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Uvod

Tato prace navazuje na drivéjsi sdéleni Neumana a Madérové
o aktivité transaminidz GOT a GPT krevniho séra koni a skotu (1—4) a o pru-
béhu zmeén jejich aktivity v séru morcat s experimentdlni toxickou hepatitidou
ve vztahu k morfologickym zméndm jaterni tkané (5). Z posledni prace vyply-
nulo, ze po akutnim poskozeni jater se zvySuje aktivita obou sérovych transaminaz
v tésné korelaci s rozvojem nekrobiotickych pochodu, ale jen*dotud, pokud se
v jairech zdroven zretelnéji neprojevuji reaktivni pochody; potom se zacina po-
stupné snizovat k normé. Pokusnd morcata byla sledovana pouze ¢tyri dny.
V tomto kratkodobém pokuse nebylo proto mozné s jistotou rozhodnout, zda
uvedené snizovani aktivity je pouze dusledkem eliminace, pripadné inaktivace en-
zymu, nebo zda je také v souladu s intenzitou reaktivnich a regeneraénich pochodu.
Ve snaze prispét k objasnéni této otazky, je v této praci sledovana dynamika
zm2n aktivity sérovych transaminiz u koni po aplikaci CCly v pribéhu delsiho
casového rozmezi.
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Prehled literatury

Souborny prehled literatury o vyznamu a diagnostické hodncté stanoveni
aktivity sérovych transaminaz v klinické praxi humdanni a veterinarni byl podan
v predchozich pracich Neumana a Madérové (1—5). Omezime sc proto pouze
na uadaje, tykajici se transamindzové aktivily séra jednak zdravych koni, jednak
koni se spentann‘m nebo experimentilnim poskozenim jater.

Hodnoty GOT a GPT krevniho séra zdravych koni udavané rtznymi autory
jsou uvedeny v tab. I. Vétsina udaji se navzajem dobie shoduje. Pon¢kud vyssi
hodnoty GOT a GPT zjistili Girtler a Richter (10), a pro GPT také
Cornelius a spol. (6); naopak nizsi hodnoty GOT udava Slesingr
s Tovarkem (7) a velmi nizkou aktivitu GOT v siru zdravych koni zjistil
Konrad (11).

1. Aktivita GOT a GPT krevniho séra zdravych koni

GO LU GPT
X | M1 mlséra | M 1mlséra
s I g 1 mlséra Frankelovy j. s g lmlsera | Frankelovy j.
kyseliny Karmenovy j. kyseliny Karmenovy j.
{ pyrohroznove pyrohroznoveé
Cornclius ‘
a spol. (6) | 158 1374ug 165 338F.. 8,0 59 g 11,04 3,8 F.j.
R 1
Slesingr
Tovarek (7) 3,03 M 0,14 /M
Horak, Jicha, 210,0 K. j. 6,34 K. j.
Sova (8) [ (143 - 2038) (0,7 - 14,9)
Neuman, Ma- 88 1,8M | 17636 K. j. 0,22 - 0,05pM 5,25 -1,28K.j
dérova (1, 2) (100 260) (3,0-17,25)
Hudeéek (9) l 140 290 K. j. | 5 25K.j.
_— S, - S | |
| | |
Giirtler, | 260 .42,8K.j. | L9 59K.j.
Richter (10) r [ (163 -367) ] | (0 20)
Konrad (11) 59,3 K. j. ' 49K,
l (50 80) ' | (2 10)
I

U koni s onemocnénim jater, a to ve vSech pripadech kdy byla prokazana
nekréza jaterni tkané, zjistili Sova a spol. (12) 445—700 K. j. GOT; u tychz
koni byla GPT zvysena pouze v 80 Y% piipadi a pohybovala se v rozmezi 3,9
az 35,8 K. j. Aktivitu sérové GOT pri Zdéarské chorobé koni udavi Hudecek
(9) hodnotami 210—810 K. j. a aktivitu GPT 8 —48 K. j. Velmi nizkou akii-
vitu, zejména GOT pri akutnich procesech jaternich zaznamenal Konrad (11).
Pro GOT udava v priméru 94 K. j., pro GPT 238 K. j.; pti hypertrofickych
cirhézach u Zdarské choroby koni nezjistil prakticky zvySenou transaminazovou
aktivitu séra.

Velmi vyznamné zvysené mnozstvi sérové GOT zjistili v orientaénim pokuse
Cornelius a spol. (6) a Slesingr (13) u koni po podani chloridu uhlicitého; akti-
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vita GPT byla v téchto pokusech zvysena naproti tomu jen zcela nepatrné.

Dynamika zmén aktivity obou sérovych transaminiz byla dosud studovina
jen velmi nedostatecné. Tak napi. Cornelius a spol. (6) sledovali pribéh aktivity
GOT a GPT u dvou koni po podani CCl; pouze po dobu étyt dnii. Takové
kratkodobé pozorovani neskytd presny obraz o vztahu mezi transaminazovou akti-
vitou séra na jedné stran¢ a priubéhem onemocnéni, pripadné také morfologickymi
zmeénami jaterni tkané na strané druhé. Rozsiteni nadich poznatki o tyto vztahy
a jejich blizsi objasnéni je hlavnim ukolem predlozené prace.

Material a metodika

Toxicka hepatitida, vyvolana jednorazovou aplikaci chloridu uhli¢itého, byla
modelem akutniho poskozeni jater s degenerativné — nekrobiotickymi pochody.
K pokusu bylo pouzito 6 koni (viz tab. II), kterym bylo podano peroralné sondou
celkem 55—150 ml CCly, tj. 0,1 —-0,27 ml chloridu uhli¢itétho na 1 kg z. v.
Chlorid uhliciiy byl podavan ve smési se tremi litry vody, 4 hodiny po rannim
krmeni. Zdravotni stav zvirat byl klinicky vySetfen pred pokusem a pak sledovan
v prubéhu 4 tydni po aplikaci latky. Stav jater byl kontrolovan histologickym
vysetfenim jejich tkdané, ziskané biopsii, kterd byla provedena pied pokusem a pak
za 3, 7,19, 25 a 30 dni po aplikaci latky. U viech pokusnych zvifat byla béznym
spliscbem analyzovana mo¢, vysetren krevni obraz, sedimentace krve a stanoveno
mnozstvi hemoglebinu. Krev byla odebirina punkei v. jugularis, a to vzdy v ran-
nich hodindch. V krevnim séru bylo pak urcovano mnozstvi transamindzy kyse-
liny glutamové-oxalociové (GO'1') a kyseliny glutamové-pyrohroznové (GPT),
hladina celkového bilirubinu a cholesterolu, a to jednak pred pokusem, jednak
v urcitych casovych intervalech (viz tab. IIT) po aplikaci CCly.

I1. Udaje o pokusnych konich

2: 592/59 valach, tmavy 600 kg |
[ ryzak, 12 r.

\ 3 [ ; s -
Por. Cislo 5 P i ; Davka | Vysledky klinického vysetfeni
¢islo I‘protokolu ‘ Pohlavi, stafi ; Véha CCl, ‘ pred pokusem
| | |
1. | 591/59 ‘ klisna, ryzak, 540 kg 4 55ml |  Bronchitis chronica,
‘ 21 ¥ ‘ ’ Emfysema alv. chron.
|

100 ml ‘ negat.

| | |
3. ‘ 503,59 klisna, | 560 kg l 100 ml | Bronchitis chronica
‘ hnédik, 8. | ;
[

4. 590/59 | valach, 620kg | 150ml negat.
‘ hnédak, 18 r.

3r. iridocyklochoriotitidé, mirna

5. | 32959 | Klisna,ryzik, | 560kg | 150 ml Atrofie levého o&niho bulbu po
‘ 1
; ‘ 1 i ataxie zadnich koncetin
|

6. | 370 | Kisna,ryzik, |
; 1,5 T ’

1

100 ml Jizva v krajiné parotidedlni,
mirné zvétSené mizni uzliny
podcelistni po hfibéci
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Sérové transaminazy byly uréovany metodou podle Reitmana a Fran -
kela (15), upravenou Madérovou a Neumanem (1, 2) pro analyzu sér koni.
Celkovy bilirubin byl stanoven podle Jendrassika aGraéfa (16) v apravé
Bergerové (17), hladina celkového cholesterolu metodou popsanou Pear -
sonem a spol. (18), kterou u hospodatskych zvifat pouzila Madérova (19).

Vysledky byly statisticky zpracovany a vyhodnoceny Studentovym t-testesn
(20). Tésnost vztaht mezi aktivitou sérové GOT na jedné strané a hladinou cel-
kového bilirubinu a cholesterolu na strané druhé je vyjadrena korelaénim koefi-
cientem r a mirou tésnosti B (Bestimmtheitsmall). Vypocty byly provedeny podle
Weberové (21).

Vysledky

Pred aplikaci chloridu uhli¢itého byl klinicky nalez u dvou koni (¢ 2 a 4)
zcela negativni, u dvou koni (¢ 1 a 3) byla zjisténa chronicka bronchitida, u koné
¢. 5 atrotie levého oc¢niho bulbu po prekonané iridocyklochoriotitidé a mirna ataxie
zadnich koncetin a u koné ¢. 6 jizva v krajiné parotidedlni a mirné zvétSena mizni
uzlina podcelistni po hribéci. Histologickym vySetfenim jaternich punktata byla
pouze u jednoho koné zjisténa sektorova kolagenizace retikulinové kostry bez po-
ruseni pravidelné struktury, jatra ostatnich koni byla bez patologicko-histologic-
kého nélezu.

Po aplikaci CCls byla u vsech koni pozoroviana snizena chuf az nechutenstvi,
trvajici 2—3 dny, u koné ¢. 2 az tyden. Ve stejnou dobu mél vydechovany vzduch
nasladly zapach a spojivky byly zarudlé, u dvou koni (¢. 3 a 4) s ikterickym
nadechem, ktery rovnéz vymizel béhem tydne. Teplota prevazné vétsiny koni vy-
kazovala mirny vzestup v prvnich tfech dnech po aplikaci latky. Nejvyssi teplota
39,5 C byla zjisténa u koné ¢. 5. Druhy den po provedené biopsii byl casto
zjisfovan podkozni emfyzém v rozsahu 10—20 cm kolem mista vpichu, ktery
zpravidla vymizel do jednoho tydne. Po druhé biopsii ktin ¢. 6 ulehl a ziistal klidne
lezet 3 hodiny, v dal§im prabéhu pokusu se choval normalné.

Po podani chloridu uhli¢itého nebyl vyznamnéji ovlivnén ani krevni obraz,
ani mnozstvi hemoglobinu a sedimentace krve pokusnych zvitat. V moci pokus-

III. Primérna aktivita GOT, GPT, hladina bilirubinu a cholesterolu v krevnim séru
pokusnych koni po aplikaci CCl4

Trvani { GOT ‘ GPT Bilirubin | Cholesterol
pokusu | NOSEOVSERE S — - S —
ve dnech | v K.j. l v mg%,
|
' (
Pied ) ' \
pokusem 2364 35 ‘ 6,1 +0,98 l 1,12 0,66 | 122,4 +7,07
1/2 | 291+ 46 6,1 +-0,99 1,754 0,32 | 117,0-+5,16
1 465-+103 { 6,3 +1,51 I 1,93-40,33 f 107,1 +5,33
2 1630 4450 "‘ 7,0+ 0,96 | 2,20 +0,41 91,8 +7,80
3 ‘ 1656 +-473 : 7,0-+-0,91 } 2,47+-0,44 ! 88,0-+8,27
5 990 + 224 6,2+0,71 |  2,15+038 | 96,5+ 8,92
7 [ 608+ 93 l 6,0+0,70 | 1,93-+-0,37 | 106,1 49,90
9 | 788 +183 [ 6,2 -0,75 ‘ 1,80 +0,28 107,0 +5,58
1-12 | 594133 1 60+0,75 | 1,74-0,32 112,14 6,52
1415 442+ 37 ‘ 5,6 +0,63 | 1,76 + 0,27 [ 109,1 +6,15
18—19 4474 78 ( 5,8+0,82 1,46+ 0,34 107,5 +5,89
2224 392+ 79 6,1-+1,17 [ 1,87+0,28 ‘ 107,2+9,12
26—28 3334 43 6,2+ 1,19 } 1,92-4-0,29 111,54943
| |
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nych koni jsme nachizeli Zlucova barviva v rizném mnozstvi prevazné po dobu
jednoho tydne po aplikaci CCls. Sediment mocovy se skladal vesmés z uhli¢itanu
vapenatého a jeho mnozstvi nepravidelné kolisalo. Bunééné elementy (bilé krvinky,
epitelie ledvin) byly zjistény v moci pouze u koné ¢ 3; malé mnozstvi bilkovin
bylo prokazano u dvou koni (¢. 2 a 4) tfeti den po podani CCls a u koné & 3
po tteti biopsii jaterni. Cukr se cbjevil v moci pouze u koné ¢. 1, a to tieti a tfi-
catytreti den pokusu.

Primérna aktivita GOT a GPT, hladina celkového bilirubinu a cholesterolu
krevniho séra pokusnych koni v raznych ¢asovych intervalech po podéani chloridu
uhli¢itého je uvedena v piehledné tab. III. Dynamika zmén aktivity sérové GOT
a GPT je znazornéna na grafu 1 a 2.
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Graf 1. Prubéh zmén aktivit GOT jednotlivych koni po aplikaci CCl4

Nepatrné zvyseni sércvé GOT bylo zjisténo jiz za 12—24 hod. po aplikaci
CCls. Hodnota zaznamenana za 24 hod. po podéni latky je na hranici statistické
vyznamnosti. Nejvy$si aktivitu GOT meéla séra pokusnych koni za 48 —72 hod.
po podani chloridu uhli¢itého. V tomto casovém rozmezi ¢inila v priiméru
1630 = 450 a 1656 = 473 K. j. a proti primérné hodnoté sérové GOT pied po-
kusem byla zvySena 6 —7krat. V dalsim prabéhu prudce klesala a sedmy den po
aplikaci latky byla zvySena jiz jen 2 5krat. Po prechodném malém zvyseni, za-
znamenaném 9. den pckusu zvolna klesala k hodroté€, zjisténé pred pokusem. Sta-
tisticky vyznamné zvyseni aktivity GOT bylo zjiéténo jesté mezi 14. az 15. dnem
pokusu (P <001). Mezi 18 —19 dnem bylo zvySeni aktivity na hranici sta-

tistické vyznamnosti (P .0 03) Pri ukonéeni pokusu, mezi 26.—28. dnem po

podani CCly byla aktivita sérové GOT zvysena jiz jen o 41 %. Toto zvySeni neni
jiz statisticky vyznamné (P > 0,2).
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Aktivita sérové GPT meéla mirné stoupajici tendenci do tretiho dne po po-
déani chloridu uhlicitého. Avsak i v tomto ¢asovém intervalu byla proti jeji akti-
viié¢ pred pokusem zvysena jen o 16 %, tedy statisticky nevyznamné. V dalsim
pribéhu pak klesla a az do ukonéeni pokusu se udrzovala na hodnoté velmi blizké
jeji aktivité pred pokusem.

Hladina celkového bilirubinu v séru pokusnych koni se po aplikaci chloridu
uhli¢itého rovnéz postupné zvysovala. Nejvyssi hladina byla zjisténa v casovém
tseku 3 dnu po aplikaci latky, nacez pak zacala klesat. Po¢inaje druhym dnem
az do patého dne bylo zvyseni statisticky vyznamné (P < 0,05) a hodnota, za-
znamenana 1. a 7. den po podani latky byla na hranici statistické vyznamnosti
(P ; 81(1)5). V dalsim pribéhu pokusu zistavala hladina bilirubinu az na mensi

vykyvy prakticky na stejné Grovni.

GoT
v Kj.

16001
— GOT

1400} ~---=GPT

1200

200

0123 5 7 3 1142 1sf5 1849 22-2% 26-28
TRVANI POKUSU VE DNECH

Graf 2. Prubéh zmén aktivity sérové GOT a GPT pokusnych koni po aplikaci CCl4

Vcelku velmi podobny aviak protikladny prabéh proti zméndm celkového
bilirubinu mély zmény hladiny celkového cholesterolu v séru pokusnych zvirat.
Jiz kratce po podini CCly méla hladina celkového cholesterolu klesajici tendenci.

byla zjisténa tieti den po aplikaci latky. Statisticky vyznamné snizeni bylo za-
znamenano od druhého do patého dne (P < 0,05). V dalsim prubéhu se pak
ponékud zvysila a od 7. dne aZ do skonceni pokusu se udrzovala prakticky na
stejné vysi.

Dynamika zmén celkového bilirubinu a cholesterolu v séru pokusnych koni
je zndzornéna na gr. 3, na némz je pro porovnani vyznacen také prubéh zmén akti-
vity sérové GOT.

Uvedenym nalezim klinickym a vysledkim biochemickych analyz odpovi-
daly také histologické zmény jaternich punktati. Nejvyznamnéjsi ndlezy byly za-
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znameniany u punktata, ziskanych treti den po podani CClsy. Ve vsech ptipadech
byla zjisténa centroacinosni nekrobiéza jaternich bunék. Jeji rozsah byl razny.
Zustala bud omezena jen na uzky pruh v okoli centralnich zil a byla ostfe oddé-
lena od zdravé tkané, kde jen misty dochdzelo k nekroze jednotlivych jaternich
bunc¢k, nebo zasahovala do rtzné hloubky acind a v nékterych mistech vystre-
lovala az k periferii. V druhém pi‘padé nekrobioticka loziska sousednich acint
misty pruhovité splyvala. V zoné nekrobiézy byly jaterni builky zaoblené, va-
kuolizované a misty dochdzelo k vyrazné cytolyze. Jadra bunék byla pyknoticka,
zmens$end, prechazejici v pouhé stiny, nebo zcela se rozpadla v chromatinové
hrudky. V téchto pripadech zustala pak zachovdna pouze retikuldrni a vaskularni
kostra s bunécnym detritem, cetnymi oxyfilnimi hyalinnimi koulemi a hrudkami

GOoT
vK.j.
16001
—— GOT v K.
14001
¢ & -~ CHOLESTEROL vmg %
1200} ——BILIRUBIN vmg %
1000
CHOLESTEROL
800+ v mg %
\ 140
600+ & R e 120 BILIRUBIN
\‘°~f ’(,.'-O' \-——;0- 8 ’OO v mg %
400+ - 80 |4
| 60 |3
2000 g e e 1402
20 105

o1 235 7 9MR24L5 1849 222 2628
TRVANI POKUSU VE DNECH

Graf 3. Dynamika zmén aktivity GOT, hladiny cholesterolu a bilirubinu v séru koni
po aplikaci CCl4

jaderného chromatinu. V nekrobiotickych okrscich byla zjistovana aktivace me-
senchymaélnich bunék a ojedin¢lé eosinofilni a neutrofilni granulecyty. V dege-
nerovanych jaternich bunkach byl nalézan zrnity hnédy pigment.

V jaternich punktétech, ziskanych 7. den po podani CCls byla v centrech
acini jesté vyrazna destrukce jaternich bunék s ojedinélymi eosinofily. Na pe-
riferii nekréz byly priznaky reparace.

Ve vzorcich jaterni tkane, ziskanych v dalsim prabéhu pokusu vystupovaly
do popredi stile ztetelnéji regeneracni pochody. Za 19 dni po aplikaci latky bylo
misto léze témér zcela zaplnéno jaternimi bunkami nestejné velikosti, které vsak
byly jesté neuspofiadané a nékteré z nich byly vakuolizované. Poskozeni struktury
bylo dosud vyrazné a zaroven byla patrna kolagenizace retikulinové kostry.

V punktatech, odebranych za 25 a 30 dni po aplikaci latky byla mista léze
(centra acinu) dobfe vyplnéna jaternimi bunkami razné velikosti. Buiky byly
ridéeji a ponékud neusporadané ulozeny. Ojedinéle se vyskytly eosinofily. Stény
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centralnich zil byly zdutelé a hyalinizované. V mistech byvalé léze bylo patrné
zhrubnuti a kolagenizace retikulinové kostry. Ve vSech pripadech nastala jiz téméF
dokonala regenerace.

Diskuse

Nejvyssi aktivita sérové GOT a GPT pokusnych koni byla zjisténa za 48
az 72 hod. po podani CCls. V této dobé byla aktivita GOT zvysena 6 —7krat,
aktivita GPT vsak pouze o 16 % proti jeji hodnoté, zjisténé pred pokusem.

Dynamika zmén aktivity sérovych transaminaz u pokusnych koni méla tedy
odlisny prubéh, nez jaky byl zjistén u lidi s akutni hepatitidou a u morcat po
aplikaci CCly. Pfi akutnim poskozeni jater lidi je sice zvy$ena hladina obou trans-
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Graf 4. Regresni primka pro vztah mezi hladinou celkového cholesterolu a celkového
bilirubinu v séru koni po podani CCls (r = 0,760, B = 0,57).

aminaz, ale k zfetelnéjS§imu vzestupu obvykle dochizi u GPT. Pomeér aktivit
S-GOT ku S-GPT, ktery je u zdravych lidi 1,23, klesa proto u jedinci s virovou
hepatitidou na primérnou hodnotu 0,65 (22, 23). U morcat se po jednorazové
podkozni aplikaci CCly podstatnéji zvyiila aktivita S-GOT, aviak velmi vyrazné
bylo také zvyseni S-GPT (5).

Vysledky této prace ukazuiji, ze u koni po aplikaci CCl; se zvysilo predevsim
mnozstvi S-GOT, kdezto vzestup aktivity S-GPT byl naproti tomu jen velmi
nepatrny a statisticky nevyznamny. Tento zavér souhlasi s vysledky experimen-
talniho pozorovani Corneliuse a spol. (6), Slesingra a Tovarka (7) a také s udaji
Sovy a spol. (12) a Hudecka (9), které byly ziskany analyzou sér klinickych
pacientl s poskozenymi jatry. Tento jev zfejmé souvisi s tim, ze jatra koni obsa-
huji asi 60krat vice GOT nez GPT. Podle Corneliuse a spel. (6) ¢ini totiz akti-
vita GOT v jatrech koni 630 ug, kdeztoc GPT pouze 11,7 ug pyrohroznanu/20
min./25" C/1 mg suliny jater. V rozporu s dosazenymi vysledky je pouze udaj
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Konradiv (11), ktery pfi akutnich procesech jaternich zjistil velmi nizkou hod-
notu GOT (v prameéru 96 K. j.), kterd predstavuje jen nepatrné zvy$eni transami-
nazové aktivity séra (v primeéru asi ¢ 56 %), proti hodnoté, kterou zaznamenal
u kontrolnich zvirat. U tychz keni byla GPT naproti tomu zvySena zhruba asi
pétkrat.

Porovname-li pribéh jednotlivych kfivek na grafu 3 vidime, Ze hodnoty
GOT, bilirubinu a cholesterolu v séru pokusnych koni se navzajem doplhuji a to
zejména v prvnich péti az sedmi dnech po podani latky. V tcmto casovém useku
soubézné se zvysenou aktivitou sérové GOT byla zaznamenina také zvysena hla-
dina celkového bilirubinu a pokles hladiny celkového cholesterolu. Zvyseni hladiny
bilirubinu a pokles hladiny cholesterolu byly totiz statisticky vyznamné pouze od
druhého do patého dne po aplikaci latky. Hodnoty téchto ukazateld, zazname-
nané 1. a 7. den pokusu, byly jen na hranici statistické vyznamnosti. Aktivita
GOT byla naproti tomu signifikantné zvysena jesté i mezi 14. —15. dnem pokusu.
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Graf 5. Regresni primka pro vztah mezi aktivitou GOT a hladinou celkového bilirubinu
v séru koni po aplikaci CCls (r = 0,429, B = 0,18).

Vztah mezi hladinou celkového cholesterolu a hladinou celkového bilirubinu
je znazornén regresni primkou na gr. 4. Korelace mezi uvedenymi hodnotami je
velmi tésna a statisticky vyznamna. Korelacéni keeficient r se rovna 0,760, hod-
nota B (Bestimmtheitsmaf3) 0,57, coz znamena, ze 57 % rozptylu se da vyjadrit
linearni zavislosti.

Volnéjsi je vztah mezi aktivitou GOT a hladinou celkového bilirubinu
(r = 0,429, B = 0,18). Zcela bezvyznamna je korelace mezi aktivitou GOT a hla-
dinou celkového cholesterolu (r = 0,112, B = 0,012). Nizké korela¢ni koeficienty
v poslednich dvou pripadech jsou zplGsobeny tim, ze zejména extrémné vysokym
hodnotdm GOT neodpovida zvyseni hladiny bilirubinu, nebo snizeni hladiny cho-
lesterolu v séru.

Vzestup aktivity sérové GOT, zvyseni hladiny celkového bilirubinu a snizeni
cholesterolu, které byly zaznamendny v prvnich tfech dnech s maximem mezi
2.—3. dnem po podani latky, jsou v dobré korelaci s klinickym priibéhem one-
mocnéni a s rozvojem nekrobiotickych zmén jaterni tkané. I kdyz celkovy obraz
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toxikozy nebyl klinicky nijak zvlast vyrazny, byly jeji symptomy (nechutenstvi,
zarudnuti spojivek, mirny vzestup teploty) nejvice vyjidieny prdavé v uvedeném
Casovém rozmezi.

Moriologické zmény (centroacinézni nekrobioza) byly rovnéz nejvyznacnéisi
v jaternich punktatech, ziskanych za 3 dny po podani latky. Ve vzorcich odebra-
nych 7. den po aplikaci chloridu uhlicitého, byly jiz vyznaceny pfiznaky reparace.
V tomto stadiu histologickych zmén jaterni tkané bylo zvyseni bilirubinu a snizeni
cholesterolu jiz jen na hranici statistické vyznamnosti, aktivita GOT byla naproti
tomu stale jesté velmi vyznamné zvySena, a to az do 14. —15. dne po podani latky.
Dokonce i 18.—19. den, kdy v histologickém obrazu bylo jesté vyrazné poskozeni
struktury jaterni tkané, bylo zvySeni aktivity sérové GOT na hranici statistické
vyznamnosti. V dal§'m stadiu (za 25 a 30 dni po podani chloridu uhlicitého),
v némz jaterni tkan byla jiz témeér dokonale regenerovana, bylo zvyseni GOT
veelku malé a statisticky nevyznamné.
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Graf 6. Regresni primka pro vztah mezi aktivitou GOT a hladinou celkového choleste-
rolu v séru koni po podni CCl: (r = 0,112, B = 0,012)

Dosazené vysledky vhodné dopliiuji ddaje, uvedené v prici Neumana,
Madérové a Zendulky (5) a poukazuji na to, ze vzestup aktivity GOT
je v tésné korelaci se vznikem nekrobiotického pochodu v jatrech. Nasledujici jeji
postupné snizovani spolu s poklesem hladiny bilirubinu a vzestupem celkového
cholesterolu je pak v souladu s rozvojem reaktivnich a regeneracnich pochoda.
Intenzitu téchto pochodu nejlépe vystihuje hodnota GOT, ktera mezi 26. —28. dnem
pokusu, kdy jitra byla jiz témér uplné reparovana, byla zvysena jesté o 41 %.

Z tohoto hlediska je u koni stanoveni aktivity GOT také vyhodnéjsi, nez
stanoveni aktivity sorbitdehydrogenazy (SODH). Ma gr. 7 je zndzornén priubéh
zmén aktivity jednak sérové GOT a jednak SODH po aplikaci CCly, jak jej popsali
Sindeldafova a Neuman (24, 25). Ukazuje se, ze do prvn'ch 48 hod.
po aplikaci latky, tj. ve stadiu rozvoje nekrobiotického procesu v jatrech se vy-
sledky téchto enzymatickych reakci navzijem vhodné doplnuji. V dalsim prubéhu,
kdy se vyvijeji reaktivni a regenerac¢ni pochody, aktivita SODH klesd mnohem dfive
a rychleji nez aktivita GOT, takze jiz od patého dne se blizi hodnoté pred pokusem.
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Aktivita GOT je naproti tomu stale jesté velmi vyznamné zvysena a jeji hodnota
je v souladu se stupném rozvoje reaktivnich a regenerac¢nich pochodu. Nahly pokles
SODH ziejmé souvisi predevsim s rychlou eliminaci nebo inaktivaci enzymu. Sta-
noveni aktivity SODH je proto Gcelné zejména v prvnim obdobi akutniho posko-
zeni jater, kdy vhodné dopliuje hodnotu GOT. Zvysena aktivita GOT neni totiz
specifickym ukazatelem charakterisujicim pouze funkéni stav jater. Je-li viak za-
roveil zvysena aktivita GOT i SODH, nasvédcuje to tomu, ze nekrobioticky pro-
ces je lokalizovan v jatrech. Je-li zvysena jen aktivita GOT, muzZe byt nekrobioticky
pochod umistén také v jiném organu (napt. v srdci, ve svalech, pankreatu apod.).
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Graf 7. Dynamika zmeén aktivity GOT a SODH v séru koni po aplikaci CCl4

Zatimco postupné snizovani hladiny bilirubinu a zvySovani hladiny choleste-
rolu je mozno vysvétlit normalizovanim funkce jaterni tkané, nelze dosud uspoko-
jivé vysvétlit mechanismus, jimz se upravuje k normé aktivita S-GOT. Zda se, ze
bezprostredné nesouvisi s reaktivnimi a regenera¢nimi pochody v jaterni tkani a ze
i velmi dobra shoda, zji§téna mezi témito pochody a aktivitou GOT v krevnim séru
je zfejmé pouze dusledkem pomalé eliminace nebo inaktivace enzymi. Tyto vztahy
budou podrobnéji studovany v dalsi praci.

U pokusnych koni nebyl zjistén vztah mezi mnozstvim aplikovaného chloridu
uhli¢itého a zvysenim aktivity S-GOT, mnozstvim bilirubinu a poklesem choleste-
rolu. Odpovidajici zmény uvedenych ukazatel byly vsak v dobré korelaci se stup-
ném nekrobiézy v jaternich punktatech. Z dynamiky zmén aktivity sérové GOT
lze proto usuzovat na stupen poskozeni jaterni tkdané i na pravdépodobny pribéh

onemocnéni.
Dékujeme Dr Kolarovi a Dr Kralovi ze Statniho védeckého veterinarniho ustavu
v Praze za velmi peclivé provedeni histologického vysetreni jaternich punktatu.

701



Souhrn

Dynamika zmén aktivity sérové GOT a GPT ve vztahu k hladiné celkového
bilirubinu a cholesterolu s prihlédnutim ke klinickému pribéhu onemocnéni
a k morfelogickym zménam jaterni tkané byla studovdna u 6 koni po peroralnim
podéani 0,1 —0,27 ml chloridu uhli¢itého na 1 kg z. v.

Nejpodstatnéjs§i zmény viech uvedenych biochemickych ukazateli byly zjis-
tény za 48 —72 hod. po podani latky. V tomto ¢asovém useku byla aktivita sérové
GOT zvysena 6 —7krat proti jeji hodnoté pred pokusem, hladina celkového bili-
rubinu o 96—120 %, hladina celkového cholesterolu byla snizena o 25—28 %.
Vsechny tyto zmény byly statisticky vyznamné. Vzestup aktivity sérové GPT byl
naproti tomu zcela bezvyznamny.

Velmi tésna a statisticky vyznamna korelace byla prokazédna mezi hladinou
celkového bilirubinu a celkovym cholesterolem (r=0,760, B=0,57). Ponékud vol-
néjsi byl vztah mezi aktivitou sérové GOT a celkovym bilirubinem (r=0,429,
B=0,18) a zcela bezvyznamna byla korelace mezi aktivitou sérové GOT a celkovym
cholesterolem (r=0,112, B=0,012).

Viechny uvedené zmény byly v souladu s klinickym pribéhem onemocnéni
a s histologickym nalezem na jaternich punktitech. Ve stejném ¢asovém intervalu
(48 —72 hod. po podani latky) byly totiz jak klinické projevy u pokusnych koni,
tak i morfologické zmény jaterni tkané nejzjevnéjsi. Zvysena aktivita GOT, zvySeni
hladiny bilirubinu a pokles hladiny cholesterolu souvisely s rozvojem nekrobiotic-
kych pochodt v jaterni tkani. Néasledujici postupny nédvrat uvedenych hodnot k je-
jich arovni pted pokusem byl v souladu s rozvojem reaktivnich a regeneracnich
pochodii. Hladina bilirubinu a cholesterolu se upravovala k normé jiz 7. den po-
kusu. Intenzité regenera¢nich pochodi proto nejlépe odpovidala aktivita sérové
GOT, ktera byla ponékud zvySena také ve fazi, v niz jaterni tkan byla jiz témer
uplné reparovana, tj. 26. —28. den po podani latky. Souvisi to zfejmé s pomalou
eliminaci nebo inaktivaci enzymu. Tyto vztahy budou podrobnéji studovany v dalsi
praci.

Na zakladé ziskanych vysledkti lze proto doporudit stanoveni aktivity sérové
GOT a SODH jako vhodného testu pro laboratorni diagnostiku akutnich jaternich
onemocnéni koni.
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JIMHAMHKA H3MEHEeHHii aKTHBHOCTH cbiBOpoTOutOoii GOT u GPT nocae npumenenus CClg
C Yy4eTOM KJIMHHYECKOro TeueHHsi G0Je3HH H MOPGONOrHYecKMX H3MeHEeHHH
Ne4YeHOYHON TKaHH /

ABTOp HcCae10Bas AHHAMHKY H3MeHeHHH aKkTHBHOCTH chiBoporounoit GOT u GPT no
OTHOLUEHHIO K 001leMY KoJHuecTBY OHAAHPYOHIZ H XOJecTepoJa ¢ yYeTOM KJHHHYeCKOro Te-
yeHHs1 00Je3HH H MOP(OJOrHUeCKHX H3MEHCHHIT [eYeHOUYHOl TKauu y 6 Jowazeil nocae mne-
popaJabhoro npuMenenns 0,1--0,27 ma terpaxsopmerana Ha | Kr KHBOro Beca.

CaMble CyllecTBeHHbIe H3MCHeH ST BCeX NPHBEACHHLIX OHOXHMHYECKHX NoKasatesiefi ObliH
yeraHoB.enbl yepe3 48-—72 yaca nocJe npusMeHenus BellectBa. B 3ToM npoMekyTke Bpemenu
AKTHBHOCTb cbiBOpoTOuHOH GOT, 1no cpaBHelHIO ¢ ee aKTHBHOCTBIO Iepel OMbITOM, MOBLICH-
aach B 6—7 pas, KoanuectBo o0ULero OHATHPYOHIA YBeaHUHA0Ch Ha 96—120 %, KosnuecTBO
oGLLero XoaecTepoaa NoHH3Ha0ch ta 25—28 Yo, Ble 3TH M3MeHeHHsT OKA3a/HCh CTATHCTHUYECKH
3HauuTe bHbIMH. [loBbllIeHHe AKTHBHOCTH CbhIBOpOTOYHONH GPT, HanpoTHB, HEe HMEJO HHKa-
KOro 3HayeHusi.

Ouenb TecHast H CTATHCTHUECKH 3HAUHTE/bHAS KOppesiHs Oblla VCTaHOBJEHA MeK1y
QOUHM KOJHUECTBOM OHIHPYOHHA H OOUIHM KoaHuyecTBOM XoJdecteposa (r=0,760, B=0,57).
Heckoabko cBoOoaHee 0Kaza.och OTHOIICHHE MCALY aKTHBHOCTLIO ChiBopoToutoii GOT
H o0UIMM KouiHdecTBoM OHaaMpyonina (r=0,429, B=0,18) u cosceM HesHauHTC.1bHOI Oblia
KOPPEISLHS MCALY dKTHBHOCTBIO CHlBOPOTOUNOl GOT H OOUIHM KOIHYECTBOM XO.1€CTepo.a
(r=0,112, B=0, 012).

Bee yKkasamiple HM3MeleHHst COOTBETCTBOBAIH KJAHHHUECKOMY TEYEHHIO 3a00.1eBaHMs
H THCTOJIOTHUECKOMY [IHArio3y Ha o0pa3siax rneueHH, noJyyeHublX nyreM OHONcHH. B oauna-
KOBOM NpoMmeskyTKe BpeMenn (4872 yaca noc.ie NpHMEHEHHs! BELLECTBA) HE TOJIbKO KJIHHH-
YecKHe MPH3HAKH YV NO0NLITHLIX J1oianeil, 1o i Mophoa0orHiecKkHe H3MeHeHHs neyeHouHok
TKaHH OKd3a Mch naubo.1ee sisibiMH. [Toblmentas aktuBiocts GOT, nosbilieHne Ko HYeCTBa
OHANHPYOHHA M CHHXKENHEe KOJHUYeCTBa Xo.ectepoia OblIM CBSI3@Hbl C Pa3BHUTHEM HEKPOGHO-
THYECKHX MpOILeCcCOB B nedenounoii tkainu. [locaeavioulee nocrenennoe Bo3spallenHe npHse-
JAeHHBIX BeJHUYHH K HX YPOBHIO 11€Pel ONLITOM COOTBETCTBOBAJO PA3BHTHIO PEAKTHBHBIX H pe-
redepauHoHtLiX npoteccos. Kosuectso OHaMpyOHHA H X0J€CTePO1a BO3BPAllA10Ch K HOpME
yKe Ha 7 aenb onbita. [1o3TOMy MHTEHCHBHOCTH pereHepallHOHHbIX NPOLECCOB Jyullle BCero
OTBeYa/ja aKTHBHOCTb cbiBopoTounoii GOT, Koropasi Obljla HECKOJbKO TOBLIILIEHA TAKKE B TO
BpeMs, KOr/la 1eueHouHas Tkatb Obl1a VZKC 1I0YTH 1TOJHOCTBIO penapupoBauna, T. e. va 26-—28
ZeHb 1nocje npuMmenelns BeulectBa. OUEBHAHG, 310 CBA3dHO C MEIJIEHHBIM BbleJeHHeM HJH
HHAKTHBalHel 3H3HMOB. DTH npoodaembl OVAVT 1ojapodHee H3yyaTbest B jadbHeiiuiell padore,

Ha ocHoBaHMH 10 1yUEHHBIX Pe3YJbTATOB MOKHO PEKOMEH0BATb Olpejle/eHHe aKTHB-
HOCTH chiBopoTodnoii GOT # SODH, Kak va006uyio npo0y as 1abopatopioil AHATHOCTHKA
OCTpPbIX 3a00eBalnil neueHn Jowajeii. '

Die Dynamik der Aktivititsinderungen der Serum-GOT und -GPT nach Applika-

tion von Tetrachlorkohlenstoff mit Berticksichtigung des Gesamtbilirubins und

-Cholesterols und in Beziehung zum klinischen Verlauf der Erkrankung und zu den
morphologischen Verinderungen des Lebergewebes '

In der Arbeit wurde die Dynamik der Aktivitdtsveridnderungen der Serum-GOT
und -GPT in Beziehung zum Gesamtbilirubin und -Cholesterol mit Beriicksichti-
gung des Kklinischen Verlaufes der Erkrankung und der morphologischen Veridnde-
rungen des Lebergewebes bei sechs Pferden nach der Applikation von 0,1—0,27 ml
CCls auf 1 kg Lebendgewicht verfolgt.
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Die wesentlichsten Veranderungen aller angeiuhrten biochemischen Werte wur-
den in 48—72 Stunden nach Applikation des Tetrachlorkohlenstoffes festgestellt.
In diesem Zeitabschnitt hat sich die Aktivitit der GOT im Vergleich zu ihrem
Werte vor dem Versuche 6—7 mal und der Wert des Gesamtbilirubins um 96—120 "/,
erhoht, das Gesamtcholesterol dagegen wn 25—28", vermindert. Alle diesen Ver-
dnderungen waren statistisch von Belang. Der Anstieg der Aktivitdt der GPT war
dagegen belanglos.

Eine sehr enge und statistisch bedeutsame Beziehung wurde zwischen dem Werte
des Gesamtbilirubins und dem Gesamtcholesterol (r = 0,760, B = 0,57) nachgewiesen.
Gewissermalien lose war die Beziehung zwischen der Aktivitdt der GOT und dem
Gesamtbilirubin (r = 0,429, B = 0,18) und ganz belanglos war die zwischen der Akti-
vitiat der GOT und dem Gesamtcholesterol (r = 0,112, B = 012).

Alle angefiihrten Veranderungen waren im Einklang mit dem klinischen Ver-
lauf der Erkrankung und dem histologischen Befund am Lebergewebe. Im gleichen
Zeitabschnitt (48—72 Stunden nach Applikation des Tetrachlorkohlenstoffes) waren
namlich sowohl die klinischen Erscheinungen bei den Versuchsplerden, als auch die
morphologischen Verédnderungen des Lebergewebes am deutlichsten ausgeprigt. Die
erhohte Aktivitdt der GOT, die Steigerung des Bilirubinwertes und die Abnahme des
Cholesterols hingen mit der Entwicklung der nekrobiotischen Vorgange im Leber-
gewebe zusammen. Die nachfolgende allmihliche Riickkehr der angefiihrten Werte
zu ihrem Niveau vor dem Versuche war im Einklang mit der Entwicklung der Re-
aktions- und Regenerationsvorginge.

Der Bilirubin- und Cholesterolwert kehrte zur Norm schon am siebenten Tag
des Versuches zurtick. Der Intensitit der Regeneralionsvorginge entsprach deshalb
am besten die Aktivitat der GOT, welche auch in der Phase. in der das Lebergewebe
fast ganz wiederhergestellt war, d. i. am 26.—28. Tage nach der Applikation des
Tetrachlorkohlenstoffes. Das steht offenbar mit der langsamen Enzymelimination
oder Enzyminaktivation im Zusammenhang. Diese Bezienungen werden in einer
weiteren Arbeit eingehend studiert werden.

Auf Grund der gewonnenen Ergebnisse kann man die Bestimmung der Aktivitit
der GOT und SODI als geeigneten Test fiir die Laboratoriumsdiagnostik der akuten
Lebererkrankungen der Pferde empfchlen.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROCNIK 6 (XXXIV) VETERINARNI MEDICINA 1961 - CISLO 9

Krevni obraz casné odstavenych selat, odchovavanych
s pouzitim chloramfenikolu

KapruHa KpoBi paHo OTHSTBIX NOPOCHT, BbIPALIHBAEMbBIX
¢ npuMeHennem Xaopampenrkona (CHHTOMHUHHA)

The Blood Picture in Early Weaned Piglets Reared Using Chloramphenicol

Leos MANDEL, Jiri TRAVNICEK, Lubor SIMEK
CSAZV-VUCHP, Kostelec n. Ori., oddéleni biologie a fyziologie

Doslo dne 1. I1. 1961

Uvod

Pri odchovu selat, odstavenych od prasnice 10. —20. den po narozeni, vysky-
tuji se obvykle v prvnim tydnu ndsledujicim po ¢asném cdstavu prijmy, konéici
nékdy i uhynutim. Za pricinu téchto prijmi je pokladano patogenni plsobeni jinak
normalni strevni mikrotléry, zvldsté gramnegativnich strevnich ty¢inek, po nahlém
piechodu z vyzivy pfirozené na vyzivu ndhradni (Gdovin, 1960, Dunne,
1958).

Za nejucinnéjsi antibiotikum, které pfi preventivnim poddvéani zabrani vzniku
prujmu u c¢asné odstavenych selat, povazujeme na zakladé vysledka nasich pokusu
chloramfenikol (M andel aj. 1961).

Protoze jsou vsak popsany pripady, kdy dlouhotrvajici podavani chloramfeni-
kolu vyvolalo nepriznivé vedlejsi pusobeni na procesy krvetvorby, projevujici se
leukopenii ¢i aplastickou anemii (napt. Dameshek, 1952, Trautman,
1952 aj.), sledovali jsme u selat ve zminénych jiz pokusech s podavanim chloram-
fenikolu i krevni obraz.

V dostupné literature nenachazime udaje o vlivu chloramfenikolu na krevni
obraz selat. Zalezitost je aktudlni i s ohledem na Casté terapeutické pouzivani chlo-
ramfenikolu pti prijmovych onemocnénich mladat hospodafskych zvirat a zvlasté
selat.

Piedklddana prace primo navazuje na predchozi sdéleni o téinku antibiotik
na rist a zdravotni stav ¢asné odstavenych selat (Mandel aj. 1961), na které od-
kazujeme v nékterych podrobnostech, tykajicich se rustu selat, vyzivy a spotieby
krmiv.

Material a metoda

Ke sledovani bylo pouZito celkem 26 selat pochdzejicich ze t¥i vrhi, odstave-
nych od prasnice 10. den po narozeni a krmenych dale do 35. dne tekutou dietou,
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skladajici se ze suSeného odstfedéného mléka, sojové mouky, oleje z pSeniénych
klicka, glukézy, pfidavku mineralnich soli, soli mikroprvkd a vitamint. 1000 ml
tekuté diety obsahovalo ve formé ptidavku 250 mg FeSO;.7H;0, 20 mg
CuSO4 . 5H,0, 18 mg MnCly, 2 mg KJ, 1 mg CoCly, 1200 M] vitaminu A,
170 M]J vitaminu D3, 2 mg aneurinu, 2 mg riboflavinu, 1 mg niacinu, 3 mg Ca-
pantothenatu, 1,2 mg pyridoxynu, 2 mg kyseliny listové, 200 mg cholinchloridu,
60 mg kyseliny askorbové a 0,08 oralni jednotky Bia.

Po 35. dnu az do 56. dne byla selata krmena smési koncentrovanych krmiv,
ktera se skladala z jecného a ovesného $rotu, pSeniéné mouky, pSenicnych otrub,
suSeného odstfedéného mléka, rybi moucky, susenych kvasnic a mineralnich soli.

Byly provedeny celkem tfi pokusy s pouzitim vzdy celych vrhi (10, 8, 8 ks);
selata v kazdém pokusu byla rozdélena na dvé vzdjemné vyrovnané skupiny.

V pokusu 1 dostavala selata pokusné skupiny od c¢asného odstavu az do
42. dne po narozeni denné 100 mg chloramfenikolu per os, nucené, ve vodni sus-
penzi, ve dvou davkach (v 9 a 18 hod.).

V pokusu 2 dostdvala selata pokusné skupiny chloramfenikol stejnym zptiso-
bem a po stejnou dobu, jako odpovidajici selata v pokusu 1: kontrolni selata do-
stavala stejnou davku chlortetracyklinu. '

V pokusu 3 dostavala selata prvni skupiny denni davku 100 mg chloramfe-
nikolu od ¢asného odstavu do 42. dne, zatimco selata kontrolni dostala pouze tri
davky pocinaje dnem casného odstavu.

Udaje o pocatecni a konec¢né pramérné zivé vaze selat ve viech trech pokusech
jsou uvedeny v tab. L.

1. Pocet selat ve skupinach a pramérné zivé vahy (kg)

Pok Pot ) ‘ Prumérni ziva vaha selat
okus z ocet selat e TRl S e, BACE R
gislo Skapind | ve skupinich 10. den 56. den
PO narozeni po narozeni
s chloramfenikolem 5 ‘ 3,68 16,64
1 |— PR SO,
bez chloramfenikolu 5 ‘ 3,68 ‘ 14,78
s chloramfenikolem 4 1 3,00 12,80
2 - =y | S,
§ CTC 4 | 3,00 11,33
chloramfenikol do 42. dne f 4 \ 3,60 18,63
3 R, RS = BN T RO
chloramfenikol jen i ! |
prvni tfi dny | 4 l 3,60 | 19,05

Krevni obraz byl sledovan tydné u vsech selat, po¢inaje 14. a konc¢e 56. dnem
po narozeni. Krev byla ziskdavana z uini zily (vena auricularis posterior) nabod-

nutim.

Byly zjistovany tyto ukazatele ¢erveného krevniho obrazu:

1. pocet ¢ervenych krvinek v 1 mm® krve, s pouzitim misicich pipet, Hayemova

roztoku a Biirkerovy komirky

2. koncentrace hemoglobinu v g % v krvi hemometrem Sahli (GIM)
3. hematokrit podle Wintrobe-ho, s pouzitim heparinu.
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Vypoétem byly zjistény:

4. sttedni objem cervené krvinky v u’*

5. koncentrace hemoglobinu v erytromase, v g %.

Z bilého krevniho obrazu byl urcovan:

6. pocet leukocyti v 1 mm® krve s pouzitim Tiirkova roztoku, misicich pipet
a Biirkerovy komirky

7. leukogram. Natér na podloznim sklicku byl barven panopticky, diferen-
ciace byla provedena podle Nikitina (1949).

Zjisténé hodnoty byly zpracoviny graficky a varia¢né-statisticky. Pro hod-
noceni rozdili bylo pouzito t-testu.

Vysledky

Pocet Cervenych krvinek v 1 mm?’ Kkrve

V pokusu 1 byly zjistény celkem nepravidelné a nepodstatné rozdily mezi
skupinami. V pokusu 2 a 3 je patrné snizeni hodnot u selat, dostavajicich chloram-
fenikol, statisticky vyznamné 28. den po narozeni.

Koncentrace hemoglobinu v krvi
Jediny statisticky vyznamny rozdil byl zjistén v pokusu 3, 28. den, v nepro-
spéch skupiny dostavajici chloramfenikol az do 42. dne po narozeni.
Hematokrit

28. den bylo zjisténo statisticky pritkazné zvySeni v pokusu 1 u selat, dosta-
vajici chloramfenikol. Proti tomu ve stejném stari v pokusu 3 bylo zjisténo signi-
fikantni snizeni.

Stiedni objem ¢ervené Kkrvinky

Priikazné zmenseni cervené krvinky bylo proti kontrolni skupiné zaznamenano
v pokusu 3 49. a 56. den u selat, dostavajicich do 42. dne chloramfenikol. V ostat-
nich dvou pokusech byly rozdily statisticky nesignifikantni, za avahu vsak stoji
zmen$eni objemu zaznamenané 49. a 56. den rovnéz u skupin s chloramfenikolem.

Koncentrace hemoglobinu v erytromase

28. den po narozeni bylo zjiiténo v pokusu 1 statisticky prukazné zmenseni
koncentrace Hb u selat, dostavajicich chloramfenikol. Ve stejnou dobu zjisténé zvy-
Seni koncentrace u analogickych skupin v pokusech 2 a 3 nebylo signifikantni.

Pocet leukocytii v 1 mm? Krve
Nebyly zjistény vyznamné rozdily, které by svédéily o ttlumu tvorby leuko-
cyti. V pokusu 1 jsme zaznamenali 21. a 28. den sniZzeni poctu leukocyti u selat
dostavajicich chloramfenikol, které vsak nedosahlo statisticky vyznamnych hodnot.
Diferencidlni pocet bilych Krvinek
V pokusu 1 je zfejmo zvyseni zastoupeni mladych forem neutrofili u skupiny
selat odchovavané bez antibiotik, patrné zvlasté 21. a 28. den po narozeni.
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Graf 1. Cerveny krevni obraz a pocet leukocyti u selat v pokusu 1.

Plna ¢ara — selata dostavajici od 10. do 42. dne 100 mg chloramfenikolu na kus a den
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Pieru$ovana ¢ara — selata odchovavana bez antibiotik. € = P<0,05
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Graf 2. Cerveny krevni obraz a poéet leukocytu u selat v pokusu 2.

Plna ¢ara — selata dostavajici od 10. do 42. dne 100 mg chloramfenikolu na kus a den.
PreruSovana c¢ara — selata dostavajici od 10. do 42. dne 100 mg chlortetracyklinu

na kus a den
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Graf 3. Cerveny krevni obraz a pocet leukocytll u selat v pokusu 3.

Plna ¢ara — selata dostavajici od 10. do 42. dne 100 mg chloramfenikolu na kus a den.

PreruSovana ¢ara — selata dostavajici chloramfenikol v denni davce 100 mg jen
prvni tri dny po ¢asném odstavu
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V pokusu 2 bylo zaznamenano zvyseni procentického zastoupeni neutrofila
a mladych forem 14. den u skupiny s chloramfenikolem. Mezi skupinami v pokusu
3 nejsou patrné zretelngjsi rozdily v pomérném zastoupeni jednotlivych forem
leukocytu.

1I. Poc¢et leukocytu a leukogram (v % bilvch kl'i/inek)

DPokus 1, skupina s chloramfenikolem (n = 5)

; ‘ I
Stari ! Lu(ltlislc)yty Baso- | Eosi- | Neutrofily I Lym- 'Mono—
dnll; fleesene ® S0 o0 1 nofily e - focyty | cyty
' = | s micl. | mLf. | e | seg. lcelkcmi
] ‘
14 | 198 11 | o6 | 09 | 01| 29| aa| 126 200 714 1l
21 | 11,4 1,4 24 | 0,2 — | 24 l 6,1 13,6 | 22,1 [ 71,3 | 4,0
28 | 141 | 16 16 | 04 | — | 18 \ 84| 83| 185| 764 | 3,1
35 “ 16,3 2,1 L2 | 0,3 | [ 1,5 7,8 | 16,4 | 25,7 \ 70,7 2,1
42 19,7 1,8 0,1 1 1,3 — ‘ 0,9 ’ 14,3 | 20,1 35,3 ’ 62,0 13
49 14,1 | 1,7 .09 ~ | 1,1 | 18,3 | 23,2 | 426 55,2 | 1,3
56 | 13,9 ‘ 12 | Lol 1S | 1853 | 233 | 432 | 547 l 1,0
‘ L |
I1I. Pocet leukocytu a leukogram (v % kilych krvinek)
Pokus 1, skupina bez chloramfenikolu (kontrolni) (n = 5)
e et ]
Stafi | Leukocyty | pygo. | Eosi- Nentzofily | Lym- | Mono-
dnu | fily nofily — 7 " | [ .. | focyty | cyty
‘ X s | ’ micl. | ml.f. | ty& ‘ seg. ’cclkcm‘
14 13,6 | 1,1 | 21 0,5 | 0,4 | 3,8 7,2 | 10,1 21,5 72,6 ‘ 3,3
21 157 | 1,8 | 24 | 03 | 021 66 | 11,8] 132 31,8 | 61,5 | 40
28 18,4 | 1,9 1,7 | 07 | o1 | 38 | 72| 13,6 24,7| 708 | 21
35 18,1 | 2,1 ‘ 0,6 | 07 | 01 | 38 | 7,6 160 | 275| 699 | 13
42 168 16 | 02 | 14 } 0,3 | 2,0 | 12,8 | 224 | 37,5 | 596 1,3
49 13,8 | 1,7 | — | 1,3 - 0,9 16,8 | 27,0 | 44,7 | 525 1,5
56 | 16,5 | 1,4 0,6 | { 1,9 1 16,7 | 27,5 | 46,1 51,8 1,5
| |

1V. Pocet leukocyta a leukogram (v % bilych krvinek)

Pokus 2, skupina s chloramfenikolem (n = 4)

| .
Stafi | Leukocyty Haso- | Bodt Neutrofily Lym= |:Wionos
dnu | | | fil nofil — focyt cyt
i X i % % ¥ miel. 1 ml. f. ‘ ty&. 1 seg. |celkem b "
| | [
14 13,3 } 0,9 3,2 07 | 07 7,8 | 8,3 10,2 | 27,0 67,2 1,9
21 15,5 1,4 0,6 0,4 ‘ 0,3 | 3,0 9,2 17,2 | 29,7 68,6 0,7
28 14,2 1,1 2,7 0,6 | 03 1,3 9,2 12,9 | 23,7 71,1 1,9
35 11,4 J 0,9 0,6 0,9 | 1 0,6 11,6 | 22,6 | 34,8 60,7 3,0
42 11,0 1,2 0,3 1,1 ‘ — | 05 12,0 | 22,5 | 35,0 | 61,0 2,6
49 10,9 0,8 0,7 0,4 0,1 0,7 | 14,0 | 25,0 | 39,8 | 58,0 1,1
56 13,9 1,2 0,1 2,0 l : 0,7 ‘ 16,5 | 29,9 | 47,1 | 49,2 1,6




V. Pocet leukocytt a leukogram (v % bilych krvinek)

Pokus 2, skupina s chlortetracyklinem (kontrolni) (n = 4)
] ) \ l
stafi | LTCUKOSYYY | Baso | Eosi- Heutrolily Lym- | Mono-
dnu fil nofily | i focyty | cyty
X S5 d ¥ | miel. | ml.f. : tyd. ‘ seg. |celkem B W
| | |
14 14,5 1,6 ’ 1,3 l 1.8 0,2 2,1 | 69 54 | 14,6 ; 80,8 1,5
21 15,6 1,0 | 1,8 { 0,5 1,2 | 6,6 | 18,6 | 26,4 70,2 151
28 10,2 5 | 1,5 | 05 0,2 05 | 7,3 | 13,4 | 214 749 1,7
35 104 | 08 0,4 1,5 1,7 | 8,9‘ 258 | 364 | 597 | 2,0
42 11,5 1,0 0,5 L 1,0 : 1,2 | 7,0 200 282 692 | 2,1
49 14,7 1,1 0,8 08 | 01 | 15 | 158 337 | 51,1 | 458 | 15
56 14,1 1,2 1 1,3 ' 0,9 | 0,9 11,0 30,9 | 42,8 53,7 ‘ 1,3
VI. Pocet leukocyta a leukogram (v 9 bilych krvinek)
Pokus 3, skupina s chloramfenikolem od ¢. o. do 42. dne (n = 4)
I T
~e R J
Stari } Leukdeyty Baso- | Eosi- | Neutrofily Lym- | Mono-
dna 7| fily nofily | T | .| focyty | cyty
X ‘ Sz miel. | mLf. | tyc. seg. celkem
| |
14 4,8 l 0,4 03 | 0,2 0,1 5,1 18,0 | 23,2 74,4 1,9
21 7,9 0,9 0,3 0,5 0,1 0,6 7,5 | 20,1 28,3 69,3 ' 1,6
28 | 10,9 1,1 - 08 | 0,3 1:3 11,0 16,5 | 29,1 68,9 | 1,2
35 | 93 0,8 0,8 0,4 | 0,3 94 20,3 | 30,0 67,5 | 1,3
42 ' 126 | 0,6 | 03 0,8 1,0 | 12,3 3009 | 442 532 | 1,5
49 ‘ 15,5 \ 1.l | 0,1 1,5 0,6 | 10,6 @ 40,0 51,2 46,8 | 04
56 i 11,9 | 1,0 0,3 13 1,6 | 11,3 | 23,6 | 36,5 | 61,2 0,7
VII. Pocet leukocytu a leukogram (v ¢ bilych Krvinek)
Pokus 3, skupina s chloramfenikolem jen prvni ti dny po ¢. o. (kontrolni) (n = 4)
' .
Stari Leukocyty Baso- ‘ Eosi- Neutrofily Lym- | Mono-
dna | | fily nofily ) focyty | cyty
X 5% miel. | ml.f. | ty¢. | seg. celkem ‘
14 77 | 06 | 03 01 14| 129 179 | 323| 661 | 1,3
21 7,3 0,9 0,4 0,4 1,0 | 76| 166 | 252! 72,7 | 1,3
28 7,6 0,9 0,1 0,4 0,1 1,3 | 85| 150 | 249 73,2 | 14
35 10,2 1,1 : 0,6 1,2 | 87| 226 | 325! 663 | 0,6
42 11,8 0,9 0,3 1,0 25 | 156 | 22,9 | 40,0 57,8 ] 0,9
49 11,3 0,9 03 | 29 2,1 12,6 24,7 | 39,4 56,8 } 0,6
56 10,0 | 1,0 0,3 06 0,1 1,6 17,4 26,6 | 45,7 53,0 | 04
, ‘
Diskuse

Z ktivek po¢tu erytrocytii, obsahu hemoglobinu v krvi a hematokritu u vsech
skupin je zfejmy prudky vzestup mezi 14. a 28.—35. dnem po narozeni. Tento
priubéh kiivek je typicky u selat, ktera dostiavaji dostatecné mnozstvi tzv. krve-
tvornych stopovych prvka a byl jiz popsin radou pracovniki (na pr. Kdbrt
1959, Dvorak 1960, Gdovin a Bartko 1960).
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Pii vyhodnoceni rozdili v krevnim obrazu selat, ktera byla sledovana v nasi
praci, je dostatetné ziejmo, ze nedoslo k poklesim hodnot v ¢erveném ¢&i bilém
krevnim obrazu, které by bylo mozno hodnotit jako anemii nebo leukopenii.

Nebezpeéi toxicity chloramfenikolu, projevujici se pfedevsim anemii a neutro-
penii, neni zfejmé takové, aby mohlo zabrinit pouziti tohoto antibiotika v nami
pouzitych davkach.

Tento nazor je mozno podeptit Gdaji Sarmanova (1959), ktery uvadi,
ze chronické podavani chloramfenikolu v ddvce 50 mg/kg Z. v. u laboratornich
zvifat nevyvolalo zmény v krevnim obrazu; pokles hodnot KO zaznamenal az
pii davkach 250 mg/kg z. v. Witts (1953) odhaduje, Ze nebezpeéi aplastické
anemie po chloramfenikolové therapii je pouze asi 1:100000 az 1 :10 000.

Souhrn

Byl zkouman vliv chloramfenikolu na krevni obraz selat, odstavenych 10.
den po narozeni a zivenych nahradni potravou do 56. dne. K pokusim bylo
pouzito celkem 26 selat, pochazejicich ze tfi vrhi. Chloramfenikol byl selatim
v pokusnych skupinach podavan per os v denni davce 100 mg na kus a den od
¢asného odstavu do 42. dne po narozeni. Tii kontrolni skupiny se skladaly ze
selat, ktera byla rovnéz ¢asné odstavena a odchovdvana 1. bez pouziti antibiotik,
2. s pouzitim chlortetracyklinu v davece 100 mg/kus/den, 3. s pouZitim dennich
davek 100 mg chloramfenikolu pouze po dobu prvnich tfi dnd po ¢asném odstavu.

Snizeni poc¢tu cervenych krvinek, koncentrace hemoglobinu v krvi a erytro-
mase ve srovndni s kontrolnimi skupinami bylo patrné pouze v nékolika pripa-
dech 28. den po narozeni.

V zadném pripadé nebyly zjistény hodnoty, které by mohly byt charakteri-
sovany jako anemie, pripadné leukopenie.
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KapTHHA KpPOBH PaHO OTHATHIX NMOPOCAT, BHIPAWMBAEMBIX
¢ npUMeHeHHem xJuopampeHnkoaa (CHHTOMHUHHA)

HcenenoBanoch BaAHsIHHE CHHTOMHIIHHA Ha KapTHHY KPOBH MOPOCAT, OTHATHLIX Ha 10 1eHb
N0C/J€ POXK/IEHHs M BbIPALIHBAEMBIX Ha CHHTETHUYECKOI aMere 10 56-/1HeBHOro Bo3pacra.
OnelThl MPOBOAHIANCL ¢ 26-10 nopocsitamy 13 3 onopocos. CHHTOMHILMH /1aBaH 10pOCSATaM
per os. Cyrounast naua cocrapasaa 100 mr na roqosy, naunuas ¢ 10-7111€BHOTO H KOHYast
42-7HeBHBIM BO3pacTOM. TpH KOHTpPOUIbIible IPVINLL COCTOSIN H3 PAHO OTHATBIX NOPOCST, BbI-
palHBaeMbiX: 1. 6e3 npuMeHeHHs aHTHOHOTHKOB, 2.¢ 100aBJeHHeM XJ0pTeTpalHKIHia B J103€
100 Mr Ha rosoBy B CYTKH H 3. ¢ npumeHeHuem cHutoMHunua (100 Mr na rosioBy B CyTKH)
B TeyeHHe NepBLIX 3-X JHell Mocse paHiero orbeMa.

HaGonaemoe B oTAeAbHEIX CIyuasix 10 CPABHEHHIO ¢ KOHTPO/bHBLIMH TPYIIaMH CHHIKe-
HHE KOJIHYeCTBA SPHTPOLHTOB H KOHIEHTpallHst remMorjo0MHa B KPOBH H 3pHTpOMacce ObLIH
3aMeTHbl TOJIbKO B HEKOTOPBIX CJY4asiX Ha 28 jellb noc.1e pozaeHHs.

[Tonyuennble naHHble MOKa3bIBAIOT, UTO HII B KOEM Cayuae He.lb3ss 0003HAUHTb 3TO
SIBJIEHHE KaK aHeMHIO HJH JIefiKoNeHHIO

The Blood Picture in Early Weaned Piglets Reared Using Chloramphenicol

Studied was the influence of chloramphenicol on the blood picture of baby
pigs, weaned at 10 days after birth and then artificially fed.

The experiments involved on the whole 26 piglets from three litters. The piglets
got in the treated groups chloramphenicol per os in a daily dose of 100 mg per pig
from early weaning to the 42nd day of age. The three control groups involved pigs
also early weaned and reared 1) wilhout any antibiotics, 2) using chlortetracycline in
a dose 100 mg per pig daily, 3) using daily doses of 100 mg chloramphenicol but only
the first three days after early weaning.

A decrease of the red blood cell count, the haemoglobin level in blood and in
the red blood cells, when compared with the control groups, was ascertained only
in a few cases on the 28th day after birth.

In no case there were ascertained values, which might be characterized as
anemia or leukopenia.
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Stabilizace L-forem Erysipelothrix rhusiopathiae
Craduwausauus JI-dopm Erysipelothric rhusiopalhiae

Stabilization of L-forms of Erysipelothrix rhusiopathize

Boris SKALKA
Katedra mikrobiologie a zoohygicny veterindrni fakulty VSZ © Brné, vedouci doc.
MVDr. L. Cerny

®moslo dne 16, XI. 1960

Uvod

Siabilizace experimentalne ziskané L-formy mikrborganismi se objevuje
v posledni dobé jako nutny pozadavek pro hodnoceni pozitivni ¢ negativni schop-
nosti zarodku vytvorit pravé L-formy. Pri dosavadnim zpasobu posuzovani mor-
fologickych zmén mikroorganismu, které byly vystaveny tcinku vhodné latky, byly
{otiz ¢asto témeér vSechny zmény bakterialnich bunék nespravné hodnoceny a shrno-
vany pod pojem L-forma.

Ve snaze vylouéit toto prehednocovani moriologické reakce bakterijni bunky
na uréity faktor, doporucovali Tulasne a spol. (1954) diferencovat vzajemné
skuteény L-cyklus — charakterizovany tvorbou gigantickych télisek, filtrovatelné
faze a typickych L-kolonii — a cyklus M, kdy nevznika ani filtrovatelna faze, ani
se nevytvori typické L-kolonie. Autofi tohoto ndzoru se domnivaji, Ze skutecny
L-cyklus lze vyvolat jenom u protea a nékterych kment vibrii. '

Klienebergerovd-Nobelova (1957) rovnéz navrhuje pouzivat
terminu L-forma jenom pro ty formy rastu, kieré jsou charakteristické predevsim
svymi koloniemi s hutnym centrem vrustajicim do agarového media a s periferni
zonou tvorenou vakuolizovanymi gigantickymi télisky.

Téz autorka (Klieneberger-Nobel 1959) charakterizuje L-formu jako oznaéeni
svérazného rlstu charakteristického predevsim koloniemi, které neobsahuji zadné
bakterialni buniky. L-formy tvorici L-kolonie nemaji substance obsazené v bunééné
sténé bakterii zejména kyselinu diamincpimelinovou a komplex kyseliny muramové
a uridinnukleotid peptidu. Doporucuje, aby pri posuzovani L-formy rastu se kladl
dliraz predeviim na schopnost stabilizace L-kolonii bez moznosti jejich reverze
v bakterialni buiiky; jenom tak by bylo mozné vyloucit radu omyld.

Nermut (1960) popisuje c¢tyti odlisné typy L-cyklu. Naznaceny L-
cyklus — pfi kterém dochazi k tvorbé gigantického (velkého kulatého) téliska
z bakterialni buiiky s naslednym rychlym od3tépovanim normalnich bakterii.

715



NeuplnyL-cyklus — pii temto se buniky vychozi kultury meéni v gi-
ganticka téliska. Ve stadiu gigantickych télisek zanikne jich priblizné 70 —80 %.
Zbyvajici téliska jsou schopna regencrace v piavedni bakterie.

Uplny L-cyklus — pfi némz dochazi k vytvoreni L-kolonii z nichz
se po urcité dobé poc¢nou odstépovat normalni bakterie.

PferusSeny L-cyklus u néhoz dochiazi ke stabilizaci L-kolonii, které
lze pasazovat aniz dojde k jejich reverzi v bakterijni formu.

Dosazeni vzniku L-kolonii se pri pouziti spravné metodiky zdafilo u mnoha
gramnegativnich a grampozitivnich mikroorganismu, jejichz prehled jsme uvedli
v predchozi praci (S k al k a 1960). Problematickou je otazka jejich dalsiho pomno-
zeni. Casto dochazelo pfii jejich pasazovini k reverzi ve vychozi kmen, jako u Pro-
teus vulgaris a Salmonel a typhimurium (Silberstein 1953), nebe byl jejich
prenos zcela negativni (Rada 1958) u Haemophillus pfeifferi.

Stabilni L-formu popisuji u Proteus vulgaris Kandler a spol. (1956)
aLavillaureix (1954) u Vibrio cholerae. Ward a spol. (1958) popisuji
stabilni L-formy u streptokokia. Lederberg a spol. (1958) pii pasazovani
L-formy rastu Escherichia coli docilili stabilni formy jen pii pasazovani na pu-
dach s vysokou koncentraci penicitinu. Na pudach bez penicilinu dochizelo v je-
jich pokusech k reverzi v bakterialni formy. K dosazeni stabilnich forem byla nutna
prisada diaminopimelinové kyseiiny k zivné pudé. Gilmore a spol. 1959) do-
sahli stabilnich L-forem jejich pasdzovinim na polotekutém mediu s thioglykola-
tem sodnym az po tie.d pasazi. V prvnich dvou byla nutna pritomunost penicilinu
v mediu, jinak dochdazelo k reverzi L-forem.

Ve své predchozi prici (Skalka 1960) popisujeme L-lormy Erysipelo-
thrix rhusiopathiae vzniklé vlivem penicilinu. Pfi nasich tehdejsich pokusech jsme
zjisfovali pomérné Castou reverzi ziskanych L-kolonii v sekundarni tycinky shedné
s pouzitymi vychozimi kmeny.

V dalsim studiu L-cyklu €ervenkovych tycinek jsme se zamérili na otazku
moznosti jejich stabilizace.

Material a metodika

Ke studiu moznosti stabilizace jsme namatkové vybrali 7 kmenu Erysipe-
lothrix rhusiopathiae (dale ER). 6 kmeni jsme vybrali ze 30 tstavnich kmend,
u kterych se nam zdafilo vyvolat penicil nem morfologické zmény a vznik L-ko-
lonii (Skalka 1960). Jeden kmen byl nové izolovan z organd béhouna v diag-
nostické laboratofi ustavu.

. Kultivaéni pokusy jsme provadéli na agarovych pudach z hovéziho srdce
obohacenych 25 Y% é&erstvého inaktivovaného koniského séra. K pidam jsme pri-
davali penicilin G (Spofa).

Ziskani L-kolonii z bakterijnich bunék ER jsme provadéli zalozen‘m kultury
na agarovém bloku s obsahem penicilinu v mediu 0,1 m. j./ml.

Vyrostlé L-kolonie jsme po suspendaci ve fyziologickém roztoku pasizovali
na zivnou pudu.

Ponévadz na agarovém bloku zistavaji zbytky lyzovanych gigantickych té-
lisek (large bodies) a soucasné vznika velky pocet L-kolonii, nebylo mozné provést
prvni subkulturu z jediné L-kolonie. Suspendovali jsme proto vyrostlé L-kolonie
pfimo na agaru a jednak prenaseli na svézi zivnou puadu, jednak jsme jejich dalsi
suspendaci v 1 ml fyziologického roztoku pripravili ,stock® kulturu, ze které
jsme rovnéz kultivovali.
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Stejnym zpusobem jsme pasazovali i stabilizované L-kolonie, které jsme
pozdéji pcmnozovali aerobné na Petriho miskach.

Vznik a rozvoj L-kolonii jsme pozorovali intravitalnim sledovanim prepa-
ratu ve [azovém kontrastu.

Vysledky pokusu

Pokusy jsme nejdiive zalozili se dvéma dstavnimi kmeny ER:: a ERao.
U obou kment jsme docilili popsanou metodikou (Skalka 1960) vzniku L-ko-
lonii z bujonové kultury cervenkovych zarodkid na sérovém agaru s 0,1 m. j.
penicilinu na 1 ml.

Prvni pasidz L-kolonii jsme provadéli vzdy na agarovém bloku. Po kultivaci
jsme prohlédii cely blok a zaznamenali si podle kiizového posuvu stolku zorna
pole, v nichz se vyskytlo gigantické télisko, prenesené vesmés z periferie L-ko-
lonii. Giganticka téliska jsme vsak nachdazeli jen zcela ojedinéle a sledovanim
kultury jsme ani v jednom ptipadé nezjistili jejich dalsi rozvoj. Tato téliska pro-
padala vzdy lyzi.

Asi po 14—16 hod. od kultivace jsme na zivné pudé zjistovali shluky gra-
uul, ktera jak ukazalo dalsi sledovéni jejich rozveje, dévala vznik centru pristi
L-ko!onie (obr. 1), nebo jsme v mensim procentu pripadd nachézeli nejdrive
mala giganticka téliska (obr. 4), ktera se velmi rychle rozristala a jejichz dalsi
osud byl dvoji. Bud vznikla po kritké dobé v jejich stiedu granualni zcna,
kolem niz se z periferie téliska vytvarel typicky vostinovity okraj L-kolonie (obr.
5 a 6) nebo se gigantické télisko rozristalo (obr. 11) a po dalsich 70 —90 hod.
propadalo lyzi.

V preparatech vsak nejcasteji vznikaly L-kolonie prvné popsanym zptscbem,
1. nejdrive se vytvoril stfed granuli, ktera pocala vristat do zivného media
a kolem néhoz se rychle vytvarela periferni zona (obr. 2). V prvnich hodinach
rozvoje byla tato zona téméf jednolitd s naznacenou tvorbou vakuol a kruhovité
centrum nebylo nijak zfetelné cd periferie oddéleno, ale prechdzelo v ni plynule.

Po dal3ich 12—24 hod. od pocate¢niho vzniku novych L-kolonii doslo k zte-
telnému ostrému oddéleni vostinovité periferie od granuldrniho centra (cbr. 3).
Celkem jsme mohli odlisit 3 typy L-kclonii. Prvni dva typy se od sebe lisily
jen velikosti. Oba odpovidaji Dienesové klasifikaci 3 B, prvni typ (obr. 3) se
viak svou velikosti pecdoba vice typu 3 A, kolonie jsou drobné a jejich periferni
zoény témér vidy splyvaji. Druhy typ se téméf kryje s Dienesovou klasifikaci 3 B.
Kolonie jsou velké, maji v priméru pres 0,5 mm a centrum je obklopeno §irokou
periferni zénou (obr. 7).

Tteti typ L-kolonii je zcela zvlastni. Vedle velkého granuldrniho centra L-ko-
lonie se vytvari jesté lem sekundarnich center a teprve kolem téchto je vostinovity
periferni lem (obr. 8).

Béhem pasizovani jsme redénim ,stock” kultury dosahli, Ze nim na aga-
rovém bloku vyrostla i jen jedind L-kolonie, nebo nékolik malo kolonii stejného
typu. Pii jejich dalSim pasidzovani jsme zjistili, Ze jednotlivé ristové typy kolonii
mohou v sebe vzajemné prechdzet a pasizovanim nelze docilit jejich typovou sta-
bilizaci.

V primokulturach vznikaly L-kolonie na Zivnych puadach s 0,05—0,1 m.
j./1 ml penicilinu.

Z téchto jsme zakladali subkultury na ptdach bez penicilinu a na padé se
steinym obsahem penicilinu jako byl agar na némz doslo ke vzniku L-kolonii.

V prvni pasazi nam L-kolonie kmene ER 22 vyrostly jak na pidé bez pe-
nicilinu, tak i na agaru s 0,1 m. j./1 ml, L-kolonie z kmene ER 29 vyrostly pouze
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na agaru s penicillnem. Na agaru bez penicilinu vyrostly jen kolonie siozené
z ncrmd.nich ¢ervenkovych iyc¢inek. Ponévadz ani prvni ani druhd pasaz L-kolonii
ER 22 nejevila na agaru bez penicilinu tendenci k reverzi v bakierialni formy.
a stejné vlastnosti méla i 2. pasaz L-kolonii ER 29, opakovali jsme pokus s touto
Kulturou znovu a soucasné se pokusili o stabilizac: L-kolonii dalsich ¢ervenkovych
kmena a to ER 30, ER 32, ER 21, ER 27, ER 12. Tentokrat ani v jednom pri-
padé jsme po prvni subkultivaci nepozorovali rust jinych kolonii, nez kolonii L.

V druhém pokuse s novymi 5 kmeny jsme prvni subkuliury L-kolonii za-
kladali na agarech s obsahem penicilinu 0, 0,1, 1, 10, 100, 500, 1000
a 5000 m. j./1 ml. U téchto kmena jsme vzdy desiahli ristu L-kolonii na vsech
uvedenych konceniracich penicilinu v agarovén mediu.

Vsechny kmeny jsme se rozhodli pasdzovat soucasné na agare ch s obsahem
penicilinu 0 a 1000 m. j./1 ml zivnZ pady. Po péti pasazich ku.tivujeme z peni-
cilinecvych pud na pudy bez penicilinu, abychom vylouéili moznost adaptace na
penicilin nebo snizeni rezistence vuci jeho obsahu v pudé. Ackoliv kmeny ER 22
a ER 29 jsou t. ¢ v 50 pasdzi, kmeny ER 30, ER 32 a ER 12 v pasazi 40
a kmeny ER 29b, ER 27 a ER 21 v 30 pasazi neshledali jsme v schopnosti ristu
pfi zkfizenych kultivacich zddné rozdily. Asi po 6 —8 pasazi stabitizovanych L-
kolonii se jejich rozvoj urychluje a kolonie jsou dobie narostlé jiz po 30 hed.
inkubace.

Pozornost zamérujeme zejména na L-formy, které pasizujeme na puadach ber
penicilinu. Ani u jednoho z pouzitych kmentt jsme nepozorovali tendenci k jejich
reverzi v puvodni ‘bakterijni formu.

Orientacné jsme provcdli opakovanou kultivaci na agary s obsahem octanu
thallné¢ho, ktery je pro své bakteriostatické ucinky doporucovin pro izolaci PPL
crganismi a nema schopnost stimulovat zirodky k p.uhodu do L-formy.

Zatim co vychozi cervenkové kmeny byly zcela inhiboviny ve svém ristu
jiz v kcncentraci 1: 2500 taliumacetatu v sérovém agaru. vyrtstaly jejich stabi-
lisované L-formy az do koncentrace 1:500 v sérovém agaru. Rozvej L-kolonii
na pidach s taliumacetdtem byl stejny jako na padach s penicilinem ¢i bez peni
ci.inu. Rozdil ve vzhledu L-kolonii byl pouze v tom, ze stfed L-kolonii po 3—5
denni inkubaci nabyl intenzivni hnédocerné barvy, coz pravdépodobné svédéi o za-
chovalé schopnosti produkce H,S.

L-kmeny jsme se pokusili pasazovat i za aerobnich podminek na agaru s in
aktivovanym konskym sérem, ktery jsme nalili na Petriho misku.

Kmeny ER 22 a ER 29A jsme zacali takto pasazovat od jejich 5. pasaze
na agarovych blocich, kmeny ER 30, ER 32 a ER 12 od 3. pasize a koneéne
u kment ER 21, ER 27 a ER 29B jsme dccilili jejich rastu hned v prvni sub-
kultivaci z blokud, na nichz vznikly z bakterialnich forem.

Vsechny kmeny rostou velmi dobfe i za aerobnich podminek. Jejich ptekul-
tivaci provadime stejnym zpusobem jako z bloku, tj. Pasteurovou pipetou.
K makroskopicky viditelnému rastu L-kolonii dochazi vzdy jiz po 24 —36 hodi-
nach. Pasizované kmeny podrobujeme dalsimu studiu, zejména na zjisténi jejich
biochemickych a antigennich vlastnosti.

Diskuse

Pti srovnani nami dosazenych vysledkt pri pokusech o stabilisaci L-forem
ristu Erysipelothrix rhusiopathiae s vysledky kterych dosahli R ada u Haemo-
phillus pfeifferi, Lederberg u Escherichia coli je velmi napadna rychla sta-
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1. Vznikajici centrum L-kolonie po 16 hod. od zalozeni subkultury. Fazovy kontrast,
zvets, 1500 X
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2. Rozvijejici se L-kolonie za 36 hod. od kultivace. Fazovy kontrast, zveéts. 400X



3. Rozvinuta l.-kolonie Erysipelothrix rhustopathiae mensich rozméru; 48 hod. po
kultivaci Fazovy kontrast, zvéts. 200X

4. Vznik centra L-kolonie rozpadem ve stredu gigantického teéliska za 24 hod. po
kultivaci. Fazovy kontrast, zvéts. 300x



5. Narustani periferni zény kolem nové L-kolonie, vzniklé z gigantického téliska:
36 hod. po kultivaci Fazovy kontrast 200 x

6. Rozvijejici se L.-kolonie vznikla z gigantickeho téliska; 48 hod. po kultivaci. Fazovy
kontrast, zvéts. 200X



7. Plné rozvinuta velka L-kolonie za 60 hod. po subkultivaci. Fazovy kontrast, zvéts,
150X

8. Rozvinuta velka L-kolonie se sekundarniini centry: 70 hod. po subkultivaci. Fazovy
kontrast, zvéts. 150X



9 1, kolonie mensich rozmeéru vyrostlé za aerobnich podminek na Petriho misce:
60 hod. po kultivaci Zvéts 50X

10. Velké L-kolonie vyrostlé aerobné na Petriho misce za 60 hod. Zveéts. 400X



Fazovy

11. Rozvinuté gigantické télisko bez tendence k rozvoji v L-kolonii.

Obr.

kontrast, zveétseno 400 X



bilizace L-kolonii u ¢&ervenkovych zarodku. Zatim co Lederberg docilil stabili-
zovaného ristu jen na puaddch s penicilinem, stabilizovaly v nasich pokusech
L-kolonie jiz tak, ze pfi jejich prvni subkultivaci vyrastaly i na padach bez pe-
nicilinu.

Abychom vyloucili mozny Gcinck prenesenych stop penicilina spolu se
suspenzi L-kolonii, fedili jsme znaéné suspenzi L-kolonii fyziologickym roztokem.
Ani pii tomto zplsobu jsme nepozorovali jejich reverzi. ‘Ojedinély pfipad, kdy
jsme pfi pasazi L-kolonii kmene ER 29 docilili jen rustu kolonii slozenych z nor-
malnich tycinek si vysvétlujeme tim, ze na pudé zistaly pravdépcdobné ojedinélé
zarodky nedotcené penicilinem, které jeho ucinek prezily a daly po prekultivaci
vznik novym koloniim. Mozny je i takovy vyklad, ze néktera kolonie jiz zacala
ve své primokultufe revertovat a ze jsme tyto sekundarni tyéinky pri pasazovani
prenesli.

Dosazenim stabilniho ristu L-kolonii bez tendence k reverzi i na pidach
bez penicilinu po 30, 40 a 50 pasazich, spliiuje pozadavek Klienebergerové-No-
belové o postuldtu pro spravné oznaéeni L-cyklu.

_Pomérné snadnou stabilizaci ¢ervenkovych L-kolonii lze snad vysvétlit mor-
fologickou pruznosti tohoto mikroorganismu.

Konfrontaci vlastnich vysledka s literdrnimi adaji domnivdme se, v rozporu
s Tulasnem, ze pravy L-cyklus i stabilizaci L-kolonii lze dosdhnout u velkého
poctu mikroorganismi. Rozhodujici vsak pravdépodobné je pouziti vhodné me-
todiky jak pro vyvolani cyklu tak i pro jeho siabilizaci.

Souhrn

V  predlozené prici popisujeme dosazeni stabilizovaného rustu L-forem
z cervenkovych kment, jejichz vznik jsme vyvolali na agarovych padach s inakti-
vovanym konskym sérem a penicilinem v mnozstvi 0,1 m. j./1 ml zivné pudy.

Popisujeme vznik a rozvoj L-kolonie, ktery je zachycen na mikrofotografiich
a diferencujeme tri ristové typy stabilizovanych L-kolonii.

Stabilizace L-kolonii cervenkovych kment byla velmi snadno dosazitelna.
Po vzniku L-kolonii z ¢ervenkovych tyéinek jsme, az na ojedinélou vyjimku, do-
sahovali jejich pravidelného ristu iiz pri prvni subkultivaci na ptdach bez peni-
cilinu i s jeho vysokym obsahem.

L-kolonie vsech 7 kmenu vyristaji velmi dobfe na sérovych agarech bez
penicilinu i s penicilinem ve vsech provadénych pasazich.

Jejich rust je stejné dobry jak za anaerobnich podminek na agarovém bloku,
tak i pfi aerobni kultivaci na Petriho misce. Kolonie vyrtstaji od 6 —8 pasaze
jiz za 24 hod.

Dva kmeny L-forem jsou v 50., tfi v 40. a tfi v 30. pasazi, vidy na pudé
bez penicilinu a na agarech s penicilinem 1000 m. j./1 ml. Vyriistaji bez jakych-
koliv zmén i pfi zkrizenych pasazich na 1 nnozstvi penicilinu.

Pasize na pudach s penicilinem i bc ~autlinu nejevi tendenci k reverzi
ve vychozi bakteridlni formy.
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Crabuausauus Jl-popm Erysipelothriz rhusiopathiae

ABTOp coo0uaer o AOCTHXKEHHH CTaOH.JIM3HPOBaHHOrO pocta JI-hopM H3 1WTaMMOB
POXH CBHHEIl, KOTOPLIE BbIDALUIMBA/IKCL Ha arape ¢ HIAKTHBHPOBAHNOIT J10Ia/HIOIl CBIBOPOT-
KOH M ICHHUHAAHIOM B Koauuectse 0,1 M. e/l Ma nutare.biioll cpeabl.

Onucano BO3HMKHOBenHe H paspuTHe JI-KOJI01HIT, KOTOpPBIE H300pazkeHbl Ha MHKpO)O-
rorpagpusx. MoKIO Pa3/HUHTL TPH POCTOBHIX THIA CTAOHJIM30BANNBIX KO.10HHI].

Crabnausaunst JI-koJ0HKiT WTaMMOB POKH He npeicras.siia sartpyadenuii. Tloayuus
JI-KO/IOHHH H3 I1aJ0YeK POXKH, aBTOP AOCTHIA/, 34 HCKIIOUEHHeM eIHUHULLIX CJyyaeB, MX
NIPABHILHOIO POCTA Y7Ke NPH 1epBOM CYOKYIbTHBHPOBAIHH Ha NHTATEJILYMBIX cpeilaX (e3 ne-
HHLH/IHHE, a TaKXKe ia cpe/laX, COACPKAUHX HNeHHUH. VIHH B 00.bIIOM KOJIHUCCTBC.

JI-Kosl0HHH Beex 7 IITAMMOB XOPOLIO BBLIPACTAIOT Ha CLIBOPOTOUHOM arape 0(e3 NeHH-
HHJUTHHA H ¢ NEeHHIHVIHHOM TPH BCeX NPOBOJAHMBIX Tlaccazkax.

HIx poct npoXoAHT 0JHHAKOBO XOPOUIO KaK HPH altaspoOHLIX \CJIOBHIN € IpHMENeHeM
OOBLIKHOBCHHOIT METO/IHKH, TaK M NIPH 43p00HOM Ky IbTHBHPOBAIIMK B dalikax Ilerpu. Hauunas
¢ 0—8 maccaka, KOJIOHHH BbIpacTalorT yie uepes 24 uaca.

MBa wramma JI-popm npoxomusit B nacrosauice spems 50-biit, tpu — 40-0ii M TpH —
30-blil naccaz Kazablil pa3 Ha arape 6e3 NeHMILHITHHA W 1A arape, COMCPARALICM ICHHILIHH
B Koanuectse 1000 m. e/l mu. Tipn pocre He 1POHCXOAMT HHKAKHX W3MCHEeHI, jJaxke H na
arape ¢ pasjHulbIM KOJHUYECTBOM IeHHIHLIHIA.

[Taccazi na nuTareJbHLIX Cpeiax ¢ HeHHIHILHHON i G€3 HEro ¢ NPOosIBISIOT TeHCHIHA |
K PEBEPCHH B HCXOJHblE OAKTepHaAbHLIC (oMb

Stabilization of L-forms of Erysipelothrix rhusiopathiae

In the paper the author describes the stabilization in the growth of L-forms
from Erysipelothrix strains produced by penicillin in an amount of 0.1 unit per 1 ml
of the medium, in agar containing inactivated horse serum.

Tl.’ne formation and development of a L-colony, as ilustrated in a series of micro-
photographs, are described and 3 growth types of stabilized L-colonies differentiated.

The stabilization of the L-colonies of Erysipelothrix strains was reached very
easily. After the formation of the L-colonies from Erysipelothrix rods their regular
growth, with the exception of a single case, was already attained with the first sub-
cultivation in the media, both in those without penicillin as well as with its high
content.

The L-colonies of all 7 strains grow very well in the serum agars, both without
and with penicillin, in all the passages done.

Their growth is equally good, whether they are grown under anaerobic con-
ditions in the agar block or cultivated under aerobic conditions in the Petri dish.
From the 6th to 8th passage the colonies grow as early as within 24 hours.

Two strains of the L-forms are in the 50th, three in the 40th, and three in
the 30th passage, always in the medivm without penicillin and in the agars with
1000 penicillin units per 1 ml. They develop without any changes even with cross
passages in the agars having different penicillin amounts.

The passages in the media, both with and without penicillin, do not show any
tendency to revert into the initial bacterial forms.
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Hodnoty nativniho komplementu v krevnim séru
klinicky zdravych psa
Beanunnbl NPHPOAHOTO KOMILICMEHTAa B KDOBHHOﬁ ChIBOPOTKE KJIHHWYCCKH 3A0POBBLIX codak
Werte des nativen Komplementes im Blutserum klinisch gesunder Hunde

The Value of native Cemplement in the Blood Serum of clinically healthy Dogs

MVDr. Frantisek LEHKY
Technicka spoluprice Zora ONDRACKOVA
Veterinarni vyzkumné stredisko Praha

Doslo dne 24, IX. 1960

Uvod

Komplement, jako soubor liatek ruzné chemické povahy, skladajici se vice
jak ze 4 ¢asti (C'1, C2, C'3 a Cy), je obsazen v krevnim séru riznych zvitat
v nestejném mnozstvi. (1, 2)

Jeho 3ircké vyuziti v sérologii, kde jako komplex latek vstupuje do vazby
antigen + protilatka, jesté rozsituje vyznam, jaky ma pro obranné pochody v zi-
vém organismu.

Nativni komplement predstavuje obrauné zafizeni organismu nespecifického
charakteru, které umoznuje ¢innost rady jinych obrannych systemu. Svoji slozkou
C’s usmériuje ¢innost properdinového systému, ktery se dcastni aktivné obran-
nych déjia. Mnozstvi komplementu (C') je zavislé na funkci jater, kde je pred-
pokladané misto hlavni tvorby komplementu. AvSak i adrenalektomie, napf.
u kralika, muaze zplsobit pokles hladiny komplementu. Ponévadz v priabéhu
ro¢nich obdobi hladina komplementu v krvi mirné kolisa, lze predpokladat, ze
snizeny prisun vitaminu C ma i za nasledek snizeni hladiny komplementu. (1, 3, 4)

Pri studiu otazek souvisejicich se serologickou diagnostikou infekénich cho-
rob psu pozcrovali jsme kolisani hladiny nativniho komplementu v krevnim séru
pokusnych zvifat. Vedle vlivu experimentalni infekce mohli jsme sledovat vliv
nespecifické zatéze na komplement jako je zafeni (5), kortizon a p.

Zamérili jsme se proto na zjisténi normalnich hodnot hladiny komplementu
u klinicky zdravych pst, pripadné i individualni zmény aktivity komplementu
béhem urcitého casového useku.

Metodika

Ke zjisténi prumérného titru aktivniho komplementu v séru zdravych pst
pouzili jsme vzorky sér 195 psi jednoho specidlniho zarizeni pro vycvik psii.
Psi byli v dobrém vyzivném stavu, chovini v nejpfihodnéjsich podminkach, ple-
mene némecky vlcak, stari pramérné 1%2 —2 roky.
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Odebrané vzorky krve byly ihned zpracoviny v nasi pojizdné laboratori,
coz umoznilo, ze byly dodrzeny stejné podminky pro vSechna séra, takze naru-
Seni nativniho komplementu teplem a dobou uplynulou od odbéru k vysetfeni bylo
pro viechny vzorky séra stejné a ziskané hodnoty za uvedenych podminek mozno
pokladati za normalni.

Zpusob titrace minimalni hemolytické jednotky komplementu v séru psii jsme
prizpusobili titraci moréecitho komplementu tak, jak ji proviadime jako predpokus
ke komplement-fixacni reakci s tim rozdilem, ze pfi titraci MHD morceciho kom-
plementu fedéni odstupiiujeme po 0,5 %, u psiho pro nizii G¢innost po 1 % (6,
7). Redéni vySetiovaného séra byla prizpiisobena pomérné nizkému ucinu psiho
komplementu ve srovnani s komplementem morcecim (priblizné trikrat Géinnéj$im).

Krev po odebrani byla ponechdna ve zkumavce pfi teploté laboratore po 30
minut. Po této dobé byl krevni kolac uvolnén od stény zkumavky sklenénou ty-
¢inkou a zkumavky ve stojancich dany na dobu 1 hodiny do chladnicky pii
+4° C. Pak byla séra odstredéna (3500 obratek/min.) 10 minut, stazena Pasteu-
rovou pipetou a znovu vychlazena p¥i 44" C po 30 minut. Redéni séra bylo
ptipraveno v poméru 1 + 4, tj. 1,5 ml séra + 6,0 ml FR (s Mg + Ca) = 20 %.
Z toho byla ptipravena dalsi fedéni podle schematu:

; | | ‘
b i ; 3% (4% | 5% |6%| 7% |8%| 9% [10%
| ' ‘

11“,\i12-*.. 13",;'14".,116“_. 189,

redéniv 9, I 1 [
| | |
| | | | | | | |
209, sérum 0,15 ’ 0,2 ; 0,25 | 0,3 0,35/ 04 045 0,5| 0,55| 0,6 | 0,65 [ 0,7/ 0,8| 0,9
~— ¥ g it
| { t [
FR 0,85 0,8 0,75/ 0,7| 0,65 0,6 0,55 0,5 0,45 04| 0,35 ‘ 0.3 0,21 01

i ‘ I | | |

Vlastni titrace byla provadéna na deskach z plexiskla s vyhloubenymi dulky.
(8) Z kazdého redéni jsme prenesli kapku do prislusného dulku na desce a do-
plnili 2 kapkami FR na objem, ve kterém bézné provadime komplement fixaéni
reakci. Poté jsme ihned pridali 2 kapky hemolytického systému. Beranni krvinky
uzivali jsme piiblizné 4 Y% (pro prvni vySetieni stanovena densita empiricky, na-
dile byla tato urcovdna fotometricky). Sensibilizace berannich krvinek hemoly-
sinem byla rovnéz vidy presné dodrzoviana a byl to desetinasobek titru odecteného
za 30 minut pifi 37° C za malého nadbytku komplementu. Zamérné bylo pouzi-
vano hypersensibilizace berannich krvinek, aby byl prehlusen vliv eventualné
pritomného nativniho hemolysinu proti berannim krvinkam. Titr komplementu
ve vySetfrovaném séru byl odetitin po 1 hodinovém ulozeni desek v termostatu
pii 37° C. Dodrzovanim tétc metodiky byly hodnoty vsech slozek reakce vzdy
stejné, jedind proménna bylo vySettované sérum. Vzhledem k tomu, Ze pracovni
postup byl stejny jako pri titraci komplementu pro KFR, byly titry morceciho
i psiho komplementu srovnatelné.

Ucinnost komplementu jsme stanovili a vyjadiovali nejvy3sim tredénim séra
v procentech (pticemz 100% je sérum netedéné), v némz jesté dochézi k uplnému
rozpu$téni pridanych berannich krvinek.

Vysledky

Nejvyssi zjisténa aktivita byla v séru fedéném 1 : 20 (tj. 5% ), kdy v jednom

sV,

722



komplement prokidzan jen v neredéném séru, a to je$té velmi slabé déinnosti.
Tato séra, protoze jejich hodnota ¢innosti C' byla mensi nez primérna hodnota
minus trojnasobek smérodatné odchylky nepatfi do souboru charakterizovaného
stanovenym prumérem a nebyla proto dile hodnocena.

Podle drivéjsich zkuSenosti byl komplement urcovan redénim v fadé stou-
pajici koncentrace po 1 %, a to od 3%niho fedéni vyse. Interval 1 % uzili jsme
jako jednotku méfeni. Nejvice pripadi se ndm nahromadilo pti fedéni sér 9 %
(52 ptipadli) a odtud aktivita klesa na obé strany (viz tabulka I a graf). Hodnota
9 % tvori stied vybéru a je mozné ji uzit jako pomocnou hodnotu a prumér sta-
novit podle vzorce

m = . Zxy— Q)+ G,
n
piicemz n = pocet pfipadu
C = pomocna hodnota 9.

Tabulka ukazuje prehledné nejvyssi fedéni, v kterych byly uplné rozpustény

pridané senzibilizované krvinky:

I.
Redéni séra v % plf)i(;)i:;ﬁ B8 (x—C)? pfipl:(c)if‘xc:r %
5 l 1 51 2601 0,51
6 | 10 21 0 1764 5,12
7 16 36 ‘ 1296 8,2
8 21 36 961 10,77
9 52 C Cc le—10605 26,66
10 29 23 592 14,87
11 1 i ] e 961 10,77
12 25 —27 JE ' 729 12,85
13 10 42 | 1764 5,12
|
nKng:l(s:;z“;m 10 nchodnoceno 5,12

Prumérna hodnota jednotky nativniho komplementu v séru zdravych psua je
redéni 9,2 Y% == 0,68.

Smeérodatna odchylka poéitand podle vzorce

; 1 1 e
So = l/; S(x; — C) — (m — C)?

ie 7,56 = 0,55 a ukazuje, Ze hodnota minimalni hemolytické jednotky komple-
mentu jednotlivych sér je siroce rozlozena kolem priméru a ze aktivita komple-
mentu v jednotlivych sérech kolisa v Sirokych mezich fedéni sér (od 1:20az1:5).

Zmény individualni aktivity komplementu u zdravych jedinci jsme sledovali
na skupiné klinicky zdravych psi po dobu téméf 3 mésici. Komplement byl
sledovan dvakrat tydné. Béhem této doby urcité kolisdni bylo patrné, ale i zde
primérna hodnota béhem sledovanéhc obdobi byla 9,25 % se smérodatnou od-
chylkou 2,7. Vsechny hodnoty byly celkem ve shodé s hodnotou zji§ténou u sou-
boru 195 pst.

Ve spoleéné praci s dr. PospiSilem ,Vliv pronikavého zareni na hladinu
nativniho komplementu v krevnim séru ozafenych psi ve vztahu k odolnosti viéi
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pokusné infekci“ zabyvali jsme se otizkou zmén komplementu u pst exponova-
nych rtg paprsky, u nichz dochédzelo k charakteristickym zménam hodnot titru
nativniho komplementu, zvlast¢ béhem 48 hodin po ozareni. (5). Zjisténé hod-
noty nativniho komplementu v krevnim séru klinicky zdravych psa vzali jsme za
zaklad citované studie.

Graf 1. Obsah nativniho

NN

77 komplementu v séru kli-

nicky zdravych psu (vy-
/ Setreno 185 psi)
7

1 10 16 21 52 28 24 25 10 pocet pripad

Q25 030 035 040 045 050 Q55 060 065 f['}",~'om/0/i‘///<-,'/’/l'/

e o ' v A ,f v

VYSOKY  STREDNE NIZKY

VYSOKY

Souhrn

1. Béznou metodou byla titrovina minimalni hemolytickd jednotka nativ-
niho komplementu v krevnim séru psi a vypoétena primérnd hodnota jednotky
aktivity komplementu klinicky zdravych psi.

2. Primérna hodnota minimalni hemolytické jednotky nativniho komple-
mentu byla stanovena vy3etienim 195 vzorki krve psii a odpovida 9,2 % == 0,68
fedéni séra.

3. Zmény individudlni aktivity komplementu zdravych jedincu sledovanych
po dobu 3 mésici v pravidelnych intervalech (dvakrat tydné) vykazovaly sice
mirné kolisani, hodnoty se viak udrzovaly v mezich hodnot zjisténych u vyse-
tfteného souboru 195 pst.

4. Zjisténé vysledky predstavuji ,normalni hodnoty” komplementu jako in-
dikatorového systému pro radu studovanych imunologickych pochoda v téle psa.
ktery se v posledni dobé stal opét velmi vyhleddvanym pokusnym zvifetem.
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Beauununt NPHPOJHOTO XOMILVIEMEHTA B KDOBﬂHOﬁ CbIBOPOTKE KJIHHHYECKH 3J10POBBLIX cobak

I, MuinMaabias reMOJHTHUCCKas! eAHIHIA TPHPOJHOr0 KOMILICMEHTa B KPOBAHOI Chi-
BOPOTKe €OOaK Obl1d THTPHPOBaHa OGBIYHBIM METOI0M; ObiJa TaKKe BLIMHCIEHA CpEHsst
BETHUHHA €JIHHHILLI AKTHBHOCTH KOMILTEMEHTA K.JIHHHYECKH 3/10pPOBbLIX COOaK.

2. Cpeanssi BeJMUHHA MHHHMAJbLHON TeMOJIHTHUECKOH €HHHUBI NPHPOAHOIO KOMILIe-
MeHTa Obliia onpejesena nyrem uccaeropanns 195 npoG Kposii coGak H COOTBETCTBYET
9,2 % + 0,68 pasCas.iennoii cLIBOPOTKH.

3. Mamenenns HiIHBHAVA IBHOI AKTHBHOCTH KOMILIEMEHTA 3/10PUBLIX 0CO6eil, H3yuaeMbIX
B TeueHHe 3 MecsilleB B Pery sIpHBIX HHTepBaJax (ABa pa3a B Helell0), XOTs H XapaKTepH-
30BaJ/IHCh YMepeHHbLIM KoleOanueM, 0/IHAKO ee BEeJIHUHHBL Y/ICPKHBAJHCh B Npe/lesax BeHUYHH,
VCTaHOBJEHHBIX Y HceaeayeMmoil rpynnsl B 195 coGak. )

4. YcranosJeHrible pe3y bTaTbl NMPEIACTAB/IAIOT «HODMAJbHbIE BEJHUHHBI» KOMIJIEMEHTa
KaK HHIAHKATOPHOI CHCTEMBL JLIsi 1LEJI0r0 psila H3yuaeMblX HMMYHOJOTHYECKHX TpOoIeccoB
B Tese coOaKkH, KOTopasi B MOCJeJHee BpeMs CHOBA CTajia CaMbIM PAaCIpOCTPaHEHHBIM BHAOM
TIOJIONBITHOTO ZKHBOTHOTO.

Werte des nativen Komplementes im Blutserum klinisch gesunder Hunde

1. Man titrierte mittels der liblichen Methode eine minimale hdmolytische Ein-
heit des nativen Komplementes im Blutserum der Hunde und errechnete den Durch-
schnittswert der Aktivitdteneinheit des Komplementes klinisch gesunder Hunde.

2. Der Durchschnittswert der minimalen hédmolytischen Einheit des nativen
Komplementes wurde durch Untersuchung von 195 Blutproben von Hunden fest-
gestellt und entspricht einer 9,2 % * 0,68 Serumverdiinnung.

3. Die Veridnderungen der individuellen Aktivitit des Komplementes der wahrend
3 Monaten in regelméBigen Intervallen (zweimal wochentlich) beobachteten gesunden
Individuen wiesen zwar eine leichte Schwankung auf; die Werte bewegten sich jedoch
in Grenzen, die bei einer Gruppe von 195 Hunden festgestellt wurden.

4. Die festgestellten Werte reprisentieren ,Normalwerte®“ des Komplementes als
eines Indikatorensystems fiir eine Reihe von studierten immunologischen Vorgéngen
im Korper des Hundes, der in der letzten Zeit wiederum als Versuchstier bevorzugt
wird.

The Value of native Complement in the Blood Serum of clinically healthy Dogs

1. By the usual method the minimal hemolytic unit of native complement in
the blood serum of dogs was titrated and the average value of the activity unit of
complement in clinically healthy dogs was calculated.

2. The average value of the minimal hemolytic unit of native complement was
established by the examination of 195 samples of blood from dogs and is correspon-
ding to 9,2 % * 0,68 of the serum dilution.
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3. The changes of individual activity of the complement in healthy individuals,
followed up during 3 months in regular intervals (twice a week), showed indeed
a slight variability, but the value remained between the limits found in examining
the 195 dogs.

4. The results gained represent the “normal value” of the complement as an
indicator system for a series of immunologic processes, studied on the dog, which
lately is becoming a very desired animal for experiments.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROCNIK 6 (XXXIV) VETERINARNI MEDICINA 1961 - CISLO 9

Enzymaticky rozbor ejakulata byka s nizkou plodnosti
DHIHMATHYECKHH aHaIH3 IAKYJIAATOB ObIKOB C HH3KOM MJI0J0BHTOCTbIO

Die enzymatische Analyse von Ejakulaten von Bullen mit geringer Fruchtbarkeit

MVDr. Lubomir SLESINGR
Interni odd. Krajské veterindarni memocnice v Senici n. Myj

Doslo dne 6. IV. 1960

Uvod

Intenzivni vyuzivani vysoce vyslechténych domacich zvifat se mtze za uréi-
tych dosud neprobadanych okolnosti projevit postupné klesajicimi vysledky v pro-
duktivité. Takové klesajici tendence dojné uZitkovosti jsou napf. znamé u vysoce
produktivniho skotu. Podobné vysledky jsme zaznamenali i u skupiny byka s pa-
vodni vysokou plodnosti, ktera se bez znamych pfi¢in postupné béhem nékolika
roku stale snizovala. Pozorovani plemenici byli ve véku 5—09 roka a jejich Zivotni
podminky tj. ustdjeni, oSetfovani a vyziva se nezménily. Pri¢iny snizené plodnosti
se strany matky byly vylouceny. Klinicky nejevili plemenici nejmensich dchylek
od zdravotniho stavu.

Vzhledem k negativnimu morfologickému nalezu na pohlavnim aparaté byku,
vitalit¢ a morfologii spermii, jsme se rozhodli zpracovat ejakulaty plemenika po
strance enzymatické. Vysledky aktivit enzymi predkladame v této préci.

Pii studiu literatury jsme byli v prisluném oboru odkazani pouze na né-
kolik citaci. King a Mann (3) zjistovali sorbitol-dehydrogenazu ve spermiich
beranu. Pfipraveny roztok enzymu z beranich spermii katalyzoval reakci sor-
bitol + DPN na fruktézu a DPNH. Ullner a Schmitz (14) uréovali fruk-
tézu ve 113 vzorcich ejakuldti od 30 riznych byka. Mnozstvi fruktézy se po-
hybovalo od 72 mg% do 984 mg%. Byl-li objem ejakuldtu vétsi nez 4 m, vazila
fruktéza primérné 549 mgY%. Byl-li objem pod 1,5 ml, dosahovala 495 mg%.
Presahoval-li pocet spermii v mm® 1 mil., byla fruktéza 437 mg%. Klesl-li pod
500 000. byla 565 mg%. Odstupem ¢asu se hladina fruktézy snizovala. Ostatni
studované price (6, 8, 9, 15) pojedndvaji o enzymech nebo fruktéoze v krevnim
séru zvirat nebo seminalni plasmé ¢loveka.

Pracovni postup a metodika

Sledovali jsme ve své prdci aktivity enzymu: transamindzy kyseliny glu-
tamové oxaloctové GOT, kyseliny glutamové pyrohroznové GPT, aldolazy ALD,
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dehydrogendzy kyseliny mlééné LDH, dehydrogendzy kyseliny jable¢né MDH,
fosfohexoisomerazy PHI a sorbitdehydrogenazy SDH. Dale jsme urcovali obsah
- fruktozy, pH a pocet spermii.

Vysledky aktivit citovanych enzymi v ejakulatech bykt s nizkou plodnosti
jsme v praci porovnavali se skupinou plemenikii s vysokou plodnosti. U danych
soubori vysledka aktivit enzymu jsme posléze stanovili statistickou vyznamnost.

Charakteristiku uvedenych enzymi a metodiku jejich urceni jsme popsali
v pracich 10, 11, 12, 13. Sorbitdehydrogenazu, kterou jsme sledovali v ptedlozené
praci u skupiny malo plodnych byka ve srovnani s ejakulaty 4 byka zdravych,
jsme ur€ovali metodou podle Sevely a Tovarka (9). SDH je charakteri-
zovana jako enzym katalyzujici zvratnou reakci mezi D-sorbitolem a oxydovanym
difosfopyridin nukleotidem (DPN) za vzniku fruktézy a redukované formy
DPNH + H*.

Ejakulaty obou skupin byly ziskiny umélou vaginou a paralelné zpracovany
po pfedchozim ulozeni do ledu. Aktivity enzymu byly uréovany z nativnich eja-
Kulatt bez predchozi centrifugace. Vysledky cnzgmﬂ jsou udany v mikromolech
1 ml/1 hod./pti 37° C. Fruktéza je uddna v mg%.

K fotometrickému méfeni jsme pouzili spektrofotometru podle Kouckého
a kyvet o praméru 12 mm p¥i 505 milimikronech.

Pouzili jsme nasledujiciho fedéni ejakulata: pro GOT, LDH, MDH, PHI,
SOH a fruktézu 1:9, GPT nebylo redéno, ALD 1 :49. pH bylo fedéno pomoci
roztoku 0,9 % NaCL, ktery mél pH 6,5.

Hladina fruktézy byla urcoviana metodou podle Roe (16). Ke stanoveni
pH bylo pouzito pfistroje Kovodruzba EK 21 se sklenénou elektrodou.

Pocet spermii byl stanoven v Biirkerové komaurce.

Vysledky

K vyjadteni signifikance obou soubort jsme pouzili statistické vyznamnosti.
Pro zna¢nou rozdilnost ), u GPT, MDH a PHI byla vyznamnost zptesnéna
vypocitanim korekce (c).

I. Enzymatické vySetieni ejakulatt plemenik s nizkcu plodnosti

f Fruk- | Pocet
Jméno GOT | GPT | ALD | PHI SDH | LDH MDH | t6za | PH spermii
! mg“, v 1 mm?*
S24 0,6 | 1,0 w 26 220 | 001 | 16 | 145 40 | 7,2 | 1,010.000
C 460 50 | 0,53 | 23 225 | 1,12 | 26 | 86 270 | 6,4 830.000
C 180 3,65 04 | 60 | 225 045 60 130 | 90| 59 | 1030000
S04 43 | 0,85 | 175 250 0,06‘ 44 115 | 0| 6,1 780.000
C 339 43 | 046 | 45 200‘ 09 |« 22 | 75 |1250 | 6,0 940.000
S 69 57 | 045 70 210} 0,1 ‘ 4 | 90 | 8 | 58 | 1,710.000
326 4,65| 0,65 | 425 205 095 38 | 90 | 300 | 57 880.000
S25 6,3 | 08 60 | 250 0. | 30 | 5,3 420 | 5,8 1,170.000
$58 43 | 05 | 65 | 190 | 00 \ 3¢ | 80 | 105 | 59 | 1,230.000
C 560 33 | 065 29 200 | 1,3 24 | 25 11.200 | 6,3 580.000
g;g’;‘f&"é 4,1 0,62. 95| 217 0,49‘ 33,8i 75 | 3715| 6.1
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6GL

1I. Plemem’ci s nizkou plodnosti.

Pramérna roc¢ni plodnost

‘ ‘ 1955 | 1956 1957 1 1958
Jméno Stafi Prumerna i | y | Pramérni | y l Pramérni P | Pramérna
I ’ Polet plodnost | . P?CCF | plodnost " Posser \ plodnost | roe | plodnost
! } insemin. v 9 J insemin. ' A } insemin [ v o : insemin. : v 9L
§.24 ! 9r. ’ 558 69,5 | 464 | 55 | 384 ‘ 455 ! 390 | 44,8
D.1 | 9r. 529 197 | 467 " 51,1 , 426 49,9 512 | 49,1
M. 124 1 8r. | 088 64,1 ' 52 | 472 | 400 \ 54,5 l 501 | 500
R. 3 1 8r. | 493 444 | 443 | 428 | 457 51,1 483 | 432
C. 399 s 210 | 65 ; o7 | 591 | 779 50,3 \ 837 | 49,8
Mj. 194 6r. | 246 | 52,0 546 | 498 | 542 ’ 51,7 ‘ 549 50,2
P. 64 5r. 172 | 44,7 \ 546 | 49,8 | 510 \ 44,9 521 43,7
§27 3r. Plodnost neni dosud zjisténa
$.58 50 129 | 644 | 565 62,6 | 707 489 | 533 | 478
C. 560 3r. ’ | | | | 519 | 423
I1I. Enzyvmatické vydetieni ejakulata zdravych plemeniku
Jméno GOT GPT i ALD | PHI k LDH ‘j MDH f F;‘;‘Ef’,zd pH ! Pogc; S
Pr. 42 11 0,2 | 55 130 30 | 27 80 5,95 1,340.000
D.2 9 0,2 20 75 41 36 575 6,6 580.000
D.3 10 0,2 25 60 31 28 925 6,8 1,220.000
M. 194 8 0,4 30 180 22 18 250 5,9 1,090.000
Pr. 85 11 0,2 45 110 28 36 620 6,1 950.000
Ju. 33 8 0,4 38 90 34 22 300 6,0 1,080.000
Al 31 7 0,2 45 77 37 27 200 6,05 1,870.000
Al 32 9 0,1 47 75 22 18 640 6,1 1,180.000
Mj. 235 10 0,3 56 70 40 45 490 6,3 2,140.000
D.1 9,5 0,2 ; 24 73 26,5 328 | 145 7,02 | 970.000
Eg:‘i‘::t;“e 9,25 0,24 38,5 95 31,1 29 ; 442 6,3




Tabulky I a III porovnavaji nazorné aktivity namérenych enzymu. Tabulky
IT a IV udavaji pfehled plodnosti obou srovnivanych skupin plemenikd.

Diskuse

Plodnost Setfenych byka v tab. II je za stejnych podminek primérné o 20,9 %
nizsi nezli je tomu u skupiny sefazené v tab. IV, kde prumérna plodnost pfe-
sahuje 63 %.

IV. Prumérna roéni plodnost zdravych plemeniku

Jméno Stari p ; Y_%i&iﬁ%ﬁ;ci Pocet osemenénych krav
Pr. 42 8r. 67,0 521
D.2 4r. 66,3 487
D.3 4r. 62 387
M. 194 Tr. 57,9 411
Pr. 85 3r. 64,9 166
J.33 6r. 64,8 508
Al 31 4r. 61,9 702
Al. 32 4r. 60,9 508
M;j. 235 4r. 63,6 804
D.1 9r. 67,8 689
V. Sorbitdehydrogenaza v ejakulatu Pii porovhani enzymatickych vy-
zdravych byku sledkit cbou skupin bykd jsme zazna-
; menali prevazné odchylky v transami-
D Cis}o _SDH nazach GOT a GPT. Aktivita transa-
byka odbéru v mikromolech . iy - P
— ‘ minazy GOT byla u plemeniki s nizkou
N-6 129 | 15 plodnosti v prﬁméru. v‘ice nez ‘dvakrét
’ nizsi, kdezto transaminaza GPT u sku-
Mi-3 290 0,2 piny s nizkou plodnosti byla naopak
N-5 127 0,7 vice nez dvakrat vy$si. Normalni na-
Tm 147 | 0,5 mérené hodnoty pro GOT se pohybuji
i mezi 7 az 11 mikromoly, u GPT v roz-

mezi 0,1 az 0,4 mikromolu. Znacné
zvySena byla rovnéz u plemenikii s nizkou plodnosti PHI (217 mikromolu).
Normaélni hodnoty se pohybuiji od 73 do 180 mikromola. Ctytikrat nizsi aktivitu
u plemeniki s nizkou plodnosti jsme nameérili u MDH. Aktivita tohoto enzymu
se pohybuje v ejakuldtu zdravych byki v rozmezi 18 az 45 mikromolt. Ostatni
aktivity enzymatické vykazaly pouze nepatrné achylky.

Prilis rozdilné vykyvy jsme zaznamenali u fruktozy obou sledovanych skupin
plemeniki. U bykd s nizkou plodnosti bylo rozpéti fruktézy od 0 do 1250 mg%,
kdezto u byku zdravych pouze v mezich 80 az 925 mgY%. U obou skupin si celkem
odpovidaly hodnoty pH. Pocet spermii byl v priméru nizsi u plemenikli s nizkou
plodnosti. Na zdkladé nasich vysledka nemuzeme potvrdit vliv mnozstvi spermii
na aktivity enzymi, jak by se snad dalo predpoklidat u SDH v prici nga
a Manna (3).
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VI. Vysledky statistickych hodnot

. . o s o Vyznamnost
< Y
Enzym l N I 2 | Statistické hodnoty tordili
| ]
i Z, ’ 1,183 |
GOT - e P T=805P-< 01 % ++
1 N, 1,536 ]
o _‘) 7 1 0,0237 | o
GPT — S| S T.= 200 P.< 0,1 9%
i N, 0,06 |
| =z 11,88 | B e
ALD ‘ - SR - . ‘ T=135P>5Y =
! N, } 16,0 |
| =L —
Zi 6,64
LDH ‘; - . T=18P>5% :
TN, L8
A _
MDH —_— | T =061P>5009 0
| N ] 1%
' Z, 332
PHI . P iy 1,09 P 5 9% s
N, 18,75 |
o z, 05 | N o
SDH T=23 P<59% |
N, 0,241

N Stupen volnosti soubora
T nalezena vyslednice stupné volnosti
P stupen vyznamnosti

X smérodatna odchylka

Labilita obsahu fruktézy v ejakuldtech je v pisemnictvi znama a jeji rozdilné
hodnoty se pripisuji kapacité akcesornich zlaz pohlavniho aparatu (5).

Na zdkladé statistické vyznamnosti, které jsme pouzili pro zpresnéni vy-
sledk aktivit nizkého poctu sledovanych byki, se priméry transaminaz GOT
a GPT v obou souborech vyznaéné lisi s pravdépodobnosti mensi nez 0,1 %.
(GOT T=38,05P<01%), (GPT T=20P<0,1%). U SDH se priméry
obou soubort 1isi s pravdépodobnosti mensi nez 5 %. Ostatni sledované aktivity
enzymui nejsou statisticky vyznamné. Vyznamnost rozdilu viz v tab. VI.

Ze zakladi vysledka statistické vyznamnosti zminénych enzymu vyplyva
praktické vyuziti jejich aktivit u pripadui jiz v preprodromalnim stadiu, kdy kli-
nické ani morfologické zmény nejsou jesté patrné.

Z davoda hospodarnych jsme si nemohli dovolit soucasnou kontrolu histo-
logickou.

Souhrn

P#i studiu aktivity enzymt GOT, GPT, ALD, MDH, LDH, PHI, SDH, dale
pH a fruktozy v ejakulatech plemeniki s vysokou a nizkou plodnosti, byla sta-
novena rozdilnost aktivit enzymu s vyraznou statistickou vyznamnosti pro trans-
amindazy kyseliny glutamové oxaloctové a transamindzy kyseliny glutamové
pyrohroznové s pravdépodobnosti mensi nez 0,1 %. U sorbit-dehydrogenézy
s pravdépodobnosti mensi 5 %.
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Na zdkladé vyraznych rozdila v aktivité GOT a GPT usuzujeme na alteraci
fyziologické cinnosti pohlavnich zlaz vysetrovanych plemeniki, ktera se projevila
klesajici schopnosti oplozovaci.
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DH3UMATHYECKHI aHaJIn3 IAKYIATOB ObIKOB € HHU3KOH M.IOJOBHTOCTBIO

I1pu uayuenun akrusroctd suzumos GOT. GPT, ALD, MDH. LDH, PHI, SDH na.ee
pH 1 ¢pykrTo3sl B 35Ky siTaX ObIKOB-MPOH3IBCHTEICH € BLICOKCIT 11 HH3KOIT N10/J0BHTOCTBIO
ObII0 YCTAHOBJACHO PA3INIHE AKTHBHOCTEIl H3HMOB ¢ SIBHOI CTATHCTHYECKOI 3HAUHMOCTBIO
JI51 TpaHcaMHHa3bl [AVTAMIHOOKCAVKCYCHOIT KHCI0TLL H TPAHCAMHIA3EL T.1V TAMHHOTIHPOBHHO-
rpaanoit KueJotel ¢ sepositioctbio mcnee uen 0,1 %. Y copduta seruaporenasa ¢ BeposT-
noctbio Menee 5 %.

Ha ocuose sipko uipamennuix pasumnii 8 akrisiocrd GOT i GPT npuxoanm x 3a-
KJIIOUEHHIO a/1bTePHAIlHH (PH3HOJOTHUECKOIl J1esTe IbHOCTH TI0JOBLIX 2Ke1e3 00¢1eyeMblX Obl-
KOB-IIPOH3BOHTE €], KOTOPast NPOABHIach B CHHAKAIONLEHCS OII010TBOPSIIOULEN CIOCOOHOCTH.

Die enzymatische Analyse von Ejakulater von Bullen mit geringer Fruchtbarkeit

Beim Studium der Aktivitit der Enzyme GOT, GPT, ALD, MDH, LDH, PHI,
SDH, ferner von pH und der Fruktose im Ejakulat von Bullen mit hoher und niedri-
ger Fruchtbarkeit wurde die verschiedene Aktivitidt der Enzyme festgestellt bei aus-
geprigter Bedeutung der Transaminase der Glutam-Oxalessigsaure und der Trans-
aminase der Glutam-Brenztraubensiure mit einer Wahrscheinlichkeit kleiner als
0,1 %. Bei der Sorbitdehydrogenase mit einer Wahrscheinlichkeit kleiner als 5 %.

Auf Grund dieser ausgepriglten Unterschiede der Aktivitit der GOT und GPT

schlieBen wir auf eine Alteration der physiologischen Titigkeit der Geschlechts-
driisen der untersuchten Bullen, die sich in sinkender Befruchtungstihigkeit duBerte.



SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROCNIK 6 (XXXIV) VETERINARNI MEDICINA 1961 - CISLO 9

Analytika organofosfatu II.
Kvantitativni stanoveni amidofosfata
Ananutuka opranotocharos Il. Ksanturarusnoe onpejeneuite amuiodpocdaros

The Aanalysis of Organcphosphates II. The quantitative Determination of Amidophos-
phates

Inz. Zdenék STRANSKY, MVDr. Stan. BENES
Veterinarni vysetfovaci stanice, Olomouc, Fierlingerova 7

Uvod

V minulém sdéleni (10) jsme se zabyvali kvalitativnim uréenim amido-
fosfata. Jako typického zastupce této skupiny organofosfati jsme si vybrali
Schradan-OMPA (1).

ey N

O ()
(CH,),N N(CHy), I
JP—0-PZ
(CH,),N N(CH,),

Pti kvalitativnim urceni jsme prokazovali obé slozky vznikajici kyselou
hydrolyzou vzorku, tj. kyselinu fosfore¢nou a sekundarni amin. Sekundarni amin
jsme urcovali fadou zptisobt. Na zikladé zkulenosti z této prace jsme ke kvanti-
tativnimu stanoveni Schradanu (nebo jinych amidofosfata) zvolili stanovit OMPA
jako dimethyldithiokarbamidan médnaty (I1). Soucasné jsme poméry pii stanoveni

CH,

N — CH,
S=C{ Ny 1I
S Cu
5
kontrolovali paralelnim urcenim kyseliny fosforecné.

Stanoveni organofosfati je v poslednich letech vénovdna znaéna pozornost.
Nejuzivanéjsi jsou metody neprimé-biochemické, které sleduji inhibiéni ucinek
organofosfati na cholinesterazu. Bud je vyuzito zmény pH pri uvoliovani ky-
seliny octové z acetylcholinu (metoda Pokrovského), nebo tvorby
intenzivné zbarvené zelezité soli prislusné hydroxamové kyseliny vznikajici
z acetylcholinu nerozlozeného (metoda Fleische a Poppeové). Zpisobu
zalozeného na méfeni zmén pH bylo uzito i ke kvantitativnimu stanoveni aktivity
cholinesterazy pti klinickych vysetfenich (1). Podle nasich zkuSenosti je pro to-
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xikologickou laboratot vysledek biochemické zkousky vlastné diagnézou. O druhu
_organofostatu a o kvantitativnich pomeérech pti otravé musi pak rozhodnout
metoda chemické analyzy. Jiné pomeéry jsou pri klinickém vysetreni, kde maji
biochemické metody pro svou jednoduchost primit.

Ke stanoveni samotného Schradanu bylo dosud uzito ruznych zplsobu, a to
jednak v syntetickych a komeré¢nich preparatech, jednak v rostlinném materidlu.
Tak pro praci s rostlinnym materidlem byl vypracovdn zpusob uzivajici tvorby
molybdenové modii (2, 3). Jini autori povazuji metodu vanadofosfomolybdeno-
vou za spolehlivéjsi pro stanoveni fosforu (4). Kolorimetrie kovovych soli kyseliny
dialkyldithiokarbamidové bylo uzito k stanovenim ruzného druhu. O kolorimetrii
fady kationtt pojednava obsazny referat (5). Sirouhlik urcoval timto zpusobem
Soucek (§). Bylo vypracovano i stanoveni dimethylaminu v biologickych te-
kutinich jako dimethyldithiokarbamidan médnaty (7). Kombinace destila¢ni a ko-
lorimetrické metody bylo uzito v praci (8).

Pokusna c¢ast
1. Pouzité pristroje a chemikalie

Erlenm. banky 100 ml NZ 29/32 se zpétnym chladicem.

Délici nalevky 150 ml.

Odmeérné banky 25, 50, 100 a 250 ml.

Malé sklenéné frity S-1.

Olejova lazen s regulaci teploty a michadlem.

Kolorimetr Lange-Universal.

Brussels Sytam s 40 % Schradanu.

Roztok obsahujici ptiblizné 0,1 % Schradanu.

Chloroform p. a.

Petroléter (frakce 40 —60° C).

Sirouhlik p. a.

1 N H2S04, 0,02 N HCI, 0,02 N NaOH, 0,01 N AgNOs, 30 % NaOH.
Roztok tetrahydratu kyselého foslorecnanu sodnoamonného p. a. odpovida-
jici 20 ug OMPA/ml.

Roztok dimethylaminhydrochloridu odpovidajici 20 ug OMPA/ml.

Kovovy cin.

Molybdenan amonny cisty.

Siran sodny bezvody.

Médnaté cinidlo: 0,1 g krystalického siranu médnatého rozpusténo v 5 ml
vody a doplnéno do 100 m! konc. amoniakem.

2. Kalibrac¢ni krivky

Z hydrolytické rovnice plyne, ze z jedné molekuly OMPA vzniknou 4 mo-
lekuly soli dimethylaminu a 2 molekuly kyseliny fosforecné.

Standardni roztoky pro zméfeni kalibra¢nich kiivek byly pripraveny tak,
aby odpovidaly 20 ug OMPA/ml.

a) Kalibraé¢ni kfivka dimethylaminu

Do odmérné bainiky 1000 ml bylo navazeno 0,2280 g hydrochloridu dimethyl-
aminu Cerstvé prekrystalovaného z alkoholu a alkoholéteru. Hodnota zékladniho
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roztcku byla zkontrolovana jednak titraci 0,02 N NaOH (po destilaci), jednak
titraci 0,01 N AgNO; a upravena tak, aby roztok odpovidal presné 200 ug
OMPA (2279 ug hydrochloridu dimethylaminu) v 1 ml. Pfi obcu titracich bylo
pouzito potenciometrického zpisobu indikace bodu ekvivalence. Pied vlastnim
zhotovenim kalibracnich krivek bylo 10 ml zikladniho roztoku doplnéno v od-
mérné bance 100 ml po znacku. Postup pfi vyvolani zbarveni je uveden v na-
sledujici kapitole.

b) Kalibraéni krivka fosforu

Do odmérné banky 1000 ml bylo navazeno presné 0,2915 g tetrahydratu
kyselé¢ho fostorecnanu sodno-amonného (odpovidd 200 ug ‘OMPA/ml). Pro zho-
toveni ka.ibraéni ktivky bylo 10 ml tohoto zakladniho roztoku doplnéno v odmérné
bance 100 ml po znacku.

3. Vlastni pracovni postup

Stanoveni OMPA bylo provedeno v obsahu zazivadel, jatrech, moci a exsu-
datu. Kromé toho i na pokozce, kozesiné a chlupech (pfi pottisnéni kontakini
aplikaci). Postup pfi zpracovani tekutin je jednodussi.

Vzorek byl trojnasobné extrahovin vedou a ve dvou az tfihodinovych in-
tervalech kvantitaiivné liltrovan pres velkou iritu nebo pzes Biichnerovu nalevku.
Spojené vodné extrakty byly vytrepavany 20 ml petroléteru. Vodna vrstva byla
odpusténa do dalsi délici nalevky, petroléter vytiepan jesié 10 ml vody a vodna
vrstva pripojena k hlavnimu podilu. Jestlize se vytvorila na rozhrani péna, byla
vedna vrstva nejprve co moznd kvantitativné cdpusténa a péna odstranéna né-
kelika kapkami methanolu. Vodna vrsiava, ktera obsahuje vsechen OMPA, byla
opatrné protrepavana dvakrat 10—15 ml chloroformu. Chloroform byl vpudtén
do Erlenmayerovy banky 100 ml, v niz bylo ptedlozeno 20 ml 1N H,SOj4, byl
p-ipojen zpétny chladi¢ a banka byla ponorena do olejové lazné vyhraté na 70
az 80’ C. Chloroform byl oddestilovan (do chiadiée se nevpusti voda). Je mozno
téz chloroform vyhnat proudem vzduchu. Pak byla do chladie vpusténa voda,
teplota lazné zvysena na 110" C. Hydrolyza je skcnéena za 2 hodiny. Ch.adi¢
byl vyplachnut malym mnozstvim vody a hydrolyzidt doplnén po znacku v od-
mérné bance 50, 100 nebo 250 ml (podle ocekdvaného mnozstvi OMPA).
Alikvotni pod:l (nejlépe cdpovidajici 20 —200 ug Schradanu) byl napipetovan
do délici ndlevky 150 ml, ptiddno 0,2 ml sirouhliku, 5 kapek 30%niho NaOH,
1 ml médnatého ¢inidla a 10 ml chloroformu. Po vytfepani byla chloroformova
vrstva odpusténa pres ridkou fritu, na niz byl navrstven bezvody siran sodny.
Extrakce byla opakovana jesté jednou deseti a pak péti mililiiry chloroformu.
Extrakty zfiltrované do odmérné banky 25 ml byly doplnény chloroformem po
znacku. Zlutohnédé zbarveny roztok dimethyldithickarbamidanu médnatého byl
proméfovan na kolorimetru Lange-Universal pfi spektrdlnim filtru s maximalni
prepustnosti pti 435 mu. Byly pouzity kyvety obsahu 10 ml uzatkované korkovou
zatkou obalenou hlinikovou folii, aby se zamezilo odpafovani chloroformu bé-
hem meéreni.

Soucasné byl v jiném alikvotnim podilu stanoven fosfor obvyklym zptsobem.
Kolorimetrie byla provedena na témz pfistroji s fitrem RG-2.

Pro biologické tekutiny byl cely postup jednodussi tim, ze odpadla zdlou-
hava a pracovné naro¢na vedna extrakce. Vzorek byl vhodné zfedén vodou a ihned
zapolato s petroléterovou extrakcei. Dalsi postup je stejny.
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4. Experimentalni otravy

Ucinek organofosfati na teplokrevna zvitata neni doposud spolehlivé vy-
Setfen. 4 literatury (12) je vSeobecné znama inhibi¢ni schopnost organotosfa.a
pro skupinu hydrolytickych fermentt, pro cholinesterazu a acetylcholinesterazu.
U zvirat dochazi ke zvyseni hladiny acetylcholinu v krvi, parenchymatoéznich
organech a v centra.ni nervové soustavé. Dochazi ke zvysené drazdivosti nervu
vagu. kxperimentalni otrava byla provedena u 5 kraliku, a to u dvou kraliki
po kontaktni apl.kaci, u tfi po aplikaci perordlni. K vyvolani otravy bylo pouzito
Schradanu v 0,5—1Y%nim roztoku jako postriku na hrbet kraliku nebo jako pri-
davku primo do krmiva. V jednom pripadé byl kra.ik otraven travou, ktera byla
tyden p.ed posecenim postiikdna 1%mnim roztokem OMPA.

V nasledujicim jsou popsany klinické priznaky a pitevni nélez, vyskytujici
se u krélika, kieré byly vyvolany akutni tézkou otravou pri peroralni aplikaci.

Klinické priznaky: Po uplynuti 30 minut od podani potravy (kapusty s 20 ml
1%niho roz.oku Schradanu) dostavuje se u kralikii neklid, ktery se s postupem
¢asu zesiluje a p.echazi v koiikové bolesti. Kra.ik ¢asto uléha na bficho, predni
koncetiny jsou natazeny dopredu a do stran, zadni koncetiny jsou natazeny smé-
rem dozadu. Projevuje se na nich zvyseny tonus extenzoru. Nastdva svédéni kaze
na mistech zasazenych organoiosfatem, coz se klinicky projevuje castym skraba-
nim a olizovanim. Postupné se dostavuje salivace se zvySenou sekreci nosni.
Frekvence dechu je ponékud zrychlena a srde¢ni rytmus je zpomalen. Kralik je
apaticky, chizi ma nejistou, vravoravou, cas.o smérem dozadu. Po uplynuti 45
minut od peziti potravy se dostavuji zaskuby svalstva, které pozdéji prechaze;i
v kionicko-tonické kiece. Auskultaci plicniho pole je slySet jasné piskoty a vrzoty.
Po uplynuti jedné hodiny kralik lezi na brise ve shora popsan¢ poloze, dostavuji
se tézké brisni bolesti, pri nichz kralik vydava bolestivé zvuky. V brzké dobé
dochazi k exitu v poloze brisni s hlavou ponékud vztyéenou.

Pitevni nalez: Oedem plic, parenchymatézni degenerace jater, oedem stény
zaludku v krajiné pyloru, akutni kaiaralni zanét stiev, oedem centrilniho nervstva,
krvaceniny ve sliznici mo¢ového méchyie a tenkého stieva, krev je srazend, barvy
tmavocervenohnedé.

Béhem minulého roku jsme provadéli pitvy uhynulych zajici z terénu, kde
bylo pouzito Schradanu k tlumeni rostlinnych skudca. Pitevni nalezy byly shodné
s nalezy, které jsme si ovérili pri experimentalni otrave kraliki. Chemické zkousky
(pouze kvalitativni) byly rovnéz pozitivni.

Vysledky analyz experimentidlné otravenych kralikd jsou uvedeny v ta-
bulce III.

Vysledky a diskuse

Hlavnim tkolem prace bylo vybrat nejvhodnéjsi a nejpresnéjsi metodu kvan-
titativn ho uréeni amidofosfatu, zjistit reprodukovatelnost a interferujici vlivy pri
jejich stanoveni jako sekundarni amin a dale, ma-li i stanoveni fosforu analyticky
vyznam. Od uréeni fosforu jsme si puvodné neslibovali dobré vysledky, pokusy
vsak ukazuji, ze pri uvedeném postupu lze i na toto stanoveni brat zretel.

Radou pokusi byla ovéfena reprodukovatelnost stanoveni OMPA jako di-
methylamin a fosfor v pripraveném priblizné 0.1 %nim roztoku Schradanu. V ta-
bulce I jsou zachyceny poméry ptfi hydrolyze a rozdélovani mezi petroléter a vodu
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* ... extrémni hodnoty.

) Pokus &islo
Druh stanoveni u e e
1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 7 | 8 9 | 10 | n | 12
; |
Prima hydrolyza Amin 13,15* 11,20 11,45 10,50 10,95 11,25 11,00 11,15 10,70 I 10,95 11,40 11,10
10 ml1 0,19, OMPA Fosfor 10,48 . 11,12 11,14 11,08 11,74*| 11,16 10,47 10,84 10,53 i 10,61 11,46 10,88
Extrakce 1 ~ 10 ml Amin — | 870 | 9,22 9,85 -- | — -
chloroformu Fosfor — | 870 | 944 9,67 - - ’ =
| |
B S| (VI P . e ‘
\ | ‘
Extrakce 2 » 10 ml Amin 7,85% 10,25 ’ 10,55 | 11,70% 9,90 | 10,95 | 10,35 | 10,05 | 10,35 10,70
chloroformu Fosfor 8,76* 9,69 ' 10,04 | 11,11 10,61*} 10,84 | — 10,31 9,71 | 10,12 = 10,70

o i - I | S I
Extrakce 3 » 10 ml Amin | 9,05*! 10,15 l 10,80 | 11,15 { 10,55 \l 10,85 | — - | 10,85
chloroformu Fosfor | 8,76% 9,49 | 10,64 | 11,00 | 11,40% 10,69 = — - | 10,72 |

" - SR SR ) SR S
Extrakce 1% 10 ml Amin | — s - o = | 1045 | 10,95 | 10,55 | . .
petroléteru Fosfor | 1 = i — - — 10,80 | 10,72 10,64 |
(hydrolyza vodné vrstvy) \ ' \’ | ’ | ,

. — SN, | — ST |, SR | SRR, (N SIS ST | SR ST
Extrakce 2+ 10 ml Amin | = | } - | - | 1035 } - - | 10,85 | 11,20 | 11,00
petroléteru Fosfor | ‘ i ~ | 10,69 | | 10,53 11,42 13,60*
(hydrolyza vodné vrstvy) | | | ( ( ‘ ‘ _ |

- — \ - — |
Extrakce 2 « 10 ml Amin | P = = = o= | =] 1005 | 1000 | 10,70 | 10,45
petroléteru a 2 < 10 ml Fosfor - - ~ - - — 10,01 10,10 10,45 10,58
chloroformu
Hydrolyza vodné vrsEvy Amin - - stopy 0 0,85 | stopy - 0,65 | stopy 0,55 0,50 | stopy
extrahované 2 x 10 ml Fosfor — — 0 0 1,06 0 - 0,48 | stopy 0,53 0,50 | stopy
chloroformu
Hydrolyza petroléterové Amin - — — — — 0 0 0 0 0 0
vVIStvy Fosfor — - — — — — 0 0 0 0 0 0

Ke vSem stanovenim pipetovano 10 ml priblizné 0,1%niho Schradonu.



a chloroform a vodu. Z tabulky vyplyvd, ze dvojnasobna extrakce OMPA chlo-
roformem z vodné vrstvy davd prakticky stejné vysledky jako extrakce trojnasobna.
Pri extrakci petroléterem zustavi OMPA kvantitativné ve vodné vrstve.
Reprodukovatelnost byla ovéirena vypocétem pravdépodobnych relativnich
chyb. Rada pokusi, v nichz bvla kolorimetrickd méreni provedena po p¥imé hy-
drolyze 10 ml pfiblizné 0.1 % nilio Schradanu, davi tyto vysledky:
Presnost jednot'ivéhe stanoveni je:

xa = 11,06 == 0,19 mg OMPA tj. 1,7 % pro amin a
xp = 10,93 = 0,22 mg OMPA, tj. = 2,0 % pro losfor.

Presnost stanoveni stiedai hodnoty je:

%a = 11,06 == 0,06 mg OMPA, tj. %= 0,55 % pro amin a
%p = 10,93 = 0,07 mg OMPA, tj. == 0,65 % pro foslor.

Dalsi fada vzorkd, s nimiz byl proveden cely pracovni postup vykazuje pocho-
pitelné vétsi variabilitu. I zde bylo brano k praci 10 ml priblizné 0,1 Y% niho
Schradanu. Pro cely pracovni postup je presnost jednotlivého stanoveni:
xa = 10,53 = 0,25 mg OMPA, {j =24 % pro amin a
xp = 10,39 = 0,35 mg OMPA, tj = 3.3 9% pro foslor.
Presnost stredni hodroty je:
0

a= 10,53 = 0,07 mg OMPA, tj. = 0,7 % pro amin a
%p = 10,39 == 0,10 mg OMPA, tj. = 0,95 % pro foslor.

Z uvedeného vyplyvi, ze pri stanoveni aminu se dopoustime mensi chyby,
ze tedy urceni OMPA jako dimethvlamin je reprodukovateln¢isi, nez uréeni jako
fosfore¢nanovy ion. Rovnéz z tabulky je vidét, ze musel byt vyloucen vétsi pocet
hodnot stanoveni fosforu jako extremnich. Vétsi presnost stanoveni dimethylaminu
je ddna i tim, Ze pfi kolorimetrii pouzivame spektralniho filtru s maximalni pro-
pustnosti pii 435 mu. Prive pri této hodnoté vykazuje extinkeni kiivka méd-
natého komplexu maximum Nevyhodou kvantitativnibo urceni OMPA jako fos-
foru jsou rovnézi zkreslene vysledky vzdy tehdy, nedbdame-li azkostlivé o cistotu
pouzitého skla.

l,‘

L

Z porovnani stfednich hodnot vzorkl primo kolorimetrovanych a zpracova-
nych dplnym postupem plyne, ze z biologického materialu lze ziskat asi
95,5 = 2,9 % OMPA. Dokonala izolace zdvisi nejvice na tplném oddéleni chlo-
roformové vrstvy.

Tabulka II ukazuje, ze z biologického materidlu nejsou bézné izolovany
zadné sekundarni aminy. Vice prekvapuje, ze i nalezené mnozstvi fosforu jsou
nejvyse stopova. Lze tedy i hodnotam fosforu pripsat analyticky vyznam. To je
dano vyhodnymi izola¢nimi vlasinostmi OMPA. Je totiz velmi dobte rozpustny
ve vodé, dokonale v chloroformu a prakticky nerozpustny v petroléteru. Tak je
umoznéno oddélit OMPA od anorganickych fosfat i jinych interferujicich latek
obsahujicich fosfor. V tabulce II je rovnéz sledovina stilost OMPA v obsahu
zazivadel ponechaném tri dnv pri laboratorni teplote. Ukazuje se, ze nalezené
hodnoty Schradanu za téchto podminek jsou asi 70—85 % dodaného mnoZstvi.
Svédéi to pro pomérné znacnou stilost tohoto organofosfatu v biologickém ma-
terialu.

Tabulka III uvadi vysledky vysetreni provedenych u kralika otravenych riz-
nymi davkami OMPA. Vidime z ni, Ze neni mozno pouzit ke stanoveni Schradanu
jater a exsudédtu, protoze nalezend mnozstvi jsou mala nebo stopova. S vyhodou
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lze pouzit obsahu zazivadel a hlavné moci pri peroralni aplikaci nebo pokozky
¢ chlupt pri kontaktni aplikaci. Nejvyhodnéjsi se ndm jevi vySetfeni moci. Zde
jsou hladiny OMPA nejvyssi a nadto je prace s mo¢i kratsi a snazsi. Pfi praci
s mo¢i je oviem nutno zachovavat jistou opatrnost. Dowden totiz uvadi (7),
7e v moci jsou obsazena ur¢itd mnozstvi dimethylaminu. Udava, Ze v lidské moci
je 5—6 mg a v mo¢i skotu 20 —40 mg dimethylaminického dusiku v jednom litru.
Tyto hodnoty byly kontrolovany a dosli jsme k dobré shodé v mnozstvi nalezeného
dimethylaminu s uvedenou citaci. Bylo nutno zjistit, zda pritomny sekundarni
amin neinterferuje pii stanoveni Schradanu.

Reakce moc¢i je normdlné slabé kyseld, dimethylamin je v ni pfitomen ve
formé soli, ktera neni extrahovatelna do chloroformu. Pracovali jsme dmyslné
i s moci, jejiz pH bylo upraveno na 7—9 a zjistili jsme, ze ani v téchto vzorcich
neni stanoveni ru$eno. S moci jsme pracovali podle odstavce 3. Skute¢nost lze
vysvétlit dvojim vlivem. Jednak dimethylamin jako slaba baze neni pfi pH = 7
az 9 dostate¢né uvolnén ze své soli, jednak i jako volny, je znacné rozpustny ve
vodé. Je znama skutecnost, ze alifatické aminy jsou ve vodé rozpustnéjsi, nez
odpovidajici alkoholy. Je tedy pravdépodobné, ze rozdélovaci koeficient dimetyl-
aminu mezi chloroform a vodu je maly. Zavérem lze prosté rici, ze p¥itomnost
dimethylaminu v mo¢i nerusi stanoveni OMPA, pracuje-li se podle postupu uve-
deného v experimentalni ¢asti. Jelikoz pH moci je variabilni hodnota, doporu-
¢ujeme u vzorkd s vyssim pH upravit aciditu ptiblizné na hodnotu 5.

Byl zjistovan i vyznam jinych interferujicich vlivii. Tak pritomnost primar-
nich a terciarnich amint nerusi. Vliv interference rostlinnych barviv je rovnéz

11,
Druh ‘ l VySetrovany vzorck
zvifete | - ) - S - A I
‘ obsah zaZivadcl { mot | chlupy
|
ClAmin | 0 00 - - | .
Slepice | —— | ‘ ,,! ‘ S— ) SO | S
. Fosfor | stopy' 0 0 - | - - b — —
SRR (P ol W, | LW B S ASuneh Sy Wt st Wl
\ ( ; \ ‘ a_| | l |
Amin | 0 0 - 9,25 0 0 0 0 |0
Realk | omm | 0 90— I S .l NG Ml M
’ | a | 1
Fostor | 0 | 0 | —| o8| | 010}010 0
‘ ‘ | a | a | a ' ! ‘ o
| Amin | 0 | 0 | 0| 705 85 83| 0 0 | = | =
Sele E———— e e ‘ - SO | TS VT (RSN NS—
a a | a \ ;
‘ Fosfor " stopy | 0| 0 | 7,46 9,24 ‘ 8,86 | 0 g | = [ — —_
' Amin 0 oo | — | - o| -| =] —| -
Vept — | |- ‘ |— ‘
Fosfor 0 ‘ o| O i ‘ 0 ‘ } - =
, Amin 0 00 | = G| 0] =] =] —
Jalovice | SR = S L. =t Lo
Fosfor 4‘ stopy\ stopy| O i ’ 0| 0 == = -
| |

Vysetifované vzorky nebyly vazeny.
a ... ke vzorku pridano 10 ml asi 0,1%niho OMPA, ponechano 72 hodin pri
laboratorni teploté a pak zpracovano. Nalezené hodnoty jsou udany v mg OMPA.
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zanedbatelny. Zkouseli jsme analyzovat obsah zazivadel kralika krmeného mrkvi
a zjistili jsme, ze ani karoteny nerudj stanoveni dimethylaminu. Izoluji se totiz
do petroletherové vrstvy. V pripadé ze se petroléter pii vytfepavani zfetelné
barvi, doporucujeme extrakci petroléterem zopakovat. Kdyby ani to nepomohlo
(i kdyz jsme se s podobnym pripadem nesetkali), zbyva stile jest¢ moznost di-
methylamin oddélit destilaci.

K zavaznym chybam a vyssim vysledkam by vedl styk vzorkii béhem pra-
covniho postupu s gumou. Veskerou prici nutno provadét v zdibrusovém skle.
Vyssi vysledky by zavinil i zdkal jemne rozptylené vody v chloroformu pti kolo-
rimetrii dimethylaminu. Zakal byl odstranén filtraci pres vrstvu bezvodého siranu
sodného. Vyjasnéni chloroformu lze vsak dosici i pridanim nékolika kapek alko-
holu (9).

Obtize vznikaji, tvofi-li se pénovita emulze pti vytrepavani vodného extraktu
nebo moée chloroformem. Nepodatilo se nam uspokojivé zamezit jeji tvorbé che-

I1I. Pokus na kralicich
l;?;‘:)s } Aplikace Vzorek . Navazkavg Nalezeno mg®, OMPA
|
| Amin 3,37
1 | kontaktni chlupy 10 : I i A,
Fosfor 3,82
N ! o i Amin 219
2 | kontaktni chlupy 5 o —
[ Fosfor 2,44
| — - - - —
l obssali 54 Amin , ) 2,66
% zazivadel Fosfor 3,18
‘\ Amin 8,06
3 | peros [ mot 10 e =
Fosfor 8,94
; Amin 046
o 85 RS
. TR ? Fosfor 0,38
i obsah 35,7 _‘Amm o 4,76 o
| zazivadel ' Fosfor 3,55
| [ o |
| | Amin 0,47
4 per os | exsudat 3 =5 = o
| Fosfor 0
l | | Amin 0,32
jatra 10 S
‘ Fosfor 0,45
p— " ‘vAmm - 4,35
zazivadel Fosfor 4,51
|  Amin 9,44
5 per os moc 20 — = e
’ Fosfor 11,00
| Amin 6,95
trava ‘ 100 —_—
Fosfor 7,23
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mickou cestou, a proto musime doporucit pouze opatrné a mirné vytrepavani.
Vznikne-li presto na rozhrani emulze, nutno vytrepavani opakovat trikrat, aby-
chom dosahli co mozna kvantitativniho oddéleni OMPA.

Spornou otizkou je stilost médnaté soli kyseliny dimethyldithiokarbamidové
v chloroformu pti kolorimetrii. Nékteti autofi uvadéji, ze je zbarveni stalé 30
minut, jini tvrdi, ze nedochizi k poklesu intenzity do tfi hodin. S poslednim
udajem se shoduji nase zkuSenosti. Nutrnio ovsem upozornit na praci (6), kde se
udava, ze ptridavek triethanolaminu stabilizuje zbarveni na dobu 3—5 dni. Ne-
vime ov$em, zda se timto zasahem neporusi platnost Lambert-Beerova zakona
(normalné muzeme ftedit prilis zbarvené vzorky chloroformem).

Z porovnani tabulek I, II, III je vidét dalsi zajimava skuteénost. V tabulce
I jsou hodnoty OMPA, nalezené na podkladé meéreni koncentrace fosforu, teméf
vzdy o malo nizsi, nez hodnoty nalezené na zakladé méreni koncentrace dimethyl-
aminu. Tento zjev je ddn okolnosti, ze prepocitivime vysledky na ¢isty Schradan,
zatimco obchodni preparaty, s nimiz pracujeme, obsahuji dalsi vice ¢i méné ucinné
soucasti s jinym ekvivalentovym pomérem aminu a fosforu. Jedna se hlavné
o slcuceniny III a IV.

Ve ~
B 0 R 0
R-P=0) ! 1 | CH,
R Il R-P-0-P-0-P-R IV R= >N
P i | CH,;”
R o R
!

Pfi prepocitavani tedy zfrejme prevazuje vliv slouceniny III, kterd obsahuje re-
lativné méné fosforu.

V tabulce IT a III jsou vsak naopak hodnoty OMPA pocitané z meéreni
fosforecnanu vyssi. Tuto okolnost by bylo mozno vysvétlit dvojim zptisobem. Jedna
se vzdy o vzorky vystavené delsimu puasobeni biologického systému (hlavné za-
ludecnich stav). Mohlo by tedy dojit k selektivni hydrolyze jedné slozky technic-
kého produktu tj. slouceniny 111, IV nebo OMPA. Vzhledem k tomu, Ze relativni
mnozstvi fosforu vaei dimethylaminu stouple (absolutni mnozstvi pochopitelné
klesa), musela by se nejsnaze hydrolyzovat sloucenina III obsahujici relativné
nejméné fosforu. To je vsak kineticky nepravdépodobné a potvrzuje to i prace
(4), podle niz se v alkalickém prosttedi hydrolyzuje nejsnaze slouéenina IV,

Druhé vysvétleni je pravdépodobnéjsi. V literatutre se uddva (11), ze vlastnim
inhibitorem cholinesterazy neni samotny OMPA, ale jeho metabolity zejména
slouceniny, které bychom mohli nazvat N-oxydy. Tim je snad &ast dimethylami-
novych skupin trvale metabolicky blokovana a jejich relativni analyticky zjisti-
telné mnozstvi klesne. Podobné oxydaéni produkty vznikaji i v rostlinich a i zde
byly nalezené hodnoty dimethylaminu nizsi, nez u paralelniho stanoveni fosforu.

Rozdil v téchto nalezenych hodnotach by tedy mohl dat obrazek o tom,
jak ktery organismus intenzivné vytvari vlastni toxické agens. Rozdily ovsem
nutno posuzovat opatrné, ptripad od pfipadu, nebot nemuzeme vzdy zabranit izo-
laci stopovych mnozstvi fosloru i z ,¢istého” materidlu. Tato stopovd mnozstvi
mohou ponékud zvysovat rozdily mezi hodnotami fosforu a aminu ve vzorku.*)

Pozn.: Uvedena metoda je selektivni pro skupinu amidofosfati. Kvantitativni
stanoveni je provadéno az po predbéznych dukazech kvalitativnich. Skute¢nost, Ze
jde o organofosfat nam ukaze rychla a jednoducha zkouska biochemicka, napr. zkous-
ka Pokrovského. Dikaz sekundarnich amint a fosforu po hydrolyze kvalifikuje pak
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Souhrn

Tento piispévek je druhou cisti prace publikované ve Veterinarni mediciné
¢ 12, roé. 1960, str. 913. Autor popisuje svou metodu stanoveni amidofosfatii.

Vyhodou uvedené metody je to. ze je prima a selektivni. Jeji pomoci zjistu-
jeme, nejen Ze se jedna o otravu organofosfatem, ale organofosfat primo klasifi-
kujeme, coz miize mit vyznam pii forensnim vysetfeni. Metoda dale umoznuije
dosahnout vétsi presnosti pouzitim béznych analytickych zptisobu, nez s jakou
lze pocitat pfi kvantitativnim stanoveni biochemickou cestou. To se zvlast vy-
razné projevi u skotu, u néhoz isou hladiny cholinesterazy v plasmé znaéné nizké
(1). Nevyhodou metody je vetsi casova narocnost nez u vysetreni biochemickych.
Velmi uspokojujici je citlivost. Lze pohodlné stanovit 20 —40 ug OMPA. Po pfi-
padnych upravach je mozno citlivost jesté i dvojnasobné zvysit.

Zavérem nutno upozornit, ze veskerd prace s podezielym materialem se musi
provadét opatrné, je nezbytné dodrZovat vsechna bezprostredni opatfeni a pra-
covat v ochrannych prostfedcich.

organofosfat do skupiny amidofosfatu. Je nutno si uvédomit, ze cela rada latek pouzi-
vanych k hubeni skudch (nejen ze skupiny organofosfatu) muze uvolnit pii hydro-
lyze sekundarni amin.

Teoreticky by prichazela v Uvahu cela rada liatek jako napr. Iatka DN 111, nékteré
derivaty isosafrolu, fluorethanolu, Cystogon, Isolan, Pyrolan, Castrix, Ziram, Ferbam,
Fermasan apod., které nejsou organolosfaty. Nekteré z jmenovanych latek nejsou
pritom vaéi teplokrevnym zivocichum prilis toxicke. Vsechny jmenované latky ne-
obsahuji fosfor a budou se tedy vzdy lisit od dukazu amidofosfatu negativnim nebo
pouze stopovym nalezem fos{oru. Vetsina z nich je dale nerozpustna ve vodé (az na
Isolan a Pyrolan) a nebudou tedy pri pracovnim postupu izolovany. Ziram, u néhoz
neni mozno zanedbat rozpustnost ve vode (65 mgl pii 25°C) lze odliSit negativnim
dukazem fosforu a dukazem zinku v mikromdéritku, Krome toho lze odlisit vSechny
dithiokarbamaty primou konverzi na médnatou sial, bez pridavku sirouhliku, ktery
je pri dukazu samotného sekund:rniho aminu nutny, Uvedeny rozbor je ovSem ¢isté
teoreticky, protoze z uvedenych sloucenin se pouzivi u nas jen mala ¢ast. '

I ve skupiné samotnych crganofosiatu se vyskytuje fada obchodnich pripravku
uvolnujicich pri hydrolyze sekundarni amin. Krom¢ OMPA a jeho analoga prichazeji
v uvahu latky obsahujici siru-Holcomb, néktere esteramidy kyseliny thiofosforeéné,
néktera analoga Systoxu a dale vlasini amidofosfaty-Dimefox a nékteré latky odvo-
zené od Mipafoxu. I v této skupine lze na zaklad¢é jednoduchych uvah a zkouSek
zvysit selektivitu stanoveni. Organofosfaty obsahujici siru nejsou zpravidla rozpustné
ve vodé a nejsou tedy ani izolovany. Krome toho lze prokazat sirovodik unikajiei
pri kyselé hydrolyze pohlcenim v roztoku octanu zine¢nat¢ho a dimethyl-p-fenylen-
diaminu (vznik methylenové imodre). Z uvedenvch organofosfitu je u nas pouzivan
pouze OMPA a Dimefox v pripravceich Pestox, Terra Sytam a S14 (uvedeno ve smér-
nicich ministerstva zemédélstvi). Odliseni Dimefoxu od OMPA, které je prakticky
nejdulezitéjsi, je mozno proveést na zakladé dukazu [luoru obsazenc¢ho v molekule
Dimefoxu. Pri kvantitativnim stanoveni sekundarniho aminu i fosforu muZe byt
i pomér mezi obéma slozkami urcitym voditkem (ne ovsem k odliseni OMPA od
Dimefoxu, v nichz je pomér mezi poc¢tem dimethyvlaminovych skupin a molekul
fosforu stejny).

Nékteré organofosfaty obsahuji misto dimethylaminovych zbytki v molekule
zbytky diethylaminové. V téchio pripadech se naskytid moznost urcit rozdil ve struk-
ture po destilaci a izolaci seoli prislusn¢ho aminu bodem tani vhodného derivatu.

Nékteré z téchto vyjmenovanvceh moznosti ke zvyseni selektivity maji pro praxi
maly vyznam a prichazeji v uvahu jen ve specialnich. dulezitych pripadech, prevaz-
né pro dukazy soudni. Obvykle vystacime se zarazenim jedu do skupiny amidofosfatu.
Moznost omylu pii klasifikaci je zmensena malym poc¢tem pripravki v praxi u nas
pouzivanych.
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Anaautuka opravodocdatos Il. Kpanturaiusnoe onpenenenne amunodocgaros

3ta cratbs SIBIAETCH BTOPOI yactblio paborsl, cnydankosanuoli B «Betepunapuu» M 12,
1960 r. crp. 913. ABTop onuceiBaeT cBoii Mero1 onpeeielins amunodocdaros. [Tpeumyuiectso
NPHBEICHHOr0 MET0]a 3aKJAI0UdeTCsi B TOM, UTO Ol [psiMoil W ceqeKTHBHLIL. C ero noMolubio
MOJKHO YCTAHOBHTb HE TOJbLKO, HIeT JH peub 00 oTpasienun opranopocdatoMm, HO H He-
MOCPEACTBCHEO KiaaccHuUHpoBath opranodpocdar, uTo MOKeT HMETb 3HAUYEHHE NPH Cy/1ed-
HoM paccaenosanni. Jajee 3T0T METOL Ad€T BOIMOAHOCTh JIOCTHPHYTh Go.bliell TOUHOCTH
— € MOMOLILIO OOLIMHBIX dlAJANTHUCCKHX CIIOCCO0B ~— UEM Td, 1a KOTOPYIO MOMKHO PACCUHTLI-
BaTh NPH KBAHTHTATHBHOM OMNpe/le.ciitt GHOXHAHUCCKHM nyTeM. DT0 0cobenHo pesko Ipo-
SIBJAETCs Y KPYUHOro Poratoro ckKora, y KOTOPOro ypoperb XOJHHCCTEpa3a B IlJ1a3Me BechMa
uu3ok (1). Hepocratok meroga — on tpeGyer o.buie BPEMEHH TO CPABHEHHIO ¢ GHOXHMH-
YeCKHMH  HccaegoBannsMi. BecbMa vIOBJETBOpHTEIbIIa H €ro 4yBCTBHTeJbHOCTb. Jlerko
MOXKHO ycTanouTh 20—40 ur OMPA. I1pn u3sectnom 1pucnocos1eHHH MOKHO YBEJIHUHTD
UYBCTBHTEJbHOCTb B /IBA pa3a.

B 3akaiouenne naao nanoMuuTh, 4To Bee padoTLl ¢ NOJO3PHTEIbHBIM MATepPHAI0M Hajl0
MPOBO/IMTL OCTOPOZKIO, YTO He0GX0/HMO c00I01aTh BCe Mephl Ge3onacHocTH W paboTaTh

C IpHMEHEHHCM 3alllHTHBIX CpPCJICTB.

The Aanalysis of Organophosphates II. The quantitative Determination of Amidophos-
phates

This contribution forms the 2nd part of a paper already published in ,,Vete-
rinarni medicina®“, 1960, Nr. 12, p. 913 The author gives a description of his own
method for the determination of amidophosphates. The advantage of this method
is its directness and selectivity. With its aid we can establish not only, that there
is an intoxication with organophosphates, but we can also directly classify the organo-
phesphate, which may be of value in cases of forensic investigations. Further, the
me:zhod enables to gain a greater accuracy in using the common analytic methods,
than it is obtainable by means of biochemical quantitative analysis. This is very
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significant especially in cattle, among which the cholinesterase levels in the plasma
are considerable low. A disadvantage of the mentioned method is a greater demand on
time, than it is required by the biochemical examination. Very satisfactory is the sensi-
tiveness. One can without inconvenience determine 20—40 ~g OPMA. After eventual
corrections the sensitiveness mayv be duplicated. Finally, it is necessary to draw the
attention to the fact, that all manipulations with suspect matters must be conducted
with caution and that it is indispensable to observe the security measures and to

work using protective equipment.
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