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Uvod

Pomeérné casty vyskyt akutnich otrav uzitkovych zvifat slouceninami arzénu
byl v poslednich letech nékolikrat predmétem studia jeho kvantitativniho zjisfo-
vani ve svalstvu a vnitfnich organech. Divodem bylo predevsim ptezkouseni ne-
zavadnosti masa z otrivenych a nutné odporazenych zvifat pro bézny konzum
(1-6). 7

Ve starsi literature se vseobecné uvadi, ze maso z téchto zvirat je po odstra-
néni vnitinich organt zpusobilé k pozivani (1). Novéji byl tento nazor korigovan
Kovacsem (7), ktery doporucuje v kazdém pripadé kvantitativni chemicky
rozbor a navrhuje vylou¢it z konzumu kromé vnitfnich organa také maso s obsa-
hem arzénu nad 5 mg/l kg. Toto stanovisko zastava i Mathé (8), kterda na
nékolika pripadech experimentalnich otrav rtiznymi ddavkami arzénovych slouce-
nin zjistila, Ze obsah arzénu v mase otravenych zvirat ziidka presahuje hodnotu
uvedenou Kovacsem. Pii stanoveni tohoto maximalniho pfipustného obsahu
arzénu vychazi obé citované prace z avahy, ze pti poziti 600 g masa za den (coz
povazuji autori za hranici denni spotfeby na osobu), je mnozstvi pozitého arzénu
hluboko pod terapeutickymi ddvkami, které ¢ini 5—10 mg kysli¢niku arzenitého, tj.
3,8 —=7,7 mg arzénu pro die pro dospélého ¢lovéka (9). Mathé uvadi dale v sou-
hlase s ndlezy Hama, Klinehoa Ensmingera (10), ze obsah arzénu
ve svalech rychle klesa, a podafi-li se otrdvené zvife udrzet na Zivu (naptf. vhod-
nou terapii) po nékolik dni, klesne az na zlomky mg/1 kg.

V souvislosti s moznosti pozivani masa byla v nékolika pracich diskutovana
i otazka distribuce arzénu v téle otravenych zvitat. S vyjimkou prace Mathé-ové
(8), ktera uvadi hodnoty nalezené pfi rozboru riaznych svald, jater, ledvin, sle-
ziny, srdce, branice a srsti u skotu, ovci a drubeze, jsou udaje v ostatnich nam
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dostupnych pracich velmi neurc¢ité, i kdyz se vesmeés shoduji v tom, ze nejvyssi
obsah arzénu byl nalezen v jatrech (radoveé az 100 mg/1 kg). ledvinach, sleziné
a zaludku (11). Z nasich autord uvadi Oplistil (12) nékolik pripada kvan-
titativniho zjisfovani obsahu arzénu ve svalech u skotu a prasat, pricemz u skotu
nalezl 1,2—1.7 mg/1 kg.

V prabéhu nékolika let jsme méli moznost na radé pripadi nahodilych otrav
hospodatskych zvifat pozorovat, ze obsah arzénu ve svalech neklesa tou meérou,
jak uvadi Mathé, nebotf i u zvirat, ktera se udrzela na zivu po vice dni, jsme na-
chazeli nékolik mg mnozstvi v 1 kg svaloviny. Nase pozorovani jsme méli moznost
ovérit v posledni dobé na materialu ze 60 kusu skotu, ktery jsme obdrzeli k toxi-
kologickému vysetfeni z riznych mist. Okolnost, ze jsme méli k dispozici vétsi
pocet vzorku vnitfnich organi, dovolila nam porovnat udaje ziskané pri experimen-
talnich otravach, kde byl arzén aplikovan per os nebo intramuskularné (8) s hod-
notami nalezenymi pfi otravach v terénu.

Slo vesmés o otravy zvitat blize neuréenym mnozstvim arzeni¢nanu vapena-
tého, pouzitého v postizenych chovech jako insekticidniho prostiedku (Aredyn,
Aresin). Ve vsech ptripadech $lo o alimentarni otravu, pii které se dostal jed do
zazivadel spolecné s krmivem nebo olizanim srsti poprasené uvedenymi insekticidy.
Zvifata byly ve vSech pfipadech nutné odporazena. Nékolik mdlo kust bylo pora-
zeno zahy po zjisténi prvnich priznaka otravy, vétsina vsak byla odporazena
v pribéhu 1—10 dni po predchozim podavani béznych antidot (carbo animalis,
magnesia usta, natrium thiosulfuricum apod.).

K toxikologickému vysetfeni jsme obdrzeli obsahy predzaludku, slezu, strev,
svaly z prednich a zadnich koncetin. V nékterych pripadech kromé toho také
casti jater, ledviny, sleziny, srdce, zluce a krve.

V obsahu zazivadel byl prokazovin arzén pouze kvalitativné metodou Rein-
schovou (13) a Gutzeitovou. Ve svalech a ostatnich organech bylo vsak provedeno
kvantitativni stanoveni pomoci kolorimetrické metody Vasak-Sedivcovy (14), za-
lozené na vzniku intenzivné cerveného zabarveni, které poskytuje arzenovodik
s dietylkarbaminanem stfibrnym v pyridinovém prostiedi.

Ptehled nalezenych hodnot a nékteré obecné zavéry, z nich plynouci, jsou
predmétem této prace.

Pokusna ¢ast a vysledky
Chemikalie

Veskeré pouzité chemikalie byly jakosti p. a., pricemz kyselina sirova, chlo-
rovodikovéd, dusi¢cna a granulovany zinek byly prosté arzénu. Pottebné roztoky
byly pfipraveny podle citované prace Vasak-Sedivcovy.

e Pristroje
Pro fotokolorimetricka méreni byl pouzit Pulfrichiiv fotokolorimetr s filtrem
S 550 a kyvety o sile 1 ¢m. U puvodniho pristroje na vyvijeni a absorpci arzéno-
vodiku podle Vasik-Sedivce byla odstranéna pripoustéci nalevka. Zabranilo se
tak ztratdm na arzénovodiku.

Pfi vsech kvantitativnich analyzach bylo pouzito metody vyse uvedenych
autorl. Jeji presnost byla ovéfena na vzorcich masa se znamym obsahem arzénu
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postupem popsanym Oplistilem (12). Nalezené hodnoty byly prepoéteny na obsah
arzénu v mg/1 kg vzorku.

Obsah arzénu ve svalech
)

Nalezené hodnoty obsahu arzénu ve svalech prednich a zadnich koncetin
téhozkusu vykazovaly velmi malé rozdily
az na ojedinélé pripady. Proto pro dalsi &
hodnoceni byly brany primérné hedno-
ty, pripadné byl pro analyzu pfipraven
homogenat z obou cbdrzenych vzorku.

Zjistény obsah arzénu u jednotli-
vych pripadt kolisal v mezich 0,68 az
577 mg As/l kg svalu, pricemz se "

- o . &
u vétsiny vzorki pohyboval mezi 1,00 = 13
az 4,00mg/l kg (gral 1), pti celkovém ]
priméru vsech pripadi 2,78mg/l kg
(tab. I). Pouze u trech pripadu (tj.
5 %) z celkového poctu 60 vySetrova-
nych kusu byl nalezen obsah arzénu
vyssi nez 5 mg/1 kg.

Pramérné hodnoty obsahu arzénu
nalezené u kusit porazenych ve zhru-

7 : 4

ba stejnych ¢asovych odstupech od po- C
zteni jedu (nékolik hodin, které jsou n 1 2 s 4 5 6 mghs/ke
v tabulce cznaceny jako 0 dnu, az do 11
dni) jsou uvedeny v tabulce II. Graf 1: Obsah arzénu ve svalech

Podat pripadi

Obsah arzénu v jatrech

Nalezené hodnoty arzénu v jatrech se shodovaly s udaji uvadénymi v litera-
tufe a byly témér ctyrikrat vyssi nez ve svalech. Celkovy primér nalezti z obdr-
zenych 38 vzorka ¢inil 9,29 mg As/1 kg, pti meznich hodnotach 2,50 mg/1 kg az
22,10 mg/1 kg (tab. I). Sestupna tendence priiméri po jednotlivych dnech od
pozfeni jedu je zfejma z tabulky II.

Obsah arzénu v ledvinach

Vzorky ledvin jsme obdrzeli pouze v nékterych pripadech, takze z celkového
poctu vysetfovanych otrav podarilo se zachytit pouze 24 hodnoty. I na tomto ome-
zeném poctu je vSak zrejmé, ze obsah arzénu v ledvinach je primérné o néco
vy88i nez v jatrech. Priimérna hodnota v ledvinach byla 10,26 mg As/1 kg pii
rozmezi 3,45—29,00 mg As/1 kg. Hodnoty po jednotlivych dnech ukazuji znaé-
neéjsi vykyvy. Zasadné klesajici tendence je viak patrna i zde (tab. I a II).

Obsah arzénu ve sleziné

Slezina byla vysettoviana celkem v 27 pripadech. Primérny obsah arzénu
je zde obzvlasté vysoky na rozdil od pozorovani dfive popsanych (8,11) a ¢ini
16,16 mg/As/1 kg. Jednotlivé nalezy pohybuiji se v rozmezi 3,95 — 33,00 mg/1 kg
(tab. I). Ve srovnani hodnot nalezenych po uréitjch ¢asovych usecich v pribéhu
otravy jevi se vsak zna¢na nepravidelnost (tab. II).
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Obsah arzénu v srdci a zluci

Vzorky téchto organt ziskali jsme k vysetfeni pouze ojedinéle, takze se po-
dafilo zachytit jen 10, pfip. 8 hodnot (tab. I). Obsah arzénu v srdci kolisa
u téchto pfipadi v mezich 0,68 —2,30 mg/1 kg, pti celkovém praméru 1,41 mg/1 kg.

Ve zluéi nebyl ani v jednom pripadé zjistén obsah vy$si nez 0,5 mg As/1 kg.

L

Organy ’ Svaly | Jatra ‘ Ledvina = Slezina Srdce Zlue Krev
|
\
Priumérna hodnota | 2,78 | 9,29 10,26 16,16 1,41 0,5 0,84
Maximailni hodnota ‘ 5,77 22,10 29,00 33,00 2,30 1,53
Minimalni hodnota 0,68 2,50 3,45 ! 3,95 0,68 0,53
Celkovy po¢. vz. | 60 38 24 . 27 f10 8 7

II. Primérné hodnoty obsahu arzénu v obdobich od 0 do 11 dnG po zjiSténi prvnich
priznaki otravy

Doba Svaly { Jatra Ledvina Slezina Srdce
0 i 3,31 22,10 29,00 27,00
1 2,88 12,24 12,13 12,48
2 3,00 13,20 15,20 7,60
3 3,45 9,46 10,80 3,95
4 ? 3,15 9,23 13,60
5 L 302 10,05 12,50 28,00 211
6 | 2,05 5,80 12,00 12,80
8 5 2,41
9 ! 2,21
10 1,96 6,75 TaH 17,53 1,33
11 1,78 5,05 5,13 33,00

V tabulce €. IIT jsou uvedeny priameérné hodnoty obsahu arzénu ve svalech, v jatrech,
v ledvindch a ve sleziné u téch pripadd, kdy byly analyzovany vSechny tyto ovgany
u téhoz kusu. Nebyly zde na rozdil od tabulky 1 zapo¢tenv hodnoty nalezené u kusu,
kde byly provedeny analyzy pouze v nékterych z téchto €#sti

Tabulka III.
Organy ‘ Svaly Jatra Ledvina Slezina
Primérnd hodnota f 2,53 931 1026 16,48
\ ~ o
F j 1 | » 3,7 4,1 ‘ 6,5

F-faktor udavajici pomérné mnozstvi arzénu v jednotlivych organech vztazené na
hodnotu ve svalech vyjadrenou 1.
Vsechny hodnoty uvedené v tabulkach udavaji mnozstvi arzénu v mg/l kg.
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Obsah arzénu v krvi

V 7 ptipadech byla vysetfovana krev odebrana v obdobi 6 —9 dnii po objeveni
se prvnich pfiznakii otravy. Zji§téna mnozstvi arzénu pohybovala se v rozmezi
od 0,53—1,53 mg/1 kg pfi primérné hodnoté 0,84 mg/l kg.

Diskuse

Hodnoty obsahu arzénu ve svalech a nékterych vnitfnich organech skotu, uve-
dené ve statistickém prehledu v pokusné casti této prace, ukazuji na nékteré za-
materialu ziskaného pfi experimentalné vyvolanych otraviach. Je to predevsim
otazka obsahu arzénu ve svalech, kde byl pozorovdn rtznymi autory jiz po né-
kolika hodinach — pripadné dnech — po vyvolani otravy pokles téméf na nulo-
vou hodnotu.

Hodnoty nami nalezené vsak ukazuji, ze tento poznatek neni mozno bez dal-
siho aplikovat na nahodné akutni otravy v terénu, kde se kromé proménlivého
mnozstvi pozieného jedu uplatiiuje tfada dalsich faktoru, které vylucovani jedu
z organismu podstatné ovliviuji. Zatimco pti experimentalnich otravich, jak jsou
popisovany dfive citovanymi autory (8, 9), bylo pouzito po nékolik dni vidy jen
mensich davek arzénu (napt. 0,35 mg As;0O3), jde pri otravach v terénu vétsinou
o jednorazové prijeti vétsiho mnozstvi jedu. Jed zlistiva pak po vice dni depono-
van v zazivacim traktu, hlavné v systovanych pfedzaludcich, odkud je zvolna
vstfebavdn predevsim sliznici slezu. Zde je zvlasté vhodné prostiedi k resorpci
arzénu z jeho nerozpustnych sloucenin, které nasledkem silné kyselého prostredi
prechazeji na dobfe rozpustnou a tim snadno resorbovatelnou formu. Resorpce
arzénu ve strevech se uplatiuje hlavné v dobé bezprostiedné po pozieni jedu;
pozdéji jeho obsah rychle poklesne zvysenou sekreci podrazdéné sliznice a vylu-
covanim prudkymi prajmy. Naproti tomu se da predpokladat resorpce jedu také
v ptredzaludcich, hlavné v bachoru, kde po nékolika dnech pisobeni jedu dochazi
pod zrohovatelnym epitelem k silnému drazdéni, pfipadné az poleptani stény,
ktera se poté stava pro jed dobfe prostupnou.*)

Souhrnné lze fici, ze u otrav v terénu je pravdépodobné vylucovani jedu
z organismu kompenzovéno stalym vstiebavanim dalich davek jedu zadrzeného
v predzaludcich, ¢imz se jeho hodnoty (napf. ve svalech) udrzuji i po nékolik
dnd na pomérné vyssi hladiné. Tomu odpovidaji i nami nalezené primérné hod-
noty uvedené v tab. II, které ukazuji na velmi malé rozdily v nalezech u kusu
porazenych v jednotlivych dnech, i kdyz v pruméru sledovanych 11 dni je mirné
klesajici tendence zfejma.

Lepsi shody s uadaji literatury bylo dosaZzeno v otazce celkového obsahu
arzénu v mase porazenych zvitat. Z grafu 1 je patrno, ze u 95 % z celkového
poétu analyzovanych pripadi byl obsah arzénu nizsi nez 5 mg/1 kg, pficemz obsah
u prevazné vétsiny vzork neprekro¢il ani hodnotu 4 mg/l kg. Ptijmeme-li tedy
nazor Kovacsiv, ze takové maso mize byt povazovdno za zdravotné neza-

*) Patologicko-anatomicke zmény vnitrnich orgdnd pozorované pri otravach arze-
nem v terénu budou podrobné popsdny v samostatné praci.
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vadné, lze Fici, ze pti otravach skotu v terénu je maso z prevazné casti poziva-
telné. Obsah arzénu vsak musi byt bezpodminecné kontrolovan chemickym vy-
Setfenim, nebof event. vy3$8i obsah, jak je ostatné zieimé z drive uvedeného,
nemuze byt vyloucen.

V souhlase s jinymi autory je i nami nalezeny vyssi obsah arzénu v jdtrech
(viz tab. I), i kdyz nebyly zaznamenany hodnoty tak vysoké, jak jsou nékdy uda-
vany (srv. 11) Tento pomérné vysoky obsah jedu v jatrech tkvi v jejich detoxi-
kac¢ni tunkei, ktera se uplatiuje hlavné v prvni dobé po vyvolani otravy. S postu-
pujicimi degenerativnimi zménami jaternich bunék (parenchymatézni a tukova
degenerace) slabne i jejich detoxikac¢ni schopnost a resorbovanym jedem jsou vice
zatézkavany jiné organy.

S detoxikaéni funkei souvisi i vyssi nalezy arzénu v ledvinach, které svou
exkretni cinnosti doplnuji detoxikacni c¢innost jater. Skutecnost, ze u pfipadi
nami vysetfovanych jsou hodnoty arzénu o néco vyssi nez bylo dosud uvadéno,
se da vysvétlit pravé tou okolnosti, ze detoxikacni kapacita jater je pfi resorpci
masivnich davek jedu — jak je tomu zfejmé¢ u vétsiny otrav v terénu — brzy
prekonana.

Zajimavy je viak zvlasté obsah arzénu ve slezing, ktery u pripadu nami vy-
Setfovanych byl nejvyssi ze vsech organt (viz tab. 1 —III). I kdyz je zndmo, ze
slezina je orgdnem s bohatym retikuloendothelidlnim systémem, ktery dovede za-
chycovat zelezo z odbouranych krvinek a jinych bunék, jsou vysoké nalezy arzénu
prekvapujici. Ukazuji na to, ze slezina dovede zachycovat pravdépodobné i jiné
tézké kovy a upozoriuji na jeji zvlastni roli. Podobnd pozoroviani nebyla dosud
popsana a zasluhovala by podrobnéjsiho prostudovani, jiz vzhledem k obecné ne
dosti jasné funkci tohoto organu v zivocisném téle.

Celkovy obraz otravy z hlediska nalezenych hodnot obsahu arzénu v riznych
organech u tshoz kusu, jevil jisté diference. zplsobené individudlnimi pomeéry
u jednotlivych kusi, do zna¢né miry promeénlivymi. Pocitime-li viak s urcitou
kompenzaci téchto proménlivych vlivii pti posuzovani vétsiho poctu pripada, jak
je tomu u praméru uvedenych v tab. 11, dojdeme alespon aproximativné k pome-
ram odpovidajicim stavu u jednoho kusu. Z horizontalniho srovnani téchto hod-
not je potom zfejmé, ze zatimco obsah arzénu u jater a ledviny ¢ini 3,7, resp.
4, 1nasobek hodnoty uvedené ve svalech, je tento pomér vyjadien u sleziny fakto-
rem 6,5.

Z uvedenych nélezi popsanych v pokusné ¢asti, i nékterych diskutovanych
zavéru vyplyva, ze zatimco otdzka pozivatelnosti masa zvirat otrdvenych arzénem
muze byt povazovana za vyjasnénou, vyvstivaji u otrav vétsimi davkami jedu
dal§i problémy. I kdyz nebude mit jejich vysvétleni z hlediska konzumu okamzity
prakticky vyznam, bude velmi dulezité pro moznost blizsitho poznani funkce a vza-
jemného vztahu jednotlivych organua. Tyto problémy vsak mohou byt feseny pouze
na zakladé rozsahlejsich experimentalnich podkladi, ziskanych za pomeéra blizkych
nihodnym otravam v terénu.

Souhrn

1. U 60 ptipadd nahodnych otrav skotu arzeni¢nanem vapenatym byly prove-
deny analyzy svala, jater, ledvin, slezin, srdce, zlu¢i a krve.
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2. V jednotlivych organech byly zjistény tyto hodnoty obsahu arzénu
v mg/l kg:
Organy | Prumérnd hodnota | Minimélni hodnota | Maximalni hodnota
Svaly 2,78 0,68 5,77
Jatra 9,29 2,50 22,10
Ledvina | 10,26 3,45 29,00
Slezina 16,16 3,95 33,00
Srdce 1,41 0,68 2,30
Zlue <0,5
Krev 0,84 0,53 1,53
£ 0

3. Bylo zjisténo, ze pouze u 5 % vSech analyzovanych pripadi otravenych

zvitat presahuje obsah arzénu v mase hodnotu 5 mg/1 kg. V souhlase s dfivéjsimi
literarnimi ddaji pfipoustéji autofi moznost konzumovani masa ze zvifat otrave-
nych arzénem. Doporucuji vSak v kazdém pripadé provedeni kvantitativniho che-
mického vysetteni.

4. Bylo prokazano, ze obsah arzénu ve svalech klesa u nahodnych otrav
v terénu velmi zvolna, na rozdil od diive popisovanych experimentalnich otrav.
Tento zjev je vysvétlovan dlouho trvajici resorpei jedu deponovaného v zazivacich
organech.

5. Poukédzano na relativné vysoké hodnoty arzénu v jatrech, ledviné a zvlasté
sleziné a proveden pokus o ¢astecné vysvétleni nalezii na zakladé funkénich vztahu
jednotlivych organi.
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ConepaHue MBIIULAKA B MbILILAX M BHYTPEHHMX OPraHax OTpPaBJIeHHOro0 KPYIHOro
poraToro CKoTa

1. B 60 cayyasax ciy4aiHOTO OTPAaBJIEHMA KPYIIHOTO POTaTOro CKOTA MBIUbAKOBH -
CTOKMCJIBIM KaJjblueM ObLIM IPUBEAEHbI aHAJWU3bl MBI, TI€YEeHH, TIOYEK, CeJIe3eHKH,
cepAaLla, ¥Keydu U KpoBu.

2. B OTACTBHBIX OpraHaxX ObL10 06HapYIKEHO CJeAyIOlice COAEpPIKaHHE MBIUbAKA
B Mr/1 xr:
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: Cpennee Musumab. Magcumans,
Oprass:; KOJNYeCTBO l KOJINYECTBO KOJIUMYECTBO
MpIunst 2,78 } 0,68 f 5,77
ITeyens 9,29 ; 2,50 | 22,10
ITouknu 10,26 3,45 29,00
Cene3eHga 16,16 3,95 33,00
Cepaue 1,14 0,68 ‘ 2,30
2Kenub 0,50 ‘

KpoBb 0.84 0,53 é 1,53

3. BbLIO YyCTAaHOBJIEHO, YTO TOJNbLKO y 5 (0 Bcex pa3dbupaeMbIX CIy4YaeB OTPABJIEHHMA
JKUBOTHBLIX COJepIKaHue MbLUULAKA B MACE NPEBbIUAET KOJuuecTBo 5 Mr/1 Xr. B coor-
BETCTBHM C MHEHMeM IIPeXKHHUX McclejioBaTeseil aBTOPbLI CTAaTbM JAONYCKalT BO3MOK-
HOCTb YTIOTPeOJIeHMA B ITHUILY MACa OTPABJEHHBIX MBILUILAKOM KUBOTHBIX. PeKOMeHayeT-
CA BCe K€ B KaXKJIOM OTJEeJIbHOM ClIyyae NpoBecTy KOJWYeCTBEHHbIN XUMHNYECKHA pa3bop.

4, BbuIo J0Ka3aHO, YTO COJAEP2KaHMe MBIILIbAKA B MbIUIIAX TIafaeT IPU CIAYyYalHbIX
OTPaBJICHUAX Ha MacTOUIEe KpaiHe MeQJICHHO B OTJIMYME OT PaHblle ONUCAHBIX 3KCIIe-
PHUMEHTAJIBHbIX OTPABJIEHUI. DTO ABJIEHHUE 00BACHACTCA AJIUTEJbHON pecopdumeir sAa
HaXOoAALIErocs B NUILEBAPUTENbLHbIX OpraHaXx.

5. ABTOpbI OTMETHJIM OTHOCUTEJILHO BbICOKOE COAEpPrKaHMe MbIUbAKA B NEYEHH,
TIOYKax U OCOBEHHO B CeJIe3eHKEe M IIbITAJIMCh YacTHYHO OOBACHUTHL 9TO ABJEHME HA
HUe Ha OCHOBAHUM (DYHKLMOHAJNBLHBIX B3aUMOOTHOLUCHMII OTAENbHBIX OPraHOB.

ITOYKaX ¥ OCOOEHHO B CeJIe3eHKe M OCYLICCTBMIM OMNbIT YAaCTUYHO OOBACHUCH 3TO sBJE-
OCHOBaHMUM (PYHKIMOHAJBHBLIX B3aMMOOTHOIUEHUI OTAENbHBIX OPTAHOB.

Uber Arsengehalt in den Muskeln und inneren Organen bei vergifteten Rindern

1. In 60 Fallen von zuféllig durch Kalziumarsenat vergifteten Tieren wurden Ana-
lysen der Muskeln, Leber, Nieren, Milz, tlerz, Galle und Blut durchgefiihrt.

2. In den einzelnen Organen wurden folgende Werte von Arsengehalt in mg/l kg
festgestellt:

Organe Durchschnittswert Minimalwert Maximalwert

Muskeln 2,78 0,68 5,77
Leber 9,29 2,50 22,10
Niere 10,26 3,45 29,00
Milz 16,16 3,95 33,00
Herz 1,41 0,68 2,30
Galle <0,50 - -

Blut 0,84 0,53 1,53

3. Es wurde festgestellt, dad nur in 5% der analysierten Fille von vergifteten
Tieren der Arsengehalt im Fleisch den Wert 5 mg/1 kg iibersteigt. In Ubereinstimmung
mit fritheren Literaturangaben finden die Autoren die Mdglichkeit des Konsums vom
Fleisch der durch Arsen vergifteten Tieren, als zuldssig. Sie empfehlen aber in jedem
Falle die Durchfiihrung einer quantativen chemischen Untersuchung.

4. Es wurde festgestellt, dal der Arsengehalt in den Muskeln bei Zufallsvergiftun-
gen im Terrain sehr langsam sinkt, zum Unterschied zu den bisher beschriebenen Expe-
rimentalvergiftungen. Diese Erscheinung wird durch die langdauernde Resorption des
in den Verdauungsorganen deponierten Giftes erklart.

5. Es wird auf die hohen Arsenwerte in Leber, Niere und besonders in der Milz
hingewiesen und ein Versuch unternommen, die Befunde teilweise auf Grund der Funk-
tionsbeziehungen zwischen einzelnen Organen zu erklédren.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 4 (XXXII)-1959-CISLO 12

Toxoplazméza psa - vysledky studia serologické diagnostiky

vazbou komplementu
(1 East)
ToKconaa3zmMo3 coO0aKM — Pe3yJbTaThl M3YYEHMA CEpPOJIOTHMECKOl1 AMArHOCTHKH
NnyTeM CBA3bLIBAHUA KOMILJIEMEHTAa
(I yacTn)

Toxoplasmose beim Hund — Ergebnisse eines Studiums serologischer Diagnostik mittels
Komplementenbindung
(1. Teil)

MVDr. M. POTOCEK
Veterinarni vyzkumné stredisko, Praha

Doslo dne 25. 1X. 1958

Uvod

Toxoplazméza je zavaziny, dosud nedotreseny problém jak v mediciné hu-
manni, tak i veterinarni, ktery v sou¢asné dobé zajima mnoho badateld. O aktu-
alnosti problému svédéi stale rostouci pocet publikaci. Na I. sjezdu ceskosloven-
skych parazitologl, ktery se konal v Praze ve dnech 6.—9. fijna 1957, byla
otidzce toxoplasmozy rovnéz vénovina znacna pozornost.

Z c¢etuych literarnich udaji vysvita, ze pes hraje vyznamnou alohu v epide-
miologii toxoplazmézy. Z hlediska humanni toxoplazmézy je mnoha autory pes
uvadén jako nejdilezitéjsi zdroj infekce (20). VyfeSeni diagnostiky toxoplazmoézy
u psa je velmi dulezité také proto, ze klinicky prubéh toxoplazmézy psa je v mno-
héni shodny s jinymi nemocemi psa nepfenosnymi na ¢lovéka. Nespravna diagnéza
muze zpusobit nevédomé ohrozeni zdravi lidi, pfichazejicich do styku s nemocnym
zviretem.

Pfimy mikroskopicky prukaz parazita je pomérné nesnadny. Paraziti se na-
leznou ponejvice v akutnim stadiu infekce. P¥i subakutni, chronické a asympto-
matické formé je ndlez Toxoplasma gondii jen nahodny. Histologicky mohou byt
sice paraziti prokdzani v riznych organech a tkanich, tento prikaz je vSak zpra-
vidla zna¢né pracny (22).

Rovnéz dalii metoda prukazu parazita, pokus na zvireti, nevede vzdy k aspé-
chu. Westphal a Palm nepovazuji pfimy prikaz parazita u pokusného
zvitete za bezpodmineéné nutny k diagnoéze toxoplazmézy, nebot i pri pokusu na
velmi vnimavém zvifeti bylo nékdy mozno infekci prokazat jen sérologicky Sabin-
Feldmannovym testem a vazbou komplementu (11).

Proto ma pti epidemiologickém priuzkumu toxoplazmoézy sérologické vyse-
treni velky vyznam. Sérologicka diagnostika je provadéna nejéastéji vazbou kom-
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plementu (RVK) a Sabin-Feldmannovym testem (SFT). Podstatou reakci jsou
sice rozdilné imunologické mechanismy, vysledky vsak byvaji znaéné shodné.

SFT je metoda pomérné slozita, vyzaduje znacnych zkuSenosti, pfi prova-
déni jsou urcité metodické tézkosti a pro rutinni vy3etfovani je malo vhodna. Proto
se v posledni dobé ¢astéji pouzivi RVK, nebof je v provedeni snadnéjsi a béznd
pfi diagnostice nékterych infekénich chorob.

SFT i RVK jsou pro toxoplazmézu specifické, nazory na hodnoceni hranice
pozitivnich titrd se vSak razni.

Nizké titry (pfi zacatku infekce) lze hodnotit jako pozitivni, jestlize pri dalsim
vySetfeni stoupaji. Po urcitém case titr zacne opét klesat, nastane faze, kdy i nizky
titr musi byti opét posuzovan jako pozitivni. Je ovSem tieba znat vysi titru proti-
latek. ktery ma diagnostickou cenu. U nékterych infekci mozno sérum vyhodnotit
jako pozitivni jiz v nejniz§im redéni, u jinych infekci je hranice redéni séra
z hlediska diagnostického posunuta vyse. Aby bylo mozno tuto hranici stanovit,
je tfeba mimo jiné znat procento pramérné promorenosti u doty¢éné infekce. Jestlize
je toto procento pomérné vysoké, ma negativni vysledek zkousky velkou praktickou
cenu. Naopak zase, je-li nizké, pak jsou pozitivni nalezy velmi cenné a svédéci pro
infekci (11). Udaje promotenosti toxoplazmézou jak u lidi, tak i zvifat se velmi
rizni. U lidi je udavana promotenost 3—50 %, u psi 4 —50 %.

Pro klinika vsak nesta¢i jednorazové stanoveni pozitivnosti titru. K urceni,
zda jde o aktivni fazi onemocnéni, je tfeba znat dynamiku tvorby protilatek,
kterou muzeme vyhodnotit po opakovaném sérologickém vysetfeni, a to nam teprve
umoziuje specifické ocenéni sérologického vysetieni.

Znaénym nedostatkem sérodiagnostiky toxoplazmézy je nejednotnost vyse-
tfovacich metod. Reakce podléhaji raznym proménnym vlivam, technika vysetio-
vani je rizna a vysledky jsou razné vyhodnocoviny podle toho, od které vyse se
povazuje titr za specificky platny. Je proto treba jednotného stanoveni a sjedno-
ceni techniky testd ve viech laboratorich, aby tim byly zjistovany ve viech ¢istech
svéta srovnatelné hodnoty.

. Vzhledem k témto skutecnostem jsme se rozhodli propracovat sérologickou
diagnostiku toxoplazmézy psi pomoci RVK s predpokladem, ze vysledki tohoto
studia bude mozno pouzit pti diagnostice toxoplazmozy i u jinych druhu zvirat.

Ve své praci Toxoplazméza psa — prispévek k sérologické diagnostice (20)
jsem uvedl poznatky ziskané pri pouziti reakce vazby komplementu provadéné ve
zkumavkach. Pri dalsim vyzkumu jsme presli na modifikaci kapkové reakce
vazby komplementu. Tato skute¢nost, jakoz i poznatky pfi dalsim vyzkumu, mély
za nasledek, ze jsme ponékud zménili jak provadéni vlastni reakce, tak i kritéria
pro vyhodnocovani vysledku reakce. Proto v nasledujicim podrobnéji uvadim me-
todiku sérologické diagnostiky toxoplazmézy psi kapkovou metodou vazby kom-
plementu tak, jak ji nyni provadime a kterd se ndm plné osvédcila pri rutinnim
vySetrovani.

Cast experimentalni
I. Serologicka diagnostika reakci vazby komplementu

A. VSeobecna pravidla a priprava jednotlivych slozek

Do vseobecné platnych pravidel pro provadéni RVK tfeba zaradit na prvni
misto zasady myti laboratorniho skla. Zkumavky, pipety a vsechno laboratorni
sklo myjeme v ¢&isté, nejlépe tekouci vodé, bez jakychkoliv prisad zasad ¢i kyselin
a po oplachnuti v destilované vodé susime v horkovzdusném sterilizitoru. Tteba
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si uvédomit, ze jakékoliv vychyleni prostfedi pfi RVK na stranu kyselou a ze-
jména na stranu alkalickou, ma za nasledek zmeény ve vysledku RVK. Ke zifedo-
vani reagencii pouzivame fyziologického roztoku priblizné neutralni reakce, nebot
RVK probiha nejlépe pfi pH 6,8 —6,9.

1. Fyziologicky roztok

Ptipravime si zasobni, zakladni roztok:

NaCl 170 ¢
MgSO4 2 g
4% roztok CaCl,.2H,0 1 ml
Aqua destilata 1000 ml

Z tohoto zakladniho roztoku pak pripravujeme fyziologicky roztok pro RVK
tak, ze na 1 dil zakladniho roztoku pridame 19 dilu destilované vody. Fyziolo-
gicky roztok pak prefiltrujeme.

2. Antigen

a) Ptiprava

Toxoplazmovy antigen pro RVK pripravujeme z infikovanych chorioalantoid-
nich blan (CHA).

Z infikované mysky je sterilné odebran peritonealni exsudat, ktery je zfedén
sterilnim fyziologickym roztokem (FR) v poméru 1:10. Na 1 ml zfedéného peri-
toneélniho exsudatu je pfidano 1000 j. penicilinu a 1500 j. streptomycinu. Suspenze
se ponecha stat 1 hodinu pti +4" C v chladniéce, nacez jsou ji ockovana jedenacti-
denni embrya na chorioalantoidni blanu, klasickym zptisobem kolabovanou, davkou
0,4 ml. Infikovana vejce inkubujeme 4 dny v termostatu pri 36° C. Ctvrty den p. i.
jsou vejce oteviena, CHA odebriny a odsita alantoidni tekutina. Z kazdé CHA
je Cast odstfizena za ucelem kontroly na bakterialni sterilnost. Dal3i embryonalni
pasaz je provadéna tak, ze CHA jsou rozetfeny a pridanim 0,5 ml sérového bu-
jénu (s 5 % konského séra) na 1 CHA je pripravena ptiblizné 20% suspenze. Na
1 ml suspenze se prida 1000 j. penicilinu a 1500 j. streptomycinu. Dal§i embryo-
nalni pasaz je provedena naockovanim 0,4 ml suspenze na CHA jedenactidennich
kufecich embryi. Pfi embryonalnich pasazich se zjisfuje infekciozita infikovanych
CHA pokusem na myskach, které jsou infikovany i. p. 0,2 suspenze CHA.

Po 2 az 4 embryonalnich pasazich dochazi jiz k velmi dobrému ristu
toxoplazmat, ktera vyvolavaji masivni edematézni léze na CHA a vytvareji presné
ohrani¢ené bélosedé fokusy. Fokusy pri dalSich pasazich, pfi vétsim pomnozeni
toxoplazmat, splyvaji v béloSedé ostfe ohranicené povlaky.

K pripravé antigenu pouzivime dobfe porostlych CHA pouze ze Zivych
embryi. CHA jsou kontrolovany na bakterialni sterilnost, nesterilni jsou z pfipravy
antigenu vyrazeny.

Odebrané CHA jsou promyvany ve sterilnim FR tak dlouho, az FR ztstane
aplné ¢isty bez pfimési krve, nacez jsou rozdrceny v turmixu. Po rozdrceni je
k nim priddna destilovana voda v mnozstvi 0,5 ml na jednu CHA a poznovu jsou
v turmixu jesté dobfe rozmélnény, takze ziskdme dokonale jemnou suspenzi CHA.
Tu odsajeme, presné zmétime a pridame k ni stejné mnozstvi FR s 0,6 % fenolu,
takze vysledna koncentrace fenolu ¢ini 0,3 %. Suspenze je pak ulozena 7 dni pfi
+4°C v chladniéce, nacez beéhem dalsich 7 dnt je zmrazovana pri — 40°C
a rozmrazovana, a to nejméné desetkrat. Pak je antigen odstfedén 15 minut pfi
2000 obratkach. Po odstfedéni je supernatant odsiat a poznovu nejméné pétkrat
zmraZen a rozmrazen a opétné odsttedén. Odsaty supernatant je ulozen na 3 dny
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pii — 40° C a po rozmraZeni je odstfedovan 20 minut pti 4000 obratkach. Takto
pfipraveny antigen je ponechdn 7 dni v chladniéce pti +4" C aby zral. Po sedmi
dnech je opétné odstfedén 20 minut pti 4000 obratkach, vytitrovan, rozplnén do
ampuli a uskladnén k pouziti p¥i +4" C. Takto ptipraveny a uchovavany antigen
vydrzi i pil roku, aniz bv doznal znehodnoceni. Hotovy antigen vsak neuskladnu-
jeme ve zmrzlém stavu, nebot pfi rozmrazeni by opét doslo k vypadnuti zbytka
tkanovych latek, byt jiz nyni jen v nepatrném mnozstvi. Mélo by to za nasledek,
ze bychom museli antigen pred pouzitim opétné odstredovat a znovu vytitrovat.

b) Titrace antigenu

Ptipraveny antigen musi vyhovovat témto pozadavkim:
nesmi byt antikomplementarni,
nesmi mit vlastni hemolyticky ucin,
musi byt specificky,
musi mit dostate¢né velkou reakeni $ifi,
musi byt dostateéné citlivy,
musi mit dostate¢nou hloubku.

Jestlize by antigen nevyhovoval tfeba jen v jednom bodu, pak takového antige-
nu nemuzeme pouzivat. Od tohoto pfisného kritéria nesmime upustit, nebo{ na
kvalité antigenu zavisi spravné vyhodnoceni séra. Tim zdaleka netikdme, ze ostat-
nim slozkim RVK neni nutno vénovat stejnou peclivost.

oriies Lot

Vsechny vlastnosti antigenu tieba stanovit prislusnymi titracemi. Titraci anti-
genu provadime s hyperimunnim sérem toxoplazmovym, nejméné péti séry nega-
tivnimi a nejméné jednim sérem cizorodym, napr. psinkovym. Séra do reakce po-
uzivame v tedéni 1: 10, antigenu pak do prislusného redeéni. Titrace antigenu je
uvedena v tabulce I.

I. Titrace antigenu

|

Komplement 4 % 5% 6% | 79 8%, 9°% 149°149°49%
1Ncga- H
Sérum 1 : 10| Hyperimunni Tx tivni iﬁ FR
| |&.1-5 |PSIa
‘ Il
Antigen Tx |
Redéni
1:5  |++++|++++]4 : R - -
1:10 A ..4.:,1'“1 [ By | ! LoL } } A e OO | -
1:20 |++4+++|++++]|4
1:30 |+ +++|+-4
1:40 e e ot o B
1:50 R ., = B 4+ —
1:60 | } : t — -
1:80 -+ n t ~ -
1 : 100 } | :
FR [

Vysvétleni k tabulce T: 4% komplement je hodnota 1 MIID, 6% komplement je
1,5 MHD.

Z tabulky vidime, Ze antigen nema antikomplementarni G¢in, rovnéz ze nema
vlastni hemolyticky u¢in. Kontrola s FR zajisfuje spravnost provedeného pokusu,
pokud jde o hodnotu jednotky komplementu (1MHD), jakoz i nezavadnost pouzi-
tého FR. Antigen reaguje specificky, jelikoz s negativnimi séry, jakoz i cizorodym
hyperimunnim sérem je reakce negativni, je citlivy, jelikoz s hyperimunnim sérem
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Tx dava pozitivni reakci i ve vysokém redéni, ma dostatecné velkou reakéni
§ifi, jelikoz se séry negativnimi i v nejniz$im redéni nedava pozitivni reakci a ma
dostateéné velkou reakéni hloubku, nebot v nejniz§im redéni vaze dostateény pocet
jednotek komplementu, vice nez 2,25 MHD.

Na zakladé provedené titrace stanovime nyni antigenni jednotku, tj. nejmensi
mnozstvi antigenu, které s hyperimunnim sérem toxoplazmovym dava jesté pozi-
tivni reakci. V nasem pripadé je to fedéni antigenu 1 : 80, jelikoz v tomto redéni
pii hodnoceni reakce s 1,5 MHD dava jesté pozitivni reakci. Do vlastni RVK —
hlavniho pokusu — pouzivame pak 4 —8 jednotek antigenu, v tomto ptikladu by
to bylo fedéni antigenu 1: 20, nebotf si musime byt védomi toho, Ze pfi titraci
antigenu s hyperimunnim sérem pracujeme s nadbytkem protilatek v séru, kdezto
pti hlavnim pokuse, pfi némz vySetfujeme neznamé sérum, pracujeme obvykle
s mirnym nadbytkem antigenu vzhledem k pritomnosti specifickych protilatek
a optimalnim poméru jednotlivych slozek.

3. Hyperimunni sérum toxoplazmové

Hyperimunniho séra pouzivame jako pozitivni kontroly v hlavnim pokusu
RVK a titrujeme jim, pfipadné identifikujeme jim antigeny.

a) Priprava

K ziskani hyperimunniho séra pouzivame pst ve stari 6 —12 mésicu. Psi
jsou infikovani subkutanné peritonedlnim exsudatem mysek, infikovanych kme-
nem Toxoplasma Gondii. Za 1 mésic po odeznéni klinickych priznaki je kazdy
pes imunizovan ve dvoudennich intervalech péti stoupajicimi davkami 0,5—3 ml
peritoneédlniho exsudatu mysek s zivymi toxoplazmami i. v. Po 7 dnech od posledni
inokulace je psum odebrina krev a sérum vysetreno RVK.

b) Titrace

Hyperimunni sérum je titrovino za ucelem zjisténi nejvyssiho titru proti
znamému toxoplazmovému antigenu. Priklad vyhodnoceni hyperimunniho séra to-
xoplazmového je uveden v tabulce II.

il. Titrace hyperimunniho toxoplazmového séra

| - | 7 | y
Komplement v °, | 49% 59 6 % 7% | 8% | 9%

Tx1:20

Antigen (4 jednotky)

Hyp. im. sérum Tx
fedéni 1 : 100
1:200 | TS O RN O i (O O Lo
: 400 v LA ) ! 1 ! I -4 T T
: 800 L I T | O N e g | 4 |
: 1600 {4 “| | e -+ 4 ’ =

[ ——

1 3200 ! ! 3 Z

Vysvétleni k tabulce II:

Kontroly nutno zastavit jako pti hlavnin pokuse RVK — v tabulce nejsou uve-
deny.
Komplement — 1 MHD = 4% komplement.

Titr hyperimunniho séra je 1:1600, jelikoz v tomto redéni, pfi hodnoceni
s 1,5 j. komplementu — tj. 6 % komplement — sérum jesté zplisobuje zidbranu
hemolyzy nad 50 %, reakce -+ + -+, kdezto v tedéni 1: 3200 je jiz zdbrana he-
molyzy pod 50 %, reakce na + +, tj. vice nez 50 % krvinek je hemolyzovano.
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III. Titrace

Komplement | 1% | 1,5% 2% 2,5 %

Antigen 1 : 20 -+ FR P ogad, § oM L -
FR | FR Fay ; ) :

4. Komplement

Pokud jde o ziskdni a zpracovani komplementu, odkazuji na svou praci:
Toxoplazméza psa — prispévek k sérologické diagnostice (20). Jelikoz morcata
mohou prekonat také latentni toxoplazmézou, je tieba morceci sérum, pouzivané
jako komplement, vzdy vySetfit, zda neobsahuje toxoplazmové komplementfixaéni
protilatky.

Pred pokusem provedeme titraci komplementu za ucelem zjisténi 1 jednotky
komplementu (1 MHD), které je to nejmensi mnozstvi komplementu, jez zpusobi
iplnou hemolyzu uréitétho mnozstvi senzibilizovanych beranich krvinek. Priklad
titrace komplementu uvadim v tabulce III.

V tomto prikladu je 1 MHD kapka 3" komplementu. Do hlavniho pokusu
pak bereme 6 fedéni komplementu, pocinaje 3% komplementem, ve stoupajicich
davkach po 0,25 MHD, ¢ili v tomto pripadu v hlavnim pokuse pouzivame kom-
plementi: 3 %, 3,75 %, 4,5 %, 5,25 %, 6 %, 6,75 %. Vlastni reakci v hlavnim
pokusu hodnotime pifi 1,5 MHD, tj. 4,5 % komplement.

Pouziti rozvedené fady komplementu, s odstupiiovanim po 0,25 MHD nam
umoziuje v hlavnim pokuse RVK:

1. ptesnou kontrolu 1 MHD a v disledku toho i spravné odecteni vysledku
reakce pii 1,5 MHD,

2. vyhodnotit i séra s pfipadnym mirnym antikomplementarnim acinkem, coz
nam umoziuji vy$si davky komplementu. Ptitom vSak nutno postupovat velmi
opatrné a u sér, s vétsim antikomplementdirnim ucinkem, vysetfeni vzdy opako-
vat s novym vzorkem séra.

5. Amboceptor - hemolyzin (kralic¢i) proti beranim
krvinkam

Pouzivime amboceptoru s titrem hemolyzinu nejméné 1 : 4000 a co nejmen-
§im titrem aglutina¢nim. Pokud nejsme odkazdni na komeréni amboceptor a pri-
pravujeme si ho sami, snazime se dosiahnout titru 1:10.000. Pro vlastni reakeci
pouZijeme, k senzibilizaci beranich krvinek, deseti hemolytickych jednotek, tj. napi.
pri titru 1 : 10.000 pouzivame amboceptoru v fedéni 1 : 1000. Touto hypersenzibili-
zaci krvinek vyrovnavame individudlné rizné mnozstvi nativniho heterohemoly-
zinu proti beranim krvinkdm, pfitomného v psich sérech. Tento nativni heterohe-
molyzin by napf. pri dvojndsobné senzibilizaci krvinek amboceptorem mohl byt
pii¢inou nespecificky negativnich vysledkii, nebof je znamo, ze komplement
a amboceptor se mohou do jisté miry zastupovat (6). Cim vice je pfitomno ambo-
ceptoru, tim mensi je spotieba komplementu a naopak.

6. Berani krvinky

Odbér berani krve provadime do sterilni transfazni lahve, ve které je Alse-
veriv roztok tak, Ze odebereme stejné mnozstvi krve jako je Alseverova roztoku
a uchovavime ji v chladniéce pti +4° C. Pro RVK pouzivame vidy cerstvé odstie-
dénych a propranych krvinek. Krvinky staci trikrat proprat ve fyziologickém roz-
toku.
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komplementu

3% 35% | 4% 45 % 59, 6% | 109 &

{
T

+ 4
=t

Alseveruv roztok pripravujeme nasledovne:

Glukoza 20,5 g Acid. citrici 0,55 g
NaCl 42 ¢ Aqua destil. 1000,0 ml
Natrium citr. tribas 80 g Merthiolat 1 : 100 10,0 ml

7. Hemolyticky systém (HS)

HS pfipravujeme smichanim stejného mnozstvi 4% suspenze beranich krvi-
nek s amboceptorem v prislusném redéni. Pred pouzitim HS do reakce nutno
zkontrolovat, zda berani krvinky po smichani s amboceptorem maji spravnou den-
zitu, a to takovou, aby reakce na + + + +, pfi hodnoceni podle prihlednosti, byla
dobfe a jednozna¢né hodnotitelna. Neni-li tomu tak, musime HS upravit pfidanim
beranich krvinek. Spravnou denzitu krvinek musime pochopitelné urcit jiz pred
nastavenim predpokust a samoziejmé, ze tohoto HS pouzivame pak pii viech pred-
béznych titracich, jakoz i pri hlavnim pokusu. Jelikoz HS pridavame do hlavniho po-
kusu az druhy den, za 16 —18 hodin, uchovavame HS do druhého dne v chlad-
nicce pri +4°C.

8. Vysetfované sérum

Vysetfované sérum inaktivujeme 30 minut pti 56° C. Nemizeme-li sérum
ihned vy3ettit, ulozime je pti — 40° C az do vySetfeni. Pfed vySetfenim sérum
opét zahfejeme 30 minut pti 56° C. Touto dvoji inaktivaci séra dochazi k vétsi
stabilizaci séra, takze pfipadny maly antikomplementarni Géin, u psich sér dosti
casty, je sniZen na minimum.

Uchovivame-li sérum k opétnému vySetteni, za ucelem srovnani titru protila-
tek pri opakovaném vysetieni pacienta za 7 —14 dnu, pripadné v dobé rekonvales-
cence. sérum pred vySetfenim opétné zahfivame 30 minut pri 56° C.

B. Provedeni hlavniho pokusu
1. Metodika kapkové reakce vazby komplementu

Metoda kapkové reakce vazby komplementu byla popsina v CSAZV Vet.
medicina, r. 1957, ¢. 5 a proto se zde nebudu zabyvat jejim podrobnym popisem.
Uvadim jen vyhodnoceni RVK.

Prvni hodnoceni vysledku RVK po 1 hodiné provadime posouzenim hemo-
lyzy podle prihlednosti takto:

+ + 4+ — uplna zédbrana hemolyzy, Srafovani neni viditelné,

o — zébrana hemolyzy nad 50 %, obé ¢erné ¢ary splyvaji v jednu,
ktera je jen nezfetelné viditelna.

+ - — zabrana hemolyzy 25—50 %, ¢erné cary jsou jednotlivé viditelné,
avsak nejsou uplné zfetelné,

4- — zabrana hemolyzy pod 25 %, cerné Srafovani je dobie viditelné,

avsak tekutina neni &ira.
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Druhé odeéteni vysledku RVK po 2 hodinach provadime posouzenim pro-
béhlé hemolyzy podle velikosti sedimentu beranich krvinek a podle zbarveni teku-
tiny v duasledku probéhlé hemolyzy takto:

++++ -

++4 -

+ —~

+ —

uplna zabrana hemolyzy, krvinky tvofi velky homogenni sediment,
nad nimzZ je tekutina pti pruhledu bezbarva,

zabrana hemolyzy nad 50 %, velikost sedimentu krvinek je Gmérné
zmen$ena podle procenta hemolyzovanych krvinek, jejich sediment
je vsak jesté homogenni. tekutina je vsak jiz zbarvena od mirné
zlutortzového do ruzové cerveného zbarveni, podle mnozstvi uvolné-
ného hemoglobinu,

zdbrana hemolyzy 25—50 %, sediment erytrocytd je jiz znatelné
mens$i, neni homogenni, okraj sedimentu je vétsinou sytéjsi, stied
pak tvori slabsi prosvitajici vrstva erytrocyta, tekutina nad sedimen-
tem je jiz jasné cervené zbarvena,

maly nehomogenni sediment. tekutina je lakové cervene zbarvena.

Provedeni hlavniho pokusu uvadim v tabulce IV, ktera zahrnuje reakce vyse-
trenych 8 sér, na nichz jsou znazornény ruzné vysledky z hlediska hodnoceni pozi-

tivnosti séra.

1V. Provedeni

‘ A | B ¢ | b
| Komplement b 4% | 5ol \ 6% 79,
i Antigen Tx1:20
1 Sérum¢. 11 :10 . } ;
2 1:20 : , ; Lo |
3 ¢21:10 ; ! O S
4 1:20
5 & 31210
6 1:20
7 &.41:10 } : !
8 1:20 Lo ! L !
9 ¢51:10
10 1:20
11 ¢.61:10
12 1:20
13 & 71z 10
14 1:20 S Y (B0
15 & 81:10 ot
16 1:20 f <t
17 Sérum posit.
¥ Tx 1:10
18 | Sérum negat.
1:10
19 FR
20 | HS + FR
bez komplementu

Vysvétleni k tabulce:

Vysledek
komplement,

hodnotime zasadné pri 1,5 MHD = 6°; komplement, 1 MHD = 4%

Antigen redéni: 1:20 = 4 jednotky antigenu.

944



Vyhodnoceni vysetrovanych sér:

¢. 1 silné pozitivni — sérum v tedéni 1: 20 vaze vice nez 2,25 MHD,

¢. 2 pozitivni — sérum v redéni 1: 20 zpusobuje dplnou zabranu hemolyzy
pfi 1,5 MHD,

¢. 3 slabé pozitivni — sérum v fedéni 1:10 zpuasobuje uplnou zabranu he-

molyzy, v fedéni 1: 20 zabranu hemolyzy nad 50 %,

¢. 4 podezrelé — sérum v redeéni 1:10 zplsobuje tplnou zabranu hemolyzy,
v fedéni 1 : 20 zabrana hemolyzy pod 50 %,

¢. 5 negativni — sérum ani v fedéni 1:10 nezptsobuje tuplnou zabranu

hemolyzy,

¢. 6 negativni — jako u séra ¢. 5,

¢. 7 negativni — v fedéni séra 1: 10 je sice aplnd zdbrana hemolyzy, avsak
sérova kontrola pti 1,5 MHD vykazuje zabranu pod 50 %,

¢. 8 pozitivni — presto, ze sérovd kontrola vvkazuje pri 1,5 MHD jesté
zabranu hemolyzy pod 50 %, sérum je jesté pozitivni pti 2,25 MHD p¥i negativni
kontrole. Jelikoz vsak jde o sérum silné antikomplementarni, nutno vysetfeni opa-
kovat s novym vzorkem krve.

hlavniho pokusu




Kontroly v hlavnim pokuse:

Kontrola antigenu — fadek 17, sloupce A—F,
radek 18, sloupce A—F,
fadek 19, sloupce A—F,

kontrola vysetfovaného séra — sloupce G—L,
kontrola pozitivniho séra — radek 17, sloupce A—L,
kontrola negativniho séra — fadek 18, sloupce A—L,

kontrola komplementu — fadek 19, sloupce G —L,

kontrola HS — radek 20, sloupce A—L.

I kdyz provadime vyhodnoceni séra zasadné pfi 1,5 MHD, zac¢iname pii
pouziti rozvedené fady komplementu s 1 MHD, abychom i v hlavnim pokusu méli
1 MHD zachyceno jako kontrolu s kazdym vysetfovanym sérem, nebotf tim mame
jistotu, Ze reakci odec¢itdme skuteéné pfi 1,5 MHD. Kdybychom zaéinali v hlavnim
pokus pfimo s 1,5 MHD, mohlo by se stat, ze bychom podle predbézné titrace
hodnotili sice spravné, ve skutecnosti vsak bud chybou pfi pfipravé redéni kom-
plementu pro hlavni pokus, ¢i zeslabenim komplementu nebo vlivem vysetfovaného
séra na komplement, bychom reakci mohli hodnotit pfi 1,25 MHD nebo pti 1,75
MHD, coz by pochopitelné mohlo vysledek zkreslit.

Komplement roztitrovavame po 0,25 MHD proto, abychom mohli vyhodno-
covat i séra s mensim antikomplementarnim ué¢inkem. Pri silnéjsim antikomple-
mentarnim G¢inu séra viak vySetfeni radéji opakujeme s novym vzorkem krve,
i kdyZ nam rozvedena fada komplementu vyhodnoceni umoziuje.

Pti vlastnim vyhodnoceni vySetfovaného séra, zda podle vysledku RVK jde
o sérum pozitivni ¢i negativni, vychazime z tohoto hlediska:

1. sérum negativni — sérum ani v redéni 1: 10 nezpiisobuje uplnou zabranu
hemolyzy na + + + +,

2. sérum podezielé — sérum v fedéni 1: 10 zpusobuje uplnou zabranu he-
molyzy na + + + +, v fedéni 1 : 20 zabrana hemolyzy pod 50 %,

3. sérum slabé pozitivni — sérum zptsobuje v fedéni 1 : 10 uplnou zabranu
hemolyzy na + + + +, v fedéni 1:20 zabrana hemolyzy nad 50 % (+ + +),

4. sérum pozitivni — sérum je$té v fedéni 1:20 zpisobuje tplnou zabranu
hemolyzy na + + + +,

5. sérum silné pozitivni — sérum v tedéni 1:20, vaze nejméné 2,25 MHD
— reakce na ++ ++.

Vzhledem k tomu, Ze po probéhlé infekci pretrvavaji protilatky, zjistitelné
RVK, i po odeznéni infekce v séru krevnim delsi dobu, je pro konecné posouzeni
vysledku smérodatné druhé vySetfeni séra, k némuz je krev zaslana za 7—14 dn.
Je-li pfi tomto druhém vySetieni zjisténo, ze titr protilatek stoupl, jde o probihajici
onemocnéni, zustane-li pfi druhém vySetreni titr protilatek stejny, pripadné nizsi,
jde o infekci odeznélou nebo dfive probéhlou latentni infekei.

Souhrn vysledka I ¢asti
Serologickad diagnostika toxoplazmézy je provadéna Sabin-Feldmannovym
testem a reakci vazby komplementu. Vzhledem k tomu, ze obé tyto vySetfovaci

metody nejsou standardizovany, neni v jednotlivych laboratofich vySetfovaci po-
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stup stejny, z ¢ehoz vznika nejednotnost v posuzovani vysledki a pfipadné ne-
srovnalosti ve vysledcich jednotlivych laboratofi, zejména pokud jde o vysi titru
a vyhodnoceni pozitivnosti séra.

K serologické diagnostice pouzivame kapkové metody reakce vazby komple-
mentu, kterou provadime dlouhodobym spojovanim za chladu. Vazbu komplementu
provadime s rozvedenou radou komplementu, ktera ndm umoziiuje presné vyhod-
noceni vysetfovaného séra vcetné slabé pozitivnich sér, jakoz i sér s mirnym
antikomplementarnim acinkem.

Toxoplazmovy antigen pripravujeme z chorioalantoidnich blan kufecich
embryi, infikovanych kmenem Toxoplasma gondii.

Byla popséna titrace jednotlivych slozek reakce vazby komplementu a vyty-
ceny hlavni zasady jednotného odecitiani vysledkii reakce, jakoz i koneéného vy-
hodnoceni pozitivnosti séra na zakladé vysledku reakce vazby komplementu.

ToKconaazmo3 co0aKi - Pe3VIbTAThl H3YYEHMs CEpPOJIOrHYecKoii AUATHOCTHKY
ILYTEM CBA3BIBAHHMA KOMILJIEMEHTA

(I yacrs)

CepoJslormyecKana JAMAarHOCTHKa TOKCOMJIAa3M03a TIPOM3BOAMTCA Tectom Cabuu-
denbamMaHa ¥ peakiieil CBA3bIBAHMA KOMIJeMeHTa. Beuay Toro, uro ofa STUX mccie-
J0BATENbCKHX MeTOJla He CTaliJapTU30BaHbI, TEXHOJOTUA MCCJIEAOBAHMUA B OTAEJbHBIX
nabopaToOpHAX He OJAMHAKOBA, BCJIEACTBME HCr0 BO3HMKAET HEeJMHCTBO OLICHKH pe3yJib-
TATOB M BO3MOZKHbIe HCYBA3KM B Pe3yJbTaTaX OTJAeJIbHLIX JabopaTopHil, npexjae BCEro
YTO KacaeTcsa BLICOTbLI TUTPA M OUCHKH ITO3UTUBHOCTU ChIBOPOTKI.

J1s CepOJIOTUYECKOM ANMAarHOCTUKIl HCINOJb3yeTCHA KalleJbHbIN MeTOJ peaxumit
CBA3bIBAHUA KOMIIJIEMEHTA, KOTOPBIN OCYLUECTBAAETCA AOJTOBPEMEHHBIM XOJ0HbIM CBA-
3bIBAHMEM. C}!Hiiblnath’ KOMEJIEMCHTA TIPOBOJAUTCH C PA3BE€JICHHLIM pH,SOM KOMITJIEMEHTA,
KOTOPbIM AAET BO3MOMKHOCTL TOYHOM OLCHKM MCCIENYEMOI ChIBOPOTK:I, BKJIOWaa ciabo
TMO3UTUBHBIC, 2 TAKXKE M CBIBOPOTOK €O CJI20bIM AaHTMKOMIIJIEMEHTAPHBIM JCACTBUEM.

TOKCOMIa3MOBbIi1 QHTHTCH MMPHUTOTOBIAAETCHA M3 XOPMOAJAHTOUJHBIX IJIEHOK KYypiH-
HbIX 9MOpMOHOB, HHMUUNPOBaHHBIX wWraMMmoMm Toxoplasma Gondii.

Boura onyucaiia TUTpauuA OT/JEJBHBIX 2JE€MEHTOB PEAKIMH CBA3BIBAHMA KOMILJEe-
MCHTA ¥ yKa3aHbl OCHOBHbLIC MPWHIMIBI €JMHOrO OTCYeTd pe3yJbLTAaTOB peakuuy,
a4 Tak¥Ke M OKOHYATEeJbHOM OL[CHKH IMO3UTUBHOCTH CBIBOPOTKM Ha OCHOBAHMM pPe3yJibTaTa
peakuMu CBA3bIBAHUA KOMILJIEMEHTA.

Toxoplasmose beim Hund — Ergebnisse eines Studiums serologischer Diagnostik mittels
Komplementenbindung

(1. Teil)

Die serologische Diagnostik der Toxoplasmose wird mittels des Sabin-Feldmann-
Testes und Reaktion der Komplementenbindung durchgefithrt. Mit Riicksicht darauf, da
diese beiden Untersuchungsmethoden nicht standardisiert sind, ist der Untersuchungs-
vorgang in den einzelnen Laboratorien verschieden; daraus geht eine Uneinheitlichkeit
der Beurteilung von Ergebnissen und eine eventuelle Nichtiibereinstimmung der Ergeb-
nisse einzelner Laboratorien hervor, vor allem in bezug auf die Titerhohe und Auswer-
tung der Serumpositivitat.

Bei der serologischen Diagnostik gelangt die Tropfenmethode der Komplementen-
bindungs-Reaktion zur Anwendung; dies wird durch ein langfristiges Verbinden unter
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Kalteeinflufy durchgefiihrt. Die Komplementenbindung wird mittels der entfalteten Kom-
plementenreihe durchgefiihrt, durch welche eine genaue Auswertung des gepriiften Se-
rums einschlieflich der schwach positiven Seren, sowie der Seren méBig antikomplemen-
tdarer Wirkung ermdoglicht wird. Das Toxoplasmen-Antigen wird aus den chorioalan-
toiden Hauten der durch den Toxoplasma Gondii-Stamm infizierten Hithnerembryonen
zubereitet.

Die Titration einzelner Komponenten der Komplementenbindungs-Reaktion wurde
beschrieben und die hauptsédchlichen Grundsidtze eines einheitlichen Abzdhlens der Re-
aktionsergebnisse, sowie der Schluflauswertung der Serumpositivitat auf Grund des Er-
gebnisses der Komplementenbindungs-Reaktion wurden festgelegt.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 4 (XXXID-1959-CISLO 12

Aktivita transaminazy kyseliny glutamové oxaloctové (GOT),
transamindazy kyseliny glutamové pyrohroznové (GPT)
a aldolazy v krevnim séru zdravych a nemocnych psu

AKTHBHOCTL TPAaHCAMMHa3bl MIYTAMHHOBOM M OKCAJYKCyCHOM Kuchor (GOT),
TPaHCAaMHHAa3b! INIYTAMHHOBOW NMMPOBMHOrpaaHoM KuciaoThl (GPT) ¥ aaxonassl
B KPOBAHOM cepyMe 30POBBIX M 0OJIBHBIX cobak

Die Aktivitat der Transaminase der Glutamin-Oxalessigsdure (GOT), der Transaminase
der Glutamin-Brenztraubensdure (GPT) und der Aldolase im Blutserum gesunder und
kranker Hunde

MVDr. L. SLESINGR

Doslo dne 17. 1. 1959

Uvod

Diagnostika jaternich chorob u psi neni sice tak obtizna jako u velkych do-
macich zvirat, avsak ¢asty vyskyt a rozmanitost poruch jaterniho parenchymu psi
vyzaduje specifické metody jejich zjisfovani. Systematicky provéfené nékteré
zkousky jako Takava-Arova, Groseho, Domanského, Weltmannova a kadmiova
reakce zustavaji v diagnostice jaternich chorob u psi pouze zkouskami orientaé-
nimi. Vysledky uvedenych testi jsou ovlivnény celkovym zdravotnim stavem
a funkénim stavem nékterych organa, u psu obzvlasté velmi casto se vyskytujicim
nefritickym nebo hepatonefritickym syndromem.

Vyznamnéjsi pro jaterni funkci u psi je zkouska jédova (Wolluv test) a brom-
sulfaleinova. Zatizeni jaterniho systému alkoholem je pro psy nevhodné. Dostateéné
neovétené zlstava zatézkavani jater u psii glukézou a galaktézou.

V  poslednich nékolika malo letech zacala vyuzivat humanni medicina
k diagnostice jaternich a srdecnich chorob aktivity nékterych enzymi. Do popredi
se dostal hlavné prizkum aktivity transamindz (GOT a GPT) a aldolazy. Geneze
a charakteristika uvedenych enzymi byla popsana v praci (8, 9). Zde podavame
vysledky aktivity transaminazy kyseliny glutamové oxaloctové, transaminazy ky-
seliny glutamové pyrohroznové a aktivitu aldoldzy v krevnim séru jednak klinicky
zdravych, jednak nemocnych pstu. Dale uvadime vysledky aktivity citovanych en-
zymu u nékolika experimentalné pouzitych pst.
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Metodika

Aktivita transmindzy GOT, GPT a aldolazy byla sledovdna u 30 klinicky
zdravych psi. Stafi psu se pohybovalo v mezich od 6 mésici do 8 roku. Rozdéleni
podle véku a pohlavi je nasledujici:

Tabulka a)
Dolr. ‘ 1r. ‘ 2r. i 3r. : 4r. ‘ 5r. | 6r 7r. | 8r. |
2 2 | 4 2 2 | o | 1 0 -
3 1 l 2 2 ! 2 | 2 2 ; 2 | 0 '
5 3 i 6 4 i 4 | 2 3 ‘ 2 1 l soulet

Krev k ziskdni séra byla vzdy odebirana v dopolednich hodinich, na lac¢no
z vena saphena nebo vena cephalica antebrachii. Krev byla ponechina ve zku-
mavce az do srazeni a potom odcentrifugovdna. Ziskané sérum bylo vysetfovano
na pritomnost enzymu vzdy druhy den.

K uréovani transaminaz byla zvolena metoda fotokolorimetricka podle Reit-
man-Frankela. Podrobny popis této metody je uveden v literatufe (6, 7). Foto-
metrickd méfeni byla provddéna spektrofotometrem podle Kouckého, v kyvetach
o priméru 12 mm, pti 505 milimikréonech

Aktivita aldoldz byla stanovena podle mnozstvi triosofosfatu, vzniklého 3té-
penim fruktoso-1,6-difosfatu podle metody, jak ji uvadi Bruns a Puls (3). Aktivita
enzymi je uddna v mikromolech (1 ml/1 hod./37° C).

K porovnani aktivity enzymii bylo provedeno dalsich 30 méteni u nemocnych
a pokusnych pst, po aplikaci CCly per os a po provedené thoracotomii

Vysledky a diskuse

Na prukazném materidlu 30 klinicky zdravych psu byla ziskana tato pri-
mérna aktivita: transaminidza GOT 084, transaminiaza GPT 0,77 a aldolaza
0,72 mikromolu. Sevela udiva vysledek aktivity transaminizy GOT u psa
0,96 mikromolu. Dalsich literarnich udaji jsme nenasli. Pro nazornost porovname
dosavadni vysledky aktivit transamindz a aldolazy u clovéka a koné s naSimi
udaji u psa:

GOT GPT aldolaza
clovek 0,6 0,5 0,3
kan 3,03 0,14 0,71
pes 0,84 0,77 0,72

Jak vyplyva z porovnini je aktivita GOT u koné proti namétenym hodno-
tam u ¢lovéka a psa vysokd. Naproti tomu md kun velmi nizkou aktivitu transa-
minazy GPT. U ¢lovéka a psa je tedy pomér obou transaminaz vyrovnany. U psa
jsme v8ak naméfili v pruméru asi o 20 mikromol vyssi aktivitu obou transaminaz
nezli u ¢lovéka. Primérna aktivita aldolazy u psa se vsak znatné blizi hodnotdm
naméfenym u koné. Primérna aktivita aldolazy u psa je vice nez dvakrat vyssi nez
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I. Aktivita transamindzy kyseliny glutamové oxaloctové (GOT), glutamové pyrohroznové
(GPT) a aldolaz u klinicky zdravych psi v uM (1 ml/1 hod. (37° C)

5 Pg:‘;?;li I_ Transamindzy - ! Poxnfinika
| GOT | GPT ‘
1| g8 | 13 1,87 . 0,63 |
2 | go Y ! 0,6 183 | ‘ o o
3 | g3 05 | 04 0,71
4| ga | o7 10 | 060 | vybornyviisav
5 | g o 0,8 06 0,80 !— - .
6 g Ir. 0,9 0,8 050 | - o
7 g 3r. 1,50 1,60 | 1,26
8 | g4 07 | 09 1,00 | o
9 g2 | 1.1 08 | 065 | o
10 d 9m. | 0,6 0,5 } 0,75 i $patny vyz. stav
11 s | 080 | o7 Lo |
12 | g | 1,1 ‘ 1,3 0,78
13 g6 09 0,86 0,70 ‘
4 ‘ § m i 13 | 09 070 | -
15 | ¢4 | 07 0,6 0,36
16 Q3. | 06 ‘*—Es—_— i 056 | - i
17 Q 5r. 09 | 05 0,49
18 Q 2r 05 00 | 0s2 " 20 dna pied porodem
19 | 9 om. 0,7 05 | 040 S
20 Q 4r. 0,9 0,6 | 1,00 - o
21 Q1. | 05 0,5 047 | -
22 Q 6r. 08 0,6 0,67 o S
23 Q7. | 1,00 0,7 05
24 Q 6r. 05 0,8 s
25 | 9 6m. 078 0,50 1,00 | 14 dna pred porodem
% | 9oz | 1,2 0,9 0,60 } o i
27 Q. | 06 | 055 045 7
28 23 | 1,1 | 08 0,66 | R
29 95 07 | 04 039 | -
30 | 9 7m. 0 | 08 | 07
Prumérné hodnoty ’ 0,84 0,77 0,72 .

uM

mikromoly
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II. Aktivita transaminazy kyseliny glutamové oxaloctové (GOT), glutamové pyrohroznové
(GPT) a aldolazy u nemocnych psi. uM (I ml/l hod.), (37° C)

| z | Transaminazy
& Pohlavi Diagnoza e Aldolazy Pozn.
sar | | SGOT = SGPT
91 ’ Q 8r. Ascites 0,5 1,1 0,83
’ S
130 i @ Tr. | Diabetes mellitus 1,9 4,8 0,98
867 | Q 3r. pneumonia cat. 0,88 0,80 1,43
\
= — =
872 ‘ ? 2r. | Dermatitis mycotica 1,4 1,60 1,26
|
877| ¢ 6m. | Foen 1,85 1,20 3,03
892 Q 3r. Bronchopneumonie vir. 15 0,7 0,47
907 Q 1r. virosni hyperkeratoza 8,4 1.2 2,33
13 | Q 2r. Heparitis tox. pred 0,7 0,8 0,50
'~ po apl. CCl,/24 hod. 6,8 32,5 1,30
13 Q 2r. za 48 hod. po apl. 6,2 28,8 0,98
14 Q 3r. Hepatitis tox. pred 0,5 0,65 0,40
48 hod. po apl. CCl, 5,8 32,0 4,99
14 ? 3r. po dalsi apl. CCl, 6,2 38,7 8,65
15 Q 5r. Hepatitis tox. pred 0,9 0,6 0,57
24 hod. po apl. CCl, 4,9 19,8 2,9
48 hod. po apl. 7,1 20,1 4,3
72 hod. po apl. 6,7 27,8 4,1
96 hod. po apl. 3,2 32,0 4,9
16 Q 4r. Thoracotomie pred 151 0,7 0,59
3 hod. po operaci 69 2,0 1,49
20 hod. po operaci 1,6 1,7 1,07
48 hod. po operaci 1,1 12 1,59
72 hod. po operaci 0,7 0,9 1,16
17 Q 5r. Thoracotomie pfed oper. 0,7 0,6 0,36
| 20 hod. po operaci 1,6 1,8 I 1,09
48 hod. po operaci 0,6 1,3 0,76
| 72 hod. po operaci 0,5 1,0 | 0,89
|

Za technickou spolupraci dékuji s. J. Tovarkovi, IIl. interni klinika MU.

u cloveéka. Mezi pohlavim a stafim jsme nezaznamenali vyraznych rozdili. Pomér
GOT. GPT je u psa vyssi nez 1.

V jiné praci (9) jsme upozornili na vyrazné zvysovani aktivity GOT u koni
po aplikaci CCls. Vedeni myslenkou pouzit posléze stanoveni aktivity enzymii pti
diagnostice jaternich chorob psii, podali jsme psovi ¢. 13, 14 a 15 per os CCla.
Ve vsech tiech pripadech se aktivizovala velmi vyrazné transaminiza GPT. Dosa-
hovala hodnot v priméru vice nez 40krat vyssich. Aktivita transaminiz GOT se
rovnéz zvysila, ale jeji aktivita ztstala asi 5 az 6krat nizsi nez GPT. U koni se
aktivovala (9) po podani CCly vyrazné transaminaza GOT, kdezto GPT se zvy-
§ila pouze nepatrné. Aktivita aldoldzy se zvedla u zminénych ttech psti méné
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vyrazné. U ostatnich chorob v tabulce II, nebyly rozdily od normélu tak mar-
kantni. Vys3§i aktivity GPT jsme zaznamenali pifi diabetes mellitus a déle bylo
vyrazné zvyseni aktivity GOT zaznamenéno u psa s virézni hyperkeratézou. V obou
ptipadech $lo o tézké zanétlivé zmény, a to pankreatu a plic.

Jak vyplyva z pokusu ¢. 13, 14 a 15, byla zvySena aktivita transamindz a aldo-
laizy podminéna zanétlivym az nekrotickym pochodem jater, pfi kterém doslo
k vétsimu uvolnéni enzymi z jaternich bunék a vyplaveni do plazmy krevni. Pre-
vazné se aktivovala transamindza GPT, takze pomér GOT : GPT je u téchto po-
kusnych psi nizdi nez 1. Pti akutnich zanétech jater u ¢lovéka zaznamenal shodny
pomér De Ritis (4), Bobek a spol. (1).

Je pravdépodobné, jak konecné vyplyva z pripadu ¢. 130 a 907, Ze aktivita
enzymu v séru krevnim se zveda i pri zanétlivych a nekrotickych procesech ostat-
nich organt, v nasem pripadé pankreatu a plic. Takovéto zmény se daji jiz kli-
nicky nebo za pomoci bézného laboratorniho Setfeni snadno zjistit.

Pokldadame-li vysledky aktivity transamindz a aldoldz nasich tfech experi-
mentalnich ptipadi za hypotetické, pak tukolem dalsi prace bude provéfeni cho-
vani uvedenych enzymi v krevnim séru pri infekénich a idiopatickych chorobach
jater a psu.

Souhrn

Prokédzali jsme u 30 klinicky zdravych pst aktivitu transaminiz a aldolaz.
Aktivita transaminazy GOT se pohybovala v priuméru kolem 0,84 mikromolu, GPT
0,77 mikromolu a aldolazy 0,72 mikromolu.

Vyrazn¢ho zvy3eni aktivity transamindzy GPT jsme zaznamenali u psi po
aplikaci CCls. Pomér GOT : GPT pri zanétlivych az nekrotickych procesech jater-
nich byl nizsi nez 1.

U ostatnich nemocnych a operovanych psid nastalo méné vyrazné zvyseni
aktivity enzyml v krevnim séru.
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AKTUBHOCTH TPAHCAMMHA3pl INIYTAMUHOBOM M OKCcAJyKcycHOM Kucior (GOT),
TPaHCAMHHA3bl MJIYTAMHHOBOM NMPOBMHOrPanHoi kuciaorsl (GPT) u anjxosassr
B KPDOBAHOM cepyMe 3JI0POBBIX M GOJLHBLIX COBaK

Y 30 KJIMHMYECKH 3J0POBBIX CO0aK Mbl J0Ka3ajM aKTMBHOCTb TPAHCAMMHA3bl M
ajloNasbl. AKTHBHOCTL TpaHcamuHasbl GOT kosebanack B cpegHeM okoso 0,84 Mukpo-
Mona, GPT 0,77 mugpoMosa u anjgonasbl — 0,72 MuRpomoJia.
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TunmMyHOoe NMOBbILIEHNME aKTHUBHOCTH TpaHcaMuHasbl GPT 0Ob1JIO yCTAHOBJICHO Yy coDaK
nocyie npumedennsa CCls. CootHowtenne GOT : GPT npu BocnajguTeJbHbIX 11 HEKPOTU-
YeCcKMX Ipoueccax B Ie4yeHM Obla HMKe 1.

Y ocTallbHbIX O0JIBHBIX I OTIEPUMPOBaHHLIX C00AK HaOJIAAN0Ch MEHEe BbIPDAXKEHHOe
ITIOBBILIEHHE AKTHWBHOCTU 3H3HMMOB B KPOBAHOM CepyMce.

Die Aktivitdt der Transaminase der Glutamin-Oxalessigsdure (GOT), der Transaminase
der Glutamin-Brenztraubensiaure (GPT) und der Aldolase im Blutserum gesunder und
kranker Hunde

Bei 30 klinisch gesunden Hunden konnte die Transaminasen- und Aldolasenaktivitadt
nachgewiesen werden. Die Aktivitdt der Transaminase GOT bewegte sich durchschnitt:--
lich um 0,84 Mikromol, der GPT-Transaminase um 0,77 Mikromol und der Aldolase um
0,72 Mikromol. Nach Applikation von CCli bei Hunden stellten wir eine ausgepragt er-
hohte Transaminasenaktivitdt der GPT fest. Des Verhaltnis GOT : GPT bei Leberent-
ziindungen bis nekrotischen Leberprozessen wies eine Zahl unter 1 auf.

Bei den iibrigen erkrankten und operierten Hunden trat eine weniger ausgeprigte
Aktivitat der Enzyme im Blutserum ein.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 4 (XXXII)-1959-CISLO 12

Zhodnoceni Shopova viru infekéniho fibromu pro ochranné
ockovani kraliku proti myxomatéze

Onenka Bupyca nudexkunonnoin puopomsr lllona aiaa npefoxXpaHHTEILHOM
NPUMBUBK}Y KPOJIMKOB NPOTHE MUKCOMATO3A

Bewertung des Shop’schen Virus des infektiosen Fibroms fiir Gie Schutzimpfung von
Kaninchen gegen Myxomatose

MVDr. J. KRAL

Statni vedecky veterinarni ustav, Fraha

Doslo dne 6. 1. 1959

Uvod

Po vzuiku prvniho oliniska myxomatézy ve Francii v roce 1952 postupovala
myxomatéza nezadrzitelné i do stredoevropskych stata. Béhem letnich mésici
1955 zacala se i u nas velmi rychle §irit a byly obavy, ze zdecimuje chovy nasich
domacich kralik, a tim ze bude ohrozena prace nasich vyzkumnych a kontrol-
nich dstavi, kde se pouziva kraliki k experimentalni praci. V této dobé bylo zna-
mo, ze vsechny dosavadni pokusy o pripravu spolehlivé ockovaci latky *z viru
myxomatozy selhaly. O riznych metodach oslabeni viru myxomatézy referovalo
vice autori. Resende, Gartia, Sanchis - Bayarri (11) oslabovali
virus myxomatozy formolem. Byla-li takto pfipravena anavakcina aplikovana kra-
likim ve velkych davkach, ziskalo jejich sérum lehkou virulicidni schopnost, ale
kralici nikdy neziskali dostacujici stuperi aktivni imunity a neodolali minimalnim
infekénim davkam viru. Beller, Bieling (2) uvadéji, ze pasazemi na allan-
toidni blané nebo intracerebralnimi pasazemi na kralicich, lze virus myxomatézy
oslabit do té miry, ze kralici jim infikovani prestoji infekci. Toto oslabeni viru-
lence viru myxomatdzy se ukazalo jen dofasnym, zatim se nezdatilo snizenou vi-
rulenci viru myxomatézy stabilizovat (5). Podle Dumase (3) nelze imunizo-
vat kraliky virem oslabenym teplem ani antibiotiky, umrtveny virus nema dosta-
tetné imunogenni schopnosti. Sérum kralika, kteri se uzdravili z myxomatozy
a ktefi byli hyperimunizovani ma v pasivni imunizaci jen nepatrny protektivni
ucinek, pasivné imunisovani kralici neodolali minimalnim infekénim davkam. Po-
kud se u jednotlivych kralikii vyvine aktivni imunita, neprenasi se na potomstvo.
Thompson a Posler (citov. podle Dumase, 3) sdéluji, ze se jim zdarilo
imunizovat kraliky zivym virem myxomatozy, kdyz je vlozili do kleci, v nichz byla
udrzovana teplota na 40° C; kralici odolali virulentnim kmenim myxomatézy
a v jejich séru bylo mozno prokazat protilatky seroneutraliza¢nim testem. Prové-
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feni tohoto tdaje nepotvrdilo vseobecnou pouzitelnost této metody u plemen doma-
ciho kralika. Vzhledem k tomu, Ze oslabeny virus neni stily ve své snizené viru-
lenci a Ze umrtveny virus myxomatézy nema dostatecnou imunogenni schopnost,
zustava dosud jedinym prostfedkem pro aktivni ochranu kraliki pred letalnim pri-
béhem myxomatdzy fenomen interference pfi pouziti Shopova viru infekéniho
fibromu.

KdyZz se u nas zavadéla prvni opatieni proti myxomatoze, neméli jsme vlast-
nich zkuSenosti s G¢innosti a spolehlivosti komercnich vakein pripravovanych z Sho-
pova viru infekéniho fibromu a pouzivanych v $irokém meéritku k preventivnimu
ockovani domacich kralikii proti myxomatéze v zapadnich stitech. Vakcina se
k nam nedovazela a nebyla znama jeji i¢innost pro plemena nasich domacich kra-
lika. Cilem této prace bylo zhodnotit protektivni ucinek Shopova viru infekéniho
fibromu u plemen nasich domacich kraliku.

Metodika

Pro pasazovani viru infekéniho fibromu a pro pripravu vakciny byla pouzita
metodika Pasteurova dstavu. Tkan infekénich fibromu kralika byla asepticky ro-
zetfena a emulgovana ve fyziologickém roztoku v poméru 1:10. Emulze byla
vstfikovana podkoZné na vice mistech ve hrbetni krajiné, a to v davkach 0,5 ml.

I. Tabulka pokusid o protektivnim

Interval od vakcinace Shopovym virem
24 hodin 48 hodin
Kralik Zpisob | - | Kealik |
tislo Bass infekee | HAles | dslo | Rass
1861 Cint Subkut. Myxomatoza, I 922 ‘ Vid. modr.
. { Uhyn7.den
l ‘
|
1860 Kriz Konj. | Myxomatoza, 1 1862 Kriz
uhyn 11. den ‘
5 dnu 7 dnu
456 Cesky str. Subkut. Protrahovana 1101 Cesky str
myxomatoza
thyn 27. den
512 Kfiz. Subkut. bez nalezu 1115 Kriz.
624 Kriz. Konj. bez nalezu 1106 Kriz.
6 mésica Kontroly
624 Kriz. Subkut. bez nalezu 111711 Cint.
1101 Cesky str. Subkut. bez nalezu
1113 Kriz. Subkut. bez nalezu 1110 Kriz.
1112 Ciné. Subkut. bez nalezu
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Jakmile se po 8 —12 dnech vytvorily v podkozi fibromy dostateéné velikosti (fa-
zole az bobu) byli kralici éterizovani a asepticky byla odebrana fibromatézni tkas.
Mezi jednotlivymi pasdzemi byla fibromatézni tkai uchovavana jednak v 50%
glycerinu, jednak ve zmrazeném stavu.

Pasazovani viru infekéniho fibromu

V provedenych 46 pasazich na kralicich byl virus stabilisovan, inofenzivni,
pii podkozni aplikaci v koncentrovaném stavu (1:10) vyvolaval tvorbu [ibroma
pouze na misté aplikace v podkozi. Fibromy dosahovaly maximalni velikosti do»
10—14 dnu, za dalsich 14—28 dnu se pak zresorbovaly. Histologicky se fibromy
jevily jako benigni vietenobunécny fibrom. Generalizace fibromatézy po podkozni
a intrakutanni aplikaci nebyla pozorovana v zadné pasazi. Pfi zfedéni Shopova
viru 1: 1000 vytvarely se v podkozi jen drobné, sotva znatelné fibromy velikosti
prosa. V pasazich se dobre osvéd¢ila intrakutanni aplikace viru fibromu, po niz se
vytvarely fibromy konstantnéji a v dostatecné velikosti, zatimco pri podkozni apli-
kaci byl vyvoj fibromt pozvolnéjsi a méné intenzivni. Ve zmrazeném stavu ucho-
vaval si virus své biologické vlastnosti po dobu 7—9 mésici. Glycerinovany virus
projevoval proti viru uchovavanému pti — 30° C od 4—6 tydne mensi virulenci
projevuijici se tim, ze po podkozni aplikaci se vytvarely jen velmi drobné fibromy
(velikosti prosa az krupky), které se zahy zresorbovaly.

u¢inku Shopova viru

do infekce virem myxomardzy
72 hodin
Zpusob . Kralik Zpusob
infekce : Nalez tislo Rasa infekce Nilez
Subkut. Myxomatéza, 1856 Ciné. Subkut. Protrahovana
uhyn 23. den myxomat6za
thyn 36. den
Konj. Myxomatoza, 545 Kriz Konj. Leh¢i myxoma-
thyn 16. den téza, uzdraveni
} za 9 tydnu
12 dnu
Subkut. bez nilezu 1112 Cing Subkut. bez nilezu
Subkut. bez nalezu 114 Kiiz. Subkut. Protrahovana
myxomatdza,
uhyn 47. den
Subkut. bez nalezu 620 Cing. Subkut. bez nilezu
hlavniho pokusu Kontroly 6. més. pokusu
Kon,j. Myxomatéza, 1127 Kriz. Konj. Myxomatéza,
thyn 12. den tuhyn 17. den
Subkut. Myxomatodza, 1128 Kiiz. Subkut. Myxomatéza,
uhyn 15. den thyn 15. den
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Priprava vakciny

Prevzata metodika pripravy vakciny byla modifikovana v tom, ze misto sub-
kutanni aplikace viru fibromu u kraliki bylo pouzito intrakutanni aplikace emulze
v poméru 1 : 10. Asepticky odebrana fibromatézni tkan byla rozetfena a emulgo-
vana ve fyziologickém roztoku v poméru 1:250 a v tomto ziedéni byla emulze
pouzivina bez ptisady konzervaénich latek jako vakcina.

Protektivni uc¢inek Shopova viru

Protektivni u¢inek Shopova viru infekéniho fibromu byl hodnocen na 15 kra-
licich na$ich plemen a jejich kfizencich. Kralici byli naockovani 1 ml vakciny Sho-
pova viru subkutinné a v odstupnovanych intervalech (24, 48, 72 hodin, 5, 7
a 12 dnu) byli pak infikovani podkozné nebo konjuktivalné virem myxomatozy
v davce asi 1000 infekénich jednotek.

Ctyti vakcinovani kralici (¢. 624, 1101, 1113, 1112), ktefi po prvni infekci
neprojevili zadné pfiznaky myxomatézy, byli po dalsich 6 mésicich reinfikovani
podkozné davkou asi 10 000 infekénich jednotek. Za kontroly slouzili nevakcinovani
kralici. Ve vsech pokusech bylo pouzito terénniho viru myxomatézy, ktery byl
uchoviavan ve zmrazeném stavu (—30° C).

Ke zjisténi, zda infekce virem fibromu a virem myxomatézy nema vliv na
bilkovinné spektrum séra, byla ve spoluprici s Vyzkumnym veterinarnim stre-
diskem v Praze provétena elektroforézou séra 2 kraliki béhem akutniho prabéhu
myxomatozy a séra 2 kraliki po vakcinaci Shopovym virem.

Z technickych diivodi mohly byt pokusy provedeny jen ve velmi omezeném
rozsahu. Usporadani, zptlisob provedeni pokusi a dosazené vysledky jsou patrné
z tabulky.

Vysledky pokusu

Protektivni ucinek Shopova viru infekéniho fibromu vuci myxomatoze se
projevil zcasti jiz po 72 hodinach. Po infekci myxomem nevznikla akutni, nybrz
jen protrahovand myxomatéza mirnéjsiho pribéhu, koncici u jednoho ze dvou
kralikii uzdravenim. Po infekci virem myxomatézy za tfi dny po vakcinaci v jed-
nom pripadé ze tfi a za 12 dnu po vakcinaci rovnéz v jednom pripadé ze tii vyvi-
nula se protrahovanid myxomatéza. V ostatnich pripadech (od tfi dni po vakci-
naci) zustali pokusni krélici po infekci virem myxomatézy bez priznaku, dvé kon-
troly uhynuly. U ¢tyt vakcinovanych kralika reinfikovanych po 6 mésicich virem
myxomatozy nevznikly béhem dalsich 2 mésica zadné priznaky infekce, zatimco
dvé kontroly uhynuly. Elektroforézou séra kralikii nebyly prokazany specifické
zmény bilkovinného spektra pti akutni myxomatéze ani po aplikaci viru infekéniho
fibromu.

Diskuse

Ochranné o¢kovani kraliki proti myxomatoéze virem infekéniho fibromu se za-
klada na Shopové poznatku z roku 1931, ze kralik druhu Sylvilagus, ktery je na-
otkovan virem myxomatézy je rezistentni pro inokulaci viru infekéniho fibromu
a naopak. Toto plati i pro evropského kralika druhu Oryctolagus. V zapadnich sta-
tech bylo od roku 1953 pouzivdno ochranné ockovéani kralikii domacich proti my-
xomatéze virem infekéniho fibromu v téch azemich, kde se v terénu vyskytovala
myxomatéza u divokych kraliki. Poznatky o hodnoté a vyznamu tohoto zplsobu

958



ochrany kréalika pfed myxomatozou byly v poslednich létech ziskany v Evropeé.
R amon zaujimal jiz pfed zavadénim vyroby vakciny z infekéniho fibromu skep-
tické stanovisko k tomuto zpusobu ochrany domdcich kralikii pfed myxomatézou,
jini autori se vyslovovali o této metodé priznivéji. Rowe, Mansi, Hudson
(10) zjistili experimentalné, ze virus fibromu chranil kraliky pfed myxomatézou
v 71—93 %, zatimco v 7—21 % (podle stupné virulence viru myxomatézy ) vakci-
nace letilnimu prubéhu myxomatézy nezabranila. Ritchie (8) odhaduje pra-
mérnou Géinnost viru infekéniho fibromu na 88,9 %. Roemmele (9) uvadi,
ze kralici ockovani virem infekéniho fibromu jsou pres 6 mésici vzdorni vigci silné
infekci myxomatézou. Srovname-li literarni udaje s vysledky vlastnich pokusu je
patrno, ze také u nasich plemen domaciho kralika neni protektivni ucinek Shopova
viru dostatecné spolehlivy. Tato okolnost by nebyla hlavni piekazkou pro pouzi-
vani takového zpusobu ochrany domacich kralikii proti myxomatoze. Z provede-
nych pokust vsak vystupuje do popredi druhd, z hlediska epizootologického velmi
dilezita okolnost, ze pri c¢aste¢ném protektivnim uéinku viru infekéniho fibromu
probihd pfi nasledujici infekci myxomatézou u nékterych jedinci myxomatoza
ve vleklé formé. Takovi krilici se stavaji na delsi dobu nositeli a vylucovateli viru
myxomatozy. Za téchto okolnosti nelze povazovat za vhodné vseobecné provadeéni
vakcinace domacich kréaliki Shopovych virem fibromu, nebot v chovech, myxo-
matozy prostych by se tato nakaza mohla stat po ¢ase endemickou. Pti bezprostied-
nim ohrozeni myxomatézou lze uvazovat o moznosti pouziti vakcinace Shopovym
virem v téch plemenafsky cennych chovech nebo velkochovech kralikii produkova-
nych zejména pro laboratorni ucely, které jsou pod stalou veteriniarni kontrolou,
zarucujici véasné odstranéni jedincu, u nichz by se vyskytla myxomatéza ve
vleklé forme.

Souhrn

Experimentalné bylo zjisténo, ze Shopuv virus infekéniho fibromu byl v 46
pasazich na kralicich inofenzivni, po podkozni a intrakutanni aplikaci vyvolaval
jen prechodné, lokalizované fibromy. Vakcinace Shopovym virem chranila kraliky
nadich plemen pred letdlnim priibéhem myxomat6zy od 5. dne po vakcinaci po dobu
nejméné 6 mésicii. Ochranny Gc¢inek Shopova viru nebyl zcela spolehlivy; u dvou
z deviti vakcinovanych kraliki vznikla po experimentalni infekci myxomem protra-
hovand myxomatéza, a to u jednoho kralika (ze tfi) infikovaného 5 dni po vakcinaci
a u jednoho (ze tti) za 12 dni po vakcinaci. Pro nebezpeci endemického prubéhu
myxomatézy v chovech domacich kraliki nelze povazovat za vhodné vseobecné pro-
vadéni vakcinace Shopovym virem. Tento zpisob ochrany kraliki pred myxomato-
zou lze pouzit v individudlnich pripadech, jsou-li chovy pod veterinarni kontrolou,
zaruCujici véasné vyrazeni kralikl, u nichz by se projevila myxomatéza ve vleklé
formé.
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OneHga Bupyca uHpernuonHoNi ¢dudpomsr Illona ans npeaoxpaHUTe IbHOM
NPMBMBKH KPOJMEKOB NPOTHB MHKCOMAaTo3a

DKCIepUMEHTANbHBIM NyTeM ObLIO yCTAHOBJICHO, YTO BUPYC MH(EKLMOHHON bubd-
pomer Illona B 46 nmaccaxkax ObLI y KPOJHKOB Oe3BpeHBIM; NOCJE TTOJKOKHOTO M MHTPa-
KYTaHHOTO BBEJIEHMA OH BbI3BaJl JIMIIb BPEMEHHbIE, JIOKAJIN31poBaHHble (hbnGpombl. Bak-
umuHauuA supycom 1lllona npeaoxpaHsaiaa KPOJMKOB HAIUMX [IOPOJ OT CMEPTEJILHOTrO XojAa
MUKCOMAaTo3a OT 5-ro JHA [ocJe BaKLUMHAUMU B TeYeHHE He MeHee 6 mecALeB. 3alluTHOe
neiictBue Bupyca Illorna He GbIJIO BIIOJIHE HANEKHBIM: Y JIBYX M3 9 BaKLUMHUPOBAHHBIX
KPOJIMKOB TI0CJIe 3KCIEePUMMEHTAJNbHOM MHMEKIMKM MMKCOMOM 00pa30BaiCcA AJIUTENbHbIN
MHKCOMaTO3, a ¥IMCHHO Yy OJHOINO KpPOJIMKa (M3 Tpex), MH(MUUMPOBAHHOIO Yepe3 5 aHen
rocJle BaKUMHAIMM U y OAHOrO (M3 Tpex) 4depe3 12 aHelt nocae BakuuHauud. Beupy
OIIACHOCTU 9SHJEMMUYECKOro XoJa MMKCOMATOo3a B /AOMallHEM KPOJMKOBOJCTBE, MaCCOBCe
npoBeJieHMe BaKUMHALMu BupycoM Illoma Henb3A CYUTATh ITPUTOAHBIM. DTOT CIOCOD
3alMUTLI KPOJMKOB OT MHMKCOMAaTO3a MOXKHO TIPUMEHUTb B MHAWBUAYaJbHBLIX CJIyYaax,
KOrjla KPOJIMKOBOAYecKue (hepMbl HAXOAATCA 1107 BeTePHHAPHLIM HaA30pOM, obecrieyn-
BaIOLIMM CBOEBPEMEHHYIO BbIOPDAKOBKY KPOJMKOB, ¥ KOTOPBIX TIPOABMJICA Obl MUKCO-
MaTo3 B XPOHUYECKOi chopMe.

Bewertung des Shop’schen Virus des infektiosen Fibroms fiir die Schutzimpfung von
Kaninchen gegen Myxomatose

Wie experimentell festgestellt wurde, erwies sich der Shop’sche Virus des infek-
tiosen Fibroms bei 46 Passagen an Kaninchen als inoffensiv; derselbe Virus erweckte
nach subkutaner und intrakutaner Applikation nur voriibergehende, lokalisierte Fibrome.
Die Vakzination mit dem Shop’schen Virus schiitzte die Kaninchen unserer Rassen vor
letalem Verlauf der Myxomatose, und zwar vom fiinften Tag nach Vakzination fur eine
Dauer von minimal sechs Monaten. Die Schutzwirkung des Schop’schen Virus war nicht
vollkommen verldfilich: nach einer experimentellen Infektion durch Myxomatose ent-
stand in zwei Fillen von neun vakzinierten Kaninchen eine protrahierte Myxomatose.
und zwar bei einem Kaninchen (von drei Stiick), welches fiinf Tage nach Vakzination,
und bei einem Kaninchen (von drei Stiick), welches 12 Tage nach Vakzination infiziert
wurde. Da eine Gefahr von endemischem Myxomatosenverlauf bei den Bestidnden von
Hauskaninchen bestand, kann eine allgemeine Durchfiihrung der Vakzination mit dem
Shop’schen Virus nicht fiir zweckméfig gehalten werden. Diese Schutzmaflnahme gegen
Myxomatose bei Kaninchen kann in individuellen Fillen zur Anwendung gelangen, wenn
die Bestdnde unter Veterindrkontrolle stehen, die eine rechtzeitige Beseitigung von
den durch chronische Myxomatose befalienen Kaninchen garantiert.
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I. interni a infek¢ni oddéleni Krajské veterinarni nemocnice, Pardubice,
prednosta MVDr. Zd. Sova
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Uvod

S rostoucim vyznamem biochemie je vénovana stale vétsi pozornost enzyma-
tickym pochodiim. V huménni mediciné bylo vénovano velmi mnoho praci enzyma-
tické transaminaci, ktera spociva v reversibilnim pfenosu @-amino dusiku amino-
kyseliny na a-ketokyselinu za tvorby druhé aminokyseliny a jiné ketokyseliny.
Tento proces objevili vr. 1937 Braunstein a Kricmanova aenzym na-
zvali aminoferazou. V soucasné dobé se pouziva vice Cohenem navrzeny nazev
transaminaza.

V klinice nalezly nejvétsiho pouziti transaminazy kyselin glutamové-oxal-
octové (GOT) a kyseliny glutamové-pyrohroznové (GPT), které jsou nejvice ak-
tivni. Transaminaéni reakce probihd podle schématu:

1. GOT
kyselina asparagova+kyselina « ketoglutarovd <——>

kyselina glutamova-kyselina oxaloctova
2. GPT

alain+kyselina a-ketoglutarova = >

kyselina glutamova-+kyselina pyrohroznova

Cohen a Herkhius (1) sledovali aktivitu transaminaz v rozliénych
tkanich a zjistili, ze rizné organy lisi se od sebe aktivitou transaminaz.

Zvysena aktivita téchto enzymu v huméanni mediciné byla pozorovana a po-
tvrzena Cetnymi autory cizimi i nasimi. zejména u infarktd myokardu a jaternich
chorob.
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Aktivita enzymu se obecné hodnoti podle abytku substratu nebo dbytku ko-
enzymu ¢i podle prirastku produktu vznikajiciho pti enzymatické reakci. K uréo-
vani aktivity transaminazy byly pouzity reakce zalozené na principu posledné
jmenovaném.

Karmen, Henley a Pollard, Wréblevski a La Due (2,
3, 4), popsali spektrofotometricka stanoveni aktivity enzymu, vyuzivajici k uréenti
mnozstvi vzniklych ketokyselin pomocné indikatorové reakce.

Uréovani GOT probiha na principu této reakce: dehydrogenaza kys. jableéneé

kyselina oxaloctova+redukovany difosfopyridinnukleotid < s
kyselina jable¢na+difosfopyridinnukleotid

Urcovani GPT probiha na principu nasledujici reakce:  dehydrog. kys. mlééné
Kyselina pyrohroznova +redukovany difosfopyridinnukleotid =<——————
kyselina mlééna +difosfopyridinnukleotid.

V obou ptipadech dochazi k oxydaci redukovaného difosfopyridinnukleotidu
na difosfopyridinnukleotid a vysledek reakce se hodnoti podle ubytku redukovaného
difosfopyridinnukleotidu v ultrafialové ¢asti spektra (340 mu). Metoda je velmi
rychld, ale vyzaduje spektrofotometr s ultrafialovou oblasti spektra a tézko
dostupné enzymy a koenzymy.

Wréblevski, Karmen a La Due (5) popsali metodu, zalozenou na stanoveni
enzymatickou reakci vzniklé kyseliny glutamové, kterou izolovali od ostatnich re-
akénich produkti chromatografii na papite. Rada dalsich autori vychazela ze
stejného principu, ale izolaci kyseliny glutamové provadéla elektroforeticky. U nas
pouzili této metody Tursky a Bielik (6)a Sevela (7). Opacného pra-
béhu reakce pouzil Sevela (8), ktery urcoval elektroforetickym délenim vzniklé
mnozstvi kyseliny asparagové nebo alaninu.

Cabaud, Umbreit, Dubach (9, 10, 11) pouzili k hodnoceni akti-
vity GOT uréovani mnozstvi kyseliny oxaloctové vzniklé enzymaticky. Tuto kyse-
linu prevedli anilincitratem na kyselinu pyrohroznovou.

Wréblevski (12) pouzil stejného principu k stanoveni aktivity GPT. V obou
reakcich se urtuje mnozstvi kyseliny pyrohroznové jako hydrazon této kyseliny.

Metoda Reitmana a Frankela (13) u nas uvedena Sevelou (14)
je zjednodu$enim metody Cabauda a Wréblevskiho. Reitman a Frankel pouzivaji
velmi nizké koncentrace substratu (kyseliny a-ketoglutarové) a stanovuji hydra-
zon kyseliny pyrozhroznové na zakladé jeji t¥ikrat vy3si absorbee proti hydrazonu
kyseliny a-ketoglutarové.

Z uvedenych metod jsme prezkouseli metodu zalozenou na elektroforetickém
déleni kyseliny glutamové, metody fotometrické podle Wréblevskiho (12) a Ca-
bauda (9) a metodu podle Reitmana a Frankela (13). Pro vlastni na$i praci
jsme pouzili metody Wréblevskiho (12) a Cabauda (9), které nejlépe vyhovovaly
nasim uceltim.

Metodika

Reagencie: 1. substrat pro GOT: 2,66 g kyseliny d l-asparagové, 2 g pri-
marniho fosforeénanu draselného a 0,6 g kyseliny a-ketoglutarové se rozpusti
v normalnim louhu draselném upravi se pH roztoku na 7.4 a objem se doplni
na 100 ml destilovanou vodou. Roztok se uchovava v lednici.
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2. Substrat pro GPT: 1,77 g d l-alaninu, 2 g primarniho fosfore¢nanu dra-
selného a 0,6 g kyseliny «-ketoglutarové se rozpusti v normélnim roztoku louhu
draselného; pH roztoku se upravi na 7,4 a objem se upravi na 100 ml destilova-
nou vodou. Roztok se uchoviva v lednici.

3. 100 g kyseliny trichloroctové se rozpusti ve 100 ml destilované vody.

4. 5 g kyseliny citronové se rozpusti v 5 ml destilované vody a ptida se 5 ml

anilinu.

5.0,1 g 2 4-dinitrofenylhydrazinu se rozpusti ve 20 ml koncentrované kyseliny
solné a prida se 80 ml destilované vody.

6. Toluen destilovany.

7. 2,5 g hydroxydu draselného se rozpusti ve 100 ml 96% etanolu.

8. standardni roztok kyseliny pyrohroznové: rozpusti se: 1 g kyseliny pyro-
hroznové ve 100 ml destilované vody. Roztok se uchovava v lednici.

Provedeni:

Stanoveni GOT: Do 2 zkumavek odpipetujeme 0,5 ml séra a 0,5 ml destilo-
vané vody. Do obou zkumavek pridame 0,5 ml substratu pro GOT.

K prvni zkumavce, ktera slouzi jako slepy pokus, pfiddme ihned 1 kapku
roztoku ¢ 3 k zastaveni enzymatického procesu a 1 kapka roztoku ¢&. 4.

Obé zkumavky inkubujeme ve vodni lazni pti teploté 26° C po 20 min. Po
skonéené inkubaci ptridame do druhé zkumavky, slouzici jako vlastni pokus, po
1 kapce roztoku ¢. 3 a ¢ 4.

Zkumavky nechame stat 20 min. pri pokojové teploté. Do obou zkumavek
ptidame 0,5 ml roztoku ¢. 5, promichame a nechame stat presné 5 min. Pridame
do kazdé zkumavky po 2 ml toluenu a dukladné vytfepeme. Vzniklou emulzi od-
centrifugujeme a odpipetujeme po 1 ml toluenové vrstvy do novych zkumavek. Do
kazdé zkumavky priddme 3 ml roztoku ¢ 6, promichame a vzniklé ¢ervenohnédé
zabarveni zméfime na fotometru pti vinové délce 490 mu proti destilované vodé
po deseti minutach stani.

Vypocet: od extinkce vlastniho pokusu ode¢teme extinkci slepého pokusu a vy-
slednou hodnotu nalezneme v kalibra¢nim grafu.

Kalibrace: Pripravime standardni roztoky kyseliny pyrohroznové obsahujici
v 1 ml: 0; 50; 100; 200; 300; 400; 500 gama kyseliny pyrohroznové. Pipetujeme
k tomu O ml; 05 ml; 1 ml; 2 ml; 3 ml; 4 a 5 ml roztoku ¢. 8 a doplnime do
100 ml destilovanou vodou. S témito roztoky provedem cely postup jako pfi zpra-
covani séra a zhotovime kalibra¢ni graf.
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Jako jednotka transaminazy je definovana aktivita enzymu v 1 ml séra, ktery
vytvori béhem 20 min. pfi teploté 26° C chromogenni material odpovidaijici 1 gama
kyseliny pyrohroznové.

Stanoveni GPT: Zpusob stanoveni GPT je shodny s postupem uvedenym pro
GOT. Pouze jako substratu pouzijeme substratu pro GPT (roztok ¢. 2) a neprida-
vame roztok anilincitratu (roztok ¢&. 4).

V dalsi praci jsme si ovéfili nejvyhodnéjsi podminky pro pribéh této
reakce.

Pro transaminaci nalezli jsme ve shodé s Wroblevskim optimalni hodnotu
pH mezi 7,4 az 7,8.

Prezkouseli jsme zavislost na dobé inkubace. Reakci jsme provadéli pfi
26° C v rozmezi od 10 do 60 min. S dobou inkubace stoupa mnozstvi vytvofeného
chromogenniho materiélu.

Vyzkouseli jsme, jaky vliv ma teplota na pribéh transaminacni reakce v roz-
mezi od 20 do 40° C po dobu 20 min. Se stoupajici teplotou stoupia mnozstvi vy-
tvofeného chromogenniho materilu.
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Se stoupajicim mnozstvim pouzité kyseliny a-ketoglutarové klesa mnozstvi
vytvoreného hydrazonu kyseliny pyrohroznové.

Charakter barevné reakce je stejny jako je popisovdan u stanoveni kyseliny
pyrohroznové. Absorbéni maximum je pfi 440 mu s naslednym poklesem a prodle-
vou pii 490 az 530 mu. Kalibra¢ni krivka je linedrni. Intenzita zabarveni od 10
do 120 min. je prakticky neménna.

Reprodukovatelnost metody:

Reprodukovatelnost metody jsme prezkouseli opakovanym vy$etfenim jednoho séra
v 10 paralelnich vzorcich a nalezli jsme tak pri sériovém provadéni prumeérnou
chybu pro GPT 6,9 % a pro GOT 6,3 %.

Normalni hodnoty u lidi:

Stanovili jsme normalni hodnoty u 9 darcu krve. Hodnoty se pohybovaly pro GOT
od 9,2 do 39,4j a pro GPT od 1,2 do
32,6j.

Stanovili jsme hladiny transaminaz

I. Normalni lidské hodnoty GOT a GPT
u deviti darct krve

u 22 koni lécenych vétsinou na chirur- Cislo . GOT J GPT
gickém oddéleni, u nichz jsme v zadném
piipadé nemohli predpokladat onemoc- L. 0.9 ‘ 183
néni jater nebo myokardu ¢i onemocné- 2. 25,2 j 1 6,1
ni centrilniho nervového systému. 2 ! lg,g j ‘ li,g j
Normalni hodnoty jsme nalezli 5. | 39;4; | 195 ;
pro GOT v pruméru 210j. (max. 268j, 6. 25,8 ‘ 11,1
min. 143j). Proti tomu hednoty GPT ;- ' g—g’g! _ ;g’g!
nachazeli jsme v pruméru 6,34j. (max. 9 “;1; | 4’9;
14,9, min 0,7j). |
II. normalni hodnoty GOT a GPT u koni se zdravymi jatry
: - .
Jmeéno koné | Cislo chor. Klinicka diagnoza ] GOT | GPT
| |
Karel | 325/CH-58 trzna rdna 242 2,8j
Fricek | 318/CH 58 castrandus 218 126
Rapik | 209/CH-58  tr’nd rina 268 j 3,5]
Simla 312/CH 58 kopna rana 255 7,0
Jifina 343/ CH 58 loketni boule : 227 8,4j
Bobik 303/CH-58 kulhéni 250 8,4j
Minda 328/ CH-58 trzna rana 243 9,7
Vranka 298/CH 58 zhmozdéni 256§ 12,6
Minda 291/CH-58 kulhani 252§ 4,9
Hnédka 204/CH-58  bodn4 rdna 204 1,75
Gusta 340/CH 58 rakovina kopyta 200 j 11,4
Hnédak 294/CH-58 rakovina kopyta 225 7,0j
Braun | 2401 58 vy&erpani 211 79i]
Kaja | 317 CH-58 kulhani 247 14,9
Nauki 405/CH -58 zanét kloubu f 164 4,7
Vlasta 407/CH-58 bodné rana i 162 0,8]
Linda | 381/CH58  kyla 167 2,3]
Fricek | 401/CH-58 zaslap | 1435 | 23]
Karel 408/CH- 58 zanét kloubu i 156 j 47j
Kaija 307,CH 58 plecové kulhani 1975 ‘ 1,5j
Vana 382/CH-58  zanét §lach | 183j | 95j
Grom 4/1 -58 pokusny L1485 | 0,7




Diskuse

Z metod ke stanoveni GOT a GPT vyzkouseli jsme t¥i, jevici se nam jako
nejschudnéjsi a za naSich podminek proveditelné. Metoda elektroforeticka, ktera
davala v jednotlivych vysetfenich velmi dobré vysledky se nehodi k rutinimu pro-
vadeéni pro velkou naro¢nost a zdlouhavost. Proti tomu metoda Reitmanova a Fran-
kelova je ve svém provedeni velmi jednoducha, ale jeji nevyhodou je nutné opako-
véani analyzy u sér s vysokou hladinou transaminaz, kdy je tfeba sérum fedit deset
az Ctyricetkrat (14). Pro presné stanoveni u sér, jejichz aktivitu nemuzeme predem
odhadnout, to znamena provadét analyzu nékolikrat s razné redénym sérem. Tim
se stanoveni prodluzuje. Zvolili jsme proto metodu Cabauda (9) a Wréblevskiho
(12), ktefi pouzivaji nadbytek substratu, jehoz mnozstvi je dostatecné i pro séra
s vysokou aktivitou enzymu. Pfi sledovani podminek reakce jsme nalezli shodné
s Wréblevskim optimum pH mezi 74 —7.8. Za dulezité povazujeme upozornit na
stoupdni intenzity zabarveni s prodluzovanou dobou inkubace a stoupajici teplo-
tou. Nedodrzeni téchto podminek znamenalo by [alesné vysledky a naméfené hod-
noty by neodpovidaly jednotce definované Wroblevskim. Zvysena aktivita séra
pii nedostatku substratu nepripada u metody nami pouzit¢ v tvahu, ponévadz
pracujeme vzdy s nadbytkem substratu. Tato zavislost vsak ma vyznam pri pouziti
metody Reitmanovy a Frankelovy.

Hladinu transamindz muze podstatné ovlivnit pripadna hemolyza krve.
Wroéblevski uvadi v hemolyzované krvi desetkrat zvysenou GOT a pétinasobné
zvySeni aktivity GPT. Aktivita enzymu je pomerne stala. Wroblevski uvadi (5),
ze aktivita enzymu se do dvou tydnii v lednici nemeéni. Ve vlastnim pokusu jsme
se presvédcili, ze pri uchovavani séra v lednici pti 4" C nedochazi ke zméné
aktivity. Zmény aktivity pti pokojové teploté jsme sami nesledovali. Wroblevski
nepozoroval pfi pokojové teploté zmény do 96 hodin. Proti tomu vsak pozoroval
Dubach pokles aktivity v jednom pripadé zietelny jiz po 4 hodinich a ve druhém
po 24 hodinach pti pokojové teploté. ‘

Normalni hodnoty ndmi stanovené¢ u lidi (GPT 12 az 32.6] GOT 9.2 az
39,4j) jsou ve shodé s hodnotami uvadénymi Wroblevskim (GPT az 45] a GOT
5 az 40j).

Chyba metodiky, jak jsme ji stanovili, je pomérné vysoka. Je vsak vysvétli-
telna, uvédomime-li si faktor casu a teploty v pribéhu této reakce. Ztizena repro-
dukovatelnost metody vsak nehraje roli v jeji klinické pouzitelnosti. Zmény v akti-
vité transaminaz u infarkti myokardu a zejména u onemocnéni jater, jak je znamo
z literatury v humanni mediciné i z nasich vlastnich zku$enosti u lidi presahuiji
znacné mez chyby stanaveni metody. U lidi s infekéni hepatitidou nachazime bézné
aktivitu transaminaz 300 az 1000j.

Stanovili jsme normalni hodnoty transaminaz u koni. Proti hodnotam stano-
venym u lidi nachazime hodnoty u koni GOT témér desetkrat vy3si a hodnoty
GPT priblizné o !/; nizsi. V literatute nam dostupné jsme nenalezli zadnou zminku
o hladiné transaminaz u koni.

Souhrn

Je podan prehled metod pro urcovani aktivity transaminiz glutamové-oxal-
actové a glutamové-pyrohroznové.
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Jsou diskutovany vyhody a nevyhody stanoveni elektroforetického, metody
Frankelovy-Reitmanovy, Cabaudovy a Wroblevskiho. Popsdna metoda Wréblev-
skiho, stanoveny nékteré zavazné podminky reakce. Jsou uvedeny normaélni hod-
noty u lidi a u koni. Aktivita transamindz u normalnich koni je pro GPT pri-
blizné o polovinu nizsi nez u clovéka (0,7 az 14,9j). Pro GOT je hladina u nor-
malnich koni témér desetkrat vy$si (143 az 268j) nez u lidi.
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Onpeaenesye TpaHcaMMHA3a KHCJIOT IVIYTAHOBO-OKCAJIYKCYCHOM M I1yTaHOBO-
NUPOBHHOrPaAHONH B KPOBAHOM CLIBOPOTKe JIoLIANEN

TIpensiokeH psAj METOJOB OIpeACTeHud AKTMBHOCTH TPAHCAMMHA3a KHCJIOT TJIyTa-
HOBO-OKCAJIYKCYCHGIT M IJIyTaHOBO-IIMPOBUHOTPaAHOM. Besach JAMCKycCHMA O IIpeumy-
LIECTBaX M HEJIOCTATKAX 2JEKTPOPOPETUYECKOro oNnpeesieH s 1o MeToay PpaHkeJoBOM -
Paiirmanonoir, KadaynoBoit 1 Bpobnesckoro. Jlanee onmcan metoa BpobaeBckoro u
YCTAHOBJICHbLI HCKOTOPbIE OCHOBHBIC YCJIOBHUS peakldH; IMPUBOAATCA TaKKe HOpPMallb-
Hbie BEJMYMUHBbI Y JIIOACH 1 y Jowajgell. AKTHBHOCTL TPaHCaMMHAa3a y 3J0POBLIX JIOLIa-
aeit ang TTIT npudamM3nTeIbHO HANOJOBHHY HUXKEL Yem y denoseka (ot 0,7 a0 14,9 e).
JMna T'OT ypoBeHb y 3A0pPOBBIX Joluajgeil mpuonau3uteasHo B 10 pa3 Bbiue (or 143 no
268 e).

Die Bestimmung von Transaminase der Glutamin-Oxalessigsdure und der Glutamin-
Brenztraubensdure im Blutserum der Pferde

Eine Methodeniibersicht der Bestimmung von Transaminasenaktivitdt der Gluta-
min-Oxalessigsdure und der Glutamin-Brenztraubensaure wird wiedergegeben. Die Vor-
teile und Nachteile der elektrophoretischen Bestimmung, der Methode Frankel—Reit-
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mann, Cabaud und Wroblewski ist beschrieben und manche wichtige Reaktionsbedingun-
gen werden festgestellt. Normalwerte bei Menschen und bei Pferden sind angefiihrt.
Die Transaminasenaktivitdt ist bei normalen Pferden fiir GPT ungefdhr um eine Hilfte
niedriger als es beim Menschen der Fall ist (0,7 bis 14 Einheiten). Fiir GOT ist das
Niveau bei normalen Pferden fast 10mal hoher (143 bis 268 Einheiten) als bei Menschen.

Anmerkung: GOT

Transaminase der Glutamin-Oxalessigsédure,
GPT = Transaminase der Glutamin-Brenztraubensdure.
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