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DYML B. Izolace viru skupiny
psittacosis-ornithosis-lymfogranuloma
z infekéni keratokonjunktivitidy skotu

B O infekéni keratokonjunktivitidé skotu (IKKS) mame zpravy jiz z roku
1889 z USA (5). Brzy poté se stala pfedmétem pokusit o uréeni specifického
etiologického ptivodce, aviak do dne$niho dne neni tato otdzka s definitivni
platnosti rozfeSena. Nejstar§i nazory se opiraji o pfitomnost ruznych bakterii
ve spojivkovém vaku nemocnych zvirat. Béznd saprofytarni mikrofléra byla
brzo vylouéena, ale az do dneni doby je diskutovdna pfitomnost hemolytickych
diplobakterii ¢i diplokokd.

ETIOLOGIE

Hemolytické diplobakterie zjistil poprvé u IKKS Allen v r. 1919 (1),
ale blize je netypizoval. Jako Hemophilus bovis byly uréeny izolace, provddéné
napi. Baldwinem (3), Reidem a Aningsteinem (32) v r. 1945,
Jacksonem 1. 1953 (19). V pracich Jonese a Litleho (20)
zr. 1923, Hobbigera (17) zr. 1957, Barnera z r. 1952 (4) a dalsich
jsou izolované zarodky typizovany jako Moraxella bovis (Diplobakterie Morax-
Axenfeld), v praci Linquista (24) z r. 1960 jako Neiserie. Tyto
mikroby se uvedenym autorim podafilo izolovat z o¢i klinicky nemocnych zvirat,
ale nepodafilo se jiz onemocnéni, shodné s pivodnim reprodukovat.

Velky pocet pokust s nejriznéj§imi bakteriemi provadéli Wagenner,
a Mittscherlich (39) vidy vsak s negativnim vysledkem. Farley
s kolektivem (14) pak studovali tlohu Hemofilu bovis v patogenesi IKKS,
ale ve svych pokusech ji nepotvrdili.

Coles (10, 11, 12) objevil v r. 1931 a 1932 v oénim sekretu i v kon-
junktivdlnich epithelovych butikdch dtvary, které nazval Rickettsia conjunk-
tivae. Tyto atvary nachdzeli i dalsi a byli to opdt Wagenner a Mitt-
scherlich (39) a Mittscherlich (26), ktefi provadéli detailni his-
tologické studie i pasdze bakteriologicky sterilniho o¢niho exudatu na telatech.
Uvedeny mikroorganismus byl nazvdn pozdéji Ricolesia bovis a zafazen do
rodu Ricolesia, ¥adu Chlamidiaceae, tadu Rickettsiales (Bergey — 2)
a oznafen jako pivodce IKKS. Pokusy o jeho pfenos na laboratorni zvifata
nebyly Gspéné (Doman — 13, Cerny a kolektiv — 9), podobné jako
pokusy o prenos na kuteci embrya a tkdriové kultury. '

Néizory o virové etiologii IKKS wvyslovili napf. Carpano (8)
a Schweizer (36), aviak teprve Sykesovi a spol. (35) se podafilo
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izolovat na tkanovych kulturdch virus, patfici do skupiny infekéni bovinni rhi-
notracheitidy a zpétné jim vyvolat onemocnéni.

V CSSR mame zatim pouze praci Cerného a kol. z r. 1953 (9), ktefi
nachdazeli v otiskovych preparatech intra i extraplazmatické inkluze, podle bak-
teriskopického nalezu Rickettsia conjunktivae. Handl a Kubes (16) izo-
lovali v Severomoravském kraji z o¢i skotu IKKS ¢isté kultury Moraxella
bovis.

Na SDL Liberec-Vratislavice provadime vy$etfovani IKKS v Severofeském

sis-lymfogranuloma.

MATERIAL A METODIKA

Jako nejvhodnéj§i materidl k virologickému vySetfeni se osvédéily seskraby
ostrou lzi¢kou ze sliznice spojivky a tfetiho vicka, suspendované v 5 az 10 ml
bujénu s 500 gama SMC/ml. Seskraby bylo nutno provadét v hloubce kon-
junktivdlniho vaku a vicka byla odchlipnuta tak, aby se sniZila na nejmensi
moznou miru bakteridlni kontaminace s povrchovych éasti vicka.
Pro bakteriologické vysetfovani byly obdobnym zpisobem zaviadény vatové
tampbny, smocfené v bujonu.
Odebrané vzorky byly do laboratofe prevdzeny v termosce s ledem a po-
kud nebyly tentyz den zpracovany, zmrazeny na — 60° C. Krevni sérum bylo
po stazeni centrifugovano, do vysetfeni uchovdno pti — 60° C a inaktivovano
tésné pred provadénim KFT.
K pokustim o izolaci specifického agens jsme pouzivali: :
a) Sesti—sedmidenni kufeci embrya, ockovana do Zzloutkového vaku
a 0,5 ml, pozorovana 8 dni,

b) bilé mysky laboratorni kmene H, chovna stanice Dé¢in, vahy 6—8 g,
ockovana a 0,03 ml i. ¢., 2 kapky i. n. nebo 0,3 ml i. p.,

¢) morlata vahy 250 g, ockovana 5 kapkami suspense i. n. v éterové
narkéze & i. p. bud 2 ml rozdélené ve trech dnech, nebo jednorazové
1 ml

Po zéichytu byl virus pasdZovan dale na Zloutkovych vacich kufecich
embryi a na morcatech.

Komplementfixaéni test jsme provadéli s 2 MHD komplementu, 4 MHD
hemolysinu a optimalni davkou antigenu ledni¢kovou modifikaci podle Kolmera
v celkovém objemu 0,5 ml za pouziti 2 % ovéich krvinek. Jako pozitivni reakce

Komplement a hemolysin byly komer¢ni vyrobky n. p. Bioveta Terezin,
ov¢i krvinky z n. p. Bioveta Ivanovice.

Pouzité antigeny: 1. Antigen psitakézy pro RVK — op. ¢. 1—64, n. p. Bio-
veta Terezin.

2. Ornitézovy antigen z mySich plic, ziskany od dr. Bohace
z VUVL Brno.

3. Ornitézovy antigen Volkert-Christenseniv ze zloutkovych
vaki, ziskany od dr. Bohaée z VUVL Brno.

4. Ornitézovy antigen z plic my3ek, infikovanych kmenem
psitakézy, izolovanym z importovaného papouska (vlast-
ni vyroba).

5. Q-antigen k RVK, n. p. Bioveta Terezin.

386 VETERINARNI MEDICINA - 1965



Zpétny dikaz pfitomnosti viru ve zloutkovych vacich infikovanych embryi
jsme rovnéz provadéli serologicky. Z vySetfovanych vakid Zloutkovych jsme vy-
robili vafeny, éterem extrahovany antigen Volkert-Christensentv a titrovali bo-
xovou titraci proti dvéma lidskym sértm s titrem 1:1024 a 1: 256, ziskanych
od dvou pacientd s klinickou psitakézou.

Kontrolni negativni antigen byl vyroben stejnou metodikou z neinfikova-
nych zloutkovych vaka.

Otiskové preparaty byly barveny dlouhodobé Giemsou, dale podle Stamp-
Mittscherlicha (standardni laboratorni metodiky).

Histologické fezy barveny Giemsovym barvivem v modifikaci Rychla (33).
Vsechny antigeny 1—4 byly stejné citlivé, rozdil byl pouze v pouzivané kon-
centraci.

VYSLEDKY

Izola¢ni pokusy: Popsanou metodikou jsme vySetfovali vyskraby
z 57 o¢i od skotu ruznych vékovych kategorii, pfevainé telat, z 11 zemédél-
skych zdvodi; z nich jsme izolovali virus ve 36 pripadech.

Typizaci jsme provedli na péti kmenech viru, pochazejicich z péti zemédél-
skych zavodii.

Bilé mysky se ukazaly pro zachyt viru jako zcela nevhodné, protoze zad-
nym zpusobem inokulace se u nich nepodafilo vyvolat klinické onemocnéni &
thyn ani ve ctvrté slepé pasdzi. Rovnéz otiskové prepardty z organt byly
negativni.

Zloutkové vaky kufecich embryi se rovnéi pro izolaci viru neosvédéily,
nebot material ze seSkrabi nebyl nikdy sterilni a po jeho inokulaci hynula
embrya do 48 hod. na bakteridlni kontaminaci; zvy§enym mnozstvim antibiotik,
zvlasté penicilinu, se inaktivoval virus.

Nejvyhodnéjsi cestou se ukazala infekce moréat bud cestou intraperitonealni
pfi malo kontaminovaném materidiv, nebo intranasilni v éterové narkéze, pfi
vét§im bakteridlnim zneci§téni. Morlata hynula na bakteridlni sepsi jen ojedinéle
a to 2. az 4. den po infekci. Infekce virem se projevovala asi v 1 % piipadi
thynem 7.—17. den po infekci a asi v poloviné pfipadi zvySenim teploty na
40°C—41°C

Pri pltve 1nf1kovanych morcéat jsme téméf vidy nachazeli patologlcko—ana-
tomické zmény razné mtensﬂy

u utracenych bez zvySené teploty byly pravidelné zna¢né zvétSené sleziny
a obfas bronchopneumonické zmény na plicich,

u utracenych horeckujicich zvirat rovnéz zvétsené sleziny, bronchopneu-
monie, peritonitidy a pleuritidy,

u uhynulych fibrinézni pleuritidy a peritonitidy, bronchopneumonie, lieni-
tidy, hepatitidy a nefritidy.

V otiskovych preparatech z plic, sleziny, jater a ledvin jsme mnachazeli
intraplazmatické inkluse v raznych fazich vyvojového cyklu jako elementirni
téliska spojena v matrix i elementarni téliska extraplazmaticky ulozend, a to
ve vétsim ¢i mens$im mnozstvi, které nebylo vidy umérné intenzité patologicko-
anatomickych zmén.

K dal§im pasazim jsme pouzivali 10 % suspenze ze sleziny, plic a ledvin
bud uhynulych moréat, nebo utracenych 10. az 14. den po infekci. Provadeéli
jsme az 6 morcecich pasazi, béhem kterych se virulence nepatrné zvysila, méfeno
zvySenym poctem horeckujicich morcat.
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Pro sérologické vySetfeni jsme morcatim odebirali krev za 2, 4 a 6 tydnu
po infekci. Titry KFT proti ornitézovym antigenim se zvySovaly takto: za
dva tydny maximalné 1:4 (4 % moréat), za 4 tydny od 1:8 do 1:32, za
6 tydnt od 1:8 do 1:128 (90 % moréat). Proti antigenu Q-horecky byly
titry negativni. Téméf ve vsech ptipadech se vysledky pitvy, KFT i otiskovych
preparati shodovaly, ojedinéle byly pitevni nédlezy nevyrazné, otiskové prepa-
raty negativni, aviak KFT pozitivni. '

Zachycené kmeny jsme se pokusili adaptovat z morcecich slezin, ve kterych
byl virus nejvice koncentrovidn (podle otiskovych preparati) na zloutkové vaky
sedmidennich kufecich embryi. V prvnich tfech pasazich dochédzelo jen k ojedi-
nélému nebo Ziddnému hynuti. Teprve od ¢&tvrté pasdZe se hynuti zvySovalo
a dosahovalo v sedmé vajecné pasazi 80 % s maximem 4.—6. den post. inf.
pti pozorovaci dobé 10 dnd. Pfitomnost viru byla prokazovana:

1. zpétnou infekci morcat,

2. komplementfixaénim testem, kdy infikované Zloutkové vaky slouzily

jako antigen proti pozitivnim psitakézovym antigentm,

3. experimentalni infekci telat.

Adaptovanym virem infikovanid moréata sice neméla zvySenou teplotu, ale
patologicko-anatomické nalezy, otiskové preparaty a KFT davaly opét pozitivni
vysledky podobné jako pfi primoizolaci. V komplementfixaénim testu reagoval
vySetfovany antigen s pozitivnimi séry ve zfedéni 1:16 az 1:32, zatim co
kontrolni daval negativni vysledek.

Sérologické vySetfovani sér skotu: Komplementfixaénim
testem jsme vySetfili: 36 vzorku sér, pochazejicich od skotu, u kterého stafi
procesu nebylo delsi nez 10 dnti. Izolace viru se ve vSech 36 pfipadech zdafila.
KFT s ornitézovym antigenem dal u v3ech vzorki negativni vysledek.

150 vzorkid sér od zvifat s procesem starSim nez 14 dnd, to jest s vyvi-
nutou nebo jiz doznivajici keratitidou s vyraznymi pfiznaky. U 21 kust skotu
byly odebrany vzorky k pokusu o izolaci viru, kterd se v8ak nezdafila. KFT
dal u vSech téchto sér pozitivni vysledek s ornitézovym antigenem, titry se
pohybovaly od 1:16 do 1:128. S antigenem Q-horecky byl vysledek negativni.

VySetfeni stdjovych vzorka: Ve stdji JZD L. probéhla IKKS
ve stddé 96 dojnic u 40 kusd v 1été r. 1963. Jesté o rok pozdéji jsme KFT
dokazali 26 % signifikantné zvySenych titrii protilatek proti ornitézovému an-
tigenu.

Ve stdji statniho statku V. se objevila IKKS v &fervnu r. 1954 a léceni
nebylo disledné provadéno. Chorobné ptiznaky pretrvavaly az do zari 1964,
kdy jsme odebrali krevni vzorky. KFT prokazal pozitivni titry az do vyse
1:128 u 36 % zvifat.

Kontrolni vySetfeni 250 krevnich vzorki, namdatkové vybranych z okrest,
v nichz se IKKS nevyskytovala, dalo s ornitézovym antigenem pii KFT ne-
gativni vysledek.

Experimentdlni infekce telat izolovanym virem:
Pro pokus jsme vybrali telata z obce, kde v okruhu 10 km nebyla IKKS dosud
nikdy pozorovadna. Viechny kusy byly v den piijmu vySetfeny KFT s ornitézo-
vym antigenem a Q-antigenem. Pfed inokulaci materidlu byly ponechany 7—10
dnd k aklimatizaci. V této dob& byly klinicky vySetfovany, méfena teplota
a odebrana krev ke KFT. U Z4dného jsme neprokazali zvySeny titr protilatek
proti pouZitym antigenim ani ve zfedéni séra 1 :4.
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Infekci jsme provadéli takto:

Tele ¢ 1: PouZity materidl: kmen viru 194 Mach, izolovdn v r. 1963
ze seskrabt spojivky telete s IKKS, 2 pasidze na moréatech, 7 pasaZi na zlout-
kovych vacich, lyofilizovan jako 20% suspenze. Suspenzi jsme fedili bujénem
na 10% a vpravili 0,5 ml do spojivkového vaku pravého oka, znecitlivéného
prokainem. Material byl peélivé rozprostfen po celé spojivce, oko na 6 hodin
pfevazano sterilni gazou. Druhé oko slouzilo jako kontrola. Klinické ptiznaky:
za 48 hed. po infekci: slabé zvySeni serézni sekrece, v sekretu lymfocyty, mono-
cyty a mnozstvi inkluznich télisek v rtuznych vyvojovych fazich, spojivka za-
rudld, 4.—6. den mulec horky, suchy, oboustranny mukézni vytok z nozder,
silny séromukézni vytok z pravého oka, spojivka zarudla, cévy nasttiklé, treti
vicko opuchlé, zarudlé, vyhfezlé. Dalsi dny se stav lepsil az do 10. dne, kdy
bylo oko jiz bez klinickych priznaki.
den po inokulaci: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
teplota: 38,1 382 398 398 392 396 396 388 389 384
Komplementfixa¢ni test s ornitézovym antigenem, pfipravenym z my$ich plic:

4. den p. inf. negativni

15. den p. inf. titr 1:128

21. den p. inf. titr 1:64

S Q-antigenem vidy negativni.

Sedmy den po inokulaci jsme odebrali z chorobné zménéného oka vzorky
k virologickému a bakteriologickému vySetfeni. Virus jsme zachytili na mor-
datech a adaptovali zpét na Zloutkové vaky stejnym zpiisobem jako u primo-
izolaci.

Tele & 2: Materidl: kmen 19 Vsehrdy jako 10% susp. ze sleziny mor-
Cete z tfeti pasaze, inokulovdno 0,5 ml do spolivkoveho vaku jako u telete ¢. 1
5. az 7. den p. inf. silny ser6zni az serézné hnisavy ‘vytok, otok a prekrveni
spojivky a tretiho vitka, od 8. dne bez pfiznaki. Teploty nebyly zvyieny.
KFT: 10. den p. inf. titr 1:8

18. dne p. inf. titr 1:32

25. dne p. inf. titr 1:32 s ornitézovym antigenem, s Q-antigenem ne-

gativni. .
Seskrab ze sliznice proveden 6. dne s pozitivni izolaci viru na morcatech.

Bakteriologickym vySetfenim obou téchto telat v prib&hu experimentilni
infekce jsme nezjistili pritomnost haemolytickych diplobakterii, pouze béZnou
saprofytarni mikrofléru.

Tele & 3: ud. & 0237, ockov. lyofilizovanym kmenem 194 Mach v dévce
0,5 ml intradermélné do ktze pravého horniho vicka. Po celou dobu 28 dni
bez klinickych ptiznaki, KFT negativni.

Tele ¢ 4: us. & 057, kmen 194 Mach, otkovano po dva dny davkou
2 ml 20% suspense intramuskuldrné. Klinické ptfiznaky se neobjevily, KFT
prokdzal stoupajici titr protilatek proti ornitézovému antigenu takto:

7. den p. inf. 1:16

21. den p. inf. 1:32

27. den p. inf. 1:64

Tele & 5: jalovicka bez ¢isla — bild. Slouzila jako pozitivni kontrola
pro KFT, ofkovdno psitakézovym antigenem vlastni vyroby z mysich plic po
dva dny davkou 2 ml. Dynamika titra:

7. den p. inf. 1:8

14. den p. inf. 1:32

21. den p. inf. 1:16
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K odstranéni nespecifickych reakci na inokulované bilkoviny ve vehiculu
jsme provadéli komplement-fixacni testy pri téchto experimentdlnich infekcich
vzdy tak, aby pfi inokulaci vajeéného materidlu byl pouzit antigen z mysSich
plic a opa¢né, pfi inokulaci my$iho antigenu (tele ¢. 5) jsme brali do KFT
antigen ze Zzloutkovych vaki. ,

Bakteriologické vy$etfeni stérda ze spojivkovych
vakd: Kromé bézné saprofytarni mikrofléry jsme z ocnich vytéri od zvirat ze
t¥i lokalit izolovali Neisserie, vidy z pfipadi ulcerézni keratitidy. Typizace
Neisserii byla provedena pcdle Linquista.

DISKUSE

Na zakladé uvedenych vysledki jsme si polozili otazky:

1. Jak se izolované agens uplatiiuje v etiologii IKKS,

2. Jaké je jeho systematické zafazeni.

Domnivdme se, Ze miuZeme tento virus oznacit za primarni etiologické
agens, které v nami vySetfenych lokalitich vyvolavalo infekéni keratokonjunkti-
vitis u skotu. Svij nézor opirdme o tyto dikazy: virus jsme izolovali ze spo-
jivkovych vakd nemocnych zvifat, izolovanym virem jsme vyvolali obdobné one-
mocnéni u telat a prokazali jsme tvorbu specifickych protilatek u zvifat, prodeé-
lavich pfirozené i experimentdlné vyvolanou IKKS. Zda se vsak, ze virového
puvodu je pouze konjunktivitis, zatim co v pozdéjsich stadiich choroby se
uplatiiuji hlavné rizné faktory bakteridlni. Svédéi o tom pozitivni izolace viru
jen z Cerstvych stadii procesu i vysledek experimentdlniho pfenosu na telata.

Utvary, které byly oznadovany jako Rickettsie, pozdéji Ricolesie, byly
zfejmé vyvojova stadia tohoto viru, nebot srovnanim fotografii R. bovis ze star-
§ich praci s nasimi mikroskopickymi nilezy vidime znaénou podobnost. Jiz tyto
nédlezy a rustové vlastnosti naznacovaly, ze muze jit o pfislu§nika skupiny vel-
kych virt a ne Ricolesie, avSak typizaci rozhodla teprve sérologie. Komplement-
fixaénim testem jsme dokdzali v sérech pfirozené i experimentdlné infikovaného
skotu a v sérech infikovanych morcat pfitomnost skupinového termostabilniho
antigenu, spolecného pro viry ze skupiny psiitacosis-ornithosis-lymfogranuloma
(POL) — 21. Soucasné jsme prokazali pozitivni reakce v KFT mezi zndmymi
rekonvelescentnimi antipsitakosovymi séry a antigeny, pripravenymi ze zlcut-
kovych vaki embryonovanych kufat, infikovanych zachycenym virem. Tato
typizace tadi izolovany virus do rodu Myiagawanella, ¢eledi Chlamidiaceae po-
dle klasifikace Bergeyovy (2), podle Zdanovovy systematiky do rodu
Rickettsiaformis (41). Jini autofi oznaduji tuto skupinu jako Bedsonie, Neo-
rickettsie, nebo jiz zminéné POL viry (38).

Obdobné viry se podafilo izolovat z riznych druhd zvifat i z riznych
klinickych odlisnych nemoci. Virulence jednotlivych druht i kment pro labora-
torni zvifata je rozdilnd, jak o tom svéd¢i fada zprav i v nadi literatufe (22,
23, 27, 28, 29, 30, 31). I sérologické proSetfovani prokizalo v sérech skotu
pfitomnost protilatek proti virim POL u skotu (7, 15, 1, 37). Proto jsme
posuzovali naSe sérologické ndlezy u rekonvalescentnihe skotu opatrné, ovsem
dynamika titri, jak se ndam jevila u infikovanych moréat i pokusnych telat,
dava hodnovérny diukaz o pfimém vztahu zjisfovanych protilatek k inokulu
a dovoluje nam hodnotit vysledky KFT u stdjovych vzorkia jako cenny doplnék
k izolaci viru.

Viry ze skupiny POL, jsou schopny — jak jiz bylo uvedeno — pusobit
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rizné klinicky odlisné choroby skotu. Jsou to pfredeviim pneumonie, enteritidy,
encephalomyelitidy, vaginitidy, aborty, podle naSich zku3enosti i infekéni kera-
tokonjunktivitidy. Bude nyni dal§im, velmi duleztiym tkolem zjistit, do jaké
miry jsou viry POL schopny ménit svoji patogenitu a zda muZe jeden kmen
vyvolat na piiklad IKKS a pneumonie, ¢i jiné kombinace. Vzhledem k znimé
variabilité virt POL i na zdkladé vlastnich pozorovani upozoriiujeme na tyto
moznosti a tim i na dal$i faktor, kterym IKKS miZze nepfiznivé ovliviiovat
chovy skotu v zamofenych oblastech.

SOUHRN

1. Z pfipadt infekéni keratokonjunktivitidy skotu byl izolovan virus ze
skupiny psitacosis-ornithosis-lymfogranuloma, ktery byl adaptovian na morcata
a na zloutkové vaky sedmidennich kufecich embryi.

2. Adaptovanym virem intrakonjunktividlné infikovana telata onemocnéla
za priznakd akutni konjunktivitidy a vytvofila komplement-fixujici protilatky
az do titru 1:128.

3. Sérologické vySetieni komplementfixaénim testem dalo signifikantni
titry protilatek proti ornitézovému antigenu:

a) u zvifat nemocnych, pokud stafi procesu pifesahovalo 14—21 dni,

b) u zvifat, ktera prestala IKKS pred rokem,

¢) u zvifat, pokusné infikovanych izolovanym virem.

4. Virus byl izolovan ze zvifat, u nichZ stafi chorobného procesu nepte-
sahlo 14 dnu.

Do$lo dne 11. 1. 1965
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H3onsuus Bupyca rpynnel psittacosis - ornithosis - lymfogranuloma 43 uhpekuuonHoro
KepaTo-KOHBIOHKTHBHTA KPYMHOro poraTtoro CKora

1. Bo Bpemsi HH(eKUHOHHOro 3a60/1eBaHisl KePaTo KOHBIOHKTHBHTOM KPVIHOTO pOraToro
CKoTa OBl H30JHPOBAH BHpYC H3 rpynnnl psittacosis-ormithosis-lymfogranuloma, ananrti-
POBaHHbIH Ha MOPCKHX CBHHKAX H Ha JKEJITOUHBIX MeIIKaX CeMH/IHEBHBIX KYPHHLIX 3apOJblLIeii.

2, MHTpaKOHBIOHKTHBHAJILHO HHOHILHPOBAaHHBIE a/aNTHPOBAHHBIM BHPYCOM TeJsita 3a060-
JIeJIM € NPH3HAKaMH OCTPOro KOHBIOHKTHBHTA H 00pa30BajH KOMIJIEMEHT-(QHKCHpYIOLLHEe aH-
THTeJA BIJIOThH 10 THTpa 1 : 128.

3. Cepousiornueckoe Hcc/e10BaHHe KOMIJIEMEHT-(HKCAILHOHHBIM TECTOM /aJ0 CHMITOMA-
THYECKHE THTPBI aHTHTeJ NPOTHB aHTHrena ornithos:

a)) y XMBOTHBIX GOJIbHBIX, TOCKO/BKY CPOK OT HauaJja mpouecca He mnpesbiman 14—21

JUHST
6) y *KHBOTHBIX, KOTOphle nepexecan IKKS roa Tomy Hasan,
B) Yy KHBOTHBIX, HHHIHPOBAHHLIX H30JHPOBAHHLIM BHPYCOM B IOPSi/IKE OMBLITA.

4, Bupyc Gbly1 H30JIHPOBAH OT JKHBOTHBIX, Y KOTOPEIX CPOK OT HayaJja mpoiecca GOJe3HH
He npesbian 14 aueii.

Isolation of the Psittacosis-Ornithosis-Lymphogranuloma-Group Virus
from the Infectious Keratoconiunctivitis of Cattle

1. A virus of the psittacosis-ornithosis-lymphogranuloma-group was isolated
from some cases of infeclious keratoconiunctivitis of cattle. This virus was adapted
to guinea-pigs and to yolk-sacs of the seven-days-old chicken embryos.

2. The calves infected with the adapted virus intraconiunctivally fell ill showing
signs of acute keratoconiunctivitis and produced the complement-fixing antibodies
up to the titer of 1 :128. :

3. The serological examination by means of the complement-fixation-test
revealed significant titers of antibodies against the ornithosis antigen:

a) in sick animals if the duration of the process did not exceed 14—21 days,
b) in animals that overcame the infectious keratoconiunctivitis of cattle a year ago,
¢) in animals experimentally infected by the isolated virus.

4. The virus was isolated from animals the pathologic process of which did not
exceed a fortnight.

Isolierung des Virus der Gruppe psittacosis-ornithosis-lymphogranuloma
aus der infektiosen Keratokonjunktivitis des Rindes

1. Aus Fillen der infektiosen Keratokonjunktivitis des Rindes isolierte man das
Virus aus der Gruppe psittacosis-ornithosis-lymphogranuloma, das auf Meerschwein-
chen und auf Dottersiken siebentdgiger Hithnerembryen adaptiert wurde.

2. Durch das adaptierte Virus intrakonjunktivial infizierte Kilber erkrankten
unter Erscheinungen einer akuten Konjunktivitis und bildeten ein Komplement-
-fixierendes Antikorper bis zu einem Titer von 1 :128.

3. Die serologische Untersuchung mittels Komplement-Fixationstest ergab sig-
nifikante Antikérper-Titer gegen das Ornithosen-Antigen:

a) bei kranken Tieren, sofern das Alter des Prozesses 14—21 Tage {iberschritt,

b) bei Tieren, die die infektiose Keratokonjunktivitis des Rindes vor einem Jahre
durchmachten,

¢) bei Tieren, die mit isoliertem Virus versuchsweise infizierl wurden.

4. Das Virus wurde aus Tieren, bei denen das Alter des Krankheitsprozesses
14 Tage nicht liberschritt, isoliert.

MVDr Borek Dyml
Ustiedni statn{ veterinarni ustav
stanice laboratorni diagnostiky,
Vratislavice n. Nisou
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HUBIK R. Modifikace viru slintavky

I. ADAPTACE VIRU SLINTAVKY NA LINIE TELECICH
A PRASECICH BUNEK

Bl Tkanové kultury z primérnich epithelidlnich bunék telecich nebo prasectich
ledvin se staly nejb&inéjsim substratem pro pomnoZovani viru slintavky in
vitro. Technika tkdnovych kultur umoznila za posledni desitku let podstatny
pokrok v zdkladnim vyzkumu viru slintavky a pomohla vyfe§it fadu dulezitych
tkoli pfi vyrobé vakciny proti slintavee.

Zavedeni bunéénych linii a pozdéji bunéénych kment bylo dal§im pokro-
kem v této metodice, ktery odstranil fadu specifickych nevyhod a obtizi pri-
marnich kultur, i kdyz samo pouzivani bunéénych linii a kmend pfineslo s se-
bou opét svoje vlastni problémy.

Az do roku 1962 bylo vyuZivani bunéénych linii pro prace s virem slin-
tavky celkem omezené a jen ojedinélé prace poukazovaly na snahu o dalsi po-
krok v tomto sméru.

Schwobel a spol. (14) pouzili bunéénou linii ENS 53, ziskanou
z tkané ledviny dospélého prasete. Tato linie byla citlivd viéi tfem kmentum
viru SLAK, i kdyz ponékud méné nez pifimarni kultura. CPE v8ak byl do-
konce lepsi a presnéji odecitatelny na bunétné linii nez na primarnich kul-
turach.

O rok pozdéji popsali podobnou praci Haag a Santucci (4). Kul-
tivovali virus SLAK na 4 liniich prasecich ledvinovych bunék. U dvou linii
prokazali autofi diploidni charakter bunék, identicky s karyotypem normélniho
prasete. Autori zjistili, ze kmeny viru SLAK, které byly jiz pfed tim kultivo-
vany in vitro, byly ihned cytopatogenni pro uvedené linie, zatim co virus
ziskany z afti skotu se mnozil na liniich bez tvorby CPE.

V této praci se tedy jiz projevila velmi ¢astd vlastnost bunéénych linii,
t. j. podstatné snizena citlivost vici neadaptovanému kmeni viru slintavky.

Castucci (3) popsal kultivaci viru SLAK typu C na linii bunék
z hovézi ledviny (RbP). Virus se mnozil bez tvorby CPE. Béhem postupnych
30 pasazi si virus zachoval svij infekeni titr a neprojevil Zzadnych znamek zmén
ve své antigenni struktufe. CPE se nevytvafel ani po 30 postupnych pasazich.

Nechybi ani prace, které popisuji negativni vysledky kultivace viru SLAK
na bunéénych liniich (Thorne a spol, Martin, Burrows).

Nejvyznamnéjsich vysledk bylo dosazeno s pouzitim fibroblastické linie
kte¢éich bunék, oznacované jako BHK 21 (Macpherson, Stocker). Je-
jich vyznam pro kultivaci viru SLAK popsali v r. 1962 Mowat a spol. (11),
dile Mowat a spol. (10) a Capstick (2). Tato linie se rychle rozsi-
tila na fadu pracovist a je pouzivdna jak pro vyrobu viru k piipravé inaktivo-
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vanych i modifikovanych vakcin (bud v monolayerech nebo v suspensnich kul-
turach), tak i pro vSechny druhy vyzkumnych praci. Linie je primarné citliva
na vSechny dosud zkouSené kmeny viru SLAK a nebylo dosud popsano, Ze by
pfi pasazich viru na téchto bunkach dochazelo k néjakym zménam viru co do
virulence nebo imunogenity.

Hahnefeld a Hahnefeldovd (6) pracovali s linii bunék
z mozku selete (REFH) a prokazali jiz po nékolika pasizich zménu biologic-
kych vlastnosti viru SLAK typu C. Zména se tykala schopnosti tvorby CPE
na REFH buiikach, morfologie plakt na primarnich buirikdch selat a schopnosti
ristu pti 40° C a dale patogenity pro mysky a selata.

Zajem o adaptace viru SLAK na rtzné druhy tkanovych kultur v posledni
dobé podstatné vzrustd, nebot zkuSenosti a dals§i poznatky ukazuji, Ze ftada
riznych tkanovych kultur mize pisobit jako modifikujici faktor na virus SLAK.
[Mayr a Wittmann (9)]. Se zdokonalenim metod selekce a purifikace
pasdzovanych kmentd viru na tkdnovych kulturdch lze ziskat pomérné rychle
relativné homogenni populace vir, z nichZ je moZno vybrat vhodné virové
kmeny pro pfipravu ZzZivych ofkovacich latek proti slintavce.

Zavazné tukoly dalsiho vyvoje novych metod kultivace viru slintavky jak
pro vyrobni akoly, tak i pro feSeni rady vyzkumnych problémi a zvlasté pak
redlné moznosti modifikace viru SLAK pfi kultivaci na nékterych typech bu-
néénych kultur byly podnétem k adaptaci viru slintavky na linie telecich a pra-
sefich ledvinovych bunék.

MATERIAL A METODIKA

1. Bunééné linie. NaSe prace se zamétily na 3 bunééné linie:

a) Linie telecich ledvinovych bunék, oznaovana jako TOB, kterou ziskala
a popsala Somogyiova (13) v r. 1962. M4 vice nez 190 pasézi.

b) Linie telecich ledvinovych bunék, oznadovana jako TL 72. Byla ziskana
z monolayeru telecich ledvinovych bunék v r. 1963 (Sladkad — nepubliko-
vano). Progla dosud vice nez 60 pasdzemi.

c) Linie prasecich epithelidlnich bunék, oznaovand jako PK, popsani
Korychem a spol. (8). U nas prosla tato linie vice nez 30 pasazemi. Piesny
puvod a polty pasdzi této linie ndm nejsou znamy.

Uvedené linie se v predbéznych pokusech ukédzaly jako velmi malo citlivé
na virus SLAK. Neadaptovany virus se na dorostlych monolayerech téchto
linii mnozil jen velmi slab& tvorba CPE byla negativni a zisk viru v dalSich
pasazich byl negativni.

2. Riastovd media. Pro kultivaci telecich ledvinovych bunék jsme
pouzivali Earlovo medium s 0,5 % laktalbumin hydrolyzatu (LAHu), 0,01 %
yestolatu Difco, 0,5 % kuteciho embryonalniho extraktu a s 10 % teleciho séra.
Linie prase¢ich bunék byla kultivovana v Earlové mediu s 0,5 % Lahu a 10 %
normélniho teleciho séra.

3. Virus. K adaptaci byl pouzit virus SLAK typu C, kmen ,Polsko®.
P¥ed adaptaci na linie absolvoval 116 primych pasazi na primarnich telecich
butikach. Vytvatel silny CPE, dosahoval titru TCIDso 10%%/0,1 ml, byl silné
virulentni pro sajici mysky (LDso 10%°/0,03 mD). U moréat vyvolaval po i. d.
aplikaci do patek generalizaci procesu. Tvorba KF antigenu v primarnich tka-
fovych kulturdch byla vyraznid. Velmi dobré imunogenni vlastnosti tohoto
kmene umoznily jeho vyuziti jako vyrobniho pro pfipravu vakciny proti slin-
tavee.
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4. Zpusob adaptace. Po velmi variabilnich a mélo nadé&nych po-
kusech s pfimymi pasdZemi a se stfidavymi pasidzemi na dorostlych monolaye-
rech jsme pouzili pro infekci telecich bunék metodou synchronni infekce cerstvé
versenovanych, dosud nepfichycenych bunék. Pracovali jsme obvyklou metodou
versenace dorostlych monolayerii s pouzitim 0,02 % versenu a 0,05 % trypsinu
pfi teploté 37% C, s odstfedénim uvolnénych bunék a jejich resuspendaci do
ptisluiného media s 10 % teleciho séra.

K infekci jsme pouzivali malych Roux-lahvi s aktudlnim objemem 30 ml
media s buitkami v celkovém mnozstvi 5,000.000 bunék. V kontrolni lahvi
zaruCovala tato denzita dortstdni kompletniho monolayeru za 24, maxim&lné
48 hodin ve stacionarni poloze pti 37° C. Infekci &erstvé nasazenych bunék
jsme provadéli nejprve ve zkracené titraci od viru koncentrovaného do fedéni
1:1000 davkou 5 ml na 1 Roux-ldhev. Pocateéni multiplicita dosdhla hodnoty
5000 TCIDso na 1 buriku, v dalsich pasédzich bylo dosdhnuto multiplicity 0,01,
v pozdéjsich pasazich pak 5—500 TCIDsp na 1 buiiku.

Buiriky linie PK jsme infikovali v dorostlém monolayeru. Davka viru
byla opét 5 ml v fedéni 1:10, s adsorbci viru pfi 37° C po dobu 45 minut
a s doplnénim média na 30 ml. Pozdé&j§i pasdze jsme pak provadéli titraéni
metodou na zkumavkach.

5. Pruikaz viru v pasazich. Virus ve vzorcich média v jednotli-
vych odbérech z pasazi byl prokazovan titracemi na zkumavkich s primarnimi
telecimi buiikami a pak v kolor-testu s burnikami PK. Identita pasdzovaného
kmene byla v kaZdé pasazi kontrolovdna sérologicky KF testem. Pfiblizné
kazda 20. pasaz byla titrovdna na sajicich myskach, starych 24—72 hodin.
Pro jedno fedéni byl pouzit nejméné 1 vrh mySek (7—8 zvifat). Specifita
thynu po 7 dni po s. ¢. infekci byla v nejvyssich fedénich prokazovdna KF
testem.

VYSLEDKY PRACI
LINIE TELECICH BUNEK

Predbézné pokusy s kmeny viru O a C ukézaly, ze zvoleny kmen typu C
»Polsko® ma proti kmeni typu O podstatné lepsi schopnost mnozit se na linii
telecich bunék. Jak ukézaly pokusy na dorostljch monolayerech, byly vysledky
s typem C lepsi a obvykle je§té 5. postupni pasaz byla slabé pozitivni, zatim
co stejné pasaze s kmenem O byly jiz opakované negativni. Zvolili jsme proto
kmen typu C jako model k dal§im pokusiim.

Roux-lahve s pfislu§nou denzitou bunék byly infikovdny 5 ml pfislu§ného
fedéni viru a po infekci byly inkubovdny po 6 dni pti 37° C. Jednou denné
byl sterilné odebiran vzorek média k prikazu viru. Od 20. postupné pasédze
bylo pozorovani zkraceno na 3 dny, pc 30. pasazi na 48 hodin. Pozdéji, kdy
CPE dosahoval hodnot *++* byly pasdZe ukonovany za 24 hodin. Rust bunék
v infikované Roux-lahvi byl srovndvan se soucasné nasazenou neinfikovanou
kontrolni lahvi.

Timto postupem jsme dosdhli hrubého piehledu o dynamice mnozeni viru
v tomto typu bunék. V poéatecnich pasdzich dosahoval virus maximélniho titru
za 48—72 hodin, pak celkem pravidelné ubyval a 6. den byval prokazovan jen
v nizkém nebo zadném titru. Pro dal$i pasdz jsme pouzili vidy ten odbér, ktery
mél nejvyssi hodnotu, coz obvykle byval druhy, v dalsich pasazich pak pravi-
delné prvni odbér.
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Na linii TOB se v podateénich pasazich pohybovaly nejvyssi titry kolem
hodnot 103—10%5%/0,1 ml. Mezi 10. a 20. pasazi dosahovaly hodnot 107%° a#
1073°, ve 30. pasazi stoupl infekéni titr na hodnotu 10%% a mezi 40. az 60.
pasdzi se udrzoval na vy§i 107° Pak v priméru ponékud poklesl na vysi
10%° a po 80. postupné pasazi opét stoupl na primérnou hodnotu 10%%/0,1 ml.

Velmi podobny prabéh primérnych hodnot infekéniho titru pro primérni
teleci butiky bylo moZno pozorovat i u bunééné linie TL 72. (Graf ¢. 1 a 2.)
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postupnych pasazich na linii TL 72

Vcelku mozno fici, Ze adaptovany virus se mnozi na liniich telecich bunék do
vysokého titru, ktery v pruméru pfevySuje infekéni titry dosahované pfi pa-
sdzich na primdarnich telecich bufikdch. Na liniich nejsou vzacnosti v ]ednoth—
vych pasazich titry 10°°—101%5/0,1 ml.

Zvlastni pozornost byla vénovana tvorbé cytopatogenniho efektu na liniové
buriky. V prvnich 5 pasazich se virus mnozil na obou liniich bez jakéhokoliv
vlivu na morfologii a mnozeni bunék.

T °  Monolayer v infikovanych Rouxlahvich
?,/ se vytvarel stejné jako v neinfikované
- / kontrole. Ojedinéle bylo pozorovéano

celkem nepriikazné zpomaleni ristu ve
srovndni s kontrolou. Po paté pasazi
se za 48—72 hod. inkubace zacaly
projevovat znamky narusSeni bunék, ze-
silovala se jejich kresba a v souvislém
monolayeru se zacaly objevovat ostie
chranicené, kulaté utvary. Takto na-
ruSené buriky se pozdéji zacaly uvol-
fiovat a v monolayeru se zacaly vy-
4 tvafet prazdna mista. Mezi 11.—14.
72 P PR . a v 2
pasazi se jiz objevuje zfetelny CPE
za 72—96 hodin.

. 48 .
hodin p.1.
3. Tvorba CPE v postupnych pasézich

viru SLAK na linii TL 72

-+ — pasaze 1—20, ] — pasaze 61—380,
O — pasaze 21—40, /A — pasaze 81—90.
A — pasaze 41—G0,
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V grafu 3 je znédzornéna tvorba
CPE na linii TL 72 v prumérnych
Lodnotdch po 20 postupnych pasazi.
Vidime, ze se od 1. do 90. postupné



pasaze dynamiky tvorby CPE vyrazné zrychluje a s ptibyvajicimi pasazemi
dosahuje se plného CPE za kratsi dobu po infekci.

Identita pasdZovaného kmene viru byla ovéfovdna sérologicky pomoci
komplementfixaéniho testu. Polate¢ni pasaze byly sérologicky negativni. Proka-
zatelny titr KF antigenu byl zji§tén az v paté postupné pasazi za 5 dni inku-
bace. S rostouci adaptaci viru se vytvatelo i vice KF antigenu, ktery byl pro-
kazatelny jiz za 24 hod. p. i. U pouZivaného média se vyskytuje dosti ¢asto
znaénd antikomplementarita, kterd byvad na zdvadu ptesného vySetfovani.

Postupné pasaze byly déle titrovdny na sajicich myskach. Tento ukazatel
ma pro dalsi zaméfeni prace svij vy-

znam, nebot poukazuje na probihajici 9-

medifikaci pasazového viru. .
Vychozi virovy materidl z pasazi 41 3

na priméarnich telecich buiikdch mél sl - S

pro sajici mySky znaénou virulenci  _ 2 2 ol

(LDso 10%%/0,03 ml). Na linii TOB & 6 s 8 S

(graf 4) se projevil po 20 postupnych 3 (| o

pasdzich pokles na titr 10%8/0,03, & "

ktery prakticky po dalsich 20 pasazich & ¢ ¥ g

ziistal na stejné drovni 10%%/0,03 ml). 7 | § S 8an

V dalsich pasazich se jiz projevil vy- @ YG&RE

razny pokles (63. pasaz LDso 10%°/ 7 2 S

/0,03). gl < ‘ l
Na linii TL 72 pokles] infekéni ‘

titr pasdzového viru po 40 pasazich —

na 10%% po 57 pasazich na méné nez  ho ' 708 l L 72 PK I

10%°/0,03 ml. 75. pasaz byla virulent-

ni pro mysky v titru 10%% a 80. pa- 4 Dynamika LDso viru SLAK

saz 1011/0,03 ml. (Graf 4.) pri pasazich na liniich TOB, 72, PK

LINIE PRASECICH BUNEK PK

Predbézné prace s virem typu A a O ukézaly rovnéZ velmi slabou citlivost
této linie pro uvedené kmeny viru. Na zakladé vysledkd s liniemi telecich
bunék, byl i pro tuto linii modelové pouzit kmen typu C ,Polsko®.

Ukédzalo se, Ze tento kmen bylo moino adaptovat jednoduchou metodou
pfimych postupnych pasizi na dorostlém monolayeru PK bunék.

Virus se pomnozoval velmi dobfe hned od prvni pasdze, vytvarel vyrazny
CPE, ktery byl presné odetitatelny s velmi ostrymi hrani¢nimi hodnotami.

Infekéni titr se pohyboval v prvnich pasidzich na hranici 10-%5/0,1 ml
a v dalSich pasazich rychle stoupl na vysi 107° i vyse. Béhem 80 postupnych
pasazi se na této vysi celkem pravidelné udrzoval.

KF antigen se vytvafel v médiu velmi intenzivné a vSechny pasize jsou
sérologicky vyrazné pozitivni.

Virulence pasdzovaného kmene byla ovéfovdna opét na sajicich myskach.
Po 40 postupnych pasdzich na této linii bunék si virus uchoval celkem jesté
znaénou virulenci (107%°/0,03). 80. postupnd pasdz obsahovala 10%! LDso/
/0,03 ml. (Graf 4.)
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DISKUSE

Kultivace viru slintavky na bunéénych liniich m4 vyznam z nékolika hle-
disek. Pro vyrobni téely maji bunééné linie prakticky pouzitelnost potud, pokud
se virus na pouzité linii rychle mnozi do vysokych titri a pokud nedochazi
v postupnych pasdzich ke zméndm v antigenni struktufe viru. Z rdznych linii,
které byly pro tento ulel zkouSeny, spliiuje zatim téméf vSechny pozadavky linie
kfec¢ich bunék BHK 21, kterd je vybornym substrdtem pro mnozeni viru slin-
tavky jak na monolayerech, tak i v suspenznich kulturach. Dosud nebylo pro-
kdzano, ze by tato linie méla néjaky podstatny vliv na vlastnosti virulentniho
nebo modifikovaného kmene, coz je pro vyrobu rozhodujici. Rovnéz tak pri-
marni citlivost této linie i pro neadaptované kmeny viru slintavky je velkou
vyhodou. V posledni dobé se vsak objevily poukazy na mozny karcinogenni
charakter téchto bunék, coz by mohlo znamenat omezeni pouzitelnosti této
linie.

Dobré ristové vlastnosti této linie a jeji jednotny charakter, zvySeny
jesté pouzivanim klonového kmene 13 téchto bunék, umoznily jejich velmi dobré
vyuziti i pro fadu vyzkumnych praci s virem slintavky, pro metodiku kolor
testl a plakové techniky, kde zarucuji vysokou standardnost ziskanych vysledki.

Takové vlastnosti vétSinou vsak nenachdzime u jinych bunéénych linii,
u nichZ se ve velké mife projevuje podstatné niz3i citlivost k neadaptovanym
kmentm viru slintavky, nez maji primarni buiiky, z nichZ tyto linie vznikly. Tim
je prakticky vylouceno pouzivani takovych linii pro produkéni acely.

U takovych linii se v8ak na druhé strané projevuje vice nebo méné vy-
razny modifikaéni G¢inek na vlastnosti viru slintavky, kterj byva zase pod-.
statné silnéjsi, nez je tomu u pfislu§nych primérnich kultur. Tato skute¢nost je
velmi dulezitd a ma vyznam pfi fefeni problému vyvoje zivych otkovacich latek
proti slintavce.

V na$i praci jsme dosahli Gspésné adaptace viru slintavky na dvé linie
telecich bunék a mna jednu linii prasedich ledvinovych bunék. Tato adaptace se
zatim zdafila s virem typu C kmenem ,Polsko“.

Pouzité linie telecich bunék se ukdzaly velmi malo citlivymi na neadapto-
vany virus. Pouzity kmen dosahl svych ptuvodnich hodnot az mezi 30.—40.
postupnou pasazi a pasdze byly mozné jen pfi tzv. synchronnim zpilisobu
infekce Cerstvé versenovanych dosud nepfichycenych bunék.

Linie prase¢ich bunék se ukazala pro pouZity kmen viru jako téméf pri-
marné citlivd. Na zdkladé vysledkd s jinymi kmeny hodnotime v§ak tuto skutec-
nost jako vyjimku pro dany kmen.

Vyplyvéd z toho, Ze uvedené bunéné linie nemaji vhodnych vlastnosti pro
ulely produkce viru pro pfipravu inaktivované vakciny proti slintavce.

Mnohem vyraznéji se vSak projevila modifika¢éni vlastnost zkousenych bu-
néénych linii. Adaptace a pasdzovani viru slintavky na liniich telecich bunék
poskvtly redlny zdklad pro ziskdni vhodného vychoziho modifikovaného kmene,
z néhoz se bude mozno pomoci plakové purifikace pokusit o vybér klonu s vy-
hodnymi vlastnostmi pro Zivou ockovaci latku.

Dosazené vysledky hodnotime zatim velmi opatrné, nebof koneéné slovo
mohou fici jediné pokusy na skotu a prasatech. V kazdém ptipadé je viak tato
prace modelem pro ziskdni vhodnych modifikovanych virovych kment, které by
mohly zajistit podstatny pokrok v aktivni imunizaci skotu a prasat proti slin-
tavce.
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Vedle téchto vysledkt jsme vyuzili ziskanych zkuSenosti pro zavedeni me-
todiky suspenzni kultivace viru slintavky s buitkami telecich linii a pro zave-
deni metodiky kolor testi a plakové techniky s buiikami prasecimi (vysledky
jsou pfedmétem samostatnych sdéleni).

SOUHRN

1. Je popsdna adaptace viru slintavky typu C kmene ,Polsko® na dvé pri-
marné necitlivé linie letecich bunék a na linii prasedich bunék.

2. Adaptovany virus se na uvedenych liniich mnozi do vysokych titra, vy-
tvafi vyrazny cytopatogenni efekt a specificky KF antigen.

3. Béhem pasazi na liniich telecich bunék doslo k vyraznému poklesu vi-
rulence pasdzovaného viru pro sajici mysky, takZe jeho patogenita po 80 pa-
sazich je pro uvedeny druh minimalni.

4. Adaptovany kmen je zakladem pro dal§i detailni studia jeho genetickych
vlastnosti a pro vyvoj zivé ockovaci latky proti slintavce.

Doslo dne 12, 1. 1965
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Monudukauus supyca simypa. — l. Anantauus Bupyca siuypa Ha JHMHHAX
KJCTOK TeJNAT H CBHHEH

|. Onucana anantauus Bupyca siulypa tina C wramma «[loscko» na aByX nepBHYHO
HEUYBCTBHTEALHLIX JHHHAX TEJNSAUbHX KJIETOK M HA JHHHSIX CBHHBIX KJIETOK.

2. AjantupoBanublii BHPYC Pa3MIOKAaeTCsl Ha NMPHBEIACHHBIX JHHHAX J10 BLICOKHX THTPOB,
co3aerT oTUeTJANBLIl uHTonaTorehnblii (et u cnennduuecknii KF anturen.

3. Bo Bpemsi naccaykupoBaius Ha JHHHAX TeJAUbHX KJIETOK OTUETJHBO NOHH3HJIACh BH-
PYJAEHTHOCTb NMAcCaxHPOBAHHOrO BHPYCAa B OTHOUICHHH K COCYUIMM MbliliaM, BBHY Yero ero
narorcunoctb nocae 80 naccazkeil MHHHMAJbHA JL1s TIPHBEJIEHHOTO BHIA.

4. AnantHpoBanubLli WTAMM SIBJASETCS OCHOBOIT A5 JlaabHeiilero noapoGuoro nayue-
HHSI €ro TeHeTHUeCKHX CBOICTB I LIS PAa3BHTHS YKHBOTO IMPHBHBOYHOIO BelleCTBa IMPOTHB
siuypa.
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Modification of the Foot-and-Mouth-Disease Virus — I. Adaplaiion
of the Foot-and-Mouth-Disease Virus to the Lines
of Calf- and Porcine Cells

1. The adaptation of the type C strain “Poiand” of the foot-and-mouth-disease
virus to two primarly insensible lines of calf- cells and to one porcine cell — line
is described.

2. The adapted virus grows on the above mentioned lines reaching high titres
and develops an expressed cytopathogenic effect and a specific complement-fixation
antigen.

3. During the passages on the calf-cell-lines an expressed decline of the passaged
virus’ virulence for suckl!ing mice appeared so that its pathogenicity seems to be
minimal after 80 passages regarding the mentioned species.

4. The adapted strain represents the basis for further detailed studies of its
genetic properties and for the development of a live vaccine against foot-and-
mouth-disease.

Modifikation des Maul- und Klauenseuchenvirus — I. Adaptation
des Maul- und Klauenseuchenvirus an Linien
der Kilber- und Schweinezellen

1. Die Adaptation des Maul- und Klauenseuchenvirus des Types C des Stam-
mes ,,Polen“ an zwei primidr unempfindliche Linien der Kilberzellen und an die
Linie der Schweinezellen wird beschrieben.

2. Das adaptierte Virus wird in den angefiihrten Linien zu hohen Titern ver-
mehrt, bildet einen ausgeprdgten zytopathogenen Effekt und spezifischen KF-An-
tigen.

3. Wahrend der Passagen auf den Linien der Kailberzellen trat eine bedeutende
Herabsetzung der Virulenz des Virus fiir saugende Mé&use ein, so dafl seine Patho-
genitdt nach 80 Passagen fur die angefiihrte Art minimal ist. '

4, Der adaptierte Stamm bildet eine Grundlage fiir weilere eingehende Studien
seiner genetischen Eigenschaften und fiir die Entwicklung eines lebendigen Impf-
stoffes gegen die Maul- und Klauenseuche.

MVDr. Rudolf Hubik

Bioveta n. p., Terezin
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MOLNAR J. Pokusy s 159, p-chlérfenoxyetalonom
s pridavkom roznych adjuvancii, vzhfadom
na terapeuticky ucinok trichofycie u teliat

Napriek tomu, Ze sa pre lieCenie dermatomykéz Iudi a zvierat vyvinulo
uz viac ako 1000 prepardtov (Flérian, Nemeséri, Lovas, 1964)
ukazuje sa nutnost hladania novych lie¢iv, ktoré by jednak skratili dobu ho-
jenia, jednak znizili podiel ludskej prace pri oSetrovani zvierat. Obidve poZia-
davky maji znaény vyznam pre zvySovanie uZzitkovosti hospodiarskych zvierat
a produktivity préace.

V poslednom ¢ase sa dostal na trh Mycotetracid Spofa p. u. v. (15%
roztok p-chlérfenoxyetalénu v polyetylénglykole s pridavkom 3% kyseliny sali-
cylovej) a v kratkej budiicnosti otakavany Trichofytocid (10% p-brémfenylizo-
tickyana v trietylénglykole). Oba pre-
pardty maji dobré terapeutické vlast- 455
nosti proti trichofycii (Molnér, N
1962, Torda, Padenovsky 90 ,.\\
1962, 1963, Torda, Molnar 1964, \ Y
Chmel 1964, Smid 1964). 80

Je isté, Ze tymto sa rad antimy- 70
kotik nekonéi (uz aj vzhladom na
velka prispésobivost dermatofytov) a 60
Ze aj jestvujlice preparity bude treba
vylepSovat a zdokonalovat.

O Cciastoéné rieSenie tejto ulohy 40
sme sa pokusili pri Mycotetracide, pri- ‘
¢om sme pouzili nasledovné variacie: 30

1. Mycotetracid Spotfa p.u.v.

2. Mycotetracid Spofa p.u.v. + 20

+ trietanolamin
3. Mycotetracid Spofa p.u.v. + 10
96% Spiritus conc. v pomere
1:4 gIX. 8&X.  8X. exn 8l
4. 15%  p-chlérfenoxyetalon
+ polyetylénglykol (bez 3%

50

‘.

——— Mycolelracid Spofa p. u. v.

kys. salicylovej). —  _____ Mycotelracid + trietanolamin
Na pokusy sme pouzili 6 odsta- -.-.- _ll\flly;:otetracid + 96%/, Spir. conc.
venych teliat (od 3 do 6 fnes.iacOV‘)v ...... 159, p-chlérfenoxyetalén + poly-
kioré boli v§etky napadnute '[I'lChOfy- ctylénglykol (bez 3%, kys. salicy-

ciou v celkovom poéte 161 viditeInych lovej)
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8. IX. 8. X. 8. XI. 8. XII.
pocet | pocet | o, |pocet | o, pocet |
lozisk | 7° |lozisk| 7° |[lozisk| 7° |lozisk| °
Mycotetracid Spofa p. u. v. 33 100 18 55 6 19 0 0
Mycotetracid Spofa p. u. v. +
+ trietanolamin 54 100 | 44 81 28 52 5 9
Mycotetracid Spofa p. u. v.
-+ 96 9, Spiritus conc. 1 . 4 44 100 25 57 8 18 0 0
15 9, p-chlérfenoxyetalon +
+ polyetylénglykol (bez kys. 30 100 19 63 13 43 4 10
salicyl.) ‘
161 100 | 106 64 55 34 9 6

trichofytickych lozisk. V telatniku bolo este 37 teliat zdanlivo zdravych alebo
s ojedinelymi trichofytickymi loZiskami. Kultivaéne bol vypestovany Trichophy-
ton verrucosum. .

Chovatelské podmienky boli priemerné (atypicky telatnik, telce uviazané,
kondicia chovna), ktoré sme v priebehu pokusov nemenili.

Pokusy boli prevddzané v case zvySenej aktivity trichofytického procesu
(september —december 1964).

Preparaty boli nandSané na loziska §tetkou trikrat v tyzdiovych interva-
loch a to vidy len na jednu stranu telata, kym na druha polovicu bol apliko-
vany preparat iny. Tymto sme sledovali zabezpedenie ¢o najvicsej objektivnosti.

Vysledky boli sledované za jeden mesiac, dva a tri mesiace po prvom na-
treti lie€iva.

Dosiahnuté vysledky vidiet na tabulke a grafe.

ZHODNOTENIE

Zo vsetkych Styroch skusanych preparatov sa javi ako najvhodnejsi Myco-
tetracid Spofa p. u. v. (komerény), pretoze uz za 30 dni bola nim zistend 45%
ucinnost, za 60 dni 81% a za 90 dni 100% tucinnost.

Obdobné vlastnosti javil aj Mycotetracid Spofa p. u. v. + 96% Spiritus
conc. v pomere 1:4, ktory po prvom mesiaci zaostal o 2 %, ale o 2 mesiace
bol uz Géinnejsi o 1 %. Rozdiely st vsak velmi nepatrné.

Podstatne nepriaznivejsie vysledky sme ziskali od dalsich dvoch variécii.
Hned pri prvej mesacnej kontrole bol badatelny opozdeny terapeuticky néstup,
zvla§t Mycotetracid Spofa p. u. v. s trietanolaminom (19%), ktory sa u oboch
preparatov prejavil predizenim lie¢enia o 1 mesiac (celkom 4 mesiace).

Hodnotenim jednotlivych adjuvancii mame za to, ze kym zvySené mnozstvo
liehu nijak nezvySuje G¢innost Mycotetracidu Spofa p. u. v., trietanolamin za-
branujic penetracii Mycotetracidu Spofa p. u. v. zhorSuje jeho kvalitu.

V 15% p-chlérfenoxyetalone s polyetylénom (bez 3% kys. salicylovej),
chyba prave keratolyticky ucinok kys. salicylovej.
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Pre tplnost treba uviesf, ze vietky prepardty pésobili antimykoticky, ale
nie antimyceticky.

U vsetkych 37 neoSetrenych kontrolnych teliat sa trichofycia znacne roz-
§irila. K spontannemu vylieeniu nedoslo.

SUHRN

Prevedeny bol pokus a¢innosti Mycotetracidu Spofa p. u. v. s pridanim
resp. odobratim niektorych adjuvancii na trichofyciu teliat, pricom nebola pred-
bezne zistend vhodnej$ia kombinacia akd je dosiahnutd v komerénom preparate.

Doslo dne 25. 1. 1965

Onpitel ¢ 15% p-xaopdeHOKCHITaNOHOM ¢ 106aB/eHHeM Pa3HbIX BCNOMOraTesbHBIX
JeKapcTBeHHbIX BELeCTB, YUHThIBasl TepaneBTHYECKoe AeHCTBHEe TPHXOQHUMHM Yy TelasT

Boli nposeaen onwit sddexriBHoct Mukorerpauujga Crnoda p. u. v. ¢ jobasieHHeM,
a NpH cjayyae B3sITHEM HEKOTOPBLIX BCIOMOraTe/bHbIX JEKAPCTBEHHBIX BEULeCTB HA TPHXODH-
LHIO TeJsIT, NpHUYeM IpeaBapHTe/bHO He Oblia HaiiieHa GoJiee BLIrOJAHAas KOMOHHAIHs, COLEp-
JKallasicsi B KOMMEpPUYeCKoOM Tipenapare.

Experimental Using 159, p-Chlorphenoxyethalone with Various Adjuvantia
Added regarding its Therapeutic Effect against Ringworm in Calves

The efficiency — experiment was performed with Mycotelracid Spofa ad usum
vet. with some added or reduced adjuvantia against ringworm in calves whereby
no more suitable combination than the one comprised in the commercial prepara-
tion preliminarily has been found.

Versuche mit 15'igem p-Chlorphenoxyetalon unter Beigabe von verschiedenen
Adjuvantien mit Riicksicht auf die therapeutische Wirkung auf die Trichophytie
bei Kilbern

Ein Versuch zwecks Feststellung der Wirksamkeit von Mycotetracid Spofa
p. u. v., unter Beigabe bzw. Abnahme einiger Adjuvantien, gegen die Tripophytie
der Kilber wurde vorgenommen; dabei hat man eine zweckmifligere Kombination
als die im kéauflichen Praparat enthaltene nicht ermittelt.

MVDr. Julius Molnar
okresny veterin. lékar
Trnava
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ZAJICEK D. Vliv nékterych desinfekénich prostfedkit
a lééiv na invazni larvy
Amidostomum anseris in vitro

B Amidostoméza zistava stale jednou z nejzavaznéj§ich helmintéz pfi od-
chovu husi. Postihuje housata a mladé husy nejen v domaécich chovech, ale
zejména je nebezpecnou pro velkovykrmny, kam jsou vykupovdny a svazeny
mladé husy z raznych lokalit. Dostavaji se do prostfedi, které je stile vice
promofovano invaznimi larvami. Vzhledem k pomérné rychlému vyvoji téchto
geohelminti — nejkrat§i mozna doba vyvoje do invazni larvy je 48 hodin
(Skarbilovi¢c 1938, Kobulej 1959 a dal§i) — je prevence v tako-
vych chovech zna¢né ztizena, zejména také tim, Ze husy jsou chovany vétsinou
na hluboké podestylce.

Mimo lé¢ebnych zakroku, které se dosud provadéji vétS§inou pomoci tetra-
chlorethylenu, neni zatim vypracovana metoda niceni larev béhem odchovu.
Kobulej (1959) a jini provéfili, Ze nejaéinnéjiim prostfedkem je vysuSeni,
nebot larva pfi dplném vyschnuti prostfedi hyne béhem putl hodiny. Ovsem
tento idedlni zpiisob neni mozno Gspésné zajistit zvlasté pfi velkovykrmu, pro-
toze koncentrace ptakii na malém prostoru znaéné zhorSuje profylaktické pod-
minky. Je tedy nutno zajistit dezinfekci vybéhi jinymi cestami a tomuto pro-
blému je vénovana pozornost v nasledujici praci.

METODIKA

Pokusil jsem se provéfit odolnost larev amidostom viéi jednotlivym kon-
centracim dezinfekénich prostfedki a testoval jsem je in wvitro. Invazni larvy
vylihnuté z vajicek byly pfenaSeny do jednotlivych roztoki a byla udrzovana
stdla koncentrace roztoku, aby nedoslo k jeho vysychani pfipadné zahusténi.
U larev byl hlavnim indikatorem pohyb, kterym reagovaly na roztok chemikalii.
V tomto stavu byl zapisovan ¢as a chovani larvy. V dobé Gtlumu pohybu byly
larvy ptfendseny do vodovodni vody, aby bylo zjisténo, zda nedoslo jen k oblu-
zeni. Jestlize se larva vzpamatovala, byl pokus opakovan s novymi larvami a tim
byla zajisténa kontrola jednak nad celkovym pokusem a jednak byla zajisténa
pfesnost pokusu. Mimo sledovani tohoto reversibilniho stavu byla zjistovdna
pohyblivost reaktivnimi zasahy, a to pfedev§im zahfatim v pivodnim prostredi.
Pomoci ného bylo mozZno stanovit hranice reaktivnosti larev. Teplotni hranice
neptesahla nikdy 40° C a jiz na teplotu 37° C larvy reagovaly, takze toto za-
htati plné postacilo k pokusu. V pokusu bylo vidy zastaveno 5—10 larev a po-
kusy s jednotlivymi chemikaliemi byly desetkrat opakovdny. Udivané hodnoty
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jsou prumérem doby, v niz doslo k dplnému thynu larev. Larvy vsak byly
chovany pti teploté laboratofe do 24° C, kdy vyvoj probiha za optimalnich
podminek. Pribéh pokusid byl zapisovan v pravidelnych ¢asovych intervalech
a zji§tovany reakce larev. Podle reaktivnich pohybiu byly stanoveny aproxima-
tivné koeficienty, aby bylo mozno pusobeni latek graficky znazornit. Za koefi-
cient normélniho biologického pohybu larvy bylo stanoveno ¢islo 5. Pti aktiv-
néjsich pohybech byla stanovena ¢isla do 10, kterd se rovnaji postupné se
zrychlujicimu kmitavému pohybu aZ po prudké stdceni larvy, zatim co koefi-
cienty nizSich hodnot nez 5 jsou stanoveny jako pohyb ¢im dale zpomalenéjsi
az po nulovy.

I kdyz je nutno povazovat tyto hodnoty za relativni a subjektivni, mneni
zatim mozné stanovit jind kritéria, protoze vlozeni larev do registracnich zafri-
zeni je velmi nesnadné.

VLASTNI PRACE

Na ptilozenych grafech jsou vyhodnoceny vysledky pokust, jak byly pro-
vadény s jednotlivymi chemikaliemi. Hodnoty uvedené v textu i na grafech
odpovidaji prumérnym hodnotdm z pokusi s danou drogou.

Formalin 4% — usmrti larvy béhem 20—25 minut. Hlavni reakce
larev nastava ve 20 vtefiné po preneseni do roztoku. Larva si zachovdva zvy-
§enou pohyblivost po dobu péti minut a po ni se pohyb zpomaluje a larva hyne
do 20—25 minut. (Graf 1.)

Formalin 2% — zabiji larvy do 40 minut. Hlavni excitaéni stadium
nastdvd do 10 minut po vlozeni do roztoku. V dalsich 10 minutdch se pohyb -
zlefiuje na primérné hodnoty a pomalu dozniva do doby 40 minut, kdy dochézi
k exitu. (Graf 1.)

Louh sodny 2% — pisobi excitatné na larvy do 1 minuty, po této
dobé se pohyb vraci k biologickému normélu az v 5. minuté dochazi k pod-
statnému zlenéni pohybu. Zpomalovani pohybu pokracuje stile vét§i mérou az
do 20. minuty. Ve 30. minuté pohyb ustivd a larvy hynou. (Graf 4.)

Chloramin 2% — Pribéh kfivky je podobny jako u predchoziho pre-
paratu. Pouze v kone¢né fazi okolo 20.
minuty neni pohyblivost tak omezena
jako u predchoziho prostiedku. Hynuti
nastava také ve 30. minuté. (Graf 1.)

Acidum carbolicum 20%
— zabiji larvy béhem 20 vtefin, kdyz
excita¢ni stadium je velice kratké do
5 vtefin, poté larvy ztrdceji rychle po-
hyblivost a zivotaschopnost. (Graf 2.)

Acidum carbolicum 2,5%
— pusobi excitaci u larev béhem prv-
nich péti minut. V 5. minuté je pohyb
jesté ponékud rychlej$i nez normalni,

SR \ \ ale potem rychle ubyva na jeho inten-

0 5" 20" 4" 5" 10" 20' 30' 40' 50' 60'  gjt&, az larva ve 13. minuté hyne.
Bitaf 1. Formaltni 40, = semese Acidum car bolicum OSU(i
: Formalin 29/, _ _.-... — pusobeni tohoto roztoku neni prilis
. Chloramin 29/, —— vyrazné. Pohyb larev se po 5. minuté
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mirné zrychluje a je trhavy. V 10. minuté se vraci na svij biologicky rytmus,
v némz setrvava bez vykyvi az do 30. minuty. Poté se zrychluje a dosahuje
stejné intenzity jako v paté minuté. V tomto zrychleni zistdvd do 50. minuty,
po niz je pohyblivost znac¢né snizena, takze v 60. minuté zjiStujeme pohybli-
vost niz§i nez za normdlniho stavu. Po 60. minuté se pohyb zpomaluje, ale
nikdy se uplné nezastavi. Je§té ve 100. a 150. minuté jej muzeme stale sledo-
vat. V této dobé je larva schopna ziskat svij typicky biologicky pohyb, pre-
neseme-li ji do ¢isté vody. V daném roztoku byla vsak pohyblivd jesté po 4.
hodinach od zapoceti pokusu.

Mimo téchto bézné pouzivanych desinfekénich prostiedki provedl jsem
pokusy s latkami, které se v soucasné dobé pouzivaji k devastaci plzi (penta-
chlorfenol natrium)

nebe chemikalii s velkym oligodynamickym ptsobenim
(CuSOy4) a béiné uzivanym lé¢ivem (Helmirazin). Pouziti obou posledné jme-
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novanych latek bylo ovlivnéno tim, Zze

Helmirazin ma velmi dobry dehelmin-

ticky uc¢inek na hlistice zazivaciho

traktu. Podobné bylo mysleno i pouzi-

ti CuSOs, ktery se v nékterych cho-

vech béiné pfidava do pitné vody pro

drubez.

Pentachlorfenol Na 25%

— Vrcholné excitaéni stadium larvy

nastupuje v 1. minuté po pfeneseni do

roztoku, z ného rychle klesa v 5. mi-

nuté smérem k hranici biologického po-

0 5 201 & 10 % 20 30 40 5o e Dybu a ustaluje se na ni. Pozdéji do

10. minuty se pohyb zlenuje, takze

Graf 4. NaOH 29, _ kfivka zasahuje pod biologickou hrani-

CuSO4 nasyceny roztok ------ ci, aby v dalSich péti minutach (4j.

Helmirazin (roztok 0,5 g v 10 ml) ye 20. minuté) vystoupila opét nad ni.

~7-7:7 Pohyb larev v té dobé je rychlejsi

oviem jen docasné, nebot opét pokles-

ne hluboko pod hranici normalniho po-

hybu v dobé 20.—30. minuty. Poté dochdzi k opétovnému excitatnimu, reaktiv-

nimu pohybu nad normalni hranici ve 40. minuté, po niz pohyblivost je silné

snizena. Po 50. minuté poklesdva pohyblivost larev velmi silné. V 60. minuté
se blizi k nulové hranici a v 70. minuté dochéazi k exitu larev. (Graf 3.)

Pentachlorfenol Na 0,5% — Tento roztok plsobi excita¢ni sta-
dium u larev az po 10. minutach, kdy pohyb se mirné zvySuje a je progresiv-
néj§i nez za normalniho stavu. Do 40. minuty se vrati k normalnimu pohybu,
v némz larva setrvavd do 60. minuty. Po této dobé se pohyb mirné zleniuje pod
normalni biologicky stav béhem dalsich 40. minut a na tomto stavu setrvava
po dobu nékolika hodin. Po preneseni do ¢isté vody larvy jsou opét normalné
zivotaschopné. Tento roztok larvy neusmrti.

Cuprum sulfuricum — nasyceny roztok. Excitaéni stadium larev
vznika pozvolna. V dobé 1. minuty se zvySuje reaktivnost larev od normilu
a v 5.—10. minuté vrcholi. Na svém vrcholu se udrzuje do 20. minuty, po niz
nastdvd mirné zvolnéni pohybu az do 40. minuty, kdy se pohyb vraci na svou
normélni biclogickou hranici. Po této dobé se pohyb zpomaluje aZ prudce po-
klesne do 50. minuty na svou krajni mez. V této dobé je mozno jesté larvy
ozivit po preneseni do ¢isté vody. V dobé do 60. minuty je pohyb jiz mini-
malni a s dovrSenim této doby larvy v roztoku hynou. Nizsi koncentrace této
sloufeniny jsou nedcinné. (Graf 4.)

Helmirazin Spofa. Roztok byl pfipraven z tabletované substance,
a to v mnozstvi 0,5 g v 10 ml vody, tj. 5% roztok. Larvy ptenesené do tohoto
roztoku zrychlily sviij pohyb v dobé jedné minuty a do paté minuty jej progre-
sivné zpomalily pod normalni biologickou hranici. Toto zpomalovdni pohybu
stale pokracovalo postupné az do 39. minuty, kdy doslo k exitu larev. Od paté
do 20. minuty byl stav larev reparabilni, nebot pfenesenim do roztoku vody se
jejich pohyb vratil k normalnimu stavu. V poslednich deviti minutach toto jiz
nebylo mozné. (Graf 4.)
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I. Pasobeni nékterych desinfekénich prosiredku a lé¢iv na invazni larvy Amidostomum anseris in vitro

Dobg ‘ 4 hodina 2 hodina J hodina
EENEREEEEEEEEREEREERE

Formalin $%

Formalin 2%

Chloramin 2%

NaOH 2%

Ac. carbolicum 20 %

Ac carbolicum 25%

Ac. carbolicum 05% . preziva
Pentachlorfenol Na 50%

Pentachlorfenol Na 25 %
Pentachlorfenol Na 0,5 % prezivd
CuS0, nasyceny roztok
Helmirazin roztok 03g v 10ml




DISKUSE

Porovname-li ziskané vysledky napfiklad pifi pouziti pentachlorfenolnatria
na larvy Amidostomum anseris s vysledky Siménka a kol. (1964) na va-
jicka Ascaris suum, dochdzime k rozdilnym zdvérim. Zatim co v Siminkovych
pokusech se vajicka dale neryhovala jiz v roztoku 5,53 %, larvy Amidostomum
anseris zily vyjma velmi vysokych koncentraci velmi dlouhou dobu. Je mozné
ce domnivat, Ze tento prostfedek poruSuje jednotlivé obalové vrstvy vajicka
a spife pronikne k zdrodené hmoté, zatim co ochrannou pokozkou invazni
larvy nepronikne. O zna¢né odolnosti invaznich larev Dictyocaulus filaria
a Haemonchus sp. svéd¢i provedené pokusy in vitro s riznymi roztoky (G o-
losnickij a Cholo§¢anov 1955 — wiz Schanzel 1957), na-
proti tomu jini autofi (Enigk a kol.) uvadgji, ze larvy cervii Ankylostoma
a Strongyloides jsou méné rezistentni viuéi desinficienciim nez vajicka Skrkavek
a tenkohlavci.

O destrukei hlistic v ektogenni ¢asti jejich vyvoje se pokouSeli Losev
a Krjukovovad (cit. Schanzel-Bezdékova 1957), ktefi sledovali
citlivost larev Dictyocaulus filaria viéi ruznym chemikaliim. Zjistili, ze v béz-
nych koncentracich desinfekénich prostfedkt invazni larvy vydrzi az 30 minut.
U nas Broskva 1950 (cit.t Schanzel-Bezdékova 1957) opakoval
tyto pokusy na stejném druhu hlistic a zjistil obdobné hodnoty u stejnych kon-
centraci a u niz§ich koncentraci podobné vysledky jako v uvedenych pokusech
s Amidostomum anseris. Klinger (1950) a Schanzel, Bezdékova
(1957) i Koudela (1953) provedli podobné pokusy ma larvach plicnivek
s ruznymi roztoky umélych chemickych hnojiv a zjistili, ze hynuti larev na-
stava za velmi dlouhou dobu za predpokladu, ze se udrzi stejnd koncentrace -
chemického prostfedku. Rovnéz i Barud (1958) uvadi, Ze macerace larev
velkych koiiskych strongylt v koifiské moéi nastava az za 3 dny.

Podle ziskanych vysledki ie nutno povaZzovat invazni larvy Amidostomum
anseris za velmi odolné. Pfispiva k tomu ta okolnost, ze larvy ziji v prostiedi
s vysokou vlhkosti, které pouzité desinfekéni prostfedky trvale a silné zreduje,
takZe plivodni koncentrace pisobi po velice kratkou dobu. Nelze proto uvazovat
o jejich pouZziti v pfitomnosti zvifat, ale pouze pii kone¢né desinfekci chovnych
prostori a zafizeni, nebo pfi vyméné vykrmnych turnusi. Jejich pouzitelnost
béhem provozu je je§té ztizena tim, ze husy jsou vétSinou chovany na hluboké
podestylce, jejiz desinfekce pomoci nékterych z uvedenych Géinnych prostfedki
by mohla vést za dané koncentrace i k poskozeni kiiZze na béhacich (poleptani).
Samotny asanaéni vliv hluboké podestylky u husi je minimélni oproti jinym
domécim zvifatim (Zajic¢ek 1961), protoze vlivem vysoké vlhkosti se ne-
vyvine dostate¢né vysoka teplota, kterd by larvy nicila. Rysavy (1955)
zjistil zivé a pohyblivé larvy jesté v hloubce 50 cm pod povrchem. V dalsich
pokusech s desinfekénimi prostfedky ve zneciiténém prostfedi se pokracuje a je-
jich vysledky budou po zhodnoceni publikovany.

Rovnéz pfidavani médnatych preparati do pitné vody neovlivni zivotnost
larev. Tuto skute¢nost zjistil i Broskva (1950) u larev 1. stadia Dictyo-
caulus filaria, které v 5% a 3% roztoku CuSOs; neuhynuly ani za 5 hodin.

Invaze larev se zachycuje predeviim v prednim slepém vaku svalnatého
zaludku a v krajiné pyloru. Larvy se sem dostanou s pfijimanou vodou, kterd
od vyutsténi jicnu pfechdzi do pyloru a nefedi pfili§ obsah Zaludku. Jednou
z moznych cest, jak zabranit invazim a reinvazim v danych podminkach bylo
by trvalé poddvani Helmirazinu, a to v granulované formé tak, aby lécivo co
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mozno nejdéle setrvalo ve svalnatém zaludku. Timto zptsobem se dosdhne uréita
hladina lé¢iva v organu, ktera, jak ukazaly pokusy, je schopna ovlivnit uchyceni
larev. O tGéincich rdznych soli piperazinu pfi amidostomoze husi svédéi i préce
Katkova (1963). Podobné zkusenosti s trvalym poddvanim Helmirazinu
pti ascaridéze dribeze uvadi Klime§ (1963) nebo Polakova (1964).

SOUHRN

V préci je podan pfehled pusobeni riiznych koncentraci desinfekénich pro-
sttedkti na invazni larvy Amidostomum anseris v ¢istém vodnim prostfedi.
Silné desinfekéni prostiedky jako formalin 2%, NaOH 2% a Chloramin 2%
ni¢i larvy do 50 minut, formalin 4% do 20—25 minut, Acidum carbolicum
2,5% do 22 minut. V nasyceném roztoku CuSOs hynou larvy za 1 hodinu
a v Acidum carbolicum 0,5% a pentachlorfenol natrium 0,5% prezivaji pres
4 hodiny i déle. V roztoku 5% Helmirazinu Spofa hynou za 39 minut. Bylo
by proto vhodné uvazovat o dlouhodobém podavani léciva zvlasté mladym
housatim, pfipadné i u husi zastavenym na vykrm.

Doslo dne 14, 1, 1965
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BinsiHHe HEKOTOPLIX Je3MH(PEeKUHOHHBIX CPEACTB M JEKAapCTB Ha MHBA3HOHHBIX JHYHHOK
Amidostomum anseris in vitro

B paGore npuBoaHTCH 00630p AEHCTBHSI pa3HbLIX KOHUEHTpAUHii 1e3HH(EKUHOHHBIX
CPe/CTB HAa HHBA3HOHHBLIX JHYHHOK Amidostomum anseris B uHcToif BoaHoii cpene. CHibHEIE
ne3uHeKIHOHHbIe cpeacTBa, Kak ¢opmanun 2 %, NaOH 2 % wu Xaopamun 2 % yHHUTOXKAIOT
JMYHHOK B Teuenue 50 MuHyT, popMasun 4 % — B Teuenne 20—25 muuyt, Acidum carbo-
licum 2,5% — B Teuenne 22 mMuuyT. B Hachiuennom pactBope CuSO4 JHYHHKH NOTHGAIOT
yepes 1 yac u B Acidum carbolicum 0,5 % u nenraxsopdenon Hatpus 0,5 % JIHUHHKH KH-
ByT cBbile 4 yacoB. B pactBope 5 % Tleabmupasuna Cnoda onu noruGator uepes 39 MHUHYT.
ITostomy BHIroaHo Gblsio Gbl JaBaTh JIEKAPCTBA B TEYEHHE JIJHTEJILHOTO BPEMEHH, B 0COOEeH-
HOCTH MOJIOJIBIM TyCfiTaM, a TpH cyyae H OTKOPMOUHBIM TyCSIM.

An Influence of some Disinfectants and Drugs on the Invading Larvae
of Amidostomum anseris in vitro

In the article a summary of the activity of several concentrations of some
disinfectants on invading larvae of Amidostomum anseris in a pure water medium is
presented. The highly efficient disinfectants as formol 2 per cent, NaOH 2 per cent
and Chloramin 2 per cent destroy invading larvae during 50 minutes, Formol 4 per
cent durings 20 to 25 minutes, Acidum carbolicum 2,5 percent during 22 minutes. In
a satiated solution of CuS04 the larvae die in hour and in Acidum carbolicum 0,5
per cent and in Pentachlorphenol Natrium 0,5 per cent survive more than four
hours. In the 5 per cent solution of Helmirazin Spofa they pass away in 39 minutes.
It would be therefore appropriate to consider a long-time administration of this drug
especially to young goslings, eventually to geese to be -fattened.

EinfluB einiger Desinfektions- und Heilmittel auf die Invasionslarven
Amidostomum anseris in vitro

\

In der Arbeit wird eine Ubersicht der Wirkung verschiedener Konzentrationen
der Desinfektionsmittel auf die Invasionslarven Amidostomum anseris im Milieu
von reinem Wasser wiedergegeben. Starke Desinfektionsmittel, wie Formea'in 29,
NaOH 294, und Chloramin 2%/, vernichten die Larven in 50 Minuten, das Formalin
4%, in 20—25 Minuten, Acidum carbolicurn 2,5%, in 22 Minuten. In einer gesittigten
CuSO4-Losung sterben Larven in einer Stunde und in Acidum carboiicum 0,5, und
Pentachlorphenol Natrium 0,5 tiberieben sie 4 Stunden und ldanger. In einer 5%, Lo-
sung Helmirazin Spofa sterben sie in 39 Minuten ab. Aus diesem Grunde sollte man
erwidgen, ob ein langfristiges Verabreichen des Heilmittels, besonders an Gossel
eventue!l an Mastgédnse vorzunehmen wiire.

MVDr. Dalibor Zajicek, CSc.
Parazitologicky ustav CSAV, Praha 6,
Na cvicisti 2
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ANTALOVSKY A. Technika mistni nitroZilni anestezie
na distalnich c¢astech koncetin u skotu

B Na vsech naSich pracovistich vzriistd podet ofetfeni patologickych procesii
na distalnich &astech koncetin u skotu. Jde vesmés o rozsahlé afekce na silné
citlivgch tkanich, které vyzaduji anestezie. Zasadné davame prednost lokéalni
anestezii pfed celkovou, ktera muZe byt u skotu provazena &etnymi komplika-
cemi. Pfi bézném provozu pozadujeme, aby anestezie byla pfi plné aéinnosti ¢a-
sové i technicky co nejuspornéjsi. Sami pouzivime od r. 1959 pfi viech opera-
cich na distdlnich éastech koncetin u skotu, koni i ovec mistni nitrozilni ane-
stesie (ddle MNA), pfi niZ se anestetikum injikuje do povrchové Zily na pod-
véazané ¢asti konletiny. MNA byla povazovdna vidy za udinny zplsob znecit-
livéni. Jeji dosavadni sporadické pouzivdni ve veterindrni chirurgii bylo zavi-
néno jednak pfilinou slozitosti pivodni techniky, jednak nedostateénymi a ne-
pfesnymi Gdaji o jejim provadéni u zvifat.

LITERARNI PREHLED

Metodu MNA popsal po prvé Bier (3) r. 1908 a do veterindrni chi-
rurgie ji uvedl Samodélkin (11) o dvé léta pozdéji. Pivodni technika
MNA byla znaéné slozita: pfed podvazanim byla celd konéetina ovinovana
obinadlem, aby se odkrvila, podvaz byl umisfovan nad i pod operaénim polem,
anestetikum bylo injikovano do vypreparované a nékdy proximalné podvazané
cévy (3, 11). Po druhé svétové valce byla technika MNA zjednodu$ovana (9,
10): pouziva se pouze jednoho podvazu, konéetina se anemizuje zdviZenim, ni-
koli ovinovanim obinadla, venepunkce se provddi perkutdnné. Soudasné jsou
vSak doporucovany dal§i manipulace, které nepokladdme za dostate¢né odivod-
néné, napt. pouzivani velkého mnozstvi (az 500 ml) malo koncentrovaného
prokainu, dodatené intravendzni injikovani az 300 ml fyziologického roztoku,
ktery ma ,vytésnit*® anestetikum do tkani (10), infiltrace operaéniho pole pro-
kainem nebo adrenalinem po odstranéni podvazu (2, 7, 13). V uéebnicich (6,
12, 14) najdeme o MNA pouze zminky: vytyka se ji vesmés, Ze je pro béiné
pouzivani pfili§ slozita. Vysledky naSich vlastnich studii (1) ukazuji, ze MNA
pusobi jako kombinace infiltraéni a svodné anestesie; pfi tom netraumatizuje
tkané operaéniho pole jako anestezie infiltraéni a je jednodussi nez anestezie
svodnd, kterd se provadi z nékolika vpichii. Plsobi stejné v tkanich zanicenych
i nezanicenych. Prunik anestetika do tkdni podvazané oblasti, ktery jsme sle-
dovali po nitrozilni aplikaci obarveného prokainu, se déje rychle a rovnomérné.
Béhem 3—5 minut jsou zde diftizné zbarveny mékké i tvrdé tkané. Tak lze
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vysvétlit, Ze znecitlivéni nékterych tkani, zejména kosti, je pfi pouziti MNA
dokonalej$i nez u jinych zpisobi mistni anestezie. Tim Ze opera¢ni pole je
oddéleno podvazem od krevniho obéhu, se zvySuje ucinnost anestetika a prak-
ticky se vylucuje moznost jeho pfipadného toxického plisobeni. Kromé bezvy-
znamnych mistnich komplikaci (hematomii po injekci) jsme nezaznamenali
zadné vedlejsi uéinky.

Vzhledem k témto pfiznivym zkuSencstem jsme se zamérili na vyfeSeni
problémi, které brani provadéni MNA v §iroké praxi.

METODIKA

Vzali jsme si za tkol vypracovat jednoduchou techniku, pfi niz by ztstala
zachovdna plnd G¢innost MNA. Zvlastni pozornost jsme vénovali volbé vhod-
nych mist pro venepunkci a technice podvazu, jimiz se v této souvislosti v pi-
semnictvi dosud nikdo nezabyval. NaSe poznatky se opiraji o sledovani 458
MNA u skotu, pfi nichz jsme hodnotili soub&zné provedeni, G¢innost a prubéh
anestezie. V pfedkladané praci uvadime vlastni postup pfi provddéni MNA,
pfi némz hloubko a priubéh anestezie plné vyhovovaly klinickym pozadavkim.

VYSLEDKY

K MNA pripravujeme: Esmarchovo obinadlo (ploché, gumové, 5 cm §iroké,
80—100 cm dlouhé),

1 stfikaéku Record o obsahu 10—20 ml,

1—2 stfedné silné jehly a prasvitu 1—1,2 mm,

holici strojek, desinfekéni roztoky: jodbenzin, 5% lihovy roztok jédu.

Vzhledem k povaze pldnované operace provadime anestezii vétSinou na le-
zicim zvifeti. Po povaleni zvifete postizenou konéetinu vyvéazeme, operaéni pole
vyholime, omyjeme mydlovou vodou a odtu¢nime jodbenzinem. Soucasné vyho-
lime a ocistime 2 mista pro venepunkci, kterou provddime mimo operaéni pole
(vySe nebo nize, na druhé poloviné prstu apod.).

TECHNIKA PODVAZU

Proximalné od opera¢éniho pole na plose asi 10 cm ovineme koncetinu
Esmarchovym obinadlem, jehoz konec upevnime pomoci knofliku nebo prosté
podvle¢enim pod pfedchozi otocku obinadla. K podvazu nesmime pouZzit hru-
bych, nepruznych latek, které pfimo drti tkané. Nejsou vhodné hadice, ale
rovnéz ne prili§ Sirokd obinadla, kterd stla¢i nervy na veliké plose. Velmi vhed-
nym a pruznym podvazem jsou odlozené dlocuhé gumové rukavice, pouzivané
pfi gynekologickém vySetfovani. Podvaz ptikldddme pfimo na kuZzi, kterd nesmi
byt shrnuta v fasy. Umisfujeme jej nejcastéji nad spénkovym kloubem, tj.
v distdlni tfetiné metakarpu nebo metatarsu. Koncetina je zde uz8i a podvaz
se da dobfe upevnit. Druhd obvykla lokalizace podvazu je 10—15 cm nad kar-
palnim nebo nad tarsdlnim kloubem. Jen vyjime¢né pfi nékterych operacich
na kloubech pouzivime dvou podvazii a umistujeme je pak nad a pod kloubem
tak, aby byly od sebe vzdileny asi 15 cm. Spravné pfilozeny podvaz nevyvola
béhem 1—2 hodin na koncetinidch skotu naprosto zadné poruchy. Po jeho od-
stranéni se rychle obnovi cirkulace, kuZe se otepli a na viditelnych mistech na-
bude normalni barvy. Cestou z opera¢niho sdlu zvire zatézuje operovanou kon-
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Cetinu stejné jako zdravou, coz svédéi o tom, Ze citlivost se obnovuje pomaleji
nez cirkulace.

Pfed upevnénim podvazu neprovadime odkrveni koncetiny ani jejim zdvih-
nutim, ani tlakovym obvazem. Nepovazujeme je za u¢elné z nékolika duvodu:

1. venepunkce je ztiZena,

2. venézni tlak v koncetinach leziciho zvifete je minimélni, mnozstvi inji-
kovaného anestetika je ve srovnani s rozsahem podvazané oblasti malé. Zvy-
Seni vendzniho tlaku zamezenim odtoku krve napomahd pruniku anestetika do
kapilar a jimi do tkani.

3. Predpoklada se, ze predbéznd anemizace koncetiny napomdha Géinnosti
anestetika. Srovnavani, kterd jsme pfi svém vyzkumu provadéli, vedla vsak
k zavéru, ze anemizace koncetiny pred upevnénim podvazu neni dulezitd pro
hloubku ani pro prabéh anestezie.

4. Na pocitku operace v pasivné prekrvenych tkanich rdna silnéji krvaci.
Toto krvaceni je vsak zcela kratké, pocatek operace nezdrzuje a pak diky pod-
vazu operujeme v prakticky bezkrevném poli.

MISTA VENEPUNKCE

K venepunkci pouziviame nejsndze piistupnych povrchovych vén. Vétsinou
injikujeme do vén digitalnich, ale G¢innost anestezie se neméni, ani kdyz volime
misto vpichu vy3e, tj. blize podvazu. Uvadime ptfehled povrchovych Zzilnych
kmenti, do nichz injikujeme nejcastéji, v pofadi podle snadnosti provedeni ve-
nepunkce.

Na hrudni konc¢etiné jsou nejsniaze pfistupné tyto vény:

I. na lateralni plose

v. digiti IV. volaris lateralis; injikujeme obvykle v trovni kloubu spénko-
vého nebo pod nim (obr. 1).

II. na volarni plosSe

v. digitalis communis volaris. Probiha zde povrchové poéinaje od paznehtki
smérem proximalnim v délce asi 10 cm. Misto vpichu: na volarni plose ve
stfedni care v distalni tfetiné metakarpu (obr. 2).

III. na medialni plos§e

1. v. digiti II1. volaris medialis. Injikujeme obvykle v trovni kloubu spén-
kového nebo pod nim (obr. 3).

2. v. medianoradialis. Injikujeme na medidlni ploe karpilniho kloubu,
kde je hmatna i viditelnd v délce asi 10 cm jako malik silny Zilny kmen (obr. 3).

IV. na dorsalni, pfipadné dorsomedidlni plose je venepunkce rovnéz pro-
veditelna, je vSak méné snadnd. MuZeme zde injikovat

1. do v. digitalis communis dorsalis. Misto vpichu: ve vys§i spénkového
kloubu v dorsalnim Zzlabku III. a IV. prstu (obr. 4).

2. do v. cephalica accessoria na dorsomedidlnim okraji karpalniho kloubu.

Na panevni konc¢etiné jsou k venepunkci nejvhodnéjsi tyto vény:

I. na lateralni plose

1. v. digiti IV. plantaris lateralis (obr. 5). Je hmatna a nékdy i viditelna
od korunky az ke svému po¢atku. Nejvhodnéjsi misto vpichu je v drovni spén-

VETERINARNI MEDICINA - 1965 415



kového kloubu, kde probihd podél §lach ohyba¢l, nebo ve vysi korunkového
kloubu.

2. v. metatarsica dorsalis lateralis. Misto vpichu: v poloviné metatarsu na
dorsolateralnim okraji kosti.

3. r. dorsalis v. saphenae parvae. Je dobfe piistupny v celém svém pribéhu
na laterdlni ploSe distdlni tfetiny tibie a tarsu.

4. r. plantaris v. saphenae panvae pokraluje jako v. tarsica lateralis, kterd
je dobfe pristupnd na plantdrnim okraji laterdlni plochy tarsalniho kloubu.

II. na medidlni ploSe

1. v. digiti III. plantaris medialis (obr. 6). Je hmatnd a ¢asto i viditelna
od korunky az ke svému pocatku. Venepunkci provadime ve vysi spénkového
nebo korunkového kloubu.

2. v. saphena magna. Venepunkci provadime ve vy$i patniho hrbolu na
medidlnim okraji Achillovy §lachy.

III. na dorséalni plose

je venepunkce méné snadnid. Muzeme zde injikovat do v. digitalis commu-
nis dorsalis ve vysi spénkového kloubu v dorsdlnim cévnim zldbku III. a IV.
prstu.

Nejsnaze lze punktovat silné venézni kmeny (v. medianoradialis, v. sa-
phena magna, r. dorsalis et plantaris v. saphenae parvae). Pro praxi je vSak
nejvyhodnéj§i injikovat anestetikum do digitdlnich vén. Davka 20 ml 5%
nebo 10 ml 10% prokainu staéi ve vétiiné pfipadi k vyvolani vyhovujici
anestezie v celé oblasti distdlné od karpdlniho nebo od tarsalniho kloubu. Je
viak samozfejmé, Ze v podvazané oblasti mensiho rozsahu (pfi upevnéni pod-
vazu na metakarpu nebo metatarsu) vyvold 1éZ davka anestezii podstatné
hlubsi, s téméf okamzitym nastupem.

PROVEDENI ANESTEZIE

Venepunkci déldme ihned po dokonéeni podvazu, protoze asi po 10 minu-
tich cévy na podvazané konéetiné zanikaji. Injikujeme smérem proximalnim
nebo distdlnim, jak je provedeni injekce snaz§i.

U hnisavych zdnétd jsou c¢asto povrchové vény nevyrazné pro mohutny
edém tkdni. Venepunkce vSak neni obtizna, protoze celd zanicenid oblast je
silné pfekrvena a pfi podvazani koncetiny se vasodilatace je§té zvy$i. Neni-li
mozno provést venepunkci Zilného kmene, ktery je mnejblize operaéniho pole,
muzeme napf. v urovni spénkového kloubu injikovat do vény druhostranné
nebo umistime podvaz vy$e a vyhledame kteroukoli jinou pfistupnou povrcho-
vou vénu.

Na probodnuti kuze reaguji zvifata zpravidla slabym obrannym pohybem,
proto zavedenou jehlu pfidrzujeme preventivné lehce prstem. Jinak ji nefixu-
jeme, pomalu a rovnomérné vstfikneme celou davku anestetika a jehlu odstra-
nime. Na misto venepunkce pfitlacime na kratkou dobu tampén, abychom za-
branili krviceni a zpétnému vytoku anestetika. Hloubku anestezie zkousime po-
malu provadénymi vpichy jehlou nebo hrotem skalpelu na zvlast citlivych
mistech (na korunce, v ohbi spénky) a porovnavdme reakci s neanestezovanou
konéetinou.

Na nepigmentované kuZi je barva konéetiny s pocatku normalni, pozdéji
mirné cyanoticka. Jakmile zaéneme operovat, kiize bledne. Na zacdtku anestezie
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pozorujeme na kizi nékdy bélavé skvrny. Jejich vytvofeni je dikazem, Ze jiz
bylo aplikovdano dostateéné mnozstvi prokainu, protoze kozni cévy se zapliiuji
naposled.

Pro pfevaznou vét§inu operaci na distdlni ¢asti koncetin u skotu se jevi
jako optimélni davka 20 ml 5% nebo 10 ml 10% prokainu. Po jeji aplikaci
nastupuje MNA béhem 2—4 minut a udrZuje se v dostatené intensité po
celou dobu podvazu. Podvaz b&hem vykonu nijak neménime a odstraiiujeme jej
definitivné po skonéeni operace. Uvoliiovani providdime pomalu, ale bez caso-
vych ptestivek. Po odstranéni podvazu pretrvdvd anestezie nejméné 20 minu,
zpravidla viak déle.

Pfi pouZiti mensiho mnoZstvi anestetika (10 ml 5% prokainu) nastupuje
anestezie pomaleji a po odstranéni podvazu odezniva rychleji.

DISKUSE

Nékteré naSe poznatky jsou v rozporu s tdaji, které jsme nasli v pisemnic-
tvi. V humanni chirurgii (3, 5, 10) se setkdvdme s nazorem, Ze po del§i dobé
vznikaji v misté podvazu parestesie, které je nutno zmirfiovat infiltraci malého
mnozstvi prokainu a pfechodnym uvoliiovanim podvazu. Sami jsme u leZiciho
zvifete nezjistili Zadné projevy bolesti pfi pfilozeni ani pfi snimédni Esmarchu.
Stojici zvife reaguje zpravidla na upeviiovani podvazu obrannymi pohyby (zdvi-
hdnim konéetiny). Lze tézko rozhodnout, zdali je tato reakce vyvoldana pouze
nezvyklym tkonem nebo pocitem bolesti, trva vSak vidy jen kratce a zvife
pak podvazanou konéetinu pfi chuzi zcela normélné zatéZzuje. Z toho usuzuje-
me, Ze upevnény podvaz nepisobi u velkych zvirat zadné prakticky vyznamné
obtize. Rozpor mezi udaji z humanni chirurgie a naimi zkuSenostmi muZeme
vysvétlit jednak odliSnou reakci pacientli, jednak okolnosti, Ze dotyéni autofi
pred anestezii anemizovali koncetinu, coz samo o sobé podporuje vznik pareste-
sif, a pouzivali velmi slabych koncentraci anestetika, které i pfi vét§im mnoz-
stvi aplikovaného roztoku vyvoldvaji anestezii pomaleji. Podle nagich pozorovani
sahd v chirurgickém stadiu anestezie oblast znecitlivéni jesté nékolik cm nad
podvaz. Priavem tedy predpoklddame, Ze tkdné pod podvazem i v jeho bezpro-
stfedni blizkosti jsou necitlivé.

Pokud se tyka dpravy optimélni davky anestetika, pokladdme podobné jako
Kirillov (9) za vyhodnéjsi injekci men§iho mnozstvi vice koncentrovaného
roztoku. Injikovani je jednodussi a rychlej8i, toxicky ucinek nepfipadd prakticky
v uvahu jednak proto, ze zvolena davka je relativné nizka, jednak pro oddé-
leni anestezované oblasti od krevniho obéhu podvazem. Pfi podvazani prokrvené
konletiny neni nutno zvySovat tlak ve vénach injikovdnim velikého mnozstvi
anestetika o nizké koncentraci a pak jesté fyziologického roztoku, ktery by je
vytésiioval do tkani (10).

Neékteri autori (3, 8, 9) injikuji anestetikum retrogrddné (distalnim smé-
rem), aby napomohli jeho priiniku do kapilar. Podle nasich zkuSenosti tento
postup pribéh anestezie neovliviiuje. Cévy jsou rozsifeny v disledku pasivni
venostazy a snad i pfimym plsobenim prokainu, o némz je zndmo, Ze uvoliuje
cévni spasmy. Rychly nastup anestezie a jeji hloubka svédéi o tom, Ze aneste-
tikum pronikd z mista venepunkce do tkdni velmi dobie, bez ohledu na to, kte-
rym smérem byl vpich proveden.
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NaSe zdznamy o pfetrvavani anestezie po snéti podvazu ukazuji, Ze necit-
livost trva je§té dostate¢né dlouho, abychom mohli v klidu dokonéit toaletu
rdny, ptipadné stavéni krviceni, obvaz apod. NepovaZzujeme tedy za nutné,
aplikovat po odstranéni podvazu je§té dodateéné do tkani operaéniho pole
prokain nebo adrenalin, jak néktefi autofi doporucuji (2, 5, 7).

SOUHRN

Na zakladé nékolikaletych zkuSenosti jsme vypracovali vlastni zptisob pro-
vadéni mistni nitrozilni anestesie na distidlnich éastech koncetin u skotu. Uka-
zalo se, Ze pfi plném zachovini G¢innosti anestezie lze pivodné doporucovanou
metodu podstatné zjednodusit a zbavit ji fady neodtivodnénych, ¢asové i teore-
nicky naroénych tkond. Pfi postupu, jehoz pouzivame, nezpusobuji pfiprava ani
provedeni anestezie zddné Casové ztraty. ZjednoduSeni techniky umoziiuje za-
vedeni MNA do §iroké praxe. To povazujeme za duleZité, protoze klinické
i experimentalni zku$enosti ukazuji, z2¢ MNA mi predpoklady, aby obohatila
moznosti mistniho znecitlivéni zejména u skotu. K jejim kladim poéitdme vy-
sokou ulinnost pfi malé spotiebé anestetika, minimélni traumatizovani tkéani
(vpichem i podvazem) a minimalni moznost celkovych toxickych d&inki.

Doslo dne 30. 12, 1964
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TexHHKa MeCTHOHi BHYTPHBEHHOH aHACTe3MM Ha JHCTAJbHBIX YAaCTAX KOHEYHOCTei
Y KPYMHOro poraroro cKora

Ha ocnoBe MHoOroJsieTHero onwita HaMH Gbl paspaGoTaH COGCTBEHHBIH CMOCOG NpoBeje-
HHST MECTHOIT BHYTPHBEHHOH aHACTEe3HH Ha JAHCTAJbHBIX 4aCTAX KOHEYHOCTeH Y KPYIHOTro poraTo-

ro cKoTa. OK&BaJOCb, 4TO IpH NMOJTHOM COXpaHEeHHH AeATEeJbHOCTH aHaCTe3HH MOZXKHO TNepBOHa-
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YaJbHO PEKOMEeHIyeMbIM MEeTOJ0M CYIIEeCTBEHHO YIPOCTHTb M YCTPaHHTb €e OT psiia Heo6o-
CHOBAHHBIX, B OTHOLIEHHH BpPEMEHH M TeXHWKH TpeGoBaTeJbHEIX TNpHeMos. Ilpu mpouecce,
KOTOPBIM MBI I10/Ib3yeMCsl, HH TOATOTOBKA, HH NpOBe/leHHe aHacTe3HH He BBI3BIBAIOT HHKAKOMH
noTepH BpeMeHH. YIpOoLLeHHe TeXHHKH JlaeT BO3MOXKHOCTh BHeapeHHss MBA (MecTHast BHYTpH-
BeHHas aHacTe3Hs) B IIHPOKYIO TMPAKTHKY. DTO MBI CUHTaeM BaKHLIM, TaK KaK KJIHHHYECKHI
H 3KCIepHMEHTa/IbHbIH ONbIT NMOoKa3biBaeT, uto MBA HMeeT NpeANoCHIJIKH 0GOraTHTh BO3MOXK-
HOCTH MECTHOIi JleceHCHOH/IH3allHH, B 0COGEHHOCTH y KpynHoro poraroro ckora. K ee mpeunmy-
LeCTBAM Mbl TaKiKe OTHOCHM BBICOKYIO AEATEeJIbHOCTb NMPH MajoM NOTpPeG/IeHHH aHAaCTETHKH,
MHHHMaJIbHOE TNOBpeXK/eHHe TKaHH (NpOKaJbiBaHHEM H NOBS3KOH) W MHHHMAJbHYIO BO3MOXK-
HOCTb OGUIHX TOKCHYECKHX IEHCTBHI.

Technique of the Local Intravenous Anaesthesis in the Distal Parts
of the Extremities in Cattle

A way of our own of performing the local intraveﬁous anaesthesis in the
distal parts of the extremities in cattle was worked out on the basis of several
years’ experience. It appeared that the originally recommended method can be
greatly simplified and released of many time-and labour consuming performances
not motivated at all, full efficiency of the anaesthesis being kept. Using our pro-
cedure neither preparing nor carrying out the anaesthesis cause any time-losses.
Simplifying of the methodique enables the introduction of the local intravenous
anaesthesis into the common practice. We consider this to be of importance accord-
ing to the clinical and experimental experience showing the local intravenous anaes-
thesis is good enough to contribute to the possibilities of the local anaesthesis espe-
cially in cattle. Among its advantages is the high efficiency and the small con-
sumption of the anaestesis drug, the minimum traumatization of tissues (by an
injection and tying up) and the minimum possibility of the toxic effects on the
whole body.

Technik der lokalen intravendosen Anisthesie auf distalen Teilen
der Extremitiien beim Rind

Auf Grund mehrjahriger Erfahrungen wurde eine eigene Art der Durchfiih-
rung der lokalen intravendsen Anisthesie auf distalen Teilen der Extremititen beim
Rind ausgearbeitet. Es zeigte sich, dal man bei vollkommener Erhaltung der Wirk-
samkeit der Anéasthesie die urspriinglich empfohlene Methode wesentlich vereinfa-
chen und von einer Reihe unbegriindeler, zeitgemdll und technisch anspruchsvoller
Vorgiange befreien kann. Bei dem von uns angewandten Vorgang verursacht weder
die Vorbereitung noch die Durchfiihrung der Anisthesie etwaige Zeitverluste. Die
Vereinfachung der Technik ermoglicht die Einflihrung der lokalen intravendsen
Aniasthesie in die breite Praxis. Dies halten wir fiir wichtig, da klinische und expe-
rimentelle Erfahrungen darauf hinweisen, daff die lokale intravenose Andasthesie
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Voraussetzungen besitzt, die Moglichkeiten der lokalen Schmerzbetdubung, vor allem
beim Rind, zu verbreiten. Die positiven Eigenschaften dieser Methode sind durch
eine hohe Wirksamkeit bei geringem Verbrauch des Anisthetikums, minimale Trau-
matisierung des Gewebes (durch Stich und Unterbindung) und durch minimale
Moglichkeit der allgemeinen toxischen Wirkung gekennzeichnet.

MVDr. Augustin Antalovsky, CSc.
Stanice klinické diagnostiky a terapie,
Hradec Kralové
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Obr. 1. V. digiti IV. volaris lateralis Obr. 2. V. digitalis communis volaris



Obr. 3. V. digiti III. volaris medialis Obr. 4. V. digitalis communis dorsalis



Obr. 5. V. digiti IV. plantaris lateralis Obr. 6. V. digiti 1II. plantaris medialis






NAROZNY J. Dentalna fluoréza hoviidzieho dobytka

BV lekarskej stomatologickej vede a praxi je zndmy Géinok fluéru pri pre-
vencii zubného kazu v teritériach, kde je ho nedostatok v pdde a v pitnej vode.
Fluér hra uréita alohu v procese vyvoja zubov a ma velkd afinitu ku kostnému
tkanivu. M4 taktiez vplyv na S§trukturdlne vlastnosti zubov a kosti. ZvySuje
rezistenciu zubcov voéi kyselindm a kariogénnym vplyvom najma tym, Zze
nahradzuje hydroxylova skupinu apatitu, ¢im vznikd kyselinorezistentnejsi fludr-
apatit (Dibak 1960, Neuwirt - Pfibyl 1953).

Nadbytoény privod fluéru naopak, okrem inych aginkov, rusivo zasahuje
do vyvoja zubov tym, Ze naru$uje kalcifikdciu. Pre dentdlnu fluorézu hovid-
zieho dobytka je priznaénd patognomicka hypoplazia a aplazia skloviny s réz-
nym stupriom $kvrnitosti. Povrch skloviny byva drsny, alebo sa aj odlupuje.
Zuby st krehké, lamu sa a nepravidelne odieraja (Schmid 1956, C. A. N.
1960, Velu 1962, Phillips 1956, Gabovié¢ 1957, Roholm 1939).
Zvierata, ktoré po 5. roku prijmaji zvySené davky fluéru, nevykazuja zmeny
v sklovine, ale podla mnozstva a dlzky jeho pdsobenia nastiava rychle opotrebo-
vanie zubov (Schmid 1956, Morrison 1957). Abrdzia sa najskér do-
stavuje u dobytka chovanom na pasienke.

Pri abrazii, ako aj pri aplazii a odlapeni skloviny obnazeny dentin javi
citlivost na chlad. Morrison (1957) udava, Ze dobytok neméZe pit nor-
mélne student vodu, ale ju lize jazykom, podobne ako macka alebo pes.

Skvrnitost skloviny niektori autori davaji do priamej zavislosti na mnoz-
stve a dlzke pdsobenia fluérovych zlacenin; ale stupeii skvrnitosti skloviny, ako
jeden symptém nemédze signalizovat klinicky stupeti fluorézy (Newell
a Schmidt 1958, Suttie, Miller, Phillips 1957, 1958). Nor-
maélny obsah fluéru v zuboch podla C. A. N. (1960) je v mnoistve od 24 do
62 mg% v suSine. Roholm (1937) udava 30 mg%. Pri fluoréze sa moéze
jeho obsah zvysit az o 10—15nasobok (Phillips a spol. 1934, Mc Clure
a spol. 1951 ex C. A. N. 1960).

Symptém dentdlnej fluorézy, okrem nalezov chemického vySetrenia, sa javi
prvy. Signalizuje saturdciu fluéru v organisme, pravda vztahujacu sa len na
obdobie vyvoja zubov. A tak, najmi dobytok pastevne odchovavany, méze sla-
zit ako indikdtor zamorenosti tizemia fluérovymi exhaldtmi. V snahe zistit, aky
je rozsah zamorenia oblasti hlinikdrne v Ziari nad Hronom po 10. rokoch od
zahajenia vyroby, previedli sme v tejto oblasti prieskum dentdlnej fluordzy
u hoviadzieho dobytka.
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MATERIAL A METODIKA

V priebehu roku 1964 sme v oblasti spomenutej tovarne vysetrili chrup
5.320 kusov hovidzieho dobytka vsetkych vekovych kategérii v 31 obciach. Do-
bytok tejto oblasti patri k slovenskému strakatému plemenu. Zamerali sme sa
najmd na stav rezakov, ktoré si lahSie pristupné vySetreniu a symptémy do-
statoéne reprezentuji. Nalezy sme evidovali a hodnotili podla klasifikdcie vy-
pracovanej Deanom (C. A. N. 1960). Patognomické symptémy pre jed-
notlivé stupne dentalnej fluorézy su:

1. stupeii — sklovina méZe mat oslabeny lesk, nie je to v8ak pravidlom. Ako
nasledok nedostato¢nej a nerovnomernej kalcifikdcie skloviny nachadzaja sa na
nej kriedovobiele §kvrny. Zuby normaélne dorastaja. Diagnostika tohto stupna je
dost problematickd, lebo takyto obraz mézu vyvolat aj iné pri€iny.

2. stuperi — sklovina je matn4, drsna, svetlohnedo difazne, alebo pruhovite
infiltrovana. Mierna hypopléazia skloviny.

3. stupeii — vyraznej§ia hypoplazia skloviny, lokdlne méze aj chybat. Farba
skloviny je $koricovite duftizna alebo aj hnedd. Vyrastajace zuby sa odieraja.

4. stupeii — hypoplazia az aplazia skloviny. Vyraznd nepravidelni abrazia.

5. stupei — s narastanim zubu nastdva stbeznd abrazia, takie zub bud
vobec nedorastie, alebo len &iasto¢ne. Cierna $kvrnitost hypoplastickej skloviny
a jej odlupovanie. Lokdlna aplazia skloviny tvaru jamky s tmavym az Eiernym
dnom budi dojem kariesu.

VYSLEDKY A ICH HODNOTENIE

Deanova klasifikicia pre nafe podmienky v plnej miere vyhovovala. Pre
spracovanie vysledkov vzali sme do dvahy len trvalé reziaky, kde sa patogno-
micky sypmtém dentdlnej fluorézy prejavuje najvyraznejsie. Mlie¢ne rezdky
javia dost ¢asto syndrém 1. stuptia, jeho diagnostika je v8ak problematicka, pre-
toze sa vyskytuje aj z inych pri€in, najmé pri poruchdch mineralneho metabo-
lizmu. Syndrém 2. stupiia je u mlie¢nych rezakov zriedkavy.

Je obtiaine podat presny prehlad o nélezoch, lebo na rezdkoch toho istého
zvierata mozno pozorovat aj vietkych pit stupiiov syndrému dentdlnej fluorézy
(obr. 1), respektive v jednom chove je dobytok s rdéznym stupiiom dentélnej
fluorézy. Neexistuje tu uniformita (obr. 2—4). Jednako viak poéetnost jednotli-
vych symptémov dovoluje utvorit obraz o sile a rozsahu toxického pdsobenia
fluérovych exhaldtov. Podla poletnej prevahy stupriov patognémickych sypmté-
mov mozno zamorenii oblast rozdelif do piatich pasiem. Mapovy nacrt je na
obr. 5.

Hranice pdsiem nie st v skutoénosti ostré, lebo symptémy jednotlivych
stuptiov sa vzdjomne prelinaji. Zmena v tieflovani v ramci hranic katastru jed-
nej obce ma symbolizovat pomerny vyskyt prevladajiuceho stupia dentdlnej
fluorézy. Z mapového naértu vidiet dva hlavné smery pésobenia, a to smerom
juhovychodnym a juhozdpadnym. So vzdialenosfou od zadvodu stupeii sypmté-
mov a teda aj stuperi zamorenia klesd a v oboch hlavnych smeroch konéi okolo
16. kilometra.

Percentudlne zastpenie syndrému dentalnej fluorézy v jednotlivych pasmach
zamorenia je v tab. I.

7 variacii nalezov od negativnych po 4. stuperi, napr. v III. pasme mozno
sudit, e vo¢i fluérovému iénu ma hovidzi dobytok prirodzent individudlnu

422 ETERINARNI MEDICINA - 1965



Syndrom
Pasmo
bez 1 2. 3. 4. 5.
nalezu stupna stupna stupna stupna stupna
1 bez chovu hovidzieho dobytka
H - 5 10 20 45 20
III. 10 15 25 40 10 —
IV. 35 25 40 5 — —
V. 60 30 7 3 — —

odolnost. Zistili sme, Ze jalovice zo IV. pasma zamorenia, ktoré sa po dve letd
pasli na pastvinach III. pasma, boli ¢asto postihnuté silnej§imi priznakmi den-
talnej fluorézy, nez tamojsi domaci dobytok. Podla tohto moZno sudit, ze ho-
viadzi dobytok méze ur¢iti adaptabilnost na fludérovy ién ziskat.

Otazka, nakolko nadbytkom fluéru devastovany chrup zniZuje zdravotny
stav hovadzieho dobytka, pripadne produkciu v tamojdich podmienkach, pokusne
Studovand nebola. Z pozorovani a anamnézy je jasné, ze dobytok najmi v I.
a II. pasme, ktory je postihnuty najtazsimi symptémami dentalnej fluorézy, v dé-
sledku predéasného opotrebenia chrupu sa dozije kratSieho veku, i napriek do-
statku pastvy je slab3ej kondicie, ¢o uréite ovplyviiuje produkciu a v kone¢nom
désledku aj ekonomiénost chovu.

DISKUSIA

Vyskum kvality zloziek Zivotného prostredia v dotyénej oblasti, z ohladu na
ovzdu$ie, pddu, vodu a travu prevadzal v rokoch 1959—1962 Hluchéi
(1963). Porovnavajuc jeho zistenia s vysledkami tohto prieskumu, symptém
dentalnej fluorézy sa javi ako citlivy indikator chronického zamorovania pro-
stredia fluérovymi exhalatmi. Tymto, mozno povedat, biologickym testom sme
zistili §ir§ie hranice zamorenia.

Povlakovost zubov, ako ju pri dentdlnej fluoréze Iudi popisujt Dibak
a Semjan (1961), u hovddzieho dobytka zistend nebola.

Je zaujimavé, Ze ani pri totdlnej abrdzii zubu nedochddza k otvoreniu
cavum pulpae. Neuwirt a P¥ibyl (1953) to vysvetluji tak, Ze odonto-
blasty s postupujicou abrdziou ako obranny val proti $kodlivindm z vonkajsieho
prostredia tvoria movy a novy dentin. V zmysle vyskumov Neuwirta
a Wolfa (citt Neuwirt, Pfibyl 1953), v ktorych dokazali reminera-
lizaciu sklovinnych defektov zo slin, zostdva k riefeniu aj otdzka restittcie pa-
tologickych zmien na sklovine, ked pésobenie fluéru ako toxickej noxy skonéilo,
napriklad po odsunuti zvierata do zdravého prostredia.

Dibdk a Semjan (1961) sa v probléme, ¢i zvySené mnozstvo fluéro-
vého i6nu v zubnom tkanive je désledkom metabolizovania v oragnizme, alebo
sa tam hromadi adsorbéne, priklafiaja aj k druhému nazoru. Pozorovanie tohto
prieskumu méze tento nazor podporit, lebo u dobytka odchovdvaného na pastve
st priznaky dentdlnej fluorézy vyraznejdie, a to v désledku priamej kontaminacie
najmi rezakov s pastvou zamorenou fluérovymi exhalatmi.
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SUHRN

Syndrém dentalnej fluorézy bol vyuzity ako indikdtor na urlenie stupria
toxického a¢inku a geografického rozsahu posobenia fluérovych exhalatov v ob-
lasti tovarne na vyrobu hlinika. Zistené ndlezy poskytuju obraz desairo¢ného
posobenia fluérového iénu na chrup hoviddzieho dobytka. Javi sa tendencia
vzdudného pradenia exhalatov v dvoch smeroch, do vzdialenosti 16 km.

Doslo dna 1, 3. 1965
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®T0p03 3y60B y KPYNHOr0 pOraToro CKoTa

Cuuapos ¢ropo3a 3yGOB HCMO/b30BAJCS B KayeCcTBE HHJHKATOpPa IPH YCTaHOBJIEHHH
CTeneHH TOKCHUECKOro JAeiCTBHsI M reorpaHyeckoro pacrnpoctpanenHs BbGpocoB ¢ropa B 06-
sactu (aGpHKH, npou3Boasuleil amomuuuil. [TosyueHHbIe AHArHO3bI 1al0T KAPTHHY JIeHCTBHS
HoHa (Topa B npojokerne 10 jer Ha uemocTH KpynHoro poratoro ckora. CyliecTByer TeH-
JeHIHs] BO3/AYLIHOTO TEYeHHs! BHIOPOCOB B JABYX HAlPABJECHHAX, 10 paccTosinus 16 K.

Dental Fluorosis in Cattle

The syndrome of the dental fluorosis was used as an indicator for determining
the degree of the toxic effect and geographic extent of action of fluorine exhalates
in the area of an aluminium-producing factory. The ascertained findings present
a picture of the ten-year influence of fluorine — ion on cattle teeth. There is a
tendency to air-flows of exhalates in two directions as far as 16 kms.

Die Dental-Fluorose bei Rindern

Das Syndrom der Dental-Fluorose wurde als ein Indikator fur die Bestim-
mung des Grades des toxischen Einflusses und des geographischen Umfanges der
Wirkung von Fluor-Exhalaten im Bereich einer Fabrik fiir Aluminiumerzeugung
ausgeniitzt. Die ermittelten Befunde bieten einen Einblick in die zehn Jahre dauern-
de Wirkung des Fluor-Iones auf das Gebil der Rinder. Es zeigt sich eine Tendenz
der Luftstromung der Exhalate in zwei Richtungen, u. zw. in eine Entfernung von
16 km.

MVDr. Jozef Narozny
Vyskumny ustav Zzivoc¢isnej vyroby,
Nitra
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Obr. 1. Rezaky 8 roc¢nej kravy

Obr. 2. Rezdky 4 ro¢nej kravy



Obr. 3. Rezaky 2!/, ro¢nej jalovice

Obr. 4. Rezaky 2', roc¢nej jalovice
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NEUMAN V. Ornitin karbamyltransferaza

SVOBODOVA Z. v krevnim séru koni, skotu, veprii a psiu*)
SINDELAROVA K.

B Ornitin karbamyltransferdiza (OKT) je enzym z cyklu biosyntézy moo-
viny a je jednim z mala dosud zndmych, které spliluji pozadavky, kladené na
organové specifické enzymy jaterni. Katalyzuje pfenaSeni karbamylové skupiny
karbamylfosfatu na ornitin, pfi ¢em% produkty této reakce jsou citrulin a kyse-
lina fosfore¢na. e] totozny s enzymom katalyzujicim arsenolyzu citrulinu na
kysliénik uhli¢ity, amoniak a ornitin.

Karbamylfosfat + ornitin gK£~>- citrulin + H3PO4

ity Sentenn ¥ OKT . 664 Nl 4 ot

LITERARNI PREHLED

Aktivita enzymu je urlovana na podkladé jedné z uvedenych dvou reakci.
Pouzivanéjsi je dosud metoda, jejimz zakladem je arsenolyza citrulinu a pfi niz
je uréovano bud mnozstvi enzymem uvolnéného C“0; (1), nebo NHjs (2, 3).
Kolorimetrickou metodu uréovani OKT podle mnozstvi citrulinu, vznikajiciho
v jeji pfitomnosti z karbamylfosfatu a ornitinu jako substrdtu, popsali Brown
a Grisolia (4). Tuto metodu modifikovali a dale rozpracovali pro praktické
pouziti Kulhdnek a spol. (5) a Kulhdanek s Vojtiskovou (6).

V dostupné literatufe nachazime dosud jen velmi malo tdaji o aktivité
OKT v krevnim séru a v orgénech hospodafskych zvifat a celkem malo zkuse-
nosti je téZz s klinickym vyuzitim této funkéni zkousky.

Hodnoty OKT v krevnim séru a v raznych organech psi urdili Rei-
chard (7) a Lindblad s Perssonem (8), u vepit Wretlind
a spol. (9). Vysledky téchto praci se shoduji v tom, Ze OKT je pfevazné pii-
tomna v jatrech. Aktivita ostatnich organt a tkani, s vyjimkou tenkého stfeva,
je velmi nepatrna a prakticky zanedbatelni. Aktivita tenkého stfeva psa predsta-
vuje sotva 2 % (7, 8), tenkého stfeva veptt kolem 5 % aktivity jater (9).

Vysokou orgénovou jaterni specifiénost OKT u skotu prokizali Sinde-
lafova, Neuman a Svobodova (10). Zjistili, Ze v jeho jatrech je
lokalizovdna prakticky témét veskera OKT (94 % ze souétu aktivity vsech
organt a tkani). Aktivita tenkého stfeva predstavovala pouze asi 4 %, aktivita
zbyvajicich organii a tkani jednotlivé vidy pod 1 % aktivity jater. Zcela odli§né

*) K 60. narozenindm prof. MVDr. A. Janecka.
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poméry zjistili u slepic. Mnozstvi OKT ve vSech orgianech bylo velmi malé
a mezi jednotlivymi organy nebyly zji§tény podstatnéjsi rozdily. Tento jev zfejmé
souvisi s tim, Ze koneénym produktem vymény bilkovin u ptdkd neni mocovina,
ale kyselina mocova. Toto je dal§i nepfimy dikaz specificity OKT jako jater-
niho enzymu savcd. E

Zvysené hodnoty OKT krevniho séra byly zjistény pfi jaterni poruse lidi
(3, 4, 11), pfi otravé CCly (7) a pfi experimentalni infekéni hepatitidé psi
(H.c.c.) (12) a dale pfi dystrofii jater vepfi (13). V posledni praci bylo
zaroveii ukdzdno, ze pomoci sérové OKT lze diferencovat jaterni dystrofii od
dystrofie svalové. Pfi jaterni dystrofii byla totiz zvySena aktivita sérové GOT,
GPT a OKT, kdeZto pfi dystrofii svalové byla zvySena pouze aktivita transami-
nazy GOT a GPT.

O citlivosti tohoto enzymatického jaterniho testu jsme se jiz dfive presvéd-
¢ili v modelovém pokuse u mordat s experimentalné vyvolanym toxickym posko-
zenim jater pomoci CCls (14). U vSech pokusnych zvifat doSlo k velmi vy-
znamnému vzestupu aktivity sérové OKT s maximem za 48 —72 hod. po podéni
latky. Tento vzestup enzymu v krevnim séru byl doprovazen jeho ubytkem
v jatrech. ZvySeni sérové OKT bylo ve velmi dobré korelaci se vzestupem akti-
vity S-GPT a S-SDH (15).

V této praci uvadime fyziologické hodnoty OKT krevniho séra nékterych
hospodéfskych zvifat. Tyto tdaje jsou nezbytné pro hodnoceni vysledku tohoto
testu v klinické laboratorni .diagnostice. V dostupné literatufe jsme dosud ne-
nasli hodnoty sérové OKT koni a skotu.

MATERIAL A METODIKA

K stanoveni hodnot sérové OKT klinicky zdravych zvifat bylo analyzovdno
krevni sérum 54 koni, 59 kusi skotu, 10 veptd a 11 psi. Krev koni byla
ziskdna od zvifat z riznych hospodafstvi, krev skotu jednak od pokusnych krav
na klinikdch fakulty, ddle od krav ze dvou hospodafstvi a na jatkach pfi
pordzce zvifat, krev vepfli na jatkach a krev psi od pokusnych zvifat na klini-
kich fakulty. Krevni sérum bylo analyzovdno do 24 hodin po odbéru vzorki.

OKT byla stanovena metodou podle Kulhdnka a spol. (5), pozdéji
modifikovanou Kulhdnkem a Vojtiskovou (6). Postup pfi zpraco-
vani vzorki je prehledné uveden v tab. I. Kolorimetrické méfeni bylo provadéno
na Pulfrichové fotokolorimetru s filtrem Ss7. Aktivita OKT je vyjadfena v uM
citrulinu na 1 ml krevniho séra. Kalibrace metodiky je uvedena v praci
Kulhanka (6).

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky analyz jsou uvedeny v tab. II. Z ni jsou zfejmé mens$i rozdily
v aktivité sérové OKT jednotlivych druht zvifat. Nejvyssi hodnota byla zjisténa
u skotu, v pofadi pak nasleduji vept, ki a pes. Vy3si hodnoty u skotu lze
z Casti vysvétlit odliSnym pribéhem vymény bilkovin, ktery je dan anatomickou
stavbou zazivaciho traktu a zvlastnimi podminkami traveni bilkovin v predza-
ludcich. To ma za nésledek resorpci velikého mnozstvi amoniaku a pak inten-

zivni tvorbu mocoviny v jatrech skotu a jeji zvySeny kolobéh v organismu.
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I. Metodika 'sta:noveni aktivity OKT.

o Plny pokus | Slepy pokus
Cinidla wan il

Sérum (préinkubované s uredzou 30 min. pfi 37 °C) nebo
tkdnovy homogenat 0,1 0,1

Ornitin v glycylglycinovém pufru pH 8 (80 mg glycylglyci-
nu a 100 mg l-ornitin hydrochloridu rozpustime asi
v 8 ml vody, 1 N NaOH upravime na pH 8 a doplnime

na 10 ml). V chladni¢ce staly nékolik tydni 0,2 0,2
Famosept (Merfen) — 0,45 %, vodny roztok — 0,1
Karbamylfosfat (120 mg rozpustime v 10 ml ledové vody).

V chladnicce stély asi 12 hod. 0,1 0,1

inkubovat 20 min. pti 37 °C

Famosept (Merfen) 0,1 -

Deproteinacni ¢inidlo (5 g kys. trichloroctové, 0,5 g kys.
fosfowolframové rozpustime ve 100 ml vody) 0,5 0,5

odstfedit 10 min. pfi 3000 obr.

Supernatant : 0,25 0,25
Dimetylglyoxim — 1 % v 96 9%, alkoholu 0,25 0,25

Antipyrin ve smési kyselin (77,5 ml 96 %, H,SO,4 a 12,5 ml
80 % H3PO, zifedime pomalu za soucasného michdni a
chlazeni vodou a pred doplnénim na 250 ml rozpustime
4 g antipyrinu). 2,50 2,50

20 min. zahfivdme ve vrouci vodni 14zni a po ochlazeni ode¢teme proti slepému pokusu
pii 447 nm

II. Aktivita OKT krevniho séra jednotlivich druhi zvifat.

ey Primérna hodnota Variacni $ife
Druh zvirat lyz. vzorkl
n
OKT v uM citrulinu/1 ml séra
Kun 54 0,32 + 0,02 0,09 — 0,64
Skot 59 0,56 -+ 0,03 0,15 — 0,91
Vepf 10 0,42 + 0,04 0,14 — 0,80
Pes 11 0,24 + 0,04 0,13 — 0,60
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V ptehledu v8ak z dosazenych vysledka vyplyva, ze aktivita OKT krevni-
ho séra zdravych zvifat je vcelku velmi nizka.

Dosazené vysledky nemame moZznost porovnat s hodnotami jinych autorti.
V literatufe nachazime sice ojedinélé tdaje o aktivité sérové OKT pst (7, 12)
a veptu (13), kterd viak byla stanovena mikrodifusni technikou a je uddvana
v ug N na 1 ml séra/24 hod. Tyto ¢iselné vysledky nelze s na$imi vzajemné
porovnat. Shoduji se v8ak v tom, Ze aktivita OKT v krevnim séru je nizka.
S udaji o aktivité OKT krevniho séra koni a skotu jsme se v dostupné litera-
tufe nesetkali.

Stanovenim fyziologickych hodnot OKT krevniho séra nejdulezitéjsich hos-
podafskych zvifat jsou vytvofeny podminky pro hodnoceni vysledku tohoto enzy-
matického testu v klinické laboratorni diagnostice a diferencidlni diagnostice ja-
ternich chorob.

SOUHRN

Analyzou krevniho séra 54 zdravych koni, 59 kust skotu, 10 veptfd a 11
pst byla stanovena fyziologickd norma hodnoty S-OKT, ktera byla urena me-
todou podle Kulhanka a Vojtiskové

Prtimérna aktivita sérové OKT koni je 0,32 == 0,02 (0,09 — 0,64), skotu
0,56 =0,03 (0,15 — 0,91), veptu 0,42 = 0,04 (0,14 — 0,80) a psu 0,24 =
+ 0,04 (0,13 — 0,60). Pfes jisté druhové rozdily, je aktivita sérové OKT vsech
zvifat velmi nizka.

Stanovenim fyziologickych hodnot jsou vytvofeny podminky pro hodnoceni
vysledku tohoto enzymatického testu v klinické laboratorni diagnostice a dife-
recialni diagnostice jaternich chorob.

Doslo dne 20. 1, 1965
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OpHuTHH KapGamuartpaHcdepasa B KPOBSHOiI CbIBODOTKe JoOwajei,
KPYNHOro poratoro CKora, CBHHel W cobak

ITyrem ananu3a KpOBSIHOH CBIBOPOTKH 54 310pOBBIX Jjowiajeii, 59 rosioB KpynHoro pora-
toro ckora, 10 ceuueit W 1l cobak Gblna ycranoBJjeHna (pH3HOJOrHYeCKass HOPMa BeJIHYHHBI
C-OKT, xotopast Gblia onpegenena no Meroay Kynraneka ¥ BoiiTHiKoBOIL.

Cpeausst aktiBHOCTb chiBopoTounoit OKT snomaneit cocrasasier 0,32 = 0,02, (0,09 — 0,64),
Kpynuoro poraroro ckora 0,56 % 0,03 (0,15—0,91), ceuueit 0,42 = 0,04 (0,14 —0,80) u co-
Gak 0,24 = 0,04 (0,13 — 0,60). Hecmorps Ha onpenesnexnble BHAOBBIE pa3/iHuHs, aKTHBHOCTb
ceiBopoTtounoii OKT Bcex »KHBOTHBIX BeCbMa HH3Ka.

[Tyrem onpenenenust GH3HONOTHUECKHX BeJHUHMH CO31aHbl VC/IOBHSI /51 OLEHKH pe3y.ib-
TATOB 3TOTO 3H3HMATHYECKOTO TeCTa B KJHHHYecKOiH s1aGopaTopHOIl AHarHocTHKe H auddepen-
IIHaJbHOMH JHArHOCTHKe GOJie3Hel NeyeHH.

Ornithin-Carbamyltransferase (OCT) in Blood-Serum of Horses, Cattle,
Pigs and Dogs

By an analysis of the blood-serum of 54 healthy horses, 59 heads of cattle, 10
pigs and 11 dogs the physiological norm of the serum-OCT-value was determined
using the Kulhdnkova—Vojti§ek method.

The average activity of the serum - OCT in horses is 0,32 = 0,02 K. u. (0,09 —
— 0,64), in cattle 0,56 = 0,03 (0,15 — 0,91), in pigs 0,42 = 0,04 (0,14 —0,80) and
in dogs 0,24 = 0,04 (0,13 — 0,60). The activity of the serum - OCT of all animals
is very low in spite of certain species differences.

By determining the physiological values the conditions are created for evaluat-
ing the results of this enzymatic test in the clinical laboratory-diagnostics and in
the differential diagnostics of the liver diseases.

Ornithonkarbamyliransferase (OKT) im Blutserum von Pferden, Rindern,
Schweinen und Hunden

Mittels Analyse des Blutserums gesunder Tiere, u. zw. von 54 Pferden, 59 Rin-
dern, 10 Schweinen und 11 Hunden, wurde die physiologische Norm der Serum-OKT
nach der Methode von Kulhdanek und Vojti§kova ermittelt.
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Die durchschnittliche Aktivitdt der Serum-OKT bei Pferden betrdgt 0,32 = 0,02
(0,9 — 0,64), bei Rindern 0,56 = 0,03 (0,15 — 0,91), bei Schweinen 042 = 0,04
(0,14 — 0,80) und bei Hunden 0,24 = 0,04 (0,13 — 0,60). Trotz gewisser Artsverschie-
denheiten ist die Aktivitdt der Serum-OKT bei allen Tierarten sehr gering.

Die Ermittlung der physiologischen Werte gibt die Moglichkeit, die Ergebnisse
dieses enzymatischen Tests in der Labordiagnostik und in der Differenzialdiagnostik
der Leberkrankheiten auszuwerten.

Doc. MVDr. Vojtech Neuman, CSc.
MVC. Zdena Svobodova

Prom. vet. 1ék. Kvéta Sindelifova
Vysoka S$kola zemédélskd, veterinarni
fakulta, katedra lékarské chemie, fyziky
a toxikologie, Brno, Palackého 1-3
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ZICHA B. Vliv ionizujiciho zafeni na obsah
POSPISIL J. Dische-pozitivnich litek v moéi a krvi
ozafenych zvirat¥)

BV soucasné dobé se diagnostika akutni nemoci z ozadfeni opira predeviim
o zji§téné zmény v periferni krvi a krvetvorné tkéni a o klinické projevy tohoto
onemocnéni. Tyto ukazatele nelze vyuzit bezprostfedné po ozafeni organismu.

LITERARNI PREHLED

Otazka rychlé diagnostiky nemoci z ozéfeni neni do dnesni doby rozieSena
a souvisi s nedostate¢né objasnénou primarni poruchou ozafeného organismu
a s podstatou biologického twéinku ionizujictho zafeni. V roce 1942 dokazali
Euler a Hevesy (1) snizenou inkorporaci 3?P-fosfatu do DNK bunék
Jensenova sarkomu po ozafeni. Tato ¢asnd porucha syntézy DNK jako nositelky
genetickych faktort buiiky pfedstavovala novy smér ve vyzkumu primarniho
biologického ué¢inku zafeni a vysledky intenzivniho vyzkumu na tomto poli byly
shrnuty v fadé vynikajicich referitt (Hevesy — 2, Howard — 3,
Errera — 4, Kelly — 5, Hevesy — 6, Ordova — 7). Bylo do-
kdzano, ze toto pocédteéni pozoroviani Hevesyho je universidlnim dcinkem
zéfeni na zivou buiiku a sniZend inkorporace do DNK po ozafeni byla také po-
tvrzena na celé fadé riznych tkani. Vysledky vesmés potvrdily sniZenou inkor-
poraci prekurzorii nukleovych kyselin u vSech radiosenzitivnich tkéni, tj. tkéni
s vysokym mitotickym indexem (Thompson — 8, Harrrington — 9,
Ordova — 10, Bennet — 11).

Z diagnostického hlediska bylo vénovdno dost snahy vyuZit pravé poruchy
syntézy DNK a predpoklddané zvySeni degradaénich nebo anabolickych pro-
dukta DNK k rychlé diagnostice nemoci z ozdfeni. Protoze zafeni zvySuje
obecné katabolismus dusiku, byly prace orientovdny k zjisténi dusikatych kom-
ponent jak v tkanich, tak v moéi a krvi. Metabolismus purinovych bazi byl jiz
v poslednich letech objasnén, naproti tomu neni latkovd pfeména pyrimidint
zndma v celém svém rozsahu. Zda se, ze degradace purini probihd mnohem
intenzivnéji. V moéi normalnich nebo ozafenych jedincti nelze dokazati purinové
nukleosidy a tim méné odpovidajici desoxyribonukleotidy a desoxyribosidy. Ka-
tabolismus pyrimidovych nukleotidd neni zcela zndm. Uracyl je nejprve reduk-
tivné pfeveden v odpovidajici dihydroderivat, ktery je hydrolyticky $tépen mezi
vazbou 1,6 pyrimidinu na odpovidajici NHs, CO; a beta-alanin. Analogicka

*) K 60. narozeninam prof. MVDr. A. Janecka.
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degradace thyminu vede k tvorbé kyseliny beta-aminoizomaéselné. Zvyseni této
kyseliny bylo dokazano v mo¢i po poddni N-yperitu a po celkovém ozéateni
Awapara — 12, Rubini — 13). V poslednich letech bylo stanoveni této
kyseliny provedeno pfi vySetfovani havarijnich pfipadii v Los Alamos a v Oak
Ridge (Gerber — 14) s cilem nalézt lepsi biologické indikatory pro stanoveni
stupné poskozeni ozafeného organismu.

V roce 1958 pouzili Patfizek, Arient, Dienstbier a Skoda
k rychlé diagnostice nemoci z ozafeni stanoveni desoxyribosidi barevnou reakci
podle Discheho, pouZivané v analytické chemii cukrii k dikazu desoxyri-
bézy (Patfizek — 15 az 20). Tento objev &eskoslovenskych védeckych pra-
covnikd byl zji§tén pivodné u krys a potvrzen déale u mysi, kralika. pst a opic
(Fjodorova — 21, Fjodorova — 22). Hlavnim vyluovanym desoxy-
ribosidem je desoxycytidin. Kvantitativnim podilem desoxycytidinu na vyluco-
vani desoxyribosidi se zabyval Rotterham (23). Tak bylo zjisténo toto
procentudlni zastoupeni: 60 % desoxycytidinu, 20 % 5-methyldesoxycytidinu,
10—15 % desoxyuridinu a cca 5 % desoxyribonukleotidi. V 74dném ptipadé
nebyl v mo¢i normaélnich krys prokdzadn thymidin a rovnéi nebyly prokizany
desoxyribosidy purinové fady. Tyto nélezy poukazuji na mimofadné metabolické
postaveni desoxycytidinu.

Ucelem této price bylo provéfit diagnostickou vhodnost uvedené reakce po-
dle Discheho pro posouzeni ¢asného stadia memoci z ozadfeni v jejim latentnim
stadiu. Soucasné jsme provéfili vhodnost jednorazového odbéru moce, které by
u hospodarskych zvitat bylo prakticky proveditelné.

MATERIAL A METODIKA

POKUSNA ZVIRATA

Prasata — sviitky o vdze 15—17 kg. Ustdjeni a krmeni bylo provadéno
podle bé&nych zasad platnych pro tento druh zvifat (slozeni krmiva: brambory,
jeény $rot, zelena vojtéska a kuchyniské odpadky).

Vzhledem k obtiznosti opakovaného odméru moce byla z mofového méchyie
vyvedena trvald plasticka kanyla.

Ovce ve vaze cca 35 kg byly ustijeny a krmeny podle béznych zasad plat-
nych pro tento druh hospodafskych zvirat. Slozeni krmiva: seno, zelena vojtéska,
jeény $rot s pridavkem krmné soli. Mo¢ byla ovcim odebirdna kovovou cévkou.

Psi — kiiZenci ve vaze 20—25 kg, stifi 1—6 let. Krmeni a vybér psi
do pokusu a ofetfovani béhem pokusu bylo shodné, jak je uvddéno v piedchaze-
jicich sdélenich (Pospi§il — 24). Mo¢ byla psim odebirdana plastickou
cévkou.

Krysy — samci kmene Wistar, vaha 160—180 g. Zvifata byla krmena
Larsenovou dietou a dostdvala vodu ad libitum.

Technické podminky ozéateni: Prasata, ovce a psi byli ozafeni celotélovou
davkou Co®. Primérny ptiliv 5 r/min. Krysy byly ozafeny celotélovou davkou
1400 r pfistrojem Makrophos 250, 235 kV, 14 mA, filtr 0,5 Cu, 1 Al, piiliv
70 r/min.
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Dische-pozitivni latky v mo¢i byly stanoveny v modifikaci podle Stumpfa
(25). Méfici systém obsahoval:

0,3 ml &erstvé filtrované moce

0,2 ml 5% cystein-HCl (Lachema)

50 ml 70% (v/v) kyselina sirova p. a.

Vznikly barevny produkt byl proméfen za 120 minut po smichéni na dvou-
paprskovém registraénim spektrofotometru Optica v oblasti 400 —500 nm a hod-
noty Dische-latek vyjadfeny jako extinkéni rozdil maxima a minima absorpéni
kiivky v tomto rozsahu.

Dische-pozitivni latky v krvi byly stanoveny takto: Cerstvé odebrana krev
byla denaturovdna stejnym objemem 6% ledové vychlazené kyseliny chloristé,
odstfedéna a chloristanovy supernatant byl pouzit k pfimému stanoveni Dische-
pozitivnich latek. Vzhledem k niz§i koncentraci Dische-pozitivnich latek byl
reakéni systém upraven takto:

2,0 ml chloristanového filtratu krve
0,2 ml 5% cystein-HCl (Lachema)
5,0 ml 85% (v/v) kyselina sirova p. a.

Stanoveni bylo provedeno pak shodnym zpiisobem jako u moce.

HEMATOLOGICKE VYSETRENI

Bylo provadéno jako uréitd kontrola stupné poskozeni jednotlivych zvifat
po ozéateni. Bylo provedeno u vsech skupin s vyjimkou ovci ozafenych davkou
600 r a u skupiny krys. Byl zjisfovdn pocet ¢ervenych krvinek, hematokrit, pocet
bilych krvinek a diferencidlni rozpodet bilych krvinek (Netoufek — 26).
U ovci a psti byla krev odebirdna z vena cephalica antebrachii, u prasat z usnich
vén a u krys protétim krénich cév.

VYSLEDEK

V prvni &asti prace jsme provéfili specifitu Discheho reakce v uvedené
modifikaci pro dikaz desoxyribézy v mo¢i a chloristatovém krevnim filtratu.
Manson a Lampen (27, 28) proméfili barevnou intenzitu fady desoxy-
ribosidi pfi 474 nm u této reakce a zjistili prakticky stejny extinkéni molarni
koeficient tohoto chromogenu pro viechny testované desoxyribosidy. Protoze bylo
pravdépdobné, Ze ostatni v moc¢i pfitomné liatky budou interferovat s vlastnim
stanovenim vylu¢ovanych desoxyribosidl, srovnali jsme absorpéni spektra des-
oxycytidinu (Ligth), desoxyadenosinu (BNC), desoxyguanosinu (BNC), tymi-
dinu (Lachema), 2-desoxyribézy (Sigma) a glukézy (Lachema). Absorpéni
kfivky jsou uvedeny na grafu 1. Vsechny testované desoxyribosidy maji stejny
prubéh absorpéni kfivky se tfemi maximy 468, 499 a 576 nm. Kontrolni vzorek
glukézy méa pouze jedno maximum pii 409 nm. Normdalni mo¢ vykazuje pouze
jedno maximum kolem 499—501 nm. Po pfidani vzorku tymidinu do moce se
zvySuje maximum 499 —501 nm. Souasné jsme zjistili, Ze i normélni moé
v reakénf smési bez pridani cysteinu ma silnou absorpci v uvazované oblasti,
ktera, jak je patrno z grafu ¢. 4, dokonce prevySuje absorpci vlastni Discheho
reakce. V mo¢i a krevnim filtratu nejsou oviem dokazatelnd zbyvajici dvé
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Graf 1. Absorpéni spektrum desoxyribo- Graf 2. Absorpéni spektirum desoxyribo-
sidi stanovenych reakci podle Discheho sidi v modci

1 — tymidin, 2 — desoxyguanosin, 3 — 1 — vodny roztok tymidinu, 2 — vzorek
desoxycytidin, 4 — desoxyadenosin, 5 — moc¢e + tymidin, 3 — vzorek moce
desoxyribdza, 6 — glukoza

maxima 468 a 576 nm, kterd jsou typickd pro desoxyribézu, jak je patrno
z grafd 2 a 3. Pfiddni tymidinu do vzorku krevniho filtrdtu obdobné jako
v moti zvySuje absorpci pfi 499—501 nm. Intenzita barevného produktu roste
s Casem, jak je patrno z tabulky I.

I. Casovd zména intensity chromogenu pii Discheho reakei (Tymidin)

Cas 0 1 2 3 4 5 24 hodin po smichani
Extinkce — 0350 0525 0,633 0,655 0,788 0,696
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DISCHE-POZITIVNI LATKY V MOCI OZARENYCH PRASAT

Skupina 6 zvitat byla ozafena davkou 600 r Co®’, mo& odebirana vyve-
denou kanylou a ihned zpracovdna. Vylu¢ovani Dische-pozitivnich latek je uve-
deno na grafu 5. U kontrolnich, neozdtfenych zvifat nachazime pouze stopova
mnozstvi Dische-pozitivnich latek (dale D-latky). Po ozafeni celotélovou davkou
600 r se vyluovani D-latek v moéi silné zvySuje s maximem do 6 hodin po
ozareni. 48 hodin po exposici je vylufovani D-latek prakticky v mezich normy
kontrolnich zvifat.

DISCHE-POZITIVNI LATKY V MOCI OZARENYCH OVCI

Skupina 6 ovci byla ozdfena celotélovou davkou 200 r Co®® a dalsi skupina

\/
J

Grai 3.

Discheho

1 — krevni filtrat, 2 — krevni filtrat +
glukéza, 3 — krevni filtrat + tymidin

409 501

Absorpéni spektrum chlorista-
nového krevniho filtratu v reakci podle

KONTROLA

6 hod

7

440 490
L1

)

\\

440 490
[

12’ hod.

\

440 490
[

24 hod.

4 den

6.den

=

440 4190
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|
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Graf 4. Vyluéovani Dische-pozitivnich 14-
tek v moc¢i ovece ozarené celotélovou dav-

kou 200 r Co80

1 — absorpéni krivka vzorku moce bez
pridani cysteinu (0,2 ml modée, 0,3 ml
H20, 5,0 ml kyseliny sirové), 2 — absorp¢ni kfivka vlastni reakce podle Discheho
(0,2 ml moce, 0,3 ml cysteinu, 5,0 ml kyseliny sirové)
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6 ovei davkou 200 r Co®?. Vysledky jsou uvedeny na grafech 6 a 7. Po davce
200 r nastava zvySené vylucovani D-latek v mo¢i s maximem mezi 6 az 12 ho-
dinou po ozafeni. Po této dobé se vylucovani vraci k normé a je pouze ve sto-
povych koncentracich. Graficky zdznam vyluovdni D-latek u jedné ovce po

05 r

lo, ..

mm
K 0 6 12 24 48 96 144
né 6 6 6 6 6 6 6

Graf 5. Vylucovani Dische-pozitivnich 1a-
tek v mo¢i prasat ozarenych celotélovou
davkou 600 r Cof0

Sloupce predstavuji pramérné hodnoty
skupiny 6 zvirat s uvedenymi standard-
nimi odchylkami

= - A
K 6 12 24 48 96 144
n6 6 6 6 6 6 6.

P= oool———op01 - -

Gral 7. Vyluéovani Dische-pozitivnich 1a-
tek v moc¢i ovei ozarenych celotélovou
davkou 600 r Cof?

Sloupce predstavuji pramérné hodnoty
skupiny 6 zvirat s uvedenymi standard-
nimi odchylkami
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Graf 6. Vylu¢ovani Dische-pozitivnich la-
tek v moc¢i ovci ozarenych celotélovou
davkou 200 r Cof0
Sloupce predstavuji pramérné hodnoty
skupiny 6 zvirat s uvedenymi standard-
nimi odchylkami
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Graf 8. Vyluc¢ovani Dische-pozitivnich 1a-
tek v moc¢i psit ozarenych celotélovou
davkou 600 r Cof0

Sloupce piedstavuji prumérné hodnoty
skupiny 6 pst s uvedenymi standardnimi
odchylkami



davce 200 r je uveden na grafu 4, z kterého je patrno, ze v literature doporu-
¢ované hodnoceni pfi jedné vlnové délce, zpravidla pfi 490 nm neni spolehlivym
indikdtorem pro stanoveni D-latek v modci. Nespecifické zabarveni barevného
produktu totiz pfispiva k vy$sim hodnotam extinkce. Jako nejpfesnéjsi se proje-
vilo odetitani reakce jako extinkéni rozdil maxima a minima absorpéni kfivky.

Po davce 600 r jsme u ovei pozorovali v podstaté stejné zvySeni D-latek.
Vyluéovéani se nezvySuje umérné divce, pouze doba vylucovdni se prodluzuje.
Maximum jsme pozorovali mezi 6 —48 hodinou po exposici, navrat k normé az
kolem 6. dne po ozateni.
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E
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KRYSA
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05t
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Graf 10. Vylucovaci krivka Dische-pozi-

o A<= 005-001

Graf 9. Vliv ionizujictho zareni na hla-
dinu Dische-pozitivnich latek v chlori-
stanovém krevnim filtratu pst a Kkrys
Psi byli ozareni celotélovou davkou 600
r, Co%, krysy celotélovou davkou 1400 r
paprsky X (250 kV, 14 mA) n = podet
zvirat ve skupiné, P = pravdépodobnost
nevyznamnosti hodnocena t-testem

tivnich latek hodnocena pri rtzné vole-
nych vlnovych délkach absorpéni krivky
(stanoveno u skupiny ovei ozarenych
davkou, 200 r)

A = stanoveni jako extinkéni diference
maxima a minima absorp¢ni kiivky, B =
stanoveni jako extinkéni rozdil 490—440
nm, C = stanoveni pii vlnové délce
501 nm (maximum absorpéni krivky),
D =. stanoveni pri vlnové délce 490 nm
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DISCHE-POZITIVNI LATKY V MOCI OZARENYCH PSU

.....

hodnoty D-latek. Po davce 600 r jsme pozorovali u skupiny 6 psi nesignifi-
kantni zvySeni D-latek s maximem 6 hodin po exposici. Vysledky jsou uvedeny
na grafu 8. Nepozorovali jsme v zadném pripadé tak vyrazné zvyseni D-latek
jako u ozafenych prasat a ovci.

DISCHE-POZITIVNI LATKY V KRVI OZARENYCH PSU A KRYS

Protoze degrada¢ni produkty DNK se dostavaji do moce krevni cestou, pro-
Setfili jsme soudasné v informativnim pokusu hladinu D-latek v totalni krvi pst
a krys. V krvi ozafenych psi jsme pozorovali vyznamné zvySeni D-latek s na-
slednou normalizaci do 26 hodin (graf 9 — skupina 6 pst).

Soucasné jsme sledovali vliv vy$8i davky zafeni na obsah D-latek v krvi
krys ozarenych celotélovou davkou 1400 r (graf 9). Tato supraletidlni davka
vyvold statisticky vyznamné zvySeni s maximem kolem 6. hodiny po ozéfeni.
I kdyZz neni pfesné znamo, které organy a buiiky pfispivaji k zvySeni D-latek

(@)
% . 300r
%
100 k=== -
b .
‘. “\ ..'-.,..--....... K
S0 N 17 __5 8
.\ '600r
| 21
e, # 100
1 5 8 den o
50 '
___ erytrocyty \ \
_—— hematokrit
i leukocyty

neutrofilni granulocyty

lymfocyty

IR erytrocyty
Graf 11. Hematologické zmény v peri- ’
ferni krvi ovei ozarenych celotélovou - i
davkou 200 r Cof0 )

----- neutrofilni granu]ocyty_

Graf 12. Hematologické zmény v peri- leukocyty
ferni krvi prasat ozarenych celotélovou
davkou 300 a 600 r Cof? *= '~  lymfocyty
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v krvi a mo¢i, je pravdépodobné, ze dochazi predeviim k vyplavovani z radio-
senzitivnich bunék s kratkym biologickym poloc¢asem.

Shrnutim téchto vysledka lze vyslovit nazor, Ze stanoveni D-latek Discheho
reakci, jak ji vypracovali pro diagnostiku nemoci z ozafeni Patfizek a spolu-
pracovnici, je vhodné pro Casnou diagnostiku ozafenych ovei a prasat. Tato
metcda je u téchto druhl zvifat tim vhodnéjsi, protoZe jejich fyziologické nor-
malni hladiny D-latek jsou velmi nizké a mnohdy pouze ve stopovych koncen-
tracich. U pst jsou jiz vychozi hodnoty D-latek vy$si a jednordzovy, i kdyz
v praxi snadno proveditelny odbér moce nedava pii pouzité ddvce zafeni statis-
ticky vyznamné zvySeni, i kdyz je pozorovan trend k zvySovadni téchto latek.
U ovci a prasat je zvySeni zcela vyznamné a reakci po ozéfeni lze hodnotit jako
odpovéd ANO — NE. Pozorovana desoxycytidinurie je kratkodobd a vymizi do
né&kolika hodin po ozafeni. Domnivdme se, Ze zvySené vyluCovani D-latek po
ozafeni je nasledek destrukénich pochodi v radiosenzitivnich tkanich, nejspise
v lymfoidnich burikach.

V préci byla prokdzana vhodnost jednorazového odbéru moce pro diagnos-
tiku D-latek po ozafeni. Neni tedy zapotfebi propocet koncentrace D-litek na
mnozstvi vylou€ené moée naptiklad za 24 hodin, jak se bézné provadi u malych
laboratornich zvifat. Tim se tato metoda stava prakticky proveditelna i u hospo-
dafskych zvifat.

Z diagnostického hlediska bylo zajimavé stanovit obsah D-latek v krvi,
protoze u fady zvifat je odbér krve jednodu$si nez odbér moce. Navic stanoveni
D-latek v chloristanovych krevnich filtratech neni zatiZeno nespecifickou ab-
sorpci jako je tomu u mofe a v Gvahu by pfichdzelo pouziti jednoduchych foto-
metri pfi vhodné filtrovaném svétle.

Podle nasich nalezu je nejcitlivéjsi odecitani iéto reakce jako extinkéni rozdil
maxima a minima absorpéni kfivky. Nepovazujeme proto za vhodné ode&itani
pti jedné vilnové délce (490 nm) a ani rozdil 490—440 nm neni nejcitlivéjsf,
jak je patrno z grafu 10.

Protoze jednotlivé radiosenzitivni buiitky maji riizné biologické polodasy, je
pravdépodobné, a to se také domnivdme, Ze polatetni zvySeni odpovida nejspise
vyplaveni degrada¢nich produkti DNK nejcitlivéjsich bunék tj. lymfocytd. Sta-
noveni vlivu zafeni na obsah D-latek v jednotlivych orgdnech je pfedmétem
dalsi préce.

Tato metoda je vhodna k zachyceni latentniho stadia nemoci z ozafeni ma-
ximalné do 24 —48 hodiné V pozdéjsich intervalech povazujeme za lep$i voditko
pro stanoveni stupné poskozeni a pfipadnou prognézu predeviim postiradiaéni
lymfopenii spole¢né s ostatnimi zménami v krvi a kostni dfeni, jak vyplyva
z grafi 11 a 12 (29, 30).

SOUHRN

Bylo sledovano vylucovani desoxyribosidii Discheho reakci v moéi prasat,
ovei a pst po celotélovém ozafeni. U prasat a ovci je vylucovani D-latek signi-
fikantné zvysené s maximem 6 hodin po ozdfeni. U psti nebylo prokizano sta-
tisticky vyznamné zvy3eni.

Byly sledovany D-litky v chloristanovém filtrdtu krve u pst a krys po
celotélovém ozafeni. Bylo zji§téno statisticky vyznamné zvySeni po ozafeni.

Po metodické strance se ukdzalo nejcitlivéjsi hodnoceni D-latek jako ex-
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tinkéni rozdil maxima a minima absorpéni kfivky v rozsahu 400—550 nm.
Odetitani pfi jedné vlnové délce neni ptfi hodnoceni D-latek v moéi vhodné pro
znaénou nespecifickou interferenci.

Doslo dne 30, 11, 1964
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Bauauue HOHH3HPYIOLIEro H3JYYeHHsI Ha COoAepiKaHue JlH1e-nooXKUTeNbHbIX BellecTB
B MOYH H KPOBH OﬁﬂyquHHX KHUBOTHBIX

Hceaenosaan Bhizenenue JIE30KCHpHOOCHI0B NyTeM peakuun [lume B Moue CBHHeH,
oBell H co6aK nocJe oOsyueHHs WX 10 BCeMy Tejy. ¥ CBHHeH M oBell BbljeseHde J[-Beulects
JIOCTOBEPHO YBEJIHYeHO C MakcHMymom 6 uacoB cnycTsi nocje oGavueHusi. ¥ coGak He GbLIO
JIOKa3aHO CTATHCTHYECKH 3HAMEHATEJbHOrO IOBbILIECHHS.

Hccnenosanu [1-BemiecTBa B XJIOPHCTAHOBOM (HJbTpPaTe KPOBH Yy C06aK H KphiC Tocie
06JIyueHHsT 110 BceMy TeJay. DblIO yCTAaHOBJIEHO CTATHCTHUECKH 3HAMeHaTe/bHOe IIOBbILIEeHHe
nocJje 06Jy4YeHHsI,

B MeToxHuecKoM OTHOLIEHHH OKa3ajach HaHGoJee YyBCTBMTeJbHOI ouenka [l-Beuiects
B KauyecTBe pAa3HHIbl yracaHust MaKCHMyMa H MHHHMyMa KpHBOH a6copOLuH B npejpenax
400—550 uM. BbluuTanue npu oX1HON BOJHOBOI IJnHe npu ouneHke JI-BeliecTs B Moue He
NPHTOHO B CHJY 3HAUHTENbHONH HecneuudHueckoii HHTepdepeHIHH,

Influence of Ionizing Radiation on the Dische — Positive-Stuffs Contents
in Urine and Blood of Irradiated Animals

The excretion of desoxyribosides by means of the Dische-reaction in urine of
pigs, sheep and dogs following the whole-body irradiation was traced. The excretion
of the Dische-stuffs significantly increases in pigs and sheep at the maximum 6
hours after the irradiation. No statistically important increase was proved in dogs.

The D-stuffs were traced in the perchloric filtrate of blood in dogs and rats
alter the whole-body irradiation. A statistically significant increase after the ir-
radiation was ascertained.

From the methodical point of view the most accurate evaluation of the D-stuffs
appeared to have been the extinction-difference between the maximum and mini-
mum of the absorption curve within the range of 400—550 nm. Subtracting at one
wave-length seems to be not suitable for evaluating the D-stuffs in urine because
ol ils considerable nonspecific interference.

Der EinfluB3 der ionisierenden Strahlung auf den Gehalt an Dische-positiven Stoffen
im Harn und Blut bestrahlter Tiere

Mittels der Reaktion nach Dische wurde die Ausscheidung der Desoxyriboside
im Harn ganzkorperbestrahlter Schweine, Schafe und Hunde verfolgt. Bei Schwei-

nen und Schafen ist die Ausscheidung der D-Stoffe signifikant gesteigert mit einem
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Maximum 6 Stunden nach Bestrahlung. Bei Hunden konnte eine statistisch bedeut-
same Steigerung nicht nachgewiesen werden.

Verfolgt wurden weiters die D-Stoffe im Perchloratfiltrat des Blutes von Hun-
den und Ratten nach ihrer Ganzkorperbestrahlung. Es konnte eine statistisch be-
deutungsvolle Steigerung nach Besirahlung festgestellt werden.

Beziiglich Methodik hat sich gezeigt, dall die empfindlichste Auswertung der
D-Stoffe in der Ermittlung des Extinktionsunterschiedes zwischen Maximum und
Minimum der Absorptlionskurve im Ausmafle von 400—550 nm besteht. Das Ablesen
bei einer Wellenldnge ist fiir die Auswerlung der D-Stolfe im Harn wegen der
bedeutenden unspezifischen Interferenz ungeeignet.

MYVDr. Blahoslav Zicha

Doc. MVDr. Josef Pospisil, CSc.
Veterinarni vyzkumné stiedisko,
Praha - Motol
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