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VLIV FORMALINU A BETAPROPIOLAKTONU NA INFEKCNOST
A ANTIGENICITU PUVODCE VIROVE GASTROENTERITIDY PRASAT (VGP)

]. Stépanek, J. Mensik, Z. Pospisil, V. Rozkosny

Vyzkumny ustav veterindrniho lékaistvi CAZ, Brno

STEPANEK ], MENSIK J.,, POSPISIL Z., ROZKOSNY V. Vliv formalinu a beta-
propiolaktonu na infekénost a antigenicttu pivodce virové gastroenteritidy prasat
(VGP). Vet. Med. (Praha) 18 (5) : 269—280, 1973.

Virus VGP je citlivy k plsobeni formalinu a betapropiolaktonu (BPL) a je témito
latkami spolehlivé inaktivovan. Formalin je G&inny je$td v 0,01% Kkoncentraci.
Jeho plsobenim pFi 370C ztrdci virus svou cytopatogenni aktivitu jiZ za 150 mi-
nut. P¥i 49C je proces inaktivace pomalej$i, takZe virus je je$t& po 24 hodinédch
pro tkarnové kultury infekéni, i kdyZ se jeho titr podstatné sniZuje. Limitni kon-
centrace betapropiolaktonu, dosta&ujici k plné aktivaci viru VGP, je 0,05 %. Po
plsobeni BPL ztrdci virus nejen svou schopnost pomnoZovat se na tkaiovych
kulturach, ale je zcela neinfek&ni i pro novorozend selata. Pfi 370C je inaktivace
viru 0,05 % BPL dplnd za 20 minut, zatimco pfi 49C musi BPL piisobit alespoii
16 hodin. Ug&inek vy$8ich Fed&ni formalinu (0,005 %—0,001 %) a BPL (0,01 % az
0,001 %) se projevuje pouze sniZenim titru. Virus inaktivovany limitujicimi kon-
centracemi formalinu a BPL si zachovdvad svou imunogenni aktivitu a po intra-
muskuldrni aplikaci indukuje u prasat tvorbou protilatek. Nejvy33i hladiny proti-
latek byly zaznamendny po opakované aplikaci viru inaktivovaného 0,05 % beta-
propiolaktonem pti 4 °C.

' virova gastroenteritida prasat; inaktivace; formalin; betapropiolakton; antigenicita

Prevence virové gastroenteritidy a sniZeni ztrat, které tato nadkaza
v chovech prasat zplsobuje, neni stdle jeSté jednoznacné& vyfeSenym
problémem. Lécba selat sérem (Saunders 1964) nebo citratovou krvi
rekonvalescentnich prasat (Noble 1964) mneni dostateCné ucinné
avpraxi se neosvédc¢ila (Olson 1969, MenSik a kol. 1970, Jac k-
son 1971).

Nejrozsifenéjsi metodou pouZivanou v USA k omezeni ztrat sajicich
selat je zkrmovani plné infekéniho materidlu z nemocnych zvifat bre-
zim prasnicim" (Haeltermama Hutchings 1956, B ay a kol. 1953,
Olson 1969). Tento postup je zaloZen na praktickych poznatcich, Ze
kolostrum a mléko prasnic, které prodélaly onemocnéni vice neZ 14 az
21 den pred porodem, chrémi jejich selata pred infekci (Bay a kol
1953, Haelterman a Hutchings 1956, Lee a kol. 1954, Saun-
ders 1964, Hooper a Haelterman 1966, Derbyshire
a kol. 1969). Ani tato praxe meni vS8ak vZdy Gspé&Snd a navic miZe vést
k roz8ireni jinych infekci nebo k nepfetrZitému pasdZovani plné infekc-
niho viru VGP v chovu (Kolveit 1970).

Pri inaktivaci teplem, éterem, chloroformem a teplem za spoluti¢asti
magneziovych kationtd ztrdci virus nejen svoji infekénost, ale i schop-
nost vyvolat u prasat tvorbu protilatek a je proto k vakcinaci nepouZi-
telny (McClurkin a Normamn 1966). Z tohoto diivodu neméla ani
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inaktivovana vakcina, vyvinutd v USA (Welter 1965), dostateCny
imunizac¢ni efekt (Kolveit 1970).

V poslednich letech byla k inaktivaci virovych agens pouZzita rada
latek, které pri spolehlivém inaktivaénim tdc¢inku nerozruSuji antigenni
strukturu infekénich zarodkii a nejsou pro clovéka a zvifata toxicke.

V praci jsme sledovali dynamiku inaktivace viru VGP piisobenim
betapropioloktonu (dale jen BPL) a formalinu a srovnavali imunogenni
aktivitu takto inaktivovaného viru s virem Zivym.

MATERIAL A METODY

VIRUS

K pokusiim byla pouZita 17. pasdZ kmene M42 viru VGP izolova-
ného v CSSR a pasdZovaného na tkainovych kulturdch primérnich pra-
seCich ledvin (VL]).

TKANOVE KULTURY

Tkanové kultury priméarnich prasecich ledvin byly pFipravovany
a udrZovany podle bé&Znych laboratornich metodik (Dulbecco
a Vogt 1954). Pfi trypsinaci a kultivaci bunék z tyreoidnich Zlaz pra-
sat byl tento metodicky postup modifikovdn podle Witta a Easter-
daye (1967). ’

STANOVENI CITLIVOSTI VIRU K PUSOBENI FORMALINU

Formalin (36—38%]) byl nafedé&n ve sterilnim fosfatovém pufru
pH 7,2 na 1%, 0,1% a 0,01% roztok. Tyto zasobni roztoky formalinu
byly pfiddvdny k viru tak, aby byla dosaZena Z&dand koneCnd koncen-
trace formalinu (tab. I.). Smé&s viru a formalinu byla ponechdna pfi

1. Inaktivace viru VGP rliznymi koncentracemi formalinu pii teploté 37°C a 4°C

Pouzity virus: M-42/19. VL; vychozi titr 10—6.5

Titr viru (log TKIDsy/0,1 ml)
Konec¢na kc)ncentrz‘i’coe/0 formalinu ve viru po 3 hod. pasobent po 24 hod. plsobeni
formalinu pri formalinu pti
37 0C —40C
0,200 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,100 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,050 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,040 ’ uplna inaktivace uplna inaktivace
0,030 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,020 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,010 uplna inaktivace 0,50
0,005 1,24 2,24
0,001 ‘4,24 4,70
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40C po dobu 24 hodin a pFi 379C ve vodni lazni po dobu t¥i hodin.
Stupeni inaktivace viru byl urcen titraci na tké&novych Kkulturédch.

Pro stanoveni inaktivaéni KkFivky byla pouZita 0,01% koncentrace
formalinu, tj. jeho nejvy$3i fedéni spolehlivé inaktivujici virus. Virus
byl rozplnén do zkumavek po 0,9 ml a po pfidani 0,1 .ml 0,1% roztoku
formalinu (ve fosfatovém pufru pH 7,2) byl spolu s virem kontrolnim
uloZen pfi 379C a 49C a v pfedem stanovenych ¢asovych intervalech
odebirdn k titraci.

STANOVENI CITLIVOSTI VIRU K PUSOBENI BETAPROPIOLAKTONU

Betapropiolakton (BPL) byl narfedén fosfatovym pufrem (pH 7,2)
na 10%, 1%, 0,1% a 0,01% roztok tak, aby byla dosaZena Z?adan&d ko-
netnd koncentrace BPL (tab. II).

II. Inaktivace viru VGP ruznymi koncentracemi betapropiolakitonu (BPL)
pii teploté 37°C a 4°C

Pouzity virus: M-42/17-VL; vychozi titr: 10—-55

Titr viru (log TKIDz/,1 ml)
Kone¢na koncentrace BPL ve viru
v % po 1 hod. pasobeni pri po 24 hod. piasobeni pfi

37 C 40C
1,000 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,800 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,600 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,400 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,200 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,150 ’ Uplna inaktivace uplna inaktivace
0,100 uplna inaktivace uplna inaktivace
0,050 * uplna inaktivace * Uplna inaktivace
0,010 * Gplna inaktivace ** * (0,24 **
0,005 *(),24 ** 1,70
0,001 2,50 4,70

* — tkanové kultury v téchto zkumavkach (bez CPE) byly zmrazeny a testovany na
infekénost ma dals$i Sarzi tkanovych kultur
** — cytopaticky efekt se objevil v prvni dalsi pasazi

Smeési viru s BPL byly inkubovdny jednak jednu hodinu pfi 37 0C,
jednak 24 hodiny pfi 40C. Rezidualni infekénost jednotlivgch vzorki
byla stanovena titraéné v tkariovych kulturach.

Pro stanoveni ¢asového priib&hu inaktivace viru byla pouZita 0,05%
koncentrace BLP. K viru rozplnénému do zkumavek po 1,9 ml prede-
h¥dtému mna 37 9C nebo naopak ochlazenému na 4 9C byl pFiddn 1% roz-
tok BPL v mnoZstvi 0,1 ml. Ihned po protfepani byla smés spolu s kon-
trolnimi vzorky viru inkubovana ve vodni lazni pfi 37 °C nebo v led-
niéce pri 4°9C. Vzorky viru, odebrané v riiznych Casovych intervalech,
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byly okamZ#ité hluboko zmrazeny na —400C a pFi této teploté udrZo-
vany az do titrace.

TITRACE VIRU

Virus o8etFeny BPL byl feddn ve vodni lazni pfi 00C v Earlové
médiu vychlazeném mna tutéZ teplotu. Smeési viru s formalinem a virus
kontrolni byly fedény pri pokojové teploté. KaZdé redéni viru bylo
v mnozstvi 0,1 ml inokulovdno na tri zkumavky s kompletné narostlymi
monolayery primérnich prasecich ledvinovych bunék. Po jednohodinové
adsorbci pfi 37 0C byly tkéiiové kultury proplachnuty pufrovanym fyzio-
logickym roztokem a po pridani udrzZovaciho media kultivovany v ter-
mostatu. Vysledek byl definitivné hodnocen podle rozvoje cytopatického
efektu Sesty den po infekci a titr viru byl stanoven vypoctem podle
Reeda a Muenche (1938).

STANOVENI INFEKCNOSTI VIRU VGP INAKTIVOVANEHO BPL PRO SELATA

Stupenl inaktivace viru VGP po 18hodinovém piisobeni 0,05% beta-
propiolaktonu pii 49C byl testovdn na bezkolostralnich selatech ziska-
nych hysterektomii, chovanych za sterilnich podminek v izola¢nich
boxech. Sesti selatim byl od druhého do desdtého dne staFi podavan
denné inaktivovany virus v davce 5 ml per os. Zbyvajici dvé selata,
drZend v jiném izolaénim boxu, byla druhy den po vybaveni peroralné
infikovdna 5 ml Zivého viru. U vSech selat byla sledovdna klinickd re-
akce, predevsim vyskyt zvraceni a pridjmu.

STANOVENI IMUNOGENNI AKTIVITY INAKTIVOVANEHO VIRU

Virus inaktivovany 0,05% BPL (24 hodiny pfi 4°C) nebo 0,01% for-
malinem (3 hodiny p#i 379 C) a ptvodni virus Zivy byl smichdn v po-
meéru 2 :1 s olejovym adjuvans (15 ml parafinového oleje, 5 g lanolinu
a 1 ml Tweenu 80) a aplikovdn v ddvce 10 ml intramuskuldrné& b&hou-
nim 35 aZ 40 kg t8Zkym bud jedenkrdt nebo dvakrat v intervalu t¥i
tydnti. Kontrolnim bé&houniim ustdjenym spole¢né se zvifaty imunizo-
vanymi inaktivovanym virem bylo poddno pouze medium z neinfikova-
nych tkanovych kultur, smisené s adjuvans. Béhouni, kterym byl apli-
kovan Zivy virus, byli spolu s dal$imi kontrolami ustdjeni samostatné
v pfisné izolaci od ostatnich. Protildatkova odpovéd byla zjiStovdna sta-
novenim virusneutralizacnich.protildtek v krevnich sérech odebiranych
za rluznou dobu po aplikaci viru.

VIRUSNEUTRALIZACNI TEST

Pro virusneutralizacni test byly pouZity sekunddrni nebo tercidrni
tyreoidni buiiky dospé&lych prasat. Smés viru a séra byla v mnoZstvi
0,2 ml inokulovdna do 0,8 ml suspenze tyreoidnich buné&ék (200 000 bu-
nék v 1 ml) v jamkach ploten z umé&lé hmoty. Plotny byly inkubovany
pti 37 9C v prostfedi obsahujicim 5 % COz. Titr protilatek byl hodnocen
podle ristu bunék za Sest dnii po nasazeni.
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VYSLEDKY

INAKTIVACNI UCINEK RUZNYCH KONCENTRACI FORMALINU

Virus M42 o vychozim titru 10-%° byl pfisobenim 0,01% formalinu
pfi 37 0C uplné inaktivovan za tfi hodiny. 0,005% koncentrace forma-
linu sniZovala infek¢nost viru o vice neZ 10° TKID:/0,1 ml a 0,001%
koncentrace o vice neZ 10°> TKID;,/0,1 ml.

PFi teplotd 40C byl a¢inek formalinu na infek&nost viru podstatné
pomalejsi. B&hem 24 hodin byl virus uplné inaktivovén 0,02% forma-
linem. Po puasobeni 0,01% Xkoncentrace si mefed&na virovd suspenze
uchovala schopnost vyvolat cytopaticky efekt. Vy33i fedéni formalinu
(0,005% a 0,001%) zptisobila pouze ur&ité sniZeni titru (tab. I).

RYCHLOST INAKTIVACE VIRU LIMITNI KONCENTRACI FORMALINU

Limitni 0,01% koncentraci formalinu pt¥i 37 9C byl virus uplng in-
aktivovan do 150 minut. Priibéh inaktivace byl rychly a pravidelny,
takZe inaktivac¢ni kiivka meéla témeér linearni charakter (obr. 1).

i 10_ /1
6. LOCTK s’ 01 ML

o

0\
1. Inaktivace viru M-42 T T T T 9 v
0,01% formalinem pii 37 o 15 3 60 S0 120 150 180 MIN

stupnich Celsia

Pii teploté 4 9C nebyla inaktivace viru formalinem tGplna a virus si
zachoval i po 24 hodinach urcitou, i kdyZ velmi nizkou reziduélni in-
fekCnost. Z pocatku, béhem prvnich ¢tyf hodin ptsobeni, byl efekt for-
malinu pomérné rychly. Titr viru se béhem této doby sniZil o vice neZ
10% TKID 5,/0,1 ml. V dobé& od &tyl do Sesti hodin se inaktiva¢ni t¢inek
formalinu zpomalil a infekénost viru se sniZila pouze o 10"° TKIDs,/0,1 ml.
Stejny pokles byl zaznamenan i mezi 16. aZ 24. hodinou (obr. 2).

STANOVENI INAKTIVACNIHO UCINKU RUZNYCH KONCENTRACI BETAPROPIOLAKTONU

Virus byl zcela inaktivovan jednohodinovym (pFi 37 9C) nebo 24ho-
dinovym (pfi 4 °C) pisobenim 0,05%—1% BPL (tab. II). 0,01% a 0,005%
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koncentraci BPL pfi 37 0C byl virus inaktivovan tak, Ze nevytvofril cyto-
patické zmény v prvni pasdZi. Jeho infekCnost se projevila teprve dal-
§im pasdZovanim ve tkatiovych kulturdch. Stejny efekt byl zaznamenén
i pFi inaktivaci BPL pii 40C. Pisobenim niZSich koncentraci BPL do-
chazelo pouze K Gasteénému sniZeni titru (u viru inaktivovaného 0,01%
BPL pii 37°C a 10° TKIDs,/0,1 ml, 0,005% BPL pfi 4°C témeéf o 10
TKIDs/0,1 ml a 0,001% BPL pfi 4°C o necelych 10*° TKIDs50/0,1 ml.

RYCHLOST INAKTIVACE VIRU LIMITNI KONCENTRACI BPL

Pro stanoveni casového priib8hu inaktivace viru pfi 370C a 40C
byla pouzita limitni 0,05% koncentrace BPL. PFi 37° C byla inaktivace
velmi rychlda a pravidelna. Inaktivacni krivka meéla témeér linearni cha-

LOG TKi /050/ 0.1 ML

[}
\0—0\0\0

o
\o 2. Inaktivace viru M-42

T T T T T 0,01% formaiinem prFi 4
012 4 6 8§ 12 16 20 26 HOD. stupnich Celsia

LOG TK1050/0_1 ML

o

o
e 3. Inaktivace viru M-42
— 3
T T T ; =0 997 0,05%  betapropiolakto-
0 3 6 10 15 20 25 30 45 60 MIN. nem pti 370C
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Py

rakter (obr. 3). JiZ b&hem S$esti minut klesl titr viru k hodnotam nizsim
nez 10~!, tj témeéf o 10° TKIDs,/0,1 ml. Uréité reziduum Zivého viru se
v8ak v testovaném vzorku udrZovalo aZ do 15. minuty. K aplné inaktivaci
doslo aZ po 20minutovém piisobeni 0,05% BPL.

Podobny pritb&h méla inaktiva&ni kFivka i pfi teplot& 40C. K hod-
notdm mensim neZ 10~! Kklesl titr viru jiZ po &étyFhodinovém plsobeni
BPL, ale virus si udrZoval ur&itou infekénost jest& za 12 hodin. Uplna
inaktivace byla zaznamendna aZ po 16 hodinadch ptisobeni 0,05% BPL
|obr. 4).

Loc TK/D5O/0.1 ML

5] o

" \

3

o
24
14
o/o\

4. Inaktivace viru M-42 O— o
0,05%  betapropiolakto- T . = -2 9
nem pii 40C ) o1 2 4 6§ 8 2 6 20 24 HoD.

OVERENI NESKODNOSTI VIRU INAKTIVOVANEHO BPL PRO SELATA

Virus VGP inaktivovany 18hodinovym piisobenim 0,05% BPL pfi 4°C
byl pro selata zcela meinfek&ni. U Zddného z osmi pokusnych sterilnich
selat odchovavanych bez kolostra na umeélé vyZivé se ani po nékolikrat
opakované peroralni aplikaci inaktivovaného viru neobjevily priznaky
- pripominajici virovou gastroenteritidu. Také imunofluorescencni vyse-
tfeni tenkych stfev na pritomnost viru VGP, provedené u dvou selat
utracenych ctvrty den po posledni aplikaci viru, bylo megativni.

U dvou kontrolnich selat, kterd byla infikovdna virem Zivym, se pri-
jem objevil za 36 aZ 48 hodin a virus byl v jejich tenkém strevé pro-
kdzan imunofluorescenci.

PRUKAZ IMUNOGENNI AKTIVITY VIRU INAKTIVOVANEHO BETAPROPIOLAKTONEM
A FORMALINEM

Po 7. m. aplikaci Zivého viru smiseného v poméru 2 : 1 s imunizac¢nim
adjuvans nebyla u Zadného z pokusnych prasat pozorovana klinicka
reakce, ale v jejich krevnich sérech byly prokdzdny neutralizacni protu-
latky, které dosdhly za 28 dnd po aplikaci primeérného titru 1 :130
(tab. III). Béhem dalSich 20 dni se jejich hladina jeSté& zvySila (1 :190).
U jednotlivych prasat titr kolisal od 1:64 do 1:512.

U kontrolnich b&houn@t ustdjenych v kontaktu s pokusnymi nebyly
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1I1. Protilatkova odpovéd béhounu ma intramuskularni aplikaci viru VGP inaktivova-
mného BPL a formalinem

Podet Titr protildatek
Sku- Pocet Pouzity virus apli-
pina | zvirat zpusob inaktivace kgci pred 28 dni 48 dni
aplikaci po aplikaci po aplikaci
I 3 M-42 1X negativni | 16, 32, 64, 64, neg., neg., 8, 32,
inaktivace 128 32
formalinem prum. titr. prum. titr. 1:14,5
1:60
11 7 M-42 2X negativni | 16, 64, 64, 64, neg., 8, 16, 16, 64,
inaktivace 64, 128, 256 64, 64
formalinem pram. titr pram. titr 1 :33,0
1:94
111 7 M-42 1X negativni | neg. 64, 64, 64, | neg., 8, 8, 8, 16,
inaktivace BPL 128, 256, 256 64,128
pram. titr prum. titr1 :33,0
1:138.,6
v 7 M-42 2X negativni | neg.,neg., 128, | 32, 32964, 128,
inaktivace BPL 128, 128, 128, 128, 128, 256
258 pram. titr 1:110
prum. titr
1:110
v 3 neinfekéni tka- 2 negativni | negativni negativni
nova kultura
VI 5 M-42 2X negativni | 64, 64, 128, 64, 128, 128, 256,
zivy virus 256, 128 512
pram. titr prum. titr 1 :190
1:130
VII 3 bez aplikace — negativni | negativni negativni

pozorovany Zadné klinické priznaky onemocnéni ani tvorba virusneutra-
lizacnich protilatek.

Antigenni aktivitu si virus zachoval i po Setrmé inaktivaci 0,05%
BPL (pfi 49C 18 hodin) nebo 0,01% formalinem (pFi 37 °C 3 hodiny).
Vys8i troveil imunity byla zaznamenana u prasat, kterym byl aplikovan
virus inaktivovany BPL. Pramérny titr protilatek, stanoveny za 28 dnl
po aplikaci, se u zvirat této skupiny pohyboval mezi 1:110 az 1 :120,
zatimco u prasat imunizovanych virem inaktivovanym formalinem do-
sahoval pouze hodnot 1:50 aZ 1:94 (tab. III). Za dalSich 20 dni doslo
u béhouni, kterym byl inaktivovany virus aplikovan jednorazové a u pra-
sat imunizovanych opakované virem inaktivovanym formalinem, k vy-
raznému sniZeni drovné imunity. U Zadného z nich mepresdhla hladina
protilatek titr 1 :64. Primeérny titr se pohyboval mezi 1:14.5 aZ 1 :33.
Pouze u prasat, kterym byl opakované podan virus inaktivovany BPL,
se hladina protilatek udrZela na stejné trovni.

V reakci jednotlivych prasat na aplikaci inaktivovaného antigenu
byly zaznamendny urcité individualni diference. Po podani viru inakti-
vovaného formalinem byla sice protildtkova odpovéd za 28 dni po vak-
cinaci zaznamendna u vSech zvifat, ale titry protildtek byly znacné
rozdilné. Kolisaly ve velmi Sirokém rozmezi od 1 :16 do 1 :256. Na prvni
aplikaci viru inaktivovaného BPL né&ékterd prasata nereagovala a prvni
protilatky se u nich objevily aZ po opakovaném podédni antigenu
(tab. III).
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U kontrolnich zvirat ustdjenych po celou dobu experimentu v kon-
taktu s pokusnymi nebyly protildtky neutralizujici virus VGP viibec pro-
kézany (tab. III, sk. V).

DISKUSE

Formalin a betapropiolakton, které jsou €asto pouzivany k inakti-
vaci riznych virit nebo k virologické sterilizaci biologickych produktil
(LoGrippo 1969), ucinné ovliviiuji infekénost viru VGP.

Inaktivadni efekt formalinu, ktery je G¢inny je3td v 0,01% Kkoncen-
traci, je vyrazné potencovdn spoluptisobenim vysSich teplot. Na rozdil
od teploty 37 0C ,pfi které byl virus VGP jiZ za 150 minut pro tkéatiové
kultury zcela neinfekéni, se interval nezbytny k jeho inaktivaci p¥i 4 9C
prodlouZil na vice neZ 24 hodiny.

Betapropiolakton ovliviioval infek¢nost viru jeSté vyraznéji. Limitu-
jici koncentrace, nezbytnd pro spolehlivou inaktivaci viru VGP, byla
0,05 %. Podobng& popisuji inaktivacni efekt BPL pro virus vztekliny, vy-
chodni koriské encefalitidy, lymfocytdrni choriomeningitidy, influenzy,
lidské poliomyelitidy i LoGrippo (1959), LoGrippo a Hart-
man (1955), LoGrippo (1958), pro virus pseudomoru dribeZe
(NDV) Polonyi a Vrtiak (1968), pro virus avidrni ecefalomye-
litidy McLeod (1965) a pro virus slintavky a kulhavky Felowes
(1965).

Velmi dtlezitym faktorem, ktery aktivné spoluptisobi pri inaktivaci
viru VGP betapropiclaktonem a vyrazné ovliviiuje jeji dynamiku, je tep-
lota, pri které reakce probiha. Lze to vysvétlit tim, Ze inaktivacni efekt
spociva v jeho postupném rozpadu (latka je stabilni pouze. v koncentro-
vaném a purifikovaném stavu a nikoli v roztoku) na derivaty Kyseliny
propionové nebo hydrakrylové, ktery je rychlejsi pfi vy$Sich teplotdach
(LoGrippo 1959). PFi 370C byl virus VGP zcela inaktivovdn jiZ za
20 minut, ale pfi 49C se interval nutny k plné inaktivaci viru prodlou-
Zil na 16 hodin. Oba tyto Casové terminy odpovidaly dobé&, za kterou
dochazi k rozpadu priblizné 50 % aktivniho BPL Fed®ného na 0,05%
koncentraci (LoGrippo 1959).

Virus vystaveny 16hodinovému plsobeni 0,05% betapropiolaktonu
pFi 40C byl zcela neinfekéni pro tFidenni bezkolostrdlni selata ziskana
hysterektomii, chovana za sterilnich podminek, u kterych se ani po
opakované perordlni aplikaci vysokych davek viru neobjevily priznaky
virové gastroenteritidy.

V krevnich sérech prasat, kterym byl intramuskuldrné aplikovédn
Zivy virus, byly prokézéany virusneutralizaéni protilatky za 28 aZ 48 dni
po aplikaci. Skute¢nost, Ze u kKontrolnich zvirfat ustdjenych v kontaktu
s pokusnymi nedo3lo ke tvorbé& neutralizaCnich protilatek, je nepfimym
dikazem toho, Ze se virus po intramuskuldrni aplikaci prasatim ne-
vylucoval do prostredi a Ze protildtkova odpovéd byla vyvoldna jen pa-
renteralnim podanim viru.

Tvorbu protilatek po intramuskularni aplikaci Zivého viru VGP za-
znamenali také Thorsen a Djurickovic (1970), Sheffy
(1965), Lee a kol. (1954), Harada a kol. (1969).

Antigenni aktivitu si virus zachoval i po $etrné inaktivaci 0,01%
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formalinem nebo 0,05% betapropiolaktonem, i kdyZ protilatkovd odpo-
véd zaznamenand po intramuskuldrni aplikaci inaktivovaného viru ne-
byla tak vyraznd jako po imunizaci virem Zivym. Zatimco po jedno-
razovém podéani Zivého viru byla odpovéd 100%, reagovalo na aplikaci
viru inaktivovaného betapropiolaktonem pouze 80 % b&hound. U zby-
vajicich doSlo ke tvorbé protildtek teprve po opakované aplikaci. Také
vySka titru a pfetrvdvani imunity byly po aplikaci Zivého viru vyraz-
néjsi nez po podéani viru inaktivovaného. Podobny efekt zaznamenali
u betapropiolaktonem inaktivovanych viri i LoGrippo a Hart-
man (1955) a LoGrippo (1958).

Z obou zpusobid inaktivace byla z hlediska tvorby protilatek vyhod-
néjsi inaktivace betapropiolaktonem. U bé&houni, kterym byl aplikovan
takto inaktivovany virus, byla hladina protildtek signifikantné vyssi
a vysok4 utroveil imunity u nich pretrvdvala jeSté za 48 dnl po aplikaci.
Prameérny titr protilatek byl u zvitat této skupiny témeér trikrat vyssi
neZ u b&hount imunizovanych virem inaktivovanym formalinem.

Uvedené poznatky by mohly mit zna¢ny vyznam pro tispéSnou preven-
ci ztrat, které ndkaza zptisobuje. Dosavadni pokusy v tomto sméru me-
byly jednoznacné uspé&sSné. Imunizacni efekt inaktivované vakciny vyvi-
nuté ve Spojenych statech (Welter 1965) neni podle tdaji Ko l-
veita (1970) dostatecny.

Spolehlivou chrdnénost u selat odchovavanych pod prasnicemi,
které byly dvakréat aZ trikrat pfed porodem imunizovdny intramamarni
instilaci (ducejem strukovym) Zivého viru VGP zaznamenali Thorsen
a Djurickovic (1970). Schopnost vyvolat u prasnic dostatecnou
imunitu a zajistit odolnost jejich selat pfed infekci si virus zachoval
i po inaktivaci 0,2% BPL (Thorsen a Djurkovic 1971).

Tyto dosud ojediné&lé tdaje jsou v souladu s naSimi vysledky, tyka-
jicimi se schopnosti viru VGP inaktivovaného BPL vyvolat u dospélych
prasat tvorbu protilatek. Poznatky, Ze si virus VGP po inaktivaci 0,05%
betapropiolaktonem zachovdvd svou imunogenni aktivitu a je zcela ne-
infekCni pro novorozend selata, mohou byt v budoucnu vyuZity pro pre-
venci virové gastroenteritidy ve velkochovech, které jsou jejim vzpla-
nutim trvale ohroZeny.
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Doslo dne 22. 1. 1973

IUTETIAHEK M., MEHUIUK 1., IIOCIUIIKUI 3., PO3BKOUWHEI B. (Hayuuo-uccienosareis-
CKMU HHCTHTYT BerepuHapuu, BpHo, Uexocnosakus). Bauanue dopmanuua u Gaanponuonam‘-ona
Ha WHPEKIHOHHOCT M AHTHIeHHOCTs BO36yaMTens BUpycHoro racrposuteputa cBumeir (BI'C).

Vet. Med. (Praha) 18 (5): 269—280, 1973.

Bupye BI'C uyscrsurenen k ¢opManuny u Geramponmosakrory (BILJI), xoropsie ero mna-
nexxHo wHaktupupyioT. QPopmanun axrusen eme B kKoHuentpaumm 0,01 Y. Ilon ero meiicrsirem
npu 37 °C Bupyc Tepser cpoi NaTOTeHHylo AKTHBHOCT: yXe uepes 150 mum. Ilpu 4YC mpo-
l(eCC FHAKTHBALMU 3aMelUIA€TCA, BHUpyc eme CoycTa 24 dYaca HHQEKUMOHHBIH U TKAaHCBbIX
KYyJbTYp, XOTA €ro THTp CYHOIECTBEHHO naxaer. KoHeqHan KOHUEHTpauus 6e'r8ﬂpOﬂHOJIBKTOHﬂ.
mocTaTodyHas Ui NOJHOM MHakrusaumuu Bupyca BI'C, — 0,05 Y%. Ilocse neitcteus BIIJI Bupyc
TepseT He TOJBKO CBOIO CINOCOGHOCTH PAa3MHOMKATHCA Ha TKAHeBBIX KyJbTypaX, HO CTaHOBHTCH
M TIOJIHOCTHIO HEMH(EKI[MOHHBIM IR HOBOPOXKHeHHmx mopocaT. Ilpum 37 C uHakTHBanmus Bupyca
0,05 i, BILJI cranosutcs moaHoit cnyers 20 MuH., Torna xak npu 49C — gmms cnycrs 16 wac.
Bosbiee pasbasnenume dopmamuna (0,005 9, —0,001 %) u BILI (0,01 Y,—0,001Y%,) smsLisaer
JMIb  CHWJKEHHE THTpa. Bupyc, WHAKTHBMPOBAHHbBIH JIMMUTHPYIOIIMMHM  KOHIEHTPALHAMU
dopmanuna u BIIJI, coxpaHser cBOw HMMYHOTeHHYI0 AKTHBHOCTH ¥ IOCJHe BHYTPHMBILIIEYHOTO
BEENCHMA MHIMIUPYET y CBUHe# ofpasoBanue antuten. CaMpie BHICOKME yDPOBHH aHTHTeJ
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OTMeueHnl TI0CTe TIOBTOPHOTO BReleHHs Bupyca, uHakruBMpoBaaHoro 0,059/, Geranponuonaxrona
npu 40C.

BHDYCHLI TaCTPOSHTEDHT CBMHell, MHAKTMBALUMA; (OpManuH: GeTanponHOJaKTOH; AHTHIEHHOCTH

STEPANEK J., MENSIK J., POSPISIL Z., ROZKOSNY V. (Veterinary Research Institute,
Brno, Czechoslovakia). The Influence of Formalin and f-Propiolactone on the Infec-
tivity and Antigenicity of the Originator of the Virus Gastroenteritis of Pigs (VGP).
Vet. Med. (Praha) 18 (5] : 269—280, 1973.

The VGP virus is sensitive to the acting of formalin and f-propiolactone (BPL],
and it is reliably inactivated by these substances. Formalin is still effective at con-
centration of 0.01 per cent. Because of its acting, at a temperature of 370C the
virus loses its cytopathogenic activity already in 150 minutes. At 40C the process
of inactivation is slower, so that the virus is still infectious for tissue cultures after
24 hours, even though its titre decreases substantially. The Ilimit concentration
of f-propiolactone for a complete inactivation of the VGP virus is 0.05 per cent.
After the acting of BPL the virus loses not only its ability to multiply on tissue
cultures, but it is completely non-infectious also' for newly-born piglets. At 370C
the inactivation of the virus by 0.05 per cent of BPL is complete in 20 minutes,
whereas at 4°C BPL must act for at least 16 hours. The effects of higher dilutions
of formalin (0.005 — 0.001 per cent) and of BPL (0.01 — 0.001 per cent) causes
only a lowering of the titre. The virus that has been inactivated by limiting con-
centrations of formalin and BPL retains its immunogenic activity, and after intra-
muscular application it indicates the forming of antibodies in pigs. The highest level
of antibodies was recorded after a repeated application of the virus that had been
inactivated with 0.05% of f-propiolactone at 4 °C.

virus gastroenteritis of pigs; inactivation; formalin; f-propiolactone; antigenicity

STEPANEK ]., MENSIK ]., POSPISIL Z., ROZKOSNY V. (Forschungsinstitut fiir Vete-
rindrmedizin, Brno, Tschechoslowakei.) Einflufi des Formalins und des Betapropio-
laktons auf die Infektiositdt und Antigenizitidt des Erregers der Virusgastroenteritis
der Schweine (VGS). Vet. Med. (Praha) 18 (5) : 269—280, 1973.

Das VGS-Virus ist auf die Wirkung des Formalins und des Betapropiolaktons (BPL)
empfindlich und wird mit diesen Stoffen verldflich inaktiviert. Formalin wirkt noch
in einer Konzentration von 0,01 %. Durch seine Wirkung bei 37 9C verliert das Virus
seine zytopathogene Aktivitdt bereits in 150 Minuten. Bei 40C ist der Inaktivie-
rungsprozefy langsamer, sodafy das Virus noch nach 24 Stunden f{iir die Gewebe-
kulturen infektits ist, auch wenn sein Titer wesentlich verringert wird. Die zu einer
vollkommenen Inaktivierung des VGS-Virus ausreichende Betapropiolakton-Limitkon-
zentration betrdgt 0,05 %. Nach der BPL-Wirkung verliert das Virus nicht nur seine
Fahigkeit sich auf Gewebekulturen zu vermehren, sondern ist auch volkommen un-
infektios auch fiir neugeborene Ferkel. Bei 37 0C ist die Inaktivierung des Virus durch
0,05%-iges BPL vollkommen nach 20 Minuten, wihrend bei 4°C das BPL mindestens
16 Stunden wirken muf. Der Effekt der hsheren Formalin (0,005 % — 0,001 %) und
BPL (0,01 % — 0,001 %) — Verdiinnungen erweist sich nur in einer Verminderung
des Titers. Das mit limitierenden Formalin- und BPL-Konzentrationen inaktivierte
Virus behélt seine immunogene Aktivitdt und bei einer intramuskuldren Applikation
indiziert es bei Schweinen die Antikorperbildung. Die htchsten Antikérperspiegel
wurden nach einer wiederholten Applikation des mit 0,05%-igem Betapropiolakton
bei 40C inaktivierten Virus festgestellt.

Virusgastroenteritis der Schweine; Inaktivierung; Formalin; Betapropiolakton; Anti-
genizitat
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FTALYLSULFATHIAZOL V PREVENCI A LECBE PRUJMOVYCH
ONEMOCNENI NOVOROZENYCH TELAT

J. Bartos, |. Lebduska, J. Habrda

Vizkumny ustav veterindrniho Iékarstvi CAZ, Brno

BARTOS ]., LEBDUSKA J]., HABRDA ]. Ftalylsulfathiazol v prevenci a 165bé
priijmovych onemccnéni novorozenych selat. Vet. Med. (Praha) 18 (5) :281—290.
1973.

Zjistovali jsme uGc¢innost preventivngé podavaného ftalylsulfathiazolu (Ftalazolu
Spofa) v davce 2 g 1X denné po dobu péti aZ sedmi dni na vznik prijmi novo-
rozenych telat v deseti chovech celkem na 232 telatech. Dal3ich 240 telat ze
stejnych chovii tvofilo kontrolni skupiny bez prevence. Z celkového podétu 232
telat, jimZ byl podavan Ftalazol preventivn&, nastal prijem u 55,2 % telat.
Z 240 telat kontrolnich, u nichZ nebyla provddéna prevence, onemocné&lo 72,1 %
telat. Tento rozdil je statisticky vyznamny (P = 0,01). Dé4le jsme sledovali, zda
prevence Ftalazolem zvy3i G¢innost nasledné 1é¢by Ftalazolem v dévce 3 g 2X
denné, resp. 2 g 3X denné. Ze 128 telat 1é€enych Ftalazolem po pfedchozi pre-
venci Ftalazolem se vylégilo 96,1 %. Ze 173 telat l1éEenych Ftalazolem bez ptred-
chozi prevence Ftalazolem se vylécilo 98,8 %. Tento rozdil neni statisticky v§-
znamny.

mladata; telata: gastroenteritidy; prevence; {ftalylsulfathiazol; Ftalazol; sulion-
amidy; lé¢ba; kolibacilozy

Experimentdlni tidaje o preventivnim ucinku ftalylsulfathiazolu pfi
gastroenteritiddch novorozenych telat, které by byly ovéfeny na pri-
kaznych poctech zvifat (tj. alespoii na 50 telatech) a ve vice chovech,
jsme v dostupné literatufe nezjistili.

V doméci literatufe machdzime jen zminky o pouZiti sulfonamidi
v prevenci priijmovych onemocnéni telat. Smid (1966) obecn& sdg-
luje, Ze preventivni podavani sulfonamidii se neosvédcilo.

Také zahrani¢ni tdaje jsou velmi kusé, pokusy byly délany pre-
vadzné jen na velmi malych pocCtech telat, Casto bez bliZzSiho urceni pri-
¢iny prijma, u telat rizného stéri, v nékterych pripadech nakoupenych
na trzich od nejriiznéjsich chovateli.

Candlin (1949) podaval na jedné farmé preventivné 4 g ftalyl-
sulfathiazolu po tfi dny 46 telatiim, z nichZ onemocng&lo 30 %. Naproti
tomu z 16 kontrolnich telat onemocnélo pritjmem 68 %.

Piljugin (1956) uvedl, Ze pfed prvnim prijmem mleziva dava
telatim 0,5 aZ 1 g Ftalazolu a pfi dalSich dvou napédjenich 0,5 g. Prijmy
u telat takto oSetfenych nenastaly. Neuvadi, u jakého poctu telat resp.
chovi doséahl téchto vysledkil.

Dalton a kol. (1960) nakoupili na trhu telata z rtznych lokalit
a riizného stari, vétSina z nich byla mlad$i neZ sedm dni. Telata dosta-
vala pfi zastaveni do pokusu mléko nebo suSené mléko. Skupina 10 te-
lat dostavala profylakticky ftalylsulfathiazol v davce 2,5 g 2 denné.
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Druh4 skupina 10 telat byla kontrolni. VSechna telata méla pridjem.
Z pokusné skupiny uhynula tfi telata, z kontrolni CtyFi.

Kolesov a kol. (1961) doporucili preventivné Ftalazol v davce
1 g 3x denné, neuvadi vSak bliZSi tdaje o vysledcich.

Tarasov (1965) podaval Ftalazol 10 telatim a nezjistil profy-
lakticky ucinek. Neuvadi vSak dozovani.

Lécebné jsme pouZili davky 6 g pro die ftalylsulfathiazolu, kterou
miiZeme oznacit jako stfedni ddvku doporuc¢ovanou v literatufe. Agejev
(1956) podaval 2 g, Kolesov a kol. (1961) 3 g, Burluckij (1964)
také 3 g, Grim (1957) 4 g, Rejman (1952) 4 aZ 6 g, Metcalf
(1948) 6 g, Toglijev (1956) sestupné 8 — 6 — 4 g, Thorp a kol
1944) 4 az 10 g, Candlin (1949) 12 g a Clara (1952) také 12 g.
Z tohoto pfehledu dostupné literatury je zrejmé, Ze chybi dosud Ciselné
tidaje o prevenc¢ni ucinnosti ftalylsulfathiazolu.

Abychom vyplnili mezery v dosavadnich znalostech, prezkouseli
jsme v této praci prevencni a léfebnou ucinnost ftalylsulfathiazolu na
vétSich poctech telat ve vice chovech a vliv predchozi prevence na néa-
sledné 1écebné vysledky. Preventivni tcinnost jsme hodnotili srovndnim
s vyskytem priijmii v kontrolnich skupindch bez prevence.

MATERIAL A METODA

Preventivné jsme podévali Ftalazol Spofa ad usum vet. tablety a 0,5 g
od prvniho dne Zivota v davce 4 tablety 1 dennég, coZ jsou 2 g Ftalazolu
pro die po dobu 5aZ7 dni, celkem v 10 chovech 232 telatim. Prvni davka
byla podédna hned s prvnim mlezivem. V kazdém chovu byla sledovdna kon-
trolni skupina, v 10 chovech celkem 240 telat. Byl zachovéan ten postup,
ze kazdé tele narozené jako liché dostdvalo prevenc¢ni prostfedek, kaz-
dé sudé bylo sledovdno bez prevence. V pripadé, Ze se v pokusné nebo
kontrolni skupiné vyskytl u telete priijem, byla podavana léc¢ebna davka
Ftalazolu Spofa, tj. 4 tablety 3 denné&, resp. 6 tablet 2X denné, tedy
6 g pro die. LécCbha trvala tak dlouho, dokud nedoSlo k vyléceni a jeSté
o jeden aZ dva dny déle, aby se zabrénilo mozZnému vzniku recidiv.
Za recidivu byl povaZovan ndvrat prijmu do Ctyf dnli po vyléceni. Po-
kusy jsme délali v obdobi od 15. 4. 1971 do 10. 7. 1972 v chovech okresi
Senica, Uherské HradiStgé, Bfeclav. Pripady zalehnuti, omfaloflebitid a
téZSich bronchopneumonii jsme vylu€ovali z hodnoceni. Mikrobiologicky
jsme vySetfovali orgadny a obsah stfev uhynulych telat. Kmeny E. coli
jsme zafazovali podle biochemickych a kultivaénich vlastnosti (Sed1 4Kk,
Rische 1961). Sérotypy izolovanych kmeni E. coli jsme zjistovali po-
malou zkumavkovou aglutinaci pomoci sér patogennich sérotypl vyra-
bénych Biovetou, n. p., v Ivanovicich, podle metody udané vyrobcem.

V Sesti chovech jsme zachytili patogenni sérotypy E. coli:
SS Novy Dvar: 09, 015, 0101, 0117, 0137, 0115
JRD Céacov: 078,08, 015
JRD Hlboké: 0101, 09
SM Dolné Suroviny: 0101, 078
SM Cary: 0101,09
SS Brezolupy: 078 '

Ve zbyvajicich &tyFech chovech (SM Lak3arskd N. Ves, SM Studien-
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ka, SM Sotina, SS Vlasatice) jsme patogenni sérotypy nezjistili; z t&ch-
to chovi bylo doddno jen jedno mebo viibec Zadné tele k pitve.

V deviti chovech z deseti odchovava]1 telata sdnim, pouze v chovu
SS Bfezolupy pouZivaji metodu napajeni.

Statistickou vyznamnost vysledkii jsme hodnotili testem 7? (Roth
a kol. 1962, Myslivec 1957).

VYSLEDKY

PREVENTIVNI UCINNOST

Z celkového poctu 232 telat, jimZ byl poddvan preventné Ftalazol,
nastal prijem u 55,2 %, primérné za 5,6 dne (min. 0,5; max. 14 dni).
Z 240 kontrolnich telat bez prevence onemocné&lo 72,1 % primdrng za
47 dne (min. 0; max. 12 dni). Tento rozdil je statisticky vyznamny
(P = 0,01). Cely soubor pokust je moZné rozdélit na dvé skupiny:

Ve tfech chovech (tab. I} u kontrolnich skupin se prijem vyskytl

1. U¢&innost Ftalazolu (2 g pro die) v previenci prujmového onemocnéni telat v chovech,
v jejichz kontrolnich skupinidch mélo prujem 30,8 az 50,0 %, telat

Priijem nastal
Podet onemocnéni v_den
Chov Obdobi Prevence tglaet potet Bo:narozenl
telat | %
priamér| min. max.
SM St 15.4. —18. 7. Ftalazol 28 9 32,1 44 1 9
1971 bez prevence 26 8 30,8 44 1 8
JRD HIl 7.1. — 9.2, Ftalazol 20 15 75,0 7.7 2 13
1972 bez prevence 20 10 | 50,0 | 5,9 2 9
SM DS 231, — 1.:5: Ftalazol 23 5 21,7 8,6 2 11
1972 bez prevence 23 11 47,8 3,8 1 7
Celkem 15.4. — 1.5. Ftalazol 71 29 40,8 6,9 1 13
tr'i chovy 1971 1972 bez prevence 69 29 42,0 4,7 1 9

v mezich od 30,8 % do 50 % telat. V t&chto chovech p¥i preventivnim
poddvéani Ftalazolu onemocnélo prijmem 21,7 aZ 75 % telat. Souhrmem
v tdchto tfech chovech onemocné&lo 42,0 % ze 69 telat kontrolnich a
40,8 % ze 71 telete pokusného. Tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.
Prijem ve skupiné s prevenci nastdval primeérné pozdéji, ve stafi 6,9 dne
oproti  skupiné bez prevence, kde nastdval primérné ve stafi 4,7 dne.
Procento vyskytu prjmd bylo vySSi jednou ve skupiné bez prevence,
jednou ve skupin& po predchozi prevenci. V tfetim chovu byl vyskyt
prijmi v obou skupindch pfFibliZné stejny. V tomto chovu nebyl zjistén
patogenni sérotyp, v obou pfedchozich chovech patogenni sérotypy
zjiStény byly.

V sedmi chovech s t&z3im prib&hem choroby (tab. II), ve kterych
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I1. U¢innost Ftalazolu (2 g pro die) v prevenci prijmového cnemocnéni telat v chovech,
v jejichz kontrolnich skupindch mélo prajem 75,0 az 96,9 %, telat

Priijem nastal
Pogat onemocneéni v _den
Chov Obdobi Prevence ISI:[ pocet ) po narozenl
telat | %

pramér | min. max.
SM La 15. 5—16. 7. Ftalazol 20 1.9 95,0 5,1 2 8
1971 bez prevence 23 22 | 95,7 | 4.6 1 8
SS Br 21.5.—28. 6. Ftalazol 22 12 54,5 6,7 25 |14
1971 bez prevence 20 15 | 75,0 | 4,3 1 8
SS ND 18. 9.—30. 10. Ftalazol 23 19 82,6 5,7 2 10
1971 bez prevence 32 31 [ 969 | 66 | 2 |10
SM So 10. 8.—15. 1. Ftalazol 21 9 | 429 | 42 2 9
1971 1972 bez prevence 22 17 | 71,3 | 53 1|12
SM Ca 5.1.—12. 4. Ftalazol 29 9 31,0 4.7 1 7

1972 bez prevence 24 19 | 792 | 20 0 9,75
SS V1 2.4.—17. 6. Ftalazol 22 12 54,5 2,4 0,5 4
1972 bez prevence 25 20 80,0 3,7 1 10
JRD Ca 11.5.—10. 7. Ftalazol 24 19 79,2 6,9 1.5 |11
1972 bez prevence 25 20 80,0 5,6 2 8
Celkem 10.8.—10. 7. Ftalazol 161 99 61,5 5,3 0,5 |14
sedm chovu | 1971 1972 bez prevence | 171 | 144 | 842 | 438 0 |12

III. Doba vyskytu prijmu pti prevenci Ftalazolem

Priijem nastal

Pocet telat
= b&hem prevence

Pocet :

chovii . za x dni od zalatku prevence
5 * u poCtu
celkem S prajmem telat

=

prumeér | min. max.

Chovy, v jejichz kontrolnich skupinach mélo prijem 30,8—50,0 9/, telat

3 71 29 17 23,9 4,2 1 7

Chovy, v jejichz kontrolnich skupinidch mélo prujem 75,0—96,9 ", telat

7 } 161 99 73 453 ‘ 3.9 ‘ 0,5 9

Celkem vsechny chovy dohromady, bez ohledu na to, kolik procent telat mélo

10 ‘ 232 128 90 38,8 . 4,0 0,5 9
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se v kontrolnich skupindch objevil priijem u 75 aZ 96,9 % telat, dala
prevence priznivéjsi vysledky, nebot v pokusnych skupindch onemocnélo
jen 31,0 aZz 95 % telat. V thrnu vSech sedmi chovii onemocnélo v kon-
trolnich skupinach 84,2 % ze 171 telete, ve skupindch s prevenci jen
61,5 % ze 161 telete. Rozdil je statisticky vyznamny (P = 0,01). Ve vSech
sedmi chovech bylo ve skupindch s prevenci procento onemocnélych
telat niZsi neZ v odpovidajicich skupinadch kontrolnich, i kdyZ ve dvou
z téchto sedmi chovii byl rozdil nepatrny. Byl to chov SM La, v némz
jsme nezachytili patogenni sérotyp E. coli a chov JRD C4&,. v némZ jsme
sice zachytili t¥i patogenni sérotypy E. coli, ale v némZ byly také zjis-
tény kultivatné bedsonie (USVU Brno).

Pro posouzeni prevenc¢ni uc¢innosti ma vyznam i ta okolnost, zda se
prijem objevil jiZ béhem pod&véni Ftalazolu, nebo aZ po ukonceni apli-
kace (tab. III). Z celkového poc¢tu 232 pokusnych telat onemocnélo jiZ
b&hem prevence 38,8 % zvifat, po skonteném podavani Ftalazolu 16,4 %.
I zde se v3ak projevil vliv stupné morbidity. Ve tfech chovech, kde one-
mocné&lo v kontrolnich skupinach jen 30,8 aZ 50 % telat, objevil se pri-
jem jiZ b&hem prevence u 23,9 % telat a u 16,9 % telat aZ po ukonceni
prevence. Naproti tomu v souboru sedmi chovli, v jejichZ kontrolnich
skupindch mélo priijem vice telat (75 aZ 96,9 %), onemocnélo jiZ bé-
hem prevence 45,3 % telat a u 16,1 % telat aZ po ukon&eni prevence.
Prevaha vyskytu onemocnéni jiZ béhem pfivodu léku je dalSim ukazate-
lem, ktery nasvéddéuje, Ze schopnost Ftalazolu zabranit vzniku prijmu
neodpovidd ofekavani a b&Znym predstavam.

LECEBNA UGINNOST (tab. IV)

Spojime-li vSechny pokusy s lécbou Ftalazolem (2 g 3X denns§,
resp. 3 g 2X denné), at jiZ této léChé predchézela prevence ¢&i mikoliv,
bylo v 10 chovech uzdraveno do Sesti dni 95,3 % z 301 telete. Z toho po
predchozi prevenci Ftalazolem se vylécilo 93,8 % ze 128 telat, bez této
prevence 96,5 % ze 173 telat. Rozdil neni statisticky v§znamny, stejné

Prijjem nastal
az po ukonceni prevence
ve stafi dnl za x dni od zaddtku prevence
u poétu telat %
pramér min, [ max. primeér min, I max.
12 16,9 10,0 8 ’ 13 4.2 1 | 8
26 16,1 8,5 7 14 3,0 2 7
prujem v kontrolnich skupinich
38 16,4 8,9 7 14 3,3 1 8
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IV. Léc¢ba prujmu telat Fbalazolem (6 g pro die)

Vylééeno Priijem se zastavil
do 6. dne za dni
Podet
Chov Obdobi Prevence l1é¢enych
telat
l:gf:tt % prameér| min. max.

Chovy, v jejichz kontrolnich skupinach mélo priujem 30,8—50,0 9%, telat

3 15. 4—1. 5. Ftalazol 29 26 | 89,7 26 |1 4,5
1971 1972 bez prevence 29 29 | 100 2,8 1,5 5

Chovy, v jejichZ kontrolnich skupinidch mélo prujem 75,0—96,9 9, telat

7 10. 8.-10. 7. Ftalazol 99 94 | 949 | 34 1 6,5
1971 1972 bez prevence 144 138 95,8 | 3,6 0,75 | 6,75

Celkem viechny chovy dohromady, bez ohledu ma to, kolik procent telat mélo prijem

10 15. 4,—10. 7. Fitalazol 128 120 | 938 | 3,2 1 6,5
1971 1972 bez prevence 173 167 96,5 | 3,5 | 0,75 | 6,75

Celkovy vysledek 1é&by Ftalazolem s piedchozi prevenci i bez prevence

10 15. 4—10. 7.
1971 1972 301 287 | 95,3 | 34 | 0,7 | 6,75

Vysvétlivky: *) tele nedodéno k pitve;

jako rozdily v ostatnich ukazatelich v tab. IV. Maléd statistickd vyznam-
nost (P = 0,1) byla zjiSténa pouze u uhynid 1é¢enych telat; ve skupingé
s predchozi prevenci uhynulo vice telat neZ ve skupin& bez predchozi
prevence. Pfedchozi prevence nezlepSila tedy procento vyléCenych pri-
padid, ani prib&h lécby, jak se jevil v ostatnich sledovanych ukaza-
telich.

Tento celkovy materidl z 10 chovii je moZno rozdélit na dvé skupiny.

Ve tfech chovech, v jejichZ kontrolnich skupindch onemocnélo prii-
jmem jen 30,8 % aZ 50 % telat, bylo do 3esti dni uzdravemo po pied-
chozi prevenci Ftalazolem 89,7 % z 29 telat, bez prevence 100 % z 29
telat. I kdyZ tyto poCty telat nejsou tak veliké, aby bylo moZné pokléa-
dat €isla vyléfenych za definitivni, pfece jen se ukazuje, Ze prevence
ponékud sniZila vysledek nésledné 1é¢by (P = 0,1). AvSak p¥i porov-
nani obou skupin pfi 1é&b& trvajici déle meZ Sest dni nebyl jiZ zjisté&n
statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami s prevenci a bez ni. Ani
v ostatnich sledovanych ukazatelich nebyly priikazné rozdily. Ve v3ech
tfech chovech bylo uzdraveno do Sesti dnii vice telat ve skupinédch, kte-
ré nedostdvaly preventivné Ftalazol.

V priméru sedmi chovii s vysokou morbiditou v kontrolnich sku-
pindch (75—96,9 % onemocné&lych) byly vysledky 1é&by p¥iblizn& stejné
v obou skupindch. Nepatrné ¢iselné rozdily nebyly signifikantni. Do Zesti
dni se uzdravilo po pfedchozi prevenci Ftalazolem 94,9 % z 99 telat,
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. Ohyny
Vylégeno od 7. d idi 4 Oh p
ystejnnyomolékemne ’ Recidivy Nutné porazky i lééerlxl;‘gh - @%gé(:ﬁll:ggho
cet cet ; & y & ¢
Nelat % Relat % | Reat | % | Rear | % | %ot | ®
27 93,1 | 1 34 0 1] 2%) X 6,9 2%) 2,8
29 100 | 1 34 0 0 0 0 0 0
96 97,0 4 4,0 1 1,0 2%) 2,0 2%) 1,2
142 96,6 5 3,5 1 0,7 1 0,7 1 0,6
v kontrolnich skupinach
123 96,1 5 3.9 1 0,8 4%) 3,1 4*) 1,7
171 98,8 6 3,5 1 0,6 1 0,6 1 0,4
294 97,7 11 3,7 2 0,7 5 1,6 5 1,1
|

bez prevence 95,8 % ze 144 telat. Ze sedmi chovli se uzdravilo b&hem
Sesti dni vice telat ve tfech chovech bez predchozi prevence, ve dvou
chovech po predchozi prevenci a ve dvou chovech se vylé&ilo 100 %
telat jak ve skupiné s prevenci, tak i bez mi.

DISKUSE

Vysledky pokusii ukézaly, Ze prevence Ftalazolem mfiZe mit pfizni-
vy vliv jen v chovech, v nichZ je morbidita v&t3i neZz 50 %. V té&chto
chovech je kladny vysledek statisticky v§znamny. Av3ak i v chovech
s vysokou morbiditou se mohou vyskytnout nékteré chovy, v nichZ se
neprokaze pi#iznivy vliv preventivné poddvaného Ftalazolu. V maSem
souboru to byl jeden chov, kde jsme neizolovali patogenni sérotypy
E. coli a jeden chov, kde vedle patogenmnich sérotypl E. coli byly zjis-
tény kultivacné také bedsonie. Naslednéd 1é¢ba Ftalazolem po jeho pfed-
chozi prevenc¢ni aplikaci se nezdd vhodné, nebot ve skupin& s prevemnci
jsme zaznamenali vice uhynulych telat. Také Candlin (1949) mél
vice uhynulych telat po prfedchozi prevenci Ftalazolem, neZ ve skupiné
kontrolni. I kdyZ jsme zjistili p¥i 1é¢b& Ftalazolem ponékud rychlejsi
uzdravovani u skupiny, kterd dostdvala preventivné Ftalazol, bude pro
praxi vyhodné&jSi pouZivat pro néaslednou terapii jinych terapeutik, pfre-
devSim ze skupiny celkové plsobicich 1éki.

VETERINARNI MEDICINA — 1973 287



V souhrnu vSech 10 chovii pfi prevenci Ftalazolem v déavce 2 g
pro die nenastal prijem u 44,8 % telat. Porovndme-li tento vysledek
s vysledky maSich dfivéjSich pokusd, zjistime, Ze z dosud nami zkouSe-
nych prevencénich prostfedkid byl nejucinnéjsi sulfadimidin, po némZ ne-
nastal prijem u 57,5% telat (Bartos, Lebdus$§ka, Habrda,
Mrva 1972). P¥i pouZiti Dietanu priijem nenastal u 48,7 % telat (Bar-
to§, Mrva 1972). Po Ftalazolu v t&chto:pokusech nenastal prijem
u 44,8 % telat. PFi pouZiti Preventanu menastal prijem u 43,1% (Bar-
to3, Lebdus$ka, Poldkova 1970) a u 276% (Lebduska,
Barto3 1970), pfi pouZiti Therasanu nenastal u 28,7 % telat (Bar-
tos, LebdusSka, Poldkova 1970) a pfi pouZiti Vitalinu nenastal
priijem u 25,4 % telat (Lebduska, Bartos 1970).

Z tabulek I a II o vysledcich prevence je patrné, Ze v rliznych cho-
vech je ufinnost znacné odliSnd. V praxi neni moZno pfedpovédét, zda
v urCitém jednotlivem chovu bude prevence Uspé&Snd ¢i aspoinl blizka
priméru z vice chovii. Je také nutné mit na zieteli, Ze ani v uréitém
stejném chovu v ridznych obdobich a za riznych okolnosti nelze pocitat
se stejnou ucinnosti.

Podékovani: Za spolupréci v chovech dékujeme okresnim a obvodnim veterindrnim
lékaftim z OVZ Senica, Uh. Hradi$t®8 a Bfeclav. Za technickou spolupraci dékujeme
s. B. Seidloveé.

Literatura

AGEJEV S. A., 1956, Primenenije {talazola pri rasstrojstvach funkcij Zeludo&no-kige&-
nogo trakta u teljat. Veterinarija 33, 1 : 55.

BARTOS J]., MRVA V., 1972, Dietan v prevenci a lé&b& gastroenteritid novorozenych
telat. Veterinaria Spofa, 14, Suplement: 39—49.

BARTOS ], LEBDUSKA J., POLAKOVA M., 1970, Prevetan a Therasan v prevenci
kolibaciléz novorozenych telat. Vet. Med. (Praha) 15, 11—12: 693—702.

BARTOS J., LEBDUSKA J., HABRDA J., MRVA V., 1972, Sulfadimidin v prevenci a 1é&b&
prijmovych onemocné&ni novorozenych telat. Vet. Med. (Praha) 17,11 : 685—696.

BURLUCKI] I. D., 1964, Dispepsija novoroZdennych teljat, jejo profilaktika i leenije.
Trudy uzb. naué. issled. Inst. Vet. Samarkand, 16 : 329—332.

CANDLIN F. T., 1949, Sulfathalidine (phthalylsulfathiazole) in control of diarrhea
in calves. J. Am. vet. med. Ass. 115: 261—262.

CLARA 1., 1952, Osservazioni sui moderni metodi di profilassi e terapia delle coli-
bacillosi. Atti Soc. ital. Sci. vet., San Remo 6 : 398—402. i

DALTON R. G., FISHER E. W., McINTYRE W. I. M., 1960, Antibiotics and calf diarrhoea.
Vet. Rec. 72, 51 :1186—1194.

GRIM ]., 1957, Klinické zkuSenosti s 1é¢bou enteritid telat phthalylsulfathiazolem (Fta-
lazolem). Dipl. préace, VF Brno.

KOLESOV A. M., TARASOV I. I, KOLESOVA N. I., 1961, K voprosu dispepsiji u teljat.
- Veterinarija 38, 12 : 46—48.

LEBDUSKA ]., BARTOS J., 1970, Vitalin a Preventan v prevenci kolibacil6z novorozenych
telat. Vet. Med. (Praha) 15 : 681—692.

METCALF F. L., 1948, Sulfathalidine — its clinical use in dogs and calves. Vet. Med.
43 : 83—84.

MYSLIVEC V., 1957, Statistické metody zemédélského a lesnického vyzkumnictvi. Praha.

PILJUGIN V. V., 1956, Na§ metod vyra3¢ivanija teljat. Veterinarija 33, 12:24—25.

REJMAN CH. T., 1952, NovejSije sredstva dlja letenija ponosov u teljat. Veterinarija 29,
2:286.

ROTH Z., JOSIFKO M., MALY V., TRCKA V., 1962, Statistické metody v experimentalni
medicing. Praha. )

SEDLAK ]., RISCHE H., 1961, Enterobacteriaceae — Infektionen. Leipzig.

288 VETERINARNI MEDICINA — 1973



SMID M., 1966, Zhodnoceni 1é¢by telat ve VKT v Trutnové podle jednotlivych druht
onemocneéni. Veterinarstvi 16 : 460—461.

TARASOV 1. 1., 1965, Sravnitelnaja effektivnost lekarstvennych sredstv terapii i profi-
laktiki dispepsii u teljat. Trudy sarat. zoot. vet. Inst. 13 :205—209.

THORP W. T. S., PISCIOTTA V. ]J.,, GRUNDY C. B., 1944, Sulfasuxidine and sulfathalidine
for infectious calf scours. J. Am. vet. med. Ass. 104 : 274—278.

TOGLIEV, 1956, Primenenije ftalazola pri Zeludo€no-kiSe¢nych zabolevanijach i kokci-
dioze u teljat. Veterinarija 33, 1:55.

DoSlo dne 7. 12. 1972

BAPTOII M., JEBOYHIIKA W., TABPIHA WM. (Hayuno-uccienoBaTeabCKHii HHCTHTYT BeT€pH-
wapuu, Bpro, Uexocnopakus). PranmacynsparHazonr B TNpodumakTHKe H JedeHmm IOHOCA
Hosopoxknenunix Ttensar. Vet. Med. (Praha) 18 (5): 281—290, 1973.

Hamu wmayuanace sddexTuBHOCTS NpOPHIAKTHUECKH IIONaBaeMoro ¢ranuicynspaTuasona
(®ranason — Cnoda) B H03e 2 r ONMH pa3 B IeHb B TeueHHe 5—7 IHed Ha IOABJIEHUE
noHoca HoBopoknenumix texar 10 cramax (scero 232 Tenenxa). Cuenyomux 240 Tensr u3
TOro ke Crala TNpENCTABJIAJNO coBOH KOHTPOAbHyIo Ipymmy 6es npopmiakrmku. Ms obmiero
uncna 232 TensaT, KoTopmiM momaBancs Pranason B Bulle NPOPUIAKTHKM, IIOHOC Habumomasics
y 55,29, Tensr. M3 240 KOHTpOJBHBIX TENAT, y KOTOPHIX HPOPUIAKTHKA He IPOBONMJIACH,
zaboneno 72,19 temar. Ora pasHocTs cratucTHdeckum nocroepHa (P = 0,01). Haree mamu
uayyanoch, mnoBimaercs nan 9¢PekTuBHOCTs npoduiakTuku PranasosoM Npm NOCIENylOMmEM
JledeHMH B I03e 3 I IBa pasa B CyTKM, Miau 2 T TpH pasa B cyTku. Hs 128 rexar, momy-
uwapmux Pranazon nocie npenumlecTsyoleir nmpodunaxkruxu PranasonodM, spiaeumiocs 96,1 Yo. Ua
173 teast, monydasmux Pranason 6es mpenmecrsyioueir npoduiaakrukm PranasosoM, BbLIEUH-
nocs 98,8 9. Dra pasHOCTH CTaTHCTHuUECKM HEIOCTOBEpHA.

MOJIONHAK; TeJATa; TacTPOSHTEPHT; NpoduIaKTHKa: ¢ranmiucyibdaruason; Pranasorn; cyabdo-
HaMUIbl; JedeHHe; Kosaubaluiies

BARTOS ]., LEBDUSKA ]., HABRDA ]. (Veterinary Research Institute, Brno, Czechoslo-
vakia). Phthalylsulphathiazol in the Prevention and Therapy of Diarrhoeas in New-Born
Calves. Vet. Med. (Praha) 18 (5) : 281—290, 1973.

The effectivity of the preventive application of phthalylsulphathiazol (Ftalazol Spofa)
in the dose of 2 g (once-daily for 5—7 days) on the occurrence of diarrhoeas in
new-born calves was studied in 232 calves in 10 herds. Other 240 calves from the same
herds formed the no-prevention control group. As to the group of calves preventively
treated with Ftalazol, 55.2 % suffered from diarrhoea. In the group of 240 control
calves in which no prevention was undertaken, 72.1 % of the calves were diseased.
This difference is statistically significant. Furthermore, another study was conducted
to reveal whether or not the Ftalazol prevention might increase the effectivity of the
subsequent Ftalazol treatment in the doses of 3 g applied twice daily or 2 g applied
three times daily. Of the 128 Ftalazol-treated calves to which the same drug had been
applied preventively, 96,1 % were cured. Of the 173 calves treated with Ftalazol
without preceding Ftalazol prevention, 98.8 % were cured. This difference is not
statistically significant.

young animals; calves; gastroenterites; prevention; phthalylsulphathiazol; Ftalazol;
sulphonamides; treatment; colibacilloses

BARTOS J., LEBDUSKA ]., HABRDA ]. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno,
Tschechoslowakei). Phtalylsulfathiasol in der Vorbeugung und Behandlung von Durch-
fallerkrankungen der neugeborenen Kdlber. Vet. Med. (Praha) 18 (5) : 281—290, 1973.

Wir haben die Wirksamkeit des prédventiv verabreichten Phtalylsulfathiasols (Phtalasol
Spofa) in der Gabe von 2 g 1X téglich im Laufe von 5 bis 7 Tagen auf die Durch-
fallentstehung bei insgesamt 232 neugeborenen Ké&lbern in 10 Zuchten ermittelt.
Weitere 240 Kilber von denselben Zuchten haben dabei Kontrollgruppen gebildet. Aus
der Gesamtzahl von 232 Ké&lbern, denen.der Phtalasol prdventiv verabreicht worden
war, kam der Durchfall bei 55,2% Kilbern zustande. Aus den 240 Kontrollkédlbern,
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bei denen keine Vorbeugung vorgenommen worden war, erkrankten 72,1%. Dieser
Unterschied ist statistisch signifikant (P = 0,01). Weiter haben wir verfolgt, ob die
Phtalasolvorbeugung die Wirksamkeit der nachfolgenden Phtalasolbehandlung in der
Gabe von 3 g 2X tiglich, bzw. 2 g 3X tdglich erhtht. Aus den 128 nach vorherigen
Vorbeugung wieder mit Phtalasol behandelten K&lbern wurden 96,1% geheilt. Aus
den 173 ohne vorherige Vorbeugung mit Phtalasol behandelten K#lbern wurden 98,8 %
geheilt. Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant.

Jungtiere; Kélber; Gastroenteritiden; Vorbeugung; Phtalylsulfathiasol; Phtalasol; Sul-
fonamide; Behandlung; Kolibazillosen
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DIAGNOSTICKY VYZNAM STANOVENI RYCHLOSTI POHYBU SPERMII
BYKU FOTOGRAMMETRICKY A TESTEM PROPULSIVITY

Z. VéZnik

Vyzkumny dstav veterindrniho lékaistvi CAZ, Brno

VEZNIK Z. Diagnosticky vyznam stanoveni rychlosti pohybu spermii byki foto-
grammetricky a testem propulsivity. Vet. Med. (Praha) 18 (5):291—302, 1973.

Testem propulsivity byla stanovena stfedni hodnota rychlosti pohybu spermif
ve sledovaném souboru ejakuldti 60,4 um/s, s korekci na polet pohybliv§ch
spermif 81,1 um/s. Fotogrammetrickym vy3etfenim byla stanovena primérnd
rychlost pohybu spermif 74 pm/s. Srovndnim vysledk obou metod bylo zji$téno,
Ze velidiny &asového faktoru testu propulsivity odpovidaji metrickym ddajim
fotometody v exponencidlni z4vislosti. Informace, kterou poskytuje sledovani
rychlosti pohybu spermii, je vyznamnd svou &asnosti odezvy. Zjist&ny polocdas
sniZeni rychlosti spermii, vzhledem k vychozim hodnotdm, byl dv& hodiny, za-
timco v téZe dob& dosahoval pokles Zivgch spermif necelych 20 %. Lze pFedpo-
kladat, Ze rozdily mezi vizudlnim hodnocenim pohybu a procentem Zivych sper-
mii jsou ovliviiovdny rychlosti pohybu spermii. Vysledky nds opraviiuji tvrdit,
Ze znalost rychlosti pohybu spermii je ukazatelem, ktery urfuje mnohem v{§-
razné&ji sniZujici se kvalitu ejakuldtu, neZ napf. pokles procenta Zivych spermif.

spermatologie; rychlost spermii; byk; laboratorni metody spermatologické

Presné méfeni motility spermii bylo pfedmétem z4jmu Fady pra-
covnikii, ale jeji praktické uZiti pisobi stdlé potiZe. B&Zné uZivané me-
tody odhadu stupné aktivity, ziskané pfFisouzenim numerickych hodnot
podle zvolené stupnice aktivity, mohou byt zcela orientac¢ni a meni moz-
né na né klast poZadavek p¥isné kvantitativni a objektivni. Tyto po-
stupy jsou zatiZemy je$té heterogeni¢nosti, kterd existuje v kaZdém
ejakuldtu. KaZdé semeno obsahuje builky inaktivni a mezi aktivnimi
spermiemi miiZe byt mnoho riznych stupiifi aktivity. Jak pocet aktivnich
bunék, tak jejich stupeii aktivity kles4 exponencidlné s fasem.

Otazka motility spermii je vétSinou dosud stdle spojovdna s moZnosti
dosdhnout lokality v sami¢im pohlavnim tstroji, kde dochézi k prvnim
stadiim fertilizace. Pro experimentatora je bez diskuse motilita velmi
dileZitym kritériem, poné&vadZ je zndmkou vysokého stupné fyziologic-
ké integrity buiiky. ObtiZe, které jsou vSak spojeny s jejim objektivnim
urCenim, znacné zeslabuji jeji pouZitelnost. Druhou strdnkou je otézka,
zda motilita je indikdtorem plné funkéni kompetence. Na zékladé rady
praci (Drimmelen a Oettlé 1949, Bishop a Hancock
1951, Austim a Bishop 1958 a dalsi) je moZné prokézat, Ze i ab-
normélni spermie mohou byt motilni a pfece zcela infertilnf. Kromé& toho
je zndmé, Ze normdlni spermie ztrdceji drive fertilitu meZ motilitu. Na
druhé strané& nepohyblivost spermii nemusi vZdy znamenat, Ze jde o buii-
ky mrtvé.

JiZ v roce 1935 pouZili Schenk a Kahmamn k hodnoceni aktiv-
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nich spermii metodu kinematografickou. Touto cestou 3la fada autorii
(Chandraschkar 1943, Rotschild 1953) a jedno z poslednich
sdéleni poddava Miiller a Szilacyi (1964) a Miiller (1967),
ktery uZil metody spermiofotogrammetrie, spo¢ivajici na ¢asovém snim-
ku fedéného ejakuldtu fazové kontrastni mikroskopickou technikou.

Kinematografickda metoda miZe poskytnout podrobné informace
k frekvenc¢nimu rozdéleni rychlosti pohybu v celé populaci. Jeji stinnou
strankou je pracnost. PotiZe nespocivaji jen v technice fotografické, ale
i v naro¢ném vyhodnocovadni pohybu velkého poétu jednotlivych sper-
mii, tedy méfeni vzdalenosti, které kazdd spermie urazila b&€hem kon-
stantniho ¢asu. Na druhé strané je to jedind metoda, ktera podava
presné informace o charakteristice pohybu (Erbsldéh 1971).

Metoda, kterou vypracovali pro stanoveni aktivity spermii Baker
a kol. (1957), skyta moZnost ziskat velmi podrobné informace bez uZiti
fotografické techniky. U nés jeji praktické vyuZiti v modifikaci Hy-
nieho (1960) je zaleZitosti humanni mediciny.

Tato metoda, oznacovand jako stanoveni propulsivity spermii, je
zaloZena na zdvislosti po€tu volné€ plovoucich spermii prochazejicich
pres usek roviny v daném Case, na rozmérech tohoto tseku, na koncen-
traci spermii v suspenzi a na rychlosti pohybu.

Vzajemné srovnani metody fotogrammetrie a stanoveni propulsi-
vity a vysledkl jimi ziskanych jsme nemaSli v Zadném dostupném sdé-
leni. Vzhledem k vyznamu, ktery je moZné piipsat poznéani rychlosti
pohybu spermii i z hlediska praktické diagnostické vyuZitelnosti, véno-
vali jsme toto pozorovani stanoveni rychlosti pohybu spermii v daném
souboru ejakulatlii a posouzeni vhodnosti uvedenych dvou metod.

Touto praci bychom chtéli pfispét soucasné k pozmatklim o vy-
znamu faktoru rychlosti pohybu spermii pFi kvalitativnim hodnoceni
ejakulati.

MATERIAL A METODY

Ejakulaty byly po ziskani do umeélé pochvy vySetfovany v labora-
tofi jednak zptsobem rutinné uZivanym v provoznich laboratofich, jed-
nak bylo pouZito metod dovolujicich presné kvalitativni urcéeni poctu
Zivych a mrtvych bunék (VéZnik 1967). K rfedémni ejakulati byl po-
uZit fyziologicky roztok vyrovnany na pH 6,8 fosfatovym pufrem.

Spermiofotogrammetrie byla provadéna mna mikroskopu Zetopan
fy Reichert, s pouZitim fdzového kontrastu, objektivem 16/0,32, pro-
jek¢nim okularem Meopta F4 a zAavérkou Prontor-Press s expozici
Y4 vteFiny s toleranci nepfesahujici + 10 %. Ejakulat byl ¥edén 1 :10
a nativni preparat porizen tak, aby v zormém poli bylo pFibliZn& 60 aZ
100 elementi. K vypoctu rychlosti byly pouZity standardn& provedené
pozitivy, na nichZ byl posun spermii ode¢itdn posuvnym méritkem.

Propulsivita spermii byla sledovdana v komiirce Thomové o hloubce
0,02 mm a byl stanoven c¢asovy faktor ¢, ktery odpovidal préchodu
100 spermii pfes jednu stranu malého Etverecku pocitaci komirky v jed-
nom i ve druhém sméru. Slo tedy v podstaté o priichod prostorem
o hramach 0,05.0,02 mm, tedy plochou 0,0010 mm? Ejakulaty byly fFe-
dény na konstantni koncentraci 25 000 v mmb?,
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Aby nedoSlo ke zkresleni vysledk® subjektivni chybou jednoho pra-
covnika, byla rutinni technika hodnoceni aktivity spermii bodovym sys-
témem provddéna mékolika pracovniky. Naopak metody, u nichZ lze
predpokladat objektivni podklady, byly vyhodnocovdny pracovniky
v téchto technikach zapracovanymi.

Celkem bylo zhodnoceno 120 ejakulati a vysledky byly graficky
vyhodnoceny. Posouzeny byly jednak vychozi hodnoty ziskané od Cerst-
vych ejakulatii, dale pro zvyraznéni vlivu zmén rychlosti pohybu spermii
na vizudlni zplsob hodnoceni vysledky po jednohodinovém i vicehodi-
novém uchovavani ejakulatu p¥i 39 °C.

VYSLEDKY
Rychlost pohybu spermii, stanovena testem propulsivity, byla vy-
jadfena Casovym faktorem (?). Zavislost tohoto ukazatele na podltu Zi-

vych spermii je uvedena v tab. I.

I. Vztah ¢asového faktoru testu propulsivity a jeho prepocet na rychlost pohybu
spermii k procentu zZivych spermii v ejakulatu

i mi Hr rch ii | Prepoctena rychlost

pf-{é’p%ﬁggﬁifﬁs\t/“t z&"&;ﬁﬁ{;ﬂe UD%Pg’jC;}lgf‘ltnsupermu zivé sEermie

vyjadreno ve vterinach v % pm/s v e:i:m\/lslatu
50 80,0 113 119

60 80,3 94 - 110 .

70 75,3 81 105
80 78,3 71 92
90 73,9 63 87
100 73,8 56 82
110—140 ) 66,9 47 72
150—190 66,3 33 50
200—290 61,2 27 45
300 45,2 ) 19 43

K vyjadreni rychlosti pohybu spermii v ejakulatu za 1 vtefinu byl
pouZit prepocet Casového faktoru pouZitim vypoctu uvaddéného B ake-
rem a kol. (1957).

Rychlost spermii v mm/min. = LI 1 o 2
1 0,05 mm 25000 0,70711
80 3394
gas (s)  cas (s)

Na sledovaném souboru ejakulatli se vysledné hodnoty rychlosti po-
hybu spermii pohybovaly za vtefinu od 13 uxm/s do 113 um/s. Po korek-
cich na rychlost pohybu Zivych spermii se rychlost pohybovala od
43 um/s do 119 pm/s.

Z vysledku bylo tedy zrejmé, Ze rozdilné hodnoty c¢asového uka-
zatele byly mejen disledkem razného procenta Zivych spermii, ale i je-
jich rlizné aktivity.
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Stfedni hodnota rychlosti pohybu spermii, stanovenéd testem pro-
pulsivity, byla v ejakuldtu 60,4 wm/s s korekci na pohyblivé spermie
81,1 um/s.

Spermiofotogrammetrickd sledovdni jsme provedli obdobn& u téZe
skupiny ejakulatd ve spojeni s hodnocenim procenta Zivych a mrtvych
spermii. V téchto pfipadech méfeni byly ejakuldty fedény rutinn& v po-
méru 1:10. K vypoétu rychlosti pohybu spermii z naméfenych délek
stop pohyblivych spermii ma fotogramech jsme pouZili vzorce:

_ /Dl — Dg] . konst.
D,.T
kde: D1 — primérné veli¢ina délek stop pohyblivych spermii
D2 — primérnd veli¢ina nanaSenych délek hlaviéek nepohyblivych spermif

konst. — priim&rnéd délka hlavitky spermie v um (9 x#m)
T — osvitovy &as

|74

Fotogrammetricky byla zjiSt&na stfedni hodnota
Y rychlosti pohybu spermii 74 xm/s s meznimi hod-
notami 5 um/s a 94 um/s.

Srovnanim vysledkdi ziskanych testem propul-
sivity a stanovenim pohybu fotomericky byly zis-
— kany rozdily, které lze jednak vyjadfit ve vztahu

! ¢asového faktoru (Z) k namérené rychlosti metodou
3605 | podle Miillera (obr. 1), jednak porovnanim hodnot

pro jednotlivé kategorie podle rtychlosti pohybu.
Primémny rozdil ziskanych hodnot byl asi 10 %, pfi
900 - : ¢emZ mniZSi rychlost stanovend testem propulsivity
sledovala z&vislost zfejmou ma obr. 1, to jest roz-
800 dily byly vyznamné&j$i v krajnich hodnotéch, napri-

] klad ve skuping do 25 wm/s byl rozdil 43 % a nad

50 wm/s pfesahoval 45 %.
700 Pri studiu rychlosti pohybu spermii jsme zis-
kali, obdobné jako i jini autofi, obraz exponencialni
kFivky v ubyvani rychlosti s ¢asem, a to s vyznam-
néjSim trendem, neZ bylo sniZeni procenta Zivych
ps spermii (tab. II). Z pfipojené tabulky je zfejmé, Ze
500 - polodas procenta sniZeni rychlosti spermii k vy-
chozi hodnoté byl u daného souboru sledovanych
J ejakulatii 2 hodiny, zatimco v téZe dob& dosahoval
001 pokles Zivych spermii 20 %.

600 -

3004 ¢

1. Vztah hodnot ¢ propul-
200 - sivity spermii k jejich
' & rychlosti pohybu v xm
za vtefinu
100 - OsaX pm za vtefinu
{ OsaY ¢&asovy faktor tes-
{ f ] { tu propulsivity ve vtefi-
X g {im& grodat
¥ ; 3 z ' y ¥ Y 5 & priméry a smérodat-
10 20 30 40 50 60 70 80 90 7§ ‘wichylky wiskangoh
am/sec. hodnot
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II. Pokles procenta zivych spermii a rychlosti pohybu v ejakulatu

P Hodiny
Praméry
vyjadieny v % 0 1 2 3 4

Pokles 0/0

Zivych 100 91,2 82,7 77,9 70,2
Sz — 12,1 19,3 274 25,9
Sz - 3,9 16,4 9,1 8,6
Pokles

rychlosti 100 - 50,3 - 21,5
Sz - - 19,9 = 14,6
S x - - 6,5 — 438

Sledovali jsme, do jaké miry souhlasi vizudlni hodnoceni aktivity
spermii s vysledky testu vitdlné letdlniho barveni primulinem. U kaz-
dého vzorku bylo ovéfeno, Ze primulinovy test dal vérohodmé vysledky.
Kontrola byla provedena fotogrammetricky a bylo shledano, Ze pohybu-
jici se elementy nebyly zbarveny a zbarvené elementy nevykazovaly

pohyb (obr. 2).

2. Vyjadreni souhlasu vy-
sledki hodnoceni mrt-
vych spermii spermio-
fotogrammetrii a vit4dlné
letdlnim barvenim pri-
mulinem

OsaX % mrtvych sper-
mii testovanych primuli-
nem

OsaY 9% mrtvych sper-
mii testovanych spermio-
fotogrammetricky

°/o

100;

80

70

50
404
30
20

10

10

20

30

T

40 50

60

70

90
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Literdrni pozndmky o mepfesnosti vizuilniho posuzovani aktivity
spermii néds vedly k porovnéni vysledkli hodnot ziskanych vizudlnim
posouzenim pohyblivosti spermii a procenta Zivych spermii, podle vy-
sledki primulinové testace, za predpokladu vyplyvajiciho z uvedenych
zavera.

3j —————td . 8y e -.‘:' agegece o

3. Vztah hodnot pohybu
spermii stanovenych po-
dle pétibodového systé-
Tt o oo LI o o e mu k procentu Zivych
spermii
Osa X 0% Zivgch spermif
testovanych primulinem
OsaY bodovd stupnice
. - . - . . ; . - , x Vvizudlniho hodnoceni po-
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100°/o hybu spermii

Z obr. 3 je zrejmé, Ze ziskané hodnoty vizualniho testovani bodovym
systémem a vysledek primulinového testu nevyké&zal shodu. Posun do-
prava jasné prokazuje, Ze pFi vizudlnim hodnoceni doch&zi k ovlivnéni
posuzovatele a k podhodnoceni posuzovaného materidlu. Na tomto ovliv-
néni se uplatiiuje rychlost pohybu spermii jako zkreslujici faktor. Poku-
sili jsme se proto prokdazat, do jaké miry je zfejmé vztaZnost hodnot
nameérenych vizudlnim bodovacim systémem a objektivné nameérené rych-
losti spermii jednak fotogrammetricky, jednak testem propulsivity.

Na obr. 4 je zFejmeé, Ze zavislost fotogrammetricky ziskanych hodnot
rychlosti spermii v um je lineédrni, zatimco hodnoty C¢asového faktoru
testu propulsivity probihaji exponencidlné. Po propoctu téchto hodnot
na skutecnou rychlost v um ziskdvame krivku, kterd svym prib&hem
zcela odpovidd kfrivce Casového faktoru testu propulsivity (obr. 5). Je
zFejmé, Ze maximum diferenciace hodnot je v rozmezi 1,5—3,5 bodu
stupmnice vizualniho hodnoceni pohybu spermii, kteréZto tseky si v obou
kfivkach vzajemné odpovidaji.

Tyto dosavadni vyvody nés vedly k srovnédni dynamiky poklesu pro-
centa Zivych spermii, rychlosti pohybu spermii a kone¢né& hodnot sledo-
vani aktivity spermii vizudlné (obr. 6).
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4. Vztah vizudlniho hod- gec l'/sec

noceni pohybu spermii k 4gg0- 100
hodnotdm spermiomikro-
fotogrammetrickym a ca- .
sovému faktoru testu pro- 9004 90
pulsivity
Osa Y vlevo vtefiny ¢a-
sového faktoru testu pro- 800- 80
pulsivity
Osa Y vpravo rychlost po-
hybu spermii xm za vte- 700 -70
Finu
Osa X body  vizuélniho
hodnoceni pohybu sper- 6004 60
mif
O hodnoty &asového fak-
toru testu propulsivity 500+ 50
@ hodnoty rychlosti
spermii, hodnocené sper- 40
miofotogrammetricky 400"
300 4 30
200 - 20
100 - -10

Trend uvedenych kfivek jasné ukazuje, Ze informace, kterou nam
poskytuje sledovani rychlosti pohybu spermii, je vyznamnd svou cas-
nosti odezvy. Lze predpokladat, Ze odklon kfivky vizudlniho hodnoceni

}"/ sec
70

60

5. Vgpodet rychlosti sper- 397

mif prepo&tem ¢ faktoru
testu propulsivity ve vzta- 40+
hu k vizudlnimu hodno-

ceni pohybu

Osa X body vizudlniho 30
hodnoceni pohybu

OsaY rychlost pohybu 20
v um za vtefinu

O hodnoty rychlosti po-
hybu, prepoltené na cel- 10
kovou koncentraci

@ rychlost pohybu speO;-

mif po pfepodtu na % y y ¥ :
#ivgch 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5

VETERINARNI MEDICINA — 1973 297



od kFivky poklesu procenta Zivych spermii je ovliviiovan praveé hodmno-
tami rychlosti pohybu spermii.
DoloZené vyvody nés opraviiuji tvrdit, Ze znalost rychlosti pohybu

spermii je ukazatelem, ktery urduje mnohem vyrazné&ji sniZujici se kva-
litu ejakulatu, neZ naptiklad sledovani poklesu procenta Zivych spermii.

o/o

100
90+
80
704
60+
50+
6. Pokles rychlosti sper-
.40+ mii, poétu Zivych a hod-
not vizudlniho hodnoceni
aktivity v prib&hu ter-
30 mélniho testu
Osa X ¢&as sledovéni
v hodinach )
20 OsaY procenta prepoc&tu
podtu Zivych, bodového
hodnoceni pohybu sper-
0- mif a pokles rychlosti
1 spermii
— — — rychlost
———— potet Zivych
T T v T L vizudlni  hod-
0 1 2 3 4 hod. noceni
DISKUSE

Prihlédneme-li k vysledkiim jednotlivych autorfi, ktefi se zabyvali
méfenim rychlosti pohybu by¢ich spermii, miZeme si povSimnout po-
meérné znacného rozdilu v ziskanych hodnotédch. Tak Moelner a Van
Demark (1955) metodou prostého meéfeni ziskali primérnou rychlost
114 um/s s rozpétim 10 aZ 352 um/s. Rotschild (1953) udélal kine-
matograficky zdznam pohybu bycCich spermii v suspenzi a urcil pri-
meérnou rychlost 123 um/s se smérodatnou odchylkou 39. KdyZ zapocital
amotilni spermie, ¢inila primérnd rychlost 117 wm/s. Zavedenim doda-
te¢ného pocCtu pravdépodobnosti byla primérnad rychlost véetn& amo-
tilnich 111 xm/s se smérodatnou odchylkou 25,4. Autoifi Baker a kol,
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ktefi pouZili poprvé metody meéfeni propulsivity, stanovili primeérnou
rychlost pohybu byéich spermii s vyloufenim amotilnich bun&k 70,5
um/s, Miiller (1967) stanovil rychlost spermii v Cerstvych ejakula-
tech s variadni $i¥i podilu pohyblivych spermii 70—90 % na 50—90 xm/s.
Pfi vypodtu na prim&rné procento Zivych spermii 77 % byla rychlost
jejich pohybu stanovena na 57 wm/s.

NasSe vysledky jsou v rdmci veli¢in ziskanych jednotlivymi autory,
ale je zfejmé, Ze pouZitymi metodami stanovenad rychlost pohybu sper-
mii je v naSich pozorovénich pon&kud vy$Si. Vysvétleni musime hledat
v prostfedi, v némZ suspendované spermie byly. NaSe pokusy byly pro
navaznost na dal$i testy zaloZeny na tedémi ejakuldtu pufrovanym fy-
ziologickym roztokem. Vztah prostfedi k pohyblivosti spermii byl vzpo-
menut v prdci Miillerové (1967) a také ve studii Hynieho
(1960). Miller (1967) uvéadi, Ze zvySuje-li se viskozita redidla od 1,1
na 2 cpoisy, sniZuje se rychlost pohybu spermii podle fedéni ze 70 na
53 um/s. Jako fedidlo odpovidajici viskozité 2 cpoise uvadi Natri. citrat
2,3 + Glykokol 0,5 + Zelatina 0,5 + vajetny Zloutek 25 % — toto Fe-
didlo odpovidd viskozitou metodickym postupim Rikmenspoela
(1957) a dalSich autori. Také vysledné rychlosti spermii v t&chto re-
didlech byly vice méné&é shodné. Naproti tomu Fedidlo ve sloZeni Natri.
citrat 2,3 + Glykokol 0,5 mé&lo 1,05 cpoise a spermie v ném vykazovaly
vy88i pramérnou rychlost. Také Hymnie (1960) usuzuje, Ze fredéni
znac¢né meéni propulsivitu pravdépodobné v disledku toho, Ze vazké ko-
loidni prostfedi se stdvéd priddnim krystaloidi fyziologického NaCl roz-
toku tekuté&jsi.

Rozdily ve vysledcich ziskanych metodou fotogrammetrie a testem
propulsivity lze vysvétlit ve shodé s Hymiem (1960) i Miillerem
(1967) urcitym stupném selektovani pohybujicich se spermii pri optic-
kych postupech hodnoceni. U metod, pfi kterych se vymykaji mé&feni
spermie s malou nebo velmi malou rychlosti pohybu, dochézi ke zkres-
leni ve smyslu vy3$ich primérii. Tak dokazuje i Miller (1967), Ze
jeho vysledky jsou v priméru o 20 wm/s mensi neZ Gdaje Rikmens-
poela (1957).

Podle maSich nédzorli hraje zde roli i faktor koncentrace spermii,
procento Zivych bunék, metoda pripravy prepardtu a testu a konecné
i sdm prepocet Casového faktoru na primérnou drdhu, kterou spermie
urazi za vteFinu. '

Na3e zjisténi o nepfesnosti vizudlniho hodnoceni jsme mohli pod-
loZit i ndlezy Millera (1967), ktery uvadi, Ze hodnoty ziskané odha-
dem predev3im u dobrych ejakulati jsou ponékud niZ3i meZ tdaje ziska-
né fotogrammetricky. Podle jeho nézoru bylo vSecbecné povazZovano
za velmi Fidky pripad, vyskytoval-li se ejakuldt s podilem vice neZ
75 % Zivych pohyblivych spermii. ZlepSenim posouzeni ejakulatii sper-
miofotogrammetrii dosahovalo ve skuteénosti procento. pohyblivych sper-
mii nezFidka 80, 85 nebo i 90 %.

PovSimneme-li si naSich vysledkd, je zfejmd shoda s uvedenymi
nédlezy Miillera (1967) nebot vychozi hodnoty sledovanych ejakuldti
velmi dasto presahovaly dokonce i 90 %.

Tyto tidaje jsou dokladem o vSeobecné uzndvaném zkresleni hodnot
ziskanych vizudlnim zptisobem testovadni pohyblivosti spermii. Nase po-
zorovani shrnutd v tomto sméru v grafickém vyjadreni (obr. 2) byla
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zamérnd vedena snahou zvysit vliv faktoru rychlosti spermii sledovanim
nejen vychozich hodnot pozorovamych ejakulatd, ale i hodnocenim eja-
kulatd po urditou dobu udrZovanych v tepelnych laznich. SniZuje-li se
rychlost pohybu ve vyraznéjSim trendu neZ pokles procenta Zivych, pak
pii odklonu kfivky vizudlniho hodnoceni ke kfFivce poklesu rychlosti
miZeme Gvahy o vzdjemném ovliviiovani povazovat za redlné.

Plati-li pro ejakulované semeno vysledky pozorovani Youmnga
(1931), ktery zjistil, Ze pri delSim setrvavani spermii v nadvarleti do-
chéazi ke kvalitativni degradaci spermii — mnejdfive ztraceji spermie
schopnost dat vznik Zivotnému embryu, potom mizi schopnost oplod-
néni a nakonec se ztrdci pohyblivost, pficemZ vSak morfologicky do
této doby nebyly spermie zménény, pak tento poznatek zvyraziiuje vy-
znam informace o kvalité pohybu pfi hodnoceni ejakuléatu.

Zavérem lze konstatovat, Ze kvalitativni hodnoceni pohybu spermii
dopliiuje paletu spermatologickych Kkritérii o pfistupnou a prinosnou
metodu.

Technicka spoluprdce D. Svecovd a I. Bojok.
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BEXXHUK 3. (Hayuno-uccrenoBaTensckuit MHCTHTYT BerepuHapuu UCxA, BpHo, UexocioBakus).
' [HarHOCTHYECKOe SHAYEHHe ONpeNeNeHHs CKOPOCTH MIBHMIKEHMs CHepMaTo3ouAoB G6bIKop HyTeM
fororpaMmerpuueckoro ompemeneHus M Tecta orrankusamma. Vet. Med. (Praha) 18 (5):
291—302, 1973.

IIpu mnoMomM TecTa OTTAJKHBAHUA OMNpeNeNsand CpelHIOl0 CKOPOCTh JBHIKEHWs CIepMaTo-
30MIOB B M3yyaeMOil COBOKYHHOCTH 3aKyJaTos 60,4 #mM/ceK., ¢ TpPaBKOif KOJHYECTBa MOMBHIKHBEIX
cnepmarosounos 81,1 um/cex. Ilpu nomomu @HTOrpaMMeTpHUYECKOro HCCIENOBaHHsg Onpene-
JIeHa CpeNHSAs CKOPOCTh NBMJKEHHA crepMarosounos 74 4m/cex. CpaBHeHue pe3yJbTaToOB 060MX
METONOB TIIOKasaJ0o, 4YTO BeJHYHUHEI XPOHOJOTHYECKOTO @ax'ropa TeCTa OTTAJKHBAHHfg OTBEYART
METPUYECKHM NaHHHIM (OTOMETONA B SKCTIOHEHIMAJbHON 3aBucuMoctd. Mupopmanus, npmobpe-
TaeMas B XOIe HM3y4YeHHsg CKOPOCTH IBH)KEHHs CIepMaTOo30HIOB, LleHHa CBOEBPEMEHHOCTbi0 Pe-
aKOUH. YCTAaHOBJIEHHBIH IIOJYNEPHON COKpAIIeHHs CKOPOCTH CIIepMAaTO30MIOB COCTaBHJ 2 4Yaca
(O cpaBHEHHIO C MCXONHEIMM BeJMYMHAMH), TOria Kak COKpalleHHe >KHBHIX CIEPMaTO30UIOB
nocturano B 1o Xe Bpems Hemenwnix 20Yp. MokHo mpenmonaraTh, 4TO PasAMYMA MEXLy SPU-
TEeNBHON OLEHKOH HBIKeHHA U 00 >XMBEIX CHepMaTO30MIOB OGYCJOBJIEHB! CKOPOCTBIO IBUIKEHHH
CnepMaTo30M 0B, Pe3yJIbTﬂTM IT03BOJIAIOT KOHCTAaTHpPOBaTh, YTO 3HAHHE CKOPOCTH IBHXXEHHA
CrepMaTO30MAOB — TIIOKa3aTesb, KOTODHIH ONpeneser yxXyNNallleecs KadecTBO 3AKyJsTa IOPasno
OTYeTJHMBee, YeM, HamnpuUMep, COKpalleHHe IPOLEHTAa JXMUBEIX CIIEpMaTO30HIOB.

CrepMaToJjIorTusA; CKOPOCTE CIEepMaTO30HIOB; 65“(; JIaGOPﬂTOpHBIe CIepMaToJIOTHYEeCKHe METOIBL

VEZNIK Z. (Veterinary Research Institute, Czech Academy of Agriculture, Brno, Cze-
choslovakia). The Diagnostic Importance of the Determination of Sperm Movement
Rate by the Photogrammetric Method and by the Propulsivity Test. Vet. Med. (Praha)
18 (5) : 291—302, 1973.

The propulsivity test was employed to determine the mean value of the rate of the
movement of spermatozoa in the studied set of ejaculates; the value was 60.4 um/s,
with correction to the number of mobile spermatozoa 81.1 um/s. The average rate
of the movement of spermatozoa determined by the photogrammetric method was
74 pm/s. The comparison of the results of the two methods revealed that the values
of the time factor of propulsivity test corresponded with the metric data of the photo-
-method, in exponential dependence. The information obtained from the examination
of the movement rate of spermatozoa is important due to its response earliness. The
half-life of the decrease of sperm movement rate determined in relation to the initial
values was 2 hours, whereas- at the same time, the decrase in live spermatozoa reached
less than 20 %. It may be supposed that the differences between the visual evaluation
of movement and the percentage of live spermatozoa are affected by the rate of sperm
movement. It can be claimed, using the results, that the knowledge of rate of the
movement of spermatozoa is an index expressing the decreasing quality of ejaculate
with much larger deal of accuracy than, for instance, the decrease of the percentage
of live spermatozoa.

spermatology; sperm movement rate; bull; laboratory methods of spermatology

VEZNIK Z. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin der CAZ, Brno, Tschechoslowakei.)
Diagnostische Bedeutung der Ermittlung der Bewegungsgeschwindigkeit von Bullen-
spermien durch photogrammetrische Untersuchung und Propulsivitdtstest. Vet. Med.
(Praha) 18 (5) : 291—302, 1973.

Anhand des Propulsivitdtstestes wurde der mittlere Geschwindigkeitswert der Sper-
mienbewegung im untersuchten Ejakulatenkomplex auf 60,4 uxm/s festgelegt, mit Kor-
rektion angesichts der beweglichen Spermien auf 81,1 um/s. Durch photogrammetrische
Untersuchung wurde die durchschnittliche Geschwindigkeit der Spermienbewegung
auf 74 um/s festgelegt. Beim Vergleich der Ergebnisse beider Methoden wurde fest-
gestellt. da die Gréfen des Zeifaktors im Propulsivitdtstest den metrischen Angaben
der Photomethode in exponentieller Abh#dngigkeit entsprechen. Die- bei der Unter-
suchung der Bewegungsgeschwindigkeit von Spermien ermittelte Information ist wegen
der Widerhallfriihzeitigkeit bedeutend. Die ermittelte Halbzeit der Geschwindigkeits-
abnahme von Spermien im Vergleich zu den Ausgangswerten betrug 2 Stunden,
wihrend die Abnahme der lebenden Spermien in der gleichen Zeit nahezu 20% er-
reichte. Es ist vorauszusetzen, daf} die Unterschiede zwischen der visuellen Be-
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wegungsauswertung und dem Prozentsatz der lebenden Spermien von der Bewegungs-
geschwindigkeit der Spermien beeinfluBt werden. Die Ergebnisse berechtigen uns zu
behaupten, dafl die Kenntnis der Bewegungsgeschwindigkeit von Spermien ein Zeiger
ist, der die sinkende Ejakulatsqualitdt viel deutlicher bestimmt als z. B. die Abnahme
des Prozentanteils von lebenden Spermien.

Spermatologie; Spermiengeschwindigkeit; Bulle; spermatologische Labormethoden
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EXHALATY VYCHODOSLOVENSKYCH ZELEZIARNI A ICH UCINOK
NA OVCE A HOVADZI DOBYTOK

V EXPERIMENTALNYCH PODMIENKACH

R. Cabadaj, L. Slanina

Vysokd 3kola veterindrska, KoSice

CABADA]J R., SLANINA L. Exhaldty Vijchodoslovenskych Zeleziarni a ich ucdinok
na ovce a hovddzi dobytok v experimentdlnych podmienkach. Vet. Med. (Praha)
18 (5) :303—313, 1973.

Bolo prevedené klinické, hematologické a biochemické vy3etrenie u 16 pokusnych
oviec proti 6 kontroldm a u 3 kusov dvaapolro&nych jalovic po perordlnom podé-
vani popraskov z aglomerédcie a oceliarne VSZ. Pokus bol prevedeny v klinicko-
-laboratérnych podmienkach a trval 72 ‘dni. U oboch pokusnych skupin oviec
sa na piaty aZ siedmy deii objavila vyraznd diarhoea, ktoré sa opakovala v 7 aZ
10diovych intervaloch a bola doprevddzand miernou apatiou a inapetenciou. Pri
patologicko-anatomickej pitve bola zisten4 mierna hypertrofia &revnej sliznice
a koni6za mezenteridlnych miazgovych uzlin. Z laboratérnych vy3etreni bolo néa-
padné zvysSenie obsahu hemoglobinu, hematokritovej hodnoty, erytrocytdza, leuko-
cytéza. ZvySend bola aktivita glutamovej oxdloctovej a glutamovej pyrohroznovej
tranzamindzy ako aj alkalickej fosfatdzy. Pri sledovani celkového bilirubinu,
alkalickej rezervy, celkovych bielkovin, bielkovinnych frakcii, fosforu, horé&ika,
medi a Zeleza nebola zistena podstatnd zmena. U hoviddzieho dobytka bola zistena
vyznamné hypokalcémia.

ovce; hovddzi dobytok; exhaldty; klinické prejavy; laboratérne vySetrenie

Znecistovanie Zivotného prostredia predstavuje pre stcdasného clo-
veka obdobni hrozbu ako velké cholerové nékazy, necakané povodne
alebo micivé vojny. Vyvolava rozne ochorenia a rofne na jeho néasledky
pred¢asne umiera mnoho obyvatelov. Spolodnost sa vSak zadala proti
znecistovaniu brénit nielen legislativou a administrativhymi opatrenia-
mi, ale i novymi technickymi vynédlezmi a zdokonalenou technolégiou.

Po roku 1950 v CSSR s prudkym rozmachom industrializdcie bol
zaznamenany stdpajaci trend priemyselnych otrdv ako doésledok exha-
lacii réznych priemyslovych podnikov. Nésledky havédrie v Elektrarni
Novéaky boli opisané predovSetkym v prdcach Bartika a Havas-
syho (1963), Ferené&ika a kol. (1967, 1968).

Exhalatmi Hlinikdrne v Ziari nad Hronom sa zaoberaji Hala3a
a Ferencik (1960), Ferenc¢ik (1961), NdroZny (1965), H a-
Sek a kol. (1965) a celd rada dalSich autorov. Problém znedistovania
ovzduSia Magnezitovymi zdvodmi v KoSiciach riesili Gdovim (1966},
Gdovin a Vrzgula (1967 a, b), Slanina a kol. (1969).

V Ceskych zemiach si to predovSetkym prace MasSka (1967},
Maska a Haisa (1964 a, b; 1965 a, b). Maska a kol. (1965),
ktoré pojedndvaji o problémoch exhaldcii na hospodarske zvierata
v okoli ostravskych hutnych kombinatov.

Ochranu ovzduSia v sivislosti s vystavbou Vychodoslovenskych Ze-
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leziarni (VSZ) rozoberaji Michalus a Pordzik (1964), Pajed
a Bielckovda (1964), Humhal a Petry3in (1969). Vplyv ex-
halatov VSZ ma zdravotny stav hovddzieho dobytka v prvych rokoch
vyrobnej c¢innosti z&vodu popisuje Cabadaj (1971). Cielom naSej
prace bolo preverit vplyv exhaldtov v VSZ ma ovce a hovddzi dobytok
po ich perordlnej aplikécii v experimentalnych podmienkach.

MATERIAL A METODY

Pokus bol prevedeny na dvoch skupindch oviec plemena merino
(v kaZdej osem pokusnych zvierat oproti piatim kontroldm) a na troch
dvaapolroénych jaloviciach slovenského Zltostrakatého plemena. Sledo-
vanie trvalo 72 dni a pokusnym zvieratdm bol denne do krmiva prida-
vany poprasok z dvoch nejvdcsich zdvodov VSZ — oceliarne a aglome-
racie v davke 0,18 g na kg Zivej vahy a den, (t. j. priemerny rocény
prasny spad prepocitany ma denny prijem zo zeleného krmiva). Hova-
dziemu dobytku bol poddvany popraSok z oceliarne v rovnakej davke
na kg Z. v. a po rovnaku dobu.

Percentudlne zloZenie popraskov:

Oceliarern Aglomerécia

Fe20s3 85,50 Fe 44 47
caO 5,60 SiO2 14,48
SiO2 2,50 FeO 13,08
MnO 2,40 Ccao 12,99
FeO 1,45 MgO 2,72
P20s 0,46 Al203 2,34
Al203 0,40 Mn 0,70

Dennd krmnéd davka woviec pokusnych i kontrolnych bola rovnaka.
Pozostavala z 0,5 kg jatmenného S3rotu, sena, soli a vody ad libitum.
Dennd davka pre jeden kus hovddzieho dobytka pozostdvala z 10 kg
liéneho sena, 8 kg kifmnej repy, 2 kg jacmenného Srotu, 5 gramov mi-
nerédlnej zmesi, sol a voda ad libitum. Krmiva pochédzali z oblasti ne-
zamorenych exhalatmi.

VSetky zvieratd boli pred zaradenim do pokusu podrobne klinicky
vySetrené. Zé&roveil bolo prevedené parazitologické vySetrenie koZe,
viny, srsti a trusu. Do pokusu boli vybrané len klinicky zdravé kusy
s negativnym laboratérnym nédlezom. Klinicky stav sa sledoval v prie-
behu celého pokusu.

V krvi sa sledovalo: obsah hemoglobinu v g% Sahliho hemometrom,
hematokritovd hodnota Wintrobovym hematokritom, poCet erytrocytov a
leukocytov bankovou metdédou, diferenciadlny krvny obraz, aktivita cho-
linesterdzy v erytrocytoch fotometricky. V krvnom sére bol zistovany:
vapnik a horéik (Vrzgula 1960), fosfor (Hofej§i a kol. 1957),
Zelezo (Heilmayer a Plotner 1937), med (Heilmayer a
Plotner 1941), alkalickd rezerva (Holasek a Flaschka
1961), alkalicka fosfatdza (Homolka 1956), celkovy bilirubin (] an-
drassik a Grof 1938), glutamovd oxdloctova iranzamindza a glu-
tamovd pyrohroznovd tranzamindza (Reitman-Framnkel .cit.
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Neuman, Madérova 1960), celkové bielkoviny (HoFfejSi a
kol. 1957), bielkovinné frakcie (Wagenhofer.)

Statistické vyhodnotenie bolo prevedené Wilcoxonovym testom
(Roth a kol. 1962), pricom hladina vyznamnosti je vyjadrend sym-
bolmi: NS — rozdiely siiborov nevyznammé, S — rozdiely suborov na
50 hladine vyznamnosti, SS — rozdiely siborov na 2% hladine vy-
znamnosti, SSS — rozdiely siborov na 1% hladine vyznamnosti. Hod-
noty pokusnej skupiny s poklesom oproti kontroldam boli v tabulkéach
znaCené znamienkom — a hodnoty so vzostupom oproti kontroldam zna-
mienkom +.

VYSLEDKY

Vysledky st zhrnuté do tabuliek I aZ VI. V oboch pokusnych skupi-
nach oviec sa na piaty aZ siedmy deii objavila vyrazna diarhoea, ktora
sa opakovala v sedem aZ desatdilovych intervaloch aZ do ukoncenia
pokusu. HnacCka bola vyraznejSia u oviec, ktoré dostavali popraSok
z aglomeracie. V priebehu sledovania sa u pokusnych oviec striedali
obdobia miernej apatie a zniZenej chuti, v Casovej zhode s hnacCkami.

U hovddzieho dobytka sa diarhoické stavy objavovali podobne ako
u pokusnych oviec, avSak apatia a zniZend chut do Zrania nebola zis-
tend. Vplyv pokusu mna Ziva vahu zvierat je uvedeny v tab. I.

Po zaveretnom vySetreni, na 72. deii od zaciatku pokusu, sa vyko-
nala pordzka pokusnych a kontrolnych zvierat s dékladnou patologicko-
-anatomickou pitvou. U va{Siny pokusnych zvirat sa zistila mierna hy-
pertrofia C¢revnej sliznice a koniéza mezenteridlnych miazgovych uzlin.
Iné patologickomorfologické zmeny neboli zistené. U zvierat v kontrol-
nej skupine sa nezistili Ziadne zmeny.

Pri zaradeni do pokusu a po jeho ukonceni sa od vSetkych zvierat
odobrala vina a srst na .toxikologické vySetrenie zamerané na pritomnost
. arzénu. Vysledky vySetrenia boli negativne.

LABORATORNE VYSETRENIA

Vysledky vySetrenia krvi a krvného séra so symbolmi Statistického
vyhodnotenia si uvedené v tab. II. az VI.

Pri sledovani Cervemej a bielej krvnej zloZky v obidvoch pokusnych
skupindch i u hovéddzieho dobytka bolo zistené stipanie hodnét hemo-
globinu, hematokritovej hodnoty, poc€tu erytrocytov a leukocytov. Vzo-
stup bol Statisticky vyznamny na 2 aZ 1% hladine vyznamnosti, vyraz-
nej$i u skupiny zvierat, ktord dostdvala popraSok z oceliarne VSZ.
Aktivita cholinesterazy v erytrocytoch bola menlivd a nevyrazna. V di-
ferencidlnom krvnom obraze u obidvoch pokusnych skupin oviec neboli
zistené trvalejSie alebo podstatnejSie rozdiely, avSak u hovadzieho do-
bytka bolo badat miernu eozinofiliu a pri ukonceni pokusu aj neutro-
filiu a lymfocytopéniu.

Enzymatické reakcie, zamerané na funkciu pecene, stipali imerne
s dlZkou trvania pokusu. Vyraznejsi vzostup SGOT bol zisten§ u sku-
piny oviec po poddvani popraSkov z aglomerédcie. Stipanie SGPT bolo
zistované u wobidvoch skupin oviec i hovddzieho dobytka. Alkalicka
fosfatdaza javila u oboch skupin woviec i u hovddzieho dobytka zvySena
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I. Vplyv skrmovania popragkov z VSZ na #vi vihu oviec a hovidzieho dobytka

Aglomeracia Oceliaren Kontrola Hd oceliarerii
& védha vdha roz- & vdha vdha roz- < viha vidha roz- - vaha védha roz-
S. pred po diel 1S. pred po diel cis. pred po diel Lk pred po diel
1 32,0 31,0 —1,0 1 36,0 38,0 +2,0 1 33 35 +2 1 350 380 +30
2 23,0 235 |+ 05| 2 36,0 31,5 —4,5 2 28 30 +2 2 320 350 +30
3 31,0 30,0 - 1,0 3 19,0 23,5 +4,5 3 42 43 +1 3 400 420 +20
4 24,0 20,0 — 4,0 4 36,5 33,0 —-3,5 4 38 38 0
5 47,0 43,0 — 4.0 5 41,0 39,0 —2,0 5 33 31 -2 1070 1150 +80
6 475 450 |—25| 6 19,0 20,0 | +1,0
7 37,0 360 |—10]| 7 30,0 29,0 | —1,0 ’ 174 | 177 +3 Prirastok na kus +26
8 38,0 38,0 00| 8 32,0 30,0 —2,0 -
Prirastok na kus +0,6
279.,5 266,5 | —13,0 249,5 244,0 —5,5
Prirastok na kus -—1,6 Prirastok na kus —0,7
II. Hematologicl:é ukazovatele u oviec a hovidzieho dobytka
Deii Hb Hk , Er Le
pokusu p i P " l D K p K
| “Gadis
Ovce 0 8,98 SS— 9,31 31,00 S— 34,00 5,42 NS 5,95 7,30 NS 8,70
oceliarent 20 10,42 SSS+ 979 |37,00SSS+ | 38,00 | 588SSS+ 5,72 9,50 SSS+ 7,80
r’.}? = g 48 9,76 SSS+ 8,80 |34,00SSS 34,00 | 6,69SSS+ 5,71 9,30 SSS+ 8,40
72 9,15 SS— 10,40 36,00 SSS+ 35,00 6,38 SS+ 6,19 9,40 SSS+ 8,40
Ovee 0 8,64 S— 9,31 |31,00S- 34,00 5,34 NS 5,95 7,40 S— 8,70
aglomericia 20 9,96 SS+ 9,79 34,00 SS— 38,00 5,40 SSS— 5,72 7,10 NS 7,80
nP =8 48 9,20 SSS+ 8,80 |35,00SSS+ 34,00 6,10 SSS+ 5,71 10,80 SSS+ 8,40
nK=>5 72 8,80 SS— 10,40 | 33,00 SS— 35,00 | 5,89 SSS— 6,19 7,70 SS— 8,40
Hd 0 9,49 34,00 5,55 6,63
oceliaren 20 10,42 35,00 5,32 7,80
RE=a 48 10,02 38,60 5,48 10,50
72 10,08 38,30 5,52 10,20
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1II. Diferencidlny krvny obraz u oviec a hoviddzieho dobytka

Eo Ba seg Tyé& Ly Mo
Derti
pokusu p k p Kk p k p k p k p k
Ovee 0 [2,508SS+| 0,50 |1,75SS+ | 0,50 [32,50.SS—|41,00 | 0,37SS+ | 0,50 [62,25SS+| 57,25 | 0,62SS+ | 0,25
oceliarest 20 [2,16SS+ | 1,75 |1,83SS+| 0,25 (31,16 NS [39,75 [0,50 NS | 1,00 (62,83 SS*|56,75 | 1,50 SS* | 0,50
nP =38 48  [2,85SS— | 3,75 |1,71SS+ | 1,25 |34,14 SS+| 30,00 | 0,85SS+ | 0,25 58,71 SS—| 64,25 | 1,71 SS+ | 0,50
nK=35 72 [2,14SS+ | 1,66 |0,42SS+ | 0,33 |38,85 SS—| 40,33 | 0,57 SS+ | 0,00 |56,42SS—|57,33 | 1,57 SS+ | 0,33
Ovee 0 [1,75SSS+| 0,50 |2,75SS* | 0,50 [30,75SS~| 41,00 | 1,37 0,50 |62,25 NS |57,25 |1,128S+ | 0,25
aglomeracia 20 14,00 SSS+| 1,75 |1,66 0,25 131,66 NS |39,75 | 0,50 NS | 1,00 (61,33 SS*| 56,75 | 0,83 SS+ | 0,50
nP =38 48  [2,33SS— | 3,75 |1,50SS+ | 1,25 (32,66 SS+| 30,00 | 0,50 SS+ | 0,25 |62,00 NS | 64,25 | 1,00 SS+ | 0,50
nK =15 72 [3,28SS+ | 1,66 |1,28° 0,33 |38,85 SS—| 40,33 | 0,85 0,00 [54,71 NS | 57,33 |1,00SS+ | 0,33
Hd 0 1,33 1,00 32,33 0,66 64,33 0,33
oceliaren 20 2,00 1,50 32,00 0,50 63,00 1,00
nP =3 48 3,50 1,50 32,00 1,50 60,00 1,50
72 2,66 0,66 50,00 0,33 45,66 0,66

IV. Cholinesteraza v erytrocytoch, alkalicka rezerva v plazme a sledované enzymatické reakcie v sére oviec a hovidzieho dobytka

Deii Che GOT GPT Bil AF AR
pokusu P K P Kk P Kk P K p K P k
- 0 |[26,40SSS+ |23,00 (104,20 SS+ | 86,00 | 13,80 | 24,30 | 0,33 SS— 0,40 |10,99SS+ |10,92 | 50,82 SS+ | 49,94
coaltEE e 20 — 90,00 SSS+ | 78,00 | 10,20 | 16,00 | 0,27 SSS+ | 0,22 | 12,42 S~ 12,48 | 53,11 S— 53,30
nP =38 48 | 21,40 16,10 (106,00 SS+ |97,60 | 18,80 | 18,60 | 0,18 SSS+ | 0,15 |12,95SS— | 13,25 | 54,68 SS+ |51,29
nK =75 72 |29458SS+ |24.20 1119,00SS+ |97,20 | 21,20 | 11,60 | 0,14 SS+ 0,04 |16,56SSS+ |12,38 |53,13SSS+ | 49,27
— 0 |21,50 SSS— | 23,00 (109,00 SS+ | 86,00 | 21,00 | 24,30 | 0,30 NS 0,40 | 5,82 NS 10,92 | 55,42 SS+ | 49,94
aglomerdcia | 20 |25,00 —  |122,80 SSS+ | 78,00 | 27,75 | 16,00 | 0,25SSS+ | 0,22 | 7,15NS 12,48 | 55,65 SSS+ | 53,30
nP =8 48 | 22,45 16,10 (133,20 SSS+ | 97,60 | 30,22 | 18,60 | 0,24 SSS+ | 0,15 | 7,25SSS— | 13,25 | 53,03 SSS+ | 51,29
nK =5 72 | 26,20 SSS+ | 24,20 (148,00 SSS+ | 97,20 | 28,20 | 11,60 | 0,36 0,04 |11,61SSS— |[12,38 |50,29 SSS+ | 49,27
Hd 0 47,30 75,30 18,20 0,37 7,44 55,84
ocelianel 20 44,30 70,00 20,00 0,25 9,06 54,12
nP =3 48 - 86,00 21,00 0,18 5,27 55,25
72 44,30 105,00 29,00 0,06 9,82 54,20




€61 — VNIOIQAIW INYYNINALIA 80

V. Celkové bielkoviny a bielkovinné frakcie krvného séra u oviec a hovddzieho dobytka

Deii cb Alb Globuliny Globuliny Globuliny
pokusu p k p k p k p | k P k
|
— 0 7,43 SS+ 7,19 |48,60SS+ 47,25 [19,80 SSS— |[28,50 | 3,70 SS— 4,00 | 28,10SS+ | 20,25
Seelioreh 20 7,68 SSS+ | 7,31 | 38,00 NS 41,00 | 23,00 NS 26,38 | 17,00 0,00 | 22,50 SS— | 32,62
nP =38 48 7.47SSS+ | 7,01 | 44,40 SS— |51,00 [19,00 NS 25,16 | 14,00 SS— |[13,33 | 22,60 SS+ | 10,50
nK =35 72 7,36 SSS+ | 7,20 | 32,00 NS 37,50 | 22,00 NS 27,25 | 3,57 NS 2,75 | 41,00 SS+ | 32,50
Giee 0 7,02 SS— 719 |40,758S— |47,25 |11,75SS— | 28,50 | 13,50 4,00 | 34,00 20,25
aglomericia 20 7.45SSS+ | 7,31 |38,25SSS— |41,00 |15,25SS— | 26,38 | 14,87 0,00 | 31,62SS+ | 32,62
nP = 8 48 6,95 SS— 7,01 |38,75 51,00 | 13,12 25,16 | 15,0C 13,33 | 33,12 10,50
nK =35 72 7,28 SSS+ |.7,20 |37,28SSS— | 37,50 | 13,00 SS— | 27,20 | 16,57 2,75 | 33,14 SS+ | 32,50
0 7,69 44,00 21,66 9,00 25,33
Hd 20 7,14 32,00 23,00 14,00 31,00
e 48 7,30 44,25 22,75 — 33,00
72 7,55 37,00 15,50 7,50 39,00
VI. Sérové mineralie u oviec a hoviadzieho dobytka
Deii Ca P Mg Cu Fe
pokusy p l k P k P k p k P k
o— 0 8,62NS—- | 9,18 | 8,08 NS 7,00 | 2,68 S+ 2,52 | 66,60 S+ 64,00 |136,00SS+ (110,00
e 20 9,24 SS 924 | 7,27SS— 8,30 | 2,78 SS- 2,81 | 80,60 NS 73,60 |148,00S—  |161,00
nP = 8§ 48 9,19 S— 9,34 | 642 NS 8,30 | 2,95SSS+ | 2,69 | 80,10 SSS— |[99,40 |176,00SSS+ |155,00
nK =5 72 9,26 NS 9,47 | 7,318~ 8,60 | 2,33SSS— | 2,69 | 88,00 SSS+ | 76,20 |177,00SSS— |188,60
— 0 8,80 NS 9,18 | 5,30 7,00 | 2,28 NS 2,52 | 68,00 SSS+ | 64,00 |145,00SS+ 110,00
aglomerécia 20 9,41 SS+ 9,24 | 7,02 8,30 | 2,58 SS— 2,81 | 60,00 SSS— | 173,60 |151,00SS— [161,00
nP =38 48 8,78 NS 9,34 | 7,86 SSS*+ | 8,30 | 2,79SSS+ | 2,69 | 75,00 S~ 99,40 | 153,00 SSS— |155,00
nK =5 72 8,91 NS 947 | 7,10 SS— 8,60 | 2,85SSS+ | 2,69 |79,80SSSt+ |[76,20 [182,00SS— |188,00
0 10,00 6,90 2,37 43,00 159,00
elHd . 20 8,61 8,50 2,39 78,50 148,00
gy 48 9,06 7,10 2,55 62,00 141,00
72 8,24 9,20 2,44 66,30 142,00




aktivitu. Obsah celkového bilirubinu pri zah&jeni pokusu bol ma hornej
fyziologickej hranici. V priebehu pokusu u kontrolnych oviec mal vy-
razne Kklesajicu tendenciu, u skupiny oviec po poprasku z oceliarne bol
zaznamenany pokles, u oviec, ktoré dostdvali poprasSok z aglomeracie,
bol v priebehu pokusu len nepatrmy pokles a pri poslednom odbere bol
zakonceny miernym vzostupom. U hovéddzieho dobytka mal vyrazne Kkle-
sajicu tendenciu.

Alkalickd rezerva u oviec po podani popraSku z oceliarne zazna-
menala stipanie, naproti tomu u oviec po popraSku z aglomeracie bol
zistovany pokles; u hovddzieho dobytka bola hladina alkalickej rezervy
takmer vyrovnana.

Hladina celkovych bielkovin u pokusnych a kontrolnych zvierat
bola skoro nevyznamnd. Percentudlne zastipenie albuminov u vSetkych
zvierat malo Kklesajicu tendenciu. Hladina betaglobulinov u oviec po
podani poprasku z oceliarne vykazovala vzostup a mdvrat k vychodzej
hodnote. U oviec po poprasku z aglomerécie boli hodnoty pribliZne na
rovnakej tdrovni. Podobni dynamiku bolo badat aj u hovddzieho do-
bytka. Hodnoty gamaglobulinov u oviec po skrmovani poprasku z aglo-
merdcie boli takmer na rovnakej trovni. U dobytka bol zistovany trvaly
vzostup gamaglobulinov; u oviec po poprasku z oceliarne bol zazname-
nany pokles a pri poslednom odbere rapidny vzostup.

V obsahu sérového védpnika u oviec po skrmovani obidvoch popras-
kov nebolo badat zjavné vykyvy. U hovddzieho dobytka po poprasku
z oceliamme do$lo k vyznamnej hypokalcémii. Stipajaca hladina anorga-
nického fosforu sa zistila v sére hovddzieho dobytka. U oviec po skrmo-
vani popraSku z oceliarne bol pozorovany mierny pokles, zatial o
u oviec po poprasku z aglomerécie, ako aj u kontrol, sa po prvom od-
bere zvysil a drZal na takmer vyrovnanej hladine. Obsah sérového hor-
¢ika v kontrole i v pokuse nejavil podstatnejsich rozdielov. Pri sledovani
sérovej medi u hovddzieho dobytka bola zistovana ustdlend hladina
okrem odberu pri zahdjeni pokusu, ked u hovéddzieho dobytka bola hla-
dina mierne zniZend. Hladina sérového Zeleza vykazovala mierne sti-
panie u oboch skupin oviec, ale i v kontrole. U hovddzieho dobytka
boli hodnoty takmer na jednej trovni.

DISKUSIA

Intenzita klinickych priznakov u oviec, spojend s ubytkom na Zivej
vahe alebo relativne niZ§imi prirastkami u hov&ddzieho dobytka, bola
Gmernéd diZke pokusu. Zretelne bola narudend funkcia tréviaceho traktu
(nechutenstvo, hnacky), nervového systému (apatia). Pri patologicko-
-anatomickom néleze zékladné zmeny boli na ¢revnej sliznici a mezen-
terialnych miazgovych uzlindch. Vys$sie uvedené zistenia st podobné, ako
uddvaji HalaS$a a Ferenc¢ik (1960), Ferenc¢ik (1961), Na-
roZny (1965), HaSek a kol. (1965), Gdovin (1966), Gdovin
a Vrzgula (1967a) a MasSek (1967).

ZvySovanie obsahu hemoglobinu, hematokritovej hodnoty, erytro-
cytov a leukocytov popisuje vo svojom experimente aj Ferendik
a kol. (1968). MasSek (1967) v terénnych podmienkach zistoval men-
livé hodnoty. Nevyrazné zmeny v diferencidlnom krvnom obraze, najmé
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v percentudlnom zastipeni eozinofilov, pravdepodobne siivisia s kratkym
¢asom trvania pokusu.

Z biachemickych vySetreni krvného séra vo vztahu k peceni boli
zistené vyznamné zmeny vo forme zvySenej aktivity glutamovej oxal-
octovej tranzamindzy, glutamovej pyrohroznovej tranzaminédzy a alka-
lickej fosfatdzy. Zhodné zistenia uddva aj Ferencik a kol. (1968).
ZvySovanie pozitivity reakcii séra, zameranych na funkciu pefene, po-
ukazuje na vdZne zmeny odohrdvajlice sa v organizme.

Kolisavé vysledky u celkovych bielkovin a bielkovinnych frakcii
krvného séra popisuje aj MaSek (1967), Gdovin a Vrzgula
(1967b]).

Nepatrné zmeny v hladine sérového vapnika u woboch skupin oviec
si zhodné s tddajmi Mas§ka (1967), Gdovima a Vrzgulu
(1967a, b), Slaninu a kol. (1969). Naproti tomu zisteny vyznamny
pokles u hovddzieho dobytka sa mezhoduje s vysledkami vy3Sie uvadza-
nych autorov. Stdpajiica hladina anorganického fosforu v sére hovi-
dzieho dobytka je podobn&d ako ju uddva Ma3ek (1967), Cabadaj
{1971). Naopak Gdovin a Vrzgula (1967a) zistili mierny pokles,
Slanina a kol. (1969) neudiva podstatnejSich zmien. Hladina séro-
vého horc¢ika nejavila zretelnejSich rozdielov. Nemennd droveil sérovej
medi u oviec a hovddzieho dobytka popisuje aj Slamina a kol
(1969).

Porovnavat dosiahnuté vysledky alkalickej rezervy a obsahu séro-
vého Zeleza s inymi autormi je taZko moZné, pretoZe v dostupnej lite-
ratire nebolo zmienky o uvedenych reakcidch pri podobnych experi-
mentoch.

PouZité skratky

P — pokus

k — kontrola

nP — pocet pokusnych zvierat

nkK — pocet kontrolnych zvierat

Hb - obsah hemoglobinu v g%

Hk — hematokritovd hodnota

Er — poéet erytrocytov v tis.

Le — pocet leukocytov v mil.

Eo — eozinofily

Ba — bazofily

Seg — segmentovojadrové neutrofily
Ty¢ — palickovojadrové neutrofily
Ly — lymfocyty

Mo — monocyty

Che — cholinesterdza v erytrocytoch
GOT — glutamova oxaloctova tranzaminéza
GPT — glutamova pyrohroznovd tranzamin4za
Bil — celkovy bilirubin

AF — alkalickd fosfataza

AR — alkalicka rezerva

Cb — celkové bielkoviny

Alb  — albuminy

Ca — vapnik

P — fosfor

Mg — hoféik

Cu — med

Fe — Zelezo
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doméAcich zvierat pomocou nového indikdtora — metylénovej modrej. Vet. Cas.
9:432—438. ’

WAGENHOFER E., Navod k obsluhe dvojsmernej elektroforézy na papieri. Bratislava,
Statistické a eviden&né vydavatelstvo tlagiv.
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LIABAIIAM P., CIAHUHA JI. (Beummas mxona BerepuHapHOit Menuuueei, Komwune, Yexo-
cnoBakus). OKCranAnHOHHEIe BeIGpockr BocrouHo-cnoBamKux MeTanNypravecKMx 3aBOJOB M MX
NelicTBHMe Ha OBen M KPYNHBIH POTATEIA CKOT B SKCIepHMeHTanbHplx ycnosmax., Vet) Med.
(Praha) 18 (5): 303—313, 1973.

IlpousBonMIOCh KAMHUHYECKOE, I'eMATOJOrHYeckoe u OHOXMMHYecKoe ofbcienoanue 16 won-
OMBITHBIX OBEll, CPAaBHUBAIOIIUXCA C 6 KOHTPOJBHBEIMKH M 3 HeTeNsIMH B BO3pacre IBa C ITOJIOBHHOK
roza IIoCjie II€pOpPaibHOrO BBENEHMT IIOPOIIKA, B3ATOTO M3 arjoMepaljuy M CTaJeriaBUJIbHBIX
1IeXOB BOCTOYHO-CJIOBAIIKMX MeTaJJIyprHuecKux 3aBomoB. ONBIT TNPOMSBOAMJCA B KJIMHHYECKO-
-1ab6OpaTOPHBIX YCJIOBUAX M Tpomoyykasics 72 nHsa. B ofedx ONBITHBIX TIpynuax Ha TATBIR-CENb-
MOM IeHb HabJuioHajsach 3aMeTHas Nuapes, KOTopas MoBTopanace B 7—10-nHeBHBIX MHTepBaax
¥ CONpOBOKIAjach JIETKOM amaTHell ¥ OTCyTCTBHeM anmerdTa. Ilpu maTosorHndecKko-aHaTOMM-
4YEeCKOM BCKPHITMM 6blia OOHapyskeHa He3HAYMTeNbHAsd TIHNEPTPOPHA KHINEUHOH CJHMSHUCTOM U
KOHMO3 Me3eHTepHaJbHBIX M MHAasroBeix yauaoB. JlabopaTopHble HCCIENOBAaHMS CBHIETEILCTBO-
BaJ¥ O IOCTOBEPHOM TIIOBBIIIEHHUM CONEepXKaHMA TIeMOrJIOOHHA, BeNMUMHEI TeMAaTOKPUTa, B3PHUTPO-
IMTO3a, JeHKoIHuTOo3a. I[loBBIIIEHHAas AaKTHMBHOCTh TJYyTaMHHOBOI{ OKCAJNyKCYCHOM M TIJIyTaMHHOBOI
MUPOBMHOTPANHOM TpaHCaMHMHa3, a Takke aznkaaudeckoi ¢ocdarasel. Ilpum usydennu obmiero
6unupybuHa, IeJOYHOro pe3epBa, o6mux TNpOTeMHOB, GenkoBbix ¢pakuwmit, ¢ocpopa, Marnus,
MenM M JKejesa He HabmoIanoch 3aMeTHBIX M3MeHeHHMif. Y KpymnHoro poraToro ckora Obiia
yCTaHOBJIEHA BbLICOKasA THMIIOKAJbIEeMUA.

OBUEI; KPYNHBIN POTaThlif CKOT; 9KCraJAIMOHHble BLIGPOCH; KJWHHYecKHe NposBJeHHs u Jabo-
paTopHOe MCCJeNoBaHUe ;

CABADAJ R., SLANINA L. (University Scholl of Veterinary Medicine, Kogice, Czecho-
slovakia). Exhalations of the East-Slovakian Ironworks and their Effects on Sheep
and Cattle under Experimental Conditions. Vet. Med. (Praha) 18 (5): 303—313, 1973.

Clinical, hematological and biochemical examination was performed in 16 experimental
sheep (with 6 controls) and in 3 heifers old two years and a ‘half; before the exami-
nation, the dust from the agglomeration and steel work of the East-Slovakian Iron-
works was applied perorally to the animals. The trial was carried out under clinical
laboratory conditions for 72 days. Both experimental groups showed considerable diarr-
hoea 5th—7th day, and the lesion recurred in the intervals of 7—10 days. Slight apathy
and inappetency were the accompanying sings. The pathological and anatomical dis-
section revealed slight hypertrophy of the intestinal mucuous membrane and conio-
sis of the mesenterial lymph nodes. The laboratory examinations. showed a consider-
able increase of the content of hemoglobin, hematocrit value, erythrocytosis, leuco-
cytosis. The activity of glutamic oxalacetic and glutamic pyruvic transaminases and
alkaline phosphatase was increased. No larger change was found in the examination
of total bilirubin, alkaline reserve, total protein, protein fractions, phosphorus, magne-
sium, copper and iron. A significant hypocalcemy was observed in cattle.

sheep; cattle; exhalations; clinical manifestations and laboratory examination

CABADA] R., SLANINA L. (Veterindrmedizinische Hochschule, KoS$ice, Tschechoslo-
wakei). Exhalate der Ostslowakischen Eisenwerke und ihr Effekt auf Schafe und
Rindvieh in Experimentalbedingungen. Vet. Med. (Praha) 18 (5): 303—313, 1973.

Bei 16 Schafen in Vergleich zu 6 Kontrollschafen und bei 3 zweieinhalbjédhrigen
Farsen wurde eine klinische, hdmatologische und biochemische Untersuchung nach
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einer peroralen Verabreichung von Flugstaub aus der Aggromelioration und aus der
Stahlhiitte der Ostslowakischen Eisenwerke durchgefiihrt. Der Versuch wurde in kli-
nisch-laboratoriumsméfigen Bedingungen durchgefiihrt und dauerte 72 Tage. Bei bei-
den Versuchsgruppen zeigte sich am fiinften bis siebenten Tage eine starke Diarrhoe,
die sich in 7 bis 10-tdgigen Intervallen wiederholte und mit einer méfRigen Apathie und
Inappetenz begleitet wurde. Bei einer pathologisch-anatomischen Sezierung wurde eine
mifige Hypertrophie der Darmschleimhaut und eine Koniose der Mesenteriallymph-
knoten festgestellt. Die Laboratoriumsuntersuchung ergab eine auffallende Steigerung
des Hamoglobingehalts, des Hamatokritwertes, eine 'Erythrozytose und Leukozytose.
Eine gesteigerte Aktivitdt der Glutamin-Oxalessig- und Glutamin-Brenztraubentrans-
aminase als auch der alkalischen Phosphatase. Bei der Untersuchung des gesamten
Bilirukins, der alkalischen Reserve, des GesamteiweiBstoffes, der Eiweiffraktionen,
des Phosphors, des Magnesiums, des Kupfers und des Eisens wurde keine wesentliche
Anderung festgestellt. Bei Rindvieh wurde eine signifikante Hypokalzdmie festgestellt.

Schafe; Rindvieh; Exhalate; klinische Auferungen und Laboratoriumsuntersuchung

Adresa autorov:

MVDr. R. Cabadaj, CSc.,, doc. MVDr. L. Slanina, CSc., Vysokd $kola vetermarska
041 81 Kosice
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SLEDOVANI DYNAMIKY ROZVOJE VZTEKLINOVEHO ANTIGENU V CNS
MYSI PO INFEKCI ROZNYMI KMENY
POMOCI FLUORESCENCNI TECHNIKY

0. Matouch, 1. Sodja

Stdtni veterindrni tstav, Vratislavice n. Nisou
Institut hygieny a epidemiologie, Praha

MATOUCH 0., SODJA 1. Sledovdni dynamiky rozvoje vzteklinového antigenuv CNS
my3i po infekci riznymi kmeny pomoci fluorescenéni techniky. Vet. Med. (Praha)
18 (5) : 315—332, 1973.

PFimym fluorescen&nim testem byla u dvou kmeni vzteklinového viru, izolovangch
z my$ovitych hlodavcl, sledovdna dynamika rozvoje antigenu a charakter inkluzi
v CNS my3i a porovndna s kmenem CVS a s uliénim kmenem. Virus byl apliko-
van do lytkového svalu [musculus gastrocnemius) levé panevni koné&etiny. Speci-
ficky antigen byl prokazatelny u ,my8ich“ kmendi a CVS jiZ za 24 hodiny v be-
derni mise, za 48 hodin v prodlouZené misSe a od ¢&tvrtého dne po infekci ve
vSech ¢astech CNS. U uli¢niho kmene nastoupila specifickd fluorescence v bederni
miSe péaty den a osmy den zasdhla i mozek. Fluorescen&ni obraz je charakteri-
zovan u kmenidi z mySovitych hlodavci velkym mnoZstvim jemnych tedkovitych
inkluzi typu ,,hv&zdng prach” s obfasnym vyskytem v&tsich okrouhlych nahlou&eni
antigenni masy velikosti 4 aZ 7 u. Uliéni virus vykazoval zrnitéj¥i charakter
a vyssi vyskyt velkgch kulovitych ¢i ovalnych forem velikosti 6 aZz 12 . U kmene
CVS byla fluorescence jemné zrnitd bez vyskytu velkych okrouhlych shlukd.
Tvorba sérovych protilatek nastoupila aZ v poslednich dnech onemocnéni a do-
sdhla u v8ech pouZitych kmeni jen nizkych titrd.

vzteklina; experimentdlni infekce; rozvoj antigenu; morfologie inkluzi; primy
imunofluorescenéni test; tvorba protilatek

Z laboratorni diagnostické praxe i z rady literdrnich tudaji (] o hn-
son 1952, Kaplan 1969, Constantine 1966a, b, Piskareva
1958, Stirbu a kol. 1962 a dalsi) vyplyvd, Ze rizné kmeny viru vztek-
liny se od sebe 1i5i délkou inkuba&ni doby, klinickym prib&hem one-
mocnéni, mirou patogenity, antigennimi a imunogennimi vlastnostmi,
tvorbou ¢i absenci Babes-Negriho télisek a v mnoha dalSich vlastnostech.

Jednou z biologickych charakteristik vzteklinového viru je také
tvorba specifického antigenu prokazatelného v imunofluorescenénim
testu. Morfologické utvareni fluoreskujicich inkluzi, jejich lokalizace,
cetnost a usporddani do jisté miry také charakterizuji jednotlivé kmeny
¢i skupiny kmenf, jak jsme na to jiZ stru¢né upozormnili u kment izolo-
vanych z mySovitych hlodavei (Sodja, Matouch 1971). Cilem
pfedkladané prédce je podrobné&jsi studium dynamiky Sifeni a morfolo-
gie usporadani fluoreskujiciho antigenu v CNS myS$i infikovanych kme-
ny od divokych hlodavci a jejich porovnani s uli¢nim kmenem izolo-
vanym z mozku liSky a s kmenem CVS.

MATERIAL A METODY

V pokusu bylo pouZito paté mySi pasdZe kment 297 BT a 598 SG,
izolovanych z hraboSe polniho [Microtus arvalis), treti myS$i pasédze
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kmene S 114 z mozku pfirozené infikované liSky a laboratorniho kmene
CVS.

Skupiny 30 aZ 40 bilych my$i (H kmen, 12 g) byly inokulovany
intramuskuldrngd do lytkového svalu levé pdnevni koné&etiny. V3echna
zviFata dostala ddvku 1000 LD 50/0,03 ml i.c., stanovenou na z&akladé
pfedchozi titrace pfislusného kmene mna mySich vaZicich 9 g. Zvirata
byla po tfech zabijena vykrvdcenim z retrobulbdrmiho plexu ve 24hodi-
novych intervalech.

Z pfiénych rezl bederni michy, prodlouZené michy, mozecku, Ammo-
nova rohu a kiry hemisfér byly zhotoveny otiskové preparaty. Fixovany
byly 30 minut v acetonu pfi —20°C a vySetfovdny v pfimém imuno-
fluorescenénim testu podle Deama (1966) na piitomnost specifického
antigenu. Imunni sérum pro vyrobu konjugéatu bylo ziskdno intraperito-
nedlni imunizaci kfeckli v tydennich intervalech tfemi davkami inakti-
vovaného a trfemi davkami Zivého CVS kmene. Konjugace FITC byla
provedena ve Vyzkumném ustavu imunologickém v Praze. Barvici titr
byl v poméru 1:128. Byl pouZit fluorescentni mikroskop ML 2, exci-
taéni filtry FS 1-2, BS-8-2, SZS 7-2, barierovy filtr &. 2, lampa DRS 250
a zvétSeni 900X. Hodnoceno Bylo systémem jednoho aZ péti kriZka
v zavislosti nma intenzité a podilu fluoreskujici plochy v jednotlivych
vzorcich. Inkluze byly méFeny okuldrovym mikrometrem Meopta.

Ziskané 'vzorky sér z jednotlivych intervalli byly vySetfovdny séro-
neutraliza¢nim testem za pouZiti 60 aZ 80 LD 50/0,03 ml CVS kmene
podle metodiky, kterou uvadi Atanasiu (1966).

VYSLEDKY

KMEN 297 BF a 598 SG

Prvni den se objevuji v miSe jen ojedinéle prachovité inkluze
u kmene 297 BF. Druhy den je jiZ vyskyt nepravidelné ridce rozsetych
jemnych inkluzi roz8ifen i ma prodlouZenou michu nebo i na mozecek
u kmene 297 BF. Tfeti den v bederni miSe pozorujeme fidce rozloZené,
misty nahloutené teckovité a bodové inkluze na prachovém podkladé
s obCasnym vyskytem vldaknitych forem. Obdobny obraz poskytuje i pro-
dlouZend micha a mozecek. V cornu ammoni je vyskyt specifickych
inkluzi omezen jen na nékolik fluoreskujicich bodii. Kira hemisfér je
vétSinou nedotena, nebo jen sporadicky nalézdme ojedin&lé drobné
teCkovité inkluze. S n&stupem klinickych pfiznakli se &tvrty den na
prachovitém pozadi vzorki bederni michy objevuji hojné bodovité in-
kluze aZ hrudkovité shluky. Patrny je vyskyt fluoreskujicich vlédken.
Obdobny charakter skytaji i ostatni ¢asti CNS. S vy$8im mnoZstvim
vldken a hrukovitych shluk nepravidelnych tvari se setkdvdme v mo-
zeCku a v kife. Paty den jeSt& vzrlstd mnoZstvi fluoreskujiciho anti-
genu a zvySuje se vyskyt jemnych hrudkovitych struktur a vldknitych
forem zvlasté v prodlouZené mise, mozecku a kiife. Sesty aZ sedmy den
dosahuje intenzita rozvoje antigenu maxima ve vSech sledovanych od-
dilech CNS. Prachovité, tetkovité i hrudkovité inkluze jsou v hojném
mnoZstvi ve v3ech prepardatech (obr. 1). Krom& Ammonova rohu je
také hojny vyskyt fluoreskujicich vldken, n&kdy zna¢n& dlouhych. Ob-
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tas je moZné prokédzat u obou kmenii ve vSech Cdstech CNS vétsi na-
hlouéeni fluoreskujicich mas kulovitého €i ovdlného tvaru, dosahujici
velikosti 4 aZ 7 u (obr. 2)

1. Intenzivni fluorescence v mozkové kiife Sesty den po infekci kmenem 598 CG

2. Ovdlna inkluze stfedni velikosti v prodlouZené miSe 3esty den po infekci kmenem
298 SG

CVS kmen

JiZ za 24 hodiny po infekci je moZné prokéazat teckovité inkluze
Fidce rozseté v bederni miSe. Druhy den se bodovitd fluorescence roz-
Sifuje i na prodlouZenou michu, tfeti den nachazime prachovité a tec-
kovité inkluze ve vSech preparatech. V mozecku a v kiife mozkové se
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navic vyskytuji jemné vldkénka. V Ammonové rohu je vyskyt inkluzi
nejnizsi. Od c¢tvrtého dne miiZeme pozorovat u nékterych zvirat prvni
klinické priznaky ve formé& zjeZeni srsti. Intenzita vyskytu specifickych
inkluzi se zvySuje a dosahuje maxima péaty den; na této trovni zlstava
i Sesty den (obr. 3), kdy jsou jiZ zvirfata vétSinou v agonii. Na vSech

3. Zrnita fluorescence v mozeCku péaty den po infekci CVS kmenem

preparatech prevlada obraz hojnych teCkovitych aZz zrnkovitych inkluzi,
misty s hrub3imi vldknitymi strukturami. V mozeCku, Ammonové rohu
a v kilife jsou roztrouSena drobnd kulovita téliska, vynikajici na zrni-
tém pozadi.

4. Velka ovdalnd inkluze v mozetku devaty den po infekci kmenem S-114
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ULICNI KMEN S 114
Teprve paty den po infekci se objevuji v bederni miSe jednotlivé

PRV

a mozecek. Od osmého dne jscu jiZ zasaZeny vSechny ¢asti CNS v pri-
bliZné stejné intenzité a Castéji nachazime vétsi zrnité i kratké vldknité

S 114 297 BF 598 s8 cvs
ABCODE ABCODE ABCODE ABCODE
1
2
5. Dynamika S$ifeni anti- ‘2 2 7 Z
genu u jednotlivych kme-
nti (A - bederni micha, 5 LT %
B - prodlouZend micha, 67 LICICAC ] LI
C - monzecCek, D - Ammo-
ntiv roh, E - kira; inten- &8 e X2+ [(dé+
zita fluorescence je vy- 9 i
jadrena 0—5 KkifZky) 10 1+ A3+ @5+

formy inkluzi zvlasSté v mozeCku, prodlouZené miSe a kife hemisfér.
Na tomto pozadi pak vynikaji rozlehld okrouhlad ¢&i ovalnd nahlouédeni
fluoreskujici masy v primeéru 6 az 12 u velkd, nékdy s ponékud ztem-
nélym centrem a jasnéjsi periferii, pripominajici svym tvarem a ve-
likosti Negriho té&liska (obr. 4).

TVORBA PROTILATEK

Neutralizacni protilatky byly prokazatelné u kmene 598 SG od
patého dne a kmene 297 BF od Sestého dne po infekci. Kmen CVS vy-
volal tvorbu neutralizac¢nich protilatek jiZ &tvrty den, u uli¢niho viru
byly pritomny v séru aZz osmy den. Priib&h tvorby a vysky titri u jed-
notlivych kmenti demonstruje tab I.

1. Zjisténé titry viru meutralizaénich protilatek v jednotlivyech dmech po infekci

Dny ‘
3 4 5 8 7 8 9
Kmen
e

598SG - 0 1:10 1:20 1:20 = =
297BF 0 0 1:5 1:20 - =
Ccvs 1:10 1:10 1:20 — — —
S114 0 0 0 0 ’ 1:20 1:20
DISKUSE

Porovndme-li navzdjem charakter inkluzi u jednotlivych kmeni, je
zfejmeé, Ze ,mysi“ kmeny se vyznacduji velmi jemnou fluorescenci typu
,hvdzdny prach®“ s obfasnym vyskytem v&tS§ich okrouhlych inkluzi proti
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hrubsi, zrnit&j$i fluorescenci s pritomnosti okrouhlych agregéati u ulic-
niho kmene. Co do mnoZstvi inkluzi, je zorné pole u ,my8ich“ kment
husté poseté, zatimco u uli€niho kmene je jejich rozloZeni mnohem
Fidsi. CVS kmen zaujimd v tomto sméru stfedni postaveni.

Na vyskyt welkych kulovitych inkluzi pripominajicich velikosti
Negriho téliska v mozcich pfrirozené infikovanych zvifat upozoriiuje
jiZ Goldwasser a Kissling (1958). McQeen a kol. (1960)
nazyva tyto inkluze ,Ring forms“, popisuje jejich vyskyt i u zvifFat
Negri negativnich a uvadi velikost aZ 20 w. V naSem pfipadé byly
typické inkluze tohoto typu prokdzédny ve vétSi mife jen u uli¢niho
kmene. Okrouhlé shluky antigenu v preparatech z mySich kmeni jsou

pondkud mensi a maji niZ8i frekvenci vyskytu. U CVS okrouhlé velké
inkluze nalézany nebyly.

Dynamika rozvoje antigenu prokazatelného fluorescen¢ni techni-
kou v CNS probihd v souladu s inkuba&ni dobou. U kment z myS$o-
vitych hlodavci, které se vyznacuji krdatkou inkubacni dobou a rychlym
prib&hem onemocnéni (Matouch 1971), bylo moZné detekovat anti-
gen v bederni miSe jiZ za 24 aZ 48 hodin, stejné jako u kmene CVS.
V tomto ohledu se kmeny z hlodavc podobaji kmentim ,fixe“, u nichZ
je virovy antigen po aplikaci do panevni konCetiny prokazatelny za 24
aZ 48 hodin v miSe a za 60 hodin v mozku (Petrovic, Timm 1969,
Schindler 1961).

»Mys$i* kmeny vykazuji vétsi miru invazity do CNS neZ uliéni kmen.
V této vlastnosti je rovnéZ analogie s kmenem CVS, ktery — jak vy-
plyva z naSich vysledk i literarnich ddaji (Kltselman, Mital
1968, Fischman 1969) — se vyznacuje vysokou invazitou do CNS
ve srovnani s uliénimi kmeny. To dokazuje i priikaz antigenu uli¢niho
viru v bederni miSe aZ paty den po infekci. Naopak pfitomnost velkych
okrouhlych inkluzi odliuje ,my3i“ kmeny od CVS kmene, i kdyZ ty se
vyskytuji v menSi mife, meZ jsou malézédny u uli¢niho kmene.

Pozoruhodna a diagnosticky vyuZitelnd je i okolnost, Ze u vSech
pouZitych kmend je pri infekci do pédnevni koncetiny moZny fluores-
cencni priikaz antigenu v bederni miSe je$té pred objevenim klinickych
symptomi a v dobé jeho pFitomnosti v mozku.

Neutralizacni protilatky byly prokazatelné v sérech infikovanych
zvifat pouze v poslednich dnech onemocnéni a ve velmi nizkych titrech.
Obdobné mélezy titrd 1 :25 ucinili jiZ Carski a kol. (1962) u liSek,
Constantine (1966) u psa skunka v sérech odebranych 24 hodiny
pfed smrti, stejné jako Lodmell a kol. (1969) u myS$i po i. m. apli-
kaci u ulicniho kmene i viru fixe.

PredloZend studie byla déldna pouze se zamérenim na dynamiku
rozvoje, Sifeni a morfologii inkluzi v CNS, jak se mam fjevi v pfimém
imunofluorescencnim testu. Tedy bez ohledu na lokalizaci antigenu
v buiice, €i jeno Sifeni do ostatnich orgdnt mimo CNS. Vzhledem k vy-
soké organotropii, kterou kmeny 2z divoce Zijicich hlodavcl vykazuji
(Matouch, Sodja 1971), bude tfeba doplnit o podrobné histologické

studium zahrnujici postiZeni jednotlivych bun&k a extraneurdalni Sifeni
viru v organismu.
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MATOYX O., COOA HU. (TocynapcTseHHsIi BeTepHHApHEIT MHCTHTYT, Bparucnasume n. Hucoi,
WHCTHTYT TUrHeHsl M snuaemuosornu, Ilpara, UYexocnosakus). VI3yueHHe NMHAMHKM DPasBHTHA
aururena Gowencrsa B IJHC Mbmredt nocre mEPeknum pasHRIMH WITAMMAMH INpH HOMOINH
dayopecuentnoit rexumku. Vet. Med. (Praha) 18 (5): 315—322, 1973.

TIpx HOMOmIM HENOCPEeNCTBEHHOTO (JIyOpeCIieHTHOro Tecra y IBYx INTaMMOB Bupyca GemeH-
CTBAa M3 MBIIIEBHIHBIX I'PBISYHOB H3yuyanach IAHMHAMHKa pPasBUTHA aHTUIeHa M XapaKrep BKJIO-
wenus B ITHC Memmeit u cpaBrmpanacs co mrammom CVS u yamyseiM mraMmoM. Bupyc BBo-
nunca B musculus gastrocnemius nesoit xomeuHocTH. CrenuuuecKuit aHTHTeH Obly IOKA-
3yeM y «MpimuHbIX» mramMoB B CVS yxe uepes 24 vaca B NOACHHYHOM MO3Ty, uepes 48
B TPONOJNIOBATOM MO3Ty M CIyCTA 4YeTHpe IHs mnocle uHPeknmm — Bo Beex uactax LJHC.
Y yauyHOrO ITaMMa HacTynmJa creiuduuecKas QIyOpeCHEHIHs B IIOSCHUYHOM MO3ry Ha
NATHIL JeHb W Ha BOCBMON IeHp TaKKe 3aTpOHysa TOJOBHOM Mosr. Kapruma ¢ayopecueri:in
XapaKTepu3yeTcs Yy INTAMMOB M3 MEBINIEBMIHBIX TPHIBYHOB GOJBIIHM  KOJMYECTBOM MEJNKHX
TOYKOOOPA3HBIX BKJIIOYEHHII THNA (3Be3NHAA IBLIb)Y € BPEMEHHBIM IIOABJEHHMEM GOJNBIIHX OKpyT-
JIEHHBIX OYaroB AHTHIEHHON Macchl pasMepom 4—7 4. YnuuHplit BUpyc NOkaskiBanx Goxee
3epHMCTBIN XapakTep u 6oJiee BHICOKOEe MOABJIEHHe KPYIHBIX IIapoo6pasHbIx MM OKPYTJEHHBIX
dopM pasmepom 6—12 n. ¥ mramma CVS $ayopecuennus 6bia MeJKo 3epHUCTOH Ges nosBie-
HUA KDPYIHBIX OKPyIJIeHHbIX ouaroB. O6pasoBaHue CHIBODOTOYHBIX AHTHTEN IPOMIONLIO TOJIBKO
P TIOCJHENHMX NHAX 3abojieBaHMS ¥ IOOCTHIJIO y BCEX MCIONB3YEMBIX WITAMMOB TOJBKO HHIKHX
THTPOB.

felenHcTBO; OKCIepMMeHTaNbHafd MWHQEKIUdA; pasBHUTHE aHTHreHa;  MOpPOJOrHs; BKIOYEHHE;
HEIOCPENCTBEHHEI MMMYHOPJIYOPECIeHTHEIN TecT; obpa3oBaHHe aHTHUTEN

MATOUCH 0., SODJA 1. (State Veterinary Institute, Vratislavice nad Nisou, Institute
of Hygiene and Epidemiology, Praha Czechoslovakia). The Use of the Fluorescence
Method for the Study of the Development Dynamics of the Rabies Antigen in Mouse
CNS after Infection with Various Strains. Vet. Med. (Praha) 18 (5):315—322, 1973.
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A direct fluorescence test was employed to study two strains of the rabies virus
isolated from the murine rodents for the antigen development dynamics and for
the character of the inclusions in mouse CNS, and to compare these strains with
the CVS strain and the street strain. The virus was applied to musculus gastrocnemius
of the left hind extremity. The specific antigen was apparent in the “mouse” strains
in CVS already after 24 hous (in the lumbar part of spinal cord), and after 48 hours
(in myelencephalon); from the fourth post-infection day the antigen was demons-
trated in all parts of CNS. In the street strain, specific fluorescence occurred in the
lumbar part of spinal cord on the fifth day, and affected the brain on the eight
day. In strains from the murine rodents, the fluorescence picture is characterized
by a large number of fine dot-like inclusions of the “star dust” type with random
occurrence of larger circular cumulations of the antigen mass with the size of
4—7 u. The street virus was more granular and showed greater occurrence of large
spherical or oval forms at the size of 6—12x. In the strain CVS the fluorescence
was finely granular without larger circular cumulations. The production of serum
antibodies was observed only on the last days of the disease and reached only
low titres in all the strains used.

rabies; experimental infections; development of antigen; morphology of inclusions;
direct immunofluorescence test; production of antibodies

MATOUCH 0., SODJA 1. (Staatliches Veterindrinstitut, Vratislavice n. Nisou, Institut
fiir Hygiene und Epidemiologie, Praha, Tschechoslowakei). Untersuchung der Entwick-
lungsdynamik des Tollwutantigens in Mdusen-CNS nach der Infektion durch ver-
schiedene Stdmme mittels der Fluoreszenztechnik. Vet. Med. (Praha) 18 (5) : 315—322,
1973.

Mit Hilfe des direkten Fluoreszenztestes wurde bei zwei Stdmmen des Tollwutvirus
aus mausartigen Nagetieren die Entwicklungsdynamik des Antigens und der Charakter
von Inklusionen im Mé&usen-CNS beobachtet und mit dem CVS-Stamm und Strafien-
stamm verglichen. Das Virus wurde in den Wadenmuskel (musculus gastrocnemius)
der linken Beckengliedmasse appliziert. Das spezifische Antigen war bei den , M&duse-
stimmen” in CVS schon nach 24 Stunden im Lendenriickenmark erweisbar, nach
48 Stunden im verldngerten Riickenmark und seit dem vierten Tag nach der Infektion
in allen CNS-Teilen. Beim StraBenstamm ist die spezifische Fluoreszenz im Lenden-
riickenmark am fiinften Tag aufgetreten und am achten Tag hat sie das Gehirn
erfat. Das Fluoreszenzbild ist bei den aus mausartigen Nagetieren gewonnenen
Stammen durch eine grofe Menge von feinen tupfartigen Inklusionen vom Typ
»Sternenstaub“ mit zuweilen auftretenden gréferen Anh#dufungen der Antigenmasse
mit der Grofe von 4—7 u charakterisiert. Das StraBenvirus hat einen kornigeren
Charakter und hé&ufigeres Auftreten von grofien kugelartigen oder ovalen Formen
mit der GrdBe von 6—12 ux aufgewiesen. Beim CVS-Stamm war die Fluoreszenz
leicht kornig ohne Auftreten von grofien rundlichen Anh&ufungen. Die Bildung von
Serenantikbrpern ist erst in den letzten Tagen der Erkrankung eingetreten und hat
bei angewandten Stdmmen nur niedrige Titer erreicht.

Tollwut; experimentale Infektion; Entwicklung des Antigens: Inklusionenmorphologie;
direktor Immunofluoreszenztest; Bildung der Antikérper

Adresy autorit:

MVDr. O. Matouch, Statni veterindrni Gstav, 463 11 Vratislavice nad Nisou,
MUDr. I. Sod ja, Institut hygieny a epidemiologie, 100 00 Praha
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MOZNOSTI POUZITI ULTRAZVUKU K PRIPRAVE PRECIPITACNIHO
ANTIGENU VIRU PSEUDOMORU DRUBEZE

K. Cernik

Bioveta, Nitra

CERNIK K. Moznosti pouZiti ultrazvuku k pripravé precipitadniho antl'génu
viru pseudomoru driibeZe. Vet. Med. (Praha) 18 (5) : 323—332, 1973.

Vliv ultrazvuku o frekvenci 9, 15 - a 20 kHz, aplikovaného po dobu od 15 do
180 minut na kmeny viru pseudomoru o rGzné virulenci v suspenzi chorio-
alantoickych blan v alantoamniotickych tekutindch, byl zjiStovdn podle zmén
hemaglutinaéni aktivity a infekcénosti viru a podle aktivity precipitinogenu.
Plasobeni utrazvuku na virus bylo porovnavdno s vlivem mrazeni pii — 14
a —70°C a uchovédvani pifi + 40C. Ve virové suspenzi, ktera nebyla ochlazo-
vdna béhem opracovéani ultrazvukem, do3lo k postupné inaktivaci hemaglutinaéni
aktivity a infekénosti viru G¢inkem bodového tepla. JestliZe byl virovy materiél
udrZovan pii teploté + 6 aZ + 9°C, nedo3lo b&hem tfi hodin pilsobeni ultra-
zvuku k vyznamnému poklesu infekéniho a hemaglutina¢niho titru. V precipi-
taénim testu tvofil antigen, pripraveny pomoci ultrazvuku, aZ tfi precipita¢ni
linie na rozdil od dvou linii u antigenu mrazeného nebo uchovdvaného pfi
+ 40C. Z dosaZenych vysledkl vyplyva, Ze ultrazvuk je vhodnym prostfedkem
pro uvolfiovani viru z bunék pri pripravé precipitadnfho antigenu. Diskutuje se
specifi¢nost dvou, resp. tFi precipitaénich linii u viru pseudomoru.

velogenni, mezogenni a lentogenni kmeny; chorioalantoické blédny kufecich za-
rodkid; hemaglutinaéni a infeké&ni titry; zmrazovéani viru; bodové teplo; desinte-
grace viru

Ultrazvuk naSel v posledni dobé& Siroké uplatnéni v primyslu
i v biologii, kde se pouZivd predevSim k rozruSovani tkini i jednotli-
vych bunék. Pisobeni ultrazvuku na jednotlivé buriky linie HeLa v kul-
tufe zjiStovaly Drastichovd a PospiSilova (1969). Biologic-
kou aktivitu viru Sendai po puasobeni ultrazvuku zkoumal Hosaka
(1970). Ucinek malych laboratornich zdroji ultrazvuku se vyuZiva
i k uvoliiovani viru z bunék pri pripravé antigenu k precipitatnimu
testu v agarovém gelu.

Cilem na$i pokusné prace bylo ovéfit moZnosti uvoliiovani viru
z tkédni rozruSenych ultrazvukem pro pfipravu precipitaéniho antigenu
a vliv ultrazvuku na mékteré vlastnosti viru pseudomoru driibeZe.

MATERIAL A METODA

Virové kmeny o rtizné virulenci: La Sota (LS), Roakin (R), Hert-
fordshire (H), Italien (It) a 366/4 byly pomnoZeny v alantoické duting
desetidennich kufecich zarodki. K pokusiim byly odebirdny alanto-
amniotické tekutiny (AAT) a chorioalantoické blany (CHAM) dva dny
po inokulaci kufecich zirodkd. CHAM byly mechanicky rozmeélnény
v tfeci misce a suspedovdny v AAT. VySetfena byla jednak suspenze
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a jednak supernatant a sediment po krdtkodobém odstfedéni suspenze
pfi 3000 obr/min po dobu 5 minut.

Jako zdroj ultrazvuku byl pouZit ultrazvukovy tranmstorovy desin-
tegrator UG 100 TD o vykonu 100 W s ménitelnym pracovnim kmitoc-
tem 9, 15 a 20 kHz, vyrobek Vyzkumného ustavu mechanizace a auto-
matizace v Novém Mégsté nad Vdhem. Materidl byl podroben ultrazvu-
kové desintegraci v mnoZstvi 5 ml ve zkumavkdach 14 X 80 mm po
dobu od 15 do 180 minut, jak je uvedeno u jednotlivych pokusti. V &asti
pokusii byla zkumavka b&hem ultrazvukového pilischeni uloZena v le-
dové vodni lazni, jejiZ teplota byla udrZovadna na +6 aZz +9°0 C.

Ucdinnost rtiznych frekvenci ultrazvuku byla porovndvdna s pulso-
benim zmrazeni pFi —70°C v boxu se suchym ledem a —14C v mrazi-
cim pult® a s kontrolnim vzorkem, uchovdvanym do vy3etfeni pii +4°C
v chladnicce.

Timto zplisobem pripravené antigeny byly vySetfovany precipitac-
nim testem v agarovém gelu dfive popsanou metodou (Cernik 1969)
proti odtu¢nénému specificky pozitivnimu séru, a to suspenze a sedi-
ment nefedéné a supernatant v rfedéni od 1:2 do 1:16. SouCasné byl
stanoven infekéni titr viru ve zkumavkovych kulturdch kufecich fibro-
blastii (TKIDs,/0,1 ml) a hemaglutinacéni titr (HA) zplsobem popsanym
v pfedchazejicich sdélenich (Cernik 1966).

VYSLEDKY

1. V prvnim, prfedbéZném pokusu byl sledovan tCinek ptisobeni riiz-
nych frekvenci ultrazvuku na hemaglutinacni a infek¢ni titr kment
Roakin, Hertfordshire a 366/4 v suspenzi chorioalantoickych blan a alan-
toamniotickych tekutindch po dobu od 15 do 180 minut. Zkumavky
s virovym materidlem nebyly uméle ochlazovdny. DosaZené vysledky
jsou graficky zndzornény na obr. 1a,b; 2a.

Frekvence 9 kHz, plisobici po dobu 180 minut, neméla  vliv na he-
maglutinaéni aktivitu vySetfovanych kmendi viru a jen mirny vliv
na jeho infekCnost. Krivka infekcéniho titru (TKIDs,) klesala ve vSech
pripadech rovnomeérné v zavislosti na dobé plisobeni a po 180 minutach
byl zaznamenan pokles o 2,77 log,, u kmene Roakin, o 2,1 log,; u kmene
Hertfordshire a o 1,17 u kmene 366/4. PFi kmito¢tu 15 kHz se hema-
glutinac¢ni aktivita udrZovala na vychozi Grovni do 90 minut u kmene H
a do 120 minut u kment R a 366/4. Po této dob& doSlo k poklesu titru,
ktery byl mirny u kmene R — o jeden stupeil redéni (log,), ale velmi
prudky u kment H a 366/4, u nichZ byly po 180 minutdch zjistovany
nulové hodnoty. Infek&ni titr klesal ve vSech pripadech zvolna do 120
minut, kdy doSlo ke zlomu, ktery byl nejvyraznéjSi u kmene 366/4
a nejmirnéjSi u kmene H, u méhoZ piredchozi ¢ast kiivky vykazovala
nejveétsi sklon. Konetné hodnoty infekéniho titru nedosdhly v Zadném
pfipad& nuové hodnoty, ale pohybovaly se od 2,3 (—log;, TKIDsy) u kme-
ne 366/4 do 4,7 u kmene H.

Maximalni rychlost poklesu hemaglutina¢ni aktivity a infekc¢nosti
vySetfovanych kmenti byla zaznamendna pii frekvenci 20 kHz. Hema-
glutinaCni titry po pocCatetnim mirném poklesu b&hem prvni hodiny
pisobeni ultrazvuku dosdhly v priibéhu nésledujicich 60 minut nulo-
vych hodnot ve vSech pfripadech. Podobny byl tGéinek i na infekCénost
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1. Vliv pidsobeni ultrazvuku rizné frekvence (9, 15 a 20 kHz) po -dobu 15 aZ 180 minut
na hemaglutina¢ni aktivitu (HA) a infekénost (TKIDs0/0,1 ml) kmene Roakin (a)

a Hertfordshire (b) viru pseudomoru dribeZe v suspenzi
v alantoamniotické tekuting; suspenze nebyla ochlazovana

chorioalantoickych blan

2
R 20kHz  «62%:9°C 3
<) R —— - o | €
o R | :
g;l ‘ Q-mmmmmm - O--7----=-= o PR o 12
< g____ v
. ﬁz —0< o O g Vg—_’-_»_o
81 R — -10
| g O o I
6— \D-——D 8
O LaSota i
4 . L6
A O 36674 TKIDso
1 3664 , I
24 V lalien . HAtitr L4
14 . I
53 6 90 120 180 60 120 180
minut minut
) TKIDs
15 k
220 & HAtitr

2. a) Vliv plsobeni utrazvuku riizné frekvence (9, 15

a 20 kHz) po dobu 15 aZ 180

minut na hemaglutinadni aktivitu a infek&nost kmene 366/4 viru pseudomoru driibeZe
v suspenzi CHAM v AAT; suspenze nebyla ochlazovana

b) Vliv piisobeni ultrazvuku frekvence 20 kHz po dobu 60 aZ 180 minut na hemagluti-
na¢ni aktivitu a infek&nost kmend La Sota, 366/4 a Italien viru pseudomoru driibeZe

v suspenzi CHAM v AAT; suspenze byla udrZovéna po celou dobu piisobeni ultrazvuku
pii teploté + 6 aZ + 90C
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viru, pficemZ nulovych hodnot bylo dosaZeno po 120 minutdch u kment
H a 366/4 a po 180 minutdch u kmene Roakin.

Obdobné byl opakovan tento pokus s kmeny 366/4, Italien a La
Sota pii frekvenci 20 kHz, kterd se v predchéazejicim pokusu ukéazala
jako nejicinnéjsi pro inaktivaci viru, ale zkumavky byly ochlazovany
uloZenim do ledové vodni 14zné& a b&hem celé doby pokusu udrZovany
pri teploté +6 az +90C. V tomto pfipadé nebyl zaznamendn vliv pi-
sobeni ultrazvuku na hemaglutinaéni aktivitu a infek¢&nost vySetfova-
nych kment (obr. 2b) kromé& bezvyznamného poklesu infekcniho titru
u kmene LS béhem druhé hodiny plsobeni ultrazvuku. Z t&chto pred-
béZnych pokusl vyplyva, Ze nepfriznivé tCinky na hemaglutinacni a in-
fekCni titr viru nebyly vyvoldny samotnou desintegraci viru ultrazvu-
kem, ale tepelnou inaktivaci v dsledku plisobeni bodového tepla vzni-
kajiciho ve virové suspenzi.

2. V druhém pokusu byl sledovadn vliv rznych frekvenci ultra-
zvuku (9, 15 a 20 kHz) po dobu 15 aZ 30 minut na virovou suspenzi
kmen@t R, H a 366/4, ochlazovanou ledovou 1dzni, a porovndvan s vli-
vem uchovévéni téZe suspenze pfi +4 °C po dobu jednoho tydne a zmra-
zeni pfi —14 a —709C. Vliv byl hodnocen jednak stanovenim infeké-
niho titru viru v supernatantu, jednak precipitaénim testem v agarovém
gelu, k némuZ byla jako antigen pouZita plni suspenze CHAM v AAT,
sediment po centrifugaci a konetné supernatant v fedéni 1:2 aZ 1 :16.

Rozdily v infek¢nim titru u jednotlivfch kment, vyvolané riiznym
plisobenim na suspenzi, byly zanedbatelné a kolisaly v rozsahu 1 logi,
(obr. 3). Podle srovnavani primérnych hodnot vSech tri vySetfovanych

9 kHz I5kHz 20kHz

-70C | -14C | o4
C 30° 15’ 30" 15’ 30’

o ~logioTKIDso
&

[J ROAKIN 'HERTFORDS. [ 36674

3. Vliv pisobeni ultrazvuku riizné frekvence (9, 15 a 20 kHz) po dobu 15 a 30 minut,
mrazenf pfi —70 a —149C a uchovédvani pfi + 49C na infek&nost (TKIDso/0,1 ml)
kmenl Roakin, Hertfordshire a 366/4 viru pseudomoru driibeZe v suspenzi, ktera byla
béhem pisobeni ultrazvuku ochlazovédna na + 6 a% + 90C
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I. Precipita¢ni reakce v agarovém gelu antigeni viru pseudomoru dribeZe, pripravenych riuznymi zplsoby, proti pozitivnimu séru

9 kHz 15 kHz 20 kHz
— 70- — 14 + 4 S
157 30/ 157 307 157 307
CHAM + AAT
Roakin + 4+ +4+++ +++4+ |+++ (+++  [+++ (+++ |+ +
' ++ + ++
++++ +++ ++4+  |++ ++ + ++4+  |+++  [+++
Hertfordshire +++ +++ +++  |+++  |+++ |+++ |+ + [+ [+
++ + + + ++ ++ ++ +
++ +++ +++ |+ ++ ++ ++ ++ ++
366/4 +++ +++ +++ A+t [+t At A A [+
+
+++ +++ +++ |+ + + +++ |+ +++
SEDIMENT
Roakin ++++ ++++ ++++ [+++4+ (++++ |(FH+ [+ +
++ ++ +++
+++ Fob +++  [+++ |+ 4+ ++ + + +++
Hertfordshire +++ +++ B o S B o o B o B S + +
+++
+++ +++ +++  |++ +++ |+++  |+++ |+ + ++
366/4 +++ +++ +4+ +++  |[+++ e+ + |+ e+ [P+
+ + + + + + ++ ++ ++
++ + + ++ ++ ++ ++ +4++  |+++ |+ ++
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Pokracovani tabulky

kHz 15 kHz 2) kHz
—=7) —14: +4 —
157 3Y 15¢ 387 15/ 307
SUPERNATANT
Roakin 1:2 b by i + + b e + + Fit + + + + s ol
+
++ = + =+ + + + = g
+ . o - = —_ — = o
16 — — — — + _ — . L.
Hertfordshire 1 :2 ++ + + + + ++ C G + + ++ 4 +++ +++
+ + +
+ +
£ + + + ++ 4 + ++ ++ +
= + 25 — + & + + -+
16 — — — — -+ E _ 1 L
366/4 1:2 + — == — + ++ +++  |[++ ++
+ +
4 — = — — = * ++ — &
4
8 s e s - [ s -+ - -
16 — - — - - - o L -

Intenzitu reakce udava pocet krizki; horni fada oznacuje linii blizsi k jamce se sérem, dolni k jamce s antigenem.



kmenti byl infekéni titr nejméné ovlivnén mrazenim pifi —70°C a pi-
sobenim ultrazvuku po dobu 15 minut. Hor$i primeérné vysledky byly
dosaZeny mrazenim prfi —140C a tFicetiminutovym plsobenim ultra-
zvuku. Zatimco po 15 minutdch se neprojevil ucinek frekvence, po
30 minutdch klesal mirné titr se zvySujicim se kmitoCtem. Vliv chlad-
ni¢kové teploty byl asi uprostfed primérnych hodnot.

V precipitacnim testu s antigenem, pripravenym mrazenim z CHAM
v AAT nebo ze sedimentu po centrifugaci se pravidelné zjiStovaly dveé
precipitacni linie stejné intenzity, popfipadé linie bliZ8i k jamce se
sérem byla siln&jSi (tab. I). Podobny obraz byl pozorovadn i u antigenu
uchovavaného pfi +4°0°C. V intenzité reakce nebyly zaznamenany vy-
znamné rozdily. Po opracovani antigenu ultrazvukem se mezi ob&ma
liniemi objevila tfeti, vSeobecné o néco slabsi intenzity. Vyraznost
vSech tri linii se stupriovala se zvySovanim frekvence a prodluZovanim
doby plisobeni.

Pri pouZiti supernatantu jako antigenu byla pozorovdna pouze jedna
precipitacni linie po zmrazeni antigenu nebo jeho uchovavani p¥i +40C,
pricemZ nejvyraznéjsi linie ddval antigen mrazeny pfi —700C a nej-
slabsi pFi —140C. Reakce se zaznamendvala do fedéni 1:4 u kmend
R a H, ve vy38ich redénich (1:8) byly linie slab& patrné. Intenzita re-
akce po plsobeni ultrazvuku se stupiiovala obdobné jako v predchéze-
jicich pripadech se zvy3Sujicim se kmitoCtem a prodluZujici se dobou
ptsobeni. Byly pozorovany dveé, vyjime¢né (kmen H, 20 kHz 30 min.)
tfi precipitacni linie v Fedéni 1:2, popfipadé i 1:4. Av3ak i v tomto
pripadé redéni 1 :8 d4valo jen velmi slabé nebo Zadné linie.

DISKUSE

Pro porovnani G&ink{i ultrazvuku, resp. jim vyvolaného bodového
tepla na virus pseudomoru driibeZe, byly pouZity kmeny o riizné viru-
lenci, velogennni (366/4, Italien), mezogenni (Roakin, Hertfordshire)
i lentogenni (La Sota), ackoliv pro pfipravu precipitaéniho antigenu
se podle Woernlea (1966) nejlépe hodi kmeny velogenni, produ-
kujici nejaktivnéjsi precipitinogeny. Tato zkuSenost v3ak mebyla po-
tvrzena naSimi pokusy, v nichZ se antigeny pripravené z kment R a H
ukézaly prinejmenSim stejné aktivni v precipitacnim testu, jako @antigen
z kmene 366/4 (tab. I). Infekénost velogenniho kmene 366/4 byla méng
postiZena plsobenim bodového tepla pri frekvenci 9 kHz, coZ je v sou-
hlasu s vysledky predchézejicich praci, zkoumajicich termostabilitu
kmen viru pseudomoru o rizné virulenci (Cernik 1966, Cernik,
Cernikova 1967). Pri vy38ich frekvencich, zvlaste pfi 20 kHz, vSak
vetsi odolnost vykazoval mezogenni kmen Roakin.

RovnéZz vysledky sledovdni vlivu mrazeni na infek¢&nost viru po-
tvrzuji dfivejsi pozorovani (Cernik, Cermnikova 1968), podle
nichZ se infekénost 1épe uchovd, jestliZe mrazici teplota je —40°C
a niz8i, a kratkodobé skladovani pfi +4°0°C je vyhodng&j$i neZ mrazeni
pFfi teplotach kolem —140C. Eliminuji-li se pFi plsobeni ultrazvuku
ucinky bodového tepla priméfenym chlazenim zpracovavaného mate-
ridlu, je infek&nost viru i po pomérné dlouhodobé aplikaci ultrazvuku
(15 a 30 minut), kterym se podle vysledki Hosaky (1970) desin-
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tegruje virovd Castice, naruSovéna jen zcela nepatrné. ZvySuje se vSak
mirng intenzita precipitacni reakce a hlavné se cCasté&ji objevuje treti
precipita¢ni linie.

Otdzka vyznamu a specificnosti dvou, resp. tii precipita¢nich linii
vznikajicich pfi pouZiti viru pseudomoru dribeZe jako antigenu neni
dosud vyjasnéna. Dvé precipitacni linie se Casto zjiStuji i u jinych vird
— CELO (Hantschel a Schmidt 1972), HVT, ale nikdy nebyly
pozorovdny u viru infek¢éni bronchitidy, i kdyZ antigeny i specificka
pozitivni séra byla pfipravovdna obdobnym zphsobem. Obé&, resp. vie-
chny tfi precipitadni linie se objevuji do 24 aZ 48 hodin po nasazeni
testu, a to v oblasti specifického rozsahu, tj. od stfedu vzdalenosti
mezi jamkou se sérem a s antigenem smérem k jamce se sérem
(Woernle 1966). Vedle moZné nespecificnosti nadpoCetnych linii,
vyvolané reakci protilatek na materidl kufecich embryondlnich tkéni,
se nabizi vysvétleni, Ze jde o samostatnou reakci jednotlivych viro-
vych antigendi odliSujicich se velikosti a molekulovou vahou — nukleo-
proteinovy antigen a antigeny obalu virionu — a pulsobicich jako pre-
cipitogeny. Tuto druhou moZnost podporuje skutefnost, Ze treti pre-
cipitacni linie se objevuje a je vyrazné&jSi po ultrazvukové desinteg-
raci. ACkoliv i po dlouhodobém (3 hodiny) ptisobeni ultrazvuku zlistala
zachovana infekénost viru pro fibroblasty v bun&cfné kultufe, je moZné
prfedpokladat odStépeni obalu virionu, na ktery je vdzdna hemagluti-
nacni a neuraminiddzova aktivita viru pseudomoru, od nukleoproteino-
vého jadra a rozd&leni obalu na vétsi ¢i mensi fragmenty. St&peni
virionu viru Sendai na riizné velké fragmenty plisobenim ultrazvuku
frekvence 20 kHz béhem 2 aZ 20 minut dokazal Hosaka (1970) sle-
dovanim hemaglutinaéni a hemolytické aktivity, infekénosti a schop-
nosti vyvolavat fuzi bunék a interferenc¢ni aktivity ¢astic viru Sendai,
rozdélenych po ptsobeni ultrazvuku centrifugaci v sacharézovém gra-
dientu. Hantschel a Schmidt (1972) doké&zali, Ze ob& precipi-
tacéni linie u viru CELO (kmen B 1209), pomnoZeného v alantoické te-
kuting kufecich z&rodkid, jsou specifické a jsou vyvoldny rozpustnym
antigenem o molekulové vaze 3—5 x 10°.

Pro rozruSeni bunék v tkadinlové kultufe a uvolnéni viru je dosta-
teéné kratkodobé plisobeni ultrazvuku po dobu 1—2 minut, Kkteré
pravdépodobné nema vyznamny vliv na celistvost virionu. Podle vy-
sledklt uvedenych pokusti byl pripraven precipitacni antigen herpetic-
kého viru krit (HVT) k sérologické diagnostice Markovy choroby.
V tomto pripadé& virovy antigen, uvolnény z bunék mrazenim, vytvarel
jednu aZ dvé precipitani linie, zatimco virus, uvolnény ultrazvukem
frekvence 20 kHz po dobu 1—2 minut, precipitoval za stejnych podmi-
nek ve trfech az Ctyrech liniich.

Supernatant po centrifugaci suspenze infikovanych CHAM v AAT
neni pro svij pomérné nizky obsah antigenu vhodny pro pouZiti v pre-
cipitacnim testu. V daném pokusu byl pouZit jen proto, Ze se dd snadno
a presnéji sériové naredit. Kromé toho vyrazné zvySeny obsah antigenu
v supernatantu po opracovani ultrazvukem svEd¢i o uvolnéni ¢asti vi-
rovych Castic z vazby na builkky CHAM a eventudlné i o jejich frag-
mentaci.

I kdyZ pro mechanické rozmeéliiovani CHAM pii pfipravé suspenze
se velmi dobfe osveédcil laboratorni homogenizdtor na mald mnoZstvi
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podle prof. Willemse (Ultra-Turrax), nemize nahradit plisobeni ultra-
zvuku pri desintegraci bunék a uvolilovdni virového precipitinogenu,
jehoZ aktivita meni naruSena ani dlouhodobou aplikaci ultrazvuku.
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YEPHHUK K. (Buosera, Hutpa, Uexociosakus). BoaMokHOCTH HCHOnB30BaHHA YJIbTPasByKa
ONA NPHIOTOBNEHMA NPENUNATANHOHHOIO aHTHreHa BHpyca mcesmouymbl. Vet. Med. (Praha)
18 (5): 323—332, 1973.

Bausnue yapTpassyka c uacrotoit 9, 15 u 20 xruy, Z&eiicTsyomero B Teuenue 15—180 Mum.
Ha INTaMMbl BHpPYCa TCEBIOYYMbl Pas3HOil BHPYJEHTHOCTH B CyCNEH3HHM XOPHOAJaHTOMIHBIX
TJIEHOK B aJaHTOAMHHOTHYECKMX JKMIKOCTAX, ONpENeJANH Ha OCHOBe M3MEHEeHHWil TIeMarioTu-
HAaI[HOHHOM aKTHBHOCTH ¥ MWHJEKIMOHHOCTH BHpyCa, a TaKXe AKTHBHOCTH IIpPElUITHTHHOreHa.
BosazeiicTBie ynbTpasByKa Ha BUPYC CPaBHHBAIM C BIAMAHHEM MOpoKeHHs npu — 14 u — 70'C
un xpanennu npu + 4YC. B BupycHoOit cycmeHsMM, He OXJaXKIaeMoii B Ipollecce 06paboTKiL
yJIBTPa3ByKOM, IIPOM30LIJIA IIOCTEIIeHHas WHAKTHBALIMA TeMATJIIOTHHAIMOHHON AKTHBHOCTH M HH-
PeKIMOHHOCTH BMpyCa IION BJMAHHMEM TEIUIOTHI NAHHOH TOYKH. Eciu BHPYCHBIE MaTepitan
xpauuan npu + 6 no 4+ 9°C, To B Teuenme 3-4acoBOro BO3EHCTBHA YJNBTPasByKa 3HAUMTENb-
HOTO TOHM’KEHHs HHPEKIHOHHOrO ¥ reMarjioTHHAIIHOHHOro BMpyCa e Habmiomanocs. B peakmum
NpeMIUTALMY IIPUIOTOBJIEHHEI C IIOMOWIbI0 yJbTPadByKa aHTHUIeH of6pasoBan 3 npemumura-
UMOHHbIE JIMHMM B OTJHYME OT 3aMOPOKEHHOIO MJM xpaHumoro mnpu -+ 4YC  aunrurexa,
KoTophii ofpasyer 2 juHHH. PesyJbTaTsl IOKasHBAIOT, YTO YJIBTPA3ByK — XOpollee CP2ACTBO
0CBOGOKIEHUsI BUPyCa M3 KJETOK IIpHM IIPUTOTOBJEHHMH NPELHIMTAIMOHHOTo aHrureHa. OJcysx-
naercs CrnequPUUHOCTH NBYX MJIM TpPexX IpPelHMNHTALMOHHBIX JHHHI BHpPYCa TCEBIOYYMEI,

BeJOTeHHEIe, ME30TeHHble M JIEHTOreHHble INTaMMBI; XOPHOAJAHTOMUIHbIe TLIEHKH KYPHHBIX 3MOpHO-
HOB; TeMarJlOTHHALMOHHBIH M HHQEKHOHHBI THUTDHI; TENJIOTa INAHHOH TOYKH; Ne3HHTerpamus
BHpyCa
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CERNIK K. (Bioveta, Nitra, Czechoslovakia.) The Possibilities of the Use of Ultra-
sound for the Preparation of the Precipitation Antigen of Newcastle Disease Virus.
Vet. Med. (Praha) 18 (5) : 323—332, 1973.

The effect of ultrasound at the frequency of 9, 15 and 20 kHz, applied for 15—180
minutes, on the Newcastle disease virus strains of different virulence in cho-
rioalantoic membrane suspension in alantoamniotic fluids, was studied accord-
ing to the changes in hemagglutination activity and infectivity of the virus and
according to the activity of precipitinogens. The effect of ultrasound on the virus
was compared with the effect of freezing at — 14 and — 70°C and keeping at + 4°0C.
The virus suspension which was not being cooled during the ultrasound treatment
gradually reduced hemagglutination activity and infectivity of the virus as a result
of point heat. If the virus material was kept at the temperature from + 6 to + 90C,
no significant reduction of the infection and hemagglutination titre occurred over
three hours of exposure to ultrasound. In the precipitation test the antigen prepared
by the ultrasound treatment produced even three precipitation lines, as distinct from the
two lines in the frozen antigen or antigen kept at +409C. The results show that ultrasound
is a suitable means to release the virus from cells during the production of precipi-
tation antigen. The specificity of two, or three precipitation lines in Newcastle
disease virus is being discussed.

velogenic, mesogenic and lentogenic strains; chorioalantoic membranes of chick
embryos; hemagglutination and infection titres; freezing of virus; point heat; virus
disintegration

CERNIK K. (Bioveta, Nitra, Tschechoslovakei). Mdglichkeiten der Ultraschallanwendung
zur Bereitung des Prdazipitationsantigens von Virus der atypischen Gefliigelpest.
Vet. Med. (Praha) 18 (5) : 323—332, 1973.

Der EinfluBh des in der Zeit von 15 bis 180 Minuten applizierten Ultraschalls mit
der Frequenz von 9, 15 und 20 kHz auf die Virusstdmme der atypischen Gefliigelpest
mit verschiedener Virulenz in der Suspension der chorioalantoischen H&dute in alanto-
amniotischen Fliissigkeiten wurde anhand von Anderungen der Himagglutinations-
aktivitdt und Infektionsfdhigkeit des Virus und anhand der Aktivitidt von Prézipitinogen
untersucht. Die Wirkung des Ultraschalls auf das Virus wurde zu dem Tiefkiihlungs-
einfluf bei —14 und —70°C und mit der Behaltung bei +4°C verglichen. In der Virus-
suspension, die wédhrend der Ultraschallbehandlung nicht gekiihlt wurde, kam allmé&h-
liche Inaktivierung der Hamagglutinationsaktivitit und Infektionsfdhigkeit des Virus
durch Auswirkung der Punktwédrme zustande. Wurde das Virusmaterial in der Tempera-
tur von -+6 bis 4+9 °C behalten, kamm es nicht wédhrend 3 Stunden der Ultraschallwirkung
zur betrdchtlichen Herabsetzung des Infektions- und Hdmagglutinationstiter. Im Prézipita-
tionstest bildete das mittels Ultraschall zubereitete Antigen an drei Prézipitationslinien
zum Unterschied von zwei Linien beim tiefgekiihlten oder beim -+ 4 9C behaltenen Antigen.
Aus den ermittelten Ergebnissen geht hervor, daf der Ultraschall ein geeignetes
Mittel fiir die Virusfreisetzung aus den Zellen bei der Zubereitung des Prédzipitations-
antigens ist. Es wird die Spezifizitit von zwei bzw. drei Prézipitationslinien beim
Virus der atypischen Gefliigelpest diskutiert.

Velogene, mesogene und lenlogene Stdmme; chorioalantoische Héute der Kiicken-
embryonen; Hidmagglutinations- und Infektionstiter; Tiefkiihlung von Viren; Punkt-
wédrme; Virendesintegration
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