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{ HEeKOTOPHIX ﬁnommqeu{m CBOHCTBAX BHpYCA
Encephalomyelitis enzootica suis (Temuncxras

BOJe3HD).

Biologické vlastnosti viru veprové ence-
phalomyelitidy (Kloboukovy ¢i Tésinské
choroby) nebyly dosud dostatec¢né prostu-
dovany. Zakladni prace Kloboukovy uka-
zaly, ze jde o filtrovatelny virus, znaéné re-
sistentni, jenz je v nejvétsim kvantu pri-
tomen v CNS infikovanych vepri a pre-
nosny prirozenou cestou (jez neni s jis-
totou znama) nebo experimentalni infekci
pouze na tyz zvireci druh. UspéSné cesty
pokusné nakazy jsou: inokulace intrace-
rcbralni, méné pravidelné
vzacneji krmenim a nepravidelné i injek-
¢i intramuskularni a intraperitonealni.
Virus se zda byti velmi resistentni (Klo-
bouk!-Kostansky*-Fortner?).

Poznani hlavnich vlastnosti viru bylo
doplnéno zejména Kloboukovymi spolu-
pracovnikys3, ¢4, 5 ¢ g Fortnerem?, v nejno-
vejsSi dobé Andrejevem?!?, Sven Gardem!?
a Leépinem!%, Fortner? byl prvym, ktery
prokazal vylucovani viru stolici, jez je
vsak podle vSeho mnohem méné pravidel-
né nezli u viru lidské poliomyelitidy. Ty?Z
autor doplnil a rozsifil nalezy Kloboukovy

a ostatnich ceskych autorit o resistenci
| viru na ruzna antiseptika, zejména louh,
formalin, c¢laloramin, chlorové vapno a
kresoly. Dale prostudoval jeho resistenci
na teplo, vyschnuti, uzeni, hnilobné pro-
cesy a konecné prokazal, Ze kromé CNS
‘a stolice nelze virus prokazati v Zadném
Jmem organu ani v krvi. Lépinelé prenesl
virus veprove encephalomyelitidy na di-
vokeho vepre a prokazal jeho identitu

intranasalni,

s virem, vyvolavajicim chorobu zvirat na
Mad:—.s,ga,ska,ru20 21, Sven Gard:1® prvni pub-
likoval presne kvantltatlvm urceni ID,
obrnového viru, s nimz pracoval, potvrdll _
jeho resistenci na ether a uzavrel pres od-
chylky v histologickém nalezu, Ze virus
Tésinské choroby patii do stejné katego-
rie Jako lidska Poliomyelitis a patrné i vy-
ry ze skupmy Coxsackie, je vSak odlisny
od viru ostatnich encephalomyelitid. TyZ

autor potvrdil Klobouktiv nalez moZnosti .

infekce perora,hn a snaZil se propatrati
cestu prirozené infekce.

V prvé serii nasSich praci, kterou timto .
predkladame, jsme se vynasnazili pro-
hloubiti dosavadni znalosti o biologickych
viastnostech viru Tesinské choroby, a to
za pouzitli — pokud mozno — kvantitativ-
nich metod. Druha serie nasSich pokusi,
Jez bude predlozena dodatecné, zabyva se
Jeho antigennimi vlastnostmi, sleduje
otazku jeho antigenni plurality, urcuje
hladinu sero-neutralisacnich protﬂatek a
ukazuje nové moZnosti aktivni immuni-

SaCe.

OBSAH VIRU V CNS, KONSERVACE VIRU A
DOCILENI JEHO FIXNICH PATOGENNICH
VLASTNOSTI -

VétsSina starsSich praci uvadi, Ze virus
TéSinské choroby kolisd nesmirné co do
patogenetiky, takze docileni kmene o fix-
nich patogennich vlastnostech se povaZzo-
valo za prakticky nemozné. V nasich po-
kusec se ukazalo, ze toto tvrzeni neni
exaktni, pouZije-li se nasledujici inoku-
lacni a konservacni metodiky. Nas kmen
viru, ktery prodelal jiz témeér 100 pasazi
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zviraty, je standardné mokulovan intra-

" ecerebralné do frontalniho laloku v kvantu

0.5—1 cem centrifugovane misni suspen-

. se, ziredéné 101 az 10—2. Po inkubadni do-

be, kolisajici mezi 6 aZ 12 dny, dostavi se
prvé symptomy choroby, t. j. zvfzéené.
temperatura a ataxie, pfip. pocinajici

~ konvulse. PFi zcela prvych zretelnych

.symptomech ataxie Je zvire zabito a cer-
vikalni i lumbalni éast michy je konser-
- vovana na suchém ledé. Tato jednoduchéa

procedura udriuje neménnou virulenci vi-
ru (u neimunnich selat) vidy s p#ibliz-

ne stejnou inkubaéni dobou, takZe je moz-
no miuviti o pasazovém f1xn1m viru. K po-
kusu pouzivame selata mezi 10—25 kg té-
lesné vahy, ale ani u velkych zvifat (50
az 70 kg) nebylo lze pozorovati podstat-
né prod_louzem inkuba¢ni doby. Rovnéz
neni praktlcky znatelny rozdil mezi po-
uzitou suspensi ve ziedéni 10— a 10-:.

Konservovana na suchém ledu, podrzu_]e

“micha svoji patogenitu po radu mesictl.
Virulence suspense zietelné klesa, je-li po-
uzito mich ze zvirat druhy, tfeti nebo do-
Konce ctvrty den od pocatku zretelnych
symptomu onemocnéni, tedy jiz v pokro-
¢ilém stadiu paralyt:lckem Micha zvirat,
prezivSich tézkeé paralysy po dobu 6—7
dni, neobsahovala jiz Zadny prokazatelny
virus, aékoliv chovala rozsihlé a typické
histologické zmény.

Lze tedy pouzivainim michy cervikalni

a lumbalni zvirat, zabltych V nejranéj-

- 8im stadiu onemocnéni, konservované na
suchém ledd, dociliti viru o stilé maxi-
malni virulenci.

JINE MOZNOSTI EXPERIMENTALNI INOKU-

- LACE VIRU

Velika rada pokusit (provedenych nami
z casti za ucelem aktivni imunisace Zi-
vym virem) potvrdila star$i zkuSenost, Ze
‘intranasalni instilace viru asi 10 ecm hlu-
boko od nosniho otvoru pod konchy (sus-
pense 10—1) vyvolava v prevazné vétSné
pripadu typické onemocnéni po inkubaéni
dobe 11 az 18denni. Intrasperitonealni ino-
kulace viru vyvolava nepravidelné one-
mocneni, zhusta spontanné reparabilni.
Intramuskularni 1nJekce viru, pouzita
k aktivni imunisaci (suspense 10"‘1) Vy-
volava jen naprosto vzicné onemocnéni po
12 aZz 30denni inkubaéni dobé, obvykle
hlehkeho a prechodnélo razu zcela VYJI-
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mecné ve formé ascendentni paralysy
Landryho typu (patrné tehdy, je-li injek-
ci viru zasaZen nervus ischiaticus).

Inokulace viru do varlat v mnoZstvi

10 ccm suspense 10—! nevede ke zietelné-

mu klinickému onemocnéni, vyvolava vsak
pravdépodobné inaparentni infekci, jez
neékdy vede k imunité (5 pfipadd).
Intralingualni injekce suspense viru
10-1 v kvantu 1—2 ccm vedla v jednom
ze 6 pripadi ke klinické infekei po 24

dnech. U ostatnich probihala infekce in-

aparentné a vedla v 14 pripadd k solidni

imuniteé. |
Intravenosni injekce ohromnych kvant

viru (10—20 ccm misni suspense 10-1)

vstriknuta ve 3 pripadech s hyaluronida-

sou, ve 3 pripadech bez ni, nevedla ani
jednou ke klinické ¢i inaparentni infekei,
nebot zadné 2ze zvirat nebylo imunni.
Tento pokus ukazuje, ze prenos viru v pri-
rode hmyzem, ssajicim krev, je velmi ne-
pravdepodobny.

URCENT INFEKGNICH DAVEK VIRU V RUZ.
NYCH GASTECH CENTRALNTHO NERVOVE-
HO SYSTEMU

Starsi prace a naSe pokusy ukazaly, Ze
virus je konstantné a ve vétsich kvantecl
pritomen pouze v centralnim nervstvu.
V radé pokusu stanoveno, jaky je infekéni
titr viru v kréni a lumbalni ¢asti michy
(Jiz pravidelné pouzivaime v seriovych pa-
sazich k svym pokusim) a jaky v ostat-
nich castech centralniho nervstva, jez po-
dle starsich i novéjSich studii chovaji nej-
vice histologickych zmén. Tim minime:

1. mozedek,

2. mozkovy kmen s thalamickou kraji-
nou a se spodinou mozku (bulbus olfacto-
rius).

Material k titraci viru odebran meto-

dou, jak siora popsano, t. j. z intrace--

rebralné ockovaného selete, zabitého pfi
prvanich priznacich onemocnéni. V prvém
pripadé titrovana pouze micha. Po zjisté-
ni nejvyssich Géinych ziedéni viru v miSe,
vyvolavajicich jesté onemocnéni, titrova-
ny v druhé serii pokust (ziskané z téhoz
zvirete) micha, zvlasté pak mozedek a ko-
necné spodina mozku s thalamem a olfak-
torickym bulhem. Vysledek prve serie po-
kusu (k redéni viru 10—* pouzito jen 1
zvire, jelikoz toto Fedéni vidy dava klad-
né vysledky po kratké inkubadéni dobé:
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Redéni mi%ni suspense 1:100 | 1:300 1:500 1:600 1:1000 | 1:1500 | 1:2000 }
Pomér onemocnévsich | ' g
k inokulovanym 1/1 2/2 - 3/3 3/3 2/3 1/3 0/3

pro zfedéni viru 1:300 pouzita 2 zvirata,
'} k ostatnim po 3 zviratech) ukazuje ta-
¥ bulka 1.
- Inkubaéni doba nemocnych zvirat koli-

§ sala mezi 9—19 dny (redéni 10-3), one-
' mocnéni byla vesmés tézkého razu, ve-

douci k smrtelnym paralysam. Pokus
ukonéen po 40 dnech (prumerna pozoro-
vaci doba pro zvirata intracerebralné in-
- okulovani jest v nasich pokusech 32 dny).
- Kalkulaci podle Reeda a Muenche byl
~uréen obsah viru v miSe pri pasazovych
~ pokusech, vyvolavajicich paralysu u 50%
' nakaZenych zvifat na PD,, — 1021, Tato
hodnota je zhruba stejna jako ta, kterou
- urcéil ve svych pokusech Sven Gard:® pro
infikujici davku viruy, t. j. ID.,=10"3"2,
Propocéteno podle Kéirbera, jenz stanovil
- vhodnéjsi metodu pro maly pocet experi-
mentalnich =zvirat, byla ziskana cifra
PD.. — 10-3'v246, (Za presny vypocet obou
| hodnot dékujeme prof. Dru Janku.)

V novéjsi serii pokusit pozorovano, ze
Ize infekciositu michy zvysSiti uvolnénim
dalsich kvant viru ze suspense tim, Ze se
tato podrobi 4-6krat vystaveni stridavéemu
zmrznuti a roztaveni. Timto zpusobem
~preparovan infekéni material pro druhou
- pckusnou serii, v niz porovnavano kvan-
tum viru v mozku, mozecku a mozkové
- spodiné. K vili uspore experimentalnich
zvirat pouzito vSech 3 druhi materialu
- pouze Vv maximalnim 0éinném zredeni
- (10-3) a jesté ve ziedéni dvojnasobném

-(1:2000). Vysledek ukazuje tabulka:

_Tabulka 2.

Pouzita ¢ast Koncentrace Koncentrace
CNS 10— 1:2000
Mozek 1/2 0/2
Mozeéek 1/2 0/2
Micha 2/2 2/2

- Stanoveni PD,, naSeho pasaZového mis-
niho viru ukazuje jeho relativné valmi
nizky infekéni titr, jak je charakteristicke

pro viry poliomyelitické (na p¥. lidska
polio ¢i Lansing), kdezto viry encephalo-
myelitické maji — jak znamo — infekéni
titr mnohem vyssi (10-—10-9). Opako-
vanym mrznutim a roztavanim lze sice
zvySiti infekéni titr miSni suspense, presto
vsak ani zde nedosahuje hodnot charakte-

ristickvch pro typické arthropody pre-
nosné encepbhalomyelitidy. Z té ..oz pokusu
je patrno, Ze z celého CNS je neibohatsim
organem na virus — micha. MnoZstvi viru
v mozeéku, v mozkovém kmeni a spodiné
mozku, pfes rozsahlé histologické zmény,
jest daleko niZsi. I to svédéi o tom, Ze vi-
rus Tésinské choroby je svymi biologicky-
kvmi vlastnostmi daleko bliz§i viru lidske
poliomyelitidy nezli na pr. Japonské B en-
cephalomyelitidé i kdyz jsou histologické
lese v mozeéku u obou afekei podobna. -

PRIPLIZNE URCENI VELIKOSTI VIRU TE-
SINSKE CHOROBY ULTRAFILTRACI

Jelikoz z4dny z predchazejicich autori
se nezminoval o tom, ze by pouzil ultra-
filtrace k urceni priblizné velikosti viru,
povazovali jsme za sviij ukol, vyuzn:l 1 této
metody pro jeho bliZsi poznani. Ze starsich
pokustt Kloboukovych!,? ¢ a pozdéji Fort-
nerovych? bylo znamo, Ye virus (1 kdyz re-.
lativné nesnadno) prochazi Berkefeldovy-
mi filtry, zejména N a V. Ke svym poku-
stm jsme pouzili kolodiové membranové
ultrafiltry dle Zsigmondyho, firma Sarto-
rius, Gottingen. K disposici jsme meéli 3
druhy filtra¢nich membran, z nichz jemné
maji poéry v rozmérech mezi 10—50 mu, -
siredni mezi 50—80 mu a velké mezi 80
az 200 mu. Utrafiltraéni proces se ukazal
byti* velmi nesnadnym, takze musil byti
celkem v 7 seriich pokusu opakovan,
z éehoZ pouze 3 experimenty byly utspes-
né. Prirozené byly dodrZovany vsechny
nutné filtraéni kautely, filtry udrZovany
vlhké, v nékterych pokusech ke sniZeni
povrchovéio napéti bylo pouzito pridani
stop natrium-desoxycholatu. Filtra¢ni pro-
ces probihal pri nizkych teplotach, aby vi-
talita viru nebyla porusena. Jako nejvhod-
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. Tabulka 3.

Filtrace I.

- Priimér pord I, 10—50 mu II. 50-—80 mu | IIT. 80—290 mu
Pomér onemocnévsich k i, ¢. inokul. *)1/3 2/3 - 1/3
3 kontroly o zredéni 1 100 1: 250 1: 500 | 3/3

- frw = — _—

*) Z“f'etelné priznaky obrny, ale pFechodného razu.

ne381 vychozi material se ukaza]a byti

‘misni suspense, zredéna v prvém a dru-

hém pokuse 10—, ve tietim 10—, vesmés

~centrifugované 30 minut p¥i 10.000 obrat-
kach. Vysledek 3 tGspéSnych exemplaru je

patrny z tabulek: 3, 4 a o.

/ .

Tabulka 4. Filtrace II,

Praimdr péréi ' 1.10-50 mu |II. 50-80 mu
Pomér onemocnév- 0/3 1/4

- §ich k inokulovanym

Kontroly: 2 o zfFe-

Y dgni 102, 2 o zfe- 4/4
déni 1:500 |

F@'Ztmce III.

Tabulka 5.

Primer pori I. 10-50 mu II. 50-80 mu
Pomé&r onemocnév- .
sich k inokulovanym 0/2 2/3
Kontroly 2/2

Filtraty vstfikovany vesmés intracere-
bralné v kvantu 1—2 ccm, kontrolami
byly k filtraci pouZité suspense neredéné
i tedénd, které vidy prokazaly dostatec-
“ynou aktivitu viru. Zvifata onemocnévsi
po intracerebralnim vstriknuti filtratu,
projevila symptomy onemocnéni po inku-
bacni dobé, kolisajici mezi 8—32 dny.

Podle Elforda dluzno hodnotiti velikost
viru, prochazejiciho membranami ultra-
filtru priblizné 14—
péru, jimz virus prosel (plati pro jemne
pory, priblizné do 100 mu). Vzhledem
k tomuf Ze v prvém z positivnich pokusi
mélo zfetelné symptomy obrny i 1 ze zvi-
Ffat, naockovanych filtratem, proslym
malymi péry, hodnotime pribliznou veli-
 kost viru spiSe 14 priaméru strednich po-
ri filtri. Tim dochazime k pribliznym

!
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145 praméru filtrového

L |

rozmeérum viru kolem 25 mu. Zda se tedy,
Zze virus Tésinské choroby (predpoklada-
me-li jeho zhruba sférickou podobu) jJe
priblizné stejné velikosti jako virus lidskeé
poliomyelitidy nebo male viry encephalo-
myelitické, t. j. ma rozméry mezi 18 aZz
28 mu, urceno filtracni metodou.

d

RESISTENCE VIRU NA ETHER, ZVYSENOU

TEPLOTU. CHLORAMIN A JEHQO UCINNOST

PRI RUZNYCH pH

Jiz zkusSenosti Kloboukovy a jeho spo-
lupracovniku, pozde;]l pak prace Fortne-
rova, ukazaly, ze virus Tésinské choroby
v suspensi CNS je znacné resistentnim na
nejruznéjsi fysikalni i chemické cCinitele.
Zkusili jsme nékteré z téchto pokusu opa-
kovati a doplmtl Za, podmmek CO MOZNno
nejpresnéjsich, pri ¢emz, jako virus obsa-
hujiciho materidlu, jsme uzivali misni
suspense ve zredeni 10—, vzacnéji 102
Vv nekterych pfipadech jsme porovnavah
odolnost viru v centrifugované misni sus-
pensi s virem,
protaminsulfatem podle metody Warren -
Weil - Russovy!? a Je;|1 modifikace podle
Slavika. Tyto druaé zkousSky Jsme pova-
zovali za nesmirné dulezité proto, Ze jsme
presveédcéeni, Ze virus, jJimZ nastava infek-
ce v prirodé (at jiz vylucovany stolici
nebo pripadne nasofaryngealnim sekre-
tern) je mnohem citlivéjsi, nebot postrada
ochranného plasté velkého mnozstvi lipoi-
du a proteinu centralniho nervstva. Jelikoz
— Jak JSme se presvedcﬂl — protaminsul-
fat pri shora popsané purifikacni proce-
dufe precipituje hlavné kyselé proteiny a
na né vazané lipidy, povazujeme takto

pripraveny virovy material za blizky cit- !
livosti onomu, jimZz se v prirodé pravde-

podobné onemocnéni rozsiruje.

Velmi charakteristicka pro virus Té-
sinské choroby je jeho resistence na ether.
Prokazal ji mimo jiné také Sven Gard a
povazuje prave tuto vlastnost za jednu
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[ virll poliomyelitickych. V nasich pokusech
' Jsme si ovéfili etherresistenci viru jiz od
- same 10 zacatku prace (1949) kdy jsme

§ k immunisaci i k riznym jinym purifikaé-

' nim pokusiim pouzivali suspense delipido-
t'vané 14 objemu etheru, jenz pusobil po
~dobu 30 minut az 2 hodin. Takto ziskana
L delipidovana suspense aZz do ziedéni 102
]est praktlcky temer stejné infekéni jako
- misni suspense nedehpldovana Zredeni
103 dava ovSem jiz vysledky mnohem
| mené pravidelné, nez nedelipidovana sus-
pense tehoz redéni. I kdyz nelze zcela po-
“tvrditi nazor, ze by resistence na ether
byla charakteristickd jen pro viry polio-
- myehtlcke (prot1 encephalomyelitickym),
lze pripustiti, ze necitlivost na tak veliké
 kvantum etheru pri nékolikahodinové
- dobé kontaktu, je spoleéna jak viru lid-

ské poliomyelitidy,
- choroby.

RESISTENCE VIRU NA CHLORAMIN A ZVY.

SENOU TEPLOTU

Bylo uzito ¢&istého .chloraminu cesko—
slovenské vyroby. Chloram_m pridavan
jednak k 10% miSni suspensi, jednal?

| u vetsiny pokusu k viru, casteéné purifi-
kovanému protaminem. Kone¢na koncen-
§ trace chloraminu byla v 5 piipadeca 0,5%,
§ ve 4 pripadech 1%. Doba pusobeni anti-
b septika od 5 do 30 minut pri pokojove
temperature. Po -této dobé byl chloramin
- neutralisovan kyselym siriéitanem sod-
‘nym. Neutralisace v nasSich pokusech mu-
'silla byt velmi presna vzhledem k- tomu,
 Ze virova suspense, prip. virovy purifikat,
g na néjz plsobeno chloraminem, nesmél
§ obsahovat ani stop volného chloru, ani

z .'téch, jez virus radi do kategorie t. zv. prebytek bisulfitu,

tak viru Tésinské .

jelikoz k inokulaci-
opet uzito intracerebralni cesty.

Proto bylo pfedem mnoZstvi aktivniho
chloru v roztoku chloraminu a mnoZstvi
nutného bisulfitu uréeno presné u obou
roztoku jodometrickou titraci, nacez se
vypocetlo presné mnozstvi bisulfitu, pra-
vé potrebné k redukci aktivniho chloru
v c.aloraminu. Jelikoz po pridaném bisul-
fitu pH suspense velmi znac¢né klesa, bylo
nutno pred prida.nlm téeto latky alkaliso-
vat smeés nasycenym roztokem NaHCO..
Virova suspense s chloraminem po reduk-
ci bisulfitem nesméla ani z roztoku jodi-
du draselného vylucovat jod (coz by svéd-
Cilo pro prebytek aktivniho chloru), ani
odbarvovat Lugoliv roztok (prebytek bi-
sulfitu). — Za téchto kautel lze virus ob-
sahujici suspense, na néz bylo ptsobeno
chloraminem, injikovat intracerebralné za:
pomerné maleho risika pro operova.na..
zvirata. Vysledky tohoto pokusu _]sou
patrny z tabulky 6:

Z pokusu vysvita jasné, Ze protaminem
castecéne purifikovany virus — jehoz akti-
vita je jen o malo mensi nezli celé misni

suspense — jé nicen 0,5% chloraminem

Jiz za Sminutovou dobu pusobeni. Naproti
tomu virus v suspensi, chrinény barie-
rou komplexnich lipoiddi a lipoproteinit
CNS, potf'ebuje k inaktivaci alespon 15
az 30 min. ucinku téhoZ antiseptika o stej-
né nebo 1% koncentraci.

Vysledky thermické inaktivace viru
skytaji mnohem jasnéjSi obraz, nebot
nejsou kaleny toxicitou antiseptika. Bylo
inaktivovano wve vodni lazni, ianed po
skonéeni ucinku teplot vloZeny suspense
i purifikaty do lednicky (4-2° C) azZ do
okamziku operace. Tabulka 7.

Tabulka 6.
Koncentrace chloraminu 0,5% ' 19

1 Doba Géinku - 0 mm 15 min. ' 30_m:1n 15hum;n 30 mixL
Misni suspense 10—t *) 1/2 (;}1__ 1/2 .;:) 1/1 a
Céstecné ;urifil;ovany virus 0/:[ 0/ 1*-—--"- _#0/ 1- (;/ 1 0/1

Kontroly

- 3/3

”

¥) Sele zaSlo laesi mozku chloraminem;
1) Sele za3lo' 5. dne laesi chloraminem
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Tabulka 7.

Thermické resistence viru.

Teplota po 20 minut - 400 - 430 500 550 600 650 700

[ WSUspens_;_r%niéni 3:0—1 1/1 | 1/1 1/i 1/1 1/1 I 0/1 0/1

ﬁi ' .Proﬁg-rninovy purifikst 12 | 11 0/1 0/1 0/1 | o1 | nedstano
Ko1ntrol_y | 1/1 P

~Je tedy virus vepiové encephalomyeli-

tidy v 10% misni suspensi nicen teplotou
650 C, pusobici 20 minut; kdezto virus
casteéné zbaveny halastnich latek je inak-
tivovan jiz teplotou kolem 50 C za stej-
~nou dobu. Pokud lze posoudit z dosavad-
ni literatury, je thermoresistence Klobou-
kova viru priblizné téhoz radu (spiSe snad
o néco vyssi) jako viru lidské obrny (Le-
Ppine.19) '

UCINNOST VIRU PRI RUZNEM pH

W

Pro zkouSky resistence viru TéSinske

choroby na rtznid pH pouZito misni sus-

pense 10-2, ktera v kvantu 1 az 1145 ccm
inokulovana intracerebralné. Doba pliso-
béni rizného pH byla primérné 110 az
115 minut, ¢ili témeér 2 hodiny pri poko-
jové temperature. Dosazend hodnota pH
v suspensi kontrolovana piesné potencio-
metricky, pri ¢emz posledni kontrola byla
tésné pred intracerebralnim vstfiknuti
viru. Nejnizsi zkousSené pH bylo 2.0/, nej-
vyssi pH 13. Suspense v nizkém pH byla
zviraty tolerovana velmi dobre, pfi pH 12
a zejména pH 13 byla zvifata po operaci
nékolik hodin pareticka ¢i dokonce v bez-
védomi s obcasnymi konvulsemi, do dru-
hého dne seivéak zcela uzdravila. pH 2 az
3.5 bylo dosaZeno pfidanim 0,5 n kyseliny
solné, pH aZ do 5—0,5n kyseliny octove,
pH 6 az 8 pfidavanim 1/, objemu suspense
02 M fosfitového narazniku téhoz pH,
 kterého mélo byt dosazeno. pH 8 az 10
upravovano pridanim 0,2 M veronalnatria
a pH 10 az 13—0,5 normélnim NaOH.
Vysledek je patrny z tabulky 8, jez shrnu-
je pokusy nékolikrate opakovane:

Tabulka 8.

- Z prehledu je patrno, Ze pH 2 pri 2ho-
dinovém puasobeni virus inaktivuje. Od
pH 2,5 az pH 12 je virus prakticky nor-
malné aktivni, pfi ¢emz z délky inkubac-
n: doby se zda, ze aktivita viru spisSe stou-
pa pfi alkalickych hodnotach. Pri pH 13
je virus Gcéinny piiblizné pouze pro 33%
zvirat. Tento Udinek, p¥i neobvykle s'ro-
kém rozmezi pH, radi virus T¢sinske cho-
roby nesporné mezi nejresistentnejsi viry
vibec a vysvétluje, pro¢ ve veterinarni
praxi obvyklid louhova desinfekce nemusi
mit zadoucich Ucéink.

PRUKAZ VIRU VE STOLICI ZVIRAT, INFI-
KOVANYCH INTRACEREBRALNE

Celkem 5 =zvirat naockovano intrace-
rebralné virovou suspensi, redénou 102
a stolice jim odebriana v pocéateénim sta-
diu choroby, t. j. pfi prechodu mezl sta-

diem ataktickym a konvulsemi. Az do .

okamziku zpracovani uchovany stolice na |

suchém ledé. Poté z nich zhotoveny pri-
blizné "20% suspense, které smichany a
zbaveny bakterii dvojim zpiusobem. Pri
prvé metodé odstranéna bakterialni flora
kombinovanym pusobenim etheru a s'fi-
davou centrifukaci pri 3.000—6.030 obrat-
kach, nadez ether odstranén v exsikatoru.
Celkem pracovano podle metody, pouziva-
né k prukazu poliomyelitického viru z lid-
skych stolic ve Francisové laboratori.
Druhi pouzitd metoda spoéivala v centri-
fugaci stolic pfi 12.000 obratkach s nasle-
dovnym pridanim penicilinu a streptomy-
cinu. Material, ziskany kazdou z obou

‘metod, vstfiknut vzdy 4 zvifatim intra-

cerebralné v kvantu 1.5 cecm a 2 nasledu-

pH 2,07 25
{ Pomé&r onemoc-

névsich k inoku- | 0,2 i 3/4

lovanym

/
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jici dny jesté také intraperitonealné. Sou-
éasne s infracerebralnimi a intraperito-
nealnimi injekcemi dostala vSechna zvi-
rata v narkose intranasalné nékolik ccm
suspense téchze stolic bez jakékoliv desin-
‘fekéni procedury. Pres toto dikladné ino-
kulaéni schema neonemocnélo zadné z po-
kusnych zvirat po 40 pozorovacich dnu
(dodateéna challenge ukazala, Zze zvirata
nebyla imunni). Zda se tedy, Ze na roz-
dil od piirozeného onemocnéni (prokaza-
no Kloboukem), nebo experimentalni in-
fekce, vzniklé intranasalni instilaci viru
(Fortner) nebo koneéné Sven Gardem do-
sazené choroby, vyvolané infekei do zaZzi-
vaciho traktu, nevede intracerebralni in-
fekee k pravidelné eliminaci viru stolicl.

POKUS O PRENOS VIRU TESINSKE CHORO-
BY NA JINE ZVIRE NEZLI VEPRE DOMA-
CIHO

Podle shodnych zkuSenosti vsech dosa-
vadnich autori nelze virus Tésinske
obmy prenésti na zadné jiné zvire nezli

vepre doméciho, prip. jeho odridu, vepre

divokého (I.épinel¢). Zcela nejnove]i se
ukazal byt citlivym na Madagaskaru di-
voce zijici vepr Potamochaerus larvatus
(Pilet - Vegre?2v). Zkouseli jsme svu] pa-
sazovy virus, a to cestou intracerebralni
inokulace na velké radé zvirat, véetné veét-
Siny zvirat domacich. Tak zejména jsme
inokulovali asi 14 dni staré tele, jehﬁata,
ihned po vylihnuti a tyden stara, velmi
mlada Stéfata, kotata, mladé fretkv, Jez-
ka, kachny, holuby a slepice, a to vse bez
uspéchu. JelikoZz jsme predpokladali, ze
by v nékterych pripadech mohlo dcc azet
k maparentm infekei, spojené s vylucova-
nim viru, zabijeli jsme mnoha z téchto
zvirat 1025 dni od inokulace a jej:ch
centralni nervstvo, prip. jejich strevni ob-
sah vstrikovali selatim intracerebralne.
Ani v tomto pripadé nebyly prenosy
uspésné. Opakovani si zaslouzi pouze 2
experimenty, jez zustaly nevysvetleny.

Jedno ze 4 kotat, ockovanych virem Te-
Sinské choroby intracerebralneé, onemoc-
nélo za 114, meésice za priznaku ascendent-
ni paralysy, jez béhem 36 hodin spela
k smrtelnému konci. Tésné pred exitem
bylo koté zabito, micha a ¢ast mozku jed-
nak vysetrena histologicky, jednak uscho-
vana na suchém ledu. Histologické vyse-
treni michy prokazalo rozsahlé degenera-

tivni zmény v gangliovych buiikach =p1"<=5d-- .

-nich misnich rohu. Chybély zde vsak véisi

zmeny zanétlivé a neuronofagie. Prenos
z kotéte na vepre se nepodaril. L

V jiné serii pokusti infikovano intrace-
rebralné 8 dospeélych a 10 malyca syr-
skych kreckt asi 8 dni starych (Cricetus
auratus). Z dospélych zvirat neonemocneé-
lo zadné z mlad'at 2 po 21—23dennim in-
kubaéni dobé za priznaku zretelné ataxie
a parés. Ze CNS zabitych zvirat infikova-
ni dalsi syrsti kitecci, ale bezvysledné.

V posledni serii pokusu zkousena selata
divokych vepra, asi 20 kg tézka, na citli-
vost proti viru obrny, jelikoz se ve stredni
Evropé tvrdi, Ze jsou resistentnéjsi nezli
vepr domaci a nejsou hlasena zZadna one-
mocneni técato zvirat, Zijicich polodivoce
v oborach. Vysledky tohoto pokusu jsou
patrny z nasiedujici tabulky.

Tabulka 9.

Koncentrace . ;2 .
inokul. suspense 10 10~ 10—
]_?oi'.':et diVi{:lkfl, 1 9 : 2
inokulov. 1. c.

i y11d 13
Inkubacni doba 8 dni 13 dn? 1 14 gﬁg
Kontrola — do-
maci vepri

e

*¥) Uzdravil se po ataktickém stadiu

Z vysledku Je vidét, Ze citlivost divoke-
ho vepre na virus Tesmske choroby pri
intracerebralnim vstriknuti je prakticky
stejna, jako u vepre domaciho. Dluzno
ovSem priznat, ze klinické priznaky jsou
ponékud odliSné, zejména konvulsivni sta-
dium je pouze ve1m1 slabé vyznaceno a
ataxie rychle prechaz1 do paralys Také
histologicky nalez je vyraznéjsi.

POMNOZOVANI VIRU OBRNY V KURECICB
EMBRYICH

Podle vieho se dosud Zadnému z autoru
nepodarﬂo s jistotou prokazat, ze by se
virus TéSinské choroby pomnozoval v ku-
fecim zarodku za patologickych sympto-
mu pro embryo (opa‘énjr nazor zastava
Harnach!i, 12), I nase pokusy dopadly pe-
dobné, embrya naockovana vsemi mo.my-
mi cestami zlistavala vétSinou naZivu a
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" . lfhla se v normalni kufata. Poudeni Hen-

- leovou zkuSenosti s virem infekcni hepa-
... titidy, zkusili jsme, zda snad nedochazi
~ ;. k inaparentni infekci embrya a bezsymp-

. tomovému pomnoZeni viru v ném. Proto

- vykonan pokus, v némz infikovana jednak

©  6denni embrya 0,5 ccm miSni suspense ve
. ziedéni 1:5 (centrifugované pri 8.000 ob-
ratkach) do zZloutkového vaku a l1ldenni
embrya 0,2 cecm téZe suspense do amniotic-

ké prostory. Po 7Tdenni inkubaci prezivsi

- embrya oteviena, pri <femz k intrace-

rebralni inokulaci pokusnyeca vepru bylo .

-pouzito:

- 1. Z aminoticky inokulovanych embryi
odebrany po 7denni inkubaci mozky a 10
proc. suspensc Zz nich byla 1nokulova.na 1
vepri. -

2. Z embryi, naockovanych po zZloutko-

vého vaku (tedy pri odbéru 13dennich), -

~ byla vst¥iknuta zvlasté allantoidni tekuti-
- na 1 zvireti, 2. zvireti 10% suspense zlout-
kového vaku, zbaveného Zloutku a 3. zvi-

~ feti celé hlaviéky (bez oéi a zobaku) rov-

nez v 10% suspensi.

Vysledky pokusu jsou patrny z tabulky.

Tabulka 10.

~Inokulum Vysledek
Allantoidni tekutina nega;vni
Hlavi¢ky embr1yi negativni
Zloutkové vaky ;ne_gati;ni-'
Euc;zl;f po.mé;inmotlcké ino- - nt-;;'ativni
Kontrola, pt:;uzit_;l;t_) viru _-]t:)_a“.;é,lysa zz:; 8 dni

1;.

7 vysledku tohoto pokusu lze s velkou

pravdepodobnostl uzavriti, ze nas la.bora,-
torni kmen viru veprove obrny se nemnozi
ani inaparentné ve vyvijejicim se embryu,
coz opét by bylo dikazem jeho pribuz-
nosti s virem lidské poliomyelitidy.

POKUSY O PURIFIKACI VIRU OBRNY
VEPRU CHEMICKOU CESTOU

i Studlum blologlckych vlastnosti viru
‘obrny vepiir nemuze byt1 uplné bez snahy
0,ziskani pokud moZno cistého viroveio
'preparé,tu, ktery by byl vhodny pro kon-
. cehtraci ultracentrifugou. Proto jsme vel-
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kou fadu pokust a mnoho zvirat obéto-
vali purifikaénim proceduram podle nej-
rtiznéjSich metod. Jejich koneénym cilem
bylo =ziskati Ccisty virus znasobeného
uc¢inku k dalSsim rozborum. Zjistili jsme
totiz, Ze na pr. i nejaktivnejsi misni sus-
pense (piip. delipidované) nelze pouziti
ani jako dostateéne vydatného antigenu
k deviaci komplementu, tim méné pak
k biochemickému a elektroforetickému
rozboru, prip. k elektronoptickym stu-
diim. |

Je nutno hned konstatovati, Ze vse-
chny pokusy o ziskani c¢istého viru Tée-
Sinské choroby iIsou nesmirné obtizné,
stejné jako u viru lidské poliomyelitidy
hlavné proto, Ze viru, jak z predchazejiciho
patrno, je v centralnim nervstvu velmi
malo. '

Ve starsich pokusech jsme se pokou-
seli o casteénou purifikaci viru, jednak
delipidaci (viz resistence proti etheru),
jednak kyselou precipitaci, dale precipi-
taci methanolem pri temperature pod 0° C
a precipitaci acetonem za téchze podmi-
nek. Methanolova precipitace, provadéna
v principu podle Golana? (popsano pro
MM virus), acetonova precipitace podle
Robertse!3, jenz ji zkousel pro purifikaci
lidské polio. Kysela precipitace provede-
na podle principu uvedeného Rackerem
(ustni sdéleni) asi takto:

10% suspense mysSiho mozku a michy
(pouzito autorem pro TO virus) v desti-
lované vodé se, prevede 1 mol. octovou
kvselinou na pH 4. Kysela precipitace
problha bezprostredne nato v lednicce po

- dobu 30 minut, nadez se sediment od-

centrifuguje pri 3.000—4.000 obratkach.
Tekutina, ktera zbude nad sedimentem, -
se dekantuje a centrifugat se resuspen-
duje pri pH 8 fysiologickym roztokem
v 1/10 objemu 10% suspense. Vysledky
téchto nasSich prvnich pokust lze shrnouti
do prehledné tabulky 11.

Na rozdil od virid encepaalomyelitic-
kych (MM virus) ztraci virus Tesinske
choroby, purifikovan kteroukoliv z uve-
denych metod, znacéné na své aktivite,
takZe bez koncentrace ultracentrifugou
nedosahuji tyto metody 2zadouciho cile
(Patodka-Kubelka-Zacek15).

Z téchto divodd v novéjsich pokusech
prezkoumany jiné zpusoby purifikace,
z nichZ nadéjnym se ukazalo zejména en-
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" Tabulka 11

Koncentrace

Preparat

10—1 | 10— 10—3 10—

Suspense (109%) 17/17 T/ 2/3 | 0/3
Po kyselé precrlplta.m 4/4 | 4/4 | 0/4 | 0/2
Po kyselé precipifaci i :
a nasl, delipoidisaci | 1/1 | 0/1 | 1/1 | 0/1

| etherem | |
Po methanolové |
precipitaci 5/9 | 0/1 | 0/1 T

= o _ P
Po acetonové preci- l | :
pitaci 2/2 | — o ! T

~ zymatické natraveni CNS trypsinem nebo

papainem. Vj}'chozim materialem byla
obyCejna misSni suspense nebo suspense

delipidovana etherem.

Pii enzymatickém natravovani podle
nasich metod postupovano takto:

Natraveni papainem: Ke 100 ccm sus-
pense michy ve fys. roztoku jsme pridali
100 mg papainu (Merck 1:200) a 10 mg
l-cystein-hydrochloridu, oboji rozpusténe
v 5 ml vody . ph suspense jsme upravili
0.5 n kys. octovou za potenciometricke
kontroly do pH 5.0, suspensi jsme pone-
chali pri 37° C 2 hodiny, pak Jsme upra-

- vili pH 1 n NaOH z pH 5 na pH 7.,

}

suspensi jsme potrepah s 30 ccm cisté-
ho etheru (beze stop peroxydu). Odstre-

dill jsme a spodm ¢irou kapalinu odpipe-

tovali. Zbytek jsme rozmichali jesté s 50
ccm vody a znovu jsme odstiedili. Cirou
spodni kapahnu jsme. odplpetovah a Ppri-

- dali k prve frakci dehpldova.ne suspense.

Obé spojené frakce jsme okyselill znovu
0.5 n kys. octovou do pH 4.5. Vyloucllo se
malé mnozstvi srazeniny, které jsme od-
délili odstfedénim pri 5.000—S8.000 obrat-

- kach. Svrchni tekutinu jsme odlili a sra-

zeninu rozmichali do 10V cecm U.1 M fos-
fat. narazniku o pH 7.5. Roztok jsme zno-

Tabulka 12

l Ziedéni purifikitu p#i digesci

vu odstiedili a élry svrsek Jsme uilh 7
k inokulaci. -
Natravent trypsmem Ke 100 ccm sus

pense michy jsme pFidali 100 mg tryp- -

sinu Merck a pH upravili 10% roztokem
sody na 8.9, inkubovali 2 hodiny pri
370 C. Pak jsme pridali 30 vecm wmtheru
bez peroxydu, protfepali a odstiedili. Ci-
rou spodni kapalinu jsme odpipetovali.
Zbytek jsme rozmichali Jeste s 90 ccm
vody a znovu odstredili, ¢irou spodnl ka-
palinu jsme pridali k prvée, pH jsme
upravﬂl (0.5 kys. octovou na 4.5 a vznik-
lou sraZeninu jsme odstfedili. Svrchni te-
kutinu jsme odlili a srazeninu jsme re-
suspendovali do 10 ccm 0.1 M fosfatového
narazniku o pH 7.5. Nerozpustény podil

jsme odstiedili a &iry supernatant uZili.

k inokulaci.

Udinnost takto mskanych prlpravku
v jednom z optimalné probihajicich po-
kust, je patrna z tabulky 12.

Jak patrno, vysledky této pur1f1kacm
metody nejsou Spatné, zejména kdyz uva-
zime, ze konecny prepara,t hyl zbaven ba-
Jastnich proteint vice nezli z 95%, jak

uréeno stanovenim dusiku Kjeldahlovou . |

metodou. Vychozi suspense obsahovala
0.6% bilkovin, kdeZzto konecény purifikat
pouze 0. 0031% bilkovin (purifikovano
200krat). Nutno ovSem doplniti, ze 1 tou-
to purifikaéni procedurou byla odstrane-
na ¢ast virového proteinu, nebot takto vy-
¢iStény preparat byl priblizné 10krat me-
né udéinny nezli suspense, z niz byl vy-
roben. _

V docela posledni serii pokusti pak pre-
zkouSena metoda purifikace protaminsul-
fatem, jak ji zavedli Warren, Well, Russ
a Jeffries'4, jejiz provedeni a vysledky
jsou patrny z nasledujiciho prehledu.

V nasich pokusech jsme pouzili jako
protaminu. nam jedine prlstupneho*) |

r——— - r——a ==

*) Za laskavé prenechani clupeinsulfatu deku-
jeme prof. Dru S. Sormovi.

10krat zredéno
odpovida susp. 10—

Koncentrace
odpovida susp. 10—1

Pomér onemocnélych selat k inokulovanym
po trypsmove digesci

2/3 ' 1-/}

70 Tm —— T rTE———— - d—

Po papainove digesci .

5/5 . . 2/3
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clupeinsulfatu. misto uvedenymi autory
pouzitého salminsulfatu. Podle - nasich
zkusSenosti, kdy jsme zkousSeli protamino-
vou purifikaci na etherem delipidované
misSni suspensi, sestava sediment kromé
ze spolustrzeného protaminu hlavné z li-

poidu, lipoproteinii, nerozpustnyci bunéé-
- nych fragmentii a celych bunék, nebot

pri pouziti nedelipidované suspense byl
sediment velmi mohutny, pri pouziti deli-

. pidované byl nepatrny. Cast pounzitého

protaminu ovsem zustava v ¢iré svrchni

tekutiné. Jmenovanym autorum se poda-

rilo touto metodou rozdéliti viry do 2 ka-
tegorili. V prvé jsou ty, jez po precipi-
taci protaminem zlistavaji ve svrchni &iré
tekutiné a jsou tam obsaZeny v relat. pu-
rifikovaném stavu. Sem patfi na p¥. Po-
liomyelitis Lansing a vétSina transmis-
sivnich encephalitid. Viry z této katego-
rie lze ze svrchni ¢iré tekutiny dale vy-
purifikovati nekterymi fermenty, na pr.
krystalickym trypsinem. Druha kategorie
viru prechazi téméi kvantitativné do pre-
cipitaci vzniklého sedimentu. Sem patii
na pr. virus mysi encephalitidy GD VII,
vztekliny a influenzy. Tato kategorie virii
se hodi jiz meéné k dalsi purifikacni pro-

cedure natravenim pomeérné voluminosni-

ho sedimentu, lZe vsak toloto pouziti

- Jako depot (analogon adsorbatovych vak-

cin) k aktivni imunisacil?.

NasSim tkolem bylo zjistiti: 1. vlast-
nosti viru Kloboukovy nemoci vzhledem
k protaminu a jeho zarazeni do jedné
z téchto kategorii. 2. Paklize by patril
do I. kategorie, urciti, zda je mozZno pro-
taminovaneho principu pouziti jako prvé-
ho kroku, prakticky snadno proveditel-
néro a efektivniho, k dalsi purifikaci. P#i
tom nas nase experimenty dovedly k to-
mu, zZe jsme si zéasti ovérili podstatu
protaminové purifikace vubec.

S protaminovanymi purifikaty vykona-

na rada pokusil, z nichZ nékteré uvadime.

Hned pri prvém pokusu se ukéizal prekva-
pujici zjev, ze i vrchni ¢ird tekutina i bo-

haty sediment obsahuji virus. Zda se te-
~dy, Ze virus Kloboukovy nemoci zaujima

intermediarni posici mezi obéma svrchu

~ citovanymi kategoriemi, Ze totiz zéasti je

precipitovan, zéasti ztstava ve vrchni &i-
re tekutine. Podobny experiment prove-
den i s delipidovanou suspensi a zji§téno,

, ze i v tomto pripadé virus moll byti na- «s
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lezen jak v ¢iré tekutiné nahore, tak

i v sedimentu. Prokazalo se dokonce, Ze

¢ira svrchni tekutina, 2zfedéna 10krat
i 100krat, obsahovala zjistitelnda kvanta
viru, pri ¢éemz desateronasobné ziedéni
pravidelné usmrcovalo, stonasobné pouze
nekdy.

Proto jeden z nas modifikoval uvede-
nou metodu tim zpusobem, Ze k nedelipi-
dované neb etherem delipidované suspen-
si byl pridan koncentrovany roztok (asi
20%) protaminsulfatu, aby jej na 1 cem
suspense pripadlo 5 mg. pH, které tim
kleslo na 4.5, bylo ihned upraveno 0,5 n

-NaOH na pH 7, roztok byl uloZen na pil

hod. do lednice a pak teprve odstizdén.
Supernatant byl ¢iry, slabé nazioutly. Se-
diment, pokud ho byvlo uZito k inokula-
cim, byl 3krat promyt fysiologickym roz-

-~ tokem. |

Dva orientacni pokusy ukazaly, zZe i pfi
teto modifikaci se virus.nachazi jak v ¢i-
ré svrchni tekuting, tak v sedimentu. Pro
kvantitativni objasnéni téchto vysledki
byl proveden dal$i pokus, pti kterém se-

diment, ziskany protaminovou precipita-

cl, byl preveden do takoviho kvanta sus-
pense, z néhoz byl precipitaci ziskan a
kromeé toho jesté dale decimalné rfedén.
Pri tom bylo pouzito nasi modifikace, t. j.
upravy pH pred centrifugaci (co nejdfi-
ve po pridani protaminu). V tomto poku-
se 'se ukazalo, ze Cird svrchni tekutina po
protaminové sedimentaci, jeSté 10krat

ziedéna (odpovidd miSe, redénsd 10-2),

u obou ze 2 pouzitych selat vyvolala pri-
znaky s letalnim koncem po relativné
kratke inkubacni dobé. TaZz tekutina, zre-
déna 100krat (odpovida mise 10-3), ze 2
selat, 1. ¢. o¢kovanych, vyvolala u jednoho
smrtelne priznaky obrny. Protaminovy
sediment, naredénv do kvanta suspencse,
z niz precipitaci vznikl (na pr. sediment
vznikl precipitaci 10 ccm suspense 101,
po odcentrifugovani resuspendovan v pu-
frovaném fysiologickém roztoku rovnéz
do kvanta 10 ccm), byl protrepan, aby da-
val pokud mozno homogenni suspensi a
dale redén v prvnim pokuse 10krat, ve
druhém 100krat.

Z obojiho zredeni 10krat i 100krat
vstriknuto i. ¢. vzdy 2 selatiim po kvantu

1 ccm, tedy stejné jako svrchni- éiré te-.
kutiny. Vysledek byl prekvapujici, nebot

obé selata, oCkovana 10krat a 100krat re-
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dénym sedimentem, zasla na obrnu po
stejné kratké inkubaéni dobe (8—12 dni),
jako ona, oc¢kovani pur1f1kovanym SVrs-
kem.

- Vysledek tohoto experimentu je ne-
smirné zajimavy 'a tézko vysvétlitelny.
Ukazuje totiz, ze i purifikovana svrchni
tekutina i sediment obsahuji priblizne
stejna kvanta viru; co je vsak nejzahad-
néjsi, kazdé z obou téchto kvant se prak-
ticky rovna koneénému infekénimu titru
obrnového viru v miSe, jak nami byl
zjistén v predchazejicich pokusech. Priro-
zené by bylo lze oCekavati, ze kdyz se vi-
rus stejnomérné rozdéli mezi precipitat a
- svrchni tekutinu, méla by kazda z frakeci
obsahovati pouze je.:o poloviénl mnozs.vi.
Neni tedy vylouéeno, Ze princip protami-
nové purifikace znamena snad soucasné
i prozatim nevysvétlitelné uvolnéni viru,
ktery by jinak zustal vazan na castice
CNS.

Cely tento pokus byl porovnan doda-
teéné s frakcemi, ziskanymi kyselou pre-
cipitaci podle Rackera, jak shora popsa-
na. Pri Rackerové metodé je pouzZivano
pouze sedimentu, ziskaného precipitaci,
kdezto tekutina, jez se odcentrifuguje,
jest jako balastni odvrhovana. V tomto
pokuse byla vsak tato tekutina, a to do-
konce 10krat, zredéna, pouzita k inokula-
ci a to v davce 1 cem i. c. Shledalo se,
ze obsahuje relativné znaéna kvanta vi-
ru, nebotf obé selata, naockovana 10krat
ziedénou svrchni tekutinou, jez zbude po
kyselé precipitaci, téZce onemocnéla po
11denni a l14denni inkubac¢ni dobé. Sedi-
ment (z néhoz se pri Rackerové metodé
virus eluuje prevedenim do 10krat men-
stho kvanta lehce alkalickcho fysiolog.
roztoku a pH 8) byl v tomto pokuse na-
redéen do pluvodniho objemu suspense,
z néhoz ziskan (podobné jako v predcha-

| Tabulka 13.

Ztedéni

Supernatant pfi protaminové purifikaci

zejicim pokuse s protaminem) a pak Jeste- "
dodatecéné ziedén 100krat (odpovida tedy

sedimentu 2z michy,

fedéné priblizné
10—3). Tabulka 13.

Cela tato serie pokusu ukazuje tato
zcastl nova, zdéasti nami dosud prehled-'
nuta fakta:

1. Purifikace viru protaminsulfatem
jest co do aktivity precipitatu i1 super-
natantu alespon zéasti blizka, ne-li ana-
logickd kyselé precipitaci. Lisi se vSak
od ni tim, Ze pri protaminové metodeé snad
dochazi k prozatim zahadnému uvolfiova-
ni vétsiho mnozstvi viru, nezli ho lze pri-
mo prokazati ve vychozi suspensi, jez by-
la, k protaminové purifikaci pouzita.

2. Kysela precipitace, t. j. prevedeni
virové suspense do blizkosti isoelektric-
kého bodu, charakteristického pro virovy
mukleoprotem podobné jako protammo-
va pur1f1kace zanechava dostateéna kvan-
ta viru v balastni svrchni tekutine.

Preneseno konkretné na virus obrny
vepri znamena to, Ze bud isoelektricky
bod Kloboukova viru je niZz$i nezli pH 4
nebo ze pro prilis§ velké mnozstvi balast-
nich a protekénich latek, pritomnych ve
veprovém CNS, nelze tento virus wvubec
prevésti kvantitativné do sedimentu.

Ackoliv touto titraci zjisténo, Ze virus
Tésinské choroby ziustava v tekutiné,
zbyvSi po precipitaci protaminsulfatem
slabé zmensSen ve své aktivite, byl ucéinén
pokus o optimalni vycisténi viru papal-
novym natravenim protaminové.o puri-

fikatu. Jeho vysledek lze videti z tabul-
ky 14.

Pochopitelné je velmi tézko stanoviti
stupen distoty protamin — papainového
purifikadtu Kjeldahlovou metodou. Uka-
zalo se totiz, zZe pri precipitaci clupein-
sulfatem prechazi ¢ast tohoto protaminu
do precipitatu, ale nezjistitelna frakce

Vychozi material: suspense 10—

 Sediment p¥i protammove purifikaci

‘Supernatant pfi kyselé precipitaci

Sediment pri kysel€ precipitaci

Koncentrované: -
purifikit odpovidd 10krat zfedéno | 100krat zifedéno
suspensi 10—! |
| nedélano 2/2 | 1/2
nedélano 2/2 | - 2/2
nedélano 2/2 - nedélano
nedélzino nedélano 2/2
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5. Tabulka 14.

. ._ b

.

- zvySuje kvantum dusiku,
- Kjeldahlovou metodou v purifikatu, takze

] Kontroly (suspense 10—1)

,- 0

Z¥edéni purifikéti

-_—__-__-____-____—_—_.-_'——-—_-_—__ﬂ_-__'-——

Koncentrova.ﬁj?, odpovida
suspensi 10—

10krat zredéno

".{ Frakce po protaminové purifikaci _ .
podrobena papainové digesci supernatant .sed1m¢nt supernatant Sta;d1ment

{ Pomér onemocnévsich k inokulo- .4 | 22 Lo .
vanym | .

" ) o m T—— = — s = ]

zastivd v aktivni vrchni tekutiné. Tato

frakce pak spolu s pouzitym papainem
stanovitelné

 skuteény a konedny obsah N purifikova-
- ného viru je témito faktory zastren.

Jak patrno, zachoval si i tento purifi-

kit znadnou virovou aktivitu a bude nami

— stejné jako pouze papainem natravena

‘misni suspense — pouzit v dalsich poku-
sec1 ke koncentraci viru ultracentrifu-

ootl.

DISKUSE

Pokusili jsme prinésti nekteré nove po-

znatky, prohlubujici podle naSeho nazoru

" znalost biologickych vlastnosti viru inf.

uréeni virologickych faktoru,

obrny vepiu. Zvlasté jsme pracovali na
jez jsou
u virti obrné blizkych jiZ znamy, u tohoto
vSak dosud nikym nebyly podrobné stu-
dovany. |

Dosud nejlépe byla propracovana his-

| tologie CNS v pribéhu experimentiini

nebo prirozené infekce vepru. Klobouk,

-« Klobouk—Ko§tansky, Doubrava, pozdeji
. Fortner, Riedmiiller, Lépine, Sven Gard,

dale Horstmann — Manuelidis — Sprinz
zjistili predevsim komplex zmén v mise,
jenz je napadné podobny zmenam u lid-
ské polio. Kromé toho vSak popisuji také

i rozsahlé zmény v mozecku, mozkovem

kmeni a prodlouZené mise (v thalamicke

krajiné), v bulbus olfactorius a difusni

lese i mozkové koie. Komplex histologic-

- kych zmén jest analogicky oném, jez byly
- malezeny u hlodavéich encephalomyelitid
% (MM virus, GD VII), jednak se blizi

(zvlasté destrukei Purkynovyel bunék

.- v mozecku) podle Horstmanna—Manueli-
. dise—Sprinze ,,Japonské B encephalitide®.
- Ha8kovec, ktery vysetroval histologicky

AT2

2/2

dast nasSeho experimentalniho materialu,
nachazi téz zmény, podobné lidské polio-
myelitité svou povahou, na rozdil od ni
v3ak je prokazuje také i ve strednim a
zadnim rohu misnim. Podobné jako pred-
chozi autofi potvrzuje, Ze navic proti lid-
ské obrné meni choroba omezena pouze
na michu s relativné malym zachvacenim
mozku, nybrz i znac¢né postihuje mozko-
vy kmen a hemisféry.

Skupina posledng citovanych autoru se
na zakladé histologického studia experi-
mentalni infekce vepit priklani nejsp’Se
k nazoru, ze TéSinska cl.oroba je snad
pfibuzna Japonské B encephalitide®?. Na-
proti tomu Sven Gard tvrdi, Ze rozhod-
nuti miZe prinésti pouze podrobné stu-
dium samého viru. Podle svého vlastniho
studia, zejména zjiSténim resistence viru -
na ether a schopnosti vylucovati se sto-
lici, jej fadi do blizkosti viru lidské polio,
prip. skupiné virt Coxsackie. .

Nase prace méla v podstaté dvoji cil:
jednak jsme vérili,'Ze prohloubenym stu-
diem viru prispéjeme k rozhodnuti otazky
jeho taxonomie, za druhé jsme se snazili
ziskati z CNS virus co mozna nejcistsi,
ktery by byl vhodnym pro studie elektro-
noptické, prip. biochemické a mohl slou-
7iti také jako specificky a 0cinny virovy
antigen.

Jiz v prvych pokusech o experimental-
ni prenos bylo nami zjisténo, Ze jedinou,
naprosto spoleilivou cestou infekce jest
intracerebralni inokulace suspense michy,
odebrané zvireti v pocateénich stadiich
onemocnéni a konservované na suchem
ledu. Druhou nejuspésnéjsi cestou infekce
je intranasalni instilace viru, kdezto krme-
ni virem a intraperitonealni injekce ve-
dou k positivnim vysledkim pouze méné
pravidelné.  Intramuskularni  infekce,
stejné jako subkutanni a intralingualni,



vedou ke klinickému onemocnéni vzacne,
intravenosni v nasich pokusech nikdy

»wr

Uvazime-li, ze arthr opody prenosne ence-

phalitidy i C viry jsou snadno prenosne
i cestou periferni inokulace, svéd¢éi jiz
tato zkuSenost o podobnosti viru veprové
obrny s virem lidskeé poliomyelitidy.

Presnymi pokusy mnalezeno, Ze vétsi
kvanta viru obsahuje u pokusne infiko-
vaného zvirete pouze CNS, nepravidelné
také strevni obsah. Z CNS je daleko nej-
bohatsi na virus micha, zvlasté jeji cer-
vikalni a lumbalni ¢éast. Mozecek a moz-
kovy kmen, piip. bulbus olfactorius,
chovaji prokazatelné mensi kvanta viru
nezli micha, a to i v dobé, kdy klinické
priznaky svédéi s jistotou pro jejich za-
chvaceni (ataxie, konvulse).

Infe_kéni titr viru v mise i v dobé, kdy
- je ho v ni nejvice, t. j. na pocatku one-
mocnéni, je nizky. Nami propomtana (po-
dle Reeda a Muenche) prumerna hodnota
PD., se rovna 10-3,1, jez jest priblizné
stejna, jako ji zjistil Sven Gard.

Mnozstvi viru prokazatelného v misni
suspensi 1ze zvjréiti alespon 6krat opako-
vanym zmrazovanim a roztavanim, ale
ani tak nikdy nelze dociliti infekénich
titru, charakteristickych pro viry, arthro-

prenosnych encephalitid.
iru v mise paralytlckeho, ale preziv-

- §iho zvirete rychle ubyva takze 5.—1.
den od pocatku onemocneéni jej nelze jiz
vubec v ni dokazati. |

Vsechna tato uvedena fakta, zejména
- organova distribuce a nizky infekcni titr
viru ukazuji na jeho podobnost s lidskym
virem polio. Zda se vsak — podle nasich
dosavadnich zkuSenosti — Ze eliminace
~viru Tésinské choroby stfevem je méné
pravidelna, alespon pri experimentalni in-
fekel intracerebralni cestou. |

Ultrafiltraci kollodiovymi membranami
podarilo se nam stanoviti pribliznou veli-
* kost viru Tésinské choroby z CNS, a to
priblizné na 25 mu (v rozmezi 20—28 mu),
predpokladame-li jeho sférickou podohu.
Tyto rozméry se urcité blizZi rozmeérum
viru lidské polio, udavané podle téze me-
todiky nékterymi autory (C viry a Ja-
ponska B encephalitida se zdaji spise byti
mensich rozméru nezli virus veprové en-
cephalomyelitidy).

Moznosti expemmenta.lnlho prenosu Vi-
ru lidské polio jsou — jak znamo — vel-

\ ; LA

mi omezené, nebot pouze kmeny t. zv. ty-

pu Lansing jsou pfenosny mimo -opici

také na nlodavce. Podle dosavadnich zku-
Ssenosti 1 nasSich pokusu se zda, Ze virus =
Tésinské choroby je po této strance jesté
specifiétéjsim. Nebylo totiZz dosud mozno,
kromé na vepre (sus scrofa domestica)
a jeho divokou odrudu (sus scrofa), kteri
se v nasem pokuse ukazali byti priblizné
stejné citlivymi, prendsti virus na vibec
zadné jiné domaci ¢i laboratorni zvire.
Podle naseho nazoru tato velmi omezena
schopnost prenosu je jednou z nejtypic-

b d w »

te_]smh charakteristik pohomyehtlckeho' |
viru. Jesté vétsi specifita viru Tesmske

_ choroby je pravdépodobné zpusobena tlm,

ze vepr (sus scrofa) nema prakticky
blizkych zoologickych pribuznych.

Virus lidské polio se dosud nepodaftilo
pomnoziti Zadnou ze znamych metod ve
vyvijejicim se kurecim zarodku, ¢imzZ se
velmi ostre odliSuje od viru encephalitid
(véetné Japonské B), jezZ se mnozi rela-
tivné snadno, do vysokych titru g zhusta
zabiji embryo za typickych symptomi
(viz Zapadni a Vychodni konske encepha-
litidy). S vyjimkou ojedinelych pokusu
(Harnach), nepodarilo se dosud vétsSiné
ostatnich autort virus TéSinské choroby
pomnozZiti timto zplisobem, a to prozatim
ani inaparentne. Toto posledni prokazal

i jeden ze serie nasich pokusu provedeny_ '

ovsem pouze na nasem pasazovem labo-
ratornim viru.

*Odolnost viru na teplo (suspenSe misni
101 je inaktivovana 20 min. teplotou
65¢ C) a zejména ucinost viru pri sirokém
rozmezi pH (zGstava aktivnim v rozmezi
od pH 2,5 do pH 13 pii 2hod. plsobeni)
je velmi blizka resistenci viru lidské
obrny. Nase pokusy rovnéz zcela potvrdi-
ly Sven Gardovo zjisteni necitlivosti viru
TeéSinské choroby na ether jez je tak ve-
lika, Ze je mozno delipidace misni suspen-
se et.:erem pouzivati jako pomocnée meto-
dy k ¢asteéné purifikaci viru. I tato vlast-
nost ukazuje na obdobné caovani viru
lidské i veprové obrny.

Na rozdil od viru infekénich encepha-
lomyehtid (zejmena hlodavcich), lze vi-
rus veprové obrny sice castecne purlflko-

vat, a to bud kyselou ¢i methanolovou ne-

bc acetonovou precipitaci, ale kazda
z téchto metod soudasné virus TéSinské
choroby oslabuje znac¢né v jeho aktivité.

o
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' Precipitace miSni suspense clupemsul-
= fétem prokazala intermedierni postaveni
¥ viru Tésinské choroby mezi témi viry, jez
zusta.va;Jl témeér kvantitativné v ¢iré
/- svrchni tekutiné a onémi, jez jsou kvan-
-~ titativné strhovany do sedimentu.

.~ Za dosud nejuspésnéjsi a prltom na-
s prosto Jednoduchou metodu Je mozno po-
. vazZzovat . nami propracované natraveni
« miSni suspense papainem, kombinované
purifikac¢ni procedurou, sestavajici z de-
lipidace etherem a kyselé precipitace.
- Touto cestou lze ziskati virus, jehoz akti-
vita u dosud nejlepsiho pi:’-ipravku je pou-
Ze prlbhzne 10krat slabsi nezli misni sus-
pense, z niZ byl pripraven, pfiéemZ vSak
- mnozstvi proteinii (propocéitano podle N,
- urceného KJelda,_llovou metodou) se zmen-
~ 81 asi 200krat.

Je pravdeépodobno, Ze touto metodou-

dosazZeno purifiké,tu prip. purifikatu, zis-
kaného papainovym natravenim suspen-
- se, vyjasnéné protaminsulfatem (rovnéz
- nami s uspéchem propracovano), bude
- lze pouzit jako vychoziho materidlu pro
koncentraci viru ultracentrifugou za uce-
lem dalsiho studia (elektronoptika bio-
chemie viru, koncentrovany V1rovy anti-
gen).

V celku snad lze svrchu uvedenym1
fakty miti za prokaza,no ze virus Tésin-
ské choroby je svymi biologickymi vlast-
nostmi podobnéjsim viru lidské obrny,
nezli virum arthropody prenosnych ence-
phalitid. Nase dalsi sdé€leni ukaZe, Ze tyz
virus jako antigen pro deviaci komple-
mentu i pri aktivai immunisaci ma
vlastnosti, jez jeété vice zduraznuji jeho
podobnost (i kdyz je antlgenne odlisSnym)
s virem lidské obrny.

RESUME

- Vysledkem serie pokusu, zameérenych
"k podrobnému studiu biolog. vlastnosti
viru Encephalitis ezootica suum, jsou tato
. zZCastli nové zjisténa, zdéasti starsi, nami
- nove overena fakta:

Virus Tésinské choroby je pravidelné
v seriich prenosny cestou intracerebral-
- ni inokulace, pouzije-li se pasidzové michy
- zvirete zabitého v ataktickém stadiu one-
- mocnéni, konservované na suchem ledu.
~ Inkubaé¢ni doba pro zvirata tézka mezi 10
- az 25 kg, jimz vstriknuto intracerebralné

»
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10— nebo 10—2, kolisa mezi 6 az 12 dny.

Méné pravidelné uspéSnou je experi-
mentalni infekce cestou intranasalni ¢i in-
traperitonealni. Velmi vzacné lze prenésti
virus Intramuskularné, nikdy intravenos-
né (i pri pouziti ohromnych kvant viru
se soucasnym vstriknutim hyaluronidasy).

Virus pri prvych symptomech choroby
je v nemocném zvireti pritomen v nej-
vétSim kvantu v CNS. Z ného daleko nej-
vice ho chova micha, podstatné méné mo-
zeCek a mozkovy Kkmen s olfaktorickym
bulbem. V dalsim prubéhu choroby viru
v mise ryc.le ubyva, takze 5. az 7. den
od pocatku onemocnéni nelze jej uz vi-
bec experimentalné prokazat.

U zvitat 1nf1kovanych intracerebralnd
nebyla nami prokazana eliminace viru
stolici, a to ani pri kombinovaném ino-
kulaénim schematu intracerebralnim a
intranasalnim. ' |

Mnozstvi viru v mise i na pocéatku one-
mocneéni je relativné malé, takze 509% pa-
ralyticka davka naseho laboratorniho
kmene viru byla nami propocitana podle
Reeda a Muenche na PD., — 10—3"1, po-
dle Karbera na PD, — 10370246

MnozZstvi viru v mi%ni suspensi pied
centrifugaci lze zvysit rozbitim bunék
centralniho nervstva alespon 6krate opa-
kovanym zmrazovanim a tavenim. Ani
pak vsak infekéni titr viru nedosahuje
hodnot charakteristickych pro arthropo-
dy prenosné encefalitidy.

- Ultrafiltraci kollodiovymi membranami
byla nami urcéena priblizna velikost viru

Tésinske choroby hodnotou kolem 25 mu
(v rozmezi 20—28 mu), piedpokladame-
li jeho shruba sféricky tvar.

Virus Tésinské choroby se nam podari-
lo s jistotou prenést kromé vepre doma-
ctho pouze na vepre divoké o, jenZz je na
intracerebralni infekci priblizné stejné
citivy (zkouSeno az do redéni 10-3), Za-
hadnou zustava Landryho paralysa u ko-
téte, vypukla po déle nez mésic trvajici
1nkubacm dobé po intracerebralni inoku-
lact viru TéSinské choroby. Stejné tak
zi:stalo nevysvétleno paretické onemocné-
ni 2 mladat syrskych kreékd, infikova-
nych intracerebralné 8. den po narozeni.

Nepodarilo se ndm pomnoZiti nas labo-
ratorni kmen viru TéSinské choroby Zzad-
nou z béinych metod v kuiecim embryu.



Virus je inaktivovan v 10% misni sus-
pensi temperaturou 65° C za dobu 20 mi-
nut. Je-li casteéné purifikovin protamin-
sulfatem, ni¢i ho jiz teplota 50" C za tu-
téz dobu. Stejné purifikovany virus je
Inaktivovan 0.5% chloraminem za 5 mi-
nut. TaZ koncentrace tohoto antiseptika
nici virus v 10%% misSni suspensi aZ za 15
az 30 minut.

Virus TéSinské choroby je Géinnym pii
velmi sirokém rozmezi pH, a to od pH 2.5
do pH 13 pri 2hodinovém pusobeni pied
inokulaci. Podle délky inkubaéni doby se
zda, Ze alkalicka pH, a to od pH 8—11
spise zvysuji aktivitu viru.

Virus veprové obrny je prakticky ne-
citlivy na ether, takie 30 objemovymi
procenty etheru delipidovana misni sus-
pense s1 zachovava plnou 1ncinost az do
zredeni 10—z -

Virus lze z miSni suspense ¢aste¢né pu-
rifikovat bud kyselou precipitaci nebo
met_1anolem, ¢i acetonem pri temperature
pod 0° C. Purifikaty vSak ztraceji znacéné
na puvodni aktivité.

Pri pokusu o purifikaci viru clupeinsul-
fatem jsme zjistili, ze virus ztustava pri-
blizné ve stejném kvantu i v c¢iré vrchni
tekutineé i prechazi do sedimentu. Jelikoz
clupeinsulfat znac¢né sniZzuje pH suspense
a pusobi tedy kromé adsorbee ¢i snad che-

micke vazby také kyselou precipitaci viru,

byla nami metodika americkych autort

takto modifikovana: po pridani clupein-

sulfatu zvyseno pH ihned na 7,2 a pak
teprve sediment odcentrifugovan. I potom
vsak virus zustavad rozdélen mezi éiry
svrSek a sediment.

V dalsich srovnavacich pokusech shle-
dano, ze protaminova purifikace viru ve-
prové obrny je skutecéné casteéné analo-
gicka purifikaci kyselou precipitaci. Pro-
taminova metoda je vsak Setrnéjsi a vy-
hodnéjsi, nebot, jak se zda, uvoliuje ze
suspense vetsi kvanta viru (jenz se ovsem
déli mezi svrsek a sediment), nez lze do-

kadzat v témzZe materialu pred purifikaci.

Protaminovy purifikat viru Tésinské cho-
roby lze jestée dale vydistit natravenim

papainem, pri ¢emz si zachovava relativné
znacnou virovou aktivitu. | o
Propracovali jsme novou methodu puri-
fikace viru Encephalitis enzootica suum,
a to primym natravenim miS$ni suspense
papainem pri pH 5.5, po niz nasleduje de~
lipidace a kysela precipitace viru. Ko-
neény preparat je prakticky zbaven vsech
volnych lipoidu CNS a obsa.iuje pribliznd
200krat méné proteinti neZli suspense,
z niz byl pripraven. Takto pFipraveny vi-
rovy purifikat je pouse jen asi 10krat
meneé aktivni nezli vychozi suspense.
Podle souboru vSech téchto uvedenych
vlastnosti viru obrny vepri se zda, ze
fento ma mnohem vice podobnosti s vi-
rem lidské poliomyelitidy nezli s encepha-
litidami, prenosnymi arthropody. |
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