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VLIV PŘÍJMU MLÉČNÉ KRMNÉ SMĚSI A PLNOTUCNÉHO MLÉKA 
NA VÝVOJ VYBRANÝCH UKAZATELŮ V KREVNÍ PLAZMĚ TELAT

P. Jagoš, J. Bouda, M. Skřivánek

JAGOS, P. — BOUDA, J. — SKŘIVÁNEK, M. (Vysoká škola veterinární, 
Brno): Vliv příjmu mléčné krmné směsi a plnotučného mléka na vývoj vybra­
ných ukazatelů v krevní plazmě telat. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 65-73. 
Sledovali jsme vliv dvou různých způsobů mléčné výživy na zdraví a vývoj 
telat. Pokusná skupina (n = 10) byla po ukončení mlezivové výživy krmena 
plnotučným mlékem, kontrolní skupina (n = 10) mléčnou krmnou směsí Lak- 
tosan. Krev pro biochemické vyšetření byla telatům odebírána do tří měsíců 
věku v týdenních intervalech, později jednou měsíčně. Obsah močoviny, stano­
vený v krevní plazmě telat pokusné skupiny, byl ve čtvrtém až sedmém tý­
dnu věku významně nižší. Plazmatické hladiny dusíku, draslíku, vápníku a hoř­
číku se u pokusné a kontrolní skupiny významně nelišily a byly v mezích re­
ferenčních hodnot. Ve věku šest až devět týdnů byl obsah anorganického fos­
foru v plazmě pokusných zvířat statisticky významně vyšší. Koncentrace vi­
taminu A v krevní plazmě obou skupin zvířat se významně nelišily. Obsah 
vitamínu E v krevní plazmě telat pokusné skupiny byl ve čtvrtém až osmém 
týdnu věku statisticky významně vyšší. Plazmatické aktivity aspartátamino- 
transferázy (AST) a gamaglutamyltransferázy (GMT) nevykazovaly mezi obě­
ma skupinami významné rozdíly. Aktivity alkalické fosfatázy (ALP) byly ve 
třetím až pátém týdnu života významně vyšší u skupiny pokusných zvířat. 
Průměrné denní přírůstky hmotnosti byly od pátého do 18. týdne věku vý­
znamně vyšší u telat krmených plnotučným mlékem.
výživa; zdravotní stav; sodík; draslík; vápník; hořčík; anorganický fosfor; mo­
čovina; enzymy AST, GMT, ALP; vitamín A; vitamin E

Základem úspěšného rozvoje chovu skotu je produkce dostatečného 
počtu zdravých zvířat. Vysoké ztráty při jejich odchovu vyvolávají ne­
zbytnost využívat pro obměnu stáda i biologicky méněcenná zvířata, 
jejichž zařazení do chovu snižuje konečný efekt realizace plemenář­
ské práce (Šrámek, 1983). Nejvýznamnější podmínkou pro snížení 
ztrát, zvláště pak v podmínkách velkovýrobních technologií, je plné 
respektování fyziologických potřeb zvířat [Jagoš a Bouda, 1981a).

I když je zdravotní stav telat ovlivňován již péčí o vysokobřezí 
plemenice, kritické období jejich odchovu představuje především raně 
postnatální perioda mlezivové a mléčné výživy a přechod na výživu 
rostlinnou. Zabezpečení kvalitní výživy je vedle dobré úrovně ošetřova­
telské práce a správné zoohygieny hlavním předpokladem к tomu, aby 
výsledky v chovu telat byly úspěšné.

Klasická výživa telat byla ve velkokapacitních teletnících v plném 
rozsahu nahrazena průmyslově vyráběnými mléčnými krmnými směs­
mi (Pinďák, 1982). Jejich nevýhodou je vysoká výrobní energetická 
spotřeba. Známy jsou i některé biologické nedostatky mléčných krm­
ných směsí, jako jsou snížené hladiny tuku a s tím související nízké
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koncentrace vitamínů A, D a E a také snížená stravitelnost bílkovinné 
složky, způsobené denaturací při sušení mléka.

Uvedené důvody, společně s dosahovaným vzestupem mléčné užit- 
kovosti dojnic a současnou orientací na uplatňování výstavby farem- 
ních teletníků určených к odchovu telat do tří měsíců věku, vedou 
к možnosti znovu posoudit využití plnotučného mléka pro výživu telat.

Cílem práce bylo ověřit vliv dvou různých způsobů mléčné výživy 
na celkový zdravotní stav a vývoj telat. Z biochemických ukazatelů by­
la zvýšená pozornost zaměřena na hladiny močoviny, makroelementů, 
vitamínů a aktivity enzymů v krevní plazmě.

MATERIAL A METODY

Do pokusu byly zařazeny dvě skupiny telat (CESTR X CN plemene), každá 
o deseti kusech. Všechna zvířata byla společně ustájena v samostatné sekci pavi­
lónu mléčné výživy velkokapacitního teletníků. Pokusné skupině bylo po ukončení 
mlezivového období podáváno plnotučné mléko o tučnosti 3,9 až 4,1 %, kontrolní 
skupině mléčná krmná směs Laktosan s obsahem 18 % tuku, při napájení ředěná 
v poměru 1 :9. Mléčná výživa byla ukončena к 54. dni průměrného věku zvířat

I. Mléčná výživa pokusných a kontrolních zvířat — Milk feeding in the test and 
control animals

Věk telat 
(dny)

Pokusná skupina - mléko 
litrů/tele/den

Kontrolní skupina - Laktosan 
litrů/tele/den

8-14 4,9 6,0
15-21 6,4 7,0
22 - 35 6,4 8,0
36-42 7,5 8,0
43-51 6,5 • 6,0
52-54 odstav odstav

(tab. I). Celková spotřeba plnotučného mléka na jedno tele pokusné skupiny činila 
290 litrů, u mléčné krmné směsi Laktosan to bylo 313 litrů. Od 14. dne věku byla 
telatům obou skupin předkládána ve stejném množství jadrná krmná směs TG. 
kvalitní vojtěškové seno a voda. Zvířata byla pravidelně vážena, byl hodnocen je­
jich zdravotní stav a vývoj. Krev к biochemickému vyšetření byla odebírána do 
tří měsíců věku v týdenních intervalech, později jednou měsíčně, a to z véna ju- 
gularis vždy tři hodiny po ranním nakrmení. Byla sledována zvířata do šesti mě­
síců věku.

Plazmatické hladiny sodíku, draslíku, vápníku a hořčíku byly stanoveny ato­
movou absorpční spektrofotometrií, hladiny anorganického fosforu, močoviny a ak­
tivity aspartátaminotransferázy (AST), gamaglutamyltransferázy (GMT) a alkalické 
fosfatázy (ALP) v plazmě byly určeny fotometricky pomocí Bio-testů Lachema. 
Vitamíny A a E v krevní plazmě byly stanoveny spektrální fluorometrií (Bouda 
aj., 1980). Při testování významnosti dvou výběrových průměrů bylo použito Stu­
dentova t-testu.

VÝSLEDKY

Výsledky, kterých bylo dosaženo 
zorněny na obr. 1 až 3. Plazmatické

v průběhu experimentu, jsou zná- 
hladiny močoviny, sodíku, draslí-
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1. Vývoj průměrných 
hladin močoviny, sodí­
ku, draslíku a vápníku 
v krevní plazmě telat 
napájených plnotučným 
mlékem (plná čára) a 
Laktosanem (přerušova­
ná čára) — The average 
levels of urea, sodium, 
potassium and calcium 
in the blood plasma of 
the calves given whole 
milk (solid line) and 
Laktosan (broken line)

120

ku, vápníku a hořčíku se v průběhu celého sledování u obou skupin 
zvířat pohybovaly v mezích referenčních hodnot (Jagoš aj., 1980; 
Jagoš a Bouda, 1981b). Koncentrace močoviny v plazmě byla vý­
znamně vyšší (P<0,01) u zvířat kontrolní skupiny ve čtvrtém až sed­
mém týdnu života. Hladiny sodíku v krevní plazmě se u obou skupin 
telat lišily jen nepatrně. Koncentrace draslíku v krevní plazmě byly 
ve dvou týdnech věku významně vyšší (P < 0,05) u telat krmených 
plnotučným mlékem. V pěti a sedmi týdnech věku byly hladiny vápníku 
v krevní plazmě telat krmených plnotučným mlékem rovněž významně 
vyšší (P < 0,05) (obr. 1). U obou skupin zvířat byly zaznamenány pou­
ze malé rozdíly v obsahu hořčíku v plazmě. V šesti a devíti týdnech věku 
byly u pokusných telat zjištěny významně vyšší hladiny anorganické­
ho fosforu v krevní plazmě (P < 0,05) (obr. 2). Z dynamiky plazmatic- 
kých hladin vitamínu A je patrný vzestup u obou skupin v období rost-
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2.0

2. Vývoj průměrných 
hladin hořčíku, anorga­
nického fosforu, vitami­
nu A a E v krevní plaz­
mě telat napájených 
plnotučným mlékem 
(plná čára) a Laktosa- 
nem (přerušovaná čára) 
— The average levels 
of magnesium, inorganic 
phosphorus, vitamins A 
and E in the blood 
plasma of the calves 
given whole milk (solid 
line) and Laktosan 
(broken line)

linné výživy, přičemž po celou dobu sledování nebyly mezi skupinami 
významné rozdíly. Koncentrace vitamínu E v krevní plazmě zvířat po­
kusné a kontrolní skupiny se významně lišily. Ve čtyřech až osmí tý­
dnech věku, tedy ve druhé polovině období mléčné výživy, byly zjištěny 
statisticky významně vyšší hladiny vitamínu E v krevní plazmě telat 
krmených plnotučným mlékem (P < 0,01) (obr. 2).

Aktivity AST a GMT v krevní plazmě nebyly mezi skupinami vý­
znamně rozdílné. U aktivit ALP v krevní plazmě zvířat pokusné a kon­
trolní skupiny byly nalezeny významné rozdíly. Ve třetím až pátém 
týdnu života byly významně vyšší (P< 0,05) u telat krmených plnotuč­
ným mlékem [obr. 3).

Průměrná hmotnost a průměrné denní přírůstky hmotnosti byly od 
pátého do 18. týdne věku významně vyšší (P < 0,05) u pokusné skupiny 
telat. Rozdíl v úrovni průměrných hmotností mezi oběma skupinami či-
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3. Průměrné plazmatic- 
ké aktivity aspartátami- 
notransferázy (AST), ga- 
maglutamyltransferázy 
(GMT) a alkalické fos- 
fatázy (ALP) a přírůst­
ky hmotnosti telat 
krmených plnotučným 
mlékem (plná čára) a 
Laktosanem (přerušo­
vaná čára) — The aver­
age plasmatic activities 
of aspartate amino­
transferase (AST), 
gamma-glutamyl trans­
ferase (GMT) and alka­
line phosphatase (ALP) 
and the weight gains of 
calves given whole milk 
(solid line) and Lakto- 
san (broken line)

věk telat (tvdnyi

nil 10,0 kg po ukončení mléčné výživy, 13,4 kg při přechodu do pavi­
lónu rostlinné výživy a 16,8 kg v šesti měsících věku ve prospěch telat 
krmených plnotučným mlékem [obr. 3).

DISKUSE

Hladiny močoviny v krevní plazmě byly v období mléčné výživy 
vyšší u telat, která byla krmena mléčnou krmnou směsí. Zvýšení bylo 
zřejmě způsobeno nižší stravitelností tohoto krmivá ve srovnání s na­
tivním mlékem. To se projevilo u kontrolních zvířat relativním hlado­
věním a zvýšenou úrovní katabolických procesů, jež vedly ke vzestupu 
obsahu močoviny v krevní plazmě. Podle Roye (1980) dochází při 
sušení mléka к denaturaci nekaseinové bílkoviny, a tím к poklesu stra-
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vitelnosti, jež může být příčinou vzniku průjmů. D e m i g n é a R é - 
mésy (1979) uvádějí, že zvýšení urémie krevní plazmy je jednou 
z nejčastějších změn při průjmu telat.

Plazmatické koncentrace sodíku obou skupin zvířat svědčily o do­
statečném zásobení organismu a odpovídaly hodnotám, které uvádějí 
Vagher aj. (1973), Slanina a Beseda (1979), Bouda a Ja- 
goš (1984).

Obvyklá výživa telat, u nichž se průjmy nevyskytly, zabezpečuje 
dostatečný příjem draslíku (Roy, 1980). To se prokázalo i v našem 
sledování u obou hodnocených skupin zvířat, především pak u telat 
krmených plnotučným mlékem, u kterých jsou zjištěny hodnoty vyšší, 
než udávají Reece a Wahlstrom (1972) a Lumsden aj. 
(1980), nebo ve stejném rozmezí, jak stanovili Ruppanner aj. 
(1978).

Hlavním zdrojem vápníku pro organismus telat je mléko, jež obsa­
huje v jednom kilogramu celkem 1,24 g vápníku. Resorpce vápníku je 
u telat ve čtyřech týdnech věku vyšší z plnotučného mléka než z mléč­
ných krmných směsí (Roy, 1980). Krmná dávka námi sledovaných 
zvířat dobře zabezpečovala jejich fyziologické a nutriční požadavky na 
vápník. Jeho zjištěné hladiny v krevní plazmě telat jsou vyšší, než 
udávají Kitchenham aj. (1975) a Kursa (1982). U telat, jež 
byla krmena plnotučným mlékem, byly plazmatické koncentrace vápní­
ku po celé období mléčné výživy vyšší.

Hladiny hořčíku v krevní plazmě u obou skupin telat v našem po­
kusu se navzájem významně nelišily a byly při srovnání s údaji podle 
Slaniny a Besedy (1979), Jagoše aj. (1982) a Surynka 
aj. (1980) na spodní úrovni rozmezí referenčních hodnot. Podle Roye 
(1980) nezabezpečuje mléčná výživa zcela dostatečně potřeby hořčíku 
pro organismus telat. Nebezpečí hypomagneziémie je zvlášť výrazné 
u telat s vysokou spotřebou mléka a velkými přírůstky hmotnosti.

Plazmatické hladiny anorganického fosforu byly u celého souboru 
zvířat vyšší, než udávají Ruppanner aj. (1978) a Lumsden aj. 
(1980). Krevní plazma telat pokusné skupiny opakovaně obsahovala je­
ho významně vyšší hladiny. Kitchenham aj. (1975) udávají, že 
vyšší hodnoty anorganického fosforu bývají zjišťovány u telat s vyš- 
šůmi přírůstky hmotnosti, což potvrzují námi zjištěné výsledky. Podle 
těchto autorů jsou vztahy mezi vysokými přírůstky hmotnosti a vyšším 
obsahem anorganického fosforu v krevní plazmě telat závislé na dosta­
tečné nabídce fosforu v krmné dávce. Ta byla v našem případě zjištěna 
podáváním plnotučného mléka a časným návykem na jadrnou krmnou 
směs.

Mírně snížené koncentrace vitamínu A byly zjištěny u telat pokus­
né skupiny. To je možné vysvětlit negativním vlivem ročního období. Po­
kus probíhal v jarních měsících, kdy je přísun karoténu krmivém pro 
dojnice nižší, stejně jako jeho obsah v krevní plazmě krav (Bouda 
aj., 1980). Kvalitní mléčné krmné směsi mají obsah vitamínu A zajištěn 
přidáváním vitamínu syntetického. Jagoš a Bouda (1981) dopo­
ručují podávat telatům vitamíny A, D a E okamžitě po porodu a tuto 
aplikaci opakovat ve čtyřech a osmi týdnech věku.

Pro organismus má velký význam vitamín E. Rostoucí zvířata jej 
potřebují pro činnost endokrinních žláz a svalstva. Vitamín E chrání
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vitamín A před oxidací v trávicím traktu a zvyšuje jeho absorpci. Za­
sahuje také do tvorby protilátek (Bouda aj., 1979). Vrzgula aj. 
(1979) udávají i funkci detoxikační a antitrombotickou. Nejčastějším 
symptomem deficiencie vitamínu E u mladých přežvýkavců je nutriční 
svalová dystrofie (Kursa, 1969]. Ve výsledcích našeho pozorování je 
proto nutné poukázat na vysokou úroveň nabídky vitamínu E v krmné 
dávce telat s příjmem plnotučného mléka, jež se projevila vysokými 
hladinami tohoto vitamínu v krevní plazmě zvířat pokusné skupiny.

Závažnost enzymové diagnostiky u skotu je spatřována především 
v diagnostice, diferenciální diagnostice a prognostickém hodnocení po­
škození jater a kosterního svalstva (Bouda aj., 1977; Bouda, 1979). 
Námi zjištěné aktivity AST a GMT odpovídají referenčním hodnotám 
(Jagoš a Bouda, 1981b). Statisticky významně zvýšené aktivity 
ALP u telat byly pravděpodobně způsobeny rychlejší kalcifikací skele­
tu. Osteoblastická aktivita se velmi výrazně podílí na uvolňování ALP 
do krevní plazmy, protože specializované buňky vylučují tento enzym 
do extracelulárního prostoru. Existuje vzájemný vztah mezi průměrnými 
denními přírůstky hmotnosti, spojenými s intenzívním růstem a vyšší 
aktivitou ALP (Searcy, 1969). To se projevilo i v našem experimen­
tu. Na základě snížené aktivity ALP lze usuzovat na horší výživu daného 
jedince, eventuálně lze předpokládat i nižší přírůstky hmotnosti Healy 
a McInnes, 1975). Statisticky významné rozdíly v aktivitě ALP mezi 
oběma skupinami telat našeho sledování svědčí o kvalitnější výživě te­
lat, umožňující dosáhnout vyšších přírůstků hmotnosti při použití plno­
tučného mléka.

Dosažené vyšší průměrné denní přírůstky hmotnosti a především 
výborný zdravotní stav a kondici telat krmených plnotučným mlékem je 
třeba hodnotit jako významný předpoklad pro další odchov kvalitního 
plemenitého materiálu.
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ЯГОШ, П — БОУДА, Я. — СКРЖИВАНЕК, M (Институт ветеринарии, Брно): Влия­
ние усвоения молочного комбикорма и цельного молока на кривую некоторых пока­
зателей кровяной плазмы у телят. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 65-73.
Изучали влияние двух разных способов молочного питания на здоровье и развитие 
телят. Подопытную группу (п = 10) после прекращения молозивного питания кормили 
цельным молоком, а контрольную (п = 10) — молочным комбикормом Лактосан. Кровь 
отбирали для биохимического исследования в возрасте до 3 мес. в недельные ин­
тервалы, позднее — раз в месяц. Содержание мочевины в кровяной плазме подо­
пытных телят в возрасте 4 — 7 недель было гораздо меньше, тогда как плазмовый 
уровень азота, калия, кальция и магния между группами заметно не различался и на­
ходился в пределах референтных значений. В возрасте 6 — 9 недель содержание 
неорганического фосфора в плазме подопытной группы статистически значимо выше. 
Концентрация витамина А в плазме обеих групп заметно не различалась, тогда как 
витамин Е у подопытной в 4 — 8-недельном возрасте значимо выше. Плазмовая актив­
ность аспартатаминотрансферазы (AST) и граммглутамилтрансферазы (GMT) зна­
чимых различий между группами не показывала. Активность щелочной фосфатазы 
(ALP) на 3 —5-й неделе жизни гораздо выше у подопытных телят. Среднесуточные 
привесы с 5—18-й недель значимо больше у телят на цельном молоке.
питание; состояние здоровья; натрий; калий; кальций; магний; неорганический фосфор; 
мочевина; ферменты AST, GMT, ALP; витамин А; витамин Е
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JAGOS, P. — BOUDA, J. — SKŘIVÁNEK, M. (University of Veterinary Medicine, 
Brno): The Effect of the Intake of Milk Replacer and Whole Milk on the Develop­
ment of Selected Parameters in the Blood Plasma of Calves. Veter. Med. (Praha), 
31, 1986 (2) : 65-73.
Two milk feeding systems were investigated as influencing the health and develop­
ment of calves. After the termination of colostrum feeding, the ten animals of the 
experimental group were given whole milk whereas the control group (also ten 
calves) was given the Laktosan milk replacer. By the age of three months, blood 
was collected from the calves for biochemical examination in weekly intervals, later 
once a month. The content of urea, determined in the blood plasma of the calves 
of the experimental group was significantly lower in the fourth to seventh week. 
The plasma levels of nitrogen, potassium, calcium and magnesium were about the 
same in the experimental and control groups, being within the limits of the re­
ference values. At the age of six to nine weeks, the content of inorganic phosphorus 
in the blood plasma of the tested animals was statistically significantly higher. 
Vitamin A concentration in the blood plasma was about the same in both groups. 
The content of vitamin E in the blood plasma of the calves of the experimental 
group was statistically significantly higher in the fourth to eighth week of age. No 
significant differences between the two groups were observed in the plasmatic 
activities of aspartate aminotransferase (AST) and gamma-glutamyl transferase 
(GMT). The activities of alkaline phosphatase (ALP) were significantly higher in 
the third to fifth week of life. From the fifth to eighteenth week of age, the average 
daily weight gains were significantly higher in the calves given whole milk.
nutrition; health condition; sodium; potassium; calcium; magnesium; inorganic 
phosphorus; urea; AST, GMT, ALP enzymes; vitamin A; vitamin E

JAGOS, P. — BOUDA, J. — SKŘIVÁNEK, M. (Veterinärmedizinische Hochschule, 
Brno): Einwirkung der Aufnahme von Milchaustauschern und Vollmilch auf die 
Entwicklung ausgewählter Kennwerte im Blutplasma von Kälbern. Veter. Med. 
(Praha), 31, 1986 (2) : 65-73.
Wir untersuchten den Einfluß zweier verschiedener Methoden der Milchernährung 
auf den Gesundheitszustand und auf die Entwicklung von Kälbern. Die Versuchs­
gruppe (n = 10) wurde nach Beendigung der Kolostralmilchperiode mit Vollmilch 
gefüttert, während der Kontrollgruppe (n = 10) der Milchaustauscher Laktosan 
verabreicht wurde. Das Blut für biochemische Untersuchungen wurde den Kälbern 
bis zum Alter von drei Monaten in wöchentlichen Intervallen, später dann einmal 
im Monat entnommen. Der im Blutplasma der Kälber der Versuchsgruppe ermit­
telte Harnstoffgehalt war in der vierten bis siebenten Lebenswoche wesentlich 
niedriger. Die Plasmaniveaus des Stickstoffes. Kaliums, Kalziums und Magnesiums 
in der Versuchs- sowie Kontrollgruppe wiesen keinen bemerkenswerten Unterschied 
auf und befanden sich im Bereich der Referenzwerte. Im Alter von sechs bis neun 
Wochen war der Gehalt des anorganischen Phosphors im Plasma der Versuchstiere 
statistisch wesentlich höher. Die Konzentration des A-Vitamins im Blutplasma der 
beiden Tiergruppen wies nur unbedeutende Unterschiede auf. Der Vitamin-E-Gehalt 
im Blutplasma der Kälber der Versuchsgruppe war in der vierten bis achten Le­
benswoche statistisch wesentlich höher. Die plasmatischen Aktivitäten der Aspartat- 
-aminotransferase (AST) und der Gamma-glutamyltransferase (GMT) der beiden 
Gruppen wiesen kaum Unterschiede auf. Die Aktivitäten der Alkaliphosphatase 
(ALP) lagen in der dritten bis fünften Lebenswoche bei den Versuchstieren weit 
höher. Die mittleren täglichen Lebendmassezunahmen waren von der fünften bis 
18. Lebenswoche bei den mit Vollmilch gefütterten Kälbern statistisch wesentlich 
höher.
Ernährung; Gesundheitszustand; Natrium; Kalium; Kalzium; Magnesium; anorga­
nischer Phosphor; Harnstoff; Enzyme AST. GMT, ALP; Vitamin A; Vitamin E
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VZTAH MEZI KVALITOU EMBRYÍ SKOTU PO ROZMRAŽENÍ 
A ZABREZAvANÍ PO JEJICH PŘENOSU

P. Liehman, J. Fulka

LIEHMAN, P. — FULKA, J. (Ústav fyziologie a genetiky hospodářských zví­
řat, odděleni genetiky, Liběchov): Vztah mezi kvalitou embryí skotu po roz­
mražení a zabřezáváni po jejich přenosu. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 
75-82.
Sedmidenní embrya skotu byla po zmrazení a rozmražení rozdělena podle kva­
lity do čtyř skupin: I — plně expandované blastocysty, II — mírné kontraho­
vaná embrya s malým podílem odumřelých buněk, III — kontrahovaná embrya 
s několika odumřelými buňkami, IV — degenerovaná embrya s těžkým poško­
zením oblasti zóna pellucida, popřípadě po její úplné ztrátě. Po chirurgickém 
přenosu zabřezlo ze 37 příjemců, kterým byla přenesena embrya I. skupiny, 
16 kusů (43,2%). Z 53 embryi II. skupiny vzniklo 20 březostí (37,7 %) a z 28 
příjemců s přeneseným embryem III. skupiny jich zabřezlo 10 (35,7%). Z pře­
nosu bylo vyřazeno 24 embryi z celkového počtu 142 embryí (17%). К hodno­
cení embryí byla použita morfologická kritéria, která jsou pro provozní pod­
mínky dostačující a dovolují postihnout změny neslučitelné s dalším vývojem 
embrya.
zmrazování embryí; hodnocení po rozmražení; březost

Konečným cílem přenosu embryí skotu vždy bude získat co nej­
větší počet telat požadovaných vlastností. Zařazení metody hlubokého 
zmrazování do tohoto procesu vnáší četné výhody. Nelze však přehléd­
nout ani skutečnost, že se během zmrazování či rozmrazování mohou 
některá embrya poškodit, což má za následek snížené přežívání, a tím 
i zabřezáváni po jejich přenosu. Po rozmražení je proto nutné posoudit 
vhodnost embryí a vyloučit ta, u nichž vznikají pochybnosti o jejich ži­
votaschopnosti. Selekce by měla být taková, aby podíl úspěšných pře­
nosů byl co nejvyšší, ale aby počet narozených telat výrazněji nekle­
sal. Morfologická posouzení stavu embrya a jeho srovnání se stavem 
před zmrazováním je dosud nejrychlejším, ale také zcela subjektivním 
zhodnocením rozsahu jeho poškození během zmrazování, rozmrazování 
a vymývání kryoprotektiva. Pro přenos se u skotu nejčastěji používají 
embrya ve stadiu moruly a blastocysty, u kterých není možné posoudit 
poškození jednotlivých buněk, takže hlavními kritérii jsou kontrakce 
či expanze blastocoelu, degenerované buňky vyloučené na periferii 
embrya, popřípadě porušení integrity embrya a degenerace většiny je­
ho buněk. Výsledky přenosů však ukazují, že ani kontrakce blastocoelu 
během zmrazování, rozmrazování či vymývání kryoprotektiva, ani poško­
zení a odumření několika buněk nevylučují možnost dalšího vývoje 
embrya (Lehn — Jensen, 1981; Bon Durant aj., 1982).
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Toto počáteční posouzení embryí poskytuje informace o rozsahu 
hrubých morfologických změn ihned po rozmražení. Nevýhodou je ne­
schopnost postihnout degenerativní změny na subcelulární úrovni 
(Whittingham a Anderson, 1976). Výsledky kultivace in ultra 
však přesto v zásadě potvrzují správnost morfologického hodnocení 
(W i Had sen aj., 1976; Whittingham, 1978), i když se v jed­
notlivých případech mohou projevit odchylky (Bouyssou a Chu- 
p i n, 1982). Snahy nalézt přesnější a přitom dostatečně jednoduchý 
a levný systém hodnocení embryí dosud nebyly úspěšné.

Krátkodobé umístění embryí do vhodného prostředí in ultra teore­
ticky umožňuje vyřadit degenerovaná či vážně poškozená embrya a pro 
přenos použít jen ta, která se dále vyvíjela. Dosud se však nepodařilo 
přesně definovat specifické požadavky ani pro vývoj čerstvých embryí 
většiny biologických druhů in ultra a delší pobyt v kultivačním médiu 
má negativní vliv na schopnost jejich dalšího vývoje po přenosu (Bow­
man a Mc Laren, 1970; Mauer a Haseman, 1976; Whit­
tingham, 1976; Folge, 1978; Shea, 1981). Navíc jsou zmrazená 
embrya к nedokonalým podmínkám kultivace in uitro mnohem citlivější 
než embrya čerstvá (T e r v i t aj., 1981). Někteří autoři (W i 11 a d s e n 
aj., 1976; Lehn — Jensen, 1981; Lehn — Jensen a Greve, 
1981; Ter vit a E 1 s d e n, 1981) proto doporučují vynechat kulti­
vaci a přimlouvají se za bezprostřední přenos po pečlivém výběru embryí 
a recipientů.

Další způsob hodnocení životaschopnosti embryí, tzv. vitální bar­
vení, využívá rozdílných vlastností membrán, cytoplazmy a jader živých 
a mrtvých buněk [Mohr a T г o u n s o n, 1980). I když bylo dosaženo 
některých nadějných výsledků (Schilling aj., 1979; Mohr 
a Trounson, 1980; Church a Fa ines, 1980; Niemann aj., 
1982), účinnost těchto metodik zůstává sporná. Uvedená barvení nejsou 
vždy absolutně specifická a enzymatické aktivity mohou přetrvávat 
i v poškozených buňkách (Frim aj., 1978; Renard aj., 1982; Ma­
je r č i а к aj., 1984).

Ani pokusy nalézt vztah mezi životaschopností embryí a změnami 
hladin různých enzymů či metabolitů v médiu nepřinesly jednoznačné 
výsledky. Tato stanovení jsou navíc spojena s dlouhodobými kultiva­
cemi, většinou velmi pokročilých stadií, která jsou méně vhodná pro 
přenos (Renard aj., 1980, 1982).

Zjištění, že embrya některých druhů se po několik dní normálně 
vyvíjejí ve vejcovodu králíka, umožnilo použít samic tohoto druhu jako 
dočasných recipientů pro testování životaschopnosti embryí (Law­
son aj., 1972). I když je tento způsob poněkud pracný, umožňuje díky 
objektivnější selekci embryí získat stejný, nebo dokonce vyšší počet 
mláďat při nižším počtu přenosů (F u 1 к a aj., 1983).

MATERIÁL A METODA

Dárci embryí i příjemci byli vybíráni a připravováni obvyklým způsobem. 
Také postup přípravy médií, získávání embryí a manipulace s nimi se nelišil od 
užívaného postupu, popsaného dříve (L i e h m a n a F u 1 к a, 1984).

Po ukončení izolace byla embrya selektována na základě posouzení jejich 
morfologie. Při hodnocení se přihlíželo ke stadiu vývoje, к pravidelnosti v uspo­
řádání embryonálních buněk a ke stavu zóny pellucidy.
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Do experimentu byly zařazeny jen pozdní moruly a blastocysty, popřípadě 
s jednou až dvěma degenerovanými buňkami. Všechna embrya, která neodpovídala 
svou kvalitou požadavkům, byla vyřazena. Vybraná embrya byla zmrazená i roz­
mražena podle dříve popsané metodiky (Liebman a F u 1 к a, 1984). Po ukon­
čení stupňovitého vymývání kryoprotektiva byl znovu posouzen morfologický stav 
embryí a porovnán se situací před zmrazováním. Na základě tohoto hodnocení byla 
embrya zařazena do čtyř skupin:

I. Bez strukturálních změn, s plně vyvinutým blastocoelem a dobře formova­
ným embryoblastem.

II. Lehce kontrahované blastocysty s dosud definovatelným embryoblastem 
nebo lehce svraštělé moruly, popřípadě s jednou až dvěma odumřelými buňkami.

III. Svraštělé blastocysty nebo moruly s několika degenerovanými buňkami.
IV. Embrya obsahující tmavé nekrotické buňky, embrya po úplné ztrátě zóny 

pellucidy nebo po jejím poškozeni v rozsahu, který umožňoval samovolné vypad­
nutí embrya.

Embrya ze skupin I až III byla během dvou hodin po rozmražení chirurgicky 
přenesena do synchronizovaných recipientů, embrya z kategorie IV byla z přenosu 
vyloučena.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Celkem bylo zmraženo 142 embryí. Po rozmražení bylo 37 embryí 
zařazeno do první skupiny, 53 do druhé, 28 do třetí a 24 do čtvrté. Všech 
118 (83,0%) embryí z první až třetí skupiny bylo přeneseno, zabřezlo 
46 příjemkyň (38,9 %).

Zabřezávání bylo ovlivněno kvalitou přenášených embryí. Nej­
lepších výsledků bylo dosaženo při přenosu embryí zařazených do sku­
piny I (16/37, 42,3 %), výsledky přenosů embryí ze skupin II а III byly 
nižší (20/53, 37,7 % a 10/28, 35,7 %). Tyto výsledky jsou přehledně 
shrnuty v tab. I. I když rozdíly mezi jednotlivými kategoriemi nejsou 
příliš výrazné, zdá se, že největší naději na další vývoj až do narození 
zdravého mláděte mají embrya, u nichž po rozmražení a vymytí kryo­
protektiva nedojde ke kontrakci a která vyplňují celý prostor vymezený 
zonou pellucidou. Tento stav totiž ukazuje, že nedošlo к poškození 
desmosomů, propustných spojů a tonofilamentů mezi jednotlivými buň­
kami trofoblastu či к jejich degeneraci a že embryo bude schopno vy­
tvořit tlak nutný pro opuštění zóny pellucidy (Willadsen aj., 
1978a; Massi p a Mu 1 nard, 1980).

Kontrakce blastocelu (částečná či úplná) však nemusí být známkou 
poškození embrya (M a s s i p a Mu 1 n a r d, 1980; Bouyssou

I. Hodnocení embryí skotu po rozmražení a zabřezávání po jejich přenosu — Eva­
luation of bovine embryos after thawing and pregnancy rate after their transfer

Skupiny podle kvality

I II III IV celkem

Počet embryí 37 53 28 24 142
Přeneseno 37 53 28 — 118
Zabřezlých příjemců 16 20 10 — 46
Procento 43,2 37,7 35,7 — 38,9
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1. Blastocysta, u které se po rozmražení a vymytí kryoprotektiva neobjevují známky 
poškození, vyplňuje celou oblast zóna pellucida. Po morfologickém posouzení byla 
zařazena do skupiny I (X 250) — A blastocyst exhibiting no signs of damage after 
thawing and stepwise dilution of the cryoprotectant fills the whole space of zona 
pellucida. Included in class I after morphological evaluation (magnif. X 250)
2. Blastocysta, u které během zmrazování došlo ke kontrakci; embryoblast není 
možné odlišit; v perivitelinním prostoru mrtvé buňky (šipky). Byla zařazena do 
skupiny ГП (X 250) — A blastocyst which underwent contraction during freezing; 
embryoblast cannot be distinguished; degenerated cells in the peri vitelline space 
(arrows). Included in class III (X 250)
3. Embryo, které bylo během zmrazování a rozmrazování zcela zničeno. Obsahuje 
tmavé nekrotické buňky, byla porušena jeho celistvost. Bylo zařazeno do skupi­
ny IV a vyloučeno z přenosu (X 250) — An embryo entirely damaged during freez­
ing and thawing. It contains dark necrotic cells, its integrity is impaired. Included 
in class IV and excluded from transfer (X 250)
4. Embryo, u něhož došlo ke ztrátě zona pellucida. Toto embryo bylo rovněž zařa­
zeno do skupiny IV (XI250) — An embryo in which the zona pellucida has been 
lost. Included also in class IV (X 250)

a C h u p i n, 1982). Může však zhoršit možnost rozeznat jiná poškození 
embrya, neboť vzniká poměrně kompaktní, málo transparentní útvar. 
I tato skutečnost je pravděpodobně jedním z faktorů, který se podílí 
na horších výsledcích zabřezávání po přenosu embryí II. a III. kategorie.

Během zmrazování a rozmrazování se u určitého podílu embryí 
v různém rozsahu poškozuje zóna pellucida (Willadsen aj., 1978b; 
Renard aj., 1981). Podle některých autorů nemá toto poškození 
u skotu vliv na zabřezávání Tecipientů (Massi p aj., 1979; Lehn —
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5. Blastocysta bezprostředně po rozmražení (v médiu s 1,37 mol . b1 glycerolu). Bě­
hem zmrazování a rozmrazování došlo к částečné kontrakci (X 250) — A blastocyst 
immediately after thawing (in a medium with 1.37 mol. I1 glycerol). Partial 
contraction during freezing and thawing (X 250)
6. Stav po vymytí kryoprotektiva. embryo částečné kontrahované, embryoblast 
a trofoblast dosud dobře rozlišitelné, v perivitelinnim prostoru jednotlivé mrtvé 
buňky (šipka). Tato blastocysta byla zařazena do skupiny II (X 250) — After 
stepwise dilution of cryoprotectant, partial contraction of embryo occurred, embryo­
blast and trophoblast can be easily distinguished, individual degenerated cells are 
in the perivitelline space (arrow). This blastocyst is included in class II (X 250)
7. Reexpanze blastocysty po čtyřhodinové kultivaci v ТС 199 (X 250) — Re-ex­
pansion of the blastocyst after four-hour cultivation in TC 199 (X 250)
8. Po 21 hodinách kultivace opouští embryo oblast zona pellucida (X 250) — After 
21 hours of cultivation the embryo leaves the zona pellucida (X 250)

Jensen, 1981), pokud nesouvisí s poškozením embrya samého (Ter- 
v i t a E 1 s d e n, 1981).

V počátečních fázích experimentu jsme embrya s lehkým poškoze­
ním zóny pellucidy sledovali odděleně. Po předběžném vyhodnocení vý­
sledků zabřezávání se potvrdilo, že toto poškození nemá vliv na výsledky 
zabřezávání. Uvedené kritérium jsme nadále nesledovali a embrya jsme 
zařazovali do kvalitativních skupin bez ohledu na drobné poškození 
zóny pellucidy (obr. 1—8).

Kvalita embryí po rozmražení byla záměrně posuzována subjektiv­
ní metodou morfologického hodnocení, která má mnoho výhod — rych­
lost, neškodnost pro embrya a snadnou dostupnost, vyplývající z nená-
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ročnosti na technickém vybavení. К tomuto rozhodnutí nás vedla také 
skutečnost, že výsledky naší práce budou podkladem pro vypracování 
metodiky použitelné v praxi přenosu embryí skotu ve špičkových od­
chovech ČSSR (L i e h m a n a F u 1 к a, 1984). Až se získají určité zku­
šenosti, může být morfologické hodnocení dostačujícím kritériem pro 
posouzení kvality embryí. Dosažené výsledky naznačují, že tento po­
stup umožňuje z přenosu vyloučit většinu vážně poškozených embryí, 
aniž by byla ve velkém rozsahu zbytečně vyřazována embrya života­
schopná.
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ЛИМАН, П. — фУЛКА, Й. (Институт физиологии и генетики с/х животных, отдел 
генетики, Либехов): Отношение между качеством эмбрионов крупного рогатого скота 
после размораживания и процентом зачатий после их пересадки. Veter. Med. (Praha), 
31, 1986 (2) : 75 82.
7-дневные эмбрионы скота распределяли после размораживания и замораживания на 
основе качества на 4 группы: I — полностью экспандированные бластокисты; II — 
слабо контрагированные эмбрионы с небольшой долей отмерших клеток; III — контра- 
гированные эмбрионы с несколькими отмершими клетками; IV — дегенерированные 
эмбрионы с тяжелым повреждением zona pellucida или же с полной ее потерей. 
В результате хирургической пересадки зачали 16 реципиентов (43,2%) из 37 ре­
ципиентов, которым пересаживали эмбрионы I гр. Из 53 эмбрионов II гр возникли 
20 зачатий (37,7 %), а из общего количества 142 эмбриона (17 %) для их оценки 
служили морфологические критерии, которые достаточны для производственных усло­
вий и позволяют уловить изменения, которые не допустимы для дальнейшего развития 
замораживание эмбрионов; оценка после размораживания; стельность

LIEHMAN. Р. — FULKA, J. (Institute of Animal Physiology and Genetics, De­
partment of Genetics. Liběchov): A Relation between the Quality of Frozen-Thawed 
Bovine Embryos and the Pregnancy Rate after their Transfer. Veter. Med. (Praha), 
31, 1986 (2) : 75-82.
One hundred and forty-two deep-frozen seven days old bovine embryos were, after 
thawing and stepwise dilution of cryoprotectant, morphologically evaluated under 
the stereomicroscope. According to the morphology the embryos were divided into 
four categories as follows: I — fully expanded blastocysts, II — slightly contracted 
embryos with a minute part of degenerated cells, III — contracted embryos with 
some degenerated cells, IV — degenerated embryos and those with heavy-damaged 
zona pellucida, or its complete loss. After surgical transfer of 37 embryos of class I, 
16 (43.2 %) recipients were pregnant. Transfer of 53 embryos of class II established 
20 (37.7 %) pregnancies. After transfer of 28 embryos of class III, 10 (35.7 %) re­
cipients were pregnant. Twenty four (17%) embryos included in class IV were 
excluded from transfer. These results indicate that simple morphological evaluation 
of embryo after freezing and thawing secures relatively objective selection in field 
conditions. At least this method enables to reveal morphological changes which are 
not compatible with further development.
cattle; embryo freezing; after thawing evaluation; pregnancy rate
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LIEHMAN, P. — FULKA, J. (Institut für Physiologie u. Genetik landwirtschaftli­
cher Nutztiere, Abt. für Genetik, Liběchov): Beziehung zwischen der Qualität von 
Rinderembryonen nach dem Auftauen und der Trächtigkeitsrate nach deren Trans­
fer. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 75-82.
Siebentägige Rinderembryonen wurden nach Einfrieren und Auftauen der Qualität 
nach in vier Gruppen eingeteilt: I — voll expandierte Blastozysten; II — mäßig 
kontrahierte Embryonen mit geringem Anteil abgestorbener Zellen; III — kontra­
hierte Embryonen mit mehreren abgestorbenen Zellen; IV — degenerierte Embryo­
nen mit schweren Schädigungen im Bereich der Zona pellucida, bzw. nach deren 
gänzlichem Verlust. Nach einer chirurgischen Übertragung wurden von den insge­
samt 37 Empfängerinnen, denen Embryonen der I. Gruppe übertragen wurden, 
16 Empfängerinnen (43,2 %) trächtig. Aus 53 Embryonen der II. Gruppe ergaben 
sich 20 Trächtigkeiten (37,7 %) und von 28 Empfängerinnen mit einem übertra­
genen Embryo der III. Gruppe wurden 10 Tiere (35,7 %) trächtig. Aus dem Transfer 
wurden 24 von der Gesamtzahl der 142 Embryonen (17 %) ausgeschaltet. Zur Be­
wertung der Embryonen wurden morphologische Kriterien angewandt, die für 
Betriebsbedingungen ausreichend erscheinen und die die mit einer Weiterent­
wicklung des Embryos unvereinbaren Veränderungen zu erfassen ermöglichen.
Einfrierung von Embryonen; Bewertung nach dem Auftauen; Trächtigkeit

Adresa autorů:
P. L i e h m a n, ing. Josef F u 1 к a, CSc., Ústav fyziologie a genetiky hospodář­
ských zvířat, oddělení genetiky, 277 21 Liběchov
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VYVOLÁME BIOLOGICKEJ CHRANENOSTI OŠIPANÝCH PROTI 
INFEKCII VÍRUSOM AUJESZKÉHO CHOROBY OČKOVÁNÍM 
VELKÝMI DÄVKAMI ŽÍVEJ ALEBO INAKTIVOVANEJ VAKCÍNY

A. Žuffa

ŽUFFA, A. (Výskumné a vývojové pracovisko Biovety, n. p., Nitra): Vyuo- 
Zanie biologickej chránenosti ošipaných proti infekcii vírusom Aujeszkého cho­
roby očkováním velkými dávkami žívej alebo inaktivovanej vakcíny. Veter. 
Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 83-94.
Ošípané očkované proti Aujeszkého chorobě živou vakcínou v dávke 106 TKIDso 
dvojrázovo v intervale štyroch týždňov, s titrami neutralizačných protilátek 
(NP) 1 : 16 až 1 :128 v krvnom sére, ktoré boli za dva týždne nato vystavené 
kontaktnej infekcii, vykazovali primárné množenie virusu na sliznici nosa 
a orofaryngu; virus bol dokázaný na sliznici nosa počas jedného až piatich 
dní, s maximálnymi hodnotami infekčných titrov 101'3 TKIDso a v orofaryngu 
počas siedmich dní, s titrami do 103 5 TKIDso. U ošipaných očkovaných rovna- 
kou dávkou atenuovaného virusu, ale revakcinovaných dávkou I08’5 TKIDso, 
s titrami NP 1 :256 až 1 : 1024 v krvnom sére, nebol po kontaktnej infekcii 
virus na sliznici nosa dokázaný a len stopové množstvá boli zistené v oro­
faryngu počas jedného až piatich dni. Zo šiestich prasiat očkovaných rovna- 
kým spósobom, ale infikovaných i. nas., sme infekčný virus na sliznici nosa 
dokázali len u jedného, ale stopové množstvá virusu sme zistili v orofaryngu 
u všetkých prasiat v období od tretieho do deviateho dňa p. i. Sliznica nosa 
aj orofarynx kontrolných neočkovaných prasiat infikovaných i. nas. boli in­
fekčně až do ich uhynutia a kontaktom infikovaných prasiat až do 14. dňa. 
Při i. nas. infekcii prasiat očkovaných dvojrázovo živou alebo inaktivovanou 
vakcínou, odporážaných prvý až 14. deň po i. nas. infekcii, sa virus replikoval 
len na mieste primárného množenia, neprenikol však do CNS ani do vnútor- 
ných orgánov. I. nas. infekcia vnímavých kontrolných prasiat viedla к disse- 
minovaniu infekcie neurogénnou aj lymfohematogénnou cestou.
kontaktná infekcia; imunizácia; rezistencia

Stupeň klinickej a biologickej ochrany ošipaných proti experimen­
tálně) infekcii virulentným vírusom Aujeszkého choroby (Au. ch.), očko­
vaných živou alebo inaktivovanou vakcínou, je závislý od stupňa imu­
nity vyvolanej očkováním; dvojrázovo očkované ošípané, s vyššími titra­
mi sérových protilátok, sú chráněné lepšie ako ošípané očkované jed- 
norazovo s nízkými titrami protilátok (Pensaer t a Vandepute, 
1980; Žuffa a i., 1982, 1984). Při definovanej úrovni postvakcinačnej 
imunity je klinický přejav a distribúcía virusu v organizme v prlamom 
vztahu к velkosti itifekčnej dávky; při malej infekčnej dávke sa virus 
nereplikoval ani na miestach primárného množenia (Wittmann 
a i., 1982), kým při použití velkej infekčnej dávky neboli preukazné roz- 
diely v rozseve infekcie u vakcinovaných a kontrolných vnímavých oší-
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paných (Wittmann a i., 1980). Úplná ochranu slizníc horných ciest 
dýchacích proti masivně) experimentálně) infekcii vyvolá len překoná­
me infekcie virulentným vírusom (Sabó а В 1 a š к o v i č, 1970).

Ciel'om našich pokusov bolo charakterizovat stupeň rezistencie sliz­
níc horných ciest dýchacích u ošípaných s vysokým obsahom sérových 
protilátek vyvolaných inokuláciou velkej dávky živého atenuovaného 
virusu a definovat intenzitu rozsevu infekčného virusu v organizme 
prasiat očkovaných živou alebo inaktivovanou vakcínou.

MATERIAL a metódy

VAKCÍNY

Živá vakcína SUIVAK z kmeňa Buk-TK/650 (Ž u f f a, 1981) a inaktivovaná 
olejová vakcína INAVAK (S a 1 a j a i., 1984) sú komerčně výrobky Biovety, n. p., 
Nitra.

BUŇKOVÉ KULTURY

Skúmavkové kultury kuřácích embryonálnych buniek (KEB) na titráciu virusu 
a protilátok sme připravili spósobom bežne zauživaným v našom laboratóriu. Očko­
vali sme ich po 24-hodinovej inkubácii pri teplete 37 °C bez výměny média a vý- 
sledok sme odčítali podlá CPE piaty deň po očkovaní.

TITRÁCIA PROTILÁTOK

Séra odoberané v rozličnom čase po očkovaní a infekcii sme inaktivovali pri 
teplote 56 °C a až do vyšetrenia sme ich skladovali pri teplote —20 °C. Obsah neutra- 
lizačných protilátok (NP) sme zisťovali už opísaným spósobom (2 u f f a a i., 1982).

POKUSNÉ ZVIERATÁ .

Behúne vo veku troch mesiacov, v dobrom zdravotnom stave, pochádzali z cho- 
vov prostých protilátok proti Aujeszkého virusu (AV).

INFEKCIA POKUSNÝCH PRASIAT

Na infekciu sme použili virulentně kmene Rača-5 a OLD-5 v šiestej, resp. de­
viate] pasáži na kultúrach KEB. Prasatám sme aplikovali i. nos. po 4 ml vírusovej 
suspenzie predstavujúcej zmes rovnakým dielom zmiešaných infekčných tkanivo- 
vých tekutin obidvoch kmeňov s obsahom 106-5 TKIDso/ml pri kmeni Rača-5 a 10ň'C 
TKIDso/ml pri kmeni OLD-5, po 2 ml do každého nosného otvoru. Prasatá vysta­
vené kontaktnej infekcii boli ustajnené v jednom koterci s i. nas. infikovanými 
kontrolami.

KLINICKÉ POZOROVANIE

Klinická kontrola pokusných ošípaných zahrnovala denné meranie telesnej 
teploty, kontrolu spotřeby krmivá a celkového zdravotného stavu.

USPORIADANIE POKUSOV

V prvom pokuse sme použili 28 prasiat. Z nich boli štyri očkované a za 28 dní 
revakcinované lyofilizovanou vakcínou SUIVAK v dávke 2 ml s obsahom 2 X 106 
TKIDso virusu (1. skupina). Šestnásť prasiat bolo očkovaných rovnakou lyofilizo­
vanou vakcínou, ale za 28 dní boli revakcinované 2 ml neriedenej infekčnej tka-
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Celkový Počet prasiat 
počet -vakc.
prasiat - kootrol

Spösob očkovania 

Lyofil.vakc. Kooc.tekut. virus
Vakc. Revakc. Revakc.

Spösob inf.

I oas. Kontakt

1. Schéma pokusu — Scheme of the trial

nivpvej tekutiny kmeňa Buk-TK/650 (2. skupina). Osem prasiat ostalo neošetre- 
ných ako kontroly (3. skupina). Za ďalšie dva týždne bolí vakcinované aj kontrol­
ně ošípané infikované takto: šesť prasiat z druhej skupiny, očkovanej lyofilizo- 
vaným a revakcinovanej tekutým vírusom, a štyri prasatá z kontrolnej skupiny 
boli infikované i. nas.; prasatá prvej skupiny a štyri prasatá tretej kontrolnej sku­
piny boli vystavené kontaktnej infekcii. Schéma pokusu je na obr. 1.

Krv na stanovenie obsahu NP sme odoberali před očkováním a potom v jed- 
notýždňových intervaloch až do revakcinácie, před revakcináciou a za jeden a dva 
týždne po revakcinácii, před infekciou a za jeden a dva týždne p. i.

Na zistenie přítomnosti virusu v nosných sekrétoch a na zistenie trvania jeho 
exkrécie sme robili pomocou vatových tampónov stery sliznice nosa a orofaryngu 
před a za 1, 3, 5, 7, 9 a 14 dní p. i. a obsah virusu vo výluhoch vatových tampónov 
sme zisťovali titráciou na skúmavkových kultúrach KEB.

V druhom pokuse sme použili 30 behúňov. Z nich bolo desať očkovaných ži­
vou vakcínou SUIVAK v dávke 2 ml s obsahom 2 X 106-3 TKIDso s. c. a po šiestich 
týždňoch sme ich revakcinovali 2 ml tekutého virusu s obsahom 2 X 10S 0 TKIDso 
(1. skupina). Desať behúňov bolo očkovaných inaktivovanou vakcínou INAVAK 
v dávke 2 ml i. m. s revakcináciou rovnakou vakcínou v dávke 5 ml i. m. (2. sku­
pina). Desať prasiat ostalo neošetrených ako kontrola (3. skupina). Za dva týždne 
po revakcinácii boli pokusné aj kontrolně ošípané podrobené i. nas. vyvolávajúcej 
infekcii. Z obidvoch pokusných skupin sme v prvom a 14. dni p. i. zabili po jed­
nom prasati a v 3., 5., 7. a 10. dni po dvoch prasatách. Z kontrolnej skupiny sme 
vyberali к odporazeniu prasatá podlá aktuálneho zdravotného stavu tak, aby sa 
predišlo úhynom; napriek tomu však uhynulo po jednom prasati v treťom, štvrtom 
a piatom dni.

К vyšetreniu na obsah virusu sme odoberali tieto orgány: sliznicu nosa, sliz- 
nicu priedušnice, mandle, apikálne laloky pfúc, lymfatické uzliny submandibulár- 
ne, predkolenné a mezenteriálne, slezinu, nadobličky, kóru mozgovú, kmen mozgo- 
vý, krčnú miechu a krv.

Z jednotlivých orgánov sme připravili v Earlovom médiu s obsahom široko- 
spektrálnych antibiotik 10% suspenzie, ktoré sme po odstředění pri nízkých obrát­
kách vyšetřovali na obsah virusu titráciami na skúmavkových kultúrach.

Krvné vzorky na zistenie obsahu NP sme odoberali před očkováním a potom 
v jednotýždňových intervaloch, před revakcináciou a za 7 a 14 dní po revakcinácii 
a pri porážke jednotlivých zvierat.
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VÝSLEDKY

POKUS 1

Klinika: Očkovanie neovplyvnilo celkový zdravotný stav zvie- 
rat. Po infekcii ostali klinicky celkom zdravé ošípané prvej a druhej

I. Obsah Aujeszkého virusu v nosných sekrétoch ošípaných s rozdielnou úrovňou 
humorálnej imunity vyvolanej očkováním vírusom Buk-TK/650 po i. nas. a kon­
taktně] infekcii — The content of the Aujeszky’s disease virus in the nasal secret­
ions of pigs with different humoral immunity induced by inoculation with the 
Buk-TK/650 virus after i. nas. and contact infection

Spósob 
očkovania

Spósob 
infekcie

Čísla 
prasiat

Titer 
vNP 

v sere pri 
infekcii

Obsah virusu v nosných sekrétoch za dni p. i.

0 1 3 5 7 9 14

1 16 — 1 — 0,62 1,3 0,5 — —
SUIVAK 
lyofilizo- kontakt

2 128 — —
0,1

0,5 0,5 — —

váný 2 X 3 64 — — 1,0 0,2 — —
4 128 — — — 0,6 — — —

5 256 — — — — — —
6 256 — — — — — —
7 1024 — — — — — —

i. nas.
8 „2 — — — — — —

9 512 — — 1,0 1,5 — — —
10 1024 — — — — — — —

SUIVAK 11 1024 — — — — — — —
lyofilizo- 12 256 — — — — — — —

i váný 1 x
' tekutý 1 x 13 128 — — — — — — —

14 512 — — — — — — —

kontakt
15 512

256
— — — — — — —

16 — — — — — — —
17 1024 — — — — — — —
18 256 — — — — — — —
19 512 — — — — — — —
20 1024 — — — — — — —

21 — — 1,5 3,6 4-
22 — — 1,0 4,6 +

г. nas.
23 — — 1,6 3,0

Kontroly
24 — — 1,0 3,5 2.6 г

25 — — 2,5 2,0 1,3 — —
26 _ _ 0,5 2,0 2,3 1,0 0,6 0,3

1 kontakt
27 — 1 — — 1,6 1,3 3,0
28 - 1 — 1 0,5 1,6 2,5 1,0 —
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skupiny, t. j. očkované dvojrázovo lyofilizovaným, resp. lyofilizovaným 
a tekutým vírusom, vystavené kontaktnej infekcii. Zvieratá druhej sku­
piny, infikované i. nas., vykazovali miernu inapetenclu platy deň po 
infekcii. Kontrolně ošípané infikované i. nas. vykazovali už druhý deň 
mierne respiratórne příznaky s následným ťažkým ochorením a do piate-

II. Obsah Aujeszkého virusu v orofaryngeálnych výteroch ošípaných s rozdielnou 
úrovňou humorálnej imunity vyvolanej očkováním vírusom Buk-TK/650 po i. nas. 
a kontaktnej infekcii — The content of the Aujeszky’s disease virus in the oro­
pharyngeal smears of pigs with different humoral immunity induced by inoculation 
with the Buk-TK/650 virus after i. nas. and contact infection

Spösob Spósob Čísla
Titer NP 
v krvnom Obsah virusu v orofaryngeálnych výteroch za dní p. i.

očkovania infekcie prasiat sére při 
infekcii 0 1 3 5 7 9 14

SUIVAK 
lyofilizo- 
vaný 2 x

kontakt

1
2
3
4

16
128
64

128

—
—

1,0
0,5
0,2
0,1

1,6
0,6
0,5
2,5

1,5
1,5
2,0
3,5

0,2
0,1
0,6
2,0

—

5 256 — — 0,2 — 1,3 1,3 —

SUIVAK 
lyofilizo- 
vaný 1 x 
tekutý 1 x

i. nas.

6
7
8
9

256
1024
512
512

— 0,3

0,5
0,5

0,3
10 1024 - — 0,6 1,0 — —

11 1024 — — — — 0,5 —
12 256 — — — 1,5 — 0,5 —
13 128 — — — — 1,0 — —

SUIVAK 
lyofilizo- 
vaný 1 x 
tekutý 1 x

kontakt

14
15
16
17

512
512
256

1024

—
— —

0,5
0,5

—

18 256 — — — — — — —
19 512 — — 0,6 — — — —
20 1024 — — — — — — —

21 — — 0,6 3,6 + — — —

i. nas.
22
23 — —

1,5
1,6

2,5
3,0 +

Kontroly
24 — — 2,0 2,6 3,0 + — —

25 — — — 0,5 1,0 2,0 0,6 1,6

kontakt
26
27

—
— —

0,5
2,0

1,3
2,5

3,0
1,5

1,3 
+

0,6

28 — — — 1,5 2,0 2,5 0,5 —
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ho dňa všetky uhynuli; z kontrolných prasiat vystavených kontaktně) 
infekcii uhynulo jedno osmy deň po infekcii a ostatně vykazovali cha­
rakteristické příznaky Au. ch., trvajúce do druhého až 11. dňa.

Protilátky: Očkovanie lyotilizovaným vírusom vyvolalo tvorbu 
NP v nízkých titroch a revakcinácia vzostup protilátok do titrov 1 : 32 
až 1 : 128, ale revakcinácia tekutým vírusom vyvolala vzostup NP do 
titrov 1 : 256 až 1 : 2048. I. nas. aj kontaktná infekcia stimulovala další 
vzostup protilátok, ktorý bol najvýraznejší u prasiat prvej skupiny. 
Kontrolně prasatá ostali až do infekcie sérologicky negativné, a tie, 
ktoré kontaktní! infekciu přežili, vytvořili za dva týždne protilátky 
v titroch 1 : 16 až 1 : 64.

Vylučovanie virusu: Po kontaktnej infekcii bol dokázaný 
virus na sliznici nosa u všetkých prasiat prvej skupiny očkovaných a re- 
vakcinovaných lyofilizovaným vírusom, ale všetky prasatá očkované 
lyofilizovaným a revakcinované tekutým vírusom, s vysokým stupňom 
humorálnej imunity, boli po celé sledované obdobie bez virusu. Zo 
šiestich prasiat očkovaných lyofilizovaným a revakcinovaných tekutým 
vírusom, infikovaných i. nas., málo stery nosnej sliznice infekčně len 
jedno počas dvoch dní (tab. I).

Rozdielne výsledky sme zaznamenali v jednotlivých pokusných sku­
pinách při vyšetřovaní orofaryngeálnych výterov. Prasatá prvej pokus- 
nej skupiny, očkované dvojrázovo lyofilizovaným vírusom, vylučovali po 
vystavení kontaktnej infekcii malé množstvo virusu od tretieho do de­

in. Distribúcia Aujeszkého virusu po i. nas. infekcii prasiat imunizovaných živou 
vakcínou proti Aujeszkého chorobě — The distribution of the Aujeszky’s disease 
virus after i. nas. infection of piglets immunized with the live vaccine against the 
Aujeszky’s disease

Odpo- 
razené 
za dní 
p. i.

Titer NP
Obsah virusu v orgánoch

C Cd
S o

’S 
a
E

c:
cdO 9

2

lymfatické uzliny

.1 
N

>u

o

c

-cd

O 
Öß

<O g

_ o »C M <U N c o 5 E ES

při 
infekcii

při 
porážke

ó c
Ц

E

o 
o v 
11 5

E Š

1 1024 512 — — — — — —

3
512
256

512
1024

0,5
0,6

1,61
— - — — — —

5
256
512

1024
4096

1,0
0,5

2,3 0,3 — - - — — — —

7
128
512

256
256

-

w
1024
512

512
512 - —

—
- — -

—

14 1024 1024 — — — — - — — — —
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IV. Distribúcia Aujeszkého virusu po i. nas. infekcii prasiat imunizovaných inakti- 
vovanou vakcínou proti Aujeszkého chorobě — The distribution of the Aujeszky’s 
disease virus after i. nas. infection of piglets immunized with the inactivated vac­
cine against the Aujeszky’s disease

viateho dňa. V druhej pokusnej skupině, infikovanej kontaktem, obsa­
hovali orofaryngeálne výtery stopové množstvá virusu u jedného pra­
sata v piatom, u dvoch prasiat v siedmom a u štyroch prasiat v deviatom 
dni. Orofaryngeálne výtery z". nas. infikovaných prasiat druhej pokusnej 
skupiny boli nepravidelné infekčně od tretieho do deviateho dňa, s ob- 
sahom stopových množstiev virusu. Kontrolně prasatá infikované i. nas. 
boli infekčně počnúc prvým dňom až do úhynu a prasatá vystavené 
kontaktnej infekcii boli infekčně až do 14. dňa (tab. II).

POKUS 2

Klinika: Očkovanie prasiat živou ani inaktivovanou vakcínou 
nevyvolalo zistitefné miestne ani celkové reakcie. Po infekcii vyka­
zovali prasatá prvej pokusnej skupiny očkované živou vakcínou miernu 
inapetenciu na třetí až štvrtý deň, bez zjavných poruch celkového zdra- 
votného stavu. U prasiat očkovaných vakcínou INAVAK přetrvávala ina- 
petencia od tretieho do šiesteho dňa, pričom v období od tretieho do 
piateho dňa bola odprevádzaná miernou apatiou; respiratórne ani ner­
vové příznaky sme nepozorovali. Kontrolně prasata vykazovali vážné 
poruchy celkového zdravotného stavu už počnúc druhým dňom. Tieto 
poruchy boli charakterizované inapetenciou, somnolenciou, apatiou 
a u dvoch prasiat zvracaním; tieto poruchy sa stupňovali do úplnej 
anorexie, prejavov ataxie až ochrnutia. Aj keď sme na porážku vyberali

VETERINÁRNÍ MEDICÍNA — 1986 89



V. Distribúcia Aujeszkého virusu po i. nas. infekcii kontrolných vnímavých prasiat 
— The distribution of the Aujeszky’s disease virus after i. nas. infection of suscept­
ible control piglets

Odpo- 
razené 
za dni 
p. i.

Titer NP
Obsah virusu v orgánoch

8 v
a c3 
e

V 
и

8*3
Д 73
N g 3

lymfatické uzliny

.i JD 
O 

73 
§

■Л

5 i

o 
>C 60 
i i hpri 

infekcii
pri 

porážke
ó c
E

'S Ě

ó
5 c 
^ 
o. S

é c

E 2

1 0 0 2,61 3,5 2,0 —

3
0
0

0
0

4,5
5,5

5,6
5,0

1,6
2,3

1,5
3,3

0,6 0,5
— 1,5

2,0
2,6

- — —

4 0 0 4,0 3,5 2,6 1,5 0,5 N N — 2,5 1,5 1,5 —

5
0
0

0
0

4,0
3,5

3,6
3,0

1,5
2,5

2,0
1,5

1,0
1,5

2,3
1,0

0,5
1,0

1,0
1,3

1,5
2,3

2,3
0,5

2,6
1,6

0,5
1,0

6 0 0 5,0 6,3 3,5 2,6 1,5 0,5 0,3 2,0 1,0 0,5 1,0 1,3

7 0 2 2,6 2,3 1,3 1,0 — 0,5 1,0 1,0 2,0 0,5 1,3 —

10 0 32 — 2,5 1,5 —

14 0 64 — 1,3

1 = titry virusu v logic na g tkaniva 
— = < 10 TKID50 na 0,1 g tkaniva

zvieratá s najpokročilejším klinickým prejavom, tri z nich uhynuli, 
a to po jednom kuse třetí, štvrtý a piaty deň p. i.

Klinickému prejavu odpovedal aj priebeh tělesných teplot. U pra­
siat očkovaných živou vakcínou sme zaznamenali termické stavy len 
třetí deň, v skupině očkovanej inaktivovanou vakcínou druhý až piaty 
deň po očkovaní, kým kontrolně prasatá mali horúčku až do odpora- 
zenia, resp. do úhynu.

Protilátky: Meratelné množstvo protilátok vytvořili prasatá 
obidvoch pokusných skupin už za sedem dní p. v. s pokračujúcim vzostu- 
pom titrov až do šiesteho týždňa p. v., pričom titry zaznamenané v tom 
čase boli vyššie v skupině očkovanej inaktivovanou vakcínou než v sku­
pině očkovanej živou vakcínou. Revakcinácia vyvolala v obidvoch prípa- 
doch včasný vzostup protilátok do vysokých titrov a infekcia vyvolala 
další signifikantný vzostup protilátok.

Dokaž virusu v orgánoch: Výsledky izolačných pokusov 
z orgánov prasiat jednotlivých pokusných skupin sú uvedené v tab. Ill 
až V. Po infekcii bol virus dokázaný u prasiat očkovaných živou vakcí­
nou SUIVAK od tretieho do piateho dňa a u prasiat očkovaných inakti­
vovanou vakcínou INAVAK od prvého do siedmeho dňa v nízkých titroch 
len na miestach primárného množenia, kým v CNS ani vo všetkých
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vnútorných orgánoch sme infekčný virus nezistili (tab. Ill, IV). U kon- 
trolných naočkovaných prasiat došlo к primárnému množeniu virusu 
na sliznici nosofaryngu a priedušnice, odkial pokračoval rozsev do dě­
lových orgánov neurogénnou aj lymfohematogénnou cestou (tab. V).

DISKUSIA

Očkovanie ošípaných živou alebo inaktivovanou vakcínou vyvolá 
imunitu, ktorá je v závislosti od imunogenity vakcíny a počtu aplikač- 
ných dávok spojená s čiastočnou alebo úplnou ochranou proti klinické­
mu ochoreniu (Pensaert a Vandepute, 1980; 2uf fa a i., 1982, 
1984), avšak ani vysoký stupeň imunity nezabráni kolonizácii sliznice 
horných ciest dýchacích při kontakte očkovaných zvienat s virulent- 
ným vírusom (Me Ferran a Dow, 1975; 2 uf fa a i., 1982). Inten­
zita množenia virusu na sliznici horných ciest dýchacích, ako aj množ­
stvo a trvanie jeho exkrécie do vonkajšieho prostredia, sú v nepriamej 
korelácii к stupňu imunity vyvolanéj očkováním; bez ohladu na typ 
použitej vakcíny vylučujú dvojrázove očkované ošípané s vyšším stupňom 
humorálnej imunity menej virusu a po kratší čas ako ošípané očkované 
jednorazovo, s nízkými titrami sérových protilátok (Pensaert 
a Vandepute, 1980; 2 uf fa a i., 1984). V súlade s týmito ziste- 
niami sme v našich pokusoch dokázali po kontaktně) infekci! virus 
u všetkých prasiat s titrami sérových protilátok 1:16 až 1:128 (očko­
vaných dvojrázovo lyofilizovanou vakcínou). Všetky stery sliznice nosa 
u prasiat s titrami protilátok 1 : 256 až 1 : 1024, očkovaných lyofilizova- 
ným a tekutým vírusom, boli bez virusu. Vysoký stupeň biologické) 
chránenosti prasiat s vysokou úrovňou humorálnej imunity sa potvrdil 
aj při ich podrobení i. nas. infekcii, ked u piatich zo šiestich infikovaných 
zvierat boli nosné sekréty prosté infekčného virusu po celé sledované 
obdobie. Absencia infekčného virusu na sliznici nosa a stopové množstvá 
virusu v orofaryngu prasiat očkovaných lyofilizovaným a tekutým víru­
som, vystavených i. nas. infekcii, dokazuje, že vysoká úroveň humorál­
nej imunity je spojená s vysokým stupňbm rezistencie sliznice respira- 
tórneho traktu proti infekcii.

Imunita vyvolaná očkováním živou aj inaktivovanou vakcínou limi­
tovala množenie čelenžného virusu na orgány primárného množenia 
a zabránila jeho rozsevu do CNS a vnútorných orgánov. V uvedených ex- 
perimentálnych podmienkach, osobitne so zretelom na velkost použitej 
infekčnej dávky, odpovedajú naše zistenia nálezom, ktoré uvádzajú 
Wittmann a i., (1980). V pokusoch citovaných autorov bola vel­
kost’ infekčnej dávky použitej к čelenži vakcinovaných ošípaných roz- 
hodujúcim činitefom při navodení replikácle virusu v miestach primár­
ného množenia a jeho distribúcii do jednotlivých orgánov.

Nezaznamenali sme významnejšie rozdiely v replikováni čelenžného 
virusu na miestach primárného množenia ani v jeho distribúcii do vnú­
torných orgánov u ošípaných očkovaných živou alebo inaktivovanou 
vakcínou.

2 epizootologického hfadiska je doležité, do akej miery ovplyvň/uje 
imunita vyvolaná očkováním množenie virusu v rámci organizmu, kolo­
běh virusu v populácii ošípaných zamořených chovov a vznik latencie. 
Limitováním replikácie infekčného virusu na miestach primárného mno-
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ženia, znížením množstva a skrátením obdobia jeho exkřécie do vonkaj- 
šieho prostredia a navodením rezistencie sliznice horných ciest dýcha­
cích pri infekcii zvierat vakcinovaných malými dávkami virusu, interfe­
ruje očkováním navodená imunita s cirkulováním virulentného virusu 
v zamorenom chove. Tieto okolnosti priaznivo prispievajú к obmedzeniu 
infekcie a možu viesť, za spoluposobenia odpovedajúcich veterinárno- 
-zdravotných opatření, к jej eliminácii zo zamořeného chovu. Na dru- 
hej straně aj imunizované zvieratá možu replikovat a vylučovat infekčnv 
virus, ktorý vyvolá u vnímavých ošípaných infekciu v biologickom aj 
klinickom prejave. Takéto zvieratá sú zdrojom infekcie nielen pře vní­
mavé, ale aj pře imunizované zvieratá. Za účelom udržania infekcie pod 
kontrolou a za účelom jej postupnej eliminácie z chovu třeba udržova’ 
v stave vysokej imunity pokia! možno všetky zvieratá a zabezpečit od 
sun alebo izoláciu tých, ktoré nemožu byť z akýchkofvek dovodov imu­
nizované. Takýmto postupom sa podařilo ozdravit chovy s akútnym aj 
pretrvávajúcim inaperentným priebehom infekcie (Žuffa a i., 1975 
a eliminovat infekciu z celých zamořených oblastí (Achtzehn a i, 
1978; Gaspar in a Liip с к e, 1978; Kretschmar, 1973).
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ЖУффА, А. (Научно-исследовательский и экспериментальный рабочий обьект Био­
веты, Нитра): Прививка биологической защищенности свиней от вируса болезни 
Ауески с помощью крупных доз живой или инактивированной вакцины. Veter. Med. 
(Praha), 31, 1986 (2) : 83-94.
V свиней, вакцинированных против болезни Ауески живой вакциной дозой 10® TKIDso 
два раза в интервале 4 недель, с титрами нейтрализующих антител (NP) 1 : 16 до 
1 : 128 в кровяной сыворотке, которых через 2 недели подвергали контактному за­
ражению, отмечено первичное размножение вируса на слизистой носа и орофа- 
ринксе; вирус доказывали на этой слизистой в течение 1 — 5 дней с макс, значе­
ниями инфекционных титров 101-3 TKIDso и в орофаринксе в течение 7 дней 
с титрами до Ю35 TKIDso. V свиней, вакцинированных такой же дозой стенуирован- 
ного вируса или же снова вакцинированных дозой Ю8-5 TKIDso с титрами NP 
1 : 256 до 1 :1024 в сыворотке крови, вирус на слизистой носа после контактного 
заражения не доказан, лишь микродозы отмечены в орофаринксе в течение I —5 
дней. Из 6 свиней, вакцинированных, таким же способом, но через нос, этот вирус 
установлен лишь у одного животного, а микродозы — у всех, начиная с 3-го и до 9-го 
дней после иньекции. Как слизистая, так и орофаринкс невакцинированных свиней 
через нос были инфекционными вплоть до забоя, а у контактно зараженных свиней 
— до 14-го дня. У зараженных через нос два раза свиней той или иной вакциной 
и забитых на 1 —14-й дни после иньекции, вирус отмечен лишь в месте первичного 
размножения, но не проник ни в CNS, ни во внутр, органы. Заражение через нос 
восприимчивых свиней вело к рассеянию инфекции нейрогенным и лимфогемтоген- 
ным путем.
контактное заражение; иммунизация; устойчивость

ŽUFFA, А. (Research and Development Centre, Bioveta National Corporation, 
Nitra): Inoculation of Large Doses of Live or Inactivated Vaccine to Induce the 
Biological Immunity of Pigs to Infection with the Aujeszky’s Disease Virus. Veter. 
Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 83-94. '
Pigs were inoculated against the Aujeszky’s disease twice in a four-week interval. 
The dose of the live vaccine was 106 TKIDso and the titres of neutralizing anti­
bodies were 1 : 16 to 1 : 128 in blood serum. Two weeks later the pigs were exposed 
to contact infection. Primary multiplication of the virus was observed on the mucous 
membranes of the nose and oropharynx and the virus was detected on the nasal 
mucous membrane within one to five days, the maximum infection titre values being 
101 3 TKIDso, and on the oropharyngeal mucous membrane within seven days, the 
maximum titres being up to 103-5 TKIDso. In another group the pigs were inoculated 
with the same dose of attenuated virus or re-vaccinated with a dose of 1085 TKIDso, 
with neutralizing antibody titres of 1 : 256 to 1 : 1024 in blood serum. No viruses 
were detected on the nasal mucous membrane after contact infection and only trace 
amounts of the virus were found in the oropharynx within one to five days. Six 
piglets were inoculated in the same way but the infection was intranasal. The 
infective virus was detected on the nasal mucous membrane of only one piglet; 
however, trace amounts of the virus were found in the oropharynx of all the six 
piglets within three to nine days after infection. The nasal mucous membrane and 
oropharynx of the noninoculated control piglets exposed to intranasal infection 
were infectious until death and those of the contact-infected piglets remained so 
until the 14th day. At the intranasal infection of the piglets infected twice with 
a live or inactivated vaccine and slaughtered the 1st to 14th day after intranasal 
infection, the virus was replicated only in the place of primary multiplication 
without penetrating into the CNS and the internal organs. The intranasal infection 
of susceptible control piglets resulted in the dissemination of the infection via the 
neurogenic and lymphohaematogenic routes.
contact infection; immunization; resistance

ŽUFFA, A. (Forschungs- u. Entwicklungsarbeitsstätte des volkseigenen Betriebs 
BIOVETA, Nitra): Auslösung einer biologischen Unempfänglichkeit von Schweinen 
gegenüber dem Virus der Aujeszkyschen Krankheit durch Impfung mit großen Ga­
ben lebendiger oder inaktivierter Vakzine. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 83-94.
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Die gegen die Aujeszkysche Krankheit mittels lebendiger Vakzine in einer Dosis 
von 106 TKIDso u. zw. zweimal im Intervall von 4 Wochen geimpften Schweine, mit 
Titern der Neutralisierungsantikörper (NP) 1 : 16 bis 1 : 128 im Blutserum, die man 
zwei Wochen später einer Kontaktinfektion aussetzte, wiesen eine Primärvermeh­
rung des Virus auf den Nasenschleimhäuten und im Oropharynx auf. Das Virus 
konnte auf den Nasenschleimhäuten während ein bis fünf Tagen, mit Maximal­
werten der Infektionstiter von 101-3 TKIDso und im Oropharynx während sieben 
Tagen, mit Titern bis IO3-5 TKIDso, nachgewiesen werden. Bei den mit einer gleich­
wertigen Dosis attenuierten Virus geimpften oder durch eine Dosis von 108-5 TKIDso 
revakzinierten Schweinen, mit NP-Titern von 1 :256 bis 1 : 1024 im Blutserum, 
wurde nach der Kontaktinfektion kein Virus auf der Nasenschleimhaut nachge­
wiesen. Nur im Oropharynx wurden Spurmengen während ein bis fünf Tagen fest­
gestellt. Von sechs, auf analogische Weise geimpften Ferkeln, die jedoch i. Tias, 
infiziert wurden, konnten wir das Infektionsvirus auf der Nasenschleimhaut nur 
bei einem Tier nachweisen, Spurenmengen des Virus wurden jedoch im Oropharynx 
bei allen Ferkeln im Zeitraum vom dritten bis neunten Tag p. i. festgestellt. Die 
Nasenschleimhaut und der Pharynx der ungeimpften, i. nas. infizierten Kontroll­
schweine blieben infektiös bis zum Verendungszeitpunkt und die der durch Kontakt 
infizierten Ferkel bis zum 14. Tag. Bei der i. nas.-Infektion der zweifach mit der 
lebendigen oder inaktivierten Vakzine geimpften Ferkel, die am ersten bis 14. Tag 
nach der i. nas.-Infektion geschlachtet wurden, replizierte sich das Virus nur an 
der Stelle der primären Vermehrung. Es drang weder in das ZNS noch in die 
inneren Organe vor. Die i. nas.-Infektion sensibler Kontrollschweine führte zu einer 
Dissemination der Infektion auf neurogenem sowie lymphatischem Wege.
Kontaktinfektion; Immunisierung; Resistenz
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IZOLACE A IDENTIFIKACE VIRU INFEKČNÍ NEKRÓZY 
PANKREATU PSTRUHU

Z. Pospíšil, J. Tománek, L. Valíček, D. Zendulková

POSPISIL, Z. — TOMÁNEK, J. — VALÍCEK, L. — ZENDULKOVA, D. (Vý­
zkumný ústav veterinárního lékařství, Brno): Izolace a identifikace viru in­
fekční nekrózy pankreatu pstruhů. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 95-104.
V práci je popsána první izolace a identifikace viru infekční nekrózy pankreatu 
u pstruhů v CSSR. К izolaci byly využity buněčné linie RTG-2, PG a CHSE 
a identifikace byla provedena elektronovou mikroskopií, křížově virusneutra- 
lizačním testem a imunofluorescenční metodou. Prokázali jsme, že všechny 
izoláty na našem území jsou sérologicky identické a že jsou úzce příbuzné, 
ne-li shodné s referenčním kmenem Sp, který je v Evropě zastoupen nejvíce. 
Popsaný metodický postup izolace je použitelný i v diagnostice dalších viro­
vých onemocnění ryb.
ryby; elektronová mikroskopie; křížově virusneutralizační test; imunofluores­
cenční metoda

S rostoucí intenzifikací chovu některých užitkových druhů ryb ve 
světě vyvstala i potřeba důsledně sledovat jejich zdravotní stav. Pláno­
vaně byly vyselektovány nové formy a kmeny ryb a v souvislosti s vel­
kovýrobní technologií vznikly nové, umělé biotopy. Tento zásah do při­
rozeného vývoje přinesl i změnu biologické rovnováhy mezi původci 
chorob a hostiteli, což přispělo к výraznému rozšíření infekčních chorob.

Snad nejvýrazněji se nový způsob chovu ryb projevil v pstruhař- 
ských hospodářstvích. Nedlouho po jeho zavedení se v některých zemích 
začaly objevovat zprávy o zvyšujících se ztrátách zejména pstružího 
plůdku. Jednou z hlavních příčin bylo onemocnění nazvané infekční 
nekróza pankreatu.

Infekční nekróza pankreatu (IPN) je kontagiózní, většinou akutně 
probíhající onemocnění plůdku a mladých lososovitých ryb, zejména 
pstruhů duhových. Onemocnění je charakterizováno degenerací epite- 
liální tkáně v ledvinách a především nekrobiotickými změnami ve střev­
ní sliznici a pankreatu (Horních aj., 1986). Velmi vnímavé jsou 
zejména ryby v prvních měsících života, kdy mortalita může v závislosti 
na kmenu viru dosahovat 10 až 90 % (Ahne a Wolf, 1980).

Jako původce IPN prokázali Wolf aj. (1960) virus, který byl sou­
časně prvním virovým patogenem popsaným u ryb. Po bližším poznání 
jeho vlastností byl zařazen do čeledi reoviridae, i když jej bez výhrad 
nelze zařadit ani mezi reoviry, ani mezi orbiviry (Underwood aj., 
1977). Dob os aj. (1979) proto navrhují, aby byl zařazen do nově vy-
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tvořené skupiny „birnavirů“. Vzhledem к tomu, že virus IPN nemá vněj­
ší obal, je velmi stabilní a odolný vůči účinku chloroformu a kyselin. 
Virion o velikosti 65 až 75 nm má ikosahedrální symetrii s 92 kapso- 
mérami a obsahuje dvouvláknitou RNK (Kelly a L o h, 1972; Do­
bo s aj., 1977).

U viru IPN bylo popsáno několik odlišných sérotypů. Původní izo- 
lát VR 299, prokázaný v Severní Americe, se v neutralizačním testu liší 
od evropských izolátů Sp a Ab (Jorgensen а В г е g n b а 11 е, 
1969; Wolf a Quimby, 1971].

Z patogenetického a epizootologického hlediska je velmi závažné 
zjištění, že dospělé, inaparentně infikované ryby mohou být rezervoárem 
viru a kromě exkrementy mohou vylučovat virus mlíčím, ovariální te­
kutinou a jikrami (Bullock aj., 1976; Ahne a Wolf, 1980).

Z informací o stabilitě viru ve volném prostředí se zdá, že virus IPN 
je jedním z nejstabilnějších rybích virových patogenů. Ve vodě 10 °C 
teplé prokazovali Wedemeyr aj. (1978) jeho infekčnost po dobu 
osmi týdnů a Ahne (1982) dokonce ještě za 231 den. Podle De- 
sautelse a MacKelvieho (1975) přežívá virus IPN zaschlý na 
vzduchu pět týdnů, ale nepřežívá pětiminutové ošetření aktivním jódem 
ve vodní suspenzi.

К průkazu viru IPN jsou nejvhodnější buněčné linie RTG-2, na nichž 
po infekci vzniká cytopatický efekt. К izolaci viru jsou vhodné homo 
genáty z parenchymatózních orgánů (játra, slezina, ledviny), a jak 
byla již zmínka, také mlíčí, ovariální tekutina a jikry (Ahne a Wolf, 
1980).

U nás byl virus infekční nekrózy pankreatu poprvé izolován a iden­
tifikován v roce 1984 (Pospíšil aj., 1984 ]. Cílem naší práce je popsat 
postup izolace a identifikace viru IPN tak, aby byl použitelný na speciali­
zovaných diagnostických pracovištích.

MATERIAL a metody

BUNĚČNÉ KULTURY A JEJICH KULTIVACE

К diagnostice virových chorob pstruhů jsme diky laskavosti prof. Ahneho 
z Univerzity v Mnichově z.ískali buněčné kultury RTG-2 (linie z varlat pstruha du­
hového), PG (linie z gonáď štiky) a CHSE (linie z embryonálních buněk lososa) — 
(Pospíšil a Machatková. 1985).

К jejich kultivaci jsme používali médium Eagle-MEM s přidáním 100 m. j. 
penicilinu a 100 ^g streptomycinu na 1 ml. Do růstového média jsme přidávali 
10 %, do udržovacího média 1 % bovinniho fetálniho séra. Monolayer narostlých 
buněk jsme při subkultivaci uvolňovali roztokem 0,15 až 0,20 % trypsinu v 0,02 % 
verzenu a rozsazovali v poměru 1 : 2. К vyšetřováni infekčních materiálů jsme bu­
něčné linie nasazovali do zkumavek po 1 ml buněčné suspenze o hustotě 400 000 až 
500 000 buněk v 1 ml. V praxi jsme z jedné Rouxovy láhve á 300 ml nasazovali 
60 zkumavek. Buněčné linie jsme kultivovali při teplotě 16 až 18 °C.

MATERIÁL К VYŠETŘENÍ A JEHO ZPRACOVÁNÍ

Vyšetřované ryby většinou pocházely z různých pstruhových hospodářství, ve 
kterých se vyskytly zvýšené ztráty, popřípadě z hospodářství, v nichž bylo třeba 
virová onemocnění vyloučit.
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К virologickému vyšetření byly využívány zásadně ryby živé, přepravované 
na větší vzdálenosti většinou v plastikových pytlích naplněných zčásti vodou, zčásti 
kyslíkem. К izolaci viru byly odebrány ledviny, slezina, játra a někdy i pylorické 
výběžky s pankreatem. Vzhledem k tomu, že u plůdku pstruha byly orgány velmi 
malé, začali jsme u kusů menších než 5 cm odebírat celé tělo bez hlavy a ocasu.

Z odebraných orgánů byla ve třecích miskách připravována desetiprocentní 
suspenze v Earlově kultivačním médiu bez séra, do kterého bylo přidáno nejméně 
pětkrát víc antibiotik (500 m. j. penicilinu a 500 ug streptomycinu/1 ml). Orgánová 
suspenze byla ponechána čtyři až šest hodin v lednici při teplotě +4 °C a potom 
byla odstředěna při 3000 ot min. Takto získaná tekutina byla použita k infekci bu­
něčných kultur.

INFEKCE BUNĚČNÝCH KULTUR

Narostlé buněčné kultury, pokud možno ne starší než tři až pět dnů, jsme in­
fikovali dříve popsanou tekutinou v původním ředění 1 : 10 a v ředění 1 : 100, aby­
chom snížili na nej menší míru nebezpečí kontaminace.

Na narostlý monolayer buněk ve zkumavkách jsme aplikovali 0,2 ml infekč­
ního materiálu a po půlhodinové adsorpci při pokojové teplotě jsme u ředění 1 : 10 
zkumavky nejdříve vypláchli, v ředění 1 : 100 pouze doplnili udržovací médium 
Eagle-MEM s 1% bovinního fetálního séra a inkubovali při teplotě 16 až 18 °C.

Buňky ve zkumavkách jsme denně po dobu pěti až šesti dnů prohlíželi pod 
mikroskopem, abychom zjistili případný cytopatický efekt. Pokud se cytopatický 
efekt objevil, byl materiál vyšetřen v elektronovém mikroskopu a nepřímou imu- 
nofluorescenčni metodou. Jestliže se cytopatický efekt do šesti dnů po infekci ne­
objevil, byly provedeny další dvě slepé pasáže, než byl vzorek vyřazen jako nega­
tivní. V případě kontaminace byl infekční materiál před další pasáží filtrován přes 
milipórový filtr o velikosti pórů 0,22 ^m.

IDENTIFIKACE VIROVÝCH IZOLÄTÜ

К identifikaci virových izolátů jsme používali jednak elektronově mikrosko­
pického vyšetření — metody negativního barvení a ultratenkých řezů (V a 1 í č e k 
a Šmíd, 1983), jednak křížově virusneutralizačního testu a imunofluorescenční 
metody se specifickými antiséry.

Ke srovnání našich izolátů jsme získali laskavostí prof. Wizigmanna z Tier­
gesundheitsdienst Bayern, e. v., Grub bei München, typové kmeny viru infekční 
nekrózy pankreatu Sp 32, Ab 15 a VR 299, sérum a konjugát proti viru infekční 
nekrózy pankreatu, kmen Sp 10. Současně jsme si na králících připravili specifická 
antiséra proti některým našim izolátům (Pospíšil aj., 1984).

Křížově virusneutralizační test jsme dělali ve zkumavkách na narostlých vní­
mavých liniích buněčných rybích kultur, imunofluorescenční vyšetření pak na sklíč­
kách s narostlými buněčnými kulturami. Sklíčka k imunofluorescenčnímu vyšetření 
jsme za 48 až 72 hodiny po infekci opláchli pufrovaným fyziologickým roztokem 
a po zaschnutí fixovali 10 minut ve vychlazeném acetonu. U přímé imunofluores­
cenční metody jsme sklíčka na 30 minut převrstvili specifickým konjugátem, u ne­
přímé metody napřed specifickým antisérem a po důkladném proprání konjugátem 
SwAR (Üstav sér a očkovacích látek, Praha); potom jsme preparáty prohlíželi ve 
fluorescenčním mikroskopu Fluoval (Pospíš.il aj., 1972, 1975).

VÝSLEDKY

Na buněčných liniích RTG-2 se první cytopatické změny objevovaly 
v průměru za 72 hodiny, ale u některých izolátů se ukazovaly výji­
mečné již dříve, jindy i později. Na infikovaných buňkách jsme pozo­
rovali větší světlolomnost, jejich zakulacení a vypadávání do média. 
V pozdějších časových intervalech (v průměru za 72—96 h) se v mono-
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1. Cytopatický efekt 
v buněčné linii RTG-2 
za 96 hodin po infekci 
virem infekční nekrózy 
pankreatu ve druhé pa­
sáži (nativní preparát, 
původní zvětšení 6,3 X 
X 3,2) — A cytopathic 
effect in cell line RTG- 
-2 96 hours after in­
fection with the in­
fectious pancreatic ne­
crosis virus at the 
second passage (native 
preparation, original 
magnification 6.3 X 3.2)

layeru vytvářela oka ohraničená zčásti protáhlými, zčásti zakulace­
nými buňkami (obr. 1).

Někdy bylo obtížné odlišit první cytopatické změny od cyto- 
toxického působení orgánové suspenze. Pokud v ní však byl virus 
přítomen, objevil se v těchto sporných případech typický CPE ve druhé 
pasáži.

V dalších pasážích nastupoval cytopatický efekt viru IPN dříve 
a byl vyjádřen výrazněji. Typický CPE bylo možné pozorovat průměrně 
za 72 hodiny (obr. 2), většinou však ani později nedocházelo к úplné 
destrukci buněčného porostu.

Virus IPN byl opakovaně izolován ze směsných vzorků ledvin, sle­
ziny a jater i z pylorických výběžků a pankreatu a podařilo se nám 
jej izolovat i z vyvíjejících se jiker, nejčastěji ve stadiu očních bodů.

Při imunofluorescenčním studiu dynamiky viru IPN v buněčné linii 
RTG-2 a PG se ukázalo, že první imunofluorescence se vyskytovala 
v cytoplazmě infikovaných buněk asi za 10 až 12 hodin po infekci ve 
formě jemných perinukleárních granulí. S postupující dobou perinukle- 
árních útvarů se specifickou fluorescencí přibývalo, takže za 24 hodiny 
po infekci se vytvářela jasná perinukleární zóna (obr. 3), za 48 hodin

2. Rozsáhlejší cytopatic­
ký efekt v buněčné linii 
RTG-2 za 72 hodiny po 
infekci virem infekční 
nekrózy pankreatu v de­
váté pasáži (nativní 
preparát, původní zvět­
šení 10 X 3,2) —A larger 
cytopathic effect in cell 
line RTG-2 72 hours 
after infection with in­
fectious pancreatic ne­
crosis virus at the ninth 
passage (native prepar­
ation, original magnific­
ation 10 X 3.2)
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3. Specifická perinuk- 
leární fluorescence viru 
infekční nekrózy pan­
kreatu v buněčné linii 
RTG-2 za 24 hodiny po 
infekci (nepřímá imuno- 
fluorescence s králičím 
antisérem — původní 
zvětšeni 40 X 3,2) — 
Specific perinuclear 
fluorescence of the in­
fectious pancreatic ne­
crosis virus in cell line 
RTG-2 24 hours after 
infection (indirect 
immunofluorescence 
with rabbit antiserum 
— original magnific­
ation 40 X 3.2)

a více byla fluorescence pozorována často v celé cytoplazmě (obr. 4). 
Jádra infikovaných buněk byla jednoznačně negativní, většinou pouze 
s velmi slabou nespecifickou fluorescencí.

Vzorky buněčných linií s cytopatickým efektem byly podrobeny 
elektronově mikroskopickému vyšetření metodou ultratenkých řezů a ne­
gativního barvení. V ultratenkých řezech infikovaných buněčnou kultu­
rou jsme prokázali virové partikule, lokalizované buď v cytoplazmatic- 
kých vakuolách (obr. 5A), volně v cytoplazmě, nebo extracelulárně. Vi­
rové partikule měly velikost kolem 70 nm a měly kubický tvar. Ve 
většině partikulí byla centrálně lokalizovaná tmavá dřeň, obklopená 
tmavou vrstvou, která měla u některých partikulí zřetelný hexagonál- 
ní profil. Ojediněle jsme zjistili volně v cytoplazmě krystalické uspořá­
dání virů, z nichž některé měly světlou dřeň. Při negativním barvení 
tkáňové kultury z infikovaných buněčných kultur RTG-2 a CHSE jsme 
prokazovali virové partikule bez obalu, které měly ikózahedrální tvar 
a velikost kolem 70 nm (obr. 5B). Strukturou se podobaly reovirům, 
ale chyběla jim pro reoviry charakteristická dvojitá kapsida. Morfolo- 
gicky odpovídaly viriony viru IPN.

4. Difúzní cytoplazma- 
tická fluorescence viru 
infekční nekrózy pan­
kreatu v buněčné linii 
RTG-2 za 72 hodiny po 
infekci (původní zvětše­
ní 90 X 3,2) — Diffusive 
cytoplasmic fluorescence 
of the infectious pan­
creatic necrosis virus in 
cell line RTG-2 72 hours 
after infection (original 
magnification 90 X 3.2)
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5. A — viriony IPN 
(šipky) v cytoplazma- 
tické vakuole buněčné 
linie CHSE (ultratenký 
řez); В — virion IPN 
z infikované buněčné 
kultury RTG-2 (nega­
tivní barvení) — A — 
The virions of infect­
ious pancreatic necrosis 
(arrows) in a cyto­
plasmic vacuole of the 
CHSE cell line (ultra­
-thin slice); В — virion 
of infectious pancreatic 
necrosis of an infected 
RTG-2 culture (negative 
staining)

Identifikace našich izolátů křížově virusneutralizačním testem uká­
zala jejich úzkou sérologickou příbuznost s referenčním virem IPN, kmen 
Sp, i když nelze hovořit o jejich úplné identitě. Specifické antisérum 
proti kmenu Sp totiž výrazně snížilo infekční titr našich izolátů, ale 
к úplné neutralizaci viru, jak tomu bylo u antisér připravených proti 
našim izolátům, nedošlo (tab. I). Izoláty dosud prokázané na území 
ČSR spolu sérologicky korespondovaly a dá se tudíž předpokládat, že 
kmeny, které se u nás vyskytují, patří к jednomu sérotypu.

Tento předpoklad potvrzují i výsledky nepřímého imunofluores- 
cenčního testu, neboť jedním antisérem bylo možné prokázat specifickou 
fluorescenci v kulturách infikovaných různými izoláty.

Vyšetření s konjugátem pro přímou imunofluorescenci, obsahujícím 
specifické protilátky proti referenčnímu kmenu Sp, rovněž potvrdilo 
příbuznost našich izolátů s kmenem Sp. Intenzita fluorescence však 
byla nižší než nepřímá fluorescence s antiséry proti izolátům.

DISKUSE

Izolací a identifikací viru infekční nekrózy pankreatu u pstruhů 
jsme exaktně prokázali výskyt tohoto onemocnění u nás. Virus byl izo­
lován převážně u plůdku pstruha duhového z pstruhařských hospodář-

I. Sérologická indentifikace viru IPN infekční nekrózy pankreatu — Serological 
identification of infectious pancreatic necrosis virus

Izolát

Titr viru

bez antiséra antisérum Sp antisérum proti 
příslušnému izolátů

V. 106.5 103 0

и. 105.5 10'2.5 0

V. L. 106.0 103 0

Rcf. kmen Sp 106.0 0 10'2,5
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ství, ve kterých se objevila zvýšená morbidita a mortalita ryb nejmladší 
věkové kategorie.

V praktické diagnostice se nám osvědčilo vyšetření směsných vzor­
ků desetiprocentní suspenze z ledvin, sleziny a jater, popřípadě z celých 
těl plůdků bez hlavy a ocasní ploutve. V některých případech byly 10% 
suspenze silně cytotoxické a jelikož poškození buněk často nezabránilo 
ani vypláchnutí po absorpci, začali jsme к vyšetření běžně používat 
i orgánovou suspenzi ředěnou v poměru 1 : 100. Z pozitivních materiálů 
se izolace zdařila obvykle v obou ředěních, ale kvalita i údržnost buněk 
u vyššího ředění byly daleko lepší.

Vyšší ředění suspenzí také snížilo možný výskyt bakteriálních kon­
taminací. Jejich nebezpečí se někdy objevovalo u případů vyšetření pstru- 
žího plůdku, u něhož jsme к přípravě suspenzí používali celé tělo bez 
hlavy a ocasní ploutve, a hlavně při vyšetření pylorických výběžků 
s pankreatem, při kterém bylo nebezpečí kontaminace ze zažívacího 
traktu. V případě, kdy se přece jen kontaminace v první pasáži objevila, 
stačilo infekční tkáňovou tekutinu přefiltrovat přes milřpórový filtr 
o velikosti 0,22 ,um. Od vyšetření pylorických výběžků jsme vzhledem 
ke kontaminacím později zcela upustili.

I když jsme blíže nesledovali závislost vnímavosti buněk к infektu 
na jejich stáří, pozorovali jsme, že čím byly buňky starší, tím později 
nastupoval cytopatický efekt a jeho rozvoj byl méně výrazný. Proto jsme 
к infekci nepoužívali buňky starší než pět dnů po nasazení.

Některé práce pojednávající o viru IPN zdůrazňují značný vliv 
způsobu uložení materiálu před vyšetřením na průkaz viru. Tak např. 
Wolf a Quimby (1971) udávají, že pouhé zmrazení jednoho izolátu 
IPN na teplotu —20 °C a jeho rozmražení snížilo jeho infektivitu 
o 99,9 %, a doporučují uchovávat materiál při teplotě + 4 °C v 50% gly­
cerinu. V našich pokusech se dařilo izolovat virus IPN stejně dobře 
z orgánů uložených v běžném kultivačním médiu v lednici při teplotě 
+ 4°C, zmrazených cca na —15 °C i uložených při teplotě +4 °C v 50% 
glycerinu. Je to v souladu s poznatky o uchovávání materiálu |Wi- 
zigmann aj., 1983) i s údaji o relativně velké stabilitě viru IPN 
na volném prostředí (Weder meyr aj., 1982 a jiní).

Diagnostická praxe také ukázala, že к vyšetření na IPN byly vhod­
né všechny tři námi používané linie, i když к rozvoji CPE nejrychleji 
docházelo a nejvyšších infekčních titrů bylo dosahováno na buněčné 
linii RTG-2.

Výsledky identifikace našich izolátů pomocí sérologických testů 
ukázaly jejich úzkou příbuznost s referenčním virem IPN, kmenem Sp. 
Potvrdily se tak literární údaje, že evropské kmeny patří převážně ke 
kmeni Sp (Reichenbach — Klinke, 1980). Srovnání našich izo­
látů mezi sebou pak prokázalo, že kmeny, které se na našem území vy­
skytují, náleží к jednomu sérotypu.

Kromě vlastního průkazu a identifikace viru IPN u pstruhů považu­
jeme za velmi závažnou izolaci tohoto viru již ve vyvíjejících se jikrách 
ve stadiu očních bodů. Byly tak potvrzeny dřívější údaje (Ahne 
a Wolf, 1980) o možném vertikálnítn přenosu viru IPN a bylo zdů­
razněno epizootologické nebezpečí, které v šíření nákazy představují 
nemocné generační ryby. U nich infekce většinou nevyvolává vážné
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klinické příznaky onemocnění, ale 
no ihned po vykulení plůdku. Tato 
ného studia.

jejich potomstvo může být infiková- 
otázka si zaslouží dalšího samostat-
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Za technickou spolupráci děkujeme s. E. M a 1 á č o v é, Z. Nykodymové 
a Z. Mikuláškové.
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ПОСПИШИЛ, 3. - TOMAHEK, Й. - ВАЛИЧЕК, Л. - ЗЕНДУЛКОВА, Д. (Научно­
исследовательский институт ветеринарии, Брно): Изоляция и идентификация вируса 

инфекционного некроза панкреаса у форели. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 
; 95-104.
В работе описана первая изоляция этого вируса в ЧССР. Для этого послужили кле­
точные линии RTG-2, PG и CHSE и вирус идентифицировали с помощью электрон- 
микроскопии, перекрестно вирусонейтрализующего теста и по методу иммунофлюо­
ресценции. Мы доказали, что все изолята на нашей территории идентичны в сероло­
гическом отношении и узкородственны, вероятно и аналогичны референтному штамму 
SP, который в Европе наиболее распространен. Описанный методический прием 
изолирования может служит и для диагностирования других вирусных заболеваний 
рыбы
рыбы; электронная микроскопия; перекрестно-вирусонейтрализующий тест; метод 
иммунофлюоресцентный

POSPÍŠIL, Z. — TOMÁNEK, J. — VALÍCEK, L. — ZENDULKOVÁ, D. (Veterinary 
Research Institute. Brno): Isolation and Identification of the Infectious Pancreatic 
Necrosis Virus in Trout. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 95-104.
The first isolation and identification of the infectious pancreatic necrosis virus in 
trout in Czechoslovakia is described. The RTG-2, PG and CHSE cell lines were 
used for isolation and the identification was made by the methods of electron 
microscopy, cross virus-neutralizing test, and immunofluorescence. As demonstrated, 
all the isolates in the Czechoslovak territory are serologically identical and are 
closely related (or perhaps congruent) with the Sp reference strain which has the 
highest frequency in Europe. The described methodical procedure is also applicable 
to the diagnostics of other virus diseases of fish.
fish; electron microscopy; cross virus-neutralizing test; immunofluorescence method

POSPÍŠIL. Z. — TOMÁNEK, J. — VALÍCEK, L. — ZENDULKOVÁ, D. (Forschungs­
institut für Veterinärmedizin. Brno): Isolierung und Identifikation des Virus der 
infektiösen Pankreasnekrose der Forellen. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 95-104. 
In der Arbeit wird die erste Isolierung und Identifikation des Virus der infektiösen 
Pankreasnekrose bei Forellen in der CSSR beschrieben. Zur Isolierung wurden 
Zellinien RGT-2, PG und CHSE angewandt und die Identifikation wurde mit Hilfe 
der Elektronenmikroskopie, des Kreuz-Virusneutralisationstestes und der Immuno- 
fluoreszenzmethode vorgenommen. Wir konnten nachweisen, daß sämtliche Isolate 
auf unserem Staatsgebiet serologisch identisch sind und daß sie mit dem Referenz­
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stamm Sp, der in Europa am häufigsten vertreten ist, eng verwandt, wenn nicht 
gar identisch sind. Das beschriebene Isolierungsverfahren ist auch in der Diagnostik 
weiterer Viruserkrankungen der Fische anwendbar.
Fische; Elektronenmikroskopie; Kreuz-Virusneutralisationstest; Immunofluoreszenz- 
methode

Adresa autorů:
MVDr. Zdeněk Pospíšil, CSc., MVDr. Josef Tománek, CSc., MVDr. Lubo­
mir V a 1 i č e k, CSc., MVDr. Dagmar Zendulková, Výzkumný ústav veteri­
nárního lékařství, Hudcova 70, 621 32 Brno
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VÝVOJOVÁ STADIA ROZTOCE VARROA JACOBSONI OUDEMANS, 
1904 jACARI: DERM ANY SSIDAE^

O. Haragsim, K. Samšiňák

HARAGSIM, O. — SAMSIŇÁK, K. (Üstav vědeckotechnických informací pro 
zemědělství, Praha; Parazitologický ústav ČSAV, Praha): Výyojoyó stadia roz­
toče Varroa jacobsoni Oudemans, 1904 (Acari: Dermanyssidae). Veter. Med. 
(Praha), 31, 1986 (2) : 105-112.
Roztoč Varroa jacobsoni Oudemans, 1904, je nebezpečný parazit včel, jenž se 
v posledních dvou desetiletích rozšířil v Evropě i v jiných světadílech, kde 
ohrožuje chovy včel. Rychlé šíření parazita se stalo veterinárním i včelařským 
problémem v mnoha státech světa. Vývoj roztoče Varroa jacobsoni je stále 
málo prostudován. V předložené práci je uveden podrobný taxonomický popis 
vývojových stadií samice a samce roztoče. Samice se vyvíjí z vajíčka v larvu, 
nymfu I a nymfu II. Ve vývoji samců se nepodařilo objevit deutonymfu II, 
a proto předpokládáme, že podobně jako u některých jiných parazitických 
druhů roztočů toto stadium ve vývoji samců Varroa jacobsoni zcela chybí. Na 
základě morfologie ústních ústrojí jsme došli к závěru, že dospělý sameček 
nemůže parazitovat kukly nebo dospělé včely a že během svého krátkého ži- 
vita nepřijímá potravu.
parazitický roztoč Varroa jacobsoni; samec; samice; vývojová stadia; ústní 
ústroji

Roztoč Varroa jacobsoni Oudemens, 1904, je nebezpečným parazi­
tem medonosných včel. Původně žil na včele indické ^Apis cerana 
Fahr.). V šedesátých letech přešel na včelu medonosnou a v té době 
byly pozorovány první hromadné invaze včelstev (Oschmann, 1961; 
Makarov, 1955; Kulikov, 1965; S a 1 č e n к o, 1966). Potom se 
parazit lavinovitě rozšířil po Asii, Evropě, severní Africe a Jižní Americe. 
Dosud nebyl zavlečen do Austrálie, Severní Ameriky a do Afriky na jih 
od Sahary.

Mimo asijský kontinent byl roztoč Varroa jacobsoni poprvé objeven 
v Evropě, a to v roce 1969 v Bulharsku (Haragsim a Samšiňák, 
1972; Haragsim, 1973). Haragsim upozornil na velké nebezpečí 
šíření tohoto parazita již na kongresu Apimondie v Moskvě v roce 1971, 
ale nebyla tomu věnována patřičná pozornost. Během 15 let se roztoč 
v Evropě katastrofálně rozšířil a dnes je ve všech evropských státech 
kromě Anglie, Portugalska a Španělska.

V posledním desetiletí se literatura o varroáze rozrostla. Většina 
prací je však věnována praktické diagnostice parazitózy a veterinárním 
opatřením v boji s ní. Jen ojedinělé práce byly věnovány taxonomii 
(Haragsim a Samšiňák, 1972; Delfinadová a Baker, 
1974; Samšiňák a Haragsim, 1975), bionomii (Salčenko, 
1966; Нага, 1979; Lange aj., 1977; M u r a v s к a j a, 1981) a ana-
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tomii (Ionescu — Var o a S u с iu, 1978'; Akimov a Staro­
v i г, 1983). Nelze pochybovat o tom, že poznání biologie roztoče Varroa 
jaacobsoni má základní význam pro úspěšný boj s ním.

Dosud jen ojedinělé práce byly věnovány studiu vývojových stadií 
roztoče Varroa jacobsoni. Většina z nich vychází z popisů, jež uveřejnili 
Davydovová a Salčenko (1973). Tato práce je však poplatná 
své době a kresby v ní jsou příliš schematické. Dokonalejší vyobrazení 
samce a jeho vývojových stadií zveřejnili Hirsh mann (1980) a vý­
vojových stadií samičiek Delf i nad o — Bakerová (1984).

MATERIÁL A METODA

Roztoči byli sbíráni v parazitovaných včelstvech na východním Slovensku 
v okolí Levoče a Spišské Nové Vsi. Oudemansova konzervační tekutina (87 dílů 
70% alkoholu, 5 dílů glycerolu, 8 dílů ledové kyseliny octové), používaná v běžné 
konzervaci, se nám v polních sběrech neosvědčila. Stejné tak málo uspokojivý pro 
konzervaci roztočů v polních podmínkách byl 70% alkohol. Vývojová stadia roz­
toče Varroa jacobsoni jsou velmi jemná, vyplněná bělavou tekutinou a jejich těla 
i tělní pokryv se při převážení v polních podmínkách snadno poškozují. Jako kon­
zervační tekutinu jsme pokusně použili formalin, a ten se osvědčil. Všechna stadia 
konzervovaná ve formalinu se dala dobře zpracovávat, exuvie zůstaly neporušeny. 
Po vložení do Swannovy směsi roztoči zvláčněli. Po překrytí krycím sklíčkem a po 
zahřátí preparátu na stínítku stolní lampy (100—120 °C) se roztočům rozprostřely 
končetiny, aniž by se poškodila kutikula.

VÝSLEDKY

POPIS VÝVOJOVÝCH STADIÍ

Larva má tělo oválné, mléčně bílé a lesklé — délka 680 ^m, šíře 
540 ^m. V přední polovině na hřbetní straně je šest párů krátkých 
trnovítých brv, při základně cibulkovitě rozšířených. Gnathosoma nese 
pár nečlánkovaných mohutných palpů, jejichž báze je sípojena dopředu 
mírně vypouklým epistomem. Tři páry noh jsou přimknuty к tělu a ne­
jsou článkované. Chybí na nich praetarsi. V apikální části jsou nepatr­
né trnovité brvy. Spodní strana těla je hladká, bez náznaku řitě či jiné 
struktury, jen za gnathosomatem je tritosternum v podobě příčného níz­
kého válu, který je uprostřed mírně prosedlán.

Během vývoje larvy praskne vaječný obal, larva jej však neopouští. 
Obal zůstává navlečen na přední části jejího těla a sahá jí zhruba až 
ke kořeni třetího páru noh. Larva nepřijímá potravu a uvnitř jejího 
těla se vyvíjí nymfa I. V našem materiálu máme parátní nymfy I plně 
vyvinuté v kůžičkách larev. Nohy a gnathosoma jsou složeny v přísluš­
ných orgánech larvy, nohy IV leží pod pokožkou za kořeny noh III 
(obr. 1).

Nymfa samice I (obr. 2) je dlouhá kódem 750 ^m, široká 
kolem 830 jum. Tělo má široce oválné, mírně příčné. Hřbetní strana je 
hustě porostá tuhými trnovitými brvami, dlouhými asi 2,5 um. Střední 
část hřbetu zůstává lysá. Na spodní straně těla je jen anální štítek, 
který je však nezřetelně ohraničen. Vyrůstají na něm tři brvy. V zadní 
polovině je dobře patrné cribum. Uprostřed podosomatu je pět párů brv. 
Středem hysterosomatu se táhne podélný pruh hustě pokrytý tuhými 
krátkými brvami až к análnímu štítku. Na spodní straně těla se některé
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1. Roztoč Varroa jacob­
soni, larva — a) svrchu, 
b) zespodu — The 
Varroa jacobsoni mite, 
larva — a) from above, 
b) from below

2. Roztoč Varroa jacob­
soni, nymfa samice I — 
The Varroa jacobsoni 
mite, female nymph I
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4. Varroa jacobsoni, 
nymfa samice П — The 
Varroa jacobsoni mite, 
female nymph II

brvy občas zmnoží, takže napočítáme ve sternální části o brvu víc. Rov 
něž anální brvy bývají občas zmnoženy. Okraj těla je lemován brvami. 
Stigma je velké, okrouhlé, peritrema krátké, jen o málo delší než stigma. 
Tritosternum má dobře vyvinutý bazální článek, který je na konci roz­
štěpený. Lacinie jsou velmi krátké, hrotité a hladké. Gnathosoma je 
dobře vyvinuté. Hypognatální rýha (groove) je velmi úzká, protože 
obě části základny gnathosomatu se к sobě těsně přimykají. Hypogna­
tální zoubky jsou v šesti řadách. Tři páry hypognatálních brv stojí ve 
dvou podélných řadách a v apikální polovině gnathosomatu. Corniculi 
jsou v podobě širokého trnu a jsou mnohem delší než mala. Trochanter 
makadel má jednu ventrální brvu, krátce trnovitou. Epistom je krátký, 
trojúhelníkovitý. Chelicery jsou typické pro parazity hmyzu a mají za­
krnělý digitus fixus, naopak digitus mobilis je dobře vyviutý, úzký, mír­
ně srpovitě zahnutý, se zářezem na vnitřní straně uprostřed. Palpi jsou 
spoře obrvené; femur má jedinou brvu na vrcholu ventrální strany, 
genu a tibia mají po páru dorzálních brv. Nohy jsou velmi silné, na jed­
notlivých článcích je mnoho krátkých brv.

Nymfa samce (obr. 3) je 715 ,um dlouhá a 660 ,«m široká. Má 
tělo okrouhlého tvaru, bělavé, morfologicky téměř shodné s nymfou I sa­
mice. Rozdílný je tvar těla, jež je u samce vždy okrouhlejší. Na tro- 
chanteru palp chybí ventrální brva, která je podle E v a n s e a T i 11 a 
(1979) typickým znakem nymfy I. Celkové obrvení je mnohem řidší, 
což je zvlášť nápadné na hřbetní části propodosomatu a na ventrální 
straně hysterosomatu, kde je v prostoru před anale maximálně deset 
párů brv. Ve střední části propodosomatu, v oblasti sternálního štítu, 
jsou jen tři páry brv.

Nymfa II samice (obr. 4) má tělo 1100 um dlouhé, 1300 um 
široké, nápadně příčně vejčité, světle rezavé. Hřbetní strana je kryta 
jediným štítem, hustě porostlým drobnými brvami. Okrajové brvy jsou 
delší a silnější. Bazální článek tritosterna na břišní straně je hruško­
vitý, 16 «m dlouhý, na konci rozštěpený, lacinia jsou velmi krátká, trno-
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vitá a hladká. Celá břišní plocha je pokryta velmi jemným rýhováním. 
V prostoru sterna jsou nápadné tři páry izolovaných sternálních brv 
a mezi kyčlemi IV další čtyři páry brv. Opisthosoma je hustě pokryto 
krátkými a tuhými brvami, které rovnoměrně pokrývají i postranní části 
těla. Anální štítek je velký, dost nejasně ohraničený, s třemi brvami, 
cribrem v zadní polovině. Stigma je oválné, složené z drobných komů­
rek, peritrema je velmi krátké, sotva tak dlouhé jako šířka stigmatu. 
Nohy nymfy II jsou silné s mnoha krátkými brvami. Na nohách prvního 
páru je na konci tarzu složitý taktilní orgán; koxy I až III mají dvě 
brvy, koxa IV brvu jedinou. Gnathosoma je v podstatě stejné jako 
u nymfy I. Corniculi mají na vnitřní straně zářez, pevný prst chelicer 
je zakrnělý, pohyblivý prst má dva charakteristické zoubky. Trochanter 
makadel má jedinou apikální brvu. Specializovaná seta je dvouvětvá.

Samec (obr. 5] je průměrně 530 um dlouhý, 490 um široký. 
Hřbetní štít kryje celý povrch jeho těla a na opisthosomatě přesahuje 
úzkým pruhem i na ventrální stranu. Je hustě pokrytý krátkými jehlo- 
vitými brvami. Uprostřed těla a na okraji opisthosomatu zůstává lysá 
ploška. Rýhování je výraznější v přední třetině štítu, zvláště pak na 
přední lysině, na níž příčné rýhy jakoby vycházely ze dvou bodů po 
stranách lysiny. Okrajové brvy štítu jsou výrazně silnější a o něco del­
ší než brvy na štítě.

Tritosternum má bazální článek 21 ,um dlouhý; na něj nasedá pár 
kuželovité se zužujících hladkých, 60 um dlouhých lacinií. Střed těla 
kryje v podélné linii sternogenitoventrální štítek, jehož zadní okraj pro­
ti análnímu štítku je poněkud potrhaný a přední rohy má nápadně 
povytažené vpřed, takže se vkládají mezi kyčle I a II. Uprostřed před­
ního okraje je genitální otvor. V prostoru sternale jsou obvykle tři páry 
brv. Při prvním páru jsou na každé straně dva póry a jeden pór je za 
druhým párem brv. Za třetím párem brv jsou na každé straně dva až 
tři póry. Počet brv mezi kyčlemi noh IV nebývá stejný ani souměrný.

5. Varroa jacobsoni, sa­
mec — Varroa jacob- 
soni male
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Někdy je po jedné straně jediná brva, na druhé straně jsou brvy čtyři. 
Část desky patřící ventrale je hustě porostlá krátkými tuhými brvami. 
Při zadním okraji štítu jsou podobné brvy izolovány na drobných ostrův­
cích ležících v měkké rýhované pokožce. Mimo štít je v okraji opistho- 
somatu jen několik brv stojících zhruba ve dvou řadách táhnoucích se 
od podlouhlých inguinalií к zadnímu konci těla. Anale je velká, příčná 
(170 X 220 ^m), s obvyklými třemi brvami, z nichž některé, zvláště často 
nepárová postanální brva, bývají zdvojeny. V zadní třetině štítku je 
dobře patrné cribrum. Stigma je velké, peritrema je asi třikrát delší 
než průměr stigmatu, je uprostřed úhlovitě zalomené, leží vedle kyčli III.

Nohy samce jsou velmi silné, s četnými brvami. Pod pretarzem I je 
velmi složitý taktilní orgán. Gnathosoma je široké, palpi jsou až na 
konečný článek velmi řídce obrvené. Chelicerám chybí oba prsty. Vyvi­
nutý je jen spermatodactylus. Je mírně prohnutý a pod ním je krátká 
brva.

Popis samice neuvádíme, protože byla velmi výstižně popsána ho­
landským akarologem Oudemansem v roce 1904.

DISKUSE

V předložené práci detailně popisujeme taxonomii vývojových stadií 
parazitického roztoče Varroa jacobsoni, Oudemans 1904. Zatímco se bu­
doucí samička vyvíjí z vajíčka v larvu, nymfu I, nymfu II a dospělou 
samičku, je vývoj samečka zjednodušen a časově i zkrácen. Ve velmi 
bohatém materiálu se nám nepodařilo ani jednou objevit deutonymfu 
samce, třebaže Davydovová a S a 1 č e n к o (1973) deutonymfu 
samce popisují. Jsme přesvědčeni, že ve vývoji samce deutonymfa chybí, 
podobně jako je tomu i u některých jiných dravých a parazitických 
druhů roztočů.

V našem materiálu bylo mnoho parátních samic (což svědčí o tom, 
že přeměna deutonymfу v samici se poměrně prodlužuje), ale ani jeden 
parátní samec. To, že u nymfy samce chybí na trochanteru palp typická 
brva, jak zjistili 1 Delfinadová a Baker (1984), jakož i to, že 
u nymfy samce se projevuje snižování počtu brv ve srovnání s deuto- 
nymfou samice, považujeme za důkaz správnosti naší teorie. U samic je 
jediná ventrální brva palpotrochanteru přítomna, zatímco u samce chy­
bí. Rozměry samce proti samičce a některé další znaky potvrzují to, co 
Evans (1963) nazývá „localized neoteny“. Podobně i Treat (1965) 
zjistil, že v rodu roztočů Dicrocheles chybí ve vývoji samečků stadium 
deutonymfy.

V naší práci se nezabýváme zvláštnostmi dynamiky vývoje roztoče 
Varroa. jacobsoni, pouze taxonomií vývojových stadií. Dynamika vývoje 
bude popsána v další práci.
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ГАРАГСИМ, О. — САМШИНЯК, К. (Институт научно-технической информации по 
сельскому хозяйству, Прага; Паразитологический институт при АН ЧССР): Ста­
дии развития клеща Varroa jacobsoni Oudemans, 1904 (Acari: Dermanyssidae). 
Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 105 112.
Клещ Varroa jacobsoni Oudemans, 1904 — опасный паразит пчел, который за 
последние две десятилетия распространился как в Европе, так и на других конти­
нентах, угрожая пчеловодству. Его быстрое распространение становится проблемой 
для ветеринаров и пчеловодов во многих странах мира. Развитие этого клеща все 
еще недостаточно изучено. В представленной работе приводится подробное таксоно­
мическое описание стадий развития самок и самцов паразита. Самки развиваются 
из яйца в личинку, в нимфу I и нимфу II. В развитии самцов не удалось обнару­
жить деутонимфу II, поэтому предполагается, что — подобно иным паразитическим 
видам клещей — эта стадия в развитии самцов полностью отсутствует. На основе 
морфологии стоматических органов можно заключить, что спелый самец не может 
паразитировать на куколке или взростлой пчеле, ввиду чего в течение своего корот­
кого существования он не принимает пищи.
варроатоз; самец; самка; стадия развития; ротовые органы
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HARAGSIM, О. — SAMSlŇÁK, К. (Institute of Scientific and Technical Inform­
ation for Agriculture, Praha; Parasitological Institute of the Czechoslovak Academy 
of Sciences, Praha): Developmental. Stages of the Mite Varroa jacobsoni Oudemans, 
1904 (Acari: Dermanyssidae). Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 105-112.
The mite Varroa jacobsoni Oudemans, 1904, is a dangerous parasite of bees which 
has spread over Europe and other continents in recent two decades. The rapid 
spreading of the parasite has become a serious problem to veterinarians and bee­
-keepers in many countries of the world. The development of the mite Varroa ja­
cobsoni has not yet been studied in all details. A detailed taxonomic description 
of the developmental stages of female and male mite is presented. The female 
develops from egg into larva, nymph I and nymph II. No deutonymph II has been 
found in the development of the males, so it is assumed that, like in some other 
parasitic mite species, this stage is missing in the development of Varroa jacobsoni 
males. It has been concluded from the morphology of the mouth parts that the 
adult male cannot parasitize the pupae nor adult bees and that it does not take in 
food during its short life.
Varroa jacobsoni; male; female; developmental stages; mouth parts

HARAGSIM, O. — SAMSlŇÁK, К. (Institut für wissenschaftlich-technische In­
formation der Landwirtschaft, Praha; Parasitologisches Institut der Tschechoslo­
wakischen Akademie der Wissenschaften, Praha): Entwicklungsstadien der Milbe 
Varroa jacobsoni Oudemans, 1904 (Acari: Dermanyssidae). Veter. Med. (Praha), 31, 
1986 (2) : 105-112.
Die Milbe Varroa jacobsoni Oudemans, 1904, ist ein gefährlicher Parasit, der sich 
in den letzten zwei Jahrzehnten in Europa sowie in weiteren Erdteilen weit ver­
breitet hat und die Bienenzucht stark gefährdet. Die rasche Ausbreitung des Pa­
rasiten wurde zu einem veterinärmedizinischen und imkerischen Problem in vielen 
Ländern der Welt. Die Entwicklung der Milbe Varroa jacobsoni ist immer noch 
wenig studiert. In der vorliegenden Arbeit werden die Entwicklungsstadien sowohl 
der Weibchen als auch der Männchen dieser Milbe taxonomisch ausführlich be­
schrieben. Das Weibchen entwickelt sich aus dem Ei in eine Larve, in die Nymphe I 
und Nymphe II. In der Entwicklung der Männchen gelang es nicht, die Deuto- 
nymphe zu entdecken. Es wird daher angenommen, daß, analog wie bei einigen 
anderen parasitären Milbenarten, dieses Stadium in der Entwicklung der Männchen 
der Varroa jacobsoni völlig fehlt. Aufgrund der Morphologie der Mundwerkzeuge 
kamen wir zu der Schlußfolgerung, daß ein reifes Männchen an Puppen oder reifen 
Bienen nicht schmarotzen kann und daß es während seines kurzen Lebens keine 
Nahrung aufnimmt.
Varroa jacobsoni; Männchen; Weibchen; Entwicklungsstadien; Mundwerkzeuge

Adresy autorů:
Ing. Oldřich H a r a g s i m, CSc., Üstav vědeckotechnických informaci pro země­
dělství, Slezská 7. 120 56 Praha 2
RNDr. Karel S a m š i ň á к, CSc., Parazitologickv ústav ČSAV, Papírenská 26, 
16000 Praha 6
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DYNAMIKA AMONIAKU A pH V MÄSE SKLADOVANOM 
V RÖZNYCH PODMIENKACH

J. Hrušovský, M- Šmirják, J. Garčár

HRUŠOVSKÝ, J. — ŠMIRJÁK, M. — GARCÁR, J. (Vojenský veterinárny do- 
školovací a výskumný ústav, Košice): Dynamika amoniaku a pH v mase skla- 
dovanom v rázných podmienkach. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 113-122.
V bravčovom a hovädzom mäse, ktoré bolo skladované pri dvoch róznych tep­
lotách, sme sledovali dynamiku amoniaku a pH v korelácii so senzorickými 
změnami. Zo skladovaného mäsa boli odoberané vzorky v intervaloch: pri 
teplote +3°C v 0., 12., 36., 60.. 84., 108. a 132. hodině a pri teplote +10 °C v 0., 
6., 24., 36., 54., 72. a 84. hodině. Vo vzorkách sme stanovili kvantitativný obsah 
amoniaku za použitia iónselektivnej elektrody; pH bolo stanovené potencio- 
metricky. Pri sledovaní dynamiky amoniaku sme zistili rozdielne hodnoty 
u jednotlivých druhov mäsa (bravčové a hovädzie) a evidovali sme priamu 
závislost hodnot amoniaku od teploty skladovania. Podobná závislost bola 
zistená aj u dynamiky hodnot pH. Senzorické změny u skladovaného mäsa 
prebiehali súbežne s dynamikou zmien hodnot amoniaku a pH. Uvedené uka- 
zovatele je možné využit na posúdenie stupňa prebiehajúcich biochemických 
zmien a vhodnosti suroviny pre výrobu konzerv, u ktorých sa předpokládá 
dlhodobé skladovanie. Výhodné je rýchle a objektivně stanovenie amoniaku 
iónselektívnou elektrodou a stanovenie pH pomocou kombinovanej sklenenej 
elektrody za použitia toho istého prístroja.
bravčové a hovädzie mäso; iónselektívna elektroda; senzorické změny

Maso a výrobky z nebo patria к nutričně najvýznamnejším a naj- 
drahším surovinám a potravinám a už od nepamáti boli vysoko cenenou 
surovinou a potravinou.

V mäse jatočných zvierat, ktoré patří medzi ^poměrně rýchlo sa ka- 
ziace suroviny, prebiehajú od okamžiku ukončenia života zvieraťa zloži- 
té biochemické procesy. Tieto procesy sa podieťajú na jednotlivých eta­
pách zmien až po hlbokú autolýzu, kedy sa mäso kadzí a znehodnocuje. 
Z technologického a hygienického hl'adiska je preto ipotrebné poznat' 
a určit stupeň biochemických zmien rozkladných procesov v mäse.

Sledováním stupňa rozkladných procesov a biochemických zmien 
v mäse a jeho jednotlivých zložiek sa zaoberali mnohí autoři. Z hlavných 
zložiek svalu sa po smrti zvieraťa najskor a najrýchlejšie odbúravajú 
energetické zložky, ktorých podstatná časť tvoří glykogén (Khan 
a Lentz, 1973). Vzájomným vzťahom medzi odbúravaním glykogénu 
a změnou pH mäsa sa zaoberali Š í c h o (1969), Mc Loughlin (1969) 
a Scopes (1971). Otázkami kvality mäsa vo vztahu к pH sa zaoberali 
aj Ingr (1977, 1981), Ingr a i. (1979). Navrhli merať pH mäsa po­
mocou kombinovanej sklenenej elektrody za použitia pH-metra.
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Štádiom amoniaku ako jedného z konečných produktov rozkladu 
bielkovín vo vztahu ku kvalitě mäsa v roznych podmienkach sa zaobe- 
rali viacerí autoři a podrobné ju rozpracoval Ingr (1975). Na kvan­
titativné stanovenie amoniaku sa v poslednom období využívá okrem 
iných metäd iónselektívna elektroda, použitím ktorej sa dosahujú vel­
mi dobré výsledky (Byrne a McCormack, 1978; Garside a i., 
1978; Moses a i., 1979; G a r č á r a i., 1981).

Cielom nasej práce bolo získat poznatky o dynamike biochemických 
zmien v mase jatočných zvierat sledováním vybraných ukazovatelov 
amoniaku a pH v korelácii so senzorickými změnami v roznych pod­
mienkach skladovania.

MATERIÁL A METÓDY

Vlastně experimenty a sledovanie sme vykonali u jatočného mäsa ošipaných 
a hovädzieho dobytka. Vzorky boli odobraté z vychladeného mäsa 24 hodin post 
mortem a analyzované na zistenie počiatočných hodnot amoniaku, pH a skutko­
vého posúdenia zmyslových znakov. V ďalšej fáze bolo maso skladované pri dvoch 
teplotách ( + 3°C a +10 °C). V priebehu skladovania boli obidva druhy mäsa podro­
bené laboratórnemu rozboru (amoniak, pH, senzorické hodnotenie). U skladovaného 
mäsa sme odběry vykonávali takto:

— u bravčového a hovädzieho mäsa skladovaného pri teplotě + 3°C pravidelné 
dvakrát denne po dobu šiestich dní (celkom 12 odberov po 10 vzorkách);

— u bravčového a hovädzieho mäsa skladovaného pri teplote +10 °C pravi­
delné trikrát denne po dobu štyroch dní (celkom 12 odberov po 10 vzorkách).

Vzorky sme odoberali tak, aby bola zabezpečená ich pomernosť a priemernosí 
v zmysle platných zásad; rozbory sme konali paralelné, pričom sme respektovali 
rovnaké svalové partie. Jednalo sa o gluteálnu svalovinu. pH sme stanovili v 10% 
mäsovom výluhu kombinovanou skleněnou elektrodou OP-08081 a prístrojom OP-264 
fy Radelkis (MLR). Amoniak sme stanovili iónselektívnou elektrodou ОР-МНз 7113 
a tým istým prístrojom (G a r č á r a i., 1981). Súbežne so stanovením kvantitativ­
ných ukazovatelov amoniaku a pH sme vzorky skladovaného mäsa hodnotili aj 
senzoricky, a to komisionálne s dórazom na postihnutie počiatočných zmien ka- 
zenia mäsa.

Pre statistické hodnotenie získaných výsledkov kvantitativného stanovenia amo­
niaku a stanovenia pH boli použité tieto charakteristiky: aritmetický priemer x, 
variačný koeficient v, dolná hranica intervalu spolahlivosti Li a horná hranica in­
tervalu spofahlivosti L2 pre hladinu významnosti 0,05 (Eckschlager, 1980).

VÝSLEDKY A DISKUSIA

V tab. I a na obr. 1 sú uvedené množstva amoniaku v bravčovom 
a hovädzom mäse skladovanom pri teplote +3°C. Z týchto hodnot je 
zřejmé, že množstvo amoniaku v bravčovom mäse vykazovalo z počiatoč- 
nej priemernej hodnoty až do 132. hodiny určitú dynamická závislost. 
Tento ukazovatel vykazoval kontinuálny, postupný, priemerný kvanti­
tativný vzostup z počiatočnej priemernej hodnoty 11,98 mg v 100 g 
v iniciálnom odbere к finálnej hodnotě 24,09 mg v 100 g v 132. hodině.

Kvantitativná analýza amoniaku v hovädzom mäse skladovanom pri 
tej istej teplote vykádzala z priemernej základnej odberovej hodnoty 
13,48 mg v 100 g, ktorá mala nevýrazná, postupné sa zvyšujácu projekciu 
až к terminálnej priemernej hodnotě 24,71 mg v 100 g v 132. hodině 
(tab. I, obr. 1).

Dynamogram amoniaku v bravčovom mäse skladovanom pri teplo­
te + 10 °C (tab. II, obr. 2) sme evidovali v priebehu sledovaného obdobia
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ohraničeného 84 hodinami z aspektu kvantitativného numerického roz- 
pätia. Kontinuálny vzostup hodnot tohto ukazovatela mal okrajové prie- 
rnerné hodnoty 12,12 a 34,54 mg amoniaku v 100 g vzorky.

Pri dynamické] analýze toho istého ukazovatel'a v hovädzom mäse 
skladovanom pri tej istej teplote (tab. II, obr. 2) bola východisková 
priemerná hodnota 14,30 mg v 100 g; v ďalšom priebehu sledovaného 
obdobia stupala bez výraznějších bilaterálnych kvantitativných výkyvov 
ku konečnému priemeru 38,70 mg v 100 g v 84. hodině pokusu.

Pokial' ide o kvalitu základnej suroviny, je dalším ukazovateřom 
pH, ktoré sme sledovali v tých istých surovinách a teplotných reláciách 
ako u amoniaku v uvádzaných časových súvislostiach.

U bravčového masa skladovaného pri teplote +3°Cv časovom úse­
ku 132 hodin vykazovala priemerná hodnota pH dynamický vzostup 
z počiatočnej hodnoty 5,52 к terminálnemu vyjadreniu hodnoty tohto 
ukazovatel'a 5,98 v 132. hodině pokusu [tab. Ill, obr. 3).

Pri dynamickom rozbore pH u hovädzieho masa skladovaného při 
tej istej teploty sme vychádzali z počiatočného priemeru 5,77, ktorý bol 
v dynamickej projekci] к terminálnemu časovému úseku 132 hodin li­
mitovaný priemerom 6,08 (tab. Ill, obr. 3).

Z aspektu hodnotenia pH bola analýza bravčového mäsa skladova­
ného pri teplote 4-10 °C prezentovaná okrajovými priemernými hodno­
tami 5,66 až 6,39 v rámci sledovaného obdobia, pričom bol evidentný po­
stupný vzostup hodnot к finálnemu časovému termínu v 84. hodině (tab. 
IV, obr. 4).

Pokial’ ide o spomínaný ukazovatel', vykazovalo hovädzie máso skla­
dované pri teplote +10 °C variačně rozpátie od 6,04 do 6,41, pričom bola 
zaznamenaná vzostupná numerická kontinuita (tab. IV, obr. 4].

Aj keď sú к dispozícii viaceré práce zaoberajúce sa vyjádřením 
kvality mäsa pomocou hodnot amoniaku, výsledky pokusov sú kvalita­
tivně rozdielne, čo vyplývá z roznych metodických postupov a cielov 
sledováni.

Pokial' ide o dynamické sledovanie hodnot tohto ukazovatel'a 
čerstvosti mäsa v podmienkach a rozsahu podobnom našim sledova- 
niam, nenašli sme v dostupné] literatúre žiadne zhodné práce. Preto 
možeme výsledky našich pozorovaní konfrontovat len s údajmi niekto- 
rých autorov a komplexně posúdenie vykonat na základe dynamických 
záznamov. Podobné ako Havelka (1967) a Ingr (1975) sme v na­
šich pokusoch evidovali rozdielne hodnoty amoniaku u jednotlivých 
druhov mäsa (bravčové, hovädzie) a priamu závislost hodnot amoniaku 
od teploty. Ak porovnáme námi zaznamenané hodnoty amoniaku u brav­
čového a hovädzieho mäsa skladovaného pri teplote + 3°C a vyšetřo­
vaného prvýkrát na začiatku skladovania a potom v uvedených časových 
intervaloch až do 132. hodiny s údajmi, ktoré uvádzajú Havelka 
(1967) a Klíma a i. (1966), spadajú do kategorie čerstvého mäsa 
s vyhovujúcimi zmyslovými vlastnosťami. Negativny kvalitatívny posun 
je evidentný u bravčového a hovädzieho mäsa skladovaného pri teplote 
+ 10 °C, kedy hodnoty amoniaku u hovädzieho mäsa temer o 24 hodin 
skór ako u bravčového mäsa dosahujú hranicu, v ktorej Klíma a i. 
(1966) a Havelka (1967) hodnotia mäso ako podozrivé zo začínajú- 
ceho sa kazenia.
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I. Dynamika hodnot amoniaku (mg v 100 g) v bravčovom a hovadzom mase, ktoré 
bolo skladované při teplote + 3°C — The changes in the ammonia content (mg per 
100 g) in pork and beef stored at a temperature of +3 °C

Ukazovatel'
Intervaly analýzy v hodinách

0 12 36 60 84 108 132

В 11,98 12,13 12,63 15,68 18,51 21,48 24,09
H 13,48 13,69 14,98 17,32 21,48 21,14 24,71

В 0,43 0,47 0,67 1,15 1,00 1,90 2,08

н 0,43 0,52 0,78 1,28 1,89 1,24 2,97

В 3,60 3,88 5,38 7,30 5,41 8,85 8,62
3,16 3,82 5,20 7,41 8,84 5,87 12,02 i

и
В 11,66 11,72 12,09 14,77 17,71 19,97 22,44
н 13,14 13,28 14,36 16,30 19,96 20,15 22,35

Li
в 12,3» 12,48 13,17 16,59 19,31 22,99 25,74 i

н 13,82 14,10 15,59 18,34 22,98 22,13 27,07

В - bravčové mäso 
H — hovädzie mäso

II. Dynamika hodnot amoniaku (mg v 100 g) v bravčovom a hovädzom mäse, ktoré 
bolo skladované pri teplote +10 °C — The changes in the ammonia content (mg per 
100 g) in pork and beef stored at a temperature of + 10 C

Ukazovatel
Intervaly analýzy v hodinách

0 6 24 36 54 72 84

В 12,12 12,36 14,74 15,90 22,31 28,05 34,54
H 14,30 14,97 15,72 21,12 24,84 33,09 38,70

В 0,41 0,64 0,53 0,57 1,03 1,13 1,80
H 0,39 0,74 0,87 1,26 1,56 3,14 1,91

В 3,36 5,19 3,58 3,56 4,63 4,09 5,21
H 2,73 4,92 5,54 5,97 6,27 9,49 4,95

Li
В 11,80 11,85 14,32 15,45 21,49 27,14 33,11

H 13,91 14,39 15,03 20,12 23,60 30,60 37,18

Li
B 12,44 12,87 15,16 16,35 23,13 28,96

H 14,61 15,55 16,41 22,12 26,08 35,58 40,22 k

В — bravčové mäso 
H — hovädzie mäso
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1. Dynamika hodnot amoniaku (mg v 100 g) v bravčovom a hovädzom mäse, ktoré 
bolo skladované pri teplote + 3°C — The changes in the ammonia content (mg per 
100 g) in pork and beef stored at a temperature of + 3°C

2. Dynamika hodnot amoniaku (mg v 100 g) v bravčovom a hovädzom mäse, ktoré 
bolo skladované pri teplote +10 °C — The changes in the ammonia content (mg per 
100 g) in pork and beef stored at a temperature of +10 °C
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III. Dynamika hodnot pH v bravčovom a hovädzom mäse, ktoré bolo skladované 
při teplote +3 °C — The changes in the pH values of pork and beef stored at 
a temperature of + 3°C

Ukazovatel'
Intervaly stanovenia v hodinách

i
0 12 36 60 84 108 132

X
В
H

5,52
5,77

5,52
5,72

5,43
5,60

5,55
5,66

5,62
5,80

5,65
5,94

5,98
6,08

s
В
H

0,03
0,04

0,04
0,06

0,03
0,03

0,04
0,05

0,04
0,04

0,05
0,04

0,05
0,05

v
В
H

0,51
0,77

0,69
1,04

0,59
0,48

0,77
0,88

0,67
0,72

0,92
0,73

0,75
0,90

Li
В
H

5,50
5,73

5,49
5,67

5,40
5,58

5,52
5,62

5,59
5,77

5,61
5,91

5,94
6,04

L»
В
H

5,54
5,81

5,55
5,77

5,46
5,62

5,58
5,70

5,65
5,83

5,69
5,97

6,02
6,12

В - - bravčové mäso
H hovädzie mäso

IV. Dynamika hodnot pH v bravčovom a hovädzom mase, ktoré bolo skladované 
pri teplote +10 °C — The changes in the pH values of pork and beef stored at 
a temperature of +10 °C

Ukazovatel
Intervaly stanovenia v hodinách

0 6 24 36 54 72 84

в 5,66 5,66 5,74 5,86 6,01 6,15 6,39
H 6,04 5,96 6,05 6,19 6,14 6,27 6,41

B 0,04 0,05 0,05 0,05 0,03 0,05 0,09
H 0,03 0,04 0,03 0,04 0,05 0,11 0,08

в 0,67 0,81 0,75 0,73 0,54 0,78 1,18
V

H 0,54 0,71 0,51 0,73 0,82 1,76 1,38 1

в 6,01 5,92 6,01 6,15 6,11 6,23 6,35
Li

H 5,64 5,63 5,72 5,85 5,97 6,06 6,32 ;

в 6,07 6,00 6,09 6,23 6,17 6,13 6,47
^2

H 5,68 5,69 5,76 5,86 6,05 6,24 6,46

В — bravčové mäso 
H — hovädzie mäso
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3. Dynamika hodnot pH v bravčovom a hovädzom mäse, ktoré bolo skladované pri 
teplote +3°C — The changes in the pH values of pork and beef stored at a tem­
perature of +3 °C

4. Dynamika hodnot pH v bravčovom a hovädzom mäse, ktoré bolo skladované pri 
teplote +10 °C — The changes in the pH values of pork and beef stored at a tem­
perature of +10 °C
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Dalším ukazovateTom kvality mäsa, v literatúre široko diskutovaným 
poklať ide o numerické rozpätie v rámci jednotlivých kvalitatívnych 
skupin zatriedenia, je pH, ktoré može byť ovplyvnené celým radom 
rozličných faktorov. V našich sledovaniach sme evidovali tak u bravčo- 
vého, ako aj u hovädzieho mäsa při obidvoch teplotách skladovania 
postupný vzostup tohto ukazovatela. Ak však porovnáme evidované 
hodnoty v rámci sledovaných časových intervalov, vidíme, že při skla- 
dovacej teplote + 3°C spadajú v celom rozsahu stanovení do škály 
charakterizujúcej hodnotené mäso vhodné na spracovanie (Smoro­
din c e v, 1957; M u 1 a č, 1962). Podobné je tomu aj u hovädzieho 
a bravčového mäsa skladovaného pri teplote +10 °C, kde však hodnoty 
zodpovedajú uvedenému kvantitativnému zatriedeniu po 72. hodinu u ho­
vädzieho a po 54. hodinu u bravčového mäsa.

Ak máme hodnotit senzorické vlastnosti bravčového mäsa sklado­
vaného pri teplote + 3°C v porovnaní so senzorickými vlastnosťami 
bravčového mäsa skladovaného pri teplote +10 °C, možeme konštatovať, 
že při teplote + 3°C si udržalo vlastnosti mäsa zrelého až do 132. hodiny 
skladovania a počiatočné příznaky rozkladu neboli do uvedeného časo­
vého intervalu zistené. Pri teplote +10 °C vykazovali vzorky typické 
příznaky zrelého mäsa do 72. hodiny skladovania. Po tomto časoivom 
intervale boli zaznamenané počiatočné příznaky rozkladu.

Pri hodnotení senzorických vlastností hovädzieho mäsa skladova­
ného pri teplote + 3°C sme evidovali charakteristické znaky zrelého 
mäsa bez príznakov počiatočného rozkladu až do 132. hodiny, avšak pri 
teplote +10 °C vykazovali vzorky typické znaky zrelého mäsa len do 
72. hodiny, kedy sa objavili prvé počiatočné příznaky rozkladu.

Experimentálnym sledováním dynamiky amoniaku sme zistili, že 
s dlžkou doby skladovania hovädzieho a bravčového mäsa stupa obsah 
amoniaku v závislosti od teploty skladovania, pričom jeho hodnoty ko- 
relujú so senzorickým hodnotením. Amoniak je možné využit ako jeden 
z objektívnych ukazovateTov stupňa čerstvosti mäsa v nadväznosti na 
senzorické hodnotenie pře posúdenie kvality suroviny a jej vhodnosti 
na technologické spracovanie do konzerv určených pre dlhodobé skla- 
dovanie. Pri komplexnom posúdení suroviny je možné ako jeden z dal­
ších doplňujúcich ukazovateTov využit aj stanovenie pH.
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ГРУШОВСКИ, Й. — ШМИРЯК, M. — ГАРЧАР, Я (Военный ветеринарный, подго­
товительный и научно-исследовательский институт, Кошице): Динамика аммиака и pH 
в мясе а разных условиях хранения. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 113-122.
В свинине и говядине, хранимых в условиях двух температурных уровней, опре 
деляли динамику аммиака и pH в увязке с органолетническими изменениями. Из 
мяса брали образцы в интервалах: при + 3°С в 0, 12, 36, 60, 84, 108 и 132 час.; при 
-НО °C — в 0, 6, 24, 36, 54, 72 и 84 час. В образцах определяли содержание аммиака 
с помощью ионселективного электрода; pH определяли потенциометрическим спосо ­
бом. Определяя динамику аммиака, установили разные значения у отдельных видов 
мяса и отметили, что значения аммиака прямо пропорциональны температуре хране­
ния. Подобная зависимость установлена и у динамики величин pH. Упомянутые изме­
нения хранимого мяса протекали параллельно с динамикой изменений величин 
аммиака и pH. Эти показатели могут служить для оценки степени протекающих биохи­
мических изменений и пригодности сырья для производства консервов длительного 
хранения. Преимущество усматривается в быстром и обьективном определении аммиа­
ка с помощью ионселективного электрода и pH с помощью комбинированного стеклян­
ного электрода на том же аппарате.
свинина и говядина; ионселективный электрод; органолептические изменения

HRUŠOVSKÝ. J. — ŠMIRJÁK. М. — GARCÁR, J. (Military Veterinary Research 
and Extension Institute, Košice): Ammonia Content and pH Values of Meat Stored 
under Different Conditions. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 113-122.
The changes in ammonia content and pH values in beef and pork stored at dif­
ferent temperatures were studied in relation with sensory changes. Samples were 
taken from the stored meat at a temperature of +3°C in the Oth, 12th, 36th, 60th. 
84th, 108th and 132nd hour and at a temperature of +10 °C in the Oth, 6th, 24th. 
36th. 54th. 72nd and 84th hour. The quantity of ammonia in the samples was de­
termined by means of an ion-selective electrode. The pH value was determined 
potentiometrically. The kinds of meat (pork, beef) differed in the development of 
ammonia content. Ammonia content was found to be directly dependent on storage 
temperature. A similar relation was observed in the development of pH values. 
The sensory changes of stored meat were parallel to the changes in ammonia levels
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and pH values. The results can be used for an evaluation of the degree of bio­
chemical changes in the meat and of the fitness of the raw material to the pro­
duction of tins for long storage. Advantageous points are seen in the rapid and 
objective determination of ammonia content by the ion-selective electrode and the 
determination of the pH value by means of the combined glass electrode with the 
aid of the same apparatus.
pork and beef; ion-selective electrode; sensory changes

HRUŠOVSKÝ, J. — ŠMIRJÁK, M. — GARCÄR, J. (Militärinstitut für veterinär­
medizinische Fortbildung und Forschung, Košice): Ammoniak- und pH-Dynamik 
im Fleisch, unter verschiedenen Lagerungsbedingungen. Veter. Med. (Praha), 31, 
1986 (2) : 113-122.
In Schweine- und Rindfleisch, das unter zwei verschiedenen Temperaturen gelagert 
wurde, untersuchten wir die Dynamik des Ammoniaks und des pH im Zusammen­
hang mit sensorischen Veränderungen. Von dem gelagerten Fleisch wurden Proben 
in folgenden Intervallen entnommen: bei der Temperatur von + 3°C in der 0., 12., 
36., 60., 84., 108. und 132. Stunde; bei der Temperatur von +10 °C in der 0., 6., 24., 
36., 54., 72. und 84. Stunde. In den entnommenen Fleischproben wurde der quanti­
tative Ammoniakgehalt u. zw. unter Anwendung einer selektiven lonenelektrode 
ermittelt; der pH-Wert wurde potentiometrisch bestimmt. Bei den Untersuchungen 
der Ammoniakdynamik stellten wir unterschiedliche Werte bei den einzelnen 
Fleischarten fest (Schweine- und Rindfleisch) und wir verzeichneten eine direkte 
Abhängigkeit der Ammoniakwerte von der Lagerungstemperatur. Eine analoge 
Abhängigkeit, wurde auch in bezug auf die Dynamik der pH-Werte festgestellt. Die 
sensorischen Veränderungen am gelagerten Fleisch verliefen parallel mit der Dy­
namik der Veränderungen der Ammoniak- und der pH-Wert. Die angeführten Pa­
rameter können zur Beurteilung des Grades der verlaufenden biochemischen Ver­
änderungen und der Tauglichkeit des Rohstoffes zur Konservenherstellung, wo eine 
lange Lagerungszeit vorausgesetzt wird, genutzt werden. Die rasche und objektive 
Ammoniakbestimmung mittels der selektiven lonenelektrode sowie die pH-Bestim­
mung mit Hilfe einer kombinierten Glaselektrode unter Anwendung desselben 
Apparats, erweisen sich als vorteilhaft.
Schweine- und Rindfleisch; selektive lonenelektrode; sensorische Veränderungen

Adresa autorov:
Prof. MVDr. Jozef Hrušovský, DrSc., MVDr. Marián Š m i r j á к, ing. Ja­
roslav Garčár, Vojenský veterinárny doškolovací a výskumný ústav, Kukučí- 
nova 2, 041 15 Košice
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VAKCINACE FRETEK (PUTORIUS FŮRO) PROTI VZTEKLINĚ
TKÁŇOVOU VAKCÍNOU

O. Matouch, J. Doušek

MATOUCH, O. — DOUŠEK, J. (Státní veterinární ústav, Liberec): Vakcinace 
fretek (Putorius fůro) proti vzteklině tkáňovou vakcínou. Veter. Med. (Praha), 
31, 1986 (2) : 123-128.
Na 15 fretkách (Putorius furo, L. 1758) jsme studovali možnost použité živé 
tkáňové antirabické vakcíny z kmene Vnukovo-32, vyráběné v n. p. Bioveta, 
Ivanovice na Hané. Za 21 den po aplikaci 3 ml vakcíny s. c. byl zjištěn prů­
měrný titr virusneutralizačních protilátek 1 : 71,4 a po podání 1 ml s. с. a 1 ml 
i. m. činil průměrný titr 1 : 20.6, resp. 1 : 15,6. Celenžní test byl proveden za 
52 týdny po vakcinaci* dávkou 1Ó5 MICLDso uličního viru vztekliny, aplikova­
nou i. m. do krční svaloviny. Všechna vakcinovaná zvířata přežila. Experi­
menty prokázaly dobrou snášenlivost a plnou chráněnost zvířat vůči zátěžové 
infekci uličním virem vztekliny po dobu jednoho roku. Jako dostačující se 
ukázala dávka 1 ml vakcíny ředěné podle návodu, aplikovaná s. c. nebo i. m. 
virusneutralizační protilátky; chráněnost; čelenžní test; dávkování

Imunoprofylaxe vztekliny je od dob Luise Pasteura nejvýznamnější 
a nejefektivnější metodou v boji proti této nebezpečné nákaze.

Profylaktická antirabická imunizace psů, koček a hovězího dobytka 
sehrála rozhodující roli při tlumení urbánní vztekliny a dodnes má mi­
mořádný význam při ochraně domácích a hospodářských zvířat.

V průběhu let se desítky pracovišť zabývaly zdokonalováním a vý­
vojem stále nových typů antirabických vakcín a bádání na tomto úseku 
představuje samostatný obor v rámci výzkumu vztekliny.

Adaptace viru vztekliny a jeho pasážování na extraneurálních buň­
kách (Kissling, 1958) otevřelo cestu к výrobě tkáňových antirabic­
kých vakcín v různých modifikacích a s různými kmeny (Fen je, 
1960; Selim o v a Aksenova, 1965; Lang aj., 1969; Wiktor 
aj., 1969 a další).

Tkáňová vakcína vyvinutá v Sovětském svazu na bázi kmene Vnu­
kovo-32 se ukázala být vysoce imunogenní a areaktivní jak u lidí (Se- 
limov aj., 1969), tak u zvířat (Vrtiak aj., 1972).

Také v CSSR byl v Biovetě Ivanovice na Hané propracován a vy­
zkoušen výrobní postup živé tkáňové vakcíny z kmene Vnukovo-32 na 
buněčné linii BHK-21 (Procházka a C h u m e 1 a, 1981) a preparát 
byl zaveden do výroby. Vakcína postupně nahrazuje starší typy vakcín 
a je široce a úspěšně používána ve veterinární praxi, hlavně při očko­
vání psů, koček a skotu, ale dosud nebyla použita u kožešinových zvířat, 
jejichž faremní chovy jsou za současné nákazové situace vzteklinou rov-
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něž ohroženy. Obecným požadavkem při zavádění nové vakcíny je i její 
vyzkoušení u každé kategorie zvířat, pro kterou přichází použití prepará­
tu v úvahu, včetně čelenžního testu (Davidson, 1975).

Cílem našeho experimentu bylo ověřit u fretek, jako modelového 
kožešinového zvířete, snášenlivost, dávkování, způsob aplikace, proti- 
látkovou odezvu a chráněnost v čelenžním testu.

MATERIAL a metody

POKUSNÁ ZVÍŘATA

V experimentu bylo použito 18 fretek (Putorius fůro), 12 samců a 8 samic ve 
věku 8 až 24 měsíce. Zviřata nebyla před tím vakcinována proti vzteklině a v sé­
rech odebraných před zahájením pokusu nebyly prokázány antirabické protilátky.

Pro titraci viru a stanovení titru protilátek bylo použito laboratorních myší, 
kmen Swiss albino vlastního chovu, o hmotnosti 10 až 14 g, obojího pohlaví.

IMUNIZACE

К vakcinaci byla použita komerční vakcina proti 'vzteklině tkáňová, výrobek 
Biovety Ivanovice na Hané, op. č. V-231081.

Zvířata byla rozdělena po pěti kusech do tří skupin. První skupina obdržela 
dávku 3 ml vakcíny s. c., druhá skupina I ml s. c. a třetí skupina 1 ml i. m.

SÉROLOGICKÉ VYŠETŘENÍ

Za 21 dní po aplikaci vakcíny bylo v éterové narkóze odebráno kardiálni 
punkcí od všech zvířat 3 až 5 ml krve.

Titr protilátek byl stanoven virus-neutralizačním testem, metodou, kterou uvá­
dí Atanasiu (1973). Séra byla ředěna v poměru 1 : 5, 25, 125, 625 a do reakce 
bylo použito 20 až 56 MLDso kmene CVS. Titr protilátek PDso byl vypočten metodou 
podle Spearmana-Kárbera, jak ji uvádějí Lorenz a Bögel (1973).

CELENŽNÍ TEST

Zátěžová infekce byla uskutečněna za 12 měsíců po aplikaci vakcíny u všech 
tří skupin a u tří kontrolních zvířat nevakcinovaných. Všechna zvířata obdržela 
i. m. hluboko do šíjové svaloviny dávku 100 000 myších i. c. LDso. Celenžní virus, 
kmen L-5925, byl připraven jako 20% originální suspenze slinné žlázy přirozeně 
infikované lišky. Pozorovací doba byla osm týdnů.

PRÜKAZ VIRU

Specifita úhynu myši v titracich a fretek v čelenžním testu byla kontrolována 
imunofluorescenčním vyšetřením mozků (Dean a A b e 1 s e t h, 1973) na pří­
tomnost vzteklinového antigenu.

VÝSLEDKY

Získané výsledky potvrdily velmi dobrou snášenlivost aplikované 
vakcíny. Lokální reakce v místě vpichu ani celková alterace zdravotního 
stavu nebyly pozorovány ani u jedné skupiny, kožky nebyly poškozeny.

Nejvyšší titry antirabických protilátek byly prokázány u první sku­
piny zvířat (3 ml vakcíny s. c.], a to v rozpětí 1 : 37 až 1 : 125 s průměr­
ným titrem 1: 71,4.
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I. Titty antirabických protilátek u fretek po vakcinaci tkáňovou vakcínou — Titres 
of rabies antibodies in ferrets after vaccination with the tissue vaccine

Skupina Zvíře 
číslo

Způsob 
aplikace Dávka Titr PDso 

(21 den)
Průměrná 
hodnota

1 s. c. 3 ml 1 : 37
2 s. c. 3 ml 1 : 83

I. 3 s. c. 3 ml 1 : 125 1 : 71,4
4 s. c. 3 ml 1 : 56
5 s. c. 3 ml 1 : 56

6 s. c. 1 ml 1:11
7 s. c. 1 ml 1 : 25

II. 8 s. c. 1 ml 0 1 : 20,6
9 s. c. 1 ml 1 : 56

10 s. c. 1 ml 1 : 11

11 i. m. 1 ml 1 : 11
12 i. m. 1 ml ■ 0

III. 13 i. m. 1 ml 1 : 25 1 : 15,6
14 i. m. 1 ml 1 : 5

1 15 i. m. 1 ml 1 : 37

U druhé skupiny (1 ml s. e. ] byly titry virus-neutralizačních protilá­
tek v rozsahu 1 : 11 až 1: 56, přičemž u zvířete č. 8 nebyly ani opako­
vaně protilátky prokázány. Průměr PDso byl 1 : 20,6.

Obdobné výsledky byly u třetí skupiny [1 ml í.m.), u níž se zjištěný 
titr protilátek pohyboval v rozmezí od 1 : 11 do 1 : 37. Také v této sku­
pině byl nulový titr u zvířete č. 12. Průměrná hodnota PDso činila 1 : 
: 15,6. Přehled výsledků je uveden v tab. I.

Celenžní test prokázal 100% chráněnost u všech tří skupin očkova­
ných pokusných zvířat. Ze tří kontrolních zvířat uhynula dvě po inku- 
bační době 19 až 21 dní. Klinická fáze trvala tři dny a byla charakterizo­
vána anorexií, neklidem a parézami. Celkový obraz odpovídal paraly­
tické formě bez výrazné agresivity. Třetí zvíře, samec 24 měsíce starý, 
přežil bez známek onemocnění pozorovací dobu osmi týdnů.

DISKUSE

Tkáňová vakcína z kmene Vnukovo-32 vykazovala již v dřívějších 
ověřovacích pokusech slibné výsledky při imunizaci různých druhů zvířat 
(Švrče к aj., 1973, 1975; Procházka a Chume 1 a, 1981) i při 
porovnání imunogenní aktivity se zahraničními preparáty (Čuper a, 
1975). Také v našich pokusech se potvrdila dobrá snášenlivost a mož­
nost používat preparát u kožešinových zvířat — fretek.

Po aplikaci vyšší dávky (3 ml s. c.) byly sice získány vyšší titry, 
ale sérokonverze byla prokázána i po aplikaci 1 ml. Zjištěné hodnoty
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titrů jsou v korelaci s výsledky získanými při testaci vakcín stejného 
typu u jiných druhů zvířat (Brown aj., 1968; Švrček aj., 1975; 
Barth a Jaeger, 1977; Augustinský aj., 1983).

V čelenžním testu, provedeném za 52 týdny po vakcinaci, byla pro­
kázána 100% chráněnost bez ohledu na iniciální titr protilátek. U dvou 
jedinců (č. 8 a 12) nebyly specifické protilátky po vakcinaci prokázány 
a přesto zvířata přežila zátěžovou infekci. O stejném fenoménu chráně- 
nosti bez prokázaných protilátek u psů a koček referují Neukirch 
aj. (1978). Tyto nálezy svědčí o tom, že imunitní stav organismu je prav­
děpodobně determinován vedle humorálních protilátek i dalšími me­
chanismy na buněčné úrovni.

Před uskutečněním zátěžové Infekce za 12 měsíců po vakcinaci bylo 
záměrně upuštěno od .opětovné titrace protilátek pro značné riziko úhynu 
zvířat při odběru krve kardiální punkcí. Pokus byl zaměřen hlavně na 
praktické ověření chráněnosti proti infekci uličním virem lyssy.

Celenžní dávka viru byla zvolena záměrně značně vysoká, neboť již 
dříve bylo referováno o určité rezistenci fretek к viru vztekliny při po­
rovnání s liškami (Blancou aj., 1979). Také v našich pokusech, na­
vzdory použité dávce (105 MLDso), jeden samec z kontrolní skupiny po 
infekci v pozorovací době neonemocněl. U zbývajících dvou zvířat byla 
inkubační doba i klinický průběh zhruba v souladu s nálezy francouz­
ských autorů (Blancou aj., 1982), kteří studovali experimentální in­
fekci fretek virem vztekliny.
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МАТОУХ, О. — ДОУСЕК, Й. (Государственный ветеринарный институт, Либерец): 
Вакцинирование хорька (Putorius furo) против бешенства с помощью тканевой 
вакцины. Veter. Med. (Praha), 31. 1986 (2) : 123-128
На 15 хорьках (Putorius furo, L. 1758) испытывали возможность применения живой 
тканевой антирабической вакцины штамма Внуково-32, выпускаемой предприятием 
Биовета, Ивановице-на Гане. Через 21 день после прививки 3 мл вакцины подкожно 
установили средний титр вирусонейтрализующих антител в размере 1 :71,4, а после 
введения 1 мл подкожно и 1 мл внутримышечно средний титр составил 1 : 20,6 
и 1 : 15,6. Тест на заражение провели через 52 недели после прививки дозы 105 
MICLDso уличного вируса бешенства внутримышечно в шейную мышцу. Все вакци­
нированные животные выжили. Опыты показали удовлетворительную толерантность 
и полную защищенность животных от заражения уличным вирусом бешенства в те­
чение года. Достаточной представляется доза 1 мл вакцины в разбавлении по пред­
писанию в подкожном или внутримышечном проведении.
вирусонейтрализующие антитела; защищенность; нагрузочный тест; дозировка

MATOUCH. О. — DOUŠEK, J. (State Veterinary Institute, Liberec): Vaccination 
of Ferret (Putorius furo) with Tissue Rabies Vaccine. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 
(2) : 123-128.
The use of live tissue rabies vaccine from Vnukovo-32 strain produced by the Bio- 
veta National Corporation at Ivanovice na Hané was tested on 15 ferrets (Putorius 
furo L. 1758). The 21st day after subcutaneous application of 3 ml of vaccine, the 
average titre of virus-neutralizing antibodies was 1 : 71.4, and after subcutaneous 
and intramuscular application of 1 ml of vaccine the average titre was 1 : 20.6 and 
1 : 15.6, respectively. The challenge test was performed 52 weeks after vaccination: 
a dose of 105 MICLDso of the street rabies virus was applied i. m. to the neck 
muscle. All the vaccinated animals survived. As indicated by the results of the 
trials, a good tolerance and full immunity of vaccinates to the infection with the 
street rabies virus was maintained for one year. 1 ml of vaccine diluted according 
to instructions and applied s. c. or i. m. was found to be sufficient.
virus-neutralizing antibodies; immunity; challenge test; dosage
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MATOUCH, О. — DOUŠEK, J. (Staatliches veterinärmedizinisches Institut, Libe­
rec): Vakzinierung von Frettchen (Putorius furo) gegen Tollwut mittels Gewebe­
vakzine. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (2) : 123-128.
An 15 Frettchen (Putorius furo, L. 1758) studierten wir die Anwendungsmöglich­
keit einer antirabischen Lebendgewebe-Vakzine aus dem Stamm Vnukovo-32, die 
im volkseigenen Betrieb BIOVETA, Ivanovice na Hané, hergestellt wird. Nach 
21 Tagen nach der Applikation von 3 ml Vakzine s. c. wurde ein mittlerer Titer 
der Virusneutralisierungsantikörper von 1 :71,4 festgestellt und nach einer Appli­
kation von 1 ml s. c. und 1 ml i. m. betrug der mittlere Titer 1 : 20,6. bzw. 1 : 15,6. 
Der Challenge-Test wurde nach 52 Wochen nach der Vakzinierung mit einer Dosis 
von 105 MICLDso des in die Halsmuskulatur i. m. applizierten Tollwut-Straßenvirus 
vorgenommen. Die Experimente wiesen eine gute Verträglichkeit und völlige Immu­
nität der Tiere gegenüber der Belastungsinfektion durch das Tollwut-Straßenvirus 
im Zeitraum von einem Jahr nach. Als ausreichend erwies sich die Dosis vom 1 ml 
der laut Gebrauchsanweisung verdünnten Vakzine, bei s. c. oder i. m. Applikation.
Virusneutralisierungsantikörper; Immunität; Challenge-Test; Dosierung
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