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DETEKCE VIRU PI-3, BVD-MD A PARVOVIRU, PERSISTUJICICH
V BOVINNICH FETECH PO EXPERIMENTALNI INTRAUTERINNI
INFEKCI

J. Mensik, Z. Pospisil, V. Rozkosny, M. Machatkova, J. Machaty Z. Vléek

MENSIK, J. — POSPISIL, Z. — ROZKOSNY, V. — MACHATKOVA, M. —
MACHATY, J. — VLCEK, Z. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, Brno;
Vysoka Skola veterinarni, Brno): Detekce wviru PI-3, BVD-MD a parvoviru,
persistujicich v bovinnich fétech po experimentdlni intrauterinni infekci. Vet.
Med., Praha, 26, 1981 (12) :701-707.

Rostouci organové kultury pripravené z féth experimentalné infikovanych
in utero virem PI-3, BVD-MD nebo parvovirem skotu se osvédc¢ily v pokusech
o reizolaci téchto virti za 7, 14, 21, 35, 42 a 70 dni po infekci. Pokusy o jejich
prukaz Kklasickym zpusobem inokulace primarni bunééné kultury fetalnich led-
vin byly uUspésné jen pri reizolaci viru PI-3 za sedm dni po infekeci. V pri-
marni bunééné kultufe pripravené ze sleziny, plic, ledvin a varlat féta vyba-
venych za sedm dni po infekci byl prokazan virus PI-3 bez tvorby cytopatic-
kého efektu. Ten se vytvoril po presazeni bunék v prvni pasazi, kdy doslo
k dalS$imu pomnoZeni viru.

hoveézi féty; intrauterinni infekce; organové kultury; persistentni infekce

K prvnimu setkani hovéziho fétu s virovym antigenem doch&zi po
infekci vnimavé bfezi krdvy virem IBR, PI-3, BVD-MD, popfipadé dalsi-
mij viry, nebo po vakcinaci Zivymi virovymi vakcinami (Kennedy
a Richards, 1964; Mc Kercher a Wada, 1964; Kahrs, aj.
1970; Scott, 1973; Dunne aj, 1973; Bittle a House, 1973).
Vysledek této intrauterinni infekce zavisi na stafi plodu a na vlast-
nostech viru. Castym dtsledkem virové infekce v prvni tfetiné bfezosti,
kdy jedté nezacCala tvorba protildtek, jsou aborty a fetdlni malformace
(Kahrs, 1968; Kahrs aj., 1971), zatimco viry s niZsi patogenitou
(i kdyZ infikuji fétus v raném obdobi gestace) maji tendenci persistovat
ve fetalnich tkanich dlouhou dobu, stejné tak jako viry patogenni, pro-
niknou-li do fétu ve druhé poloviné biezosti.

ObcCasné netspéchy kultivace primarnich fetalnich buné&nych kul-
tur z mladych telat nebo hovézich fétii mohou byt v nékterych pfipadech
zpisobeny pritomnosti latentniho viru, ktery ma v podminkach in vitro
lep$i moZnosti k pomnoZovani. Jeho izolace z fetdlnich tkdni na buné&c-
nych kulturdch klasickym postupem neni vZdy snadnd, protoZe proti-
latky pritomné v orgdnech a tkdnich neutralizuji virus v suspenzi jesté
pfed inokulaci bun&tné kultury (Dunne aj., 1973). Citlivéjsi meto-
dou k priikazu nékterych virt jsou orgdnové kultury (Tyrrel a Byn-
de, 1966; Tyrrel a Hoorn, 1965; Harnett a Hooper, 1968;
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Schaff aj., 1971). JeSté citlivéjsi je vSak kultivace organovych frag-
menth pripravenych pifimo z tkani infikovanych zvifat (Machatko-
va aj.,1981; MenS§ik aj., 1975).

MATERIAL A METODY

INFEKCE FETU

Féty byly infikovany in utero virem PI-3, BVD-MD a parvovirem, které byly
inokulovany blezim kravam ve ¢tvrtém az devatém mésici gravidity intra venam
nebo do amniového vaku po predchozi laparotomii.

VIROVE KMENY

— virus BVD-MD, kmen Oregon, pomnozeny na primarnich bunéc¢nych kultu-
rach fetalnich bovinnich ledvin v davee 5 X 108 TKIDs0;

— virus PI-3 vakcinaé¢ni, pro telata nepatogenni kmen (Bioveta Nitra) v davce
5 X 1075 TKIDso;

— bovinni parvovirus, kmen HADEN, ze Shirky zoopatogennich mikroorganismu
na VUVeL v Brné v davce 5 X 1055 TKIDso.

VYBAVENI PLODU A JEJICH ZPRACOVANI

Za 7 az 70 dni po infekeci byly plody vybaveny hysterektomii po predchozim
porazeni kravy. Z fetalnich organu byly asepticky odebrany vzorky tkani, které byly
pouzity pro pripravu bunéénych a explantatovych kultur.

PRIMARN{ KULTURY

Primarni bunééné kultury byly pripraveny z plic, ledvin, sleziny a varlat stan-
dardni trypsina¢ni metodou, modifikovanou podle druhu a charakteru tkané. Trypsi-
nace plic, ledvin, varlat probihala pfi teploté 37°C v 0,10 az 0,20%, roztoku trypsinu
v 0,019, roztoku verzenu. Bunky uvolinované stalym michanim fragmentt ptri 300
otackach za minutu byly ziskavany v 20minutovych intervalech. Bunécna suspenze
fetalni bovinni sleziny byla pripravena trypsinac¢ni technikou zaloZzenou na stacio-
narni trypsinaci probihajici pri teploté 37°C v 0,20", trypsinu a uvolnovani bunék
michanim v pufrovaném fyziologickém roztoku. Obé faze byly stiidany podle denzity
bunééné suspenze (Machatkova aj, 1981). Pro pripravu primarnich bunék
z fetalni bovinni nosni sliznice byla pouzita metoda popsana Machatkovou
a PospiSilem (1975). Bunécné suspenze byly nasazovany do kultivaéniho média
Parker (TM-Sevac II), doplnéného o 109, bovinniho fetalniho séra, antibiotika
a kysely uhli¢itan sodny (NaHCOs) na pH 6,8—6.9.

ORGANOVE KULTURY

Rostouci organové Kkultury byly pripraveny podle metodiky popsané Ma -
chatkovou aj. (1974, 1981) a kultivovany v médiu EPL (TM Sevac III), oboha-
ceném o 109, fetalniho séra, glutamin a neesencialni aminokyseliny. Vzorky média
byly odebirany ve dvoudennich az tridennich intervalech a uloZeny pri teploté
—60°C az do vySetreni.

IZOLACE A IDENTIFIKACE VIRU

K pokusim o izolaci viru z infikovanych féti byla pouzita jednak Kklasicka
metoda inokulace organové suspenze na bunéé¢né kultury primarnich bovinnich fe-
talnich ledvin, pripravenych ze zdravych fétu, jednak byl virus prokazovan primo
ve tkanich infikovanych féta, kultivovanych jako rostouci organové kultury nebo
zpracovanych a kultivovanych jako, primarni bunééné kultury. V médiu organo-
\I')"gh_ kultur byl virus prokazovan inokulaci na primarni bunééné kultury fetalnich
edvin.
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VYSLEDKY

Pri pokusech o izolaci viru z infikovanych fétt, uskuteCnénych kla-
sickou technikou inokulace orgdnové suspenze na bunécnou kuturu pri-
marnich bovinnich fetdlnich ledvin, se podarilo izolovat virus PI-3 jen
z plic tFi fett (5, 6, 7), vybavenych za sedm dni po intrauterinni infekci,
zatimco pomoci rostoucich organovych kultur byl virus PI-3 prokazdn
ve slezing, plicich a thymu fétu €. 5, v plicich a sleziné fétu ¢. 6 a v pli-
cich, slezing, ledvinch, thymu a varlatech fétu ¢. 7. Pokusy o zédchyt
viru PI-3 na bunécnych kulturdch z fétt vybavenych za 35 aZ 72 dni
po infekci nebyly tspé&3né. Naproti tomu vSak média z rostoucich orgé-
novych kultur téchto fétl vykazovala hemaglutina¢ni aktivitu a po ino-
kulaci na b&Zné pfipravované bunécné kultury bylo pozorovano velké
mnoZzstvi intracytoplazmatickych inkluzi, byla prokazana hemadsorbce
a hemaglutinace a virus PI-3 byl identifikovan imunofluorescencnim vy-
Setfenim. Timto postupem byl prokazan persistujici virus v thyreoidei,
slezing, ledvinach a varlatech fétu ¢. 3 vybaveného za 35 dni po infekci
a v thyreoidei, slezin€, thymu a ledvindch fétu ¢. 1 dokonce jesté za 70
dni po infekci (tab. I).

Podobné byl v organovych kulturdch prokézan virus BVD-MD, ktery
byl fétim ¢. 1 a 2 aplikovan 42 a 14 dni pfed jejich vybavenim. Usp&sny
byl i priikaz parvoviru v orgdnové kultufe thymu, plic a sleziny z fétu C.
9 za 21 den po infekci (tab. I].

Prikaz viru PI-3, BVD-MD a parvoviru pomoci rostoucich orgéno-
vych kultur pripravenych z tkani fétt infikovanych in utero byl tedy

I. Prukaz viru v rostoucich organovych kulturach z infikovanych féti a technikou
inokulace suspenze organt na primarni bunééné kultury — Demonstration of the
virus in the growing organ cultures from infected foetuses and demonstration by
the method of. the inoculation of organ suspension to primary cell cultures

; Infekce fétu . Vybaveni Prukaz viru
Fétus & |—————— P“,’i‘izu‘sty féru za . . : ‘
stafi | zpusob dni p. 1. v organové kultute* inokulaci
1 200 matka PI-3 70 TD, SI, TM, LE, PI neg.
‘ 228 BVD 42 TD, SI, TM, LE, PI neg.
2 256 matka BVD 14 TD, Pl SI, TM neg.
3 115 fétus PI-3 35 TD, LE, VA, Sl neg.
4 129 matka BVD 21 neg. neg.
5 113 fétus PI-3 7 S, P, TM + (P1)
‘ 6 113 | féws | PI-3 q P, SI + (P1)
! 7 173 fétus PI-3 7 Pl S, LE, TM, VA + (P1)
1 8 240 matka BVD 30 neg. neg.
9 249 matka BVD 21 BVD: neg. PARVO: TM, neg.
+ PARVO Pl, S1
* TD — thyreoidea LE ledvina
Sl — slezina Pl — plice
TM — thymus VA - varlata
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mnohem spolehlivéjSi neZ klasickym postupem inokulace testovanych
organovych suspenzi na primdarni bunécnou kulturu fetdlnich ledvin. Ve
vét§ing pripadi byly rovnéZ netspésSné pokusy o jejich detekci v bunéc-
nych kulturdch pripravenych pfimo z organli a tkani téchto fétt. Jen
v buné¢nych kulturdch z fétt ¢. 5 a 7, vybavenych za sedm dni po in-
fekci virem PI-3, byl virus identifikovan: v primarni buné&cné Kkultufe
plic a ledvin z fétu €. 5 za sedm a devét dni po zaloZeni kultury a v pri-
marni bunécéné kultufe plic a varlat fétu ¢. 7 za sedm, resp. osm dni po
zaloZeni kultury, v obou pfipadech bez tvorby cytopatického efektu
(tab. II). K vyraznéjSimu pomnoZeni viru doSlo pak pfi zaloZeni subpa-
saZe primdrni buné&céné kultury z fétu €. 7. Virus byl identifikovdn hema-
glutinaci a hemadsorbci v sekundarnich bunéénych kulturdch plic, var-
lat, sleziny a ledvin po tfech dnech kultivace, kdy se jiZ zaCal objevovat
charakteristicky cytopaticky efekt. Nejvy$§i hemaglutinacni titr byl
zjistén v sekundarni bunécné kulture sleziny (tab. II).

II. Prukaz viru PI-3 v primarnich bunéénych kulturdach ze dvou fétt vybavenych
za sedm dni po experimentalni infekci in utero — Demonstration of the PI-3 virus
in primary cell cultures from two foetuses delivered seven days after experimental
infection in utero

HA titr za dni kultivace Subkultura
Fétus Orgi o
& rgan tii dny
: 3 7 8 9 po presazeni
slezina neg. neg. neg. neg. 512
T plice neg. neg. 8 neg. 16
ledvina neg. neg. neg. neg. 16
varlata neg. 16 8 neg. 16
5 plice neg. 16 NT 128 NT
ledvina neg. 32 NT 128 NT
DISKUSE

Vysledky této prace potvrdily, Ze technika organovych kultur je
vhodnou a velmi citlivou metodou pro detekci virt obtiZné prokazatel-
nych jinymi metodami. Byla jiZ dfive uplatnéna v pokusech o diagnosti-
ku akutnich respira¢nich onemocnéni lidi a osvédcila se pfi izolaci rhi-
noviri (Harnett a Hooper, 1968; Votava a Tyrrell,
1970), enterovirdi, picornaviri a myxovirit (Schaff aj., 1971), para-
myxovirti, adenoviri a herpesviri (Roome aj., 1971). Také bovinni
rhinovirus se podarilo kultivovat na bunécnych kulturdch jen po pred-
chozim pomnoZeni v organové kultufe (Reed aj., 1971). Jako zvlast
citlivy substrat pro izolaci bovinnich respiracnich virti se ukdzaly orgé-
nové kultury pripravené z hovézich fétli a organové kultury péstované
jako rostouci orgdnové fragmenty (Machatkovéa aj., 1974; Pospi-
§il aj., 1978). Velmi perspektivni je i dalsi varianta techniky orgéno-
vych kultur pripravenych pfimo z organt a tkani infikovanych a k vy-
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Setfeni urcenych zvirat poraZenych v rtznych fazich rozvoje infekéniho
procesu (MensSik aj., 1975). Touto metodou jsme byli schopni prokéazat
persistujici infekci hovézich féti virem PI-3 jeSté za 35 a 70 dni po in-
fekci brezi kravy, persistujici infekci virem BVD-MD za 14 a 42 dny po
infekci a parvovirem 21. den po infekci. Zatimco v pokusech o izolaci
viru klasickym postupem inokulace primarni bunécné kultury fetalnich
ledvin byl virus PI-3 prokdzédn jen v plicich féti vybavenych za sedm
dni po infekci matky, byl prokdzan v rostoucich fragmentech i z dal-
§ich orgéni.

Persistence viru BVD-MD u telat po experimentélni infekci byla opa-
kované prokazana v trachei, bronchidlnich miznich uzlindch a v pli-
cich za 56 dni (Mills a Luginbuhl, 1969) a v nosnich sekretech
za 103 dny (Lambert a Fornelius, 1968). Persistentni infekci
fetdlnich organovych kultur virem BVD-MD po dobu nejméné 35 dni
popsali Ssentongo aj. (1980) a potvrdili tak i vysledky Rossiho
a Kiesela (1977), Ze bovinni fetalni trachedlni explantaty podporuji
mnoZeni viru BVD-MD. V naSich pokusech se virus BVD-MD mnoZil
v rostoucich orgdnovych explantatech thyreoidey, sleziny, thymu, led-
vin a plic z fétd infikovanych in utero za 14 a 42 dny po infekci.

Reizolace bovinniho parvoviru v orgdnové kulturfe z thymu, plic
a sleziny za 21 den po infekci bfezi matky potvrzuje vysledky Storzo -
vy aj. (1978), Ze tento virus miZe mit podobny patogenni potencial
u skotu jako parvovirus prasat, popfipadé parvoviry u jinych druhi zvi-
rat (Redman aj., 1974; Csiza aj., 1971; Kilham a Margo-
lius, 1966; Toolan, 1960).

Je zFejmé, Ze rostouci tkanové fragmenty jsou ve srovnani s bunéc-
nymi kulturami vnimavéjSim substratem, umoZiiujicim priikaz i malych
kvant viru.

Vysoka citlivost tohoto kultivacniho systému miiZe byt spojovana se
zachovanim Castecné stability ptivodnich intraceluldrnich vztaht a ur-
¢itych specializovanych bunécénych typi. Pravdépodobnost detekce viro-
vé infekce miZe vSak zvySovat i pFitomnost proliferujicich dediferen-
covanych bunék spolu s moZnosti jejich dlouhodobé kultivace.
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MEHOIMK, A. — HNOCHHMIIMIL, 3. — PO3KOIIHBL, B. — MAXATKOBA, M. — MA-
XATEHL, . — BJYEK, 3. (Hayuso-uccnenosatentckuii uMHCTUTYT BerepuHapuu, Bpuo; WMucruryr
perepunapyy, Bpho): Herexrmposanue supycos PI-3, BVD-MD u napsoBmpyca, ocTalomuxcs
B GOBHHHEIX deraX mocre SKCIepPHMEHTANBHOTO BHyTpuMaTouHoro 3apawenusa. Vet. Med., Praha,
26, 1981 (12) : 701-707.

Pacryujue KynsTyphl OPraHOB, NPUTOTOBJIEHHBIE M3 SKCIICPUMEHTANRHO 3apakKeHHbIX deroB in utero
Bupycom PI-3, BVD-MD wuan mapBoBHpycOM KDPYyIHOIO PraToro ckora, xopouo cefsa onpaBnann
B CIBITAX C peusoJsuueil 3THUX BUpycos cnycrs 7, 14, 21, 35, 42 u 70 nHeit nocne unpexmuu.
TonuITKH H0KasaTh WX HAJU4YMe KJIACCHYECKMM CIocO60M HMHOKYJIHpPOBAHHS MEPBHYHON KJIETOYHON
KyJbTypbl (eTajbHBIX MOYEK OKa3aJMCh YCIEMHBIMM TOJBKO IpM peusosnauuu Bupyca PI-3
cuycrs 7 IHeW 1ocie 3apakeHds. B nepsuYHON KJIETOYHOH KyJleType, TPHUTOTOBJEHHOH u3 ce-
JIe3eHKH, JIeTKHX, IIOYeK M CCMeHHHKOB tberon CIyCcTs 7 ,ELHC!‘& TocJie 3apaXeHns, [$386) JIOKa3aHo
manuuue Bupyca PI-3 6es mnpucyrcrBus uuronarudeckoro addexra. Ilocsennuit BO3HMK mOCHE
nepecasik¥ KJETOK Ha MepBOM Ilacca)ke, KOTJa BUPYC CHOBA Pa3MHOKMIICA.

TOBAMBH QETH; BHYTPMMATO4YHOE 3apaKeHHe; KyJbTYpPhl OPraHoOB; TIpOHOJIKAIICeCd 3apakeHue

MENSIK, J. — POSPISIL, Z. — ROZKOSNY, V. — MACHATKOVA, M. — MA-
CHATY, J. — VLCEK, Z. (Veterinary Research Institute, Brno; University of Ve-
terinary Medicine, Brno): The Detection of the PI-3 and BVD-MD Viruses and
Parvovirus Persisting in Bovine Foetuses after Experimental Intrauterine Infection.
Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) : 701-707.

Growing organ cultures prepared from foetuses experimentally infected in utero
by the viruses PI-3 and BVD-MD or bovine parvovirus proved to be suitable in
tests with the re-isolation of these viruses 7, 14, 21, 35, 42 and 70 days after in-
fection. The attempts at demonstrating them by the traditional method of the
inoculation of the primary cell culture of foetal kidneys were successful only at
the re-isolation of the PI-3 virus seven days after infection. The PI-3 virus without
cytopathic effect was demonstrated in the primary cell culture prepared from the
spleen, lungs, kidneys and testes of foetuses delivered seven days from infection.
The cytopathic effect manifested itself after cell transplantation in the first passage
when further multiplication of the virus occurred.

bovine foetuses; intrauterine infection; organ cultures; persistent infection

MENSIK, J. — POSPISIL, Z. — ROZKOSNY, V. — MACHATKOVA, M. — MA-
CHATY, J. — VLCEK, Z. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno; Veteri-
ndarmedizinische Hochschule, Brno): Detektion der Viren PI-3, BVD-MD und des
Parvovirus, die in den bovinen Feten nach der experimentellen intrauterinen In-
fektion persistieren. Vet. Med., Praha, 26 1981 (12) : 701-707.

Die wachsenden Organkulturen, die aus den durch die Viren PI-3, BVD-MD oder
durch das Parvovirus von Rindvieh in utero experimentell infizierten Feten vor-
bereitet wurden, bewidhrten sich in Versuchen um eine Reisolation dieser Viren
in 7, 14, 21, 35, 42 und 70 Tagen nach der Infektion. Die Versuche um ihre Ent-
deckung durch die klassische Methode der Inokulation der primiren Zellkultur
der fetalen Nieren waren erfolgreich nur bei der Reisolation des Virus PI-3 in
sieben Tagen nach der Infektion. In der primiren Zellkultur, die aus Milz, Lun-
gen, Nieren und Hoden von Feten vorbereitet wurde, die in sieben Tagen nach
der Infektion herausgenommen wurden, wurde das Virus PI-3 ohne Bildung eines
zytopathischen Effektes nachgewiesen. Zu diesem kam es nach der Ubertragung
der Zellen in der ersten Passage, da eine weitere Vermehrung des Virus entstand.

Rindfeten; intrauterine Infektion; Organkulturen; persistente Infektion
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Vybér z prirastku
Ustfedni zemédélské a lesnické knihovny UVTIZ

z useku veterinarni medicina

Uvedené publikace je mozné si vypuj¢it osobné nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, 12056 Praha 2, Slezska 7. Vypujéni doba: pondéli az
patek od 9 do 18 hodin. U kazdé zadané publikace uvedte signaturu.

FRIIS, N. F. ‘ D 30.900/617
Muycoplasma suipneumoniae and Mycoplasma flocculare in the growth
precipitation test

Copenhagen, Statens veterinaere serumlaboratorium 1977. S. 168-175,
2 obr.,, 3 tab. Meddelelser fra Statens veter. serumlabor. 617. (Myco-
plasma suipneumoniae a Mycoplasma flocculare — diferenciace — me-
tody sérologické — vyzkum — Dansko)

DARLINGTON, R. W. — WISE, W. E. D 61.393/23
Rotavirus infections of neonatal (newborn) animals

Frankfort, University of Kentucky (1979). Nestr. VET 23. (Telata, selata
a hribata — nemoci stifevni — prijem — diagno6za)

Facts about atrophic rhinitis C 22.758
Omaha (Nebraska), Chromalloy animal health division (1980). Nestr.,
obr., tab. (Prase — nemoci nakazlivé — sipavka — vakcinace)

Streptococcal menignitis in pigs E 19.689/752

Pinner, Ministry of agriculture, fisheries and food 1980. 2 s. Leaflet 752.
(Meningitida — prase — Streptococcus suis-typ 2 — diagnéza — léceni)

Brucellosis D 70.432/145
Questions and answers.
Washington, USDA 1978. 12 s. (Bruceléza — hospodaiska zvirata —
diagnéza, ochrana a léceni)

C 26.485/1975/66
The epizootic of swine foot-and-mouth diseases in Britany, in the spring
of 1974
Lyon, Ecole nationale vétérinaire 1975. 38 s., obr., tab. Thése Ecole nat.
vétér. de Lyon, Année 1975, no 66. (Slintavka a kulhavka — prase —
Francie — vyzkum)




MULTIPLIKACE VIRU IBR, PI-3 A BVD—-MD V BUNECNYCH
A ORGANOVYCH KULTURACH PRIPRAVENYCH Z HOVEZICH
FETU PO EXPERIMENTALNI INTRAUTERINNI INFEKCI

J. Mensik, Z. Pospisil, V. Rozkosny, M. Machatkova, J. Machaty, Z. Vléek

MENSIK, J. — POSPISIL, Z. — ROZKOSNY, V. — MACHATKOVA, M. —
MACHATY, J. — VLCEK, Z. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno;
Vysoka skola veterinarni, Brno): Multiplikace viri IBR, PI-3 a BVD-MD v bu-
néénych a organovych kulturdich pripravenych z hovézich féti po experimen-
talni intrauterinni infekci. Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) : 709-719.
Intrauterinni infekce ¢tyimésiénich az devitimésiénich hovézich fétt virem
PI-3, BVD-MD a parvovirem skotu, uskute¢néna 7 az 12 dni pred jejich vy-
bavenim, neovlivnila vyraznéji vnimavost primarnich bunéénych kultur pri-
pravenych z jejich organu a tkani k daldi virové infekeci in wvitro. Virus BVD-
-MD a virus IBR se mnozily v primarnich buné¢nych kulturach v organu fétu
infikovaného virem PI-3 sedm dni pred vybavenim, a to i v pritomnosti endo-
genniho viru PI-3. Persistujici infekce virem PI-3 neovlivnila ani vnimavost
fetalnich organovych Kkultur k infekei virem IBR a PI-3 in wvitro. Virus IBR
a endogenni virus PI-3 se v organovych kulturach thymu a plic mnozily do
vysokych titrti soucasné, zatimco v organovych kulturach ledvin, sleziny a var-
lat byla multiplikace endogenniho viru PI-3 potlacena.

bunééné kultury; organové kultury; persistentni infekce; kombinované in-
fekce

Na moZnost vyskytu riznych virtt ve fetdlnich tkdnich poukazuji
nalezy imunoglobulini a specifickych protilatek v krvi novorozenych
telat (Franz aj., 1974; Horyna aj., 1980; Cepica aj., 1977;
Pospi§il aj., 1979a) a informace o kontaminaci hovéziho fetalniho
séra a fetdlnich bunécnych kultur (Rossi aj., 1980; Nuttall aj,
1979; Hubbert aj., 1973). Praci, které se zabyvaji latentni infekci
telecich nebo fetdlnich tk&ni pouZivanych k pFipravé bunécnych a orga-
novych kultur pro virologickou diagnostiku, je vSak v souCasném pisem-
nictvi jen malo (Gavrilov, 1972; Michajlova aj., 1977; Jan-
kevi¢ a Drejzin, 1977). Latentni intrauterinni infekci fétt vyvola-
vaji i mélo patogenni viry v prvni tfetiné bfezosti nebo patogenni viry
v druhé poloving gravidity, které mohou dlouhodobé persistovat ve fe-
talnich orgénech a tkanich a indukovat tvorbu protilatek (PospiSil
aj., 1979b). Tato aktivni imunita je pak po narozeni telete jeSt& poten-
covdna pasivni imunitou kolostralni a ke klinické manifestaci infekce
v postnatdlnim obdobi telete dochdzi zpravidla teprve v disledku inter-
kurentné probihajiciho onemocnéni, nebo pfi oslabeni organismu piiso-
benim jinych nepfiznivych vlivi (Mens$ik aj., 1976; Gratzek aj,
1966; McKercher, 1968; York, 1968).
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PouZiti orgdnovych a bunécnych kultur z telat nebo féti latentné
infikovanych miiZe v nékterych pripadech ovlivnit vysledky virologické
diagnostiky. PredloZena prace shrnuje vysledky pokusi o vyvolani per-
sistentni infekce hovézich fétt virem PI-3, BVD-MD a parvovirem a po-
kusti o vnimavosti bunéénych a orgdnovych kultur pfipravenych z téchto
féth k dalsi virové infekci in vitro.

MATERIAL A METODA

EXPERIMENTALNI INFEKCE

K pokusim pouzité kravy nebo jalovice ve ¢tvrtém az devatém mésici gra-
vidity byly infikovany virem PI-3, BVD-MD nebo parvovirem skotu intra venam,
nebo pfimo do amniového vaku vpichem pfes sténu délozni po predchozi lapa-
rotomii. Metody pripravy bunéc¢nych a organovych kultur z infikovanych a kontrol-
nich neinfikovanych fétu byly popsany v predchozim sdéleni (Mensik aj., 1981).

INFEKCE BUNECNYCH A ORGANOVYCH KULTUR

Primarni bunécéné kultury plic, ledvin, sleziny a varlat, pripravené z infiko-
vanych a kontrolnich fétt a narostlé ve zkumavkach, byly inokulovany virem IBR,
PI-3 a BVD-MD. Cast zkumavkovych kultur z kaZdého druhu bunék ztstala ne-
o¢kovana. Mnozstvi pomnozeného viru bylo zjisfovano v médiu ze ¢tyr inokulova-
nych zkumavek, sklizeného po nastupu typického cytopatického efektu titraci na
primarnich bunéénych kulturdch fetdlnich ledvin ve zkumavkach. V indikovanych
pripadech, kdy nékteré bunécné kultury ve zkumavkach vykazovaly pozitivni he-
maglutinaci, nebo u nichz se dala predpokladat pritomnost latentniho viru, byly
z prislusné bunéc¢né kultury v RU lahvich zaloZeny sekundarni kultury ve zku-
mavkach.

Organové kultury z thyreoidey, plic, trachey, sleziny, ledvin a thymu byly ino-
kulovany virem IBR a PI-3 a jejich pomnozeni bylo kontrolovano titraci média
sklizeného z organovych kultur za rGzné dlouhou dobu po inokulaci na bunéénych
kulturach fetalnich ledvin ve zkumavkach. Izolované viry byly pak identifikovany
imunofluorescenci, testem inhibice hemaglutinace a virusneutraliza¢nim testem
s prislusnymi antiséry.

VYSLEDKY

MNOZENI VIRU IBR, BVD-MD A PI-3 NA FETALNICH BUNECNYCH
KULTURACH

Srovnavaci pokusy ukézaly, Ze bunécné kultury ptripravené z orga-
ni a tkani CtyfmésiCnich aZ devitimési¢nich neinfikovanych fétii jsou
pribliZzné stejné vnimavé k infekci vSemi testovanymi viry. Pokud se vy-
skytly rozdily, byly nepriikazné. Vyraznéjsi‘rozdily nebyly zjistény ani
ve vnimavosti bunéénych kultur pfipravenych ze stejné& starych fétd in-
fikovanych a neinfikovanych (tab. I).

Viry BVD-MD a IBR se mnoZily s tvorbou charakteristického cyto-
patického efektu i v primérnich bunécnych kulturdch latentné& infiko-
vanych virem PI-3 (tab. II), které byly pFipraveny z fétd ¢. 5 a 7 vyba-
venych za sedm dni po infekci in utero. Soucasné s inokulovanymi viry
BVD-MD a IBR se v primdarnich buné¢nych kulturdch pomnoZil i virus
PI-3 (tab. III). Charakteristicky cytopaticky efekt pro virus PI-3 sou-
Casné s produkci hemaglutininu se vytvoFil po superinfekci priméarnich
buneék, sleziny, plic, ledvin a varlat virem PI-3 (tab. IV).
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1861 — VNIDIAUIN INUHVNIYTLIA

TIL

1. Vnimavost fetalnich bunéénych kultur pfipravenych z féta infikovanych in utero a fétt kontrolnich k virové infekci (IBR
a PI-3) in vitro — The susceptibility of foetal cell cultures prepared from foetuses infected in utero and from control foetuses,
to virus infection (IBR and PI-3) in vitro

Detekee Titr viru v bunééné kultuie*
Feus | 45 Drun | Dny | Periihe = s P A
: infekce S v organové 1
kultufe IBR PI-3 ‘ IBR ‘ PI-3 IBR PI-3 IBR PI-3 J
6 113 PI-3 7 | Pl S1 10° 10° NT 108 107 10 NT 10
11 125 kontrola - neg. 10° 10° 108 10° 107 10° 10% 101 :
3 115 PI-3 35 | Td, Le, Va, SI 10 10* 10 102 NT 10° 10 NT |
12 146 kontrola — 10 104 10 10 108 10¢ 106 10
1 200 PI-3 70 | Td, SI, Tm, 10 10 10° 102 10 10 10° NT
Le, Pl w
228 BVD 42 | Td,Sl, Tm, 10° 102 10° 102 10 10 10 NT |
Le, Pl ‘
2 256 | BVD 14 | Td,PL,SL,Tm | 10° 10° 10° 10° 10° 109 10° NT |
9 249 BVD 21 | neg. 10° 102 104 10® 10 10° 10° NT |
parvo Tm, Pl, Sl
13 265 kontrola 2= == 106 10 10 10° 10° 10 NT 104 ‘
Pl — plice Td — thyreoidea Le — ledvina + TKID,/0,1 ml

Sl — slezina

Tm — thymus

Va — varlata



II. Multiplikace viru IBR, PI-3 a BVD-MD ve fetalnich bunéénych kulturach la-
tentné infikovanych virem PI-3 — The multiplication of the IBR, PI-3 and BVD-MD

viruses in foetal cell cultures latently infected with the PI-3 virus

Titr viru (TKID;) v bunééné kultufe
- Dny
Fetus Stari ;
o B Le Sl Pl
. dni n utero |
IBR ‘ PI-3 lBVD IBR | PI-3 | BVD | IBR l PI-3 | BVD
5 113 7 108 10% 10°% 106 100 NT 104 10° 102
7 173 7 10° 108 108 10% 10°% 108 10° 10° NT

III. Tvorba hemaglutininu PI-3 ve fetalnich bunéénych kulturach latentné infiko-
vanych virem PI-3 a inokulovanych in wvitro virem IBR a BVD-MD — The pro-
duction of PI-3 haemagglutinin in foetal cell cultures latently infected with the

PI-3 virus and inoculated in vitro with IBR and BVD-MD viruses

|
|
|
|

Titr hemaglutininu za dni po infekci virem
Druh
o bunéiné 3 4 5
: kultury
IBR | BVD | IBR | BvD | IBR | BVD |
ledvina 128 neg. 8 neg. neg. neg.
5 slezina 64 neg. neg. neg. neg. neg.
plice 64 neg. 4 neg. neg. neg.
ledvina 128 128 8 16 neg. neg.
7 slezina neg. neg. neg. neg. neg. neg.
plice 8 neg. neg. neg. neg. neg.
varlata 8 neg. neg. neg. neg. neg.

1IV. Tvorba hemaglutininu PI-3 ve fetalnich bunéc¢nych kulturach latentné infiko-
vanych virem PI-3 a inokulovanych in vitro virem PI-3 — The production of PI-3
haemagglutinin in foetal cell cultures latently infected with the PI-3 virus and

inoculated in vitro with the PI-3 virus

Titr hemaglutininu za dni po infekci
Druh bunééné kultury

3 4 5
Ledvina 1024 128 32
Slezina 32 32 32
Plice 32 8 8
Varlata 1024 128 32
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VNIMAVOST FETALNICH ORGANOVYCH KULTUR K VIROVE INFEKCI
IN VITRO

Rostouci organové kultury pripravené z tkani Ctyrmeésicnich aZ de-
vitimési¢nich neinfikovanych fétd byly vnimavé k infekci virem PI-3,
ktery se v nich mnoZil po celou dobu desetidenni kultivace. Dynamika
ristu viru a jeho intenzita byla zdvisla na druhu tkdné a stari fétd, pri-
Cem7 orgdnové Kkultury pétimésicniho fétu produkovaly vétSi mnoZstvi
viru nez kultury z féti devitimési¢nich (tab. Va, VIa).

V. Mnozeni viru v organovych kulturdch z féta kontrolnich, pét meésicu starych: a)
PI-3, b) IBR — The multiplication of viruses in organ cultures from five-month-
-old control foetuses: a) PI-3, b) IBR

} ) TKID;, v orgdnovych kulturach ‘
| Dny p. 1. {
Tr Td Tm Pl Le sI | Va 1
9 10t 10 10 1025 1025 1045 100 |
3 10° 10* 10° 10° 105 104 10t5 |
a 5 10° 10° 1055 10° 1043 10° 10°
7 1035 10° 108 101 10* 103 10 ;
10 1045 1045 10° 104 10° 10° 10° |
l
2 10* 102 100 | 10° 104 10° 10° '
3 10° 1045 10° 1055 1055 10% 105 |
b 5 1083 10° 10° 108 1055 10° 100 |
7 1065 10° 104 10° 1055 10 1055 ’
| 10 10 10! 105 10° 10° 10%3 100 |

Také mnoZzstvi viru IBR produkovaného v organovych kulturach peé-
timési¢nich fétd bylo o 1 aZ 2 logaritmy vyS$$i neZ v organovych kultu-
rach ploda devitimésicnich (tab. Vb, VIia).

Persistujici infekce pétimésiCniho fétu virem PI-3 neovlivnila vni-
mavost organovych kultur z jeho tkani k infekci virem IBR a PI-3 in
vitro. Rlistové kfivky obou virtt v orgadnovych Kulturdch se kvantitativne
i kvalitativng podobaly rlistovym krivkdm ziskanym pfi infekci orgéano-
vych kultur z kontrolnich neinfikovanych fétli. Vyraznéjsi signifikantni
inhibice r@stu u viru IBR byla prokdzdna v organovych kulturach z de-
vitimésicniho fétu ¢. 1, infikovaného virem PI-3 a BVD-MD, i v orgdno-
vych kulturdch z devitimési¢niho fétu €. 2, zpracovaného za 14 dni po
infekci pouze virem BVD-MD. Virus IBR se ve tkdnich obou plod témér
nemnoZil, mnoZstvi volného viru v médiu se rychle sniZovalo a na konci
kultivace nebyl prokazan bud viibec, nebo jen v nizkych titrech [(tab.
VIIa, b). Podobny pokles vnimavosti, pfedevSim v kulturdch trachey,
thymu, thyreoidey a sleziny, byl zjiStén po infekci stejnych kultur virem
PI-3 (tab. VIa, b).

Virus IBR se vSak velmi dobfe mnoZil v orgdnovych kulturdch pri-
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VI. Mnozeni viru PI-3 v organovych Kkulturach z devitimési¢nich féta: a) fetus
¢. 13 kontrolni; b) fetus ¢. 2 infikovany virem BVD (256 dni) — Multiplication of
the PI-3 virus in the organ cultures from nine-month-old foetuses: a) control foetus

no. 13; b) BVD-virus-infected foetus no. 2 (256 days)

TKID,, v médiu organovych kultur |
\ Dny p. 7.
| Tr ‘ Td Tm Pi l Le ' si '
| 2 108 101 10! 102 10! 10t |
‘ 3 10° 101 1085 109 1045 102 '
a 5 1055 104 10! 10° 10° 102 |
7 10 104 106 10° 10 108 l
5 10 10* 1085 10° 1045 10° 100
i |
i 2 10t 104 10t 108 K 101 l
| 3 102 10° 101 10° 10t K |
b 5 102 10t 10t 102 104 neg. |
| 7 K K neg. 10! 10° 10t |
‘ 10 K K neg. 10* K 102

pravenych z fétd €. 7, a to i v pfitomnosti viru PI-3 (tab. VIII). Virus
PI-3 byl prokazan v kontrolnich neinfikovanych organovych kulturach
plic, ledvin, sleziny, varlat a thymu v dobé od tfetiho do jedendctého dne
po zaloZeni kultury a od ¢&tvrtého do desatého dne po infekci kultury

VII. Mnozeni viru IBR v organovych kulturach devitimési¢nich féta: a) fetus ¢. 13
kontrolni; b) fetus ¢. 2 infikovany virem BVD (256 dni) — Multiplication of the
IBR virus in the organ cultures of nine-month-old foetuses: control foetus no. 13;
b) BVD-infected foetus no. 2 (256 days)

! TKID;, v médiu organovych kultur

’ Dny po zaloZeni

| Tr ! Td Tm Pl Le ’ sl

‘ _ N | S || SO S ] -
2 102 10%.5 102 10° 102 10

} 3 10° 108 10° 107 100 08|

l a 5 10° 1015 10 10° 105 100 |

| 7 1045 10 108 10° 10° 100

‘ 10 105 10° 10 10° 10 1045 I

| |

! 2 10° NT 10* 10% 10% 100 |

: 3 K NT K K K K

| b 5 K NT K 102 10 K ‘

[ 7 0 NT K 10 10° K |

: 10 0 NT K 10 10! 0 '
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VIII. Mnozeni viru IBR v organovych kulturach latentné infikovanych virem PI-3
— The multiplication of the IBR virus in the organ cultures latently infected with
the PI-3 virus

l TKID;, vira v organovyc‘l kulturach
Dny po e B T
zalozeni | Dny Pl Le | sl va | Tm
organové | p. i '
kultury N T R e ]
) ’ IBR ' PI-3 ’ HA | IBR ‘ PI3 | IBR | P13 | 1BR ’ PI-3 | IBR 'PI-3
\ 1 |
2 101 10* | neg. 10* | neg. 10" | neg. 10* | neg. 10! 10°
4 108 102 32 10° | neg. 1 neg. 102 | neg. 10 | neg.
6 10° 10¢ 32 10°" | neg. 10° neg. 108 neg. 10° 10*
108 NT 16 10° | neg. 10° | neg. 10® | neg. 10% | neg.
11 10 10° 10% neg. 107 neg. 10> | neg. 10% neg. 10 | neg.

l

in vitro. Jeho titr v médiu organovych kultur plic se pohyboval v rozmezi
102 aZ 108 a v organovych kulturach thymu byl zjistén dva aZ $est dni
po infekci v titrech 105 a 104 (tab. VIII). Je pozoruhodné, Ze i v piitom-
nosti viru PI-3 dosahoval virus IBR v organovych kulturdach plic a thy-
mu vysokych titrd. V ostatnich orgdnovych kulturdch se do vysokych
titri mnoZil jeSté za deset dni po infekci, zatimco multiplikace viru PI-3
byla v organovych kulturdch ledvin, sleziny a varlat po infekci virem
IBR potlacena.

DISKUSE

Vyznam rychle rostoucich fetalnich bunécnych kultur, nizko pasé-
Zovanych bunék a rostoucich fragmentli z rtiznych orgdnti a tkéni ho-
veézich fétl pro izolaci a kultivaci obtiZné prokazatelnych virli je ne-
sporny. Tyto zptisoby kultivace byly pouZity k izolaci bovinnich parvo-
virG (Bates aj., 1972), bovinniho respira¢niho syncytidlniho viru

IX. Prukaz viru PI-3 v organovych kulturach z fétu ¢. 7, pripravenych za sedm
dni po intrauterinni infekci — Demonstration of the PI-3 virus in organ cultures
from foetus no. 7 prepared seven days from intrauterine infection

Dny po zaloZeni % 4
i organové kultury = Le ' et
| e R o
i 8 10 32 4 ' 256 108 i
‘? 5 108 64 16 | 64 10t
| 7 10° 64 » 16 64 10% ‘
I 9 10° 128 64 i 10?
11 101 NT neg. | 102
+ TKIDj,

+ HA titr v 1. pasdzi na primdrnich fetalnich ledvinovych bunkach
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(Smith aj., 1974), reo-like viru (Welch a Twiehaus, 1973), bo-
vinniho koronaviru (Mebus aj., 1973) a bovinnich enteroviri (Dun -
ne aj., 1974) z respiracniho a enterdlniho traktu, z abortovanych féta,
neonatdlnich telat a z riznych ¢asti genitdlniho traktu skotu. Jejich Sir-
81 vyuziti v rutinni diagnostice je limitovdno stdle cast&ji zjiStovanou
kontaminaci féti a jejich orgdntt a tké&ni rlznymi viry. Svédci o tom in-
formace o néalezech specifickych protilatek a imunoglobulini v krev-
nim séru fétd a novorozenych telat a detekce viri, které maji schopnost
dlouhodobé persistovat v organismu telat a dospélého skotu a mohou byt
casto zjiStovany i v tkanich féti a telat bezprostfedné& po narozeni
(MenSik aj., 1976; Pospi§il aj, 1979; Gratzek aj., 1966;
Mc Kercher, 1968; York, 1968). Dlouhodobéa persistence, ktera je
pfi€inou trvalé cirkulace viru ve stadé skotu, byla opakované potvrzena
u viru slizni¢ni choroby (BVD-MD) (Mills a Luginbuhl, 1968,
Lambert a Fernelius, 1968), u viru IBR (Mc Kercher aj,
1968; Snowdon, 1965; Bottcher a Mahler, 1970; Huck aj.,
1973), i u bovinniho parvoviru (Storz aj., 1978).

Persistujici infekci féti virem IBR popsali Pospisil aj. (1979),
kdyZ izolovali virus z jater, sleziny, ledvin, plicnich miznich uzlin a stfev
novorozenych bezkolostrdlnich telat, o nichZ se dalo pfedpokladat, Ze
po napiti kolostra pfreZiji.

DosaZené vysledky, popsané v této praci, potvrzuji, Ze viry PI-3,
BVD-MD i parvovirus skotu mohou po proniknuti do fétu i dlouhodobé
persistovat v jeho orgédnech a tkénich. Jsou sice obtiZné& prokazatelné kli-
nickou technikou inokulace organovych suspenzi na bunécné kultury
(MenSik aj., 1981), ale mohou byt detekovany v rostoucich organo-
vych kulturdch pfipravenych primo z vySetfovanych féth (Machat-
kova aj., 1981). Pfi pouZiti buné¢nych nebo orgadnovych kultur z fétd
intrauterinné infikovanych jsme zjistili, Ze nékteré viry se mnoZi po ino-
kulaci in vitro i v pritomnosti endogenniho persistujictho viru, zatimco
v jinych pripadech je multiplikace nakultivovaného viru potla¢ena. Tak
napr. viry BVD-MD a IBR se mnozily v primdrnich buné&énych kulturdach
i v pfitomnosti viru PI-3, ktery v nich mohl byt vedle obou nakultivova-
nych virtt identifikovan.

Persistujici infekce virem PI-3 neovlivnila ani vnimavost rostoucich
organovych kultur k viru IBR. Oba viry se v nékterych organovych kul-
turdch mnoZily do vysokych titrdi, zatimco v jinych byla multiplikace
endogenniho viru PI-3 potlacena.

Vyrazna inhibice riistu byla vSak zaznamendna u viru IBR v organo-
vych kulturach z féth infikovanych virem BVD-MD.

Z naSich vysledk, které koreluji s nalezy jinych autort, je zfejmeé,
Ze pouZivani bunéfnych a orgdnovych kultur z fétli pochdzejicich z cho-
vli s nezndmou nebo sloZitou epizootologickou situaci mtZe byt ve viro-
logické diagnostice komplikovano pfitomnosti endogenniho viru. Ten
muiiZe byt identifikovan nékdy aZ po inokulaci kultury vySetfovanym ma-
teridlem a v tom pripadé mohou byt v jedné bun&fné nebo organoveé
kultufe prokazovany po ur€itou dobu soucasné dva viry. Endogenni vi-
rus miZe byt zpravidla zjiStén jen technikou dlouhodobé kultivovanych
kontrolnich organovych kultur.
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MEHIIUK, A. — IIOCIHIINJ, 3. — — PO3KOIIHBI, B. — MAXATKOBA, M. — MA-
XATHI, 1. — BJIUEK, 3. (Hayuno-uccienoBarebCKMil MHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo; MHcruryr
BerepuHapuu, Bpmo): Myaptamankauus supycos IBR, PI-3 m BVD-MD B Knerkax opraHon
II KyJAbTyp, HPHMIOTOBJEHHBIX M3 TIOBKPHX (QETOB IIOCHE SKCIEPHMEHTAABHOIO BHYTPHMATOYHOTO
sapaxkenus. Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12):709-719.

Buyrpumarounoe sapaxenue 4—9-mecauHnix roBmxbux ¢eros supycom PI-3, BVD-MD u napso-
BHPYCOM KPYIIHOTO DOTaToOro CKOTA 3a 7—72 IHeH IO MX INPHUTOTOBJEHHMA He BIMAET 3aMeTHO
Ha BOCNPHMUMYHMBOCTh INEPBMYHBIX KJETOYHBIX KyJbLTyp, IPHMIOTOBJEHHBIX M3 OPraHOB M TKaHei,
K lajbHellleMy BUPYCHOMy 3apaxkeHuio in vitro. Bupyc BVD-MD u supyc IBR pasmHoxann
B IEPBHYHBIX KJETOYHEIX KyJbTypax M3 opraHoB ¢era, sapakeHHoro Bupycom PI-3 3a 7 nHei
10 TIDUTOTOBJIEHM#, TIPHYEM I B NPHCYTCTBMM sHuoreHHoro Bupyca PI-3. TIpomomxaioueecst 3sa-
paxeHne BupycoM PI-3 He moBamAs0 Ha BOCIPUMMYMBOCTH (eTanbHBIX KyjabTyp K Bupycam IBR
u PI-3 in vitro. Bupyc IBR wu sunorennmit Bupyc PI-3 pasMHOXanuce B KyJasTypax 306HOM
JKeJIe3Bl M JIETKMX BILUIOTh 10 BEICOKMX THTPOB ONHOBDEMEHHO, TOTAA KaK B KyJbTYypax M3 OPTaHOB
MOYeK, CejJe3eHKH M CEMEHHIKOB pa3MHOKeHMe sHuoreHHoro supyca PI-3 rtopmosuiocs.

KJETOYHBEIe KyJBTYPHI; KyJbTypbl M3 OpPTaHOB; IIEPCHCTEHTHbIe MHPEKIHH; KOMOWHHpOBaHHLIE
nHGeK

.

MENSIK, J. — POSPISIL, Z. — ROZKOSNY, V. — MACHATKOVA, M. — MA-
CHATY, J. — VLCEK, Z. (Veterinary Research Institute, Brno; University of Ve-
terinary Medicine, Brno): Multiplication of the IBR, PI-3 and BVD-MD Viruses
in Cell and Organ Cultures Prepared from Bovine Foetuses after Experimental
Intrauterine Infection. Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) : 709-719.

The intrauterine infection of four- to nine-month-old bovine foetuses with the
PI-3, BVD-MD and IBR viruses, performed 7 to 72 days prior to their delivery, did
not exert any significant influence upon the susceptibility of primary cell cultures
from foetal organs and tissues to further viral infection in wvitro. The BVD-MD
and IBR viruses multiplied in the primary cell cultures from the organs of a foetus
infected with the PI-3 virus seven days before delivery even in the presence of
endogenous PI-3 virus. Persisting infection with the PI-3 virus also failed to
influence the susceptibility of foetal organ cultures to infection with the IBR and
PI-3 viruses in vitro. The IBR virus and endogenous PI-3 virus multiplied simul-
taneously to high titres in the organ cultures of thymus and lungs whereas in the
organ cultures of kidneys, spleen and testes the multiplication of endogenous PI-3
virus was suppressed.

cell cultures; organ cultures; persistent infection; combined infections
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MENSIK, J. — POSPISIL, Z. — ROZKOSNY, V. — MACHATKOVA, M. — MA-
CHATY, J. — VLCEK, Z. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno; Veteri-
niarmedizinische Hochschule, Brno): Multiplikation der Viren IBR, PI- und BVD-
-MD in Zellen- und Organkulturen, die aus Rindfeten nach der experimentellen
intrauterinen Infektion vorbereitet wurden. Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) : 709-719.

Die intrauterine Infektion von vier- bis neunmonatigen Rindfeten durch die Vi-
ren PI-3, BVD-MD und durch das Parvovirus von Rindvieh, die 7 bis 72 Tagen
nach ihrem Herausnehmen verwirklicht wurde, beeinfluite nicht deutlich die Emp-
fanglichkeit primérer Zellkulturen, die aus ihren Organen und Geweben zu einer
weiteren Vireninfektion in wvitro vorbereitet wurden. Die Viren BVD-MD und IBR
vermehrten sich in den priméren Zellkulturen aus Organen des durch das Virus
PI-3 sieben Tage vor dem Herausnehmen infizierten Fetusses (auch in der An-
wesenheit des endogenen Virus PI-3). Die persistierende Infektion durch das Virus
PI-3 beeinflufite nicht die Emptianglichkeit fetaler Organkulturen zur Infektion durch
die Viren IBR und PI-3 in vitro. Das Virus IBR und das endogene Virus PI-3 ver-
mehrten sich in Organkulturen von Thymus und Lungen in hohe Titer gleichzeitig,
wihrend in Organkulturen von Nieren, Milz und Hoden die Multiplikation des
endogenen Virus PI-3 unterdriickt wurde.

Zellkulturen; Organkulturen; persistierende Infektion; kombinierte Infektion

Adresa autoru:

Doc. MVDr. Jaromir Mens$ik, CSc., MVDr. Zdenék Pospisil, CSc., MVDr.
V. Rozkodny, ing. Marie Machatkova, MVDr. Josef Machaty, Vyzkum-
ny ustav veterinarniho lékaistvi, Hudcova 70, 621 32 Brno

MVDr. Zdenék V1c¢éek, Vysoka Skola veterinarni, Palackého 1-3, 61242 Brno

VETERINARNI MEDICINA — 1981 /19



Vybér z prirastka
Ustredni zemédélské a lesnické knihovny UVTIZ

z useku veterinarni medicina

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

DALSGAARD, K. D 34.761/69

A study of the isolation and characterization of the Saponin Quil A.
Evaluation of its adjuvant activity, with a special reference to the
application in the vaccination of cattle against foot-and-mouth disease.

Copenhagen, Kandrup & Wunsch 1978. 40 s.,, 1 obr. Acta veterinaria

Scandinavica, supplementum 69. (Slintavka a kulhavka — vakciny —
u¢innest — adjuvans — Saponin Quil A — vliv — skot — vyzkum —
Dansko)

TODD, A. — BEHLOW, R. — BATTE, E. C 21.944/89

International parasites of swine: Natural histery and control

Lexington (Kentucky), Univ. 1979. Nestr. ASC 89. (Cizopasnici vnitini
— prase)

ERBER, M. — GEISEL, O. C 25.630/23

Untersuchungen zur Klinik und Pathologie der Sarcocystic-suicanis-In-
fektion beim Schwein

Berlin, Verlag Paul Parey 1980. S. 198-202, obr. (Sarcocystic suicanis —
cizopasnik — prase — vyzkum — metody — NSR)

KONTRIMAVICUS, V. L. — DELJAMURE, S. L. C 8.186/29
Filjaroidiny domasnich i dikich zivotnych

Moskva, Nauka 1979. 153 s., 83 obr., 6 tab. Osnovy nematodologii 29.
(Domaci zvirata a zvirata divoka — cizopasnici — plicnivkoviti — vy-
zkum — SSSR)

War on warbles C 23.512/67/1978

Toronto (Ontario), Min. of agric. and food 1978. Nestr., obr., tab. Factsheet
67/1978. (Strecek hovézi — cizopasnik — skot — hubeni)




DIAGNOSTIKA EXPERIMENTALNI CYSTICERKOZY SKOTU ELISA
TESTEM

E. Chroustova

CHROUSTOVA, E. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékaistvi, Brno): Diagnosti-
ka experimentdlni cysticerkozy skotu ELISA testem. Vet. Med., Praha, 26,
1981 (12) :721-730.

U sedmi telat plemene ceské strakaté a Cernostrakaté nizinné, ktera byla ve
véku dva az tri a pul mésice experimentalné invadovana peroralni davkou
5000, 10 000, 25 000, 70 000, 95 000. 113 000 a 120 000 vaji¢ek Taenia saginata, byly
ELISA testem prokazany protilatky u telete s davkou 70 000 vajicek jiz za ty-
den po invazi, u ostatnich telat za dva az tri tydny po invazi. Vzestup proti-
latek v krevnim séru invadovanych zvirat byl statisticky vyznamny od c¢tvrté-
ho do desatého tydne po invazi, kdy bylo dosazeno titru 1 :160 az 1 :320 a kdy
se namérené extinkéni hodnoty pohybcvaly od 0,53 do 0,58. Hladina protilatek
se udrzovala na prukazné pozitivni hranici sedm a ptl az devét mésicu. Kli-
nické priznaky jsme pozorovali u telat, ktera obdrzela invazni davku 25000
az 120 000 vajicek od 10. az 11., resp. 19. dne po invazi po dobu 7 az 20 dnt.
U ostatnich telat nebyly klinické priznaky prikazné. Pii postmortdlnim vy-
Setreni ¢tyr telat jsme nalezli 2,1 az 3,99, cysticerki z aplikovanych vajicek.
Enzymaticko-immunologickd metoda ELISA, ktera byla pii cysticerkéze v CSR
pouzita poprvé, je vhodna k detekei protilatek proti parazitu Cysticercus bovis
v krevnim séru telat experimentalné invadovanych vajiéky tasemnice Taenia
saginata.

Cysticercus bovis; telata; dynamika protilatek; Taenia saginata

Prevence parazitoz ve velkochovech hospodéarskych zvifat je ne-
zbytnou souCésti jejich Gcéinného tlumeni. Odhalovani zdroji invazi
a vCasnd diagnostika méa vyznam zejména v soucCasné dobg&, kdy koope-
rujici podniky premistuji zvifata ze vzddlenych mist na pastviny, pri-
cemZ se po jejich ndvratu mohou riiznd onemocnéni objevit i tam, kde
se dfive nevyskytovala. To plati i u cysticerkozy, ktera se v letech 1971
az 1978 vyskytovala na tzemi CSR priimérn& u 1,46 aZ 2,09 % poraZe-
ného skotu (Zajicek, 1980). VétSinou se jedna o invaze pochézejici
ze zdroji, které komunikuji s technologii krmeni skotu. Masivni vyskyt
cysticerkozy u 60 az 100 % zvifat z jedné stdje popisuji Mour (1971),
Musil a Musilovda-KniSova (1974), Prokopic¢ a Stér-
ba (1978). Neni snadné vyjadfit ndlezy tasemnic Taenia saginata u ¢lo-
véka procentudlné, ponévadZ v mnoha pfipadech necini pacientim zdra-
votni potiZe. V Ceskych zemich bylo v letech 1976 aZ 1978 hldSeno v pri-
meéru 1000 pfipadd rotng& (Cervova, 1979). Na rozdil od ostatnich
parazitéz je moZné cysticerk6zu diagnostikovat teprve po dlouhé dobé
chovu, popf. vykrmu u.odporazZeného zvitete. V priibéhu let byly s rozdil-
nymi vysledky ovéfeny riizné intravitdlni diagnostické metody jako
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haemaglutinace, reakce vazby komplementu, imunofluorescence, preci-
pitace v agaru, koZni test aj. V souCasné dobé se nabizi moZnost vyuZiti
jednoduchého, citlivého a snadno proveditelného sérologického enzyma-
tického testu ke vCasné diagnostice cysticerkozy skotu.

Souhrnny prehled o moZnostech vyuZiti ELISA testu v parazitologii
podavaji Voller aj. (1976). O pouZiti ELISA testu pfi diagnostice
fasciolozy referuji Grelck a Horchner (1977), Hillyer
a Weil (1979) a-Rajasekariath a Howell (1980). O zave-
deni ELISA testu pro diagnostiku cysticerkozy u skotu referuji Abdu -
ssalam aj. (1976), Geerts aj. (1977), Ruitenberg (1977)
a Albert (1979). Uvadéji, Ze ELISA test by mohl mit vyznam pro sé-
roepidemiologicky pfehled o invazi parazita Cysticercus bovis v chovech.

Cilem této prace bylo sledovat ELISA testem zmeény obsahu protila-
tek v krevnim séru telat po experimentdlni invazi odstupiiovanymi dav-
kami vajic¢ek tasemnice Taenia saginata.

MATERIAL A METODY

Pouzili jsme sedm klinicky zdravych telat, z toho tfi plemene ¢eské strakaté
a Ctyfi plemene ¢ernostrakaté nizinné, ve véku dva az tii a plil mésice, o zivé hmot-
nosti 70 az 97 kg. Zvirata byla krmena senem, krmnou smési pro telata v ddvce
0,30 kg na kus a den a napajena pitnou vodou ad libitum. K invazi byla pouZita
vajitka Taenia saginata (T. saginata) ze zralych proglotidii tasemnic vypuzenych
pii terapii lidi. Vaji¢ka jsme ziskali mechanickym rozruSenim deseti termindlnich
¢lankt; po uvolnéni byla opakované promyvana ve fyziologickém roztoku. V od-
méfeném objemu kultury byl mikroskopicky stanoven jejich pocet v 1 ml spodci-
tdnim 10 kapek po 0,1 ml. Nez se invaze uskute¢nila, byla kultura uchovavana
v chladnic¢ce pri teploté +4 °C.

Jednotliva telata obdrzela jednorazové per os sondou do dutiny ustni 120 000
(tele ¢. 7), 113000 (tele ¢. 4), 95000 (tele ¢. 1), 70 000 (tele ¢. 5), 25000 (tele ¢. 6),
10 000 (tele ¢. 8) a 5000 (tele ¢. 9) vajicek T. saginata. Invazni davku od 95000
vySe posuzujeme jako silnou, invazni davky 25000 a 70 000 jako stredné silné a in-
vazni davky 10000 a 5000 vajicek jako slabé. Pred zahdjenim pokusu byla telata
béhem tydne denné koproovoskopicky vySetrovana, aby se zjistilo vylouceni pripad-
nych invazi motolicemi, enterohelminty a kokcidiemi. Zaroven jsme sledovali denné
tyden pred invazi a tri az ¢tyri tydny po .invadovani rektalni télesnou teplotu a kli-
nicky jsme vySetiovali celkovy zdravotni stav zvitat. Krev byla odebirana z vena
jugularis v den invaze pred invadovanim, tj. negativni vzorek, a pak v sedmiden-
nich az ¢trnactidennich intervalech po invazi (p. i) az do ukonc¢eni pokusu.

Telata ¢. 1, 4 a 5 byla odporazena za ¢tyri a pul, pét a pal a devét mésicu
po invazi, tele ¢. 8 uhynulo za osm tydna p. i. v dusledku onemocnéni travicich
organt nejasné etiologie a zvirata ¢. 6, 7 a 9 zustala ve sledovani.

Protilatky v séru jsme zjistovali imunodiagnostickou mikrometodou ELISA
s timto pristrojovym vybavenim: mikrotitraé¢ni plotny s rovnym dnem M-24 A, per-
manentni automatickd pipeta o obsahu 100 ul, konstrikéni pipety o obsahu 10—
—1000 ul, digitalni pH Meter OP 210, ultrazvukovy homogenizator ARTEX model 300,
chlazena ultracentrifuga K 24, spektrofotometr TitertekR Multiskan 310 C. Z reagen-
cii byl k redéni antigenu pouzivan uhli¢itanovy pufr (pH 9,6), k redéni konjugatu
a sér fosfatovy pufr (pH 7.8). Dale jsme pouzili krali¢i anti-hoveézi I1gG peroxida-
zovy konjugat konzervovany glycerinem (vyrobce Human serum and vaccine insti-
tute, Budapest; 2 ml konjugatu byly pripraveny ve Vyzkumném ustavu veterinar-
niho lékarstvi dr. Roddkem), nativni konské sérum ziskané od zdravych zviiat
a uchovavané pri teploté —60 az —70°C a reagencie ke stanoveni celkové bilkoviny
antigenu. K vizualizaci reakce byla pouzivana jako substrat 5-amino-salicylova
kyselina (5 AS) a k ustaleni reakce bylo pouzivano 1 mol/l NaOH.

Somaticky antigen byl pripraven z proglotidu T. seginata, ziskanych po me-
dikamentézni 1é¢bé lidi Yomesanem (fa Bayer). Hluboce zmrazené proglotidy (teplo-
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ta —60 az —70°C) jsme roziezali na kousky, opétovné zmrazili tekutym dusikem
(cca 2 minuty) a homogenizovali mixérem (cca 1 minutu). Homogenat byl odvazen
a smichan s fyziologickym roztokem tak, aby na 1 g pripadlo 2,5 ml fyziologického
roztoku. Ziskanou emulzi jsme oSetrili ultrazvukem pri 200 W po dobu dvakrat
1 minutu. Dale byla provedena centrifugace pfi 150 otackach za sekundu po dobu
10 minut pri teploté +4°C. Supernatant jsme rozdélili do ampuli po 1 ml, lyofili-
zovali ve vakuu a ulozili v chladniéce pri teploté +4°C. Kolorimetricky Lowryho
metodou (Keil aj., 1959) byl v lyofilizovaném antigenu stanoven celkovy obsah
bilkovin a na =zakladé ziskané hodnoty bylo titraci na mikrotitraénich plotnach

Antigen ve zvolené koncentraci byl napipetovan do jednotlivych jamek plotny
v mnozstvi 100 ul a plotna byla inkubovana 24 hodiny pri teploté +4°C, tiikrat
promyta fosfatovym pufrem v intervalu 1 minuty, vysu$ena, prikryta aluminiovou
folii a ulozena v chladnicce pti teploté +4 °C.

U kazdé Sarze konjugatu bylo rovnéz na mikrotitra¢nich plotnach zjisfovano
jeho pracovni redéni jednak pomoci ¢istého bovinniho IgG 2 pouzitého v koncentra-
ci 0,1 ug celkové bilkoviny (c. b.) na ml, jednak pomoci hovéziho séra pozitivniho
na parazita Cysticercus bovis (C. bovis).

Substrat v mnozstvi 80 mg byl rozpustén ve 100 ml destilované vody o teploté
70 °C a po vychlazeni na pokojovou teplotu bylo upraveno potenciometricky pH na 6
(= 0,1) pomoci 1 mol/l NaOH. Tésné pred pouzitim byl substrat smichan s 0,05%
H202 (9 dila 5 AS a 1 dil H20z2).

VysSetrovana séra jsme Tedili v poméru 1:10 az 1:1280 fosfatovym pufrem;
abychom odstranili nespecifické reakce, pridavali jsme k nim 1%, nativni konské
sérum.

VLASTNI PROVEDENI ELISA TESTU

Do kazdé jamky antigenem povleéenych ploten jsme napipetovali zkouSené
sérum v odpovidajicim stupni redéni v mnozstvi 100 ul. Plotna byla inkubovana
v termostatu 1 hodinu pri teploté 37 °C, trikrat promyta fosfatovym pufrem po dobu
1 minuty a vysuSena. Potom jsme napipetovali 100 ul konjugatu. Nasledovala dalsi
dvouhodinova inkubace pri teploté 37°C, troji promyti fosfatovym pufrem a vy-
trepani. Kone¢né jsme napipetovali 200 ul substratu a inkubovali plotnu pfi poko-
jové teploté 30 minut. K preruSeni reakce bylo do kazdé jamky napipetovano 20 ul
1 mol/1 NaOH.

Pri kazdém testu jsme kontrolovali specifitu reakce, a to pouzitim pozitivniho
(referen¢niho) a negativniho séra v odpovidajicim stupni redéni. Dveé jamky v ko-
neéném redéni negativniho séra jsme ponechali pro kontrolu konjugatu, ve kte-
rém nebylo sérum pouzito.

Testy jsme vyhodnocovali jak vizualné (byla posuzovana intenzita zabarveni
jednotlivych jamek stupni 0 az 4 ve srovnani s pozitivni a negativni kontrolou).
tak kvantitativné na digitalnim spektrofotometru TitertekR Multiskan fa Dynatech
(byla hodnocena opticka denzita pri 405 nm).

Pri vizualnim hodnoceni jsme =za prokazatelné pozitivni povazovali sérum
se zabarvenim nejméné v péti redénich, tj. 1:10 az 1 :160. Pii kvantitativnim hod-
noceni byl za statisticky vyznamné pozitivni posuzovan vzorek. u néhoz namérena
hodnota v prislusném fedéni nebyla nizsi nez hodnota negativniho séra vynasobena
koeficientem 1,5. Namérené hodnoty nejvyssich titra protilatek a extinkei jsme
vynesli do graft.

Uhynulé tele (¢. 8) a tifi odporazena telata (¢. 1, 4 a 5) jsme podrobné post-
mortalné vysetrili, cysticerky jsme vypreparovali a spocitali. Zvlastni pozornost
jsme vénovali nalezu cysticerki na Fezech stanovenych ptedpisy a prohlidce masa
po porazce zvirat, tj. ve svaloviné vnéjsich a vnitfnich masetert, na spodiné jazy-
ka, ve svaloviné srdce a v brani¢nich pilifich. Pak jsme spocitali vSechny cysti-
cerky nalezené pod KkuZi, v podkozni svaloviné a po otevieni dutiny téla i na se-
rozach, omentu, v ledvinach, jatrech, sleziné, srdeci, plicich, branici, jicnu, jazyku,
mozku a stejné tak v kosterni svaloviné, ktera byla za tim uc¢elem vSechna rozie-
zana na platky o sile 0,5 az 1 cm.

Z celkového pocétu cysticerkii jsme vypocitali procento jejich nalezu z poda-
nych vaji¢ek T. saginata a procentudlné jsme vyjadrili vyskyt cysticerkti na pre-
dilekdnich mistech a v jednotlivych organech, popr. svalovych skupinéch.
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VYSLEDKY

Telata zarfazena do pokusu nejevila pred invazi pFiznaky onemocné-
ni, télesna teplota se pohybovala od 38,6 do 39,4 °C. Koproovoskopickym
vySetFenim nebyla zjiSténa pritomnost cizopasnikii. U telat ¢. 1, 4, 5 a 7,
kterd obdrZela silnou a stfedné silnou invazni davku, se 10. aZ 11. den
p.i., u telete ¢. 6 pak 19. den p.i. zvySila teplota na 39,7 az 40,2 °C, ma-
ximéalni hodnoty 40,8 °C dosahla 12. aZ 16. den a k normadlu poklesla za
17, v jednom pripadé za 30 dni p... Klinicky byl zaznamenan KkaSel,
zrychlené dychani, hlenovity .aZ hlenohnisavy vytok z nozder, apatie,
nechutenstvi, zjeZena srst a vyhublost. U telat ¢. 8 a 9, kterd obdrZela
5000 a 10 000 vajicek, nepiesahla teplota 39 °C a kromé& hlenovitého vy-
toku z nozder nebyly pozorovany jiné priznaky onemocnéni.

Vyrobeny surovy antigen obsahoval 9,2 mg proteint v 1 ml. Titraci
byla stanovena jako nejvhodnéjsi koncentrace 25 ug na 1 ml. U pouZi-
tych SarZi konjugatu se nejlépe osvédCilo pracovni Fedéni 1 : 100.

Prvni pozitivni vysledek byl zjiStén pri vizudlnim hodnoceni jiZ je-
den tyden po experimentalni invazi u telete ¢. 5, které obdrZelo stfedné
silnou déavku (70 000 vajicek), druhy aZ tFeti tyden p.i. byly zjiStény
protilatky u vSech sledovanych telat (obr. 1—4). Vzestup titri protila-
tek na pétindsobné redéni (1:160) byl u telat ¢ 1, 6, 7, 8 a 9 zazna-
menan CtyFi tydny p.i. bez ohledu na vys$i invazni davky, ve dvou pfipa-
dech (telata €. 4 a 5) osmy a desaty tyden. Ke druhému vzestupu titru
protilatek (hodnoceno pouze Sest telat), kdy byly zachyceny protilatky

tydny

0 12 14 16 18 20 22

1. Extinkéni hodnoty a nejvyssi titry protilatek v séru telat ¢. 1 a ¢ 4 experimen-
talné invadovanych vajicky tasemnice Taenia saginata — Extinction values and
the highest titres of antibodies in the serum of calves no. 1 and no. 4 experimentally
invaded with the eggs of the tapeworm Taenia saginata
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2. Extinkéni hodnoty a nejvyssi titry protilatek v séru telete ¢. 5 experimentilné
invadovaného vajicky tasemnice Taenia saginata — Extinction values and the
highest antibody titres in the serum of calf no. 5 experimentally invaded with the
eggs of the tapeworm Taenia saginata

v séru v maximalnim osmindsobném fedéni (1:1280), doslo u telat ¢. 1,
4 a 6 dvanacty tyden, u telat ¢. 5, 7 a 9 dvacaty, sedmnéacty a tfindcty
tyden p.i. .

PTi méfeni na spektrofometru jsme zjistili statisticky vyznamné hod-
noty protilatek v séru zvirat (extink¢ni hodnoty 0,53 az 0,58) CcCtvrty
az desaty tyden p.i. bez ohledu na vySi invazni davky. V obdobi, kdy

. . /
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3. Extinkéni hodnoty a nejvyssi titry protilatek v séru telat ¢. 6 a ¢. 7 experimen-
talné invadovanych vajicky tasemnice Taenia saginata — Extinction values and the
highest antibody titres in the serum of calves no. 6 and no. 7 experimentally in-
vaded with the eggs of the tapeworm Taenia saginata
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4. Extinkéni hodnoty a nejvy$si titry
protilatek v séru telat ¢. 8 a ¢ 9 expe-
rimentalné invadovanych vajicky tasem-
nice Taenia saginata — Extinction values
and the highest antibody titres in the
serum of calves no. 8 and no. 9 expe-
rimentally invaded with the eggs of the
tapeworm Taenia saginata '
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jsme zaznamenali nejvys8i hranicni titry, bylo dosaZeno rovnéZ maxi-
malnich extink¢nich hodnot 0,69 aZ 1,7. Hladina protilatek se u tfi dlou-
hodobé sledovanych telat (€. 5, 6 a 7) udrZovala na priikazné pozitivni
hranici 29, 34 a 35 tydna p.i. Extink¢ni hodnoty negativnich sér se v pfi-
sluSném fedéni pohybovaly v rozmezi 0,22 aZ 0,34; kontrola konjugatu
byla rovnéZ negativni. Naproti tomu se u referen¢niho pozitivniho séra
pohybovaly nejvyssi extinkéni hodnoty v rozmezi 0,627 aZ 1,217.

PFi prohlidce svaloviny, ser6z a orgadnl bylo u telete ¢. 1 nalezeno
celkem 3800 cysticerkd, tj. 3,97 % z podanych vajicek, u telete ¢. 4 cel-
kem 4224 cysticerk, tj. 3,77 %, u telete ¢. 5 celkem 1495 cysticerkd, tj.
2,1 % a u telete ¢. 8 celkem 288 cysticerki, tj. 2,88 % z podanych vaji-
Cek. U telat, kterd obdrZela 70 000 vajicek (tele ¢. 5) a 95 000 vajicek
(tele ¢. 1), se cysticerky lokalizovaly v pfevazné mife v kosterni svalo-
viné (81,5 a 83,0 %), v srdci bylo nalezeno 10,8 a 3,3 %, ve Zvykaci sva-
loving a na hlavé 5,1 a 6,6 %, v jazyku 1,4 a 3,5 % a v brani¢nich pilifich
0,2 a 2,2 % cysticerkii. U telete ¢. 8 se slabou invazi 10 000 vaji¢ek bylo
naopak ve svaloviné kosterni nalezeno pouze 38,2 % cysticerkii, ostatni
byly lokalizovany v srdci (21,2 %), ve Zvykaci svalovingé a na hlavé
(29,9 %), v jazyku (6,9 %), v brani¢nich pilifich (3,5 %). V parenchy-
matoznich organech, a to pfevazné na jejich ser6zach, bylo nalezeno
0,3 az 1,3 % cysticerkii. U telete ¢. 1 byly cysticerky lokalizovany i na
mistech atypickych, jako jsou mozkové pleny, plicni a jaterni paren-
chym, brzlik a ocasni svalovina.

DISKUSE

V naSich pokusech byla telata invadovédna rozdilnymi davkami vaji-
cek T. saginata. Davky vy33i nez 25 000 vajicek vyvolaly vyrazné klinic-
ké priznaky, které bylo moZno pozorovat od 10. do 19. dne p.i. a trvaly
7, nejdéle 20 dni, ale u telat, kterd obdrZela 5000 a 10 000 vajicek, ne-
byly klinické ptiznaky priikazné. Protilatky byly ELISA testem zjiStovany
od sedmého dne p.i., jejich hladina se zvySovala a byla zjiStovana po ce-
lou dobu vySetfovani bez ohledu na odstupiiovanou invazni davku vaji-
¢ek. To znamend, Ze klinické priznaky vzhledem k jejich kratkodo-
bému vyskytu a tuzké zavislosti na invazni davce nemaji z hlediska
diagnostiky vyznam, zatimco sérologie ELISA testem je priikazna i pri
aplikaci niZSich invaznich davek.
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Shodné s autory Gallie a Sewell (1974) jsme pozorovali roz-
dily ve vy8i dosaZenych extinkCnich hodnot a nejvysSich titri protilatek
u telat invadovanych rozdilnymi invaznimi davkami. U zvifat, kterd ob-
drZela slabou invazni davku 5000 a 10 000 vajicek, se naméfené hodno-
ty pohybovaly na hranici vyznamnosti, zatimco u zvifat, kterda obdrzela
stfedné silné a silné invazni davky, byly naméfené extink¢ni hodnoty
2,5 a7z 2,8krat vysSSi neZ nejnizsi statisticky vyznamna extinkéni hodnota
prislusného telete. Tomu odpovidaly i nejvy$Si titry protilatek zjiSténé
pri vizudlnim hodnoceni; u silné a stfedné silné zamorenych zvifat byly
zjiStény vysoké pozitivni titry (1:1280), u slabé zamofenych zvirat titry
- ponékud nizsi (1 : 640).

Titry protilatek u experimentdlné zamofenych zvifat mohou byt vys-
$i neZ u zvifat pfirozené zamorenych, jak uvddi Ruitenberg (1977),
coZ souvisi pravdépodobné se silou invaze. Dosud se ndm vSak nepoda-
Filo vyvolat experimentdlné slabou invazi, odpovidajici pfirozenym in-
vazim s ndlezem jednoho aZ tfi cysticerkt na rezu v maseterech nebo
v srdci, nebot i u telete, u kterého bylo nalezeno pouze 288 cysticerkd,
jejich pocet na predilek¢nich mistech byl 10 az 15krat vy$8i. Téchto sku-
teCnosti jsme si védomi a ze ziskanych poznatkii ne¢inime zatim konec-
né zavery.

Z vysledkii je moZné shrnout, Ze protilatky proti C. bovis se i po
slabych invaznich davkach (5000 vajiek T. saginata) vytvareji v téle
mezihostitele v krdtké dob& po podani invazniho materidlu a maximalni
hladiny, zavislé na individudlni reakci zvirat, dosahuji tfeti aZ paty me-
sic p.i. DaleZité je zjiSténi, Ze hladina protilatek se i u stfedné silné za-
mofenych telat udrZovala na prikazné vys$i 1:160 aZ 1:640 po dobu
deviti mésicl p.i., pfiemZ pokusy v dob& uzavieni publikace ddle po-
kracuji.

ZkouSend séra nebyla testovdna ihned po ziskani, nybrZz po urcité
dobé skladovani. Podle vlastniho pozorovani je moZné hluboce zmraZena
séra (—60 aZ —70°C) uchovavat v aktivnim stavu asi 1,5 roku. Séra
byla pouZivdna v pomérné vysokém fedéni (vychozi Ffedéni 1:10) ve
srovnani s nékterymi jinymi autory (Albert a Horchner, 1979),
ktefi pouZivali jako vychozi redéni 1:2. PouZivali jsme hrubého anti-
genu z T. saginata. Jeho biologickou aktivitu jsme vyjadrovali stanove-
nim proteinového obsahu bé&Zné pouZivanou Lowryho technikou, i kdyZ
jsme si byli védomi nepfesnosti této biochemické charakteristiky.

Pri pitvé nebyly zjiStény vyznamné procentudlni rozdily uchyceni
cysticerkii z podanych vajicek T. saginata (2,1 az 3,9 %); pozoruhodna
vS8ak byla nerovnomeérnost jejich rozmisténi na predilekCnich mistech
(srdce, Zvykaci svalovina, jazyk, branic¢ni pilife), v parenchymatoznich
organech a v kosterni svaloving€. U zvifat s celkovym ndlezem 1495
a 4224 cysticerki byla prevazna d&ast (81,5 — 83,0 %) lokalizovana
v kosterni svaloviné prednich a zadnich koncetin, ve svaloviné Kkrcénfi,
zadové, biiSni, meziZeberni a hrudni. Na predilek¢nich mistech bylo na-
lezeno pouze 17,0 az 18,5 % cysticerkli. Walther a Koske (1980)
dokonce uvadeéji, Ze u 34 ze 60 zamorenych telat cysticerky na predi-
lek¢nich mistech nena$li, tj. u 56,7 % zvifat nebyla b&Znou prohlidkou
cysticerkoza diagnostikovana.

Telata jsou 100% vnimavym mezihostitelem tasemnice 7. saginata.
Nainvadovand telata jsou vhodna k ziskavani referencnich, silné pozi-
tivnich sér, mohou slouZit ke studiu obrannych reakci organismu na in-
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vazi C. bovis, k vyhodnocovani terapeutickych zakrokt aj. ELISA test
mohou laboratofe délat bez zvlaStniho prFistrojového vybaveni, antigen
z T. saginata je moZno vyrobit v dostateCném mnoZstvi a uchovévat
v lyofilizovaném stavu prFi teploté +4 °C nékolik let, krali¢i anti-hovézi
IgG peroxidazovy konjugdt, jehoZ priprava zavisi na mnoha faktorech,
bude vyrabét od roku 1982 USOL Praha (Mancal a Maly, 1981).

Uvedené modelové pokusy slouzily k provérovani citlivosti moderni
progresivni sérologické metody ELISA pii cysticerkoze skotu a k zachy-
ceni dynamiky invaze po podani znamé invazni davky vyssi neZ 5000 va-
jitek tasemnice T. saginata. Metoda ELISA byla v CSR k diagnostice
cysticerkozy pouZita poprvé a bylo zjiSténo, Ze pri experimentdlnich in-
vazich je vysoce citliva.
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Za spolupraci pri ziskavani invazniho materialu dékuji MUDr. T. Mitter-
mayerovi, CSc., primafi interniho odddéleni Fakultni nemocnice v Kosicich,
za pripravu konjugatu MVDr. L. Rodakovi, CSc., za technickou spolupraci
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XPOYCTOBA, 3. (Hayuso-uccnenosaTeabCKHil HHCTHTYT BeTepHHapuy, bBpHo): [ImarHocTmka
AKCIepHMeHaNBHOT0 NMCTHIIEPKO3a KPYIHOro poraToro ckora c momombio KL ISA-tecra. Vet.
Med., Praha, 26, 1981 (12) : 721-730.

Y 7 Tensar ueumicKOH TIECTPOH ¥ YepHO-TIECTPOM HM3MEHHOM IOpox, KOTOphIX B Bozpacre 2—3,6
MecAilleB BKCICPUMEHTANBHO WHBanuposanu uepea por xosamu 5000, 10000, 25000, 70000,
5000, 113000 u 120000 sitmamu Taenia saginata, ¢ nomomnio ELISA-tecra 6piin moka-
3aHBl aHTHTeNa y TeneHka c mozoit 70 000 sui yKe cmycrTs Helesio Iocie MHBasWM, 4 y OCTalb-
HBIX TeNAT — coycrss 2—3 Hemenu mocse MHBasMM. POCT aHTHUTEeN B CHIBOPOTKE KPOBM HHBAaIM-
POBAaHHLIX JKMBOTHBIX OBl CTATHCTHUECKH 3HAUMTENbHBIM B Iepuon or 4-it mo 10-it Hemens mocie
MHBAaIMpOBaHus, Koraa Obin momyded Turp 1:160—1:320, a 3aMepeHHble SKCTHHKIIHOHHbIE
seavuuHer cocrasasau or 0,53 nmo 0,58. YpoBeHb aHTHTEN COXPAHMJICA Ha IOCTOBEPHO IIOJIOMKH-
TenpHOIt TpaHuue B mpenenax 7Y2—9 mecaues. Knumunueckue npusHakm Habumomanm y TemsT,
LOJyYMBIIBIX MHBasHiHylo nody 25000—1200000 suiy cnyers 10—11 wmam 19 nHeit mocie
nHBanupoBanus B TedeHnme 7—20 nHeit. Y OCTajsbHBIX TeJAT KJIMHMYECKHe NPH3HAKM He Opian
aocroseprbiMu. IlociecmeprHoe wuccienosanue 4 Tenasr mokasano Hamuume 2,1—3,90/4 mucrn-
LIepKOB M3 YyNOTpeGJeHHbIX AUl DH3UMATHYeCKO-MMMyHOsornyeckuit meron ELISA, snepsoie
TpPUMeHEeHHBIN I8 mucrHuepkosa B UCP, mpuromeH s OEeTeKTHPOBAHMA AHTHTEN NPOTHB TMa-
pasura Cysticercus bOViIS B KpOBAHOW CHIBODOTKE TEJAT, BKCIEPUMEHTANbHO HHBAIHPOBAHHBIX
aiigaMu coxurepa Taenia saginata.

Cysticercus bovis; tensra; nuHamuka aHTuTen; coautep Taenia saginata

CHROUSTOVA, E. (Veterinary Research Institute, Brno): Diagnosis of Experimental
Bovine Cysticercosis by the ELISA Method. Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) :721-730.

Seven calves of the Bohemian Spotted and Black-Pied Lowland breeds, aged two
tc three months and a half, were experimentally invaded per os with 5000, 10 000,
25 000, 70 000, 95 000, 113 000 and 120 000 eggs of Taenia saginata. In the calf invaded
with 70000 eggs, antibodies were detected by the ELISA method already a week
from invasion and in the remaining calves two to three weeks from invasion. The
increase in the content of antibodies in the blood serum of the invaded animals
was statistically significant from the fourth to the tenth week from invasion when
the titre was 1 :160 to 1 :320 and when the measured extinction values ranged from
0.53 to 0.58. The antibody level remained significant and positive for seven months
and a half to nine months. Clinical symptoms were observed in the calves invaded
with 25000 to 120 000 eggs for a period of 7 to 20 days from the 10th to 11th or
19th day after invasion!'In the remaining calves the clinical symptoms were not
significant. The post-mortal examination of four calves showed 2.1 to 3.99, of
cysticerci from the applied eggs. The ELISA enzymatically immunological method,
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which was used for the first time in the Czech Socialist Republic in the case of
cysticercosis, is suitable for detecting antibodies to the parasite Cysticercus bovis
in the blood serum of calves experimentally invaded with the eggs of the tapeworm
Taenia saginata.

Cysticercus bovis: calves; dynamics of antibodies; Taenia saginata

CHROUSTOVA, E. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno): Diagnostik der
experimentellen Zystizerkose von Rindvieh durch den ELISA-Test. Vet. Med., Praha,
26, 1981 (12) :721-730.

Bei sieben Kilbern der Tschechischen Fleckviehrasse und der Schwarzbunten Nie-
derungsviehrasse, die im Alter von zwei bis dreieinhalb Monaten experimentell
durch die perorale Gaben von 5000, 10 000, 25 000, 70 000, 95 000, 113 GO0 und 120 000
Eiern Taenia saginata angesteckt wurden, wurden durch den ELISA-Test Gegen-
stoffe beim Kalb mit der Gabe von 70000 Eiern bereits in einer Woche nach der
Invasion, bei den anderen Kilbern in zwei bis drei Wochen nach der Invasion
nachgewiesen. Der Aufstieg von Gegenstoffen im Blutserum der angesteckten Tiere
war statistisch signifikant von der vierten bis zur zehnten Wochen nach der In-
vasion, da der Titer 1 :160 bis 1 :320 erreicht wurde und die gemessenen Extink-
tionswerte von 0,53 bis 0,58 schwankten. Der Spiegel von Gegenstoffen wurde signi-
fikant auf der positiven Grenze von siebeneinhalb bis neun Monaten erhalten. Die
klinischen Symptome wurden bei den Kilber beobachtet, denen die Invasionsgabe
von 25000 bis 120000 Eiern vom 10. bis 11., bzw. 19. Tag nach der Invasion im
Laufe von 7 bis 20 Tagen verabreicht wurde. Bei den anderen Kilbern waren die
klinischen Symptome unsignifikant. Bei einer postmortalen Untersuchung von vier
Kilbern wurden 2,1 bis 3,99, Zystizerken von den applizierten Eiern gefunden.
Die enzymatisch-immunologische Methode ELISA, die bei der Zystizerkose in der
CSR zum erstenmal angewendet wurde, ist geeignet zur Detektion von Gegenstoffen
gegen den Parasiten Cysticercus bovis im Blutserum von Kilbern die durch die
Eier des Bandwurmes Taenia saginata experimentell angesteckt wurden.

Cysticercus bowvis; Kilber; Dynamik von Gegenstoffen; Taenia saginata

Adresa autorky:

MVDr. Eva Chroustova, CSc., Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Hud-
cova 70, 621 32 Brno
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UPLATNENI ALERGENODIAGNOSTIKY PRI OZDRAVOVANI
TUBERKULOZOU NAKAZENE DRUBEZE Z MALOCHOVU

M. Pavlas

PAVLAS, M. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno): Uplatnéni aler-
genodiagnostiky pri ozdravovdni tuberkulozou makazZené drubeZe z malochovu.
Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) : 731-736.

Uplatnéni intradermalni tuberkulinace pri ozdravovani tuberkulézou nakazené
drubeze z malochovi pomoci eliminaéni metody zavisi na stupni promoreni
driibeze touto nakazou. Z dosazenych vysledku vyplynulo, Ze elimina¢ni metodu
je mozné doporucit pro praxi pri incidenci reakci na aviarni tuberkulin do 5
az 10%,. Nezbytnou soucasti elimina¢ni metody je spolehlivd asanace prostredi
po vyrazeni nakaZené drlbeze. Pri vyskytu reagentti na tuberkulin do 59
se podarilo ozdravit dvé tretiny malochovli jednorazovym vylazenim pozitiv-
nich reagenti. V chovech s incidenci pozitivnich reakei od 5,1 do 109, bylo
ozdraveno eliminaéni metodou 84,79, chovu, pricemZz v nékterych pripadech
bylo treba tuberkulinaci opakovat trikrat, aby se dosahlo beznakazového stavu.
Pri vyskytu pozitivnich reakei nad 20", se k ozdraveni chovi drubeZe lépe
osvédcéila radikalni metoda spocivajici ve vyrazeni drubeze a v asanaci pro-
strredi.

tuberkuléza drubeZe; ozdravovani malochovi; tuberkulinace

Po eliminaci bovinni tuberkulézy u skotu v roce 1968 byla zameéfena
pozornost na dalsf zdroje patogennich mykobakterii, a to zejména u pra-
sat a driibeZe. V srpnu 1968 byly schvaleny metodiky ozdravovacich po-
stupii tykajici se eradikace tuberkulézy u driibeZe. Pomoci t&chto opatte-
ni se podafilo cilevEédomou praci veterinarni sluZby, pracovnikii zemé-
délskych zavodd a dalSich organizaci eliminovat do roku 1974 tuber-
kulozu dribeZe ve velkochovech. O tspéchu této akce svédci vysledky
veterindrni prohlidky jateéné drlibeZe pochdazejici prevaZné z velkocho-
v, u které se zjiStuji nalezy tuberkulézy ve zcela ojedinélych p¥ipadech.
V roce 1978 byly prokdzany u jatecné dribeZe pouze tfi pFipady tuber-
kulézy, v roce 1979 celkem 160 néalezi, tj. 0,002 % z po&tu poraZenych
zvirat.

Hlavni podil na ozdraveni driibeZe ve velkochovech v uplynulém
desetileti mé&l zejména turnusovy zplisob obsazovédni asanovanych velko-
kapacitnich objektl zdravou dribeZi a jednolety cyklus chovu.

Naproti tomu tuberkuléza driibeZe v malochovech je i v souCasné
dobé zavaZnym zdrojem baktérii Mycobacterium avium pro ostatni druhy
hospodatskych i volné Zijicich zvifat. V t&chto chovech je v poslednich
deseti letech nédkazovd situace pribliZné na stejné trovni. V nékterych
okresech CSR je moZné zaznamenat v poslednim obdobi dokonce mirné
zvy8eni poctu pozitivnich reagentti na avidrni tuberkulin. V roce 1971
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byla incidence t&chto pozitivnich reakci 0,6 % z poctu 1664 919 kusi
vySetfené dribeZe. V roce 1975 se zvySilo procento pozitivnich reakci
na avidrni tuberkulin na 1,19 %. V roce 1980 bylo zjisténo pfi vySetfeni
driibeZe tuberkulinaci 1,16 % pozitivnich reakci, tj. ve srovnani s rokem
1971 témér dvojnasobny pocet. Toto zvySeni poCtu reagentii na tuberkulin
u driibeZe v8ak souviselo pravdépodobné v nemalé mifFe s prevladajicim
podilem driibeZe z malochovii.

Uvedené vysledky zdravotnich zkouSek na tuberkuldézu v malocho-
vech svédCi o tom, Ze ozdravovani dribeZe zlstava u soukromych cho-
vatelti i naddle obtiZznym problémem. Usp&ch ozdravovaci akce zavisi
do znacného stupné na organizaCnim zajiSténi a presvédceni chovateld
0 zdravotnim a hospodafském vyznamu eliminace tuberkulozy u dri-
beZe. Kromé toho zavisi vysledek ozdravovaci akce v nemalé mife na
eliminaci veSkeré dribeZe nakaZené tuberkuldozou a na spolehlivé asa-
naci prostredi, ve kterém byla nemocnéa driibeZ chovdna. Ndzory na spo-
lehlivost alergenodiagnostiky, kterd se v souCasné dob& nejcastéji po-
uziva pri diagnostice tuberkulézy u drlibeZe i ostatnich zvifat, jsou roz-
dilné, a to zejména pfi uplatnéni této zkouSky pro ozdravovdni chovi
driibeZe eliminac¢ni metodou. ;

VSeobecné se zastdva nazor, Ze ozdraveni chovil driibeZe je obtiZné
a zavisi na duisledném dodrZovani vSech opatfeni nutnych k eliminaci
zdrojit ndkazy, z nichZ na prvnim misté je nakaZena driibeZ a zamoiené
prostfedi. Z vnéjSich zdroji tuberkuldozy se mohou uplatnit i volné Zijici
ptaci, kontaminované krmivo, stelivo a dalsi faktory.

Tuberkulinace, ktera je nejuZivanéjSi metodou k diagnostice tuber-
kulozy, se pouZiva u driibeZe zejména k vyhleddvani chovli nakaZenych,
tj. ohnisek nakazy. Spolehlivost tuberkulinace driibeZe je zejména v sil-
néji zamorenych chovech maléd, a proto nelze této zkouSky pouZit v uve-
denych piipadech k eliminaci veSkeré driibeZe nakaZené tuberkulozou
(Rozamnska, 1960; Vior, 1960; Pavlas, 1962; Karkadinov-
skaja, 1963; Svrcek aj., 1965, Dvofrak, 1968). Klime§ (1968)
uvadi, Ze v chovech silné zamofenych tuberkulézou nevedlo zpravidla
ozdravovani pomoci eliminace pozitivnich reagentt na tuberkulin k cili.
V malo zamofenych chovech doporucuje tento autor eliminaci vSech
pozitivnich reagenti na tuberkulin, vCetné drtibeZe s klinickymi prizna-
ky tuberkuldozy. Podle zdvaZnosti doporucuje opakovat tuberkulinaci za
jeden aZ tFi mésice.

VSeobecné se povaZuje eliminace pozitivnich reagentt pri intra-
dermalni tuberkulinaci dribeZe za velmi madlo Gfinnou ozdravovaci me-
todu. V nékterych statech se proto doporucovala pri ozdravovani radikéal-
ni opakovand vymeéna hejna, nejlépe po jednom snaSkovém obdobi. Tato
metoda se vSak mnohdy setkdvd s nepochopenim soukromych chova-
teld. Kromé toho je pFi nizké incidenci avidrni tuberkulézy v chovech
s vétSim pocCtem dribeZe radikdlni vyména hejna v nékterych pfripadech
obtiZné realizovatelnd. Z uvedenych diivodii jsme studovali uplatnéni
eliminacni metody pfi rizném stupni zamofreni chovii tuberkulézou s ci-
lem urcit nejvhodnéjsi zplisob ozdraveni driibeZe soukromych chovatelfl.
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MATERIAL A METODA

Ve spolupraci s pracovniky veterinarni sluzby jsme vySetfili 422 malochovy
dribeze intradermalni tuberkulinaci PPD aviarnim tuberkulinem v davece 0,1 ml,
tj. 2000 TU/dosis. Reakce jsme posuzovali za dva dny po inokulaci tuberkulinu.
Zdureni lalticku jsme hodnotili kutimetrem. Reakei jsme vyjadrili indexem

kde: Z — zakladni tlou$fka lalticku pred inokulaci tuberkulinu v mm
R — tloustka lalu¢ku v mm zjisténa pii posuzovani reakce

Pri I > 2 byla reakce posouzena jako pozitivni. Za dubiozni reakci byl pova-
zovan index I 1,5—2 a za negativni I do 1,5. V chovech, ve kterych se u dribeze
vyskytly pozitivni nebo dubiozni reakce, jsme doplnili tuberkulinaci vysetfenim pa-
tologicko-anatomickym a bakteriologickym. Sledovali jsme i spolehlivost intra-
dermalni tuberkulinace ve vztahu k pokrocilosti tuberkuléznich zmén. Po vyrazeni
dribeZe pozitivné reagujici a po dezinfekci aktivovanym Chloraminem B v 39/,
koncentraci byla tuberkulinace opakovana za dva az tri mésice. Chov drubeZe byl
povazovan za prosty nakazy, jestlize pri dvou tuberkulinacich provedenych v inter-
valu tri meésict nebyly zjiStény pozitivni reakce.

VYSLEDKY

Pri vySetfeni 422 malochovli driibeZe byla prokazana tuberkuloza
v 91 chovuy, tj. ve 21,6 % (obr. 1). Z celkového poctu 6278 kusi vySetFené
driibeZe reagovalo pozitivn@ na avidrni tuberkulin 279 kusd, tj. 4,3 %.
Incidence do 5 % byla zjiSténa v deseti chovech (tab. I). Pfiblizné v jed-
né tfetiné malochovii, které jsou nakaZeny tuberkulézou, byla incidence
této ndkazy do 10 %, u dalsi tfetiny malochovi Cinila od 10 do 20 %

PREVALENCE
1007~ 07
)
3 59
50
71
55
. 24
784

0
1. Procento vyskytu tuberkulézy v cho- -~ ; - .
vech — Percent occurrence of tubercu- .
losis in flocks 0 784 90 1004

POCET cHovU
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1. Prevalence TBC u dribeze v malochovech — Prevalence of TBC in small flocks
of poultry

l

|
|
|
|
|

Pocet malochovi s vyskytem TBC

5 5
Poget malochovi podle zamoieni v procentech

Vysetfeno dribeze

5 na tuberkulin
nakaze- a
) B B 0 ) ]
celkem E})gg 0 0,1-5| 5,1—10 | 10,1—-20 | 20,1 -50 | =50 ! celkem nega- | pozi-
tivni tivni
422 91 331 10 23 30 25 3 6557 6278 279
100 % 21,6 % 78,4 %24 % | 55 % 7,1 % 5,9 %, 10,7 9% | 100 % [96,7 % | 4,3 %

a ve zbyvajici tfeting byla zji§téna tuberkuldza u vice neZ 20 % vySetfo-
vané drubeZe.

Pri bakteriologickém vySetfeni driibeZe s patologicko-anatomickymi
zmeénami odpovidajicimi tuberkul6ze bylo izolovdno 40 kment myko-
bakterif; vSechny mély vlastnosti bakterie Mycobacterium avium. PFi
studiu spolehlivosti intradermdlni tuberkulinace jsme zjistili, Ze spo-
lehlivost alergenodiagnostiky je vyrazné ovlivnéna dynamikou alergie
po nakaZeni. U drlibeZe vySetfované v obdobi péti aZ osmi tydni po na-
kaze byla spolehlivost intradermdlni tuberkulinace témeér 100%. Naprot®
tomu u dribeZe s generalizovanou tuberkulézou jsme prokézali pozitiv-
ni reakce pri intradermd&lni tuberkulinaci pouze u 61 % kust. Pfi sledo-
vani dynamiky alergie jsme béhem piil roku po nakaZeni zjistili pfi tu-
berkulinaci u jedné pétiny infikované driibeZe negativni vysledek.

Uvedeny poznatek odpovidal i vysledklim, kterych jsme dosdhli pfi
ozdravovani driibeZe ze 40 malochovii, nakaZené tuberkulézou s rozdil-
nym stupném promoreni touto ndkazou. Eliminaci pozitivnich reagenti
se podafilo ozdravit chovy driibeZe s nizkym stupném incidence tuber-

- kulozy. PFi vyskytu reagentdi na tuberkulin do 5 % byly ozdraveny dvé

II. Uplatnéni eliminaéni metody pri ruzném stupni zamoreni malochovli dribeze
TBC — The use of the elimination method at different degrees of TBC infestation
in small poultry flocks

‘ Procento chovi
[ Pocet Vyskyt Podet Pramérny
malochovil reagentl malbchowd polet driibeZe | ozdravenych po vySetfeni neozc'lrave-
celkem v procentech na jeden chov . nYChén, ‘
. eliminacni
R | . lkrat | 2krat | 3krat | 4krat  meto Qop B
0,1— 5,0 £ 25,3 66,7 | 33,3 0,0 |
100 % ;
0 5,1—-10,0 5 20,1 53,4 | 20,0 | 13,3 13,3
10,1200 | 32 18,4 33,4 | 250 | 83| 83 25,0
~.20,0 10 18,2 20,0 | 20,0 20,0 40,0
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tfetiny téchto chovi jiZ jednordazovym vyrazenim driibeZe nakaZené tu-
berkulézou (tab. II). K ozdraveni zbyvajici jedné tfetiny chovu s uvede-
nou incidenci nakazy bylo tfeba driibeZ vySetfit dvakrat. K dosaZeni nu-
lové incidence reakci na aviarni tuberkulin v chovech driibeZe s vysky-
tem reakci od 6,1 do 10 % bylo moZné elimina¢ni metodou ozdravit
84,7 % vySetfovanych chovi. Pri vyskytu pozitivnich reakci na tuber-
kulin u vice neZ 20 % vy3etfované driibeZe selhala elimina¢ni metoda
i p¥i opakovanych tuberkulinacich ve dvou pétindch chov.

V pokusech bylo zjiSténo, Ze nejlépe se osvédcila eliminacni me-
toda pfi ozdravovani chovii nakaZenych tuberkulézou pri vyskytu po-
zitivnich reakci na aviarni tuberkulin do 5 %.

DISKUSE

V3eobecné se uznéva, Ze na ozdraveni tuberkuldézni dribeZe se podi-
leji kromé spolehlivé diagnostiky i dalSi faktory, zejména spolehlivd
asanace prostredi. PFi studiu uplatnéni alergenodiagnostiky pfi ozdrave-
ni malochovti driibeZe se potvrdilo, Ze tspéch této metody zdvisi vedle
dal8ich faktor®i i na stupni promofeni chovii touto ndkazou. V chovech
s vyskytem pokrocCilé organové tuberkuldzy je moZnost ozdraveni driibe-
Ze men$i, a to jednak pro sniZenou spolehlivost alergenodiagnostiky, jed-
nak pro znac¢né promoieni prostfedi. DosaZené vysledky upfesiiuji tda-
je, které uvadéji Klimes§ (1962) a dalsi autofi, Ze elimina¢ni metodu
u dribeZe nakaZené tuberkul6zou je moZné uplatnit v chovech s nizkou
incidenci nédkazy.

PFi hodnoceni epizootologické situace tuberkulozou nakaZené dri-
beZe v malochovech jsme soufasné prokézali, Ze pro ohnisko tuberkulo-
zy je rozhodujici prostorova izolace jednotlivych chovi. V pfipadég, Ze
drtibeZ z nékolika malochovii ma moZnost se vzdjemné stykat, je nutné
povaZovat za ohnisko nakazy skupinu chovii, které nejsou prostorové
oddé&lené.
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[HABJIAC, M. (HayuHo-uccnenoBaTesibCKHii MHCTHTYT BeTepuHapmuyu, bBpxo): Yuacrde aneprewo-
NMATHOCTMKM B ‘O3X0OPOBJEHMM NTMIB M3 Manelx passenennit, sapaxenssx TBL. Wet. Med.,,
Praha, 26, 1981 (12) : 731-736.

Hcnosnb3oBaHue BHYTPUKOKHOU TyOepKyJMHHU3ALUMM B O3MAOPOBJEHHM IITHLBI M3 MajlblX passe-
neuui, sapakenHoi TBII, ¢ moMmomsio MeToza 3JTMMHHAIIMM, 3aBHCHT OT CTElleHM HHBaIMpOBaH-
HOCTH HTHILI 3TOH 60JiesHpio. Kak NoKaswiBaioT pe3yJbTaThl, METON 3JNUMMHALMH MOXKHO PeKo-
MeHI0BaTh NpPAKTHKe [PH WHIIMIEHTHOCTH peaKUWid Ha aBuapHblii TyOepKyJmH B pasMepe IO
5—10"). B Meron BXOAMT W TIJaTeJbHas aCCeHM3alMs Cpelbl I0CiAe OBPAKOBKM 3apa)KeHHOM
rmruubl. [Ipu ofHapykeHuM peareHToB Ha Tybepkyaux ao 59/, ymanocs osmoposurs 2/3 Mannix
pasBelleHMil IyTeM padoBOil GPAaKOBKM IIOJOKUTENbHBIX PpeareHToB. B pasBeleHMAX C HaJaM4yHeM
NONOKUTENBHBIX peakuuit B pasmepe or 5,1 mo 1004 c nomoupbio Merona siuMuHALUK 6blJIO
oanoposnero 84,7 9/, passenenuii, npuueM B HEKOTOPHIX Ciaydyasx TyGepKyJMHH3ALMIO IOBTOPSJIK
3 pasa, npexne yem no6uaHMChH CBOGOIHOrO or 6Gosie3HM cocTosHMA. IIpM HAaNHMYKMH Ke I[TOJOKMH-
TenpHpix peakuuit B 6weme cpbie 20 /) onpasnsisaer cebst paanMKasibHBINE METOX O3NOPOBIEHHS,
a MMeHHO 6paKOBKa NTHI[LI M ACCEHM3AIMsL CPeIsl.

TBIL] nrHiel; 03ZOpOBJIEHHE MaJbiX pa3sBelNeHHU; TyOepKyJMHHU3aAL M

PAVLAS, M. (Veterinary Research Institute, Brno): The Use of Allergenodiagnostics
in the Sanitation of Tuberculosis-Infected Poultry Kept in Small Flocks. Vet. Med.,
Praha, 26, 1981 (12) : 731-736.

The use of intradermal tuberculinization during the sanitation of TBC-infected
small flocks of poultry with the application of the elimination method depends
on the extent to which the flock is infected. The results suggest that the elimination
method can be recommended for practical use in cases of 5%, to 109, incidence of
reactions to avian tuberculin. Thorough sanitation of the environment after the
elimination of the infected birds is an essential part of the elimination method.
When the incidence of reagents to tuberculin was up to 59, two thirds of the
small flocks were successfully sanitated by the elimination of positive reagents in
a single operation. In flocks with a positive-reaction incidence from 5.1 to 10 9,
the elimination method was successful in 84.79;, of the treated stocks; in some
cases the tuberculinization had to be repeated three times before an infection-free
state was obtained. When the rate of positive reactions was above 2079/, better
results were obtained from a radical method based on the elimination of the poultry
and sanitation of the environment.

avian tuberculosis; sanitation of small flocks; tuberculinization

PAVLAS, M. (Forschungsinstitut flir Veterindrmedizin, Brno): Anwendung der
Allergenodiagnostik bei der Heilung des Gefliigels aus Kleinzuchten, das durch dia
Tuberkulose angesteckt wurde. Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) : 731-736.

Die Anwendung der Intrahauttuberkulination bei der Heilung des Geflligels aus
Kleinzuchten, das durch die Tuberkulose angesteckt wurde, mittels einer Elimi-
nationsmethode hédngt vom Grad der Verseuchung des Gefliigels ab. Aus den er-
reichten Ergebnissen geht hervor, da man die Eliminationsmethode fiir die Praxis
bei der Inzidenz der Reaktionen aufs Vogeltuberkulin bis 5—10 9, empfehlen kann.
Ein unentbehrlicher Bestandteil der Eliminationsmethode ist eine verldBliche Assa-
nierung der Umwelt nach dem Ausmerzen des angesteckten Gefliigels. Beim Vor-
kommen von Reagenzien aufs Tuberkulin bis 5 9, gelang es, zwei Drittel von Klein-
zuchten durch eine einmalige Ausscheidung positiver Reagenzien zu heilen. In Zuch-
ten mit der Inzidenzion positiver Reaktionen bis 5,1—10 Y/, wurden mitels der Eli-
minationsmethode 84,79, Zuchten geheilt, wobei man in einigen Fillen die Tuber-
kulination dreimal wiederholen mufite, um den Zustand ohne Ansteckung zu er-
reichen. Beim Vorkommen positiver Reaktionen iiber 20 Y, bewihrte sich zur Hei-
lung von Zuchten des Gefliigels besser eine radikale Methode, die in der Aus-
merzung des Gefliigels und in der Assanierung der Umwelt bestand.

Tuberkulose des Gefliigels; Heilung von Kleinzuchten:; Tuberkulination

Adresa autora:

MVDr. Milan Pavlas, CSc., Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70,
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VYSKYT ZEARALENONU A FUSARII PRODUKUJICICH ZEARALE-
NON V KRMIVECH

D. Vesela, D. Vesely, A. Adamkova

VESELA, D. — VESELY, D. — ADAMKOVA, A. (Ustav experimentalni medi-
ciny CSAV, Olesnice v Orlickych horach; Ustifedni statni veterinarni ustav,
Praha): Vyskyt zearalenonu a fusarit produkujicich zearalenon v krmivech.
Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) : 737-741.

Ze sklizné roku 1980 jsme analyzovali na obsah zearalenonu 27 vzorku krmné
pSenice viditelné napadené plisni. Zearalenon jsme nalezli v deseti vzorcich
v mnozstvi 50 az 1300 ug.kg . Z nahodné sebranych péti vzorku peletovanych
krmiv obsahoval jeden vzorek 14 mg zearalenonu v 1 kg. Z krmiv jsme izo-
lovali 53 plisne rodu Fusarium. Z 19 plisni F. graminearum 15 produkovalo
zearalenon, 11 plisni F. culmorum produkovalo zearalenon ve vsech piipadech
a ze dvou plisni F. tricinctum produkovala jedna zearalenon. Deset plisni
F. oxysporum, osm plisni F. sporotrichioides a tri plisné F. moniliforme zeara-
lenon neprodukovaly. Testované plisné produkovaly za popsanych pokusnych
podminek 200 az 1200 mg zearalenonu v 1 kg.

Fusarium; zearalenon; krmivo

Plisné rodu Fusarium Casto napadaji obili a seno sklizené za ne-
pFfiznivych klimatickych podminek. Rist téchto plisni pokracuje pfi
skladovani vlhkych produkti. Fusaria produkuji celou Fadu toxickych
metaboliti, z nich z hlediska potravina¥skych surovin a krmiv nejdi-
leZitéjsi jsou trichotheceny (Vesely aj., 1979) a mykotoxiny s estro-
gennimi GCinky, reprezentované zearalenonem a jeho derivaty.

Zearalenon, nazyvany také F—2 toxin, je sekundarnim metabolitem
nékterych fusarii druhd F. roseum, F. tricinctum, F. sporotrichioides,
F. graminearum, F. culmorum, F. oxysporum a F. moniliforme.

Zearalenon je chemicky u lakton 6-(10-hydroxy-6-oxo-trans-1-un-
decenyl)-g-resorcylové kyseliny. Strukturni vzorec zearalenonu je na
obr. 1.

HO

1. Strukturni vzorec =zearalenonu — N

Structural formula of zearalenone o
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Akutni toxicita zearalenonu na teplokrevné Zivoclichy a v&tSinu
mikroorganismi je velmi nizka. Estrogenni GCinky zearalenonu jsou vsak
popisovany v chovech hospodafskych zvirat, zvlasté prasat (Mirocha
a Christensen, 1974). Zkrmovéani obili napadeného fusarii, hlavné
plisni F. roseum, se projevuje u mladych prasnic vulvovaginitidou. U ne-
dospélych prasnic vede k vyhfeznuti vaginy a kone¢niku, ke zvét3eni
mlécnych Zlaz a d&lohy, spojenému s atrofiemi vajec¢niku. Ztraty pfi
reprodukci prasat jsou zavin&ny aborty, zménénym ovulacnim cyklem,
neplodnosti, absorpci plodu a sniZenou laktaci. Pokusné bylo prokazano,
Ze davky 25 aZ 100 ppm zearalenonu v krmivu silné sniZuji reprodukéni
schopnosti prasnic (Chang aj., 1979). Davka 6,61 ppm zearalenonu
v krmivu dospivajicich prasnic blokuje u poloviny pokusnych zvifat se-
xualni cyklus (Shreeve aj., 1978). Vadnyi a Széky (1980) pro-
kazali, Ze ddvka 30 ppm zearalenonu vyvolavad nejen esterogenni syn-
drom u prasnic, ale Ze také poSkozuje spermatogenezu u samci.

Vulvovaginitida je popisovdna i u skotu. Po zkrmovani plesnivého
sena, ve kterém bylo nalezeno 14 ppm zearalenonu, se zvySil u 150
krav inseminac¢ni index z hodnoty 1,2 na 4. Méné citlivd na GCinky zea-
ralenonu je driibeZ. Zearalenon byl nalezen v krmivech z mnoha zemi
v mnozstvi az 29 g.kg"! (Mirocha a Christensen, 1974).

Fusaria, kterd mohou produkovat =zearalenon, napadaji obilniny
a picniny i v naSich zemich, zvlas§té za deStivych letnich mésicl. V roce
1980 se vyskytovaly tyto plisné ve zvySené mife, proto jsme hledali zea-
ralenon a plisné jej produkujici v nékterych naSich zemé&dé&lskych pro-
duktech.

MATERIAL A METODY

Vzorky nékterych krmiv jsme podrobili béznému mykologickému vySetieni.
Izolovana fusaria, ktera mohou podle literatury syntetizovat zearalenon, jsme testo-
vali na produkci tohoto mykotoxinu. Celkem 53 izolaty plisni jsme kultivovali na
20 g sterilni pSenice se 409, vody pii teploté 25°C po dobu 20 dni. Kultivace pro-
bihala v Erlenmeyerovych bafnkiach o objemu 300 ml, uzavienych vatovou zatkou.
U jednoho kmene plisné F. culmorum, izolovaného ze sena, jsme sledovali produkci
zearalenonu na puvodnim substratu. Jednu z plisni F. culmorum izolovanou ze
sena jsme kultivovali na sterilnim sené s piidavkem 2009, vody pii teploté 25°C,
druhou kultivaci na tomtéz substratu jsme nechali probéhnout pii venkovnich
teplotach. Kultivace zacala 1. 9. 1980 a trvala 40 dni.

Vykultivované substraty okyselené 2 ml IN-HCIl jsme extrahovali v mixéru
5 minut 160 ml chloroformu. Suspenzi jsme prefiltrovali papirovym filtrem na
Biichnerové nalevee a zbytek na filtru jsme promyli 50 ml chloroformu. Chlorofor-
movy filtrat jsme dvakrat extrahovali 50 ml 0,1N-NaOH v 1%, chloridu sodném,
extrakty jsme spojili a okyselili IN-HCl na pH 2. Z okyseleného roztoku jsme
zearalenon reextrahovali 2 X 50 ml chloroformu, chloroformovy roztok wvysusili
filtraci pres bezvody siran sodny a chloroform odpafili v laboratornim vakuovém
odparovac¢i do sucha.

Suchy zbytek jsme rozpustili v 0,5 ml chloroformu a alikvotni podil vzniklého
roztoku jsme nanesli na start chromatografické desky Silufol (Kavalier) spolu se
standardem zearalenonu. Chromatogram jsme vyvijeli smési chloroform : metanol
(97 :3) a po ukonceni eluce jsme chromatogram nechali volné oschnout. Zearalenon
jsme detekovali ozarenim chromatogramu UV-svétlem o vinové délce 254 nm. Skvrna
zearalenonu pri ozareni UV-svétlem modie fluoreskuje, Rf = 0,50. Po detekci UV-
-svétlem jsme identifikovali zearalenon na chromatogramu jesté postrikem bis-
-diazotovanym benzidinem. Cinidlo se piipravi pied pouZitim smichanim stejnych
objemt 0,59, roztoku benzidinu v 2M-HCIl a 10%, vodného roztoku dusitanu sod-
ného. Skvrny zearalenonu na chromatogramu se po postfiku éinidlem zbarvi tres-
nove ¢ervené. Zbarveni se vyviji za laboratorni teploty 10 aZ 15 minut.
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Stejnou metodou jsme na obsah zearalenonu analyzovali vzorky krmné pSenice
a peletovanych krmiv ze sklizni let 1979 a 1980.

Extrakty z testovanych plisni, obsahujici zearalenon, jsme precistili na sloupci
Kieselgelu H (Merck) a ziskany zearalenon dvakrat piekrystalizovali z horkého
benzenu. Cistotu izolovaného zearalenonu jsme ovérili tenkovrstvou chromatografii,
spektrofotometrickym promérenim metanolového roztoku v UV-svétle a bodem tani.

VYSLEDKY A DISKUSE

Ze pSenice, peletovanych krmnych smési, sena a slamy jsme izolova-
li celkem 53 fusaria druhd F. graminearum, F. culmorum, F. moniliforme,
F. oxysporum a F. tricinctum, Které jsou potencidlnimi producenty
zearalenonu. Z 19 plisni F. graminearum 15 produkovalo zearalenon, 11
plisni F. culmorum jej produkovalo ve v3ech pfFipadech. Deset plisni F.
oxysporum, osm plisni F. sporotrichioides a tfi plisné F. moniliforme
zearalenon neprodukovaly. Ze dvou plisni F. tricinctum jedna produ-
kovala zearalenon.

Produkéni schopnost testovanych plisni kultivovanych na pSenici
se pohybovala v rozmezi od 200 do 1200 mg zearalenonu na kilogram
substratu. Pliseil F. culmorum izolovand ze sena dosdhla maximalni pro-
dukce 25 mg zearalenonu na kilogram tohoto substratu po osmi dnech
kultivace p¥i teplot& 25 °C. Za venkovnich teplot produkovala pliseii nej-
vice zearalenonu po 20 dnech kultivace (10 mg . kg~1).

V roce 1979 jsme analyzovali 40 vzork® krmiv. Zearalenon jsme na-
lezli v jednom vzorku smésného krmiva v mnoZstvi 1 mg. kg1

Na podzim roku 1980 jsme analyzovali na obsah zearalenonu 27 vzor-
kit krmné pSenice a pét vzorkii peletovanych krmiv. U krmné p3enice
jsme se zamérili na vzorky viditelné napadené plisnémi. Zearalenon jsme
nalezli v deseti vzorcich v mnoZstvi 50 aZ 1300 ug v 1 kg pSenice. V pele-
tovanych krmivech jsme nalezli jeden vzorek obsahujici 14 mg zearale-
nonu v 1 kg substratu. Uvedené krmivo obsahovalo 40 % jeémene, 16 %
ovsa a 5,5 % pSeni¢nych otrub.

Analyzované vzorky jsme.extrahovali po okyseleni vzorku chloro-
formem za laboratorni teploty. Extrakce v Soxhletové extraktoru, kte-
rou doporucuji Lasztity a Wdller (1977), je naro¢néjsi na cas
a zarizeni. K CiSténi chloroformového extraktu pfed tenkovrstvou chro-
matografii jsme pouZili upraveného postupu podle Mirochy aj.
(1974). Pifidavek 1 % chloridu sodného v 0,IN-NaOH omezuje vznik
emulze, kterd ztéZuje rozdéleni fazi.

Eluce chromatogramu smeési chloroform : metanol (97 :3) byla
vhodnéjsi neZ literaturou c¢asto doporutovand soustava chloroform : me-
tanol (99:1), u které je na Silufolu R; = 0,15. Osvédcily se také elucni
smeési benzen : kyselina octova (95:5), R; = 0,11; benzen : aceton (12:
:7), R; = 0,89, n-hexan : dietyléter : kyselina octova (70:30:2), R; =
= 0,76.

Detekce zearalenonu na chromatogramu bis-diazotovanym benzidi-
nem podle Malaiyanda aj. (1976) je vyhodna zvlasté pfi analyze
prirozenych materiald. Autofi uvadéji jako mez detekce 2 ng zearale-
nonu na skvrnu. Podle naSich zkuSenosti je mez citlivosti této detekce
pribliZzng stejnd jako pod UV-svétlem o vlnové délce 254 nm, 0,02 ug
zearalenonu na skvrnu. Uvedenou metodou lze stanovit minimalné
20 ug zearalenonu v 1 kg pSenice.
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Zearalenon izolovany z testovanych plisni tvofFil bezbarvé krystalky
rozpustné v chloroformu, metanolu, etanolu a dietyléteru, nerozpustné
ve vodé a n-hexanu. Extink&ni maxima metanolového roztoku v UV-svétle
jsou pfi vlnovych délkach 236, 274 a 316 nm, bod téni prepardtu byl
163 — 164 °C, coZ je ve shodé s udaji autori Pathre aj. (1979). Chro-
matograficky byl pfipraveny zearalenon jednotnou slou¢eninou se stej-
nymi vlastnostmi jako pouZity standard.

Nalezy zearalenonu v naSich zemédélskych produktech v mnoZstvi
aZz 14 mg v 1 kg dokazuji nutnost sledovat tento mykotoxin pfedevsiim
v krmivu urCeném pro prasata a hovézi dobytek. Z mykologického a che-
mického rozboru krmiv je zfejmé, Ze nejvétSimi producenty zearalenonu
u nds jsou plisné F. culmorum a F. graminearum.

Podékovani:

Autori dékuji prof. C. J. Mirochovi, Department of Plant Pathology, Uni-
versity of Minnesota, Saint Paul, Minnesota 55108, USA, za laskavé poskytnuti
standardu zearalenonu a RNDr. O. Fassatiové, CSc. z prirodovédecké fakulty
UK v Praze za mykologické urceni nékterych plisni.
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RECEJIA, JI. — BECEJIBL, . — AJAMKOBA, A. (MHcTuTyT SKCepHMEHTAJIbHOM MeNMIIHHDL,
npu AH UYCCP, Ounemxnue B Opuuuxnx ropax; LleHTpanbHpiif rocynapcTBeHHBIH HMHCTHTYT
petepuHapui, Ilpara): Haanume seapanexona u ¢ysapuit, npoayIHpyioluX 3eapanleHoH B KOpPMaXx.
Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) : 737-741.

Ha ocHose ypoxas sa 1980 r. amanusupoBasu Ha colepkaHue 3eapajieHoHa 27 o6pasumoB Kop-
MOBOJ{ TIIEHHMIBI, ABHO IOPAKEHHOI IIjeceHbio. 3eapaneHod obuapyxer B 10 ofpasmax B KoJIM-
yecrse or 50 no 1300 wg.xr—1. B 5 orofpaHHbix 1O MeTONy CiydaiiHON BHIGOPKH ofpasiiax
TIeIETHPOBAHHBIX KOPMOB B ONHOM obpasne 6pio 14 Mr seapanedoHa B 1 xr. Y KopMOB mu3o-
auposanu 53 mecenn cem. Pysapuym. Ha 19 mnecemeir F. graminearum 15 mnponyusposaiu
seapasenoH, 11 F. culmorum nponyuuposaji 3eapajieHOH BO BCex Ciaydasx, a W3 2 IUIeceHeif
F. tricinctum ero mpomynuposaia JMIIb OIHA. 3eapajieHoH He mnpoxyiuposanu 10 1uecexeit
F. oxysporum, 8 nueceneit F. sporotrichioides u 3 niaecenun F. moniliforme. Orectupo-
raHHble IIJIeCeHH TPOMYITMPOBAJM B ONHMCAHHBIX O9KcmepuMeHTasbubix yeaosusux 200—1200 wmr
seapaJieHOHa B | Kr,

PysapuyM; seapasieHOH; KOpM

VESELA, D. — VESELY, D. — ADAMKOVA, A. (Institute of Experimental Medi-
cine, Czechoslovak Academy of Sciences, Olesnice v Orlickych horach; Central
State Veterinary Institute, Praha): The Occurrence of Zearalenone and Zearalenone-
-producing Fusaria in Feeds. Vet. Med., Praha, 26, 1981 (12) : 737-741.

Twentv-seven samples of fodder wheat from the 1980 harvest, visibly attacked by
mould. were analyzed for the content of zearalenone. Zearalenone was found to be
present in ten samples and its content ranged from 50 to 1300 ug per kg. One of
the five samples of pelleted feeds, taken at random, contained 14 mg zearalenone
per kg. Fifty-three moulds of the genus Fusarium were isolated from the feeds.
Among the 19 moulds of F. graminearum, 15 produced zearalenone; 11 moulds of
F. culmorum produced zearalenone in all cases, and of the two moulds of F. tri-
cinctum. one produced zearalenone. Ten moulds of F. oxysporum, eight moulds of
F. sporotrichioides and three moulds of F. moniliforme did not produce any zeara-
lenone. Under the described conditions the tested moulds produced 200 to 1200 mg
of zearalenone per 1 kg.

Fusarium; zearalenone; feed

VESELA, D. — VESELY, D. — ADAMKOVA, A. — (Institut fiir experimentelle
Medizin der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften, Ole$nice v Orlic-
kych horach; Zentrales Staatsinstitut fir Veterindrmedizin, Praha): Vorkommen
von Zearalenon und Fusarien, die Zearalenon in Futtermitteln produzieren. Vet.
Med., Praha, 26, 1981 (12) : 737-741.

Aus der Ernte 1980 wurden auf den Gehalt an Zearalenon 27 Proben von Futter-
weizen, die durch den Schimmel sichtbar befallen wurden, analysiert. Zearalenon
wurde in zehn Proben in der Menge von 50 bis 1300 ug.kg-1 gefunden. Von den
zufdllig gesammelten finf Proben von Pelettfuttermitteln enthielt eine Probe 14 mg
Zearalenon in 1 kg. Aus den Futtermitteln wurden 53 Schimmel der Gattung Fu-
sarium isoliert. Von den 19 Schimmeln F. graminearum produzierten 15 Zearalenon,
11 Schimmel F. culmorum produzierten Zearalenon in allen Fillen und von den
zwei Schimmeln F. tricinctum produzierte eine Zearalenon. Zehn Schimmel F. oxy-
sporum, acht Schimmel F. sporotrichioides und drei Schimmel F. moniliforme pro-
duzierten kein Zearalenon. Die getesteten Schimmel produzierten unter den be-
schriebenen Bedingungen 200 bis 1200 mg Zearalenon in 1 kg.

Fusarium; Zearalenon; Futtermittel

Adresy autoriu:

Ing. Doubravka Vesela, ing. Drahomir Vesely, Ustav experimentalni medi-
ciny CSAV, 517 83 Olednice v Orlickych horach 14

RNDr. Alena Adamkova, Ustfedni statni veterinarni tustav, SidliStni 156, 165 03
Praha 6 - Lysolaje
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