohraf doélezitu ulohu zmena prostredia a najmi krmenia. Nakolko
sme ale u priblizne 309, o¢kovanych ciciakov zaznamenali leukopeniu znamena to,
Ze sme nedosiahli stanoveny ciel, tj. neziskali sme dobre imunizujuci ale pritom ne-
skodny virus. Dnes treba uz povazovaf za prekonany nézor, ze vznik leukopenie je
nutnym sprievodnym zjavom tvorby imunity (Osborne 1958, Olah 1960), na-
kolko su k dispozicii zivé protimorové vakciny, kioré napriek dobrym imunizac-
nym vlastnostiam nevyvolavaju ziadne postvakcinac¢né reakcie (Newborne a spol.
1961, Bognar a spol. 1963, Bass 1963, Aiken a spol. 1964, Janowski a spol.
1964).

Zachovanie imunizac¢nej schopnosti kmena SFA aj po mnohonasobnych pasa-
zach na kralikoch je v suhlase s nalezmi Newberna a spol. (1961) a Aikena
a spol. (1964), resp. Bassa a spol. (1963) a Loana a spol. (1964), ktori pasazovali
atenuované virusy ma tkanivovych kultarach. Tieto zistenia dokazuju, ze Kornove
udaje (1963a, 1963b) o strate imunogenity LV uz po niekoIkych pasazach na krali-
koch a narastanie ich virulencie po niekolkonasobnom prepasazovani na osipanych
mozno vzfahovaf len ma kmene, s ktorymi autor pracoval. Nemozno preto sihlasit
so zovSeobecnovanim tychto nalezov a tvrdenim (Korn 1963b), ze LV su alebo
prili§ virulentné a zapri¢inujua znaéné straty, alebo sa dalSimi pasiazami na kralikoch
ich virulencia zniZuje, pricom ale stracaju aj imuniza¢nu schopnosf, ¢o stavia vy-
robcov pred nerieSitelnu situaciu. Tieto zistenia vSak podéiarkuju potrebu doklad-
ného $tudia kazdého kmena pred tym, ako sa pouzije pre vyrobu Zivej vakeiny proti
moru osipanych.

Schopnost jednotlivych lapinizovanych kmenov revertovaf k vlastnostiam vy-
chodiskového virulentného virusu je rézna. Zo Styroch kmenov vySetrovanych Tor-
reom a spol. (1961) bolo potrebnych u jedneho 5, u jedneho 9, u jedneho 17 a
u jedneho 19 pasazi na prasatach, aby sa dostavili zjavmé postvakcinacéné reakcie.
Prvé pozorované reakcie boli védéSinou mierne a kratkeho trvania; so stupajucim
poc¢tom pasazi prudkosf reakcii stupala, pricom niektoré kmene nadobudali patoge-
nitu postupne, kym iné rychlo. Bass a spol. (1963) povazuju za stabilny virus, ktory
nezmenil svoju virulenciu po 8 a Ose a spol. (1964) po 14 pasazach na oSipanych.
Vysledky pokusov Jerabka (1964) nasvedc¢uju lomu, ze pasdzovanie kmena SFA
na oSipanych viedlo k narastaniu jeho virulencie, medokazuju vsak znovuziskanie
vlastnosti vychodiskového virulentného virusu. Sami sme zistili, ze kmen SFA v 100.
krali¢ej pasazi si aj po 20 pasdzach na oSipanych napriek miernemu vzostupu viru-
lencie zachoval vlastnosti modifikovaného virusu. Navzdjom Cc¢iasto¢ne rozdielne vy-
sledky mozno vysvetlif jednak tym, Ze virus s ktorym sme pracovali prekonal pri-
bliZne o 70 pasazi na kralikoch viac ako virus, ktory pouzil Jerabek (1964), jednak
rozdielnou interpretaciou jednotlivych zisteni, Po o¢kovani o$ipanych LV sa u oje-
dinelych zvierat nevylu¢uje moznosf uhynu, resp. vyskytu patologicko-anatomickych
zmien charakteristickych pre mor. Ich objavenie nezalezi len na kvalite vakciny, ale
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aj na citlivosti oCkovanych zvierat, ktora vykazuje znac¢né individudlne rozdiely.
V nasich pokusoch sa napr. u prasafa z 13. pasaze zistili patologicko-anatomické zme-
ny svedéiace pre mor, hoci u o$ipanych pouzitych pre dalSie pasdze sa takéto zmeny
nepozorovali.

Aj v pripade, Ze by sa za experimentalnych podmienok podarila uplna reverzia
lapinizovaného k vychodiskovému virulentnému virusu, takdto zmena je sotva mozna
v podmienkach praktického pouzivania LV u nas. Ziva vakcina sa u nas pouziva len
k ochrannému oc¢kovaniu vykrmovych o$ipanych, a to simultidnnou metédou, kedy
nedochadza ani k dlhodobej perzistencii virusu v organizme ockovancov, ani k jeho
vyluéovaniu, ¢o vylu¢uje moznost kontaktného prenosu a tym sériového pasdzovania
s narastanim jeho virulencie,

ZAVER

Kmen SFA, pouzivany pre vyrobu komerc¢nej lapinizovanej vakciny proti
moru osipanych, si v priebehu 200 pasazi na kralikoch zachoval nezmenené imu-
niza¢né vlastnosti; v 100., 150. a 200. kraliej pasazi vyvolaval imunitu do
rovnakych riedeni ako vychodiskovy virus. Pasdzovanie virusu na kralikoch ne-
ovplyvnilo jeho schopnost vyvolat akifvnu imunitu pri simultinnom podani 1,0
resp. 2,0 ml ochranného séra na kg z. v.

Aj po 20 pasazach na o$ipanych si zachoval kmen SFA vlastnosti modifi-
kovaného virusu. Doslo len k miernemu vzostupu jeho virulencie, ktord sa
po¢nic 16. prasatou pasdzou, prejavila pravidelnym vyskytom leukopenie
u ockovanych osipanych.

Doslo drnia 30. 12. 1965
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Hayuenme cBoiicTB nanmmHH3NpOBaHHOro Bupyca — mramma SFA — nocre mosTopHBIX maccaseit
HAa KPOJHMKAX ¥ CBHHbAX

Itamm SFA, mpuMeHAeMblil 118 NPOMIBOLCTBA KOMMEPUECKOH JNATHHUIMPOBAHHON BAKI[MHEL
npoTuB uyMbl ceuHel, B xone 200 maccaeii Ha KPONMKAX COXPAaHMJ CBOM MMMYHHM3AlHOHHbLIE CBOIi-
crea. B 100, 150 u 200-oM Kpoaudbux maccaskax OH BLISbIBAJL MMMYHHTET NPH TAKOH ’Ke KOHIIEH-
Tpauuu, KaKk M MCXOnHHN supyc. [Tacca)kupoBsaHue BHpyca Ha KpOJMKax He MOMEMIANO ero crocob-
HOCTH BBI3BIBATh AKTHBHBIII MMMYHHTET NpH ONHOBpeMeHHOM BeedeHuu 1,0 uuu 20 Mu s3anjuTHOM
CHIBOPOTKH Ha Kr. k. B. Haske nocae 20 maccakeil Ha xpoaukax mraMMm SFA coxpadun cpoiictsa
monuuuHposaHHoro Bupyca. JImme HeMHOTO yBesnyMiach €ro BHPYJEHTHOCTH, Koropas ¢ 16-ro
nacca’ka y BaKUMHHPOBAHHLIX CBHMHEIl PEryJsipHO BBHI3LIBAJA JICHKONEHHIO.

Study on the Properties of the Lapinized Virus Strain SFA after Repeated Passages
in Rabbits and Pigs

The SFA strain used for the production of a commercial lapinized vaccine
against swine fever maintained its immunization properties unchanged in the course
of 200 passages in rabbits. In the 100th, 150th and 200th rabbit-passage it induced
the immunity up to equal dilutions as the initial virus did. The passaging of the
virus in rabbits did not influence its ability to induce an active immunity when admi-
nistered simultaneously with a dose of 1.0 or 2.0 ml of protective serum per 1 kg
of body weight. After as many as 20 passages in pigs the SFA strain maintained the
properties of a modified virus. Only a mild increase of its virulence set in that mani-
fested itself in the regular occurrence of leucopenia in inoculated pigs starting with
the 16th passage in pigs.

Studium der Eigenschaften des lapinisierten Virus - Stamm SFA — nach
wiederholten Passagen auf Kaninchen und Schweinen

Beim Stamm SFA, der fiir die Erzeugung der kommerziellen lapinisierten Vak-
zine gegen die Schweinepest angewendet wird, blieben im Laufe von 200 Passagen
auf Kaninchen die Immunisationseigenschaften erhalten; bei der 100., 150. und 200.
Kaninchenpassage rief dieser Stamm eine Immunitdt in gleichen Verdiinnungen wie
das Ausgangsvirus hervor, Das Passagieren des Virus auf Kanninchen hat die Fahig-
keit des Hervorrufens von aktiver Immunitit bei simultaner Dosis von 1,0 bzw. 2,0 ml
Schutzserum je 1 kg des Lebendgewichtes nicht beeinfluB3t. Auch nach 20 Passagen
auf Schweinen blieben die Eigenschaften des modifizierten Virus des Stammes SFA
erhalten. Es kam nur zu einer maiBigen Steigerung seiner Virulenz, die beginnend
mit der 16. Schweinepassage durch ein regelmifBiges Vorkommen von Leukopenie
bei geimpften Schweinen zum Vorschein kam.

Adresy autorov:
Doc. MVDr, Alojz Zuffa, CSc., MVDr. Eugen Wagner, Bioveta, n. p. Nitra
MVDr, Vojtech Rajtar, USVU Statna kontrola biopreparatov a lie¢iv, pobocka

v Nitre
Doc. MVDr. Jozef Bogdan, VSP, Veter. fakulta, katedra patologickej morfologie,
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