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VÝZNAMNÉ ŽIVOTNÉ JUBILEUM AKADEMIKA 
BRAUNERA

Dňa 22. apríla 1967 dožívá sa akademik Brauner 60 rokov. Je to v živote kaž­
dého člověka významné jubileum aj so zřetelem na zhodnotenie toho, čo na svojej 
životnej púti vykonal pre prospěch rozvoja celej společnosti.

Narodil sa v Jelenci v roku 1907, okres Nitra. Maturoval na klasickom gym­
náziu v Komárně v roku 1925. Stádium na Vysokej škole veterinárskej v Brně 
musel přerušit na dva roky pre nedostatok finančných prostriedkov a tažkú cho­
robu matky. Po vykonaní vojenskej prezenčnej služby pokračoval v stádiu, ktoré 
dokončil v roku 1934. Na doktora Veterinárnej medicíny bol promovaný na Vysokej 
škole zverolékárskej v Brně v roku 1936.

Veterinárnu prase začal ako sákromný veterinárny lekán v obci Kotlářovo, okr. 
Komárno, kde ho po troch rokoch po uprázdnění miesta obvodného veterinára me- 
novali obvodným veterinářem. Táto funkciu vykonával až do roku 1946.

Už v mladom veku bol často svedkom sociálneho útlaku a nespravedlivosti, 
ktoré ho stále viac přibližovali к politickému socialistickému uvedomeniu. V roku 
1935 vstápil do KSC.

Počas praktickej veterinárskej činností pociťoval náš jubilant túžbu po labo- 
ratórnej a vedeckej práci. Na Vysokej škole veterinárnej v Budapešti osvojil si ve- 
decko-odborné znalosti v tlmení sterility hospodářských zvierat, ktoré úspěšně uplat­
ňoval v komárňanskom okrese.

V marci roku 1946 bol s. dr. Brauner přijatý do Státneho diagnostického vete- 
rinárneho ústavu v Bratislavě a bol služebné přidělený do Státneho diagnostického 
a séroterapeutíckého ástavu v Ivanoviciach ná Hanej (terajšia Bioveta n. p.), aby 
sa zaoberal výrobou očkovacích látok a osobitne sa zameral na přípravu vakcíny 
proti moru hydiny, která velmi postrádalo najma Slovensko. Táto úlohu splnil 
úspěšně a za vykonaná prácu sa mu dostalo morálneho a finančného uznania.

V roku 1950—1955 zapodieval sa s. dr. Brauner úspěšně výrobou protimorového 
séra, adsorbátových vakcín proti nákazlivej obrně a červienke ošípaných ako aj 
výrobou H vakcíny proti moru hydiny. Zaslúžil sa o zavedenie týchto biopreparátov 
do terénu a zníženie strát v živočišnéj produkcii na tieto nákazy. Dalej sa v tomto 
období pokusil aj o přípravu novej vakcíny proti choleře hydiny na kuřácích zá­
rodkách, a o vakcinu proti obrně ošípaných, připravovanou z laboratorně pasážo- 
vaného virusu.

Za zásluhy o zavedenie očkovacích látok do terénu. ako aj kontrolu bioprepa­
rátov proti slintačke bola s. dr. Braunerovi v máji 1952 přiznaná hodnost laureáta 
štátnej ceny.

Najvyššie strannicke a vládne orgány po zhodnotení činností s. dr. Braunera 
menovali ho v januári 1953 akademikem CSAZV, v jáni 1953 akademikem SAV a 
v aprili 1962 členem korespondentem ČSAV. Súčasne ho pověřili významnými funk- 
ciami v týchto Akadémiách. Balej bola uznaná činnost akademika Braunera aj 
v menovaní za člena korešpondenta Nemeckej akadémie pódohospodárskych vied 
v r. 1957. V januári 1959 sa stal akademik Brauner predsedom novozriadenej po­
bočky CSAPV pre Slovensko a druhým podpredsedom CSAZV od decembra 1961 
do 1. apríla 1962.

Z dokumentácie o vedeckej a publikačnej činností akademika Braunera zre- 
telne sa rýsuje jej intenzita v jednotlivých rokoch. Najvýznamnej z jeho vedec-
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kých publikácií v posledných rokoch sú práce o imunoprofylaxii červienky, vírusovej 
obrny ošípaných a o problematike' Aujeszkého choroby.

Rozsiahlu organizačnú činnost prejavil ako jeden z vedúcich činitelov polno- 
hospodárskej védy v CSSR, ktorú vykonával na úseku rozvoja rázných jej odvětvi 
a osobitne vo veterinárnej medicine najma pri priprave koncepcie jednotlivých 
veterinárnych odvětví pre budúcnosť.

S uznáním třeba kvitovat zásluhy menovaného o vybudovanie Biovety v Nitře, 
výchovu kádrov na tomto pracovisku, jeho školitetskú a prednášatelskú činnost. 
Rozhodnutím z 25. juna 1963 bol menovaný prezidentovi republiky profesorom pre 
obor epizootológie.

Akademik I. Brauner už za prvej republiky sa prejavil ako pokrokový člověk, 
zameraný na komunistická ideológiu, v ktorej zotrval aj v tažkých rokoch okupácie 
južného Slovenska.

Jeho pokrokový a vedecký profil je zřejmý z viacerých skutečnosti. Je to predo- 
všetkým fakt, že sa zaslúžil v ekonomicky komplikovaných situáciách o produkciu 
a rozvoj očkovacích látok proti prvořadým chorobám domácích zvierat, takže velmi 
přispěl ku zvýšeniu živočíšnej výroby.

Taktiež sa odsvědčil ako člen Vědeckého kolégia biologických základov pol'no- 
hospodárstva pri ČSAV od roku 1962 a terajšieho Vědeckého kolégia teoretických 
základov poTnohospodárstva ČSAV od roku 1967. Podpredsedom Vědeckého kolégia 
špeciálnej biologie SAV bol od roku 1964 a jeho predsedom sa stal od 1. 1. 1967.

Akademik Brauner je aktivnym členom rázných vědeckých rád a komisií vý- 
skumných ústavou, veterinárnych fakult, takže účinné pomáhá к rozvojů a činnosti 
týchto vedecko-výskumných zariadení rázných rezortov.

V roku 1964 bola udelená akademikovi Braunerovi spolu s dr. Skodom CSc. 
a dr. Žuffom CSc. štátna cena K. Gottwalda. Táto skutečnost znovu je dókazom 
přínosu jeho činnosti a kolektívnej práce pre rozvoj nasej védy a ekonomiky vóbec, 
v zmysle progresívnom a na medzinárodnej úrovni.

Je žiadúce, aby sme charakterizovali nielen vedecko-výskumnú a orgnizačnú 
činnost nášho jubilanta, ale aj jeho ludský profil. V tomto smere je závěr jedno­
značný, lebo pre dobré ludské vlastnosti, priatefský vztah к Tudom a nekonflikto- 
gennost získal si mnoho priatelov a priaznivcov v našom státe aj v zahraničí.

Želáme úprimne v mene všetkých prislušníkov veterinárneho lekárstva a v mene 
všetkých jeho priatelov rázných profesií, ktori sú s ním v intímnom kontakte a 
s ktorými úzko spolupracuje, aby mnoho rokov zostal v plnej aktivitě a dalej úspěš­
ně rozvíjal vedecko-výskumnú ako aj organizačnú činnost a prispieval к rozvojů 
veterinárneho lekárstva a podielal sa na pokrokách celej nasej spoločnosti.

Úprimne mu blahoželáme к jeho šesťdesiatinám a najma prajeme, aby sa dlhé 
roky dožil vo svojom rodinnom kruhu mnoho šťastných, spokojných a radostných 
dní, ako aj událostí, ktoré máze poskytnut člověku život vóbec.

Končíme naše blahoželanie citáciou stáročia platnou: „Ad multos felicesque 
annos“.

MVDr. F. Nižnánsky, člen korešp. SAV
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R. Škoda IMUNIZÁCIA PROTI AUJESZKÉHO
CHOROBĚ ŽIVOU VAKCÍNOU

4. VÝSKYT AUJESKEHO CHOROBY V CHOVOCH OSIPA 

NYCH, OČKOVANÝCH VAKCÍNOU BUK

Věnované mójmu učitelovi í. akademikovi I. Braunerovi к jeho 60. narodeninám

Я Očkovanie modifikovaným vírusom BUK vyvolává u ošípaných dlhodobú 
imunitu, sprevádzanú prítomnosťou neutralizujúcich protilátok (NP — Škoda 
a spol. 1964). V očkovaných chovoch sa efekt vakcinácie prejavil priaznivo 
(Škoda a spol. 1966) a v očkované] oblasti zaznamenala křivka výskytu ná­
kazy v r. 1963 až 1966 výrazný pokles.

Popritom sa však v priebehu r. 1963 až 1966 zaznamenali v 7 z 92 očko­
vaných chovov Západoslovenského kraja za 6 — 13 mesiacov po uskutočnení po- 
sledného očkovania případy ochorenia ošípaných na Aujeszkého chorobu (Au. 
ch.). Ak máme hodnotiť efekt hromadnej vakcinácie živou vakcínou BUK na 
základe výskytu nákazy v očkovaných chovoch, t. j. v chovoch, v ktorých sa 
v minulosti očkovali všetky alebo len určitá časť zvierat, bude dobré vychádzaf 
zo skúseností pri sledovaní epizootológie prirodzených vzplanutí v chovoch oší­
paných, t. j. prirodzeného premorenia, resp. imunizácie zvierat.

V tejto súvislosti sú zaujúmavé údaje, zhrnutné na tab. L, vypracované] 
v spolupráci s dr. Z. G r u n e r t o m z Veterinárneho ústavu v Bratislavě 
(Škoda a Grunert, 1966). Rozoberá sa v nej výskyt Au. ch. v Západo- 
slovenskom kraji v r. 1955 — 1964, t. j. v najzamorenejšej oblasti ČSSR. V uve- 
denom období sa tu vyskytlo 481 vzplanutí v 294 chovoch v 256 obciach. V 35 % 
chovoch sa nákaza opakovala, a to priemerne 2 krát, v 6 chovoch dokonca viac 
ako 4 krát. Na týchto 35 % chovov připadá 60 % všetkých vzplanutí. V prie­
behu jedného kalendárneho roka sa nákaza opakovala v 33 chovoch; v priebehu 
12 mesiacov od prvého vzplanutia došlo к opakovaniu až v 91 prípadoch, t. j. 
v 50 % všetkých opakovaní, resp. 30 % prvých vzplanutí. V iných chovoch 
opakoval sa výskyt za 13 — 24 mesiacov a v mnohých prípadoch pozdejšie ako za 
2 roky. Zaujímavé je tiež zistenie, že 55 krát sa nákaza opakovala v rovnakom 
ročnom období, t. j. v tom istom mesiaci, ako sa vyskytla prvý raz, resp. o mesiac 
skór alebo neskór.

VLASTNÄpraca

Z uvedeného vyplývá, že v prirodzených podmienkach sa nákaza za urči­
tých okolností v chovoch ošípaných opakuje. Na jednej straně to kontrastuje so 
zistením, že prekonanie klinicky manifestačnej či latentnej infekcie zanechává 
u ošípaných doživotně pretrvávajúce NP (Škoda a spol. 1963); tieto sa vše­
obecné považujú pri mnohých virusových chorobách temer za index imunity. 
Tu však třeba podotknúť, že to neplatí napr. právě pri herpese, ochorení, vyvo- 
lanom vírusom, patriacim do tej istej skupiny ako Au. virus. Na druhej straně 
to poukazuje na skutočnosť, že v určiných lokalitách sa opakované vytvárajú to­
tožné ekologické podmienky a vzťahy, vedúce к manifestnému výskytu Au. ch.
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I. Výskyt Aujeszkého choroby hospodářských zvierat v Žápadoslovenskom kraji 
v r. 1955-1964

Počet zamořených obcí
Počet zamořených chovov
Počet vzplanutí

256
294
481

A. Počet zamořených chovov
Počet chovov, kde sa nákaza vyskytla 

Ikrát
opakované
2krát
3krát
4krát
viac ako 4krát

294 = 100 %

190 = 65 %
104 = 35 %
53 = 18 %
31 = 10 %
14 = 5 %
6 = 2 %

B. Počet vzplanuti
Počet vzplanutí v chovoch, kde sa nákaza vyskytla 
Ikrát
Počet vzplanutí v chovoch, kde sa nákaza opakovala 

(počet chovov 104)
Počet opakovaných vzplanutí

481 = 100 %

190 = 40 %

291 = 60 % 
187

C. Počet opakovaných vzplanutí .
v priebehu kalendárneho roku
v priebehu 12 mesiacov
v priebehu 13 — 24 mesiacov
v priebehu viac ako 2 rokov

187 = 100 %
33 = 17 %
91 = 49 %
38 = 20 %
58 = 31 %

D. Počet opakovaných vzplanuti
a) v tom istom kalendárnom mesiaci
b) (v tom istom kalendárnom mesiaci

± 1 mesiac)

181 = 100 %
23 - 18 %

55 = 29 %

Üdaje, ktoré sa nám podařilo zozbierať, neodpovedajú dost presvedčivo na 
otázku, či pri všetkých opakovaných vzplanutiach nákazy ochoreli len medzičasom 
získané nové ošípané, ktoré pri prvom vzplanutí nákazy v chove neboli, neboli ani 
očkované, a teda nedala sa u nich předpokládat imunita. V tomto ohlade třeba brat 
ďalej do úvahy aj to, že údaje o opakovaní nákazy sa týkajú chovov, a nie objektov; 
je teda možné, že považujeme za opakovanie nákazy výskyt nákazy v objekte В za 
6 mesiacov po výskyte v objekte A, i keď v skutečnosti tu nejde o opakovanie 
nákazy, ale skór o doznenie nákazy v chove, resp. o zachvátenie aj tej jeho časti, 
ktorá se pri prvpm vzplanutí vyhla infekcii. Táto nepřesnost však iste podstatné 
nenarúša celkový obraz o opakovanom výskyte Au. ch. v prirodzených podmienkach. 
V niektorých prípadoch, najma pri opakovaní nákazy po kratšom časovom odstupe — 
do 12 mesiacov — dokázatelne ochoreli aj cicianky od prasnic, u ktorých sa před­
pokládala imunita. Je samozřejmé, že kým prvé vzplanutie bývalo spojené s vel­
kými stratami, druhé a ďalšie sa obmedzovali zvačša na niekolko málo jedincov, 
resp. vrhov. ■ . . ; :

Takýto závěr o opakovaní výskytu nákazy po prirodzenom premoreni chovu 
stavia imunoprofylaxiú, založenú na používaní žívej vakcíny,, před poměrně ťažkú 
úlohu. Ak prirodzené premorerile chovu 'nestačí zabránit opakovaniu výskytu iná-
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II. Prehlad o výskyte Aujezského choroby v chovoch očkovaných vakcínou BUK 
v r. 1961-1965

Počet 
očkovaných 

chovov

Počet chovov, 
v ktorých sa p. v. 
vyskytla Au. ch.

1. Zdravé chovy 
(ochranné očkovanie) 49 5 _

2. Zamořené chovy 
a) ochranné očkovanie 37 1
b) núdzové očkovanie 6 1

Spolu (a + b) 43 2

Spolu (1 4- 2) 92 7

III. Porovnanie výskytu Aujeszkého choroby v chovoch očkovaných vakcínou BUK 
a v chovoch neočkovaných

4 V Západoslovenskou! kraji v r. 1955—1965

Neočkované 
chovy

Očkované 
zamořené chovy

Počet chovov, v ktorých sa nákaza 
vyskytla1)

Počet chovov, v ktorých sa nákaza 
opakovala

294 = 100 %

104 = 35 %

43 = 100 %

2 = 5 %

kazy, a to s pravdepodobnosťou 30 % v priebehu 1 roku, možno to očakávať od 
vakcinačného zásahu pomocou virusu sice živého, ale laboratornými manipuláciami 
oslabeného a aj inak vo svojich biologických vlastnostiach změněného? Podlá našich 
doterajších skúseností móžeme povedať, že áno. Ciastočnú odpověď na túto otázku 
dávajú tab. II. a III., kde sa porovnává výskyt Au. ch. v chovoch očkovaných a ne­
očkovaných so zameraním na opakovanie nákazy.

Už vpředu sme povedali, že v čase, keď sa ešte neočkovalo vakcínou BUK, 
zaznamenal sa opakovaný výskyt nákazy v 104 chovoch, t. j. v 35 % prípadov. Na­
proti tomu v 43 chovoch, ktoré sa očkovali vakcínou BUK ako zamořené (núdzovo 
v čase panovania nákazy alebo ochranné po jej zániku; v mnohých z týchto chovov 
sa robilo v čase očkovania sérologické vyšetrenie, při ktorom v každom případe 
značná časť prasnic mala v krvi NP), vyskytla sa nákaza po očkovaní len 2 krát, 
t. j. v 5 % prípadov. Dochádza tu sice ku skresleniu percentuálneho přepočtu, a to 
tým, že část zamořených chovov vykazovala v minulosti nielen jednorázový, ale aj 
opakovaný výskyt nákazy, čo by znížilo předpokládaných 35%; rozdiel je však na- 
tolko výrazný, že by i potom ostal preukazný.

V 49 chovoch sa očkovalo ochranné v pravom slova zmysle, t. j. prv, než sa 
v nich Au. ch. vyskytla. V 22 z týchto chovov sa robilo v čase očkovania sérologické 
vyšetrenie, ktoré vyznělo vždy negativné. Všetky tieto chovy ležia v enzooticky za- 
morenej južnej oblasti Západoslovenského kraja. Nedá sa povedat, v kolkých by sa 
bola nákaza vyskytla, keby sa nebolo očkovalo. Napriek očkovaniu sa vyskytla 
v 5 chovoch. Tri z nich ležia v oblasti veterinárneho střediska Podunajské Biskupice, 
osobitne vystaveného výskytu Au. ch., keďže leží v enzooticky zamorenom okrese 
Bratislava-vidiek a v súsedstve rovnako zamořených okresov Galanta a Dunajská 
Středa (Grunert, Skoda 1964). Právě z ddvodu velkého ohrozenia sa táto oblast 
vybrala pre pokusné očkovanie v 18 chovoch JRD a ŠM vakcínou BUK r. 1962.
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IV. Prehlad chovov ošípaných, v ktorých sa vyskytla Aujeszkého choroba po očkovaní vacínou BUK

286 
V

E
T

E
R

IN
Á

R
N

Í M
ED

IC
ÍN

A - 1967

Chov
Dátum Druh 

očko­
vania1)

Interval 
medzi 

očkováním 
a výskytom 

nákazy

Stav 
prasnic 
pri pre- 
puknutí 
nákazy

Počet 
postih­
nutých 
vrhov

V postihnutých vrhoch 
uhynulo z celkového 
počtu ciciakov, resp. 

odstávčiat

Nachádzali sa 
v chove pri pre- 
puknutí nákazy 

neočkované 
prasnice?

posledného 
očkovania

výskytu 
nákazy

JRD Vlky 14. 9. 62 30. 3. 63 O 6,5 mes. 83 7 48/56 nie2)

JRD N. Lipnica 12. 9.62 16. 4.63 Oz 7 mes. 170 3 12/16 nie

ŠM Rusovcc 15. 9.62 2. 5. 63 O 7,5 mes. 320 15 47/703) áno, premenné 
akúpené

ŠM Rusovce 3. 5.63 22. 6. 64 N 13,5 mes. 300 5 20/35 áno, premenné 
akúpené

JRD Most 13. 6.63 28. 7. 64 O 12,5 mes. 330 4 18/33 áno, kúpené4)

ŠM Slov. Pole 10. 8.63 10. 5.64 N 9 mes. 800 2 10/14 áno, kúpené 
a vlastný odchov

JRD Z. Bystrica 10. 11. 64 3. 3.65 O 4 mes. 390 — 10/10 
odstávčiat

nie

JRD Kalinkovo 9. 4.65 27. 10. 65 O 6,5 mes. 150 - 4/4 
odstavčatá

nie

i) Oz = ochranné očkovanie v zamorenom chove; N = núdzové očkovanie; O = ochranné očkovanie v zdravom chove.
2) V priebehu 3 týždňov před prepuknutím nákazy sa oprášilo 30 z 91 prasnic (turnusové prasenie).
3) 7 neočkovaných jednorázových prasnic zmetalo.
4) V priebehu 2 mesiacov před prepuknutím nákazy bolo do chovu dodané 180 prasnic z 18 rozličných chovov Západoslovenského 

kraja, ktoré neboli očkované.



Co aj nepřipisujeme údajom v tab. I.—III. absolútnu preukaznosť, svedčia pre 
zníženie výskytu Au. ch. v očkovanej oblasti. Na druhej straně však právě uvedené 
případy ukazujú, že v zamořených chovoch a v zamorenej oblasti v neočkovaných 
chovoch nestačí na likvidáciu nákazy jednorázové očkovanie. V lokalitách s pod- 
mienkami, vhodnými pre opakovaný výskyt Au. ch., móže dójsť po určitom časovom 
odstupe napriek jednorázovému očkovaniu к opakovanému výskytu nákazy a v za­
morenej oblasti sa nákaza móže zavliecť aj do chovov, v ktorých je časf zvierat 
očkovaná. Pri rozbore situácie v jednotlivých chovoch uvidíme, čo sa pri tom uplat­
ňuje osobitne priaznivo pre vznik nákazy.

Prehlad chovov, v ktorých se Au. ch. výskytla za 6—13 mesiacov po očkovaní, 
je na tab. IV. V chove ŠM Rusovce sa nákaza, vyskytla opakované v priebehu 
2 rokov, takže očkovanie r. 1963 pri výskyte nákazy sa na tab. IV. uvádza ako 
núdzové. V chove SM Slovenské Pole sa v r. 1963 očkovalo núdzovo pri velmi zlom 
priebehu nákazy (straty činili 400 ciciakov), takže výskyt nákazy v r. 1964 je súčasne 
opakováním nákazy v prirodzene před 9 mesiacmi premorenom chove.

Diagnóza sa vo všetkých případech stanovila na základe typických kli­
nických priznakov a bola potvrdená laboratórnym vyšetřením. Dr. Z. Grunert 
izoloval na Veterinárnom ústave v Bratislavě z ošípaných každého chovu Au. 
virus.

Jednotlivé případy, uvedené v tab. IV třeba doplnit týmito podrobnosťami:
a) V chove JRD Vlky sa oprášilo v pribehu posledných 3 týždňov před 

vznikom nákazy 30 z 83 prasnic, čo je výše dvojnásobok normálneho sledu obratu 
stáda, ak je prasenie rozdělené rovnoměrně na celý rok. 1. 4. 1963, t. j. v čase 
výskytu nákazy, bolo v laktácii 42 prasnic (= 51%). Z prevádzkových dóvodov 
zavádzali tu v tom čase skupinové (turnusové) prasenie. Ukazuje sa, že toto cho­
vatelské opatrenie sa móže nepriaznivo uplatnit pri vzniku a šíření Au. ch., ako 
sme to pozorovali aj v neočkovaných chovoch. Podlá údajov chovu boli všetky 
prasnice před pol rokom očkované a od očkovania neboli do chovu dodané nové 
prasnice.

V čase výskytu Au. ch. sme v tomto chove vyšetřili sérologicky 13 prasnic, 
24 ciciakov a 2 kance (tab. V). Prasnice, v ktorých vrhoch sa vyskytla Au. ch., 
mali vyššie hladiny NP ako prasnice so zdravými vrhmi. Je pravděpodobné, 
že vysoké titre NP u prasnic s chorými vrhmi sú prejavom anamnestickej reakcie. 
Jednodňové a dvojdňové ciciaky v zdravých vrhoch mali NP v středných titroch; 
dvojtýždňové až trojtýždňové ciciaky však už mali len nízké alebo nijaké titre 
NP, a to v 3 zdravých aj v troch chorých vrhoch; len v jednom chorom vrhu 
3-týždňových ciciakov boli poměrně vysoké titre NP. Tieto vysoké titre mohli byt 
zapříčiněné tým, že od infekcie uplynul poměrně dlhý interval (inkubačný čas 
+ niekolko dní klinického ochorenia); nepovažujeme za pravděpodobné, že by 
boli ochoreli ciciaky s takými vysokými titrami NP. Nízké alebo nijaké titre 
NP u dvojtýždňových až trojtýždňových ciciakov sú v súlade s pozorováním, že 
právě u ciciakov tohto veku sa vyskytli prvé případy ochorenia. Z celkového poč­
tu 280 ciciakov uhynulo 48, t. j. 17 %; v postihnutých vrhoch z 56 ciciakov 
uhynulo 48, t. j. 86 %.

Aj ked' teda ochranné očkovanie prasnic v tomto chove na jeseň 1962 vy­
volalo u prasnic dobrú sérologickú odpověď, ako o tom svědčilo vyšetřeme sér 
v decembri 1962 (8 prasnic málo titer NP priemerne 1 : 100), došlo v prie­
behu 6 mesiacov u váčšiny prasnic к poklesu titrov NP na středné až nízké hla­
diny. Pri prepuknutí nákazy sa virus zachytil na 2 — 3 týždňové ciciaky, u kto­
rých doznievala kolostrálna imunita.

b) V chove JRD Nová Lipnica ochoreli ciciaky vo 2 trojtýždňových dvojvrhoch 
(2 prasnice a ich ciciaky spolu v 1 koterci) a tri štvrtiny z inich uhynuli. Na základe 
prežitia polovice ciciakov jedného dvojvrhu a sérologického vyšetrenia, pri ktorom 
mali NP len 4 z 8 ciciakov tohto dvojvrhu, usudzujeme, že tu ochoreli len tri vrhy.
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"V. Sérologické vyšetrovanie ošípaných na JRD Vlky v čase výskytu Aujeszkého 
choroby (1. 4. 1963)*) 1 ■

I keď sme ani. tu, podobné ako v iných prípadoch, nemohli bezpečne identifikovat, 
či boli dotyčné prasnice očkované, vedúci chovu udával, že od očkovania neboli do 
chovu zaradené nové prasnice.

с) V chove ošípaných na SM Rusovce sa nachádzalo asi 80 kontrolovaných 
plemenných prasnic, 180 prasnic na produkciu odstavčiat pre výkrm a asi 60 pre- 
menných prasnic. Tieto posledně a kontrolované plemenné prasnice neboli očkované. 
Roku 1963 sa nákaza vyskytla dokázatelne najprv v dovezených kontrolovaných ple­
menných prasnic, temer súčasne u premenných prasnic a len po 10 dňoch ochoreli 
aj vrhy od prasnic, o ktorých vedúci chovu udával, že boli očkované. Evidencia 
zvierat ani tu nebola uspokojivá. Okrem ciciakov tu ochorelo aj niekolko odstavčiat 
a 4 uhynuli. ,

Po roku sa v tomto chove situácia opakovala. Opät sa tu v júni 1964 nachádzali 
prikúpené prasnice a mladé prasničky vlastného odchovu, ktoré neboli očkované. 
Tri mladé prasničky ochoreli za 10—15 dní po porode za typických príznakov Au. ch. 
a za niekolko dní ochoreli aj ciciaky v ich vrhoch. V dalších dvoch vrhoch ochoreli 
prasiatka bez toho, že by sa bolo pozorovalo klinické ochorenie ich matiek. Vrhy 
od imunizovaných prasnic vóbec neochoreli. Pri sérologickom vyšetřeni mali choré 
prasnice vyššie titre NP ako zdravé prasnice s chorými prasatami. Choré ciciaky 
mali vo dvoch vrhoch nízké hladiny NP, v treťom vrhu boli bez protilátok. Očkované 
prasnice mali prevažne vysoké titre NP (viac ako 1 :100), rovnako ako aj část ne- 
očkovaných prasnic, t. j. tie, ktoré už přišli do styku s terénnym vírusom.

d) V chove JRD Most na Ostrove zvyšovali v lete r. 1964 stav prasnic, keďže 
zrušili výkrm a začali sa Specializovat na produkciu odstavčiat. V 18 chovoch Zá­
padoslovenského kraja s rozličnou epizootologickou anamnézou nakúpili v priebehu
2 mesiacov před výskytom nákazy 180 prasnic, ktoré však po zaradení do chovu 
neočkovali. Asi 16 z nich pochádzalo z 2 chovov, v ktorých sa v minulosti vyskytla

*) V chove sa očkovalo vakcínou BUK v septembri 1962.

Ošípané Dní po 
oprášení

Titer NP 
u prasnice

Titer NP 
u jej ciciakov

A. Zdravé vrhy
prasnice č. 1 0 16

2 1 16 32, 16
3 1 32 128, 16
4 2 16 32, 16
5 2 16
6 2 32 32, 16
7 16 2 0,0, 2
8 19 128 4, 4, 2
9 21 4 0,0, 2

B. Choré vrhy
prasnice č. 10 21 128 128, 64

11 21 512 0
12 14 64 2
13 14 8 0,0, 4

C. Kance 0. 1 64
Kance č. 2 32
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Au. ch., ale v kterých sa neočkovalo. Ochoreli ciciaky v 4 vrhoch od neočkovaných 
prasnic. Na ďalšie takéto vrhy ani na vrhy od očkovaných prasnic sa nákaza ne­
rozšířila.

e) Chov ŠM Slovenské Pole v okrese Galanta sa od r. 1961 náchádza v přestavbě. 
Boli tu vybudované dve prototypové budovy, jedna pre 300 prasnic s ciciakmi 
a druhá pre 500 prasnic v rozličnom stádiu gravidity a prasnice po odstave. V auguste 
1963, keď vačšina prasnic bola ešte velmi núdzovo umiestnená (Markové búdy v poli, 
staré stodoly atď.), prepukla v chove Au. ch. a vyžiadala si straty asi 400 ciciakov. 
Vzhladom к zlým zoohygienickým podmienkam sa po zániku nákazy zaviedlo očko- 
vanie všetkých ciciakov a odstavčiat, a to tak, že každý mesiac sa očkujú medzi- 
časom narodené ciciaky a vo veku 5—6 týždňov sa robí revakcinácia. Stav prasnic 
sa doplňoval nekontrolovatelným přikupováním z rozličných chovov a výberom 
vlastných prasničiek; takýchto zvierat pribudlo do mája 1964 asi 100, ale neboli 
očkované.

V máji 1964 došlo v matečníku к značnému hynutiu ciciakov a odstávčiat, 
pričom sa len z 2 z 11 na vyšetrenie poslaných zvierat izoloval Au. virus. Podlá 
pövodnej sprievodnej zprávy uhynulo výše 300 ciciakov; veterinárna služba 
vykazuje straty 110 ciciakov následkom Au. ch. Pri našej návštěvě dňa 
20. 5. 1964 sme však nijaké ciciaky s príznakmi čo len zdaleka pripomínajú- 
cimi Aujeszkého chorobou neviděli a krmiči i veterináři vtedy súhlasne tvrdili, 
že nervové příznaky pozorovali len u ciciakov vo dvoch vrhoch a u niekolkých 
odstavčiat. Je isté, že v neprehladnej situácii v tomto chove, kde bolo na ploché 
niekolko metrov štvorcových skoncentrovaných temer 800 neidentifikovatelných 
prasnic (od októbra 1964 sa zaviedlo tetovanie a evidencia) s rozličnou minu; 
losťou, boli vhodné podmienky pre uchytenie sa virusu. Je však otázne, kolko 
zo strát, ktoré tu boli normálně dosť velké, možno pripísať na vrub Au. virusu. 
V tab. IV uvádzame to, čo sme sami zistili, i keď si uvědomujeme, že je to do 
určitej miery jednostranné stanovisko.

f) V chovoch JRD Záhorská Bystrica a JRD Kalinkovo boli postihnuté 
len odstávčatá. V obidvoch prípadoch išlo o poměrně vysoké stavy prasnic, ktoré 
boli všetky zaočkované; nové, neimúnne prasnice sa v týchto chovoch nena- 
chádzali. Ochoreli a uhynuli, resp. boli núdzovo zabité len odstávčatá vo veku 
3 — 5 týždňov po odstave, t. j. v čase, keď už u nich odznela alebo doznievala 
kolostrálna imunita. Straty boli velmi malé. Čo sa týká póvodu nákazy, třeba 
počítat' s "jej zavlečením, kedže v minulosti sa tu nákaza nevyskytla.

DISKUSI A

Vo všeobecnosti možno poznatky, vyplývajúce z pozorovaní o výskyte Au. 
ch. v očkovaných chovoch, zhrnúť do týchto bodov:

1. Ani raz neochoreli očkované prasnice, ciciaky alebo odstávčatá. Nemáme 
tu na mysli ochorenie po očkovaní (ani toto sa, samozřejmé, nevyskytlo), ale po 
určitom období, tak, že by sa dalo hovoriť o přelomení alebo o nevytvoření 
imunity.

2. Spravidla išlo o ochorenie ciciakov.
a) Vo váčšine prípadov ochoreli ciciaky vo vrhoch od neočkovaných pras­

nic, dovezených do chovu alebo zařáděných do plemenitby po uskutečnění hro­
madného očkovania v chove. V chove JRD Most to boli len také vrhy, v chove 
ŠM Rusovce ochoreli pri obidvoch výskytech nákazy takéto vrhy prvé, a v chove 
ŠM Slovenské Pole to boli pravděpodobně tiež len takéto vrhy. Prasnice ochoreli 
niekolko dní před ochorením mláďat alebo súčasne s nimi; už v čase klinického 
ochorenia mali nízké hladiny protilátek.
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b) V troch chovoch ochoreli vrhy od prasnic, ktoré boli očkované; váčšina 
týchto prasnic mala v čase ochorenia ciciakov nízké hladiny neutralizujúcich 
protilátok. Třeba všek počítal aj s možnosťou, že niektoré prasnice, i ked majú 
vysoké hladiny protilátok, neodovzdajú ich kolostrálnou cestou svojmu potomstvu, 
ako sa to zistilo napr. pri červienke ošípaných. Takéto ciciaky by představovali 
v očkovanom chove vnímavé zvieratá. Ich počet však bude velmi malý a sami 
sme takýto případ pri vyšetřovaní desiatok vrhov od imúnnych prasnic nikdy 
nepozorovali.

c) Podlá výšky hladin protilátok v očkovaných chovoch možno rozdělil pras­
nice, a podlá toho aj novonarodené ciciaky, do troch skupin: s nízkými hladina­
mi do 1 : 10, so stredne vysokými do 1 : 50 a s vysokými 1 : 100 a viac. Ak 
je poločas pretrvávania neutralizačných protilátok u ciciakov asi 10 dní, je zřej­
mé, že po uplynutí 2 — 4 týždňov od uliahnutia piciaky s počiatočnými titrami 
1 : 2 až 1:8 budú bez protilátok, alebo ich budů mal vo velmi nízkých titroch, 
t. j. stanů sa vnímavými voči infekcii.

Na počiatku našich úvah o ddsledkoch imunizácie prasnic a kolostrálneho pře­
nosu protilátok (= imunity) na ich potomstvo vo vztahu к ochraně chovu voči pri- 
rodzenej infekcii sme nedocenili praktický význam existencie uvedených troch dru- 
hov vnímavých ciciakov v očkovanom chove. Zdá sa, že sme sa příliš spoliehali na 
celkovú imunitu stáda, v ktorom sa očkovalo a dokázatelne má protilátky viac ako 
90 % jedincov. Ukazuje sa, že aj malé percento vnímavých ciciakov móže předsta­
vovat z nákazového híadiska nebezpečný záchytný bod pre teréruny virus.

3. Vo dvoch chovoch (ŠM Rusovce a Slovenské Pole) sa vyskytlo okrem ocho­
renia ciciakov aj ochorenie odstavčiat za typických nervových príznakov, končiace 
u vačšiny zvierat vyzdravením. V chovoch JRD Záhorská Bystrica a Kalinkovo ob- 
medzilo sa ochorenie len na odstávčatá, ktoré uhynuli alebo boli inúdzovo zabité. 
Toto riešenie, t. j. núdzové zabitie chorých zvierat, ak ich počet nie je vysoký, třeba 
považovat za šprávnejšie, ako vyčkanie vyzdravenia a ich 'ponechanie v chove.

4. Prehlad o počtoch postihnutých vrhov a uhynutých ciciakov a odstavčiat 
na tab. IV svědčí, že vo všetkých prípadoch bol priebeh nákazy neobyčejné mierny. 
Straty na ciciakov v neočkovaných chovoch bývajú spravidla vyššie. V posledných 
rokoch sa sice střetáváme občas s podobným miernym priebehom Au. ch. aj v ne­
očkovaných chovoch ošípaných, čo súvisí skór so znížením virulencie terénnych viru­
sových kmeňov ako s premorením chovov, avšak spravidla bývajú straty predsa len 
vyššie. Zníženie strát v očkovaných chovoch je pochopitelné, veď virus sa tu sice 
zachytil vo vnímavých vrhoch, ale neprešiel na súsedné imúnne vrhy.

5. Póvod nákazy sa ani v jednom případe nepodařilo zistif. V chovoch JRD Vlky 
a Nová Lipnica sice obidva výskyty časové dost súviseli, ale priestorove sú tieto 
chovy od seba vzdialené a nedošlo к výměně zvierat alebo к nějakému dokázatel- 
nému kontaktu. V súsedných obciach, resp. chovoch sa nákaza nevyskytla ani před, 
ani po uvedených 8 výskytoch nákazy ani v jednom případe. Zamorenie potkanmi 
je všade priemerné, v chove ŠM Rusovce ich bolo v čase obidvoch výskytov neoby- 
čajne mnoho. Do chovu JRD Most sa nákaza pravděpodobně dovliekla prísunom 
prasnic z chovov, v ktorých sa v minulosti Au. ch. vyskytla.

6. Tri z 8 vzplanutí, o ktorých je reč v tejto stati, boli v skutečnosti opaková­
ním výskytu nákazy (JRD Nová Lipnica, ŠM Rusovce r. 1964 a ŠM Slovenské Pole), 
a to v rozmedzí přibližné 1 roku. Tieto případy sa zaraďujú do skupiny tých, čo 
svedčia pre štacionámosť výskytu Au. ch., t. j. pre trvalú existenciu ekologických 
podmienok, vytvárajúcich předpoklady pre opakovaný výskyt nákazy. V tomto ohlade 
sa možno uplatňuje výskyt potkanov, refazové infekcie ošípaných, dlhodobé viruso- 
nosičstvo u ošípaných a ďalšie, dnes ešte neznáme činitele.

Z A V ER

V r. 1961 — 1965 sa očkovalo vakcínou BUK ochranné v 86 chovoch a núd- 
zovo v 6 chovoch, t. j. spolu v 92 chovoch Západoslovenského kraj a.

V r. 1963 až 1965 sa za 6 — 13 mesiacov po poslednom očkovaní vyskytla 
Aujeszkého choroba v 7 chovoch, a to r. 1963 v troch, r. 1964 v troch, r. 1965
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vo dvoch. R. 1966 (do 30. 9.) sa nákaza nevyskytla ani v jednom z uvedených 
92 očkovaných chovov.

Poznatky, získané rozborom uvedených prípadov upozorňujú v prvom radě 
na význam přítomnosti vnímavých zvierat — neočkovaných prasnic a neimúnnych 
ciciakov — v chove, ležiacom v enzooticky zamorenej oblasti a teda vystave- 
nom útoku terénnych vírusov, nachádzajúcich sa možno v prírode alebo cirkulu- 
júcich v populácii ošípaných

V troch chovoch svědčilo opakovanie výskytu pre štacionárnosť nákazy. 
V jednom případe svědčili okolnosti pre zavlečenie nákazy do čistého chovu 
zvieratami zo zamořených chovov.

Třeba zdórazniť, že v zamorenej oblasti možno nákazu účinné tlmiť len pravi­
delným doočkovaním všetkých nových zvierat, prichádzajúcich do chovu.

Došlo dňa 18. 10. 1966
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1. GRUNERST Z., ŠKODA R.: Epizootológia Aujeszkého choroby v CSSR. 
1. História a zeměpisné rozšírenie. 1964 = „Vet. Med.“ 9, 351-360. — 2. ŠKODA R., 
BRAUNER I., SÁDECKÝ R., SOMOGYIOVÄ J.: Imunizácia proti Aujeszkého cho­
robě živou vakcínou. 2. Imunizácia ošípaných v laboratórnych podmienkach. 1964 = 
= „Acta virol.“ 8, 123-134. — 3. ŠKODA R., BRAUNER I., SÁDECKÝ E., SOMO­
GYIOVÄ J„ JAMRICHOVÄ O.: Imunizácia proti Aujeszkého chorobě živou vakcínou. 
3. Imunizácia ošípaných vakcínou BUK v terénnych podmienkach. 1966 = „Vet. 
Med.“ 11, 85-95. — 4. ŠKODA R., SÁDECKÝ E., MOLNÁR J.: Sérologická imunita 
proti Aujeszkého chorobě u prasnic po prirodzenom ochorení. 1963 = „Veterinář­
ství“ 13, 205-208. — 5. ŠKODA R., GRUNERT Z.: Epizootologie der Aujeszkyschen 
Krankheit in der ČSSR. 2. Vorkommen wiederholter Ausbrüche der Seuche in der 
Westslowakei in den Jahren 1955-1964. 1966 = „Arch. exp. Veterinärmed.“ 20, 427-434.

Иммунизация против болезни Ауески живой вакциной —
4. Появление болезни Ауески в стадах свиней, вакцинированных вакциной BUK

В 1961 — 1965 гг. проводилась профилактическая вакцинация вакциной BUK в 86 ста­
дах и вынужденная — в 6 стадах, т. е. в общем в 92 стадах Западнословацкой области.

В 1963 — 1965 гг. спустя 6 — 13 месяцев от последней прививки болезнь Ауески появи­
лась в 7 стадах, а именно в 1963 г. в трех, в 1964 г. — в трех и в 1965 г. — в двух стадах. 
В (1966 г. (до 30. 9.) болезнь Ауески не появилась ни в одном из приведенных 92 вакцини­
рованных стад.

Данные, полученные путем анализа приведенных случаев, в первую очередь свиде­
тельствуют о значении наличия восприимчивых животных — невакцинированных свиноматок 
и неиммунных сосунков — в стаде, находящемся в энзоотически зараженной области, и сле­
довательно, подверженном поражению местными вирусами, находящихся или в природе, 
или циркулирующих в популяции свиней. .

В трех стадах повторное появление болезни свидетельствовало о стационарности заболе­
вания. В одном случае заболевание было вызвано занесением инфекции в здоровое стадо жи­
вотными из зараженных стад.

Следует подчеркнуть, что в зараженной области можно инфекцию эффективно ликви­
дировать только путем регулярного дополнительного вакцинирования всех новых животных, 
поступающих в стадо.

Immunization against Aujeszky’s Disease with Live Vaccine
4. The Occurrence of Aujeszky’s Disease in Pig Herds Vaccinated with BUK Vaccine

In the years 1961—1965 a 'protective vaccination with BUK vaccine was applied 
to 86 herds and emergency vaccination to 6 herds, i. e. altogether to 92 herds in 
western Slovakia.
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In the years 1963—1965 the Aujeszky’s disease occurred in 7 herds within 
6—13 months after the last vaccination, L e. in 1963 in three herds, in 1964 in three 
herds, and in 1965 in two herds. In 1966 (up to the 30th of September) the infection 
did not occur in any 'of the mentioned 92 vaccinated herds.

The analysis of the mentioned cases draws attention to the importance of the 
presence of susceptible animals — non-vaccinated sows and non-immune piglets — 
in a herd in a region with enzootic occurrence of the disease and so exposed to the 
attack of field viruses present in the natural environment or circulating in the pig 
population.

In three herds the repeated occurrence indicated the stationarity of the infect­
ion. In one case the circumstances indicated the spread of the infection to a free 
herd by animals originating in infected herds.

It must be pointed out that in infected areas it is possible to effectively suppress 
the infection only by means of regular vaccination of all new animals added to the 
herds.

Immunisierung gegen die Aujeszkysche Krankheit mit lebender Vakzine
4. Vorkommen der Aujeszkyschen Krankheit in den mit der BUK-Vakzine 
geimpften Schweinezuchten

In den Jahren 1961 bis 1965 wurde die Vakzine BUK in 86 Schweinezuchten 
prophylaktisch und in 6 zur Notimpfung angewendet, d. h. insgesamt in 93 Zuchten 
des Westslowakischen Bezirkes.

In den Jahren 1963 bis 1965 trat in 6 bis 13 Monaten nach der letzten Impfung 
die Aujeszkysche Krankheit in 8 Zuchten auf, und zwar im Jahre 1963 in drei, 
im Jahre 1964 in drei und im Jahre 1965 in zwei Zuchten. Im Jahre 1966 (bis zum 
30. 9.) kam in keiner der angeführten 92 geimpften Zuchten die Krankheit vor.

Die gewonnenen Ergebnisse und Erkrankungen weisen in erster Linie auf die 
Bedeutung der Anwesenheit empfänglicher Tiere — der umgeimpften Säue und nicht 
immunen Saugferkel — in Zuchten hin, welche in dem enzootisch verseuchten Ge­
biete liegen und daher dem Angriff der möglicherweise in der in der Natur vor­
kommenden oder in der Schweinepopulation zirkulierenden Terrainviren ausgestellt 
sind. ’ 1 i

In drei Zuchten zeugte das wiederholte Vorkommen von einem stationären 
Charakter der Seuche. In einem Falle deuteten die festgestellten Umstände auf 
Einschleppung der Seuche durch Tiere aus verseuchten Zuchten hin.

Es muß hervorgehoben werden, daß man in verseuchten Gebieten die Seuche 
nur durch regelmäßiges Nachimpfen aller neuen, zugeführten Tiere wirksam be­
kämpfen kann.

Adresa autora:
MVDr. Rastislav Skoda, Virologický ústav CSAV, Bratislava. Mlýnská dolina
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J. Menšík
К. Jurmanová

J. Kočí

Tuto práci věnujeme

ÚČAST VIRU PI-3 PŘI RESPIRACNÍCH
INFEKCÍCH SKOTU i 1
VE VELKOKAPACITNÍCH ODCHOVNÝCH 
ZAŘÍZENÍCH

I. VZNIK A PRŮBĚH NAKAZY PO PRIROZENE INFEKCI 
A FREKVENCE VIRU U TELAT 1-8 TYDNÜ STARÝCH

akademiku Ivanu Braunerovi к uctěni jeho 60. narozenin

Я Z celého komplexu respiračních infekcí skotu byla jako samostatná noso- 
logická jednotka vyčleněna tzv. přepravní choroba skotu („shipping fever of 
cattle“) (Gale a Smith 1958). Z nosních výplašků telat, která jevila pří­
znaky přepravní choroby, izoloval myxovirus Parainfluenzae 3 (kmen SF-4) po­
prvé Reisinger a spol. (1959). Příznaky jako zrychlený dech, kašel, hleno- 
vitý a hlenohnisavý výtok z nosu, slzení, zánět spojivek, nechutenství a zvýšená 
teplota, spolu s anamnézou o nedávné přepravě nebo o styku se zvířaty nedávno 
přepravovanými, umožnily zpravidla bezpečné stanovení klinické diagnosy.

LITERÁRNÍ PŘEHLED

Hoerlein a spol. (1959) zjistili, že podobný syndrom se často objevuje 
i u telat, která zůstala na farmách a která onemocněla za příznaků rhinitidy, 
lehkého kašle, zrychleného dechu deprese a anorexie.

Nejčastější výskyt onemocnění byl pozorován ve výkrmnách, kde měla nákaza 
v některých případech jen mírný průběh s přechodným zvýšením teploty, jindy pro­
bíhala za těžkých příznaků respiračních i celkových. U většiny zvířat byl však za­
znamenán signifikantní vzestup titru protilátek, a to i u telat, která neměla horečku 
a nejevila žádné příznaky onemocnění. Toto zjištění poukazovalo na značný počet 
subklinických případů a na velkou vnímavost telat к infekci.

Ab in an ti a spol. (1960) pozorovali onemocnění také u telat nakupovaných 
a přepravovaných ve stáří 2—3 dní. U těch, která uhynula do 48 hodin po vzriiku 
onemocnění, byl virus prokázán v nosním a tracheálním sekretu i v plicní lkáni. 
Kromě toho na některých farmách izolovali virus z mladých telat, která sice jevila 
podobné příznaky, u nichž však chyběla obvyklá epidemiologická souvislost s pře­
pravní chorobou.

Značný význam viru PI-3 při vzniku onemocnění spojeného s tvorbou roz­
sáhlých plicních změn připisují také Walker (1963) a Woods a spol. (1964).

První průkaz viru PI-3 v Evropě se podařil Bakosovi a D i n t e r o v i (1960), 
kteří studovali příčiny onemocnění považovaného za slizniční chorobu. („Mucosal 
disease“) a u nemocných telat zaznamenali signifikantní vzestup titru protilátek proti 
vriu PI-3 a VD. O další izolaci vriu PI-3 z případů onemocnění diagnostikovaného 
jako „Mucosal disease“ referovali Schiott a Jensen (1963).

Za původce enzootií respiračních onemocnění telat, které nesouvisely s přepravní 
chorobou, označil virus PI-3 Bögel (1961). Hromadný, v některých chovech až 100% 
výskyt serologicky pozitivních reagentů považuje za důkaz, že onemocnění vyvolané 
virem PI-3 je vysoce kontagiósní, ve stádě se rychle rozšíří na všechna vnímavá 
zvířa a a může v krátkém čase postihnout řadu stád v rozsáhlém území.

V roce 1964 jsme sledovali výskyt respiračních onemocnění u telat ve 2 velko­
kapacitních odchovných zařízeních (T a VK), izolovali jsme několik kmenů hemad-
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sorbujících virů a prokázali jejich identitu s referenčním kmenem myxoviru PI-3 
(Menšík a spol. 1967). Cílem této práce bylo objasnit účast těchto virů při vzniku 
charakteristického respiračního syndromu, který postihuje velký počet ustájených 
zvířat a postupně získává charakter stájové nákazy.

MATERIAL A METODIKA

Metody klinického a epizootologického vyšetření. V anamnestických údajích, 
které poskytli podnikoví veterinární lékaři, i při vlastním vyšetření byly zazna­
menány údaje o vzniku a průběhu onemocnění v různých ročních obdobích 
a u zvířat různých věkových kategorií, stressové vlivy, které mohly způsobit 
vzplanutí latentní nákazy a pohyb zvířat v rámci teletníku a vzhledem к ostat­
ním farmám v nasávací oblasti. Byl sledován zdravotní stav telat na produkčních 
farmách před přesunem do teletníku a v době přesunu, délka inkubační doby 
a příznaky onemocnění, lokální i celkové, zejména se zřetelem na klinický obraz 
postižení respiračního traktu, celkový stav zvířat a ztráty uhynutím a nutnými 
porážkami. U poražených a uhynulých telat byl hodnocen pitevní nález se zřete­
lem к rozsahu změn v plicích.

Metody virologického vyšetření. Odběr vzorků, zpracování materiálu, in­
fekce a posuzování tkáňových kultur (TK) byly podrobně popsány v předešlé 
práci (Menšík a spol. 1967).

Vlastní vyšetření proběhlo v obou lokalitách ve 2 etapách. V lokalitě T 
v srpnu 1964 a v srpnu 1965, v lokalitě VK ve druhém pololetí r. 1964 a v době 
od března do srpna 1965. V lokalitě T se osvědčila pojízdná laboratoř (V3S), 
vhodně vybavená pro práci s TK. Vzorky infekčního materiálu byly zpracovány 
bezprostředně po odběru a bez předchozího 'zmrazení a byly očkovány na TK. 
Vzorky z lokality VK byly uloženy na suchém CO2 a skladovány až do dne vy­
šetření při —70 °C.

VÝSLEDKY

LOKALITA T - VELKOKAPACITNÍ ZAŘÍZENÍ PRO CCA 18000 TELAT

Výběr telat pro svoz do VKT je regulován veterinárním lékařem v teletníku, 
který posuzuje zdravotní stav jednotlivých zvířat ještě na farmách v profylak- 
toriích. Telata jsou převážena ve věku 5 — 21 dní a umístěna v přijímacím pavi­
lónu v individuálních kotcích.

Zatím co celkový stav přisunovaných telat byl ve většině případů dobrý 
a zjevně nemocná zvířata byla výjimkou, objevily se první hromadné příznaky 
onemocnění již za 24 — 48 hodin po zástavu.

Prvním příznakem onemocnění byl hojný serózní výtok z nosu, zpravidla obou­
stranný, který byl pozorován v některých turnusech u 50—80 % ustájených zvířat. 
U některých telat se současně s výtokem, u jiných později (za 5—6 dní po příchodu) 
objevil průjem, někdy mírný, často však těžký až profúzní, vyžadující léčbu. Za 
3—7 dmi po příchodu, někdy teprve ve druhém týdnu po zástavu byl pozorován 
spontánní kašel, zpočátku lehký a povrchní, později těžký, záchvatový s výhozem. 
Na podráždění hrtanu a trachey nebo ucpáním nozder byl vyvolán kašel v prvních 
14ti dnech asi u 50 % zvířat. Současně s kašlem se postupně vyvíjela bronchopneu­
monie, která měla u 10—30 % postižených telat progrezívní charakter a vedla ke 
vzniku zřetelných, často značně rozsáhlých plicních změn. Tyto změny byly prová­
zeny zrychlením frekvence dechové, ztíženým dechem, namáhavým někdy bolesti­
vým dýcháním, často kostoabdominálního typu. Telata byla malátná, ospalá se sní­
ženou chutí к žrádlu měla nízké přírůstky často i ztráty na váze. U některých telat
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I. Souhrn výsledků izolačních pokusů v I. а П. etapě

Počet 
telat

Druh vyšetřeného 
materiálu

Počet 
vyšetřených 

vzorků

Z toho

pozitivních negativních
počet počet %

I. 25 výtěry nosní 15 3 20 12 80
1964 10 plíce 10 3 30 7 70

9 sliznice trach. 15 9 60 6 40

II. 34 výtěry nosní 37 6 16 31 84
1965 11 plíce 9 3 33 6 67

9 sliznice trach. 13 7 53 6 47

Celkem 98 99 31 31,3 68 67,7

mělo onemocnění prudký průběh a končilo uhynutím nebo nutnou porážkou. Ve 
většině případů pokračovalo ještě 2—3 měsíce jako chronický proces s převládajícím 
obrazem bronchopneumonie. V ojedinělých případech docházelo к exacerbaci procesu 
projevující se horečkou 40—40,5 °C, bolestivým namáhavým a vysilujícím kašlem, 
povrchním rychlým dechem a rozsáhlými změnami v plicích. Tyto případy často 
končily nutnou porážkou.

Celková nákazová situace se během roku 1964 a 1965 prakticky nezměnila a jak 
rozsah enzootie tak klinický obraz nákazy s výrazným respiračním syndromem byly 
stejné.

Přehled výsledků isolačních pokusů v obou etapách je uveden v tabulce I.
Shodný cytopatický efekt (CPE), projevující se zpravidla již v prvních 2 pasá­

žích na primárních telecích ledvinách, poukazoval na častou frekvenci téhož viru 
u telat, stižených typickým respiračním syndromem. Přehled jednotlivých isolátů 
v I. а II. etapě je uveden v tabulce Па a lib.

LOKALITA VK

je teletník střední kapacity pro cca 800 telat, který je doplňován telaty ze 
7 farem. Na 5 farmách se v průběhu pokusů nevyskytovaly žádné příznaky respi- 
račniho onemocnění, na 2 zbývajících farmách (H a K) byly však pozorovány u telat 
často již v prvních dnech po narození serózní až seromucinózní výtoky z nosu a ve 
2. týdnu života sporadický lehký kašel. Po převedení do teletníku se pak u telat 
z postižených farem rozvíjelo onemocnění již v prvních dnech po zástavu. Byly po­
zorovány hojné oboustranné seromucinózní až hnisavé výtoky z nosu, kašel a na 
plicích charakteristické bronchopneumonické změny. U zdravých telat se objevovaly 
první příznaky onemocnění za 5—7 dní po expozici. Rozdíl v průběhu onemocnění se 
projevil také nižšími přírůstky a horším vývojem telat infikovaných na farmách 
a zjevně nemocných již při příchodu do teletníku.

V říjnu 1964 byl pozorován hromadný výskyt bronchopneumonií u 1—2 týdny 
starých telat na farmě H. U většiny telat z této farmy mělo onemocnění v teletníku 
zvlášť těžký průběh a končilo v 30 % případů uhynutím nebo nutnou porážkou s cha­
rakteristickým pitevním nálezem. Ve většině případů byly nalezeny pneumonické 
změny různého stupně převážně v předních lalocích plicních.

Na jaře 1965 byl podrobně zhodnocen vývoj enzootie u telat, která byla při­
vážena po skupinách do teletníku ze 6 farem v době od 15. 3. do 17. 5. 1965. Telata 
byla vyšetřena buď přímo na farmách ještě před transportem, nebo bezprostředně 
po příchodu do teletníku.

Přehled o vývoji onemocnění v jednotlivých skupinách je v tabulce III.
U všech telat se během 10 dní po zástavu pohybovala teplota ve fyziologických 

hranicích. Předpokládaným zdrojem nákazy byla telata z farmy M. a K. Stejně jako 
v předchozím pozorovacím období byl u nich zaznamenán těžší průběh onemocnění 
s delší rekonvalescencí a charakteristickým nálezem na plicích (obr. 1 a 2).

VETERINÁRNÍ MEDICÍNA - 1967 295



Па. Přehled hemaglutinujících agens izolovaných v lokalitě I v srpnu 1964

Číslo Druh 
materiálu

Stáři 
telete

Klinický stav nebo p. a. 
změny plicní

Bakteriolo­
gické 

vyšetřeni

Virologické vyše­
tření

CPE a 
HAD pasáž

30 N. V. 34 výtok *** kašel vv + 4- 2
33 N. V. 19 výtok ** kašel vv 4- + 4- 1
35 N. V. 31 výtok *** kašel vv 4- 4- 4- 2
11 T. H. 48 bronchopneumonie

1
12 PL. 18 Bronchopneumonie

0 4- 1
13 PL. 21 bronchopneumonie

0 4-4-4- 1
24 T. D. 7 bronchopneumonie

4--- i--- к 4- 4- 1
25 PL. 10 bronchopneumonie

+ + + _L 1
25 T. Н. + + 1
25 Т. D. -L 4- 1
26 Т. D. 14 bronchopneumonie

< < < _L + 4- 1
27 т. н. 16 bronchopneumonie

0 1
27 Т. D. 4" 4~ 1
28 т. н. 18 bronchopneumonie

4- 4" 4- -4- 1
28 Т. D. 4- 4- 1

Vysvětlivky:
N. V. — nosni výtěr
T. H. — tracheální sliznice 

v horní %
T. D. — tracheální sliznice

V dolní 1 2
PL. — plíce
bronchopneumonie:

nosní * serózní 
výtok

** serózně hlenovitý

*** hlenohnisavý
**** hnisavý

ojedinělá drobná ložiska
četná ložiska
lobární
hnisavá

kašel: v na podrážděni

w spontánní

bakteriol. vyšetřeni: 0 negativní
- slabá kontaminace

+ + střední kontaminace 
+ + + silná kontaminace

virol. vyšetření: + stupeň 
:- CPE a
+ HAD

Přehled výsledků isolačních pokusů Z' lokality VK je uveden v tabulce IV 
a přehled jednotlivých isolátů v tabulce V.

Cytopatický efekt na primárních telecích ledvinách, pozorovaný při izolacích 
z obou lokalit, se projevoval zpočátku ložiskovým zakulacováním jednotlivých buněk, 
později vytvářením dróbnýclj ostrůvků zakulacených a degenerovaných buněk, s ná­
sledujícím odpadáváním buněk od skla. V místech rozpadu zůstávaly ostrůvky sou-
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Hb. Přehled hemagultinujících agens izolovaných v lokalitě I v srpnu 1965

Číslo Druh 
materiálu

Stáři 
telete

Doba 
expozice 

(dní)
Klinický stav nebo 
p. a. změny plicní

Bakterio­
logické 

vyšetřeni

Virologické 
vyšetření

CPE a 
HAD pasáž

1 N. V.
směs (3)

25-50 12 výtok *** kašel vv + + . + + 4 2 1

2 N. V.
směs (2)

26 6-13 výtok *** kašel vv + + 4-4-4- 1 ;

3 N. V.
směs (3)

12-53 7 výtok *** kašel vv 4- ' -L 2 1

20 N. V. 53 15 výtok ** + + + — 1
25 N. V. 25 10 výtok *** + + + + 1
32 . N. V. 28 10 výtok * ф -1- + + 2
14 PL. 42 13 bronchopneumonie

0 + + + 2
16 PL. 43 13 bronchopneumonie

0 2
16 T. 4-4-4- 2
35 T. Н. 51 19 bronchopneumonie

0 4- 4- 4- 2 i

35 Т. D. + 4-4- 1
36 PL. 24 9 bronchopneumonie 4—4 + + + 1
36 Т. Н. <<< 1
36 Т. D. + + + 1
37 Т. Н. 31 9 bronchopneumonie

0 4™ + 1
37 Т. D. + + + . 1

Vysvětlivky: dtto v tab. č. Ha

vislého porostu spojené můstky ze zbytků destruované tkáně. Místy se tvořila 
syncytia s různým počtem jader (obr. 3 a 4).

Všechna izolovaná agens hemadsorbovala červené krvinky morčat (obr. 5) 
a v křížových HI a VN testech byla identifikována jako myxovirus PI-3 (Menšík 
a spol. 1967).

ZHODNOCENÍ VÝSLEDKŮ A DISKUSE

Respirační syndrom, vyskytující se jako hromadné, kontagiózní onemocnění 
ve velkokapacitních odchovných zařízeních, se neliší od přepravní choroby (Rei­
singer a spol. 1959); může však připomínat též Bakerovu pneumoenteritidu 
(Baker 1943), enzootickou pneumonii (Jennings a Glover 1952), 
chronickou enzootickou pneumonii telat (Anderson a LeMaster 1956, 
Carter a Rowsell 1958) nebo pneumonii telat a odstávčat (Palot ay 
a Newhall 1958). Těžký průběh onemocnění v lokalitě T odpovídá pří­
padům „shipping fever“, které popsali Abinanti a spol. (1960) jak u mla­
dého skotu od 4 měsíců do 1 roku stáří, tak u telat mladších, přepravovaných 
ve věku 2 — 3 dní.
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III. Vývoj onemocnění u telat v teletníku VK v jarním období 1965
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A - 

1967

Skupina
Příchod 
doVKT 

dne
Původ 
(farma)

Klinický stav při zástavu Nástup klinických příznaků Další vývoj
>
o °5 g
£ и

1
počet 
vyše­

třených
z toho: 

ks a klinický stav za dní
počet 

postiže­
ných

klinický nález klinický nález
průběh 

onemoc­
nění

I. 15. 3. VK
H

6
4

6/6 zdravá
4/4 zdravá

3
3

2/6
4/4

** ** vv mírný 
mírný

28
28

II. 25. 3. в
M
к

5
6
1

5/5 zdravá
2/6 **
1/1 zdravé

3
3
5

3/5
6/6
1/1

** ** v
*** VV XXX
* v

mírný 
těžký 
mírný

21
42
14

III. 5.4. VK 
к
H 
M

7
2
1
1

7/7 zdravá
2/2 *** vv xx
1/1 zdravé
1/1 **

3

5

3/7

1/1

** v ** v
*** VV XXX
***

*** vv xx

mírný 
těžký 
lehký 
těžký

14
56
28
56

IV. 20. 4. M

в
L

8

7
1

8/8 **
2/8 vv
7/7 zdravá
1/1 zdravá

3 — 7
7

7/7
1/1 ** v

*** vv xxx

** VV

těžký

mírný 
mírný

56

21
21

V. 3. 5. M 
VK 
в

6
4
4

2/6 **
4/4 zdravá
4/4 zdravá

3
7
7

3/6
4/4
4/4

** у

**

*** vv XX
** v
**

těžký 
mírný 
mírný

42
21
21

VI. 17. 5. M 
в 
VK

6
3
1

2/6 ** w
3/3 zdravá
1/1 zdravá

3
7
3

6/6
3/3
1/1

** vv x *** VV XX těžký 
mírný 
mírný

42
21
21

Vysvětlivky: dtto v tab. č. Ha x
xx rozsah bronchopneumonických změn

xxx



IV. Přehled výsledků izolačních pokuců v lokalitě VK

Počet telat Druh materiálu Počet vyšetře­
ných vzorků

Z toho

pozitivních negativních

ks % ks o

18 N. V. směs 2 1 50 1 50
Pl. 9 2 22 7 78
Tr. 4 1 25 3 75
N. S.*) 2 0 0 2 100

Celkem vzorků 17 4 23,5 13 76,5

*) N. S. — nosní slianice

V. Přehled hemaglutinujících agens izolovaných v lokalitě VK

Číslo Druh 
materiálu

Stáři 
telat 
dní

Klinický stav nebo 
p. a. změny plicní

Bakteriol. 
vyšetření

Virologické 
vyšetření

CPE a HAD pasáž

2 Pl. 17 Bpn. < < < 0 3
3 Pl. 12 Bpn. < < 0 + + + 2
3 T. H. + + 2
5 N. V. směs 7+14 výtok ***

(6 Ks) 7-14 kašel vv + + + 2

Vysvětlivky: dtto v tabulce Ha.

Případy onemocnění u telat po styku se zvířaty přepravovanými, nebo i ty, 
u nichž chyběla anamnéza o přepravě i o infekci kontaktem, se nijak neliší od 
enzootií popsaných В o gelem (1961, 1962) a odpovídají i našim pozorováním 
na některých farmách v nasávací oblasti T a VK.

Průběh onemocnění i jeho následky jsou nesporně ovlivněny koncentrací 
zvířat, strukturou stáda a způsobem organizace chovu, klimatickými a mikrokli­
matickými podmínkami, délkou a namáhavostí přepravy a jinými stressovými 
faktory (Reisinger )a spol. 1959, A b i n a n t i a s p o 1. 1960, ’Collier 
a spol. 1962, Bögel 1961. Gale a King 1961). V mnoha směrech při­
pomínají tyto infekce epidemie virových respiračních onemocnění lidí, jejichž 
průběh je v civilních populacích mnohem mírnější než u rekrutů a branců, vy­
stavených těžkým fyziologickým nárazům v době, kdy se poprvé setkávají s in­
fekcí (Abinanti a spol. 1960). .

Dosavadní výsledky pokusů o objasnění etiologie respiračních infekcí skotu 
naznačují, že při onemocněních se stejnými klinickými příznaky lze očekávat 
účast různých virů, stejně jako při klinicky diferencovaných onemocněních může 
být potvrzena jednotná etiologie.
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Vzhledem к tomu, že v obou vyšetřovaných lokalitách jsme nepozorovali pří­
znaky infekční bovinní rhinotrachitidy — IBR (Me К er eher 1959, Gillespie 
a spol. 1959) ani slizniční choroby (Mucosal disease) (Ramsey a Chivers 1953, 
Huck 1957, Gillespie a spol. 1960), zaměřili jsme naše pokusy ina průkaz myxo­
viru PI-3. Předpokládali jsme však i možnost výskytu jiných virů, jejichž etiologický 
význam je rovněž některými autory zdůrazňován: Myagawanel (York a Baker 
1951, 1956, Matsumoto a spol. 1957, Patotay a Christensen 1959, Boháč 
1960, Bögel 1961, Sui dan a spol. 1961, Romváry 1964), Adenovirů (Klein 
a spol. 1959, 1960, Bartha a Aldásy a spol. 1965, Derbyshire a spol. 1965), 
Picornavirů (Moll a Davis 1959, Bögel 1962, Mayr a spol. 1965), případně i ji­
ných neidentifikovaných cytopatogenních agens.

Na tkáňových kulturách primárních telecích ledvin jsme vyšetřili celkem 
116 vzorků (plicní tkáně, tracheální a nosní sliznice a nosních výtěrů) od 116 nemoc­
ných telat a izolovali cytopatogenní agens, identifikovaná jako myxovirus PI-3. Naše 
kmeny vytvářely po 3—4 dnech inkubace typické cytopatické změny, popsané již 
Reisinger em (1959), В ö ge 1 em (1961), В а к os e m a D i n te re m (1960), A b i- 
natim a spol. (1960), Wood sem a spol. (1964) aj.

Poměrně častý průkaz viru PI-3 v materiálech z nemocných telat v lokalitách 
T a VK (31 % a 23 % z celkového počtu vyšetřených) dokazuje, že i v našich vý­
robních podmínkách může být virus PI-3 často příčinou onemocnění. Ve velkokapa­
citních odchovných zařízeních se přeprava telat na větší vzdálenosti uplatňuje ne­
sporně jako významný stressový faktor, který predisponuje zejména mladá telata 
v raném postnatálním období к infekci a onemocnění. Jsou tedy námi sledované 
a potvrzené parainfluenzové infekce také etiologický shodné s přepravní chorobou 
(Reisinger a spol. 1959, Abinanti a spol. 1960 aj.).

ZÄ VĚR

Respirační syndrom, vyskytující se jako stájová nákaza ve velkokapacitních 
odchovných zařízeních u telat do 3 měsíců stáří, připomíná americkou „shipping 
fever of cattle“, stejně jako v Evropě hojně rozšířenou enzootickou bronchopneu- 
monii telat. Na tkáňových kulturách primárních telecích ledvin bylo vyšetřeno 
v letech 1964 — 1965 116 vzorků plicní tkáně, tracheální a nosní sliznice a nos­
ních výtěrů od 116 nemocných telat ve 2 lokalitách a bylo izolováno 35 cyto­
patogenních agens hemadsorbujících morčecí červené krvinky. Isoláty byly iden­
tifikovány jako bovinní kmeny myxoviru parainfluenzae 3. 1 '

Častý výskyt v respiračním traktu nemocných telat poukazuje na primární 
úlohu myxoviru parainfluenzae 3 při vzniku onemocnění.

Došlo dne 16. 12. 1966

Poděkování
Závěrem dovoluji si poděkovat veterinárním lékařům MVDr Kůželovi a MVDr 

Holubovi za umožnění práce a účinnou pomoc při pokusech v provozních pod­
mínkách.
Technická spolupráce: M. Hájková, I. Jiranová.
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chodu do teletníku. Foto Brázdilová
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Участие вируса P 1 — 3 при дыхательных инфекциях крупного рогатого скота 
в крупногабаритных телятниках

Дыхательный синдром — инфекция, встречающаяся у телят до 3-месячного возраста 
в крупногабаритных телятниках, напоминает американский shipping fever of cattle, так 
же как в Европе сильно распространенную энзоотическую бронхопневмонию телят. На тка­
невых культурах первичных телячих почек было в 1964—1965 гг. обследовано 116 образцов 
легочной ткани, трахеальной и носовой слизистой оболочки и носовых соскобов у 116 боль­
ных телят в 2 местах и было изолировано 35 цитопатогенных реактивов, гемадсорбирующих 
красные тельца морских свинок. Изоляты были идентифицированы как бычьи штаммы миксо- 
вируса параинфлюэнцы 3.

Частое появление в дыхательном тракте больных телят свидетельствует о первичном 
значении миксовируса параинфлюэнцы 3 при появлении заболевания.

Participation of the Р 1—3 Virus in Respiratory Infections of Cattle al Large- 
Capacity Breeding Installations

The respiration syndrome occurring as a cow-house infection at large-capacity 
breeding installations in calves of an age of up to 3 months resembles the American 
shipping fever of cattle as well as the enzootic bronchopneumonia of calves, which 
is spread in Europe to a considerable extent. In the years 1964—1965 116 samples of 
lung tissue, of tracheal and nasal mucous membranes, and of nasal smears of 116 
sick calves were examined in tissue cultures of primary calf kidneys at 2 localities, 
and 35 cytopathogenic agents hemadsorbing red blood corpuscles of guinea-pigs were 
isolated. The isolates were identified as bovine strains of the myxovirus of para­
influenza 3. i

The frequent occurrence in the respiratory tract of sick calves indicates a 
primary role played by the myxovirus of parainfluenza 3 in the origin of the disease.

Teilnahme des P I-3-Virus an den Respirationsinfektionen beim Rind 
in Großaufzuchteinrichtungen

Das Respirationssyndrom, welches als Stallseuche in Großaufzuchteinrichtungen 
bei 3 Monate alten Kälbern auftritt, erinnert an das amerikanische sog. Shipping 
Fever of Cattle als auch an die in Europa sehr verbreitete, enzootische Kälberbron­
chopneumonie. Auf Gewebekulturen primärer Kalbsnieren wurden in den Jahren 
1964—1965 insgesamt 116 Muster des Lungengewebes, der trachealen und Nasen­
schleimhaut sowie Nasenschleimhautabstriche von 116 erkrankten Kälbern in 2 Lo­
kalitäten untersucht, wobei 35 zytopathogene Agenzien der hämadsorbierenden roten 
Blutkörperchen von Meerschweinchen isoliert wurden. Die Isolate wurden als bo­
vine Myxovirus parainfIuenzae-3-Stämme identifiziert.

Das öftere Auftreten im Respirationstrakt kranker Kälber weist auf die pri­
märe Aufgabe des Myxovirus parainfluenzae 3 bei dem Entstehen der Krankheit hin.

Adresy autorů:
MVDr. Jaromír Menšík, MVDr. Květoslava Jurmanová, Výzkumný ústav 
veterinárního lékařství, Brno-Medlánky. MVDr. Jaroslav Kočí VŠZ, veterinární 
fakulta, Brno, Palackého 1—3
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A. Žuffa DÓKAZ VIRUSU MORU OŠÍPANÝCH
J. Matis

O. Žák
V TKANIVOVEJ KULTÚRE POMOCOU 
IMUNOFLUORESCENCIE

J. Frágner

Věnované к šesfdesiatym narodenínám akademika Ivana Braunera

И Vypracovanie jednoduché], rýchlej, nenákladné] a spolahlivej diagnostické] 
metody je pri more prasiat už po velmi dlhý čas predmetom intenzívneho vý- 
skumu. Možnosti dokázal morový virus v tkanive inifikovanomi in vitro alebo 
v tkáňach infikovaných prasiat, ktoré skýtá imunofluorescencia, dávajú reálny 
předpoklad pre to, že fluorescenčná technika prinesie rozhodný obrat pri riešení 
tohoto problému.

Cielbm pokusov, ktorých výsledky předkládáme v tejto práci, bolo v prvom 
radě zvládnul techniku imunofluorescencie pre dokaž morového virusu pomno­
ženého v tkaninovej kultúre a v ďalšom využil metodu fluoreskujúcich protilá­
tek pre diagnostické a ďalšie experimentálně ciele.

PREHEAD LITERATÜRY

Stanovenie diagnózy moru prasiat nie je v mnohých prípadoch možné ani po 
převedení pitvy a histopatologického vyšetrenia. Potvrdenie alebo vylúčenie infekcie 
očkováním prasiat vnímavých a imúnnych proti moru, je zdlhavé a nákladné. Preto 
sa v posledných rokoch venuje tolko úsilia vypracovaniu spolahlivej laboratórnej 
diagnostickej metody. Z najviac študovaných reakcií sa ukázal Taylorov amylázový 
test (Taylor 1961) ako nespecifický (M a t e v a a spol. 1963, К a r 1 o v i č a spol. 
1964). Hemaglutinačný (S e g r e 1962, Fletcher a spol. 1963) a komplementfi- 
xačný (Millian a spol. 1961, Boulanger a spol. 1965) test, dávajú len 60— 
80 % pozitívnych výsledkov, pričom sa nevylučuje možnost nespecificky pozitívnych 
reakcií. Ani jeden z nich nepřekročil rámec experimentálneho štúdia. Pomocou END- 
testu podia Kumagaia a spol. (1961) možno zachytit len infekcie vyvolané viru- 
lentnými, nie však slabo virulentnými vírusami (Korn a spol. 1963, Loan 1965). 
Právě infekcie vyvolané slabo virulentnými vírusami ostávajú, pre svoj atypický 
priebeh, často dlho nerozpoznané. Najširšie praktické uplatnenie našiel agar-gel-pre- 
cipitačný test, upravený pre dókaz morového virusu M a n s i m (1963) a Derby­
s h i r o m (1965). Aj táto reakcia však dává len okolo 60 % pozitívnych výsledkov. 
Poznatky předložené v poslednom čase Horzinkom a spol. (1966) poukazují 
na to, že pozitivny výsledek precipitačného testu nie je vyvolaný morovým vírusom, 
ale prasačími adenovírusmi, ktoré spravidla doprevádzajú morová infekciu.

V posledných rokoch sa stává fluorescenčná metoda predmetom mimoriadného 
zaujmu pri výskume laboratórnej diagnostiky moru prasiat. Dosahované výsledky 
sú neporovnatelné lepšie ako pri všetkých doteraz použitých metodách. Pomocou 
imunofluorescencie možno mororý antigén dokázat priamo v tkáňach infikovaných 
prasiat, a to v zmrazených rezoch (Stair a spol. 1963, Robertson a spol. 
1965) alebo v odtlačkových prepárátoch (Aiken a spol. 1964b, Sirbu a spol. 
1964), alebo nepriamo po infekcii v tkanivovej kultúre (Men geling a spol. 
1963. 1965, Karasszon a spol. 1963, Carbrey 1965, Robertson a spol. 
1965, Konopatkin 1966). Prvý postup je rýchlejší, ale nevylučuje možnost ne­
specificky pozitívnych reakcií, druhý je časové náročnější, ale dává spolahlivejšie
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výsledky. Záchytnosť fluorescenčnej metody sa udává na 95—100 % (Mengeling 
a spol. 1963, Aiken a spol. 1964, Robertson a spol 1965). Pre dokaž virusu 
v tkanivovej kultúre sa použili doposial primárné prasačie obličkové buňky alebo 
buňky stabilnej linie PK. Zatial niet к dispozícii údaje o tom, že by sa pre tento 
účel použili kultúry prasačích semeníkov.

material a mETódy

Séra: Imúnne séra sme připravili hyperimunizáciou piatich prasiat odcho­
vaných běžným zpósobom materským mliekom. Prasatá boli ako jednomesačné 
imunizované proti moru lapinizovanou vakcínou. Za 12 týždňov boli čelenžova- 
né virulentným vírusom Washington, 1 ml infekčnej prasačej krvi. Ďalšie hy- 
perimunizácie rovnakým vírusom sa robili na 25., 52. a 82. deň v dávkách 2, 
10 a 250 ml. Na 9. deň po poslednej imunizačnej dávke boli prasatá vykrváca- 
né, séra spracované a zmrazené.

Normálně prasačie séra sme získali od odstavčiat vnímavých na mor.
Imúnne králičie sérum proti prasačím globulínom pre nepriamy test sme 

připravili hyperimunizáciou králikov globulínami izolovanými z prasačieho séra 
postupom podlá Rénoua (1957) vo vlastnej modifikácii.

Příprava konjugátov: Globulínová frakcia z každého imúnneho 
a jedneho normálneho séra sa izolovala vysolením síranom amonným. Sulfá­
tové ionty sa z globulínovej frakcie odstránili dialýzou proti fyziologickému roz­
toku pH 7,2 pri +4 °C počas 48 hod. Koncentrácia bielkovín sa upravila na 
1 % roztok přidáním fyziologického roztoku s upraveným pH na hodnotu 9,0 
karbonát-bikarbonátovým pufrom. Konjugácia imúnnych globulínov s fluoresceí- 
nisokyanátom (FITC-Fluka AG, Švajciarsko) sa robila v 1'adovom vodnom kú- 
peli, v pomere 5 mg FITC na 100 mg bielkoviny za nepřetržitého miešania. 
Neviazaný FITC sa odstránil pomocou DOWEXU X 4,20 — 50 mesh v Cl forme 
(Serva Heidelberg) a dialýzou proti pufrovanému fyziologickému roztoku o pH 
7,2 počas 48 hod. pri +4 °C. Cielom odstránenia prebytočne konjugovaných 
frakcií, vyvolávajúcich nespecifické žiarenie, bol konjugát adsorbovaný práškom 
z prasačej pečene, počas 1 hod. pri + 4 °C, v pomere 100 mg prášku na 1 ml 
konjugátu. Po přidaní merthiolátu v pomere 1 : 10 000 a úpravě pH na 7,2 bol 
konjugát rozplnený v množstvách po 2 až 5 ml a skladovaný v zmrazenom stave.

Tkaninové kultury: Semeníky 4 až 8 týždňových prasiat sme tryp- 
sinovali obvyklým spösobom. Po přefiltrovaní a odstředění suspenzie počas 3 min. 
pri 1000 obrt./min. sa buňky resuspendovali do rastového média a do skúmaviek, 
v ktorých boli uložené krycie sklíčka rozmerov 8 X 12 mm, nakladalo sa po 
1,5 ml bunečnej suspenzie s obsahom 400 000 buniek v 1 ml. V niekolkých po- 
kusoch sa na infekciu použili kultúry z prvej subpasáže. V tomto případe sa do 
Rouxových fliaš o obsahu 1200 ml nakladalo 100 ml média s rovnakým obsa­
hom buniek v 1 ml ako pri zakladaní do skúmaviek. Po vytvoření súvislého 
rnonolayera sa kultúry preplákli predhriatým roztokom PBS a buňky zo skla 
uvolnili pomocou 0,05 % roztoku trypsinu a 0,02 % roztoku verzenu. Po 1 min. 
působení sa najváčšia čávť roztoku zliala a nechalo dalej posobiť len zbytkové 
množstvo roztoku. Po úplnom odlúpaní sa buňky suspendovali do malého množ­
stva rastového média, stanovil počet buniek a do skúmaviek s krycími sklíčkami 
nakladalo po 1,5 ml suspenzie s obsahom 200 000 buniek v 1 ml.

Rastové médium obsahovalo 0,3 % laktalbumínhydrolyzátu, 0,1 % kvasni­
cového extraktu (Yestolate Difco) a 20 i % telacieho séra v Earlovom roztoku. 
Súvislý monolayer sa vytvořil po 3 až 5 dňovej inkubácii kultúr pri 37 °C
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Obr. 1. la: Primárné prasačie semeníkové kultúry neinfikované, farbené prasačim morovým kcnjugátom; 
1 b: kultúry farbené prasačim morovým konjugátom za 2 dni po infekcii kmenem Kozlov;
1 c: buňka s okruhlymi granulami v žiariacej cytoplazme — farbené za 4 dni po infekcii kmeňom 
Kozlov;
1 d: kultúry farbené za 2 dni po infekcii kmeňom Kozlov — zhlukovanie buniek do okrúhlych útvarov 
s intenzívně žiariacim okrajom a tmavším stredom.



с

2 dni po infekcii kmeňom Kozlov — struktura jed- 
2 b: kultúry farbené za 4 dni po infekcii kmeňom 
vynikajú zretelne proti tmavšiemu pozadiu;

infekcii kmeňom Washington.

Obr. 2. 2 a: Prasačie semeníkové kultúry farbené za 
notlivých buniek v rámci buněčných zhlukov zaniká; 
Washington — ložiská infikovaných žiariacich buniek 
2 c: to isté vo váčšom zváčšeni;
2 d: kultúry farbené nepriamou metodou na 4. deň po



Pri infekci i sa rastové médium vyměnilo za udržovacie, ktoré bolo rovnaké- 
ho zloženia ako rastové len s tým rozdielom, že namiesto 20 '% obsahovalo len 
10 % telacieho séra. V posledných pokusoch bolo normálně telacie sérum na- 
hradenné foetálnym telacím sérom (Bioveta ved. n. p., Ivanovice na Hanej).

Vo dvoch pokusoch sa к infekcii použili buňky stabilnej linie prasačích 
obličiek PK. Rastové médium obsahovalo 0,5 % laktalbumínhydrolyzátu, 10 % 
telacieho séra 0,1 % kvasičného extraktu v Earlovom roztoku. Udržovacie mé­
dium bolo bez séra. •

Virusy: Pracovali sme s tromi virulentnými morovými vírusami, a to 
štandardným laboratórnym vírusom Washington, používaným pri výrobě krys- 
talvioleťovej vakcíny proti moru, kmeňom Kozlov v 26. pasáži na kultúrach pra­
sačích semeníkov a kmeňom Aid, adaptovaným na prasačie obličkové a seme­
níkové buňky. (Za láskavé poskytnutie tohoto kmeňa ďakujeme Prof. Dr. Störiko, 
riaditelovi Výskumného ústavu pre virusové choroby zvierat, Thiibingen, NSR, 
za poskytnutie kmeňa Kozlov Rr. O. Šímovi z Biovety, Telč). Vo všetkých 
prípadoch slúžili ako zdroj virusu infekčně séra získané od prasiat na 5., 6., 
resp. 8. deň po infekcii uvedenými kmeňmi. Okrem toho bola pri kmeni Washing­
ton odobratá krv od 20 produkčných prasiat na 6. deň po infekcii. Ako nega­
tivné kontroly slúžili séra 20 odstavčiat vnímaných na mor.

S p ó s o b i n f e к c i e к u 11 ú r : Po zliatí rastového média sa sklíčka 
vybrali a preplákli v Earlovom roztoku s obsahom 0,3 % laktalbumínhydroly­
zátu, uložili na skleněné tyčinky do Petriho misiek s navlhčeným filtračným 
papierom a převrstvili vyšetřovaným sérom v množstve 0,05 ml. Adsorbcia pre- 
biehala v termostate pri 37 °C počas 1 — 4 hod. Každým vzorkom sa infikovali 
najmenej dve sklíčkové kultúry. Ked sa robilo vyšetrovanie jedneho vzorku 
opakované počas niekolkých dní, infikoval sa taký počet sklíčkových kultúr, aby 
sa vždy vyšetřovali aspoň dve kultúry. Po ukončení adsorbcie sa sérum zlialo, 
kultúry preplákli, uložili do nových skúmaviek a zaliali 1,5 ml udržovacieho 
média. Farbenie a vyšetrovanie infikovaných kultúr sa robilo po 1 až 4 dňovej 
inkubácii pri 37 UC. 1

Fixácia a farbenie kultúr: Infikované sklíčkové kultury sa, po vysušení 
prúdorn teplého vzduchu, fixovali acetónom počas 5 min. pri —20 °C. Farbenie 
konjugovaným globulínom sa robilo vo vlhkej komoře počas 30 min. pri 37 °C. 
Po dókladnom premytí v pufrovanom fyziologickom roztoku o pH 7,2 sa sklíčka 
ešte vo vlhkom stave montovali do neutrálneho glycerínu. Pri nepriamej metóde 
sa naniesol na kultúry nekonjugovaný imúnny protimorový globulin. Po 30 min. 
inkubácii pri 37 °C a po dókladnom vymytí v pufrovanom fyziologickom roztoku 
sa kultúry farbili králičím antiprasačím konjugovaným globulínom.

Ako kontroly slúžili: 1. Neinfikované kultury ofarbené protimorovým kon- 
jugátom, 2. Kultúry ošetřené normálnymi neinfekčnými prasačími sérami ofar­
bené protimorovým konjugátom, 3. Kultúry infikované vírusom NDV a Aujeszké- 
ho vírusom, ofarbené protimorovým konjugátom, 4. Kultúry infikované morovým 
vírusom ofarbené konjugátom anti NDV a anti Aujeszky, 5. Kultúry infikované 
morovým vírusom ofarbené neimúnnym prasačím konjugovaným globulínom,
6. Inhibícia fluorescencie pomocou homológneho nekonjugovaného morového glo- 
bulínu.

Vyšetrovanie preparátov sa robilo fluorescenčným mikroskopom Zetopan 
fy Reichert, Viedeň, s lampou HBO 200 ako zdrojom UV žiarenia; excitačný 
filter E3 BG 12/6 nim, zábraný filter Sp 3 GG..9/1 mm. Pri fotografovaní sa 
použil film ORWO 27 Din s expozičným časom 8 —10 min. \ (
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VÝSLEDKY

Neinfikované negativné kultúry vykazuji! modru alebo modrozelené auto- 
fluorescenciu (Obr. la). V infikovaných kultúrach sa javí pozitivna fluorescen- 
cia ako žltozelené žiarenie, ktoré sa počnúc 24 hod. od infekcie lokalizuje vý­
hradně v cysoplazme, kým oblast jadra ostává bez fluorescencie. V prevážnej 
váčšine buniek je žiarenie difúzne, s maximálnou intenzitou na obvode jadra 
a ubýváním smerom к periférii (Obr. lb). V ojedinělých, izolované situovaných 
buňkách, bola čásť cytoplazmy prestúpená okrúhlymi, ostro ohraničenými gra­
nulami, ktoré intenzitou žiarenia zretelne vynikali zo splývajúceho fluoreskujú- 
ceho pozadia (Obr. 1c).

Pri zasiahnutí váčšieho počtu buniek uložených tesne vedla seba dochádza 
к ich zhlukovaniu do kruhových útvarov s intenzívně žiariacim okrajom, ktorý 
tvoria husto vedla seba zoradené telá buniek, a tmavým alebo slabo žiariacim 
stredom (naznačené na obr. 1 b, výrazné na obr. 1 d a 2 a).Tieto útvary sú 
zretelne vyvinuté už za 24 hod. po infekcii, ale po predlženej inkubácii sa zváč- 
šujú, pričom štruktúra jednotlivých buniek celkom zaniká (obr. 2 b a 2 c). Vo 
včasnom stádiu infekcie, alebo pri slabšej intenzitě žiarenia je možno pozitivnu 
fluorescenciu 1'ahšie rozpoznat pri zasiahnutí ojedinelo rastúcich buniek, ako bu­
niek v hustom monolayeri. Čo do velikosti fluoreskujúcich ložisiek, pozorovali 
sa rozdiely medzi jednotlivými kmeňmi; najváčšie vyvolával kmeň Aid, najmen- 
šie kmeň Washington. Doposial uskutočnené pokusy naznačujú, že počet žia- 
riacich ložisiek aj rýchlosť ich narastania je ovplyvnená kvalitou telacieho séra 
použitého do udržovacieho média. Zatial čo pri použití normálneho telacieho séra 
ostává velikost žiariacich ložisiek, počnúc 2. dňom od infekcie, přibližné nezmě­
něná, pridanie foetálneho séra priaznivo ovplyvňuje narastanie fluoreskujúceho 
tkaniva.

Nezistili sa preukazne rozdiely v rozsahu a intenzitě žiarenia po infekcii 
primárných buniek prasačích semeníkov a buniek zo subpasáže. Pri infekcii bu­
niek stabilnej linie prasačích obličiek PK sa za rovnakých pracovných podmienok 
nedosiahli zatial jednoznačné pozitivně výsledky.

Nepriama metoda dala, čo do citlivosti i specificity, rovnaké výsledky ako 
priama väzba virusu s protimorovým konjukátom. Rozdiely medzi výsledkami 
obidvoch metod spočívali v tom, že nepriamou nebolo možno sledovat rozloženie 
antigénu ani v rámci buniek, ani v rámci buněčných zhlukov. Izolované buňky 
sa javili ako akrúhle, intenzivně žiariace body, buněčné zhluky ako splývajúce 
žiariace ložiská bez diferenciácie pozorovanej pri priamej metóde (obr. 2a). 
V dalších pokusoch sme z uvedeného dovodu, ako aj pre jednoduchost, pracovali 
len priamou metodou.

Negativné výsledky všetkých použitých kontrolných testov potvrdili, že po- 
zorovanú fluorescenciu vyvolalo infekčně virusové agens přítomné v krvi prasiat 
infikovaných virulentnými morovými vírusami, odobratej na vrchole klinického 
prejavu ochorenia.

Po ustálení pracovného postupu sa v druhej sérii pokusov zisťovala spo- 
lahlivosf fluorescenčnej metody pre dokaž morového virusu v sérach prasiat. 
Za tým účelom bolo vyšetřených 20 sér odobratých od prasiat na 6.-7. deň 
po infekcii kmeňom Washington, t. j. vo floridnom štádiu klinického prejavu 
choroby. Pre potvrdenie Specificity bolo súčasne vyšetřených 20 sér získaných 
od zdravých, na rnor vnímavých prasiat. Ako vjdiet z tab. I, zistila sa pri vy­
šetření za dva dni od infekcie pozitivna fluorescencia v kultúrach infikovaných
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í. Vyšetrenia sér prasiat odobratých na 6.-7. deň po infekcii kmeňom Washington 
a od zdravých neinfikovaných prasiat metodou fluoreskujúcich protilátok

Prasata Počet prasiat
Výsledok vyšetrenia 

za hod. po infekcii kultúr

48 96

Infikované vírusom 
Washington 20 14/20* 20/20

Neinfikované kontroly 20 N** 0/20

*) Čitatel udává počet pozitivných, menovatel počet vyšetřených prasiat
**) Nerobené I t

sérami od prasiat notoricky chorých na mor v 14 prípadoch, pri vyšetření za 
4 dni vo všetkých 20 prípadoch. Naproti tomu bol výsledek fluorescencie nega­
tivny vo všetkých prípadoch, v ktorých sa vyšetřovala krv zdravých prasiat.

DISKUSI A

Na rozdiel od prasačích obličkových buniek primárných (Karasszon a 
spol. 1965, Robertson a spol. 1965, Konopatkin 1966 a další), alebo sta- 
bilnej linie PK (Mengeling a spol. 1963, 1965, Carbrey 1965, a další) po­
užívaných doteraz pre pomnoženie a dokaž morového virusu pomocou fluoresku­
júcich protilátok, sme pre našu prácu volili prasačie semeníkové buňky. Tento druh 
tkaniva je 1'ahko přístupný pre každé laboratórium a příprava je menej náročná 
ako prasačích obličkových buniek. Okrem toho sme v předběžných pokusoch do- 
siahli na semeníkových kultúrach pozitivny výsledok fluorescencie skór, ako na 
buňkách stabilnej linie prasačích obličiek. Volba vhodného tkaniva má pre výkon­
nost fluorescenčně.) metody zásadný význam, nakolko jej výsledok závisí od stupňa 
adaptácie a replikácie virusu v tkanivovej kultuře. Ďalšie pokusy ukážu, či sú roz- 
diely v záchytnosti fluorescenčně] metody pri použití buniek prasačích semeníkov 
a prasačích obličkových buniek.

Nahradenie normálneho telacieho séra sérom foetálnym a predíženie adsorbcie 
virusu na buňku z 1 na 4 hod., prlniesli zlepšenie pracovného postupu. Priaznivý 
účinok foetálneho séra možno vztahovat na nepřítomnost protilátok proti virusu 
bovínnej hnačky, ktoré v médiu s normálnym telacím sérom inhibujú replikáciu 
antigénne příbuzného morového virusu (Dinter 1963, Mengeling a spol. 
1963b). Pozitivny výsledok vyšetrenia vo všetkých notoricky pozitivných a negativ­
ny vo všetkých notoricky negativných prípadoch moru, potvrdzuje vysokú spolah- 
livost imunofluorescencie ako diagnostické] metody.

Pri farbení kultur za 1—2 dni po infekcii bol rozsah tkaniva s pozitívnou fluo- 
rescenciou v priamom vztahu к stupňu adaptácie jednotlivých kmeňov na kultúry 
prasačích semeníkov. Kmeň Aid, sériovo pasážovaný na prasačích semeníkoch, vy­
volává rozsiahle a husto vedla seba uložené ložiská, kmeň Washington, bez pred- 
chádzajúcej adaptácie na tkáhivovú kultúru, malé a ojedinělé ložiská, kým kmeň 
Kozlov s 26 pasážami na semeníkových kultúrach sa rozsahom fluoreskujúceho tka­
niva zařadil medzi obidva. Po predlženej inkubácii infikovaných kultúr v médiu 
s foetálnym sérom sa tieto rozdiely postupné strácali.

Použitý spósob adsorbcie, nanesením vyšetřovaného séra priamo na sklíčkové 
kultúry, dovoluje pracovat s velmi malými dávkami séra (0,05 ml). Takéto množ­
stvo séra možno bez ťažkostí získat aj z uhynutých zvierat. Preto sa z praktických 
dóvodov javí tento postup jednoduchším a účelnějším ako adsorbcia v skúmavkách, 
pri ktorej sa vyžaduje 1,5 až 2,0 ml séra. Infekcia kultúr sérom, namiesto orgánovou 
suspenziou, má výhodu v tom, že z vyšetřovaného .chovu možno získat kedykolvek 
Tubovolný počet vzoriek od prasiat v rozličnom Stádiu infekcie. V dalších pokusoch
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třeba zistiť, v ktorom Stádiu infekcie je najvýhodnejšie dokazovat virus fluorescenč- 
nou technikou.

Vo všetkých případech, v ktorých sa vyšetřovali morové virusy vyvolávajúce 
v tkanivových kultúrach pozitivny cytopatický efekt, sa dokázala přítomnost dvoch, 
morfologicky rozdielnych typov virusových častíc (В o d o n 1965, M a h n e 1 1965, 
Mayr 1965, Horzinek a spol. 1966). Morový virus, s morfológiou picornavíru- 
sov, je pravidelné kontaminovaný prasačími adenovírusmi. Po odstránení adenovírusu 
nevyvolával morový virus ani pozitivny cytopatický efekt, ani percipitáciou v aga- 
rovom gele (Horzinek a spol. 1966). Nie je bez zaujímavosti, či, fesp. akú úlohu 
hrajú adenovírusy pri dókaze morového virusu fluorescenčnou technikou. V tomto 
smere pokračuje ďalšia naša experimentálna práca.

ZÄVER

Pre dokaž virusu moru ošípaných v primárných kultúrach prasačích seme- 
níkov sa použila priama i nepriama metoda imunofluorescencie. Pozitivna fluo- 
rescencia sa vo váčšine prípadov zisťovala za 24 hod. po infekcii kultúr, ale 
predlžením inkubácie až na 4 dni sa, zvyšováním intenzity žiarenia a počtu žiria- 
cich buniek, dosiahli preukazne pozitivně výsledky vo všetkých vyšetřovaných, 
notoricky pozitívnych prípadoch. Virusový antigén sa za 24 hod. po infekcii loka­
lizoval výhradně v cytoplazme, s tvorbou okrúhlych ostro ohraničených granúl 
o ojedinělých buňkách. Lokalizácia virusu v rámci jednej buňky sa dala sledo­
vat len použitím priamej metody, zatial čo pri nepriamej bolo žiarenie sice inten­
zívně, ale splývajúce. Z uvedeného dóvodu, ako aj pre jednoduchost, sa priama 
metoda ukazuje výhodnejšia.

Došlo dňa 21. 11. 1966

Za technická spoluprácu ďakujeme A. Halásovej a E. Korčekovej.
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Для доказательства вируса чумы свиней в первичных культурах семенников свиней 
применялся прямой и косвенный метод иммунофлюоресценции. Положительная флюоресцен­
ция в большинстве случаев устанавливалась через 24 часа после заражения культур, однако 
в результате продления инкубации до 4 дней, повышения интенсивности излучения и числа 
излучающих клеток, были достигнуты достоверные результаты во всех обследуемых посто­
янно положительных случаях. Вирусный антиген через 24 часа после инфекции локализиро­
вался исключительно в цитоплазме, с образованием круглых остроограниченных гранул 
в отдельных клетках. Локализацию вируса в рамках одной клетки можно наблюдать только 
путем применения прямого метода, в то время как при косвенном, хотя излучение и было 
интенсивным, однако неясным. По приведенной причине, равно как и из-за несложности, 
прямой метод оказывается более выгодным.

Proof of the Virus of Hog Cholera in a Tissue Culture by Means
of Immunofluorescence

For the proving of the presence of the virus of hog cholera in primary cul­
tures of pig ovaries the direct and indirect method of immunofluorescence was 
used. In a majority of cases a positive fluorescence was found 24 hours after in­
fection of the cultures, but prolongation of incubation up to 4 days together with 
an increasing of the intensity of radiation and of the number of radiating cells, 
significantly positive results were obtained in all examined notoriously positive
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cases. 24 hours after infection the virus antigen was localized exclusively in the 
cytoplasm with a forming of circular, sharply defined granules in single cells. Local­
ization of the virus within the frame of a single cell could be.followed only by 
means of the direct method, whereas in the case of the indirect method radiation 
was intensive but confluent. For the mentioned reason as well as because of its 
simplicity the direct method has proved more advantageous.

Nachweis des Schweinepestvirus in der Gewebekultur mittels 
der Immunofluoreszenz

Zum Nachweis des Schweinepestvirus in primären Schweinehodenkulturen wur­
de die direkte und indirekte Immunofluoreszenzmethode benützt. In der Mehrzahl 
der Fälle wurde eine positive Fluoreszenz in 24 Stunden nach der Infektion fest­
gestellt. Bei Verlängerung der Inkubation bis auf 4 Tage wurden durch Erhöhung 
der Bestrahlungsintensität und der Anzahl von Strahlern in allen untersuchten, 
notorisch positiven Fällen signifikant positive Ergebnisse gewonnen. Das Virusan­
tigen lokalisierte sich in 24 Stunden nach der Infektion ausschließlich im Zytoplas­
ma unter Bildung rundlicher, deutlich begrenzter, einzelliger Granula. Die Lokali­
sation des Virus im Rahmen einer Zelle konnte nur bei Benützung der direkten 
Methode verfolgt werden, während bei der indirekten Methode die Strahlung zwar 
intensiv, aber verschwimmend war. Aus dem angeführten Grunde und auch wegen 
ihrer Einfachheit ist die indirekte Methode vorteilhafter.

Adresy autarov:
Doc. MVDr. Alojz Ž u f f a, CSc., ing. Ján Matis, MVDr. Otakár Ž á к, Oddelenie 
pre vývoj a výskům Biovety, n. p., Nitra,
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310 VETERINÁRNÍ MEDICÍNA - 1967



J. Ursíny
L. Groch

PRÍSPEVOK К AKTUÄLNEJ 
PROBLEMATIKE MYKOTOXIKÖZ 
HOSPODÁŘSKÝCH ZVIERAT V CSSR 
A JEJ PROFYLAXIE

■ Mykotoxikózam perspektivné třeba věnovat' zvýšená pozornost, nakolko 
predstavujú jedno z najmladších a v dösledku toho málo známých a nedostatečné 
preskúmaných odvětví veterinárnej mykologie. Ich komplexný výskům je o to 
aktuálnější, že v dohladnej budúcnosti sotva budú mocť byť hladko zvládnutelné 
velkovýrobně formy sběru objemných krmovín, v dösledku čoho, najma po 
mokrých rokoch, bude dalej dochádzať к ich plesnivěniu a tým к ešte častejšiemu 
výskytu prípadov mykotoxikóz v naších chovoch.

PREHEAD LITERATURY

Prvý hromadný výskyt mykotoxikóz vyvolaný plesňou Stach-ybotrys alternans 
Bono rděn (v ďalšom St. a.) bol zistený v roku 1931 v SSSR na Ukrajině (S a r- 
k i s o v 1954), ich póvodca nebol však hněď identifikovaný. Akademik Vysseleski 
(1948) tvrdí, že stachybotryotoxikóza bola už skór zistená u koní v Maďarsku, kde 
bola J a r m a i m (1929) mylné diagnostikovaná ako „viskózne onemocnenie“ bakte- 
riálneho póvodu. Ale aj v SSSR názory na etiológiu onemocnenia sa po mnohé roky 
rožnili. Gurvič, К o11 j a r, Ponomarenko a lni (cit. Sarkisov) pokládali 
za povodců týchto hromadné sa vyskytujúcich onemocnění rózne bakteriálně infek- 
cie, prudké jedy, ba aj hypovitaminózu. Sedem rokov trvali systematické výskumy 
odborníkov z akadémie náuk SSSR, než sa konečne podařilo pracovníkem z Aka- 
démie náuk USSR pod vedením Drobot ku, začiatkom roku 1938 zistiť, že pravou 
příčinou hromadné sa vyskytujúceho onemocnenia je toxin produkovaný plesňou 
St. a. Sám popredný sovietsky mykológ Sarkisov (1954) považoval stachybotryo- 
toxikózu za toxická len pre копе a nie aj pre hovädzi dobytok. Ba aj směrnice vy­
dané Min. polnohospodárstva SSSR, v roku 1954 pre veterinárov a chovatelov, za­
stávali podobné stanovisko.

Hromadné výskyty stachybotryotoxikózy aj medzi hovädzim dobytkom, hlavně 
v repárskych oblastiach západnej Ukrajiny, v rokoch 1958, 1959, 1960, 1961, 1962, 
1964, 1965 a 1966, ako o tom referujá Fortušnij - Govorov - Či ben к o - 
Bojčenko a Kalitenko (1959), Nagornij - Rossoginskij - Gvoz- 
dov a Rybko (1960), Levenberg - Ivan co v a Prostakov (1961), M e š- 
kov (1961), Kurmanov - Izmajiov a Moroškin (1962), Moroskin - 
Kostina a I v a n s к i j (1964) a Noskov (1966), boli pádným argumentom к zre- 
vidovaniu názoru na jej toxicitu pre hovädzi dobytok. F о r g а c s - Carli (1955) 
izolovali toxické plesne v USA pri hemoragických syndromoch kureniec, najmä 
brojlerov. A Burnside so spol. (1957) popisujú hromadné plesňové toxikózy u oší­
paných. V Anglii roku 1960 (cit. F o r g a c s 1962) a neskoršie aj v Maďarsku (D e r- 
zsy so spol. 1962) zistili, že velké hynutie kačičiek a mladých moriek bolo vyvo­
lávané toxickou plesňou Aspergillus flavus, ktorou boli napadnuté podzemnicové 
oriešky dovázané z Brazílie a iných štátov zámoria.

O vzrastajúcom nebezpečí z plesňových infekcií pře hospodářské zvieratá svědčí 
aj stupňujúci sa výskyt abortov, ako o tom hovoria zprávy z Maďarska (Ä 1 d á s у - 
Haj du 1961), z NSR (Hensel so spol. 1961) a z SSSR (Butrin so spol. 1966).
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Prvé písomné údaje o výskyte stachybotryotoxikózy na území CSSR pochádzajú 
zo sovietskej odbornej literatúry. Podlá Mosselianiho a Ščiškina (cit. Sar­
kisov 1954) bolí evidované na Slovensku už před rokom 1940.

V ziminom období roku 1954/55 uhynul v malej obci D. D., trnavského okresu, 
súkromným malochovatel'om, väcsi počet koní na chorobu neznámej etiológie. Z jed­
noho hospodárstva spomenutého ohniska, zo vzorky slamy, podařilo sa Zimoví 
(1959) izolovat toxický kmeň plesne St. a. V roku 1962, v tej samej obci, uhynulo 
na JRD na stachybotryotoxikózu 16 mladých býčkov vo výkrme; čím sa potvrdzujú 
aj u nás údaje S а г к i s o v a (1954) o ohniskovosti mykotoxikóz.

Hromadné horečnaté onemocnenie koní s vysokou letalitou sa vyskytlo v ro- 
koch 1955/56 vo viacerých okresech Západoslovenského kraja, opísané Stricke­
rom a G r ú n e r t o m (1956). Virologické vyšetrovanie materiálu z nich prevádzané 
Libíkovou, na pracovisku ČSAV v Bratislavě, bolo negativné; pokial pri bakte- 
riologickom vyšetřovaní v 40 % prípadov boli izolované zárodky B. pyosepticum 
viscosum equi, ktoré boll považované za pravděpodobného povodců onemocnenia. 
Podlá bohatých poznatkov sovietskych odborníkov tento bakteriálny zárodok sa 
nachádza skoro pravidelné v tretom Stádiu v myelopoetických centrách stachybo­
tryotoxikózy, ako sekundárný faktor. Niet pochýb o tom, žé v danom případe, na 
základe priebehu onemocnenia a jej patogenesie sa jednalo tiež o stachybotryoto­
xikózu. 1 I

Na území CSSR bol po prvý krát v rokoch 1960/61 laboratorně diagnostikovaný 
výskyt stachybotryotoxikózy u hovädzieho dobytka a koní, v Západoslovenskou! kraji 
(U r s í n у a spol. 1963, 1964). Po tomto prvom avizovaní výskytu mykotoxikóz aj na 
našom území, viacerí praktickí veterináři sa přiznali, že s podobným onemocněním 
sa střetávali na Slovensku už skór, ale že ho mylné připisovali na vrub inej etio­
lógie („mucosal disease“, črevný antrax, atypická ŠLAK,, prudká otrava neznámým 
jedom a podobné). G do v in so spol. (1966) vo svojom příspěvku sa zaoberá včasnou 
diagnostikou a pokusom o účinnú terapiu stachybotryotoxikózy hovädzieho dobytka.

VLASTNĚ POZOROVANIE

MATERIAL a pracovní postup .
Vyšetřovací materiál pochádzal z lokalit prevažne socialistického sektoru, 

prehladne uvedených v tabul'ke I. Epizootologická situácia v zamořených ob- 
lastiach, klinický priebeh a patologicko-anatomický nález u postihnutých kusov 
vždy bývali zisťované pri komisionálnych vyšetreniach priamo v chovoch, na 
příslušných bitúnkoch a v kafilériách. Komplexně laboratorně vyšetrovanie 
róznych vzoriek z podozrivého materiálu bolo prevádzané na ÜSVÜ-OSD 
v Bratislavě a na SLD v Nitre; patohistologický rozbor orgánov na patologicko- 
anatomickej katedře VŠZ v Brně.

V anamnestických údajoch chovatel'ov a veterinárov u ho­
vädzieho dobytka vyslovovalo sa váčšinou podozrenie na prudkú infekčnú 
chorobu neznámej etiológie, nakolko bolo pozorované náhle u viacero kusov 
zvierat; a postupné ochoreli ešte dalšie kusy stojace na róznych miestach v jednej 
alebo viacerých maštaliach, popřípadě chovoch nachádzajúcich sa v okruhu 
5 — 20 km. Prvé chorobné příznaky vo všetkých lokalitách boli v podstatě rovna- 
ké. Choré zvieratá přestávali žral, boli smutné, stáli zhrbené, trpěli velkou hnač- 
kou, velkým smädom, vysokou horúčkou a často aj triaškou (najmä mladé 
kusy). Z výdojných hospodárstiev bolo hlášené, že choroba bola spozorovaná 
obyčajne u najlepších dojnic a kráv vysokogravidných alebo hned po otelení. 
Všetky telatá napájané mliekom chorých kráv ostali zdravé, trebárs mnohé z ich 
matiek uhynuli alebo museli byť núdzove odporazené. U koní bývalo hlášené, 
že onemocnenie sa objavilo za prudkých kolikových bolestí doprevádzaných od- 
mietaním potravy a vysokou horúčkou. Chovatelia obyčajne udávali, že pozo­
rovali u nich opuchnuté a zvredovatelé pysky, dalej slintanie a výtok hnisavého 
sekrétu, odporného zápachu, z jednoho alebo z oboch otvorov nosných.
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KLINICKÝ PRIEBEH CHOROBY

U hovädzieho dobytka mykotoxikózy prebiehajú vo dvoch formách; a to:
1. V predklinickej (skrytej), ktorá trvá 2 — 30 dní.
2. V klinické] (zjavnej), trvajácej 2 — 10 dní.
Predklínická forma obyčajne uniká pozornosti chovatelov lebo prebieha bez 

zjavných príznakov.
Pri klinickej forme sú už chorobné příznaky výrazné a preto upútajú na 

seba aj pozornosť chovatelov. Z nich je charakteristické, že choroba vo všetkých 
lokalitách bola spozorovaná naraz u viacero kusov zvierat. Trias u nich býval: 
T 39,2 —40,5 —41,6 — 42,2 °C, ba i vyššia; P 90—120 a D 45 — 50. Z typických 
počiatočných príznakov bývala profúzna hnačka, často premiešaná krvou 
a kúskami sliznice črevnej. Choré kusy boli smutné, so zníženou chuťou ku 
žraniu až inapetenciou. Mulec mali suchý, stonali, chrčali, neprežviakovali, slin­
tali, z nosa im vytiekal hlienovitý a neskoršie narůžovělý sekrét (obr. 1). Choré 
zvieratá váčšinou ležali, lebo vstávanie bolo namáhavé. Pravidelným príznakom 
chorých kusov bývala atónia bachora. Prudký a horečnatý priebeh zvieratá silné 
vyčerpával, takže tieto nápadné a rýchle chudli. Vysílené kusy, apatické к okoliu, 
so zníženou citlivosťou kože, padali na zem a v kómatóznom stave, za sub- 
normálnej teploty hynuli.

U koní sa klinické příznaky choroby delia na dve formy; a to:
1. Na t у p i с к ú, s troma fázami.
2. Na atypická (šoková).
Prvá fáza typického priebehu začína za 2 — 3 dni po skrmení toxického 

krmivá a móže trvať 8 — 30 dní. Pri nej pozoruje sa hlavně opuchnutie pyskov, 
ragády, strupy na hornom i dolnom okraji pyskov, ako aj v kátikoch dutiny 
ástnej a na nozdrách. Z nosa sa pozoruje zapáchajáci výtok, dalej salivácia, zí- 
vanie, potenie, kolikové bolesti, inapetencia a hnačka. Druhá fáza je klinicky 
kludná, čo často zvádza chovatela к domnienke, že zviera je už zdravé a preto 
použije ho к práci. Pri tom ale odohrávajá sa v ňom ťažké chorobné změny 
v zložení krvi. Tretia fáza klinicky výrazná najčastejšie upozorní chovatela na 
onemocnenie zvieraťa. Vyznačuje sa zvýšením teploty, až vysokou horáčkou 
(40,7 —41,2 —41,6 °C), počet pulzov je 42 — 80 — 150 a počet dychov 24 — 50 za 
minátu. Krvný obraz zvieraťa sa dalej zhoršuje. Trombocyty a leukocyty silné 
klesajú až к alarmuj beim hodnotám. V tomto Stádiu choroby obyčajne dochádza 
aj ku komplikáciám septického rázu. Trvá 1 — 6 dní. Atypická forma prebieha 
rýchle, niekedy priamo šokovite, takže chorobné příznaky nemajá času si ani 
vyvináť. Zviera hynie obyčajne za 6 — 72 hodin.

HEMATOLOGICKÉ VYŠETŘEME

Vplyvom toxínu plesne St. a dochádza pri mykotoxikózach к ťažkým morfo- 
logickým a biochemickým změnám v zložení krvi, nakol'ko toxin plesne atakuje 
ponajprv hemopoetické orgány postihnutého zvieraťa a potláča ich funkciu 
(Izmajlov so spol. 1962). V dósledku toho vyšetrenie krvi, pri včasnej 
intravitálnej diagnostike, je jednou z najcennejších laboratórnych metod. U ho­
vädzieho dobytka už v predklinickej forme a u koní v druhej fáze typickej formy 
stachybotryotoxikózy zisťuje sa leukopenia, neutrofilia, agranulocytóza a silná 
lymfocytóza, dalej porucha v retrakcii krvi až iretrakcia (obr. 2). Fibrin v ská- 
mavkách s krvnými vzorkami je želatinózneho charakteru, žltočervenej farby, po-
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krytý len malým množstvom séra alebo v ťažších případech je bez séra. Velmi 
doležité je aj vyšetřeme dřeni kostnej, kde sa pozoruje nápadné zmenšenie až 
úplné vymiznutie elementov erytroblastickej rady.

PATOLOGICKOANATOMICKÝ NÁLEZ

Pestrosť chorobných zmien je odvislá od dížky trvania choroby. Pri jej 
dlhšom priebehu, najmä u dojnic, paleta patologických zmien je výraznejšia 
a pestrejšia. Kusy núdzove odporazené v začiatočných štádiách choroby majú 
obraz chorobných zmien málo výrazný. Obraz typickej hemoragickej diatézy 
röznej intenzity a rozsahu je patognomickým symptomom tejto choroby. Bodko- 
vité, pruhovité a plošné krvácaniny röznej velkosti a hustoty sa nachádzajú 
v podkožnom väzive, na fasciách a vo svalstve skeletu. Hojné krvácaním bývá 
na pleure kostálnej a pumonálnej, pod epi- a endokardom, ba aj v myokarde. 
Subserózne krvácaniny sa nachádzajú na orgánoch dutiny brušnej, na okruží 
a na parietálnej pobrušnici. Vela krvácanín bývá na sliznici čriev a žlčového 
mechúra. V povrchových vrstvách na sliznici zažívadiel sa nachádzali čiastočné 
nekrózy rözneho rozsahu a počtu. Vredovite-nekrotický proces býval lokalizovaný 
na ďasnách, na papule, na tvrdom a mäkkom podnebí, na jazyku, v hltane a na 
mandliach. Vredovite-nekrotické změny velmi typické a charakteristické pre 
stachybotryotoxikózu, okrúhleho peniažkovitého až oválného tvaru, v priemere 
0,5 — 6 cm sa zisťujú na stene predžalúdkov (bachor, kniha a čepec), ba aj na 
lístkách knihy (obr. 3). Sliznice slezu je zdurená a pokrytá bodkovitými krvá- 
caninami až plošnými výronmi krvnými. Podobné změny sa zisťujú často aj 
v tenkých a hrubých črevách. Vo všetkých prípadoch bývá nápadné změněná 
pečienka. Na jej povrchu sa nachádzajú tmavočervené až fialovočervené, v po­
kročilejších štádiách choroby žltosivé. kruhovité, 'v priemere 0,5 — 5 cm velké, 
nekrotické ložiská, tuhšej až pieskovitej konzistencie, klínovite prenikajúce do 
hlbky parenchýmu a od okolia ostré ohraničené nielen farbou, ale aj konzisten- 
ciou. Aj v slezine, najmä u koní, zisťujú sa početné subkapsulárne krvácaniny. 
"V obličkách sa zisťujú hemoragické a anemické infarkty. V dutině brušnej 
a hrudnej bývá často zisťovaný v hojnom množstve transsudát červenej až 
čokoládovej farby.

Obraz hemoragickej diatézy býval dominantným patologickým znakom aj 
u koní postihnutých stachybotroytoxikózou.

V súhlase s postulátom Onegova (1961), že mykotoxikózy sú spre- 
vádzané měnlivým komplexem symptomov a preto, že ich správná diagnostika 
vyžaduje vždy vopred vylúčiť aj faktory inej etiológie, bolí převedené z abso- 
lútnej váčšiny lokalit aj ostatně laboratorně vyšetrenia, a to: bakteriolo­
gické, pri ktorom z orgánov evidovaných lokalit neboli zistené ani v jedinom 
případe zárodky infekčnej etiológie. Tiež virologické vyšetrenie na KF 
dopadlo vždy negativné. Biologické pokusy na bielych myškách, morča- 
tách, králikoch, kurčatách a mačkách bývali vždy negativné na zárodky infekčné- 
ho pövodu. Parazitologické vyšetrenie nekrotických uzlíkov v pečeni, 
obsahu predžalúdkov a čriev dopadlo tiež vždy negativné. Toxikologický 
rozbor orgánov a obsahu žalúdka i čriev na běžné anorganické jedy, ako aj na 
chlorované insekticidy bol tiež vždy negativny.

MYKOLOGICKÉ VYŠETRENIE

Pri podozrení na intoxikáciu alimentárneho pövodu prevádza sa aj myko- 
logické vyšetrenie krmivá a steliva, spoločne s biologickým, kožným testom na
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toxicitu plesní, ktoré boli podávané zvieraťám před vypuknutím hromadného 
onemocnenia. Zo stohov alebo lisovaných balíkov slamy odoberú sa vzorky z úse- 
kov tmavých a vlhkých, ako aj zo zbytkov krmivá zo žlabu a pod ním.

HISTOPATOLOGICKÁ NÁLEZ

Pri histologickom vyšetření orgánov zvierat uhynuvších na mykotoxikózu 
bolo zistené velmi výrazné a rozsiahle poškodenie tkaniva v pečeni. Jej parenchým 
podlieha degeneratívnym změnám. Na mnohých miestach možno zistiť nekrotické 
okrsky róznej velkosti. Niekedy sú to len miliárne nekrotické ložiská, ktoré za- 
berajú plochu pečeňových lobulov; inokedy nachádzame rozsiahle, velké nekrózy, 
ktoré makroskopicky dosahujú priemer až niekolko cm (obr. 4 a 5). U všetkých 
týchto nekróz je charakteristické, že sú to koagulačné nekrózy vzniklé násled- 
kom ložiskovej ischémie. V týchto nekrotických úsekoch dochádza к rýchlemu 
rozpadu buněčných jadier a strácajú sa v nich kontúry buniek. Přechod medzi 
nekrotickým a zdravým tkanivem je náhlý. Jedná sa tu o typické areaktívne 
nekrózy, bez přítomnosti reaktívnej zóny na hranici nekrózy pečene. Početné 
váčšie cievy i drobné kapiláry sú trombotizované. V trombotizácii krvných ciev 
je třeba vidieť příčinu nekrotického rozpadu tkaniva. Pri detailnom štúdiu změ­
něných okrskov a pri farbení preparátov Mc Manusovou metodou možno 
zistiť v trombotizovaných úsekoch ciev početné fragmenty mycélií plesní. V nie- 
ktorých tromboch vytvárajú hýfy plesní husté spleteniny a pozorujeme ich ten- 
denciu prerastať z cievneho lumina do okolného tkaniva (obr. 6).

Charakteristické změny pri stachybotryotoxikóze sú aj v zažívacom apa­
ráte. V predžalúdkoch a črevách možno zistiť nekrobiotické změny sliznice a sub- 
mukózy. Subseróza a svalovina zažívacieho traktu bývá výrazné edematózne 
presiaknutá bohatými krvnými výronmi v subseróznych priestoroch. V okolí 
okrskov, ktoré podliehajú nekrobiotickému rozpadu, nachádza sa zápalistá in- 
filtrácia, niekedy vo vleklejších prípadoch sa v týchto miestach tvoři granulačné 
tkanivo. Krvné cievy sú tiež trombotizované. V cievnych tromboch sa nachádzajú 
početné hýfy plesní, ktoré prenikajú velmi intenzívně do okolného tkaniva. 
Fragmenty plesní možno zistiť v edematózne zmenenej stene zažívacieho traktu, 
hlavně tam, kde dochádza к vytváraniu granulačného tkaniva. V plucach sa 
nachádza obraz výraznej pasívnej hyperémie. V subpleurálnej zóně pluc do­
chádza к hemoragickej infarcerácii tkaniva. Niekedy možno nájsť okrsky lobulár- 
nej pneumonic. Trombotizáciou sú postihnuté hlavně cievy subpleurálnych oblastí 
pluc. Vlákna plesní sa nachádzajú v tromboch ciev i v najjemnejších kapilárách 
(obr. 7 a 8). Vela hýf možno nájsť v pulmonálnej pleure. V luminách alveolov 
sa nachádzajú zriedka. Slezina vykazuje obraz venostáze s bohatou hemo- 
siderózou červenej pulpy. Okrajové oblasti sleziny sú infarcerované, v nich 
možno nájsť fragmenty mycélií. Obličky sú pasivné překrvené, ich parenchým 
podlieha degeneratívnym pochodom. Plesne v obličkách neboli dokázané.

Aj v orgánoch koní postihnutých stachybotryotoxikózou sa zisťuje podobný 
histopatologický nález.

DISKUSI A

Analýzou strát róznych druhov hovádzieho dobytka (tab. I.) sa zistilo, že naj^ 
váčšie percento připadá na dojnice a vysoko gravidné jalovice a krávy, najma z tu- 
berkulóznych izolátov. Co do počtu radí sa za nimi mladý dobytok vo výkrme. Tre­
tie miesto s přibližné 18 % zaujímajú chovné jalovice. Ako vidieť v našich pomeroch 
najvnímavejšími voči stachybotryotoxikóze ukázali sa byť vysokoproduktívne krávy
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I. Lokality s výsky tom mykotoxikóz v CSSR
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Bež. 
čís.

Lokalita Dátum 
výskytu Druh zvierat Počet 

strát
Závady zistené 

v chove Poznámky
obec okres kraj

1.

2.

JRD-Š. T. Západo­
slovenský XII. 1960 dojnice

4 plesnivá slama, 
vysoké % siláže

JRD-T. L. Ž. Západo­
slovenský XII. 1960 dojnice, 

býci vo výkrme

39
8

plesnivá slama, 
vysoké % siláže

tuberkulózny izolát

3. JRD-F. Ž. Západo­
slovenský XII. 1960

chovné jalovice, 
dojnice

26
1

plesnivá slama, 
vysoké % siláže

4. JRD-A. Ž. Západo­
slovenský XII. 1960 chovné jalovice

8 plesnivá slama, 
vysoké % siláže

5. JRD-M. Ž. Západo­
slovenský XII. 1960 chovné jalovice

23 plesnivá slama, 
vysoké % siláže

6. JRD-K. N. Z. Západo­
slovenský II. 1961

býci vo výkrme, 
dojnice

66
3

plesnivá slama, 
vysoké % siláže

podvýživa

7. JRD-R. N. Z. Západo­
slovenský II. 1961 dojnice

12 plesnivá slama, 
vysoké % siláže

dobrý výživný stav

8. JRD-D.D. T. Západo­
slovenský XI. 1962 býci vo výkrme

16 plesnivá slama, 
plesnivé plevy

v roku 1955 uhynulo 28 
koní súkromným chova- 
telom za príznakov ty­
pických pre mykotoxi- 
kózu

9. JRD-T. T. Západo­
slovenský XII. 1962

7-8mes. gravidné 
jalovice a krávy

9 plesnivá slama, 
vysoké % siláže

tuberkulózny izolát

10. ŠM-K. Tp. Západo­
slovenský I. 1963 dojnice

59 plesnivá slama, 
vysoké % siláže

dobrý výživný stav

11. JRD-P. T. Západo­
slovenský II. 1963 dojnice

8 ■ plesnivá slama, 
vysoké % siláže

12. JRD-K. T. Západo­
slovenský II. 1963 dojnice

6 plesnivá slama, 
vysoké % siláže
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13. ŠM-B. D. Lč. Stredo- 
slovenský XII. 1963

4—8mes. gravidné 
krávy

48 plesnivá slama, 
vysoké % siláže

nedostatok pitnej vody

13. ŠM-B. D. Lč. Stredo- 
slovenský XII. 1963 býci vo výkrme

27 plesnivá slama, 
vysoké % siláže

nedostatok pitnej vody

14. ŠM-P. "š” Severo­
moravský jar 1963 koně 4 plesnivé seno jednoročné žriebátá

15. JRD-H.O. Tp. Západo­
slovensky I. 1964 koně 5 plesnivá sečka tažné koně _____

16. JRD-H. L. Západo­
slovenský I. 1964

otelené krávy, 
chovné jalovice

39
16

plesnivá slama, 
nekvalitná siláž

tuberkulózny izolát

17. ŠM-H/Sl. Lč. Stredo- 
slovensky I. 1964 dojnice

5 plesnivá slama, 
nekvalitná siláž

18. ŠM-B. Lč. Stredo- 
slovenský II. 1964

4—5mes. gravidné 
krávy 28 plesnivá slama

19. JRD-B. Lč. Středo- III. 1964 dojnice 7 plesnivá slama

20. JRD-S. Lč. Stredo- 
slovenský jar 1964 dojnice 4 plesnivá slama

21. JRD-R. S. R. S. Stredo- 
slovenský jar 1964 dojnice 6 plesnivá slama

22. 23. R. S. R. S. Stredo- 
slovenský jar 1964 koně 12 plesnivá slama súkromni chovatelia

24. JRD-D. Sp.N.V. Východo­
slovenský II. 1964 býci vo výkrme 21 plesnivá slama podvýživa

25. JRD-N.K. K. Východo­
slovenský II. 1964 býci vo výkrme 45 plesnivá slama podvýživa

26. JRD-R. T. Západo­
slovenský IV.1964 dojnice

17 plesnivá slama

27. ŠM - R. s. Východo­
český I. 1965 chovné jalovice

30 plesnivá slama, 
nahnilá sečka, 
vysoké % siláže

CO



tuberkulózne a vóbec vysoko gravidné jalovice a krávy alebo takéto kusy hned po 
otelení. Z biochemického hladiska je to odóvodnitelné silným porušením metaboliz- 
mu minerálií, hlavně vápnika. Tento stav hypokalcémie je v priamom súvise s roz- 
sahom tuberkulózneho procesu (Vrzgul a 1961). V krvnom sére tuberkulóznych 
kusov Vrzgula (1961) zistil nápadný pokles vápnika, ktorý je neúmerne odčer­
pávaný z depa к reparácii tuberkulóznych procesov. U vysoko gravidných kusov a 
najma u jalovic, sa táto karencia vápnika stupňuje ešte tým, že sa ho hodné spotře­
buje na stavbu kostry plodu; u produkčných dojnic sa zase v značnom množstve 
vylučuje mliekom. К uvedeným dvom nepriaznivým faktorom přistupuje ešte třetí 
v podobě trvalého skrmovania váčšieho množstva siláže, čo pri nevyrovnanej křm- 
nej dávke (kvalitným senom, jaderným krmivom a vápnikom) aj samo o sebe móže 
vyvolat alimentárnu intoxikáciu, ako o tom svedčia literárně údaje (Nový 1960). 
Toto jednostranné odbúravanie vápnika z organizmu má za následok nedostatočnú 
neutralizáciu kyselin v ňom, čo vedie v zápátí к stavu hyperacidózy a tým súčasne 
aj к vytvoreniu priaznivého prostredia pre pósobenie toxických plesní v organizme 
zvieracom, čiže к jeho toxikóze. Tento stav podařilo sa Matuševičovi (1961) 
aj experimentálně vyvolat; a jeho správnost bola potvrdená Spesivcevovou 
so spot. (1961). Matuševič pokusmi potvrdil to, čo je z praktického hladiska už 
dávno známé, že hovadzí dobytok pri biologicky plnohodnotnom krmivé, bez toho, 
žeby ochorel, požerie aj krmivo napadnuté toxickými plesňami, nakolko tieto v krmi­
vé sú zneškodňované hlavně luhovitou slinou; naproti tomu pri ochudobnení jej 
o uhličitany a pri zmene pH obsahu bachora — v dósleclku převahy kyslého krmivá — 
na reakciu kyslú, je priaznive ovplyvnená toxikóza organizmu plesňami. Straty 
u mladých, rastúcich býčkov vo výkrme bývali najváčšie tam, kde tiež karencia 
vápnika, v dósledku krmivá podraclnej kvality, hrala podstatná rolu a kde okrem 
toho skrmovaním váčšieho množstva siláže a po dlhšiu dobu dochádzalo v poruche 
metabolizmu minerálií к podobnému stavu, ako bolo vyššie uvedené u dojnic. Že 
priebeh toxikózy u tejto kategorie dobytka bol niekedy prudší, súviselo to s tým, 
že junčovina vačšinou hltavé požiera aj plesnivé krmivo, najmá podstielku, čím 
dochádza ku skonzumovaniu v kratšej době váčšieho množstva toxického krmivá 
a tým aj rezorbcia toxinov je váčšia a rýchlejšia (Spesivceva 1964). Stupeň 
rezorbcie toxinov plesne St. a. je v priamom súvise s rozsahem porúch sliznice ža- 
lúdečno-črevného traktu, ako aj s atóniou predžalúdkov. Toxíny plesne St. a. usmr- 
cujú rýchle aj infuzóriá v bachore prežúvavcov, čím prudko narušujú fyziologickú 
funkciu zažívania, nakolko tito prvoci hrajú velkú úlohu pri trávení celulózy. Podlá 
množstva a rýchlosti rezorbovaných toxických látok bývá priebeh onemocnenia buď 
akútny, subakútny alebo chronický. Indivičluálna citlivost hovádzieho dobytka voči 
toxínu plesne St. a. je rozdielná; je závislá od porúch vo fyziologii zažívania, oci 
hladu, laktácie, gravidity, od porúch sliznice žaludočno-črevnej, ako aj od atónie 
predžalúdkov.

Základ účinného boja proti mykotoxikózam spočívá hlavně v profylaktických 
opatreniach, nakolko Specifický liečebný prostriedok proti ním nemáme; a sympto- 
matická liečba, najmá v pokročilejších štádiách choroby, je málo úspěšná.

Z komplexu preventivných opatření najdóležitejšie sú: 1. Počas zberu a skla- 
dovania objemných krmovín, ako aj obilovin, třeba zabránit rozmnožovaniu plesní. 
Dokladné ich vysušenie a skladovanie len za suchých podmienok. 2. Pri podezření 
v chove na mykotoxikózu má sa okamžité vyřadit z křmnej dávky plesnivé krmivo 
a stelivo, ako aj siláž. Toto opatrenie váčšinou úplné postačí, aby do troch dní došlo 
к zlepšeniu zdravotného stavu chorých zvierat а к zamedzeniu výskytu dalších prí- 
padov onemocnenia. 3. Previesť odběr krvi a punktát z dřeni kostnej к laboratór- 
nemu vyšetreniu u chorých a podozrivých kusov. 4. V zamořených oblastiach póda 
pod stohom slamy a sena, ako aj ich okolie má sa dezinfikovat 20 % chlorovým 
vápnom (1 liter na 1 m2). 5. Závadné krmivo třeba za veterinárneho dozoru zneškodnit 
2—3 % NaOH alebo vápněním slamy (2—3 kg hašeného vápna na 100 lit. vody, 
dokladné pokropenie sečky a skrmovanie za 6—8 hod.). 6. Siláž pravidelné kontro­
lovat a laboratorně vyšetřovat na přítomnost toxických plesní. Siláž nízkého pH 
(3,8) neutralizovat čpavkováním. 7. Z dezinfekčných prostriedkov rozrušujú toxíny 
plesní chlór, lúh sodný a draselný už v 2% koncentrácii. 8. К dezinfekcii stajní, po 
mechanickom vyčistění, doporučuje sa pužiť 20% chlórové vápno. Žlaby třeba tiež 
dezinfikovat a před použitím ich dokladné omyt horúcou vodou. 9. Za účelom pria- 
mej prevencie pridávajú sa do krmných zmesí antifungálne a antimykotické pro- 
striedky (For g a cs 1962).

Medzi aktuálně problémy mykotoxikóz patří tiež študovat ich patogeneziu nielen
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z hladiska ich priameho účinku na zdravie zvierat, ale aj čo do ich vplyvu na iné 
choroby. Dnes sa už dobré vie, že v leukopenickom stádiu chronických foriem myko- 
toxikóz, obranný mechanizmus organizmu je tak vyčerpaný, že zviera lahko podlieha 
sekundárnej infekcii.

SÜHRN

Stupňujúci sa výskyt alimentárnych intoxikácií neznámej etiológie u našich 
hospodářských zvierat, vyžaduje dokladné a rýchlé oboznámenie sa s diagnostikou 
mykotoxikóz.

Poukazuje sa na komplex patognomických klinických príznakov, patologicko- 
anatomických i histologických zmien pri stachybotryotoxikóze hovädzieho do­
bytka a koní, na význam hematologického vyšetrenia pre včasnú intravitálnu 
diagnostiku, na patogenézu a na komplex profylaktických opatření, ako dnes naj- 
účinnejšieho prostriedku proti nim.

Shrnuje sa výskyt lokalit s mykotoxikózami hovädzieho dobytka a koní na 
území ČSSR v posledných 6. rokoch.

Analýzou strát v jednotlivých lokalitách sa zistilo, že mykotoxikózy 
v 50,77 % prípadov postihli dojnice a vysoko gravidné jalovice i krávy pre- 
važne z tuberkulóznych izolátov, v 31,50 % býčkov vo výkrme a v 17,72 % 
chovné jalovice.

Morbidita kolísala v evidovaných lokalitách v rozpäti od 30 — 95 % a stra­
ty (uhynutím a núdzovým odporazením) představovali 10 — 90 % zo stavu cho­
rých zvierat. Najváčšie straty boli zaznamenané v chovoch, kde správná diagnó­
za bola oneskorene stanovená.

Podlá sezónnosti, z ich výskytu připadá 35 % na druhů polovinu XII., 
50 — 60 % na I. a II.; pokial na XL, III. a IV. len 5 — 10 % prípadov.

Došlo dňa 8. 10. I960
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Относительно актуальной проблематики микотоксикозов сельскохозяйственных животных 
в Чехословакии и их профилактике

Повышающееся наличие алиментарных интоксикаций неизвестной этиологии у наших 
сельскохозяйственных животных требует тщательного и быстрого ознакомления с диагности­
кой микотоксикозов.

Учитывается комплекс патогномических клинических признаков, патолого-анатомических 
и гистологических изменений при стахиботриотоксикозе крупного рогатого скота и лошадей, 
значение гематологического исследования для своевременной прижизненной диагностики, 
патогенез и комплекс профилактических мероприятий, как самое эффективное в настоящее 
время средство против них.

Авторы суммируют места самого частого наличия микотоксикозов крупного рогатого 
скота и лошадей на территории Чехословакии за последние 6 лет.

Путем анализа потерь в отдельных областях было установлено, что микотоксикоз по­
ражает в 50,77 % случаев дойных коров и высокостельных нетелей и коров преимущественно 
из туберкулезных изоляторов, в 31,50 % откормочных бычков и в 17,72 % племенных телок.

Заболеваемость колебалась в приведенных областях в пределах от 30 — 95 % и потери 
(причиненные гибелью и вынужденным убоем) составляли 10 — 90 % количества заболевших 
животных. Самые высокие потери оказались в хозяйствах, где правильный диагноз устано­
вили с опозданием.

Что касается отдельных месяцев, на вторую половину декабря приходится 35 %, на 
январь и февраль 50 — 60 %, между тем как на ноябрь, март и апрель лишь 5 — 10 % случаев.

On the Actual Problems of Mycotoxicoses of Farm Animals 
in Czechoslovakia and of their Prophylaxis

The increasing occurrence of alimentary intoxications of unknown etiology in 
our farm animals demands a thorough and speedy investigation of the diagnostics 
of mycotoxicoses. к 1

Attention is being drawn to the complex of pathognomonic clinical symptoms, 
of pathologico-anatomical and histological changes in the case of stachybotryotoxi- 
cosis of cattle and horses, to the importance of hematological examination for a 
timely intravital diagnosis, to the pathogenesis, and to the complex of prophylactic 
measures, at present the most effective measures against them.

There is a survey of localities with an occurrence of mycotoxicoses of cattle and 
horses on the territory of Czechoslovakia in the last six years.

Analysis of losses suffered at the different localities has revealed that in 50.77 
per cent of all cases most seriously affected by mycotoxicoses were milch-cows and 
highly gravid heifers and cows predominantly in Tb isolation, fattening bulls suffered 
in 31.50 per cent, and brood heifers in 17.72 per cent.

At the registered localities morbidity fluctuated between 30 and 95 per cent, 
and losses .(dying and emergency slaughtering) represented 10—90 per cent of the 
number of diseased animals. The largest losses were recorded in herds in which 
the correct diagnosis had been made too late.

According to the seasonal character of their occurrence 35 per cent occur in the 
second half of December, 50—60 per cent in January and February, whereas in 
November, March, and April only 5—10 per cent occur. •

AAresy autor ov: 1 1 1
MVDr. Juraj U r s í n у, Ústr. štát. veter. ústav — OŠD, Bratislava, Pri Botanickej 
záhradě 3
MVDr. Ladislav G r o c h, CSc., VŠP, veter. fakulta, katedra patologickej anatomie 
a histologie, Brno, Palackého 1—3
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Obr. 1. Slintanie a hlienovitý výtok z nosa 
— typické příznaky pri stachybotryotoxi- 
kóze. ■

Obr. 2. Retrakcia a iretrakcia krvi (v prvých troch skúmavkách od 1’ava retrakcia, 
v posledných dvoch iretrakcia). ; i



Obr. 3. Vredovite-nekrotické ložiska na 
změny pri stachybotryotoxikóze.

Obr. 4. Miliárna nekróza pečienky s ne­
patrnou buňkovou reakciou.



Obr. 5. Váčšie a menšie nekrotické lo­
žisko v pečeni prestúpené bazofilnými 
anorganickými solami.

Obr. 6. Rez cievou v pečeni. Z nástěnné­
ho trombu vychádzajú početné vláknité 
útvary hýf.



Obr. 7. Z trombotizovanej kapiláry pluc 
prestupujú plesne do okolného tkaniva.

Obr. 8. Trombotizovaná kapilára plúc 
s velkým množstvom fragmentov plesní. 
Foto MVDr. L. Groch



В. Skalka STUDIE RŮSTOVÝCH VLASTNOSTÍ
MYKOPLAZMAT V BUJÓNOVÉ PŮDĚ

Věnováno к 60. narozeninám akademika I. Braunera

■ Růstové zákonitosti kultur mykoplazmat, zejména v tekutých mediích, za­
jímaly autory již v období, kdy začínalo býti zřejmé, že původce plicní nákazy 
skotu Mycoplasma mycoides není ojedinělou kuriozitou v mikrosvětě. Holmes 
a sp. (1932) vyjadřovali růstovou křivku M. mycoides podle stupně redukce 
metylenové modře v časových intervalech kultivace. Laidlaw a sp. (1936) 
použili metodu počítání kolonií a zjistili, že u saproíytických kmenů mykoplazmat 
se počty životaschopných individuí pohybují v rozmezí 3.107 —1.1010 v ml.

LITERÁRNÍ PŘEHLED

Po jistém období, kdy se pozornost autorů zaměřila více na způsob repro­
dukce individuí, než na poměry v populaci mykoplazmat, zahajují studium 
růstových křivek v tekutých mediích Keller a sp. (1954), kteří v základním 
bujónovém mediu pro kultivaci mykoplazmat sledovali humánní kmen. Růstovou 
křivku M. bovigenitalium a M. laidlawii popisují Butler a sp. (1656), u dvou 
humánních kmenů, jednoho saprofytického a jednoho aviárního Kelton (I960) 
a stejný autor později (1962) u osmi aviárních kmenů, mezi nimiž byly zastou­
peny i S& (M. gallisepticum), PG 16 (M. gallinarum') a PG 30 (M. iners). Při 
svých pokusech dlouhodobého sledování kultur mykoplazmat popisuje Kelton 
nejen vymizení pasážovatelných jedinců (CPU = „colony forming unit“) z kul­
tur určitých kmenů v jistém časovém intervalu kultivace, ale i zvlněný průběh 
růstové křivky některých kmenů, kdy po dosažení maximální hodnoty počtu pa­
sážovatelných individuí v kultuře dochází к jeho poklesu a opětnému zvýšení. 
Vymizení pasážovatelných individuí z kultury vysvětluje Kelton vznikem auto- 
toxických substancí během kultivace a nadměrnou citlivostí některých kmenů 
vůči těmto látkám. Smith a sp. (1963) tento jev vysvětlují spotřebováním 
některého růstového faktoru, snad některé aminokyseliny; podle jejich názoru 
provází ztrátu pasážovatelnosti ribosomální disociace bez lysy individuí a uvol­
něný faktor se nejdříve rozpouští v mediu a je reinkorporován zbylými živými 
mikroorganismy, což podmiňuje periodu zvýšení počtu.

Jako optimální pH pro kultivaci mykoplazmat se udává 7,8—8,0, jak je stano­
vili Dienes a sp. (1937). Otázky vhodného pH pro kultivaci byly dlouho opomíjeny, 
teprve Shepard a sp. (1965) zjistil, že pro různé kmeny se optimální hodnota pH 
mění; na základě svých výsledků doporučuje určit pro každý druh mykoplazmat jeho 
optimální hodnotu. Podobný závěr učinili Hottie a sp. (1966), kteří nad to u M. 
neurolyticum popisují při kultivaci tohoto kmene „eklipsní fenomen“, projevující se 
snížením počtu pasážovatelných individuí na nezachytitelnou hodnotu a opětný vze­
stup к maximálním hodnotám.
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Disproporce mezi skutečným počtem buněk mykoplazmat v mediu a mezi po­
čtem pasážovatelných jednotek sledují práce Cl ar к a (1965) a Andersona a sp. 
(1965).

Předložená studie sleduje růstové křivky osmi druhů mykoplasmat v bujónovém 
mediu. Růstové křivky těchto kmenů v glukosovém mediu popisujeme v předchozí 
studii (Skalka, 1966a) a u fermeintujících kmenů jsme sledovali i kvantitativní 
spotřebu glukózy během kultivace (Skalka, 1966b).

METODIKA

Růstové křivky byly sledovány u těchto kmenů: M. gallisepticum Se (H. E. 
Adler, Dep. of Avian Med. Univ, of California), M. gallinarum PG 16 (D. G. 
ff. Edward, Wellcome Research Laboratories, Kent), Mycoplasma iners PG 30 
(D. G. ff. Edward, Wellcome Research Laboratories, Kent), M. bovigenitalium, 
M. canis, M. pulmonis (E. A. Freundt, Royal Vet. and Agricult. College, Copen­
hagen), M. laidlawii A, M. laidlawii В (О. Kandler, Südd. Versuchs- u. For­
schunganstalt, Weihenstephan).

Kultivačním mediem byla infúze z hovězího srdce s 1% peptonu, 0,5% 
NaCl a 20% inaktivovaného koňského séra. Výchozí pH bylo 7,2, jak u bujó­
nových medií tak i u agarových půd pro počítání pasážovatelných individuí, 
které byly připraveny zpevněním bujónového základu 1,2% agaru.

Pro vyjádření počtu pasážovatelných individuí jsem použil vlastní modifi­
kace Keltonovy metody, kterou detailně popisuji v předchozí studii (Skalka, 
1966a).

VÝSLEDKY

Cílem kultivačních pokusů v bujónovém mediu bylo zjištění počtů pasážo­
vatelných individuí v kultuře a sledování těchto počtů při prolongované inkubaci 
v termostatové teplotě 37 °C. Výchozí objem každé sledované kultury myko­
plazmat byl 500ml; 12 hod. stock kultura příslušného kmene mykoplazmat byla 
zředěna celkovým objemem media 10'3. Vzorky pro počty se odebraly v 0 hod. 
a dále ve 24 hod. intervalech až do 288 hod. inkubace. V této části práce jsme 
se zaměřili pouze na vyjádření počtu pasážovatelných individuí v 1 ml media; 
nefelometrické hodnoty kultur byly nízké a pH medií se během inkubace ne­
měnilo.

U Mycoplasma gallisepticum - Se nastupuje v prvních 48 hod. vzestup počtu, 
jehož vrchol je současně maximem zjištěných pasážovatelných individuí v celém 
intervalu sledování. Následujících 24 hod. znamená prudký pokles, vystřídaný 
opětným vzestupem počtu. Po druhé kulminaci nastoupil logaritmický úbytek, 
který trval od 96 do 216 hod. inkubace a byl vystřídán krátkodobým vzestu­
pem počtů, po kterém nastal prudší průběh poklesu. Ani ve 288 hod. však 
nevymizela pasážovatelná individua ze sledované kultury.

Kultura Mycoplasma gallinarum dosáhla maxima individuí již po 24 hod. 
inkubace; potom probíhal mírný úbytek až do 144 hod. 168 hod. znamenala 
vzestup o 1 log. následovaný poklesem a opětným vzestupem. Po posledním 
pozorovaném vzestupu nastoupil strmější pokles počtu.

U Mycoplasma iners-PG 30 byl průběh růstové křivky nejvíce členitý. První 
maximum počtů pasážovatelných individuí bylo zjištěno již po 24 hod. inkubace 
a po něm následoval 'strmý pokles až do 72 hod. Poté došlo к zprvu prudkému, 
později mírnějšímu vzestupu, který byl vystřídán opětným mírným poklesem. Ve 
216 hod. inkubace byl zaznamenán prudký vzestup počtů, jehož hodnota dokonce
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Logaritmické hodnoty počtů pasážovatelných zárodků v 1 ml

Pozn.: Šipka značí první výskyt morfologicky alterovaných kolonií.



nepatrně převýšila první maximum. Po opětném prudkém poklesu byl u po­
sledního testovaného vzorku pozorován další nastupující vzestup.

Prvních 24 hod. inkubace Mycoplasma bovigenitalium představuje fázi lagu, 
po níž následuje logaritmická fáze se zjištěným maximem ve 48 hod. Po dosa­
žení maxima dochází к logaritmickému úbytku pasážovatelných individuí v kul­
tuře a mezi 216 — 240 hod. к jejich úplnému vymizení. ,

V kultuře Mycoplasma cams bylo pozorováno maximum počtů po 24 hod. 
inkubace. Od dosažení maxima až do 144 hod. probíhal logaritmicky úbytek 
počtu pasážovatelných individuí. V následujících 48 hod. proběhl krátkodobý 
vzestup a pokles počtů a V dalších 24 hod. opětný vzestup o 2 log., po němž 
se hodnoty počtů až do konce našeho sledování takřka ustálily. Od 144 hod. 
inkubace se v subkulturách na agarech pro počítání kolonií začaly ve vzrůstající 
míře objevovat morfologicky alterované kolonie, s intenzívně vakuolizovanou 
periferií. Paralelně s převyšováním počtu kolonií, které si zachovaly normální 
vzhled, vzrostaly i morfologické změny, především docházelo к deminuaci až 
к úplnému vymizení centrální zóny. Z posledních testovaných vzorků vyrůstaly 
pouze změněné kolonie mykoplasmat.

Logaritmická fáze proběhla u Mycoplasma pulmonis v prvních 48 hod. in­
kubace. Po dosažení maxima počtů nastal rychlý úbytek pasážovatelných in­
dividuí z kultury; к jejich úplnému vymizení došlo mezi 96 — 120 hod. V posled­
ních dvou vzorcích, ze 72 a 96 hod., vyrůstaly na agarových půdách pro (zjišťo­
vání počtu morfologicky alterované kolonie, podobně jako u kmene M. canis.

Zjištěné výsledky u obou kmenů Mycoplasma laidlawii, tzn. Laidlaw 'A 
i Laidlaw В, se vzájemně dosti podobaly; nejvyšších hodnot počtů se dosáhlo 
mezi 48 — 72 hod. inkubace a potom se počet pasážovatelných individuí udržoval 
téměř ve stejných hodnotách, resp. nastoupila jen velmi mírně probíhající fáze 
úbytku. U kmene Laidlaw В se od 240 hod. objevovaly při zjišťování počtů na 
agarových mediích (morfologicky změněné kolonie. Kmen Laidlaw A vyrůstal po 
celou dobu sledování ve stejných, typických koloniích.

Kultivačními pokusy v základním bujónovém médiu o rozdílném výchozím 
pH jsme chtěli určit, do jaké míry jím bude růst kultury mykoplazmat ovlivněn. 
Použili jsme media o pH 7,2 6,0 5,0 a 4,5. Inokulace těchto medií byla stejná 
jako v předchozích pokusech, kdy jsme zjišťovali počty pasážovatelných individuí. 
Posouzení intenzity růstu pasážovatelných individuí jsme hodnotili jen orientač­
ně, na základě množství kolonií, vyrostlých z 1 kapky neředěného media na aga- 
rové půdě pro mykoplasmata. Density jsme hodnotili nefelometricky.

Nejvyšší odolnost vůči kyselému prostředí měl kmen Mycoplasma gallina- 
rum-PG 16, nejcitlivější byl kmen Mycoplasma pulmonis. Pro použité kmeny se 
jako optimální jevilo pH '7,2; při pH 6,0 vyrůstaly stejně dobře kmeny Sg. 
PG 16, PG 30 po celou dobu sledování, zatím co kmen M. bovigenitalium a M. 
canis jen v prvních 48 a Laidlawii В jen v prvních 24 hod. inkubace; v dalších 
intervalech sledování vyrůstalo u těchto kmenů mnohem méně kolonií v subkul­
turách na agarových mediích, jejichž pH bylo vždy 7,2, až došlo ke ztrátě pa- 
sážovatelnosti. Kmen Laidlawii A byl ovlivěn již pH 6,0 a u kmene M. pulmonis 
nedošlo při tomto pH vůbec ke zvýšení počtu pasážovatelných jedinců. Obě 
další použité hodnoty pH, tj. 5,0 a 4,5, již měly u všech testovaných kmenů více 
či méně výrazný škodlivý účinek ve smyslu množství pasážovatelných individuí 
v kultuře.

Překvapivý však byl v této části pokusů pohyb densit. V půdách o pH 7,2 
a 6,0 byly density velmi nízké, nebo nejčastěji nulové. V půdách s pH 5,0 a 4,5 
byla densita vysoká a projevovala se jako intenzívní zákal půdy a jako velký
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I. Intenzita růstu v bujónech o různém pH

Čas v hod. 0 24 48 72 96

Kmen pH

M. gallisepticum S 6 7,2 4- 4- 4- 4- + + + + 4—1—1—h + + + +

6,0 -4- + + + + + + + + + + + + + + + +

5,0 + + + + 4 —

4,5 4- — — — —

M. gallinarum PG 16 7,2 4- 4- 4- 4- 4* + + + + + + + + + + + +

6,0 4- 4- 4- 4- 4- + + + + + + + + + + + +

5,0 4- + + + + + + + + + + + +

4,5 4 + + + + 4- 4- —

M. iners PG 30 7,2 4- + + + + + + + + ++++ + +

6,0 4 4 4 4 + + + + + + + + + + + + +

5,0 4- + + + — —

4,5 4- — — — —

M. bovigenitalium 7,2 4 4- + + + + + + + + + + + 4 + 4

6,0 4- + 4-4-4- + + + + T + -

5,0 4 — — — —

4,5 4- — — — — .

M. canis 7,2 + + + + + + + + + + + + + + + + +

6,0 4- + + + + + + + + + + +

5,0 4- — — — —

4,5 4- — — — —

M. pulmonis 7,2 4- . + + + + + + + + + + 4-

6,0 4- 4 + 4- —

5,0 _L — — — —

4,5 т — — — —

Л-f. laidlawii A 7,2 4- + + + + + + + + + + + + + + + +

6,0 4- 4 + 4 + — —

5,0 ■4 — — — —

4,5 4 — — — —

M. laidlawii В 7,2 4- + + 4 + + + + + 4. 4. + + + +

6,0 4- + + + + + + 4

5,0 4- — — — —

4,5 — — — —

Legenda: Počet + znamená intenzitu růstu kolonií na SLA po subkultivaci z bujó­
nového media.
— = bez růstu kolonií po subkultivaci.

VETERINÁRNÍ MEDICÍNA - 1967 325



II. Density v bujónech o různém pH

Čas v hod. 0 24 48 72 96

Kmen pH

M. gallisepticum S6 7,2 0 0 2 2 2
6,0 0 0 2 2 3
5,0 0 52 52 52 52
4,5 0 108 108 108 108

M. gallinarum PG 16 7,2 0 0 0 0 0
6,0 0 0 0 0 0
5,0 0 0 6 38 38
4,5 0 69 98 98 98

M. iners PG 30 7,2 0 0 0 0 0
6,0 0 0 0 0 0
5,0 0 0 7 46 46
4,5 0 92 92 92 92

M. bovigenitalium 7,2 0 0 0 0 0
6,0 0 0 0 2 5
5,0 0 23 23 23 23
4,5 0 79 79 79 79

M. canis 7,2 0 0 0 0 0
6,0 0 0 0 5 5
5,0 0 48 48 48 48
4,5 0 93 105 105 105

M. pulmonis 7,2 0 0 0 0 0
6,0 0 0 0 0 0
5,0 0 35 35 35 35
4,5 0 87 87 87 87

M. laidlawii A 7,2 0 0 0 0 0
6,0 0 0 0 0 0
5,0 0 35 35 35 35
4,5 0 90 90 90 90

AI. laidlawii В 7,2 0 0 0 1 2
6,0 0 0 9 9 9

5,0 , 0 15 24 24 24
4,5 0 97 97 97 97

Pozn.: Jako 100 byl zvolen X. stupeň McFarlandovy zákalové řady.
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sediment. Hodnoty uvedené v tabulce jsou výslednými hodnotami po odečtení 
jistého zákalu; který se objevil i v kontrolních sterilních mediích o identickém 
pH, jaké měly půdy inokulované; kontrolní media byla inkubována za stejných 
podmínek, jako sledované půdy. Vzrůst density byl vždy provázen vymizením 
pasážovatelných individuí z media. ■

Mikroskopická kontrola těchto půd, jak v preparátech fixovaných a barve­
ných Giemsou, tak i nativních ve fázovém kontrastu, nesvědčila pro výraznější 
morfologické rozdíly z medií s intenzívním a nepatrným zákalem; vždy to byla 
drobná kokobacilární tělíska, jejichž množství — což bylo zejména zřetelné v na­
tivních preparátech — odpovídalo intenzitě zákalu kultury.

DISKUSE

Sledování růstové křivky mykoplazmat v základním bujónovém mediu bylo 
zaměřeno na počty pasážovatelných individuí v kultuře a jejich srovnání s vý­
sledky dosaženými v půdě obohacené glukózou. V pokusech s glukózovými pů­
dami jsme se setkávali jednak s rychlým vymizením pasážovatelných individuí 
z media po dosažení kulminace růstové křivky a jednak s vysokými densitami 
kultur kmenů mykoplazmat, které fermentovaly glukózu. Oba tyto jevy nastupo­
valy paralelně s poklesem pH v glukózovém bujónu. U kmenů nefermentujících 
к podobným jevům nedocházelo. Rozhodli jsme se proto pro dlouhodobé sledo­
vání kultur i o určení vlivu různě kyselého prostředí na kmeny mykoplazmat.

Podle průběhu růstové křivky, jak jsme ji v našich pokusech u použitých kmenů 
mykoplazmat zjistili, můžeme testované kmeny rozdělit do tří skupin; toto rozdělení 
je možné udělat především z hlediska různého průběhu růstové křivky po ukončení 
logaritmické fáze růstu a dosažení maxima pasážovatelných individuí —■ tzn. z hle­
diska údobí kultury, které se u bakterií označuje jako fáze stacionární a fáze úbytku. 
Iniciální poměry v kultuře mykoplazmat byly analogické poměrům bakteriálních 
bujónových kultur a zde jsou naše nálezy souhlasné s nálezy většiny autorů, kteří 
sledovali růstové křivky mykoplazmat.

Podle popsaného hlediska tvoří první skupinu oba kmeny Mycoplasma laidlawii, 
u kterých fáze úbytku probíhá téměř neznatelně. Pokles počtů je u kmene Laidlaw A 
velmi mírný, počty kmene Laidlaw В mají v grafickém znázornění mírně zvlněný 
průběh.

Druhou skupinu představují Mycoplasma bovigenilalitim a Mycoplasma pul­
monis, u nichž po dosažení maximální hodnoty počtů dochází к logaritmickému úbyt­
ku pasážovatelných individuí а к jejich úplnému vymizení z kultury před ukončením 
jejího sledování.

Pro nejpočetněji zastoupenou třetí skupinu je charakteristický výskyt jevu, 
který se u bakterií označuje jako „diauxie“ případně „rejuvenescence“, vyznačující 
se prudkým poklesem a opětným vzestupem počtu. Nejvýraznější byl projev takové 
mnohočetné diauxie u Mycoplasma iners PG 30, zatímco u Mycoplasma gallinarum 
PG 16 a Mycoplasma gallisepticum Se nebyly tak výrazné rozdíly mezi horními 
a spodními hranicemi počtů pasážovatelných individuí v kultuře.

Naše nálezy se téměř shodují s nálezy Keltona (1960, 1962), zejména u těch 
kmenů, které byly v jeho i v naší práci identické, tj. Mycoplasma gallisepticum Se, 
Mycoplasma gallinarum PG 16 a Mycoplasma iners PG 30. Ze saprofytických myko- 
plasmat použil Kelton kmen C 15, u kterého dosáhl přibližně stejnou růstovou křivku 
jako my u kmenů Laidlaw. Rapidní deklinaci počtů s vymizením pasážovatelných 
individuí popisuje u humánního kmene 39 a vysvětluje ji jako důsledek nahroma­
dění autotoxických substancí v mediu. Rychlé mizení pasážovatelných individuí 
z kultury pozoroval též Ford (1962) u kmene ,,T“.

Keltonem i námi pozorovanou „diauxii“ popisují rovněž Smith a sp. (1963), 
kteří ji vysvětlují jako ribosomální disociaci bez lysy individuí s následnou rein- 
korporací limitujících faktorů zbylými vitálními jedinci. Svá pozorování dělali s kme­
nem Mycoplasma gallisepticum Se.
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V žádné z prací, které sledují růstové křivky mykoplazmat, se nesetkáváme 
s popisem morfologické alterace kolonií mykoplazmat. Toto vyplývá namnoze ze 
skutečnosti, že většina autorů nediferencuje typy bizonických kolonií mykoplazmat. 
Af již anomální kolonie, které jsme v této části práce pozorovali u kmenů Myco­
plasma cants, Mycoplasma pulmonis a Mycoplasma laidlawii В hodnotíme jako 
L-formu mykoplasmat (Freundt, 1960; Skalka, 1963) nebo jako R formu, vy­
slovujeme současně i předpoklad pro jistou antigenní deficienci individuí, ze kterých 
vyrostly; pro tuto skutečnost svědčí i naše nálezy u Mycoplasma gallisepticum Se 
z první části práce, stejně jako chemické analýzy S m i t h a a sp. (1963).

Pro opakované vyvrcholování počtů u některých kmenů lze vyslovit i domněnku, 
že v mediích po zužitkování snadněji asimilovatelných substrátů dochází к vytváření 
a uvolňování fermentů pro substráty tíže asimilovatelné. Pro toto vysvětlení by 
mohla svědčit i skutečnost, že pozorovaná diauxie není typická pro všechna myko- 
plazmata a téměř se nevyskytuje u nutričně málo náročných saprofytických druhů.

V počtech pasážovatelných zárodků, resp. v jejich maximálních hodnotách jsme 
nenalezli podstatnější rozdíly mezi základním mediem a půdou obohacenou glukózou. 
Pozorovaná densita v mediích s nízkou hodnotou pH byla podmíněna množstvím in­
dividuí mykoplazmat. To by svědčilo pro skutečnost, že v mediích proběhlo inten­
zívní množení mykoplazmat, současně však ztráta pasážovatelnosti svědčí pro po­
pulaci biologicky deficientní.

I když naše hodnocení počtu pasážovatelných individuí v mediích se sníže­
ným pH bylo jen orientační a hlavní zaměření bylo na densitu v těchto půdách, 
přece jen se nepodařilo určit, žé u našich kmenů by kultivační optimum pH bylo 
posunuto na kyselou stranu, tak jak to při studiu humánních druhů mykoplazmat 
určili pro „T“ kmen a Mycoplasma salivarium Shepard a sp. (1965). Podle 
popisu těchto autorů tzv. Eatonovo agens, resp. Mycoplasma pneumoniae má své 
růstové optimum při pH 8,0. Je však možné, že požadavek na pH bude zřetel­
nější u primokultur mykoplazmat než u laboratorních kmenů, adaptovaných ke 
všem podmínkám arteficiálních medií.

SOUHRN

Dlouhodobé sledování kultur Mycoplasma gallisepticum Ss, Mycoplasma 
gallinarum PG 16, Mycoplasma iners PG 30, Mycoplasma bovigenitalium, Myco­
plasma canis, Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma laidlawii A a Mycoplasma 
laidlawii В v základním bujónovém mediu pro kultivaci mykoplasmat z hlediska 
počtu pasážovatelných jedinců metodou (počítání kolonií rozdělilo kmeny do tří 
skupin. ' i

První tvoří oba kmeny M. laidlawii, u kterých po dosažení kulminace růsto­
vé křivky nastoupil jen nepatrně progresivní úbytek pasážovatelných individuí 
po celou dobu sledování, tj. 288 hod.

Pro druhou skupinu byl charakteristický logaritmický úbytek pasážovatel­
ných individuí ve sledované půdě po kulminaci růstové křivky a jejich rychlé vy­
mizení z kultury. Tuto skupinu tvoří M. pulmonis a B. bovigenitalium.

Ve třetí skupině jsou kmeny M. gallinarum PG 16, M. iners PG 30 a 'M. 
canis. U těchto kmenů nastal po ukončení logaritmické fáze prudký pokles 
počtů následovaný opětným vzestupem pasážovatelných individuí; v intervalu 
sledování bylo u těchto kmenů několik poklesů a vzestupů počtu pasážovatelných 
zárodků mykoplasmat.

V mediích s nízkými hodnotami pH (5#0 a 4,5) vyrůstaly kmeny v inten­
zívním zákalu, současně však docházelo ke ztrátě jejich pasážovatelnosti.

Došlo dne 22. 12. 1966
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Изучение ростовых свойств микоплазм в бульонной питательной среде

Долговременное изучение культур Mycoplasma gallisepticum Se, Mycoplasma gallina­
rum PG 16, Mycoplasma iners PG 30, Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma canis, 
Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma laidlawii А и Mycoplasma laidlawii В в основ­
ной бульонной питательной среде для культивации микоплазм, с точки зрения числа пасса­
жируемых особей методом подсчета колоний, разделило штаммы на три, группы.

Первую представляют штаммы М. laidlawii, у которых после достижения кульмина­
ции ростовой кривой произошло только незначительно прогрессивное убывание пассажируе- 
мых особей в течение всего наблюдения, т. е. 288 час.

Для второй группы характерным было логарифмическое убывание массажируемых осо­
бей в Изучаемой питательной среде после кульминации ростовой кривой и их быстрое исче­
зновение из культуры. Эту группу представляют М. pulmonis и М. bovigenitalium.

В третью группу входят штаммы М. gallinarum PG 16, iners PG 30 и M. canis. 
У этих штаммов после окончания логарифмической фазы наступает резкое понижение числа, 
за которым следует повторный рост пассажируемых особей; в интервале изучения у этих 
штаммов наблюдалось несколько понижений и повышений числа пассажируемых зародышей 
микоплазм.

В питательных средах с низкими значениями pH (5,0 и 4,5) росли штаммы в интен­
сивном помутнении, однако одновременно наблюдалась утрата их пассажируемости.

Investigation of the Growth Properties of Mycoplasmas in Bouillon Medium

On the basis of a long-term examination of cultures of Mycoplasma galli­
septicum So, Mycoplasma gallinarum PG 16, Mycoplasma iners PG 30, Mycoplasma 
bovigenitalium, Mycoplasma canis, Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma laidlawii A, 
and of Mycoplasma laidlawii В in a basic bouillon medium for the cultivation of
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mycoplasmas with regard to the number of colony forming units (CFU) by means 
of the method of counting colonies, the strains were divided into three groups.

Group one consists of the strains of M. laidlawii, in which, after the reaching 
of the culmination of the growth curve, there occurred only a negligible progressive 
decrease of CFU in the whole investigation period, i. e. 288 hours.

Characteristic for group two was the logarithmic decrease of CFU in the 
examined medium after culmination of the growth curve and their rapid disappe­
arance from the culture. This group is made up of M. pulmonis and M. bovige- 
nitalium. '

Group three includes strains of M. Gallinarum PG 16, M. liners PG 30, and M. 
canis. After termination of the logarithmic phase these strains showed a violent 
decrease of number followed by a new increase of CFU. In the interval between 
observations of these strains there occurred several decreases and increases of the 
number of passageable germs of mycoplasmas.

In media with low pH values (5.0 and 4.5) the strains grew in intensive turbidity, 
but simultaneously there occurred a loss of their passageability.

Studium der Wuchseigenschaften der Mykoplasmen im Bouillonboden

Prolongierte Untersuchungen der Kulturen von Mycoplasma gallisepticum Se, 
Mycoplasma gallinarum PG 16, Mycoplasma iners PG 30, Mycoplasma bovigeni- 
talium, Mycoplasma canis, Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma laidlawii A und 
Mycoplasma laidlawii В in einem grundlegenden Bouillonmedium für Mykoplasmen­
kultivierung — vom Gesichtspunkt der durch die Methode der Kolonienzählung 
festgestellten Anzahl der passagierbaren Individuen — führten zur Einstellung der 
Stämme in drei Gruppen.

Die erste Gruppe bilden die Stämme des M. laidlawii, bei welchen nach der 
Kulmination der Wachstumskurve eine nur unwesentliche Abnahme der passagier­
baren Individuen während der gesamten Beobachtungszeit, d. h. 288 Stunden, fest­
gestellt wurde.

Für die zweite Gruppe war eine logarithmische Abnahme der passagierbaren 
Individuen im untersuchten Nährboden nach der Kulmination der Wachstumskurve 
und ihr schnelles Verschwinden aus der Kultur charakteristisch. Diese Gruppe bilden 
M. pulmonis und M. bovigenitalium.

Die dritte Gruppe wird von den Stämmen M. gallinarum PG 16, M. iners 
PG 30 und M. canis gebildet. Bei diesen Stämmen kam es nach Beendigung der 
logarithmischen Phase zu einem starken Abfall der Anzahl, welchem eine erneute 
Zunahme der passagierbaren Individuen folgte. Im Beobachtungsintervall traten bei 
diesen Stämmen mehrere Abnahmen und Zunahmen der Anzahl der passagierbaren 
Erreger (Mykoplasmen) auf.

In Medien mit niedrigen pH-Werten (5,0 und 4,5) wuchsen die Stämme bei 
intensiver Trübung, gleichzeitig aber verloren sie ihre Passagierfähigkeit.

Adresa autora:
MVDr. Boris Skalka, CSc., VSZ, veterinární fakulta, Brno, Palackého 1—3
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M. Goiš KULTIVACE MYKOPLAZMAT
Z PLIC PRASAT

Я V posledních letech se pozornost veterinárních mikrobiologů obrací ke stu­
diu těch mykoplazmat, které mají vztah к pneumoniím prasat a telat. Z pneu- 
monických plic prasat je poprvé izolovali W e s s 1 é n a L a n n e к (1954) na 
tkáňových kulturách a D inter a spol. (1957) na žloutkových vacích kuřecích 
embryí (KE). Wesslén a Lannek nazvali tyto zárodky původně SEP 
agens („swine enzootic pneumonia“), avšak Bakos a spol. (1962) prokázali, 
že jde o agens mykoplazmového druhu tím, že se jim podařila kultivace těchto 
zárodků na neživých půdách. |

V naší laboratoři provádíme od roku 1961 izolační pokusy z pneumonic- 
kých plic prasat na žloutkových vacích KE a v poslední době i na bezbuněčných 
tekutých půdách a agarových půdách pro kultivaci mykoplazmat. Předmětem této 
práce je popis izolací a identifikací mykoplazmových kmenů 'z plic prasat s při­
hlédnutím i к jejich některým růstovým charakteristikám na tekutých půdách 
(TP) a pevných půdách (PP) pro kultivaci mykoplazmat.

MATTRIAL A METODIKA

Suspenze (10%) se připravovaly z pneumonických částí plic selat a běhounů 
v Hanksově roztoku s 50 j. penicilinu. К inokulacím 6—7 denních KE jsme použili 
supernatanty po 20 min. centrifugaci při 2000 obr./min.

Kultivace mykoplazmat na žloutkových vacích KE. Embrya 
uhynuvší do 48 hodin po inokulaci jsme v těchto pokusech nesledovali, protože spe­
cifická hynutí způsobovaná mykoplazmaty jsme zaznamenávali nejdříve za 72 hodin. 
Žloutkové vaky těch KE, která hynula na 3.—9. den po infekci, případně přeživších 
6 dní, jsme použili к subpasážím na žloutkových vacích, později i na TP. Materiály 
nevyvolávající hynutí KE ani po 6. pasážích a z jejichž žloutkových vaků se nám 
nepodařilo kultivovat mykoplazmata na TP a PP, jsme považovali za negativní.

Příprava T P. К 50 ml Hanksova roztoku jsme přidali 20 ml kvasnicového 
extraktu (KEX), 20 ml nativního koňského séra (NKS), 10 ml infúze z hovězího srdce 
(IHS — Difco), 0,5 % hydrolyzovaného laktalbuminu, 50 j. penicilínu, 0,05 % thalium 
acetátu a 0,002 % fenolové červeně. PH půd bylo upraveno louhem sodným na 7,6— 
7,8. KEX jsme připravovali obdobně jako Herdescheé (1963). Směs 250 g čerst­
vých kvasnic (pekařských) a 1000 ml redestilované vody jsme zahřáli na 80 °C po 
30 min., pak centrifugovali a seitzovali. KEX jsme uchovávali při —20 °C a použí­
vali nejdéle do dvou měsíců po přípravě. Pokud jeho příprava a zdroj budou jiné, 
uvedeme dále v textu.

Izolace a pasáže na T P. TP (po 2 ml ve zkumavkách s gumovými zát­
kami) jsme inokulovali 0.1 ml plicního materiálu a subpasážovali každý 3.—4. den 
do čerstvých — nejvýš jednodenních půd dávkou 0,1 ml. Přítomnost mykoplazmat 
jsme prokazovali v Giemsou barvených sedimentech získaných centrifugaci při 10.000 
obr./min. po 1 hod. Za negativní jsme považovali ty materiály, v nichž jsme myko­
plazmata neprokázali ani po 10 pasážích.
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Příprava PP. Jejich složení bylo stejné jako u TP s tím rozdílem, že Hank- 
sův roztok byl nahrazen 50 ml redestilovainé vody s 0,5 % NaCl a 0,1 % glukózy, 
v níž bylo rozpuštěno 1,2 g Noble agaru (Difco), který byl po autoklavování smíchán 
při 45 °C s 20 ml KEX, 20 ml NKS a 10 ml IHS a rozlit na Petriho misky.

Důkaz kolonií na P P. Čerstvě připravené půdy po vyočkování jsme za- 
parafiinovali a prohlíželi mikroskopicky při 40—60násobném zvětšení nejméně 7 dní. 
Vyrostlé kolonie jsme posuzovali také po jejich fixaci v Bouinově roztoku na aga- 
rových bločcích a Giemsově barvení (Klieneberger-Nobel 1950). Materiály 
jsme běžně kultivovali při 30 °C a některé pasáže i při 32 °C a pokojové teplotě.

T i t г а с e M. Volili jsme dva postupy. V prvním, desetinásobná ředění myko- 
plazmat pomnožených v TP jsme inokulovali po 0,1 ml do 0,9 ml TP. Infekční titry 
byl určen podle metabolické aktivity pomnožujících se zárodků, které ve všech pozi­
tivních ředěních vlivem okyselování měnily červenou barvu tekutin na žlutou. V dru­
hém, desetinásobná ředění mykoplazmat z TP byla vyočkována v množstvích 0,05 ml 
na PP. Infekční titr byl určen podle množství vyrostlých kolonií na pevných půdách. 
Výsledky obou testů jsme posuzovali za 5—7 dní.

VLASTNÍ VÝSLEDKY

Některé vlastnosti kmenů, izolovaných na žlout­
kových vacích. Na žloutkových vacích bylo dokončeno vyšetření 272 
pneumonických plic ze selat nebo běhounů a z nich jsme zachytili 19 kmenů. 
Všechny byly letální pro KE. Zatím co v prvních dvou pasážích hynula KE 
jen ojediněle, v páté okolo 50 % a v desáté téměř 100 % po inokulaci dávkou 
0.1 ml (10 % suspenze). 5 kmenů (HD 96, LH 110, NE 112, Ka 198, MY 
208) prošlo 30 pasážemi a jejich letalita pro KE stoupla na 109 — 10n LDso/l g 
žloutkové hmoty. Jestliže většina KE hynula po infekci materiály o malém počtu 
pasáží mezi 5, —10. dnem, zárodky které prošly větším počtem pasáží zkrátily 
tuto dobu na 3 — 5 dní. Uhynulá embrya měla výrazné krváceniny, zejména 
v okolí hlavy a zvětšená, překrvená játra.

Důkaz přítomnosti mykoplazmat ve žloutkových 
vacích. Mikroskopické vyšetřování roztěrů žloutkových vaků barvených Giem- 
sou nedávalo uspokojivé výsledky pro obtížné hodnocení přítomnosti mykoplaz­
mat v těchto preparátech. Také při očkování suspenzí ze žloutkových vaků na PP 
byl růst mykoplazmat někdy obtížně dokazován pro přítomnost organických 
zbytků v suspenzích. Osvědčil se nám však tento postup: Žloutkové vaky z uhy­
nuvších embryí, nejlépe z 3. nebo další pasáže jsme vyočkovávali do TP, z nichž 
se po jedné až pěti pasážích dařil průkaz na PP. Vyrostlé kolonie byly charakte­
ristické pro mykoplazmata a jejich růst bude popsán později. Přítomnost a po- 
množování mykoplazmat v TP prokazovala změna barvy půd z červené na oran­
žovou a po více pasážích až na citrónově žlutou (pH 6,5 —6,3). V sedimentech 
tekutin jsme prokazovali jemné kokobacilární zárodky velikosti 0,3 — 0,5 ^z, bar­
vené Giemsou (1 : 100) přes noc, po předchozí fixaci acetonem.

Tímto postupem jsme z 19 žloutkových materiálů (pozitivních na hynutí) 
vykultivovali 17krát mykoplazmata. U dvou materiálů nebylo vyšetření dokon­
čeno pro kontaminace.

Izolace mykoplazmat na TP zplicních suspenzí. Na 
TP z 98 pneumonických materiálů jsme izolovali 11 kmenů, z nichž 9, sou­
běžně vyšetřovaných, bylo také pozitivních na žloutkových vacích a na nichž dva 
zbylé nebyly dokončeny pro kontaminaci. Další dvě plicní suspenze (DO 38 
a ZE 921), pozitivní na žloutkových vacích, asi po 4měsíčním uchovávání při 
— 65 °C byly dodatečně vyšetřeny také na TP s negativním výsledkem. Obě 
metody se jevily stejně citlivé z hlediska záchytu mykoplazmat, nebereme-li
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I. Výsledky kultivací mykoplazmat ze žloutkových vaků a plic prasat na tekutých 
půdách

Kmeny
Při použití ke kultivaci na tekutých půdách

žloutkové vaky KE plíce prasat

HD 96 + (D* N

NE 110 + (1) N

LH 112 + (1) N

К A 198 +(D N

MV 208 + (D XN

VI 10 +(D +(2)

VI 12 + (D +(2)

VI 16 + d) + (1)

VI 17 +(D + (2)

DO 9 + (5) + (5)

DO 38 +(D ' -(8)

DO 44 К +(4)

DO 41 +(2) + (2)

SU 379/1 К +(5)

SU 379/6 + (4) +(4)

JA 15 + (D + (1)

ZE 921 + (D -(7)

By 13 +(1) +(1)

SU 379/4 +(4) + (4)

К — kontaminace
— pozitivní nález

N — neprovedeno
— negativní nález

*) Číslo v závorce značí pasáž na tekutých půdách, z nichž byla poprvé vykulti- 
vována mykoplazmata v typických koloniích na pevných půdách

v úvahu ty dva 'materiály, u nichž délka skladovací doby mohla mít vliv ha 
životnost zárodků. Počet pasáží nezbytných pro důkaz mykoplazmat z TP, inoku- 
lovaných buď přímo plícemi, nebo z nich na žloutkových vacích izolovanými 
kmeny byl přibližně stejný (tabulka I). ■ ,
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Na TP pomnožující se kmeny, nejdříve v 1. a nejpozději v 5. pasáži začaly 
výrazně okyselovat prostředí vlivem své glykolitické aktivity. Případný vznik 
bakteriálních L-forem vlivem přítomnosti penicilínu jsme vylučovali tím, že se 
s každým kmenem provedly aspoň tři pasáže bez penicilínu, které po vyočkování 
na PP dávaly opět růst kolonií typických pro mykoplazmata. Všechny kmeny 
se pomnožovaly při 37 °C, 32 °C, ne však při pokojové teplotě. Po 48 hod. 
růstu vytvářely jemný difuzní zákal bez sedimentu.

Důkaz mykoplazmat v T P na P P. Všechny kmeny, ať již 
byly izolovány na TP přímo z plic, nebo nepřímo ze žloutkových vaků a dále 
pasážovány na TP, byly pravidelně vyočkovány na PP. Tímto postupem jsme 
zjistili typické kolonie mykoplazmat s periferním dvorcem a tmavším hutněj­
ším středem výrazně granulovaným. Kolonie vyrostly teprve z těch TP, v nichž 
se zárodky projevovaly výraznější fermentační aktivitou, čímž docházelo к oky­
selení media, které oranžovělo až žloutlo. Kmeny nedostatečně adaptované na 
TP, slabě fermentující a nevýrazně okyselující prostředí nevyrostly buď vůbec, 
nebo jako drobné kolonie, které byly při 60násobném zvětšení sotva viditelné 
Tyto kolonie se daly zjistit již za 24 hod. po vyočkování, avšak dále se již vý­
razněji nezvětšovaly.

Růst kolonií z následujících pasáží na TP a vyočkovaných na PP byl 'zpra­
vidla zřetelnější, tyto byly větší, ale dosti nepravidelných okrajů. Postupně se 
ukázaly i typické dvouzónové kolonie, různé velikosti. Největší z nich dosahovaly 
až 0,5 mm po 96 hod. růstu (obrázek 1). Obarvením (Giemsa) 72 hod. kolo­
nií a mikroskopickým vyšetřením byla patrná jejich pleomorfní, síťovitá struktu­
ra zejména jejich periferních částí a zahuštěný, barevně homogenní střed (obrá­
zek 2). Tímto byl také zčásti podán morfologický důkaz indentity částic, rostou­
cích v TP a na PP. Množství pasáží na TP nezbytných pro růst typických ko­
lonií na PP, nebylo pravidelné a pohybovalo.se mezi 1, —5. pasáží. Dva z kmenů 
(DO 38 a NE 110) vytvářely po několikadenní kultivaci „film a tečky“, fe­
nomén popsaný poprvé Edwardem (1950), při (němž iněkteré kmeny produ­
kují tečkovité kapičky vápenatých a hořečnatých mýdel a zvláštní film připo­
mínající svými tvary mrazové květy na skle. U našich dvou kmenů, které vy­
tvářely stejný typ kolonií jako ostatní jsme tento jev pozorovali nejdříve na 4den- 
ních dobře rostoucích agarových kulturách.

Růst mykoplast у T P různého složení. Vedle standardně 
používaných TP jsme připravili dalších pět (jejichž složení je v tabulce II), 
v nichž bylo titračně sledováno množení mykonlasmat podle metabolické akti­
vity v TP a růstu kolonií na PP.

48 hod. kultury dobře adaptovaných kmenů byly vyočkovány po 0,05 ml do 
těchto půd různého složení, na nichž byly 8krát pasážovány ve třídenních in­
tervalech. Ukázalo se, že růstově nej aktivnější byly všechny kmeny ve standardní 
TP popsaného složení (Hanksův roztok, NKS, IHS, KEX), protože dosahovaly 
nejvyšších titrů а к okyselení docházelo během 48 hod. Dobrý růst poskytovala 
i další půda: Hanksův roztok s NKS, dále Hanksův roztok s NKS, IHS a Hank­
sův roztok s KEX, kde se pomnožovaly, dosahovaly však výrazně nižších titrů 
a jen pomalu okyselovaly půdy do oranžové barvy. Žádný růst jsme nezjistili 
v Hanksově roztoku s IHS, nebo bez něho. Barva těchto tekutin zůstávala ne­
změněná, červená (tabulka II). Morfologie kolonií vyrostlých z jednotlivých 
kultivačních medií se od sebe výrazněji nelišily.

Vliv různě připravených KEX v PP na růst,my­
koplazmat. Předchozí pokusy ukázaly, že KEX připravený z čerstvých 
kvasnic je významnou složkou pro pomnožování mykoplazmat v TP.
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Obr. 2. Kolonie mykoplazmat, obarvená Giemsou (zvětš. neg. 380 : 1. zvětš. poz. 
2.280 : 1)



II. Logaritmické hodnoty růstu mykoplazmat v tekutých půdách (8 pasáží) různého 
složení

slož. x 
tekutých 
půd

Kmeny Růst kolonií na pevných 
půdách

Metabolická aktivita v tekutých 
půdách

ZE
921

NE
110

MV 
208

SU 
397

DO
44

VI
16

ZE
921

NE
110

MY
208

SU 
397

DO
44

VI
16

H <1* <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

H, IHS <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

1 H, NKS 3 2 2 3 1 2 4 5 4 4 4 3

H, KEX 3 2 2 2 4 2 5 3 5 5 6 4

i H, NKS, IHS 2 3 3 2 3 2 6 3 6 5 6 4

H, NKS, KEX 5 4 4 5 4 4 7 6 7 9 7 7

H, NKS, 
KEX

IHS
6 5 5 6 8 6 9 8 9 10 9 9

*log 10
H -i-- Hanksův roztok
NKS : 20 % nativního koňského séra
KEX ■ 20 % kvasnicového extraktu
IHS - 10 % infuze hovězího srdce

V průběhu pokusů jsme měli větší problémy s růstem mykoplazmat na 
PP, než na TP. Jednou z příčin bylo i využívání agarových půd 4 i více dní 
po jejich přípravě (skladovaných ve vlhku při 4 °C). Na nich mykoplazmata 
buď vůbec nevyrostla, nebo jen v drobných různě deformovaných koloniích. Kul­
tivace se nám nedařily ani na čerstvých půdách bez KEX. Ukázalo se, že růst 
našich kmenů na PP byl podmíněn KEX, který byl použit ihned po přípravě 
nebo po rozmražení. Proto jsme uvažovali také o použití KEX Difco (certified, 
Detroid I, Michigan, USA) a Oxoid (division of Oxoid, London, England).

V dalším jsme připravili KEX Difco a Oxoid, jako 10 % suspenze, další 
z čerstvých kvasnic (250 g na 1000 ml vody), který byl autolyzován v destilo­
vané vodě 48 hod. při 37 °C (Ross a Switzer 1963) a konečně ten KEX, 
který jsme již popsali. Každý z nich jsme přidali v 20 a 10 % koncentraci spolu 
s 20 % NKS a 10 % IHS do agaru o konečné koncentraci 1,2 %.

Koncentrace kvasnicového extraktu Difco v pevných půdách, používaných 
pro kultivace prasečích medií bývá 0,5 % (Monreal a spol. 1965, Hart- 
v/i c h a Müller 1965, Dinter a spol. 1965), zatím co do našich agarů 
byl přidán ve 2 % koncentraci, nebo 1 % koncentraci na celkový objem agaru. 
Na všech půdách jak s 20 % tak i s 10 % jednotlivých preparátů KEX rostly 
naše kmeny ve formě kolonií přibližně stejného typu. ,

DISKUSE I

Maré a spol. (1966) vyvolali úspěšně pneumoinie u prasat, které byly shodné 
se změnami jaké se zjišťují u enzootické pneumonic, К infekci použili kmen Myco­
plasma hyopneumonie. Důkazy infektivity a patogenity mykoplazmových zárodků
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u prasat podali také Goodwin a Whittlestone (1964 a 1966). Přesto však 
postaveni mykoplazmat v etiologii pneumonií prasat není zatím jednoznačné, protože 
Lannek a W e s s 1 é n (1957) zjistili po experimentální infekci tzv. SEP agens jen 
mikroskopické změny v plicích a Dinter a spol. (1957) sice pneumonie, které však 
nebyly dalším pasážováním přenosné na prasata. Ověřování patogenity některých 
našich kmenů pro prasata bude také předmětem naší další práce. Je známo, že 
žloutkové vaky KE představují prostředí, v němž lze izolovat a pomnožovat myko- 
plazmata z plic prasat. Pasážováním těchto mikroorganismů se dosáhne letáliního 
efektu pro KE. Tento, jako diagnostická pomůcka pro určení přítomnosti myko­
plazmat má jen omezenou hodnotu, protože pravidelná letalita (mezi 3.—8. dnem) 
se ukáže teprve po několika pasážích a mimo to může být způsobena jinými, dru­
hově odlišnými zárodky.

Naopak Dinter a spol. (1965), popisují kmeny zachycené z plic, které ne- 
usmrcují KE. Nutno brát v úvahu, že pro identifikaci mykoplazmat ze žloutkových 
vaků jsou nezbytné další postupy na TP a PP, protože podobně jak se zmiňují 
Hartwich a Müller (1965) i nám se dařily adaptace na TP zpravidla až po 
3.—4. pasáži ina žloutkových vacích. Připomene-li možnost záchytu endogenních myko- 
plazmových zárodků,, o čemž se již mnohokrát referovalo, mohl by tento postup být 
výhodnějším jen v tom případě, že by se ukázal citlivějším v porovnání s TP, tak 
jak o tom referuji Monreal a spol. (1965).

Přestože počet záchytů oběma způsoby byl v našem případě stejný (tabulka I.), 
domníváme se, že kultivace mykoplazmat na TP by měla být metodou volby. Roz­
díly v našich a Monrealových výsledcích, který měl větší počet záchytů mykoplazmat 
na žloutkových vacích, než na TP, mohou být v rozdílném složení a přípravě TP 
použitých ke kultivaci. Nelze také vyloučit, že jde o mykoplazmové zárodky s od­
lišnou biologickou charakteristikou.

Ukázali jsme, že sérum a KEX jsou rozhodující složky pro růst mykoplazmat 
v TP. Naše kmeny fermentovaly glukózu a nevyžadovaly к růstu prostředí s CO2 nebo 
mikrokoky, které jsou používány pro izolace a kultivace mykoplazmat z plic prasat. 
Také Dinter a spol. (1965) popisují kmeny mykoplazmat. které nepotřebují mikro­
koky к satelitnímu růstu. Vysoká nutriční náročnost našich kmenů, připomíná Myco­
plasma pneumoniae — původce lidské atypické pneumonie (C h a n n о с к a spol., 
1962) a na jejímž základě lze rovněž uvažovat o možné patogenitě našich kmenů.

V nejbližší budoucnosti hodláme doplnit jejich charakteristiku údaji o serolo- 
gických vztazích к některým zahraničním prototypovým kmenům mykoplazmat.

Z AVER

Výsledky izolací mykoplazmových zárodků z pneumonických plic prasat 
na žloutkových vacích KE a tekutých půdách pro kultivaci mykoplazmat uká­
zaly stejnou citlivost obou postupů při jejich záchytech. Avšak metoda kultivace 
na tekutých půdách se ukázala jako výhodnější.

Letální efekt pro KE, výrazná glykolytická aktivita a tím i okyselování te­
kutých půd aerobně kultivovaných se projevily obyčejně ve třetí a dalších pa­
sážích.

Neinaktivované koňské sérum a kvasnicový extrakt připravený z čerstvých 
kvasnic, byly podstatné složky pro růst těchto zárodků v tekutých půdách a pev­
ných půdách pro kultivaci mykoplazmat.

Došlo dne 6. 1. 1967 

Spolupráce: Marie Davidová
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Культивирование микоплазм из легких свиней

Результаты изоляций этих микроорганизмов из легких заболевших пневмонией свиней 
на желточных мешках КЕ и жидких средах для культивации микоплазм показали одина­
ковую чувствительность обоих способов при их проведении. Метод культивирования на 
жидких средах оказался, однако, более подходящим.

Летальный эффект для КЕ, выразительная гликолитическая активность и тем самым 
также окисление жидких аэробно культивированных сред проявились обыкновенно в третьей 
и дальнейших пассажах.

Неинактивированная лошадиная сыворотка и дрожжевой экстракт, приготовленный из 
свежих дрожжей, оказались существенными компонентами для роста этих бактерий в жид­
ких и агаровых средах для культивации микоплазм.

Cultivation of Mycoplasmas from Pig Lungs

The results obtained in an isolation of mycoplasmatic germs from pneumonic 
lungs of pigs on KE yolk sacs and on liquid media for the cultivation of myco­
plasma showed the same sensitiveness of both procedures in their fixation. However, 
the method of cultivation on liquid media proved more advantageous.

The lethal effect for KE, the marked glycolytic activity and so also the acidi­
fication of liquid, aerobically cultivated media appeared as a rule in the third and 
in further passages. i * -

Non-inactivated horse serum and a yeast extract prepared from fresh yeast were 
substantial components for the growth of these germs in liquid and solid media 
for the cultivation of mycoplasma.

Kultivierung von Mykoplasmen aus der Schwcinelunge

Die Ergebnisse der Isolierung der Mykoplasmaerreger aus pneumonischen Lun­
gen von Schweinen auf KE-Dotterbeuteln und flüssigen Mykoplasmakultivierungs­
böden zeigten die gleiche Sensibilität beider Methoden bei der Erfassung der Myko­
plasmen. Die Methode der Kultivierung auf flüssigen Böden erwies sich aber als 
vorteilhafter.
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Der letale KE-Effekt, die ausgeprägte glykolytische Aktivität und damit auch 
die Ansäuerung der flüssigen Böden bei aerober Kultivierung kamen in der Regel 
in der dritten und in den weiteren passagen zum Vorschein.

Das nicht inaktivierte Pferdeserum und der Hefeextrakt, zubereitet aus frischer 
Hefe, waren die wesentlichen Komponenten für das Wachstum der Erreger in flüs­
sigen und festen Böden zur Kultivierung von Mykoplasmen.
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a podnětů pro pracovníky ve výzkumu, v řídících, správních a v ji­
ných organizačních složkách, ' na odborných a vysokých školách 
i v praxi.
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Diagnostika březosti u prasat
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Metabolismus mastných kyselin (dvojčíslo)
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