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OBSERVATION OF ROBERTSONIAN TRANSLOCATION
IN A CATTLE POPULATION

NÁLEZ ROBERTSONOVEJ TRANSLOKÁCIE V CHOVE HOVÄDZIEHO
DOBYTKA

В. Holečková, I. Šutiaková, N. Pijáková

Research Institute of Experimental Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: Robertsonian translocation (centric fusion) is one of the most frequent types of chromosome aberrations found 
in cattle. Observing the health state of a group of dairy cows in the fallout region of a metallurgical plant, centric fusion of 
chromosomes was discovered in one animal. Chromosome fusion is supposed within pairs 13-24 (dicentric translocation). 
Although the finding was started in a commercial flock, it is rather interesting from the viewpoint of the R. translocation type 
and because of the fact that the father of this dairy cow (bull NOM-37) had been used in insemination for several years and 
his semen is still preserved for further use.

cattle; chromosome; Robertsonian translocation

ABSTRAKT: V práci smc sa zaoberali nálezom chromozómovej aberácie typu centrickej fúzie, zistenej ujednej zo skupiny 
cytogeneticky vyšetřovaných dojnic. Na fúzovaných chromozómoch sme identifikovali dva bloky heterochromatínu. Jedná 
sa o dicentrický typ fúzie, pravděpodobně v rámci 13.-24. páru.

dobytok; chromozómy; Robertsonova translokácia

ÚVOD

Robertsonova translokácia (R. t.) je jeden z najfrek- 
ventovanejších typov aberácií chromozómov zisťovaný 
u dobytka. Najznámejšou a najlepšie preštudovanou je 
u chromozómov 1 a 29 (R. t. 1/29). Okrem nej bolo 
u dobytka zistených najmenej 24 róznych Robertsono- 
vých translokácií (Eldridge, 1985).

V našej práci sme sa zaoberali translokáciou chro­
mozómov u jednej zo skupiny dojnic, ktorá bola cyto­
geneticky vyšetřená v rámci dlhodobého sledovania 
zdravotného stavu dobytka zo spádovej oblasti Výcho­
doslovenských železiarní a. s.

MATERIÁL A METODY

V jesennom období roku 1991 sme v rámci sledova­
nia zdravotného stavu dojnic zo spádovej oblasti VSŽ 
a. s. urobili cytogenetické vyšetrenia 12 zvierat z užit­
kového chovu v lokalitě Velká Ida.

Dojnica s neskór zisteným nálezom Robertsonovej 
translokácie (ušné číslo 00136, nar. 13. 8. 1984, SNČ 
50 %) bola dcérou býka NOM-37 (nar. 10. 12. 1981) 
a matky s ušným číslom 32 432 (t. č. vyřaděná z chovu).

Vzorky krvi sme odobrali z vena jugularis zvieraťa 
do heparinizovaných skúmaviek. 0,25 ml heparinizova- 
nej periférnej krvi sme přidali do kultivačného média 
GPM-1 (MEM, laktalbumínhydrolyzát, rastové protei­
ny GPBoS-10%, NaHCOj - ÚSOL, Praha). Kultivačné 
médium ďalej obsahovalo: fytohemaglutinín HA 15

(Welcome) - 2.5 % z celkového objemu média, 
100 p.g/ml streptomycínu, 100 m. j./ml penicilínu. Kul- 
túry boli kultivované 48 h v biologickom termostate pri 
teplote 38 °C. Delenie buniek sme zastavili kolchicí- 
nom (Fluka) vo finálnej koncentrácii 100 pg/ml 15­
20 minut před ukončením kultivácie.

Preparáty sme připravili metodou podlá autorov 
Moorhead a i. (1960). Farbili sme ich konvenčnou 
farbiacou metodou a ďalšími metodami, potřebnými 
к identifikácii konstitutivného heterochromatínu - C- 
-pruhovanie (Sumner, 1972) a párov homologických 
chromozómov - GTG-pruhovanie (Stejskalová 
a i., 1988).

Pomocou světelného mikroskopu sme vyhodnotili 
100 konvenčně zafarbených mitóz v c-metafáze, 25 meta- 
fázových buniek ofarbených G-pruhovacou metodou a 50 
metafázových buniek ofarbených C-pruhovacou metodou.

Karyotypy boli zostavené pódia doporučenia konfe- 
rencie v Readingu (Anonymus, 1976), nomenklatury 
Li n a i. (1977) a ISCNDA (Anonymus, 1989).

VÝSLEDKY A DISKUSIA

Po vyhodnotení 100 konvenčně zafarbených c-meta- 
fáz sme v 100 % prípadov zistili Robertsonovu trans- 
lokáciu chromozómov v hererozygotnom stave. Di- 
ploidný počet chromozómov bol 59, XX, (obr. 1).

Přítomnost’ dvoch blokov heterochromatínu v oblasti 
centromér C-pruhovaných chromozómov naznačuje dicen­
trický typ fúzie (obr. 2). Napriek využitiu GTG-pruhovacej
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1. Konvenčně zafarbená metafáza krávy nositeFky Robertsonovej 
translokácie v heterozygotnom stave; 59, XX, t - Conventionaly 
stained metaphase of R. translocation bearing cow in the heterozy­
gous state; 59, XX, t

2. Metafáza krávy s Robertsonovou translokáciou zafarbená 
metodou C-pruhovania chromozómov; 59, XX, t - Metaphase 
stained by C-banding of chromosomes of the R. translocation-bear­
ing cow; 59, XX, t

metody sa nám nepodařilo s istotou identifikovat chromo­
zómy podieFajúce sa na tomto type translokácie. Předpok­
ládáme, že by mohlo ísť o chromozómy 13.-24. páru.

Dicentrický typ translokácie 14/24 popísal u podol­
ského dobytka D i Bernardino a i. (1979). E I - 
d r i d g e (1985) uvádza v prehFade róznych typov trans- 
lokácií chromozómov aj translokáciu typu 13/21 
u plemena holštajnsko-frízskeho, 14/20 u plemena švaj- 
čiarsko-simentálskeho a 11/20 u dobytka nasej proveni- 
encic. Uvedený autor poukazuje na fakt, že v mnohých 
prípadoch neboli použité bandovacic metody, takže ohý­
bala presnejšia identifikácia zúčastněných chromozómov. 
Až po konferencii v Readingu holá napr. presnejšie dete­
kovaná centrická fúzia chromozómov 13 a 21 ako trans- 
lokácia typu 14/20. C- a G-pruhovanie odhalili dva bloky 
heterochromatínu v primárnej konstrikcii metacentrické- 
ho chromozómu vzniknutého translokáciou.

Na základe poznatkov o dědičnosti Robertsonovej 
translokácie zapríčinenej centrickou fúziou dvoch akro- 
centrických chromozómov (ktorá sa prenáša z heterozy- 
gotných rodičov na ich potomstvo ako dominantná) sa 
očakáva, že polovica potomstva má ten istý typ R. t. ako 
rodičia (Miyake, 1991). Je možné předpokládat', že 
dcéra 00136 získala translokáciu od svojho otea-býka 
NOM-37, ktorý ju počas pósobenia v reprodukčnom pro­
cese odovzdal svojím potomkom. Zistili sme, že uvedený 
býk pósobil viac rokov v inseminácii, potom bol odpora- 
zený a jeho semeno uskladněné hlbokým zmrazením. 
Z dovodov obliažneho získania přesných podkladov 
o distribuci! ďalších potomkov býka (ako aj potomkov 
dojnice s nálezom) do róznych užitkových chovov sa nám 
uvedenú domnienku nepodařilo potvrdit’.

Napriek tomu, že v porovnaní s R t. 1/29 sa iné 
typy translokácií zvyčajne vyskytujú v nízkých fre- 
kvenciách, bolo by zaujímavé sledovat’ ich distribúciu

v chovoch, připadne ich súvislosť s výskylom nežiadú- 
cich znakov, najma ak sa nájdu u hospodářských zvie- 
rat používaných v plemenitbe.
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POSSIBILITIES OF ELIMINATION OF MAGNESITE LIGHT ASHES
IMPACTS IN BEEF BULLS

MOŽNOSTI ELIMINÁCIE PÓSOBENIA MAGNEZITOVÝCH ÚLETOV
U VÝKRMOVÝCH BÝKOV

J. Bíreš1, P. Bartko1, F. Jenčík1, T. Weissová1, M. Jesenská1, M. Bírešová2

1 University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic
"Institute of Experimental Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: The objective of the paper was to test efficiency of feed ration enriched with calcium, phosphorus salts and 
fat concentrate for elimination of negative impacts of magnesite light ashes in beef bulls kept in an exposure area of magnesite 
works. For this purpose, 24 animals received a feed mix fortified with dicalcium phosphate at a rate of 100 g per head/day 
for eight months (Pl group) and another group of 24 bulls were administered a feed mix with an addition of 8% corn fat 
concentrate (P2 group). The other 24 animals were control (control group K). The clinical picture involved the occurrence 
of mild to profuse diarrheas which were alternately characteristic of all animal species in the first two months of the trial. 
Feed intake of the investigated groups was equal. Supplementation of feed ration with dicalcium phosphate and corn concen­
trate increased the weight gains of experimental animals in comparison with control bulls, the increase being 13.2 and 24.5%, 
resp. In comparison with the control bulls, the intake of the above supplements did not basically influence the dynamics of 
hematological profile indicators in the experimental bulls (Figs. 1-4). As for the parameters of hepatic profile, in the 3rd 
month of testing AST activity was positively influenced in both experimental groups if compared with the control group 
(P < 0.01), Fig. 5, and at the end of observation ALT activity in P2 group (P < 0.01), Fig. 6. Bilirubinemia dynamics did 
not change in the investigated groups after administration of either supplement (Fig. 9). ALP activity maintained statistically 
insignificantly higher values in the control animals in the second half of the trial, which demonstrated impairment of mineral 
metabolism in this group (Fig. 8). Significant differences in IgC levels between the control and experimental groups were 
confirmed in the 3rd month of the trial (P < 0.01), Fig. 12. In comparison with the control animals, the effect of dietary 
dicalcium phosphate supplementation in the experimental group Pl and dietary fat extract supplementation in the P2 group 
was observed in Ca, P and Mg concentrations to a more significant extent in the examined organs as well as in blood serum 
(Tabs. I-V). Except in spleen, there was a trend of higher cumulation of Ca in all the examined organs of bulls receiving 
dicalcium phosphate supplement. Phosphorus cumulation showed the same dependence upon dicalcium phosphate intake in 
the examined organs. Mg deposition in all examined organs showed minimum differences between the experimental groups 
and control animals. The response of Fe, Cu and Zn concentrations in blood serum and examined organs of the experimental 
animals was minimum to dietary dicalcium phosphate and fat extract while the significant differences determined between 
the experimental groups and control group during testing did not reveal any explicit relationship.

beef cattle; magnesite light ashes; elimination of negative effect; dicalcium phosphate; corn extract

ABSTRAKT: Ciefom práce bolo overiť účinnost* kfmnej dávky obohatenej sofami vápnika, fosforu a tukovým koncentrátom 
pri eliminácii negativného pósobenia magnezitových úletov u výkrmových býkov chovaných v exponovanej oblasti magne- 
zitových závodov. Za tým účelom dostávalo 24 zvierat počas ósmich mesiacov kfmnu zmes fortifikovanú dikalciumfosfátom 
v množstve 100 g na kus a deň (Pl) a ďalších 24 býkov bolo krmených zmesou s prídavkom 8% kukuřičného tukového 
koncentrátu (P2). Ostatných 24 zvierat slúžilo ako kontrola (К). V klinickom obraze dominoval výskyt miernych až profúz- 
nych hnačiek, ktoré boli striedavo charakteristické pre všetky skupiny zvierat v prvých dvoch mesiacoch experimentu a ich 
výskyt nebol jednoznačné ovplyvnený aplikáciou dikalciumfosfátu alebo tukového koncentrátu. Příjem uvedených látok 
preukazne neovplyvnil u experimentálnych býkov pri porovnaní s kontrolnými dynamiku ukazovatefov hematologického 
profilu. Z parametrov hepatálneho profilu bola pozitivně ovplyvnená u obidvoch pokusných skupin oproti kontrolnej v tretom 
mesiaci overovania aktivita AST (P < 0,01) a ALT na konci pozorovania u P2 skupiny (P < 0,01). Fortifikácia kfmnej dávky 
dikalciumfosfátom a kukuřičným extraktom pozitivně vplývala u experimentálnych zvierat na produkciu sérových imunog- 
lobulínov. Vplyv suplementácie kfmnej dávky uvedenými látkami sa u pokusných býkov významnejšie prejavil na hladinách 
Ca, P a Mg vo vyšetřovaných orgánoch ako v krvnom sére. Odozva koncentrácie Fe, Cu a Zn v krvnom sére a vyšetřovaných 
orgánoch experimentálnych zvierat bola na podaný dikalciumfosfát a tukový extrakt minimálna a signifikantně rozdiely, ktoré sme 
v priebehu overovania zaznamenali medzi pokusnými skupinami a kontrolnou neprejavili jednoznačná závislost*. Priemerný denný 
hmotnostný prírastok bol oproti kontrolným býkom v pokusnej skupině Pl vyšší o 13,2 % a v P2 skupině o 24,5 %.

výkrmový dobytok; magnezitový úlet; eliminácia negativného účinku; dikalciumfosfát; kukuřičný extrakt
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ÚVOD

S rozvojem magnezitového priemyslu v regióne Jel- 
šava-Lubeník narastá u hospodářských a voFne žijúcich 
zvierat riziko nadbytočného příjmu Mg z magnezito- 
vých úletov. Dominantným klinickým nálezom u ho- 
vädzieho dobytka bola pri experimentálnej magnezi- 
tovej záťaži profúzna hnačka (Bíreš a i., 1994). 
Mechanizmus digestívnych poruch pri zvýšenom příj­
me Mg sa na tráviaci systém vysvetFuje hypermotilitou 
tráviaceho traktu, gastroenteritídami, dyspepsiami, zní- 
ženou resorpciou živin a metabolickou alkalózou 
(Gdo v in a Vrzgula, 1967; Delaigue a 
Duchene-Marulaz, 1979). Z ostatných negativ­
ných vplyvov sa u laboratórnych zvierat vystavených 
magnezitovému úletu zistil pokles fertility, počet naro- 
dených mláďat, zníženie hmotnosti vnútorných orgá- 
nov pri odstave a nárast koncentrácie Mg v pFúcach 
a svalovine (Reichrtová a i., 1984). Erytropénia 
vzniká u zvierat po expozícii к magnezitovým emisiám 
ako dósledok narušenia rezistencie erytrocytárnej mem­
brány (Reichrtová, 1982). Hepatotoxický účinok 
magnezitových emisií sa u jalovic prejavil šlápnutím 
aktivity sérových transamináz (B íreš a i., 1994).

Významná z hFadiska mechanizmu posobenia Mg 
na biologické systémy prežúvavcov v priebehu magne- 
zitovej záťaže je jeho reakcia s niektorými metabolitmi. 
Interakcia Mg s ostatnými biologickými látkami prc- 
bicha v procese absorpcie, intermediárneho metaboliz- 
mu a sekrécie (Vrzgula a i., 1990; Khorasani 
a Armstrong, 1992). Najdóležitejšie u prežúvav­
cov sú metabolické vztahy Mg s ostatnými makro- 
i mikroprvkami, ale aj lipidovým, sacharidovým a hiel- 
kovinovým metabolizmom (Waterman a i.. 1991; 
Brink, 1992). Poznatky o metabolických závis- 
lostiach Mg a ostatných živin počas jeho nadbytočného 
příjmu je možné aplikovat’ pri metodách eliminácie to­
xického účinku Mg na organizmus zvierat.

CieFom práce bolo overiť účinnost' kfmnej dávky 
obohatenej soFami vápnika, fosforu a tukovým koncen­
trátoru pri eliminácii negativného posobenia magnezi­
tových úletov u výkrmových býkov.

a deň (pokusná skupina PI) a dalších 24 býkov bolo 
krmených zmesou HŽB s pridavkom 8% kukuřičného 
tukového koncentrátu (pokusná skupina P2). Ostatné 
zvieratá dostávali pčvodnú kfmnu zmes HŽB (kontrol- 
ná skupina K).

Klinické sledovanic všetkých zvierat sa počas 
overovania robilo pri pravidelných návštěvách chovu 
(dvakrát mesačne) a na základe údajov veterinárnej 
a zootechnickej služby. Pre štúdium ukazovateFov vnú- 
torného prostredia bolo z každej skupiny vybratých 
šest’ zvierat, od kterých sa odebrala krv z v. jugularis 
před zahájením experimentu (február), v marci, apríli, 
júni a septembri (koniec experimentu). V krvi sa běž­
nými hcmatologickými metodami stanovil počet eryt- 
rocytov (Er), leukocytov (Lc), hematokritová hodnota 
(Hk) a koncentrácia hemoglobinu (Hb) - Slanina. 
Dvořák a kol. (1993). Aktivita sérových enzýmov 
aspartátaminotransferázy (AST - E.C.2.6.1.1.), alanín- 
aminotransferázy (ALT - E.C.2.6.1.2.), gamaglutamyl- 
transpeptidázy (GMT - E.C.2.3.2.1.) a alkalické) fosfa- 
tázy (ALP - E.C.3.1.3.1.) bola determinovaná BioLa 
testom (Lachema Brno). Koncentrácia albuminu (ALB) 
bola v krvnom sérc stanovená fluoromctricky na přís­
troji Jasco FP 550, celkových bielkovín (CB) BioLa 
testom (Lachema Brno), celkových imunoglobulínov 
(IgC) turbidimetricky (M с E w a n a i.. 1970) a celko­
vého bilirubinu (C. bil.) fotometricky (Jendrassik 
a Grof, 1938).

Analýza krvného séra na obsah Ca, Mg, P, Fe, Cu 
a Zn bola robená atomovou absorpčnou spektrofoto- 
metriou na přístroji Perkin Elmer typ 306 a 1100 po- 
stupom podFa Bíreša (1986). Koncentrácia uvede­
ných prvkov bola sledovaná aj v pečeni, obličkách, 
slezine, svalovine a semenníkoch 18 býkov (šesť zvie­
rat z každej skupiny), ktorí boli odporazení na konci 
experimentu.

Priemerné denné hmotnostně prírastky sa získali in- 
dividuálnym vážením zvierat v mesačných intervaloch 
s presnosťou ±5 kg. Statistické porovnávanie výsled- 
kov analýz medzi jednotlivými skupinami sa robilo 
Studentovým Mestom.

MATERIÁL A METODY

Sledovania prebehli na hospodárstve lokalizovaném 
v priemyselnom aglomeráte magnezitových závodov 
Jelšava-Lubeník u 72 výkrmových býkov plemena 
čiernostrakatého a slovenského strakatého v zástavovej 
hmotnosti 210 ± 10 kg. Krmná dávka u všetkých zvie­
rat pozostávala z kukuričnej siláže, sena a tvarovaného 
krmivá (seno 38 %, bielkovinové úsušky 22 %, melasa 
8 %, krmná zmes HŽB 30 %, krmná soF I %, mine- 
rálna krmná přísada MKP3 1 %). Objemové krmivo 
pochádzalo z oblastí zaprašovaných magnezitovým 
úletom. 24 zvierat dostávalo kfmnu zmes HŽB fortifi- 
kovanú dikalciumfosfátom v množstve 100 g na kus

VÝSLEDKY

KLINICKÝ OBRAZ

V klinickom obraze dominoval výskyt miernych až 
profúznych hnačiek, ktoré boli striedavo charakteris­
tické pře všetky skupiny zvierat v prvých dvoch mesia- 
coch experimentu. V ďalšom období sledovania sa ob- 
javovali len sporadicky a ich výskyt nebol jednoznačné 
ovplyvnený aplikáciou dikalciumfosfátu alebo tukové­
ho koncentrátu. Medzi ostatné klinické změny patřili 
kožné alopécie a dermatitis digitalis. Ich výskyt sa me­
dzi komparovanými skupinami významné nelišil. Pří­
jem krmivá u sledovaných skupin bol taktiež rovnaký.
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LABORATÓRNY NÁLEZ

Hodnoty hematologického profilu sá uvedené na 
obr. 1 až 4. Koncentrácia Hb bola v priebehu sledova- 
nia u všetkých zvierat na dolnej hranici referenčných 
hodnot, pričom najnižší Hb smc zistili u všetkých troch 
skupin na začiatku experimentu (PÍ - 7,8 ± 0,4; P2 - 
7,8 ± 0,8; К - 8,6 ± 0,9 g/1). U všetkých sledovaných 
skupin boli hodnoty Er na začiatku experimentu na hla­
dině indikujúcej anémiu (PÍ - 4,6 ± 0,23; P2 - 4,69 + 
0,47; К - 5,1 ±0,5 T/l). V ďalšom období sledovania 
počet Er u pokusných skupin a kontroly kolísal v rám­
ci referenčného rozpätia (5,1-7,9 T/l). Hodnoty Hk 
a Lc sa v priebehu pozorovania medzi sledovanými 
skupinami signifikantně nelišili a pohybovali sa vo fy­
ziologických hraniciach.

Aktivita sledovaných enzýmov a koncentrácia C. 
bil. v krvnom sere je znázorněná na obr. 5 až 9. Hod­
noty AST, ALT a GMT boli počas experimentu u vše­
tkých zvierat vyrovnané a nevybočili z referenčného 
rozpätia. Signifikantně rozdiely v aktivitě AST sme 
medzi kontrolnou skupinou a pokusnými zvieratami 
v Pl, P2 zaznamenali pri aprílovom odbere (P < 0,01) 
a pri ALT na konci experimentu medzi К a P2 skupi­
nou (P < 0,01). Hodnoty ALP dosahovali horná fyzio­
logická hranicu od druhej třetiny sledovania u všetkých 
skupin výkrmových býkov, ale neštatisticky vyššie hla­
diny ALP sme pozorovali v porovnaní so skupinou PÍ 
a P2 v krvnom sére kontrolných zvierat. Dynamika bi- 
lirubinémie mala u sledovaných zvierat vyrovnaný 
priebeh a počas trvania experimentu nepřekročila fy­
ziologické hranice.

Koncentrácia CB a ALB v krvnom sére býkov zo 
všetkých skupin holá v priebehu overovacieho pokusu

v referenčnom rozpálí a mala rovnaký priebeh (obr. 10, 
11). Statistické rozdiely v dynamike imunoglobuliné- 
mie sme pozorovali medzi kontrolnou skupinou a ex- 
perimentálnymi Pl a P2 pri aprílovom odbere (P < 0,01, 
obr. 12).

Obsah Ca, Mg, P, Fe, Cu a Zn v krvnom sére vyšet­
řovaných zvierat je uvedený na obr. 13 až 18. Hladina 
Ca v krvnom sére bola na začiatku pokusu u vyšetřo­
vaných zvierat všetkých skupin na dolnej fyziologickej 
hranici (P1 - 2,02 ± 0,09, P2 - 2,26 ± 0,10, К - 2,15 ± 
0,08 mmol/1). Mierne zvýšenie sérového Ca sme zazna­
menali u všetkých skupin pri marcovom odbere. Naj- 
vyšší obsah Ca v krvnom sére býkov kontrolnej a ex- 
pcrimentálnych skupin bol na konci experimentu. 
Preukazne vyššie množstvo Ca v krvnom sére býkov 
v pokusnej skupině PÍ bolo oproti kontrolným v jáni 
(P < 0,01). Dynamika P v krvnom sére mala rovnaký 
priebeh u sledovaných skupin zvierat do piateho mesia- 
ca experimentu (jánový odběr). Na konci experimentu 
boli hladiny P u obidvoch pokusných skupin v porov­
naní s kontrolnou signifikantně vyššie (P < 0,05). Kon­
centrácia Mg bola v krvnom sére býkov zo sledovaných 
skupin pri zahájení experimentu vyrovnaná (PÍ - 0,76 ± 
0,10; P2 - 0,88 ± 0,11; К - 0,87 ± 0,04 mmol/1). Sta­
tisticky nižší obsah Mg sme zistili v druhom mesiaci 
experimentu medzi pokusnou skupinou Pl a kontrolou 
(P < 0,01). Najvyšší sérový Mg sme pozorovali pri 
aprílovom odbere u zvierat v skupině P2 а К (P2 - 
1,37 ±0,12; К - 1.37 ± 0,16 mmol/1). V ďalšom obdo­
bí slcdovanie množstva Mg v krvnom sére vyšetřova­
ných býkov nebolo ovplyvnené fortifikáciou kfmnej 
dávky dikalciumfosfátom alebo tukovou zložkou.

Hladiny Fe v krvnom sére mali u všetkých skupin 
zvierat počas pozorovania v porovnaní s východisko-

Pokusná ekupineZP1

Kontrolně ekupine3 К

“’ Pokuene ekupine P2

Kontrolně ekupine3 К

• Pokuene ekupine P2

1. Koncentrácia hemoglobinu - Hemoglobin concentration 2. Počet erytrocytov - Erythrocyte counts

Vysvětlivky pro obr. 1-18 - Explanations for Figs. 1-18: ’month, Experimental group, Eontrol group
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1/1 G/l

4. Počet leukocytov - Leucocyte counts

O' Pokuene ekupine P1 »- Pokuene ekupine P2

Kontrolně ekupine К

6. Aktivita ALT v krvnom sére býkov - ALT activity in the blood 
serum of bulls

5. Aktivita AST v krvnom sére býkov - AST activity in the blood 
serum of bulls

vými hodnotami klesajúci charakter. Preukazný rozdiel 
v obsahu Fe sme medzi kontrolnou skupinou a pokus­
nými potvrdili v júni (P < 0,01). Klesajúci trend kup- 
rémie bol od začiatku experimentu evidentný u všetkých 
sledovaných skupin. Signifikantně vyššie množstvo Cu 
sme pozorovali v krvnom sére zvierat obidvoch pokus­
ných skupin oproti kontrole pri júnovom odbere (P < 
0,01). Východisková zinkémia a hodnoty Zn v krvnom 
sére všetkých býkov na konci sledovania boli minimál­
ně rozdielne. Rozdiel v koncentrácii sérového Zn na 
hladině významnosti P < 0,01 sme medzi pokusnou

skupinou Pl a kontrolnou potvrdili v piatom mesiaci 
experimentu (júnový odběr).

Najvyššie denné hmotnostně prírastky mali za obdobie 
experimentu zvieratá, ktoré dostávali kťfnnu dávku oboha- 
tenú tukovým koncentrátem (0,84! kg) a najnižšie v kon- 
trolnej skupině (0,675 kg). Pricmerné hmotnostně prírastky 
u býkov s krmnou dávkou fortifikovanou dikalciumfosfá- 
tom představovali počas sledovania 0,764 kg. Keď denný 
hmotnostný prírastok v kontrolně) skupině označíme inde- 
xom 100 %, potom u výkrmových býkov v Pl skupině bol 
vyšší о 13,2 % a v P2 skupině o 24,5 %.
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7. Aktivita GGT v krvnom sére býkov - GGT activity in the blood 
serum of bulls

Kontrolně ekupine3 К

9. Koncentrácia C. bil. v krvnom sére býkov - C. bii. concentration 
in the blood serum of bulls

8. Aktivita ALP v krvnom sére býkov - ALP activity in the blood 
serum of bulls

10. Koncentrácia CB v krvnom sére býkov - CB concentration in 
the blood serum of bulls

Obsah Ca, Mg, P. Fe, Cu a Zn v pečeni, obličkách, 
slezine, svalovine a semenníkoch uvádzame v tab. I až 
V. Tendencia vyššej kumulácie Ca bola okrem sleziny 
vo všetkých analyzovaných orgánech и býkov s prí- 
davkom dikalciumfosfátu. Signifikantný rozdiel medzi 
koncentráciou Ca sme medzi uvedenou skupinou zvie- 
rat a kontrolnými pozorovali v semenníkoch (P < 0,01). 
Vyššie množstvo sme vo vyšetřovaných orgánoch zvie- 
rat experimentálnej skupiny PÍ zistili v porovnaní 
s pokusnou skupinou P2 a kontrolnou taktiež и fosforu. 
Preukazné rozdiely na hladině významnosti P < 0,01 sme

pozorovali medzi obsahom P v slezine и experimentál- 
nych zvierat Pl a kontrolnými. Statisticky nižšia kon­
centrácia P bola и zvierat v pokusnej skupině P2 oproti 
kontrolně) v pečeni a semenníkoch (P < 0,05; P < 0,01). 
Minimálně rozdiely sme zaznamenali medzi experi- 
mentálnymi skupinami a kontrolnými zvieratmi v ku- 
mulácii Mg vo všetkých sledovaných orgánoch. Naj- 
viac Mg kumulovala и všetkých vyšetřovaných býkov 
svalovina.

Hladiny Fe, Си a Zn vo vyšetřovaných orgánoch bý­
kov boli minimálně závislé na suplementácii kfmnej
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11. Koncentrácia ALB v krvnom sére býkov - ALB concentration 
in the blood serum of bulls

U ZST

-О- Pokuene akupina" PI

-^ Kontrolně ekupine3 К

—*~ Pokuene ekupine P2

13. Koncentrácia Ca v krvnom sére býkov - Ca concentration in the 
blood serum of bulls

12. Koncentrácia IgC v krvnom sére býkov - IgC concentration in 
the blood serum of bulls

14. Koncentrácia P v krvnom sére býkov - P concentration in the 
blood serum of bulls

dávky dikalciumfosfátom alebo kukuřičným koncentrá- 
tom. Signifikantně rozdiely sme evidovali při kumulá- 
cii Fe v obličkách medzi P2 skupinou a kontrolnou 
(P < 0,05) a u Cu v slezine medzi pokusnými skupina­
mi Pl a P2 a kontrolnou (P < 0,05) a v semenníkoch 
medzi Pl а К (P < 0,01).

DISKUSIA

Suplementácia krmnej dávky sofami vápnika a fos­
foru sa zakladá na poznatkoch o vzájomnom ovplyvňo-

vaní metabolizmu Ca. P a Mg u prežúvavcov. Homeo- 
statické mechanizmy interakcie Ca, P a Mg prebiehajú 
u prežúvavcov v procese utilizácie, intermediárneho 
metabolizmu a vylučovania a sú závislé na aktivitě pa- 
rathyroidného hormonu, kalcitonínu a 1,25-dihydroxy- 
vitamínu D (Reinhardt a i., 1988; Roth a i., 
1988). Aktivita uvedených hormónov sa mění podfa 
diétneho příjmu Ca, P, Mg, tělových zásob makroprv- 
kov, produkčnej fázy a ich metabolickej potřeby 
(Rayssiguier a i., 1977; Napoli a i., 1983). Pri 
stavoch nevyváženého příjmu Ca, Mg, P dochádza
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O” Pokusná skuplns?Pí —í~ Pokusné skupině P2

pmoi/l

~t- Pokusné skupině P2

Kontrolně skupině3 К

15. Koncentrácia Mg v krvnom sére býkov - Mg concentration in 
the blood serum of bulls

17. Koncentrácia Cu v krvnom sére býkov - Cu concentration in the 
blood serum of bulls

16. Koncentrácia Fe v krvnom sére býkov - Fe concentration in the 
blood serum of bulls

18. Koncentrácia Zn v krvnom sére býkov - Zn concentration in the 
blood serum of bulls

и prežúvavcov к zvýšenej činnosti regulačných mecha- 
nizmov, ktoré sa uplatňuji! na roznej úrovni organizmu 
(V r z g и 1 a a i., 1990; Brink, 1992). Výsledkom je 
potom zníženie utilizácie daného prvku, metabolickej 
aktivity alebo zvýšená sekrécia z organizmu (Rey­
nolds a i., 1991; Khorasani a Armstrong, 
1992).

Fortifikácia krmnej dávky kukuřičným koncentrá- 
tom v experimentálnej skupině P2 vychádza z negativ­
ného účinku tuku na absorpciu hořčíkových iónov 
z tráviaceho traktu prežúvavcov (Georgievskij

a i., 1982). Zvýšením tukovej zložky v krmnej dávke 
sa súčasne zabezpečuje náhrada energetických strát 
hnačkujúcich zvierat vystavených magnezitovej zátáži 
(Bartko a i., 1991; Bíreš, 1992, 1994).

Z pohfadu uplatnenia uvedených mechanizmov pří­
jem dikalciumfosfátu a tukového koncentrátu и experi- 
mentálnych býkov neovplyvnil výskyt perzistujúcich 
hnačiek hlavně v prvej fáze overovania v porovnaní 
s kontrolnými zvieratmi. Fortifikácia krmnej dávky 
uvedenými doplnkami sa taktiež neprejavila и pokus­
ných zvierat oproti kontrolnej skupině na množstve pri-
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I. Koncentrácia Ca, Mg, P, Fe, Cu a Zn v pečeni (mg/kg čerstvého tkaniva) - Concentrations of Ca, Mg, P, Fe, Cu and Zn in liver (mg/kg 
fresh tissue)

Ca Mg P Fe Cu Zn

Pl
sd

52,56
3,08

149,39
3,4

3 052
34,83

38,8
10,84

32,52
1 1,34

28,86

7,77

P2 ,
sd

44,31
1,04

142,75
4,01

2 779*

50,21

47,19

12,89
33,82

7,22
34,69
6,74

К
sd

50,26
13,26

146,9
4,35

2 938
130,61

39,2

9,58
31,38
10,83

32,46
3,14

• =p< 0,05

Vysvětlivky pro tab. 1 až V - Explanatory notes to Tabs. I to V 
pokusná skupina Pl - experimental group Pl 
pokusná skupina P2 - experimental group P2 
kontrolná skupina - control group

II. Koncentrácia Ca, Mg, P, Fe, Cu a Zn v obličkách (mg/kg čerstvého tkaniva) - Concentrations of Ca, Mg, P, Fe, Cu and Zn in kidneys 
(mg/kg fresh tissue)

Ca Mg P Fe Cu Zn

Pl
sd

110,99
66,37

144,83
3,25

2 319
135,08

42,8
5,92

7,79
2,53

16,84
3,8

P2
sd

87,84*

29,78

150
3,39

2 267
22,44

94,1
53,48

6,84

1,61
19,22

3,15

К
sd

107,9
33,9

147

3.71
2 105

235,52
45,5

4,06
6,93
1,97

17,13
2,47

• = p< 0,05

III. Koncentrácia Ca, Mg, P. Fe, Cu a Zn v slezine (mg/kg čerstvého tkaniva) - Concentrations of Ca, Mg, P. Fe, Cu and Zn in spleen (mg/kg 
fresh tissue)

Ca Mg P Fe Cu Zn

Pl
sd '

57,61
7,42

147.3
7,51

2 624**

149,79
174,9
74,56

3,4*

0,83
24,32
4.94

P2
sd

61,8
2,69

145,9
1.51

2 413
294,24

238,19**

98,33

3,08* 

0,8

28,29

3,25

К
sd

61,9

10,31
149,6

4,56
2 384

75,35
183,3
79,2

5,06
1,71

24,67
3,57

♦ = p < 0,05
‘•=p < 0,01

jatého krmivá. Zvýšenie hmotnostných prírastkov u bý- 
kov s prídavkom kukuřičného koncentrátu o 24,5 % 
v porovnaní s kontrolnými vysvctfujeme nárastom 
energetickej zložky krmivá. Suplementáciou dikalci- 
umfosfátom v množstve 100 g na kus a deň u zvierat 
v PÍ skupině sa dosiahlo zvýšenie prírastkov oproti 
kontrolným býkom o 13,2 %. Vylepšenie produkčných 
vlastností krmivá pozorovali u prežúvavcov po oboha- 
tení krmnej dávky sofami Ca a P (Vrzgu la a kol., 
1990; Khorasani a Armstrong, 1992; Mc- 
C a u g h a n , 1992).

V našom případe okrem zvýšenia produkčnej kvality 
krmnej dávky býkov chovaných v exponovanej oblasti 
magnezitových závodov sa prídavkom dikalciumfos- 
fátu a tuku očakávala eliminácia negativného účinku 
nadbytečného příjmu Mg.

Příjem dikalciumfosfátu a kukuřičného extrahova­
ného tuku zásadné neovplyvnil u experimentálnych bý­
kov pri porovnaní s kontrolnými dynamiku ukazovate- 
fov hematologického profilu. Z parametrov 
hepatálneho profilu bola pozitivně ovplyvnená u obid- 
voch pokusných skupin oproti kontrolncj v tretom me- 
siaci overovania aktivita AST (P < 0,01) a ALT na 
konci pozorovania u P2 skupiny (P < 0,01). Dynamika 
bilirubinémie sa suplementáciou obidvoch doplnkov 
medzi sledovanými skupinami neměnila. Aktivita ALP 
si udržiavala u kontrolných zvierat v druhej polovici 
experimentu statisticky nevýznamné vyššie hodnoty, čo 
je u tejto skupiny dokazom narušenia minerálneho me- 
tabolizmu (B ir e š a V r z g u 1 a , 1987; Fa i r b r o t - 
her, 1994) a poukazuje u pokusných býkov na efek­
tivnost’ doplňku dikalciumfosfátu a tuku.
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IV. Koncentrácia Ca, Mg. P. Fe. Cu a Zn v svalovine (mg/kg čerstvého tkaniva) - Concentrations of Ca. Mg. P. Fe. Cu and Zn in muscles 
(mg/kg fresh tissue)

Ca Mg P Fe Cu Zn

Pl
sd

40,42
1,48

161,68
10,73

1 769
297,25

12,39

3,33
5,27
1,8

3,4

0,49

P2
sd

39,01

10,98

161,3
8,16

1 769
77,48

14,79

2,97
5,87
2,27

4,03
0,27

К
sd

42,24
7,96

163,45
10

1 682
136,5

26,02
30,01

4,63
1,29

4,01
0,62

V. Koncentrácia Ca. Mg, P. Fe. Cu a Zn v semenníkoch (mg/kg čerstvého tkaniva) - Concentrations of Ca. Mg, P, Fe. Cu and Zn in the 
testes (mg/kg fresh tissue)

Ca Mg P Fe Cu Zn

Pl
sd

82,47**

5,78
127,22

2,4
2 409

449,67
14,25

1,48

3,67**

0,37
15,57

1,67

P2
sd

68,91
4,12

123
2,87

1 983**

423,8
11,19
0,88

4,7
0,46

16,23
0,84

К
sd

72,24
5,49

127,7
5,6

2 408
213_______

21,68
19,13

4,9
0,83

17,14
0,93

Keď berieme do úvahy zistenia В ires a a i. 
(1994), že příjem magnezitového úletu vyvolal u jalo­
vic hypoimunoglobulinémiu, potom fortifikácia křmncj 
dávky dikalciumfosfátom a kukuřičným extraktom 
u experimentálnych zvierat pozitivně vplývala na pro- 
dukciu sérových IgC. Signifikantně rozdiely v hladi­
nách IgC sme medzi kontrolnými a pokusnými skupi­
nami potvrdili v tretbm mesiaci experimentu (P < 0,01). 
Dynamika ALB a CB sa skrmovaním uvedených do- 
plnkov u pokusných býkov oproti kontrolným význam­
né neměnila.

Vplyv suplementácie kfmnej dávky dikalciumfosfá­
tom u pokusnej skupiny Pl a tukovým extraktom v P2 
skupině sa v porovnaní s kontrolnými zvieratmi na hladi­
nách sledovaných makroprvkov významnejšie prejavil vo 
vyšetřovaných orgánoch ako v krvnom sére. Tendencia 
vyššej kumulácie Ca bola okrem sleziny vo všetkých ana­
lyzovaných orgánoch u býkov s přídavkem dikalcium- 
fosfátu. Obdobná závislost’ na skrmovaní dikalciumfosfá- 
tu bola aj pri fosforu. Minimálně rozdiely sme však 
zaznamenali medzi experimentálnymi skupinami a kon­
trolnými zvieratmi v ukládání Mg vo všetkých sledova­
ných orgánoch. Distribúcia P, Ca, Mg v analyzovaných 
mákkých tkanivách pokusných a kontrolných býkov zod- 
povedá ich metabolickej aktivitě a je v súlade s doterajší- 
mi poznatkami (V r zg u 1 a a i., 1990; Brink, 1992). 
Odozva koncentrácie Fe, Cu a Zn v krvnom sére a vy­
šetřovaných orgánoch experimentálnych zvierat bola 
na podaný dikalciumfosfát a tukový extrakt minimálna 
a signifikantně rozdiely, ktoré sme v priebehu overova- 
nia zaznamenali medzi pokusnými skupinami a kon- 
trolnou neprejavili jednoznačnú závislost’. Zistené hla­
diny analyzovaných mikroprvkov v krvnom sére 
a orgánov všetkých býkov indikovali karenciu Fe, Cu 
a Zn (Underwood, 1977; В í r e š , 1991).
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OCCURRENCE OF LEVAMISOLE- AND
TETRAMISOLE-RESISTANT GASTROINTESTINAL (GI)
NEMATODES IN SHEEP

NÁLEZ GASTROINTESTINÁLNYCH NEMATÓDOV U OVIEC 
REZISTENTNÝCH К LEVAMIZOLU A TETRAMIZOLU*

* Výsledky boli získané pri riešení vnútorného grantu SAV č. 163/1991-1993 a 2/1363/1994

J. Praslička1, P. Pilko2, M. Várady1, J. Čorba1

'institute of Parasitology, Slovak Academy of Sciences, Košice, Slovak Republic 
"District Veterinary Administration, Trenčín, Slovak Republic

ABSTRACT: Two experiments were carried out with sheep naturally infected with gastrointestinal nematodes to evaluate 
efficacy of anthelmintics using in vivo faecal egg count reduction (FECR) test. In experiment 1 with 28 ewes, the following 
efficacy of anthelmintics given at recommended dose rates was observed: albendazole 99.4%, ivermectin 99.3% and levami- 
sole 81.8%. In experiment 2 with 18 ewes, tetramisole exhibited 71.3 % efficacy. Suspected resistance to imidothiazole 
anthelmintics was confirmed by in vitro larval development test (LDT) - minimal inhibition concentration (MIC) values were 
estimated at 2.0 pg/ml. Infective larvae L3 cultivated from eggs produced by the population of resistant helminths were 
identified as Ostertagia and Trichostrongylus spp.

sheep; efficacy of anthelmintics; anthelmintic resistance; FECR test; LDT; levamisole; tetramisole; gastrointestinal nematodes

ABSTRAKT: V dvoch experimentech u bahníc prirodzene infikovaných gastrointestinálnymi nematódmi sme in vivo testom 
redukeie počtu vajíčok vo faeces (FECR test) skúmali účinnost' vybraných antihelmintík. V prvom experimente na 28 zvie- 
ratách sme po aplikácii doporučených dávok zistili tuto efektivnost’: albendazol 99,4 %, ivermektín 99,3 % a levamizol 
81,8 %. V druhom experimente na 18 bahniciach sme zistili len 71,3% účinnost’tetramizolu. Suspektnú rezistenciu gastroin- 
tcstinálnych nematódov к imidotiazolovým antihelmintikám sme potvrdili aj in vitro testom vývinu lariev (LD test), keď 
hodnoty minimálně) inhibičnej koncentrácie (MIC) boli až 2,0 pg/ml. Infekčně larvy získané z vajíčok rezistentnej populácie 
helmintov boli identifikované ako Ostertagia spp. a Trichostrongylus spp.

ovce; účinnost’ antihelmintík; rezistencia voči antihelmintikám; FECR test; LDT; levamizol; tetramizol; gastrointestinálne 
nematódy

ÚVOD

Rezistencia voči antihelmintikám je rozšířená na 
všetkých kontinentoch a je dokumentovaná mnohými 
autormi. Prehfad správ o jej výskyte v chovoch oviec 
uvádza Várady (1994). Levamizolová rezistencia 
bola zistená v Austrálii, na Novom Zélande, v USA, 
v Juhoafrickej republike a v Keni. V Europe bola po- 
tvrdená zatiaf len v Dánsku.

Vysoká aktuálnost’ problematiky gastrointestinál- 
nych nematódov oviec na Slovensku dokumentuje ich 
100% prevalencia (Várady a P r a s I i č к a, 1993). 
Infekcie vyvolané týmito parazitmi móžu zapříčinit’ aj 
pri subklinických formách, ktoré sú v našich podmien- 
kach najčastejšie, značné straty na úžitkovosti. Dóležitú 
úlohu preto zohrávajú účinné metody boja proti týmto 
parazitózam. Najčastejšie sa použťvajú širokospektrál- 
ne antihelmintiká, najmä benzimidazoly (albendazol,

fenbendazol), imidotiazoly (levamizol, tetramizol), 
avermektíny a milbemycíny (ivermektín, doramektín 
a moxidektín).

V poslednom desaťročí bolo uveřejněných mnoho 
správ o výskyte nematódov, ktoré sú voči týmto lieči- 
vám rezistentně. Na Slovensku boli zistené benzimida- 
zol-rezistentné nematódy oviec (Praslička a i., 
1994a). Táto problematika je aktuálna aj pri kozách, 
kde sme zistili polyrezistentné nematódy Ostertagia 
spp. (rezistentně voči albendazolu, levamizolu, tetrami- 
zolu a ivermektínu) v importovaných stádach (Vára­
dy a i., 1993; Várady a i., 1994). Definíciu a pří­
činy vzniku rezistencie v našej odbornej tlači opísali 
Veselý a i. (1992) a Praslička a Várady 
(1993).

V tomto příspěvku uvádzame prvý nález gastrointes- 
tinálnych nematódov oviec na Slovensku rezistentných 
к imidotiazolovým antihelmintikám.
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MATERIÁL A METODY

Na zistenie účinnosti antihelmintík smc urobili dva 
experimenty. V prvom experimente sme použili dvad- 
saťosem pasúcich sa bahníc plemena zušíachtená valaš­
ka vo veku od jedného do dvoch rokov s prirodzenou 
infekciou gastrointestinálnych nematódov z čcladc Tri- 
chostrongylidae. Zvieratá boli označené a rozdělené do 
štyroch pokusných skupin, v ktorých sme vykonali in 
vivo test redukcie počtu vajíčok v truse (Faecal egg 
count reduction test - FECR test; Coles a L, 1992). 
Po odbere rektálnych vzoriek féces boli ovciam prvý 
deň experimentu aplikované jednotlivé antihelmintiká 
v doporučených terapeutických dávkách následovně: 
1. skupina - albendazol (Aldifal susp. 2,5 %. MEVAK 
a. s., Nitra), 2. skupina - levamizol (Revlin, MEVAK 
a. s., Nitra), 3. skupina - ivermektín (Ivomec inj., MSD 
AGVET, USA) a štvrtá, kontrolná skupina ostala nelie- 
čená.

Vzorky féces boli opat’ individuálně odobrané 10 dní 
po podaní liečiv. Na stanovenie EPG (počet vajíčok 
v 1 g féces) sme používali citlivú centrifugačno-flotač- 
nú metodu (Anonym, 1986) v modifikácii pódia 
Váradyho (1993). Na základe porovnania EPG vzo­
riek z obidvoch odberov sme potom stanovili účinnost' 
použitých antihelmintík.

V druhom experimente na 18 ovciach sme vykonali 
FECR test s tetramizolom (MEVAK a. s., Nitra). V lie- 
čenej skupině bolo 10 ks oviec a 8 ks v neliečenej kon­
trole. Zo vzoriek z prvého dňa experimentu sme získali 
vajíčka a podrobili ich aj dvom in vitro testom: testu 
vývinu lariev (Larval development test - LOT: Co­
les a i., 1988) s levamizolom a testu liahnutia lariev 
(Egg hatch assay - EH test; Coles a i.. 1992) s tia- 
bendazolom.

Vajíčka vylučované nematódmi, ktoré přežili terapiu 
tetramizolom, sme kultivovali do štádia L3 metodou

podia Robertsa a 0’Sullivana (1950). Tieto 
infekčně larvy sme potom identifikovali podia Hu­
lí n s к ej (1969).

VÝSLEDKY

Výsledky in vivo FECR testu na detekciu rezistencie 
voči antihelmintikám sú uvedené v tab. I.

Po podaní albendazolu sme zistili 99,4% redukciu 
počtu vajíčok, po podaní levamizolu 81,8% redukciu 
a v skupině, kde sme ovciam podali ivermektín, bola 
redukcia počtu vajíčok 99,3%. Uvedené percentuálně 
hodnoty udávajú zároveň účinnost’ liečiv.

Následné sme vykonali FECR test s tetramizolom, 
u ktorého sme zistili 71,3% účinnost’(tab. II). Súčasne 
sme vykonali in vitro test vývinu lariev, ktorým sme 
rczistenciu potvrdili. Minimálna inhibičná koncentrácia 
(MIC) bola zistená medzi 1,0 a 2,0 pg/ml (hraničná 
hodnota je 1,0 pg/ml). Dobrá účinnost’ benzimidazo- 
lového antihelmintika albendazol bola potvrdená in vit­
ro testom liahnutia lariev, kde ED50 mala hodnotu 
0,04 pg/ml (hraničná hodnota je 0,1 pg/ml).

Identifikáciou infekčných lariev získaných z popu- 
lácic, ktorá přežila terapiu tetramizolom, sme zistili pří­
tomnost’ len Ostertagia spp. (62 %) a Trichostrongylus 
spp. (38 %), kým před terapiou sme zistili larvy rodov 
Ostertagia, Trichostrongylus, Haemonchus a Chaber- 
tia.

DISKUS1A

Rezistencia helmintov voči antihelmintikám bola 
donedávna na našom území neznáma. Podobné ako 
v iných krajinách, aj u nás sa po zavedení širokospekt- 
rálnych antihelmintík ticto liečivá stali prakticky jedi-

I. Účinnost’ róznych antihelmintík proti prirodzenej infekcii trichostrongylidmi u oviec - Efficacy of various anthelmintics against natural 
trichostrongylid infection in sheep

Liečivo1 Dávka2 
(mg/kg)

Počet zvierat 
v skupině3

Priemer EPG ± SD 
(1. deň)4

Priemer EPG ± SD 
(10. deň)5

Redukcia počtu 
vajíčok6 (%)

Albendazol 5,0 p. о. 7 47,7 ± 18,3 0,3 ± 0,7 99,4

Levamizol 7,5 p. о. 7 86,2 ±61,3 15,7 ± 15,5 81,8
Ivermektín 0,2 5. с. 7 58,2 ± 23,8 0.4 ± 1,1 99,3
Kontrola7 neliečená skupinax 7 40,4 ± 26,1 36,3 ± 22,1 -

'anthelmintic, 2dose, 3number of animals per group, 4mean EPG ± SD (day I), 5mean EPG ± SI) (day 10), 6reduction in egg number. 7control, 
^untreated group

II. Účinnost’ tetramizolu na prirodzenii infekciu trichostrongylidov u oviec - Efficacy of tetramisole against natural trichostrongylid infection 
in sheep

Liečivo1 Dávka2 
(mg/kg)

Počet zvierat 
v skupině3

Priemer EPG ± SD 
(1. deň)4

Priemer EPG ± SD 
(10. deň)5

Redukcia počtu 
vajíčok6 (%)

Tetramizol 15,0p. o. 10 247,2 ± 111,0 71,2 ± 76.7 71.3
Kontrola7 neliečená skupinax 8 266,4 ± 121,9 249,0 ± 115.9 -

'anthelmintic, 2dose, 3numbcr of animals per group, 4mean EPG ± SD (day I), mean EPG ± SD (day 10), 6reduction in egg number. 7control, 
^untreated group
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ným prostriedkom pře boj s helmintózami. Pri bež- 
nom sortimente 2-3 prípravkov, ktoré bolí na našom 
trhu v minulosti к dispozícii, nebolo možné ich sys­
tematické obmieňanie. Sústavné používanie napr. 
benzimidazolových antihelmintík vyústilo do postup­
ného oslabovania ich účinnosti a do vývinu rezisten- 
cie u nematódov gastrointestinálneho traktu v niek- 
torých chovoch oviec na Slovensku (Praslička 
a i., 1994b).

Levamizol (najma v prípravkoch Helmisan, Nil- 
verm) a tetramizol (v přípravku Revlin) sú imidotiazo- 
ly-levamizol je L forma a tetramizol je racemickou 
zmesou D a L formy (M ar r i n c r a Bogan, 1986) 
a pósobia ako cholinergní agonisti na neuromuskulár- 
nych spojoch (L e w i s a i., 1980). Aj podfa mechaniz­
mu účinku patria do tej istej skupiny a existuje medzi 
nimi fenomén skríženej rezistencie (Coles, 1991 - 
osobná konzultácia). Levamizol a tetramizol patřili 
u nás, popři benzimidazolových liečivách, v posled- 
ných 20 rokoch к najpoužívanejším antihelmintikám. 
Výskyt rezistencie voči týmto liečivám v chovoch oviec 
sa preto dal očakávať. Předpokládáme, že pri rozsiah- 
lejšom prieskume by boli levamizol-rezistentné nema- 
tódy zistené aj v ďalších chovoch oviec.

1 napriek viaccrým nálezom rezistentných nemató­
dov na našom území situácia v ich výskyte a hladinách 
rezistencie tu zatiaf nie je taká vázna, ako v niektorých 
iných krajinách s rozvinutým chovom oviec alebo koz. 
Tam si epizootologická situácia vyžaduje vysokú fre- 
kvenciu aplikácie liečiv (niekedy aj v dvoj-trojtýždňo- 
vých intervaloch; Coles, Wolmarans- osobné 
konzultácie) a rezistencia voči antihelmintiku sa móže 
vyvinúť už po jednom roku jeho používania (Barton, 
1983). Výsledkem je potom vysoká prevalencia rezis­
tentných nematódov. Aktuálně práce dokumentujú ich 
výskyt napr. v 44 % chovov oviec a v 65 % chovov 
koz v juhozápadnom Anglicku a Walese (Hong 
a H u n t, 1993), alebo v 90 % ovčích fariem v Juho- 
africkej republike (Van Wyk a Van Den 
Merve, 1993). Tiež v Austrálii je prevalencia rezis­
tentných nematódov vysoká: z 1 139 vyšetřených cho­
vov oviec bola zistená rezistencia voči benzimidazolom 
až v 85 % a voči levamizolu v 28 % chovov, kdežto 
rezistenciu voči ivermektínu zistili len v troch přípa­
dech (Rolfe, 1993).

Tažisko boja proti vzniku rezistencie spočívá v pre- 
vencii. Najdóležitejšími opatreniami sú obmedzovanie 
používania antihelmintík na najnutnejšiu možnú mieru 
a neustále obmieňanie prípravkov s róznymi mechaniz- 
mami účinku. Dalšími zásadami sú: podávanie dosta­
tečných dávok liečiv - podfa zásady radšej mierne pre- 
dávkovat’ ako poddávkovať; nepoužíváme antihelmintík 
po expiračnej době, ktoré spósobia neplnohodnotný 
účinok liečiva a tým vlastně aj poddávkovanie; vhodné 
chovatefské a pastevné metody ako aj opatrcnia pri pre- 
sunoch zvierat (Praslička, 1994).

Dokaž přítomnosti rezistentných kmeňov nemató­
dov na území Slovenskej republiky zdůrazňuje nevy- 
hnutnosť pravidelného monitorovania výskytu rezisten­

cie. Sledovanie účinnosti antihelmintík by sa málo vy­
konávat aspoň raz ročně (Praslička, 1993).
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THE EFFECT OF THE BENTAZONE HERBICIDE
ON HEMATOLOGICAL PARAMETERS IN SHEEP IN THE
CONDITIONS OF ACUTE AND SUBCHRONIC INTOXICATION

VPLYV HERBICIDU BENTAZÓN TP NA HEMATOLOGICKÉ 
UKAZOVATELE U OVIEC V PODMIENKACH AKÚTNEJ 
A SUBCHRONICKEJ INTOXIKÁCIE

J. Šály, P. Kačmár, J. Neuschl, J. Jantošovič

University Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: Hematological changes at poisoning with the bentazone herbicide manufactured by the Research Institute of 
Chemical Technology in Bratislava were investigated in sheep of the Slovak Merino breed. Acute intoxication in seven head 
of sheep was induced by a single application of bentazone with cannula at a sublethal dose of 1,450 mg/kg live weight. 
Bentazone was diluted with sunflower oil at a ratio 1 : 5. Subchronic intoxication was induced by an administration of 
bentazone in feed to the sheep for 84 days: a dose of 175 mg/kg live weight (1/10 of LD50) for the first experimental group 
(six head), and a dose of 97.5 mg/kg live weight (1/12 of LD50) for the second experimental group (six head). The control 
group did not receive any dietary bentazone. Acute intoxication with herbicide did not cause any statistically significant 
changes in hemoglobin, erythrocyte and leucocyte counts in the sheep within 120 hours after application. In comparison with 
the physiological standard, a slight increase in the percentage of neutrophils and a decrease in the lymphocyte percentage 
were observed. The values of eosinophils, basophils and monocytes remained unchanged. Observation of subchronic intoxi­
cation did not reveal any significant negative effect of the two doses of the herbicide within 84 days on the hematological 
parameters. Our experiments demonstrate that bentazone does not negatively influence blood formation.

sheep; bentazone herbicide; hematological changes

ABSTRAKT: Sledovali sme hematologické změny pri akútnej a subchronickej otravě oviec herbicidem bentazón, ktorého 
výrobcom je Výskumný ústav chemickej technológie v Bratislavě. Pri štúdiu akútnej intoxikácie bol bentazón podaný ovciam 
jednorázovo sondou v subletálnej dávke 1 450 mg/kg živej hmotnosti. V obsahu hemoglobinu, v počte erytrocytov, leukocy- 
tov, ako aj v percentuálnom zastúpení jednotlivých druhov leukocytov neboli zistené statisticky preukazné změny do 120 ho­
din od aplikácic tohto herbicidu. V porovnaní s fyziologickou normou sme zistili mierne zvýšenie percentuálneho zastúpenia 
neutrofilov a zníženie podielu lymfocytov. Hodnoty eozinofilov, bazofilov a monocytov neboli změněné. Keď bol ovciam 
podávaný herbicid v krmivé v dávke 195 mg a 97,5 mg/kg živej hmotnosti nezaznamenali sme počas 84 dní jeho negativny 
vplyv na hematologické ukazovatele. Dosiahnuté výsledky poukazujú, že bentazón nemá negativny vplyv na krvotvorbu.

ovce; herbicid bentazón; hematologické změny

ÚVOD

Problematika možných negativných účinkov novo- 
zavádzaných pesticídov u hospodářských a vofne žijú- 
cich zvierat nastoluje požiadavku získat’ čo najkom- 
plexnejšie poznatky o miere ich toxikologického 
rizika. Pre objcktivizáciu ich negativných biologických 
účinkov je nevyhnutné sledovat’ aj hematologické para­
metre.

Krv ako důležitý článok humorálnej regulácie po­
skytuje dobré možnosti sledovania toxického pósobe- 
nia rázných chemických látok na organizmus zvierat. 
Tieto móžu nepriaznivo pósobiť na krvotvorné orgány, 
samotnú krv alebo móžu ovplyvniť biochemizmus tvor­

by krvi (Chi a i., 1977). Na toxické pósobenie sú 
zvlášť citlivé erytrocyty (Jantošovič, 1971). Zníže­
nie počtu leukocytov móže mať nepriaznivý vplyv na 
obrannú schopnost’ organizmu (Dorn , 1964). Pri nie- 
ktorých intoxikáciách dochádza к změnám neutrofil- 
ných granulocytov (Slanina a i., 1985). Hemopoe- 
tický systém má tiež dóležitú úlohu pri adaptácii 
organizmu na rožne záťaže (Chylá a i., 1975).

Z hfadiska chemickej štruktúry patří bentazón do 
širokej skupiny heterocyklických zlúčenín - к diazí- 
nom. Ide o 3-izopropyl-l hydro-2, 1,3 benztiadiazín-4- 
-on-2, 2-dioxid s měrnou hmotnosťou 240,3.

Prakticky je nerozpustný vo vodě, dobře rozpustný 
v organických rozpúšťadlách a v rastlinných olejoch
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(S e d о к u г, 1986). Používá sa ako kontaktný selektív- 
ny herbicid. Má účinok proti širokému okruhu burín - 
vo fazuli, sóje, hrachu, kukuřici, zemiakoch, obilí a ry­
ži (Jowers a i., 1985). Toxický účinok bentazónu na 
rastliny sa prejavuje cestou inhibície fotosyntézy 
(Corbert, 1984).

Bentazón domácej proveniencie (Bentazón TP) sa 
líši od bentazónu vyrábaného v zahraničí (Nemecko) 
tým, že je syntetizovaný z iných východzích látok, 
a preto móže obsahovat’ iné vedfajšie produkty syntézy. 
Z hfadiska miery akútnej toxicity bola pozorovaná ur­
čitá druhová závislost’ citlivosti zvierat na bentazón 
(Neuschl а К a č m á r, 1992).

Z dostupných prameňov toxikologických štúdií her­
bicidu bentazón domácej proveniencie (Bentazón TP) 
chýbajú údaje o hematologických změnách. Doterajšie 
práce o toxickom působení tohto herbicidu boli zame- 
rané na získanie klinickej symptomatológie pri akútnej 
orálnej toxicitě u laboratórnych zvierat (Sedokur, 
1986; Melnikov a i., 1980), oviec (Neuschl 
а К a č m a r, 1992), králikov a bažantov (Neuschl 
a Kačmár, 1993). Klinické změny pri chronickej 
otravě Bentazónom TP popísali Neuschl a i. 
(1992). VzhFadom na uvedené sme sledovali aj sub- 
chronickú intoxikáciu oviec herbicídom Bentazón TP 
so zameraním na hematologické ukazovatele, ktoré sú 
důležité pre komplexnú toxikologickú testáciu.

MATERIÁL A METÓDY

AKÚTNA INTOXIKÁCIA

Pozorovania sme robili na siedmich járkách plemena 
slovenské merino o hmotnosti 26-29 kg. Ovce boli po- 
čas pokusu krmené zbilancovanou krmnou dávkou 
(ČSN 46 7070), ktorá obsahovala 1 kg sena lúčneho 
a melasové krmivo M v dávke 10 g/kg hmotnosti. Ov­
ce mali vodu к dispozícii ad libitum.

Bentazón TP bol dodaný jeho výrobcom (Výskumný 
ústav chemickej technológie, Bratislava) a podával sa 
ovciam jednorázovo v subletálnej dávke 1 450 mg/kg 
živej hmotnosti, a to sondou rozpuštěný v slnečnico- 
vom oleji v pomere 1:5. Krv bola na hematologické 
vyšetrenie odoberaná z vena jugularis před podáním 
bentazónu a 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96 a 120 hodin po 
jeho aplikácii.

SUBCHRONICKÁ INTOXIKÁCIA

V pokuse sme použili járky plemena slovenské me­
rino s hmotnosťou 32,8-44,5 kg vo veku 14-15 mesia- 
cov. Zvierata boli rozdělené do troch skupin.

Prvá pokusná skupina pozostávala z troch škopov 
a z troch bahníc. Bentazón TP bol ovciam přidávaný 
do melasového krmivá M po jeho predchádzajúcom 
rozpuštění v rastlinnom oleji a to denne v dávke 
195 mg/kg živej hmotnosti, t. j. 1/10 z LD50. V druhej

pokusnej skupině boli tri bahnice a tri škopy. Bentazón 
dostávali ovce denne s melasovým krmivom v dávke 
97,5 mg/kg živej hmotnosti, t. j. 1/20 z LDÍO. Tretia 
skupina bola kontrolná a boli v nej dva škopy a tri bah­
nice.

Všetky tri skupiny oviec boli krmené: 1 kg lúčneho 
sena, 0,46 kg melasového krmivá M obsahujúceho me­
lasu, mačkaný ovos, pšeničnú múku, rožne otruby 
a minerálnu kfmnu přísadu. Po šiestich týždňoch poku­
su bola dávka sena zvýšená na 1,5 kg. К vodě mali 
zvieratá neobmedzený přístup. Melasové krmivo, do 
ktorého bol pokusným zvieratám primiešaný bentazón, 
bolo podávané vždy v ranných hodinách.

Zvieratá boli ustajnené v individuálnych kotercoch 
a před pokusom boli vyšetřené klinicky a koprologic- 
ky. S podáváním bentazónu sa začalo po 12-dňovej 
adaptácii zvierat.

Krv bola ovciam odoberaná z vena jugularis, a to 
před podáním bentazónu a v priebehu jeho podávania 
na 14., 28., 42., 56., 70. a 84. deň.

V oboch pokusoch sme použili hematologické me­
tody ako ich uvádza Slanina a i. (1985). Výsledky 
boli štatisticky vyhodnotené Studentovým Mestom.

VÝSLEDKY

AKÚTNA INTOXIKÁCIA

V obsahu hemoglobinu nedošlo v podmienkach 
akútnej intoxikácie к preukazným změnám. Jeho hod­
noty sa pohybovali vo fyziologických hraniciach v roz­
pálí od 127,2 g/l (12 hodin po aplikácii) do 100,8 g/l 
(72 hodin po podaní).

Zhodný priebeh bol zistcný aj v počte erytrocytov. 
Najvýšší počet erytrocytov sme zistili po 12. hodině 
(12,5 T/l) a najnižší po 72. hodině (7,9 T/l) od začiatku 
aplikácie bentazónu. Vo všetkých sledovaných časo­
vých intervalech sa počet červených krviniek pohybo­
val vo fyziologických hraniciach a neboli významné 
změny medzi jednotlivými vyšetreniami.

Počet leukocytov před podáním bentazónu bol 
8,4 G/l. Na šiestu hodinu po jeho aplikácii ich počet 
stúpol na 11,2 G/l a v dalších časových intervaloch 
došlo к miernemu poklesu na 6,6 G/l po 120. hodině 
po aplikácii bentazónu. Změny však neboli signifikant­
ně a hodnoty vo všetkých časových intervaloch boli 
v norme.

Pri vyšetřovaní diferenciálneho krvného obrazu sme 
zistili po podaní bentazónu v porovnaní s fyziologic­
kou normou zvýšenie neutrofilov po šiestich hodinách 
od aplikácie (61 %), 24 hodinách (62 %), 36 hodinách 
(59 %), 48 hodinách (60 %) a 72 hodinách (73 %). Aj 
v ostatných časových intervaloch sa ich hodnoty pohy­
bovali na hornej hranici fyziologickcj normy. Percen­
tuálně zastúpcnie lymfocytov bolo pod spodnou hrani- 
cou na šiestu hodinu po aplikácii (36 %), 24. hodinu 
(35 %), 36.-48. hodinu (36 %) a na 72. hodinu 
(26 %).
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Hodnoty eozinofilov, bazofilov a monocytov boli 
vo všetkých časových intervalech vo fyziologických 
hraniciach.

SUBCHRONICKÁ INTOXIKÁCIA

Priemcrný obsah hemoglobinu před pokusom sa 
u kontrolnej skupiny (96,9 g/1) a druhej pokusnej sku­
piny (100,8 g/I) pohyboval pri dolnej fyziologické] hra­
nici. U prve] pokusnej skupiny oviec bol obsah hemo­
globinu 116,2 g/1. V prvom týždni pokusu poklesol 
obsah hemoglobinu u všetkých troch skupin oviec pod 
fyziologická normu. Pokles pokračoval až do ukonče- 
nia pokusu. Rozdiely medzi pokusnými skupinami 
a kontrolnou skupinou oviec neboli Statisticky význam­
né ani v jednom časovom intervale.

Počet erytrocytov sa u kontrolnej a prvej pokusnej 
skupiny pohyboval v priebehu celého pokusu v rozpálí 
fyziologických hodnot. V druhej pokusnej skupině sme 
zaznamenali zníženie počtu erytrocytov pod fyziologic­
ká hranicu na 56. deň (7,75 T/l) a na 84. deň (7,11 T/l). 
Rozdiely v počte erytrocytov medzi kontrolnou a po­
kusnými skupinami však neboli signifikantně.

Počet bielych krviniek sa u kontrolnej a oboch po­
kusných skupin pohyboval vo všetkých prípadoch vy- 
šetrenia vo fyziologických hraniciach a neboli zistené 
statisticky významné rozdiely medzi jednotlivými sku­
pinami oviec. Takisto neboli zistené preukazné rozdie­
ly v percentuálnom zastápení jednotlivých druhov bie­
lych krviniek (neutrofily, lymfocyty, monocyty, 
eozinofily, bazofily) medzi kontrolnou a pokusnými 
skupinami zvierat.

DISKUSIA

O hematologických změnách pri róznych intoxi- 
káciách referujú mnohí autoři (Dorn, 1964; Fried 
a Jantošovič, 1968; Jantošovič, 1971; 
Lanza a i., 1980 a iní). Z uvedených Stádií vyplývá, 
že pri otravách dochádza najčastejšie к poklesu v počte 
erytrocytov, obsahu hemoglobinu, к leukopenii, trom- 
bopenii, eozonofílii, a to v závislosti od koncentrácie 
sledovaných toxických látok.

Naše výsledky v hematologických štúdiách akútnej 
intoxikácie herbicídom bentazón nemóžeme porovnat’ 
s výsledkami iných autorov, пакоГко nebol ešte v tom­
to smere ověřovaný na hospodářských zvieratách. Vý­
sledky studie po 90 dňovej aplikácii bentazónu v dávke 
101 mg/kg u potkanov (Inczinger, 1987) sú zhodné 
s našimi zisteniami.

Aj keď sa pri štádii subchronickej toxicity pohybo­
val obsah hemoglobinu pri niektorých vyšetreniach pod 
dolnou hranicou fyziologickej normy, nebol tento po­
kles spósobený lýmto herbicídom, пакоГко změny boli 
zistené aj u kontrolnej skupiny oviec. Podobná dyna­
miku zmien sme zaznamenali aj v počte červených kr­
viniek.

Výsledky klinických a biochemických Studií intoxi­
kácie u oviec, králikov a bažantov (Kačmár a i., 
1988; Neuschl a Kačmár, 1992, 1993) preuká- 
zali, že bentazón má nízku orálnu toxicitu. Aj naše 
výsledky hematologických parametrov u oviec, ktoré 
sme získali v podmienkach akútnej a subchronickej in­
toxikácie potvrdzujú, že sledovaný bentazón sa javí ako 
bezpečný herbicid.
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QUANTIFICATION OF RESIDUAL VIRULENCE OF THE
VNUKOVO-32/107 RABIES VIRUS VACCINATION STRAIN

KVANTIFIKÁCIA ZBYTKOVEJ VIRULENCIE VAKCINAČNÉHO
KMEŇA VÍRUSU BĚSNOTY VNUKOVO-32/107

Š. Švrček1, R. Ondrejka1, Z. Beníšek1, O. J. Vrtiak1, M. A. Selimov2, J. Závadová1,
A. Ďurove1, J. Siiliová1, M. Maďar1

1 Rabiological Laboratory of the University of Veterinary Medicine and the Institute 
of Experimental Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic 
"WHO Reference Centre for Rabies, Moscow, Russia

ABSTRACT: The present work summarizes the results of 11 groups of experiments carried out with the aim to complexly 
quantify the residual virulence of a cold mutant of the Vnukovo-32/107 rabies virus vaccination strain intended for the 
preparation of an oral rabies vaccine (Kamark) for the immunization of free-living carnivores. According to WHO prescrip­
tions, residual virulence was quantified in experiments on carnivores, mainly red foxes (Vulpes vulpes) - the presumed target 
species, and farm-bred polar foxes (Alopex lagopus') - a related species. Further experiments were carried out in cats, dogs, 
non-target autochthonous micromammals, predatory birds (Microtus arvalis, Apodemusßavicollis, Falco tinnunculus) and in 
a large number of laboratory animals - white mice. At oral administration (including extremely high doses) the strain 
Vnukovo-32/107 proved to be apathogenic to the target carnivores - Vulpes vulpes and Alopex lagopus as well as cats, dogs 
and the autochthonous micromammals. For Falco tinnunculus the strain proved to be apathogenic even at intramuscular and 
intracerebral administration. The residual virulence of the Vnukovo-32/107 vaccination strain, also quantified by comprehen­
sive model experiments on white mice of different weight categories that had been infected orally, subcutaneously, intramus­
cularly, intracerebrally, by contact, with ingestion of rabic material or by modelled immune suppression, proved to be 
extremely low-levelled. The strain under investigation revealed a high level of attenuation and a low level of residual virulence 
and proved to be suitable for the preparation of non-reactogenic oral vaccine intended for foxes, an extremely susceptible 
target species.

rabies; immune prophylaxis of rabies; oral rabies vaccine; vaccine reactogenicity; Vnukovo-32/107 vaccination strain; residual 
virulence; target and non-target animal species

ABSTRAKT: V práci sú sumarizované výsledky súboru 11 skupin rozsiahlych pokusov zameraných na komplexnú kvanti- 
fikáciu zbytkovej virulencie chladového mutantu vakcinačného kmeňa virusu běsnoty Vnukovo-32/107 určeného o. i. pre 
přípravu živej orálnej vakcíny Kamark pre imunizáciu vořne žijúcich karnivorov. PodFa doporučení WHO zbytková virulencia 
vakcinačného kmeňa bola kvantifikovaná predovšetkým v pokusoch vykonaných na karnivoroch: zvlášť predpokladanom 
cieFovom druhu - liškách obyčajných (Vulpes vulpes) a tiež príbuznom druhu - farmových liškách polárných (Alopex lago­
pus). Ďalšie pokusy boli vykonané tiež na mačkách a psoch domácich. Pokusy na necieFových druhoch autochtónnych 
mikromamálií a pernatých dravcoch boli vykonané v obmedzenom rozsahu; na ryšavke žltohrdlej (Apodemus ßavicollis), 
hrabošovi poFnom (Microtus arvalis) a sokoloch myšiakoch (Falco tinnunculus). Časť pokusov bola vykonaná ako modelové 
na veFkom počte laboratórnych zvierat - bielych myšiach. Testovaný kmen pri orálnej aplikácii (vrátane extrémně vysokých 
dávok) je pre cieFové karnivory - lišky obyčajné, tiež lišky poláme, mačky domáce, psy domáce a do pokusov zahrnutých 
dvoch druhov autochtónnych hlodavcov apatogénny. Pre sokoly myšiaky je apatogénny aj pri intramuskulárnej a intracereb- 
rálnej aplikácii. Zbytková virulencia vakcinačného kmeňa Vnukovo-32/107 - kvantifikovaná tiež v rozsiahlych porovnávacích 
modelových pokusoch na bielych myšiach róznych hmotnostných kategórií, infikovaných orálně, subkutánne, intramuskulárne 
a intracerebrálne, tiež kontaktom a ingesciou rabického materiálu, modelováním imunosupresie, je mimoriadne nízká. Z vý- 
sledkov pokusov vyplývá vysoký stupeň atenuácie, resp. nízká zbytková virulencia vakcinačného kmeňa Vnukovo-32/107, 
jeho vhodnost’ pre přípravu areaktogénnej orálnej vakcíny určenej pre extrémně vnímavý cieFový druh zvierat - lišky obyčajné.

běsnota; imunoprofylaxia běsnoty; orálna antirabická vakcína; reaktogenita vakcíny; vakcinačný kmeň Vnukovo-32/ 107; 
zbytková virulencia; cieFové a necieFové druhy zvierat
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INTRODUCTION

Selection of a suitable vaccination strain presents 
one of the most important problems in the development 
of vaccination baits used in the oral rabies immuniza­
tion of freeliving carnivores (under European condi­
tions mainly red foxes). Since so far only live oral 
vaccines have been supposed to be used, it is important 
that vaccination strains are not only highly immuno­
genic but also highly attenuated. That means that their 
residual virulence for target and non-target animals is 
low and quantitatively defined. Details were summa­
rized and explained by Wandel er (1991).

On the basis of comparative studies the 107th serial 
cell passage of the strain Vnukovo-32 was selected for 
the development of vaccination baits for ora! rabies 
immunization of free-living foxes (Sv reek et al., 
1980b. 1982). Details of the results achieved in the 
development of vaccination baits are summarized in 
our recent publications (Sv reek et al., 1993, 1994).

There are two variants of the Vnukovo vaccination 
strain - 32 and 37 (Nikitina and Selimov, 
1969). Since according to the results of our experi­
ments variant 32 of the strain seems to be more suitable 
for the aims of oral immunization (Sv reek et al., 
1980b, 1982), it will be given a more detailed descrip­
tion. A survey of other vaccination strains - variants of 
SAD-strain. recently used for oral rabies vaccines is 
also included.

The Street Alabama Dufferin (SAD) strain was iso­
lated from a rabid dog in Alabama in 1935 (Fenje. 
1960) and originally designated Street Alabama (SA); 
the label Dufferin was added after the strain had been 
stored in the Connaught Laboratories. This strain 
passed 130 serial intracerebral mice passages before 
Fenje (1960) adapted it to culturing on cell cultures 
using the method of 25 interchanging passages on pri­
mary kidney cell culture of Syrian hamsters (PKCCSH) 
and mice brain.

Later variants were derived from the SAD strain that 
were suitable for the preparation of oral vaccines, 
namely, SAD Bern, SAD-B19, ERA, Vnukovo-32.

The standard SAD strain (also designed SAD Bern 
or SAD Swiss) had been originally obtained from the 
USA and successfully used for oral rabies vaccination 
of red foxes in Switzerland (S te с к et al., 1982). This 
strain has been used for preparation of oral rabies vac­
cines by Bioveta Ivanovice in the Czech Republic since 
1992 (Dedek et al., 1993).

The variant SAD-B 19 was derived from the original 
SAD strain in Germany (Bundesforschungsanstalt für 
Viruskrankheiten der Tiere, Tübingen) and it was sub­
jected to serial passage on one of the variants of the 
BHK-21 cell line. It was largely used for the prepara­
tion of an oral rabies vaccine that had also been distrib­
uted outside Germany (Schneider, 1985; 
Schneider et al., 1988; Matouch et al., 1988; 
Malouch and Jaroš, 1992; Mocsári and 
Kcrekes, 1992; Stöhr and Meslin, 1993;

Vrzal et al.. 1993; Mocsári et al., 1994; 
Stöhr, 1994).

In the former German Democratic Republic, the 
SAD/Potsdam 5/88 strain was used to prepare baits for 
oral rabies immunization of free-living foxes; this 
strain was derived from the SAD-Bern by adaptation to 
culturing on the BHK-21/Potsdam clone 5 cell line 
(Sinnecker et al., 1990).

In model experiments the above-mentioned SAD 
variants were tested for residual virulence - patho­
genicity in conventional laboratory animals (white 
mice, white rats), in free-living European micromam­
mals (Apodemus sylvaticus, Clethrionomys glareolus, 
Ondatra iibethicus, Microtus arvalis) and in Sigmodon 
hispidus in the USA. These data about experiments car­
ried out in several rabiologic laboratories were publish­
ed by Artois et al. (1992). The above-mentioned 
vaccination strains (or their variants) comply with the 
respective WHO criteria (1989).

The strain Vnukovo-32 [a detailed description how 
the variant was obtained and of its biological properties 
is given in the studies published by prof. M. A. Seli­
mov, the head of the team (Nikitina and Seli­
mov, 1969; Selimov. 1978, 1985, 1987)] was 
originally derived from the above-mentioned SAD 
strain (Fe nj e , 1961). In the first period 10 interchang­
ing passages were carried out at 37 °C; later only serial 
passage on PKCCSH was employed at different tem­
peratures.

After 15 serial passages at 26-28 °C the strain ob­
tained rct40 minus marker; it, however, slightly inter­
fered with other strains, proved to be rather thermo­
labile and lost its immunogenic activity 
(N i к i t i n o v a and Selimov, 1969). Thus further 
work aiming at preparation of a highly attenuated vac­
cination strain with good immunogenic activity made 
use of other heat regimes at serial passaging - 37 and 
32 °C. The obtained variants were later correspond­
ingly designated Vnukovo-37 and Vnukovo-32, and la­
belled with the respective number of serial passages.

The degree of attenuation, in addition to others de­
termined by the rct4Q plus, or plus-minus, or minus 
(rct40+, rct40±, rct40-) marker was changed by the num­
ber of passages at the given temperature. For instance, 
the Vnukovo-32-35 variant (25 passages in PKCCSH 
at 32 °C) had an rct40+ marker whereas the Vnukovo- 
32/62 an rct40- marker. For comparison, the Vnukovo- 
37/83, ERA, Pasteur and CVS-11 had an rct40+ marker.

It has been unambiguously proved that the rct40- 
marker correlates with the degree of virulence. For in­
stance the original SAD strain had pathogenic effects 
on Syrian hamsters at both subcutaneous and intramus­
cular administration; Vnukovo-32/63 retained its 
pathogenicity at intramuscular application and the 
Vnukovo-32/107 was apathogenic with both methods 
of extraneural administration.

In further experiments SAD, Vnukovo-37/91, ERA, 
Pasteur and CVS-11 proved to be pathogenic when ad­
ministered to mice weighing 11-12 grams subcutane-
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ously, intraperitoneally and intramuscularly whereas 
Vnukovo-32/91 had pathogenic effects only in part of 
the intramuscularly infected animals, and Vnukovo- 
32/107 was apathogenic even at intramuscular applica­
tion.

During passage at decreased temperatures, depend­
ing on the species, weight and age of the animals the 
Vnukovo strain also loses its pathogenicity at intracere­
bral administration. Details are presented in the com­
prehensive publications cited (Nikitina and S e 1 i - 
mov, 1969; Selimov, 1978, 1985, 1987).

For the purposes of differentiation between street 
and vaccination strains of rabies virus at first (as an 
unseparable part of control examinations in zones of 
oral rabies vaccination) monoclonal antinucleoprote- 
inic antibodies are used. According to Selimov 
(1987) the MCA 187-5.10 monoclonal antibodies do' 
not react with the SAD, SAD-B 19, ERA and Vnukovo- 
32 vaccination strains but they react with the street 
strains. For the purposes of control the MCA 239-17.3 
monoclonal antibodies are suggested that react with all 
street strains and the above-mentioned vaccination 
strains.

Strain-specific monoclonal antibodies have been re­
cently prepared for detail antigen structure determi­
nation of strain Vnukovo-32; against the nucleocapsid 
complex (Gribenča et al., 1991) and against the 
glycoprotein antigen (Mači ková et al., 1992). There 
was defined a genome, and/or there was estimated a se­
quence of glycoprotein gene of virus Vnukovo-32 and 
deduced a protein sequence. This one was analysed and 
compared with further vaccination and street strains of 
rabies virus (Fodor et al., 1994). These new, espe­
cially actual knowledge and methodic assays allowed 
the exact characterization of vaccination strain Vnuk­
ovo-32 at molecular level.

In this publication a part of our experiments is sum­
marized, which, according to the WHO recommenda­
tions concerning the strains suitable for live oral vac­
cine production (WHO 1989, 1992), are focused on 
characterization of the strain Vnukovo-32/107. Further 
results are reported in other publications of ours cited 
herein.

MATERIAL AND METHODS

EXPERIMENTAL ANIMALS

In the experiments mainly carnivores - the target 
animal species - common fox (Vulpes vulpes) and re­
lated farm-bred polar fox (Alopex lagopus') were used. 
According to the WHO recommendations domestic cat 
(Fells silvestris lybica v. domestica), domestic dog 
(Canis familiaris) and predatory birds - Euroasian kest­
rels (Falco tinunculus) were also included. In our work, 
model experiments on laboratory animals (white mice) 
were carried out. Experiments on non-target species

(autochthonal micromammals) were carried out only to 
a limited extent and involved yellow-necked mouse - 
Apodemus flavicollis (Muridae) and common vole - 
Microtus arvalis (Microtidae).

VIRUSES USED

In the experiments the vaccination strain Vnukovo-32 
was used on the level of the 107th serial cell passage. 
The virus was cultured on the BHK-21 cell line. Pre­
liminary virus titration was carried out in vivo by in­
tracerebral inoculation test (MIT) on white SPF mice 
weighing 6.0 g (Koprowski, 1973) and in vitro, by 
rapid tissue culture inoculation test (RTCIT) on cell 
line BHK-21 (Rudd and Trimarchi, 1987; 
Závadová et al., 1993). The virus suspensions at 
a suitable titre were stored at -70 °C until utilization 
in the experiments, control titrations were done.

For comparison, further strains of the rabies virus 
were used: The reference strain CVS, multiplied by 
intracerebral inoculation of white mice or guinea-pigs. 
Autochthonal street strains were also used, namely LB-1 
(isolated from gl. submandibularis of a common fox), 
and also PKM-77, K-81, P-1975 (isolated from brain 
and gl. submandibularis of non-vaccinated dogs). 
These strains were multiplied in the same way as the 
CVS strain. Titration (only by the intracerebral inocu­
lation test) and storage were analogous to those of the 
strain Vnukovo-32/107.

INFECTION (IMMUNIZATION) AND OBSERVATION 
OF ANIMALS

Infection (immunization) and observation periods of 
animals were different in the particular 11 experiments 
(or group of experiments), so the details are given sepa­
rately. After termination of the observation (or during 
the observation at decease of an animal), partial ne­
cropsy was carried out, the brain was taken out, in 
carnivores also submandibular salivary glands and in 
birds also other organs and tissues. Control examina­
tions for the detection of the virus were carried out by 
means of direct immunofluorescence test (DIPT) in im­
pression smears, possibly in cryostatic sections (Dean 
and A b e 1 s e t h , 1973), too. In the case of carnivores 
in vivo isolation of the virus was also carried out by the 
intracerebral MIT on suckling white mice (Ko­
prowski, 1973).

Experiment 1: Verification of the apathogenicity of 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 on common 
foxes and polar foxes immunized orally with the ex­
pected vaccination dose.

Altogether 25 young, 7-8-month-old free-living 
common foxes were caught and observed in our labo­
ratory approx. 3 months prior to the experiments. Prior 
to the experiment they were examined for the presence 
of antirabies antibodies by a virus neutralization test
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(VNT) in vivo on mice (Atanas iu, 1973). The re­
sults were negative.

The strain was also verified in experiments on 45 
farm-bred polar foxes of similar age like the free-living 
ones that had not been vaccinated against rabies before.

The animals were orally immunized (infected) with 
a native cell vaccine prepared from the strain Vnuko­
vo-32/107 by dropping the virus suspension onto the 
root of the tongue; the titre of the virus was 10s 7 or 
105'8 MICLD50/0.03 ml, the volume of the inoculum 
being 3.0 ml. Clinical observation of the foxes lasted 
180 days.

Experiment 2: Verification of the apathogenicity of 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 on common 
foxes; immunized with a tenfold of the expected immu­
nization dose.

Altogether 10 young, 8-9-month-old common 
foxes were caught, and observed like the foxes of 
experiment 1.

The animals were orally immunized (infected) with 
a cell vaccine prepared from strain Vnukovo-32/107 
that had been concentrated by ultrafiltration of the na­
tive virus suspension. The vaccine was dropped onto 
the root of the tongue. The actual titre was IO7 2 or 
IO73 MICLDS(/0.03 ml, the volume of the inoculum 
being 3.0 ml. Clinical observation of the foxes lasted 
180 days. After termination of the experiment, partial 
necropsy and virus detection were carried out (rabies 
antigen detection by DIPT, virus detection by MIT) as 
described above.

Experiment 3: Verification of the apathogenicity of 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 on domestic 
cats immunized with the expected vaccination dose.

Altogether 10 young, 6-9-month-old domestic cats 
were included that had not been vaccinated against ra­
bies before. Before being included in the experiment 
the animals had been reared and observed in our labo­
ratory for 30 days. They were examined in the same 
way as foxes of experiment 1.

Immunization (infection) was carried out orally with 
a native cell vaccine prepared from the strain Vnuko­
vo-32/107; the vaccine was dropped onto the root of 
the tongue. The actual virus titre was 1057 or IO5 8 
MICLD5O/O.O3 ml, the volume of the inoculum being 
3.0 ml. Clinical observation of the cats lasted 180 days. 
The cats were examined in the same way as foxes of 
experiment 1.

Experiment 4: Verification of the apathogenicity of 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 on domestic 
cats immunized with a tenfold of the expected vaccina­
tion dose.

In this experiment altogether 10 young, 6-9-month- 
-old domestic cats were included that had not been 
vaccinated against rabies before. Before being included 
in the experiment the animals had been reared and ob­
served like those in experiment 3.

The animals were immunized (infected) orally by 
dropping the vaccine onto the root of the tongue. The 
vaccine prepared from the strain Vnukovo-32/107 was

concentrated by ultrafiltration; its actual virus titre was 
IO73 and IO74 MICLD5q/O.O3 ml, the volume of the 
inoculum being 3.0 ml. Clinical observations of the 
cats lasted 180 days. Subsequently partial necropsy and 
virus detection were carried out like in experiment 2.

Experiment 5: Verification of the apathogenicity of 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 on domestic dogs 
orally immunized with the expected vaccination dose.

In the experiment altogether 5 young, 3-4-month- 
-old domestic dogs were included that had not been 
vaccinated against rabies before. Before being included 
in the experiment the animals had been examined in the 
same way as foxes of experiment 1.

The animals were immunized (infected) orally with 
a native cell vaccine prepared from the strain Vnuko­
vo-32/107; the vaccine was dropped onto the root of 
the tongue. The actual virus titre was 103'8 MICLD50/ 
/0.03 ml, the volume of the inoculum being 3.0 ml. The 
clinical observation of the dogs lasted 30 days.

Experiment 6: Verification of the apathogenicity of 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 on domestic 
dogs immunized orally with a tenfold of the expected 
vaccination dose.

In the experiment altogether 5 young, 3-4-month- 
-old dogs were included that had not been vaccinated 
against rabies before. Before being included in the ex­
periment, they had been examined in the same way as 
foxes of experiment 1.

The animals were immunized (infected) orally with 
a native cell vaccine from the strain Vnukovo-32/107. 
The vaccine was dropped onto the root of the tongue; 
the actual virus titre was I074 MICLDso/O.O3 ml. the 
volume of inoculum being 3.0 ml. The clinical obser­
vation of the dogs lasted 30 days.

Experiment 7: Verification of the apathogenicity of 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 on white labo­
ratory mice with different body weights and at different 
methods of application.

A total of 180 SPF white mice were included in the 
experiment: mice weighing 6-8 g, 12 g and 18 g, respec­
tively. The animals were obtained from VELAZ, Praha .

The animals were infected (immunized) orally, in­
tramuscularly, or subcutaneously (per 20 animals in 
each group) with a native virus suspension from the 
strain Vnukovo-32/107; the actual virus titre was 1057 
MICLD5q/0.03 ml. the volume of the inoculum being 
0.1 ml, or 0.2 ml. The scheme of experiment 7 is given 
in Tab. IV. The clinical observation of mice lasted 
45 days. Partial necropsy was carried out on animals 
deceased during this time. The impression smears from 
the transversal brain section were used for the detection 
of the rabies antigen by DIET.

Experiment 8: Verification of the apathogenicity of 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 on free-living 
micromammals at different methods of application.

A total of 60 autochthonous micromammals were 
used, 30 individuals of each species iApodemus flavi- 
colis and Microtus arvalisY The animals were reared in 
our laboratory.
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The scheme of experiment 8 is given in Tab. V. The 
animals were immunized in the same way as white 
mice in experiment 7; each group consisted of 10 ani­
mals of the two species mentioned above. After termi­
nation of the observation (45 days), examinations simi­
lar to experiment 7 were also carried out in animals 
which fell ill during the observation.

Experiment 9: Comparison of the virulence of the 
vaccination strain Vnukovo-32/107, the strain CVS and 
autochthonal street strains; titration experiments on 
mice.

In the experiment SPF mice were included: suckling 
mice weighing 2-3 g and mice weighing 6-8, 12 and 
18 g, respectively. The animals were obtained from 
VELAZ. Praha.

The scheme of the experiment is given in Tab. VI. 
The following strains were used for titration experi­
ments:
- the vaccination strain Vnukovo-32/107 in the form 

of infectious tissue culture medium;
- the strain CVS; the street strains PKM-77 and LB-1 

in the form of brain suspension supernatant of gui­
nea-pigs.
Mice were infected intracerebrally (the volume of 

inoculum - for suckling mice 0.01 ml, for mice weigh­
ing 6, 12 and 18 g, respectively, the volume of inocu­
lum being 0.03 ml), intramuscularly (the volume of 
inoculum for suckling mice was 0.05 ml, for mice 
weighing 6, 12 and 18 g. respectively, the volume of 
inoculum being 0.1 ml), subcutaneously or orally, the 
volume of inoculum being the same as at the intramus­
cular administration. In all cases the dilution was ten­
fold; 5 mice were infected with each dilution. The ob­
servation of the mice lasted 28 days. The results were 
worked up according to the cumulative method of 
Reed and Muench (1938) and they were expressed 
as log MICLD50, MSCLDso, and MIMLD50, 
MPOLD50, respectively, in the reference volume and 
for the respective category of mice.

Experiment 10: Verification of the apathogenicity 
of the vaccination strain Vnukovo-32/107 on white 
laboratory mice. The possibilities of natural transmis­
sion (contactus, ingestion) of the rabies infection from 
subcutaneously experimentally infected donors.

In the experiment altogether 540 SPF white mice 
were included as follows: the suckling mice weighing 
2-3 g (360 animals) and mice weighing 6-8 g (180 ani­
mals). The animals were obtained from VELAZ, Praha.

The scheme of the experiment is given in Tab. VII. 
The donors (suckling mice) were infected subcutane­
ously. The recipients (suckling mice and mice weigh­
ing 6-8 g) were exposed to the contact with donors or 
they were infected by ingestion of the brains of donor 
mice. In experiments signed 8/l/a-8/2/c (aimed at the 
verification of transmission - possibility of the rabies 
by contact); the suckling mice were used as donors as 
well as recipients. In experiments signed 8/3/a—8/4/c 
(aimed at verification of transmission - possibility of 
rabies by ingestion of rabies material); suckling mice

were used as donors, mice weighing 6-8 g were used 
as recipients.

The following virus suspensions were used for the 
infection of mice (experimental donors and potential 
recipients):
- the native suspension of the vaccination strain Vnu­

kovo-32/107;
- the native brain suspension of the dog’s street strain 

signed K-81;
- the native brain suspension of the standard strains 

CVS.
In all cases (for experiments 8/l/a-8/4/c) the suckl­

ing mice (experimental donors) were uniformly in­
fected with the strains mentioned above - subcuta­
neously into the upper lip, with a dose which ensured 
100% mortality; the volume of the inoculum being 
0.05 ml.

In potential recipients, the transmission possibilities 
of the rabies infection were also modulated with the use 
of cyclophoshamide immunosuppression (Cyclophos­
phamide 200, Jenapharm, Jena, the former DDR), in 
a dose of 200 mg/kg of live weight of mice. Cyclo­
phosphamide was administered subcutaneously, imme­
diately prior to the exposition.

The potential recipients for the testing of the trans­
mission possibility of the rabies infection by contact 
(suckling mice) were reared in one nest (5 animals) 
with experimentally (subcutaneously) infected siblings 
and fed by one mother. The rabies brains of subcutane­
ously infected suckling mice (the donors killed in the 
stage of prostration) were fed to the potential recipients 
for the testing of the possibility of rabies transmission 
by ingestion (mice weighing 6.0-8.0 g), individually 
per one brain, fasting.

The clinical observation of the mice after infection 
lasted 45 days. Partial necropsy was carried out on 
animals which deceased during the observation time; 
the impression smears from the brain section were used 
for the detection of rabies antigen by DIFT.

Experiment 11: Residual virulence of the vaccina­
tion strain Vnukovo-32/107. Experiments on Euroasian 
kestrels infected orally, intramuscularly or intracere­
brally.

Altogether 10 young Euroasian kestrels were in­
cluded in the experiment. The animals were obtained 
from UEF SAV, Bratislava. Before the experiments, 
the animals were examined in the same way as foxes 
in experiment 1; the result was negative.

Two strains of the rabies virus were used for the 
experimental infection; the vaccination strain Vnu­
kovo-32//107 and autochthonal dog’s street strain 
P-1975.

The scheme of the experiment is given in Tab. VIII. 
Animals No. 1-3 (group 9/1/a) were infected orally - 
by feeding the whole cadavers of deceased suckling 
mice experimentally intracerebrally infected with the 
strain Vnukovo-32/107. Three mice were fed to each 
kestrel. Kestrel No. 4 (9/1/b) was infected with the 
strain Vnukovo-32/107 intramuscularly into pectoral
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muscles at a dose of 5 x 106 MICKD50. Analogically, 
kestrel No. 5 (9/1/c) was infected intracerebrally with 
a dose of 106 MICLD50. Animals No. 6-8 (group 9/2/a) 
were infected orally - by feeding the whole cadavers 
of deceased suckling mice infected with the street strain 
P-1975. Three mice were fed to each kestrel. Kestrel 
No. 9 (9/2/b) was infected with the strain P-1975 intra­
muscularly into pectoral muscles at a dose of 10s 
MICLDsq. Analogically, kestrel No. 10 (9/2/c) was in­
fected intracerebrally with a dose of 104 MICLD50.

The observation of the infected kestrels lasted 
75 days. The aimed clinical examinations were carried 
out twice a day. In the intervals of 7 days, the swab 
smears of the oral cavity and corneal impressions were 
taken from the infected animals for the detection of 
rabies antigen by DIPT.

Kestrel No. 10 (9/2/c, intracerebrally infected with 
the street strain P-1975), has clinically fallen ill for 
rabies on day 30. On day 5 of the disease the animal 
was euthanatized by ether. At partial necropsy, the fol­
lowing tissues and organs were taken out: brain, me­
dulla oblongata, cervical medulla, liver, lungs, pectoral 
muscles, heart, spleen, kidneys, ischial nerve, tongue, 
glandular stomach, trachea, eyes, bursa Fabricii; for 
postmortal detection of rabies antigen by DIPT; paral- 
lelly by the method of impression smears and cryostatic 
sections. The samples of CNS were also examined by 
intracerebral MIT on suckling mice.

On day 60 after infection, animals No. 1-9 (infected 
orally, intramuscularly with both strains of the rabic 
virus mentioned above, or intracerebrally willt Ilie strain 
Vnukovo-32/107 - animal No. 5) were intramuscularly 
administered with hydrocortison sol. Spofa at a dose of 
25 mg, daily, during 10 days. On day 75, these animals 
were euthanatized by ether, too; the partial necropsy 
was carried out, the organs and tissues were taken out 
in the same way as in kestrel No. 10 and the examina­
tions were carried out by means of the methods men­
tioned above.

RESULTS

The results of partly comparative group of experi­
ments (No. 1-11) are summarized in Tabs. (I-VIII). 
With respect to the extent and heterogenicity, they are

further divided and/or summarized in the form of the 
groups of experiments and groups of animals.

In experiment 1, which was carried out on common 
foxes, orally immunized (infected) with a presumed 
dose of the vaccination strain Vnukovo-32/107, its 
apathogenicity was confirmed (Tab. I). The vaccination 
strain with a titre of 105 7 (the group of 15 foxes - l/a) 
and IO58 (the group of 10 foxes - 1/b), MICLD50/ 
/0.03 ml, respectively, in the volume of 3.0 ml; hence 
the animals were given 5 x 107 and 6.3 x 107 MICLD50, 
respectively. Analogically, in group 1/c - 45 head of 
young polar foxes were immunized with the strain 
Vnukovo-32/107 virus suspension at the individual 
dose of 6.3 x I07 MICLD50. In the course of the ob­
servation, the animals did not show any behavioral 
changes. During the observation time, as a consequence 
of a trauma, two animals have fallen ill and then de­
ceased in the group signed l/a; in the group of common 
foxes signed 1/b - one animal and two animals from 
the group of polar foxes. In all five cases of decease of 
common foxes, the partial necropsy was carried out; 
the detection of the rabies antigen by DIPT in the brain 
and in the submandibular salivary glands; also the in­
tracerebral MIT on suckling mice. The results of the 
above-mentioned control examinations for rabies were 
negative.

Experiment 2, carried out on young common foxes, 
was aimed at the verification of the apathogenicity of 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 when the ani­
mals were orally immunized (infected) with a dose at 
least ten times exceeding the presumed vaccination 
dose. The animals were given individual doses of 
1.585 x I09 and 1.995 x I09 MICLDS0, respectively. 
In the course of the observation, the animals did not 
show any behavioral changes. The results given in Tab. 
I indicate that none of 10 animals deceased. On day 
180 of the observation, the animals were killed. After 
the partial necropsy the rabies antigen was detected by 
DIPT in the brain and in submandibular salivary 
glands, as well as by intracerebral MIT on suckling 
mice; the results were negative

Analogical results like in experiments 1 and 2 (car­
ried out on foxes) were obtained from experiments 3-6, 
carried out on other carnivores - domestic cats and 
dogs. The experimental animals were orally immunized 
(infected) with the strain Vnukovo-32/107 at a dose 
which is presumed in vaccination, and/or it is at least

I. Residual virulence of the Vnukovo-32/107. Vaccination strain for red fox and polar fox in oral route of administration

Species 
tested

Group 
of animals

Number of 
inoculated 

animals
Vaccine strain titer 
log. MICLD5(/0.03

Volume 
of dose 

(ml)
Deaths

Detection of 
rabies 

antigen in

Rabies virus 
isolated Rabies 

positive
brain salivary 

gland
Red fox l/a 15 5.7 3.0 2 0 0 0 0/15

1/b 10 5.8 3.0 1 0 0 0 0/10
Polar fox 1/c 45 5.8 3.0 2 0 0 0 0/45
Red fox 2/a 5 7.2 3.0 0 0 0 0 0/5
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ten times higher. The results are given in Tabs. II and 
III. In the course of the observation (180 days in cats, 
only 30 days in dogs for technical reasons), no beha­
vioral changes in animals were seen. Three cats have 
deceased as a consequence of trauma. The control labo­
ratory examinations for rabies which were carried out 
in dead animals and/or in the groups of cats 4/a, 4/b 
after finishing of the observation were negative. In 
dogs orally infected (immunized) with a high dose of 
the strain Vnukovo-32/107, after finishing of the obser­
vation (30 days), no control examinations for rabies 
were done. These animals were not killed.

Model experiment 7 was carried out on white mice 
of different body weights, infected (immunized) orally, 
and/or intramuscularly or subcutaneously with a native 
undiluted suspension of the vaccination strain Vnuk­
ovo-32/107 (at the actual titre of 105 7 MICLD5o/O.O3 
ml). The results of the experiment are summarized in 
Tab. IV), they indicate the possibility of quantification 
of residual virulence of the tested strain. These confirm 
the degree of attenuation of the vaccination strain: it is 
apathogenic for 18-grams-mice in each of 3 peripheral 
ways of application; in 12-grams-mice the low-percent­
age mortality was seen only at subcutaneous and intra­
muscular applications (5 and 10%, respectively); in 
6-grams-mice the mortality at subcutaneous and intra­

muscular applications was 10% and 15%, respectively. 
When administered orally, the vaccination strain Vnu­
kovo-32/107 causes the disease in no weight category 
of the mice mentioned above.

The experiments on non-target species of au­
tochthonal micromammals were carried out to a limited 
extent (experiment 8, the results are given in Tab. V). 
The experiment was carried out on 30 individuals of 
the species Apodemus flavicolis and Microtus arvalis. 
For the infection (immunization) of animals, the native 
undiluted suspension of the vaccination strain Vnuko­
vo-32/107 (at the actual titre of IO58 MICLD5O/O.O3 
ml) was applied orally, subcutaneously or intramuscu­
larly. The results of the experiments indicate that the 
vaccination strain Vnukovo-32/107 caused the disease 
sporadically (10%) only when admministered intra­
muscularly. Other ways of application are safe (the vi­
rus is apathogenic).

The comparative titration experiments (experi­
ment 9) were carried out on mice of different weight 
categories. For comparison, two virulent autochthonal 
street strains were used; as well as the laboratory strain 
CVS. The results given in Tab. VI indicate the follow­
ing: The vaccination strain Vnukovo-32/107 is charac­
terized by a relatively low peripheral activity. When 
administered orally to 18-, 12- and 6-grams-mice, it is

11. Residual virulence of the Vnukovo-32/107. Vaccination strain for domestic cat in oral route of administration

Group 
of animals

Number of 
inoculated 

animals
Vaccine strain titer 
log MICLD5(/O.O3

Volume of 
dose 
(ml)

Observed 
period 
(days)

Deaths
Detection 
of rabies 
antigen in

Rabies virus 
isolated Rabies 

positive
brain salivary 

glands

3/a 5 5.7 3.0 180 1 0 0 0 0/5

3/b 5 5.8 3.0 180 1 0 0 0 0/5

4/a 5 7.3 3.0 180 0 0 0 0 0/5 :

4/b 5 _______ 7.4________ 3.0 180 1 0 0 0 0/5

III. Residual virulence of the Vnukovo-32/107. Vaccination strain for domestic dog in oral route of administration

Group 
of animals

Number of 
inoculations

Vaccine strain titer 
log MICLD5(/O.O3

Volume of dose 
(ml)

Observed period 
(days)

Alternation of 
behaviour Deaths

5 5 5.8 3 30 - -

6 5 7.4 3 30 - -

IV. Residual virulence of the Vnukovo-32/107. Vaccination strain for the white laboratory mice

Species 
tested

Group of 
animals

Number of 
inoculations

Weight of 
animals

Vaccine strain titer 
log M1CLD5o/O.O3

Volume 
of dose 

(ml)
Route of 

inoculation
Observed 

period 
(days)

Deaths
Detection of 

rabies antigen 
in brain

Rabies 
positive

5/a 20 6-8 5.7 0.1 p.o. 45 0 0 0/20
5/b 20 6-8 5.7 0.2 s.c. 45 2 2 2/20
5/c 20 6-8 5.7 0.2 i.m. 45 3 3 3/20

Labora- 5/d 20 12 5.7 0.1 p.o. 45 0 0 0/20

mouse 5/e 20 12 5.7 0.2 s.c. 45 1 1 1/20

5/f 20 12 5.7 0.2 i.m. 45 2 2 2/20

5/g 20 18 5.7 0.1 p.o. 45 1 0 0/20
5/h 20 18 5.7 0.2 s.c. 45 2 0 0/20
5/i 20 18 5.7 0.2 i.m. 45 1 0 0/20
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apathogenic; in suckling (2-3-grams) mice it causes the 
disease only sporadically. In 18-grams-mice, the strain 
Vnukovo-32/107 is apathogenic both when adminis­
tered subcutaneously and intramuscularly.

The possibilities of the transmission of rabies infec­
tion caused by vaccination strain Vnukovo-32/107 (by 
contact, and/or by ingestion) were experimentally veri­
fied in a model experiment on mice (experiment 10). 
The subcutaneously infected suckling mice were used 
as donors. For comparison, the street strain K-81 and 
the standard strain CVS were used. Susceptibility of 
potential recipients was also modulated by immunosup­
pression with cyclophosphamide.

The results given in Tab. VII indicate the vaccina­
tion strain Vnukovo-32/107 does not spread by contact. 
At the same time, we did not find out any possibility 
of this strain transmission by ingestion of rabies mate­
rial. In rabies strains used for comparison (the street 
strain K-81, the laboratory strain CVS) after ingestion 
of rabies material, the possibility of the infection trans­
mission was observed; it was partially potentiated by 
the immunosuppression of recipients. We did not ob­
serve any possibility of the transmission of the rabies

infection by contact with the street strain and/or with 
CVS either.

Experiment 11 was carried out on young falcons - 
Euroasian kestrels. For experimental infection, in addi­
tion to the strain Vnukovo-32/107 the autochthonal 
street strain P-1975 was used. The birds were infected 
orally (by feeding of cadavers of experimentally in­
fected mice), intramuscularly and/or intracerebrally. 
The results of the group of experiments No. 11 are 
given in Tab. VIII.

The results confirm the following: The periodical 
intravital examinations (the swab smears of the mucosa 
of oral cavity and corneal impressions), aimed at the 
detection of rabies antigen by DIPT and isolation of the 
virus by intracerebral MIT were negative. During 75 
days of the clinical observation of animals, in 9 experi­
mentally infected falcons (No. 1-9), no clinical signs 
of rabies were observed. On falcon No. 10 (9/2/c), in­
tracerebrally infected with the street strain, on day 30 
after inoculation the clinical signs of rabies have ap­
peared, like bristling feather, apathy, inappetencc, 
static and locomotory ataxy, paralysis. On day 5 of the 
disease, it was euthanatized. At partial necropsy of fal-

V. Residual virulence of the Vnukovo-32/107. Vaccination strain for the free living autochthonous micromammals

Species 
tested

Group of 
animals

Number of 
inoculated 

animals
Weight of 
animals

Vaccine strain tiler 
log MICLD5(/0.03

Volume 
of dose 

(ml)
Route of 

inoculation
Observed 

period 
(days)

Deaths
Detection of 

rabies antigen 
in brain

Rabies 
positive

Apodemus 
flavicolis

6/a

6/b

10

10

20-30

20-30

5.8

5.H

0.1

0.2

p.o. 45

45

2
2

0

0

0/10

0/10

6/c 10 20-30 5.8 0.2 i.m. 45 2 1 1/10

Microtus 
arvalis

6/d
6/e

10
10

20-30
20-30

5.8
5.8

0.1
0.2

p.o. 45
45

2
1

0
0

0/10
0/10

6/f 10 20-30 5.8 0.2 1. Hl. 45 2 1 1/10

VI. Virulence comparison of the Vnukovo-32/107. Vaccination strain, CVS strain and autochthonous street strains of rabies virus. Titration 
experiments in mice

Virus Virus strain Route of 
inoculation

Titer of virus - log MLD50
suckling mice 6-gram weight 12-gram weight 18-gram weight

i.c. 6.8 6.2 5.7 NT

Fixed/reference CVS i.m. 3.2
2.4

2.9

2.3

2.7

2.0

NT
NT

p.o. 1.2 <1 <1 NT

i.c. 5.8 5.0 4.6 NT

PKM-77 i.m. 3.2
2.3

3.0
2.2

2.9
1.9

NT

NT

Street strain p.o. 1.2 <1 <1 NT
i.c. 5.2 4.9 4.3 NT

LB-1 i.m. 3.1 3.0 2.8 NT
s.c. 2.4 2.3 2.0 NT
p.o. <1 <1 <1 NT
i.c. 6.2 5.7 2.4 14

Vaccination 
strain Vnukovo-32/107 i.m. 3.1

2.3
<1
<1

<1
<1

p.o. <1 0 _______ 0________
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con No. 9 the taken tissues and organs (Tab. VIII) were 
examined by DIPT (parallelly impression smears and 
cryostatic sections), the samples of CNS also by intra­
cerebral MIT on suckling mice. The rabies antigen by 
DIPT was detected only in the parts of CNS mentioned 
above; the result of MIT was negative.

On day 60 after infection, hydrocortisone was ap­
plied to falcons, after the application no clinical signs 
of rabies were seen in the suppressed animals either. 
On day 75 after infection, the animals were also eutha­
natized, the partial necropsy was carried out, the organs 
and tissues were taken out like in the case of falcon 
No. 9 and they were examined by the methods men­

tioned above. The results of the examinations were 
negative.

The results of the experiments in group 11 indicate 
the vaccination strain Vnukovo-32/107 is, unlike the 
street strain, apathogenic to falcons also when applied 
intracerebrally.

DISCUSSION

The definition of the residual virulence of vaccine 
strains for live vaccine production in general and expe- 
cially for oral rabies vaccine for wild carnivores is an

sion (contactus, ingestio) from subcutaneously experimentally infected donors
VIL Residual virulence of the Vnukovo-32/107. Vaccination strain for laboratory mice. Possibilities of the rabies infection natural transmis­

Experi­

No.

donors recipients

category 
of animals

number of 
animals strain

route of 
inoculation

category 
of animals

immuno­
supression

number 
of animals

mode of 
infection deaths

detection of 
rabies antigen 

in brain

8/1/a suckling mice 15 Vn.-32/107 s.c. suckling mice - 15 contactus 3 0

8/1/b suckling mice 15 K-81 s.c. suckling mice - 15 contactus 1 0

8/1/c suckling mice 15 CVS s.c. suckling mice - 15 contactus 1 0

8/2/a suckling mice 15 Vn.-32/107 s.c. suckling mice + 15 contactus 1 0

8/2/b suckling mice 15 K-81 s.c. suckling mice + 15 contactus 2 0

8/2/c suckling mice 15 CVS s.c. suckling mice + 15 contactus 1 0

8/3/a suckling mice 30 Vn.-32/l07 s.c. 6-8 g - 30 ingestion 0 0

8/3/b suckling mice 30 К 81 s.c. 6-8 g - 30 ingestion 1 1

8/3/c suckling mice 30 CVS s.c. 6-8 g - 30 ingestion 2 2

8/4/a suckling mice 30 Vn.-32/107 s.c. 6-8 g + 30 ingestion 0 0

8/4/b suckling mice 30 K-81 s.c. 6-8 g + 30 ingestion 2 2

8/4/c suckling mice 30 CVS s.c. 6-8 g + 30 ingestion 3 3

VIII. Residual virulence of the Vnukovo-32/107. Vaccination strain, Experiments in Euroasian kestrels (Falco tinnunculus), infected in oral, 
intramuscular and intracerebral route, results of the direct immunofluorescence (DMIF) postmortal detection of rabies antigen
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extremely topical problem. It is a part of standards for 
evaluation of oral rabies vaccines in accordance with 
WHO recommendations (1989, 1990, 1992). The stan­
dards together with the evaluation of up-to-date vaccine 
strains, are discussed in detail by Wandeler (1991) 
and Artois et al. (1992).

Another indivisible part of evaluation of vaccine 
strains for preparation of oral vaccines - determination 
of immunogene and antigene activity (in accordance 
with the mentioned standards) has been an object of our 
study; the results are published in parallel (Š vrče к 
et al., 1995).

Comparative studies of the development of vaccine 
baits carried out in our laboratory served as a basis for 
selection of the strain Vnukovo-32/107 for oral an­
tirabic immunization of free-living foxes (S vrče к et 
al., 1980b, 1982). The origin of the strain, the ways of 
attenuation and its properties are described in detail by 
the authors of the strain (Nikitina and S e 1 i m o v , 
1969; Selimov, 1978, 1985, 1987). Recently the 
characterization of the strain Vnukovo-32 has been 
supplemented with new information - preparation of 
strain - specific monoclonal antibodies (Gribenča 
et al., 1991; Mačiková et al., 1992), and with the 
definition of the part of a genome (Fodor et al., 
1994).

We summarize the results of the extensive set of 
11 groups of experiments, aimed at complex quantifi­
cation of residual virulence (grade of attenuation) of 
the cold mutant of the vaccine strain of rabies virus 
Vnukovo-32/107 intended for the preparation of an oral 
rabies vaccine (registered under the irade name 
Kamark) for immunization of free-living carnivores.

In accordance with WHO standards we tested (quan­
titatively) the residual virulence in experiments on car­
nivores, especially on the supposed target (extremely 
sensitive) species - common fox and related species 
farm-bred polar fox. Additional experiments have made 
on domestic cats and dogs, and on non-target species 
of autochthonous micromammals (yellow-necked 
mouse and common vole). Besides that predatory birds 
(Euroasian kestrels) have been included in the experi­
ment. Part of experiments carried out on common labo­
ratory animals - white mice - were model experiments.

Despite the fact that we consider the requirement of 
WHO (1989, 1990, 1992) for including the birds into 
study of residual virulence of vaccine strains of rabies 
virus as irrelevant, we have to respect it. According to 
results of our previous studies (S v r č e к et al., 1980a, 
1983), the birds are not susceptible to rabies virus, or 
their susceptibility is extremely low. Rabies of the birds 
has also several specificities - birds are not able to 
spread the disease.

Results of our experiments with various target and 
non-target species explicitly demonstrate a high grade 
of cold mutant attenuation of the vaccine strain Vnukovo­
-32 on the level of the 107th serial cell passage (Vnuko­
vo-32/107). The tested strain, when applied orally (in­
cluding extremely high doses), is apathogenic to the target

carnivores - common fox, related polar fox, domestic 
cat and dog, and two species of autochthonous rodents 
included in the experiment. Similarly, rabies was not 
detected at subcutaneous administration of the strain 
Vnukovo-32/107 to the yellow-necked mouse and com­
mon voles while, at the intramuscular administration, 
the mortality was 10%. The tested strain has been 
apathogenic to predatory birds - Euroasian kestrels at 
both the intramuscular and intracerebral administration.

The residual virulence of the strain Vnukovo-32/107 
was subjected to additional quantification in three 
groups of extensive comparative experiments carried 
out on white mice of various weight categories. Mice 
were infected orally, subcutaneously, intramuscularly 
and intracerebrally. Model experiments aimed at veri­
fication of possible contact infection by ingestion of the 
rabies infected material and immunosuppression were 
also performed. Obtained results serve as a proof of 
a high degree of attenuation or low residual virulence 
of the vaccination strain Vnukovo-32/107.

The cold mutant, vaccination strain Vnukovo­
-32/107, surpasses numerous vaccination strains (or 
variants of the SAD strain), used to produce live oral 
vaccines for immunization of free-living carnivores, 
due to its high degree of attenuation (low residual viru­
lence). Wandeler (1991) and Artois et al. 
(1992) summarized the data on the test of residual viru­
lence of these vaccination strains (corresponding to the 
appropriate WHO criteria). Besides that the high de­
gree of attenuation of the strain Vnukovo-32 (or areac- 
togenity of live vaccines produced from this strain) is 
indicated by the fact that no case of „laboratory rabies“ 
has been recorded in the territory of Czechoslovakia 
since 1979 when this vaccine was introduced into use 
for vaccination of all species of domestic animals in­
cluding the highly sensitive domestic cats and cattle 
(Vrzal et al., 1988).

The results (preliminary so far) of practical applica­
tion of the oral vaccine produced by means of the strain 
Vnukovo-32/107 also point to its harmlessness (arcac- 
togenity). In total, 232 600 vaccination baits Kamark 
were used throughout Slovakia in 1992-1993. Within 
the scope of obligatory control tests performed in the 
vaccination zone, 31 strains (isolated) of the rabies vi­
rus were obtained. By means of monoclonal antibodies 
all these strains were identified as street strains 
(Šv reek et al., 1994). This indicates that the strain 
Vnukovo-32/107 is also apathogenic to the extremely 
susceptible - common fox.
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