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TESTOVANI PATOGENITY VIROVYCH KMENU
NEWCASTLESKE CHOROBY NA HOLUBECH

V. Kabelik

Statni veterinarni iustav, Cesky Brod

KABELIK, V. Testovdni patogenity virovych kmenit Newcastleské choroby na
holubech. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 385—392, 1968.

Autor piSe o mozZnostech diferenciace virovych kmenii ND biologickou testaci
na holubech. Velogenni, mezogenni a lentogenni kmeny lze rozli§it na skupinach
holubt infekci i.c., i.m., pripadné i.v. Kalkulaci indexti patogenity (IP) pro jed-
notlivé zpusoby infekce lze zjistit i stupen patogenity vzajemnym porovnanim
kment prislusného typu. IP i. c¢. u mezogennich kmenli dosahuje po 13denni
pozorovaci dobé praméru 5 s rozmezim 3,5—8,2, u velogennich kment se sni-
zuje prumér na 2,5 s rozmezim 1,8—3,5. Hodnotu vét$i neZ 14 lze povazZovat za
spolehlivy indikator lentogenniho kmene Bi. Hodnoty IP i.m. v pozorovaci dobé
8 a 13 dnlu nebyly u mezogennich kmena kone¢né a pohybovaly se v rozmezi
© 8,8—9 (=12,8—14). U velogennich kment jsou hodnoty kone¢né a vétSinou
mensi nez 8. Zatimco velogenni kmeny po i. m. infekci holublt vyvolavaji le-
talni onemocnéni, mezogenni kmeny ve vét§iné piripadt nezpusobi onemocnéni.
V malém procentu mohou zpusobit obrny bez poruchy celkového zdravotniho
stavu a jen v ojedinélych piipadech smurt.

New-castle; patogenita virovych kment; diferenciace virovych kment.

Pfi diagnostice onemocnéni chovii driubeze s afekcemi lokalizovanymi pre-
vazné v hornich cestach dychacich, byl ¢asto izolovan virus Newcastleské choroby
(ND). Anamnesticky bylo prokadzino, zZe izolované kmeny nebyly ¢asto v kau-
zalni souvislosti s tak zvanymi postvakcina¢nimi reakcemi (Kabelik, Meis-
ner 1967). Bylo prot nutno pokusit se o bliz§i identifikaci téchto kmenu
podle jejich patogenity. Pokusy v tomto sméru konané a uZite¢né pro epizooto-
logické studie spoivaji v mozZnostech diferenciace vakcinaéniho viru, a to
lentogenniho a mezogenniho typu, od velogennich, epizootologicky vyznam-
nych virovych kment ND. Tyto prace vychazeji ze zkuSenosti, které pred-
lozili Hanson (1956), Oldh (1962), Nitzche (1960) a Téth (1966). Je po-
déno sdéleni o zkouskach stupné patogenity izolovanych kment viru ND, pro-
vadénych v porovnani s lentogennimi, mezogennimi a velogennimi kmeny
na holubech po intracerebralnich (i. ¢.), intramuskularnich (i. m.) a intrave-
noznich (i. v.) infekcich.

MATERIAL A METODY
VIROVE KMENY: a) Izolované kmeny

Pracovali jsme se 6 kmeny, které byly izolovdany pfi epizooticky probi-
hajicich onemocnénich driibeze za ptiznakt afekci hornich cest dychacich,
poklesu uzitkovosti, pripadné zvysené mortality. Pro biologické pokusy byly
pouzity kmeny pasdzované na lldennich kufecich embryich (KE), a to kmen
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1650/90—65 se 37—39 pasazemi, kmen 5040/339—66 se 3 pasazemi, kmen
3482/264—66 se 4 pasazemi, kmen 4438/317—66 se 4 pasazemi, kmen
7296/1067 —66 se 3 pasdzemi a kmen 7378/304—65 s 5—6 pasazemi.

b) Mezogenni a lentogenni kmeny nam poskytla Bioveta,
n. p., Nitra. Hertfodshire kmen (H—virus), op. ¢ 149, lyofilizovany byl
prepasazovan na lldennich kufecich embryich (KE) a v biologickych po-
kusech uzit ve 2. a 3. pasazi.

Kmen Roakim, op. & 120, lyofilizovany, byl prepasazovan na lldennich
KE a v biologickych pokusech uzit ve 2. a 3. pasazi.

Kmen Bi — Hitschner, op. ¢. 121, byl pfepasazovan na lldennich KE
a v biologickych pokusech uzit v 1. a 2. pasazi.

c) Velogenni kmeny. Kmen 6491/184—64 byl izolovan z pfi-
padti perakutné probihajici ndkazy v chovu dribeze soukromého sektoru za
typickych klinickych pfiznakd, epizootického pribéhu a patologicko—anato-
mického nalezu. V biologickych pokusech byl uzit v 5.—6. pasazi na 1ldennich
KE. !

Kmen V—90—162/2 byl poskytnut Sbirkou zoopatogennich mikroorga-
nismid VUVL v Brné v lyofilizovaném stavu. Virus byl pfepasdzovan na
I1dennich KE a pro biologické pokusy uzit ve 2. a 3. pasdzi.

Kmeny 720/62, 570/63 a 3974/60 byly poskytnuty laskavosti dr. Dvo-
takové*). Po prepasdzovani na lldennich KE byly pro biologické testy
uzity ve 2. pasazi. Celkovy pocet pasdzi nebyl zndm. Kmen 720/62 byl izolo-
van z koroptve, kmen 570/63 byl izolovdn ze zmrazenych slepic dovezenych
z Ciny a kmen 3974/60 byl izolovan z baZanta.

Kmeny 720/62 a 3974/60 pochézeji z lokalit, kde pseudomor dribeze
probéhl za klinickych pfiznaki a patologicko—anatomickych nalezi, typickych
pro tuto nakazu. .

Virové kmeny byly skladovdny v 1 ml ampulich pti + 4°C. Pted po-
uzitim pro biologickou testaci byly provedeny 1—2 pasdze na 1ldennich KE,
stanoven jejich hemaglutinaéni (HE) titr a TKIDso na kufecich embryonal-
nich bunkach. HE—titr se pohyboval v rozmezi 1:1024—1 : 2048, TKIDso
byl stanoven u v8ech studovanych kmend kromé kmene B:i a dosahoval hod-
noty 10°/1 ml—10%/1 ml.

KURECI EMBRYA

Pro pomnozeni viru ND byla uzivdna vyhradné 1ldenni KE. KE byla in-
fikovdna intraallantoidné davkou 0,2 ml allantoidni tekutiny, po 48hodinové
inkubaci byla allantoidni tekutina odebrana, zjistétn HA —titr a TKIDso.

BIOLOGICKE POKUSY

Experimenty byly provedeny na 224 holubech rtzného stafi a rasy. Pre-
dem byla od vSech odebrdna krev pro vylouceni pritomnosti HA — protilatek.
Holubi byli infikovani i.c., i.m. a i.v. Pro kazdy zpilisob infekce u kazdého
studovaného kmene byla sestavena skupina pokusnych zvifat v poétu 5 kusii,
u Roakim a H—viru, stejné jako u kmentu 1650/90—65 a 6491/184—64 byly
i. m. a i. v. infekce provedeny na skupinich 8 —9 holubii. Cerstvé odsaté

*) SVU Brno.
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allantoidni tekutiny KE s pomnozenym virem byly fedény 2.10? Earlovym
roztokem a pro infekce byly stanoveny jednotné davky, a to proi. m. a i. v. 5,0 ml,
pro i.c. aplikaci 0,05 ml. Pozorovaci doba byla 13 dni. U kment 1650/90—65
a 7378/304—65 byla patogenita, stanovena na holubech, porovnana s patoge-
nitou u jednodennich kurat. Kufata ve skupinach po 5 kusech byla infikovédna
i. peritonedlné 4 0,2 ml a i.c. a 0,05 ml viru ve zfedéni 10?. Pozorovaci doba
byla 8 dni. Vyseldky jsou uvedeny v tabulce Ila.

TKANOVE KULTURY

Pro kalkulaci TKIDso byly zakladdny zkumavkové kultury KEB z 11ti
dennich KE trypsinizacni technikou podle Dulbecco a Vogtové (1954).
Ristové medium predstavovala smés Parkerova a Earlova roztoku s 0,5 %
laktalbuminhydrolysatu, v poméru 1:1, s 5 % teleciho séra.

KALKULACE INDEXU PATOGENITY (IP)

Pridrzeli jsme se kalkulace zavedené Hansonem (1956) a pouzité
Nitzchem (1960), ktera byla vypracovdna pro rozlifeni kment viru ND
podle jejich patogenity pro jednodenni kufata. IP u holubi jsme vypocitali
pro kazdy zptisob infekce z pfipadi onemocnéni a thyndé pokusnych zvifat v za-
vislosti na case, vidy po 8 —13 dnrech po infekci. V§ichni v této dobé pfezivajici
nemocni nebo zdravi holubi byli nasledujiciho dne po uzavieni pokusu zatazeni
do skupiny holubii uhynulych, respektive onemocnélych a uhynulych a IP pro
tyto ptripady byly oznadené = ; hodnoty tedy nebyly konecné, byly vétsi nez
uvedené. Pomoci IP jsou rozdily v patogenité virovych kment snadno po-
rovnatelné.

VYSLEDKY POKUSU

V celkovém pozorovacim obdobi 13 dni byl denné zaznamenavan prabéh
infekce se zretelem ke stanoveni ¢asového limitu néastupu klinickych pfiznaki
a thynu u kazdého holuba pfisluiné pokusné skupiny. Vysledky ziskané po
i. ¢, i. m. a i. v. infekci ke 13. dnu po infekci v fadé ptipadi upiesnily
vysledky kalkulované k 8. dni pozorovaci doby.

Po intracerebrdlni infekci vzajemnym porovnanim mezogennich, velogennich
a nami izolovanych kmenti, vzhledem k charakteru onemocnéni, nenachazime
signifikantni rozdily. VSechny kmeny vyvolaly klinické projevy encefalitidy s le-
talnim pribéhem. Pouze kmen 7378/304—65 byl vyjimkou a odlisoval se
v patogenité od ostatnich kmenii zfetelné prodlouzenou inkubaé¢ni dobou (7 dni)
a snizenou patogenitou; z 5 infikovanych holubi ztstal jeden bez klinic-
kych ptiznakii a ze 4 zbylych byl letdlni prubéh encefalitidy zaznamenin
pouze u 2 holubti, a to jesté v prodlouzené pozorovaci dobé 13 dnu, zatimco
u dalSich dvou vznikly irreparabilni zmény v CNS s ptiznaky odpovidajicimi
jejich lokalité. Tento kmen byl izolovan v chovu kufic, u kterych byly zjisténé
ptiznaky ztizeného dechu. Denni ztraty vSak nevykazovaly zfetelné uchylky
od ztrat béznych. I.c. infekce virem Bi probéhla bez poruchy zdravotniho
stavu. U velogennich kmen bylo v porovndni s mezogennimi kmeny pozoro-
vano zkraceni inkubaéni doby o 1—3 dny, na 1—2 dny. |
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Pozoruhodny je vSak prubé&h onemocnéni po intramuskularni a intravendézni
infekeci. Zatimco infekce mezogennimi a nami izolovanymi kmeny probéhla ve vét-
§iné pripadu bez priznakt, velogenni kmeny vyvolaly smrtelné probihajici onemoc-
néni provazené somnolenci a encefalickymi pfiznaky. Z porovnani kmene 3974,/60
s kmeny standardnimi predpokladame, Ze tento kmen ztratil svoje plivodni patogenni
vliastnosti a po 8leté udrzbé se chova jako kmen mezogenni. I. m. a i. trachealni
infekce slepice timto kmenem probéhla béhem 2 dnt za priznakt mirnych afekei
hornich cest dychacich, zatimco kontrolni infekce velogennim kmenem 720/62 vyvo-
lala u druhé slepice po inkubac¢ni dobé 5 dna tézké irreparabilni poruchy CNS.
Mezogenni kmeny po i.v. infekei zptsobily onemocnéni u 30 %, a uhyn u 10 Y%,
infikovanych holubt, po i.m. infekeci se toto procento sniZilo na 17 9} onemocnélych
a 6 Y, uhynulych. Ta onemocnéni, jejichz pribéh nebyl letalni, se ve vétsiné pripada
omezila na afekce CNS — s priznaky lokalnich paralyz — bez celkovych poruch
zdravotniho stavu. Procentualni zastoupeni zdravych, nemocnych a uhynulych ho-
lub po i.m. a i.w. infekei virovych kmeni ND je uvedeno v tabulce I.

I. Procento nemocnych, uhynulych a zdravych holubt po infekci mezogennimi
kmeny

Infekce ﬁi’;‘fgf;ﬁh Nemocagch Uhynulych Zdravych
i.m. 7Y% 11 % 6 % 83%
b 309, 209 109, 70 9
b, 98 9, %, 939, 29, J

. m. infikovano 52 holubu
. ». infikovdno 46 holubu
. ¢. infikovano 47 holubu

Indexy patogenity pro i.c., i.m. a iv. infekce (IPC, IPM, IPV) jsou velmi dobie

porovnatelné a jsou uvedeny v tabulce II. Lze fici, Ze vysledky ziskané u izolovanych
kment jsou v porovnani s vysledky ziskanymi u mezogennich kmena standardnich,
konformni a tyto kmeny lze proto zaradit podle jejich patogennich vlastnosti do sku-
piny mezogennich virta ND.
IPC ukazuje jisté, ne vSak vyrazné rozdily v patogenit¢ velogennich a me-
zogennich kmenu. IPC mezogennich kmeni se pohybuje v rozmezi 3,5—8,2
s prumérem 5, IPC velogennich kment se pohybuje v rozmezi 1,8—3,5 s pri-
mérem 2,5. Podle IPC lze spolehlivé odli§it lentogenni kmen Bi, ktery ne-
zpusobuje po i. c¢. infekci poruchy zdravotniho stavu. Ve své patogenité se po”
nékud lls'ly 2 izolované kmeny Kmen 1650/90—65 jevi zvy$enou patoge-
nitu jak pti i. ., tak také pfi i. v. a i. m. infekci proti ostatnim porovnavanym
izolovanymi (mezogenmm) kmentim. Tento kmen byl izolovan v chovu dru-
beze, kterda onemocnéla za priznakt zfetelného ztizeného dychani. U slepic
klesla uzitkovost o 87 % béhem 18 dni, mortalita dosahla 4 %. U kufat se
pohybovala morbidita mezi 80—90 %, mortalita dosahla 18 %. Na druhé
strané kmen 7378/304—65 se zfetelné odlisuje snizenou patogenitou od ostat-
nich porovnavanych izolovanych a standardnich mezogennich kment a svymi
vlastnostmi ma nejbliz ke kmeniim apatogennim. Vyrazné rozdily v hodnotach
IPM a IPV lze pozorovat mezi velogennimi a mezogennimi kmeny. Nejenom,
ze hodnoty IP jsou u velogennich kment podstatné nizsi, ale, a to je pod-
statné, predstavuji hodnoty konec¢né. Rozdily mezi i.m. a i.v. infekcemi ne-
jsou zietelné, takze i.v. infekce nejsou pro zafazeni zkouSenych kmeni roz-
hodujici.
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II. Indexy patogenity po i. c., i. m. a i. v. infekei holubt

i.c. i.m, i. .
Kmeny S

den8 13 den8 13 den8 13
1650/ 90—65 3,5 — < 8,8< 13,2 = 7,9 < 10,9
5040/ 339—66 5,4 — +.8,9< 12,8 <80 11,5
1 7296/1067 — 66 4,4 — < 9,0< 14,0 < 8,0< 12,0
3482/ 264—66 4,6 - = 9,0 < 14,0 <825 12,2
4438/ 317—66 5,0 =2 = 9,0 = 14,0 < 8,9 12,2
7378/ 304—65 < 8,2< 10,9 < 9,0 < 14,0 = 9,0 < 14,0
M Roakin 4,5 — < 84< 12,3 = 8,8= 12,8
H-virus 2,8 —_ <83< 124 = 8,9 135

3974/ 60 2,5 = 9,0 < 14,0 0 0
6491/ 184—64 3,5 — = 4,9 5,0 6,0 -
\" V-90-162/2 1,8 — <55 5.7 3,8 —

720/62 22 - = 4,9 5,0 0 0

570/63 2,4 - = 5,6 6,2 - 0 0
] 0 B, < 9,0 < 14,0 < 9,0 = 14,0 = 9,0 < 14,0

I — izolované kmeny, M — mezogenni kmeny, V — velogenni kmeny, I. — lentogenni kmeny

IIa. Indexy patogenity kmenti 1960/90-65 a 7378/304-65 po i. c. a i. perit. infekei

jednodennich kutat

Kmeny 1. 6 1. perit.
1650/ 90—65 3,0 = 5,8
7378/304—65 < 6,5 <175

Pozorovaci doba 8 dni

DISKUSE

Predlozend prace vychdzi z moZznosti rozlifeni virovych kment Newcas-
tleské choroby, které jsou casto izolovidny v chovech driibeze. Metody pro
diferenciaci vakcina¢niho viru jsou pro epizootologické studie bez pochyb velmi
uzitecné. Mezi velogennimi, mezogennimi a lentogennimi kmeny mohou byt roz-
dily v hemaglutina¢éni nebo hemolytické aktivité, v citlivosti proti chemickym
vlivim apod., aviak tyto rozdily jsou vét§inou podminény kvantitativné. Rov-
néz ani metody vypracované pro stanoveni rozdili ve schopnosti usmrcovat
KE (Hanson, Brandly 1955, Nitzche 1960). nestacily na diferenciaci
téchto kment, a proto se hledaly cesty daldi. Vyuzitim rozdili v infekciozité,
patogenité nebo tkanové afinité byly dosazeny dobré vysledky intracerebralni
infekei jednodennich kutat (Hanson 1956, Nitzche 1960, Té6th 1966)
nebo holubi (Olah, Palatka 1962).
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Sledovanim ¢&asové zavislosti jednotlivyech piipadlt onemocnéni nebo thynu
kurat, nebo sledovdnim pouhého poétu onemocnélych nebo uhynulych holubt, byly
shledany rozdily, porovnatelné formou tzv. neuropatogenniho indexu.

NaSe prace sledovala rozdily v patogenit® kmentt viru ND na holubech po
i.c., i.m., a i.v. infekcich, pro které byly vypoéitdny a porovnany indexy patogenity.
PouZiti holubt pro tyto price se ukézalo velmi v¥hodné. Tato pokusni zvifata na
jedné strané citlivé odpovidaji na rtizné zplsoby parenterdlni infekce viru ND podle
stupné jeho patogenity, na druhé strané v prirozenych podminkéch, respektive po
peroralni infekei i silné patogenniho kmene jsou velmi malo vnimava (Reuss 1961).
Vzhledem k tomu, Ze protildtkovd odpovéd na virus ND v pfirozenych podminkach
je vzdcna, dostiva se ndm do rukou biologicky materidl pro biologickou testaci
spolehlivé&jsi, neZ jaky predstavuji jednodenni kufata, u nichZ je navic pro snadny
aerogenni nebo peroralni prenos infektu pi#isnd izolace jednotlivich pokusnych sku-
pin nutnd. P#i porovnani IPC mezogennich a velogennich kment viru ND lze po-
pozorovat jisté rozdily, podle kterych v8ak nelze jes§té provést jejich koneéné zarazeni.
Priimérna hodnota IPC u mezogennich kmentt po 13denni pozorovaci dob& dosahuje
priméru 5 a pohybuje se v rozmezi 3.5—8,2. u velogennich kmenti se pak sniZuje
priumér na 2,5 s rozmezim 1,8—3,5. IPC v&ét§i neZ 14 lze povaZovat za spolehlivy
indik4tor pro lentogenni kmen Bi, ktery nemda schopnost pomnoZit se v mozkové
tk4ni a vyvolat onemocnéni. Ke stejnym vysledklim dospéla fada autort i u daldich
lentogennich kmentt L a Sota, F1 (Ol4h 1962, T6th 1966). VétSina izolovangch
kment odpovidala patogenit® Roakin viru, jehoZ stfedni hodnota IPC je 4.5. Pouze
2 kmeny se li§ily ve svych biologickych vlastnostech. Pomérné vysokd hodnota IPC
<82 (< 10,9 u kmene 7378/304-65 ukazuje na jeho velmi malou virulenci a stojf
nejbliZe kmenim apatogennim. Naproti tomu kmen 1650/90-65 se zfeteln& niZsi
hodnotou IPC 3,5 se virulenei bliZi H-viru nebo dokonce velogennimu kmenu
6491/184-64. Teprve po kalkulaci IPM nebo IPV lze provést koneéné zatazeni tohoto
kmene do skupiny virt s odpovidajicimi biologickymi vlastnostmi pro mezogenni
typ. DosaZené hodnoty vy$§i neZ 8.8 (13,2) a 7.9 (10.9) zieteln& diferencuji tento
kmen od kment velogennich s hodnotami IPM 5.0—6.3 a TPV 3,8—6. Porovnani to-
hoto kmene s ostatnimi izolovanymi kmeny ukazuje na jeho zvySenou patogenitu.
Konfrontaci dosaZenych v¥sledkti s pribéhem onemocnéni ptirozen& infikované
dribeZze 2 chovli bylo moZno pozorovat podstatné zvy¥enou virulenci kmene
1650/90-65 izolovaného v chovu B., proti kmenu 7378/304-65, ktery byl izolovdn v cho-
vu V. Ostatni izolované kmeny zptsobily v pfirozené infikovanych chovech rozliény
prib&h ndkazy co do procenta poklesu uZitkovosti. morbidity a mortality. Jejich
hodnoty TPM a IPV. leZici t8sné& u sebe, byly konformni s hodnotami mezogennich
kmenti (Roakin a H-viru). Ve skupiné mezogennich kment nalezl podobné rozdily
ve stupni jejich patogenity Nitzche (1960), ktery provdd&l pokusy na skupinich
jednodennich, i. c.. ptipadné i. m. infikovanych kufat.

Z vysledkd provedenych pokust je mozno IPM u mezogennich a velo-
gennich kmeni vyhodnotit takto: I.m. infekce holubii mezogennimi kmeny
ve vét§iné pfipadd, nevede k onemocnéni, nebo podle stupné patogenity mdZze
u nékterych zptisobit ¢4ste¢né nebo tplné obrny kifdel a noh (u 11% infiko-
vanych), bez dal§ich poruch zdravotniho stavu. Jen v ojedinélych ptipadech
(6 % infikovanych) mt¥e zplisobit smrt. Znamend to, %e u téchto kment
hodnoty IPM nebyly v pozorovaci dobé 8 a 13 dnt koneéné a pohybovaly se
v rozmezi = 88—9 (= 12,8—14). U velocennich kmenti v dasledku le-
tdlntho onemocnéni jsou hodnoty IPM koneéné, tfeba i v prodlouzené pozo- -
rovaci dobé 13 dnti, a i v tomto p¥ipadé jsou vét§inou mensi nez 8. Pro potfeby
veterindrni praxe lze zdkladni diferenciaci (uréeni tvpu) iznlcvaného kmene
podle stupné jeho patogenity provést infekci alesp~ii 4 holubt, z nichz 2 jsou
infikovani i.¢. a 2 i.m. Prib&h onemocnéni po riznych cestich infekce. res-
pektive kalkulace IPC, IPM. pfipadné IPV div4 na jedné strané moZnost vy-
béru velogennich kment, vhodnyich pro é&elen?, na druhé 'strand lze sledovat
postupnou ztritu patogenity p¥i mitigaci kmeni. !

I.v. infekce a kalkulace TPV neni pro zdkladni diferenciaci kment zvlast
vyhodni. Tato metoda vyzaduje provedeni testace alespori na dvojnidsobném
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poétu pokusnych zvifat ve srovnani s infekci i. m., vzhledem ke zvy§enému pro-
centu piipadii onemocnéni (20 %) a zejména uhynu (10 %) po infekci me-
zogennimi kmeny.

Rozdily v patogenité, respektive stupefi patogenity mékolika izolovanych
kment v rdmci jednoho typu, je pak mozno pro epizootologické studie zjistit
na skupinach pokusn)’lch zvifat v poctu nejméné 5, kalkulaci IPC, pfipadné
IPM a IPV vzajemnym porovnanim, prlpadne porovnidnim s kmeny stan-
dardnimi.

Technické spoluprice V. Cetlovad a H. VdtiovaAa.
DoSlo dne 21. 1. 1968
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KABEJIVUK B. (Tocynapcrnennniii nerepurapHetii wHcruryr, Yecku Bponm, Uexocaosakus). Hcene-
NOBaHME TIATOTEHHOCTH BHPYCHBIX ILITAMMOB HBIOKACTAbCKOM Gonesum Ha ronybax. Ber. men.
(Tpara), 13, (7) : 385-392, 1968.

B npennoskennoii paGore asrop coofmaer 0 BOIMOKHOCTAX AnPdepeHIHANNHE BHPYCHEIX MTAMMOB
ND npu noMomu 6Guonoruueckoro uccaenosaHus Ha rony6sx. BenoreHHble MesoreHHBIe M JIEHTO-
IEHHBIC DITAMMEl MOYKHO OTJMUMThE Ha Tpymmnax rony6eil myTeM BHYTPHKOKHOI, BHYTPHMBINIEYHOI,
WK ke sBHyTpuBeRHON nubexunn. Kanbkynauweit unnexcop narorennoctd (UTI) must oTaensHBIX crio-
co60B 3apaskeHUA MOXKHO TAK)Ke yCTAHOBHTH CTEIEHb MATOreHHOCTH B3aWMHEIM CpaBHEHUEM NITAMMOB
coorBeTcTByiollero THna. MHIeKe maToreHHOCTH BHYTPHMKOXXHOIO 3apPaKEHHA JOCTHIAEeT Yy ME3OTeHHBIX
mramMmos nocae 13 nHeii Hafmonenus B cpenHeMm 5, ¢ mpenenoMm 3,5—8,2, y BEJOTEHHEBIX MTAMMOB
JIOHIDKaeTes cpenree ymcno no 2,5 ¢ npenenom 1.8—3.5. Benuunny soime 14 BoaMOKHO cuymraTh
HaJIe)KHBIM MHIMKATOPOM JICHTOreHHOro mrtaMMa Bi. JlaHHBe WHIeKca TAaTOTeHHOCTH BHYTPHMEI-
HICYHOTO 33apajkeHus He OKA3aJich v MesoreHHpix mrammos nocae 8 m 13 nHesHoro HabmoneHys
OKOH4aTeNnPHBIMU M KoneBammes B npenenax — 8,8—9 (= 12,8 —14). Y BenoreHH®IX mMTaMMOR
ARJNAIOTCH JIAHHBIE OKOHUATENLHBIMM ¥ Gonbwelt uactbio Himke 8. Mexny TeM Kak BenoreHHbie
1 TAMMBI BHISBIBAIOT TIOCHE BHYTPUMBIIICYHOIT MHDekmmu rony6eit cMeprensHoe sabonepaHue Me30-
TeHHBHIE TAMME B 6OJLIMTHHCTBE cJqiyyaen He BBI3bIBAIOT QQSOHEBBHKK. B HE3HAYMTEJbHOM TIPOILIEHTE
cnayuaen OHM MOTYT BHI3RaTh mnapanany (ea paccrpoiicTsa OBIIEr0 COCTOAHMSA 3LOPOBBS W TOJBKO
B PENKUX Cayyaax Tanex.

New-castle; narorennocts BUPVCHBIX WTaMMOB; IHHPEPEHIIMAIINA BUPYCHBIX IITAMMOB.

KABELIK, V. (State Veterinary Institute, Clesky Brod, Czechoslovakia). Testing of
the Pathogenicity of Virus Strains of the Newcastle Disease in Pigeons. Vet. Med.
(Praha) 13 (7) : 385—392, 1968.

The author reports on the possibilities of a differentiation of virus strains of ND
by means of biological testation in pigeons. Velogenic, mesogenic, and lentogenic
strains can be distinguished in groups of pigeons by means of i. ¢, i. m. or also
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i. v. infection. By means of a calculation of the indices of apthogenicity (IP) for the
different methods of infection it is possible to determine also the degree of patho-
genicity by means of a mutual comparison of strains of the corresponding type. In
the case of mesogenic strains IP i. c. reaches, after a 13 days’ observation period, an
average of 5 within limits of from 3.5 to 8.2, in the case of velogenic strains the
average decreases to 2.5 within limits of from 1.8 to 3.5. A value exceeding 14 may
be considered as a reliable indicator of the lentogenic Bi strain. In the case of
mesogenic strains the IP i. m. values in an observation period of 8 and 13 days
were not final and ranged between limits of = 8.8—9 (= 12.8—14). In the case of
velogenic strains the values are final and mostly smaller than 8. Whereas after i. m.
infection velogenic strains induce in pigeons a lethal disease, mesogenic strains do
not cause any disease in a majority of cases. In a small percentage they may cause
paresis without any disturbance of the overall state of health and, only in single
cases, death.

Newecastle; pathogenicity of virus strains; differentiation of virus strains.

KABELIK, V. (Staatliches Veterinirinstitut, Cesky Brod, Tschechoslowakei). Testung
der Patogenitit der Virusstimme der Newcastle-Krankheit an Tauben. Vet. Med.
(Praha) 13 (7) : 385—392, 1968.

Der Autor befafit sich mit den Mdoglichkeiten einer Differenzierung der Virusstimme
der ND mittels der biologischen Testung an Tauben. Die velogenen, mesogenen und
lentogenen Stimme konnen bei den Taubengruppen durch die i. c., i. m., eventuell
durch die i. v.-Infektion unterschieden werden. Durch die Kalkulation der Indexe
der Pathogenitidt (IP) fiir die einzelnen Infektionsarten kann man auch den Patho-
genitidtsgrad durch gegenseitigen Vergleich von Stidmmen des betreffenden Typs er-
mitteln. Der IP i. c. bei mesogenen Stidmmen erreicht nach einer 13-tdgigen Beob-
achtungszeit einen Durchschnitt von 5 mit einer Spanne von 3,5—8,2, bei velogenen
Stammen wird der Durchschnitt auf 2,5 herabgesetzt, mit einer Spanne von 1,8—
3,5. Den Wert iiber 14 kann man fiir einen verldfBllichen Indikator des lentogenen
Stammes B1 halten. Die IP i. m.-Werte in einer Beobachtungszeit von 8 und 13 Ta-
gen waren bei mesogenen Stimmen nicht endgiiltig und bewegten sich in einer
Spanne von < 8,8—9 ( =< 12,8—14). Bei velogenen Stdmmen gibt es endgiiltige Werte,
die groBtenteils kleiner als 8 sind. Wiahrend die velogenen Stimme nach einer i.
m.-Infektion der Tauben eine letale Erkrankung hervorrufen, rufen die mesogenen
Stimme in der Mehrheit der Fille keine Erkrankung hervor. Sie kénnen in einem
geringen Prozent der Fille Lahmungen ohne Stérung des gesamten Gesundheitszu-
standes und nur in vereinzelten Fillen den Tod hervorrufen.

New-castle; Pathogenitidt der Virusstimme; Differenzierung der Virusstimme.
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MNOZENI VIRU PSEUDOMORU DRUBEZE
NA TKANOVYCH KULTURACH PRI RUZNYCH TEPLOTACH

K. Cernik, E. Cernikova

Bioveta n.p., odd. vjvoje a vyzkumu, Nitra

CERNIK, K., CERNIKOVA, E. MnoZeni viru pseudomoru dritbeZe na tkdiio-
vych kulturdch p¥i riznjch teplotdch. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 393—402, 1968.
MnoZeni kment Bi, La Sota, Roakin a jeho tkatiové linie R/TKso, Hertfordshire,
Miyadera a terénnich 2455/6 a 366/4 bylo sledovdno po dobu 120 hodin v jed-
novrstevné kulture kufecich embryonélnich bunék pii teploté 30, 37 a 400C.
U lentogennich kmenti se nepodarilo zaznamenat vyznamny vzestup infekéniho
titru. Vytéznost pomnoZeného viru byla velmi nizka — 0,00025 — 0,6 infekénich
jednotek na jednu bunku. U mezogennich a velogennich kment se zvySujici se
teplotou zkracovala se doba latence i doba potfebnd k dosaZeni maximaéalniho
titru ze 48—172 hod. pii 309C na 18—24 pii 37°C a 12—18 hod. pii 40°C. Pri
30 0C se titr udrZoval na dosaZené trovni aZ do konce doby pozorovani, ale pii
37 a 40°C dochazelo k postupné inaktivaci viru, vyrazné&jsi pfi vy3si teploté.
U linie R/TKs byly dosaZeny vy$8i titry neZ u pivodniho vajeéného kmene,
ale postup inaktivace byl rychlej$i. VytéZnost viru na jednu bunku Kkolisala
u mezogennich a velogennich kment od 2 do 750 infekénfch jednotek, nejvyssi
byla dosaZena u kmene R/TKso a 2455/6 a pii teploté 370C. Cytopatogenni
Gd¢inek se projevil pti 409C po 36 hod., pti 37°C po 48 hod. a p¥i 30°C aZ po
120 hod.

lentogenni, mezogenni, velogenni kmeny; kufeci embryonalni buriky; doba la-
tence; infekéni titr; vytéZnost viru; inaktivace viru; cytopatogenni uéinek.

Kvantitativni ukazatele mnozeni viru pseudomoru dribeze (Newecastle-
ské nemoci, N. n.) v kufecich zdrodcich a tkafovych kulturdch byly sledo-
vany z ruznych hledisek a za rtiznych podminek kultivaéniho prostfedi, teploty
a pH. Praktické podminky a okolnosti pfipravy vakcin a jejich kontroly
uréovaly hlavni aspekty naSi prace, jejimz tkolem bylo vySetfit vliv inku-
baénich teplot pod a nad optimem na mnoZeni nékterych kment viru pseu-
domoru driibeze v tkanové kultufe kufecich embryonalnich bunék.

MATERIAL A METODY

Virové kmeny: K pokusim jsme pouzili lentogenni kmeny B1 a La
Sota, mezogenni Roakin, jeho tkarnovou linii R/TKso a Hertfordshire, labora-
torni kmen Miyadera a velogenni kmeny 2455/6 a 366/4. Vsechny kmeny
jsou jako sbirkové uchovavany v lyofilizovaném stavu. Pfed pokusem byly
lyofilizované kmeny jednorazové prepasidzovany v kufecich zarodcich resp. tka-
nové kultute (R/TKso) pii 37 °C.

Tkanové kultury: K pomnozeni a titraci viru byly pouzity jed-
novrstevné kultury kufecich embryondlnich bunék (KEB) v Rouxovych
lahvich o obsahu 300 ml a ve zkumavkédch. Jako zaklddaci medium bylo

pouzito Earlovo medium s 5 % teleciho séra a jako udrzovaci Parkerova me-
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dium s 2 % teleciho séra. Titrace viru byla providéna ve zkumavkovych kul-
turach KEB zpiisobem popsanym v predchazejicich sdélenich (Cernik 1966,
Cernik, Cernikova 1967).

Postup: V pfedbézném pokusu bylo sledovdno mnozeni kmene Roa-
kin na tkanovych kulturdch (TK) v Rouxovych lahvich béhem jeho adaptace
na kultury KEB, a to v 10., 12., 14., 16. a 40. pasazi. Vzorky byly odebirany
v intervalu 24 hodin do 5 dnf. Medium bylo slito, ulozeno do mraziciho
pultu a nahraZeno stejnym objemem &erstvého. Po zmrazeni pfi —14°C a roz-
mrazeni bylo vySetfeno zvla§f kultivaéni medium a zvl4§f buiiky v &erstvém
mediu jednak titracf ve zkumavkovych kulturdich KEB a jednak hemagluh-
na¢nim testem.

K vlastnimu sledovdn{ byly pouZity zkumavkové kultury KEB: T¥ikrat 100
zkumavek s vytvofenym bunéénym monolayerem bylo inokulovdno po odsati za-
klddaciho media ca 10 infekénimi d4dvkami viru na 1 bufku, tj. ddvkou 0,1 ml, ob-
sahujfci 4X 108 TKIDso pii koncentraci bun&k 4X 105 v 1 ml. Virus byl adsorbovén
60 min. pfi 37°C. Potom byly zkumavky pétkrat proplachnuty 1 ml udrZovaciho
media a po prldénf 1 ml media bylo 100 zkumavek inkubovéno p¥ 300°C, 100 pii

370C a 100 p¥i 409C. Medium bylo pridavano stfikadkou Cornwall o obsahu 5 ml
a odsavéno steriln{ pipetou, pFipojenou hadikou k 1dhvi, z niZ byl odsavan vzduch
penicilinovym inhaldtorem s agregitem.

Odbéry vzorktl byly provadény po 2, 4, 8, 12, 18, 24, 36. 48, 72, 96 a 120 hodi-
néch inkubace. Z kaZdé pokusné série bylo odebridno po 8 zkumavkach. Ze 4 z nich
bylo medium slito do pfipravenych prazdnych zkumavek a vSechny vzorky byly
oznaleny udajem o teploté a dobé& odbéru, zkumavky obsahujic{ jen medium i pis-
menem ,, V¥ (volny virus) a zkumavky s plnou kulturou ,,.C* (celkovy virus). Vzorky
byly zmrazeny pii —140C. Pfed titraci byl obsah zkumavek rozmrazen a vzorky
LV centrifugovdny 10 min. pii 3000 obr./min. Titrace obsahu infek&niho viru ve
vzorcich byla provadéna po sliti shodnfch vzorka ,, V¥, resp. ,.C“. ve zkumavkovych
kulturdch KEB, inkubovanych pti 379C

Po netspéchu stanoveni rustovych kfivek lentogennich kment popsanym zpi-
sobem byl proveden t¥Z pokus s kmenem Bi bez vymé&ny media a proplachovani{ kul-
tury po adsorpei viru na buriky.

Zjist&né hodnoty byly vynaSeny do grafi a interpolaci sestrojeny ktivky, vy-
jadfujiei hladinu volného viru v mediu a viru celkového, tj. vdzaného na buriky,
i volného, v zavislosti na dob& kultivace pti dané teploté.

VYSLEDKY ' \

1. Tkdfiové pasdie kmene Roakin. Ve vSech péti pfipadech
byl maximalni infekéni titr kultury tésné okolo 107 TKIDo/0,1 ml (obr. 1)
dosazen po 48 hodinich kultivace . V mediu se vysoky infekéni titr udrio-
val podobné jako v plné kultute (14. a 40. pasdz) do 4. az 5. dne inkubace,
kdy dochidzelo k pozvolnému poklesu. V buiikich byl tento stav obdobny,
av§ak se zkracenim doby o 24 hod. K poklesu infekéntho titru v bunééné
frakei, jehoz hodnoty nedosahovaly v Z4dném pfipadé hodnot titru v mediu,
dochizelo uz po dosaZeni vrcholu po 48 hod. kultivace. Podobny stav bylo
mozno pozorovat i u hemaglutinaéniho titru, aviak s tim rozdilem, Ze v ob-
dobi 24—48 hod. byl vys$§i titr hemaglutininu v buiikdch nez v mediu.
Teprve po 72 hod. kultivace poklesl HA titr viru v buiikdch pod trover
pozvolna stoupajictho HA titru v mediu. Maximadlni HA titr byl 1:640.

2. Rastlentogennich kmend. Pfi kultivaci lentogennich kment
B:1 a La Sota ve zkumavkovych kulturdch byly dosahovdny nejvy$si titry
mezi 8. a 18. hodinou, a to hodnoty maximéalné 10> TKIDso v plné kultufe
— vzorky ,C“ — a 10%"7 v mediu — vzorky ,V“. Vzestup proti vychs
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Obr. 1. Kfivky hodnot infekéniho a hemaglutinaéniho titru kmene Roakin, sériové
pasazovaného na Kkulturach kurecich embryondalnich bunék v Rouxovych lahvich
(pasaz 10., 12,, 14., 16. a 40).

zimu titru viru v kultufe hned po inokulaci (10°3—10%% TKIDso) byl tedy
zoela nepatrny. Vzdpéti vSak dochdzelo k vyraznému poklesu titru, tj. k inak-
tivaci viru teplem, vieobecné pomalej§imu pti 30 °C a v plné kultufe s buii-
kami a rychlejimu pfi 40 °C a v mediu, takie po 36 —48 hodinich kultivace
klesly hodnoty infekéniho titru pod stanovitelné hodnoty (< 10°° TKIDso/
/0,1 ml). Vétdinou nebylo mozné ziskané hodnoty ani graficky zpracovat.
Na obr. 2 A je kfivka hodnot kmene By pti 30 °C, na niz je patrny vzestup
titru o vice nez 1 log. jednotku v obdobi do 8—12 hodin kultivace a pokles
k nulovym hodnotdim do 72 hodin.

Ktivky ziskané po tpravé metodického postupu, pfi némz nebylo vy-
meéniovano medium a bunky po inokulaci a adsorpci viru nebyly propla-
chovany, maji charakter spiSe inaktivac¢nich kfivek nez kfivek ristovych (obr.
2 B), zvlasté pii teploté 40°C. Ani pfi 30 °C vSak nebyl zaznamenan vy-
znamny prirastek titru proti hodnotdm bezprostfedné po inokulaci.

3. Rist mezogennich a velogennich kmena. Kfivky me-
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Obr. 3. Krivky hodnot TKIDs0/0,1 ml

kmene Roakin ve zkumavkovych kultu-
rach KEB pfi 30, 37 a 40°C.

C = celkovy virus v mediu s burnkami
V= volny virus v mediu bez bunék
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Obr. 2A. Krfivka hodnot infekéniho titru
(TKIDs0/0,1) kmene Bi ve zkumavkovych
kulturdch KEB, proplachnutych po in-
okulaci a adsorpei viru, pfi 300C.

=

Obr. 2B. Kfivky hodnot infekénfho titru
kmene Bi ve zkumavkovych kulturdch
KEB, odékovanych bez vymény media,
pri 30, 37 a 40°C.

C = celkovy virus v mediu s butikami
V = volny virus v mediu bez bunék
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Obr. 4. Kfivky hodnot TKIDs50/0,1 ml 50.
tkafiové pasaze kmene Roakin ve zku-
mavkovych kulturach KEB pri 30, 37 a
40 0C,

(Vysvétlivky u obr. 3)



zogennich kment vaje¢ného pivodu, Roakin a Hertfordshire, laboratorniho
kmene Miyadera i velogennich kmena 2455/6 a 366/4 (obr. 3, 5, 6, 7, 8,)
vykazovaly spolecné charakteristické vlastnosti.

Doba latence mnozeni viru, charakterizovana pocdtecnim poklesem titru
viru a pfipadnym naslednym ustdlenim na urcité urovni, byla u jednotli-
vych kment zavisl4 na inkubaé¢ni teploté: Pti 30 °C dosahovala 8—12 hod.,
pti 37 ’C byla 2—4 hod., zatimco pfi 40 °C jen ve dvou pfipadech dosahla
4 hod. (366/4 a Miyadera) a v ostatnich byla 2 hod. nebo krat$i. Hodnota
vychoziho titru byla prekrocena pti 30 °C po 12—24 hod. kultivace, pfi 37 °C
ve viech ptipadech uz po 8 hod. a pti 40°C dokonce ve vét§iné pripadt
uz po 2—4 hod.

Pii 30 "C bylo dosazeno maximalnich hodnot titru mezi 48. a 72. hod.
kultivace. Vzestup byl velmi pozvolny a titr se udrzel zhruba na této trovni
az do konce doby sledovdni (do 120 hod.). Rozdil mezi celkovym obsahem
viru v kultute a obsahem volného infekéniho viru v mediu byl patrné mensi
u velogennich kmenti. Pti 37 °C se dosahoval maximalni titr v obdobi 18 az
24 hod. a po dalsich 12—24 hodindch dochazelo k postupnému poklesu,
ktery po 120 hodinach presahl hodnotu 2 log. stupii fedéni jen u kmene
Hertfordshire. Pfi 40 °C byly zjisfovdny nejvyssi titry v dobé 12—18 hod.
Prabéh inaktivace byl pak mnohem rychlejsi a ve vSech pifipadech byl roz-
dil nejvyssiho titru po 120 hodinach vét§i nez 2 log. jednotky. Nejrychleji
byl inaktivovan opét kmen Hertfordshire, u néhoz titr viru v plné kultufe
kles] pod méfitelné hodnoty mezi 72 a 96 hodinami, a kmen 366/4, ktery
nejlépe odoldval pti teploté 37 °C.

Hertfordshire Miyadera

logy, TKIDsp

2 12 2% 36 48 72 % 120 hod. 22 % % 48 r - 12004

Obr. 5. Kfivky hodnot TKIDs0/0,1 ml Obr. 6. Kfivky hodnot TKIDs0/0,1 ml
kmene Hertfordshire ve zkumavkovych kmene Miyadera ve zkumavkovych kul-
kulturdch KEB p#i 30, 37 a 40 °C. turdch KEB pti 30, 37 a 40°C.
(Vysvétlivky u obr. 3) (Vysvétlivky u obr. 3)
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Obr. 8. Kfivky hodnot TKIDs0/0,1 ml
kmene 366/4 ve zkumavkovych Kkultu-

rach KEB pfi 30, 37 a 40 °C.

Obr. 7. Kfivky hodnot TKIDs0/0,1 ml
kmene 2455/6 ve zkumavkovych Kkultu-
rach KEB pii 30, 37 a 40°C.

Porovname-li tkanovou linii Roakin — R/TKso — (obr. 4) s origi-
nalnim kmenem vajecného piavodu, zjistujeme, Ze tkanovd linie dosahovala
podstatné vys§ich titrii, ackoliv vychozi titry hned po inokulaci byly pfi vSech

pouzitych teplotach niz§i.

I. Primérny vytéZzek viru Newcastleské nemoci v infekénich davkach (TKIDso) na

1 bunku

Kmen 30°C 37°C 40°C
48 —72 hod. 18 —24 hod. 18 —24 hod.

B, 0,25 0,6 0,5
Roakin 50 25 3,1
R/TK;, 500 750 400
Hertfordshire 25 15 2
Miyadera 15 25 5
2455/6 750 750 150
366/4 40 75 5

398 VETERINARN! MEDICINA — 1968



Vytéznost viru na 1 buiiku kultury kolisala ve velmi Sirokych hranicich
od 0,25 do 750,0 infekénich jednotek (tab. I). Velmi nizkd vytéZnost viru
byla dosazena u kment lentogennich a naopak vysoka u linie R/TKso a ve-
logenniho kmene 2455/6. V tabulce jsou uvedeny u kmene Bi hodnoty vy-
téznosti na 1 bunku v kulturdch, které nebyly po inokulaci proplachnuty.
Po proplachnuti naockované kultury jako u kment virulentnéjsich byl vyté-
zek na 1 bunku pti teploté 30 °C jen 0,00025 in6ekéni jednotky.

Cytopatogenni u¢inek (CPE) viru na bunky byl sledovan u mezogennich
a velogennich kment mikroskopickym vysetrenim monolayeru pri odbéru vzor-
ki a u kmene R/TKso mikroskopicky na sklickach, vlozenych do zkumavky
pied nasazenim kultury KEB. Prvni projevy CPE byly pozorovany pii 40 °C
po 36 hodinach kultivace a pti 37 °C po 48 hod. V obou ptipadech doslo
k dplnému rozruseni monolayeru a degeneraci bunék do 72, resp. 96 hod.
Pti 30°C byly prvni naznaky degenerace bunék zjistény az po 120 hod.
V této dobé vsak uz dochazelo k postupnému rozpadu bunééné vrstvy i v kon-
trolnich neinfikovanych kulturach KEB, inkubovanych pfi 37 a 40 °C.

DISKUSE

Vzestup hemaglutinaéni aktivity, shodny prakticky s naSimi kfivkami
tvorby hemaglutininu R/TKso, popsali Vrtiak et al. (1960) pii kulti-
vaci terénniho kmene 18 a kmene By na KEB v Blackovych lahvich. Ackoliv
v naSem piipadé infekéni titr viru v buiikdch v jednotlivych kfivkach pasazi
R/TK byl vzdy niz§i nez infekéni titr viru v mediu bez bunék, nebylo tomu
tak s hemaglutina¢nim titrem, ktery byl v prvnich 48 hodinach vy3§i v buii-
kach. Tento zjev lze vysvétlit tim, ze HA titr uddva v tomto obdobi kulti-
vace mnozstvi nezralych, neinfekcnich, inkompletnich a hemaglutinujicich ¢as-

tic viru v bunécné frakci kultury, které se uvolfiuji do media po kompleti-
zaci ve zralé, infekéni castice.

Z treti casti nasich pokust plyne, Ze bunéna frakce zvy$uje celkové mnozZstvi
infekéniho viru v kultufe navzdory konstatovani Huygelena a Peetermanse
(1963), podle nichZ obsah bunék v kultivaé¢nim mediu nemél vyznamny vliv na uro-
venl infekéniho titru kmene Komarov. Pomér mezi obsahem infekéniho volného viru
v kultivaénim mediu bez bunék a celkového v mediu s burikami byl podle na$ich
pozorovani zavisly jednak na typu virového kmene — velmi maly rozdil byl za-
znamenan u virulentnich virdt a u R/TKs0 pii 379C — a jednak na kultivaéni teplo-
té: Zatimco pii 37°9C byl rozdil prakticky stejny aZz do konce pozorovaci doby, pfi
300C se tento rozdil pon&kud zmen$oval tim, Ze rychleji stoupal titr volného viru,
a naopak pri 40°C se rozdil zvét$oval nasledkem rychlejsi inaktivace volného viru.
Typickym prikladem tohoto Ukazu jsou kfivky kmene R/TKso (obr. 4). Ac¢koliv roz-
dily mezi titry volného a celkového viru nejsou v nékterych pripadech signifikantni
(méné nez 0,5 log. jednotky), pravidelnost vyskytu tohoto jevu svédéi pro jeho vy-
znamnost. Zmény tohoto rozdilu lze vysvétlit v prvnim prtipadé (teplota 30°C) tim,
ze virus, kompletizovany v bunkach, se pozvolna uvolniuje do media, aniz by do-
chazelo k jeho inaktivaci teplem, a v pripadé teploty 40°C tim, Ze virus v mediu
je méné chranén proti inaktivaénim udéinkiim tepla nez virus v bunkach. P& 37°C
je pravdépodobné ubytek viru v mediu nasledkem tepelné inaktivace ¢aste¢né kom-
penzovan uvolnovanim dalsiho viru z bunék, takZe dochéazi k ustdlenému stavu a
k paralelnimu poklesu titru celkového i volného viru.

Latentni obdobi mnoZeni, které je podle naSich pokust neprimo zavislé na in-
kubaéni teploté, udavaji ruzni autoii pro terénni a mezogenni kmeny pri 37°C
shodné v rozmezi 3—6 hodin (Gordon et al. 1952, Levine a Sagik 1956, Kohn
aGoldwasser 1957, Csikvary, Markovits, T6th 1961, Gendon a Mar-
chugin 1966, Zdanov et al. 1966) a to pfi kultivaci v kufecich zarodcich i v tka-
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novych kulturdch raznych druht bunék. Pii sniZeni teploty inkubace na 250C se
prodlouzila doba latence kmene K viru N. n. v kultufe KEB podle Gendona a
Marchus$ina na 3 dny.

Literarni udaje mnoha autort se shoduji s nasimi vysledky i v dobé& dosaZeni
maximalniho titru pri inkubaéni teploté 370C v kulturdach KEB :12 hodin udava
Levine a Sagik, 14—16 hodin Zdanov et al, 16 hodin Gordon et al, 20
hodin Csikvary et al, 34 hodin Kohn a Goldwasser na KEB v Petriho
miskach a 30—38 hod. Huygelen a Peetermans na bunkich hovézich ledvin.
Gordon et al. zaznamenali mnoZeni viru v kufecich zarodcich, probihajici ve dvou
fazich, z nichZ kazd4 byla charakterizovdna asi 2hodinovym prudkym rustem, na-
sledovanym 4hodinovym obdobim pomalej$iho mnoZeni. Csikvary et al. pozo-
rovali pri kultivaci madarského terénniho kmene ve zkumavkovych kulturach KEB
tii takové faze mnoZeni, podobné jako French a St. George (1965) pri kultivaci
geacéaix{ptovaného terénniho australského kmene na kulturach kreééich ledvinovych

unék.

Pomérné rychly pokles infekéniho titru pfi 379C a zvlasté pri 40 °C vysvétluje
okolnost, Ze po 48 hod. kultivace dochézi k destrukei bunééné vrstvy pusobenim viru,
bunky se zaokrouhluji, degeneruji a uvolnuji se od povrchu skla. V tomto obdobi
se pri danych teplotach neuvoliuje jiz z bunék daldi virus v takovém mnoZstvi,
aby byl s to vyvazit ubytek zplUsobeny inaktivaci teplem. Thermicka inaktivace pii
379C probiha zvlasté rychle v prvnich obdobich pusobeni tepla (Cernik, Cerni-
kova 1967) a sniZuje po 10 dnech titr mezogennich a velogennich kment o 3,7 aZ
5,9 log. jednotek. Pokles asi o 4 log. jednotky pozorovali Csikvary et al. v obdo-
bi mezi 50 a 120 hodinami kultivace. Podle Kohna a Goldwassera byl titr
vice méné staly az do 114 hod. inkubace. Mirny pokles po dosaZeni maxima zazna-
menali také Huygelen a Peetermans.

Ackoliv jsme burniky inokulovali virem v nadbytku — 10 TKIDso na 1 bunku —
po proplachnuti bunééného monolayeru jsme zjisfovali stejné vychozi hodnoty jako
Kohn a Goldwasser, ktefi infikovali KEB na Petriho miskach davkou 1 ELDso
na 10—15 bunék terénniho izraelského kmene HP a adsorbovali virus 2 hod. Pri-
béh rustové krivky kmene HP odpovida zhruba kiivkam, které jsme stanovili pro
produkei celkového viru kmene 2455/6 a R/TKso pii 30°C a 366/4 pii 37°C. Huy-
gelen a Peetermans dosahli pii kultivaci kmene Komarov na burnkach hové-
zich ledvin nejlep$i vysledky pri inokulaéni davce 0,1—5 infekénich davek na
1 buniku. Vy$8i davky nemély za nésledek vys$$i vytéZzek a niz§i davaly nepravidelné
vysledky. Podobné uvadi Rusev (1959), Ze mnozeni viru bylo zavislé na velikosti
inokula¢ni davky — niz$§i davka (101.5TKIDso) vyvolala sice pozdé&ji, ale vyssi HA
titry nez vy3si inokula¢éni davka (1055 TKIDso). S timto pozorovanim lze porovnat
rust kmene Bi1, ktery v nasich pokusech pri nizkém vychozim titru — po proplach-
nuti bunéénych kultur — vytvoril relativné vys$si titr ve srovnani s vychozim, nez
pri vysokém vychozim titru, kdy nedoslo vubec k jeho zvySeni béhem kultivace.

Netspéch pomnozeni lentogennich kmenid na TK byl zvyraznén tim, ze
infekéni titr jednotlivych vzorkii nebyl stanoven v kufecich zarodcich, ale
v tkanovych kulturdch, v nichz jsou titry podle nasi zkuSenosti s kmenem
B:1 (Rajtar, Cernik, Zuffova 1968) v priméru asi 200krat nizsi ve
srovnani s titry v kufecich zarodcich. .

Jednotlivi autofi udévaji za stdlych podminek pro riuzné kmeny a kul-
tivacni prostfedi rtizné hodnoty vytéznosti. Levine a Sagik dosahli v sus-
penzi KEB vytéZnost 18—37 inf. davek na 1 buitku, Kohn a Gold-
wasser na KEB v Petriho miskach az 300 inf. ¢astic kmene HP a Csik-
vary et al. u madarského kmene ve zkumavkovych kulturach KEB az 620
infekénich ddvek na 1 burnku. Kolisani vytéznosti za danych pokusnych pod-
minek bylo ovlivnéno typem virového kmene, jeho pfizpisobenim tkanové kul-
tufe a teplotou inkubace. Nejvy$§i vytéznost byla zjisténa u velogennich kment
a mezogenniho kmene, adaptovaného na TK, nejniz§i u lentogennich kmen.
Nejvhodnéjsi teplotou bylo 37°C, v priiméru o néco nizsi vytéznost byla
dosazena pti 30°C a pfi 40 °C byla vytéinost téméf t¥ikrat nizsi.

Stanoveni rustovych kfivek pfispiva k poznani vieobecnych vlastnosti jed-
notlivgch kment viru pseudomoru dribeze s rdznou virulenci. Vedle ostat-
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nich testd, zalozenych na citlivosti viru va¢i rGznym teplotdm, jez byly po-
psdny v piedchéazejicich sdélenich (Cernik 1966, Cernik, Cernikovi
1967), umoziuje charakterizovat neznamé kmeny viru N. n. a zafadit je
alespori ramcové do neékteré ze zakladnich skupin jako kmeny lentogenni, me-

zogenni nebo velogenni.
Doslo dne 24. 1. 1968

Za technickou spolupraci dékujeme pani Marii Pechédéové.
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BHpyca ICEBIOYYMbl NTHI, HAa TKAaHEBBIX KyJIbTypax IPH pasnuMuHBIX TeMmeparypax. Ber. men.
(Ipara), 13 (7) : 393-402, 1968.

Asropnl uccienosanu B tedenue 120 uacos npu temneparype 30, 37 u 400C B ommocnoitHOI
KyJbType KypHMHBIX 3MOPHMOHAJBHBIX KJIETOK pasmMHo:xeHue mrammos Bi, La Sota, Roakin u ero
tkanesoin smuuu R/TKso, Hertfordshire, Miyadera u snusooruueckux mrammos: 2455/6
u 366/4. Y neHTOreHHBIX WTaMMOB He yIajoCh YCTAHOBUTH 3HAYMTENBHOTO IOBBIMICHMST HHpEK-
IIMOHHOTO THTpa. BeIxon pasMHOKeHHOro BMpyca oOkasasucs odeHb Huskum — 0,00025—0,6 undex-
UMOHHBIX eNMHUI] Ha OfHy KJETKy. Y MEe30TeHHBIX M BEJIOTEHHBIX IITAMMOB C [IOBBIILAIOMIENCH TeM-
nepaTypoil COKpalajoch BpeMs JIATEHTHOTO MepHofa W TaKKe BpeMs, HeoOXONHMMOe IJA MOJy4eHHS
MaKkcuMaabHOTO TuTpa M3 48 —72 uacos npu remneparype 30 9C nmo 18—24 mpu 370C u 12—18
yacos npu 40 0C. Tlpu temueparype 30 °C TuTp coxpaHsercsi Ha IOCTHTHYTOM ypOBHE 1O CaMOTO
KOHIfa Habmonenus, Ho npu temneparypax 37 u 400C nonyuanacs mocremeHHas MHAKTHBaLUs
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pupyca, Gosiee BbipasuresnbHas npu sbicmed rTeMnepartype. Y auuun R/TKs0 mocrurau solcumx
THTPOB, 4Y€M y MEPBOHAYAaJLHOTO AMYHOTO MITAMMAa, HO MHAaKTHBALMA npouia Obictpee. Brixon
BIpyca Ha OJHy KJerKy KoJsie(GaJjcs y Me30reHHBIX M BEJOIeHHBIX MITaMMOB B upegenax or 2—750
HHPEKIMOHHBIX eNHHIL, CaMblil BLICOKM noayuunu y mramma R/TKs0 u 2455/6 npu remneparype
37 9C. IluronarorenHoe posaeiicrsue npossuaoch npu 40 0C uwepea 36 wacos, npu 37 C uepes 48
i npu 30°9C tonbko uepes 120 uacos.

JICHTOT@HHBIE, ME3OTeHHBIE M BEJOPeHHBIE TAMMBI; KypHHblE SMOPHOHAJIbLHLIE KJIETKH, BpeM:d Ja-

ICHTHOI'O 11€pHOoia; HMHPEKIIMOHHLIM THTDP; BBIXON BHMPYyCa; HAKTHBALMA BHPyCa; LUTONATOreHHOE
neHcTBHe.

CERNIK, K. CERNIKOVA, E. (Bioveta, Nation. Enterpr., Nitra, Czechoslovakia).
Progagation of the Newcastle Disease Virus on Tissue cultures at Different Tem-
peratures. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 393—402, 1968.

Propagation of the strains Bi, La Sota, Roakin and of its tissue line R/TKso, Hert-
fordshire, Miyadera, and of the field strains 2455/6 and 366/4 was investigated for
120 hours in a monolayer culture of chick embryo cells at temperatures of 30, 37,
and 409C. In lentogenic strains it was not possible to record any significant
rising of the infectious titre. The yield of the propagated virus was very low —
0.00025—0.6 infection units per cell. In mesogenic and velogenic strains the length
of the latent period and of the time required for the obtaining of a maximum
titre shortened with increasing temperature from 48—72 hours at 309C to 18—24
hours at 37°C and to 12—18 hours at 40 °C. At a temperature of 30°C the titre was
maintained at the attained level up to the end of the time of observation, but at
temperatures of 37 and 40°C there occurred a gradual inactivation of the virus,
which was more marked at the higher temperature. In the R/TKso line higher
titres were obtained than in the original egg strain, but the process of inactivation
was more rapid. The yield of the virus per cell fluctuated in the case of mesogenic
and velogenic strains from 2 to 750 infection units, the highest was obtained with
the R/TKso and 2455/6 strains and a temperature of 37°C. At a temperature of
40 0C the cytopathogenic effect appeared after 36 hours, at 37°C after 48 hours, and
at 30 °C not until after 120 hours.

lentogenic, mesogenie, velogenic strains; chick embryo cells; length of latent period;
infections titre; virus yield; inactivation of virus; cytopathogenie effect.

CERNIK, K., CERNIKOVA, E. (Bioveta, VEB, Nitra, Tschechoslowakei). Die Ver-
mehrung des Virus der Pseudogefliigelpest auf Gewebekulturen bei verschiedenen
Temperaturen. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 393—402, 1968.

Die Vermehrung der Stimme Bi, La Sota, Roakin und dessen Gewebekulturlinie
R/TKs0, Hertfordshire, Miyadera und der wilden Stdmme 2455/6 und 366/4 in den
Einschichtgewebekulturen der Hiihnerembryozellen wurde bei 30, 37 und 40°C 120
Stunden lang verfolgt. Bei lentogenen Stidmmen ist es nicht gelungen, einen be-
deutenden Aufstieg des infektidsen Titers festzustellen. Der Ertrag des vermehrten
Virus war sehr niedrig — 0,00025—0,6 der infektiésen Einheiten (IE) auf I Zelle
bezogen. Bei mesogenen und velogenen Stimmen wurde mit der steigenden Tempe-
ratur die Latenzperiode und auch die zur Erreichung des maximalen Titers von
48—172 Stunden bei 309C auf 18—24 Stunden bei 37°C und 12—18 Stunden bei 40°C
notige Zeit kiirzer. Bei 30 °C hilt sich der Titer auf dem erreichten Niveau bis zum
Ende der Beobachtung, aber bei 37 und 40°C ist es zur allméhlichen Virusinakti-
vierung gekommen, die bei héherer Temperatur ausgeprdgter war. Bei der Linie
R/TKs0 wurden hohere Titers als bei dem urspriinglichen, auf dem Ei kultivierten
Stamm festgestellt, die Inlaktivierung verlief aber schneller. Der auf eine Zelle be-
zogene Ertrag des Virus schwankte bei mesogenen und velogenen Stidmmen von
2—750 IE, der hochste war bei den Stdmmen R/TKso und 2455/6 und bei der Tem-
peratur von 37°C. Die cytopathogene Wirkung erwies sich bei 40 0C nach 36 Stun-
den, bei 379C nach 48 Stunden und bei 30 °C sogar nach 120 Stunden.

lentogene, mesogene, und velogene Stimme; Hiihnerembryonalzellen; Latenzperiode;
infektidser Titer; Ertrag des Virus; Inaktivierung des Virus; cytopathogene Wirkung.

Adresa autori:
MVDr. Karel Cernik, MVDr. Edita Cernikova, Bioveta n. p., Nitra

402 yYETERINARNI MEDICINA — 1968



OPTIMALN{ KONCENTRACE PTACIHO TUBERKULINU
A DIAGNOSTICKA EFEKTIVNOST TUBERKULINACE U SLEPIC

R. Dvorak

USVU, Statni kontrola bioprepardtii a 1ééiv, Ivanovice na Hané

DVORAK, R. Optimdlni koncentrace ptaéiho tuberkulinu a diagnostickd efek-
tivnost tuberkulinace u slepic. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 403—408, 1968.
Hodnoceni optimalni koncentrace avidrniho tuberkulinu jsme provedli na sle-
picich, experimentdlné infikovanych Mycobacterium avium. Byl testovan d&sl.
obchodni ¢i§tény ptaéi tuberkulin, ktery obsahuje 20000 TU/ml £ 4000 TU
podle mezinarodniho PPD standardu, v koncentracich 2000, 1000, 500 a 250
TU/dos. U tuberkulint s aktivitou 2000 a 1000 TU/dos byla zjisténa stejna
diagnosticka spolehlivost a mezi reakcemi nebyl statisticky vyznamny rozdil.
Vysledky na redéni 500 a 250 TU vykazovaly zachytnost aZz o 209, nizsi.
Diagnosticka efektivnost tuberkulinace v prib&hu pokusu poklesla pri aplikaci
2000 TU/dos ze 100%, za 160 dni na 65%, u 1000 TU/dos ze 100°, na 63,69,
u 500 TU rovnéz ze 100°%, na 47,19, a u koncentrace 250 TU z pavodni zichyt-
nosti 95,5%, na 48,49,.

tuberkulin ptaci; aktivita; diagnosticka spolehlivost.

Pii vySetrovani drlibeze na tuberkulézu zastava tuberkulinace stile nej-
pouzivanéjsi metodou. Otazka optimalni koncentrace tuberkulinu neni vSak
dosud dostate¢né vytesena. Casto se povazuje za nejvhodnéjsi aktivita 25 000
TU/ml. U vétsiny autort vSak nenachdzime zduvodnéni doporucené koncen-
trace. Tuberkuliny pouzivané v zahrani¢i maji podle udaji v navodech k po-
uziti ruznou aktivitu, napt. v Anglii 25000 TU, v Polsku 50000, novéji
0,8 mg tuberkuloproteinu v 1 ml, v NDR 75000 TU/ml. Csl. ¢itény ptaci
tuberkulin (Bioveta v Ivanovicich n. H.) t. ¢&. obsahuje 20 000 == 4000 TU/ml.

Prace zabyvajici se upotfebenim fedénych tuberkulind jsou ojedinélé.
Schneider (1956) dosahl nejlepsich vysledkii s nefedénym nebo 50%
vetus tuberkulinem. Svréek, Vrtiak, Komarek (1965) uvadgji, ze
diagnosticka spolehlivost tuberkulinu s obsahem 25000 a 50 000 TU je cel-
kem stejna. Aktivitu tuberkulinu stanovili gravimetricky (0,00002 mg tu-
berkuloproteinu = 1 TU). Rossi (1965) zjistil u experimentdlné infiko-
vanych kohouti PPD tuberkulinem v déavkach 200, 1000 a 5000 TU téméF
stejné vysledky a vyvozuje, Ze je mozno dosdhnout spolehlivych diagnos-
tickych vysledkii i niz§imi koncentracemi TU (1250 a 625 TU/dos).

V' naSich pokusech jsme se zabyvali diagnostickou spolehlivosti réznych
fedéni a sledovanim, do jaké miry se aktivita tuberkulinu podili na nizké
diagnostické efektivnosti tuberkulinového testu u slepic.

MATERIAL A METODIKA

Tuberkulin. K pokusim jsme pouzivali é&sl. komeréni tuberkulin
ciStény ptaci, titrovany podle standardniho PPD pta¢iho tuberkulinu z ust¥ed-
ni veteriarni laboratote, Weybridge, Anglie (TP 175, Bioveta v Ivanovicich
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n. H.). K pokusim byl ptipraven v koncentracich 2000, 1000, 500 a 250
TU/0,1 ml. K fedéni byl pouzit pufrovany roztok s 10 % glycerinu a 0,5 %
fenolu.

Pokusna zvifata a infekce. Do pokusu byly zafazeny slepice,
bilé leghorn, staré 1—2 roky, pochézejici ze zdravého prostiedi a nereagujici
na tuberkulin. K umélé infekci jsme pouzili Mycobacterium avium, kmen Al
96, péstovany na Pavlovského piidé. Infekce byla provedena suspensi 2 mg
bakteridlni hmoty $estitydenni kultury ve f[yziologickém roztoku i.m. do prsni
svaloviny. | I

Provedeni a posouzeni tuberkulinace. Tuberkuliny byly
aplikovany i.d. do lalicku pfi jeho distalnim okraji v dévce 0,1 ml. Reakce
byly hodnoceny za 24 a 48 hodin. Zdufeni jsme méfili kutimetrem na volné
visicim lali¢ku v jeho nejvét§im rozdifeni a odpoéitali od sily lalucku pied
tuberkulinaci. Soucasné jsme posuzovali reakci pomoci kfizka (+ az + + + +).
Stejnym zptsobem jsme zji§fovali pfipadné zdufeni kontrolniho lalacku.

Uspofadani pokusu. Pokus byl proveden na 90 slepicich, roz-
délenych do 4 skupin. Prvni skupina (24 slepic) byla vySetfovdna tuber-
kulinem s aktivitou 2000 TU/0,1 ml, druhé skupina (22 slepic) 1000 TU/dos,
theti (24 slepic) 500 TU/dos. Do c¢tvrté skupiny bylo zafazeno 20 slepic
a pouzito 250 TU/dos. Tuberkulinace byly provedeny za 38, 72, 126, 170
a 198 dni po infekei.

Statistické hodnoceni r. ¢. bylo provedeno obecnym Studentovym t-testem.

VYSLEDKY

Diagnostickd spolehlivost pouzitych fedéni je uvedena v tabulce I.

Pti hodnoceni reakci za 24 hodin jsme zjistili pfiblizné stejnou diagnos-
tickou spolehlivost u tuberkulind s aktivitou 2000 a 1000 TU/dos u vsech
tuberkulinaci po infekci. K sobé se pfiblizuji i vysledky pfi pouZiti fedéni 500
a 250 TU/dos. Na koncentrace 500 a 250 TU je zichytnost vieobecné o 10
az 20 % niz8i nez aktivnéjsi tuberkuliny. Pfi prodluzovani ¢asového intervalu
mezi infekci a tuberkulinaci dochdzi u viech pouzitych koncentraci ke sni-
zovani diagnostické efektivnosti. U tuberkulinu s aktivitou 2000 TU/dos ze
100 % zachytnosti 38. den po infekci klesi za dalsich 160 dni na 75 %
a u 1000 TU/dos rovnéz za 100 % na 81,8 %. U 500 TU/dos, kde byla uz
pfi I. tuberkulinaci po infekci zachytnost jen 87,5 % na 58,9 % a u koncen-
trace 250 TU z plivodnich 86,4 % na 53,8 % pozitivné a dubiézné reagujicich
slepic.

Pri posuzovani za 48 hodin zji§fujeme pfiblizné stejnou diagnostickou
spolehlivost na viechna pouzitad fedéni jest¢ pti III. tuberkulinaci, tj. 126 dni
po infekci, bereme-li v avahu i dubiézni reakce, jejichz pocet se u koncentraci
500 a 250 TU zvySuje. AvSak jen za 38 dni po infekci je 100 % zjisténi
infikovanych slepic na prvni tfi koncentrace. Diagnosticka efektivnost se po-
stupné snizuje, az pti V. tuberkulinaci klesla u 2000 a 1000 TU na 63 az
65 %, u 500 a 250 TU na 47—48 %.

Primérna reakéni ¢isla naméfend za 24 a 48 hodin (tab. II) jsou
v pfimé zdvislosti na koncentraci tuberkulinu. Maximélni zdufeni se proje-
vuje pii tuberkulinaci 72 dni po infekci, a to u v8ech fedéni. Zatimco pfi po-
suzovani za 24 hodin zji§tujeme pii III., IV. a V. tuberkulinaci nepravi-
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896T — VNIDIGIW INHYNIHILIA
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I. Diagnostickd spolehlivost fedénych ptaéich tuberkulinti v ruznych &asovych odstupech po i. m. infekeci M. avium

Pouzité koncentrace tuberkulinu v TU/dos
Tuberkalinace 5o infc | pggen o 2000 ‘ 1000 ' 500 250
% reakci

pos. dub. neg. ‘ pos. ’ dub. neg. pos. ’ dub. ‘ neg. ‘ pos. \ dub. neg.
38 dni 100 = - 95 5 - 79,2 8,3 12,5 81,9 4,5 13,6
72 dni 100 — — 100 — — 87 8,7 4,3 90,6 4,7 4,7
126 dni 24 hodin 82,8 4,2 13 88,3 — 11,7 76,3 4,7 19 62,6 18,7 18,7
170 dni 95 — 5 84,2 7,9 7,9 63,2 10,5 26,3 76,9 257 15,4
198 dni 70 5 25 72,7 9,1 18,2 47,2 11,7 41,1 —‘-53,8 - 46,2
38 dni 95,8 4,2 = 100 — — 95,9 4,1 — 95,5 — 4,5
72 dni 95,8 — 4,2 95 — 5 87 8,7 4,3 81 4,7 14,3
126 dni 48 hodin 82,8 — 17,2 88,3 — 11,8 76,3 14,3 9,4 68,8 12,5 18,7
170 dni 85,5 5 10 76,3 7,9 15,8 47,5 21 31,5 69,2 - 30,8
198 dni 65 5 30 63,6 — 36,4 47,1 — 52,9 48,4 11,4 46,2




II. Primérna reakéni &fsla na pouZité koncentrace ptadiho tuberkulinu v mm

Posouzeni tuberkulinace
Koncentrace l —
tuberkulinu L | || | v. | L [ IL ' 11 l v | Y
v TU/dos
2a 24 hod. ‘ 7a 48 hod.

2000 35| 52| 35| 53| 27| 49| 63| 51| 56 | 3.1

1000 25| 38| 33| 38| 28| 43| 50| 50| 45| 24

500 26 | 35| 25| 23| 23| 43| 47| 41| 35| 25 |

250 22| 34| 21 29| 15| 38| 39| 28| 37| 14

delnosti ve vy8i reakce, pfi posuzovani za 48 hod. je celkem pravidelné
snizovani primérnych r. ¢. na jednotlivé koncentrace. Za 48 hodin jsou reakce
vy$si nez za 24 hodin.

Rozdil mezi reakcemi je statisticky vyznamny pfi I. tuberkulinaci mezi
2000 a 250 TU (t = 2, 291; s. v. = 44; p <20,05), pti II. tuberkulinaci 2000
a 500 TU (t = 2, 614; s. v. = 44; p<0,02) a 2000 a 250 TU (t = 3, 593;
s. v. =42; p<0,01), pfi IIl. tuberkulinaci 2000 a 250 TU (t = 2, 710;
s. v. = 36; p<0,02).

Statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky po 2000 a 1000 TU nebyl
zji§tén pfi Zadné tuberkulinaci.

DISKUSE

Predev§im experimentdlni prace Rossiho (1965) dala podnét ke stu-
diu moznosti vyrabét a pouzivat k alergické diagnostice u slepic méné koncen-
trovany tuberkulin. Tomu predchizelo zavedeni biologické standardizace jed-
notlivych op. &isel za pouZiti ptaéiho tuberkulinu PPD z Ustfedni veterindrni
laboratofe ve Weybridge (Anglie), ktery byl ustanoven jako mezinarodni stan-
dard v roce 1954 (WHO expert comittee on biological standardization 1964).
Titrace podle tohoto standardu je nezbytna ke srovnani tdaji o nejvhodnéjsi
koncentraci pta¢iho tuberkulinu.

Vysledky zjisténé v pokusech odpovidaji nejvice poznatkim Schnei-
dera (1956), ktery nedosahl fedénym tuberkulinem spolehlivych diagnostic-
kych zavéri. Vysledky, které ziskal R cssi (1965) niz§imi ddvkami TU, mt-
zeme potvrdit vySetfenim 38 dni po i. m. infekci. Pfi dal§ich tuberkulinacich
se viak diagnostickd spolehlivost na nizké koncentrace (500 a 250 TU) sni-
zila, coz se projevilo zvét§enim poétu negativnich nebo alespofi dubiéznich
reagentu.

Ze sledovanych koncentraci vykazuje nejvétsi diagnostickou spolehlivost
tuberkulin s obsahem 2000 a 1000 TU/dos. Vice Fedéné tuberkuliny nelze
doporucit, ponévadz ani pifi vySetfeni za 38 a 72 dni po infekci, kdy byla
2000 a 1000 TU/dos prokdzidna 100% spolehlivost, nebyly jimi odhaleny
viechny uméle infikované slepice.
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Diagnosticka efektivnost tuberkulinace se v pribéhu nasich pokusi sni-
7ovala. Tato skuteénost se projevila u vSech pouzitych fedéni a u niz§ich kon-
centraci byla vyraznéj§i. Z toho vyplyva, Ze se také aktivita tuberkulinu po-
dili vedle fady dal§ich faktorG na efektivnosti alergického vySetfeni tuberku-
lézy u slepic.

Doslo dne 20. 8. 1967
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JTBOPXAK P. (IIYBH, TlocynapcTseHHBIT KOHTpOJb 6GHonpenapaTtoB W jekapers, VBaHoBmue Ha
Tane, Yexocnosakua). OnrtumanbHas KOHIEHTPALHS NTHYREro TyGepKynHHA ¥ IMArHOCTHYECKAd
spdexrusHocTs Ty6epKynmHaumu y xyp. Ber. mex. (IIpara) 13 (7) : 403-408, 1968.

Ouenky onTuMaabHON KOHLEHTPALWM NTHYbero TybepkyjnMHA npoussesn Ha Kypax, SKCIHEepPHMeH-
rtaspHo uHGHUHposanHex Mycobacterium avium. [lposepsnn KOMMepUYeCKMii OUMIIEHHEIH Ty-
fepKYJIHMH 4eXOCIOBAIIKOTO MPOM3ROACTBA, B coctaB Kotoporo nxomut 20.000 TE/mx * 4.000 TE
1a ocHopaHuM MexuayHaponHoro TITIJI crammapra, B xoHmentpauuax 2.000, 1.000, 500 u 250 TE
B nose. Y rybepkysaunos ¢ akrusHocrbio 2.000 u 1.000 TE B mose yCTaHOBHJM ONMHAKOBYIO IHa-
PHOCTHYECKYI0 HAIEXMOCTh M MEKIy PEaKIHUAMM He ONMpeNenusu HUKAKOrO 3HAYMTENLHOro pas-
snuns. Paabannenme 500 u 250 TE nokasano peayabratht ofHapysxkenus naxe na 20 % wmoke.
IMuarnoctnyeckas sPPexTHBHOCTL TyBEepKYJMMHAIMY TOHM3WJIACh B MPOUECCe OMbITa TMPH ATTUIH-
karuu 2.000 TE B nose na 100 % » teuenume 160 ameit no 65 %, v 1.000 TE no 63,6 %, y 500 TE
10 47,1 % u npu xomnenrpaunu 250 TE ua nepsonauansusix 955 % no 48,4 %.

TRt Ty6epKyIMH; aKTHBHOCTL; AHATHOCTHYECKAN HANeKHOCTD.

DVORAK, R. (USVU, State Control of Biopreparations and Drugs, Ivanovice na
Hané, Czechoslovakia). Optimum Concentration of Awvian Tuberculin and the Dia-
gnostic Effectiveness of Tuberculinization in Hens. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 403-408,
1968.

An evaluation of the optimum concentration of avian tuberculin was carried out in
hens that had been infected experimentally with Mycobacterium avium. Tested was
the Czechoslovak commercial purified avian tuberculin containing 20 000 TU/ml =+
+ 4000 TU according to the international PPD standard and applied in concentrat-
ions of 2000. 1000, 500 and 250 TU/dos. For tuberculins with an activity of 2000 and
1000 TU/dos an identical diagnostic reliability was found and between the reactions
there was no statistically significant difference. The results obtained with a dilution
of 500 and 250 TU showed an effectiveness lower by up to 20 per cent. In the case
of an application of 2000 TU/dos the diagnostic effectiveness of tuberculinization
decreased in the course of the experiment from 100 per cent in 160 days to 65 per
cent, in the case of an application of 1000 TU/dos from 100 per cent to 63.6 per
cent, in the case of 500 TU also from 100 to 47.1 per cent, and in the case of a
concentration of 250 TU from the original 95.5 to 48.4 per cent.

avian tuberculin; activity; diagnostic reliability.
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DVORAK, R. (Die Staatskontrolle der Biopriparate und Arzneimittel, Ivanovice na
Hané, Tschechoslowakei) Die optimale Konzentration des avidren Tuberkulins und
die diagnostische Effektivitit der Tuberkulinisierung bei Hennen. Vet. Med. (Praha)
13 (7) : 403—408, 1968.

Die Bewertung der optimalen Konzentration des avidren Tuberkulins wurde auf mit
Mycobacterium avium experimentell infizierten Hennen durchgefiihrt. Es wurde
das tschechoslowakische, gereinigte avidre Tuberkulin getestet, das 20.000 TE/ml =
* 4,000 TE nach internationalem PPD-Standard in Konzentrationen 2.000, 1.000, 500
und 250 TE in einer Dose enthdlt. Bei Tuberkulinen mit Aktivitdat von 2.000 und
1.000 TE/Dose wurde dieselbe diagnostische VerldBlichkeit festgestellt und zwischen
Reaktionen zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied. Die Resultate bei
Verdiinnung auf 500 und 250 TE wiesen einen um sogar 209, niedrigeren Befund
aus. Die diagnostische Effektivitit der Tuberkulinisierung sank im Verlaufe des
Versuchs in 160 Tagen bei Applikation von 2.000 TE in einer Dose von 100%, auf
65%, bei 1.000 TE/Dose von 100%, auf 63,69, bei 500 TE ebenfalls von 100%, auf
47,19, und bei der Konzentration von 250 TE von urspriinglichen 95,59, auf 48,4Y/,.

das avidre Tuberkulin; Aktivitdt; diagnostische VerldBlichkeit.
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ZHODNOCENI SEROLOGICKYCH VYSETRENI NA BEDSONIOZU
PLEMENNYCH BYKU A VZTAH K PLODNOSTI

J. Toman

Ustfedni stdtni veterindrni dstav, Pardubice

TOMAN, J. Zhodnoceni sérologickych wvySetfeni ma bedsoniézu plemenniych
byki a vztah k plodnosti. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 409—414, 1968.

V této praci bylo provedeno zhodnoceni sérologickych nélezti u 284 plemen-
nych bykt a zhodnocen vztah hladiny titrd k plodnosti. Ve skupiné 64 byku
s positivnim titrem (22,6 9, nebylo podstatnych rozdilti pii porovnani s plod-
nosti po I. inseminaci celoro¢ni, ani v mésici vySetfeni ve skupiné byku bez
titru. Uréité rozdily byly pouze ve skupiné zvifat s titrem 1:16 a vySe, ale
protoZe ¥lo o skupinu pouze 49 zviiat, nelze z uvedenych vysetfeni vyvozovat
zAvéry. ProtoZe v soucdasné dobé se touto otdzkou nikdo systematicky nezabyva,
je tfeba na tuto okolnost upozornit a vénovat ji néleZitou pozornost, stejné tak
jako otdzkdm mimogenitalni pritomnosti tohoto infekéniho agens.

enzootickd neplodnost skotu; bedsonie; protildtky v krevnim séru.

Od roku 1958 byla v rtznych lokalitich CSSR pozorovdna enzooticka
neplodnost skotu, kterd nékdy ptsobila vaZné néarodohospodaiské ztrdty. Do-
sud nebylo pfi téchto procesech mozno stanoviti infekéni agens a diagnostika
se opirala pfevazné o klinické nélezy u plemeniki i plemenic. V roce 1965
Boha¢ VEzinik a kol. uréili bedsonie jakozto jednoho z plivoded enzootické
neplodnosti skotu CSSR. V souboru diagnostickjch metod uvadgji k prikazu
bedsoniézy mezi pfednimi sérologické vySetfeni pouiitim metody vazby kom-
plementti. Tato pridce ma pfispét k objasnéni vyznamu pouz1t1 sérologickych
vySetfeni v praxi.

Enzootickd neplodnost se v tomto stoleti stala z6va#nou problematlkou
v celém svété. Jiz Williams v roce 1923 poukdzal na tlohu samci jako
§ifiteld genitalnich infekci. I pohlavni orgdny klinicky zdravych zvifat mohou
pfechovévat virus, ktery se mize kdykoliv aktivovat. U jalovic i krav se pro-
jevi vaginitida a té%Zk4 cervicitida.

Jones a Little (1927) pozorovali granularni vaginitis ze které izo-
lovali grampozitivni kokoidn{ plelomorfni utvary suspektni na téliska bedso-
nif nebo PPLO. i

Enzootickou neplodnosti virové etiologie se dile zabjyvali Webster
(1932), van Rensburg (1953), Henning (1949), Hudson (1949),
Bouters a spol. (1961), Conradi a spol. (1962), Florent a spol.
(1962) a celd fada dalgich.

Jako infekénf agens je uddvdn nejéastéji virus IBR—IPV, PPLO Miya-
gawanelly, mykoplazmata a enteroviry.

Kaaden a Lieberman 1966 sledovali vyskyt protilitek proti Miyaga-
wanelliam u skotu NDR. Z 1014 zvitat reagovalo pozitivné 24 %.

Afshar (1965) popisuje aborty skotu vyvolané Miyagawanellami, Y or k
a Baker (1956) infekce telat.

Véznik, Boh4a¢ a spol. v roce 1965 ozna&ili bedsonie jako jednoho
z pivodcid enzootické neplodnosti skotu v CSSR.
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MATERIAL A METODY

K sérologickému vySetfeni RVK na bedsoniézu bylo ziskano jednordzové
v roce 1966—1967 krevni sérum od 284 plemennych byka z 12 PS Vyjcho-
doceského kraje a z krajskych karantén. Sérologické vySetfeni bylo provedeno
Dr. Trunkatem z OSD Cesky Brod pouzitim chladnickové metody vazby
komplementli, s antigenem vyrobenym Biovetou n. p., Ivanovice na Hané,
podle Dekkina. Ziskané vysledky vySetfeni byly zhodnoceny podle vysky
titrd jednotlivych bykid a celé PS. Od bykd, ktefi piasobili v plemenithé, bylo
provedeno porovnani vysky titri ve vztahu k plodnosti po I. inseminaci za
mésic, kdy vySetfeni bylo provedeno a ve vztahu k celkové jejich plodnosti
v roce.

VLASTNf POZOROVANTI

Uéelem této prace bylo predeviim zhodnotit pocet plemennych byka s pfi-
tomnosti protildtek podle jednotlivych PS, vy3i titrd, vyhodnotit vztah proti-
latek v krevnim séru k plodnosti po I. inseminaci, a to jak v mésici vySetfeni,
tak plodnosti celoroéni a vyhodnotit rozdil plodnosti byki s titrem a bez titru.
K uvedenym vysledkiim zaujmout stanovisko pouzitelnosti sérologického vy-
Setfeni k diagnostice enzootické neplodnosti skotu.

Tabulka I. ukazuje celkovy piehled o provedeni vysetfeni, Z tohoto pte-

1. Sérologické vySetieni krve na bedsoniézu u plemennych bykt na PS
Vychodocteského kraje za rok 1966

OSD Cesky Brod
viech negativni celkem . . .
PS bk ks a %, sérolog. 1:4|1:8[1:16/1:32|1:64
| reaguji

Brna 27 | 21(77,7 %) 6(22,3 %) 1 2 1 = 2
Kostelec n. Orl. 24 | 21(87,5 %) 3(12,5 %) 1 1 = - 1
Malejov 28 | 15(53,5%) | 13(46,5 %) 6 6 1 - -
Nechanice 27 21(77,7 %) 6(22,3 %) 5. 1 - - -
Novy Dviir 22 | 19(86,3 %) 3(13,7 %) 2 - 1 = -
Osik 17 | 15(88,2 %) 2(11,8 %) - 1 1 - -
Police n. M. 17 | 15(88,2 %) 2(11,8 %) 2 = = = -
Trutnov 16 | 11(68,6 %) 5(31,4 %) 3 1 1 = -
Ustin. O. 28 | 24(85,6 %) 4(14,4 %) 3 1 — —~ -
Turnov 22 9(40,9 %) 13(59,1 %) 6 4 3 - -
Zidovice 25 | 21(84,0 %) 4(16,0 %) 2 1 = 1 =
Pomezi 31 | 28(90,3 %) 3 (9,7 %) 2 1 - e, I =
Celkem vySetfeno (284 ks | 220 ks 64 ks 33 19 8 1 3
byki: l 77,4 % 22,6 % 52%(29,9 %(12,5 %| 1,5 % | 46 %
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hledu je patrné, ze z 284 plemennych byka bylo 220 (77,4 %) bez titru
a 64 plemennych byki (22,6 %) s titrem. Nejvy$§i pocet byku s titrem méla
PS Turnov (59,1 %), dale Malejov (46,5 %), nejniz§i PS Pomezi (9,7 %).

Z tabulky I je zfejmé, ze nejvétsi pocet zvifat mélo titr 1:4, a to 33 bykd,
1:8 19 byka,1:16 8 bykd, 1:32 1 byk a 1:64 3 byci.

Z uvedenych vySetfeni se ukazalo, Ze na viech PS Vychodogeského kraje
jsou byci s pfitomnosti protilatek v krevnim séru proti bedsoniim.

Tabulka II. ukazuje vyhodnoceni plodnosti po I. inseminaci u byku
séronegativnich a séropozitivnich, za cely rok a za prisluny mésic, kdy vy-
Setfeni bylo provedeno.

II. Vyhodnoceni plodnosti byku

=8
~ (=3 ~° (=] o o =]
.| g% | go | gt | wst o AN
So | 8| | v |E8o S sel 8w | 8 B8o
28|98 | 4. | 9% |48 g5 8% | 8% |27
a7} -—<° -—°<ll';‘ -—oco U_QN - .-o.u-i‘o'\' 2 20 020 ~o
A8 |md |mid [ER |Ord| 2 YT S |R& |0Ral 2
Sérologicky
negativni
7 plodnosti
ro¢ni 1966 204 | 44 69 60 173 (84,8 %,| 21 8 2 31 |15,2%
Sérologicky
pozitivni
@ plodnosti
ro¢ni 1966 149 15 34 70 119 |79,99%| 18 10 3 30 |20,1 %
Sérologicky
pozitivni
@ plodnosti
v mésici vy-
Setfeni
(1966) 119 | 35 24 32 91 (76,5 % | 12 7 9 28 |23,5%

Ve skupiné 204 vyhodnocenych byki bez titru mélo plodnost nad 50 %
173 bykia (tj. 84,8 %) a 31 byka (15,2 %) vykézalo snizenou plodnost pod
50 % za obdobi celého roku.

Ve skupiné bykd sérologicky pozitivnich bylo vyhodnoceno 149 byku
a z nich ma plodnost nad 50 % 119 plemeniki (79,9 %) a 30 byki ma sni-
zenou plodnost pod 50 % (tj. 20,1 0}0)) plemenikii z této skupiny. Z uvede-
ného piehledu je patrné, ze ve skupiné byki se zjisténou hladinou protilatek
je plodnost nizsi nez 50 % u 4,9 % byka vice, nez u byku bez titru. Z tohoto
pozorovani lze soudit, Ze neni podstatnych rozdild v celoroéni plodnosti bykut
bez tiiru a s pozitivnim titrem.

Pii pozorovani plodnosti byki za mésic, kdy vySetfeni bylo provedeno,
mélo snizenou plodnost pod 50 % 23,5 % bykid, coz je o 8,3 % vice, nez
ve skupiné byki sérologicky negativnich. Z toho je patrné, ze zde je rozdil
vyraznéjsi, ale ne zcela signifikantni.

V dal8i ¢asti prace bylo provedeno porovnani vztahu vysky titru k plod-
hosti. Vysledky jsou shrnuty v pfehledu na tabulce III. P¥i porovnani s plod-
nosti v mésici vySetfeni je patrné, ze byci s titrem 1:4 a 1:8 méli lepsi
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II1. Vyhodnoceni sérologickych titri na bedsoniézu se vztahem k plodnosti byka

Plodnost v mésici vySetfeni:

1 Pocet vyhodno- Titr: Plodnost I;lgdlnost Plodnost ({;:lﬁ:gl o/ P‘ic;dlnost Plodnost | Plodnost (l':‘:l::ggl %
G 5 e ¢ ) L = o 0, /0 L L o 0, 0, o
cenych byka: nad 60 % 60 % 50—55 % 50 9, 50 9 40—45 % |pod 40 % 50 9%

35 (100 %) 1:4 13 8 9 30 85,5 % 2 1 2 14,5 %
35 (100 9% 1: 12 7 10 29 82,2 9%, — 3 6 17,8 %
35 (100 %) 1:16 7 7 10 24 68,5 % 6 2 3 11 31,5 %

9 (100 % 1 ¥32 2 2 2 60,0 % 2 — 1 40,0 %
5 (100 %) 1:64 1 — 1 2 33,0 % 2 1 — 3 67,0 %

119 (100 %) 35 24 32 91 76,5 % 12 78 9 28 23,5%

Pl odnost v roce vySetieni:

Pocet vyhodno- Titr: Plodnost P;‘;dl"js‘ Plodnost E:E::g’ % Pi(;dflgst Plodnost | Plodnost (;.:l:::&n o
cenych bykii: © |nad60%| "3 o) 50—55 %| 59 o, C. 50 % 40—45 %|pod40 % | 5 o, 2
42 (100 %) 1:4 4 14 18 36 85,8 9% 5 1 — 6 14,2 %
44 (100 9, 12 3 12 17 32 72,6 % 5 6 1 12 27,4 %
42 (100 9% 1:16 6 23 35 83,3 % 5 2 1 16,7 %
16 (100 %) 1:32 2 2 8 12 74,9 % 2 1 1 4 25,1 %

5 (100 %) 1:64 - — 4 4 79,9 % 1 - — 1 20,1 %

149 (100 %) 15 34 70 119 79,8 % 18 10 3 30 20,2 %




plodnost nez byci bez titru. Byci s titrem 1:16 méli viak o 11,4 % plod-
nost nizsi nez byci bez titru a byci s titrem 1:32 dokonce o 22,2 %. Ve
skupiné 5 bykid s titrem 1:64 v 67 % byla plodnost snizena pod 50 %.

DISKUSE

Vysledky shrnuté v této praci vykazaly, ze ve Vychodoceském kraji se
v soucasné dobé nachazi pomérné vyscké procento byka s pfitomnosti proti-
latek proti bedsoniim v krevnim séru, a to 22,6 % .Porovname-li toto ¢islo
se sledovanim Kaadena a Liebermana v NDR (1966), kde zjistili
v souboru 1014 vysetfenych zvifat 24 % pozitivnich nalezd, je zamofeni u nds
priblizné stejné. -

Dosavadni vysledky vysetfeni ukazaly, ze v soucasné dobé z jednora-
zovych vysetfeni sérologickych nelze odvodit samostatné Zadné vyznamnéjsi
vztahy k plodnosti, protoze i ve skupiné bykd s vysokymi titry $lo o maly
soubor zvifat, takze vysledek neni zcela objektivni a bude nutno provést
dalsi pozorovani na velkém poétu zvifat.

Lieberman a Kaaden (1966) zjistili po onemocnéni telat vyrazné
zmény v hladiné titru, ktery v dobé akutniho onemocnéni byl negativni, do-
sahl maximalnich vySek v 8 tydnech a v dalsich 8 tydnech doslo k vyraznému
poklesu. Titr je docasny a pomijejici, v nasich pozorovanich jsou casté recidivy,
takze neni mozné ¢init porovnani s nalezy pti BAB, kdy titr trva po cely Zivot
zvifete. Vzhledem k celkovému charakteru onemocnéni, které postihuje i re-
spiratorni aparat, nachdzime pochopitelné pozitivni sérologické nalezy i pfi
lokalizaci mimo genitalni trakt, kdy plodnost je pochopitelné normélni. Sé-
rologické vySetfeni v soucasném stadiu zistdva cennym orienta¢nim vySetie-
nim vedle vySetfeni kultivaéniho, ale klinické vySetfeni je pfi soucasném
stavu zakladem pro dalsi diagnostiku. Na podkladé klinickych projevi one-
mocnéni je nutné volit sérologickd vySetfeni opakované. Sérologicka vySetieni
sehraji vétsi roli az pfi tlumeni nakazy jako takové, nez v samé diagnostice
enzootické neplodnosti skotu.

Doslo dne 3. 1. 1968
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TOMAH M. (O6nacrHoit BerepuHapHblit nyHkr, [lapmy6uue, Uexocnosakus). Omuer_.a ceponoru-
YeCKHMX HCCIefoBaHWi Ha 6eNCOHHO3 MJXeMeHHBIX OBIKOB M OTHOLIEHHe K IJIONOBHTOCTH. Ber. men.
(IIpara) 13 (7) : 409-414, 1968.

B npenno)xeHHO# paGoTe OMHCHIBAIOT OLEHKY CEPOJIOTHYECKHX HccienoBaHHil 284 nieMeHHbIX GBIKOB
1 06Cy’KMaloT OTHOLIEHHE YPOBHSA THTPOB K IJIOLOBHTOCTH. B rpynne 64 6bIKOB C MOMOKHTEIBHBIM
tutpoM (226 %) He 06HapyXHJM CyLIeCTBEHHOTO PAa3JMYMSA HM NPH CPABHEHHMU C [LIOLOBUTOCTHIO
nocJje nepsoro roaosoro HCKYCCTBEHHOTO OCEMCHEHHA, HU B MECAIC HCCIACIOBAHUA B rpymnmne GBIKOB
6es tutpa. OnpeneseHHoe pasjH4YHe NOABHJIOCH TOJBKO B TpyINe >XHBOTHBIX ¢ THTpoM 1: 16
M BbiIE, HO TAaK KAaK B 9TOM Ipynne Haxoausaoch juimb 49 >KUBOTHBLX, HEJNb3sl M3 I[IPHUBELEHHOI'O
MCCJIEIOBAHMA BLIBONMTH 3aKJIO4eHHA. Tak Kak B HacTosljee BpeMs STHM BONPOCOM HUKTO He
3aHUMaeTcs, HeoOXomuMo o0paTHTh Ha 9TOT (AaKT BHUMAHME M yIEeNATb €My COOTBETCTBYIOLIEC
BHHMaHME, ONMHAKOBO KaK M BONPOCAM MNPHUCYTCTBHA STOrO MHPEKIMOHHOTO areHTa BHE [10JIOBBIX
OPTraHoB. | J |

3H300THYECKoe Oecrionue KPYMIHOTO poOraToro CkKora, GencoHuH; aHTUTENA B KpOB)lHDﬁ CBIBOPOTKE.

TOMAN, J. !The Central State Veterinary Institute, Pardubice, Czechoslovakia).
Evaluation of Serological Examinations of Breeding Bulls for Bedsoniosis and its
Relation to Fertility. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 409—414, 1968.

In this work an evaluation was performed of the serological findings made in 284
breeding bulls and of the relation of the level of titres to fertility. In a group of
64 bulls with a positive titre (22.6 per cent) no substantial differences were found
in a comparison with the fertility after the 1st whole year’s insemination and
neither in the month of examination in the group of bulls without any titre. Cer-
tain differences were found only in a group of animals with a titre of 1:16 and
over, but as this group consisted only of 49 animals, no conclusions can be drawn
from the mentioned examinations. As at the present time nobody is dealing with
this problem systematically, it is necessary to point out this fact and to pay appro-
priate attention to it the same as to the problem of the extragenital presence of
this infectious agens.

enzootic infertility of cattle; bedsonia; antibodies in the blood serum.

TOMAN, J. (Zentrales Staatsveterinérinstitut, Pardubice, Tschechoslowakei) Die Be-
wertung der serologischen Untersuchungen auf Bedsoniose der Zuchtbullen und die
Beziehung zur Fruchtbarkeit. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 409—414, 1968.

In der vorgelegten Arbeit wurde die Bewertung der serologischen Befunde bei 284
Zuchtbullen durchgefiihrt und die Beziehung des Titerspiegels zur Fruchtbarkeit
eingeschiitzt. In einer Gruppe von 64 Bullen mit dem positiven Titer (22,6%,) wurde
kein wesentlicher Unterschied weder beim Vergleich mit der Fruchtbarkeit nach der
1. ganzjihrigen kiinstlichen Besamung, noch im Monat der Untersuchung in einer
Gruppe von Bullen ohne den Titer festgestellt. Gewisse Unterschiede kamen blof3
in der Gruppe von Tieren mit dem Titer 1:16 und mehr vor; da es sich aber
nur um eine Gruppe von 49 Tieren handelte, konnen aus angegebenen Untersuchungen
keine SchluBfolgerungen gezogen werden. Da sich zur Zeit niemand mit dieser
Frage systematisch beschéftigt, ist es notwendig, auf diese Tatsache hinzuweisen und
ihr eine entsprechende Aufmerksamkeit, ebenfalls wie den Fragen der extrageni-
talen Anwesenheit dieses infektiosen Agens zu widmen.

enzootische Unfruchtbarkeit des Rindes; Bedsonie; Antikérper im Blutserum.

Adresa autora:
MVDr. Josef Toman, USVU, Stanice laboratorni a klinické diagnostiky a terapie,
Pardubice
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AKTIVITA ALKALICKE FOSFATAZY V KREVNIM SERU SKOTU
ZA RUZNYCH FYZIOLOGICKYCH PODMINEK

J. Konrad, V. Kroupova

I. Interni klinika veterindrni fakulty VSZ v Brné
Katedra veterindrnich disciplin PEF VSZ v Ces. Budéjovicich

KONRAD, J.,, KROUPOVA, V. Aktivita alkalické fosfatdzy v krevnim séru
skotu za riuznyjch fyziologickych podminek. Vet. Med. (Praha) 13 (7):415—422,
1968.

Sledovanim aktivity alkalické fosfatazy krevniho séra u 60 kust dojnic a 53
jalovic bylo potvrzeno, Ze u skotu po dvou letech stari nedochazi jiz k pod-
statnym zménam v jeji hladiné. Zatimco u téhoZ individua byla prokazana
uréita stabilita aktivity alkalické fosfatdzy, mezi jednotlivymi zviraty zjisfujeme
znacné variacni rozpéti. Statisticky vyznamné rozdily byly potvrzeny u soubort
ovéiované populace, pokud se tyka vlastni zoohygienické urovné chovu. Gravi-
dita podminuje aktivitu alkalické fosfatdzy u jalovic s nejvyssimi hodnotami
v patém mésici brezosti.

enzymy; fyziologické standardy; Kklinicko-laboratorni diagnostika; klinickd fy-
ziologie.

Stale rostouci vyznam aktivniho zabezpecovani a udrzovani uspokojivého
zdravotniho stavu zvirete si vyzaduje soustavné hledani a ovéfovéni takovych
vysetfovacich postupti, které by podaly dostateny obraz o fyziologickém a pa-
tofyziologickém stavu sledovaného jedince, jako individudlniho ¢lanku celé po-
pulace produkéné vyuzivanych zvirat. Mezi takovéto vySetfovaci postupy patfi
v poslednich letech pfedevsim nejriiznéjsi biochemicka sledovéni, aplikovana pak
do praktické c¢innosti kliniky. V soucasné dobé sem patii i sledovani aktivity
alkalické fosfatazy.

Alkalicka fosfataza, fazena do skupiny esterdz patii mezi nezbytné &lanky
intermedidlniho metabolismu vibec a zacastiiuje se hlavné pti odbouravani
a tvorbé bilkovin, uhlovodani i lipidi a je tedy prakticky pfitomna ve vsech
tkanich téla (Bersin 1954, Brdutigan 1957, Ammon a spol. 1959).
Pokud jde o jeji hodnoceni v krevnim séru skotu, povazuje za fyziologické
hodnoty Verter a Swanton (1964) u zvitat do stafi pil az jednoho roku
11,55, do tii let 4,28 a nad tfi léta 5,34 j. KA. Naproti tomu jako primér-
nou hodnotu u zdravého dospélého skotu udava Kolb (1962) 10,9 a u telat
28,7 j. KA. Siroké ptisobeni alkalické fosfatizy v intermedidrnim metabolismu
vedlo nékteré autory i k vyhodnoceni jeji aktivity v korelaci s uréitymi pro-
dukénimi vlastnostmi. Sem patfi signifikantni rozdily pokud se tyka pti-
ristki (Fletcher a spol. 1956). Nebyly potvrzeny rozdily jeji hodnoty
v krevnim séru mlééného a masného typu (Kunkel a spol. 1954), ani jeji
zavislost na gravidité a laktaci (R ako a spol. 1966).

Za patofyziologickych stavii dochdzi k rtiznym zméndm jeji hladiny. Tyka
se to hlavné onemocnéni kostni tkané (Kolb a spol. 1962), leukézy skotu
(Verter a Swanton 1964), gastroenteritid telat (Kwiatkowski
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1964). Pii celkovém znecitlivéni skotu zabyval se sledovanim jeji aktivity Pav -
lica (1968). V huménni mediciné kromé rady onemocnéni je sledovdna i pti
jaternich poruchach Hoenig (1966).

MATERIAL A METODY

Alkalicka fosfatdza byla sledovana u dojnic a jalovic drzenych za razné
odlinych podminek chovu. Struény popis jednotlivych chovii, krmngch davek
a oSetfovatelské trovné je uveden v tab I. Krev byla odebirana z vena jugu-
ralis celkem tfikrat v obdobi 3—4 mésica.

Alkalick4 fosfatdza byla sledvana kolorimetrickou metodou podle Kinga
a Armstronga (1946). Dosazené vysledky jsou rovnéz uvadény v jed-
notkach King-Armstrongovych (j. KA) a jsou statisticky vyhodnoceny.

VYSLEDKY

STARI ZVIRETE

Z tabulky II, zachycujici souhrnné hodnoty alkalické fosfatazy u 53 kusu
jalovic ve stafi 2—3 let a 60 kusti dojnic ve stafi 4—11 let, drzenych v péti
odli§nych chovech, je zfejmé, Ze priimérna hodnota u jalovic (9,35 j. KA) je
ponékud vyssi oproti hladindm u dojnic (praméru 8,78 j. KA). Tento rozdil
vSak neni statisticky vyznamny (t = 0,64) a je tedy mozno konstatovat, ze
u skotu po dvou letech stafi nedochézi jiz k vyraznym zméndm v hladiné al-
kalické fosfatdzy, zpusobenym stafim zvirat.

DRUHOVA A INDIVIDUALNI PRISLUSNOST

Porovname-li individudlni hladiny alkalické fosfatazy u nahodile vybra-
nych 12 dojnic chovanych na farmé D a stejny pocet dojnic na farmé E
(tab. IIIL.), pak zji§tujeme pomérné znaéné rozpéti u jednotlivych zvifat, pte-
dev8im na farmé D. Naproti tomu vsak u tychz jedinci pifi opakovaném sle-
dovéani intervalu 4 mésici vykazuji tito jedinci uréitou stabilitu. Z tab. III.
miZeme zjistit, ze kupi. dojnice ¢. 1, 6, 11 z chovu D vykazuji trvale
hodnoty pfesahujici primér, zatimco dojnice & 2, 8, 12 si udrzuji v porov-
nani s primérem celého souboru trvale niz§i hladinu a ostatni se pak pohy-
buje tésné kolem tohoto prumeéru. Vyjimku ¢&ini pouze dojnice & 7, u které
doSlo k prudkému vzestupu s rozdilem az 20 jednotek mezi odbérem v kvétnu
a Cervenci.

ZOOHYGIENICKA UGROVEN CHOVU

Porovname-li pramérné hladiny mezi obéma chovy dojnic (D, E), pak
zjistujeme, Ze zvitfata v chovu E vykazuji statisticky vyrazné niz§i hodnoty
0 3,14 jednotek (t = 2,21). Na tomto rozdilu se ndpadné podili pravé zvyseni
u dojnic mezi odbéry krve v mésici kvétnu a éervenci, a to zvlasté dojnice,
které byly pocatkem dubna kratce po oteleni (chov D).

Pokud jde o hodnoceni aktivity alkalické fosfatdzy mezi sledovanymi
chovy jalovic, pak jsme potvrdili statisticky vyznamné nizsi hodnoty v chovu
B, a to jak ve srovnani s chovem A (t = 2,68), tak i chovem C (t = 2,27).

416 VETERINARN! MEDICINA — 1968



8961 — VNIDIAQAIN INHVNIHALIA

LTV

1. Pfehled krmnych

davek, oSetfovani a zpusobu chovu

Krmna davka
Oznaceni | Datum A 4ml
chovu SecEy seno silaz jadr. zelené kr ruzné ——— Fo :
krmivo ’
A 23.11. 5 20 (sméska) 0,8 — — dvourady kravin vyborna kondice
vel. dobré ustaj. brezi jalovice
B 1.12; 8 5 0,8 - - ¢tyfrady kravin, ve stédji brezi jalovice
teplo, dostatek podestylky,
oSetfovani dobré
C 10. 1. 4 10 (podzim. 1,0 — — dvourady kravin, brezi jalovice
sméska) teplota staje 5 °C $patna kondice
6. 4. 7 25 2,0 — 1,5 mlato klasicka selska stdj dojnice
dobré hyg. a mikrokl. dojivost: 4000
27. 4. 7 |30 2,5 - 3,0 bramb, | Podminky 3500
D 25. 5. — — — 35 sméska 2,0 mlato
14. 7. - — 2,0 50 jetel
7. 5 4 — 2,0 35 sméska 2,0 mlato dvourady kravin dojnice
prum. podminky dojivost: 2900
E 1. 6.
14. 7. 2,0 60 sméska 2,0 mlato




II. Souhrnné hodnoty alkalické fosfatazy v krevnim séru skotu ve vztahu ke stari

Skot stari (rok) n x s Rozdil pro t
Jalovice 2—3 r. 53 9,35 3,5 .
Jal./doj. 0,57 0,64
Dojnice 4—11r. 60 8,78 5,6

III. Prehled dynamiky
séru dojnic

jednotlivych hodnot aktivity alkalické fosfatazy v krevnim

Datum
Oznaceni Poi; <.‘5is. Gravidies s o
chovu dojnice 27.4.67 | 7.5.67 | 25.5.67 } 1.6.67 | 14.7. 67
D 1 I - 26,7 22,4
2 I 2,4 5,7 =
3 I = 10,5 6,0
4 VII 7,05 13,3 7,8
5 VII 7,1 3,0 —
6 VIII 15,9 16,8 15,5
7 IX : 3,0 23,1
8 IX 4,6 4,2 6,9
9 i 6,6 10,2 _
10 + 7,5 12,6 8,3
11 + 10,8 20,7 14,5
12 3 2,1 9,7 5,8
X 7,12 11,7 11,3
s+ 4,3 6,7 6,8
Vk 60,4 57,3 60,2
E 1 I - — 21,6
2 1 4,6 2,4 =
3 I 5,6 9,7 6,3
4 I 4,9 3,6 4,4
5 I 13,5 18,9 —
6 II 8,5 6,0 4,4
7 v 4,4 5,8 -
8 VII 3,5 5,4 4,4
9 VII 5,5 7,5 6,0
10 IX 6,8 7,9 5,1
11 IX 6,9 15,0 7,6
12 -+ paresa 4,2 2,4 —_
X 6,22 8,0 7,47
s + 3,7 4,7 5,4
Vk 59,5 . 588 72,3

Poznamka: + = kratce po oteleni
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IV. Prehledna tabulka prumeérnych hodnot alkalické fosfatazy v jednotlivych
chovech a statistickd vyznamnost jejich rozdilt

Oznaceni chovu ‘ n % s ' Rozdil pro t

A 16 ' 9,87 2,5 AB 2,12 2,68
B 18 7,75 2,1 B/C 2,68 2,27
C 19 10,43 4,5 A/C 0,56 0,49
D 30 10,35 6,5 — =
E 30 7,21 4,4 D/E 3,14 2,21

Mezi obéma poslednimi chovy (A, C) nebyl prokazan statisticky vyznamny
rozdil (t = 0,49). Nejvyssi prumérnou hladinu vykazuji jalovice v chovu C
s 10,43 jednotkami KA (tab. IV).

KA.
14

13 -

GRAVIDITA

Vysetienim 35 kust gravidnich
jalovic v rizném obdobi brezosti bylo 72~
prokazano, ze nejvyssi aktivitu alkalické 1 |- P
fosfatazy vykazuji jalovice v patém
mésici gravidity. Tento poznatek byl
potvrzen na zakladé vyhodnoceni gra-
vidnich jalovic v obou chovech A a C,
mezi nimiz nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil v aktivité alkalické
fosfatazy. Tato zavislost je dobfe patrna
z grafu 1. Vyhodnoceni vlivu gravidi- i | | | I
ty u zvifat starSich zde neuvadime 4 5 6 7 8 9
vzhledem k malému po¢tu provéfova- mésic brezosti
nych jedinctt v jednotlivych mésicich L .
brezosti. Alkalicka fosfatdza v krevnim séru bre-

zich jalovic :

10 —

N O N ®» ©
|

DISKUSE

V praci zabyvali jsme se sledovanim aktivity alkalické fosfatazy u 60 kusi
dojnic a 53 kusu jalovic chovanych v péti samostatnych farmach. Sledovali
jsme hladinu alkalické fosfatazy u jednotlivych zvirat ve vztahu ke stafi, dru-
hové a individudlni prislusnosti, zoohygienické drovni chovu, gravidité, i z hle-
diska dynamiky této hladiny.

Opakovana Setfeni prokazala vyraznou rozdilnost pokud se tyka této
aktivity mezi jednotlivgymi zvifaty, naproti tomu v8ak pfi opakovanych Sette-
nich byla potvrzena pomérné zna¢na stdlost urcité drovné aktivity alkalické
fosfatazy u téhoz jedince. Toto zjisténi svéd¢i o pravdépodobném genetickém
zalozeni tohoto enzymatického systému, jak na to poukazuje také i Fletcher,
Shrode a Kunkel (1956). Ponévadz i produkéni schopnost je zalozena
geneticky, bylo by jisté vhodné dalsi sledovani vzdjemné jeji zavislosti a akti-
vity alkalické fosfatdzy v krevnim séru. V naich pfipadech potvrzujeme také
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i niz8i hodnoty aktivity alkalické fosfatdzy u dojnic chovu E, které vykazuji
o 1000 litrti niz§i pramérnou ro¢ni dojivost.

Nase zjisténi nesouhlasi zcela s udaji Rako a Mikulece (1966), ze
laktace neovliviiuje troven aktivity alkalické fosfatazy, nebot v nasem sle-
dovani doslo u dojnic obou chovii k jejimu zvySeni v kratkém obdobi po ote-
leni, tedy ve fazi vrcholné laktace. Poukazuje to opétovné na to, ze soucasné
zatizeni konec¢ného obdobi gravidity a vrcholné faze laktace zasahuje pfi nasi
trovni chovu dojnic predev§im zna¢né do stavu mineralnich dep a vyzaduje
proto ndlezité pozornosti hlavné u vysoce produktivnich zvirat.

Mezi aktivitou alkalické fosfatazy jalovic a dojnic nebyl zjistén statis-
ticky vyznamny rozdil a lze se proto domnivat, ze stafi skotu po dosazeni
dvou let se jiz nijak vyrazné na urovni aktivity fosfatdzy neuplathuje.

Pokud si vSak blize viimdme hodnot alkalické fosfatizy u jalovic ve
vztahu k chovatelské trovni jednotlivych provéfovanych farem, pak jsme po-
tvrdili statisticky vyznamny rozdil s niz§imi hodnotami u jalovic v chovu B.
Tento chov se v porovnani s ostatnimi dvéma (A, C) lisil predevdim v pod-
statné nizS§im procentu zkrmované sildze, jejiz vliv na metabolismus mine-
rali, souvisejici velmi tzce s urovni aktivity fosfatdzy, je obecné uvadén
Rako (1963), Hnoevyj (1964). Naproti tomu chovy A a C nevykazuji
statisticky prikazné rozdily (t = 0,26), i kdyz rozdil v mnozstvi zkrmované
silize mezi obéma témito chovy je rovnéz podstatny a také celkova oSetfo-
vatelska péce nebyla zde na pozadované drovni, o ¢emz svédéi dosti $patna
kondice vySetfovanych jalovic. Znamend to tedy, ze exogenni vlivy i samotné
slozeni krmiva je jen ur¢itym limitujicim faktorem ve vztahu k aktivité alka-
lické fosfatazy.

Trebaze jsme nemohli pro maly pocet zvirat v jednotlivych mésicich gravi-
dity vyhodnotit jeji vliv na aktivitu tohoto enzymu u star§ich zvifat, proka-
zali jsme u jalovic zvy3eni jeji hodnoty v patém mésici bfezosti, tedy na po-
¢atku obdobi zvySené potfeby zasobovani plodu. Tyto vysledky jist€ podporuji
nutnost hlubsiho sledovdni minerdlového metabolismu v tomto obdobi, kdy
vznikd urcitd disharmonie jako nasledek probihajicich adaptaénich procesii ve
smyslu vys§i utilizace minerdlnich latek pro kryti zvySené potfeby v tomto
obdobi u primipar.

Dosazené vysledky povazujeme za zdkladni hodnoty pro moznost dalsiho
vyuZiti a rozpracovani sledovani aktivity alkalické fosfatdzy v klinické fyziolo-
gii i z hlediska hodnoceni kritérii chovatelské uzitkovosti.

DoSlo dne 3. 1. 1968
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daTasel B KpOBSHON CHIBOPOTKE KPYNHOIO POraTOro CKOTA B PABHBIX (H3MONOTHYECKHX YCIOBHAX.
Ber. men. (Ilpara) 13 (7) : 415-422, 1968.

B xome mayueHus menounoit ¢ocdarasel coiBOpoTkM KpoBu y 60 MonouHeix kopos u 53 Tesok
6BIIO MONTBEP)KIEHO, YTO Y KPYNHOTO POraToro CKOTa B IBYXJIETHEM BO3pacTe CyIJeCTBEHHBIX H3Me-
HEeHHUIT B ee yposHe He npoucxonuT. Ecam y OUHOM M TOi ke 0COOM yCTAaHOBJIEHA OIpeleseHHas
YCTOMYMBOCTE AKTMBHOCTH 1IEJ0UHOH ¢ocdarasel, TO Cpend OTAENBHBIX KHBOTHEIX Habiomaercs
3HAYUTEJIbHBIH BapHALMOHHBI auanagoH. CraTucTHyeckd SHAYMMbBIE PAa3JNMUYUA y COBOKYIHOCTH
M3y4yaeMoil TONyJAIMH J0Ka3aHbl B OTHOLWIEHHHM COGCTBEHHO 300TMIMEHMYECKOrO yPOBHA CTaza.
CrenpHocTh OfycnapauBaeT akTHBHOCTL LIEJNOYHOI QocdaTassl y TeNOK € MaKCUMaJbHBIMH BeJH-
YMHAMK HA [IATOM MECHIIE CTeJBHOCTH.

$epmenThl, (GU3MONOrMYECKHe CTAHNAPTBI; KIMHUYecKo-jaboparopHas NMArHOCTHKA; KJIMHHYECKas
$uanonorus.

KONRAD, J.,, KROUPOVA, V. (Ist Internal Clinic of the Veterinary Faculty of the
Agricultural University in Brno, Chair of Veterinary Disciplines of the Operational-
Economic Fakulty of the Agricultural University in Ces. Budé&jovice, Czechoslova-
kia) The Activity of Alkaline Phosphatase in the Blood Serum of Cattle under
Different Physiological Conditions. Vet. Met (Praha) 13 (7) : 415—422, 1968.
Investigation of the activity of alkaline phosphatase in the blood serum of 60 dairy
cows and of 53 heifers confirmed the fact that in cattle of an age of over two
years there occur no longer any substantial changes in its level. Whereas in one and
the same individual a certain stability of the activity of alkaline phosphatase could
be proved, a considerable variational range was ascertained to exist between the
different animals. Statistically significant differences were confirmed in the groups
of checked populations as regards the actual zoohygienic standard of the herd.
Gravidity induces the activity of alkaline phosphatase in heifers with the highest
values in the fifth month of pregnancy.

enzymes; physiological standards; clinico-laboratory diagnosis; clinical physiology.

KONRAD, J., KROUPOVA, V. (I. Interne Klinik der Veterinirfakultit der Land-
wirtschaftlichen Hochschule in Brno, Lehrstuhl der Veterinirdisziplinen, Betriebs-
okonomische Fakultit der Landwirtschaftlichen Hochschule in Ceské Budé&jovice,
Tschechoslowakei) Die Alctivitdt der alkalischen Phosphatase im Blutserum des Rin-
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des wunter wverschiedener physiologischer Bedingungen. Vet. Med. (Praha) 13 (7):
415—422, 1968.

Durch die Verfolgung der Aktivitdt der alkalischen Phosphatase des Blutserums bei
60 Stiick Milchkiihen und 53 Fiarsen wurde bestidtigt, dal beim Rind nach zwei
Jahren des Alters es nicht mehr zu wesentlichen Anderungen in ihrem Spiegel
kommt. Wihrend bei demselben Individuum eine bestimmte Stabilitdt der Aktivi-
tat der alkalischen Phosphatase nachgewiesen wurde, stellen wir unter den einzelnen
Tieren eine bedeutsame Variationspannweite fest. Statistisch bedeutungsvolle Unter-
schiede wurden bei Gesamtheiten der beglaubigten Population bestidtigt, sofern es
sich um das eigene zoohygienische Niveau der Zucht handelt. Die Graviditit bedingt
die Aktivitat der alkalischen Phosphatase bei Farsen mit den hochsten Werten im
flinften Monat der Trachtigkeit.

Enzymen; physiologische Standards; Kklinisch-laboratorische Diagnostik; Kklinische
Physiologie. :
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Ing. Vlasta Kroupova, V8Z, provozné ekonomicka fakulta, katedra veterinarnich
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K PRIPRAVE IMUNNICH GLOBULINU PROTI PSINCE
A INFEKCNI HEPATITIDE PSU

E. Jiran, G. Petr, Z. Urbanek

Bioveta Terezin

JIRAN, E. PETR, G., URBANEK, Z. K pripravé imunnich globulini proti
psince a infekéni hepatitidé psi. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 423—430, 1968.

Byla provedena uspé$na imunizace koné proti psince a infekéni hepatitidé pst
soubézné. Je popsan zplsob pripravy a koncentrace imunnich globulinl, testy
nes$kodnosti a hodnoceni jejich aktivity v neutralizaénich testech. Koncentrace
imunnich globulini umozZnuje sniZzeni imunizaé¢ni davky oproti hyperimunnimu
séru ma 209, puvodniho objemu. Terénni ovéfeni imunnich globulini dalo
kladné vysledky.

imunizace koné virem psinky a virem infekéni hepatitidy pst soubézné; pri-
prava koriskych sérovych globulintii; hodnoceni aktivity imunnich globulint.

K pasivni imunizaci psti a koze§inovych zvifat proti psince a infekéni hepa-
titidé pst se v poslednich letech pouzivalo bivalentni hyperimunni sérum,
lyofilizované, homologni, tj. pfipravené z krve hyperimunizovanych psta. Vy-
roba byla znaéné nadro¢na a dosti nakladnd vzhledem k nutnému zistavu vét-
§iho mnozstvi dospélych pst vétsich plemen, dlouhodobému osetfovani produké-
nich zvirat pii relativné malé vytéZnosti séra. Vlastni sérum vsak bylo vysoce
ucinné a vysoky obsah specifickych protilatek zarucoval dobrou ochranu proti
obéma infekénim chorobam.

V dal$im programu mél vyvoj tohoto séra sméfovat k purifikaci vlastnich
protildtek, k odstranéni balastnich slozek séra, ptipadné ke koncentraci obsahu
protildtek na mensi objem pro snadnéjsi davkovani. V této fazi vyvoje tohoto
preparatu jsme pftistoupili k tomu, ovéfit vhodnost pfipravy séra na velkém
produkénim zvireti a dal§i ovéfeni purifikace a koncentrace provést z hetero-
logniho séra. :

Jiz v vr. 1953 pise Pankov o pokusech pfipravit lé¢ebné sérum proti
psince z koné. Dale se zabyvaji propracovanim metodiky hyperimunizace koné
proti psince prace francouzskych autori Mackowiak aspol (1959), Nicol
a spol. (1959) a Yeu a spol. (1959), kteti zde ziskali dobré vysledky ze-
jména s infekénim materialem viru psinky kultivovaného na kufecich embryich
nebo na tkanovych kulturach. Pri pouziti materidlu viru psinky z orgdnd in-
fikovanych zvitat, zejména fretek, bylo nutno ziskania hyperimunni séra po-
drobit jeste detoxikaci.

Vsechny préce se vSak zabyvaji pouze pfipravou monovalentniho séra proti
psince.

Popescua spol. (1962) popisuje imunizaci koné proti infekéni hepatitidé
pst. Pouzivd material viru infekéni hepatitidy pst, kultivovaného na tkanovych
kulturach ledvinnych bunék selat a po hyperimunizaci ziskdva v séru vysoky
obsah protilatek.
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Tato prace se zabjva pfipravou pouze monovalentniho séra proti infekéni
hepatitidé pst.

O vyhodach pouziti imunnich globulini u virovych chorob psii pise rovnéz
Larin a spol. (1954).

V predlozeném sdéleni chceme referovat o moznosti pripravy bivalentniho
hyperimunniho séra z velkého produkéniho zvifete — z koné a déle o jeho pu-
rifikaci a koncentraci spolu s vyhodnocovanim imunni slozky séra.

MATERIAL A METODIKA

Virus. Pro imunizaci a hyperimunizaci byl pouzivan virus psinky (FCC)
kmen ,ONDERSTEPOORT"“ (Haig, 1956) adaptovany na kufeci embrya
nebo na tkanové kultury kufecich embryonalnich bunék.

Dale virus infekéni hepatitidy psit (HCC) adaptovany na tkanové kultury
epitelidlnich bunék ledvin selat, oznadeny jako kmen ,CORNELL-I/SL“. Kul-
tivace virovych kmentd byla provadéna podle postupu uvedeného v niZze citova-
nych publikacich.

Imunizaéni schémata. Pouzivali jsme zplsobi popsanych uve-
denymi autory, jak je i dale podrobnéji uvadime v dseku vysledky prace.

Tkafiové kultury. Pro pomnozeni viru FCC jsme pouzivali tkafové
kultury kufecich embryonélnich bunék (TK KEB). Pro pomnozeni viru HCC,
jeho titrace a pro neutraliza¢ni testy na HCC kultury ledvinnych bunék selat
(TK SL) a kultury psich ledvinnych bunék (TK PSL). Jejich ptiprava byla
popsdna jiz dfive (Jiran 1964, 1965, 1966).

Neutraliza¢ni test (NT). Pro vyhodnocovani sér jsme pouzivali
NT, kde jsme k vzestupnému fedéni séra nebo imunnich globulint pfidavali
stejny objem pfiblizné 500 IDso viru psinky nebo viru infekéni hepatitidy psu,
nechali jsme smés inkubovat 60 minut pfi pokojové teploté a aplikovali na
zkumavkové kultury TK PSL pro virus HCC, resp. na chorioallantoidni blany
kufecich embryi pro virus FCC. Zmény po viru HCC jsme odecitali a hodno-
tili za 5—7 dni inkubace, zmény po viru FCC za 6 dni inkubace pti 37 °C.
Neutraliza¢ni aktivitu jsme vyhodnocovali podle Reeda a Muenche
(1938) a vyjadiovali jako NDso, tj. jako 50% neutralizaéni davku.

Pokusna a produkéni zvifata. Pro imunizaéni pokus k ptipravé hyperimun-
niho séra byla pouzita klisna ve stafi 11 rokd, klinicky zdrava.

Pro zkousku neskodnosti globulinovych frakei koriského séra byla pouzita
Sténata ve stafi kolem 3—5 mésici a dale starsi dospéli psi do stafi 5 rokd,
klinicky naprosto zdravi.

VYSLEDKY PRACE

1. IMUNIZACE KONE PROTI PSINCE

Pro imunizaci a hyperimunizaci koné proti psince jsme vychazeli z praci
francouzskych autori (Mackowiak a spol. 1959, Nicol a spol. 1959)
a zdkladni imuniza¢ni schéma jsme dale volili podle jejich adaji. Hyperimuni-
zaci jsme pak upravili podle naSich podminek (Tabulka I.).

Pro zdkladni imunizaci jsme pouzivali virus psinky z chorioallantoidnich
blan kufecich embryi v 20—30% suspenzi s obsahem ptiblizné 10° KE IDs
viru. Aplikovali jsme jej vzdy intramuskularné v davce 10,0—20,0 ml. Pro
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hyperimunizaci jsme nékdy pouZili rovnéz viru FCC z TK KEB s pfiblizné
stejnym obsahem viru. Suspenze viru k imunizaci obsahovala vidy antibiotika
(penicilin a streptomycin v mnozstvi 500 j., resp. 500 gama/ml). Ani v jednom
pripadé se po aplikaci virové suspenze nedostavily lokalni ¢i celkové reakce.
Pribéh vyvoje tvorby protildtek béhem imunizace je znazornén v grafu. 1.
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Graf 1. Prubéh tvorby protilatek proti FCC a HCC bé&hem imunizace koné
FCC (1, 2, 3): Imunizace proti psince ve 14-dennich intervalech
HCC (1, 2, 3): Imunizace proti infek¢éni hepatitidé pst v tydennich intervalech

@® : Hodnoty neutraliza¢nich protilatek proti FCC
O : Hodnoty neutraliza¢nich protilatek proti HCC

2. IMUNIZACE KONE PROTI INFEKCNI HEPATITIDE PSU

Pro imunizaci a hyperimunizaci koné proti HCC jsme volili zdkladni po-
stup podle Popescu a spol. (1962). Dalsi hyperimunizaci jsme dale sladili
s postupem hyperimunizace proti FCC (schéma je uvedeno v tabulce I).

Imunizaéni ddavka modifikovaného viru HCC z TK SL obsahovala vidy
10°—~10° TK IDsy a podavali jsme ji rovnéz intramuskuldarné v mnozstvi
10,0—20,0 ml.

Pribéh vyvoje tvorby protilatek proti HCC béhem imunizace je znazor-
nén rovnéz v grafu 1.

3. ZPRACOVANI SERA A ZISKANI IMUNNICH GLOBULINU

Odbéry krve pro zpracovani jsme provadéli z Vv. jugulares koné. Pro mensi
vzorky jsme odebirali 20—30 ml krve, pro velké odbéry k dal§imu zpracovani
jsme odebirali zpravidla 1 % Zivé vahy koné, tj. ptiblizné 6 1 krve najednou.

Krev jsme nechali srazit ve vysokych krevnich valcich o obsahu 1,5 1
pfi pokojové teploté a dale jsme ji uklddali na 18 —42 hodin pti 4 °C. Slitim
a opakovanou centrifugaci jsme ziskali sérum. Vytéznost séra z krve se pohy-
bovala kolem 40 %.
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I. Imunizace koné proti psince a infekéni hepatitidé psu

Imunizace proti 1. 2. 3. 4. 5; 6.%)
FCC 14.9. 28. 9. 12. 10. 7.12. 25. 1. 27.2.
HCC 17.11. 24.11. 1.12. 7.12. 25.1. 27,2,
*) = Dalsi hyperimunizace koné byly provadény pfiblizné v Sestitydennich intervalech

vzdy obéma virovymi antigeny soudasné. Prvy vét§i odbér krve byl proveden 21. 12. a dalsi
odbéry navazovaly na hyperimunizace a byly provadény zpravidla za 2—3 tydny po aplikaci
virovych antigenu.

Protilatkovou frakci séra jsme ziskdvali vysolovanim siranem amonnym.
K 1 | séra bylo pfivazeno 210 g pevného siranu amonného. Po rozpusténi
byl vznikly sediment odstfedén pfi 2400 X g po dobu 35 minut, supernatant
slit a sediment resuspendovdn v roztoku siranu amonného (1 | destilované
vody + 240 g siranu amonného). Znovu odstfedéno, supernatant slit a po-
stup opakovédn je§té jednou. Takto promytd srazenina globulini pak byla pre-
nesena na celofin a dialyzovdna 18 hodin proti tekouci vodovodni vodé, pak
24 hodin proti 0,4% roztoku NaCl. Dialyzat byl natedén do poloviéniho obje-
mu vychoziho séra, filtrovan pfes sterilni vrstvu EK, pfiddn merthioldt do
celkové koncentrace 1:25000 a lyofilizovan v lyofilizadnim pfistroji KS 6.
Lyofilizat po rozpusténi v destilované vodé v objemu dvaaptlkrate men$im nez
vychozi sérum nam daval zhruba pétkrat koncentrované imunni globuliny.

Elektroforeticky zaznam takto pfipravenych globulind v porovnani s vy-
chozim sérem je uveden na grafu 2.

Na grafu 2 lze jasné vidét, ze u ¢ifténych imunnich globulind chybi albu-
minova frakce vibec, frakce alfa-globulint je pfitomna pouze ve stopach a ¢&as-
te¢né je snizena i frakce beta-globulint. Vychozi koriské sérum bylo tedy z nej-
veétSi casti zbaveno balastnich bilkovin.

4. ZKOUSKA NESKODNOSTI GLOBULINOVYCH FRAKCI KONSKEHO SERA

Neskodnost globulinovych frakei koniského séra jsme testovali jednak ca-
sové pred imunizaénimi pokusy a pfipravili jsme proto globuliny z normalniho
koriského séra popsanym zptsobem vysolovanim siranem amonnym. Pouzili
jsme Sest $ténat, kterym jsme podkozné aplikovali po 50,0 ml roztoku globulint.
V prepoctu na piedpokladanou davku hyperimunniho séra to predstavovalo
priblizné 4— 5nasobek pouzivaného mnozstvi séra.

Stériata jsme sledovali po dobu jednoho tydne. Po aplikaci globulini se
nedostavily ani lokalni, ani celkové reakce a vsechna pokusnad zvifata zistala
klinicky naprosto zdrava.

Pro dal$i pokus se zkouskou neskodnosti globulinovych frakei konského
séra jsme pouzili imunni globuliny pfipravené z hyperimunizovaného koné.
Imunni globuliny jsme aplikovali v mnozstvi po 50,0 ml pétkrat koncentrova-
nych globulini podkozné péti dospélym pstim, coz predstavovalo vice nez péti-
nasobek nejvy$si predpokladané divky imunnich globulina. Stejnou davku glo-
bulint jsme opakovali vSem psim za 48 hodin. Pokusna zvifata jsme sledovali
po dobu 14 dnii. Ani po dvoji aplikaci imunnich globulind v pétinasobné
davce se nedostavily ani lokalni, ani celkové reakce u otkovanych zvifat, ktera
zustala béhem celého sledovaného obdobi klinicky naprosto zdrava.
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Graf 2: Elektroforeticky zaznam imun- Graf 3: Zavislost titri neutraliza¢nich

nich globulinu proti FCC a HCC protilatek proti HCC na mnozstvi viru
Horni zdznam: Vychozi neéisténé konské pouzitého k neutralizaci

sérum Piimka 1: Regresni prfimka y = 5,95 az
Dolni zaznam: Totéz sérum po purifikaci 1,089 x

a koncentraci Piimka 2: RovnobéZka s regresni prim-

kou prochazejici bodem pozadované
normy pro hyperimunni sérum proti
FCC a HCC v prepo¢tu na pétinasob-
nou koncentraci imunnich globulin,

Témito pokusy jsme ovérili neskodnost globulind konského séra za experi-
mentédlnich podminek, coz bylo dédle rovnéz potvrzeno i pfi terénnim ovérovani
imunnich globulini.

5. HODNOCENI UCINNOSTI IMUNNICH GLOBULINU PROTI FCC A HCC

Pro hodnoceni uéinnosti imunnich globulini jsme volili prukaz neutrali-
zacnich protilatek, kde jsme hodnotili vzorky kornského séra béhem celé imuni-
zace jak proti FCC, tak proti HCC. Vysledky jsou uvedeny jiz v grafu 1.

Po imunizaci koné virem psinky a virem infekéni hepatitidy psi dochazi
k plynulému vzestupu protilatek proti obéma antigentim, takze ziskdvame bi-
valentni hyperimunni sérum. Obsah protilatek odpovidd pozadované normé na
kvalitu hyperimunniho séra proti psince a infekéni hepatitidé pst.

Pri testovani fady raznych vzorku ¢isténych a koncetrovanych imunnich
globulini proti FCC a HCC se obsah protilatek rovnéz pohybuje nad poza-
dovanou normou stanovenou pro obchodni hyperimunni sérum homologni i po
prepoctu kencentrace imunnich slozek na pétindsobek (viz tabulku II), tie-
baze bylo v radé pripadi pouZzito vétsi mnozstvi viru k neutralizaci.

V dalsich pokusech jsme opakované vysetrili primérny vzorek imunnich
globulini v . NT na HCC pfi pouZiti riiznych davek viru k neutralizaci. Ze
ziskanych hodnot jsme vypocitali zavislost titrii protilaitek na mnozstvi viru
pouzitého k neutralizaci (graf 3).

Jak je vidét z grafu 3, lze prolozit ziskanymi hodnotami piimku, jejiz
rovnice je y = 595 — 1,089 X a ma regresni koeficient by, = — 1,089.
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II. Titry nékolika vzork( ¢&istdnych a koncentrovanych imunmich globulint

Neutraliza¢ni test 1 2 3 4 5 6 7 8
IA
FCC Mnozstvi 1D,
k neutralizaci 10% 103 10% 10° 104 10 10%,5 10%.7
Reciproké

hodnoty NDyg, 415 572,5| 380,5| 396,7| 640 640 5120 2560

HCC | Mnozstvi IDg, ‘
k neutralizaci 10° 10° 108 108 104 104 10° 10%

Reciproké
hodnoty ND;, | 3620 1810 1280 1810 905,2| 452,5| 285 538

Rovnobézka vedend v bodé stanoveného limitu pro obchodni hyperimunni sé-
rum v prepoétu na pétindsobnou koncentraci imunnich slozek davd moZnost
pti testovani imunnich globulint proti viru HCC pouZit jiného mnozstvi viru
nez je predepsdno v technickych podminkach, aby se dala urcit jejich hodnota.

6. OVERENT UCINNOSTI IMUNNICH GLOBULINU PROTI FCC A HCC
U TERENNICH PRIPADU ONEMOCNENI

K ovéfeni a¢innosti imunnich globulinG u nemocnych zvifat jsme poskytli
nékolik $arzi pfezkouenjch na ne§kodnost a obsah neutraliza¢nich protilatek
nékolika veterindrnim ofetfovnam, stanicim klinické diagnostiky a terapie, ve-
terindrnim zafizenim a veterindrni sluzbé jinych organizaci (napf. ozbrojenych
slozek, velkochovu laboratornich zvifat apod.).

Z celé tady pripadd byl uéinek imunnich globulind podrobné sledovdn na
nemocnych psech rtzného stari s pfiznaky choroby psinkového komplexu. Témér
ve vSech pfipadech, kdy byly imunni globuliny pouzity v pocate¢nim stadiu
choroby, do§lo k markantnimu zlepeni zdravotniho stavu a k uzdraveni. V ptipa-
dech, kdy byly imunni globuliny pouZity u klinicky rozvinuté choroby, do-
chazelo jen k prechodnému zmirnéni prib&hu, ale stejné jako u pouziti hyper-
imunniho séra v téchto pfipadech ani imunni globuliny nejsou v této fazi
rozvinutého pribéhu psinky nebo infekéni hepatitidy pst schopny dplné likvi-
dovat nédkazu.

Ve srovnini s acinkem hyperimunniho séra proti FCC a HCC se mnohdy
jevil dcinek imunnich globulini vyraznéji. Déle bylo v terénni praxi velmi
uvitdno sniZeni imunizac¢ni davky proti hyperimunnimu séru na pétinu objemu,
coz predstavuje napf. zmen3eni davky pro dospélého psa z 50,0 ml na pou-
hych 10,0 pfi zachovédni stejného imunizaéniho u¢inku.

DISKUSE

Kombinovand imunizace koné proti FCC a HCC imuniza¢nimi schématy
podle Mackowiaka aspol. (1959), Nicola a spol. (1959) a dile podle
Popescu a spol. (1962) soubézné dala kladné vysledky. Po hyperimunizaci
doslo k tvorbé protilatek proti obéma antigenim soucasné a lze tedy fici, ze
oba virové antigeny nepilisobi navzdjem ruSivé v jejich imunogennim tucinku
na organismus koné.
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Obsah neutraliza¢nich protilatek séra ziistdva po jeho purifikaci na globuli-
nové frakce a déle po lyofilizaci a koncentraci nad pozadovanymi hodnotami.

Cistota globulinovych frakci je podle elektroforetického hodnoceni dosta-
¢ujici a zarucuje bezpeénou neskodnost imunnich globulini, kde ani po opako-
vané aplikaci mnohondsobku uvazované davky nedochazi k lokalnim ¢i celkovym
anafylaktickym reakcim u ockovanych zvifat.

Terapeuticka aktivita imunnich globulini byla sledovdna a zkouSena i za
terénnich podminek veterinarni sluzbou a dala tadu kladnych vysledkd. Avsak
stejné jako u hyperimunniho séra i zde zélezi na tom, v jaké fazi onemocnéni
budou pouzity. Mame za to, Ze pétkrat niz§i davka nez je pfedepsdna u hyper-
imunniho séra proti FCC a HCC (tj. snizeni imunizaéni davky o 80 %) pfi
pouziti protilatek zbavenych vétsiny balastnich bilkovinnych slozek pusobi na
organismus atakovany infekci FCC nebo HCC bez vétsiho nezadouciho zatiZeni
RES.

Minimalni pripustny obsah neutraliza¢nich protilatek proti FCC a HCC
byl prevzat z limitu pro homologni hyperimunni sérum proti FCC a HCC
v prepo¢tu na pétindsobnou koncentraci. V ¢iselném vyjadieni predstavuje tento
limit pozadavek, aby 1,0 ml imunnich globulinii neutralizoval nejméné 2,5 X 10°
IDso viru HCC a stejné mnozstvi viru FCC.

Pro snadnéjsi testovdni aktivity imunnich globulind v NT na HCC byl
vypracovan vztah mezi titrem protildtek a mnoZstvim pouZzitého viru HCC pro
neutralizaci. Podle tohoto vztahu (viz regresni pfimka) lze pro testovani imun-
nich globulint proti viru HCC pouzit i jinéhe mnozstvi viru, nez je predepsano,
aby se dala urcit jejich hodnota vzhledem ke stanovenému minimalnimu limitu.

Uspé$na ptiprava imunnich globulinii pro pasivni imunizaci pst a koze-
§inovych zvifat proti FCC a HCC z kofiského hyperimunniho séra, propraco-
vani zpusobu ptipravy a koncentrace a dale vyhovujici vysledky testi neskod-
nosti a ucinnosti davaji predpoklad pro vyuziti uvedeného postupu pro velko-
produkei tohoto preparétu.

Moznost dlouhodobého vyuziti koné jako darce krve pfi stalém udrzovani
hladiny protilatek na zadané vysi podstatné zvy3uje stévajici ekonomicky efekt
této vyroy.

Doslo dne 6. 11 1967

Technicka spolupréce: Ivana Strosova, Marie Krimerova, Jan Krdmer.
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WUPAH E., TIETP I'., YPBAHEK 3. (Buosera, Tepesux). Ilonroropka HMMYyHHBIX T106ynHHOB
NpoTHB uyMbl cobak M uHPeKnHMOHHOro remarura cobak. Ber. men. ([Ipara) 13 (7) :423-430,
1968.

[Tpoussesnu mapasiesbHO yCHEWHY0 MMMYHH3ALUMIO JIOWALK [IPOTHB YyMbl COBAaK M NMPOTHB HHPEK-
LHOHHOro renatura cobak. B pafore onuchiBaoT crocof MOATOTOBKM ¥ KOHUEHTPAIMH HMMYHHbIX
rJobyJIMHOB, TecThl Ge3BPENHOCTH M OLIEHKY MX AKTHBHOCTH B HEHMTPAJH3ALMOHHBIX Tectax. KoH-
LEHTPAUUsA MMMYHHBIX IJI06YJMHOB MO3BOJIAET MOHMMXEHHE MMMYHM3AIMOHHONW 103kl MO CPABHEHMIO
¢ THNepUMMyHHoOU chiBoporkoit 1o 20 %0 nepsonauanbHoro obwsema. [lpoBepka MMMYHHBLIX TJ106Yy-
JIMHOB Ha TNPAKTHKE [10Ka3aja TMOJOKNTENbHbIE Pe3yJabTAThL.

napaJjiesbHash MMMyHH3AlMs JIOWANK BHPYCOM 4yMbl cOBAK M BMPYyCOM HMH(EKLHOHHOIO renaTturta
cofak; MOArOTOBKA JIOMIANMHEIX CHIBOPOTOYHBIX TJIOGYJMHOB; OIlEHKA AKTHBHOCTH HMMYHHBIX [JO-
6y IuHOB.

JIRAN, E., PETR, G., URBANEK, Z. (Bioveta, Terezin), On the Preparation of Im-
mune Globulins against Distemper and Infections Hepatitis of Dogs. Vet. Med. (Pra-
ha) 13 (7) : 423—430, 1968.

A successful immunization of a horse against distemper and infectious hepatitis of
dogs was carried out parallelly. There is a description of the method of preparation
and concentration of immune globulins, of their testing for harmlessness, and an
evaluation of their activity in neutralization tests. Concentration of immune glo-
bulins makes possible a lowering of the immunization dose, compared with hyper-
immune serum, to 20 per cent of the original volume. A field checking of immune
globulins produced positive results.

Parallel immunization of a horse with the virus of distemper and with the virus
of infectious hepatitits of dogs: preparation of horse serum globulins: evaluations of
the activity of immune globulins.

JIRAN, E, PETR, G., URBANEK, Z. (Bioveta, Terezin). Zur Herstellung der immu-
nen Globuline gegen Hundestaupe und infektiose Hepatitis der Hunde. Vet. Med.
(Praha) 13 (7) : 423—430, 1968.

Es wurde eine erfolgreiche Immunisierung des Pferdes parallel gegen Hundestaupe
und infektiose Hepatitis durchgefiihrt. Es werden auch die Weise der Vorbereitung
und Konzentration der immunen Globuline, Priifungen der Unschidlichkeit und
Bewertung ihrer Aktivitdt in Neutralisierungstesten beschrieben. Die Konzentration
der immunen Globuline ermdglicht die Herabsetzung der Immunisierungsdose ge-
geniiber dem hyperimmunen Serum auf 209, des urspriinglichen Volumens. Die
Uberpriifungen der immunen Globuline in Terrainpraxis brachte positive Ergebnisse.
die parallele Immunisierung des Pferdes mit dem Virus der Hundestaupe un der
infektiosen Hepatitis der Hunde; Herstellung der Serumglobulins von Pferden; Be-
wertung der Aktivitdt der immunen Globuline.

Adresy autori:

MVDr. Eduard Jiran CSc.,, RNDr. Gustav Petr, Bioveta n. p., Terezin, MVDr.
Zden&ék Urbanek, t. ¢&. Dokumentaéni stiedisko, VSZ, veter. fak., Brno
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VLIV ACTH, STH A NORADREALINU NA HLADINU NEMK,
GLUKOZY A KETOLATEK V KRVI KOZ

J. Skarda, S. Bartos, F. Dolezel

CSAV, Laborator fyziologie a genetiky Zivodichi, Uh#inéves

SKARDA, J.,, BARTOS, S.,, DOLEZEL, F. Vliv ACTH, STH a noradrenalinu na
hladinu NEMK, glukozy a ketolitek v krvi koz. Vet. Med. (Praha) 13 (7):
431—436, 1968.

Hladina NEMK byla vyrazné zvysena intramuskularnim injikovanim STH a in-
travenoznim podanim noradrealinu. Nevyznamné se zvy$ovala intramuskularnim
injikovanim ACTH. Vzestup hladiny glukdézy po podani ACTH a STH byl sta-
tisticky vyznamny. Mechanismus pusobeni téchto hormonua je pfipisovan jejich
ucinku na sekreci glukokortikoidl, které jednak inhibuji utilizaci glukdzy a jed-
nak zvysuji glukoneogenézu z bilkovin. Noradrenalin prudce zvySuje hladinu
glukézy v krvi svym glykogenolytickym uéinkem. Statisticky vyznamny vze-
stup byl zaznamenan jiz 15 min. po podani. Vlivem somatotropniho hormonu
doslo k vzestupu hladiny ketolatek. Hlavnimi hormondalnimi faktory, které ridi
utilizaci tuku podle metabolickych potireb organismu jsou STH a inzulin, kdezto
noradrenalin je pouze faktor nezbytny pro rychlou odpovéd organismu na vlivy
okolniho prostredi.

prezvykavci; mobilizace mastnych kyselin; metabolismus tukové tkané; vliv
hormont.

Studium G¢inku hormont na hladinu neesterifikovanych mastnych kyselin
(NEMK) u pfezvykavet zacal Annison (1960) na ovcich. Ve své praci
demonstroval aé¢inek inzulinu. Ucinek rtstového hormonu uvadéji Williams
a kol. v r. 1963 u dojnic a Wheatley a kol. (1966) u ovci. Vliv inzulinu
a adrenalinu na hladinu NEMK normalnich dojnic a dojnic s ketézou sledoval
Kronfeld (1965a). Velmi rozsahlou praci publikovali Radloff
a Schultz (1966), ktefi sledovali kromé G¢inku STH a inzulinu je§té Géinek
ACTH, glukokortikoidt, glukagonu, adrenalinu a noradrenalinu u samct a sa-
mic koz. Vliv adrenalinu na hladinu NEMK u ovci sledovali Zelenak
a Kéna (1966). Ovlivnéni hladiny NEMK u dojnic po podani laktogenniho
hormonu studovali Williams a kol. (1966).

V nasi praci jsme sledovali koncentraci NEMK, glukézy a ketolatek po
poddani ACTH, STH a noradrenalinu.

MATERIAL A METODIKA

Zvitata. K pokusu byly pouzity 4 dospélé kozy — kiizenci, které byly
krmeny 14 dni pfed zacidtkem pokusu a po celé experimentalni obdobi 0,5 kg
jecného Srotu a senem ad libitum. Zvifata byla pouzita k pokusu po 48 hod.
hladovéni. Den pred pokusem byla zavedena polyethylenova kanyla o pri-
méru 2 mm a fixovdna Michlovou svorkou.

Aplikované hormony byly pouzity v téchto davkach pro toto:

Noradrenalin — 1 mg i. v.

Corticotropin Spofa 100 m. j. i. m.

Somatotropin Spofa — 200 Evansovych j. i. m.
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Nulovy vzorek krve byl odebran pted poddnim hormonu. Po aplikaci nor-
adrenalinu byly vzorky odebirany ve ¢tvrthodinovych intervalech po dobu 1 ho-
diny, po aplikaci ostatnich hormont 1., 3., 5., 7. a 9. hod. Jako kontrola slou-
zily vzorky krve odebrané po intramuskuldrni nebo intravenozni injekci fyziolo-
gického roztoku.

Proti srazeni odebranych vzorki krve bylo uzito smési §favelant, — (10%
roztok $tavelanu draselného a amonného — 2:3 — v mnozstvi 1 ml ¢inidla
na 50 ml krve). Potfebné mnozstvi roztoku bylo napipetovano do vzorkovnic
a odpateno do sucha pti 80 °C.

Chemické metody. Vzorky krve byly centrifugovany a v ziskané
krevni plazmé stanovovany:

glukéza — anthronovou reakci podle Glicka (1961),

ketolatky — metodou podle Brittona (1966),

NEMK — metodou Doleho modifikovanou podle Kronfelda

(1965 a).

Vliv ACTH na hladinu NEMK v krvi se nejvyraznéji projevil 5. hod. po
aplikaci, kdy koncentrace NEMK vzrostla na 564 /uekv/1 ze 455/uekv/1 v éase 0
(vzestup vSak neni statisticky vyznamny). V 9. hod. po injekci vzrostla kon-
centrace ketolatek z 1,8 na 2,4 mg% (vzestup statisticky nevyznamny) a glu-
kézy z 86 na 127 mg% (vzestup statisticky v§znamny na hladiné P < 0,01).

Po injekci STH se zvysila koncentrace NEMK v krvi z 309 na 850/uekv/1
v 7. hod Tento vzestup byl prikazny na hladiné P < 0,05. Vzrist hladiny
ketolatek v 9. hod. po infazi z 1,4 na 3,4 mg% byl vysoce statisticky prii-
kazny (P < 0,01). ZvySeni koncentrace glukézy z 83 na 115 mg% bylo pri-
kazné pouze pro hladinu P < 0,10.

Noradrenalin zpusobil okamzité zvySeni viech sledovanych hodnot. Jiz
v 15. min po infazi byl zjidtén statisticky priitkazny vzestup NEMK z 385 na
596 /uekv/l a glukézy z 94 na 161 mg% (hladina prikaznosti P < 0,05)
a statisticky neprukazné zvySeni ketolatek z 1,4 na 1,5 mg%.

Vsechna data jsou uvedena v tabulee I.

DISKUSE

Uc¢inek ACTH in vivo na hladinu NEMK studovala fada autord (W hite
a Engel, 1959; Wertheimer a Shafrir, 1960; Hollenberg
a kol.,, 1961; Smith a kol. 1962; Librik a Clayton, 1963), pficemz
vysledky, které zaznamenali, byly zna¢né rozdilné. Néktefi autofi zaznamenali
vzestup NEMK, jini jej nezaznamenali. U koz sledovali hladinu NEMK po
podiani ACTH Radloff a Schultz (1966). Zaznamenali prikazny vze-
stup koncentrace NEMK v plazmé samic, kdezto u kastrati samci prikazny
rozdil nezjistili. V na§ich pokusech na samicich koz jsme zaznamenali nepri--
kazny vzestup NEMK. Prokazali jsme vSak vyznamny vzestup hladiny glukézy.
Mechanismus tohoto procesu muzeme vysvétlit na zakladé c¢innosti systému
ACTH — kara nadledvin. Glukokortikoidy inhibuji fosforylaci, vychytavani
a utilizaci glukézy. Snizuji citlivost organismu k hypoglykemickému ptsobeni
inzulinu. Inhibuji oxidativni dekarboxylaci kyseliny pyrohroznové, coz vede
k blokddé a hromadéni intermedidrnich metaboliti glykolytické cesty. Kromé
toho hormony kiry nadledvin stimuluji katabolismus bilkovin a glukogenni
aminokyseliny jsou pak v jatrech a ledvinach pouzity k syntéze glukdzy a gly-
kogenu. Vznikajici hyperglykémie je tedy vysledkem kombinovaného uacinku
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1. Zmény krevnich slozek v rtiznou dobu po podani hormont

NEMK Odchyl- Ketolatky Odchyl- Odchyl-
Cas uekv/1 kat) mg % kap) | Clukézamg % | “p sy
hod. ACTH
0 455 4+ 113 — 1,8 + 0,12 - 86 + 8 -
1 330 + 77 —125 1,1 + 0,11 — 0,7 135 + 19 + 49
3 463 4 68 + 8 1,5 + 0,21 — 0,3 140 + 22 + 54
5 564 -+ 149 +117 1,9 + 0,16 + 0,1 140 + 21 + 54
7 465 + 121 + 10 1,9 + 0,19 + 0,1 139 | 21 + 53
9 472 + 124 + 17 2,4 + 0,42 + 0,6 127 + 14*%) + 41
Soucet odchylek + 27 — 0,2 +251
hod. STH
0 308 4 67 - 1,4 4 0,07 — 83 + 8 -
1 288 + 43 — 20 1,2 4 0,18 — 0,2 102 + 19 + 19
3 416 + 88 4107 1,9 + 0,18 + 0,5 91 4 15 + 8
5 665 + 139 +356 3,2 4+ 0,12 + 1,8 84 4+ 7 + 1
7 850 + 215%) + 541 3,3 4 0,22 + 1,9 103 + 15 + 20
9 765 + 209 4456 3,4 + 0,16%%) | -+ 2,0 115+ 6 + 32
Soucet odchylek + 1440 + 6,1 + 80
min. NORADRE-
NALIN
0 385 + 157 — 1,4 + 0,12 - 94 + 11 =
15 596 + 208%) +211 1,5 + 0,27 + 0,1 161 + 23%) + 67
30 442 | 197 + 57 1,3 + 0,44 — 0,1 157 + 21 + 63
45 433 + 186 + 48 1,3 4+ 0,46 — 0,1 153 + 21 + 59
60 377 4+ 156 — 8 1,3 + 0,44 — 0,1 150 + 19 + 56
Soucet odchylek +308 - 0,2 +245
hod. Kontrola
0 500 + 42 — 1,6 4 0,3 - 64+ 5 -
1 535 + 200 + 35 1,9 4 0,4 + 0,3 68 + 9 + 4
3 444 + 118 — 56 2,1 + 0,4 + 0,5 70+ 5 + 6
5 525 + 158 + 25 2,1 +0,4 + 0,5 73+ 8 + 9
7 455 + 113 — 45 1,9 + 0,2 + 0,3 72 4 12 4+ 8
9 — - — 2,0+ 0,3 + 0,4 76 4 12 + 12
Soucet odchylek — 41 + 2,0 + 39
1) Odchylka od nulové hodnoty
*) P < 0,05
**) P < 0,01
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zvysené produkce a snizené rychlosti vychytavani glukézy (Ashmore a kol,
1956; Frawley a Shelley, 1961).

Pocateéni pokles hladiny NEMK v 1. hod. po injekci STH by v nasem
pokusu vystiidin postupnym zvySovanim koncentrace NEMK, kterd dosahla
maxima v 7. hod. po aplikaci. Pocate¢ni pokles, ptfipadné zdrzeni mobilizace
masinych kyselin, je dasledkem inicidlni fdze pasobeni STH, kdy soucasné
dochézi jak ke stimulaci lipolyzy (vlivem STH), tak resyntézy glyceridi
jako snaha organismu nastolit opét fyziologickou homeostizu v tukové tkéni
(Cahill akol.,, 1960; Hamid a kol.,, 1963). Ristovy hormon sniZuje tvor-
bu mastnych kyselin z acetyl KoA, zéroven viak neni zvySena oxidace tohoto in-
termedidrniho metabolitu k CO,, takze zbyvd jedind mozZnost, a to kondenzace
a konverze k acetoacetyl KoA a pak ke ketolatkdm v jatrech (Stadie, 1958;
Kronfeld, 1965b). Tvorbou ketolatek, které jsou snadno vychytivany ve
viech extrahepatickych tkdnich jako zdroj energie, bezprostiedni vliv STH na
lipidovy metabolismus konéi. Hladina ketolatek vlivem STH v naSem pokusu
rostla se zpozdénim za réstem hladiny NEMK. Maximalni hladiny bylo do-
sazeno ke konci pokusu, v 9. hod. po aplikaci hormonu. Po podani STH jsme
zaznamenali postupné zvySovani glykémie, které je vysledkem glukostatistic-
kého uéinku STH. Vlivem STH dochazi k poklesu vychytavani glukézy ve
svalech a jinych tkadnich, k blokadé jeji utilizace a zdrovei ke zvySeni jeji pro-
dukce a v disledku toho ke zvySeni glykémie.

Na noradrenalin a pfibuzné aminy se v soucasné dobé divdme jako na
faktory nezbytné pro rychlou odpovéd organismu na stressové podminky. Je-
jich G¢inek zdvisi na funkci nadledvin (Shafrir a Steinberg, 1960)
a §titné zlazy (Debons a Schwartz, 1961). Uginek na hladinu NEMK
je téméf okamzity a je do znané miry nezavisly na hladiné glukézy nebo
inzulinu (Buckle a kol., 1961). Na naSich pokusnych zvifatech jsme zazna-
menali nejvy$§i hladinu NEMK a glukézy jiz 15 min. po injekci noradrenalinu.

Doslo dne 2. 6. 1967
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HIKAPIA W., BAPTOII C., JOJIEXKEJ @®. (Jla6opatopus (U3HMONOTMM M TI'CHETHKHM KHBOTHDIX,
HCAT, Yrpxunesec, Yexocsopakun). Bansume ACTH, STH u HopanpeHanuHa Ha ypOBeHb He-
l')TCPH‘bHuHPOBaHHle AHHPHBIX KHCIOT, TNIOKO3bl M KETOHOBBIX BEIIECTB B KPOBH KO3. BeT. MeJi.
(ITpara) 13 (7) : 431-436, 1968.

Yponeus HeaTepudHIIMPOBAHHBIX JKHPHBIX KHCJIOT CHJBHO 1IOBBICHJICA B pe3dyJbTaTe BHYTPUMbILIeu-
noro ppesenus STH u suyrpusenHoro pselneHMs HopaiapeHanuHa. Ero nosbiweHne Gbiio caabbiM
npu sHytpumbimeniom seenednn ACTIL TToeeimenue yposHs riokoant mnocsae peemeruss ACTH
i STH 6riio cratuernveckd sHauuMbiM. MexaHuaM 1efHCTBUS 9THX TOPMOHOB [PUIHUCHIBAETCH
HX BOSUEHCTBMIO Ha CEKPEIVIO TIIOKOKOPTHKOMIOB, KOTOPHIE, € OIHON CTOPOHBI, 3aMEIJISIOT HCIIOJb-

40BAHME TJIOKOJHI, & C JAPyroii, [OBRIMIAIOT TJloKoHeoreHes u3 Gesakos. Hopanpenanun cuasuo
HOBBIIACT YPOBEHL IJIIOKO3bI B KPOBH CBOMM IJIIOKOreHoauTHuyeckuM JeicrsueM. CraTUCTHYECKH
slauMMoe nosplinelne 6LIJIO OrMedeHo y)ke crycrs 15 MHH. mocse BBeneHHs. Y pOBeHL KETOHOBBIX
ICHICCTB [OBBINIANCH 1101 BAMAHHEM COMaTOTPONHOro ropmoHa. (OCHOBHBIE TOPMOHAJBLHBEIE GAKTOPH,
PeryJqMpyommue MCrnosib3oBaHue SKHMpa COrJIAaCHO MeTaboJH4YecKHM norpeGHOCTHM opraHmisma, —
aro STH i wucynnH, Torna kak HOpaapeHajJMH — JMING QaKTOp, HEOBXOMMMBIN s GHICTpPOIl

PUAKIIHH OpraHuaMa Ha BJIHAHHUA ()K[))"IKZH‘)IL!L‘I“{ Cpelnl.

ABAYHDIC;, MOSHJIM3ALMS KHPOBBIX KHCJIOT; MerTabonuam '/KHPOBOﬁ TKAHM] BJIMAHHEC TIOPMOHOB.
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SKARDA, J.,, BARTOS, S., DOLEZEL, F. (Laboratory of Physiology and Genetics
of Animals, Czechoslovak Academy of Sciences, Uhfinéves, Czechoslovakia). The In-
fluence of ACTH, STH, and of Noradrenalin on the Level of NEFA, Glucose, and
Keto-Substances in the Blood of Goats. Vet. Med. (Prague) 13 (7) : 431—436, 1968.
The NEFA level was increased significantly by an intramuscular injecting of STH
and by an intravenous administration of noradrenalin. It was increased insignific-
antly by an intramuscular injection of ACTH. The rising of the glucose level after
an administration of ACTH and STH was statistically significant. The mechanism
of the acting of these hormones has been ascribed to their effect on the secretion
of glucocorticoids, which, on the one hand, inhibit the utilization of glucose, and,
on the other hand, raise the glucose level in the blood because of their glycogeno-
lytic effect. A statistically significant rising was recorded already 15 minutes after
administration. Influenced by the somatotrophic hormone there occurred a rising
of the keto-substance level. The chief hormonal factor controlling the conversion of
fats according to the metabolic demands of the organism are STH and insulin,
whereas noradrenalin is only a factor essential for a rapid response of the organism
to the influences of the surrounding milieu.

ruminants; mobilization of fatty acids; metabolism of the adipose tissue; influence of
hormones.

SKARDA, J. - BARTOS, S. - DOLEZEL, F. (Laboratorium fiir Physiologie und Ge-
netik der Tiere CSAV, Uhiinéves, Tschechoslowakei). Einfluf des ACTH, STH und
Noradrenalins auf den Gehalt des Ziegenblutes an mnichtesterifizierten Fettsdiuren
(NEFS), Glukose und Ketonstoffen. Vet. Med. (Praha) 13 (7) : 431—436, 1968.

Der NEFS-Spiegel wurde durch intramuskuldre STH-Injektion und intravenése Ver-
abreichung des Noradrenalins wesentlich erhoht. Nach intramuskuldrer ACTH-In-
jektion erhohte er sich nur unsignifikant. Die Erhdhung des Glukosespiegels nach
Verabreichung des ACTH und STH war statistisch signifikant. Der Wirkungsmecha-
nismus dieser Hormone wird ihrem Einflul auf die Sekretion der Glukokortikoide
zugeschrieben, welche einerseits die Glukoseutilisierung inhibieren und andererseits
die Glukoneogenese aus Eiweifl erhéhen. Das Noradrenalin erhéht wesentlich den
Glukosespiegel des Blutes durch seine glykogenolytische Wirkung. Eine statistisch
signifikante Erhohung wurde bereits in 15 Minuten nach Verabreichung verzeich-
net. Durch EinfluBl des somatotropen Hormons kam es zu einer Erhohung des Ke-
tonstoffespiegels. Die hauptsdchlichsten Hormonfaktoren, welche die Utilisierung des
Fettes je nach den metabolischen Bediirfnissen des Organismus regeln, sind STH
und Insulin, widhrend das Noradrenalin einen nur fiir die schnelle Reaktion des
Organismus auf die Einfliisse der Umwelt unerldBlichen Faktor darstellt,

Wiederkiduer; Mobilisation der Fettsduren; Metabolismus des Fettgewebes; Einfluf3
der Hormone,
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MECHANISMUS VZNIKU REZISTENCE NA PENICILIN
U Bacillus anthracis PO RIZENE ADAPTACI

K. Prokupek

Statni veterindrni ustav, Ndarodni referenéni laboratoi pro antrax, Gottwaldov

PROKUPEK, K. Mechanismus vzniku rezistence ma penicilin u Bacillus an-
thracis po ¥izené adaptaci. Vet. Med. Praha) 13 (7) : 437—446, 1968.
Experimentalné se podafrilo dosahnout replikovou metodou u vSech 20 testova-
nych antraxovych kment uréitého stupné rezistence na penicilin. V procesu
takto vyvolané rezistence se projevil u bakteridlnich kment dvoji zakladni typ.
Prvni typ se vyznacdoval vysokou penicilinazovou aktivitou a bujnym rustem
na testovaci pudé. Tento penicilinazovy typ byl dokladem toho, Ze penicilindza
se podili na vzniku rezistentnich kmenu. Druhy typ, ktery byl castéjsi, se pro-
jevoval nezvySenou produkci penicilindzy. V prvnich pasaZich se vyznacoval
zpravidla zna¢né& omezenym rustem a nedosahoval té vysky rezistence jako typ
prvni. Zda se, Ze podstata tohoto typu rezistence neni zaloZena na exogenné
produkované penicilinaze. Jedna se pravdé&podobné o stav vnitfni rezistence ve
smyslu Jacob-Monodovy teorie o genetickém fizeni proteosyntézy. Kombinaci
obou zakladnich typu byl typ smiSeny. Trvani penicilinové rezistence je pod-
minéné. Po jednoroénim obdobi vegeta¢niho klidu ztratil jen jeden kmen svou
ziskanou rezistenci. U ostatnich kmenu doslo ke sniZeni rezistence v rtzném
stupni. Ukazalo se, Ze puvodné& penicilindzova rezistence se u vét§iny kmenu
zménila ve vnitfni formu rezistence.

Bacillus anthracis; G-penicilin; peniciliniza; rezistence; penicilindzova aktivita;
vnitfni typ rezistence; trvani penicilinové rezistence; penicilinizovy typ rezis-
tence; smiSeny typ rezistence.

Od objeveni fermentu penicilindizy (Abraham a Chain, 1940) stal se
problém vztahii mezi rezistenci na penicilin a tvorbou penicilindzy pfedmétem
cetnych studii. Logicky se vieobecné ocekdvalo, ze u mikrobi citlivjch na peni-
cilin bude existovat pfimy vztah mezi rezistenci a penicilindzovou aktivitou.
Ukézalo se v3ak, ze nékteré mikrobni druhy, rezistentni k penicilinu, penicilindzu
neprodukuji. Uvadi se, Ze pfimy vztah mezi produkci penicilindzy a stupném
rezistence na penicilin se neprokazal. Z uvedeného vyplyva, Ze problém vztahi
mezi rezistenci na penicilin a produkci penicilindzy vyzaduje jesté dalsiho
studia.

Otazkou rezistence antraxovych kment na penicilin zabyvali se z naSich pra-
covniki Harnach a spol (1959). Pracovali v adaptaénich pokusech se dvé&ma
kmeny. Z pocéatku jen zcela maly podet jedinct byl schopen adaptace na Zzivné
prostfedi s penicilinem. Daldimi pasaZemi se rezistence zvy3ovala, aZ bylo postupné
dosaZeno 500 j/ml. Pavodni R-faze se ménila v RS a pozdéji v S-fazi. Autori se do-
mnivaji, Ze podstatou vzniku adaptac¢ni rezistence je zvySend produkce penicilinazy,
ale nijak to neprokazuji. BEhem dvou mésicti vegetadniho klidu poklesla takto ziska-
na rezistence opét na puvodni hranici (0,5 j/ml). Autofi zdurazfiuji, Ze schopnost
adaptace nékterych antraxovych kmenu k vys$§im davkam penicilinu je znaéna.
V adaptac¢nich pokusech postupovali autori tak, Ze na masopeptonovy agar s pri-
slu$nou koncentraci penicilinu nanesli stanovenou davku sporové suspenze Bac. an-
thracis, obsahujici 10 000 spor. Nez bylo dosazeno maximalni hranice rezistence (500
j/ml) bylo tfeba asi 70 pasazi. Reverzni ztrata rezistence byla kontrolovdna biolo-
gickym pokusem na bilych mysich.
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Ve své dal$i praci zabyvali se Harnach, Mes4dro§ a Pleva (1960) obdob-
nou tematikou, a to rezistenei terénnich antraxovych kmentt k penicilinu, strepto-
mycinu a aureomycinu po spontanni a rizené adaptaci. Autofi tak navazali na svou
predchozi praci (1959), ve které prokazali snadnou adaptaéni schopnost antraxovych
kment. Adaptaci na stupriované davky penicilinu se podafilo dosdhnout relativné
vysokého stupné rezistence, a to u 50 kment v rozsahu 1—9j PNC/ml, u 13 kment
od 10 do 250j PNC/ml a u 3 kmenl dokonce aZ na 5000j PNC/ml.

Vyznamna je prace rumunskych autori Horodniceanu a Sasarmana
(1961) o vztazich mezi aktivitou v produkei penicilindzy a rezistenci antraxovych
kmenu. Autorim se nepodarilo prokazat vzajemny vztah. Vychéazejice z vysledki
své prace, vyslovili autoli zajimavou hypotézu o funkei penicilindzy. Domnivaji se,
ze penicilindza predstavuje obranny prostiedek bakterii, produkovany za priroze-
nych podminek proti malému mnoZstvi penicilinu, vytvareného ruznymi plisnémi.
Malé davky penicilinu, se kterymi se muZeme v piirodé setkat, dovoluji selekeci
bakterialnich bunék, produkujicich penicilinazu, z populaci velmi citlivych na peni-
cilin, jako je napf. Bac. anthracis. To znamend, Ze malé davky penicilinu ztstavaji
neuéinné v piitomnosti producenti penicilinazy. Rezistence proti vysokym davkam
antibiotika bude, podle nazort autort, zaloZena asi na jiném mechanismu.

Eagle (1954) na podkladé vysledku svych pokust poukazuje na skuteénost, zZe
pii nejmensim existuji tfi mechanismy vzniku penicilinové rezistence. Rada bak-
terii odbourava penicilin vyprodukovanou penicilindzou. Nékteré kmeny sice neuvol-
nuji penicilindzu do media ,ale rychle odbouravaji penicilin, jakmile vnikne do
bunky. Snad nejdualeZitéj$im dinitelem penicilinové rezistence u bakterii zda se byt
jejich variabilni schopnost véazat se s antibiotikem. Mezi bakteriemi, které se vy-
znaéuji penicilindzovou aktivitou, projevuji se rezistentni varianty obvykle tak, Ze
vazou za danych podminek méné penicilinu neZ puvodné citlivé kmeny. Vyskytuji
se v8ak také pripady, kdy rezistentni varianty normalné citlivych populaci mohou
se vazat s penicilinem ve stejném stupni jako pavodné citlivé bunky, aniz by byly
usmrceny.

MATERIAL A METODIKA

K pokusim s penicilinorezistenci jsme vybrali 20 dobfe definovanych an-
traxovych kmenti nadi sbirky. Cistota vybranych kmend byla zkontrolovana
pied zahdjenim a v pribéhu praci metodou kultivace z jedné spory.

Pouzili jsme masopeptonového bujonu a masopeptonového agaru standard-
niho slozeni (pH 7,4), 20% krevniho agaru (berani krev). Testovaci ptdou
byl 20% krevni agar s piislusnym pridavkem antibiotika. Za antibiotikum
jsme zvolili draselnou sil G — penicilinu. Antibiotikum bylo fedéno pfimo do
agaru a bylo pfiddvano do testovaci pidy v postupné zvySovanych davkach.
Za pocateéni davku byla zvolena 1 jednotka. Pri kazdé dalsi pasazi byla davka
déle zvy$ovdna tadou aritmetickou az do koneéného stupné 20480j PNC/ml
media. Koncentraci inokula jsme zjistili zakalomérem a pocet zivych bunék
kontrolné diluéni plotnovou metodou.

V procesu experimentalné rozvijené rezistence jsme pouzili dvé metody:

1. Metoda definovaného inokula za pouziti plotnové diluéni metody (V-
mola a Hejzlar, 1964),

2. Replikova metoda (Lederbergovi, 1952).

Pti prvni metodé jsme postupovali takto: Z 18hod. vychozi populace an-
traxového kmene na krevnim agaru byla inokulovdna jedna izolovani kolonie
do masopeptonového bujonu a inkubovana 3 hod. pti 37 °C za aerobnich pod-
minek. Abychom dosahli populaéni homogenicity, byla kultura rozockovdna na
krevni agar tak, aby narostly izolované kolonie. Po 18hod. inkubaci pii 37 °C
jsme prenesli 10 jednotlivych kolonii do 5 ml masopeptonového bujonu a in-
kubovali 3 hod. pfi 37 °C. Homogenni rozptyleni populace v bujonu bylo do-
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sazeno Setrnym roztiepanim kultury. Na testovaci pidu bylo naneseno 0,1 ml
bujonové kultury a inokulum bylo rozklickovano po povrchu agarové vrstvy.
Koncentrace inokula byla takové, ze davka 0,1 ml bakteridlni suspenze obsa-
hovala 1.10"—5.10" jedincG. Pfipravené inokulum se nanaSelo na testovaci
pidu do 30 min. po skonéeni pfipravy. Prti replikové metodé bylo postupovano
tak, ze z 18hod. antraxové kultury na krevni agaru byla odebrdna jedna izo-
lovana kolonie, roztfepdna v 1 ml sterilniho fyziologického roztoku a z ného
kultivovano roztérem na krevni agar tak, aby vznikl stfedné husty porost izo-
lovangch kolonii (asi 200 kolonii). Kultury byly inkubovany 3 hod. pfi 37 "C.
Z takto narostlé pidy byla populace pienaena otiskem na testovaci padu.
Replika (otisk) byla provadéna razitkem, opatienym sametem o vysokém tuhém
chlupu.

Viechny stupné dosazené rezistenice byly peclivé kontrolovany tak, ze
izolovana kolonie populace, rostouci na testovaci pudé s urcitou koncentraci
penicilinu, byla p¥enesena do 5 ml masopeptonového bujonu a inkubovédna 3 hod.
pti 37 °C. Bujonova kultura Setrné roztfepana a mnozstvi 0,1 ml pfeneseno na
testovaci pudu s touz a o jeden stupen niz8i koncentraci antibiotika a roze-
tteno po povrchu piidy. Pro kazdou koncentraci penicilinu pouZito nejméné dvou
misek.

Soudasné s nastupujici rezistenci byl sledovan jeji vztah k penicilindzové
aktivité antraxovych kment. Produkce exogenni penicilindzy byla stanovena me-
todou prokainpenicilinového testu (Kornlein, Koch, 1954).

VYSLEDKY 3 ‘ '

Dosazeni stupné rezistence u 20 vybranych antraxovych kment metodou
definovaného inokula za pouziti plotnového dilu¢niho testu je v piehledu uve-
deno v tabulce I.

Jak z této tabulky vychdzi najevo, bylo touto metodou dosazeno rezisten-
ce na penicilin toliko u dvou kmend. Stupeii dosazené rezistence byl vysoky.
U ostatnich testovanych kment nebylo dosazeno prakticky zadné rezistence.
Tuto okolnost si nedovedu vysvétlit.

Penicilinazovd aktivita byla sledovdna toliko u téchto dvou kmendt.

Rezistence dosazend metodou definovaného inokula byla v tomto ptipadé
u obou kmenu zalozena na zvySené produkci penicilindzy a odpovidd penici-
lindzovému typu, dosazenému za pouziti replikové metody.

Dilu¢ni plotnova metoda nas neuspokojila, a proto jsme pii dalsich poku-
sech s penicilinorezistenci antraxovych kmenti pouzili replikové metody. Vy-
sledky experimentdlné dosazené rezistence na penicilin u 20 antraxovych kme-
ni, ziskané touto metodou, jsou uvedeny na prehledné tabulce II.

Z vysledkd uvedenych v této tabulce vyplyva, ze u viech 20 antraxovych
kment bylo dosazeno uréitého stupné rezistence. Déle je mozno vyvodit, ze pri
vytvafeni penicilinové rezistence lze u antraxovych kmend sledovat dva za-
kladni typy:

K prvnimu typu je mozno zatadit kmeny, které se vyznacuji vyraznou peni-
cilindzovou aktivitou. U téchto kment (Bfeznice, 289, AZV-41) jsme proka-
zali vysokou produkci penicilindzy téméf ve vSech pasdzich. Produkce peni-
cilindzy se nezvy$uje postupné se zvySujici se davkou penicilinu, ale miZe hned
na pocdtku procesu rezistence vystoupit vysoko a udrzovat se s urlitym koli-
sanim ptiblizné na stejné dGrovni. Klesajici tendence se projevuje né€kdy na konci
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I. Penicilinov4 rezistence antraxovych kmenti pasaZovanych metodou definovaného inokula
Rist na penicilinové testovaci pidé
Kam Pocet jednotek PNC/ml media
en
1 5 10 I 20 | 40 1 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560 | 5120 | 10240 ‘ 20480
1
Bfeznice Fkk * * - ~ = I = { - - - - - - -
289 *k*k * %k * * * %Kk * * kK ' * k% * k% * k% * kK * * | <)
AZV_41 %k Kk * kK * * * Kk * Kk * %%k i * Kk Kk %k k J kK * ok ok * * | *
AZV-6 *kk * * - = = = N .= = - = - - -
AZV-19 *kk * * * - = - } . = ax = = = { -
4892 *Kk * * * - - - I - = = = = - ' -
RK-194 Kk * * ~ | o= = - _ l = = = = - -
17-1V/212 * kK * * * ‘ * - - = | = = = = = -
150 *xk * = = f = = | = - - - - 5 .=
5/58 *kk * * — i oF _ = } _ _ - - — o i =
107 *kk * * ‘ - - - - ' - | - - = - = | ==
103 Hkk * * ’ = = - = = i = = - - - =
Pukl 1/56 xxx |« - ~ - . - - - = = = s | o=
726/1 *okk * * * _ _ _ — \ _ _ _ - - -
|
835 *xk * * = i o o o o \ - = - = s [ ol
3308 * k% * * * 3 o — s - ) ! — o - - | -
|
Trumov *kk * * * ‘i * il ‘ — — — - - - E -— ‘ o
86/5 *k Kk - * - ‘| - = I ay = “ & = = | - =
‘ I
460/55 *kk * * * { o Yo | _ _ _ _ _ _ ! _ _
1549 *k* * * * ‘ * - ! . — . . o - § - ' -
| | | |

Legenda: *** = silny rist, *

slaby rust az ojedinélé kolonie, — = uplna inhibice ristu




pasiazované trady. Kmeny s takto se vyvijejici rezistenci se vyznaluji dobrym
ristem. Kmen AZV-41 po podateéni rozkolisanosti rozvijel dédle svou rezisten-
ci na podkladé silné produkce penicilindzy. U nékterych kment uZ po prvni
pasdzi na testovaci ptidé (1j PNC/ml) je mozno z vysoké produkce penicili-
nazy usuzovat na vysoky stupen penicilinové rezistence. Dokladem toho je pokus
s kmenem 289. S pasazi na 1j PNC/ml media byla provedena zkouska citlivosti
na penicilin obvyklym zpiisobem. Vysledky ukazuji, Zze uz po pasazi na 1j PNC
je v nékterych pripadech ndstup penicilinové rezistence tak vysoky, Ze pasa-
zovany kmen ztrdci svou citlivost a roste na mediu s vysokym obsahem peni-
cilinu. Neni tedy vyvoj penicilinové rezistence u antraxovych kment ve vSech
ptipadech pozvolny pii postupném navykani pasdzovaného kmene na zvySujici
se davky penicilinu. U nékterych kment dosahuje penicilinové rezistence vysokého
stupné skokem.

Druhym typem penicilinové rezistence jsou kmeny, které produkuji exogen-
ni penicilindzu jen ve zcela malé mife (asi v rozsahu vychozich nerezistentnich
kment). Nizkd produkce penicilindzy (2—5j) se udrzuje pfiblizné na stejné
trovni ve vSech pasazich procesu rezistence. Kmeny tohoto typu dosdhly v nasem
pfipadé niziiho stupné rezistence (vét§inou 1280—2560j PNC/ml media) nez
kmeny s vysokou penicilindzovou aktivitou.

V nékterych piipadech se oba typy rezistence kombinovaly a vznikl typ
smiSeny. Zde obvykle po nékolika poc¢ateénich pasazich s nizkou produkei pe-
nicilindzy navazoval sled pasazi s vy3$§i penicilindzovou aktivitou. V pribéhu
pasdzi bylo mozno nékdy sledovat uréitou rozkolisanost, kdy vy3§i produkci
penicilindzy vystiidala niz§i a naopak.

V ptehledu bylo dosazeno replikovou metodou u 20 antraxovych kmenti
téchto stupiii penicilinové rezistence:

320j PNC/ml media

640j PNC/ml media
1280j PNC/ml media
2560j] PNC/ml media
5120j PNC/ml media
10240 PNC/ml media
20480j PNC/ml media 5

N = = 3w

VSechny penicilinorezistentni kmeny rostly za normalnich atmosferickjch
podminek v drsné formé (R-fazi).

TRVANI PENICILINOVE REZISTENCE

Trvani ziskané penicilinové rezistence Bac. anthracis je podminéné. Podle
veobecného nazoru, odstranime-li antibiotikum z media, ztraci populace re-
lativné brzy svou rezistenci a revertuje na piivodné citlivou variantu.

Sledovali jsme trvani penicilinové rezistence ziskané replikovou metodou
u naSich pokusnych antraxovych kment po piiroénim a jednoroénim vege-
tacnim klidu, kdy posledni stupeii dosaZené rezistence byl uchovan na #ivné
pidé bez antibiotika. Po uplynuti ptisluiné doby byla sledovina ristova schop-
nost na testcvaci pidé a penicilindzova aktivita. Uchovdvané kmeny byly za toto
jednoro¢ni obdobi preo¢kovany pouze dvakrat.

Z vysledki mozno konstatovat, ze ze vech kmenti pouze jeden ztratil svou
ziskanou rezistenci. Ostatni kmeny si nadédle uchovaly uréity stupefi rezistence,
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II. Penicilinov4 rezistence antraxovych kmenti pasdZovanych replikovou metodou

Vy- Pocet jednotek PNC/ml media
Oznaceni kmenti Ukazatelé | chozi
kmen 1 5 10 20 40 80 160 320 640 | 1280 | 2560 | 5120 | 10240 | 20480
Bl‘leznice R * kK *kKk * kK *k Kk *% % *kKk * ok k *kk *kk *kk * %% * Kk *kk * kK *
PA 3,8 700 700 740 660 250 420 370 220 210 570 250 450 150 3,5
289 R Kk Kk * %%k *kKk * k% * %% * kK *kk *kok *kk *kk *kxk Kk k * k% * K%k *
PA 3,0 120 540 600 570 520 300 740 180 190 360 | 1300 175 900 110
AZV_41 R *%k % * %k * * * %%k * kK *kk *kk *kk *%k%k Kk k * k% * kX * k% *
PA 5,4 3,4 570 3,4 180 400 20 165 220 | 1000 | 1400 420 100 200 130
AZV_6 R * k% * kK * * *x * %k * ek *kk * * * ok * * o s
PA 2,8 3,2 35 160 2,8 3,4 7,2 9,2 4,2 4,4 5,0 3,8 3,2 — —
AZV_lg R * %Kk % Jkk *kk * k% * s,k ok * *kk * * * * * * s,
PA 3,0 3,0 3,8 3,0 21 3,5 8,4 6,8 3,4 4,2 5,0 3,8 3,0 3,6 —
4892 R * %k *kk *kk * k% %* % %k J%k ok * * * * * % * — — e
PA 4,2 3:5 6,4 3,4 5,0 7,0 5,4 4,4 5,6 3,4 4,0 3,6 — - -
RK_194 R *.** * Kk *kk * * *k Kk * *kk * * - _ - s, —
PA 3,4 3,4 3,4 400 5,0 37 5,0 7,4 5,0 2,4 — — — — —
17_IV__212 R * %Kk * * * * kK * %k *kk *kk *kk * %%k * * **k * 2 4
PA 3,0 3,0 76 3,0 3,4 58 4,2 3,0 130 5,4 7,4 145 220 10,5 52
150 R * %k *kk *kk *k Kk ok k * * * * e = — — e —
PA 3,0 3,5 4,8 3,5 2,8 4,0 130 | 34 5,0 — — — — — —
5/58 R *kk *kk * * kK * * * * * *k * - - o il
PA 3,4 3,4 66 3,5 3,2 3,6 220 2,8 3,0 2,7 2,4 - — — —
107 R Kk k *kk * Jok ok * % *% * * * ¥k * * s - _— o
PA 3,0 3,8 4,7 3,0 3,4 3,2 35 3,6 3,0 2.7 2,4 - — — -
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103

1/56

726/1

835

3308

Trutnov

86/5
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1549

PA

R
PA

R
PA

*k Kk ) *

3,0 | 34
*k*k ¢ ]
2,4 | 2,8
* xk *
4,7 | 48
* dok *
3,0 | 3.4
%k k *
42 | 54
* kK *
28 | 3,2
* %k J kX
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* %% * k%
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* %% *
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*k Kk
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3,2

2,8

*kk

100

34

*kk

3,5

* %

3,5

4,0

* k%
3,6

* %%

175

3,8

* k%

3,6

4,2

3,0

* %Kk

145

4,0

*kk

4,0

* kK

3,6

**

3,6

5,4

kK
3,0

3,4

* k%
2,7

*kk

58

2,7

* kX

4,0

*kk

4,8

*kk

3,0

*%

3,0

*kk

3,0

Kk %k

2,4

3,0

*kk

29

3,0

*kk

3,4

*kx

2,8

2,4

*xkk

10

2,4

*kk

2,4

*kk

6,0

3,6

*kk

*kk

3,2

* kX
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* %%

52

* %

100

Legenda: R = rust (*** silny, ** slaby, * ojedinélé kolonie do 6,
PA = penicilinazova aktivita

— 1uplnd inhibice)




prevazné viak zna¢né sniZeny. Dile jsme mohli pozorovat, ze s vyjimkou jed-
noho piipadu, vSechny rezistentni kmeny, které se vyznacovaly ptvodné vy-
sokou penicilindzovou aktivitou, tuto schopnost ztratily a produkovaly jen malé
mnozstvi penicilinazy.

DISKUSE

Hodnotime-li vysledky na tseku experimentalné dosazené penicilinové re-
zistence antraxovych kment, pak je tfeba pfiznat, Ze pti téze kvalité testovaci
pudy byly vysledky, dosazené replikovou metodou ve srovnani s metodou de-
finovaného inokula vyrazné lep3i. Nedovedeme si vSak vysvétlit, pro¢ posledné
jmenovanou metodou bylo dosazeno rezistence jen u dvou testovanych kmend.

V podstaté 1ze rozpoznat u na$ich pokusnych antraxovych kment dva odli§né
zpusoby vytvéateni penicilinové rezistence. Prvni typ je mozno oznadit za pe-
nicilindzovy. Kmeny tohoto typu produkuji hned od prvnich pasazi relativné
velké mnozstvi exogenni penicilindzy a tuto aktivitu si udrzuji zpravidla po
celou dobu procesu vytvareni rezistence. Produkce penicilindzy nestoupa po-
stupné od pasdze k pasadzi, nybrz udrzuje se stile s mirnym kolisdnim na po-
mérné vysoké drovni. Rist téchto kmenti na testovaci pdé je bohaty. Stuperi
rezistence je zde vysoky. V naSich pokusech bylo dosazeno az 20480j PNC/ml
media. Podstata rezistence tohoto typu zilezi ve vytvafeni inhibitoru antibio-
tika snad na biochemické drovni (exogenni penicilindza).

Druhy typ naopak se vyznacdoval malou penicilindzovou aktivitou. Produkce
penicilindzy téchto kmenu zustiavala po celou dobu rozvijeni procesu rezistence vel-
mi nizkd a zpravidla u Zadné pasdze nepresihla hodnotu vychoziho kmene. Stuperi
dosaZené rezistence byl v nasich pokusech o néco niZ§i nez u prvniho typu. Rist
téchto kment nebyl zdaleka tak masivni, zejména v prvnich pasaZich. V dalsich
pasazich se rist rezistentni varianty na testovaci ptidé postupné znaéné zlepsil. Tento
typ rezistence je mozno povazovat za vnitini (intrinsic resistance) zaloZeny pravdeé-
podobné na aktivité endogenné produkované penicilinazy podle Jacob-Monodovy
teorie o geneticky rizené proteosyntéze.

Treti formou je rezistence typu smiSeného, ktery je kombinaci obou typa za-
kladnich. Zpravidla probiha tento typ rezistence tak, ze v nékolika prvnich pasazich
je produkce exogenni penicilindazy velmi nizka a zustava na urovni vychoziho kme-
ne. Pak najednou dochazi k vnitini zméné, jejimz projevem je zvySena tvorba peni-
cilindzy. U nékterych kmeni je mozno sledovat jakousi rozviklanost, ktera se pro-
jevuje tim, Ze se stfidd pasaZ o malé produkei s pasazi s velkou produkei penicili-
nazy.

Dobu trvani rezistence jsme provétrovali po pulroénim a jednoroénim vegetaé-
nim klidu, kdy rezistentni kmeny byly udrzovany na pudé bez penicilinu. Po ptl
roce vegetaéniho klidu bylo shledano,” #e viechny kmeény si Je§té udrzely jisty stu-
pen rezistence. U ¢ty kment zustala rezistence na puvodni vysi. Po uplynuti jedno-
roéniho obdobi vegetaéniho klidu =ztratil jeden kmen svou rezistenci. U vSech
ostatnich doslo k sniZeni rezistence, u nékterych velmi podstatné. Podle zjisténych
hodnot exogenné produkované penicilinazy se ukazalo, ze ve vétSiné pripada se .
zménila penicilindzova rezistence ve vnitini formu rezistence, vyznacujici se nizkou
produkei exogenni penicilinazy. Nazor, Zze by mohlo jit o pomnoZené nové mutanty
rezistentniho kmene, vzniklé za priznivych okolnosti pusobenim media, lze jen
sté7i akceptovat ,protoze za celé jednoro¢ni obdobi vegetaéniho klidu byly re-
zistentni kmeny pireodkovany pouze dvakrat. Lze spiSe soudit, Zze pavodné silné
stimulovatelné kmeny ztratily reguldatorovy systém inducibility a produkovaly kon-
stitutivng nizké hladiny penicilindzy, pricemz se asi exogenni faze penicilinazy,
pravdépodobné cestou genetickou, zménila ve fazi endogenni. Radi bychom se
jesté vratili k zavéru prace rumunskych autort Horodniceanu a Sasarma-
na (1961), ze kterého vyplyva, Ze autofi neprokézali vztah mezi produkei penici-
lindzy a citlivosti antraxovych kment k penicilinu. Podle téchto autort vykazo-
valy oba ukazatelé zmény nezavislé na sobé&, a nelze proto ruzné stupné rezistence
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k penicilinu vysvétlit produkei rizného mnoZstvi penicilindzy. Autofi uzaviraji, Ze
objevenim penicilindzy se nepodarilo objasnit problém mechanismu rezistence mi-
krobti k penicilinu.

NasSe vysledky vsak prokazuji, v souhlasu s nazory jinych autorti, Ze vztah
mezi penicilinazovou aktivitou a rezistenei antraxovych kment na penicilin existuje.
Vysoka produkce exogenni penicilindzy je soucasné projevem i vysokého stupné re-
zistence. Tento vztah v8ak neplati pro vSechny antraxové kmeny. U nékterych pe-
nicilinazova aktivita zGstava nizka, takze rezistence zde nemutze mit vztah k exo-
genné produkované penicilinaze. V téchto pripadech se zfejmé jedna o uréitou for-
mu vnitini rezistence, vyvolanou pravdépodobné endogenné produkovanou penicili-
nazou. Tato domnénka vsak nebyla zatim experimentialné doloZena.

Doslo dne 14. 11. 1967

Technicka spoluprace J. Kubes.
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ITPOKYIIEK K. (TocyaapcrseHubiii serepuHapHbii nHcTHTyT, Hanuonajenas cneguansias nabo-
patopus no 6opsbe ¢ aurpakcoM, ['orsansnos, YexocnoBakmus). MexaHusM BOHHKHOBEHMS pe3u-
crenTHocTH K menmuunnumy y Bacillus anthracis mocne manpaBnennoi amanragum. Ber. men.
(ITpara) 13 (7) : 437-446, 1968.

IKCrepuMeHTalbHBIM CIIOCO00M yHaaoch HOCTUIHYThL HPH HOMOUM METONAa pPEerIMKauUW OlpejelieH-
HOM CTeneHH pPesMCcreHTHOCTH K NeHuuMuMHy y Beex 20 MCClenoBaHHBIX CHOMPEA3BEHHBIX MITAM-
MoB. B mpoitecce TakuM 06pa3oM BHIZBAHHOI PE3MCTEHTHOCTH MPOARUICH y DaKTepHaJIbHBIX LITAM-
MCB JBOAKHMIT OCHOBHOMH Tuil. [lepBblif THI OTJHMYANCA BBHICOKOH aKTHBHOCTBIO TEHHI[MIIIMHASLI
i OGypHBIM DOCTOM Ha HCCAeNyeMoil MUTATeNbHON cpene. OTOT THN NEHMUMIINHASHL ABJIAETCA
JLOKAB8aTEeNbCTBOM TOrO, YTO MOCICHHA] NMPUHEMAET yJacTHe B BOSHAKHOBEHWM PE3HCTEHTHBIX MITaAM-
MoB. Bropoit THn, KoTophiii Berpedasics wamie, TIPOABAJCH HCMOBBUIEHHOM NPOAYKUHEH NeHU-
uiIMHasel. B mepsbix maccakax oH OraMYasCs, Kak IPaBuio, B 3HAYUTEJLHOH Mepe OrpaHHueH-
HBIM POCTOM M HE JOCTHIaJl TAKOil CTeleHM peaucreHTHocTH Kak nepseii tun. Kakercs, uro cymy-
HOCThL OTOrO THIIA PE3MCTEHTHOCTH He OCHOBAHAa Ha 9KCOreHHO NPOM3BEeJIeHHON MeHMIIUIIHase.
BepositHO, neno Kacaercs COCTOAHMA BHYTPEHHEH yCTOHYMBOCTH B COOTBETCTBMM C Teopueit fxob-
MoHona o reHeruuecKoM ynpapjaeHHu nporeocuHre3oM. IlyreM KOMOMHAUMM O5OMX OCHOBHEIX THIOB
MOJNyuMJICH CMeiaHHbIi Tun. [Ipomo/KMTENBHOCTh pPE3HCTEHTHOCTH K IMEHMUMIUIMHY sBAAETCA
obycsosnennoi. [locie onHosmerHero mepuona, Koria He INOABHICA POCT, NOTEPAJN TOJBKO ONMH
INTAMM CBOIO ITOJIyMEHHYI0 PE3HCTEHTHOCTH. Y OCTAJILHBIX MITAMMOB MPOM3OLIIO MOHMKEHHE pPe3u-
CTeHTHOCTHM Ha pasHoit creneHu. Oxasasoch, 49TO I€PBOHAYAJbHAS PE3UCTEHTHOCTh MEHMI[HMJIJIHHASEL
uaMeHunach y GONBIIMHCTBA MITAMMOB BO BHYTPEHHIOW GOPMY pPE3HCTEHTHOCTH.

Bacillus anthracis; G-nesuuunnus; neHHUMIAMHA3A; PE3MCTEHTHOCTL; AKTHBHOCTh MEHMI[MILIN-
Haabl; BHYTPEHHUI THII PE3HCTEHTHOCTH MEHMIMJJIMHASH]; CMEWAHHDbIH THII Pe3HCTEeHTHOCTH.
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PROKUPEK, K. (The State Veterinary Institute, The National Reference Laboratory
for Anthrax, Gottwaldov, Czechoslovakia). The Mechanism of the Arising of Re-
sistance to Penicillin in Bacillus anthracis after Controlled Adaptation. Vet. Med.
(Praha) 13 (7) : 437—446, 1968.

By means of the replica method it was possible to experimentally produce a certain
degree of resistance to penicillin in all 20 tested anthrax strains. In the process of
the thus induced resistance there appeared a basic type of two kinds in the bacterial
strains. The first type showed a high penicillinase activity with luxurious growth
on the testing medium. This penicillinase type proved the fact that penicillinase
participates in the arising of resistant strains. The second type, which was more
frequent, showed a non-increased production of penicillinase. In the first passages
it showed an as a rule considerably limited growth and did not reach the height
of resistance of the first type. It seems that the substance of this type of resistance
is not based on exogenically produced penicillinase. It is probably a state of internal
resistance in the sense of Jacob-Monod’s theory on the genetic regulation of proteo-
synthesis. A combination of both basic types was the mixed type. The duration of
penicillinase resistance is conditional. After a one years’ period of vegetative rest
only one strain lost its gained resistance. In the other strains a lowering of re-
sistance occurred at different degrees. It was shown that in a majority of the
strains the original penicillinase resistance changed into an internal form of re-
sistance.

Bacillus anthracis; C-penicillin; penicillinase; resistance; penicillinase activity; pe-
nicillinase type of resistance; mixed type of resistance.

PROKUPEK, K. (Staatliches Veterinirinstitut, Nationales Referenzlaboratorium fiir
Anthrax, Gottwaldov, Tschechoslowakei). Mechanismus der Entstehung der Resistenz
auf Penicillin bei Bacillus anthracis nach der gelenkten Adaptation. Vet. Med. (Pra-
ha) 13 (7) : 437—446, 1968.

Es ist gelungen, mittels Replikmethode experimentell bei allen 20 getesteten Milz-
brand-Stimmen einen gewissen Grad der Resistenz auf Penicillin zu erzielen. Im
ProzeB3 der auf diese Weise hervorgerufenen Resistenz kam bei bakteriellen Stam-
men zweifacher Grundtyp zum Vorschein. Der erste Typ hat sich durch hohe Pe-
nicillinase-Aktivitit und tippigen Wuchs . auf einem Priiffungsnahrboden gekenn-
zeichnet. Dieser Penicillinase-Typ war ein Beweis dafiir, daB die Penicillinase an
der Entstehung der Resistenzstdmme teilnimmt. Der zweite Typ, der hdufiger vor-
kam, hat eine unerhohte Penicillinase-Produktion erwiesen. In den ersten Passagen
wurde er in der Regel mit einem betrichtlich begrenzten Wuchs charakterisiert und
erreichte keine so grofle Resistenz, wie der erste Typ. Das Wesen dieses Typs der
Resistenz scheint nicht auf der exogen produzierten Penicillinase gegriindet zu sein.
Es handelt sich wahrscheinlich um einen Zustand der inneren Resistenz im Sinne
der Jacob-Monodschen Theorie von der genetischen Regelung der Proteosynthesis.
Durch Kombination beide; Grundtype entstand ein gemischter Typ. Die Dauer der
Penicillinase-Resistenz ist bedingt. Nach einem Jahr der Vegetationsruhe verlor nur
ein Stamm seine erworbene Resistenz. Bei anderen Stdmmen kam es zur Herab-
setzung der Resistenz in verschiedener Stufe. Es hat sich gezeigt, daB sich die ur-
springlich Penicillinase-Resistenz bei meisten Stdmmen in eine innere Form der
Resistenz verwandelt hat.

Bacillus anthracis; G-Penicillin; Penicillinase; Resistenz; die Penicillinase-Aktivitéat;
der innere Typ der Resistenz; die Dauer der Penicillinase-Resistenz; der Penicillina-
se-Typ der Resistenz; der gemischte Typ der Resistenz.
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