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IZOLACE A IDENTIFIKACE VIRU BOVINNI VIROVE DIARRHOEY —
SLIZNICNI CHOROBY (BVD-MD) V CSR

A. Cepica, J. Mensik, Z. Pospisil, P. Reznic¢ek

Viyzkumny ustav veterindrniho lékaistvi, Brno
Okresni veterindrni zavizeni, Vsetin

CEPICA A., MENSIK J., POSPISIL Z., REZNICEK P. Izolace a identifikace
viru bovinni virové diarrhoey — sliznié¢ni choroby (BVD-MD) v CSR. Vet. Med.
(Praha) 20 (10-11) :569-581, 1975.

V préci je popsano vzplanuti BVD-MD u telat a mladého skotu ve tiech loka-
litdch v CSR. Ze dvou akutné nemocnych telat byl izolovan cytopatogenni virus,
ktery byl kiiZovym virusneutraliza¢nim testem, piimou imunofluorescenéni me-
todou a na zakladé stanoveni druhu nukleové kyseliny a nékterych dalsich
vlastnosti identifikovan jako virus BVD-MD blizce piibuzny kmeni NADL. One-
mocnéni se podarilo pienést intraperitonedlni a intravendézni aplikaci bezbakte-
ridlni suspenze sleziny a miznich uzlin mezenteridlnich z prirozené infikovaného
zvirete na tii zdrava, sérologicky negativni telata a prokéazat tentyZ virus v je-
jich organech, nosnich sekretech a trusu v dobé& od druhého do dvanictého dne
po infekei. V diskusi je pojednano o déasti viru BVD-MD pfi vzniku prijmi
a o jeho mozZzném vlivu na prubéh jinych infekénich onemocnéni se zietelem
na epizootologickou situaci ve specializovanych velkochovech skotu.

telata; experimentdlni infekce; neutraliza¢ni test; imunofluorescence

Onemocnéni plivodné popsané jako epizootickd diarrhoea skotu
s mnohocetnou patologickou manifestaci je charakterizované priijmem,
horetkou, leukopenii, nosnim vytokem, depresi, nechutenstvim a dehyd-
rataci (Olafson aj., 1940). Pri infekci biezich vnimavych zvifat miiZze
virus BVD-MD pronif(nout do plodu (Gillespie aj., 1967) a zpiisobit
abortus (Kahrs, 1968, Kahrs aj., 1970, 1971) nebo porod malformo-
vanych (Ward, 1969, Bistner aj., 1970 a jini) & madlo Zivotnych
telat (Lambert aj, 1974). K BVD-MD jsou vnimavé viechny vékové
kategorie skotu a ndkaza nemi sezonni charakter. Po prodélaném one-
mocnéni zlstdva imunita, v nékterych pifipadech dochazi viak ke vzniku
imunologické tolerance, kterd muZe mit za nésledek perzistentni viremii
(Malmquist, 1968). PFirozenymi hostiteli viru BVD-MD jsou kromé
skotu také prasata (Fernelius aj., 1973a, b) a ovce (Hore aj,
1973). Byla zjidténa blizkd antigenni pfibuznost viru BVD-MD s virem
moru prasat (Darbyshire, 1962) a virovym plvodcem tzv. ,Border
disease” u ovei (Hamilton a Timoney, 1972).

Virus BVD-MD se mnoZi dobfe na priméarnich buné&tnych kulturach
(BK) telecich ledvin a varlat, pfi¢emZ cytopaticky projev kolisd od ne-
zietelného aZ po vyrazny. Slab& cytopatogenni nebo necytopatogenni
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kmeny se daji prokazat testem homologni interference (Gillespie aj,
1962), END testem (Inaba aj, 1963) a metodou imunofluorescentni
(Fernelius, 1964).

Birki (1965) sledoval distribuci viru v organismu pfirozené in-
fikovaného mladého skotu a zjistil, Ze nejvétsi mnozstvi viru je na slizni-
cich hlavy a stfevniho traktu, pak nasleduje stfedni a dolni respiraéni
trakt a nejmen3i mnozstvi obsahuji jatra, slezina a ledviny. Izolace viru
z zivych zvifat muZe byt nejaspésnéjsi z kultur promytych leukocytt
¢asto i v pfitomnosti specifickych sérovych protilaitek (Gutekunst
a Malmquist, 1964).

Virus BVD-MD neni zatim zafazen v klasifika¢nim systému do uréi-
té skupiny a nebyla stanovena symetrie jeho kapsidy. Je to RNK virus,
pfiblizné 40 nm v praméru, citlivy k tukovym rozpoustédlim a tryp-
sinu a neni stabilizovin v pfitomnosti MgCl; (Dinter, 1963).

V této praci referujeme o enzootickém vyskytu BVD-MD v jedné ob-
lasti CSR, doloZeném izolaci a identifikaci viru, a o jeho pravdépodobném
vlivu na vznik a prib&h respira¢niho syndromu u telat v centrdlnim
teletniku.

MATERIAL A METODY

EPIZOOTOLOGICKE VYSETREN{

Na zakladé anamnézy jsme proSetfili pripady onemocnéni telat na dvou far-
mach JZD na okrese V. a v jednom centralnim teletniku ve Stredofeském kraji. Po
zevrubném Kklinickém vySetfeni a odbéru krve byla vybrana zvifata s typickymi
i malo vyraznymi klinickymi priznaky a ziva pfevezena na ustav k dal$imu vy-
$etfeni.

PITVA A ODBER VZORKU

Pri pitvé byly k virologickému a histologickému vy3etfeni odebrany vzorky
téchto organt: mékké patro, tvrdé patro, mandle, jicen, tenké stfevo, tlusté stfevo,
slezina, jatra, krev, mizni uzliny mezenteridlni. Vzorky pro virologické vySetfeni
byly bud hned zpracovany jako 109, suspenze organi v Earlové médiu bez séra
a po oSetfeni antibiotiky pouzity k infekci bunéénych kultur, nebo byly uloZeny
v uzavienych vzorkovnicich pfi teploté —70C az do vySetfeni.

HISTOLOGICKE VYSETRENT

Vzorky k histologickému vySetieni byly fixovany v 109, formalinu a zality b&z-
nou metodou do parafinu. Rezy silné 4—5 um byly barveny hematoxylinem-eosinem.

POCITANI BILYCH KRVINEK

K barveni leukocyti byl pouZit TiirkGv roztok a pred po&itanim v Biirkerové
komuirce byla krev fed&na bani¢kovou metodou.

IZOLACE VIRU

K izolaci byly pouzity primarni bunééné kultury fetdlnich bovinnich ledvin
(F:BI.:) a varlat (FBVa), stabilni linie MDBK a linie derivované z fetdlni trachealni
sliznice (FBTr) (Machatkova a Pospi$il, 1975). Pro primarni bun&éné kultury
bylo jako ristové médium pouZito Earlovo médium s ptidavkem 0,5, laktalbumin
hydrolyzétu a 0,1%, kvasniéniho extraktu (Difco) a pro stabilni linie médium MEM
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(OSOL Praha) s pridavkem 209, teleciho séra. Dobie narostlé stacionarni bunééné
kultury ve zkumavkach byly infikovany 109, suspenzemi orgidnt v Earlové médiu
s pridavkem antibiotik. Po 30minutové adsorpci suspenze na holy monolayer pii
379C byly bunééné kultury doplnény odpovidajicim médiem bez séra a inkubovany
pri stejné teploté 7 az 10 dni. Zkumavky s CPE byly pii dennim sledovani zmrazo-
vany a negativni buné¢né kultury byly pouzity ke tfem dalSim slepym pasdzim.

IMUNOFLUORESCENCNI VYSETRENI

Primarni tkanové kultury telecich ledvin a varlat byly druhy, tfeti a étvrty
den po infekei oplachnuty v ¢istém kultivaénim médiu a po zaschnuti fixovany
5 minut ve vychlazeném acetonu. Virus byl prokazovan pifimou imunofluorescenéni
metodou s konjugdtem vyrobenym v Bioveté Nitra, jednak vlastnim konjugitem
pripravenym z hyperimunniho séra podle metody Albrechta (1963).

PRIPRAVA ANTISER A VIRUSNEUTRALIZACNI TEST

Antiséra proti nové izolovanym kmenum B-1 a B-2, proti kmenu NADL viru
BVD-MD*), kmenu V-92 viru PI-3 a kmenu R-6 viru IBR byla vyrobena imunizaci
konvenéné odchovanych telat, u nichZ pred imunizaci nebyly protilatky proti uvede-
nym virim prokazany. V prvni imunizaéni davce obdrZela telata 10 ml koncentrova-
ného viru intravenézné a stejnou davku ae s Freundovym adjuvans intramuskular-
né. Daldi imunizace stejnou davkou byla provedena po 21 dnu a v intervalu jednoho
tydne byla jesté dvakrat zopakovana. Tyden po posledni aplikaci byla telata vykrve-
na a ziskané sérum rozplnéno a zmrazeno pii —20°C.

Virusneutralizaéni (VN) protilatky byly prokazovany metodou ,konstantni vi-
rus — redéné sérum“ ve zkumavkovém 1 ml systému s infekci smési virus — sérum
na cerstvé narostly bunéény porost. Pro kmeny viru BVD-MD bylo pouzito primar-
nich bunéénych kultur FBL a FBVa a pro PI-3 a IBR stabilni linie FBTr. Dvojna-
sobnd fedéni sér byla smichana se stejnym objemem virové suspenze obsahujici
100 TKIDso (0,1 ml) a inkubovana ! hodinu pri pokojové teploté. Titr VN protilatek
byl stanoven jako nejvy$si redéni séra, které zabranilo rozvoji CPE v 509, infiko-
vanych bunéénych kultur.

EXPERIMENTALNI INFEKCE

Tri konvenéné odchovana tfi mésice stard, sérologicky negativni telata byla in-
fikovana bezbakteridlnim filtratem 109, suspenze sleziny a miznich uzlin mezente-
ridlnich akutné nemocného telete ¢&. 42705 z lokality B v davce 10 ml suspenze in-
travenézné a 10 ml intraperitonedlné.

Telatim byla dvakrat denné méiena télesna teplota a po dobu 10 dni jim byla
denné odebirdna krev ke stanoveni celkového poétu leukocytii. Tele &. 1 bylo utra-
ceno 10. den, tele ¢. 2 12. den po infekeci. Tele ¢. 3 bylo ponechano naZivu a vyS3etio-
vano na piftomnost VN protilatek v krevnim séru. Orgidny usmrcenych telat byly
vySetfeny na pritomnost viru.

TITRACE VIRU

Pro stanoveni infekéniho titru byla pripravena desetindsobné fedéni viru v Ear-
lové médiu az do 10-® a v mnoZstvi 0,1 ml byla inokulovdna nejméné na tii zku-
mavky s primarnimi bunéénymi kulturami. Infekéni titr TKIDso (0,1 ml) byl stanoven
podle Reeda a Muencha (1938).

STANOVENI DRUHU NUKLEOVE KYSELINY

Pro s!;apoveni druhu nukleové kyseliny izolovaného kmene byl pouZit 6-jodo-
—2—d_eoxygndm (JDU) podle metody Pensaerta aj. (1970). JDU byl pifidan do
udrZovaciho média v koncentraci 100 ug ml-! 18 hodin pfed infekei a po infekei

*) Cytopaticky kmen BVD-MD NADL jsme ziskali laskavosti doc. A. Zuffy ze
Strediska pro vyzkum a vyvoj pri Bioveté, n. p., Nitra.
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opét. Virus PI-3 byl pouzit pro kontrolu uéinku JDU jako znamy RNK virus, virus
IBR jako DNK virus. Test byl proveden v 300ml Roux lahvich s objemem inokula
1,0 ml. Koncentrace inokula byla vzdy 100 TKIDso (0,1 ml). Pokus byl ukonéen, jak-
mile se na kontrolnich infikovanych lahvich bez JDU objevil CPE.

STANOVENI REZISTENCE K TUKOVYM ROZPOUSTEDLUM

Bylo posutpovéano podle metodik, které popsali Andrewes a Horstman
(1949) a Feldman a Wang (1961). K nefedéné suspenzi viru bylo pfidano 20 9%,
dietyléteru nebo 109, chloroformu a smés byla za obdéasného protrepani ponechana
18 hodin pfi teploté +49C. Po odpareni éteru nebo chloroformu byl stanoven infekéni
titr virové suspenze. Kontrolni vzorek obsahoval misto tukovych rozpoustédel pufro-
vany fyziologicky roztok o pH 7,2.

STANOVENI VELIKOSTI INFEKCNICH CASTIC ULTRAFILTRACI

Vzorky viru uskladnéné pii —70°C byly rozmraZeny, nafedény v pufrovaném
fyziologickém roztoku v poméru 1:10 a filtrovany pies miliporové filtry dovolujici
proniknout c¢asticim men$im nez 50 nm.

HEMAGLUTINACE

Hemaglutinaéni aktivita izolovaného kmene byla zjisfovana na plotnach tak, ze
0,4 ml 0,5%, suspenze trikrat promytych erytrocyttt bylo pfidano ke stejnému mnoz-
stvi dvojnasobnych fedéni viru v PBS. V testu byly pouzity hovézi, ovéi, kozi, prase-
¢i, krali¢i, morceci, slepi¢i a mysi éervené krvinky. Reakce byla ponechana piri +4°C,
+370C a pfi pokojové teploté a byla odeétena za 1, 2 a 24 hodiny.

HEMADSORPCE

Memadsorpce byla provedena s 1%, suspenzi erytrocytli viech uvedenych Zivo-
¢iSnych druhtt podle metodiky Vogela a Shelokova (1957).

VYSLEDKY

EPIZOOTOLOGICKA SITUACE V POSTIZENYCH CHOVECH

Lokalita R, okres V. Prvni pfipady onémocnéni telat s akut-
nim pritbéhem a letdlnim koncem byly pozoroviny u telat nakoupenych
z malochovu a pfivedenych do teletniku JZD, kde bylo ustdjeno asi 60
vlastnich rtizné starych zdravych telat. Ze 17 nakoupenych telat 15 telat
uhynulo nebo bylo nutné poraZeno. Posledni dvé telata byla zevrubné
vysetfena. Onemocnéni mélo velmi typicky pribéh s charakteristickymi
lézemi na sliznici hlavy.

Telata méla horecku (40,5—41,5 °C). méla zvy3enou salivaci, vy-
tok z nosu a o¢i a na sliznici pyskit a horniho patra byly patrné eroze.
Krvavy prijjem byl provizen tenesmem.

Lokalita B, okres V. Onemocnéni probihalo v akutni a sub-
akutni formé u telat ve stafi dva aZ tfi mésice, ustdjenych spoletné s doj-
nicemi. Klinicky onemocnélo asi 10 % telat, pfiCemz vétdina akutné ne-
mocnych telat uhynula. Uhynim pfedchézely nékolikadenni horetky ko-
lem 41 °C, nechutenstvi, slinotok, suchy kasel, sér6zni vytok z nosu,
tézké prijmy s pfimési krve, tenesmus a Castetnd dehydratace. Na sliz-
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1. Slizni¢ni eroze na dolnim pysku nemocného telete

2. Pocetné eroze na rozhrani sliznice tvrdého a mékkého
patra



3. Eroze na bachorovém pilifi nemocného telete

~
3
Y

4. Hemoragické exoze (vpravo) a zviedovatéla sliznice
s nekrotickymi masami (vlevo) v tlustém strevé



5. Vyrazné hemoragie v submukoze stieva, nekréza a ztra-
ta klku (barveno hematoxylin-eosinem; zvétSeno 120X)

6. Ubytek lymfocyti z mezenteridlni mizni uzliny (bar-
veno hematoxylin-eosinem; zvétSeno 420X)



7. Cytopaticky efekt kmene B-1 ve 20. pasazi na primarni
bunééné kultuie fetalnich bovinnich ledvin (72 hod. po
infekei; nativni preparat; zvétSeno 110X)

8. Specificka fluorescence izolovaného kmene B-1 na bu-
nééné kultui'e FBL za tfi dny po experimentdlni’ infekci
(zvétSeno 510X)



nici dutiny astni byly nalézany eroze charakterizované ztratou povrcho-
vych vrstev epitelu, kterym nepfedchazela tvorba vezikuli. Dvé akut-

né nemocné telata (€. 42705 a ¢. 110) byla prevezena k vySetfeni.

Lokalita T, okres K. V teletniku s kapacitou kolem 200 kusti
vzplanula enzootie respira¢niho onemocnéni. Pfiznaky poruch traviciho
traktu nebyly pro BVD-MD typické; eroze v dutiné dstni a prijmy s vel-
kou piimési krve byly zjistény jen ojedinéle. U nemocnych telat byla viak
zjisténa vyrazna leukopeme a ojedinéle se objevilo pFechodné kulhéni.
Celkové ztraty dosahly vice nez 20 % z celkového stavu telat, které viak
byly pfi¢itainy bronchopneumoniim. Telatiim rtzného véku byla odebra-
na krev k sérologickému vySetfeni.

PATOMORFOLOGICKY NALEZ

Zmény zjistované pri pitvé byly u jednotlivych telat zna¢né rozdilné
v zavislosti na pribéhu a stupni onemocnéni. U akutni formy onemoc-
néni byly pozorovani katardlni zanéty sliznic traviciho traktu s hypere-
mii a krviceninami. U protrahovanych pfipadii byly nalézany ostfe ohra-
nicené eroze na sliznici dolnitho pysku (obr. 1), na tvrdém patfe (obr.
2), na laterdlni a ventralni stran€ jazyka a na bukalni sliznici. Na jicnu
byly carkovité eroze casto pokryty nekrotickym epitelem, ktery vytvérel
fibrinu podobné plaky, mirné vyvysené nad troven epitelu. U nékterych
telat zmény v jicnu chybély. Na pilifich bachorovych (obr. 3), ¢asto i mi-
mo né&, a na listech knihy byly pozorovany bélavé eroze, nékdy s hemo-
ragickym zakladem. Na katardlné” zménéné sliznici slezu byly vétsi ci
mensi viedy. Zmény ve stfevech se nejCastéji vyskytovaly v kaudélni
¢asti tenkého stieva, ve slepém stievé, kolonu a rektu. Sténa stfevni byla
ztlustéla, na sliznici byly pozorovany kulaté nebo podlouhlé hemoragic-
ké atvary (obr. 4), misty zviedovatélé a pokryté nekrotickymi Zlutavymi
masami nebo zajizvované (obr. 4). Také na sliznici rekta byly pozoro-
vany cetné hemoragie. V obsahu stfev byla Casto pfimés krve. Mezente-
ridlni mizni uzliny byly zvétSené, hyperemické, nékdy se v nich vysky-
tovaly hemoragie. U dvou telat jsme pozorovali ¢etné krviceniny sub-
sérozné v dutiné bfisni, na sliznici spojivky a mocového méchyre.

Zéakladem histologickych zmén byly degenerativni a hlavné nekro-
tické zmény epitelu sliznic. Ve stfevé dochazelo k nekrotizaci epltelu
knypt a klkua, v JCJlChZ stromatu a v submukoze byly pozorovany vyraz-
né hemoragle (obr. 5). V né&kterych piipadech byla celd vrstva sliznice
nad Peyerovymi plaky nekroticka.

V mezenterialnich miznich uzlinich a v Peyerovych placich byla po-
zorovana atrofie lymfatické tkané, abytek lymfocytii i lymfatickych foli-
kultt a degenerativni procesy (obr. 6).

VYSLEDKY SEROLOGICKEHO VYSETRENI V CHOVECH R. A T.

V lokatité¢ T. byly nalezeny protilatky proti viru BVD-MD u 90 %
telat a signifikantni vzestup titru byl prokdzin v rekonvalescentnich sé-
rech u 5 % vysetfovanych telat. V chovu R. bylo 75 % telat sérologicky
pozitivnich k BVD-MD a u 10 % telat byl zjistén prﬁbezny vzestup tit-
ru VN protilatek v rekonvalecentnich sérech.
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IZOLACE VIRU A KULTIVACNI VLASTNOSTI IZOLOVANYCH KMENU

Pritbéh izola¢nich pokust ukazuje tab. I. Virus byl izolovin od
obou telat z lokality B. Tele ¢. 42705 bylo utraceno ve stadiu viremie
a virus byl prokdzan v krvi a ve viech ostatnich vy3etfovanych organech
kromé jater. K daldi praci byl pouzit virus izolovany ze stfeva, ktery byl
oznaten jako kmen B-1. Z telete ¢. 110 se podafilo izolovat virus pouze
ze sleziny (kmen B-2) a z miznich uzlin mezenteridlnich. Prvni cyto-
patické zmény byly zfetelné ve druhé pasaZzi na FBVa a ve tfeti pa-
sazi na FBL. Na FBVa byl cytopaticky efekt vyraznéjsi, k uplné destrukei
bunétného porostu doslo ve ctvrté az paté pasazi, kdezto na FBL aZ
v pasazi osmé. Priblizné t¥eti aZ Ctvrty den po infekci se zacaly obje-
vovat kolonie bun€k s vakuolizovanou a granulovanou cytoplazmou a sil-
né pyknotickymi jadry. Takto poskozené buriky se uvolnovaly do média
a v bunéném porostu vznikala oka. V porostu bylo mozZno ojedinéle
pozorovat také zakulacujici se buiky (obr. 7).

I. Izolace viru z telat ¢. 42705 a ¢. 110

Bunééné kultury
Organy FBL FBVa FBTr MDBK
€. 42705 | €. 110 ¢&. 42705 | €. 110 ¢. 42705 |¢&. 110 | ¢&. 42705 | €. 110

MéEkké patro +3.p — +2.p = = - _ =
Tvrdé patro +3.p - +2.p = - = o -
Tonzila +4.p = +2.p - s _ _ —
Jicen +4.p = +2.p - - - - -
Tenké stfevo +3.p — +2.p == == s = =
Tlusté stfevo +3.p — +2.p = s - - =
Slezina +4p | +4p| +2p | +2p — = = =
Jatra — — - — — — — =
Krev +4.p = +4.p = s - s s
Mizni uzliny

mezenteridlni +4p |+3p| +2p |+2p| - o= - -

MDBK stabilni bunééna linie
Vysvétlivky: +3.p rozvoj CPE ve 3. pasazi - negativni vysledek
FBL primarni bunééna kultura fetilnich bovinnich ledvin
FBVa primérni bunééna kultura fetdlnich bovinnich varlat
FBTr stabilni bunééna linie fetdlni bovinni trachedlni sliznice

IDENTIFIKACE IZOLOVANYCH VIROVYCH KMENU

Imunofluorescenénim vy3etfenim byla prva specificka fluorescence
pozorovdna za 24 hodiny po infekci ve formé jasné Zlutozelenych granul
v perinukledarni zoné (obr. 8). Intenzita fluorescence stoupala do tietiho
dne po infekci a od &tvrtého dne se difazni intracytoplazmaticka fluores-
cence stavala méné zietelnou. PF¥i srovnani vysledki imunofluorescenc-
niho vysetfeni mezi kmenem NADL a naSim izolatem B-1 nebyl v cha-
rakteru fluorescence zjistén rozdil.
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Oba izolované kmeny se ukazaly sérologicky identické s kmeny
NADL (tab. II), obsahuji RNK (tab. IIl), jsou étersenzitivni (tab. IV),
primér vironu je men3i nez 50 nm tab. V) a neaglutinuji ani neadsor-
buji zddny z testovanych druhti erytrocyt.

II. Sérologicka identifikace izolovanych virovych kmenu

Antiséra
Micua izoldt BVD-MD PI-3 IBR
B-1 (NADL) (V-92) (R-6)
Izolat B-1 1024 1024 - -
Izolat B-2 512 256 — -
BVD-MD (NADL) 256 1024 - -
PI-3 (V-92) - — 1024 —
IBR (R-6) - — — 256
III. Vliv JDU na mnozeni testovanych virovych kment
Infekéni titr (log,o TKIDs0/0,1 ml)
Virus I
JDU kontrola
Izolat B-1 4,30 4,30
Izolat B-2 3,70 3,40
PI-3 (V-92) 6,74 7,00
IBR (R-6) 7,50 2,25
IV. Citlivost izolatlt a kmene NADL k tukovym rozpoustédlim
Infekéni titr (log;o TKIDs50/0,1 ml)
Kmen 5
dietyléter chloroform
209 kontrola 10% kontrola
Izolat B-1 1,10 4,33 0 4,33
Izolat B-2 0,33 3,14 0 3,14
BVD-MD (NADL) 1,00 4,30 0 4,30
V. Stanoveni velikosti infekénich partikuli ultrafiltraci
Infekéni titr (log;o TKIDj30/0,1 ml) )
Kmen . ? Rozdil
v titru
pred filtraci po filtraci
B-1 4,50 3,70 0,80
B-2 4,24 3,70 0,54
NADL 5,70 5,24 0,46
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EXPERIMENTALNI INFEKCE

Ze tii experimentalné infikovanych telat onemocnélo pouze tele ¢. 3.
Odpovédélo typickou bifazickou teplotni kfivkou s mensim vrcholem
treti den po infekci a s druhym vyrazné€jdim vrcholem osmy den po in-
fekci. Leukopenie byla nejvyraznéjsi ¢tvrty den po infekci a jiz sedmg’/
den po infekci se vratil celkovy pocet leukocytii na fyziologickou hod-
notu. Titr specifickych VN protilatek dosdhl 14. den po infekci hodnoty
1:16 a 21. den 1:64. Nepodafilo se vyvolat ani prijem ani zmény na
sliznicich. Virus byl izolovdn z nosnich vytéri, rektdlnich vytért a krve
telat ¢.2 a 3 od 2. do 12. dne po infekci. Z telete ¢. 1, porazeného sedm
dni po infekei, se reizolace viru nezdafila. Z telete ¢. 2, poraZeného 12 dni
po infekei, byl virus izolovan ze suzpenzi nosni sliznice, sleziny, miznich
uzlin mezenteridlnich a plic. "

DISKUSE

I kdyz je BVD-MD velmi roziifené onemocnéni a jeho piivodce se
vyskytuje v chovech skotu ubikvitirné€ (Dinter, 1968), jsou znalosti
o jeho patogeneze a imunologii je$t€ netplné. Existuji velmi rozdilné
idaje o jeho morbidit¢ a mortalit¢ v prib&hu nikazy. Po experimen-
talni infekci vznikne zpravidla jen velmi mirné onemocnéni, Casto bez
zjevnych klinickych piiznaki. Nabizi se vysvétleni, Ze k produkci komp-
letniho syndromu BVD-MD u experimentdlnich zvifat je nezbytné vy-
tvofit arteficalni stressovou situaci. Ve shod€ s timto predpokladem
Bittle a House (1973) prokdzali, Ze podani nepatogenniho vak-
cinatniho kmene BVD-MD telatiim, o3etfenym imunosupresivné piiso-
bicimi kortikosteroidy, vedlo k vyvoji kompletniho syndromu slizni¢ni
choroby. Z téchto vysledkii autofi soudi, Ze terénni pfipady vzplanuti
slizni¢ni choroby a nezadouci postvakcinaéni onemocnéni mohou souvi-
set s neschopnosti nékterych jedincii tvofit protilatky proti viru. Na
piipady perzistentni viremie u BVD-MD bez tvorby VN protilatek u telat
upozornil jiz Malmquist v roce 1968, aviak mechanismus jejiho
vzniku nebyl zatim dostatené objasnén.

Charakteristickym nalezem pfi BVD-MD jsou vyrazné zmény v he-
matopoietickém systému nemocnych zvifat zahrnujici leukopenii, lym-
foidni vyCerpanost a nekrozu lymfatické tkdné (Baker aj., 1954,
Carlson aj,1957,0lafs on aj, 1946, Pritchard a Carl-
son, 1957 a Ramsey a Chivers, 1957). Za dilezity poznatek,
jehoz vyznam nebyl zatim zhodnocen v pokusech in vivo, mize byt po-
vazovano zjisténi Diderholma a Dintera (1966), Ze infekce vi-
rem BVD-MD potlauje tvorbu interferonu v bunéinych kulturach. Na
zdklad¢ studii s infekci leukocytdrnich kultur wvyslovili Truitt
a Shechmeister (1973) nazor, Ze aktivni imunizace nezvysuje ce-
luldrni rezistenci proti viru BVD-MD.

Presto, Ze znalost o G¢inku viru BVD-MD na lymfaticky systém jsou
dosud kusé, je zfejmé, Ze sniZeni specifické i nespecifické obrany organis-
mu piisobenim viru mtiZe sehrat vyznamnou roli také v patogeneze ostat-
nich infekei.

V nasi praci, v niz informujeme o prvni zdafilé izolaci viru BVD-MD
v CSR, jsme mohli sledovat rozdilny obraz nédkazy v zévislosti na pod-
minkich chovu.
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Epizootologicka situace v lokalit¢é R. mizZe slouzit za Skolni priklad
vzplanuti ndkazy u vnimavych jedinci, ktefi se poprvé setkali s virem,
Ffi(’:emi telata narozend na farmé€ neonemocnéla. Nejpfijatelnéjsi vysvét-
eni pro vznik nikazy je existence latentniho, ale infekéniho viru v imun-
ni populaci skotu a moznost infekce .vnimavych jedinct ciziho ptvodu.
Prudky pribéh onemocnéni a velmi vysokd morbidita i mortalita ve sle-
dované lokalité sv&d¢i o znalné vnimavosti nakoupenych telat.

V daldi lokalité¢ (B) byl obraz nakazy zcela odliny. Onemocnéni
probihalo u rdzné starych telat riizné. Mélo sklon k subklinickym a la-
tentnim formam a jen ob&as exacerbovalo a projevilo se zFetelnéjsimi
klinickymi pfiznaky. V centrdlnim teletniku v lokalit€¢ T., kde jsme mohli
potvrdit BVD-MD jen na zédkladé sérologického vy3etfeni a kde na inter-
kurentni infekci poukazovaly jen kritkodobé prijmy, byly tézké formy
bronchopneumonii spojené s vysokymi ztratami pravdépodobné podmi-
nény nepfimym ulinkem viru BVD-MD na celkovou obranyschopnost
zvifat. Do jaké miry mutZe i latentni a v chovu perzistujici virus po-
skozovat lymfaticky systém zejména u mlddat, nelze na zikladé soucas-
nych informaci je3t€ rozhodnout. Zda se v3ak, Ze pii Feeni zdvaznych
a komplikovanych niakazovych problémt v nové formovanych a reorga-
nizovanych chovech skotu budeme muset vice pozornosti nez dosud vé-
novat i tém virovym infekcim, které sice v mnoha pf¥ipadech vyvoldvaji
ien lehké a mirné formy onemocnéni, mohou v3ak svym specifickym
utinkem na lymfaticky systém ovliviiovat vznik i pribéh jinych infeké-
nich chorob.

Zatimco o synergickém ulinku virt, mykoplazmat a bakterii pii
vzniku respirainich onemocnéni selat a telat existuje fada informaci
'Shope, 1931, Hetrick aj, 1963, Sinha a Abinanti, 1962 aj.),
jsou udaje o soucasné infekci dvéma a vice viry u telat jen ojedinélé
(Hubbert aj., 1973). V experimentélnich podminkich se ndm poda-
filo vyprovokovat klinické onemocnéni IBR u latentné infikovanych
zvifat po infekci virem PI-3 (Men§ik aj., 1975).

Izolace cytopatogenniho viru BVD-MD spolu s tdaji o vyskytu této
nikazy v klinické formé& (Vrtiak aj., 1974) a prikaz protilatek v cho-
vech skotu na Slovensku (Zuffa aj., 1972) podtrhuji vyznam pii vzniku
priijmovych onemocnéni telat a skotu v nasich podminkach. Do jaké miry
ovliviiuje jeho existence v nasich chovech vznik jinych, hlavné respirac-
nich infekei a jejich prib&h, musi byt pfedmétem dal3iho studia.

Bez objasnéni vzdjemnych vztahii jednotlivych obligatné i fakulta-
tivné patogennich zarodki a jejich komplexniho ptisobeni na vnimavy
i rezistentni organismus zvifat v rtiznych podminkach chovu budou moz-
nosti G&inné prevence a kontroly hospodaisky zdvazngch infekénich cho-
rob jen velmi omezené. Jen dil¢i dspéchy lze také ocekivat od takovych
opatfeni, kterd se zaméfuji na kontrolu jen jednoho zarodku, i kdyz
z hlediska etiologiec a patogeneze nesporné vyznamného. Svédci o tom
stale ziva diskuse o problematice respira¢nich infekci skotu v USA (Bit-
tle a York, 1068, House a Baker, 1968 a daldi) a ekonomické
ztraty, které zplsobuji, prestoZe existuje Ffada uc¢innych vakcin proti
IBR, PI-3 a BVD-MD (Gale aj, 1963, King a Gale, 1963, McKer-
cher, 1968, Bittle, 1068, Casselberry, 1968, Fernelius aj,
1971 a 1972).
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Ekonomicky vyznam BVD-MD v nadich podminkidch miZeme jen
téZko odhadnout. Zavedeni rutinni sérologické diagnostiky do praxe by
prineslo informace o frekvenci viru v populacich skotu a mohlo by ob-
jasnit né&které nediagnostikované pfiCiny ztrat.

V pripadé 3irsitho pouziti vakcin je tfeba vzit v tdvahu zjisténi, Ze
i atenuovany, nepatogenni kmen miZe u stressovanych zvifat vyvolat
onemocnéni, a Ze ne viechna mladd zvifata jsou schopna tvofit proti-
latky (Bittle a House, 1973). V zddném piipadé¢ nebude komplexni
postup proti BVD-MD v nagich specializovanych velkochovech jednodu-
chou zaleZitosti, zejména budeme-li nuceni pri vakcinaci a revakcinaci,
kterd se kazdorotné opakuje, kontrolovat u vdech zvifat protilitkovou
odpovéd a vyfazovat z chovu kusy, které nejsou schopny tvofit proti-
latky, jak to doporu¢uji Bittle a House (1973).
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Do%lo dne 12. 6. 1975

YEIIUIIA A.,, MEHBIIUK A., IOCIIUUIXAJ 3., PXKESHHUYEK II. (Hayuso-uccienoBaTenbcKuit
HHCTUTYT BeTepuHapuu, Bpuo, PafioHumit sermyHkr, Beerun, Yexocnosaxusa). Hsonanua u muen-
TAdukanus Bupyca 6srusero BmpycHoro momoca (BVD-MD) B UCP. Vet. Med. (Praha) 20
(10-11) : 569-581, 1975.

B cratbe omuchiBaercs Bembimka BVD-MD y TeaaT ¥ MOJOHNHAKAa KPYNHOTO pOratoro CKOTa
B Tpex Mecrax UCP. ¥V mByx OCTpO3apasHeIX TeJAT HSOJMPOBAJCHA IUTONATOTeHHEIX BHPYC, KO-
TOpPBEIif TPH TIOMOINM IEPEeKPeCTHOTO BUPYC-HEHTPAJIHSAITHOHHOTO TECTa, HENOCPENCTBEHHOTO MMMYy-
HO(JIOOPECEHTHOrO MeTOna M Ha OCHOBe OmNpeNeNeHHsT BUAA HYKJIEHMHOBOM KHCJIOTHI M HEKOTOPBIX
IpYTHX CBOMCTB 6bln HIeHTHGHUMpoBaH Kak BHpyc BVD-MD, 61#3KOpOICTBEHHLIH IITAMMY
NADL. 3a6oneBanue ynanoch IIEPEHECTH WHTPANEPUTOHEAJIbHHIM M HHTDPABEHO3HLHIM IpHMeHe-
nueM GesbakTepHifHOM CYCHIEHSHH CeNe3eHKH M Me3eHTepHaJbHBIX JUMQAaTHIeCKHX jKeles C ecTe-
CTBEHHO 3apa)KeHHOrO JXMBOTHOrO Ha TpPH 3IOPOBHIX, CEPOJOIHMYECKH OTPHIATENBHEIX JKHBOTHBIX
U [0KasaTb TOT >Xe BUPYC B OpraHax, BHIIEJeHHAX HOCA U IIOMeTa B IIEPHOIL CO BTOPOTO 1O
12 nus nmocne sapaxenus. B nuckyccum ofcyxnaercs yuactue Bupyca BVD-MD npu nossie-
HYM TIOHOCOB M 00 €ro BOSMOXXHOM BIMAHUM HA XOI NDPYrHX HHQEKIMOHHEIX sabosepaHuil C yue-

TOM SIHM300TOJIOJOTHYECKOrO IOJIOKEHHA B CIEIHaJH3UPOBAHHEIX KPYNHBIX DPasBEAEHHAX KPYITHOTO
poraToro Ckora.

TCJATA; SKCIEPUMEHTaNbHAA WHPEKIUs; HeHTpaNM3alHOHHBIH TecT; MMMyHO(IIOOpecLHeHI s

CEPICA A., MENSIK J., POSPISIL Z. REZNICEK P. (Veterinary Research Insti-
tute, Brno, District Veterinary Station, Vsetin, Czechoslovakia). The Isolation and
Identification of the Virus of Bovine Virus Diarrhoea-Mucosal Disease (BVD-MD) in
the Czech Socialist Republic. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 569-581, 1975.

The paper describes an outbreak of BVD-MD in calves and young cattle at three
sites in the Czech Socialist Republic. Two acutely diseased calves were chosen for
the isolation of the cytopathogenic virus which was identified as the BVD-MD virus
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closely related to the NADL strain; the identification was based on the use of
the cross virus-neutralizing test, the direct immunofluorescence method, and the
determination of the kind of nucleic acid and some other characteristics. The
disease was transferred by the intraperitoneal and intravenous application of the
bacterium-free spleen and mesenterial lymph node suspensions from a naturally
infected animal to three healthy calves with a negative serological response. The
same virus was, then, detected in the organs, nasal secretions, and excrements of
the artificially infected animals within the period from the second to the twentieth
day of infection. The discussion deals with the participation of the BVD-MD
virus in the origin of diarrhoeas and with ils possible influence on the course
of other infectious diseases, with respect to the epizootiological situation in specialized
large cattle herds.

calves; experimental infection; neutralization test; immunofluorescence

CEPICA A., MENSIK J., POSPISIL Z.. REZNICEK P. (Forschungsinstitut fiir Ve-
terindrmedizin, Brno; Kreisveterindreinrichtung, Vsetin, Tschechoslowakei). Isolie-
rung und Identifizierung des Virus der bovinen Virus-Diarrhoesis-Schleimhautkrank-
heit (BVD-MD) in der CSR. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 569-581, 1975.

In der vorliegenden Arbeit wird das Auftreten der BVD-MD-Krankheit bei Kalbern
und Jungvieh in drei Lokalitiiten in der CSR beschrieben. Bei zwei akut erkrankten
Kilbern wurde ein zytopathogenes Virus isoliert, das mit Hilfe des Virusneutrali-
sations-Kreuztestes, der direkten Immunofluoreszenzmethode und auf Grund der
Bestimmung der Nukleinsdurenart und anderer weiterer Eigenschaften wie das dem
NADL-Stamm naheverwandte BVD-MD-Virus identifiziert wurde. Durch intrape-
ritoneale und intravendse Applikation einer bakterienfreien Suspension der Milz
und der mesenteriellen Lymphknoten von natiirlich infizierten Tieren gelang es die
Krankheit auf drei gesunde, serologisch negative Kilber zu ubertragen und dasselbe
Virus in deren Organen, Nasensekreten und im Kot in der Zeit vom zweiten bis
zwolften Tag nach der Infektion nachzuweisen. In der Diskussion wird der Anteil
des BVD-MD-Virus am Entstehen von Durchfillen sowie der mogliche Einflull dieses
Virus auf den Verlauf anderer Krankheiten mit Riicksicht auf die epizootologische
Situation in spezialisierten RindergroBhaltungen erliutert.

Kiilber; experimentelle Infektion; Neutralisationstest; Immunofluoreszenz
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MVDr. A. Cepica, doc. MVDr. J. Mensik, CSc, MVDr. Z. Pospisil, CSc,
Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno - Medlanky
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Upozorriujeme tenafre, ze Cislo 12 ¢asopisu
VETERINARNI MEDICINA

je vénovano otdzkim radiobiologie a budou v ném uvefejnény
nasledujici ¢lanky:

J. Hru$ovsky: Vliv radiomimetik na imunoelektroforetické
sledovani krevniho séra pst

J. Prokes, S. Sromovi, K. Vulterin, O.Stavov-
¢ikova, M. Proks$ova: Vliv X zareni na metabolismus
erytrocytl krys

F.Lehky, E. Dobsinska: Terapie ¢asnych pfiznakil ne-
moci z ozafeni u psti Pyrimetinem

B. Zicha, P. Otoupal, V. Svantnerovi, J. Jane-
ek, V. Kalousova: Biochemicky indikitor postiradiac-
niho poskozeni u skotu

J. Tanelek, B. Zicha, P. Otoupal, V. Kalouso-
véd, V.Svantnerova Dynamika ¢asnych zmén v bilé
sloZce periferni krve celotélové ozareného skotu

P. Otoupal, A. Gajdosik, B. Zicha: Klinické zmé-
ny u celotélové ozareného skotu

P. Otoupal, A Gajdo3ik, B. Zicha: Patomorfolo-

gické nélezy u ozafFeného skotu

J. Prokes, S. Sromovi, K. Vulterin, M. Prok3o-
va, G. Graham: Vliv Cyklofosfamidu na metabolismus
erytrocyti
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UCAST MYKOPLAZMAT NA RESPIRACNICH ONEMOCNENICH
TELAT VE VELKOKAPACITNICH TELETNICICH V CSSR

K. Jurmanova, M. Hajkova, J. Krejéi, J. Cerna

Vyzkumny ustav veterinarniho lékaistvi, Brno

JURMANOVA K., HAJKOVA M., KREJCI J., CERNA J. Ucast mykoplazmat
na respiraénich onemocnénich telat ve velkokapacitnich teletnicich v CSSR. Vet.
Med. (Praha) 20 (10-11) :583-593, 1975.

Klinicky, kultivacné a sérologicky jsme vysSetrovali priblizné 1000 telat v péti
skupiniach v rtznych ro¢nich obdobich. Pred prichodem do teletniku byla
telata zdrava a pouze z 20", jejich nosnich vytéra jsme izolovali mykoplaz-
mata. Tataz telata po trech tydnech pobytu v teletniku prodélavala respiraéni
onemocnéni. Izolace mykoplazmat z nosnich vytéra telat v této dobé byla
pozitivni v 70 az 95", pripada. Vysledky sérologickych vysetreni byly v sou-
ladu s klinickymi a kultivaénimi nalezy. Telata pred prichodem do teletniku
byla v 54 az 100°, bez protilatek proti sledovanym druhtm mykoplazmat,
zatimco po jednom az trech mésicich pobytu v teletniku obsah protilatek
signifikantné stoupl. V praci je popsana jednak metoda identifikace kolonii
mykoplazmat technikou epi-imundfluorescence, jednak nasledujici sérologické
testy: inhibice hemaglutinace, latexova aglutinace, neprima hemaglutinace
a vazba komplementu.

kultivace; epi-imunofluorescence; sérologické testy

Tlumeni a prevence respiracnich infekci telat a mladého skotu je
ztizeno slozitou etiologii tohoto syndromu. Na vzniku hromadnych one-
mocnéni hornich i dolnich cest dychacich se podileji rozli¢né druhy
mikroorganismti, mezi nimi i mykoplazmata a Cetné nepfiznivé vlivy,
které svymi stressovymi ucinky oslabuji pfirozenou rezistenci zvifat a vy-
tvareji ekologické podminky umoziujici zvysit patogenitu zucastnénych
zarodkt (Ide, 1970).

Pfitomnost mykoplazmat u telat odchovavanych ve velkokapacit-
nich zafizenich v CSSR jsme sledovali od roku 1966 a zjistili jsme v hor-
nich cestach dychacich i v plicich nemocnych zvifat hojny vyskyt hemad-
sorbujicich kment Mycoplasma bovirhinis (Men3ik aj., 1970, Jur-
manova a Mensik, 1971) a kment M. arginini (Jurmanova
a Krejci, 1971).

V této préci popisujeme klinicko-patologicka, kultiva¢ni a sérologicka
vysetfeni péti skupin telat v raznych ro¢nich obdobich pred a po preve-
deni do teletniku. Sledujeme zdroje infekce telat mykoplazmaty, vyskyt
dalgich druht bovinnich mykoplazmat v nasich podminkach a moZnosti
vyuziti vétdiho mnozstvi sérologickych metod pro stanoveni sérovych
protilatek.
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MATERIAL A METODY

Telata byla sestavena po 100 aZ 270 kusech do skupin oznaéenych podle ro¢niho
obdobi, ve kterém bylo zahajeno sledovani. Zdravotni stav telat byl sledovan béz-
nymi klinickymi metodami. Ke kultivaénimu vySetieni byl odebran prvni vzorek
na farmé z jedno- aZz dvoutydennich telat a dalsi po trech tydnech pgobytu telat
v teletniku s kontinualnim zastavem. Pro sérologické vySetieni byly odebrany
vzorky krve pri piichodu telat do teletniku, pribliZné po jednom meésici pobytu
v teletniku a dale po tfech az étyrech a péti az Sesti mésicich pobytu telat v telet-
niku. Skupiny, které se podatilo sledovat sérologicky po celou dobu Sesti mésict,
mély asi 50 telat,

V prabéhu vysetiovani v teletniku uhynulo nebo bylo nutné odporaZeno 75
telat s pneumonii, jejich plice byly kultiva¢né vySetieny.

ODBER VZORKU PRO KULTIVACNI VYSETRENI

Vytéry z nosu byly odebrany sterilnimi vatovymi tampony, které byly pono-
reny do lahviéky s 1—2 ml tekuté kultivaéni pady, dfivko odlomeno a lahvicka
uzavirena gumovou zatkou. Cast nosnich vytéri byla ihned po odbéru natfena
piimo tamponem na pevnou plidu a kultivovana ve vlhku pri teploté 37°C. Z pneu-
monickych plic byly odebrany vzorky z rozhrani normalni a zménéné plicni tkané
a ulozeny do suchych lahviéek. Vzorky nosnich vytéri a plicni tkané v dobie
uzavienych lahvi¢kach byly ihned po odbéru zmrazeny v prostiedi pevného COa.

IZOLACE A IDENTIFIKACE MYKOPLAZMAT

Suspenze z nosnich vytéri a plicnich tkani byly v desetinasobném iedéni
inokulovany do tekutych pid a nakapnuily na pevné pudy. Tekuté kultivaéni me-
dium se skladalo ze 70 ml infuze z telecich srdei s 1° Bacto—Peptonu a 0,5% chlo-
ridu sodného, 20 ml konského inaktivovaného séra, 10 ml 259/, extraktu z éerstvych
kvasnic, 0,8 ml 10, octanu talného a 20 000 m. j. pemcxlmu G. Pro pripravu pevné
pudy byly pouzity tytéz komponenty, byl vsak pridan 1 g Special Agar Noble Difco,
ktery byl predem rozvaren v infuzi z telecich srdci. Vysledné pH pud bylo uprave-
no na 7,2.

Typické kolonie mykoplazmat, vyrostlé na pevné pudé af po primém oc¢kovani
nebo po jedné pasazi v tekutych pudéach, byly budto pouzity ke klonovani a zaloZeni
kment pozdéji identifikovanych biochemicky a sérologicky postupy podrobné po-
psanymi v Laboratornich vysetfovacich metodikach I1I, USVU Praha 1972, strana
232-238, anebo identifikovany metodou epi-imunofluorescence.

TEST EPI-IMUNOFLUORESCENCE (Freundt, 1973)

Z pevnych pud s dobre vyvinutymi koloniemi byly vyfiznuty blo¢ky rtznych
tvart pro odliSeni antisér jednotlivych druht, proti kterym byl izolat vysetrovan
Blo¢ky se umistily na podlozni sklo kolomeml vzhiru a jemnou Pasteurovou pi-
petou se na kolonie nanesly kapky specifickych kréali¢ich antisér, fedénych od
1:20 az 1:1600. Do protokolu byl zaznamenan tvar blo¢ku oSetfeného pirislusnym
antisérem. Po 30 minutdch inkubace ve vlhké komiirce pri laboratorni teploté se
blo¢ky promyly dvakrat po 10 minutach fyziologickym roztokem o pH 7,2, a to-
v zazatkovanych zkumavkach pri stdlém jemném tiepani. Po pieneseni bloéku na
podlozni sklo se na kolonie nakapal antikrali¢i konjugat, ktery se po 15 minutach
inkubace ve vlhku promyl stejnym zpusobem. Reakce byla posouzena pomoci fluores-
cen¢niho mikroskopu. Jako kontroly slouZily blo¢ky s koloniemi znamych druht
oSetfenych prislusnym antisérem a blo¢ky oSetrené pouze konjugdtem bez antiséra.
Béhem celého testu byla nutna mikroskopicka kontrola spravného umisténi blod¢ku
na skle koloniemi vzhuru.

STANOVENI OBSAHU PROTILATEK V SERECH TELAT

Byly pouzity ¢tyri sérologické testy, pouzivané v bakteriologické i virologické
praxi, které byly modifikovany pro mykoplazmové antigeny. Latexova aglutinace
byla provedena ve zkumavkach, ostatni tfi testy v mikrosystému na plotnach. Sé-
ra pred vySetrenim byla inaktivovana.
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Piiprava antigenu. Kmeny mykoplazmat byly kultivovdny v tekuté
pidé a v pozdni logaritmické fizi rustu odstfedény. Sediment byl tiikrat propran
fyziologickym roztokem a resuspendovan ve vhodném redidle v takovém poméru,
aby vysledny objem byl proti puvodnimu objemu 100nasobné mens$i. Pracovni
fedéni antigenti bylo stanoveno boxovou titraci se znadmym pozitivnim sérem.

Latexova aglutinace (Morton, 1966). Sediment antigenu byl re-
suspendovan v glycinovém pufru. Pracovni fedéni antigenu bylo smichdno s la-
texem ziedénym v poméru 1:5 destilovanou vodou tak, Ze k 1 ml antigenu bylo
pridano 0,4 ml narfedéného latexu a smés ponechana 10 minut pii laboratorni teploté.
Ke smési bylo pridano 8,6 ml glycinového pufru s negativnim kraliéim sérem
v kone¢né koncentraci 0,19, a smés opét ponechana pii laboratorni teploté 10 minut.
Upraveny glycinovy pufr byl pouzivin i k dvojniasobnému redéni vySetrovanych
sér ve zkumavkach v objemu 0,2 ml. Po pridani stejného objemu antigenu s la-
texem byla smés protfepidna a inkubovdna 1 hodinu ve vodni lazni pfri teploté
420C. Vysledek reakce byl posouzen po desetiminutovém odstredéni zkumavek pri
2000 obratkach za minutu. Pii pozitivni reakci se po zatfepani zkumavkou objevily
vlo¢ky aglutinatu v ¢éirém supernatantu, kdezto pri negativni reakci se sediment
zménil v obladek latexovych &astic. Glycinovy pufr i latex byly doddny Imunou, n. p.,
Sari§ské Michalany.

Inhibice hemaglutinace. Sediment antigenu byl resuspendovan ve
fyziologickém roztoku o pH 7.2 a po pridani fenolu v takovém mnozstvi, aby
vysledna koncentrace bylo 0,59, inkubovan étyfi dny pii teploté 379C. VySetfo-
vana séra byla dvojnasobné naredéna ve fyziologickém roztoku o pH 7,2 v mnozstvi
0,025 ml mikrotitratorem a smichana se stejnym mnozstvim antigenu. Po 20 mi-
nutdch inkubace pri laboratorni teploté bylo ke smési pridano 0,05 ml 0,75%, pro-
pranych ovéich erytrocyti. Po jedné hodiné inkubace pri laboratorni teploté byla
odedétena reakce; za pozitivni se pokladala sedimentace erytrocyttt do ostie ohrani-
¢éeného terc¢iku.

Neprimahemaglutinace Mowle a Robinson, 1964). Sediment anti-
genu byl resupendovan ve fyziologickém roztoku o pH 7,2 a dezintegrovan ultrazvu-
kem. Inaktivovana séra byla smichéna se stejnym objemem nefedéné suspenze trikrat
pranych ovéich erytrocyti a ponechana pies noc pri teploté +40C pro vysyceni
nespecifickych aglutininti. 4%, suspenze trikrat propranych ovéich erytrocyti ve
fyziologickém roztoku o pH 7,2 byla smichana se stejnym objemem kyseliny tani-
nové, ziedéné 1 :20000. Po 15 minutiach pusobeni pri teploté 370C s obéasnym
protfepanim byly taninované erytrocyty trikrat promyty ve fyziologickém roztoku
o pH 17,2, ze sedimentu pfipravena 29, suspenze ve fyziologickém roztoku o pH 6,4
a smichédna se stejnym objemem optimalniho fedéni antigenu. Po 15 minutdch pu-
sobeni za obéasného trepani byla smés odstl"edéna, krvinky s naviazanym antigenem
pxomyty ve fyziologickém roztoku o pH 7,2 s pudavkem 1%, krali¢iho séra, ktery
byl pouzivan dale jako redidlo pro cely test K vysycenym, dvomasobne nafedénym
sérum v mikrotitratoru bylo priddano stejné mnoZstvi 19/ suspenze erytroeytt s na-
vazanym antigenem. Smés byla protifepana a ponechdna pfi laboratorni teploté
1 hodinu. Za pozitivni reakei byla povaZovana 75 aZ 100°, aglutinace erytrocytt.
Pro kontrolu nespecifickych reakei bylo k sérim pridano stejné mnoZstvi taninova-
nych erytrocyti bez antigenu.

zba komplementu (Nicolet a deMeurone, 1970, Boulan-
ger, 1968). Antigen byl piipraven stejné jako pro inhibici hemaglutinace. Jako
fedidlo pro test byl pouZivian hypertonicky roztok, ktery byl ptipraven zfedénim
v poméru 1:19 tohoto zdkladniho roztoku: NaCl 170 g, MgSOs . 7 H20 2 g, 49, roztok
CaClz . 2 H20 1 ml, destilovana voda ad 1000 ml. pH upraveno na 6,8. K sériim
redénym dvojnasobné v mikrotitratoru byl pridan dvoujednotkovy antigen a 1!/,jed-
notkovy komplement, doplnény péti procenty nativniho negativniho fetdlniho bovin-
niho séra. Smés byla ponechdna pfes noc pii teploté 4°9C. Po piidani hemolytického
systému, sklddajiciho se ze stejnych dili 29/, beranich krvinek a dvoujednotkového
krali¢iho amboceptoru proti beranim krvinkdm, byla smés ulozena na 30 minut
do termostatu pii teploté 37°C. Utlum hemolyzy ze T5 az 100°%, byl povaZovan
za pozitivni reakei.

VETERINARNI MEDICINA — 1975 588



VYSLEDKY

KLINICKO-PATOLOGICKE NALEZY

Sledovali jsme priblizné 1000 telat rozdélenych do péti skupin ozna-
¢enych podle ro¢niho obdobi, ve kterém se zapocalo s vy3etfovanim. PFi
prvnim vySetfeni jedno- az dvoutydennich telat pfimo na farméach byla
telata bez klinickych pfiznakii jakéhokoliv onemocnéni. Po prevedeni te-
lat do teletniku s kontinudlnim zastavem se u viech péti skupin telat
projevily béhem dvou az ¢tyf tydni pobytu klinické priznaky respirac-
niho onemocnéni charakterizované mukopurulentnim vytokem z nozder,
vlhkym kaslem, teplotami v rozmezi 39,5 az 41,0 °C a znaky polypnoe.
Postmortalné byl na plicich nutné odporazenych nebo uhynulych zvifat
zjistovan loziskovy zanét apikdlnich a kardidlnich lalokd s pokrocilou
hepatizaci plicni tkdné. Timto onemocnénim bylo postiZeno asi 80 %
telat v teletniku ve v3ech sledovanych ro¢nich obdobich.

IZOLACE MYKOPLAZMAT

I. Procenta pozitivnich izolaci z nosnich vytért telat na farmach (zdravych) a po pre-
vedeni do teletniku (nemocnych)

Procento izolaci jednotlivych druht

Celkem
Obdobi M. bovirhinis | M. arginini M. sp.
FA TE FA TE FA TE FA TE
Jaro 18 71 15 44 0 15 3 7%)
Léto 22 79 15 55 0 7 7 7
Podzim 22 95 18 55 2 19 2 21
Zima 20 73 18 34 0 35 2 4
Jaro 11 20 74 6 14 10 46 4 14
Legenda:

M. sp. = zahrnuje druhy A. laidlawii, M. bovigenitalium, A. modicum a neurcené druhy

Fa = jeden az dvoutydenni telata, vySetfovana na farmé
TE = telata po tfech tydnech pobytu v teletniku
*) = vysledky uvedeny v procentech, jednotlivé skupiny obsahovaly 100 az 270 telat

Z nosnich vytérii zdravych telat na farmach byly izolace pozitivni
v 18 az 22 % pripadi (tab. I). Pocet pozitivnich kultiva¢nich nalezi
stoupl u nemocnych telat v teletniku na 71 aZz 95 %. Cetnost vyskytu
jednotlivych druhii mykoplazmat v nosnich vytérech jak na farmach, tak
v teletniku se b&hem sledovaného obdobi 15 mésicii ménila, nebyla v3ak
zévisld na roénim obdobi. Ve ¢tyfech obdobich pfevazoval vyrazné druh
M. bovirhinis jak u zdravych telat na farmach, tak u nemocnych v telet-
niku. V poslednim jarnim obdobi ptfevazoval M. arginini nad M. bovirhi-
nis u zdravych i nemocnych telat. Skupina druhi, oznatena M. sp., pod
kterou jsme shrnuli identifikované druhy M. bovigenitalium, Acholeplas-
ma laidlawii, A. modicum a neurcené izolaty, zlstala po celou dobu v nos-
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11. Izolace mykoplazmat z nosnich vytérti nemocnych telat pfimym natérem na pevné
pudy a identifikace epi-imunofluorescenci

Celkem Pocet izolaci jednotlivych druht
Pocet
telat pozitivni negativii | M. bovirhinis | M. arginini M. bovi- A. modicum
genmitalium
57 51 ' 6 25 22 3 8

Poznamka: V 11 pfipadech bylo identifikovino vice druht z jednoho vytéru

ITI. Izolace mykoplazmat z pneumonickych plic telat

Celkem Pocet izolaci jednotlivych druha
Pocet plic
pozitivni negativni M. arginini M. bovirhinis M. sp.**)
75 53%) 22 30 13 13

*) Ve tfech pripadech bylo izolovano M. bovirhinis spoleéné s M. arginini
*) M. sp. zahrnuje druhy A. laidlawii, M. bovigenitalium, A. modicum a neurCené izolaty

IV. Protilatky proti M. bovirhinis, stanovené c¢tyrmi sérologickymi testy u tri skupin

telat
DVOE’; epr.gibfl?l 0 1 mésic 3 —4 mésice 5 —6 mésicu*
Sérologicka reakce/

Jobdobi (o] S \'% (o] S \"% (6] S \"% (o] S \%
LA P+ 82 18 0 11 50 39 0 | 37 | 63+ — - —
VA 80 | 20 0 8 57 35 0| 37 | 63 0 19 | 81
JI1I 23 | 77 0 0 46 54 0 18 | 82 0 22 78
IH P 94 6 0 55 39 6 6 88 6 — — —
VA 31 69 0 10 70 | 20 74 | 26 25 60 15
JII 100 0 0 72 28 0| 13 80 7 0| 9 6
NH P 73 27 0 11 67 22 0 61 | 39 - — —
Z 73 27 0 21 71 8 48 | 52 2 36 62
J1I 87 11 2 41 52 7 2 55 | 43 6 35 59
VK P 54 | 46 0 0 | 88 12 | 11 80 9 - — s

Z 80 | 20 0 3 59 38 | 20 80 0 60 36
J1I 69 31 0 10 90 0| 15 85 0 53 47 0
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nich vytérech zdravych i nemocnych telat reprezentovana nejmensim poc-
tem izolatu.

Pfi srovnani vysledki izola¢niho postupu pfimym nétérem nosnich
vytérti na pevné ptdy s vysledky kultivaci v tekutych pidach jsme zjistili,
ze zachytnost mykoplazmat ze silné infikovanych telat je pfimym ockova-
nim na pevné pudy dostatecna. Vysettili jsme tak 57 telat z teletniku, po-
stizenych tézkym respiratnim onemocnénim, z nichZ bylo 51 pozitivni
(tab. II). Kolonie vyrostlé na pevnych ptdach jsme identifikovali epi-
-imunofluorescenci a nalezli jsme 25 kment M. bovirhinis, 22 kmeny M.
arginini a dalsich 11 kmend bovinnich mykoplazmat. Technika piimého
natéru s naslednou identifikaci epi-imunofluorescenci umoznila zjistit
v nosnich vytérech vyskyt nékolika druht@ mykoplazmat soucasné.

Kultiva¢nim vySetfenim 75 plic uhynulych nebo nutn&€ odporazenych
telat s pneumoniemi jsme nalezli tyto druhy mykoplazmat (tab. III): M.
arginini ve 30 piipadech, M. bovirhinis ve 13 pifipadech a 13 kmenii bylo
zahrnuto pod spoletny ndzev M. sp., zahrnujici M. bovigenitalium, A.
laidlawii, A. modicum a neurcené izolaty. Ve tFech pFipadech byl izolovan
M. bovirhinis spoletené¢ s M. arginini.

NALEZY PROTILATEK V SERECH TELAT

U podzimni, zimni a jarni II. skupiny telat jsme sledovali vzestup
sérovych protilatek proti M. bovirhinis a M. arginini. Proti M. bovirhinis
jsme vysetfovali metodou latexové aglutinace, inhibice hemaglutinace, ne-
pfimé hemaglutinace a vazby komplementu skupiny telat o primérném
po¢tu 50 kusti v dobé prichodu do teletniku, a dale po jednom, tfech
a péti mésicich pobytu (tab. IV). V dobé pfichodu nebyly Zidnou z po-

1. Dynamika protilatek u telat detekova-

% nych ¢étyrmi sérologickymi metodami
1007 - Al eeendE o Rk v prubéhu péti mésict
LA  — latexova aglutinace
IH — 1nhibice hemaglutinace
NH — nepirima hemaglutinace
VK  — vazba komplementu
% — procento telat

1 3 5  MESIGE

uZitych sérologickych metod stanoveny vysoké titry protilatek a procento
telat s nulovymi titry se az na dvé vyjimky pohybovalo od 54 do 100 %.
Signifikantni vzestup protilatek byl pozorovan véemi pouZitymi metodami
po jednom aZ tfech mésicich pobytu telat v teletniku.
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Po péti az 3esti mésicich pobytu v teletniku doslo k vyraznému po-
klesu v poctu telat se stiednimi a vysokymi titry protilatek prokizanych
vazbou komplementu, zatimco pocet telat se stfednimi titry protilatek
stanovenych ostatnimi t¥emi sérologickymi metodami nepoklesl. Dyna-
miku protildtek detekovanych ¢tyfmi sérologickymi metodami jsme
znazornili na obr. 1. Linky pfedstavuji priméry procent telat se stfedni-
mi a vysokymi titry ve v3ech sledovanych obdobich.

V. Sérologické vySetieni telat proti dvéma antigentim

Doba pobytu v teletniku
Serolo- Sku- 0 1 mésic 3 mésice 5 —6 mésictu
gicky pina Antigen
test typ titru protilatek
o|ls|v|/O|Ss|Vv]|]O|S|V| O|S |V
NH A M. bovirhinis 73 | 27 0|21 (71| 8| 0|48 |52 2|36 |62+
M. arginini 80|20 0|10|74|16| 0|59 |41 | 0|57 43
JII | M. bovirhinis | 87 | 11 214152 7| 2 55‘ 43 | 6| 35 59
M. arginini 88 | 12 0 (32|54 (14| 7|67|26| 6|77 |17
VK VA M. bovirhinis | 80 |20 0| 3[59|38|20|80| 0|60 |36|4
M. arginini 77 | 23| 0| 5|52 (43|37 |48 |15|66 |26 |8
JII | M. bovirhinis | 69 | 31 ‘0|10|9 | 0o|15|/85| 0|53|47]|0
M. arginini 69 | 31 017|168 |15 |18 |70 |12 |53 |47 |0

Legenda k tabulce IVa V:

Legenda: * = jednotlivé skupiny obsahovaly cca 50 telat
t+ = vyysledky jsou uvedeny v procentech
P = podzim, Z = zima, J II = jaro

Typ titru pro jednotlivé reakce: LA IH NH VK

O = nulovy 0 0 0 0

S = stfedni 20— 80 2— 64 8— 64 4—16
V = vysoky 160 —640 128 —256 128 —256 32—64

Sérologické testy: La = latexova aglutinace
IH = inhibice hemaglutinace
NH = nepfima hemaglutinace
VK = vazba komplementu

Vysledky sérologického vysetfeni dvou skupin telat proti M. bovi-
rhinis a M. arginini metodami nepfimé hemaglutinace a vazby komple-
mentu jsme uvedli v tab. V. Po tfech mé&sicich pobytu v teletniku byl
u telat vzestup hladiny protilitek proti ob&ma antigentim stanovenych
témito dvéma metodami o%dobny, jak jsme graficky zndzornili na obr. 2.
Linky pfedstavuji priméry z poctu telat s nulovymi, stfednimi a vyso-
kymi titry, vyjadiené v procentech. Po péti az Sesti mésicich pobytu telat
v teletniku do3lo ke sniZeni poctu telat se stfednimi a vysokymi titry
protilatek prokazanych vazbou komplementu proti ob&ma antigentim, ale
pocet telat se stfednimi a vysokymi titry protilitek stanovenych proti
obéma antigeniim nepfimou hemaglutinaci se nesni#il.
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Specifita protildtek proti jednotlivgm antigeniim byla zfejma zvlasté
u vysokych titrii v obou reakcich po jednom az tfech mésicich pobytu.
Podrobngjsim vysetfenim jedné skupiny o 66 telatech jsme zjistili, Ze
titry protilatek v riznych vyskich proti ob&ma antigenim vykazovalo
46 telat, 12 telat reagovalo vyluéné s M. bovirhinis a 8 telat pouze s M.
arginini.

2. Dynamika protilatek u telat deteko-

% vanych nepfimou hemaglutinaci a vaz-
1 bou komplementu proti M. bovirhinis
804 NH(B) | NH(A) a M. arginini v prib&hu péti mésiclt
. | S NH — nepiima hemaglutinace
LA L 74 VK — vazba komplementu
40 1 /3 S5 / (A) — M. arginini
20y /I (B) — M. bovirhinis
T > 0/ .
0 — procento telat
3 e v
w -
60 %
‘a - B -
20 "' i
]- T T T T st
7 3 5 1 3 5 MESICE
TYP TITRU PRO JEDNOTLIVE REAKCE:
- NULOVY
————— STREDNI
VYSOKY
DISKUSE

Pfitomnost mykoplazmat v nosnich vytérech u 71 az 95 % telat
s respiraénim onemocnénim, izolace mykoplazmat z pneumonickych plic
telat a vzestup sérovych protilatek odpovidajicich prob&hlému klinickému
onemocnéni, poukdzaly na vyznam mykoplazmat pfi tomto onemocnéni.
Prevalence predevsim dvou druhti mykoplazmat, a to M. bovirhinis a M.
agrinini, potvrdila d¥ivé€j§i nase vysledky (Mensijk aj., 1970, Jur-
manova a Krejéi, 1971) a déle také vysledky Nicoleta a de
Meurona, 1970, ktefi kultivatn& a sérologicky vy3etfovali telata
s pneumoenteritidami ve Svycarsku. Jako dikaz, Ze Cetnost vyskytu obou
uvedenych druht neni ovlivnéna kultivaéni technikou, kdy v tekutych
pudach jsou preferovany zarodky snadno se mnozici na tkor zarodki
pomalu rostoucich, jsme provedli pfimou kultivaci nosnich vytérii na
pevné pidy. Tato kultivace, jakoZ i ndsledna identifikace kolonii metodou
epi-imunofluorescence (Freundt aj, 1973), se plné osvédiila.

Je tfeba v3ak brat v dvahu i dalsi druhy mykoplazmat, které se
v nosnich vytérech vyskytly. Tyto druhy, shrnuté pod skupiny M.sp., se
vyskytuji pomérné ¢asto u telat zdravych a dile v pneumonickych pli-
cich. Nase nalezy jsou v souhlase s literaturou, kdy z 11 druhti bovin-
nich mykoplazmat (Leach, 1973), bylo 9 druhii izolovano ve vztahu
k respiraénimu traktu (Cottew a Leach, 1969, Karst a Ono-
viran, 1971, Cottew, 1970).

590 VETERINARNI MEDICINA — 1975



Pfi dlouhodobém vysetiovani jsme dospéli k ndzoru, Ze ani nemoc-
nost telat ani infekce mykoplazmaty nebyla zivisla na ro¢nim obdobi.
Je tieba v této spojitosti vSak vzit v tvahu skutetnost, Ze jsme vySetio-
vali telata v teletnicich s kontinudlnim zdstavem, kde nové pfichozi jedin-
ci byli budto zdrojem infekce novym druhem mykoplazmat nebo vni-
mavym substratem pro mykoplazmata jiz delsi dobu v teletniku pasaZo-
vana.

Ve snaze oznalit né€které chovy na farmach za zdroje infekce myko-
plazmaty jsme kultivatné opakované vysetfovali telata z 12 farem po
dobu 15 mésici. Vysledky izolaci, které v této praci neuvadime, vsak
ukdzaly, Ze zadny z chovii nemél po celou dobu specifickou mikrofléru
mykoplazmat.

Viemi pouzitymi sérologickymi metodami jsme prokazali vzestup
protilatek proti sledovanym druhtim mykoplazmat. Pfi srovnani jednotli-
vych metog se vazba komplementu ukazala jako metoda nejlépe informu-
jici o prob¢hlé infekci, nebot vétsina protilatek za pét aZ Sest mésici od
doby styku s antigenem vymizela. Tato metoda se $iroce pouZivd v séro-
logické depistazi pleuropneumonie skotu. Metoda nepfimé hemaglutinace
se povazuje za nevhodnou pro sledovani chronickych onemocnéni vzhle-
dem k dlouhodobému pfFetrvani sérovych protilatek (Cottewa Le-
ach, 1969), coz jsme potvrdili i svymi pokusy. Specifitu sérologickych
reakci jsme stanovili na pomérné malém poltu vzorki a ve vztahu ke
dvéma druhiim mykoplazmat. Touto otdzkou se budeme zabyvat obs3ir-
néji a provéfime ji na vétsim poltu druhd bovinnich mykoplazmat.
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DoSslo dne 12. 6. 1975

IOPMAHOBA K., TAMKOBA M., KPEWMYM ., YEPHA H. (Hayuno-uccienoBaTe sCKHE HH-
cTUTyT BeTepuHapuu, BpHo, Yexocnopakus). YuacTHe MHKOINasMbl B 8a60NeBaHHM IBIXaTeABHBEIX
nyTeit y Tenar B KpymnHorabapmrusix rtexsrHmrax B UCCP. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11):
583-593, 1975.

Mpubmusurensro 1000 TenaT o6CaenoBanoch KIMHUYECKH, KyJBTHBAIIHOHHO M CEPOJOTHYECKH
B NATH TPynmax B pasHble TepHOmsl Tonma. o mepeBOona B TeNATHHKH Tenara OLIIM SIOPOBEIMH
n osume y 20 % mx HOCOBRIX MasKOB HaMM M30JNMpPOBANach MHKOILIA3Ma. ODTH Ke TeJNATa IOCIKe
3-HenensHOro mnpefHIBaHMA B TeaATHHKe sabonenn. Msonammsa MHKOMIA3MEI M3 HOCOBBHIX BhLAe-
JEeHHH TENAT B STO BpeMa Obuia monoxurensaoit B 70—95 U0 caywaes. Pesyasrathi ceposori-
YeCKHX OOCJNENOBAaHHH COOTBETCTBOBANH KJMHHYECKHM M KyJBTHBAIlHOHHEIM HAMarHosaM. TensaTa
nmo mpuxona B TenatHmK Geumm (54—100 %) Ges anTuTen npOTME HSydaeMHIX BHIOB MHEKO-
nnasMel, B TO BpeMs Kak mocie 1—3 MecsieB npeSGhiBaHHA B TeNATHHKE CONEP)KaHHE aHTHTEN
3HAYMTEJbHO IOBEICHJIOCh. B CTaThe OMMCAHEI KaK METON HISHTHPHKAOMH KOJOHMHM MHUKOILIasM
TeXHHKOH SIH-HMMYHOPIIOODECHEHIIHH, TAK H IOCJIeNyON[He CEpPOJOTHYECKHe TeCTH: MHTHOHIIHA
1eMarJTOTHHAMY, JIaTeKCOBasg AarrJIOTHHAIMA, KOCBEHHajd TIeMarJiOTHHAIUA U CBASHIBAHHE KOM-
II1IeMEeHTOB.

KYJBTHBALUSA, SIH-EMMYyHOPIIIOOPECHLHIIAS; CEPOJOTHIECKHE TECTH

JURMANOVA K. HAJKOVA M., KREJCI J, CERNA J. (Veterinary Research
Institute, Brno, Czechoslovakia). The Participation of Mycoplasma in the Respiratory
Diseases of Calves in Large-Capacity Calf-Houses in the Czechoslovak Socialist Re-
public. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) :583-593, 1975.

Clinical, serological, and cultivation trials were performed in approximately 1000
calves in five groups in different seasons. The calves were healthy before coming
to the calf-house and mycoplasma was isolated only from 209, of their nasal
smears. After three weeks of stay in the house, the same calves were undergoing
a respiratory disease. This time the isolation of mycoplasma from the nasal smears
of calves was positive in 70—959/, of the cases. The results of the serological exa-
mination were in keeping with the clinical and cultivation findings. Before coming
to the house, the calves (54—1009%, of the cases) had no antibodies against the
studied mocyplasma species; however, the content of ‘antibodies increased signi-
ficantly after one to three months of stay in the calf-house. The paper describes the
method of the identification of mycoplasma colonies by the epi-immunofluorescence
technique; furthermore, there are descriptions of the following serological tests:
hemagglutination inhibition, latex agglutination, indirect hemagglutination, and
complement fixation.

cultivation; epi-immunofluorescence; serological tests

JURMANOVA K. HAJKOVA M. KREJCI J., CERNA J. (Forschungsinstitut fiir
Veterindrmedizin, Brno, Tschechoslowakei). Anteil der Mykoplasmen an Respirations-
erkrankungen von Kilbern in Grofkapazititskilberstillen in der CSSR. Vet. Med.
(Praha) 20 (10-11) : 583-593, 1975.

Klinisch, kultivationsmiBig und serologisch untersuchten wir zirka 1000 Kilber in
flinf Gruppen in unterschiedlichen Jahreszeitperioden. Vor dem Eintreffen in den
Kélberstall waren die Kélber gesund und nur bei 209, deren Nasensekretausstriche
isolierten wir Mykoplasmen. Dieselben Kilber machten nach drei Wochen des Auf-
enthaltes im Kélberstall Respirationserkrankungen durch. Die Isolation von Myko-
plasmen aus Nasenausstrichen der Kélber in dieser Zeit war in 70 bis 959, der
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Fille positiv. Die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen standen im Ein-
klang mit den klinischen und den Kultivationsbefudnen. Vor der Uberfiihrung in
den Kilberstall waren die Kilber in 54 bis 1009, der Fille ohne Antikérper gegen
die untersuchten Mykoplasmaarten, wihrend nach ein- bis dreimonatigem Aufent-
halt im Kilberstall der Gehalt an Antikorpern signifikant zunahm. In der vor-
liegenden Arbeit ist einerseits die Methode der Identifikation von Mykoplasmenko-
lonien mit Hilfe der Epi-Immunofluoreszenztechnik angefiihrt, andererseits werden
folgende serologische Teste beschrieben: Himagglutinationsinhibition, Latexagglu-
tination, indirekte Hiamagglutination und Komplementbindung.

Kultivation; Epi-Immunofluoreszenz; serologische Teste
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Upozortiujeme Ctenéfe, Ze v Cisle 1/1976 Casopisu
VETERINARNI MEDICINA
budou uvefejnény nasledujici ¢lanky:

I. Herzig, J. Raszyk, M. Toulova: Adaptace kurat na
krmivo se snizenym obsahem dusikatych latek

J.Mitterpak, M. Vasil: Klinickd forma syngamézy baZan-
tov a jej liecha Mebendazolom

P. Kafmar, A. Samo: Dynamika zmien aktivity laktat-
dehydrogenazy, leucylarylamiddzy a aminotransferazy GOT
a GPT v krvnej plazme hydiny po poskodeni organizmu
kadmiom a trichlormetanom

D. Zajicek, J. Pa4v, M. Dvo¥fdk, W. Zahradni-
k o v 4: Hematologické a nékteré biochemické hodnoty krve
jeleni zvéfe (Cervus elaphus L.) pfirozené invadované
cizopasniky

D. Zajicek, J. P4v, M. Dvoféak, J. Danék: Hema-
tologické a vybrané biochemické hodnoty krve erné zvéie
(Sus scrofa L.) prirozené invadované parazity po aplikaci
anthelmintik

E. Dobsinska: Krevni obraz beagli z ¢&eskoslovenského
chovu

J. Komdrek, K. Stros, I. Sykora, I. Kynclovi,
L.Jadrny, P. Selinger: Hodnoty acidobazické rovno-
vahy krve nékterych druht domaécich zvitat
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PRUKAZ PROTILATEK PROTI VIRU INFEKCNI BOVINNI
RHINOTRACHEITIDY (IBR) V RANEM A POZDNIM
POSTINFEKCNIM OBDOBI

J. Mensik, A. Cepica, M. Hajkova, J. Stépanek, V. Rozko3ny

Vyzkumny ustav veterindrniho lékavstvi, Brno

MENSIK J., CEPICA A., HAJKOVA M., STEPANEK J., ROZKOSNY V. Priukaz
protilatek proti viru IBR v raném a pozdnim postinfekénim obdobi. Vet. Med.
(Praha) 20 (10-11) :595-608, 1975.

Pro rutinni sérologickou diagnostiku IBR byly modifikovany testy virusneutra-
lizace, neprimé hemaglutinace a vazby komplementu v mikrosystému. Jako re-
lativné nejcitlivéj§i pro detekei protilatek v rekonvalescentnich sérech skotu
se jevil test neprimé hemaglutinace, ktery daval opakované reprodukovatelné
vysledky, shodné s testem virusneutralizaénim. Po modelové experiment4lni
infekei telat virem IBR se vytvorily primarni protilatky, které byly prokaza-
telné virusneutralizaénim testem v pritomnosti komplementu jiz za Sest a sedm
dni po infekci. Protilatkova odpovéd telat byla po prvnim styku s antigenem
rozdilnd a konvenénim virusneutralizaénim testem v jednom pripadé nepro-
kazatelna. Virusneutralizaéni test s komplementem miuZe byt vyuzit jako do-
pliujici sérologickd metoda vedle konvenéniho virusneutralizaéniho testu a testu
neprimé hemaglutinace k rozliSeni ranych a pozdnich infekei virem IBR.

virusneutralizace; vazba komplementu; nepfima hemaglutinace; mikrometody;
protilatky vyzadujici komplement; experimentdlni infekce

Virus IBR (herpesvirus bovis) zptsobuje smrt plodu, vyvolava res-
piratni onemocnéni, encefalitidu, konjunktivitidu a zdnéty genitilniho
traktu. Jeho vyskyt v nasich chovech jsme potvrdili izolaci nékolika kme-
ni viru ze sporadickych pripadi vzplanuti akutniho respiraéniho syndro-
mu u telat ve velkokapacitnich telenicich, z pfipadt zanéti spojivek
a atypickych pneumonii mladych, nékolikadennich telat (Men3ik aj,
1970, Mensik a Rozkodny, 1969). Vzhledem k tomu, Ze nova
organizace chovii skotu v soucasné dobé vyZaduje Casté pfesuny zvirat
v ramci kooperaénich seskupeni zemédélskych podnikd a mezi specializo-
vanymi zemédé&lskymi zavody, stiva se GCinnd kontrola infekéni bovinni
rhinotracheitidy a né&kterych dal3ich virovych infekci prvofadym problé-
menm.
Preventivni sledovani frekvence nebezpeinych virtt v populacich sko-
tu se neobejde bez citlivych a efektivnich sérologickych metod. V posled-
nich deseti letech byl zaznamendn v sérologické diagnostice lidskych vi-
rovych infekei znaény pokrok umoZnény rozvojem mikrometod, automa-
tizaci celé ¥ady postupti, jejich standardizaci a zavedenim citlivych a vy-
soce potentnich virovych antigenti a antisér. To vie umoZiiuje vysokou
efektivnost prace i v malych diagnostickych laboratofich.
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Sérologickd diagnostika IBR je zaloZena pfevazné na prikazu neutra-
lizaénich protiliatek v krevnich sérech a na jejich signifikantnim vzestupu
v sérech rekonvalescentnich. Pfesto, Ze virusneutralizaéni (VN) test je
vysoce citlivy a imulogicky specificky a pfedstavuje vlastné standardni
metodu, pomoci niZz je srovnivdna standardnost ostatnich sérologickych
metod, je jeho citlivost sniZovdna tim, Ze né&které viry nejsou kompletné
neutralizovany ani v pfitomnosti nadbytku protilatek.

Tento jev je vysvétlovan riznég; disociaci viru z komplext virus-proti-
latka (Fazekas de St. Groth aj, 1958) a vznikem populace
novych virovych partikuli, které jsou k neutralizaci refrakterni (Dul-
becco aj, 1956), nebo protekénim piisobenim protilitek, které ne-
maji schopnost virus neutralizovat, ale chrani jej pfed spojenim s proti-
latkou neutralizujici (Lafferty, 1963ab). Infekéni komplexy virus-
-protildtka, které takto vznikaji, mohou byt dplné neutralizoviny ptida-
nim specifického antigamaglobulinu (Ashe a Notkins, 1966, Twa-
saki a Ogura, 1968, Majer a Link, 1970, Notkins aj,
1966) nebo komplementu (Schmidt a Lennette, 1961).

Neutraliza¢ni protildtky vytvofené &astetné v prab&hu herpetické
infekce (virem herpes simplex) jsou komplement dependentni, zatimco ty,
které se tvofi pozdé&ji, nejsou na Géinku komplementu zdvislé (Yoshi-
no a Taniguchi, 1964, 1965ab). Yoshino a Taniguchi
(1964) stanovili dynamiku téchto ranych, komplement vyzadujicich pro-
tilatek v sérech kralikd infikovanych virem herpes simplex a zaznamenali
jejich prvni vzestup jiZ za t¥i aZ sedm dni po infekci, s maximem za 14
az 21 den. Zjidtovali také az dvojndsobné zvy3eni titru neutralizaénich
protilitek v rekonvalescentnich sérech lidi v pfitomnosti komplementu.
Obdobny princip ovéfili u telat infikovanych virem IBR Rossi a Kie-
sel (1974).

V sérologické diagnostice virovych infekci se v poslednich letech
uplatiiuji nékteré testy, které nevyZaduji (jako VN test) buné&tné systémy.
U herpetickych virt pfichdzi v Gvahu test nepfimé hemaglutinace (NHA)
a test vazby komplementu (VK). Test NHA pro virus herpes simplex
popsali Scott aj. (1957) a prokéazali, Ze protilatky, které se v re-
akci NHA uplatiiuji, jsou identické s protilatkami neutralizaénimi (Fel-
ton a Scott, 1958). Fuccillo aj. (1970) pfizptisobili test mikro-
systému a takto modifikovany jej vyuZili Zyambo aj. (1973ab)
a Kirby aj. (1974) v sérologii IBR. Na mikrosystému byla modifikovdna
také ptvodni Kolmerova metoda fixace komplementu (Casey, 1965),
ktera je pfi sérodiagnostice virovych infekei pouZivdna v Fir§im méFitku
a byla ovéfena v diagnostice primarni infekce virem herpes simplex u lidi
(Ross aj., 1964).

Cilem této préce bylo ovéFit moZnost pouZiti modifikovaného VN
testu, testu NHA a VK pro diagnostiku ranych protilatek proti viru IBR.

MATERIAL A METODY

EXPERIMENTALNI INFEKCE TELAT

K experimentdlni infekei byla vybrana klinicky zdrava telata bez protilatek
proti viru IBR. Byla infikovana infekéni tkanovou tekutinou z desaté pasdZe kmene
R 6 viru IBR, s titrem 106 TKIDso v 0,2 ml. Zpusob infekce telat je popsdn ve vy-
sledcich.
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TECHNIKA ODBERU KRVE A ZPRACOVANI SER

Krev k sérologickému vysetifeni byla odebirana od zvirat v terénu i od expe-
rimentalné infikovanych telat do hadi¢ek z plastické hmoty pro jednorazové pouziti.*)
Tento zplUsob umoZiiuje témér sterilni zpracovani krevnich sér a jejich dlouhodobé
skladovani pri teploté —20°C (Mensik aj., 1974).

SEROLOGICKE VYSETRENT{

Pro vSechny sérologické testy uplatnéné v praci bylo pouzito mikrotitraéni za-
rizeni ,Microtiter* (Dynatech AG), umoznujici pracovat s objemy 0,025 a 0,05 ml
na plastickych plotniach s 96 jamkami s rovnym dnem (Limbro), nebo se zakulace-
nym dnem ve tvaru U (Cooke Engineering Co.).

BUNECNE KULTURY

Pro vlastni VN test jsme pouzivali bunéénou kulturu stabilni linie FBT, deri-
vovanou z trachedlni sliznice bovinniho fétu (Machatkovd a Pospi§il, 1975),
nebo linie MDBK. Pro pomnoZeni viru byly pouzZivany primarni kultury fetdlnich
hovézich ledvin (FBL). Bunky byly kultivovany v médiu MEM a bunééna suspenze
pro VN test byla pripravena v médiu obohaceném 3079, fetalniho hovéziho séra.

VIRUS

Pracovali jsme s kmenem R 6 viru IBR, ktery byl izolovan ze spojivky telete
MensSikem a RozkosSnym (1969). Zasobni virova suspenze byla po odstfedéni
bunééného detritu rozplnéna do ampuli a skladovéna pii teploté —609C. Titr viru
(TKIDs50) byl stanoven v mikrosystému pro objemové mnozstvi 0,05 ml na plotnach
a odec¢ten za 48 hodin.

PRIPRAVA ANTIGENU PRO TEST NHA A VK

Kompletni porost primarnich bunéénych kultur embryondlnich telecich ledvin
v Roux lahvich byl infikovan davkou 0,001 TKIDso viru na jednu buriku a po
45minutové adsorpci byl proplachnut Earlovym médiem bez séra a Roux ldhev byla
doplnéna na puvodni objem timtéz médiem bez séra.

V dobé piedpokladaného rozvoje cytopatického efektu (CPE), tj. v dobé& tvo-
reni prvnich lozisek v bunééném porostu, bylo z Roux lahve slito médium a butiky
byly sterilnimi sklenénymi kuli¢kami setiepany do roztoku PBS, pridaného v mnoz-
stvi rovnajicim se 1/100 objemu ptvodniho média.

Thned po setrepani byla suspenze ozvudéena ultrazvukovym desintegratorem
UD-100 pti 20 KHz po dobu 1, 2, 3, 5 a 10 minut. Takto pripraveny antigen byl
po odstgedéni pri 3000 ota¢kach za minutu rozplnén po 1 ml a skladovan pri teplo-
té —60°C.

Stejnym zplsobem byl piipraven i antigen kontrolni z neinfikovanych bunéé-
nych kultur,

VIRUSNEUTRALIZACNI TEST

Séra byla redéna v médiu MEM bez séra v objemech 0,05 ml v postupnych
dvojnasobnych fedénich ve étyiech radach na mikroplotnach. Po pridani 100 TKIDso
viru v objemu 0,05 ml a protiepani 1 minutu na tfepadce ndasledovala hodinova
inkubace pii pokojové teploté. Bunééna suspenze byla pridiana v mnozstvi 0,05 ml
a hustoté 500000 bunék v 1 ml média MEM s pridavkem 3079, fetdlniho bovinni-
ho séra.

Plotny byly inkubovany pii teploté 37°C v atmosféie s 59, CO2 a CPE byl ode-
éten za 48 hodin. Prvni redéni viru bez séra, znamé pozitivni a negativni sérum,
burniky bez viru se sérem a samotna bunééna suspenze slouzily jako kontroly.

*) Pravdova hematologickd souprava. Vyrobce Koh-i-noor, n. p., Daleéin.
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VIRUSNEUTRALIZACNI TEST S KOMPLEMENTEM (VNK)

Pro prukaz ranych protilatek bylo postupovédno podle metody Yoshino a
Taniguchi (1964, 1965a, b). V podstaté byl zachovan postup jako pro konvenéni
VN test.

Séra byla redéna v objemech 0,025 ml a po pridani 0,025 ml filtrovaného morée-
ciho komplementu (10 hemolytnckych jednotek) a 100 TKIDso viru v objemu 0,025 ml
byla tato smés inkubovdna hodinu pfi pokomve teploté. Na kontrolnich plotnéch
byla smichdna tatdaz mnozstvi stejnych sér, viru a komplementu, ktery vSak byl pred
rozplnénim inaktivovan 30 minut pri teploté 56 0C. Po ukonéené inkubaci bylo do
obou smési priddno po 0,075 ml bunééné suspenze obsahujici 400 000 bunék v 1 ml
média s 309, fetdlniho bovinniho séra.

TEST NEPRIME HEMAGLUTINACE

Pro mikrotest jsme modifikovali metodu Whitmana a Hetricka (1965)
a Sobéslavského a Vojtéchovského (1967).

Bovinni séra byla pred vy3etienim inaktivovana 30 minut pfi teploté 56 0C a vy-
sycena pres noc stejnym objemem nefedéné suspenze ovéich erytrocytt.

Ovéi erytrocyty odebrané do Alseverova roztoku a trikrat prané byly v 69,
suspenzi senzibilizovany stejnym objemem Kkyseliny taninové, fedé&né 1 :15000, pri
teploté 3790C 20 minut a znovu trikrat proprany v PBS, pH 7,2. Tiiprocentni suspenze
senzibilizovanych erytrocytd v PBS, pH 6,4, byla smichana se stejnym mnoZstvim
optimdlniho redéni antigenu rovnéz v PBS, pH 6,4, a inkubovéana 20 minut pii teploté
379C. Optimalni redé&ni antlgenu bylo predem urc¢eno boxovou titraci proti znamému
pozitivnimu séru. Po proprani v PBS, pH 7,2, obsahujicim 19/, normalniho kralié¢iho
inaktivovaného séra, byla pripravena ve stejném fedidle 1!59%, suspenze erytrocyti
pro vlastni test.

Ke dvojnasobnym rfedénim sér bylo pfidano. stejné mnoZstvi erytrocyti s na-
vazanym antigenem a soucéasné byla séra vySetfena kontrolni suspenzi taninovanych
krvinek bez antigenu pro vylouéeni nespecifickych reakeci. Smichdnim opracovanych

1. Vysledky opakovanych titraci viru IBR a osmi sér

Titry &ty# SarH viru Titry protilitek v sérech
Cislo pokusu (log 10) 1 2 3

1 2 3 4 A B A B A B

1 55 | 6,5 | 3,5 5,25 | 64 | 128 32 64 16 32
2 575 | 7,25 | 3,75 | 6,25 | 32 64 | 32 64 8 8
3 5,75 | 6,25 | 2,75 | 5,25 32 128 64 128 8 16
4 6,25 | 7,5 3,5 4,75 16 64 32 64 8 8
5 6,25 | 6,5 | 3,75 | 4,75 64 128 64 128 8 8
6 6,5 7,75 | 3,75 | 5,5 32 64 32 64 8 8
74 5,5 7,25 | 3,5 5,25 32 64 32 64 8 16
8 6,5 7,75 | 425 55 32 32 16 32 8 8
9 5,5 6,25 | 3,5 4,75 64 128 64 128 16 32
10 65 | 75 | 45 | 55 64 | 32 64 | 128 16 16
11 5,75 | 6,5 4,25 | 55 32 64 32 64 16 16
12 6,5 7,75 | 4,25 | 5,5 32 64 32 32 8 8

A — dévka viru 100—1000 TKID;,
B — dévka viru 10—100 TKID,,

998 VETERINARNI MEDICINA — 1875



erytrocyta s fedidlem byla ziskdna kontrola pro pripad nespecifické aglutinace. Test
byl posouzen po hodinové inkubaci pri laboratorni teploté a za pozitivni byla pova-
Zzovana T5 aZ 1009, aglutinace erytrocytu.

REAKCE VAZBY KOMPLEMENTU

V nasich podminkach jsme postupovali podle metody popsané Schmidtovou
(1969).

Komplement byl titrovan v pritomnosti pouzivaného antigenu a pracovni fe-
déni antigenu bylo stanoveno boxovou titraci v mikrosystému.

Ve vlastnim testu byla séra naredéna v postupnych dvojnasobnych fedénich
v objemu 0,025 ml. V kazdé sérii vySetfeni byla séra pretestovana na antikomple-
mentaritu a pro kontrolu specifity bylo zarazeno vzdy znamé pozitivni a negativni
sérum. Kontrola komplementu se specifickym a nespecifickym antigenem, kontrola
hemolytického systému a bunék doplnovaly kazdou sérii vySetreni. Po pridani 0,025 ml
antigenu (2 jednotky) a 0,025 ml komplementu (2 jednotky) ke kaZdému tedéni séra
byly plotny dokonale protfepany 1 minutu na vibrac¢ni tfepacce a v uzavreném ige-
litovém saéku byly pak uloZeny pres noc v chladniéce pri teploté +49C. Druhy den,
po predchozim predehrati na pokojovou teplotu, byl pridan do jednotlivych dulkl
hemolyticky systém v mnozstvi 0,05 ml. Po dokonalém protrepani na trepac¢ce na-
sledovala inkubace 20 minul v termostatu pti teploté 37 °C. Plotny pak byly uloZeny
v chladniéce az do usazeni nerozpusténych krvinek a vysledek odeéten.

VYSLEDKY
TEST VIROVE NEUTRALIZACE

Standardizace metodiky byla zajisténa opakovanou titraci Ctyf $arzi
zasobniho viru na rtznych 3sarZich MDBK a opakovanym vySetfenim
osmi vzorkl sér proti dvéma rliznym davkam viru (100 a 1000 TKIDso)
(tab. I).

Titry protildtek v sérech
4 5 6 74 8
A B A B A B A B A B
16 16 8 16 8 8 2 4 4 4
8 8 4 8 4 8 2 2 2 2
8 16 8 16 4 16 4 4 2 2
8 16 8 16 4 8 2 4 2 2
16 16 8 32 8 16 4 4 2 4
8 16 8 16 -+ 8 2 4 2 2
8 16 8 16 8 16 2 4 2 4
4 8 8 8 4 8 2 4 2 2
16 32 8 32 16 16 4 8 2 4
8 16 4 16 8 16 4 8 2 2
8 16 8 16 4 16 -4 -4 2 2
8 8 8 16 8 8 4 4 2 2
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P¥i pouZiti 100 TKIDs viru byl titr sér pfiblizné o jedno fed&ni vyssi
neZ p¥i pouZiti 1000 TKIDso viru. Opakované vy3etfeni potvrdilo dobrou
reprodukovatelnost testu.

TEST NEPRIME HEMAGLUTINACE

II. Kontrola reprodukovatelnosti vysled- Reprodukovatelnost  vysledki
kit testu NHA byla ovéfena opakovanym vysetre-
nim krevnich sér ziskanych za riz-
i Titr séra pfi vySetfeni mnou dobu po experimentélni infekci
gislo telat. Interval mezi ob&ma vyS3etie-
I I nimi byl sedm dni (tab. II).
1 0 0 TEST VAZBY KOMPLEMENTU
2 128 128 . '
3 0 0 _ Metoda pfipravy antigenu byla
4 32 16 overena l_)oxovou tl.trac1 tr; ruznych
Sarzi antigenu proti zndimému pozi-
2 0 0 tivnimu séru (tab. III). Titr jednot-
6 4 4 livych 3arZi antigenu sice kolisal,
7 64 8 ale i v riiznych fedénich daval po-
8 16 4 mérné stabilni titry séra.

g 16 8 Pro srovnéni viech tii testl by-
lo vysetfeno nékolik souborti krev-
L 56 dut nich sér telat, krav a bykd (tab.
n 32 16 IV). Hodnoceni t&chto soubori
12 256 64 ukazalo, Ze test NHA je o néco cit-
13 128 64 livétj§i neZ test VN, zatimco test
14 1024 512 VK v tomto provedeni je dpro ru-

e Y6 g tinni dlag.no.stl'ku maélo vhodny.
Pro individudlni srovnéni byla
16 256 64 vybrana néktera pozitivni séra a po-
17 64 64 rovnan vysledek vy3etfeni podle
18 64 32 vysky zjisténych titri protilatek
19 32 16 (tab. V). Také v této sestavé se
20 45 64 ukazal test NHA o né&co citliv&jsi
neZ test VN. Vétdina sér postradala

komplementfixaéni protilatky.

PRUKAZ RANYCH PROTILATEK PO PRIMARNI INFEKCI TELAT VIREM IBR

K ovéfeni dynamiky protilatek proti viru IBR viemi propracovanymi
sérologickymi metodami jsme infikovali ¢ty¥i klinicky zdrava telata virem
IBR. Telata ¢. 1 a 2 dostala intratrachedlng 10 ml virové suspenze, teleti
¢. 3 bylo aplikovano 15 ml virové suspenze intraven6zné a teleti &. 4
10 ml suspenze intratrachedlné a 5 ml intranazalné.

U telat se vyvinulo charakteristické lok4lni i celkové onemocnéni bez
vaznéjsich komplikaci.

Vysledky pokusu, ve kterém byla pouzita vysokd infekéni dévka,
ukazaly, Ze protilatkovd odpovéd telat je individudlné znaéné rozdilna
a Ze pouziti jediného testu (napf. konvenéniho testu virové neutralizace)
nemusi dat uspokojivou odpovéd.
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1II. Boxova titrace

tfi 8arzi antigenu IBR s pozitivnim sérem

Redéni antigenu Redéni séra Kontrola komplementu
I 4 8 16 32 64 | 2j. | 1,55.| 15 |1/2j.
2 ++++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 ++++
++++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 ++++
8 ++++ ++++ + 0 0 0 0 0 0 ++++
16 it 0 0 0 0 0 0] 0 0 et
32 0 0 0 0 0 0 0 0 +tt
negativni sérum 0 0 0 0 0
11 4 8 16 32 | 64 | 2j. |1,55. ] 1j. |1/2j.
2 ++++ ++++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 ++++
4 +4+++ 44+ +++4 ++++ 0 0 0 0 0 ++++
8 +4+++ ++++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 ++++
16 ++++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 ++++
32 ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 ++++
negativni sérum 0 0 0 0 0
111 4 8 16 32 64 2j. | 1,55.| 1. |1/2j.
2 ++++ ++++ +++4 ++++ ++++ 0 0 O 0 ++++
4 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ 0 0 0 0 ++ 4+
8 ++++ +tt ++++ ++++ + 0 0 0 0 ++++
16 ++++ & 2 £ a2 4+ ++++ ++ 0 0 0 0 ++++
32 +4+4 +4++ ++++ +++4 0 0 0 0 0 ++++
64 ++++ ++++ O 0 0 0 0 0 0 ++++
negativni sérum 0 0 0 0 0
IV. Vysledky vySetieni rtznych vybranych skupin skotu
Titry protildtek v jednotlivych testech
i Vy3etre-
Kategorie :
3 Pivod VK NHA VN no
celkem
<2(2—8| >16| <4 [4—16|>32| <2|2—4|8—32| >32
Plemenni
byci import 0 4 3 0 3 4| 2 3 2 0 7
Telata VKT-C. 50| 8| 1 |42 8 9|48 | 9| 2 0 59
Telata VKT-T.
1(21.3.) (27| 1 0 [23] 5 026 2| 0 0 28
II1(13.4.)| 30 0 0 |26 4 0|27 3 0 0 30
1II1(6.7)|25| 0| 0 |25| O 0(25| 0| O 0 25
IV(25.7.) | 29 0 0 |29 0 0|29 0 0 0 29
Kravy S. 571 9| 0 |25|16 | 25|26 | 9|20 11 66




V. Srovnani vysledki vySetreni jednotlivych vzorki

Vzorek ¢. VK NHA VN
1 <2 8 8
2 <2 8
7 <2 128 32
8 <2 256 8
9 4 256 16

10 <2 64 16
13 <2 4 <2
14 <2 16 16
22 8 256 32
27 <2 32 =64
29 4 64 32
32 <2 64 8
34 <2 8 16
35 <2 128 > 64
36 16 256 > 64
37 <2 4 8
44 8 128 32
47 <2 128 32
48 <2 32 16
49 =2 32 32

VI. Dynamika protilatek u experimentalné infikovanych telat

Tele &. 1 Tele & 2
E'% titr protildtek v testu
A8 | wn VNK VK | NHA VN | VNK | VK | NHA
0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 4 0 4 0 8 0 0
10 8 64 16 1024 8 128 0 16
12 32 64 16 1024 32 64 2 32
17 32 64 8 256 32 32 2 32
21 16 16 8 128 64 16 4 64
26 8 8 16 64 32 16: 4 32
36 4 8 16 64 16 16 2 32
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VII. Dynamika protilatek u experimentalné infikovanych telat

Tele &. 3 ’ Tele & 4
8 titr protilatek v testu
23
A% | v | vnk | vk | NHA | VN | WNK VK | NHA
0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 8 0 0 0 4 4
9 0 16 4 128 0 8 16 32
14 0 32 4 64 8 256 16 256
17 0 64 16 32 16 256 2 | 256
19 0 256 32 32 16 256 g 512
26 0 64 64 32 16 256 32 1024
34 0 64 64 1024 16 256 64 512
41 0 32 8 512 8 128 0 16
48 0 16 8 2048 4 32 32 2048
69 0 8 32 8192 8 32 64 8192

Vysledky vysetfovani viemi sérologickymi metodami jsou uvedeny
v tab. VI a VII a dynamika ranych protilatek ve srovnini s pozdnimi
protilatkami je zndzornéna graficky (obr. 1).

Prvni prokazatelné neutralizacni protilatky vyzadujici komplement
se objevily v krevnim séru telat nezavisle na zpisobu infekce za Sest az
sedm dni po infekci, s maximem za 10, 14 a 19 dni. Vyrazné rozdily
mezi jednotlivymi zvifaty se projevily v nédstupu i v titru neutraliza¢nich
protilatek nevyzadujicich komplement. I kdyZ se objevily v krvi nékterych
telat jiz za 10 nebo 14 dni po infekci (tele ¢. 1, 2, 4), zlstaly jejich
hladiny velmi nizké. U telete ¢. 3 nebyly po celou dobu pozorovéani neutra-
ligaéni protilatky bez pfitomnosti komplementu prokézény (tab. VII,
obr. 1).

HODNOCENI VYSLEDKU A DISKUSE

Vysledky, kterych jsme doséhli s modifikovanou metodou neptimé
hemaglutinace v mikrosystému, odpovidaji vysledktim jingch autort
(Zyambo aj., 1973ab; Kirby aj, 1974). Metoda je dostatetné
citlivdi a dava reprodukovatelné vysledky. Na rozdil od vazby komplemen-
tu miiZe byt v této modifikaci doporucena k praktickému vyuZiti v diag-
nostickych laboratofich.

Metoda vazby komplementu je v konven&im provedeni relativné malo
citlivi a musi byt pro diagnostiku virovych infekei telat jest& v nékterych
podrobnostech propracovana. Podobné problémy byly zaznamenany
i v diagnostice lidskych virovych infekci. Ukazalo se totiz, Ze u velmi
mladych jedincti maji komplementfixa¢ni protilatky proti nékterym viriim
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1. Dynamika ranych protilatek po experimentalni infekeci telat virem IBR
——0— neutralizaéni protilatky zavislé na komplementu

—O— —O- neutraliza¢ni protilatky nevyzadujici komplement

vy$si pozadavky na antigen, nez jsou plvodné uzivané dvé jednotky anti-
genu, stanovené podle vysledku boxové titrace. Pouziti Ctyf az osmi jed-
notek zvysilo citlivost testu pii diagnostice parainfluenzy (Chanock,
1969), respira¢niho syncycidlniho viru (Chanock aj, 1961, Ross aj,
1964) a primérni infekce virem herpes simpléx (Ross aj., 1964).

Bylo také zjisténo, Ze protilatky proti nékterym virovym antigenim
v hovézich sérech reaguji velmi slabé ve standardnim KF testu, v némz se
pouzivd morceci sérum jako zdroj komplementu. Reakce se zlepsila po
pridini nezahratého hovéziho séra (Boulanger a Bannister,
1960).

Standardni a reprodukovatelné vysledky jsme zaznamenali i s VN
testem v mikrosystému. Test je v této modifikaci vhodny k zavedeni do
praxe.

V nasem pokuse na sérologicky negativnich telatech jsme prokazali,
Ze protilatky vznikajici v prvnich sedmi dnech po primarni infekci virem
IBR jsou stejné jako u viru herpes simplex (Yoshino a Tanigu-
chi, 1964) detekovatelné jen v pfitomnosti komplementu. Podobné vy-
sledky zaznamenali také Rossi a Kiesel (1974), ktefi sledovali tvor-
bu protilatek proti viru IBR po vakcinaci Zivou avirulentni vakcinou.

Virus IBR vyvolava podobné jako virus herpes simplex latentni in-
fekce, které mohou byt reaktivoviny (Sheffy a Davis, 1972,
Snowdon, 1965). Také v podminkich in vitro miZe infekéni virus
vystaveny ucinku protilatky perzistovat ve formé komplexu virus-proti-
latka (Ashe a Notkins, 1966). Na tuto mozZnost upozornili jiz
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Fazekas de St. Groth a Webster (1962), ktefi vyslovili
obecny imunologicky nazor, Ze v reverzibilnim spojeni viru s protildtkou
maji virové ¢astice 3anci ziistat volné a zachovat si infektivitu nebo vytvo-
rit s protilatkou pevnéjsi spojeni, které ma za nédsledek ztratu infektivity.

Existenci infekéniho viru LD (Lactic Dehydrogenase Virus) ve formé
komplexu virus-protilatka prokazali poprvé u my3i Notkins aj. (1966).
Podobny stav byl pozorovan u Aleutské choroby norkit (PorteraLar-
sen, 1967) a u viru herpes simplex (Ashe a Notkins, 1966).
Pritomnost specifické protilatky v téchto komplexech mohla byt pro-
kédzana prislusnym antigamaglobulinem, jehoz funkce je vysvétlovana
neutralizaci nebo stabilizaci komplexu.

I kdyz skute¢na funkce termolabilni komponenty pii potencovani neu-
traliza¢niho dc¢inku protilatky neni dosud jasna, ma pouziti komplementu
v detekci protilatek vytvorenych po primérni infekci virem herpes sim-
plex rozhodujici vyznam. Bylo zjisténo, Ze komplement ovliviiuje neutra-
lizaci viru jen v pritomnosti ranych protilatek typu 19 S a 7 S, popFipadé
také pozdnich 19 S protilatek; neutralizaéni efekt pozdnich 7 S protilatek
komplement neovlivnil (Hampar aj., 1968, Yoshinoa Taniguchi,
1965a,b). Také vysledky nasich pokusii, podobné jako price jinych autori
(YoshinoaTaniguchi, 1964, Rossi a Kiesel, 1974), poukazuji
na moznosti detekce protilatek proti viru IBR jiZ b&hem prvniho tydne po
infekci. Prikazu komplement dependentnich protilitek v jediném vzorku
séra mize byt tak vyuzito v diagnostice Cerstvych primarnich infekci. Za
zavazné povazujeme také zjisténi, Ze i masivni intekce virem IBR vyvo-
lava u telat znacné rozdilnou protilatkovou odpovéd, kterd v jednom pii-
padé nebyla konvetnim VN testem prokdzdna vibec (tele ¢. 3).

Na rozdil od jinych autord pokusili jsme se sledovat dynamiku cas-
nych protilatek po primarni infekci také testem NHA a VK. Prvni pozitiv-
ni vysledky jsme u dvou telat (¢. 1 a 4) zaznamenali soulasné testem
NHA a VNK za 3est a sedm dni po infekci. Za devét a deset dni po
infekci byly (s vyjimkou telete ¢. 3) protilatky prokazatelné jiz viemi
pouzitymi testy.

Pro zpresnéni sérologické diagnostiky IBR, zejména pokud jde o roz-
lieni primérni infekce od infekei stariho data, miZe byt s vyhodou po-
uzito VNK testu a pfi komplexnim zpracovani krevnich sér testem VN,
VNK a NHA se muZe oCekdvat, Ze procento zachycenych pozitivnich
ptipadi bude vys§si.
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Doslo dne 12. 6. 1975

MEHBIIMK 1., YEIIMIIA A., TAVIKOBA M., IITENAHEK f., PO3KOIIHEl B. (Hayuso-
HCCJIeNOBATeIbCKUIM MHCTHTYT BeTepHHapud, Bpro, Uexociosakus). JlokasarenbCTBO @aHTHTENX IPO-
tuB Bupyca IBR B pammemM m mosauem nepuonme nocie uupexnum. Vet. Med. (Praha) 20 (10-
-11) : 595-608, 1975.

Hns o6piunHOil ceposorudeckoit auarHocTukn IBR 6piMm MONMPUITMDOBAHH TECTH BUpPYCHEHTpa-
JU3aluuu, Henpooir'x TeMarrJioTHHAlHY M CBA3LIBAHUA KOMILJIEMEHTAa B MHUKPOCUCTEME. B ka-
uecTBe OTHOCHTENbHO HauboJee UyBCTBHUTEJbHBIX AHTHTEJ IUIA NETEKTHPOBAaHMS B PEKOHBAJECIIEHT-
HBIX CHIBODOTKaxX KPYMHOTO DOTATOTO CKOTa OKAa3aJICA TEeCT HENpAMOM reMarrjOTHHAIIMH, KOTODBIi
IaBajJ MOBTOPHO penpoOnylUpyeMble pesyJbTaTsl, IONOGHEIE TecTy BHpyCHeldTpanusanuu. Ilocie
MOIENbHOM 9KCIepHUMeHTaNbHOM HHPeKmun Teaar Bupycom IBR o6pasoBanuce nepBUYHBIE aHTH-
Tesa, KOTOphle OBLIM NOKasyeMbl BHPYCHEUTPAJNHMSAIHOHHBIM TECTOM NpPH HAJHYUU KOMIUIEMEHTa
yKe cnycrs 6—7 nHeit mocne uHbexknnu. Peakmma aHTHTeNa TeNAT IOCJAE TEPBOTO KOHTAKTa
¢ aHTHreHOM Oblia pas3HOi M B ONHOM Cilydae HeNOKasyeMOil O6yCIOBJEHHEIM BHUPYCHEHTpaIu-
JallHOHHBIM TecTOM. BupycHedTpanH3alMOHHLIA TeCT ¢ KOMILIEMEHTOM MO)KeT GHITh HCIOJIB3OBaH
B KayecTBe IOMOJHHUTELHOTO CepONOTMYECKOrO MeTONa, HapAly C OGYCNOBIEHHBIM BHMPYCHeHTpaiu-
3AMOHHBIM TECTOM M TeCTOM HENpAMON TeMAarrJIOTHHAIIMH, IUJIA OTJMYHA DaHHHX M NO3MHUX
unpexuuit supycom IBR.

I'prcueﬁrpanuaaunn; CBASBIBAHHE KOMIUIEMEHTa; HenpsAMasg TeMarrJiOTHHAIUA; MHKpPOMeTOIbT;
aHTHuTesa Tpe5ylonme KOMIUJIEMEHT; SKCNepHuMeHTaJibHas HHQCKIIH}I
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MENSIK J., CEPICA A., HAJKOVA M., STEPANEK J., ROZKOSNY V. (Veterinary
Research Institute, Brno, Czechoslovakia). The Demonstration of the Antibodies
against the IBR Virus during the Early and Late Post-Incubation Period. Vet. Med.
(Praha) 20 (10-11) :595-608, 1975.

The virus neutralization test, indirect hemagglutination test, and complement-fixa-
tion test were modified in the microsystem for routine serological diagnosis of IBR.
The indirect hemagglutination test was found as the relatively most sensitive test
for the detection of antibodies in the convalescent serums of cattle; the reproducible
results obtained repeatedly by this test were the same as those obtained by the virus-
-neutralization test. The model experimental infection of calves with the IBR virus
produced primary antibodies detectable by the virus-neutralization test in the pre-
sence of complement already six or seven days after infection. After the first con-
tact with the antigen, the antibody response of the calves was different and not de-
tected by the routine virus-neutralization test in one case. The virus-neutralization
test with complement can be used as an additional serological method, besides the
conventional virus-neutralization test and the indirect hemagglutination test for the
distinction between early and late IBR virus infections.

virus-neutralization; complement fixation; indirect hemagglutination; micromethods;
antibodies requiring complement; experimental infection

MENSIK J., CEPICA A., HAJKOVA M., STEPANEK J.,, ROZKOSNY V. (Forschungs-
institut flir Veterindrmedizin, Brno, Tschechoslowakei). Nachweis von IBR-Virus-
-Antikorpern in der frithen und spdten Postinfektionsperiode. Vet. Med. (Praha) 20
(10-11) : 595-608, 1975.

Fir die routinierte serologische IBR-Diagnostik wurde der Virusneutralisationstest,
der indirekte Himagglutinationstest und der Komplementbindungstest im Mikro-
system modifiziert. Als relativ sensitivster Test zur Detektion von Antikérpern in
Rekonvaleszenzseren von Rindern erwies sich die indirekte Hamagglutination. Dieser
Test erbrachte mit dem Virusneutralisationstest Ubereinstimmende, wiederholt re-
produzierbare Ergebnisse. Nach einer experimentellen Modellinfektion der Kilber
mit dem IBR-Virus bildeten sich primidre Antikérper, die mit Hilfe des Virusneutra-
lisationstestes in Anwesenheit des Komplements bereits in sechs bis sieben Tagen
nach der Infektion nachweisbar waren. Die Antikérperreaktion der Kédlber war nach
erstem Kontakt mit dem Antigen unterschiedlich und mit Hilfe des konventionellen
Virusneutralisationstestes in einem Fall nicht nachweisbar., Der Virusneutralisations-
test mit dem Komplement kann als erginzende serologische Methode neben dem
konventionellen Virusneutralisationstest und dem indirekten Himagglutinationstest
zur Unterscheidung der frithen und spiten IBR-Virusinfektionen ausgenutzt werden.

Virusneutralisierung; Komplementbindung; indirekte Himagglutination; Mikrometho-
den; Komplement erfordernde Antikérper; experimentelle Infektion
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VYUZITI KOMPLEXNI VIROLOGICKE TECHNIKY K PRIMEMU
PRUKAZU VIRU PI-3 A IBR V ORGANECH INFIKOVANYCH TELAT

J. Mensik, Z. Pospisil, A. Suchankova, A. Cepica, V. Rozkosny, B. Smid,
M. Machatkova

Vyzkumny ustav veterindrniho lékarstvi, Brno

MENSIK J., POSPISIL Z., SUCHANKOVA A. CEPICA A. ROZKOSNY V.
SMID B., MACHATKOVA M. Vyuziti komplexni virologické techniky k pfimé-
mu prukazu vird PI-3 a IBR v orgdnech infikovanych telat. Vet. Med. (Praha)
20 (10-11) :609-622, 1975.

Komplexnim zpracovanim sedmi telat experimentalné infikovanych virem PI-3
a tfi telat infikovanych virem IBR byla ovéiovana citlivost a spolehlivost né-
kterych metod izolace a identifikace obou virt z organt a tkani za rtiznou dobu
po infekei. V obdobi prvnich sedmi dnti po infekei muZe byt virus PI-3 proké-
zan imunofluorescenci nebo protilatkami znac¢enymi kienovou peroxiddzou
v otiskovycH preparatech z vytéri nosnich, v Tezech z trachealni a nosni sliz-
nice a plic. Ve srovnani s bunéénymi kulturami stabilnich linii, derivovanych
z hovézich fét, byly pro izolaci obou virt daleko citlivéjsim substratem fetalni
organové kultury. Metoda Kkultivace prezivajicich fragmenti organti a sliznic
se osvédc¢ila k prikazu viru PI-3 z pripadu vySetfenych v pozdéjsim stadiu in-
fekce a z orgdnu, kde byl virus v podprahovém mnozstvi. Touto metodou byl
detekovan i virus PI-3 blokovany v organech pritomnou protilatkou nebo mas-
kovany virem IBR. Podobné, i kdyz méné presvédéivé, byly vysledky pokust
o prukaz viru IBR za sedm a jedenact dni po infekei. Pro prikaz smiSené in-
fekce obéma viry souc¢asné se osvédéila metoda negativniho barveni, kterda umoz-
nuje rozliSeni jednotlivych viriont elektronmikroskopicky. Pro stanoveni pies-
néjsi a spolehlivéjsi virologické diagnozy se jevi komplexni zpracovani pripadit
hromadného vyskytu respiraé¢niho syndromu jako velmi nadé&jné a perpektivni.

organova kultura; bunééna kultura; experimentalni infekce; diagnostika; imu-
nofluorescence; kienova peroxidaza; negativni barveni

Diagnostika respiracnich infekci telat, zaloZend na p¥imém prikazu
piivodce onemocnéni, neni vZdy snadna. Ve velkovyrobnich podminkich
se stale Castéji objevuji hromadnd onemocnéni dychaciho dstroji, postihu-
jici telata od nejuatlejditho véku a mlady skot do stafi t¥i aZ Zest mésici,
ktera predstavuji spise komplex nez skupinu klinicky a etiologicky samo-
statnych nosologickych jednotek (McKercher, 1968). Jen u dvou
dosud znamych nosologickych jednotek miizeme piedpoklddat, Ze jejich
ptivodcem je jediny virus. Jsou to: infek&ni bovinni rhinotracheitida (IBR)
a bovinni virova diarrhea (BVD). Ostatni dosud znimé a popsané syn-
dromy maji komplexni etiologii a na jejich vzniku se podileji viry, myko-
plazmata a bakterie a jejich pribéh ovliviiuje jesté cela fada nespecific-
kych faktort (Mensik aj., 1966, McKercher, 1968, Wizig-
mann, 1974a,b).
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V diiv&jsich pracich jsme upozornili na &asty vyskyt viru parainflu-
enzy 3 (PI-3) u telat stiZenych akutnim respira¢nim onemocnénim ve
velkokapacitnich teletnicich (Jurmanovada a Men$ik, 1967,
Mens§ik aj., 1967ab) a z pfipadi chronickych pneumonii jsme izolo-
vali hemaglutinujici kmen Mycoplasma bovirhinis a prokazali jeho G&ast
pii vzniku chronické pneumonie, pripominajici enzootickou pneumonii
prasat (Men§ik aj., 1968, Jurmanovéd aj, 1970).

PFi ob¢asném vplanuti akutniho respira¢niho syndromu u starfich
telat ve velkokapacitnich teletnicich, ktery Casto pFipominal exacerbaci
stargich plicnich procesti, jsme izolovali n€kolik kmenid viru IBR, jejiz
Castou frekvenci v chovech skotu v té dob& se ndm nepodafilo potvrdit
pritkazem protilatek (Mensik a Rozkosny, 1969, Men§ik aj,
1970).

Respira¢ni infekce maji ve velkovyrobnich podminkéich stoupajici
tendenci, protoZe technologie odchovu telat a obrat stdda, vyZadujici stélé
pfesuny zvifat, nijak neusnadiiuji jejich prevenci a tlumeni. Také etiolo-
gickd diagnostika se stava stdle slozit&jdi, jednak proto, Ze soubor zirod-
ki v dychacich cestich je velmi variabilni, jednak proto, Ze pasivné pie-
jaté a aktivn& vytvoFené protilaitky mohou ¢asto maskovat probihajici in-
fekci nebo znesnadrovat izolaci a identifikaci viru.

Cilem predklddané price bylo ovéfit komplexni vyuZiti nékterych
b&znych i novéjdich metod izolace a identifikace viru PI-3 a IBR, jejichZ
frekvence je v nadich chovech velmi Casta, zatimco pritkaz jejich etiolo-
gické souvislosti s respira¢nim syndromem je v b&Zné diagnostické praxi
stale obtiZngjsi a celd Fada p¥ipadi respiracnich infekci zistdva etiologic-
ky neobjasnéna.

Metodickou zakladnu pro detekci obou vird jsme si vytvorili, vedle
bézné uzivanych metod, zafazenim techniky organovych kultur, imuno-
fluorescenéni a peroxiddzové techniky s komplexnim vy3etfenim infiko-
vanych zvifat.

MATERIAL A METODY
PRIPRAVA A KULTIVACE ORGANOVYCH KULTUR _

V podstaté jsme postupovali podle metody Hoorna (1964) a vlastni modifi-
kovany postup jsme popsali v praci Machatkové aj. (1974).

Organové kultury fetalni:

Tkéné byly odebirdny z osmi- az devitimési¢nich bovinnich fétu, které byly
dakladné vykrveny.

Explantdty byly pripraveny z trachealnich prstencu, kultivovanych bud veelku
nebo jako fragmenty, o délce 5 az 25 mm. Fragmenty nosni sliznice, pripravené
z nosni prepazky, byly upraveny tak, aby chrupavka nesla na obou stranidch 9 az
12 mm? sliznice, explantaty nosnich skoi‘ep mély prumér celé skoiepy a vysku 5 mm.
Velikost fragment( plic, miznich uzlin, sleziny, jater a ledvin se pohybovala mezi
4 az 5 mm3.

~ Fragmenty byly kultivovany v syntetickém médiu Parker nebo Parker 199
(USOL Praha) bez séra, upraveném 7,5%, NaH2COs na pH 7,2 a doplnénim 200 m. j.
penicilinu a 200 gama streptomycinu na 1 ml média.

Fragmenty byly uchovavany podle velikosti a druhu tkané jednotlivé nebo po
trech az péti ve sklenénych nebo plastickych Petiriho miskdch o priuméru 35 mm,
v atmaosféie s 59, CO2 pri teploté 37 °C.
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Denn{ vyména média zaruc¢ovala udrzeni vhodného pH a odstranovala @ést odu-
mielych bunék. Pii dlouhodobé kultivaci byly intervaly mezi vyménami média pro-
dlouZeny az na 48 hodin.

Organové kultury z vySetfovanych telat:

Explantaty tkani zvirat pouzitych k vySetieni byly ziskany z telat zpracova-
nych ihned po vykrveni. Velka pozornost byla vénovana dekontaminaci tkani pfiro-
zené infikovanych bakteriemi a plisnémi. Z toho duvodu byly nosni skoifepy, trachea
a plice odebirdny do média obsahujiciho 25 gama fungicidinu, 500 m. j. penicilinu
a 500 gama streptomycinu v 1 ml a v ném uchovavany podle stupné predpokladané
kontaminace po dobu jedné az tii hodin. Silné kontaminované materialy bylo moZno
ponechat v médiu az 10 hodin pri teploté 40C (Campbell aj., 1969) a potom du-
kladné oplachnout fyziologickym roztokem. Z takto oSetfenych tkani byly pripraveny
orgdnové kultury, které byly kultivovany stejnym zpusobem jako kultury fetdlni.

BUNECNE KULTURY

Primarni bunééné kultury z fetalnich ledvin a varlat byly pripravovany modi-
fikovanou metodou podle Dulbecca (1952) z osmimésiénich bovinnich féta. Z fe-
tialnich organu byly také derivovany stabilni linie, jejichZ piripravu a vlastnosti po-
psali Machatkova a Pospi§il (1975). V praci byly pouzity primarni bunky
fetdlnich bovinnich ledvin (FBL), stabilni linie derivované z fetalni nosni (FBN) a
trachedlni (FBT) sliznice, z plic (FBP) a stabilni linie MDBK.

DETEKCE A IDENTIFIKACE VIRU INFEKCNI BOVINNI RHINOTRACHEITIDY
A PARAINFLUENZY ‘3 IMUNOFLUORESCENCNI TECHNIKOU

Orgéanové kultury a organy infikovanych zvirat, uréené k imunofluorescenénimu
zpracovani, byly budto zmrazeny v tekutém propan-butanu a rezany na kryostatu
s naslednou acetonovou fixaci, nebo byly fixovany v acetonu a zality zkridcenou me-
todou do parafinu (Pospisil aj., 1969). Tkanové kultury a vzorky nosnich a tra-
chedlnich vytérti byly po zaschnuti fixovany pét az deset minut v acetonu.

Pritomnost virtt IBR a PI-3 byla prokazovana primou imunofluorescen¢ni me-
todou pomoci konjugatd, které pripravuje Bioveta Nitra.

DETEKCE VIRU PI-3 A IBR POMOCI PROTILATEK ZNACENYCH KRENOVOU
PEROXIDAZOU

Priprava peroxidazovych konjugatt a vlastni barveni jsou podrobné popsany
v praci Pospi§ila a Franze (1974).

NEGATIVNI BARVENI VIRU

Princip metody (Brenner a Horne, 1959) spodiva v tom, ze virové parti-
kule, ziskané lyzou bunék orgianové nebo bunééné kultury, jsou pii barveni obklo-
peny tenkou vrstvou amorfniho tmavého materialu a virus se jevi jako relativné
elektronové transparentni. Jako barviciho roztoku se b&Zné pouZiva 29, kyselina fos-
fowolframova v destilované vodé; pH roztoku se upravuje na 6,5 az 17,0.

MODEL KOMPLEXNIHO VIROLOGICKEHO VYSETRENI INFIKOVANYCH
ZVIRAT

K pokusiim byla pouzita tri az pét tydnt stara telata z lokalit, ve kterych se
v té dobé neobjevovaly piiznaky respira¢nich infekci. Po ovéreni jejich dobrého
zdravotniho stavu byla telata infikovana virem PI-3 (kmen V 92) v davce 107 TCIDso
intratrachealné a intranazalné nebo virem IBR (kmen R6) v davce 166 intranazalné.
Telata byla poraZena za ruzné dlouhou dobu po infekeci a orgdany zpracovany pak
k dal$imu vysSetreni.

Jako prezivajici organové kultury byly in vitro kultivovany fragmenty nosni
sliznice, trachee, plic, sleziny, miznich uzlin pliecnich a mezenterialnich.

VETERINARNI MEDICINA — 1975 611



Ze zménénych éasti plic i ostatnich jiz uvedenych organa byly zhotoveny 109,
suspenze, oSetreny antibiotiky (500 jednotek penicilinu a 500 gama streptomycinu
na 1 ml suspenze) a v zatavenych ampulich skladovany pri teploté —30°9C az do
dne vysSetreni.

Suspenze byly o¢kovany do Petriho misek s fetalnimi organovymi kulturami,
dale do zkumavek s dobre narostlymi kulturami priméarnich telecich ledvinovych
bunék, linie MDBK a linii derivovanych z organu telecich fétu.

Vsechny organy byly vysSetreny bakteriologicky.

Plice, sliznice nosni a trachealni a prezivajici organové kultury byly vySetieny
histologicky, imunofluorescen¢ni technikou a technikou vyuzivajici kienové peroxi-
dazy. Médium organovych kultur bylo sklizeno tak, aby z jednotlivych Petriho misek
s prezivajicimi fragmenty byl za ruaznou dobu od zalozeni kultury odebran pru-
mérny vzorek. Virus v médiu byl pak prokazovan oc¢kovanim na bunééné kultury.

VYSLEDKY

VYSETRENI TELAT INFIKOVANYCH VIREM PI-3

Komplexnim postupem bylo zpracovano osm telat porazenych v riz-
nych ¢asovych intervalech po experimentalni infekei.

PRUKAZ VIROVEHO ANTIGENU V ORGANECH A NOSNICH VYTERECH (tab. I)

Virovy antigen byl imunofluorescenci a protilatkami znafenymi kie-
novou peroxiddzou prokazovan v burikdch nosnich vytéri od tfetiho do
Sestého dne po infekci (obr. 1), v fezech nosni a tracheilni sliznice se
stfidavym tsp&chem za tfi, ¢tyfi a sedm dni (obr. 2) a v plicich od tFetiho
do sedmého dne p. i.

I. Prukaz viru PI-3 imunofluorescenci a metodou kienové peroxiddzy v nosnich vy-
térech a organech experimentalné infikovanych telat

Prukaz antigenu: IF/PO
Tele 2. li)nr;zk%(i) nosni nosni trachealni )
vytér sliznice sliznice plice
1 1 0/0 0/0 0/0 0/0
2 2 0/0° NT | NT NT
3 +/+ 0/0 +14 +1+
3 3 +/NT +|NT 4+ NT +[NT
4 3 +/+ NT NT NT
4 +1+ +1+ 0/0 +/+
6 NT O/NT O/NT +4-INT
4 i NT NT NT
5 +/+ NT NT NT
6 +/+ NT NT NT
7 NT O/NT O/NT 4+ INT
7 7 NT +/+ 0/0 +/+
+ — pozitivni nalez IF — imunofluorescence
O — negativni nélez PO — metoda kienové peroxidazy

NT — netestovéno
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1. Specificka fluorescence v burikdch nosniho vytéru telete za étyfi dny po infekei
virem PI-3. Zvétseno 360X

2. Specificka fluorescence bunék trache4lni sliznice telete za t¥i dny po infekei virem
PI-3. ZvétSeno 188X



3. Virus PI-3 (3ipka) a nukleokapsida viru (IBR) (dvé Sipky); smiSend infekce orga-
nové kultury teleci trachey. Zvétseno 220 000 X

4. Specifickd - fluorescence v epitelidlnich burikdch pieZivajici organové kultury

trachey z telete &. 4 za pét dnu kultivace. Zvétseno 188X



PRIMOIZOLACE VIRU

Ke srovnani tradi¢ni techniky, tj. otkovani 10% suspenze organt
na bunééné kultury, s otkovanim na fetdlni organové kultury byly zpra-
covany suspenze plic dvou telat usmrcenych za jeden a Ctyfi dny po

infekei (tab. 1I).

II. Srovnani citlivosti organovych a bunéénych kultur k izolaci viru PI-3 z plic

Priikaz viru/dny p. 1.
Tele | Dny Redéni ; izolace z média organovych
& 5o 109 susp. CPE v bunéénych kulturich altar
FBL | FBP | FBN | FBT | MDBK FBT FBP FBN
nefedéno | +/5 | /6| +/7 | +/6 | 46 | +/6—14| +/8—14]| +/6—13
10-1 +5| — — | +8| +/6 |+/8-13| +/9—13| +/9—13
1 1 10-2 S - - = +/8—13 | +/9 +/8—13
10-3 — - - e - +/19-20 | +/14 +/13
netedéno | +/4 | +/4 | +/4 | +/4| +/4 | +/5-8 | +/6—10| +/5—10
101 +/6 | +/6 | +/5| +/5 +/5 +/5—8 | +/6—10| +/5—10
4 4 10-2 = & | =] = +/6 | +/6—8 |-+/8—10| +/8—10
10-3 = = = - — +/6—8 | +/9 +/10
104 - - - - = +/6—8 | +/10 =
105 — - - - == +/7—8 — —
10-6 — - - - - +/7—8 - -
Vysvétlivky: FBL  — fetdlni bovinni ledviny
FBP  — fetdlni bovinni plice

FBN  — fetdlni bovinni nosni sliznice
FBT  — fetdlni bovinni tracheilni sliznice
MDBK — stabilni linie

Pro reizolaci viru se ukazaly byt relativné citlivéjsi primarni ledvi-
nové buriky a ze stabilnich linii linie MDBK. Daleko nejcitlivéjsim sub-
stratem vSak byly fetdlni orgdnové kultury, které produkovaly virus do
média rizné dlouhou dobu a umoznily jeho snadnégjsi identifikaci bud
piimo v bunkach fragmenti imunofluorescenci nebo otkovanim média.
Virus se zacal vylucovat v detekovatelném mnoZstvi z fragmentii trachee
do média, v zavislosti na fedéni inokula, za pét aZ osm dni po infekci
a byl prokazovan po nékolik dni. Podprahova mnozstvi viru z vys§ich
fedéni suspenze mohla byt prokdzana v médiu v né&kterych pripadech
teprve za 9, 10, 13 a dokonce za 19 dni po infekei.

Moznost detekce viru z organové suspenze, v niZ jsou podprahova
mnozstvi viru na bunétnych kulturach neprokazatelnd, stoupa s dobou
zivotnosti organové kultury.

PREZIVAJICI FRAGMENTY ORGANU INFIKOVANYCH ZVIRAT

V organovych kulturdch zaloZenych z tkani hornich cest dychacich
a plic byl virus PI-3 prokazén i v téch pfipadech, v nichz byly pokusy
o jeho izolaci z orgdnovych suspenzi na bun&nych kulturach obtiZné
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nebo zcela negativni (tab. III). Virus byl spolehlivé detekovan v bui-
kdach fragmenti imunofluorescenci nebo peroxiddzovym testem a v médiu
otkovdnim na bunéfnou kulturu.

Pokusy o izolaci viru PI-3 z trachedlnich sliznic sedmi pokusnych
telat na bunétnych kulturach byl jen ve dvou pfFipadech (u telat ¢. 3

III. Imunofluorescenéni prikaz viru PI-3 v prezivajicich fragmentech a prukaz

Tele Trachea
Titr HI -
e | gt | owedidy || e | e
1 1 64 - +
3B-7) (3—19)
2 3 1024 + + PI-3
3-5) (3—-13) IBR
3 3 32 + + PI-3
(C)) (2—-8)
4 4 512 -+ + —
(3—6) (2—8) IBR
5 6 2048 + G =
2 (6—13)
6 g 2048 NT - -
(4—15)
7 7 256 NTK NT K PI-3
Vysvétlivky: IF imunofluorescenéni pritkaz viru ve fragmentu NT netestovano
Médium prikaz viru v médiu K kontaminace

FBL fetdlni bovinni ledviny

a 7) jednoznatné pozitivni. U telat & 2 a 4 (poraZenych za tfi aZ
¢tyfi dny po infekci) se z trachedlnich sliznic na buné&énych kulturich
pomnozil virus, jehoZ cytopaticky efekt pfipominal virus IBR. Vy3et¥eni
infikované bunétné suspenze metodou negativniho barveni prokazalo,
Ze se u telete ¢. 2 jednd o smiSenou kulturu herpesviru a paramyxoviru .
(obr. 3), zatimco izolat z telete & 4 byla Cistd kultura herpesviru. Na-
proti tomu byl v piezivajicich fragmentech tracheilni sliznice péti ze
Sesti testovanych te?at prokazan virus PI-3 imunofluoresceninim a pero-
xiddzovym testem za dva aZ sedm dni po zaloZeni kultur (obr. 4) a z mé-
dia byl izolovan v Casovém rozmezi 2 aZ 19 dni po zaloZeni.

Pomérné nejspolehlivéjsi byl prikaz viru PI-3 na buné&nych kultu-
rach z plic (Etyfi pozitivni vysledky ze sedmi vy3etieni). PreZivajici frag-
menty plic umoznily v3ak detekci viru v 3esti pFipadech ze 3esti hodno-
titelnych. Obdobné vysledky (tfi pozitivni ze sedmi testovanych na bu-
néénych kulturach a 3est pozitivnich ze 3esti testovanych preZivajicich
fragmenti) byly ziskdny pii vySetfeni nosnich sliznic.
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Relativné nizky pocet pozitivnich vysledkd na buné&nych kulturach
odpovidd vysokym hladinam protildtek proti viru PI-3 u vySetFfovanych
telat (tab. III).

izolaci na bunéénych kulturach

Plice Nos

IF médium | izolace IF médium -

+ 4 PI-3 + + -
(CEY)) (3-19) (@) (3—19)

+ o ot + =
3B-1 (5—13) (3-5) (5-13)

g s PI-3 e s PI-3
(4—5) iy (4—5) (2—14)

+ + + + =
3—-6) (2-8) (3—6) (2—6)

+ -+ + + =
(2—3) (6—13) 2-9) (6—13)

+ +

NT (15) PI-3 NT (15) PI-3
NT K NTK PI-3 NT K NT K PI-3

-+ pozitivni nélez

2) (dny po zaloZeni kultury)

negativni ndlez

VYSETRENI TELAT INFIKOVANYCH VIREM IBR

Obdobnym zptisobem jsme zpracovali organy tfi telat infikovanych
virem IBR a usmrcenych za 3, 7 a 11 dni po infekci (tab. IV).

Fetalni orgéanové kultury, pripravené z trachedlnich prstenci, nosni
sliznice, vaginalni sliznice a plic, jsou vnimavé i k infekci virem IBR
a mohou byt pouzity k jeho pritkazu v organech telat i v pozdé&jsim sta-
diu onemocnéni (11 dni p. i.), kdy je jiz izolace na buné&énych kulturich
nejista. Stejné citlivé jako bunééné kultury se fetilni organové kultury
ukdzaly pii pokusech o izolaci viru z telat usmrcenych za tfi a sedm dni
po infckei. Z bunéénych kultur se vedle primarnich bunék (FBL) osvéd-
c¢ila i stabilni linie derivovana z fetdlni nosni sliznice.

Prezivajici fragmenty nosni a trachedlni sliznice a plic z telat pora-
zenych za tfi a sedm dni p. i. produkovaly virus nepravidelné do média
v obdobi dva aZ Sest dni po zaloZeni. U telete porazeného za sedm dnti
po infekci byl virus prokazan z preZivajiciho Fra.gmentu vaginy za de-
vét aZ jedenact dnii po zaloZeni a z fragmentu mizni uzliny plicni za je-
dendct az ¢trnact dni po zaloZeni. Prikaz viru v orgénech telete & 13,
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IV. Prukaz viru IBR v organech infikovanych telat

Vysledky izolace
'I;e.le lzn;y Orgin l;:xlnf\?; orginové
orgénové kultury fetdlni kultury
FBL | FBN z telat
trachea nos
trachea + + +(2) +(4) +(3—6)
plice + + +(4-5) —(6) +(3Gs4)

11 3 nos + + +(2) +@® +(2,3)
spojivka = — +@3) —(6) +@
tonsila + + + + NT
slezina = - — - NT

trachea vagina
trachea + 4+ +(4-5) NT +(6)
plice + + +(5) - +(2)

12 7 nos + + +(3—-6) +(3) +(2,4)
vagina = = +(5) +@® +(—11)
mizni uzliny -+ + NT NT +(11—14)
plicni

trachea plice
trachea — — +(2—-4) +(1) —(3-12)
plice — — - +(@) —(3-12)

13 11 nos + + - +(2) —-(3-12)
spojivka +  + +(8) +(6) —(3-12)
mizni uzliny + + = +(2) +(M
plicni

Vysvétlivky: FBL fetdlni bovinni ledviny
NT netestovdno
FBN fetdlni bovinni nosni sliznice

porazeného za jedenact dni p. i., se v pfezivajicich fragmentech tkani res-
pira¢niho traktu nezdafil s vyjimkou mizni uzliny plicni. Tyto vysledky
odpovidaji multiplikaénim vlastnostem viru a zpisobu jeho 3ifeni v orga-
nismu telat po infekci respiraéniho traktu.

DISKUSE

Vysledky price poukazuji na mozZnost praktického vyuziti stabilnich
bunéénych linii z tkani bovinnich fétd (Machatkova a Pospidil,
1975) a organovych kultur pfipravenych z tkani respira¢niho traktu
(Machatkova aj, 1974) a jingch organt v diagnostice infekci vyvo-

lanych virem IBR a PI-3.
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Bunétné kultury derivované z epiteli, které jsou i v pfirozenych
podminkéach predilekénimi misty pro multiplikaci obou vird, pFedstavuji
svymi dobrymi ristovymi vlastnostmi, nenaro¢nosti, spolehlivosti a citli-
vosti velmi dobry bunéény substrat, vhodny pfedeviim pro pfimy dikaz
a identifikaci viru IBR. V tomto sméru odpovidaji nase vysledky poznat-
kim jingch autori (Snowdon, 1965, Shroyer a Easterday,
1968, Y or k, 1968). Ve srovnani s virem IBR se virus PI-3 mnozi v daleko
mendim spektru bunéénych kultur. Nejlépe se nam, podobné jako jinym
autoriim, osv€d¢ily primarni buiiky fetdlnich ledvin skotu a stabilni linie
MDBK (Woods, 1968, McKercher aj, 1972, Kita a Gillespie,
1968).

Standardizaci metod kultivace tkariovych fragmentt z bovinnich féti
byl ziskan daldi velmi vhodny substrat k pomnoZovani viru IBR a PI-3
(Machatkovia aj., 1974, Shroyer a Easterday, 1968). Fetil-
ni orgédnové kultury plic, trachedlni a nosni sliznice jsou ve srovnéni se
viemi buné&inymi kulturami pro izolaci viru PI-3 nejcitlivéjsi a spolehli-
vost detekce a identifikace viru se zvy3uje jejich dlouhou Zivotnosti.
V nadich explantdtech jsme nepozorovali pokles nebo vymizeni cilidrni
aktivity, jaké popsali Campbell aj. (1969), ani jsme nezaznamenali
vyrazné€jsi rozdily v enzymatické aktivité bunék v explantitech infikova-
nych a kontrolnich (Machatkova aj., 1974).

Fetdlni orgdnové kultury se ukéazaly byt velmi citlivym systémem také
pro izolaci viru IBR. Ten byl prokdzdn i v orgdnech, u nichz pokusy
o izolaci na buné&né kultufe byly negativni (tab. IV).

Vysokou vnimavost orgdnovych kultur ve srovnani s bunéénymi kul-
turami je moZno vysvétlit tim, Ze zatimco v buné&énych kulturdch ztréceji
buiiky schopnost strukturalni zavislosti, jsou buiiky v orgédnovych kultu-
rach svymi vlastnostmi bliZ§i makroorganismu, protoZe si uchovavaji pui-
vodni intercelularni vztahy. Tkéafiova citlivost k virové infekci zavisi na
stupni diferenciace a funkéni zavislosti bun&k ve tkdni (Laier, 1970).
Existujici korelaci mezi multiplikaci viru a Zivotnosti bunék v orginové
kultufe prokazal jiz Frenkel aj. (1955) a pozdéji Tyrrell a Bla-
mire (1967).

Vysledky, které nam poskytla modelova infekce telat virem PI-3 i vi-
rem IBR, naznatuji moZnost perspektivniho vyuZiti organovych kultur
v diagnostice obou vird, popfipadé i daldich respiraénich virt, v praxi
veterinarnich diagnostickych astavi.

Feté4lni orgé.nové kultury povaZuji za vhodny systém pro izolaci vi-
rii také Ree aj. (1971), Harnett a Hooper (1968), Votava
a Tyrrell (1970), McIntosh aj. (1967), Higgins aj. (1969).
Schaaff aj. (1971) izolovali na organovych kulturich dva kmeny en-
terovirii, jeden picornavirus a jeden myxovirus z materiali, které na bu-
né&nych kulturach byly negativni. Také Roome aj. (1971) izolovali na
organovych kulturdch vy3si pofet myxoviri, paramyxovirt, picornavirid,
adenovirtt a herpesvir.

Pro nade vysledky je zvlast dilezity tadaj Votavy a Tyrrella
(1970), ktefi povaZzuji organové kultury za 100X citliv&jsi nez kultury
buné&éné jen pro dikaz rhinovird skotu; u ostatnich respira¢nich viri ne-
zaznamenali vyznamné rozdily.
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Pro vyuZiti bovinnich fetdlnich organovych kultur k izolaci respi-
ra¢nich virtt skotu je nesporné vyhodné ta okolnost, Ze féty mohou byt
odebirany v rtznych obdobich intrauterinniho vyvoje a organové kultu-
ry z nich predstavuji dostatetné diferencovanou homologni tkai, na niZ
se virus miZe mnozit bez pfedchozi adaptace.

Citlivost fetdlni organové kultury pro izolaci viru PI-3 zvy3uje
schopnost dlouhodobé kultivace organovych fragmentii, kterd umoziiuje
adsorbci malych mnoZstvi viru ze suspenze, popfipadé i adsorbci a po-
zdé&ji i pomnozZeni viru Castetné blokovaného protilatkou.

Pfedpokldddame, Ze stejné jako v nafich pokusech je i v praxi fada
negativnich vysledkii na bunéénych kulturich zptsobena pfitomnosti pro-
tilatek v organové suspenzi. Pravidelnou kazdodenni vyménou média se
po nékolika dnech zbytky protilatky z organové kultury odstrani a po-
mnozeny virus, vylu¢ovany go média, mize byt pak snadno izolovan. Tyto
nesporné piednosti organovych kultur se zvlasté vyrazné projevily pfi
vyuziti metody, kterou jsme nazvali ,metoda prezivajicich organovych
fragment” z infikovanych telat. S vyjimkou trachedlni kultury telete
usmrceného za sedm dni po infekci a kultur, které nemohly byt zhodno-
ceny pro kontaminaci, byl virus PI-3 identifikovan v burnkach fragment
nebo v médiu vsech infikovanych a poraZenych telat, zatimco pokusy
o izolaci na bun&énych kulturdch vyznély ve 12 pfipadech z 21 testova-
ného negativne.

At jiz byla pfi¢inou negativnich vysledki na bunéénych kulturdch
interkurentni infekce virem IBR (tele ¢. 2 a 4), nebo vysoky titr proti-
latek u telat ¢. 2, 4, 5, nebo malé mnoZstvi viru v pocatecnich stadiich
infekce (tele €. 1), vykazoval virus také v preZivajicich fragmentech
nékterych telat velmi dobrou multiplikaéni schopnost (od 3 do 13 az
19 dni po zaloZeni kultury.

Zvlast zajimavé jsou vysledky kultivace fragmentt telete &. 6. Virus
se v nich zacal vylucovat do média orgédnové kultury plic a nosni sliz-
nice teprve 15. den po zaloZeni. Lze tedy predpoklddat, Ze i latentni nebo
perzistujici virus po probghlé infekci, blokovany in vivo cirkulujicimi
nebo sekre¢nimi protilatkami, miZe byt po dlouhodobé kultivaci organo-
vych fragmentt detekovan.

Uspéiny prikaz viru IBR v pieZivajicich organovych fragmentech
zavisi na dobég, kterd uplynula od za&4itku multiplika¢niho cyklu viru na
jednotlivych sliznicich do porazky zvifete. Ukazuje se totiZ, Ze virus,
ktery sviij multiplikaéni cyklus na sliznici in vivo zapocal, na prezivajici
sliznici in vitro jej pouze dokontuje (Rozkodny aj., 1973).

Tento princip vysvétluje také opozdény vyskyt viru v preZivajicich
fragmentech spojivky a vaginy telat, tedy na sliznicich, které in vivo pred-
stavuji mista sekundarni virové multiplikace.

Virus IBR se tedy v pfezivajici orgdnové kultufe chova zcela jinak
nez virus PI-3, coZ souvisi pravdépodobné s jingm lokdlnim mechanismem
obrany proti infekei.

Z metod usnadiiujicich izolaci viru PI-3 a IBR maji prakticky vyznam
zvlaste ty, které urychluji jejich identifikaci. Jsou to metody prikazu vi-
rového antigenu imunofluorescentni a peroxiddzovou technikou v buii-
kiach bun&tnych a orgdnovych kultur. Obé metody jsou zvlast alinné
pii detekci antigenu v burikdch nosnich sekretii, v epitelidlnich burikich
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trachee a broncht a v plicnich alveoldrnich burikich poraZenych zvirat.
Jejich tuspéch je vsak zarulen jen v pripadé, kdy je vy3etfeni provedeno
ve vhodné dobé po infekci nebo vzplanuti onemocnéni, a predpokldda
dostate¢né mnozstvi detektovatelného virového antigenu.
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MEHBIIUK A., TIOCIHUIINI 3., CYXAHKOBA A, YEIHWIIA A, PO3KOUIHBEI B,
HIMUAIL B., MAXATKOBA M. (Hayuno-mccienoBaTeNbCKHMil HMHCTHTYT BeTepuHapuu, Bpuo, Ye-
xocnopakus). IIpHMeHeHHe KOMIUIEKCHOH BHMPYCOJOrHYeCKOM TEXHMKH IXs NPAMOrO IOKA3aTenb-
crea supycos PI-3 -m IBR B opramax sapaxemmsx tenar. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11)
609-622, 1975 .

ITyreM xoMmueKkcHO# o06paBOTKM ceMM TEJNAT, SKCIEPUMEHTAJIbHO 3apakeHHbix BHpycoMm PI-3,
I Tpex TeJAT, 3apakeHHbix Bupycom IBR, mpoBepsnack 4yBCTBHTENBHOCT M HaNeKHOCTh HEKO-
TOphIX METONOB HBOJNALMH ¥ HIeHTHPHUKaLuy OGOMX BHPYCOB H3 OpPraHOB M TKaHH B pasHoe
BpeMsa nocie HHPeknHH. B mepwon mepBIX ceMm aHeil mnocie WHPeKIMM MOMXKeT OHITE BHpYC
PI-3 noxasaH MMMyHOQIIOOpDECUEHIIMEH HJIM aHTHTeJIaMM, MeYeHBIMH XDEHOBOH IepOKCHIas0#
B IIEYaTHBIX IperapaTax M3 HOCOBLIX Mas3KOB, B Cpe3ax M3 TpaxealbHON M HOCOBOH CIM3UCTOM
o6onoukn M serkux. [0 CpaBHEHMIO € KIETOUHBLIMM KyJbTypaMu CTabUJIBHBIX JMHHH, NOJyYeHHBIX
U3 roBmKUX (EeToB, IUIA H3ONANUH OGOMX BHPYCOB ObiiH GOsee YYBCTBUTENBHBIM CyGCTpaToM
deranbHbie OPrKyJBTYPEl. MeTONL KyJbTHBALMM NEpPeXKMBMUX (GparMeHTOB OPraHOB M CJIM3UCTOH
offonouku ompasnan cefs npu nokasarenscTse supyca PI-3 B cayuasx, obcienopaHHEIX B. Gonee
TO3OHUX CTamuAX MHQEKIHH, M B OpraHax, THe BHPYC HaXONWJICA B NONNODOTOBOM KOJIHMYECTBE.
Ilpu nomomwu aroro Merona 6bln HeTeKTHpOBaH Takke BHUpyc PI-3, 6GiokmpyeMeiif B oOpraHax
RAJIMYHBIM aHTHTEJOM MM MackupyeMsiit Bupycom IBR. Amanormumer, xors u mMano ybemu-
TeabHBl, OBIIM pe3yJbTaThl ONBITOB O IHOKasatenscTBe supyca IBR cnyers 7—11 nmeir nocie
unpexnuu. Nns mokasaTeabcTBa CMeNIaHHON MHQEKIMH OGOMMH BHpycaMy ONHOBPEMEHHO ONpaBRal
ce67 MeTON OTPHIIATENBHONH OKpPacKM, KOTOPHIM TIO3BOJSET OTJNYUTH OTHeJIbHblE BUPUOHEI
seKTpoMuKpockonmyeckn. [lus ompenenennst 6osee TOYHOro M 6GOJsee HaANEKHOTO BUPYCONIOTH-
4YEeCKOrO 1HuarHosa KOMIUIEKCHas OOpafOTka cliy4aeB MaCCOBOTO IIOABJIEHMA PeCIMpPalHOHHOTO
CHHIpPOMA fBJAETCA BeCbMa HANEKHOM M IEpPCHEKTHBHOM.

opraHHas KyJbTypa; KJIETOUHAs KyJbTypa; SKCIepHMEHTaNbHAfg WHPeKIMsA; NMATHOCTHKA; HMMY-
HOQJIIOOpECIeHIIMA; XPEHOBAsA NepOKCHIasa; OTPHLATeNBHAas OKpacKa

MENSIK J., POSPISIL Z., SUCHANKOVA A. CEPICA A. ROZKOSNY V. SMID
B., MACHATKOVA M. (Veterinary Research Institute, Brno, Czechoslovakia). The
Use of Complex Virological Technique for a Direct Demonstration of the PI-3 and
IBR Viruses in the Organs of Infected Calves. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) :609-622,
1975.

Seven calves experimentally infected with the PI-3 virus and three calves infected
with the IBR virus were subjected to complex tests in order to check the sensitivity
and reliability of some methods of the isolation and identification of both viruses
from organs and tissues in different intervals after infection. In the period of the
first seven days after infection, the PI-3 virus can be demonstrated by immuno-
fluorescence or by antibodies marked with horse-radish peroxidase in the touch
preparations from the nasal smears, in the sections of the tracheal and nasal
mucous membrane, and lungs. In comparison with the cell cultures of established
lines derived from bovine foetuses, much higher sensitivity for the isolation of both
viruses was found in the foetal organ cultures. The method of the cultivation of
the surviving fragments of organs and mucous membranes was found suitable for
the demonstration of the PI-3 virus from cases examined at a later stage of infection
and from organs in which the virus was present in a below-threshold quantity.
This method was also successfully applied to the detection of the PI-3 virus blocked
by an antibody present in the organ or masked by the IBR virus. Similar results
(though less convincing) were obtained in the trials to demonstrate the IBR virus
seven and eleven days after infection. The method of negative staining which enabled
an electron-microscopic separation of individual virions proved suitable for the
demonstration of a mixed infection with both viruses at the same time. The complex
examination of the cases of a mass occurrence of the respiration syndrome was
found promising for the determination of a more accurate and reliable virological
diagnosis.

organ culture; cell culture; experimental infection; diagnosis; immunofluorescence;
horse-radish peroxidase; negative staining
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MENSIK J., POSPISIL Z., SUCHANKOVA A. CEPICA A., ROZKOSNY V., SMID
B., MACHATKOVA M. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno, Tschecho-
slowakei). Ausnutzung der komplexen virologischen Technik zum direkten Nachweis
der PI-3 und IBR-Viren in Organen infizierter Kdlber. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) :
609-622, 1975.

Durch komplexe Bearbeitung von sieben mit dem PI-3-Virus experimentell und
drei mit dem IBR-Virus infizierten Kilbern wurde die Sensibilitdat und VerldBlich-
keit einiger Methoden zur Isolierung und Identifizierung beider Viren aus Organen
und Geweben in unterschiedlicher Zeit nach der Infektion uberpriift. In der Pe-
riode der ersten sieben Tage nach der Infektion kann das PI-3-Virus mit Hilfe
des Immunofluoreszenztestes oder mit den mit der Krenperoxydase markierten
Antikérpern in Abdruckpridparaten aus Nasenausstrichen und in trachealen und
Nasenschleimhaut- und Lungenschnitten nachgewiesen werden. Im Vergleich zu
den aus Rinderfeten derivierten Zellkulturen stabiler Linien erwiesen sich zur Iso-
lierung der beiden Viren als weitaus sensitiveres Substrat die Fetusorgankulturen.
Die Methode der Kultivierung iberlebender Organ- und Schleimhautfragmente be-
wihrte sich zum Nachweis des PI-3-Virus bei im spéteren Infektionsstadium unter-
suchten Fillen und aus Organen, in denen das Virus in Unterschwellenwert-Mengen
festgestellt wurde. Mit Hilfe dieser Methode wurde auch das in den Organen durch
anwesende Antikorper blokierte oder vom IBR-Virus verdeckte PI-3-Virus nach-
gewiesen. Ahnlich, wenn auch weniger iiberzeugend waren die Versuchsergebnisse
und der IBR-Virusnachweis in sieben und elf Tagen nach der Infektion. Zum Nach-
weis einer gemischten Infektion mit beiden Viren gleichzeitig bewé&dhrte sich die
Methode der negative Fiarbung, die eine elektronenmikroskopische Unterscheidung
der einzelnen Virionen ermdoglicht. Fiir eine genauere und verldBlichere virologische
Diagnose ist die komplexe Bearbeitung von Fillen eines massenweisen Auftretens
des Respirationssyndroms sehr perspektiv.

Organkultur; Zellkultur; experimentelle Infektion; Diagnostik; Immunofluoreszenz;
Krenperoxydase; negative Fiarbung
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VLIV TYLANU NA KULTIVACI BUNECNYCH A ORGANOVYCH
KULTUR DERIVOVANYCH Z TELECICH TKANI

V. Rozkosny, Z. PospiSil, Z. Vrba

Vyzkumny stav veterindarniho lékatstvi, Brno
Zenit, Brno

ROZKOSNY V., POSPISIL Z., VRBA Z. Vliiv Tylanu na kultivaci bunéénych
a organovych kultur derivovanych z telecich tkani. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) :
623-631, 1975. ‘

Testovanim cytotoxicity pripravku Tylan (Tylosin Tartrate Sterile Injectable)
na bunéénych kulturdch embryondalnich telecich ledvin bylo zjisténo, Ze jesté
koncentrace 781 ug na 1 ml udrzovaciho média nevyvolava po dobu dvanacti-
denni kultivace zmény v bunééném porostu. Ve vyssich koncentracich pusobi
Tylan toxicky. V organovych kulturach telecich trachealnich explantatt jedté
pri koncentraci 1562 ug na 1 ml udrzovaciho média nebyly pozorovany béhem
dvanactidenni kultivace podstatné zmény ve srovnini s kontrolnimi explantity.
Pri vysSich koncentracich byly v epitelu explantati pozorovany dystrofické
zmény, jejichz vyvoj a intenzita byly zavislé na pouzité koncentraci Tylanu.
Testovanim cytotoxicity penicilinu (draselna sul) pro teleci trachealni explantaty
byla zjisténa limitujici koncentrace 1000 m. j. na 1 ml média.

Tylan; penicilin; cytotoxicita; trachealni explantaty; bun&éna kultura

V pritbéhu témér tficetileté historie kultivace buné&inych kultur a po-
mérné kratké historie obnoveni metodiky orginovych kultur ve virolo-
gické praxi dosdhla antibiotickd kontrola bakteridlnich kontaminaci do-
minujiciho postaveni pfed jinymi antimikrobidlnimi latkami. Zatimco po-
et antibiotik pouZivanych k ochran& buné&inych kultur neustile vzriista
spolu s rozsifovanim spektra a¢innosti jednotlivych pFipravkid (Wigm o-
re a Henderson, 1955, Perlman aj., 1967), existuje pomérné
malo adajt sledujicich antibiotickou ochranu organovych kultur pred bak-
teridlni a mykopfazmovou infekci (Hoorn, 1966, Hoorn a Tyrrell,
1969).

V predloZené praci jsme se zaméfili na sledovéani toxicity Sirokospekt-
ralntho antibiotika na tylosinové bazi k epitelidlnim buiikdm dychaciho
traktu se zietelem k jeho praktickému vyuziti v prevenci respiracnich in-
fekei telat a k eliminaci nezddouci bakteridlni a mykoplazmové infekce
ve virologické diagnostické praxi.

MATERIAL AMETODA

ORGANOVE KULTURY
Trachedlni explantaty byly pripraveny z osmimé&si¢nich telecich féta podle

puvodné popsané metodiky Hoorna (1966), v modifikaci na%i laboratofe (Ma-
chatkova aj, 1974). Z asepticky odebrané trachee byly nafezidny jednotlivé
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prstence o sile asi 14 mm, které po trojnisobném promyti ve vlazném fyziologickém
roztoku a po roziiznuti v dorzédlni sponé& byly uloZeny jednotlivé do Petriho misek
se 3 ml média Parker 199 bez séra a antibiotik a kultivovany pii teploté 37°C
v atmosfére s 59, CO2. Po 24hodinové kultivaci byly fragmenty rozdéleny do skupin
nejméné po péti a pro jednotlivé skupiny byla pripravena udrzovaci média Parker 199
s kone¢nou koncentraci Tylanu na 1 ml: 25000 wug, 12500 ug, 6250 ug, 3120 ug,
781 ug, 3955 ug a 195,3 ug.

Pro srovnani byla sledovana toxicita nejéastéji pouzivaného antibiotika pe-
nicilinu v koneénych koncentracich 6000, 4000, 2000, 1000, 500 a 200 m. j. na 1 ml
udrzovaciho média Parker 199. V prubéhu pokusu byla média pokusnych i kontrol-
nich skupin dennd& vyméiiovdna. Plsobeni antibiotik na explantaty bylo testovano
sledovanim cilidlni aktivity a rasinkového epitelu, stanovenim enzymu sukcinatde-
hydrogenazy a histologicky.

Ciliarni aktivita trachealnich explantdtii byla sledovana inverznim mikrosko-
pem LDM-1 (Meopta Brno) a hodnocena procentudlné z celého povrchu epitelu
explantatit (Reed, 1969, Finkelstein aj., 1972).

K prikazu sukcinatdehydrogenazy (SDH) bylo pouZito puvodni metodiky
(Laier, 1970) zalozené na schopnosti SDH redukovat tetrazoliové soli na ¢ervené
zbarveny formazam, modifikované pro potifeby na$i laboratofre (Mens$ik aj.,, 1973).

K histologickému vySetreni byly explantaty fixovany v 10%, formalinu nebo
Bouinové roztoku a zpracovany béZnou parafinovou technikou. Rezy 4—5 u silné
byly barveny hematoxilin-eosinem.

BUNECNE KULTURY

Primokultury byly ptipraveny z ledvin osmimési¢niho teleciho fétu podle pu-
vodni metodiky Dulbecca a Vogta (1954). Jako rastové médium byl pouzit
roztok Hankse s 209, teleciho fetalniho séra. Do pokusu byly vybrany pouze kul-
tury, které po pétidenni kultivaci pri teploté 379C vytvorily na Leigtonovych zku-
mavkach kompletni monolayer bunék. Pro jednotlivé skupiny (vidy nejméné pét
zkumavek) byla pripravena udrzovaci média Earle s kone¢nou Kkoncentraci Tylanu
na 1 ml kompletniho média: 25000 zg 12500 wug, 6250 ug, 3120 ug, 1562 ug, 781 ug,
390,5 ug a 195,3 ug. Udrzovaci médium bylo u pokusnych i kontrolnich skupin
denné vyménovano a bunééné kultury byly denné hodnoceny pod svételnym mikro-
skopem. Kritériem pro hodnoceni toxicity Tylanu pro bunééné kultury bylo procento
neporuseného monolayeru bunék.

TESTOVANE ANTIBIOTIKUM

Tylan (Tylosin Tartrate Sterile Injectable), Elanco Products Limited, Broadway
House, The Broadway, London.

VYSLEDKY

Piehled vysledkd ptisobeni jednotlivych koncentraci Tylanu na tra-
chedlni explantity, uvedeny v tab. I, ukazuje, Ze poskozeni Fasinkovi-
tého epitelu je vdzdno na koncentrace od 25000 aZ do 3120 ug Tylanu
na 1 dl média. V nizdich koncentracich v prib&éhu dvanactidenniho sle-
dovani nebyly zjistény podstatné rozdily ve srovnani s kontrolni skupinou.

Ve skupiné s koncentraci 25 000 ug bylo jiz za 24 hodiny po zastaveni
pokusu pozorovdno podstatné sniZeni ciliarni aktivity, které bylo prova-
zeno rozsdhlymi dystrofickymi zménami bunék, projevujicimi se zakula-
covanim, vakuolizaci a vypadivinim bunéinych agregati z epitelu do
média. Tomuto stavu odpovidaly i vysledky stanoveni SDH, kdy na ex-
plantdtech této skupiny zistaly po 24hodinové kultivaci pouze ostriivky
bunék s pozitivni reakei. V daldich 24 hodinach se dystrofické zmény v epi-
telu rozvinuly do té miry, Ze u Z4dného explantitu z tého skupiny ne-
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I. Cytotoxicky ué&inek Tylanu na teleci trachealni explantaty

Dny kultivace

g £ éa 2 3 5 7 9 12

g 3': (S CA|SDH CA | SDH [CA | SDH [CA | SDH [CA | SDH | CA | SDH
1 |30 0 0

1 |25000f 2 |20 40 0 0 0| N 0| N |N N N N
3 30 0 0 0
1 50 20 0 0

2 12500 2 | N N 0 | N N N |N N N
3 50 30 0 N 0
1 |100 0 0

3 /6250 2 (8 | 8 |8 | N 0| 10 0| N |[N N N N
3 90 10 0
1 60 40 10 10

4 [3120| 2 (8| N |8 | 8 |8 | 70 (40| 50 |[20| 30 |10| N
3 40 50 20 10
1

5 |152| 2 |8 | N |8 | N |80 |100 (8 | 100 |8 | 9 |80 | 90
3
1

6 | 781 2 |80 | 8 (8| N |8 | N |8 | N (8 | 9 |8 | N
3
1

7 | 390 2 |8| N (8| 8 (8| 8 (8| N |8 | N 80| N
3
1

8 (1953 2 (8| N |8 | N (8| N (8 | N |8 | N 80| N
3
1

9 | kon- 2 80 80 |80 | 100 |80 80 | 80 80 | 80 90 80 90

trola
N — netestovano

CA  — cilidrni aktivita
SDH — sukcindtdehydrogenédza

byla zpozorovéana ani cilidrni aktivita, ani kvalita SDH a histologicky byla
zaznamenana jen ojedinéld mista se znaln& degenerovanymi butikami.
Obdobny obraz geneze zmén byl zjistovan i v druhé skupiné s kone¢nou
koncentraci 12500 ug ylanu na 1 ml média.

V dalsich dvou skupinach byl v§voj zmé&n pozvolné&jsi. P¥i koncentra-
ci 6250 ug na 1 ml média nebyl jesté za 72 hodiny pozorovan rozdil od
kontrol, ale v nasledujicich 24 hodinach do3lo k rychlému rozvoji zmén
obdobného charakteru jako u dvou pfedchézejicich skupin. Ve &tvrté sku-
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II. Cytotoxicky uc¢inek penicilinu na teleci trachedlni explantaty

Dny kultivace
-g %; _{i% 2 3 5 | 7 9 12
# |A% |&dE |ca|sDH|cA|SDH |ca|sDH |ca|sDH |[ca|spH |ca| spH
1 | 80 50 20 0 0 0
1 |6000| 2 |70| 80 [40| 50 {20 10 | ol o | o] o | 0| N
3 |80 50 10 0 0
1 |80 70 50 5 0 0
2 |4000| 2 |80| N |60| 8 |50| 50 |10 N | o] o | 0ol N
3 |80 60 40 5 0 0
1 |80 80 80 80 50 50
3 |2000] 2 [80| N |8 | 8 [8 | N [80| N |60| 70 |50| 70
3 | 80 80 80 70 40 40
1 |80 80 80
4 |1000] 2 [80| N |8 | 8 [80| N |80 | 80 |80 | 80 |80 | 80
3 |80 80 80
1
5 | 50| 2 |80 N |80| N |8 | 8 [80| N |80| N [8| N
3
1
6 | 2000 2 80| N |80| N [80| N [80] N [80] N [80] N
3
1
Kon- 2 |80 | N |8 80 |80 | N |8 | 8 |8 | N |s80| s
trola
N — netestovano
CA — cilidrni aktivita

SDH — sukcindtdehydrogen4za

piné s koncentraci 3120 ug na 1 ml média byly pozorovani prvni dystro-
tické zmény bunék a sniZeni cilidrni aktivity také za 72 hodiny. Dal3i
VS’VO{ zmén byl pozvolny az do 12. dne, kdy byly jesté pozoroviny useky
epitelidlnich bun¢k s ciliarni aktivitou, kterym odpovidaly ostriivky SDH
aktivnich bunék.

V analogickém pokuse, sledujicim toxicitu penicilinu pro trachealni
explantaty, byly zjistény zmény v prvnich tiech skupinach, odpovidajicich
koncentracim 6000, 4000 a 2000 m. j. penicilinu na 1 ml média (tab. II).

Zatimco v prvnich dvou skupinich dochédzelo k rychlym degenera-
tivnim zménam bunék vicefadého epitelu, jejichz charakter byl obdobny
jako u explantiti s vy33i koncentraci Tylanu, uchoval si epitel ve treti
skupiné neporusenou strukturu i funkci az do sedmého dne kultivace.
V nisledujicich péti dnech se viak zacaly objevovat v epitelu drobné de-
generativni zmeény, které se zvolna rozsitovaly az do 12. dne. Ve skupi-
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11I. Cytotoxicky uéinek Tylanu na bunééné kultury embryonélnich telecich ledvin

Dny kultivace
Skupina Déavka v ug | Explantity |
2 ‘ 3| 5| 7] 9| 12
1 | 50| 10 ‘ ol o] of o
1 25000 2 50 5 0 0 0 0
3 50 5 0 0 0 0
1 60 30 0 0 0 0
2 12500 2 50 30 0 0 0 0
3 50 20 0 0 0 0
1 80 | 40 | 30 0 0 0
3 6 250 2 60 50 30 0 0 0
3 60 50 40 0 0 0
1 80 80 60 30 10 5
4 3120 2 80 80 60 10 10 10
3 70 70 50 10 10 5
1 60 50 50
5 1562 2 90 .90 90 60 50 50
3 50 40 40
1 100
6 781 2 100 100 100 100 90 100
3 100
1
4 390,5 2 100 100 100 100 100 100
3
1
8 195,3 2 100 100 100 100 100 100
3
1
9 kontrola 2 100 100 100 100 100 100

N — netestovdno

néch s nizsi koncentraci penicilinu nebyly po celou dobu sledovani zjisté-
ny podstatné zmény od explantitii kontrolnich.

Pro testovani toxicity Tylanu na buné&énych kulturach embryonilnich
telecich ledvin bylo pouzito stejnych koncentraci v udrZzovacim médiu jako
u testovanych organovych kultur. Z vysledkii uvedenych v tab. III je
ziejmé, Ze toxické plisobeni bylo zaznamendno ve skupinach s koncentra-
ci 25000 az 1562 ug na 1 ml média. Vyrazné degenerativni zmény, pro-
jevujici se zkracovinim a zakulacovanim bunék a jejich vypadavanim
z monolayeru do média, byly pozorovany v prvnich tfech skupinich, kde
jiz po sedmidenni kultivaci zlistaly na skle jen ojedinglé ostrﬁvky zcela
degenerovanych bun¢k. Pozvolné&jsi vyvoj zmén byl pozorovan v dalsich
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dvou skupindch (koncentrace 3120 a 1562 ug), kde aZ do patého dne kul-
tivace nedoslo k poruseni kontinuity porostu, ale v monolayeru byla
presto patrna loziska 20 az 30 zvétSenych bunék s vakuolizaci cytoplazmy
a se ztratou jaderné struktury. V dalsich dnech se loziska postupné
zvétsovala a degenerované buriky odpadavaly do média. Ve skupiné s kon-
centraci Tylanu 781 ug na I ml média nebyly v prib&hu pokusu zjistény
podstatné rozdily od kontrol a v dalsich dvou skupindch byl charakter
porostu po 12 dnech kultivace dokonce lepsi ve srovnani s kontrolami.

DISKUSE

I kdyz propracovani metodiky organovych kultur pfineslo v posled-
nich letech fadu novych poznatkd o moZnostech jejich vyuZiti p¥i studiu
patogeneze i v diagnostice respiraénich virt lidi a zviFat, zistavaji n€které
problémy spolehlivé izolace a identifikace dosud neobjasnény (Laier,
1970, Schaaff aj, 197); R ged, 1971).

Jednim z t&chto problému je vEasnd eliminace bakterii a mykoplaz-
mat z vySetfovanych materidld, nebot v p¥ipadé respirac¢nich onemocnéni
se jiz v ¢asnych stadiich infekéniho procesu podileji na vzniku lézi vedle
primérnich virti v fet€zové ndvaznosti mykoplazmata a bakterie.

Vzhledem k této skuteCnosti miiZe byt metoda organovych kultur
pfipravenych pfimo z vySetfovanych tkani pokldadana za mélo spolehli-
vou, nebot pFezivani a pfipadné mnozeni bakterii a mykoplazmat v t&chto
kulturdch podstatné sniZuji nadg&ji na tuspésnou izolaci viru. Z antibiotik
vhodnych k eliminaci pfedeviim mykoplazmovych zarodkd z bun&tnych
kultur byly pro svou nizkou toxicitu a vysokou u¢innost doporucovany
pfipravky na tylosinové bazi (Macpherson 1966, Friend aj.,
1966). Zminéné vyhovujici vlastnosti tylosinovych p¥ipravkii jsou pied-
pokladem jejich usp&iného vyuziti i v pfipravé orgéanovych kultur, kde
problematika antibiotické ochrany explantatii zlistivd dosud na pouZiti
penicilinu a streptomycinu podle pivodnich navodi Hoorna (1966).
Vysledky nagich pokust, v nichz jsme zjistovali toxicitu tylosinového pfi-
pravku pro orgdnové a bunétné kultury nejcastéji pouzZivané v diagnos-
tické praxi virovych respira¢nich infekci telat, ukazuji, Ze pfitomnost 781
ug Tylanu na 1 ml média nevyvolava po dobu dvanictidenni kultivace
ve srovnani s kontrolami cytotoxické zmény v monolayeru primarnich bu-
néénych kultur embryonalnich telecich ledvin, ani v epitelu telecich tra-
chedlnich explantati. Skute¢nost, Ze u organovych kultur trachedlnich ex-
plantati nebyly zaznamenany podstatné zmény dokonce ani pii dévce
1562 ug Tylanu na 1 ml média, ukazuje na vétsi odolnost diferencovanych
epitelidlnich bunék ve srovnani s butikami bun&nych kultur.

Ackoliv nade vysledky je moZné srovnavat pouze v oblasti bunéinych
kultur, nebot obdobné tdaje o orgdnovych kulturach neexistuji, je mozné
konstatovat, Ze ndmi pouzity pfipravek na tylosinové bazi je ve srovnéni
s jinymi Sirokospektrdlnimi antibiotiky, jako je napf¥. tetracyklin HCI,
7-chlortetracyklin, chloramfenikol (Perlman a Brindle, 1963), ka-
namycin (Pollock aj., 1960), aureomycin (Hearn aj., 1959), pomér-
né malo toxicky. Macpherson (1966), ktery sledoval cytotoxické pii-
sobeni jednotlivych antibiotik na buné&éné kultury, uvadi cytotoxickou dav-
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ku pro Tylosin 300 ug na 1 ml média ve srovnédni s tetracyklinem (35
ug na 1 ml), chloramfenikolem (30 ug na 1 ml) a 7-chlortetracyklinem
(80 wug na 1 ml média).

Nase vysledky, které ve srovnani s Macphersonem (1966) vy-
kazuji jesté nizsi toxicitu, mohou byt ovlivnény jak pouzitim odlidnych
substrati k testovani, tak také pouzitim odlisnych testovanych pripravki.
Je mozné, ze urcitou kladnou ulohu v testovani toxicity sehrdla v naSem
pripadé vhodna kombinace Tylosinu s citratem sodnym. Pro srovnani
byla v nasich pokusech testovdana toxicita b&zné pouzivaného antibiotika
penicilinu (draselna stl) pro trachedlni explantaty. Limitni koncentra-
ce 1000 m. j. na 1 ml média odpovida zjisténi jinych autorii pro bunéiné
kultury (Perlman a Brindle, 1963, Lennette a Schmidt,
1974), i pro organové kultury (Hoorn, 1966).

Vedle toxicity tylosinovych pripravki byla testovdana i jejich aécin-
nost k potlateni mykoplazmat v bunétnych kulturach. Bylo zjisténo, Ze
tylosin je k potlateni mykoplazmové intekce vhodnéjsi nez kanamycin,
erytromycin a tetracyklin (Cross aj., 1967).

Friend aj. (1960) popsali, Ze po o3etfeni bunéénych kultur dav-
kou 50 mg tylosinu na 1 ml média ve ¢tyFech dnech nebo ve dvou za se-
bou nasledujicich pasdzich do3lo k potlaceni mykoplazmat. Vysokou tcin-
nost tylosinu prokazal také Macphelson (1966), ktery pozoroval
inhibici mykoplazmat v bujénové kultufe po ddvce 1 mg na 1 ml média.

Vzhledem k tomu, Ze se ]edna o literarni udaje starsiho data, kdy
jednak byl znam mnohem mensi pocet druhti mykoplazmat, a jednak se
od té doby vyvinuly citlivéjsi izolaéni metody, je tFeba tyto tdaje provérit
a v daldi praci se zaméfit na nové izolvané druhy mykoplazmat. Z to-
hoto aspektu by méla byt studoviana pfedevdim dcinnost tylosinu na my-
koplazmata, uplatiiujici se v etiologii respira¢nich infekci telat.

Je mozné tedy predpokladat, Zze pro nizkou toxicitu a Siroké anti-
mikrobialni spektrum pokryvajici i mykoplazmata mutze byt Tylan vhod-
nym preparatem nejen k potlaceni nezadouci bakteridlni a mykoplazmo-
vé infekce ve virologické diagnostické praxi, ale miiZe najit vhodné uplat-
néni i v prevenci respira¢nich infekci telat v nasich velkochovech.
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Doslo dne 12. 6. 1975

FO3KOIIHEBI B., IIOCIIULUIWJI' 3., BPBA 3. (Hayuno-uccienosaTejbCKHM HHCTUTYT BeTepH-
unapun, Bpuo, UexocnioBakus). Bruanme Tmnama Ha KyJabTHBANMIO KJIETOYHBIX M OPraHHBIX KyJab-
1yp, noaydeHHnlx H3 Tkauu tenar. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 623-631, 1975.

Ilpu noMomu IPOBEPKM LMTOTOKCHUHOCTH IpemapaTa THJAH Ha KJETOYHBIX KyJabTypax aM6puo-
HaJBHBIX TENAYBMX TOUeK 6BIIO ycTaHOBJEHO, 4TO KoHNeHTpamus 781 ur Ha 1 Ma monmepXu-
Bajomjed Cpenbl elje He BhIShIBAaJa B TedeHHe 12-IHEBHOH KyJbTHBALMM HM3MEHEHHH B KJETOYHOM
nocese. B MOBBIIEHHBIX KOHIEHTPAIMAX THJAH NeHCTBYyeT TOKCHYECKM. B OpraHHmIX KyJabTypax
TeNAYBMX TpaXeaJbHBIX SKCIUIAHTATOB elle HpPH KOHUeHTpanuu 1562 ur/mMn nopnep:xusammeis
cpensl BO BpeMsa 12-1IHeBHO# KyJbTHBALMHM He HabJIONaJOCh CyI[ECTBEHHLIX W3MEHEHWil [0 Cpas-
HEHHIO C KOHTPOJIbHBIMH 3KCIJaHTAaTaMH. HpH 60J1ee BBICOKMX KOHIEHTpPAUUAX B SMHUTEJe IKCILJIAH-
TaTOB HabJIONANHCh NHCTPOPHYECKHE HM3MEHeHUs, PasBUTHE M MHTEHCHBHOCTh KOTODHIX 3aBHCENH
OT NpHUMeHAeMOi KOHUEHTpanuHu THJaHa. IIpM mOMOIM HpOBepKM LMTOTOKCHYHOCTH IEHHUI[HIJIMHA
(KanuitHas COJb) IJISA TPaxeaJbHOTO SKCIIAaHTaTAa ObUIAa yCTAHOBJEHa mpeleibHas KOHIEHTpPAIHs
1000 M.e. Ha 1 Ma cpemer.

rvaan (Tylosin Tartrate Sterile Injectable); nemumuniun; DHTOTOKCHUHOCTS; TpaxeasbHbIE
SKCIVIAHTAThl; KJETOYHas KyJbsTypa
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ROZKOSNY V., POSPISIL Z., VRBA Z. (Veterinary Research Institute, Brno; Zenit,
Brno, Czechoslovakia). The Effect of Tylan on the Cultivation of Cellular and Organ
Cultures Derived from Calf Tissue. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 623-631, 1975.
The testing of the cytotoxicity of the T‘ylan preparation (Tylosin Tartrate Sterile
Injectible) on the cell cultures of embryonic calf kidneys revealed that even the con-
centration of 781 wg per 1 ml of maintenance medium did not cause any changes in
the cell culture within the period of twelve-day cultivation. In higher concentrations
Tylan had a toxic effect. At the concentration of 1562 ug per 1 ml of maintenance
medium, no greater changes (in comparison with control explants) were observed
in the organ cultures of calf tracheal explants in the course of twelve-day cultivation.
At higher concentrations, the epithelium of explants showed dystrophic changes
whose development and intensity depended on the dose of Tylan applied. The tests
of penicillin (potassium salt) cytotoxicity to call tracheal explants revealed the
limiting concentration of 1000 i. u. per 1 ml of medium.

Tylan; penicillin; tracheal explants; cell culture

ROZKOSNY V. POSPISIL Z.,, VRBA Z. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin,
Brno: Zenit, Brno, Tschechoslowakei). Einfluf8 des Tylans auf die Kultivation der aus
Kalbsgeweben derivierten Zell- und Organkulturen. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) :
623-631, 1975.

Durch Testen der Zytotoxizitdt des Préaparats Tylan (Tylosin Tartrate Sterile In-
jectable) auf Zellkulturen von embryonalen Kilbernieren wurde festgestellt, dal3 die
Konzentration von noch 781 ug je 1 ml Erhaltungsmedium bei zwdlftdgiger Kul-
tivation in den Zellen keine Verdnderungen auslost. In hoheren Konzentrationen
wirkt das Tylan toxisch. In Organkulturen von tracheal Kilberexplantaten wurden
noch bei einer Konzentration von 1562 ug je 1 ml Erhaltungsmedium wé&hrend einer
zwolftiagigen Kultivation keine wesentlichen Verdnderungen im Vergleich zu den
Kontrollexplantaten festgestellt. Bei hoheren Konzentrationen wurden im Explan-
tatenepithel dystrophische Verianderungen beobachtet, deren Entwicklung und In-
tensitdt von der benutzten Tylankonzentration abhidngig waren. Durch Testen der
Zytotoxizitit des Penizillins (Kaliumsalz) fiir Trachealexplantate wurde als limi-
tierende Konzentration 1000 I. E. je 1 ml Medium festgestellt.

Tylan; Penizillin; Zytotoxizitat; Trachealexplantate; Zellkultur
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RECENZE

LEHRBUCH DER ANATOMIE DER HAUSTIERE (BAND IV)
NERVENSYSTEM, SINNENORGANE, ENDOKRINE DRUSEN

R. Nickel, AL Schummer, E. Seiferle
Paul Parey, Berlin und Hamburg, 1975

Anatomie domacich zvifat (zpracovana Nicklem, Schummerem
a Seiferlem) se ve svém ¢tvrtém svazku, jehoz autorem je Seiferle, zabyva
problematikou nervové soustavy, smyslovymi dstroji a Zldzami s vnitini
sekreci. Vydanim této knihy se dopliuje uvedené dilo projektované do
péti samostatnych svazki, z kterych t¥i uz byly publikovany (pohybovy
aparit, vnitfnosti, anatomie domdcich ptak(), a v soucCasné dobé se
piedlozila odborné verejnosti kniha vyse uvedena. V roce 1975, event. 1976
se piedpoklddd vydani knihy posledni (obéhovy aparat, kiize a kozni
organy), kterd bude tvofit tfeti ¢ast celého dila.

Problematika nervové soustavy, smyslovych orgdnt a Zlaz s vnitini
sekreci je zpracovana na 426 strankach, z ¢ehoz nervova soustava na
316, smyslové orgdny na 61 a zlazy s vnitfni sekreci na 19 stranach.
Mimoto je kniha doplnéna v textu 250 obrazy, z toho 19 barevnymi.

Obsah knihy, jak je vidét z uvedeného prehledu, se pievazné vénuje
anatomii integrujicich soustav, z kterych zvlast soustava nervova
je zpracovana, v porovnani s knihami podobného charakteru, vycerpava-
jicim zplsobem na zidkladé relativné nejnovéjsich poznatki z literatury.
Vzhledem k prvofadému vyznamu této anatomické problematiky
pro ovladnuti fyziologie a patofyziologie je toto dilo mimofadné cennym
pfinosem nejen pro vlastni studium, ale i k rozvijeni védecké prace v této
oblasti. Celd problematika nervové soustavy zacina obecnymi pohledy na
tuto soustavu, pricemz se zabyva fylogenetickym a ontogenetickym vyvo-
jem, ontogenetickym vyvojem CNS, srovnavaci morfologii mozku, popisem
nervové tkané, jeji degeneraci i regeneraci. Tato obecné zpracovana Cast
predstavuje dobry vstup pro popis a pochopeni centrilni a periferni ner-
vové soustavy a pochopeni jejiho vyznamu jako soustavy integra¢ni. Pre-
hlednost a detailnost zpracovani této soustavy a doplnéni této vyznamné
staté celou fadou velmi instruktivnich a dobfe pochopitelnych &ernobilych
a barevnych obraz predstavuje v soutasné dobé zatim nejkompletnéjsi
zpracovani této soustavy v soucasné svétové knizni literatufe zabyvajici
se anatomii domaécich zvirat.

Druha integrujici soustava — zldzy s vnitini sekreci — je zpracovéna
z aspekti obdobnych jako soustava nervova.

Kapitola, ve které jsou zpracovany jednotlivé smyslové orgény, se
po kratkém tvodu zaméfuje pfimo na jednotlivé organy, na jejich zevrub-
ny popis, doplnény pro zvyraznéni nazornosti velmi kvalitnim obrazo-
vym materialem.

Kniha je doplnéna seznamem literdrnich prament, z kterych autor
¢erpal pfi zpracovani jednotlivych kapitol a jedna se o literdrni prameny
v dobé& zpracovani jednotlivych kapitol nejnovéjsi.

Prof. MVDr. D. Collak, CSc.

Vysoka 8kola zemeédélska, Praha,
Provozné-ekonomicka fakulta, Ceské Budéjovice



SPECIFITA DIAGNOSTICKYCH SER PRO URCOVANI O-ANTIGENU
ESCHERICHIA COLI AGLUTINACI

E. Salajka, Z. Sarmanova, A. Hornichova

Vyzkumny ustav veterindrniho lékafstvi, Brno

SALAJKA E., SARMANOVA Z. HORNICHOVA A. Specificita diagnostickych
sér pro urcovani 0-antigent Escherichia coli aglutinaci. Vet. Med. (Praha) 20
(10-11) : 633-644, 1975.

Séra kralika imunizovanych 0-antigeny typovych kultur E. coli aglutinovala
v radé pripadu kromé homologniho antigenu jesté jiné 0-antigeny E. coli. Ze
sady sér proti 151 0-antigeniim E. coli byla zjisténa monospecifita jen u 73 sér.
Ostatni séra nebyla monospecificka. U 34 sér byla zjisténa reaktivita s vétSim
poftem (15 az 113) 0-antigenti. Pri imunizaci dvou nebo tii kraliki stejnym
0-antigenem byla ziskana séra, ktera kromé homologniho antigenu aglutino-
vala nestejny pocet jinych 0O-antigent. U sér s nezadouci aglutinaéni aktivitou
proti veétsimu poc¢tu jinych 0O-antigent se osvédéilo vysyceni 0-aniigenem he-
terologniho kmene E. coli, ktery rovnéz vyvolal produkei Sirokého spektra aglu-
tinina proti jinym O0O-antigenum. Polyvalentni séra, ziskana smichanim néko-
lika sér monovalentnich, se neosvédc¢ila. Typové 0-antigeny byly aglutinovany
i témi polyvalentnimi séry, do nichz nebylo zarazeno ani homologni, ani zkri-
zené reagujici sérum. s

0-antigeny; zkrizena pribuznost; antiséra; nespecificka aktivita; vysycovani

Vytvateni velkych stdd hospodaiskych zvirat v obdobi kolektivizace
zemé&délstvi aktualizovalo nékterd onemocnéni hospodarskych zvirat, kte-
ra se v dfivéjsi dobé v drobnych hospodafstvich vyskytovala jen spora-
dicky a neméla tedy zdvazné narodohospodéaiské dasledky. Z infekénich
chorob to byly respiratni a enterdlni infekce mladat, které v novych pod-
minkach nabyly charakteru enzootii. V obdobi industrializace Zzivocisné
vyroby tyto enzootie vystupuji je3té vice do popfedi a predstavuji velmi
zdvazné nebezpeci pro ekonomiku téch asekii Zivotisné vyroby, které jsou
zaméfeny na produkci selat a telat. Vyvstala tedy naléhava potieba vé-
novat se témto chorobam z hlediska jejich epizootologie, etiologie, pato-
geneze a prevence.

Mezi nové aktudlni enzootie patii nesporné koliinfekce mladat. Dii-
v€isi rozpaky nad ukazem, Ze prislusnici bakteridlniho druhu Escherichia
coli, nalézani hlavné jako neskodni stfevni komenzélové, byli pokladini
i za vyvolavatele smrtelnych onemocnéni, byly postupnym ziskdavanim
novych poznatkt rozptyleny.

Taxonomicka kritéria pro zafazeni bakterii do uzndvanych rodi &i
druhii zahrnuji kromé vlastnosti ristovych, morfologickych a tink&nich
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hlavn& enzymatickou aktivitu vii¢éi fadé substrati. Tato kritéria viak ne-
stadila pro rozlideni patogennich Escherichii od nepatogennich. Patogenita
bakterii neni zpravidla ani mezi taxony zahrnovéna. Dal3i tfidéni uvnit#
bakteridlnich druhti je do urcité miry umozZnéno rozliSovanim antigen-
nich determinant a dale pritkazem produkce toxickych substanci.

Sérologicka diferenciace antigenti E. coli, zapoCatd v roce 1943 Kauff-
mannem, prokézala, Ze kmeny E. coli vyvolavajici prijmy u déti bylo
moZno zafadit do nékolika malo séroskupin (026, 055, 0111, 0126) odlis-
nych od séroskupin kment saprofytickych a kment vyvolavajicich jind
onemocnéni. Price veterinarnich mikrobiologii (Wramby, 1048, Soj-
ka aj., 1957) ukézaly, Ze kmeny patogenni pro mlddata hospodaiskych
zvifat prislugi do nékolika jinych séroskupin. Tato zjisténi méla za na-
sledek jednak dedukci, Ze patogenni typy E. coli jsou druhové specifické
a antigenné& odli§né od kment saprofytickych, jednak snahu patogenni
typy diferencovat sérotypizaci. Tato snaha je dokumentovana tim, ze do
soutasné doby jiz bylo u druhu E. coli mezinarodné evidovano 157 O-an-
tigenti (somatickych), 93 K-antigenti (kapsuldrnich nebo obalovych) a 52
H-antigenti (Fasinkovych).

PFitomnost K-antigenii zpravidla brini vazbé& o-antigenti se specific-
kou protilatkou. Proto p¥i sérologické typizaci O-antigenti je nutné pie-
dem K-antigen rozrudit bud povafenim kultur ve vodni lazni pfi teploté
100°C (v pfipadech K-antigent typu L a B), nebo autoklavaci pfi teplo-
té¢ 121°C (v pfipadech K-antigent typu A). P¥i termické preparaci se
souCasné rozrudi i H-antigeny.

Vlastni sérotypizace Escherichia coli sama o sobé& pfedstavuje svizelny
problém, ktery je dian dvéma p¥i¢inami:

1) Escherichia coli je bakteridlni druh o mimofadné velkém poltu séro-
typt, z CehoZ vyplyva potFeba velkého poctu specifickych diagnostic-
kych sér.

2) Pfisludnici bakteridlniho druhu E. coli pfedstavuji vyznamnou souast
stfevni flory zdravych zvifat. Stievni fléra pfedstavuje antigenni im-
puls, na ktery hostitel odpovidd tvorbou protilitek a tyto protilatky
jednak ve formé& koproantildtek zpé&tné ovliviiuji sloZeni stfevni flory,
jednak se objevuji v krevnim séru a jsou podstatou tzv. pFirozenych
protildtek. V diisledku toho jsou i v séru neimunizovanych zvifat pii-
tomny protilatky, které reaguji s ¥adou sérotypit E. coli (Salajka,
1967, Kashiwazaki a Namioka, 1969). Jejich hladiny u ob-
vyklych donatori diagnostickych sér — kraliki — byvaji sice nizké,
ale pfi imunizaci se Casto projevi nespecificky ,booster efekt”, ktery
ma za nasledek zvy3eni titru aglutinind proti jinym antigentim.

Je v8ak moZné konstatovat, Ze v Ffadé publikaci zabyvajicich se séro-
typizaci E. coli je okolnost zkfiZenych a nespecifickych reakei diagnostic-
kych sér brina v tvahu miniméilng&, nebo je viibec opomenuta, pfestoze
Ewing aj. (1956) v samostatné monografii zvefejnili vysledky zk¥iZe-
ného sérologického vysetfeni typovych kultur E. coli séroskupin 01-0137
a zjist€né Cetné zk¥iZené reakce interpretovali jako reciprofni a unila-
terdlni p¥ibuznost mezi antigeny E. coli. Tak nap¥. u O-antigenu stan-
dardniho reprezentanta séroskupiny 01 uvadéji recipro¢ni p¥ibuznost se
skupinami 02, 050, 064 a soutasn& unilateralni p¥ibuznost s 010, 014, 070

634 VETERINARNI MEDICINA — 1975



a 0117. Ze 137 typovych O-antigeni uvadénych v této praci nebyla pouze
u 21 typového kmene zjidténa zkfizend aglutinace se sérem jiného typu.
Obdobné tdaje uvadéji tito autofi i u K- a H-antigent E. coli.

ZkiiZzenou antigenni pfibuznost nékterych sérotypt E. coli s pfislus-
niky jinych rodi z Celedi Enterobacteriaceae zjistila ¥ada pracovnikd.
Pfehled o téchto udajich uvadi ve své monografii Sojka (1965).

Zvlastni pripad heterospecifické sérologické p¥ibuznosti predstavuije
spoletny antigen Enterobacteriacei, ktery objevili Kunin aj. (1962).
Tito pracovnici zjistili, Ze sérum E. coli 014 reaguje v reakci inhibice he-
maglutinace s velkou Fadou O-séroskupin E. coli a se zastupci dalich rodt
teledi Enterobacteriaceae.

S ohledem na uvedené okolnosti, které mohou nepfiznivé ovliviiovat
specifitu diagnostickych sér, bylo v této praci provedeno zkiiZené vyset-
feni fady antisér k urfovani o-antigend E. coli pomalou aglutinaci. Dale
jsme se pokusili o odstranéni nezadouci aglutinalni aktivity u sér, kterd
se touto vlastnosti vyznacovala, a o sestaveni sady sér pouzitelné pro ty-
pizaci O-antigenti suspektné patogennich kment E. coli, izolovanych z hos-
podéiskych zvifat.

MATERIAL A METODA

KMENY E. COLI

Zikladnim materidlem byly typové kultury E. coli pro 0-antigeny 01-0157
ziskané prostrednictvim Ceskoslovenské sbirky mikroorganismit z International
Escherichia Centre v Kodani. Z této fady byly podle sdéleni z uvedeného centra
vyrazeny typové kultury 031, 047, 067, 072, 094 a 0122 z divodd uhynuti & pFislus-
nosti k jinym bakterialnim druhum, takZe pro pfipravu antigent a sér byl pouZit
151 kmen E. coli.

TYPIZACNI SERA

Monovalentni typiza¢ni séra byla pfipravena imunizac{ kralikt 0-antigeny uve-
denych typovych kultur. Bujénové kultury (18 hodin pfi teplot& 37 °C), autoklavo-
vané dvé hodiny pfi 1,5 atm pietlaku byly dvakrat vyprany ve fyziologickém roz-
toku a pak rozsuspendovany na objem puvodni kultury ve fyziologickém roztoku
s 0,59, fenolu. Takto pripraveny 0-antigen byl vst¥ikovan kralikim i. v. ve t¥{den-
nich intervalech ve stoupajicim mnozstvi: 0,25 ml, 0,5 ml, 1,0 ml, 1,5 ml a 2,0 ml. Za
tfi az pét dni po posledni imunizaéni davce byla odebirdna krev z u$ni vény pro
orienta¢ni vySetieni titru specifickych aglutinint. Pokud titr nedosahoval hodnoty
5120, byla podana je$té jedna davka (2 ml) 0-antigenu. Pak jiZ bez ohledu na to,
zda doslo ¢i nedo$lo ke zvySeni hladiny aglutinini, byl kralik za osm dni po
posledni injekci antigenu vykrven kardidlni punkci. Ziskané sérum bylo konzer-
vovano aa sterilnim glycerinem, smichanym rovnéz aa s fyziologickym roztokem
s pridavkem merthiolatu (1 :10 000).

Kromé titru specifickych aglutinint se u kazdého séra zji§tovalo vhodné pra-
covni Fedéni. Sérum bylo naiedéno fenolizovanym fyziologickym roztokem v po-
mérech 1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800a 1:1600. K 0,1 ml uvedenych
redéni séra bylo ptridano po 0,5 ml 0O-antigenu (jeho pfiprava je uvedena d&le
v textu). Po 18 aZz 20hodinové inkubaci v termostatu pii teplot& 37 °C byly odeéftiny
vysledky. Jako pracovni fedéni se pak pouZivalo nejvys§i fedéni séra, které v mnoz-
stvi 0,1 ml davalo s 0,5 ml antigenu vyraznou aglutinaéni reakci. Cim vy33{ je titr
aglutinint, tim je sérum vhodnéjsi, nebof pri vysSim fedéni se vyluéuje vliv Fady
eventualné pritomnych nespecifickych protilatek, projevujicich se pfi fedéni niZ$im.
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Vétsina sér pripravenych imunizaci jednotlivymi antigeny byla zastoupena
jednim sérem. Ve 28 piipadech bylo zaiazeno po dvou sérech a v péti pripadech po
tiech sérech proti jednomu antigenu. Celkem tedy byla aglutinaéni aktivita vySe-
trovana u 189 monovalentnich sér se 151 0-antigeny.

ANTIGENY PRO AGLUTINACI

0-antigeny byly pripravovany tak, ze kultury E. coli byly naockovany do ma-
sopeptonového bujonu ve zkumavkach a inkubovany pies noc v termostatu pri
teploté 37 °C. Pak se dvouhodinovou autoklavaci pii 1,5 atm pretlaku rozrusily
K-antigeny. Po zchlazeni byly antigeny konzervovany ptridavkem 109, vodné sus-
penze fenolu na vyslednou koncentraci 0,59, fenolu a upravena hustota nefel -
metrem na standardni hodnotu 0,5 miliardy zarodkt v 1 ml.

PROVEDENI A POSOUZENI AGLUTINACNICH REAKCI

Vlastni vySetieni reaktivity sér s 0-antigeny se délala pomalou aglutinaci ve
zkumavkach. Séra v pracovnim redéni byla rozplnéna do aglutina¢nich zkumavek
v mnozstvi a 0,1 ml. Pak nasledovalo pridani antigent v mnozstvi a 0,5 ml auto-
matickou pipetou. Pri tomto zpusobu rozplnovani antigenu doslo soucéasné k jeho
promichani se sérem. Jako kontrola byl zarazovan antigen bez séra. Po 18 aZ 20ho-
dinové inkubaci v termostatu pii teploté 37 °C byly odeditany vysledky. Reakce byly
posuzovany pri umeélém osvétleni stolni lampou se stinidlem postavenym tak, ze
zkumavka byla dobre osvétlena, ale svétlo nevnikalo do o¢i posuzujici osobé.

VYSLEDKY

Titry specifickych aglutinini u 189 vySetfovanych monovalentnich
sér byly v rozmezi 80 aZ 20480, a to 20480 u 65 sér, 10240 u 27 sér,
5120 u 29 sér, 2560 u 30 sér, 1120 u 21 séra, 640 u 5 sér, 320 u 6 sér, 160
u 3 sér a 80 u 3 sér. Pouzitelnd pracovni Fedéni byla tato: 1:200 u 41
séra, 1 : 100 u 71 séra, 1 : 50u 52 sér,1:25u 17 séral: 10 u 8 sér.

Pii zkFiZeném vySetfeni 189 sér se 151 O-antigeny dédvala viechna sé-
ra v pouzitém pracovnim fedéni zFetelnou aglutinaci (na 4) s odpovi-
dajicimi O-antigeny, pouzitymi k jejich pripravé. Kromé& téchto specific-
kych reakci bylo v fadé pfipadi zjisténo, Ze séra v pracovnim fedéni aglu-
tinovala (na 2* az 4%) je3té o-antigeny jinych typovych kultur E. coli.
Ze zkousenych 189 sér reagovala jako monovalentni pouze 73 séra
U vsech ostatnich sér byly zjistény vedlejsi reakce bud s men3im poctem
jingch antigent (82 sér), nebo s vétsi fadou antigent (34 séra).

V piipadech, kdy jeden antigen byl pouzit k imunizaci dvou nebo
tfi kraliki, byla ziskdna séra, kterd se zna¢né lisila pFitomnosti nespeci- -
fickych aglutinini. Prehled o nespecifické aglutina¢ni aktivité téchto sér
je uveden v tab. I. V této sadé sér byla i dvé séra proti antigenu 014,
onémz Kunin aj. (1962) uvadéji, ze ma dobfe vyvinuty spole¢ny anti-
gen Enterobacteriacei. Av3ak ze dvou sér proti tomuto antigenu reagovalo
s velkym poctem O-antigent pouze jedno, a to sérum kralika ¢. 273, které
vykazovalo zkfiZenou aglutina¢ni aktivitu se 17 O-antigeny a jednostran-
nou se 74 O-antigeny. Sérum kralika ¢. 491, imunizovaného rovnéZz anti-
genem 014, reagovalo zkfiZené pouze se 3esti O-antigeny a jednostranné
se dvéma O-antigeny. Ukaz rozdilné nespecifické aktivity jako u sér proti
anti%enu 014 byl zjistén ve 27 piipadech, které jsou vesmés uvedeny
v tab. I.
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I. Nespecificka aglutinaéni aktivita sér kralikti imunizovanych stejnymi 0-antigeny

E. coli
Antisérum Borét sedleiiuh Antisérum Bodet Vel
séro- Lislo zkrize- jedno- séro- Cislo zkfize- jedno-
skupina kralika nych [strannych skupina krélika nych |strannych
08 240 1 0 092 340 31 70
362 1%) 2%%) 509 11 4
460 1 30
0100 346 5 84
09 269 0 1 510 2 13
262 0 0
285 0 0 0103 134 8 30
511 0 0
014 2% . z 0104 348 14 39
512 4 2
018 461 26 69 42
493 6 3 s i = y
024 2176 17 20 0107 371 36 70
494 10 7 516 27 50
027 277 0 26 0115 139 16 97
495 0 0 517 5 3
029 279 0 44 0127 143 14 87
492 0 7 518 4 1
034 281 8 15 0128 144 19 40
496 3 0 530 5 4
041 204 2 40 0131 389 30 34
497 0 2 520 27 51
0133 145 37 39
058 308 2
0137 146 23 36
059 309 4 68 185 1 0
499 0 2 528 4 0
064 315 6 63 0138 220 1 1
500 1 2 467 2 5
078 194 2 0 0129 e : g
210 1 0
502 0 6
085 333 12 40 0141 471 0 0
529 2 1 466 34 60
503 32 53
086 400 2 5
515 1 3 0147 211 1 3
468 40 38
087 335 21 35 0149 439 0 4
508 19 41 474 0 1

*) Sérum proti antigenu 08 aglutinuje i antigen 093
Sérum proti antigenu 093 aglutinuje i antigen 08

**) Sérum proti antigenu 08 aglutinuje i antigeny 02 a 074
Séra proti antigentiim 02 a 074 neaglutinuji antigen 08
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II. Vysyceni neziadoucich aglutinini antigenem 0131

Sérum nevysycené
séroskupina /. kralika/ prac. fedéni
Ko 014 i 014 017 018 020 027 049 069 092 | 0141
Antigen pedn) .
273 | 491 564 461 115 277 300 319 340 | 466
100 200 200 200 = 200 200 200 200 200 200
014 - 44 | 4+ 1+ o 14 24 | 3+ 24+ | 3+ 3+
017 — 4+ 1+ | 4+ | 3+ — 24 24 3+ | 3+ | 2+
018 - 4+ = — | 4+ — 2+ 1+ 14+ | 3+ | 2+
020 — | 4% ~ — | 2+ |4+ [ 2+ | 3+ | 2+ | 3+ | 2+
027 — 4+ | 1+ - | 24+ — | 34+ [ 24+ | 24+ | 34+ | 2+
049 — |4+ 3+ | — [ 3+ [ — |3+ | &+ | 3+ | 4+ | 3+
069 — 4+ | 1+ — |2+ | — [ 2+ | 2+ | 4+ | 2+ | 3+
092 - 3+ | 3+ 14 3+ 1+ 3+ 3+ 3+ | 4+ | 3+
0141 — |3+ |2+ |1+ |3+ | 1+ | 2+ | 3+ | 3+ | 3+ | 4+
02 — 4+ - = 14 — — 14+ 1+ | 14 1+
08 = 4+ — = 14 = 1+ 1+ | 2+ | 3+ 1+
09 — 4-+ — — - — - — — - -
015 — |4+ |1+ | — |2+ | — |1+ |3+ | 3+ | 3+ | 2+
045 - 4+ 1+ — 3+ - 14 2+ 24+ | 3+ | 2+
073 == 4- 1+ 2+ | 2+ - 1+ 2+ | 3+ | 3+ | 3+
078 — 4+ 14 1+ 3+ 1+ 14 | 3+ | 34+ | 3+ | 2+
0101 — 44 — — | 3+ - 1+ | 34+ | 3+ | 3+ | 3+
0115 — |4+ | — — |1+ | — [ 1+ [ 1+ |2+ |2+ | 2+
0116 = 4+ — — — — — - | 1+ | 1+ 1+
0117 - 4+ - — | 2+ — 1+ | 24+ | 34+ | 24+ | 2+
0137 = 4-+ 1+ — | 4+ — 2+ 24 | 3+ | 3+ 3+
0139 = 44+ — - 24 - = 2+ 3+ | 2+ | 2+
0147 = 4+ - — | 3+ — 14 1+ 14 | 2+ 1+
0149 — | 4% | 1+ | 3+ | 3+ — |1+ "1+ [ 2+ | 2+ | 1+

Vysledky tohoto vlastniho Setfeni byly porovniny s vysledky
Ewinga aj. (1956). V citované monografii byla ze 137 sér proti o-an-
tigenim E. coli zjisténa monospecifita u 46 sér. Souhlasnost v monospe-
cifité sér obou soubort byla ve 24 pifipadech. Souhlasnost ve vedlejsich
zkfizenych reakcich byla zjisténa v osmi pfipadech pro jeden nespecific-
ky antigen, ¢tyfikrat pro dva antigeny a jedenkrat pro tri antigeny. Pre-
vazna vétsina vedlejdich reakci at jiz zkfizenych ¢i jednostranngch ve
srovnavanych souborech sér byla odlisna.

Uvedené vysledky ukazaly, Ze pouze ¢4st sér byla vhodnd pro pfimé
pouziti k typizaci O-antigent E. coli. U vétsi ¢asti sér bylo tfeba uvaZo-
vat o odstranéni nezddoucich zkfizenych reakci. JelikoZ vysycovani s vét-
§i radou antigenﬁ nepfichézelo v avahu, byly pokusné zkouseny dva jiné
zptisoby k odstranéni nezidoucich aglutinini, a to: a) vysyceni sér O-an-
tigenem takového kmene E. coli, ktery provokoval produkci protilatek pro-
ti velké fadé o-antigenit (byl zvolen antigen 0131); b) vyvéazéani specific-
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Sérum vysycené

séroskupina [¢&. kralika/ prac. fedéni

014 014 017 108 020 027 049 069 092 0141
273 491 564 461 115 277 300 319 340 466
100 100 200 200 50 100 100 200 E 50 200
44+ |3+ | — | - — - - - 1+ -
1+ — | 4+ — — — - B 2+ -
= — | = [ 3+ — - - - — -
P e . - = = iF =
1+ | 1+ | — | — — 4t = — 1+ =
1+ | - [ = | = — = 4+ — 1+ -
1+ | - - | = B - B 3+ 1+ -

= = = — = = = =y 4t
1+ %3 — 14 - —= — o 1+ 3+
1+ | -1 - - - — - — —

3+ | — | — | - B = — - - —
1+ = = = — — = = 1 —
1+ — | 24 == #= = = — 1+ —
44 — = = = — — = = 2
2+ | — | — [ = — - - - - -
S =1 =1 = - - = = = =

kych protilatek na suspenzi homologniho kmene E. coli a jejich nasledné
uvolnéni vlivem 2,5 M MgCl, (modifikace metody z price Glausera
a Islikera, 1971). Z téchto dvou zkou3enych postupli se u Fady sér
osvédcilo vysyceni antigenem 0131 (tab. II).

Postup druhy nedal Zddouci vysledek, jelikoz u protilatek vyvazanych
na homologni kmen a pak uvolnénych se nadéle objevovala nespecificka
reaktivita s Fadou jinych O-antigend.

Ve snaze po zjednoduseni typizace pii zafazeni maximélniho poctu
typiza¢nich sér bylo zkouSeno pouZiti polyvalentnich skupinovych sér
pfipravenych smichdanim sér monovalentnich. Zkouseni tohoto zptsobu
typizace bylo zaloZeno na predpokladu, ze kmeny E. coli urcené k séro-
typizaci by byly testovany nejprve s nékolika séry polyvalentnimi a podle
vysledkii by pak jednotlivé kmeny byly testovany jen s témi séry mono-
valentnimi, kterd jsou zastoupena v polyvalentnim séru, kterym byl dany
kmen aglutinovén.
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Nejprve byla pripravena tfi polyvalentni séra obsahujici po deseti
sérech monovalentnich, kterd nevykazovala zk¥fizené reakce s jinymi
O-antigeny. Séra byla ve smési zastoupena v pomérech, které odpovi-
daly jejich pracovnim Fedénim. S t€mito polyvalentnimi séry pak byly
orientatné zkouseny kmeny E. coli znamych séroskupin. Vysetfeni vsak
ukazalo, Ze fada kment E. coli ddvala pozitivni aglutina¢ni reakce s vice
skupinovymi séry nez jen s tim, které obsahovalo antisérum vii¢i nim.

Pak bylo pfipraveno sedm polyvalentnich smiSenych sér sestavenych
tak, Ze zkPiZzen¢ reagujici monovalentni séra byla ddna do téhoZ polyva-
lentniho séra. Tato séra byla pfed smichanim vysycena antigenem 0131.
Vysledek vy3etfeni aglutina¢ni aktivity téchto sér s Fadou antigent byl
viak jen o néco maélo lep3i nez s prvymi tfemi polyvalentnimi séry.

Protoze vysledky s pouzitim polyvalentnich sér byly zatim neuspo-
kojivé, bylo od tohoto zptisobu typizace v dané dobé& upusténo.

Jelikoz pouziti polyvalentnich sér pro typizaci E. coli nebylo v sou-
Casné dobé na vlastnim pracovisti uspokojivé rozieseno a jelikoZ pouZi-
vani monospecifickych antisér proti vSem dosud evidovanym oO-antigentim
E. coli je mimofadné pracovné nédro¢né, bylo rozhodnuto pouzivat pro
typizaci O-antigenti E. coli jen antiséra proti O-antigentim téch sérotypti
E.dcoli, ktera jsou oznafovany za patogenni pro hospodafska zvyrata a pro
lidi.

Na zékladé vlastnich pifedb&znych vysledki pfi typizaci E. coli z hos-
podafskych zvifat a podle udaji z literatury byla sestavena fada antisér,
ktera byla rozdélena na dvé skupiny. Do prvni skupiny byla zafazena
séra proti séroskupinam E. coli uvadénym do souvislosti s koliinfekcemi
u zvifat. Ve skupiné byla 44 séra proti néasledujicim 0-antigeniim: 02, 03,
08, 08 + 0141, 09, 010, 011, 013, 015, 021, 023, 024, 035, 041, 045ac, 049,
064, 069, 073, 076, 077, 078, 083, 088, 0101, 0102, 0103, 0108, 0109, 0115,
0116, 0117, 0119, 0133, 0135, 0137, 0138, 0140, 0141, 0147, 0149, 0150
a 0157.

Druhou skupinu tvofilo 35 sér pro urovédni O-antigenti E. coli udava-
nych v soucasné dob& za patogenni pro ¢lovéka: 01, 04, 06, 07, 018ab,
020, 022, 025, 026, 028, 044, 051, 055, 075, 086, 0111, Oll2ac, 0114, 0124,
0125, 0126, 0127, 0128, 0136, 0142, 0143, Q144, 0145, 0148, 0151, 0152,
C153, 0154, 0155 a 0156.

Vysledek zkfiZzeného vysetfeni vybranych a pfedem vysycenych 79
antisér s antigény pouZitymi k jejich p¥ipravé je uveden v tab III. Pfi
pouziti udaji uvedenych v této tabulce jako kli¢e bylo mozné u vétsiny
typovanych kment E. coli z telat a selat urcit o-antigen.

Terénni kmeny E. coli byly typizovany tak, Ze byly nejprve vyset
feny se séry prvé skupiny, tj. s antiséry proti zndmym a suspektnim zvi-
Fecim patogentim. Neurcené kmeny E. coli byly pak dile vy3etfovany se
séry druhé skupiny, tj. proti humannim patogeniim. Kazdy kmen byl
tedy vy3etfovan bud se 44 nebo 79 séry.

DISKUSE
Vysledky obsihlého zkiizeného vy3etfeni antisér proti typovym kul-
turam E. coli ukazaly na zvlastnost situace pfi typizaci bakterii rodu

Escherichia proti situaci u bakterii jingch rodd. Tyto vysledky lze srov-
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II1. Reaktivita 0-antigent E. coli se sadou 79 vybranych sér

Aglutinovan antiséry

Aglutinovan antiséry

Antigen Antigen
specific- nespecific- specific- nespecific-
kymi kymi kymi kymi
08+ 0141, 0103 0103 =
01 01 0117, 0154 0108 0108 0111
02 02 035 0109 0109 -
03 03 — 0111 0111 —
04 04 — 0112a,c 0112a,c 028
06 06 — 0114 0114 —
07 07 025, 069 0115 0115 0141
08 08, 08 + 0141 = 0116 0116 —
0810141, 0117 0117 —
08 10141 08, 0141 = 0119 0110 —
09 09 055 080141, 09,
010 010 0141 0124 0124 022, 0111
011 011 - 0125 0125 —
013 013 073 0126 0126 -
015 015 - 0127 0127 0126
018a,b 018a,b — 0128 0128 086, 0127
020 020 = 0133 0133 013, 077
021 021 - 0135 0135 013
0811041, 0136 0136 —
022 022 09,0111 0137 0137 078
023 023 = 0138 0138 —
024 024 0112a,c 0139 0139 018a,b,0141
025 025 - 0140 0140 —
026 026 — 1041,
028 028 0119, 0126 0141 08 +0141 0111
035 035 = 0142 0142 —
041 041 — 0143 0143 —
044 044 011 0144 0144 0112a,c
045a,c 045a,c 018a,b 0145 0145 =
049 049 o101 0147 0147 =
051 051 = 0148 0148 —
055 055 = 0149 0149 0117
064 064 = 0150 0150 —
069 069 0147 0151 0151 .
011, 044
073 073 0125 i L) >
e e = 0153 0153 =
s s - 0154 0154 04,0114
e 7 - 0155 0155 =
078 078 0141 0156 s | oizs
083 083 = 0840141, 09,
086 086 — 0157 0157 022, 0111
088 088 04
0101 0101 —
i 04, 024, 026,
0102 0102 0103,0141
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nat jen s udaji, které zvetejnili jiz v r. 1956 Ewing aj. a které pii ty-
pizaci E. coli né&ktefi autofi respektovali, zatimco jini je viibec nebrali
v Givahu. Srovnani vlastnich vysledki s vysledky této prace viak ukéza-
lo, ze predpoklddand rozsdhla antigenni piibuznost mezi piedstaviteli
riznych séroskupin E. coli je opravnénd jen omezené, a tedy zdaleka ne
v rozsahu uvadéném v citované praci.

Kromé typového kmene E. coli s antigenem 014, u né&jz Kunin-aj.
(1962) zjistili pritomnost antigenu spoletného pro Enterobacteriaceae,
vyvolaly i jiné typové kmeny produkci protilatek reagujicich s velkou
fadou O-antigenti. Toto zji§téni ukazuje na pFitomnost spole¢ného anti-
genu i u fady dal3ich kment E. coli. Schopnost odpovidat na tento anti-
gen tvorbou aglutininti byla zjisténa jen u né&kterych kraliki.

Nélez rozdilné zkfiZené aglutina¢ni aktivity u sér ziskanych ze dvou
¢i tii kralikGt imunizovanych stejnymi O-antigeny a déle zjisténi rozdilu
v nélezu recipro¢nich a unilaterdlnich zkiizenych reakci u obsdhlého
vlastniho souboru sér pii srovndni s udaji z prace Ewinga aj. (1950)
ukazuji, Ze prevazna cast téchto zkfiZzenych reakci neni disledkem pri-
buznosti O-antigentt typovych kultur E. coli, ale dtsledkem pFitomnosti
protildtek proti spoletnému antigenu Enterobacteriacei, nebo protilitek
proti antigenim Fady séroskupin u kriliki — donétort diagnostickych
sér. Tato zjisténi vsak nepopiraji existenci pribuznosti mezi typovymi
O-antigeny E. coli. Av3ak ani z tohoto vlastniho vy3etfeni, ani z citova-
nych adaji Ewinga aj. (1956) nelze urcit, kterych o-antigent E. coli
se to jmenovité tyka.

Ukaz vyskytu spoletného antigenu u rady typovych kultur pro rtzné
o-antigeny byl sice pro typizaci na prvni pohled neptijemnou komplikaci,,
ale moznost vysyceni protilatek proti nému jinym kmenem podobné reagu-
jicim tuto komplikaci odstranila. O tomto zpiisobu odstrafiovani nezadouci
aktivity typizacnich sér neni jinde referovéno.

Zavaznym problémem je pfiprava polyvalentnich sér k typizaci E.
coli. Ukaz, kdy typové antigeny byly aglutinoviany vice polyvalentnimi’
séry, a to i témi, do nichz nebylo homologni antisérum zafazeno, lze
vysvétlit dosaZenim uc¢inné hladiny aglutinini v dasledku jejich sumace:
z jednotlivych sér, u nichz ve stavu ,monospecifickém*” jsou v hladinach
nepritkaznych. Ewing aj. (1956) navrhuji pro typizaci O-antigent E.
coli 01 — 0137 a OX1 — OX9 pouzivani osmi polyvalentnich sér. Jednot-
liva polyvalentni séra jsou sestavena tak, Ze séra ,zkiiZené reagujicich
c-antigent“ jsou zafazena vedle sebe do stejného polyvalentniho séra.
Uvadéji viak, Ze fada kment E. coli je aglutinovana vice polyvalentnimi
séry.

Pouzivani polyvalentnich sér ve sloZeni navrzeném Ewingem aj.
(1956) uvadi Glantz (1971), ale z jeho prace neni zfejmé, jak se
vyporadal s piipady, kdy jeden kmen E. coli reagoval s vice polyvalentnimi
séry. Ve vlastni praci byl vyskyt aglutinability néktergych kmeni E. coli
ve vice polyvalentnich sérech diivodem, proc¢ %ylo od polyvalentnich sér
upusténo. Snad tato okolnost viceprdce neni na zavadu v laboratofich,
kde jsou k dispozici vysoce vykonné automaty pro sérotypizaci (Glantz,
1971, Guinée aj, 1972, Brent a Vosti, 1973). V pomérech,
kde je k dispozici jen jednoduché vybaveni, vsak tato okolnost praci
znalné ztéZovala. V této situaci se jevilo schidngjsim pouzZivani sady
.monovalentnich sér“, u nichz je tolerovin omezeny men3i pocet znamych
vedlejsich reakci s jinymi O-antigeny.
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Doslo dne 12. 6. 1975

CAJIAVIKA E. IIIAPMAHOBA 3., T'OPHHUXOBA A. (HayuHo-mcclienoBaTejbCKMil WMHCTHTYT
veTepuHapuy, BpHo, Uexocnosaxusa). Chnenu$HIHOCTS NHMArHOCTHYECKHX CHIBOPOTOK AJsA OIpene-
neuna O-axruresoB E. coli arrmormnanmeir. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 633-644, 1975.

ChIBOPOTKA KpOJMKOB, MMMYyHH3HpOBaHHbIX (-aHTHreHaMH THNOBHIX KyiaeTyp E. coli, arriaoru-
HUpOBaJa B pale clydaes, NOMHMO TIOMOJOrMYHOrO aHTUreHa, eme npyrue O-anrurest E. coli.
Ha cepuu cmsoporok nporus 151 O-aurtureny E. coli 6mna ycraHosieHa MOHOCHEI[MPHUHOCTD
aumb y 73 ceiBopoToK. OcraspHble CHIBODOTKH He ObliM MOHOocmemupuueckuMu. Y 34 CHIBOPOTOK
6ria ycTaHOBJeHa peakTWBHOCTE C GonpmuM wucaoMm (15—113) O-amrurenos. Ilpy uMMyHu-
s2lluM 2—3 KpOJHMKOB OXMHAKOBHIM (-aHTUreHOM OBIIM IOJNy4eHbl CHIBOPOTKH, KOTOPbLIE TIOMHMO
rOMOJIOTMYHOTO AHTHI€HA AarrJIOTHHHPOBAJM pasHoe uHca0o Ipyrux 0-aHTHreHOB. Y CHIBOPOTOK
C He)elaeMOUW arrJiOTHHAIMOHHOH aKTHBHOCTBIO K GonbmeMy uucny npyrux (-aHTureHOB Onpas-
nana ceba abcopbuus O-aHTureHOM rereposornuHoro mramma K. coli, KOTOpEIl Tak:Ke BbLI3BAJ
NIPOAYKIIMIO LIMPOKOTO CreKTpa arrjioTHHUHOB K npyruM O-anrurenaM. IlosupaneHTHas CHIBO-
POTKa, NOJydYeHHas CMEIIHBAHHEM HECKOJBKMX CHIBODOTOK MOHOBaJeHTHBIX, He OmpaBnmana cebs.
Tunossie 0-aHTUTEHBI arJIOTHHUPOBAJINCE TakKXe TeMUu MOJUBANIEHTHEIMHA CEIBODOTKaMH, Kyna He
BKJIIOYAJIMCh HM TOMOJIOTHYHAS, HU IEPEeKPeCTHO pearupyilas ChHIBOPOTKH.

(-aHTHIreHsl; IepekpecTHOe pOIUCTBO; AaHTHCLIPOBOTKA; HCCHCL[HéH‘{eCKB.K AKTHUBHOCTL; HGCOPGHHH

SALAJKA E., SARMANOVA Z. HORNICHOVA A. (Veterinary Research Institute,
Brno, Czechoslovakia). The Specificity of the Diagnostic Serums for the Agglutination
Determination of E. coli 0-Antigens. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 633-644, 1975.

The serums of rabbits immunized by the 0-antigens of the E. coli test strains
agglutinated, in frequent cases, not only the homologous antigen but also other
0-antigens of E. coli. In the whole set of serums against 151 0O-antigens of E. coli,
monospecificity was found only in 73 serums. Other serums were not monospecific.
Thirty-four serums showed reactivity with a greater number of 0-antigens (15 to
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113). The immunization of two or three rabbits with the same 0-antigen provided
serums which agglutinated different numbers of other 0-antigens besides the ho-
mologous antigen. In the serums with an undesirable agglutinating activity against
a greater number of other 0-antigens. good resulls were obtained by the 0-antigen
absorption of the heterologous E. coli strain which also evoked the production of
a wide spectrum of agglutinines against other 0-antigens. The polyvalent serums
obtained by the mixing of several monovalent serums did not prove suitable. The
test 0-antigens were agglutinated even by a polyvalent serum set comprising neither
a homologous nor a cross-reacting serum.

0-antigens; cross-relationship; antiserums; non-specific activity; absorption

SALAJKA E. SARMANOVA Z., HORNICHOVA A. (Forschungsinstitut fiir Veteri-
nidrmedizin, Brno, Tschechoslowakei). Spezifitit der diagnostischen Seren zur Bestim-
mung der E. coli 0-Antigene durch Agglutination. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) :
1 633-644, 1975.

Die mit 0-Antigen von E. coli-Typenkulturen gewonnenen Kaninchenseren aggluti-
nierten in zahlreichen Fallen auller dem homologen Antigen noch andere E. coli-
-0-Antigene. Bei einer Reihe von Seren gegen 151 E. coli-0-Antigene wurde eine Mo-
nospezifitit nur bei 73 Seren festgestellt. Die ilbrigen Seren waren nicht monospe-
zifisch. Bei 34 Seren wurde eine Reaktivitit mit einer grolleren 0-Antigenanzahl
(15 bis 113) festgestellt. Bei der Immunisierung von zwei oder drei Kaninchen mit
dem gleichen 0-Antigen wurden Seren gewonnen, die auller dem homologen Antigen
eine ungleiche Anzahl anderer 0-Antigene agglutinierten. Bei Seren mit uner-
wiinschter Agglutinationsaktivitit gegen eine grolere Anzahl anderer 0-Antigene
bewihrte sich die Absidttigung mit dem 0-Antigen eines heterologen E. coli-Stammes,
der auch die Produktion eines breiten Spektrums von Agglutininen gegen andere
0-Antigene ausloste. Die durch Vermischen einiger monovalenten Seren gewonnenen
polyvalenten Seren haben sich nicht bewihrt. Die Typen-0-Antigene wurden auch
mit jenen polyvalenten Seren agglutiniert, in welche weder homologes noch kreuz-
weise reagierendes Serum eingereiht wurde.

0-Antigene: gekreutzte Verwandschaft; Antiseren; nichtspezifische Aktivitiat; Ab-
sattigung
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0-ANTIGENY KMENU ESCHERICHIA COLI Z TELAT STIZENYCH
PRUJMEM V RANEM POSTNATALNIM OBDOBI

E. Salajka, Z. Sarmanova, M. Hornich, L. Ulmann

Vyzkumny istav veterindrniho lékarstvi, Brno

SALAJKA E., SARMANOVA Z., HORNICH M., ULMANN L. 0-antigeny kmeni
Escherichia coli z telat stiZenych prajmem v raném postnatilnim obdobi. Vet.
Med. (Praha) 20 (10-11) : 645-658, 1975.

Byla provedena typizace 0-antigenu bakterii Escherichia coli izolovanych z 2356
telat trpicich prajmy v raném postnatalnim obdobi. Tento soubor vysSetrenych
zvirat byl rozdélen na dvé skupiny. Prvni skupinu tvorila telata s bakteriemii.
Zahrnovala 288 telat, u nichZz byly bakterie E. coli izolovany z jater. Ve druhé
skupiné byla telata stizena diarrhoeou bez bakteriemie; bylo v ni zafazeno 2068
telat. Pri pouziti 79 monovalentnich sér pro typizaci 0-antigenu E. coli bylo
u vySetiovanych telat zjisténo nékolik 0-séroskupin E. coli, které vyrazné pre-
vladaly nad ostatnimi séroskupinami. U kmenu E. coli ve skupiné telat s bak-
teriemii byl nejéast&jsi nalez antigenu 078 (23,6 %), 015 (21,5 %), 0101 (13,59
a 08 (4,9%). Ve skupiné telat trpicich diarrhoeou bez bakteriemie vykazovaly
nejvyssi frekvenci E. coli s antigeny 0101 (14,8%), 09 (12,5%), 08 (6,9 %),
08+0141 (5,4 %) a 0117 (5,1 %).

telata; Escherichia coli; 0-antigeny; bakteriemie; diarrhoické koliinfekce

Nejcast¢jsi onemocnéni telat v novorozeneckém obdobi pifedstavuji
prijmy, které se v Ffadé chovit vyznaCuji znafnou mortalitou. Autori
uvadéjici vyskyt prijmi hlavné u telat uméle napajenych predpokladaji,
ze k jejich vzniku dochédzi v disledku chyb v ustijeni, oSetfovani a ve
vyZive, a onemocnéni oznacili pojmem dyspepsie (PodkopajevaSis-
kov, 1967). Av3ak enzooticky vyskyt onemocnéni i u telat sajicich
u vlastnich matek v chovech s dobrou chovatelskou urovni, kde jsou vy-
lou¢eny poruchy ve vyzivé, podporuje nazor, ze velkd &ast pfipadi ma
etiologii infek¢ni. Kromé pripadd, kdy je prijem doprovodnym sympto-
mem onemocnéni celkovych (septickych a viremickych), nebo onemoc-
néni lokalizovanych v dychacich organech, je hlavné projevem infekéniho
onemocnéni lokalizovaného jen v travicim traktu. Kromé méné pocetnych
adaji uvadégjicich u prijmi jako etiologické agens viry a chlamydia, byla
publikovdna rada praci uvadéjicich prijmy u novorozenych telat v sou-
vislost s infekci bakteriemi z Celedi Enterobacteriaceae, a z nich hlavné
s Escherichia coli.

Koliinfekce telat, v zahrani¢ni literatufe oznafované pojmem koli-
baciliozy a v zdpadni také ,white scour” (bily prijem), maji mezi infek-
¢nimi chorobami zvlastni postaveni, jelikoz obvykle jsou k nim zahrmova-
ny dvé nozologické jednotky: a) generalizovand (septikemickd) forma,
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vyvolavana tzv. invaznimi kmeny E. coli, které nejsou enteropatogenni;
b) enteralni forma, ktera je vyvolavina kmeny enteropatogennimi, ne-
invazivnimi.

Septikemickd forma, doprovézena prijmy jen u ¢éasti pripadd, je
pravidelnym disledkem odepieni kolostra novorozenym telatiim. Experi-
mentalné byla opétovné vyvolana u agamaglobulinemickych telat aplikaci
invazivnich kment E. coli (Fey a Margadantova, 1962, Smith
a Hallsova, 1968). U telat normoglobulinemickych se jeji vyvolani
nedafi. Pfirozené se vyskytujici pfipady kolisepsi u telat jsou podminény
opomenutym ¢i opozdénym podanim kolostra nebo jsou disledkem ne-
schopnosti n€kterych telat resorbovat imunoglobuliny z pfijatého kolostra.

Enteralni forma se vyskytuje u telat s normalnim obsahem gamaglo-
bulint v krvi. Udaje o experimentdlnim vyvolani tohoto typu onemocnéni
jsou pomérné vzacné (Smith a Hallsovi, 1967 a Salajka
a Gilka, 1968). Salajka a Gilka prokazali, Ze jeho vznik souvisi s ne-
piitomnosti specifickych protilatek proti kapsularnim antigeniim enteropa-
togennich kment E. coli v kolostru krav a odtud pak i v misté infekce,
tj. v luminu stfeva. Onemocnéni lze zabranit opakovanym prisunem proti-
latek bud ve formé kolostra od imunizovanych matek nebo ve formé
specifického hyperimunniho séra (Salajka aj., 1970).

Klasifikace E. coli je zaloZena na fermentativnich vlastnostech a na
sérologickém vysetieni jejich antigennich komponent, které v soucasné
dobé& zahrnuji 151 somaticky O-antigen (oznaceny Cisly 01—0157; z této
fady bylo 6 zastupcii vylouceno), 93 kapsularni nebo obalové K-antigeny
(K1—K93) a 52 flagelarni H-antigeny (H1—H52). P¥i moZnosti riznych
kombinaci zatim evidovanych antigent existuje tedy velky pocet rozdil-
nych sérotypi E. coli. AvSak jen relativné maly podil je uvéddén
v souvislosti s vyskytem koliinfekci u ¢lovéka a hospodafskych zvirat.
Prace zaméfené na typizaci kment E. coli ukazuji, Ze patogenni sérotypy
se vyznaluji druhovou specifitou, takZe sérotypy znamé z pripadi koliin-
fekei lidi nejsou béZzné u nemocnych zvifat a podobné sérotypy zjistované
u koliinfekei selat nejsou nalézany u nemocnych telat ¢i dribeze.

Samotnd sérotypizace E. coli zahrnujici urCeni tf¥i uvedenych typu
antigent (0, K a H) neni viak dostalujicim kritériem pro rozhodnuti, Ze
kmeny E. coli, které podle antigent pfislusi k séroskupinam &i sérotypiim
oznaCovanym za patogenni, skutetné patogenni jsou. Urcované antigeny
nejsou totiz soucasné toxickymi substancemi a genetické determinanty
pro toxicitu nesouviseji, az na né&které vyjimky, s genetickymi determinan-
tami pro uvedené antigeny. Je zde tedy moZnost, Ze pii sérotypizaci mo- .
hou byt i nepatogenni kmeny E. coli zafazeny do stejnych séroskupin ¢i
sérotypii jako kmeny patogenni.

Krom¢ pritkazu toxicity enteropatogennich Escherichii nejsou v sou-
tasné dob& vypracovany vhodné testy pro piesnou diferenciaci patogen-
nich a nepatogennich kmenti. :

Objektivni diferenciace détskych enteropatogennich kmenti E. coli
od nepatogennich se datuje od r. 1956, kdy De aj. vyuzili k tomuto
ucelu testu dilatace podvazanych stfevnich klicek u kralikd, do nichz
byly aplikovany zkousené kultury bakterii. Tento test zavedli v r. 1953
De a Chatterje pro priikkaz enteropatogenity Vibria cholerae. Pato-
genni kmeny zpusobovaly hypersekreci tekutiny a elektrolyti do lumina
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stfevniho, coz se projevovalo dilataci podvdzaného dseku stieva. Kmeny
nepatogennich vibrii tuto reakci nevyvolavaly. Smith a Hallsova
(1967) prokazali, Ze pro prikaz enteropatogenity kmenit E. coli izolova-
nych z mladat hospodaiskych zvirat trpicich prijmem nejsou vhodni
kralici, ale selata pro kmeny izolované ze selat a telata pro kmeny izolo-
vané z telat. Produkce tekutiny do lumina podvazané klicky stfevni mize
byt vyvolina bud zivou kulturou enteropatogenniho kmene nebo bez-
bunétnym filtratem stejné kultury. Toxicka substance, odpovédna za tuto
reakci, byla oznaCena pojmem enterotoxin. Produkce enterotoxinu je
tedy charakteristickou vlastnosti, kterou se odlisuji kmeny enteropatogen-
ni od kmeni saprofytickych a od tzv. kment invaznich, které se ucastni
na vzniku stavit septickych.

Dnes je u E. coli popsano vice typu enterotoxinti. Jejich produkce je
podminéna plazmidy, tj. extrachromozomalnimi pfenosnymi genetickymi
taktory (Smith a Hallsova, 1968, Smith a Linggood,
1971, 1972). V posledni dobé se objevuji prace, v nichZ pro prikaz entero-
toxinu jsou vyuZzivany tkarnové kultury.

Jelikoz testy pro prikaz enteropatogenity jsou znalné naro¢né a jsou
pouzivany jen na pracoviStich tuzce specializovanych, zlstiva nadale
sérotypizace jednim z prvnich kroku pro diferenciaci patogennich kmeni
E. coli, at jiz pro ucely diagnostické nebo epizootologické, ¢i pro studia
zaméfena na specifickou prevenci a lécbu koliinfekci. Pravidelnost kom-
binaci o- a K-antigenti u détskych tzv. dyspeptickych typi E. coli umoz-
fuje pouzivani OK sér pro rutinni vy3etfovani kment E. coli ze stolice
déti. U kment E. coli z piipadi koliinfekei selat a telat vsak tato pravi-
delnost neni, kromé kment séroskupiny 078 : K80(B), které jsou etiolo-
gickym agens u septickych forem koliinfekei telat a jehnat, a nékolika
sérotyplt vyvolavajicich enteralni afekce u selat.

Prvnim zakladnim stupném diferenciace kmenti E. coli podezielych
z patogenity pro hospodaiska zvifata naddle zlstiva ureni O-antigenu.
Dosud publikované prace, zaméfené na typizaci kment E. coli z pfipadi
Kolinfekci u telat, se vyznacuji tim, Ze jsou zaméfeny hlavné na septic-
kou formu a jen ojedinéle na formu enterdlni (Fey, 1973). Pfehled
téchto tdajii je shrnut v tab. I.

Néplni vlastni prace byla sérologickd typizace O-antigenti kmeni
E. coli izolovanych z telat stiZenych prijjmem v raném postnatalnim ob-
dobi, a to hlavné z hromadnych vyskyti onemocnéni ve velkochovech
skotu v CSSR. Kultiva¢nim vys$etfenim parenchymatéznich orgénii a stiev
byla vyloutena zvirata stizena jingmi bakteridlnimi infekcemi. Dalsi dife-
renciace s ohledem na etiologii onemocnéni nebyla proviadéna. Byl posta-
ven piedpoklad, Ze ne ve viech, ale v fadé pfipadi, se jako etiologické
agens prijmu uplatnily patogenni typy bakterii E. coli a Ze sérotypizace
muze ukizat, které séroskupiny E. coli pfipadaji v tvahu jako suspektni
vyvolavatelé koliinfekei u telat v CSSR.

MATERIAL A METODA

KMENY E. COLI
Kmeny E. coli byly izolovany v letech 1961 aZ 1974 z 2356 telat trpicich pru-

jmem v raném postnatalnim obdobi. Telata pochazela z 302 lokalit rtznych oblasti
CSSR. Mensi ¢ast kmentl byla ziskana z nékolika diagnostickych laboratori Statniho
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CL6T — VNIDIAHEIN INYVNIYILIA m

. Udaje rtuznych autora o vyskytu séroskupin E. coli (podle 0-antigenil) u koliinfeke{ telat

Vysetre-
no kme- | Onemoc- S _ 0
Autor ni nebo ndnt Séroskupiny — pocet — frekvence v %
pfipadt
WRAMBY, 1948, ne-
Svédsko 1167 septické | séroskup. 015 08 09 0117 078 045 0115 018 jiné wuré.
ks 214 137 109 97 54 53 49 29 421 4
ok 18,3 11,7 9,3 83 4,6 45 4,2 25
BOKHARI a @SKOV, séroskup. . ne-
1952, Svédsko 155 septické 078 015 0115 0117 08 09 045 026 jiné wuré.
ks 18 15 10 6 6 6 5 4 21 64
ULBRICH, 1954, stfevni a ne-
NDR 78 septické | séroskup. 09 08 078 04 07 jiné wuré.
ks 9 7 6 4 4 11 37
FEY, 1957a, ne-
Svycarsko 105 septické | séroskup. 078 0115 086 015 0117 jiné wurc.
ks 29 15 10 8 8 31 4
o 27,6 14,3 955 7,6 7,6
FEY, 1957b, séroskup. 078 jiné neZ 078
Svycarsko 154 septické | ks 55 99
% 35,7 64,3
REES, 1958, stfevni a ne-
V. Britdnie 129 septické | séroskup. 078 0137 09 035 015 086 0117 jiné uré.
ks 15 7 4 4 2 2 1 5 89
KAECKENBEECK ne-
a THOMAS, 1960, 278 septické | séroskup. 078 055 086 015 088 023 020 jiné wurd.
Belgie ks 55 50 28 20 9 6 5 47 58

1. pokraéovani tabulky I
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6V9

pokracovani .tabulky I

Vysetie-
Autor Eg f;f; On:;ioc- Séroskupiny — pocet — frekvence v %
pripada
DAM, 1960, ne-
Dansko 431 septické | séroskup. 078 0115 015 088 045 0117 0114 093 034 068 jiné urd.
ks 185 61 20 12 11 10 7 5 5 5 7 103
% 42,9 14,2 46 28 26 23 1,6 12 1,2 1,2 1,6 23,9
GOSSLING 3j., 1964, stfevni a ne-
Kanada 265 septické | séroskup. 09 0101 015 017 0115 0119 020 08 jiné wuré.
ks 45 29 26 19 13 11 10 9 29 74
WILLINGER a ne-
MATHOIS, 1965, 120 septické | séroskup. 078 09 015 045 026 086 0101 0115 jiné wuré.
Rakousko ks 28 4 4 2 1 1 1 1 36 42
SALAJKA, 1966, 08+ ne-
CSSR 468 stfevni séroskup. 0101 09 0141 08 015 024 073 0117 jiné uré.
ks 104 61 42 31 24 16 15 13 130 32
% 22,3 13,0 9,0 6,7 5,1 34 32 28 27,7 68
SALAJKA, 1966, ) 08+ ne-
CSSR 202 septické | séroskup, 0101 078 08 015 0141 09 024 020 0115 0141 0119 jiné urd,
ks 39 30 14 12 11 9 9 8 8 7 6 40 9
3 194 149 7,0 59 55 45 45 39 39 34 29 198 4,5
YALCIN aj., 1969, ne-
Francie 769 septické | séroskup. 078 08 0117 011 09 0140 017 0115 035 082 0141 0133 026 jiné uré.
ks 106 63 52 44 23 23 21 20 16 11 11 8 2 0 369*
% 26,5 15,7 13,0 11,0 5,7 57 5,7 50 40 2,7 2,7 20 0,5
VALLEE 3j., 1970, stfevni a ne-
Francie 216 septické | séroskup. 08 09 0101 011 020 086 021 0143 0145 068 0118 078 0123 jiné uré.
ks 20 17 14 12 11 9 7 /4 i/ 5 5 3 3 47 48*
% 13,0 11,1 99 7.8 7,1 5,8 4,57 4,57 4,57 3,2 3,2 1,96 1,96

pokradovani
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pokrac¢ovani
Vysetfe-
no kme- | Onemoc- — = o
Autor nit nebo niul Séroskupiny — pocet — frekvence v %,
ptipadd
GLANTZ, 1971, séroskup. 02a 09
USA 51 stfevni ks 33 18
GLANTZ, 1971, séroskup. 015 0101 017 075 088 0115 055 08 026 0117 078 jiné
USA 226 septické | ks 22 20 14 12 12 12 10 8 8 8 2 98
POHL a THOMAS, ne-
1972, Belgie 560 septické | séroskup. 078 015 08 020 086 055 jiné urd.
ks 53 29 16 14 19 13 130 286
% 9,0 4,0 3,0 3,0 3,0 2,0 25,0 51,0
MURPHY, 1973, séroskup. 078 0119 08 011 015 026 jiné
Irsko 50 septické | ks 13 7 6 4 -4 2 14
MURPHY, 1973, VLA VLA VLA
Irsko 46 stfevni séroskup. 08 09 0119 026 16 17 015 27 jiné
" ks 6 4 -+ 3 3 2 2 1 21
SCHOENAERS a ne-
KAECKENBEECK, 555 septické | séroskup. 078 055 086 0117 015 08 088 0114 020 025 0137 jiné wuré.
1974, Belgie ks 8 36 25 17 16 12 8 8 7 6 5 87 243*
% 27,2 11,5 80 54 51 38 25 25 22 19 1,6
RASKA aj., 1974, ' stfevni a | séroskup. 08, 09, 020, 035, 026, 055, 064, 069, 078, 086, 0101, 0105, 0111**
CSSR ) neuddno | septické | séroskup. 0115, 0119, 0125, 0128, 0131, 0141, 0137, 0114, 0139, NT

* = 9 pocitdno jen z uréenych
** — pocetni zastoupeni v jednotlivych séroskupinich neudino




veterinarniho tstavu a z Biovety, n. p., v Ivanovicich na Hané. Vét$ina kment byla
izolovana na vlastnim pracovisti:

a) prevazné z kadaveru telat, u nichz byly bakteriologicky vySetfovany paren-
chymatézni organy (jatra, slezina, ledvina) a povrch sliznice tenkého a tlustého
stfeva;

b) v mensi Casti pripadt z rektalnich vytért telat, kterd se uzdravila po pe-
roralni aplikaci chemoterapeutik, antibiotik nebo biopreparati. U téchto telat se
vzorky odebiraly vétSinou pred zacatkem 1écéby.

Z porosti E. coli ze vzorku trusu a z kadavert vySetfovanych na vlastnim
pracovi$ti bylo z kazdého zvirete zarazeno pro sérotypizaci po tfech az deseti kme-
nech, takZe v rameci této prace byly sérologicky vySetfeny 0-antigeny u vice nez
6000 kmentu E. coli. Kultury E. coli byly udrZovany na Dorsetové vajeé¢né pudé.
JelikoZz v prevazné vétsiné pripadi byly kmeny E. coli izolované z jednoho zvirete
zarazeny do stejné séroskupiny, bylo v kone¢ném vyhodnoceni kazdé zvife reprezen-
tovano pouze jednim kmenem E. coli.

Pri hodnoceni vysledk(i byl vySetfovany soubor kment E. coli rozdélen na dvé
skupiny. V prvni skupiné byly kmeny ze zvirat s bakteriemii (kmeny izolované
z jater kadaverll). Sem byly zarazeny kmeny z 288 telat, ziskané prevazné z diagnos-
tickych pracovist SVU a z Biovety, n. p., v Ivanovicich na Hané. Ve druhé skupiné
byly kmeny E. coli z 2068 kusu telat trpicich diarrhoeou bez bakteriemie.

DIAGNOSTICKA SERA

Sada 79 monovalentnich sér pripravenych imunizaci kralikt 0-antigeny typo-
vych kultur Escherichia coli z International Escherichia Centre v Kodani, ziskanych
prostfednictvim Cs. sbirky mikroorganism, byla rozdélena na dvé skupiny. Do prvni
skupiny byla zarazena séra proti 0-antigenim séroskupin E. coli uvadénych v sou-
vislosti s koliinfekcemi u zvirat. V této skupiné byla 44 séra proti nésledujicim
0-antigentm: 02, 03, 08, 0840141, 09, 010, 013, 015, 021, 023, 024, 035, 041, 045ac,
049, 064, 069, 073, 076, 077, 078, 083, 088, 0101, 0102, 0103, 0108, 0109, 0115, 0116, 0117,
0119, 0133, 0135, 0137, 0138, 0139, 0140, 0141, 0147, 0149, 0150 a 0157.

Druhou skupinu tvofilo 35 sér pro urfovani 0O-antigeni E. coli, udavanych
v soulasné dobé za patogenni pro ¢lovéka: 01, 04, 06, 07, 018ab, 020, 022, 025, 026,
028, 044, 051, 055, 075, 086, 0111, 0ll2ac, 0114, 0124, 0125, 0126, 0127, 0128, 0136, 0142,
0143, 0144, 0145, 0148, 0151, 0152, 0153, 0154, 0155 a 0156.

PRIPRAVA ANTIGENU

Bujénové kultury vySetrfovanych kmentt E. coli, vyrostlé béhem 18hodinové in-
kubace pfi teploté 37°C, byly po dobu dvou hodin autoklavovany pii teploté 121°0C
za Ulelem rozru$eni K-antigent. Po vychladnuti byly konzervovany pridavkem 109,
vodné suspenze fenolu na koneénou koncentraci 0,59, fenolu. Pak byly nefelometric-
ky upraveny na hustotu 0,5 miliardy bakteridlnich bunék v 1 ml.

SEROLOGICKE URCENI 0-ANTIGENU AGLUTINACI

0-antigeny vyS$etrovanych kment E. coli byly typizovany pomalou aglutinaci ve
zkumavkach tak, Ze nejprve bylo provedeno vyS$etreni se séry prvni skupiny, tj. se
séry proti 0-antigenim znamych a suspektnich zvifecich patogent. Kmeny E. coli
s touto radou sér nezarazené byly pak dale vySetfovany se séry druhé skupiny, tj.
proti humannim patogentm.

Kazdé sérum bylo pouZivano jen v jednom piedem provéifeném pracovnim ie-
déni (aglutinace metodou jedné zkumavky) tak, ze do rady zkumavek obsahujicich
0,1 ml ziedéného séra byly pridavany jednotlivé antigeny v mnozstvi 0,5 ml. Po
18hodinové inkubaci v termostatu pri teploté 379C byly posuzovany aglutinaéni
reakce. Pri hodnoceni vysledki byla brana v tvahu specifita pouZivanych sér, jak
byla popséna v prvnim dilu tohoto souboru praci (Salajka aj., 1975).
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VYSLEDKY

Kmeny E. coli z 288 telat s bakteriemii byly uréeny v 97,6 % pripada
a zafazeny do 33 o-skupin (tab. II). Nezafazeno ziistalo sedm pfFipadi
(2,4 %). Ve 14 o-skupindch byla frekvence vy3si nez 1 % a byly k nim
zafazeny 253 pfipady, tj. 87,8 %. Podle klesajici frekvence to byly tyto
O-antigeny: 078, 015, 0101, 08 , 0141, 09 024, 0115, 020, 08 + 0141, 0119,
06, 086 a 0117. Poclet zafazenych pfipadii do jednotlivych o-skupin ukazal
na vyraznou dominanci t¥i O-skupin nad séroskupinami ostatnimi. Do
téchto t¥i skupin (078, 015 a 0101) pfislusely kmeny E. coli z 57,7 %
piipadu.

II. 0-antigeny kment Escherichia coli z jater 288 telat s bakteriemii

Antigen ks % Antigen ks ar
o1 2 0,60 073 2 0,69
02 2 0,69 077 1 0,35
04 1 0,35 078 68 23,61
06 5 1,73 086 4 1,38

080141 7 2,43 088 1 0,35
08 14 4,86 0101 39 13,54
09 9 3,12 0108 1 0,35
011 1 0,35 0111 1 0,35
013 2 0,69 0112ac 1 0,35
015 62 21,52 0114 2 0,69
020 8 2,77 0115 8 2,77
021 1 0,35 0117 3 1,04
024 9 3,12 0119 6 2,08
026 2 0,69 0139 2 0,69
035 1 0,35 0141 11 3,81
041 2 0,69 komb. 1 0,35
055 2 0,69 neurc. T 2,43

Celkem 288

O-antigeny kmenti E. coli z 2068 telat stizenych diarrhoeou bez bakte-
riemie byly urleny v 1517 pfipadech (73,4 %) a zafazeny do 68 séro-
skupin (tab. III). Kmeny E. coli z 551 telete (26,6 %) zistaly nezafa-
zené pro pfislugnost k jingym neurtovanym séroskupinam nebo pro riisto-
vou R-formu. V patnécti o-skupinach byla frekvence vy3si nez 1 % a byly
sem zafazeny kmeny E. coli z 1232 telat (59,54 %). Kmeny ze zbyvajicich
285 telat (13,86 %) byly rozvrstveny v dal3ich 53 séroskupindch. Zastou-
peni jednotlivych o-skupin z uvedenych patnacti pocetnéjsich podle klesa-
jici frekvence vyskytu bylo toto:
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III. 0-antigeny kment Escherichia coli ze stfev 2068 telat stiZenych prijmem bez

bakteriemie
Antigen ks % Antigen ks % Antigen ks %
01 5 | 0,24 045ac 10 | 0,48 0125 5 | 0,24
02 19 | 0,92 049 0,14 0126 3 | 0,14
03 5 | 0,24 055 6 | 0,29 0127 5 | 0,24
04 23 | 1,11 064 0,09 0128 1 | 0,04
06 9 | 043 069 11 | 0,53 0133 4 | 0,19
07 14 | 0,67 073 23 | 111 0135 2 | 0,09
08 142 | 6,87 075 3 | 0,14 0138 7 | 033
080141 | 112 | 542 076 6 | 0,29 0139 3 | 0,14
09 259 12,52 077 9 | 043 0140 3 | 0,14
010 4 | 0,19 083 3 | 0,14 0141 39 | 1,88
011 48 | 2,32 086 22 | 1,06 0142 1 | 0,04
013 5 0,24 088 2 0,09 0143 5 0,24
015 62 | 2,99 0101 307 |14,84 0147 6 | 0,29
020 23 | 1,11 0102 2 | 0,09 0149 4 | 0,19
021 6 | 0,29 0103 5 | 0,24 0150 3 | 0,14
022 2 0,09 0108 11 0,53 0151 1 0,04
023 22 | 1,06 0109 2 | 0,09 0152 1 | 0,04
024 1 | 0,04 0111 7 | 0,33 0153 1 | 0,04
025 4 | 0,19 0112ac 10 | 0,48 0155 1 | 0,04
026 21 | 1,01 0114 4 | 0,19 komb. 10 | 0,48
028 2 | 0,09 0115 6 | 0,29 neuré. 440 (21,28
035 6 | 0,29 0116 13 | 0,62 | R-formy 111 | 5,36
041 20 | 0,96 0117 105 | 5,08 Celkeiis 2068
044 2 | 0,09 0119 24 | 1,16
0101 307 ks — 14,84 % 0119 — 24 ks — 1,16 %
09 259 ks — 12,52 % 073 — 23 ks — 1,11 %
08 142 ks — 6,87 % 020 — 23 ks — 1,11 %
08 + 0141 112 ks — 542 % 04 — 23 ks — 1,11 %
0117 105 ks — 5,08 % 086 — 22 ks — 1,06 %
015 62 ks — 2,99 % 023 — 22 ks — 1,06 %
011 48 ks — 232% 026 — 21 ks — 1,01 %
0141 39 ks — 1,88 %

Prvnich pét skupin
zafazeno po vice nez 5 % ptipadi, zahrnuje kmeny E. coli z 925
(44,73 %).
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IV. 0-antigeny u E. coli z telat ve 12 lokalitdch s enzootickym vyskytem prijmu
v raném postnatalnim obdobi

Lokalita
« 8 8| 8 Celkem
; TS S| iTIs | e
Antigen T el 1Bl [E g |& 3
slel8lzIEI8I2|TI8]3|8 ]
o | X (=) =3 | ey | ™ 8 - | b=
- = ol (-2 I |~ 0]l )
o H S18|xla(2(8|8|
8 B B8 ITLE B|S|Y
.Jgg ElalZ | E|Z|5(8(2|8(8
sle|gl8|slelélale|?®|] ks %
AR A AR A A RS
02 1 4| 1 1 7 1,55
03 1| 2 3 0,66
04 El 4 5 1,12
08 2| 9| 6| 3| 1| 4| 5|6 1 37 8,17
08 +0141 28| 1| | 1121 1 44 9,72
09 7 9 70 9| 1[11]11] 6 61 11,26
011 AR 1 2 2 9 1,99
015 111 2| 1| [3] | 1] |2 14 3,00
020 1 1| | 3 4 0,88
041 3| | 11 1]1 | 7 1,55
045ac I 3 =1 3 0,66
077 T I [z 4 0,88
086 T 1 6 133
0101 20 (11| 4|32 4| 4! 2|21]11 1| 5 115 25,39
0116 . B 3 0,66
0117 Ei uls| 2| [1 23 5,08
0119 - 3 1 4 0,88
0141 o | | 2 1,11
jiné 4| 5| |53 22 1]1]1]1]3 28 6,18
neuré, 3 111 228 7 53 11,70
R-formy i 2| 4 2| 1] 1 1 18 4,00
Vysetfeno zvifat |40 (70|19 |53 4518 (43 87’15 16 16 |31 453

Vyhodnoceni 12 lokalit s enzootickym vyskytem prijmi u telat,
v nichz bylo vysetfeno po patnicti a vice telatech, ukdzalo rovnéz na
prevazujici vyskyt kment E. coli uvedenych péti séroskupin (tab. IV).
Ze 453 sem zatazenych telat byly kmeny E. coli t&chto péti séroskupin
prokazany u 280 telat (59,62 %).
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DISKUSE

DosaZené vysledky typizace O-antigenti vy3etfovaného souboru kme-
nit E. coli z telat s prijmy jsou se zahrani¢nimi idaji dob¥e srovnatelné
pouze v piipadech kolisepsi. Srovnani vlastniho zjisténi nejfrekventova-
né&jsich 14 séroskupin E. coli s Gdaji v tab. I ukazuje na velmi Casty vyskyt
kmenii stejnych séroskupin i v jinych zemich. Z téchto zjiiténi lze usuzo-
vat, Ze v uvadénych o-skupindch jsou zarazeny kmeny E. coli invazivni
pro telata. Zatim v3ak vlastnost invazivity byla prokidzana jen u kmeni
E. coli séroskupniy 078 (Fey a Margadantovia, 1962). O dalsich,
zvlast pocetnych O-skupindch lze pfedpokladat, Ze rovnéz mohou zahrno-
vat invazivni kmeny. Je v3ak tifeba brat v tvahu, Ze v Fadé pfipadi
mohlo dojit v parenchymatéznich organech telat k pomnoZeni kment E.
coli proniknuvsich ze stfeva v agonédlnim ¢ postmortilnim stadiu, takZe
ve vydetfovaném souboru je i ¢4st kmenti E. coli saprofytickych nebo
enteropatogennich. Diferenciace invazivnich kmentd E. coli schopnych vy-
voldvat typické sepse je sice mozna na bezkolostralnich telatech, ale tato
metoda je velmi ndkladnd a pokud nejsou k dispozici gnotobiotickd zvi-
fata, je téZce realizovatelnd pro nebezpeti infekce jinymi nez zkousenymi
kmeny E. coli. Pro diferenciaci invazivnich kmeni E. coli tedy zatim neni
adekvitni metoda, kterou by bylo moZné vysetfit vétsi pocet suspekt-
nich kmenti a pomoci ni rozhodnout o dal3ich séroskupinach, zahrnujicich
kmeny s témito vlastnostmi.

Soubor vy3etfovanych kmentt E. coli z 2068 telat s priijmy bez bakte-
riemie pfedstavuje vysledky, které lze jen ¢astetné srovnat s @daji z jinych
zemi. Dosud bylo publikovdno pouze 3est praci, uvadéjicich velmi skrovné
vysledky sérotypizace kmenti E. coli z telat s prijmy (tab. I). Ctyfi z t&ch-
to praci (Ulbrich, 1954, Rees, 1958, Gossling aj, 1964, Val-
lée aj., 1970) uvadé&ji vysledky, v nichZ neni rozliSovdna bakteriemie od
infekce lokalizované ve stfednim traktu. Pouze ve dvou pracich (Glan-
tz, 1971 a Murphy, 1973) je uveden vysledek typizace malého poétu
kment E. coli z diarrhoickych p¥ipadi. Séroskupiny s vysokou frekvenci
vyskytu, zji§té&né ve vlastnim souboru (0101, 09, 08, 0117), jsou uvadény
i citovanymi autory.

Vlastni vysledky typizace kment E. coli z telat s priijmy, zahrnu-
jici z velké ¢asti diarrhiocké koiinfekce, jsou tedy p¥i srovnéni s do-
savadnimi literdrnimi adaji ojedinélé. Je to snad ddno zvld3tnostmi chovu
skotu v CSSR, coZ se tyk4d hlavné& velikosti jeho stdd chovanych stdjové
a déle rasové podminénou vnimavosti k diarrhoickym koliinfekcim.

Na zvladtnost opomijeni enterdlnich koliinfekci u telat upozorriuje
Gay (1971), kdyZ pide, Ze vétdina studii o sérologické typizaci E. coli
izolovanych z kolibacilézy u telat se zabyva koliseptikémii, agkoli u selat
ie prikazné potvrzena souvislost urlitych sérotyplt E. coli s enteralni
kolibacil6zou. Tenty# autor uvadi pfedpoklad, Ze v dohledné dob& bude
potvrzena moZnost prevence onemocnéni vakcinaci, jelikoZ typové spe-
cifické protilatky (hlavn& OK) se uplatiiuji v protekci proti enterdlni
farm& onemocnéni, hlavné pokud a&inkuji lokalné.

V posledni dobé& se objevuji tdaje o vyskytu enterdlni formy koli-
infekci i v zahrani¢i. Tak Newman aj. (1973) v prici o tlspé&iné
ochrané telat pred experimentdlni diarrhoickou formou koliinfekei vakci-
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naci brezich matek uvadéji, Ze enterdlni forma kolibacilézy v USA za-
chvati vice nez 50 % novorozenych telat ve stadé, takZe bézny thyn pak
¢ini 10 aZ 20 %.

I kdyZ je nutno brat v uvahu, Ze zdaleka ne v3echna v této praci
vySetfovani telata byla stiZena priijmem vyvolanym enteropatogennimi
typy E. coli, je mozné predpoklddat, Ze séroskupiny vykazujici vysokou
frekvenci zahrnuji typy enteropatogenni. Tento pfedpoklad byl potvrzen
v testech enteropatogenity na podvazanych klickach stfevnich (Salajka
aj., 1970), které daly pozitivni vysledky pravé u fady kment E. coli
séroskupin 0101, 09 a 08 + 0141. Kmeny E. coli té€chto séroskupin byly
Casté i v lokalitich uvedenych v tab. IV, v nichz vlastné predstavovaly sta-
jovou infekci. Udaje v této tabulce ukazuji na nutnost vysetfeni vétsiho
pottu zvifat s priijmy, hlavn€ v pfipadech snahy o pripravu stdjové
vakeciny.
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Doslo dne 12. 6. 1975

CAJIAVIKA E., IIAPMAHOBA 3., TOPHUX M., YJIMAHH JI. (HayuzHo-uccrenoBaTenabCKUit
MHCTUTYT BerepuHapuu, Bpuo, Uexocnosakus). 0-anrurens: mrammoB E. coli us renar, 6oxpHBIX
NOHOCOM B paHHeM nocruaransonm nepmoxe. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 645-658, 1975.

Buuio nposeneHa tumusanus O-anturenos 6axrepuit E. coli, msonmposaHHbx Ha 2356 Teusr,
6ONBHBIX NOHOCOM B DaHHEM IOCTHATAJbHOM miepuone. Takas COBOKYIHOCTh OOCIENOBAHHBIX JKH-
BOTHBIX TIOApasieNsajach Ha NBe TPYNNsl, B IepByl0 IPynmy BXONMJIHM TelsTa C OaKrepueMuei.
E. coli (6akrepuu M3ONUpOBaHbl U3 IedeHH ), Beero 6o10 288 Tensnr. Bo Bropyio rpymmy Bxomuio
2068 Tensr, GonpHpIx 1noHOCOM Ge3a Gakrepmemuu. Ilpm mpuMmenermmu 79 MOHOBAJIEHTHBIX CHIBOPO-
ok mas tunusauuu O-anturenoB E. coli y ofcnenyeMeix TenaT GBUIO yCTAHOBIEHO HECKOJBKO
O-rpynn E. coli, xoroprie sHauuTeJbHO NpeoGiaNmanu Hall OCTAJNBHLIME TpynmaMu. Y IITaMMOB
E. coli B rpynme tensr ¢ OGakTepueMHeil damle BCErO BCTpedasics HMarHos axrurenos 078
(23,6 %), 015 (21,5%), 0101 (13,5%) m 08 (4,9 %). B rpymme Tenar, CTpamaOmUX IO-
nocoM 6Ges Gakrepuemum, camas Gonpmas wacrora E. coli 6mna c¢ anruremamu 0101 (14,8 %),
€9 (12,5 %, 08 (6,9%) 08 + 0141 (5,4 %) u 0117 (5,1 %).

tensita; E. coli O-amTurens; GakTepueMus; IOHOCHEIE KOJH-HHPEKIHH

SALAJKA R., SARMANOVA Z., HORNICH M., ULMANN L. (Veterinary Research
Institute, Brno, Czechoslovakia). 0-Antigens of E. coli Strains from Calves Suffering
from Diarrhoea in the Early Post-Natal Period. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 645-
-658, 1975.

Typing was performed in the 0-antigens of Escherichia coli bacteria isolated from
2356 calves suffering from diarrhoea in the early post-natal period. This set of
examined animals was divided into two groups. One group was represented by bacte-
remic calves. It comprised 288 calves in which the E. coli bacteria were iso-
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lated from liver. In the other group the calves were attacked by diarrhoea without
bacteriaemia; this latter group consisted of 2068 calves. When 79 monovalent serums
were used for the typifing of E. coli 0-antigens, several E. coli 0-serum groups
showing a considerable prevalence over other groups were found in the studied
calves. In the E. coli strains in the group of calves suffering from bacteriaemia the
most frequent antigens were the following: 078 (23.6 %), 015 (21.5 %), 0101 (13.5 %),
and 08 (4.9%). In the group of calves suffering from diarrhoea without bacteriaemia,
the highest frequency was found in E. coli with antigens 0101 (14.8 %), 09 (12.59),
08 (6.9, 08+0141 (5.4%), and 0117 (5.1%).

calves; Escherichia coli; 0-antigens: bacteriaemia; diarrhoeic E. coli-infections

SALAJKA E., SARMANOVA Z., HORNICH M., ULMANN L. (Forschungsinstitut
flir Veterindrmedizin, Brno, Tschechoslowakei). 0-Antigene von E.-coli-Stimmen von
mit Durchfall in der frithen postnatalen Periode betroffenen Kdilbern. Vet. Med.
(Praha) 20 (10-11) : 645-658, 1975.

Es wurde eine Typisierung der -0-Antigene von Escherichia coli, isoliert aus 2356 an
Durchfall in der frithen postnatalen Periode leidenden Kilbern. durchgefiihrt. Diese
Gruppe der untersuchten Tiere wurde in zwei Untergruppen eingeteilt. Die erste
Untergruppe umfalite Kilber mit Bakteridmien. Es handelte sich um 288 Kilber,
bei denen E.-coli-Bakterien aus der Leber isoliert wurden. In der zweiten Untergruppe
befanden sich die an Diarrhoe ohne Bakteridmie erkrankten Kilber. Dazu ge-
horten 2068 Kilber. Bei Benutzung von 79 monovalenten Seren zur Typisierung von
E.-coli-0-Antigenen wurden bei den untersuchten Kilbern einige E.-coli-0-Serum-
gruppen festgestellt, die ausgepragt alle {ibrigen Serumgruppen tiiberragten. Bei den
E.-coli-Stammen in der Untergruppe der Kilber mit Bakteridmie war der Befund
von Antigenen 078 (23,6 %), 015 (21,5 %), 0101 (13,5 ") und 08 (4,9 %) am h#ufigsten.
In der Untergruppe der an Diarrhoe ohne Bakteridmie leidenden Kaialber wiesen
die hochste Frequenz die E. coli mit den Antigenen 0101 (14,89, 09 (12,5 %), 08
(6,99, 0840141 (5,4 und 0117 (5,19 auf.

Kilber; Escherichia coli; 0-Antigene; Bakteriamie: diarrhoeische Coliinfektion
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SPECIFICKA PREVENCE A LECBA DIARRHOICKYCH KOLIINFEKCi
U NOVOROZENYCH TELAT

E. Salajka, L. Ulmann, Z. Sarmanova, M. Hornich

Vyzkumny ustav veterindrniho lékavstvi, Brno

SALAJKA E., ULMANN L. SARMANOVA Z., HORNICH M. Specifickd pre-
vence a lé¢ba diarrhoickych koliinfekei u mnovorozenych telat. Vet. Med. (Praha)
20 (10-11) : 659-670, 1975.

Vakcina ze Sesti v CSSR nejcastéjsich sérotypt E. coli enteropatogennich pro
telata (09:K32; 09:K?[2337]; 09:K?[3935]; 0101:K28; 0101:K30; 08+0141:K?
[3381]) byla pouzita k vakcinaci brezich krav a jalovic ve 14 chovech skotu
s enzootickym vyskytem enteralnich koliinfekei u telat. Z 1573 telat sajicich
u vakcinovanych matek uhynulo 36 kus(, tj. 2,39,. Z kontrolnich 2037 telat sa-
jicich u matek nevakcinovanych uhynula 334 telata, tj. 16,3 °,. Polyvalentni sé-
rum pripravené imunizaci byka stejnymi kmeny E. coli bylo pouZito k pero-
ralni l1é¢bé 430 telat s priijmem, z nichz se 395 (91,9 %) uzdravilo a 35 (8,1 %)
uhynulo. K vyléceni telete bylo potieba pramérné étyr davek séra po 50 ml.
Vyuzitim lokdlni pasivni imunity ve strevé lze i v zamoreném prostitedi ochra-
nit novorozena telata pred onemocnénim diarrhoickymi koliinfekcemi.

telata; enteralni koliinfekce; prevence; lécba; polyvalentni vakcina; polyva-
lentni sérum

Koliinfekce u telat jsou predstavoviany dvéma formami onemocnéni:
septikemickou a enterélni.

Pomérné ridce se vyskytujici septikemicka forma se projevuje apatii,
zvydenou teplotou a nékdy prijmem. K hynuti telat dochazi ve véku pét
az deset dni. Pitevni nédlez je charakterizovan vice ¢i méné vyjadfenymi
znamkami septického stavu, tj. krvdceninami na seroziach a na srdci,
tumorem sleziny a nékdy gastroenteritidou. Diagnbza je potvrzovana
izolaci bakterii Escherichia coli z parenchymatéznich orgénti. Toto one-
mocnéni vyvoldvaji tzv. invazni typy E. coli, které se vyznacuji schopnosti
mnozeni v séru telat, kterd jesté nedostala kolostrum. Tyto typy E. coli
nejsou enteropatogenni.

Daleko ¢astéjsi enterdlni forma se objevuje v prvnich dnech po naro-
zeni a vyznatuje se nékolikadennim vodnatym prijmem, dehydrataci
organismu a hynutim nebo vyléfenim podle stupné onemocnéni a podle
tspéchu ¢i neaspéchu terapeutickych zasaht. Patomorfologicky obraz ne-
mé charakteristické znaky. Gastroenteritida se vyskytuje jen u ¢asti p¥ipa-
dii; v fad& pripadd nejsou na travicim traktu zjistitelné patomorfologické
zmény. Zpravigla lze zjistit nespecifické dystrofické zmény v parenchyma-
toznich orgdnech a znamky cirkula¢nich poruch. Bakteriologické vyset-
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Feni parenchymatoznich orgdnii byvd negativni. Pivodce onemocnéni,
Escherichia coli, ktery byva izolovan jen ze stfeva, se vyznaluje entero-
patogenitou, tj. produkci enterotoxinit a schopnosti mnozit se v prednich
partiich tenkého stieva.

Moznost vyvolat septickou formu koliinfekci u telat bezkolostralnich
je znama vice nez 50 let (Smith a Little, 1922). Jiz vice nez
20 let je znamé, Ze ochranny tcinek kolostra proti infekcim je vazan na
kolostralni imunoglobuliny (Aschaffenburg aj, 1951).

Prirozeny vyskyt kolisepsi je zpravidla vazan na agamaglobulinemii
u telat, kterym bylo odepfeno kolostrum, nebo na hypogamaglobulinemii,
ktera se vyskytuje z divodi zatim neznamych u nékterych telat, pFestoze
pfijimala normalni kolostrum (Fey a Margadant, 1961, 1962;
Gay, 1971).

Vyskyt enteralnich forem koliinfekei u telat hlavné v zimé a na jafe,
tedy v obdobi zimniho, ¢asto neplnohodnotného krmeni krav, prispél ke
vzniku nazoru, Ze stfevni mikroflora, a tedy i E. coli, se v téchto pfipadech
uplatiiuje jako cinitel sekundarni. DFivéjsi negativni vysledky v poku-
sech o vyvolani enterdlni formy koliinfekei u telat krmenych kolostrem
tento nazor do urcité miry podporovaly (Smith, 1962).V téchto poku-
sech v3ak byly zfejmé pouzity kmeny E. coli neprovéiené na enteropato-
genitu.

Pfi pouziti enteropatogennich kment E. coli byly pokusy o umélé
vyvolani enteralnich koliintekci s typickymi pfiznaky onemocnéni Gspés-
né, a to u telat kojenych matkami, u nichz ani v krevnim séru ani v ko-
lostru nebyly pfitomny protildtky proti K-antigenim pouzitych patogen-
nich kment E. coli (Salajka a Gilka, 1968). Pfitomnost protilatek
proti O-antigentim neovlivnila vysledek pokusu. Imunizaci bfezich krav
bylo dosazeno produkce protilatek proti K-antigentim, které byly pak
prokazatelné v krvi a hlavné v kolostru. Telata sajici u takovych matek
neonemocnéla ani po masivni umélé infekei.

Imunizace krav polyvalentni vakcinou obsahujici tfi az pét entero-
patogennich typt E. coli se ukazala jako G¢inna nejen pro ochranu telat
z prvniho porodu po vakcinaci, ale i pro telata z porodi dal3ich (Salaj-
ka a Ulmann, 1971). Telata vakcinovanych matek, narozena pfri
prvnim, druhém a tfetim porodu po vakcinaci, dobfe odolala CelenZujici
infekci enteropatogennimi kmeny E. coli obsazenymi ve vakcing, zatim-
co stejné infikovana kontrolni telata od matek neimunizovanych onemoc-
néla smrtelnymi prajmy. .

O pozitivnim protekénim t¢inku imunizace bfezich krav vakcinami
proti enteralnim koliinfekcim novorozenych telat referovali Schoena-
ers a Kaeckenbeeck 1963, 1964, 1967 a 1968).Tito autori (1968)
postulovali revakcinaci brezich krav pii kazdé brezosti a uvadéli, Ze
v jejich pokusech po prvni vakcinaci onemocnélo 18,17 % telat, po prvni
revakcinaci 10,9 % a po druhé revakcinaci jen 5,6 %.

Wilson (1972) uvadi, Ze kolostrum a mléko imunizovanych krav
nem3 baktericidni Géinek, ale znatn& inhibuje mnoZeni E. coli.

Myers aj. (1973) srovnavali protekéni ucinek kolostra od krav
imunizovanych kombinované s. ¢. a intramammarné tfemi vakcinami, a to
z zivych bakterii E. coli, z atenuovanych bakterii a toxinem bez bakterii.
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Uspokojivy protekéni vysledek byl dosazen jen pii vakcinaci atenuova-
nymi bakteriemi.

Dobrescu a Huygelen (1973) dosahli vakcinaci 100 biezich
krav polyvalentni vakcinou ,ECOMUN®, kterd je sestavena z kmenti L.
coli séroskupin 09, 015, 055, 078, 086, 0115 a Q117, sniZeni dhynu telat
onemocnélych kolibacilézou na 1 % proti 8 % thynu u kontrolni skupi-
ny. Autofi v8ak nerozlisuji septické a enteralni formy koliinfekci u telat.

Dam (1973) uvadi, Ze uhyn telat v dasledku kolisepsi se v posled-
nich letech v Dansku podstatné sniZil a pohybuje se kolem 5 % u Zivé
narozenych mladat v dasledku preventivni s. ¢. aplikace komeréné vyra-
béného specifického polyvalentniho koliséra. ;

Ochrana novorozenych telat proti enteralnim koliinfekcim neni pod-
minéna p¥itomnosti specifickych protilatek v krevnim ob&hu, ziskanych
z kolostra béhem prvniho dne po narozeni ¢ podanych parenterdlnég, ale
hlavné lokalni chranénosti stfevni sliznice opakovanym pfisunem proti-
latek obsaZenych v kolostru a mléce imunizovanych matek. Ochrana proti
stfevnim infekcim perordlnim pfisunem protilatek byla op&tovné proka-
zana na gnotobiotickych selatech (Kohler a Bohl, 1966, 1967,
1969, Kohler, 1967, Salajka aj, 1971). Gnotobiotick4 selata infi-
kovand enteropatogennimi typy E. coli bylo mozno ochrénit p¥ed onemoc-
nénim ¢i z onemocnéni vylécit opakovanou peroralni aplikaci specific-
kych antisér, bez ohledu na pfitomnost ¢i nepfitomnost specifickych proti-
latek v jejich krevnim obé&hu.

Kladné vysledky pokusii s perordlnim prisunem protilatek provede-
nych na gnotobiotickych selatech a pokusti na telatech v nékolika cho-
vech s vyskytem diarrhoickych koliinfekci (Salajka a Ulmann,
1971) ukéazaly na moZnost specifické ochrany a lé¢by pii enterdlnich
koliinfekcich novorozenych telat prostfednictvim pasivni imunizace a na
potfebu rozsahlejsiho ovéieni téchto zdkrokii. Tato priace uvddi vysledky
terénniho ovéfeni ucinnosti polyvalentni vakciny a polyvalentniho séra
proti enterdlnim koliinfekcim novorozenych telat, pripravenych z entero-
patogennich kment E. coli izolovanych v fadé tuzemskych chovi skotu
s enzootickym vyskytem prijmi u telat v raném postnatalnim obdobi.

MATERIAL A METODA
PRIPRAVA POLYVALENTNI VAKCINY A SERA

Kmeny pro pripravu polyvalentni vakciny byly vybriany na zakladé frekvence
vyskytu raznych séroskupin E. coli podle 0-antigent z telat s prajmy v CSSR (S a-
lajka aj., 1975) a na zakladé testt enteropatogenity. Poradi nejfrekventovanéjsich
séroskupin E. coli v uvedené praci je nasledujici: 0101 (14,8%), 09 (12,5 %), 08 (6,9 %),
08+0141 (5,4 %), 0117 (5,1 %), 015 (3,0 %), 011 (2,39, a 0141 (1,99,). V testech pato-
genity, provedenych na podvazanych kli¢kach stievnich u telat, bylo zkou$eno 28
typovych kmenti z International Escherichia Centre v Kodani, patricich do péti sé-
roskupin udavanych v zahraniéni literature za vyvolavatele koliinfekei u telat, a 84
vlastnich kmenu E. coli piislusnych do 22 séroskupin (tab. I). U kmenu E. coli izo-
lovanych z telat s prijmem v CSSR byla zjisténa produkce enterotoxinti hlavné
u prisludnikt séroskupin 09, 0101 a 08+0141.

U enteropatogennich kmenti E. coli z uvedenych tri séroskupin byly vySetfeny
jejich K-antigeny. Pritom bylo zji§téno, Ze séroskupina s kombinaci dvou 0-antigenu
08+0141 je homologni, jeji K-antigen vSak nebyl definitivné zarazen. V séroskupi-
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nach 09 a 0101 se projevila v K-antigenech pluralita. V séroskupiné 09 byly zjistény
tfi rozdilné K-antigeny. U ¢asti kment byl identifikovan antigen K32; u ¢asti kmenu
byly zjistény dva K-antigeny nové, odlisné od dosud znamych K-antigen(. V séro-
skupiné 0101 byly zjistény antigeny K28 a K30.

I. Souhrn vysledkli zkousek enteropatogenity kment E. coli z telat na podvazanych
klickach strevnich

a) Typové kmeny z International E. coli Centre Kodan

Séroskupina POE"tl:’rz'feer:Een}"Ch e Vyslefiek :
pozitivni negativni dubidzni
08 14 — — 14
09 9 — — 9
015 2 — - 2
0115 1 — - 1
0137 2 =3 — 2
Celkem 28 — — 28
b) Kmeny z telat s prijmem (CSSR)
02 1 - 1 —
04 3 - 3 -
08 7 2 5 —
09 16 12 4 —
011 4 2 1 1
015 4 - 4 -
026 1 — 1 -
041 1 — 1 -
049 1 — 1 -
078 1 — 1 —
0101 17 11 1 5
0108 2 — 2 —
0112 1 — 1 =
0115 1 — i s
0117 3 o 3 —
0119 1 — i -
0133 1 - 1 -
0141 3 1 2 -
0840141 10 10 = —
0734019 1 — 1 e =
0112-+0119 1 — — 1
neurc. 4 1 3 -
Celkem 84 39 38 T
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II. Pramérné titry specifickych aglutininti v krevnim séru a kolostru péti skupin krav
imunizovanych podle rozdilného schématu hexavalentni adsorbatovou vakecinou proti
enteralnim koliinfekeim novorozenych telat

(V kazdé skupiné je hodnoceno 10 krav)

Skupina /den imunizace a davka/ den odbéru krve
I 1I 111 v A%
- 30.3.20ml | 30.3.-20ml | 30.3.-20ml | 30.3.-20 ml | 30-2-20m
E. coli 13.4.-20ml | 13.4.-10ml | 3.5.-20 ml 31.5.-20 ml 31.5-10 ml
14. 6. 14. 6. 14. 6. 14. 6. 14. 6.
kolo- kolo- kolo- | ., kolo- kolo-
sérum ST sérum —— sérum strmy | STV | coonaer sérum -
titr aglutinina proti O-antigenu (-log,)
3259 5,4 5,7 5,8 7,2 6,0 6,7 5,5 6,6 5,2 8,4
3393 6,6 8,6 7,3 9,0 7,1 9,3 7,0 8,9 6,6 9,8
3381 3,6 7,1 5,8 8,2 5,0 8,5 5,3 7,1 4,6 7,6
titr aglutinini proti KO-antigenu (-log,)
3259 3,4 5,9 3,8 6,6 4,8 6,3 5,3 6,4 4,8 7,8
2337 38 | 47| 39| 55| 38 | 48 | 45| 49 | 48 | 56
3935 8,0 4,9 9,3 4,6 6,2 35 75 5,9 | 10,0 5,2
3393 5,2 5,4 6,5 5,6 6,2 5,1 6,3 5,9 5,8 6,0
2338/1 3,0 3,7 4,3 5,1 3,8 5,1 4,5 5,1 4,6 5,8
3381 2,8 5,3 2,9 5,6 3,0 5,8 3,5 5,3 3,6 5,9

III. Prumérné titry specifickych aglutinint v krevnim séru 20 krav v prib&hu imu-
nizace tremi davkami po 20 ml hexavalentni adsorbatové vakciny proti enteralnim
koliinfekeim novorozenych telat

Pred Dva tydny | Dva tydny Ctyti tydny
Kmen E. coli e po prvni po druhé po treti
vakinadt déavce dévce déavce
titr aglutinint proti O-antigenu (-log,)
3259 4,6 5,6 5,9 6,1
3393 5,8 6,4 6,8 7,0
3381 5,2 5,8 6,3 6,5
titr aglutinina proti KO- antigenu (-log,)
3259 1,1 2,6 3,2 3,6
2337 1,3 2,5 3,5 3,6
3935 3,9 6,1 6,7 785
3393 3,0 3,9 4,7 4,8
2338/1 1,0 22 2,8 347
3381 1,2 2,5 2,8 3,4




Pro pripravu vakciny bylo pouZito Sest kmenu E. coli:
kmen &. 3259 sbirky VUVL v Brné sérotypu 09 : K32
kmen ¢&. 2337/1 sbirky VUOVL v Brné séroskopiny 09 : K?
kmen é&. 3935 sbirky VUVL v Brné séroskupiny 09 : K?
kmen ¢&. 3393 sbirky VUVL v Brné sérotypu 0101 : K28
kmen ¢&. 2338/1 sbirky VUVL v Brné sérotypu 0101 : K30
kmen ¢. 3381  sbirky VUVL v Brné séroskupiny 08+0141 : K?

Kultury téchto kmenu jsou udrzovany na Dorsetové vajeéné pudé. Pro pripravu
vakeiny byly jednotlivé kultury namnozeny v aerovaném tekutém mediu (vodny
roztok 2,59, enzymatického hydrolyzatu kaseinu, 0,1, kvasniéného extraktu a piida-
vek NaCl do 0,99, 18hodinovou inkubaci pii teploté 3790C. Jednotlivé kultury byly
smichdny a devitalizovany piridavkem 0,59, formalinu. Pak byl ke é&tyfem dilim
smésného bakterinu pfidan jeden dil 5%, gelu Al(OH)3. Imunizaéni postup, skladajici
se ze tri s. c¢. aplikaci vakeiny do laloku birezich krav a jalovic v davece 20 ml ve
l4dennich intervalech, byl vybran na zakladé protilatkové odezvy z pokusi uvede-
nych v tab. II a III.

IV. Titr aglutinint v polyvalentnim séru proti enteralnim Kkoliinfekcim telat

Kmeny E. coli Aglutininy proti antigenu

evid. &islo sérotyp (0] KO
3259 09 : K32 320 160
2337/1 09 : K?(2337) 320 80
3935 09 : K? (3935) 320 640
3393 0101 : K28 320 80
2338 0101 : K30 320 80
3381 0840141 : K? (3381) 320 80

Polyvalentni sérum pro peroralni léébu enterdlnich koliinfekeci telat (tab. IV)
bylo vyrabéno imunizaci Zirnych byka a jalovic bakterinem z kmenu E. coli zaraze-
nych ve vakeiné. Sérum bylo ziskdno z krve zachycené pri porazce hyperimunizo-
vanych zvirat na jatkdch. Sérum bylo konzervovano piidavkem 0,3 %, betapropiolak-
tonu s naslednou upravou pH pridavkem 0,59, TRISu.

POKUSNA ZVIRATA A SESTAVA POKUSU

Ochranny uc¢inek vakecinace byl provérovan v letech 1971 az 1973 ve 14 chovech
skotu s enzootickym vyskytem prijmu u telat v raném postnatalnim obdobi srovnéa-
nim nemocnosti a hynuti telat od matek vakcinovanych a nevakcinovanych (tab. V).
Telata nebyla uméle infikovdna. Byla po narozeni napajena mlezivem a mlékem
vlastnich matek nebo ponechana u nich sat a ustdjena v prostredi zamofeném ente-
ropatogennimi typy E. coli. Ve tiech lokalitdch byla pokusna skupina biezich krav
a jalovic imunizovana zkouSenou vakcinou a u kontrolni skupiny zvirat bylo apliko-
vano placebo sestavajici ze sterilniho kaseinhydrolyzatového media s pridavkem
Al(OH)3. Ve ¢tyrech lokalitdach byla imunizovana celda stada plemenic. Celkové hy-
nuti telat v obdobi po vakcinaci bylo pak srovndno s hynutim v obdobi pied ni.
V sedmi chovech byla v prubéhu pokusu imunizovana jen ¢ast biezich plemenic
a ¢ast byla ponechana pro kontrolu bez vakcinace. V téchto chovech byla kromé
hynuti sledovdna i nemocnost telat. Nemocna telata byla vesmés lé¢ena obvodnimi
veterindrnimi lékari prevazné antibiotiky podle jejich vlastniho rozhodnuti.

Lécéebny ucéinek polyvalentniho koliséra byl zkouSen u 425 telat s prajmy od
nevakcinovanych matek v 10 lokalitach s enzootickym vyskytem prijmi u novoro-
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V. Vysledek imunizace krav a jalovic hexavalentni kolivakecinou v chovech s enzootic-
kym vyskytem prajmi u novorozenych telat

Telata od matek
Lokalita
vakcinovanych kontrolnich
Kontrolni
one- one- skupina
naro- | mocnélo |uhynulo | naro- | mocnélo uhynulo
chov okres zeno |prujmem zeno | prijmem
ks ks
ks | % | ks l % ks | % | ks %
JZD K. Usti n/O. 8| * | * 0100 8| x| *x 4 50,0
JZD B. Pardubice 72 11,4 68 7 10,3 | placebo
CSSS H. Znojmo 129 4|32 145 18 | 124
JZD Ch. Trutnov 195 | * [ * 311,55 171 * | * 41 23,9
JZD S. P. Hodonin 242 2108 154 19 12,3 | stav v dobé
4 pred

JZD M. Z. | Bfeclav 180 3 1,6| 361 38 105 | ok cingel
JZD M. H. | ML Boleslav| 121 4|33 358 106 29,6
CSSST. Tachov 155 | 29 | 18,7 4 | 2,7| 169 | 94 |61,00 39 23,0
JZD P. Benesov 31 1| 32 00,0 14 | 10 |71,2] 6 42,0
JZD Bu. Pardubice 58 4| 69 1| 1,7 40 | 13 | 32,5 4 10,0 | &dst
¢SSSD. | Pardubice | 120 | 8| 62 2| 15| 188 |39 207 10 | 53 | Plemenic
3JZD Chrudim 153 | 28 |18,3| 9 | 5,9 236 (125 |53,2| 35 14,8 | vakcinace
JZDJ. N. Jiéin 87 | 29 (33,2 3| 3,5 107 | 72 |67,4] 5* 4,7
JZD H. B. | Bieclav 13| 2 (15,4 0| 0,0 18 | 15 |83,3] 2+ | 134
Celkem 1573 [101 | 16,1| 36 | 2,3 | 2037 (368 | 47,6 334 16,3

* neevidovdno

+ nizky thyn v dusledki 1é¢by kolisérem |

VI. Lééeni telat s prijmem peroralné poddvanym hexavalentnim kolisérem v chovech
s enzootickym vyskytem onemocnéni

Telata
Lokalita Primérny pocet
léCend | uzdravend uhynuld | j¢gebnych davek 4 50 ml
chov okres ks ks % ks %
JZD V. P. Breclav 48 44 91,7 4 8,3 4,1
JZD H. B. Breclav 15 13 86,7 2 13,3 3,9
CSSS K. Chomutov 10 9 90,0 1 10,0 4,4
CSss v. Breclav 35 33 94,3 2 5,7 4,1
JZD R. Bfeclav 17 15 88,3 2 11,7 3,3
JZD B. Pardubice 30 20 | 96,7 1 3,3 4,1
CSSS T. Tachov 79 71 89,9 8 10,1 3.5
CSSS H. Znojmo 135 | 124 | 91,9 | 11 8,1 3,6
CSSS M. H. | Ml Boleslav| 19 18 | 94,8 1 5,2 4,5
JZD B. Bfeclav 42 39 92,9 3 7:1 2,9
Celkem 430 395 91,9 35 8,1 3,84




zenych telat (tab. VI). Sérum bylo aplikovano jen sajicim telatim trpicim téZkym
profuznim prujmem. S lé¢bou bylo zapoéato v priibéhu Sesti hodin po zjisténi one-
mocnéni. Sérum bylo telatiim podavéano jen peroralné trikrat denné v davkach po
50 ml az do vylé¢eni. Po vymizeni prijmu byla podana jesté jedna davka séra.

VYSLEDKY

Imunizace bfezich krav a jalovic zkou3enou hexavalentni kolivak-
cinou ve 14 chovech s enzootickym vyskytem prajmi u novorozenych
telat se projevila jako uc¢innd jak ve sniZeni nemocnosti telat na priijmy,
tak i ve sniZeni ztrat thynem v dasledku prijma (tab. V).

V sedmi chovech skotu, ve ktelych byl evidovan vyskyt nemocnosti,
onemocnélo ve sledované dobé priajmem 47,6 % telat od nevakcinova-
nych matek a 16,1 % telat od matek vakcinovanych. Celkové hynuti telat,
evidované ve 14 chovech s enzootickym vyskytem prijma, ¢inilo 16,3 %
u telat od matek nevakcinovanych a jen 2,3 % u telat od matek vakci-
novanych.

Vakcina byla s tspéchem pouzita jesté v fadé dalsich chovii skotu,
v nichZz v3ak nebylo mozZné pro srovndni ponechat kontrolni skupiny
neimunizovanych plemenic, nebo ziskat pfesné tdaje o nemocnosti a hy-
nuti telat v dobé& pfed vakcinaci. Ve t¥ech chovech skotu (JzD K., okr.
Uh. Hradisté, JRD O. a JRD D. v okr. Trnava) se po doasném vymizeni
prijma u telat od matek vakcinovanych hexavalentni kolivakcinou obje-
vilo onemocnéni znovu. P¥i vy3etfeni telat z dotyénych stdji byly zjisté-
ny enteropatogenni kmeny E. coli antigenné odliné od kmenii zafazova-
nych v hexavalentni kolivakciné. Ve dvou pfipadech se jednalo o E. coli
séroskupiny 011 a v jednom pfipadé o kmeny séroskupiny 08. Roz3ife-
nim vakciny hexavalentni o dalsi stdjové specificky enteropatogenni kmen
E: cloli doslo v uvedenych pfipadech opét k utlumeni vyskytu prijmi
u telat.

Subkuténni aplikace vakciny kravam do laloku pied manubrium sterni
neméla nepfiznivy vliv na jejich zdravotni stav. V misté¢ depozice vak-
ciny se objevoval prechodny otok podkozni tkdné s induraci bez hnisani,
dosahujici ojedinéle az velikosti pésti, ktery se vSak b&¢hem jednoho mé-
sice po vakcinaci zmensil na indurovany uzlik velikosti hskoveho ofechu
a pozdé&ji zcela vymizel.

Hexavalentni kolisérum aplikované opakované perordalné telatim
s prijmem vykazalo vyborny lécebny efekt (tab. VI). Ze 430 léfenych
telat se uzdravilo 395, tj. 91,9 %. Primérnd doba potfebnd k vylécent
byla jeden a piil dne. Sérum se projevilo jako preparat, ktery nikterak
nenaru$oval zdravotni stav léfenych zvifat. LéCend telata se napadné
rychle zotavovala z onemocnéni, takZe nezaostivala ve vyvoji za telaty,
kterd neonemocnéla.

DISKUSE

Vlastni vysledky uvedené v této praci ukazuji na redlnou moZnost
specifické prevence a 1é¢by diarrhoickych koliinfekei novorozenych telat,
a tedy na moZnost eliminace ztrit zplisobovanych touto nozologickou
jednotkou.
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Vyskyt a aktudlnost enteralnich koliinfekci u telat se zda byt otdzkou
diskutabilni. Ve statistikich z CSSR byva uddvan vyskyt koliinfekei u asi
2 % z celkovych 7 az 8 % uhynulych telat. Je viak tfeba upozornit, Ze
do tohoto tudaje jsou zahrnovany jen diagnosticky potvrzené piipady
kolipsepsi. Diarrhoické formy koliinfekei nejsou zpravidla diagnostiko-
viany jako koliinfekce, protoZe se bézné bakteriologicky nevysetfuji stfeva
uhynulych telat a nedéla se sérologickd typizace bakterii E. coli. U asi
40 % uhynulych telat jsou za pfi¢inu uhynuti uddvany gastroenterdlni
afekce projevujici se klinicky prijmy. Obvykle jsou za pri¢inu téchto
onemocnéni pokladiny poruchy metabolické. Avsak odivodnéné lze pied-
pokladat, Ze asi u poloviny z nich se jednd o diarrhoickou formu koli-
infekcei, jak ukazuji vysledky sérotypizace kment E. coli z telat s prijmy,
provedené Salajkou aj. (1975). Kmeny E. coli izolované z 2068 telat
stizenych diarrhoeou bez bakteriemie, pochédzejicich z vice nez 300 lokalit
v CSSR, byly v poloviné piipadt zafazeny do sedmi séroskupin, u jejichZ
zastupcll byla prokazana enteropatogenita.

Samotné vysledky imunizace krav polyvalentni kolivakcinou ukazuji
na existenci enterdalni formy koliinfekce u telat v CSSR, jelikoz v chovech
s enzootickym vyskytem priijmii, v nichz byla vakcinace zkougena, bylo
po vakcinaci hynuti u telat snizeno daleko pod celostatni primeér.

Pomérné maly pocet zahrani¢nich praci zaméfenych na enterdlni
formu koliinfekci u telat ve srovnani s daleko vétsim kvantem praci
vénovanych formé septické a ve srovnani s velkou pozornosti k enteral-
nim koliinfekcim u selat ukazuji na mozZnost existence rozdilnych faktora
podminiujicich vyskyt tohoto onemocnéni u telat v chovech skotu v CSSR
a v jinych zemich. Mezi tyto faktory patfi rozdilna rasova pfislusnost
chovaného skotu, rozdilnd velikost stad skotu a rozdilny zptsob chovu.
Z vlastni zku3enosti je mozno uvést, Zze v CSSR se enterdlni formy koli-
infekci vyskytuji hlavné u telat Cervenostrakatého skotu, kdeZto napf.
u telat importovaného ¢ernostrakatého nizinného skotu se vyskytuji velmi
ziidka, a to i v chovech, ve kterych ¢asto onemocni telata Cervenostrakata.
Vnimavost podminénou rasovou pfisludnosti uvadi Dam (1964) u koli-
sepsi, které se v Dansku vyskytuji u telat ¢erveného danského skotu vice
nez dvakrat castéji nez u telat plemene Jersey.

Vyuziti pasivni lokdlni imunity ve stievé u mlddat ohroZenych ¢i
nemocnych enteralnimi koliinfekcemi, zajisténé bud kolostrem a mlékem
od matek imunizovanych polyvalentni kolivakcinou, nebo poddvanim
lécebného séra, predstavuje novy, zcela fyziologicky zptisob ochrany
mlddat pred onemocnénim a novy zptisob lécby u téch jedincii, u nichz
do3lo k onemocnéni v dasledku nevyuziti zdkrokt preventivnich. Tento
zplsob prevence a terapie enteralnich koliinfekei ma nesporné prednosti
pred pouzitim jinych prostfedkii, jako jsou antibiotika a chemoterapeu-
tika. Specifické protilatky v kolostru a v mléce nebo i v perordlné poda-
vaném séru nemaji a ani nemohou mit pfimy nepfiznivy vliv na organis-
mus mladat a nemaji ani nepfiznivy vliv nepfimy, jaky maji antibiotika
a chemoterapeutika v dasledku naruseni stfevni eumikrobie.

Na zikladé vysledkii uvedenych v této préci byla v Bioveté, n. p.,
v Tvanovicich na Hané jiz r. 1973 zahdjena vyroba polyvalentni vakciny
a polyvalentniho séra proti enterdlnim koliinfekcim novorozenych telat,
k jejichz vyrobé je v soutasné dob& pouZivano 3esti kmenii E. coli, které
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byly pouzity k pripravé pokusné vakciny a séra. Zavedenim vyroby a vy-
uzitim téchto biopreparati viak neni groblém enterdlnich koliinfekci telat
vyiesen beze zbytku, coz v soutasné dobé& neni ani mozné. Je totiZ nutné
predpokladat vyskyt a rozdifeni dal3ich pro telata enteropatogennich séro-
typt E. coli, které v t&chto vyrobcich nemaji své zastupce a které bude
tieba do téchto vyrobka zafaggt.
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Doslo dne 12. 6. 1975

CAJIAVKA E., YJIMAHH JI., IIAPMAHOBA 3., TOPHHUX M. (HayuHo-uccienoBaTeabCKui
uHCTUTYT BeTepuHapuu, Bpuo, Uexocinosakmsa). Cnenndnueckas npodunaxTHKa M JedeHHe IIO-
HOCHBIX KOnH-HH$eknuu# y wHoBopoxmenHerx rtensar. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 659-670,
1975.

Baxiuna us mecrn B YCCP mauBonee uacrsix ceporunos E. coli, sHTeponaTOreHHLIX IUIA TENST
[09: K32; 09 :K?(2337); 09 :K?(3935); 0101:K28; 0101:K30; 03 + 0141 : K?(3381)1];
NPUMEHANACH IUIS BaKITMHALMI CTeJBHLIX KOPOB M TeJOK B 14 paspeleHHAX KDPYIHOrO pOraToro
CKOTa C DH300THYECKMM IIOSBJIEHMEM SHTepalbHBIX Konu-uHbexnuit y Tteast. Ma 1573 tensr,
COCyIIMX BaKUHUPOBAHHBIX MaTepeif, norubao 36 ronos, T.e. 2,3%. U3 xourponsueix 2037
TEJNAT, COCYNIMX HeBAaKUMHUPOBAHHEIX Matepeit, moru6no 334 renemxa, T.e. 16,3 %. ITonusa-
JleHTHasA CHIBOPOTKA, TIOATOTOBJIEHHAs MMMyHM3anueil 6bIKOB onuHaKoBriMM mramMMamu E. coli mpu-
MeHsach Lis mepopansHoro seuenus 430 rtensar ¢ monocoM, ua xoropmix 395 (91,9 %) soure-
upnoce 1 35 (8,1 %) normbno. Ina msneueHus TeneHKa HeOGXOXMMO B CpeIHEM YeTHIpeX .03
coiBopork 1o 50 M. IlyreM MCHO/Nb3OBaHMsS NACCHBHOTO MMMYHHMTETa B KHIIKE MOXKHO TaKKe
I 3apakeHHOIl cpene y6epeur HOBODOXIEHHEIX TEJAT OT TOHOCHOH KOMM-HHeKnuu.

TeJsTa; SHTepaJbHas KOJU-HHPEeKIMs; NpoPMIIaKTHKA; JedeHWe; IOJMBAJEHTHAd BaKU[UHA; IOJIHU-
BAJIGHTHAS CHIBOPOTKA

SALAJKA E. ULMANN L., SARMANOVA Z., HORNICH M. (Veterinary Research
Institute, Brno, Czechoslovakia). Specific Prevention and Treatment of Diarrhoeic
Escherichia coli-Infections in New-Born Calves. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 659-
-670, 1975.

Vaccine from the six E. coli serotypes most frequently occurring in Czechoslovakia
and showing enteropathogenecity for calves [09:K32; 09:K?(2337); 09:K7(3935);
0101:K28; 0101:K30; 08+0141:K?(3381)] was used for the vaccination of pregnant
cows and heifers in 14 cattle herds with an enzootic occurrence of enteral E. coli-
-infections in calves. Thirty-six of 1573 calves sucking milk from vaccinated mothers
died (2,3%). As to the control group of 2037 calves sucking milk from non-vaccinated
mothers, the mortality reached 334 animals, i. e. 16.3Y/,. The polyvalent serum pre-
pared .y the immunization of bulls with the same strains of E. coli was used for
the peroral treatment of 430 calves suffering from diarrhoea. 395 (91.99) of these
calves recovered and 35 (8.19%,) died. The average serum requirement for the reco-
vering of a calf was four doses with 50 ml. each. Even in a contaminated environ-
ment, new-born calves can be saved from diarrhoeic E. coli-infections if local
passive immunity in the intestine is used. ’

calves; enteral E. coli-infections; prevention; treatment; polyvalent vaccine; poly-
valent serum

SALAJKA E., ULMANN L., SARMANOVA Z., HORNICH M. (Forschungsinstitut fir
Veterindrmedizin, Brno, Tschechoslowakei). Spezifische Prdvenz und Therapie von
diarrhoeischen Coliinfektionen bei neugeborenen Kdilbern. Vet. Med. (Praha) 20 (10-
-11) : 659-670, 1975.

Die aus sechs in der CSSR hiufigsten fir Kilber enteropathogenen E.-coli-Serotypen
(09:K32; 09:K? [2337]; 09:K? [3935]; 0101:K28; 0101:K30; 08+0141:K? [3381]) herge-
stellte Vakzine wurde zur Vakzinierung von trachtigen Kiihen und Farsen in 14 Rin-
derzuchten mit enzootischem Auftreten enteraler Coliinfektionen bei Kélbern benutzt.
Von 1573 bei den vakzinierten Miitterkiihen saugenden Kilbern verendeten 36 Stiick,
d. s. 2,3%. Von den 2037 Kontrollkidlbern, die bei den nichtvakzinierten Miitter-
kithen saugten, verendeten 334 Stiick, d. s. 16,3%; Das durch Immunisierung von
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Bullen mit gleichen E.-coli-Stdmmen hergestellte polyvalente Serum wurde benutzt
zur peroralen Therapie von 430 Kilbern mit Durchfillen, von denen 395 (91,9 %)
gesundeten und 35 (8,179, verendeten. Zur Heilung je eines Kalbes wurden durch-
schnittlich vier Serumdosen zu je 50 ml bendtigt. Durch Ausnutzung der lokalen
passiven Immunitit im Darm kann man auch in einem verseuchten Milieu Kéilber
vor Erkrankungen an diarrhoeischen Coliinfektionen schiitzen.

Kidlber; enterale Coliinfektionen; Pridvenz; Heilverfahren; polyvalente Vakzine; po-
lyvalentes Serum
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MORFOGENEZE HERPESVIRU SKOTU

L. Vali¢ek, B. Smid

Vyzkumny dstav veterindrniho lékaistvi, Brno

VALICEK L., SMID B. Morfogeneze herpesvird skotu. Vet. Med. (Praha) 20
(10-11) : 671-677, 1975.

Srovnavacim elektronové mikroskopickym studiem viru infekéni bovinni rhino-
tracheitidy (IBR) a bovinni herpetické mamilitidy (BHM) nebyly zji$tény roz-
dily v morfogenezi téchto virt v bunéénych kulturdch. Nukleokapsidy viru IBR
a BHM se tvorily v jadre bunék a ziskavaly obal bud pii pfechodu pies vnitini
lamelu jaderné membrany, nebo pucé¢enim do jadernych vakuol, nebo vtladova-
nim do cytoplazmatickych kandalku. Obalovani puéenim z plazmatické membra-
ny nebylo zjisténo. Nékteré cytoplazmatické a extracelularni viriony mély mezi
obalem a kapsidou elektronové tmavy materidl nejasného plvodu a vyznamu.

virus infekéni bovinni rhinotracheitidy (IBR); virus bovinni herpetické mamili-
tidy (BHM); elektronovd mikroskopie; ultratenké rezy; bunééné kultury; orga-
nova kultura

Skot je jednim z maéla Zivo&isngch druhti, u n&€hoZ herpetické viry
zplisobuji vé&t3i polet onemocnéni. V soucasné dobé je zndmo onemocné-
ni komplexu ingf)akéni bovinni rhinotracheitidy a infekéni pustuldrni vul-
vovaginitidy (IBR-IPV), bovinni herpetickd mamilitida (BHM), maligni
katardlni hore¢ka (hlavnitka), herpetickd keratokonjunktivitida (,Movar"“
kmen) a Aujeszkyho choroba. Nedivno vsak byly izoloviny ze skotu
dal3i herpetické viry (Mohanty aj, 1971; Kaminjolo aj, 1972;
Maaten a Boothe, 1972; Rweyemamu a Loretu, 1973;
Parks a Kendrick, 1973), aviak o jejich patogenezi a daldich
biologickych vlastnostech zndme velmi malo.

Z herpetickych virt skotu je nejobséhlejdi literatura zabyvajici se
morfogenezi viru IBR. V poslednich letech studovali nékteré otazky mor-
fogeneze viru IBR Jasty aj. (1971, 1972), Zee a Talens (1971,
1972), Silva aj. (1973), Chia a Savan (1974). Pomémné mailo
praci se vSak zabyvd morfogenezi ostatnich herpetickych virti skotu
(Liebermann aj, 1967; Schulze aj, 1967, Martin aj,
1969; Plowright aj, 1965 Smid aj., 1971).

Cilem této prace bylo poznat a srovnat morfogenezi dvou herpes-
virt skotu, viru IBR a BHM a vysledky konfrontovat se soufasnymi
znalostmi o morfogenezi herpesviri (Roizman a Spear, 1973).
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MATERIAL A METODY

BUNKY A KULTIVACNI MEDIA

Pro studium viru infekéni bovinni rhinotracheitidy (IBR) byla po-
uZita permanentni buné&éna linie telecich ledvinovych bunék MDBK, bu-
nétnd kultura primérnich telecich ledvinovych bunék (PTL) a organova
kultura teleci pridudnice (OK). Buiiky linie MDBK a PTL bunky byly
nasazovany do Eaglova minimédlniho esencidlniho média (MEM) s pfi-
davkem 10 aZ 20 % teleciho séra (TS); jako udrZovaci médium bylo po-
uzito MEM se 2 % TS. Tracheilni prstence pro OK byly ziskany z tele-
cich féti ve stafi osmi mésicii. Byly nasazovdny do Parkerova média
199 s 10 % TS a po infekci udrZovany ve stejném médiu bez séra pfi
37 °C v atmosféfe s 5 % COa.

Pro studium viru bovinni herpetické mamilitidy (BHM) byly pouZity
stejné bunééné kultury a média jako pro virus IBR; nebyla pouZita OK.

VIRY

K infekci byly pouzity dva kmeny viru IBR. Kmen LA * (Los Angeles)
a kmen R6 *. Kmen LA byl 37krat pasdZovan na PTL burkéich, kmen
R6 byl pasdZovin osmkrat na PTL burikdch a 3estkrdt na MDBK buii-
kach. Titr kmene LA byl 10*® TKIDso ml~! a kmene R6 10*TKIDso ml~'.
K infekci bunéénych kultur virem BHM byl pouzit kmen TV * v 16. pa-
sazi na PTL burikach; titr viru byl 10** TKIDso ml~!. Pfi infekei bunéd-
nych kultur byl aplikovdn 1 ml virové suspenze na jednu 300ml Rouxovu
lahev; OK byly infikovany 0,2 ml virové suspenze na jeden trachedlni prs-
tenec v Petriho misce o priméru 6 cm. Adsorpce probihala vzdy 30 minut
pii pokojové teploté.

ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Infikované buné&tné kultury byly za 12, 24 a 48 hodin po infekci
fixoviny jednu hodinu 1% glutaraldehydem v Sérensenové fosfatovém
pufru (pH 7,2). Po desetindsobném promyti ve stejném pufru byly seskra-
biny se skla, zcentrifugoviny a postfixovany 1% OsOs ve fosfatovém
pufru (pH 7,4) jednu hodinu. Trachedlni prstenec OK byly za tfi, ¢tyfi
a pé€t dnl po infekci virem IBR fixovany ve 4% formaldehydu v Siren-
senové fosfatovém pufru 24 az 72 hodiny pii teploté 4 °C. Po promyti stej-
nym pufrem byly postfixoviny jednu hodinu v 1% OsO.. Viechny vzor-
ky byly odvodiiovany v acetonu a zality do Vestopalu W a nékteré do
Durcupanu ACM. Rezy byly zhotoveny na ultramikrotomu Tesla BS 490,
barveny 2% vodnym roztokem uranylacetitu a roztokem citratu olova
a prohliZzeny elektronovym mikroskopem Tesla BS 513.

* Kmeny virQt byly ziskany ze Sbirky zoopatogennich mikroorganismi, VOVL
Brno.
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1
2
2

. Nukleokapsidy viru IBR v bunééném jadie (N). X 15000
. Ruzné formy nukleokapsid viru IBR v bunécném jadre: 1 — kapsida bez dreng;
— kapsida se svétlou dieni; 3 — kapsida s tmavou dieni. X 63 000



3.

Nukleokapsidy viru IBR jsou spojeny s fibrilarnim a granuldrnim materialem

v bunééném jadre. X 186 000

4,
5. Krystalické usporadani nukleokapsid viru BHM v buné¢ném jadre. X 97 000

Formujici se nukleokapsidy viru IBR uvniti virové matrix. X 97 000



6., 7. a 8. Poc¢ate¢ni, pokrocilé a konec¢né stadium obalovani nukleokapsid viru BHM
pri piechodu pres vnitini lJamelu jaderné membrany (N-nukleus; C-cytoplazma: Sip-
ka - vnitrni lamela jaderné membrany: dvé Sipky - vnéj$i lamela). X 65000;
X 97000; X 59000

9. Viriony IBR v jaderné vakuole, ktera vznikla reduplikaci a proliferaci vnitini
lamely jaderné membrany (Sipka). X 95000



10. Viriony IBR v cytoplazmatickych kandélcich a nukleokapsidy (Sipky) volné v cy-
toplazmeé. X 42 000

11. Obalovani nukleokapsidy IBR vtlacovanim do cytoplazmatického kanalku.
X 106 000

12. Virion IBR v cytoplazmatickém kanalku (1 - sténa kanalku: 2 - obal virionu;
3 - tmavy material). X 135 000
13. Viriony IBR na bunééném povrchu. X 30 000

14. Extracelularni virion IBR (1 - obal; 2 - kapsida: 3 - dren). X 180 000



VYSLEDKY

Infekce virem IBR a BHM vyvolava v infikovanych buiikdch podobné
zmény. V c¢asnych stadiich po infekci dochédzi v jad¥e k marginaci chro-
matinu na periferii, takze stfed jadra je elektronové svétly, jadérko je
casto desagregovano, nebo vytlateno na periferii. Vznikaji bunétna
syncytia, ktera jsou mnohem pocetnéjsi po infekci virem BHM. V centru
jadra se postupné hromadi riizné mnozstvi tmavého granuldrniho a fibri-
larniho materidlu — virova matrix, z niz se tvofi virové nukleokapsidy.
Nukleokapsidy se nachdzeji v jadie bud ojedinéle, nebo ve shlucich (obr.
1—4), nebo v pravidelném krystalickém uspofadani (obr. 5). Primér
nukleokapsid viru IBR a BHM je kolem 100 nm a dfen uvnitf kapsidy
mé riznou denzitu, lokalizaci a tvar (obr. 2). Zpocatku infekce prevla-
daji nukleokapsidy se svétlou dieni, pozdgji se formuji kapsidy s tmavou
dfeni. Nékteré nukleokapsidy ziskavaji v jadie obal, k ¢emuz dochazi
dvéma zpulsoby. Prvni zptlisob obalovini je pfi prechodu nukleokapsidy
pres vnitini lamelu jaderné membrany (obr. 6, 7 a 8). Druhy zpiisob je
spojen s reduplikaci vnitini lamely jaderné membrany, ktera proliferuje
do jadra a vytvafi uvnitf jadra vakuoly. Do vakuol se mohou vtlatovat
nukleokapsidy a vakuoldrni membrana vytvari pfitom obal virionu (obr.
9). Z jadra se viriony dostavaji do cytoplazmatickych kanalki, kterymi
jsou transportovany ven z bunky.

V cytoplazmé bunék infikovanych viry IBR a BHM nachazime jednak
nukleokapsidy s obalem (viriony) uvnitf kanalk®, jednak neobalené
nukleokapsidy volné v cytoplazmé (obr. 10). Nukleokapsidy ptechazeji
do cytoplazmy z jadra, a to pravdépodobné po poruseni jaderné membrany
v pokrocilejsich stadiich infekce. Cast nukleokapsid je v cytoplazmé desin-
tegrovana, nékteré se vsak vtlacuji do cytoplazmatickych kanalkt a mem-
brana vytvari obal virionu (obr. 11 a 12). Po obaleni, které je tf¥etim
zjisténym zptisobem obalovani nukleokapsid viru IBR a BHM, jsou viri-
ony transportovany cytoplazmatickymi kandlky extracelularné. Nékteré
cytoplazmatické a extracelularni viriony IBR a BHM (obr. 13 a 14) maji
mezi kapsidou a vnéjsim obalem rGzné mnoZstvi tmavého materidlu,
takze jsou pleomorfni a jejich velikost zna¢né kolisé.

DISKUSE

Adsorpci a penetraci viriont IBR do bunék sledovali Zee a Ta-
lens (1971) a u jinych herpesvirt Morgan aj. (1968); Dales
a Silverberg (1969); Miyamoto a Morgan (1971); Smith
a deHarven (1974) aj. V nadi prdci jsme zpiisoby vstupu viriont
do bunék nesledovali, ale u herpesvirii se vieobecné predpoklada, ze né-
které partikule vstupuji do buriky po splynuti virového obalu s glazma—
tickou membranou (Morgan aj, 1968), jiné procesem podobnym
fagocytoze (Dales a Silverberg, 1969; obr. 15, stadium 1—4).
Neni v3ak zcela jasné, ktery z téchto zplisobt vstupu viriont vede k in-
fekci bunky (Roizman a Spear, 1973).

Po vstupu do buriky je odstranén vnéjsi proteinovy obal (kapsida)
a uvolnény DNK-proteinovy komplex vstupuje do jadra (Roizman
a Spear, 1973). Morfologicky se viak u viru IBR a BHM nepodafilo
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pfechod do jadra detckovat, stejné jako u ostatnich herpesvirii, a jeho
mechanismy jsou vieobecné nejasné (Smith a deHarven, 1974).
Formace novych nukleokapsid viru IBR a BHM probiha v jadie buiiky
(obr. 1—5), kde se nukleokapsidy nachédzeji v riizném mnozstvi a uspo-
fadani, coz je v souhlase s dfivéj§imi nédlezy (Jasty aj, 1972; Silva
aj., 1973; Chia a Savan, 1974; aj.).

© 52 3

15. Schéma jednotlivych
stadii multiplikaéniho
cyklu herpesvirt

Daldim stupném pii maturaci virii IBR a BHM, stejné jako u jinych
herpesvirti, je obalovani nukleokapsid. Ne¢které nukleokapsidy jsou oba-
lovany v jadfe, jiné az v cytoplazmé bunky. V jadre ziskdvaji obal pii
pfechodu pies vnitini lamelu jaderné membrany (obr. 6 —8), nebo vtla-
¢ovanim do jadernych vakuol (obr. 9); v cytoplazmé jsou nukleokapsidy
obalovany pii vtlacovani do cytoplazmatickych kanalki (obr. 11). Zjis-
téné zplsoby obalovani viru IBR a BHM se tak nelidi od zpiisobit po-
psanych dfive u viru IBR (Jasty aj, 1971; Zee a Talens, 1972;
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Chia a Savan, 1974) a od obalovani vétsiny herpesviri (obr. 15,
stadium 11, 18, 24). Nezjistili jsme v3ak obalovani pucenim z plazmatic-"
ké membrany bunky, ani formaci obalu v jidfe ,de novo”, popsané u né-
kterych jinych herpesvirt (Epstein aj., 1962; Heine aj, 1971).
Otazkou pfi obalovéani herpesvirti ziistiva, zda virus ziskdva obal ze seg-
menti modifikovanych preexistujicich bunétnych membran, nebo pouze
z membran syntetizovanych po infekci ,de novo* (Roizman a Spear,
1973).

Viriony IBR a BHM jsme v cytoplazmé nachazeli uvnitf kanalk,
takZe se v souhlase s ndzory Schwartze a Roizmana (1969)
domnivdme, Ze transport viriont se uskuteCriuje kanidlky modifikova-
ného endoplazmatického retikula (obr. 15, stadium 15-17, 19—22, 24—
—26). Existuje v3ak druhy nazor, Ze vakuoly, ve kterych se nachazeji
viriony, vznikly z vnéjsi jaderné membriny (obr. 15, stadium 12-14),
nebo ,odsté€penim“ =z cytoplazmatickych tubuld (Darlington
a Moss, 1969).

Nezodpovézenou otazkou v morfogenezi viru IBR a BHM zilistdva
také pivod a sloZeni tmavého materidlu mezi kapsidou a obalem né&kte-
rych virionit (obr. 12); tato otdzka je pfedmétem na3eho dal3iho studia.
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Doslo dne 12. 6. 1975

BAJIMYEK JI.,, HIMUO B. (HayuHo-uccienosaTenbcKuil MHCTMTYT BerepuHapuu, bpuo, Yexo-
cnosakus). Mopdorenes repnecBHpycoB Kpymuoro poraroro ckora. Vet. Med. (Praha) 20
(10-11) : 671-677, 1975.

IlyreM CpaBHHTENBHOTO 3JIEKTPOHHO-MHKDPOCKOIIMUYECKOTO M3y4eHHs BHpyca WHOEKITMOHHOTO GBiubero
punorpaxeura (IBR) u 6niuvero repmermueckoro mamunura (BHM) ue 6510 ycraHoBieHo pas-
nuunii B MopdoreHese 3THX BHDPYCOB B KJIETOYHBIX KyabTypax. Hykieoxkancmasi supyca IBR
i BHM ofpasossiBanucs B AApe KJIETOK X MOJNy4anu OBOJOYKY NPM Tepexoie deped BHYTPeHHION
TITACTHHKY sNepHON MeMOpaHbl, MM HabyxaHueM B slepHble BAaKyOJH, HJIM BIABIHBAHHEM B IIH-
TOnIa3MaTHYecKue KaHajbel. IIOKpeiTHMe 06OJOUKOH IyTeM HabyxXaHWsS U3 IMJIa3MaTHYECKOH MeM-
Opanel He 6b110 ycraHOBieHO. HeKOTOpHIe IMTOIIASMAaTHYECKHE M BKCTpalle/IoisApHEEe BHPUOHE!
HMeNH MeKNMy OBOJOYKOH M KaICHIOH 3JIEKTPOHHO TeMHBIH MaTepHasJ HeSBHOTO IPOMCXOKIEHUs
i SHAYEHHA.

BUPYC HMHQEKIHOHHOro OhIYber0 PUHOTpaxeuTa; BHPYC OBIUBErO IepPIIeTHYECKOr0 MaMHJIMTA; 3JIeK-
TPOHHAS MUKPOCKONHUA; YJIBTPATOHKHME CpPEe3bl; KJIETOUHble KyJbTYpHI; OpraHHaf KyJbTypa

VALICEK L., SMID B. (Veterinary Research Institute, Brno, Czechoslovakia). Mor-
phogenesis of Herpesviruses in Cattle. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) :671-677, 1975.
The viruses of infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and bovine herpes mammillitis
(BHM) were subjected to comparative electronmicroscopic study. The study did
not reveal any changes in the morphogenesis of these viruses in cell cultures.
Nucleocapsids of the IBR and BHM viruses were formed in the nuclei of cells and
got their coating either during transition through the internal lamella of the nuclear
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membrane, or by budding into nuclear vacuoles, or by budding into cytoplasmatic
canals. No coating by budding from plasmatic membrane was observed. Some cyto-
plasmatic and extracellular virions had, between the envelope and the capsid, a ma-
terial of obscure origin and importance, dark under the electronmicroscope.

infectious bovine rhinotracheitis (IBR) virus; bovine herpes mammillitis (BHM)
virus; electron microscopy; ultra-thin sections; cellular cultures: organ culture

VALICEK L., SMID B. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno, Tschecho-
slowakei). Morphogenese der Herpesviren beim Rind. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) :
671-677, 1975.

In vergleichenden elektronenmikroskopischen Untersuchungen iiber das Virus der in-
fektiosen Rhinotracheitis (IBR) und bovinen Herpes-Mammilitis (BHM) wurden keine
Unterschiede in der Morphogenese dieser Viren in Zellkulturen festgestellt. Die IBR-
und BHM-Virus-Nukleokapsiden bildeten sich im Zellkern und gewannen eine Hiille
entweder beim Ubergang iiber die innere Lamelle der Zellmembrane oder durch
Sprieien in die Kernvakuolen oder durch Eindriicken in die Zytoplasmakanilchen.
Die Umhiillung durch Spriefen aus der Plasmamembrane wurde nicht festgestellt.
Einige Zytoplasma- und Extrazellularvirionen wiesen zwischen der Hiille und der
Kapside elektronisch dunkles Material unbestimmter Herkunft und Bedeutung auf.

Virus der infektiosen bovinen Rhinotracheitis (IBR); Virus der bovinen Herpes-
-Mammilitis (BHM); Elektronenmikroskopie; ultradiinne Schnitte; Zellkulturen; Or-
gankultur
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Uvedené publikace je mozné si zapQj¢it osobné nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, 120 56 Praha 2, Slezska 7. Vypujéni doba: pondéli az
patek od 9 do 18 hodin. U kazdé zadané publikace uvedte signaturu.
GARKAVYJ, F. L. E 37.455
Selekcija kerov i masinnoje dojenije. Moskva, Kolos 1974. 159 s. 49 tab.
30 obr. (Dojnice — laktace — fyziologické otazky / Dojnice — plemenny
vybér — uz‘tkovost — vztahy ; Dojnice — plemenitba — SSSR — pri-
rucky)
LINDHOLM, A. D 63.278
Muscle morphology and metabolism in standardbred horses at rest and
during exercise. Stockholm, Depart. of Clinical biochemistry 1974. 29 s.
1 obr. tab. (Kiin — svaly — morfologie — vyzkum / Svaly — kun — lat-
kova pieména — vyzkum — Svédsko)
E 36.811

Immunitet selskochozjajstvennych zivoitnych. Moskva, Kolos 1973. 454 s.
(Imunita hospodaiskych zvirat — sborniky — SSSR)
GERBERT, U. Dz D 63.718
Veterinarnaja immunologija. Moskva, Kolos 1974. 310 s. obr. (Veterinarni
imunologie — prirucky)

D 57.157/63
Current topics in microbiology and immunology. Ergebnisse der Mikro-
biologie und Immunitdtsforschung. 63. Berlin, Springer-Verlag 1974. 219 s.
40 obr. (Veterinarni mikrobiologie a imunologie — sborniky)
HALLIWELL, R. E. W. D 62.880/102
The immunelogy of allergic skin disease. London, School of veterinary
medicine 1971. 431-443 s. 10 obr. J. small Anim. Pract. (1971). 12. (Vete-
rinarni imunologie — nemoci kozni — vyzkum — Anglie)
KARELIN, A. I. — JEMELJANOV, B. M. E 32.262/813

Vlijanije vneSnich faktorov na obscuju rezistentnosf i immunobiologi-
ceskuju reaktivnosf organizma porosjat. Moskva, VNIITEISCH 1974. 49 s.

tab. Obzornaja informacija 813. (Selata — nemoci — odolnost — pro-
stredi — vliv — studijni zpravy — SSSR) )
WIESNER, E. — WILLER, S. D 63.170

Veterindrmedizinische Pathogenetik. Jena, VEB Gustav Fischer Verlag
1974. 478 s. 119 obr. 53 tab. (Veterinarni patologie — prirucka)
ASTRACHANCEV, V. L D 63 564

Bolezni pusSnych zverej. Moskva, Kolos 1973. 357 s. obr. tab. (KoziSinova
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GENETICKY PODIL NA SLOZENI LIPIDU LAKTOSEBA
BOVINNIHO STRUKOVEHO KANALKU

M. Stavikova, I. Ingr, L. Lojda

Vyzkumny ustav veterindrniho léka¥stvi, Brno

STAVIKOVA M., INGR I, LOJDA L. Geneticky podil na sloZeni lipidi lakto-
seba bovinniho strukového kandlku. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 679-687, 1975.

Na souborech dvojic matka-dcera, dvojéatech a skupinach polosester po otcich
byl studovan podil genotypu na skladé lipida laktoseba. Kvantitativni zastou-
peni jednotlivych mastnych kyselin ma vztah k ruzné nachylnosti ¢i rezistenci
skotu k onemocnéni mastitidou. Ze Sesti nejvice zastoupenych mastnych kyselin
v laktosebu vykazaly nejtésnéjsi vztah mezi piibuznymi jedinci kyselina laurova,
palmitova a stearova. Ve skupiné dvojcat pak, kde byla pribuznost ze sledo-
vanych skupin zvifat nejvyssi, byly uzké vztahy prokazany navic u kyseliny
myristové. Rovnéz u kyseliny linolové a olejové byla zjisténa Kkorelace jak mezi
matkou a dcerou, tak mezi dvojéaty. Na skladbé lipidni frakce laktoseba, po-
dobné jako na skladbé mlé¢ného tuku, se podileji jednak vlivy genotypu, jed-
nak vSak i vlivy prostifedi. Dédivost slozeni lipidi vzhledem k rezistenci vaci
onemocnéni lze v priuméru oznadit jako stredné vysokou.

skot; dédivost; mastitida: mastné kyseliny; rezistence

Zdravotni stav mléiné zlazy je vyslednici pisobeni mnoha vnéjdich
i vnitfnich faktort, v nichZ nemalou tlohu hraje d&di¢nost. V poslednich
letech se zalind vénovat této dalezité otdzce vice pozornosti. Neni to
prace snadnd, nebot chybi vhodn4 kritéria, kterd by umoznila v pomé&rné
mladém véku krav, kdy se jesté mastitida neprojevi, diferencovat zvitata
rezistentni od vnimavych. Tato snaha nas vedla ke studiu né&kterych mor-
fologickych a funkénich vlastnosti mlééné zlazy, u nichz predpokladdme
pozitivni ¢i negativni vztah k onemocnéni mastitidou (Lojda, 1972). Mi-
mo to jsme navdzali na poznatky Adamse a Rickarda (1963)
a pokusili jsme se rozlidit kravy rezistentni a vnimavé ke streptokokové
mastitidé analyzou lipidni frakce latky, ktera je obsaZena ve strukovém
kandlku a byla oznacena jako laktosebum (Lojda aj., 1974). V prvni
etapé téchto pokusti jsme dospéli k pozoruhodnym zavértim, Ze ve sklad-
bé estericky vazanych mastnych kyselin laktoseba strukového kanilku
rezistentnich krav byl nalezen signifikantné vy33i obsah kyseliny laurové
a myristové nez u krav vnimavyeh. U téch naopak byl zjistén signifikant-
né vyssi obsah kyseliny olejové a linolové ve srovnani s kravami rezistent-
nimi. Déle pak v laktosebu krav vnimavych byl stanoven vy33i obsah vol-
nych mastnych kyselin nez u krav rezistentnich.
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Tyto poznatky nds pfivedly k nutnosti Fedit dal3i velmi zivaZné
otazky, do jaké miry je skladba mastnych kyselin laktoseba strukového
kandlku podminéna geneticky. BohuZel v dostupné literatufe se ndm ne-
podafilo najit adaje tykajici se tohoto problému, existuji pouze ojedinélé
préice o genetickém podilu na vlastnostech mlééného tuku. Tak Winzen -
iried (1955) vySetfenim 14 parti krav-monozygotnich dvoj¢at udava vliv
otcli-bykt na jednotlivé hodnoty urcujici vlastnosti mlééného tuku: &islo
Reichertovo-Meisslovo, ¢islo Polenského, ¢Cislo zmydelnéni, ¢islo jodové
a refrakci. Odhadl heritabilitu té&chto hodnot metodou stanoveni koefici-
entu vnitrotfidni korelace a uvadi h* v rozmezi 0,62 a 0,89. Vysledky
Winzenrieda (1955) byly potvrzeny McDowallem a Pat-
tchellem (1958), kterym se podafilo prokdazat — v diisledku standar-
dizace podminek prostfedi — statisticky vysoce pritkazny vliv byki na
vlastnosti mlééného tuku u sedmi parti monozygotnich dvojcat.

Kosmack (1973) studoval geneticky podil skladby mastnych ky-
selin v mléce krav v prvni laktaci, které byly polosestrami po 10 bycich.
Zjistil, Zze v prab&hu laktace vykazuji mastné kyseliny mezi rtznymi
skupinami geneticky podminéné rozdily jak v podilu zastoupeni, tak také
v mnoZstvi. Vypo¢ital koeficienty heritability pro celkovy podil mastnych
kyselin v tuku (a), ddle pro obsah t&chto kyselin v 1 litru mléka (b)
a pro jejich mnoZstvi za celou laktaci (c).

Pro mastné kyseliny s kratkym fretézcem (Cs-Cs) byl odhad herita-
bility v primeéru:

a) h%i= 0,28 b) h?* = 0,20 c) h? =044
Pro mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem (Cio-Cis):

a) h?=0,10 b) h* = 0,18 ¢) h* =035
Pro nenasycené mastné kyseliny Cis:

a) h*=0,11 b) h? = 0,18 ¢) h? =001

Odraz zdravotniho stavu mlééné Zlazy na skladbé jednotlivych mast-
nych kyselin glyceridi mléka studoval Dos Santos (1973). Zjistil,
?e pouze klinickd mastitida se projevuje vysokou variabilitou zejména
vyssich nenasycenych mastnych kyselin. Nejvice byl zvysen obsah kyseli-
ny olejové, palmitové a linolové. U subklinickych a experimentilné vy-
volanych mastitid zménu zastoupeni mastnych kyselin v mlé&ném tuku
nezjistil. Tngr (1973) zaznamenal signifikantni rozdily ve skladbé mast-
nych kyselin mlé¢ného tuku teprve prfi vy3sim stupni pozitivity zji5téné
Mastitis testem NK a p¥i bunééném obsahu vy33im nez 2,5 mil. v 1 ml. .

MATERIAL A METODA

Problematika byla studovdna vySetfenim a porovnanim skladby
laktoseba:

a) u 31 dvojice krav matka-dcera ve dvou zemé&délskych zavodech
(A a B), )

b) u 12 péart krav-dvoj¢at z riiznych zemé&délskych podnikii,

¢) u skupin dcer-polosester pochizejicich od péti riiznygch byki a umis-
ténych ve dvou zemédélskych podnicich.
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Vzorky laktoseba byly odebiriny a analyzovany v obdobi Fijen aZ
terven, tedy pfi rtiznych zpiisobech krmeni. Zdravotni stav mlétné zlazy
byl posuzovin jednak klinicky, ddle Mastitis testem NK a u vétsiny krav
byly znamy nékolikaleté vysledky bakteriologického vy3etieni Ctvrtovych
vzork mléka.

Vlastni odbér, zpracovani i analyzy laktoseba byly provddény stejné
jako v praci predchazejici (Lojda aj., 1974).

Zavislost vztahu ,matka-dcera” byla statisticky hodnocena jednak
tzv. Spearmanovym koeficientem korelace (Reisenauer, 1970), jednak
byl podil genotypu na skladbé mastnych kyselin odhadovdn na zikladé
regresniho koeficientu podle Fewsona (1965). Stuperi pfibuznosti
mezi rodi¢i a potomky je ddn v tomto piipadé koeficientem /5, proto je
nutné k ziskani koeficientu heritability nasobit regresni koeficient dvéma.

Dvoj¢ata byla hodnocena tzv. koeficientem vnitrotfidni korelace
(Vogel, 1961).

Soubory dcer po jednotlivych otcich byly statisticky zpracoviny za
pouziti neparametrického V-testu (Rod, 1966).

VYSLEDKY

V neutrdlni frakci lipidé laktoseba strukového kanalku prevlddaji
kyseliny: laurova, myristova, palmitova, stearova, olejova a linolovi, které
tvofi asi 90 % této frakce. Proto byly ve viech pokusnych skupinich
hodnoceny vztahy téchto 3esti nejzastoupenéjsich mastnych kyselin.

I. Hodnoceni vztahu ,matka—dcera“ v obsahu hlavnich mastnych kyselin ve frakci
neutrilnich lipida laktoseba strukového kandlku krav; hodnoty koeficientt pofadové
korelace R (Spearmantv koeficient korelace)

Hledisko Kyeling Potet
N laurovd |myristova |palmitov4 | stearovd | olejova | linolova pAr.on

1. 0,404 0,142 0,052 | —0,358 0,617b | 0,322 14
2. 0,428b —0,040 0,150 —0,050 0,170 0,6172 31
3. 0,413 —0,078 0,140 —0,040 | —0,202 0,338 17
4, 0,245 —0,282 0,215 0,153 | —0,020 0,540b 18
5. 0,242 0,033 0,283 0,280 | —0,213 0,546¢ 12
6. 1,000b —0,300 0,300 —0,175 0,375 1,000b 5
1. 0,223 0,600 | —0,500 0,679 | 0428 | 0,170

8. 0,658 0,415 0,658 | —0,258 0,715 0,365

2 ..P0,01 biiw P 0,05 ¢...na hranici 59, vyznamnosti

Legenda

Hlediska pro vybér paru

. Viechny pouzitelné vysledky analyz vzorku odebranych v zemédélském zavodé A

Vsechny pouzitelné vysledky analyz vzorka odebranych v zdvodé A i B

. V8echny pouzitelné vysledky analyz vzorku odebranych v zavodé B

Vybér paru s negativnim bakteridlnim nidlezem u matky a dcery

Vybér paru s negativnim bakteridlnim nilezem a s negativnim Mastitis testem NK u matky i dcery

Vybér paru s pozitivnim bakteridlnim ndlezem u matky i dcery

. Vybér péara s rozdilnymi bakteridlnimi nalezy u matky i dcery

. Vybér part, kdy matka méla pozitivni bakteridlni ndlez a negativni Mastitis test NK a dcera
méla negativni bakteridlni nélez i Mastitis test NK

@ NS YW N



a) Dvojice krav matka-dcera byly pfi statistickém hodnoceni zafra-
zeny do rtznych skupin podle lokalit a podle bakteriologického nalezu
v mléce i vySetfeni Mastitis testem NK, jak je uvedeno v seznamu hledi-
sek pro vybér part (legenda k tab. I). Podle jednotlivgch vztaht byly
hodnoceny jen ty vybéry, u kterych pocet uzitych part dosahoval mini-
malné péti. Ostatni vybéry byly posouzeny jen pro tdplnost. Z riznych
hledisek bylo hodnoceno proto, zZe byly vylouceny piFipadné vlivy,
které by mohly byt zplsobené dfivé€jdim onemocnénim mlééné Zlazy.
Nejtésnéjsiho pozitivniho vztahu bylo dosazeno v obsahu kyseliny lino-
lové, laurové a olejové (tab. I).

Rovnéz u téchto tfi kyselin byly vypocitany stfedné vysoké koefici-
enty heritability, které se pohybovaly v rozmezi 0,38 aZ 0,58. U ostatnich
kyselin byly zjistény hodnoty nizsi.

II. Analyza variance nejzastoupenéj$ich mastnych kyselin v laktosebu
(Srovnani dvojéat s populaci)

: Smeérodatnd Koeficient
Py st By — B i odchylka vnitrotfidni
yReliny S§? korelace »

Cp, :0 A 1,27 0,14 0,374 0,241
laurova B 1,85 0,23 0,480
Cua:0 A 65,65 5,47 2,339 0,431
myristové B 151,07 13,73 3,705
Ci:0 A 79,23 6,60 2,569 . 0,685
palmitova B 388,74 35,34 5,945
Cs:0 A 91,74 7,64 2,764 0,809
stearova B 795,44 72,31 8,504
Cis i1 A 193,18 16,10 4,012 0,230
olejova B 282,83 25,71 5,071
Cis:y A 8,91 0,81 0,900 0,361
linolové B 17,24 1,72 1,311

A — uvnitf para
B — mezi pary

b) Ve druhé fazi pokusi byla analyzovdna neutrdlni frakce lipidi
laktoseba krav-dizygotnich dvojcat. V tab. II jsou uvedeny vysledky ana-
lyzy variance nejvice zastoupenych mastnych kyselin. Zvlasté u kyseliny
myristové, palmitové a stearové je variabilita uvnitf jednotlivych pari
podstatné nizdi nez variabilita mezi pary. Pomoci F testu pfi 1% hlading
pravdépodobnosti jsme zjistili, Ze vysoce vyznamna korelace mezi dvoj-
taty je u kyseliny palmitové a stearové.

c) Jako posledni jsme analyzovali laktosebum u péti skupin dcer-
-polosester. Do hodnoceni jsme zahrnuli celkem 72 vzorky, u kterych
bylo opét statisticky posuzovino Sest v laktosebu nejzastoupenéjsich mast-
nych kyselin jako v pokusech pfedchozich. Byly hodnoceny soubory dcer
jednotlivych byka. U kazdé mastné kyseliny bylo provedeno 10 moznych
kombinaci. V jednotlivych skupindch byl pocitan aritmeticky primér (x),
minimdlni a maximélni hodnoty souboru, a tim bylo vyjadfeno variaéni
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rozpéti souboru. Vysledky jsou uvedeny v tab. IIL. Statisticky pritkazny
vliv otce na slozeni neutralni frakce lipidi byl zjistén u kyseliny laurové,
palmitové a stearové (tab. 1V).

III. Obsah hlavnich mastnych kyselin neutralni frakce lipidta laktoseba strukového
kanalku polosester po riznych otcich

Mastné kyseliny (9
Otec (podet deer ) paling: (%]
zakﬁa:n;(:ta'n:técké laurova myristova palmitova stearovd | olejovd | linolova
VISR 12:0 14 :0 16 : 0 18:0 18:1 18:2
Lm28 (n = 18)
L 2,47 9,31 27,32 15,96 36,28 3,70
Xmin 0,30 6,40 21,10 10,30 29,57 2,10
K 4,50 11,60 39,00 21,30 41,30 6,40
Lm32 (n = 18)
x 1,86 8,36 26,30 15,78 37,97 3,30
Xmin 0,30 2,93 19,62 12,18 30,32 1,50
Xmaz 4,11 12,04 34,10 22,90 46,79 5,60
Lm33 (n - 14)
X 1,38 8,56 29,97 14,42 37,86 3,26
Xmin 0,30 5,80 24,30 11,90 29,20 1,60
Xmaz 4,10 12,50 35,40 19,40 43,80 5,80
Ps 182 (n = 14)
X 1,49 8,99 29,65 14,76 36,96 3,68
Xmin 0,50 5,50 21,60 6,60 26,90 2,10
Xmaz 4,80 14,80 38,20 18,40 40,80 5,60
Cs735 (n = 8)
x 2,04 9,96 29,59 14,46 37,20 3,14
Xmin 0,60 7,80 23,80 10,90 31,80 1,20
Xmaz 3,60 13,50 32,80 18,50 40,60 4,40
DISKUSE

Na zakladé vysledki praci AdamseaRickarda (1963) aTree-
ce aj. (1964) predpokladame, Ze mastné kyseliny laktoseba bovin-
niho strukového kanalku jsou nositelem antibakteridlniho téinku. PFesto
viak pripoustime tvahu, Ze zména skladby esterifikovanych mastnych
kyselin laktoseba by mohla byt ovlivnéna i podminkami zevniho prostte-
di, popiipadé i infekci Sc. agalactiae a plsobenim jeho lipdz. Pro inhi-
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IV. Statistické hodnoceni vlivu otcl na 6bsah mastnych Kkyselin nt_eutrélm’ ?ralfce li-
pidt laktoseba dcer-polosester (jsou uvedeny pouze mastné kyseliny, u nichz byly
zjistény signifikantni odliSnosti)

Lm 28 Lm 32 Lm33 Cs 735 Ps 182

Kyselina laurova 12 : 0

Lm 28 fefe +
Lm 32

Lm 33 i

Cs 735

PS 182 +

Kyselina palmitova 16 : 0

Lm28 &

Lm 32 ++ = +
Lm 33 + +=F

Cs 735 G

Ps 182 +

Kyselina stearov4 18 : 0

Lm 28 +
Lm 32 -
Lm33

Cs 735
Ps 182

+ 4 vybéry se signifikantné li§i na hladiné vyznamnosti P = 0,01
+ vybéry se signifikantné li§i na hladiné vyznamnosti P = 0,05

bi¢ni ptisobeni mastnych kyselin na Sc. agalactiae ve strukovém kanalku
viak hovoii rovnéz vysledky prace Willetta-a Morseho (1966).
Také Galbraith aj. (1971) in wvitro prokazali, Ze grampozitivni
bakterie jsou inhibovany mastnymi kyselinami s dlouhym retézcem. Uva-
déji, Ze z nasycenych kyselin ma nejvy3si antibakterialni aktivitu kyselina
laurova, coz odpovidd na3im naleziim, nebot u rezistentnich krav byl
v laktosebu nalezen vy33i obsah kyseliny laurové a myristové nez u krav
vnimavych. Na druhé strané vsak citovani pracovnici zjistili z nenasy-
cenych mastnych kyselin nejvy3si antibakteridlni aktivitu u kyseliny
olejové a linolové, coz jsme v na3i pfedchozi praci nepotvrdili (Lojda
aj., 1974).

Za predpokladu, Ze mastné kyseliny laktoseba mohou byt jednou
z pIiCin zvySené rezistence krav vic¢i mastitidé, je zddouci znat geneticky
podil na skladb& laktoseba. Vztah genotypu ke skladb& laktoseba jsme
vyhodnotili n€kolika metodami. P¥i zjistovani vztahu mezi matkou a dce-
rou po statistickém vyhodnoceni tzv. Spearmanovym koeficientem je nej-
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tésnéjsi pozitivni vztah u kyseliny laurové a linolové. U vybért ozna-
cengch 7 a 8, které byly hodnoceny jen pro uplnost, nepiekvapuje, Ze
nebyla prokdzina statisticky vyznamna zavislost, nebot charakteristiky
matek a dcer byly protichidné: negativni-pozitivni ve smyslu bakterio-
logického nebo cytologického nalezu v mléce. Ackoliv pocet vyhodnoce-
nych part z hlediska zjistovani koeficientu heritabilty byl nizky, presto
byly pro kyselinu laurovou a linolovou vypocitiny vysoké hodnoty.
Vyznamna heritabilita pfislusi i kyselin€ olejové. Je prekvapujici, Ze prave
u téchto tii kyselin, jimz pfisuzuji Galbraith aj. (1971) znaénou
inhibi¢ni schopnost proti grampozitivnim bakteriim, jsme stanovili meto-
dou korelace matka-dcera nejtésnéjsi vztah. .

Pii posuzovani korelace vyskytu mastnych kyselin v laktosebu dvoj-
Cat je z tab. II na prvni pohled patrné, Ze proménlivost hladin v3ech
mastnych kyselin, zvlasté pak kyselin myristové, palmitové a stearové, je
mezi pary vy$si nez uvnitf jednotlivych part dvojcat. Oviem pifi testovani
vyznamnosti rozdilu F testem pii 1% hladin€é pravdépodobnosti jsme zjis-
tili vysoce vyznamnou korelaci mezi dvojcaty pouze u kyseliny palmitové
a stearové. Domnivame se, Ze veétsi variabilita ostatnich kyselin je zputso-
bena jednak tim, Ze se jedna vesmés o dizygotni dvojcata, jednak tim, Ze
byl sledovan pomérné maly pocet parii, nebot vyskyt dospélych dvojéat-
-krav je vzacny a kritické hodnoty F rozlozeni pro 11 a 12 stupiiii volnosti
(pocet pédrt) jsou znaéné vysoke.

Pii sledovani vlivu otce na sloZeni neutralni frakce lipidi byly nale-
zeny podobné jako u dvojic matka-dcera kladné vztahy zejména u kyse-
liny laurové. Podobné jako u parii dvojcat byl nalezen statisticky vyznam-
ny vliv otci hlavné u kyseliny palmitové a stearové.

Shrneme-li vysledky tii raznych zptisobti hodnoceni vztaht uvede-
nymi metodami, je nutné konstatovat, Ze ze $esti nejzastoupenéjsich mast-
nych kyselin v laktosebu jsou kyseliny laurova, palmitova a stearova
nejvice souhlasné u jedinct v rizném stupni piibuznosti. U dvojcat, kde
je pribuznost nejvyssi, byly nalezeny jesté navic souhlasné nélezy u kyse-
liny myristové. Rovnéz u kyseliny linolové, jejiz mnozstvi byva vyssi
u krav vnimavych spolu s kyselinou olejovou, byl zjistén znaéné vysoky
podil genotypu (h* = 0,58) na zakladé regresniho koeficientu metodou
matka-dcera a také u dvojcat byl vypocitan koeficient vnitrotfidni kore-
lace pro tuto kyselinu linolovou stfedné vysoky (r = 0,36). Pro kyselinu
olejovou byl vypocitan odhad heritability h* = 0,38.

Ze zjisténych vysledki lze vyvodit, Ze na skladbé mastnych kyselin
laktoseba se sice podili dosti vyznamnym zpiisobem genotyp, ale rozhod-
né podléhaji, podobné jako slozeni mastnych kyselin mlééného tuku,
vlivu podminek prostiedi. K obdobnym zavérim dospél ve své disertacni
praci Kosmack (1973), ktery vsak studoval otazky vlivu genotypu
na skladbu mastnych kyselin v mlééném tuku, nikoliv v laktosebu. Uvadi,
ze vedle genetickych vlivii se dal prokdzat vyznamnou mérou i vliv stafi
pifi prvnim oteleni, vliv vyZivy a ostatnich podminek prostiedi.

Neékterda nami zjisténd pomérné velka rozpéti hodnot jednotlivych
mastnych kyselin lze prisuzovat také intravitilnim faktorim. RovnéZz lze
pripustit, Ze pfi ziskdvani laktoseba mohlo pfes peclivy odbér dojit ke
kontaminaci mléénym tukem, zvlasté pii zna¢ném naplnéni mlééné Zla-
zy. Podle na3ich zkuSenosti je nejlépe odebirat laktosebum dvé aZ tri
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hodiny po rannim dojeni. Témito faktory by bylo moZné vysvétlit nekteré
disproporce nasich vysledkii pfi zjidtovani podilu dédivosti na skladbé
neutralni frakce lipidd laktoseba strukového kanédlku. Pfipadné ovliv-
néni skladby mastnych kyselin zménénym mlékem pti klinické mastitide,
jak uvadi Dos Santos (1973), nepfipada v Gvahu, nebot laktosebum
bylo odebirano vzdy z klinicky zdravych struki.

Za technickou spolupraci dékujeme H. Mertové a J. Polac¢kovi.

Literatura

ADAMS, E. W. — RICKARD, CH. G.: The antistreptococcic activity of bovine teat
canal keratin. Am. J. vet. Res., 24, 1963, s. 122-135.

FEWSON, D.: Haustiergenetik. Hohenheim 1965.

GALBRAITH, H. — MILLER, T. B. — PATON, A. M. — THOMPSON, I. K.: Anti-
bacterial activity of long chain fatty acids and the reversal with calcium, magnesium,
ergocalciferol and cholesterol. J. appl. Bact., 34, 1971, s. 803-813.

INGR, I.: Zusammensetzung und Eigenschaften des Kuhmilchfettes bei subklinischen
Mastitiden. Nahrung, 17, 1973, s. 215-223.

KOSMACK, U.: Genetische Aspecte zur Fettsiurenzusammensetzung der Milch.
[Diss.] GieBen 1973.

LOJDA, L.: Studium morfologickych a funkénich uchylek mlééné zlazy skotu ve
vztahu k jejich genetické podminénosti a k onemocnéni mlééné zlazy. [Vyzkumna
zprava.] Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno 1972.

LOJDA, L. — INGR, I. — STAVIKOVA, M. — HLAVICA, M.: Moznosti rozlieni
rezistentnich a vnimavych krav ke streptokokové mastitidé analyzou lipida laktoseba
strukového kanalku. Vet. Med. (Praha) 19, 1974, ¢. 2, s. 71-80.

MC DOWALL, F. H. — PATCHELL, M. R.: 1958. Cit.:. KOSMACK, U.: Genetische
Aspecte zur Fettsdurenzusammensetzung der Milch. [Diss.] GieBen 1973.
REISENAUER, R.: Metody matematické statistiky a jejich aplikace v technice. Pra-
ha 1970.

ROD, J.: Statistika. Zaklady biometriky. Praha 1966.

SANTOS DOS, E. C.: Effect of mastitis on fatty acid composition of the glycerids
of milk. Args Esc. Vet. Minas Gerais., 25, 1973, s. 99-106.

TREECE, J. M. — MORSE, G. — SHAH, P. C.: Basic studies of bovine mastitis II.
Chemical composition of teat canal soft keratin. J. Dairy Sci., 47, 1964, s. 697-701.
VOGEL, F.: Lehrbuch der allgemeinen Humangenetik. Berlin-Gottingen-Heidelberg
1961.

WILLETT, N. P. — MORSE, G. E.: Long chain fatty acids and inhibition of Strep-
tococcus agalactiae in a chemicaly defined medium. J. Bact., 91, 1966, s. 2245-2249.
WINZENRIED, H. U.: 1955. Cit.: KOSMACK, U.: Genetische Aspecte zur Fettsiuren-
zusammensetzung der Milch. [Diss.] Giellen 1973.

Doslo dne 12, 6. 1975 l

INTABUKOBA M., UHTP M., JIOUJA JI. (Hayuno-uccienosaTeNsCKUit MHCTHTYT BeTepUHADHH,
Bpro, UexocnoBakus). YdacTHe reHOTHma B COCTABe NHMIHIOB JNaKTOce6a B COCKOBOM KaHaie,
Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 679-687, 1975.

B rpynmax map Mare-nous, Ha IBOMHAX M B IPymmax moaycecTep IO OTHY M3y4aid IO TeHO-
TANA B COCTaBe JHNUNOB nakroceba. KonmuecTBeHHOe yuacTHe OTHENBHEIX KMPHBIX KHCJIOT CBA-
J4HO C DasHOH BOCIIPHMMYHBOCTHIO MJIH YCTOHYHBOCTBIO KOpOB K Mactury. Ms 6 cammix pacmpo-
CTpaHEHHBbIX KUPHEIX KHCJOT B JIaKTOce(e MeXIy PONCTBEHHBIMH OCOGAMH Haubojee TeCHOE COOTHO-
IieHue NOKasajd JaBpOBas, NMaJbMHUTHHOBAA H CTeapDHHOBAA KHUCJOTH. A B Tpynne IBOEH, C Hau-
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fonpImMM PONCTBOM, — B NOGABOK M MEXKLY YNOMAHYTHIMM M MHDHCTHHOBOH KHcioTaMH. Taxxe
MeKIy JIMHOJEHOBOH M OJIEMHOBOM KHCJIOTAMM yCTAaHOBJEHA KOPPENANHMSA KaK MEXLy MaTepbio
¥ 1I0Yephio, TaK ¥ MeXLy NBOMHAMH. B cocraBe nMmMIHON $pakuuum naxroceba, Kak M MOJIOYHOTO
)KIpa, yd4acTByer Kak BJMAHHWE TeHOTHNA, TaK M Cpelsl. BBHLy yCTOMYMBOCTH K 3aboseBaHmio
HacJenyeMOCTh COCTaBa JIMIUIOB MOXKHO OG03SHAYHTHL CPEIHEBHICOKOM.

KPYMHbBIH POraTHI CKOT; HACleNyeMOCTh; JKHDHbIE KHCJIOTBI; YCTOHYHBOCTH

STAVIKOVA M., INGR 1., LOJDA L. (Veterinary Research Institute, Brno, Czecho-
slovakia). The Genetic Share in the Composition of the Lactosebum Lipids of the
Bovine Teat Canal. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) :679-687, 1975.

In experimental sets consisting of mother-daughter, twins and groups of half-sisters
from the same father, the authors studied the share of the genotype in the com-
position of the lactosebic lipids. The quantitative proportion of the different fatty
acids is directly related to the susceptibility or resistance of the cattle to mastitis.
Out of the six most frequently occurring fatty acids in the lactosebum it was
found that related individuals showed closest values in lauric acid, palmitic acid
and stearic acid. In the group of twins, where the relationship was closest, closest
values were moreover found also in myristic acid. The same applies to linoleic acid
and oleic acid, where correlation was found between mother and daughter as well
as between twins. The composition of the lactosebic [raction, just as of the lactic
fat, is partly due to the genotype and partly to the effect of the environment. The
heritability of lipid composition, with a view to resistance to diseases, can be con-
sidered relatively high.

cattle; heritability; mastitis; fatty acids; resistance

STAVIKOVA M., INGR I, LOJDA L. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin,
Brno, Tschechoslowakei). Genetischer Anteil an der Zusammensetzung der Lipide
des Laktosebums des bovinen Zitzenkanilchens. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 679-
-687, 1975.

Bei Gruppen von Mutter-Toéchter-Paaren, Zwillingen und Gruppen von Halb-
schwestern nach den Vitern wurde der Anteil des Genotyps an der Zusammenset-
zung der Lipide des Laktosebs untersucht. Die quantitative Vertretung der einzel-
nen Fettsduren steht in Beziehung zu einer unterschiedlichen Anfélligkeit oder
Resistenz der Rinder gegen Erkrankungen an Mastitis. Von den sechs im Laktoseb
am meisten vertretenen Fettsiuren wiesen die engsten Beziehungen zwischen den
verwandten Tieren die Laurinsidure, die Palmitinsdure und die Stearinsdure auf.
Bei der Zwillingsgruppe, wo die Verwandschaft von allen untersuchten Tiergruppen
am hochsten war, wurden daruber hinaus enge Beziehungen auch bei der Myristin-
sdure nachgewiesen. Auch bei der Linolsidure und der Olsiure wurden Korrelationen
sowohl zwischen Mutter und Tochter, als auch zwischen Zwillingen festgestellt.
An der Zusammensetzung der Lipidfraktion des Laktosebs, dhnlich wie an der Zu-
sammensetzung des Milchfetts beteiligen sich sowohl Einfliisse des Genotyps, als
auch Einfllisse des Milieus. Die Heritabilitit der Zusammensetzung der Lipide mit
Bezug auf die Resistenz gegen Krankheiten kann man im Durchschnitt als mittel-
hoch bezeichnen.

Rind; Heritabilitit; Mastitis; Fettsduren; Resistenz

Adresa autorii:

Ing. M. Sfavikovad, CSc, ing. I. Ingr, CSc., MVDr. L. Lojda, CSc., Vy-
zkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno - Medlanky
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Vybér z pFirtstkiu
Ustfedni zemédélské a lesnické knihovny UVTI

z useku veterinirni medicina

Uvedené publikace je mozné si zapujéit osobné nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, 120 56 Praha 2, Slezska 7. Vypujéni doba: pondéli az
patek od 9 do 18 ohdin. U kazdé zadané publikace uvedte signaturu.

NAIR, M. K. D 34.761/42
The early inflammatory reaction in the fowl. A light microscopical, ul-
trastructural and autoradiographic study. Stockholm, Royal veterinary
college 1973. 103 s. 61 obr. 5 tab. Acta veterinaria scandinavica 42. (Dru-
bezZ — nemoci — zanéty — vyzkum — Svédsko)

MUTOVIN, V. I E 37.442
Borba s mastitami korov. Moskva, Kolos 1974. 253 s. 25 obr. tab. (Masti-
tis — dojnice — diagnostika — metody — piiru¢ky / Dojnice — nemoci
— mastitis — 1éceni — prirucky)

OJEDA RODRIGUEZ, J. E 13.401/1974/8

Mamitis bovinas. Madrid, Min de agricultura 1974. 16 s. obr. Hojas di-
vulgadoras 8/1974. (Mastitis — dojnice)

D 39.169/605
Relation of clinical and subclinical mastitis to milk production and com-
position. Las Cruces (New Mexico), Agric. exp. station 1973. 28 s. 16 obr.
8 tab. Bulletin 605. (Dojnice — nemoci — mastitis — mléko — sloZeni —
vztahy — vyzkum / Dojnice — mlééna uzitkovost — vztahy — vyzkum
— USA)

SEIDEL, H. — GURTLER, H. E 36.989
Weidetetanie. Jena, VEB Gustav Fischer 1974. 171 s. 51 tab. (Tetanie
travni — piirucky)

BARTA, A. L. — KOHLER, E. M. — UNDERWOOD, J. F. D 28.422/193

A study of the grass tetany syndrome in Ohio. Wooster (Ohio), Agric.
research and dev. center 1973. 15 s. 2 obr. 5 tab. Research circular 193.
(Skot — nemoci — tetanie travni — USA — Ohio — vyzkum)

FIJALKOWSKA, W. E 37.417
Czym moga zarazi¢ nas zwierzeta? Warszawa, PWRIL 1975. 238 s. 73 obr.
(Nakazlivé nemoci — zvitata — priruc¢ky / Zvuata — nakazlivé nemoci

— ¢lovék — prirucky)

D 31.783/390
Rinderkrankheiten. Bonn, Land- u. Hauswirtsch. Auswertungs u. Infor-
mationsdienst 1975. 31 s. 29 obr. AID 390. (Skot — nemoci nakazlivé /
Skot — nemoci fyziologické)
PICK, M. D 64.575
Handbuch der Pferdenkrankheiten. Ursache, Diagnose Behandlung. Stutt-

gart, Franckh’sche Verlagshandlung 1974. 188 s. 54 obr. (Kan — nemoci
nakazlivé — prirucky)
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UCINEK NEKTERYCH PSYCHOFARMAK NA HEMATOLOGICKOU
STRESSOVOU ODPOVED U SELAT

M. Dvorak, J. Raszyk

Vyzkumny istav veterindrniho lékarstvi, Brno

DVORAK M. RASZYK J. Uéinek nékterjych psychofarmak ma hematologickou
stressovou odpoved uw selat. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 689-699, 1975.

U &tyit skupin odstavenych selat byly sledovany po ¢tyti hodiny sedativni a stres-
sové ucinky Sesti intramuskularné podanych psychofarmak ve srovnani s kan-
trolni aplikaci fyziologického roztoku. Dobré zklidnéni vyvolané Stresnilem
a Clotepinem bylo doprovazeno hematologickymi priznaky zvys$ené funkce kury
nadledvin. Podobné i chlorprothixen vyvolaval vét$i eosinopenii a lymfopenii
nez byla u kontrol; rozdil vSak nebyl, podobné jako po chlorpromazinu, sta-
tisticky prukazny. Davka 0,10 mg kg-1 diazepamu jevila tendenci ke stimulaci,
davka 0,25 mg kg-! k tlumeni adrenokortikalni aktivity. Spolehlivé zeslaboval
hematologickou stressovou odpovéd na pouzitou manipulaci se selaty fenobar-
bital v mnozstvi 2,0 a 5,0 mg kg-!, jehoZ zklidiujici u¢inek vSak nedosihl
stupné zjisténého po aplikaci jinych testovanych farmak. Je upozornéno na to,
ze pri vzruSeni zvifat néktera neuroleptika sice dobie mohou tlumit wvnéjsi
priznaky tohoto stressového stavu, ne vsak soucasné zvySenou sekreci kortikoste-
roidu.

Stresnil; Clotepin; chlorprothixen; diazepam; fenobarbital; kura nadledvin

Velkovyrobni formy chovu hospodafskych zvifat kladou na organis-
mus zvy$ené pozadavky. Nové zpiisoby ustdjeni, velké koncentrace zvi-
fat, rGzné zakroky, zvlasté Casté pfesuny a daldi zmény Zivotnich pod-
minek, piisobi nepfiznivé. Snizuje se uzitkovost, coz je vysvétlovino ne-
dokonalou adaptaci a zejména socidlnimi interakcemi ve skupinich zvi-
fat, zvySenou reakci na zasahy c¢lovéka a zvySenou responsibilitou na
nové faktory prostiedi. Velmi Casto se v této souvislosti mluvi o stressu
nebo zatéZi, mnohdy o socidlnim nebo psychickém stressu.

Témér 20 let jsou zkoudeny a uplatiiovany rtzné latky, souhrnné
oznaované jako trankvilizaéni, majici u hospodaiskych zvirat reduko-
vat nepfiznivé dasledky stressu, vyvolat uklidnéni a zvy3eni pfirtstkl
hmotnosti té€la ve vijkrmu (Auskovd, 1966, Symoens, 1970,
Auskovia aj, 1971, Jones, 1972, Volker aj., 1974, Bro%, 1974).
S riizngmi — mnohdy nestejnymi — vysledky byla zkou3ena velka Fada
latek zahrnovanych zejména do skupin neuroleptik, ataraktik i hypnotik.
Podle chemického sloZeni udava jejich pouZiti u zvirat prehledné Mar -
tinek (1968).

Zavedeni né&které trankvilizaéni latky do Zivo&idné vyroby neni
jednoducha zaleZitost. Vystupuji do popfedi otdzky ucinku, ktery muzZe
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byt druhové specificky, dile hlediska zdravotni nezdvadnosti a v ne-
posledni ¥adé komeréni pristupnosti. Ackoliv jsou tyto pFipravky casto
oznalovany jako antistressové, bylo dosud vénovdno mialo pozornosti
jejich ucinku na funkci ktiry nadledvin, kterd se v Selyeho pojeti stressu
(RaszykaDvoftiak, 1971) podili zvydenou sekreci glukokortikoidi na
odezvé organismu pfi piisobeni stressort. Tyto hormony mobilizuji ener-
getické zdroje pro obranu, soucasné viak svymi katabolickymi tcinky
negativné ovliviiuji hmotnost téla. Celd fada farmak stimuluje tvorbu
adrenokortikdlnich steroidd, jina jejich hladinu snizuji (Selye, 1946,
Christy aj, 1957, deWied, 1967, Soulairac aj., 1972,
Merry a Marks, 1972, Borrell aj, 1974).

Cilem predloZené prace je zjistit piisobeni nckterych psychofarmak,
pouZivanych jako ,antistressové” piipravky ke zklidnéni zvifat, nebo
prichazejicich k tomuto tfelu v dvahu, na funkci kiry nadledvin. Jako
kritérium jeji aktivity byly pouzity zmény bilého krevniho obrazu, zej-
ména redukce poCtu eosinofilnich granulocytti a lymfocytii periferni krve,
k nimZ dochdzi pfi stimulaci sekrece glukokortikoidit (Hills aj., 1948,
Thorn aj., 1948) a které byly zjistény také u selat (Dvo¥édk, 1964,
1972, Raszyk, 1974).

MATERIAL A METODY

Hematologicky tcinek intramuskularné aplikovanych psychofarmak
byl zjistovdn u odstavenych selat bilého uslechtilého plemene, pochéze-
jicich z riiznych chovii. Selata byla ustdjena ve VOVL v dobrych hygie-
nickych podminkach, stile méla volny pristup k sypké krmné smési
a k vodé&. Nejevila klinické p¥iznaky onemocnéni. Testy byly provedeny
u Ctyf skupin zvifat, zpravidla opakované s nékolikadennimi intervaly.
V prvni skupiné bylo 39 selat s hmotnosti téla pf¥i testovdni 14—32 kg,
ve druhé skupiné 9 selat (10—13 kg), ve tfeti skupiné 12 selat (8—18 kg)
a ve Ctvrté skupiné 5 selat (10—21 kg).

Byla testovana nasledujici farmaka: 1. neuroleptikum azaperon (Stres-
nil, Janssen Pharmaceutica [Beerse] Belgica) v ddvce 1 mg kg~?, 2. neuro-
leptikum octoclothepin (Clotepin, Vyzkumny tstav pro farmacii a bio-
chemii, Praha) v ddvce 0,15, 0,5 a 1 mg kg~?, 3. neuroleptikum Chlorpro-
thixen (Spofa) v davce 1 a 2,5 mg kg=?, 4. neroleptikum chlorpromazin
(Plegomazin, Egyesiilt Gytgyszer — Es Tédpszergyar, Budapest) v dévce
1 mg kg~!, 5. hypnotikum Phenobarbital (Spofa) v dive 2 a 5 mg kg™,
6. antifobikum diazepam (Faustan, VEB Arzneimittelwerk Dresden) v dav-
ce 0,1, 0,15 a 0,25 mg kg~!. Kontrolnim selatiim byl podavan fyziologicky
roztok v objemu odpovidajicim objemu testovanych farmak, v davce
nedosahujici 1 mg chloridu sodného na kg hmotnosti téla.

Vsechny roztoky uvedenych pripravkii byly aplikovany intramusku-
larné bezprostfedné po prvnim odbé&ru nékolika kapek krve z u3ni vény
k hematologickému vy3etfeni, a to mezi 7. a 8. hodinou ranni. Dal3i vy-
Setfeni ndsledovalo za dvé a &tyfi hodiny potom. Soulasné s odb&rem krve
bylo sledovano chovani zvifat vzhledem k o¢ekivanému zklidfiujicimu
t¢inku aplikovanych farmak, a to jak p¥i uchopovéani a dal3i manipulaci
se selaty, tak pfi jejich pohybu v kotci.
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Bily krevni obraz byl stanoven obvyklymi zpitisoby bani¢kovou me-
todou pfi pocitani bilych krvinek (BK) v Tiirckové roztoku a p¥i poci-
tani eosinofilnich granulocytti (Eo) metodou podle Piralisviliho
(1962). Poclet lymfocytd (Ly) byl stanoven pfepoitem na zakladé leuko-
gramu zhotoveného po obarveni krevnich néatéri podle Pappenheima vy-
Setfenim 200 BK. Zjidténé hodnoty jsou uddvany v aritmetickych pri-
mérech se smérodatnou odchylkou. K posouzeni statistické vyznammnosti
rozdilt priiméri byl pouZit Studentiv t test.

I. Zmény podtu bilych krvinek (BK), eosinofilnich granulocytu (Eo) a lymfocytd
(Ly) v pribéhu ¢ty hodin po aplikaci psychofarmak nebo fyziologického roztoku

selatim
Skupina Hggi' BK10°1-! | Eo1081-1 | Ly10°1-
1. Stresnil 0 | 21,846,0 | 2564187 11,8+2,0
1 mg kg~?! .
2 | 18,4+54 304 320 6,9 3,48
4 | 17,4442 504 242 9,041,4b
Clotepin o | 20,7+4,0 185-- 80 10,74+1,7
1 mgkg!
2 | 16,6-5,4 47 388 7,34+1,78
4 | 15,04+5,9b | 37+ 428 7,0-2,38
Phenobarbital 0 | 22,2+3,3 156+ 81 11,8-+3,3
2 mgkg!
2 22,74-6,6 82+ 27b | 11,344,0
4 23,54-5,7 146 + 47 11,2+3,3
Phenobarbital 0 | 225476 | 214+ 75 | 11,5436
5 mg kg
2 | 17,3+4,1 135+ 64 9,2+1,9
4 | 21,7471 200+ 66 10,8--2,8
_ Clotepin -+ Phenobarbital 0 22,24-7,7 288--134 11,443,9
-1
R R 2 | 140433% | 654 208 | 6,6-1,0b
4 | 151434 78 +107% 6,9-4-1,8b
Clotepin - Phenobarbital 0 | 20,3+1,4 281+142 11,2+1,4
-1
0,5 mg + 5 mg kg s | 17,4441 504 218 8,0.11,0°
4 | 1544242 294 248 7,441,528
NaCl 0 | 21,5442 | 2914150 10,942,4
<1 mg kgt
2 | 20,845,1 1524107s 9,542,7
4 | 20,0442 1634-116b 9,6-42,3
2. ffﬂorllzw;hixen 0 | 187+25 | 190+ 82 11,6 41,7
e 2 | 13,7+240 204 248 7,9--1,88
4 | 13,9428 | 324 41 8,4-4-1,98
NaCl 0 | 19,1+2,9 | 203+ 85 11,741,4
<1 mgkg!
2 | 16,7429 42+ 418 9,6+1,3b
4 | 16,8+2,2 38+ 328 9,94+1,7

s = rozd{.l pron: vychozi hodnoté vysoce pritkazny (P <0,01)
b = rozdil proti vychozi hodnoté priikazny (P <0,05)
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VYSLEDKY

Zmény bilého krevniho obrazu u selat prvni skupiny byly nejvyraz-
né&jsi po aplikaci Stresnilu, Clotepinu a Clotepinu s fenobarbitalem. Byly
charakterizovany sniZenim poctu BK, vyraznou redukci poctu Eo (tab.
I a II), zvySenim procentudlniho zastoupeni neutrofilnich granulocytt
(N) a sniZenim LY. Relativni zvy3eni po¢tu N bylo statisticky prikazné
(P < 0,05) druhou hodinu po aplikaci Stresnilu a u kontrol. Relativni
sniZzeni poltu Ly nebylo sice vyznamné, ale prikazna absolutni lymfo-
penie byla zaznamenina po aplikaci vSech uvedenych léciv (tab. II).
Samotny fenobarbital vyvolal mensi hematologické zmény nez kontrol-
ni injekce fyziologického roztoku (tab. I a II). Jediné po aplikaci feno-
barbitalu v davce 5 mg kg=! nedoslo k prikaznym zméniam ani v poctu
Eo periferni krve, jejichz redukce byla nejmensi z celé skupiny. Naproti
tomu pfi soufasném podani s Clotepinem v ddvce 0,5 mg kg=! nenastalo
zietelné zmirnéni hematologickych p¥iznakt charakteristickych pro zvy-
senou sekreci glukokortikoidi a selata jevila v podstaté tutéz redukci Eo
i Ly, jakou piisobil samotny Clotepin v davce 1 mg kg=1.

Z hlediska sedativniho dginku farmak pouzitych u prvni skupiny
zvifat vyvolal nejvyrazné&jsi zklidnéni Stresnil. Nastupovalo asi 15 minut
po injekci, druhou hodinu bylo stile jesté spolehlivé, ne vsak jiz Ctvrtou

II. Prfehled pouzitych psychofarmak, jejich davkovani a Géinek na zmény eosinofil-

Skupina Pfipravek Divka na kg

1. Stresnil 1 mg
Clotepin 1 mg
Phenobarbital 2 mg
Phenobarbital 5 mg
Clotepin -- Phenobarbital 0,5 mg-+2 mg
Clotepin + Phenobarbital 0,5 mg-5 mg
NaCl ' <1mg

2. Chlorprothixen 1 mg
NacCl <1l mg

3. Clotepin 0,15 mg
Diazepam 0,15 mg
Chlorpromazin 1 mg
NaCl <1 mg

4. Diazepam 0,1 mg
Diazepam 0,25 mg
Chlorprothixen 2,5 mg
NaCl <1lmg

NP = rozdil statisticky neprukazny
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hodinu. Projevovalo se sniZenim spontinnich pohybi, zvifata zpocatku
lezela, pfi vyrudeni v3ak chodila, druhou hodinu se dala snadno uchopit,
obranné reflexy vsak nebyly vyrazné utlumeny. Pfi drZeni selat a nabo-
davani usni cévy druhou hodinu byla zcela klidné, uvolnéna. Po aplikaci
Clotepinu nastupoval sedativni u¢inek pozdéji, druhou hodinu byl nej-
zietelnéjdi a podstatné se nelidil od u¢inka Stresnilu a ¢tvrtou hodinu stéle
jesté trval. Podanim fenobarbitalu v ddvce 2 ani 5 mg kg=! nebylo tako-
vého zklidnéni dosazeno. Zato vSak se ukézala jako vyhodna kombinace
Clotepinu v davce 0,5 mg kg~! spolu s fenobarbitalem v davce 2 i 5
mg kg='. PIné uspokojivy sedativni G¢inek nastupoval po 30. minuté&
a trval druhou i &tvrtou hodinu, kdy se dalo se selaty snadno manipulo-
vat. .
Chlorprothixen ve druhé skupiné zvifat pritkazné snizil pocet BK,
Eo i Ly v periferni krvi selat (tab. I a II), priikazné (P < 0,01) zvysil
procentuédlni zastoupeni N a priikazné (P < 0,01) sniZil i procentuélni za-
stoupeni Ly za dvé hodiny po aplikaci. U kontrol byly zaznamenany po-
dobné zmény, avsak men3iho stupné. Rozdily v relativnich poctech N
2 Ly mezi hodnotami pfi za¢dtku a druhou hodinou testu nebyly statisticky
vyznamneé.

Chlorprothixen v pouZité ddvce 1 mg kg=! vyvolal u selat zklidnéni,
které nedosahovalo stupné zji3téného po Stresnilu nebo Clotepinu. Nastu-

nich granulocytl (Eo) za dvé a étyfi hodiny po i. m. aplikaci

Polet Zmény Eo za dvé hodiny Zmény Eo za étyti hodiny

el % prikaznost % prukaznost
7 —88 <0,01 — 76 <0,01
8 —74 <0,01 — 80 <0,01
6 —47 <0,05 — 6 NP
6 —37 NP — 6 NP
6 -77 <0,01 — 73 <0,01
7 —82 <0,01 — 89 <0,01

13 —47 <0,01 = A <0,05

9 —89 0,01 — 83 <0,01
9 —T79 <0,01 — 81 <0,01
7 —36 NP - 71 <0,01
7 —25 NP — 29 NP
T —32 NP — 34 NP
7 —28 NP — 39 <0,05
3 —170 — 52
3 +34 +100
3 —42 + 6
3 —35 + 7
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povalo a odeznélo pomérné brzy, takze jiz druhou hodinu po aplikaci
bylo ve srovnani s kontrolnimi zvifaty malo znatelné.

Ve tfeti skupiné zvifat byl testovan ulinek Clotepinu v dévce 0,15
mg kg~!, diazepamu v téze davce a chlorpromazinu v ddvce 1 mg kg1
Byl sledovan pouze pocet Eo, ktery byl nejvice zménén po aplikaci Clote-
pinu, méné po fyziologickém roztoku a nejméné po chlorpromazinu a dia-
zepamu (obr. 1 a tab. II). Redukce Eo byla nejvétsi az ¢tvrtou hodinu.
Statistické vyznamnosti dosdhla jen u selat oSetfenych Clotepinem
a fyziologickym roztokem. Sedativni u¢inek byl zfetelny druhou a &tvr-
tou hodinu po aplikaci Clotepinu a diazepamu, mensi, netrvajici tak dlou-
ho, byl po c%lorpromazinu. Selata se dala snadné&ji uchopovat a p¥i mani-
pulaci s nimi se chovala klidné&ji nez kontroly. P¥i volném pohybu v kotci
viak mezi nimi nebyl vyrazny rozdil.

Ke zjisténi prikaznosti rozdili ve stupni eosinopenie mezi selaty
po kontrolnim o3etfeni fyziologickym roztokem a oSetfenim pouZitymi
psychofarmaky byly testovdny rozdily v procentudlnich zménach za dvé
a Ctyfi hodiny ve srovnani se 100 procenty vychoziho poétu eosinofilnich
granulocytii. U prvé skupiny byla jejich redukce pritkazné vétsi (P < 0,01
nebo 0,05) nez u kontrol po aplikaci Stresnilu, Clotepinu a Clotepinu

600 -
Clotepin
Chlorpromazin

Diazepam

NaCl
)
400 -

200 A

o o o o

Eo (105/1)
©
(0 ¢ )
/’
/|
(o] o

1. Prumérné redukce
po¢tu eosinofilnich gra-
nulocyti periferni krve
po intramuskuldrni apli-
kaci Clotepinu (0,15 mg
kg1, chlorpromazinu
0 - P g = (1 mg kg-1), diazepamu
0 2 4 (0,15 mg kg-1!) a kon-
! trolniho fyziologického

hodiny roztoku
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s fenobarbitalem. Pritkazné mensi (P < 0,05) byla ¢&tvrtou hodinu po
injekci fenorbarbitalu v obou pouzitych davkach. U druhé skupiny ne-
byl mezi Chlorprothixenem a kontrolami priikazny rozdil. Ve tieti sku-
pin€ byla pritkazné vétsi (P < 0,05) eosinopenie zjiit€nd ctvrtou hodinu
po aplikaci Clotepinu.

Chlorprothixen Diazepam NaCl
240 =
o
o
200
160 - = L °
_ o
= 2 /
% 0] - o/ L e
~— © ® ©
i ® © / o
80 1 F 1 @ 9
°
° y /0/
40 A o ® kg @
[
0 T T
0 2 4 0 2 4 0 2 4
hodiny

2. Odpovéd eosinofilnich granulocyt periferni krve na i. m. injekei chlorprothixenu
(2,5 mg kg-1), diazepamu (0,25 mg kg-!) a fyziologického roztoku stiidavé tfem
selatim (stejna znac¢ka udava vzdy totéz sele)

Pomérné malé priimérné snizeni Eo pfi znaénych individuilnich roz-
dilech u selat o3etfovanych diazepamem v ddvce 0,15 mg kg=! dalo pod-
nét k jeho dal3imu sledovani ve ¢tvrté skupiné zvirat. V davce 0,1 mg kg=?,
kterd vyvolala je$t¢ mirné kratkodobé zklidnéni, byla zaznamenéna vy-
raznd redukce Eo o 70 % vychozi hodnoty (tab. II). P¥i dévce 0,25
mg kg~! v3ak ke sniZeni Eo viibec nedoslo. Vysledky ziskané u t¥i selat,
ktergm byl stfidavé ve tiech sledovanich kaZzdému injikovdn diazepam
(0,25 mg kg~!'), chlorpothixen (25 mg kg~!) nebo fyziologicky roztok,
ukazuji odlisné piisobeni diazepamu na hladinu Eo periferni krve (obr.
2, tab. II). Pfitom sedativni uc¢inek byl velmi dobry, srovnatelny s kombi-
novanou aplikaci Clotepinu s fenobarbitalem. Chlorprothixen v pouZité
vy33i davce také vyvolal velmi dobré zklidnéni, které v3ak &tvrtou hodinu
jiz nebylo patrné.

DISKUSE

Hodnoceni dosaZenych vysledki je zaloZeno na skuteénosti, Ze mani-
pulace se zvifaty, spojend s injekénim o3etfenim fyziologickym roztokem,
vyvolavd hematologické zmény charakteristické pro zvysenou adrenokor-
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tikalni funkci. P¥i zachovéni tychZ pokusnych podminek, ale p¥i pouZiti
jingch latek nez fyziologického roztoku, lze testovat jejich tlumici nebo
stimulujici dcinek na osu hypotalamus-hypofyza-kiira nadledvin, ktery
se pii jeji predpokladané integrité projevi prostfednictvim sni%ené nebo
zvysené sekrece glukokortikoidii zménami v bilém krevnim obrazu.

Aplikace andrenokortikotropniho hormonu (ACTH) odstavenym se-
latim piisobi nepritkazné zvy3eni poltu BK, redukci Eo aZ k nulovym
hodnotam a prikaznou lymfopenii (Dvofak, 1972). Pfi testaci pouZi-
tych psychofarmak k tak vyraznym zméndm v Zidném piipadé nedoslo.
Celkovy poCet BK se nezvySoval, ale sniZoval po aplikaci Stresnilu,
Clotepinu a Chlorprothixenu vyraznéji nez tomu bylo u kontrolnich selat.
Lze to povaZovat za specificky pFiznak pouzitych latek, nesouvisejici
s nespecifickou adrenokortikdlni odezvou. Pro tu nejsou u selat asi cha-
rakteristické zmény poctu BK, nebot i pifi traumatickém stressu byl zjis-
tovan jejich mirny pokles (Dvoifak, 1968), podobné jako tomu bylo
u kontrol této studie. Pokles po¢tu BK do jisté miry ovlivnil také absolut-
ni pocet Ly a Eo. Jejich redukce, zejména Eo, byla viak podstatné vétsiho
stupné nez ¢inil dbytek BK. P¥i hodnoceni stressové hematologické odpo-
védi byla mensi pozornost vénovana neutrofilii, kterou lze povaZovat za
méné konstantni, pop¥ipadé za nespecifickou vzhledem k poznatkim zis-
kanym u adrenalektomovanych selat (Dvofak aj., 1967). Zhodnoce-
nim dosaZenych vysledki lze né€kterd psychofarmaka povazovat za litky,
jejichZ jednordzové pouziti stimuluje kiru nadledvin ke zvySené sekreci.
Jsou to Stresnil, Clotepin' a pravdépodobné v mensi mife také Chlorpro-
thixen.

Opat¢ny ucinek mél fenobarbital. Ve srovnani s kontrolnimi selaty
neprohluboval hematologické zmény, ale naopak je mirnil. Hladina Eo,
ktera je nejcitlivéj§im indikatorem kratkodobych zmén koncentrace gluko-
kortikoidii v krvi, se &tvrtou hodinou po injekci fenobarbitalu vritila k vy-
chozi hodnot&. Hematologické ulinky této latky jsou zcela v souladu se
snizenim koncentrace 11-hydroxykortikosteroidii v krevni plazmé po pe-
roralni aplikaci fenobarbitalu, jak zjistili u selat Raszyk a Dvoiak
(1975). Ti také vysvétluji na zdkladé literdrnich Gdajii mechanismy jeho
piisobeni bud primarni cestou na trovni hypotalamu, nebo zvySenou
degradaci kortikosteroid@ po indukci jaternich mikrosomédlnich enzymi.

Indiferentni piisobeni na bily krevni obraz jevil chlorpromazin. To-
muto neuroleptiku byla z hlediska jeho piisobeni na endokrinni Zlazy
vénovéna zna¢nd pozornost. Vzdor tomu viak jeho vliv na systém hypo-
fyza-kira nadledvin neni jasny. Byla pozorovana inhibice uvoliiovani
ACTH pti stressu i uvoltiovani ACTH samotnym chlorpromazinem. Zpra-
vidla p¥i vyssich davkiach zvySuje adrenokortikdlni aktivitu. Nejevi inhi-
bi¢ni t¢inek p¥i odpovédi kiry na podini ACTH (Christy aj., 1957,
Betz a Ganoug, 1963, de Wied, 1967, Soulairac aj, 1972).

Odlisné hematologické ucinky v zavislosti na ddvkovani mél dia-
zepam. P¥i nizkych davkich s men3im sedativnim ptisobenim jevil ten-
denci ke stimulaci, p¥i mnoZstvi vyvolavajicim ¢tyrhodinové dobré zklid-
néni k tlumeni adrenokortikdlni funkce. Tyto poznatky by oviem bylo
tfeba u prasat dale ovéfit. U telat plisobi diazepam v davce 0,2 mg kg~?
pii transportu zvy3eni hladiny 11-hydroxykortikosteroidi, ackoliv sniZuje
ztraty na télesné hmotnosti (Vélker aj., 1974). U lidi — chronickych
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alkoholikit — neovliviiuje koncentraci plazmatického kortisolu, av3ak
u t&chto osob je funkce osy hypotalamus — hypofyza — kiara nadledvin
naruena (Merry a Marks, 1972), takZe nelze z téchto udaji délat
spolehlivé zavéry.

Tato studie poskytuje také poznatky o srovnatelném ucinku pouzi-
tych psychofarmak. Za vhodné sedativum pro prasata je povaZovan Stres-
nil, uréeny k parenteralnimu osetfeni. K prehanéni zvirat je uddvana jako
postacujici davka 0,5 mg kg~!, davka 2 mg kg~! pisobi dokonalou neuro-
lepsii s prechodnym ulehnutim (Symoens, 1970, Jones, 1972,
Schlec%lt a Pfund, 1972). Lze tedy pouzitou davku 1 mg kg=*
povaZovat za stfedni. Vzhledem k vyrobcem doporucovanému davkovani
pro lidi, popfipadé pro zvifata, lze u dalSich pouZitych farmak pokladat
za stfedni intramuskuldrni davku 2 mg kg~ u fenobarbitalu, 1 mg kg~*
u chlorprothixenu, 1 mg kg=! u chlorpromazinu a 0,15 mg kg=! u dia-
zepamu. U Clotepinu se zietelem k jeho farmakologickym vlastnostem
(Mety$ aj, 1971) a k doporufovanému ordlnimu davkovéni se od
stfedni doze asi prilis neodchyluje 0,15 mg kg=1. V téchto davkach pusobil
Stresnil nejvyraznjsi sedaci pro svilj rychle nastupujici pomérné kritko-
doby a&inek. Vzhledem k deldimu, tFebas méné& niapadnému piisobeni, se
jevi jako spolehlivy diazepam i Clotepin. U ostatnich by asi bylo pro
odstavena selata zadouci vy33i ddvkovani nez bylo pouzito. Ziskané vy-
sledky upozorriuji na to, Ze n€kdy jsou k o3et¥eni zvifat p¥i stressu dopo-
ruovana farmaka, kterd sama mohou byt oznalena jako stressory. Pfi
psychickém vzrudeni zvifat tlumi sice specifické viditelné ptiznaky to-
hoto stressu, ne viak jeho nespecificky zvy3enou adrenokortikalni aktivitu,
kterou naopak mohou zvy3ovat.
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Doslo dne 12. 6. 1975

IBOPXAK M., PAIIUK U. (Hayuuo-uccnenosaTeJsCKMH MHCTHTYT BerepuHapuu, Bpmo, Uexo-
cnosakusa). BosmeiicrBHe HeKOTOPHIX HCHMXOPAPMaKOB HA TeMaTONOTMYECKYIO CTPECCOBYIO PEAKITHIO
y mopocar. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 689-699, 1975.

Y 4 rpynn mopocaT-oTheMblleif B TedeHue 4 uac. M3ydaJu CeNaTUBHOE M CTpeccoBoe INeifcTaue 6
ucuxopapMakop BHYTPUMBINIEYHOTO BBENEHHMS H CPaBHHBaJH C KOHTPOJBHBIM BBeleHHeM (usuo-
JIOTHYECKOrO pacTBOpa. Y NOBJIETBOPHTENBHOE ycmokoeHme ¢ momombio Crpecemna u Koioremuna
COTIPOBOXKNAJIOCh TeMAaTOJOTHYeCKMMH NPHSHAKAaMH MOBLINEHHOH QyHKUMH HaNIOYeyHOH KOPHI.
Taxke XnOpHpOTHMKCEH BHI3BaJ GOJBIIHNE SO03HHONEHHI0 M JUMPONEHMIO, YeM B KOHTpOJe; pas-
HMIJa, ONHAKO, KaK ¥ B ClIy4ae XJOPIPOMa3MHa, CTaTHCTUdecKm HemocrosepHa, Joza 0,1 Mr/kr
nuasenaMa TpPOABNANA TeHNEHIMI0 K cTuMyiaanuu, a 0,25 Mr — K nomaBieHHI0 anpeHOKOPTH-
KanbHO# akTuBHOcTH. Penobapburan B KOmMuecTBe 2—5 MI/KT HaZeXHO Ocnabisl reMaTOJOTH-
YECKyI0 CTPECCOBYIO peaKIHi0 Ha MaHHNyJHPOBKY C TOpPOCATAMM, HO ero ycCrokxawolee IeHCTBHE
i€ JOCTHTJIO CTeNeHW NPYTHX TEeCTHPOBaHHBIX (apMakoB. COriacHoO yNOMMHAHMIO, HEKOTOpHIE
HPBPOJIENTHUKH XOTA M B COCTOAHMM IONABJIAThH BHEIMIHMNE NPU3HAKM B3BOJIHOBAHHOCTH JKHBOTHBIX,
HO OHHM HEe MOTYT OCJa6iATh B TO K& BPeMs NOBHIIEHHYIO CEKPEeIHi0 KOPTHKOCTEPOHIOB.

Crpecaun; KroremH; xnopnpOTHKceH; nmasenaM; ($eHOGap6HTan; KOpa HaIIOYEIHHKOB
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DVORAK M. RASZYK J. (Veterinary Research Institute, Brno, Czechoslovakia).
The Effect of Some Psycho-Drugs on the Haematological Stress Response in Piglets.
Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 689-699, 1975.

In four groups of weaned piglets, the authors studied four hours after intramuscular
administration of psycho-drugs their sedative and stress effects, as compared with
a control application of a physiological solution. Good calming effects were obtained
with Stresnil and Clotepin, but haematologically their administration was accom-
panied by intensive action of the adrenal glands. Chlorprothixen caused greater
eosinopenia and lymphopenia than in the controls; however the difference, just as
in the case of chlorpromazine, was statistically insignificant. The adminitration of
0.1 mg/kg of diazepam tended to stimulate, while the dosis of 0.25 mg/kg tended
to slow down adrenocortical activity. Haematological stress response was reliably
weakened by doses of 2 and 5 mg/kg of phenobarbital, whose calming effect was
however not as high as with other tested drugs. The authors point out that in the
case of stress situations, some neuroleptic drugs are capable of calming the external
symptoms but not the higher secretion of the corticosteroids.

Stresnil; Clotepin; chlorprothixen; diazepam; phenobarbital; adrenal cortex

DVORAK M. RASZYK J. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno, Tsche-
choslowakei). Wirkung einiger Psychopharmaka auf die hdimatologische Strefreaktion
bei Ferkeln. Vet. Med. (Praha) 20 (10-11) : 689-699, 1975.

Bei vier Gruppen von abgesetzten Ferkeln wurden vier Stunden hindurch die seda-
tiven und die StreBwirkungen von sechs intramuskuldr verabreichten Psychophar-
maka im Vergleich zur Kontrollapplikation einer physiologischen Loésung untersucht.
Die durch Stresnil und Clotepin ausgeloste gute Beruhigung war mit hdmatolo-
gischen Merkmalen einer erhohten Funktion der Nebennierenrinde begleitet. Ahnlich
verursachte des Chlorprothixen eine groéBere Eosinopenie und Lymphopenie als
bei der Kontrolle. Der Unterschied war aber, dhnlich wie nach Chlorpromazin, sta-
tistisch unsignifikant, die Dosis von 0,1 mg je kg Diazepam zeigte eine Stimu-
lationstendenz. Die Dosis 0,25 mg je kg fiihrte zur Dampfung der adrenokortikalen
Aktivitat. Die hamatologische Reaktion auf die angewandte Manipulation mit Ferkeln
wurde verldBlich durch das Phenobarbital in Mengen von 2 und 5 mg je Kilogramm
verringert. Die beruhigende Wirkung dieses Stoffes erreichte aber den bei Applikation
anderer Pharmaka erzielten Beruhigungsgrad nicht. Es wird darauf hingewiesen,
daB8 bei Erregungen der Tiere einige Neuroleptika zwar die duBeren Symptome
dieses Strefizustandes, nicht aber die gleichzeitig erhohte Sekretion der Kortikoste-
roide verringern koénnen.

Stresnil; Clotepin; Chlorprothixen; Diazepam; Phenobarbital; Nebennierenrinde
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