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M. Dvorik HLADINY SEROVEHO CHOLESTEROLU
U SELAT

VE VZTAHU KE STARI

A K ADRENOKORTIKALNI AKTIVITE

MV huménni mediciné je vénovana hladindm cholesterolu v krevnim séru po-
zornost zvlasté v souvislosti s mnozstvim a druhem tuku v potravé. Existuje totiz
domnénka, Zze nadbytek tuku, zvlasté zivocisného puvodu, tzce souvisi s vysky-
tem atherosklerosy (M asek 1962). Pri jeho mensim pfijmu se vyskytuje
i nizsi cholesterolémie.

LITERARNI PREHLED

U prasat vyvolala intenzivnéj§i vyzkum metabolismu lipidd jednak vhod-
nost tohoto zivo¢iného druhu pro studium arteridlnich chorob (Howard
a kol. 1962, 1965), jednak potfeba vhodné slozeného ndhradniho mléka pro se-
lata. Sheffy a kol. (1951) i Nelson a kol. (1952) ukézali na Zivotni
dilezitost tuku pro nejmladsi selata a na priznivy ucinek fosfolipidd v redukei
vyskytu prijma. V dalsi praci Sheffy a kol. (1952) analyzovali tuk v mléce
prasnic a poznali, Ze se svym sloZzenim podoba sddlu. Peo a kol. (1957) a po-
dobné téz Leat a kol. (1962) nezjistili signifikantni rozdily ve vahovych pfi-
ristcich ve vztahu k obsahu tuku v krmivu; pfidavky tuku vsak zlepsily vzhled
prasat a stav kuze.

Po zatazeni tukd do krmné davky zjistili Barnes a kol. (1961) vyssi
vyskyt sérového cholesterolu. Z praice Howarda a kol. (1965) vyplyva, ze
u béhounti v jateéné vaze jsou jeho hladiny vyssi pfi zkrmovéni loje nez kukufic-
ného oleje. Kabrt a kol. (1961) zaznamenali nestdlost cholesterolémie i pfi
vyrovnané krmné davce a vzestup po infekci virem obrny prasat.

Je znamé, Ze koncentrace cholesterolu je pomérné vysokd v nadledvinich.
Prudké snizeni pfi zvySené kortikalni aktivité demonstroval Long (1947).
Conn a kol. (1950) vyslovili domnénku, Ze krev je vyznamnym zdrojem cho-
lesterolu pro ktru nadledvin je-li zddouci tvorba vétsich mnozstvi steroidnich
hormonti. Pozdéji bylo potvrzeno, Ze cholesterol je skuteéné jejich prekurorem
(Wettstein 1961, Sandor a kol. 1965, Dorfman a Sharma
1965).

Vedle dietnich vlivi a Géinkd stresovych stavii jsou u lidi uddvany diference
v hodnotach cholesterolu vzhledem ke stafi (Muller 1945, Melichar
a kol. 1965, Jakovcic 1965). V dostupné literatufe jsme nenasli adaje o sé-
rovém cholesterolu u selat ani o vlivech rtznych faktorti na jeho hladinu. Dale
uvedend data ukazuji, ze u té€chto zvifat téz existuji vékové rozdily a je sledovano
do jaké miry mohou byt ovlivnény ¢innosti kiry nadledvin.
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MATERIAL A METODY

Ke studiu cholesterolémie bylo pouzito 267 selat a 29 béhounti bilého uslech-
tilého plemene. Zvirata byla chovdna v letech 1963—1965 ve stajich dstavu.
Krmna ddvka prasnic sestdvala v podstaté z ovesného a je¢ného S$rotu, otrub,
bramborovych vlocek, bilkovinné smési, pripadné sueného odstiedéného mléka.
Tataz krmiva byla pouzivana i v pfikrmovéni selat a po jejich odstavu, ktery byl
provadén ve staii 32—53 dni. Ze sledovani byla vyloudena zvifata se zpozdé-
nym rustem a klinickymi pfiznaky onemocnéni.

Sérum bylo ziskdvano po odbéru krve z V. cava cran., u vétsi ¢asti selat
opakované v rizném vékovém uddobi. Pii sledovaném uéinku stresu na hladinu
sérového cholesterolu byl pouzit odbér asi 15 ml krve z V. cava cran., a to celkem
u 41 zvifat. U 36 dalsich byl sledovan vliv ACTH po i. m. aplikaci Corti-
cotrophinu retard Spofa v déavce 2 j./kg z. v. V jiném pokusu byl 6 odstavenym
selatim 2 vrha injikovdn i. m. prednisolon Hoechst-Hostacorin H po 2 mg/kg
Z. v. denné 8 po sobé jdoucich dnt, po¢inaje 52. nebo 55. dnem stafi. Cholesterol
byl stanoven soucasné u stejného poctu kontrol téchze vrh po 6. davee a za
2 dny po posledni. Decorton Spofa byl pcddvan 6 sajicim selatim 2 vrhi po
4 dny v denni ddvce 1 mg desoxycorticosteronu-acetatu i. m. na kg z. v. poinaje
36. nebo 28. dnem po narozeni. Cholesterolémie byla zjisfovdna pii posledni
aplikaci soucasné se stejnym poctem kontrolnich zvirat téchze vrhi. Ve vech
pripadech byla krev odebirana mezi 7—8 hodinou rdno, nebo v tuto dobu zaci-
nalo sledovani a¢inku testu.

Celkovy cholesterol v krevnim séru byl uréovdn v den odbéru krve metodou
podle Pearsona a kol. (1953) s nahrazenim kyseliny p-toluensulfonové
sulfosalicylovou podle Tovédrka (astni sdéleni). Ziskané vysledky jsou vy-
hodnoceny béznymi statistickymi metodami; k prikaznosti rozdil byl pouzit
t test.

VYSLEDKY

P#i studiu vékovych rozdild v cholesterolémii bylo provedeno celkem 699
analyz krevniho séra. U béhount v jateéné vaze bylo zjisténo 130,7 = 14,2 mg%.
Zmény k jakym dochazi v hladindch cholesterolu u sajicich i odstavenych selat
jsou zndzornény na grafu 2 A. S vyjimkou prvé hodnoty, zjisténé u 15 novo-
rozenych selat pred napitim mleziva, a hodnoty ve stdfi 36 —40 dni, zjisténé
u 8 selat 4—6 dni po odstavu, byly v kazdé vékové skupiné praméry a uvedené
smérodatné odchylky vypoéitiny na zdkladé vysetteni 45—135 vzorki. Az do
stafi 4—10 dni se cholesterolémie novorozenych selat prudce zvySovala. Rozdily
mezi priiméry navzajem jsou statisticky prukazné az vysoce prikazné. K vyraz-
nému snizeni u sajicich doslo po 40. dni stati. Casny odstav vyvolal dalsi velky
pokles. Sérovy cholesterol dosahl pak hladiny zjisténé ke konci tdobi sani az ve
stafi 61—70 dni a nelisil se vyznamné od hladin stanovenych u béhouni v ja-
teéné véaze. Ve viech skupinich byl rozptyl individualnich hodnot znac¢ny. Nebyl
pozorovan vztah k vaze selat uréitého stafi.

Vliv odstavu 5 vrhi s 5—10 selaty je demonstrovdn v grafu 1 B. Lze
pozorovat, ze nékteré vrhy si uchovavaji stile pomérné vyssi hodnoty sérového
cholesterolu, jiné pak niz$i. Pocet selat na to nemél vliv. Jednoznaéné u vsech
doslo v prvnim tydnu po odstavu ke snizeni hladin, a to o 2,6—50,0 mg%
cholesterolu. Odstav byl proveden poéinaje ¢. 1 ve stari 38, 42, 46, 40 a 37 dni.
Maximalni pokles byl u 5. vrhu, nejdfive odstaveného; primérnd vaha selat
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byla 8,21 kg. Je zajimavé, Ze z vrhu ¢ 1, 3 a 5, u nichz doslo k nejvétsimu
snizeni, uhynulo po odstavu po jednom seleti na colienterotoxémii. Téz u dvou
selat jinych, u nichz ve stdfi 53 dni, za tyden po odstavu byly zjistény minimélni
hladiny cholesterolu z celého vékového souboru (42 a 52 mg%), doslo za 1—2
dny poté k exitu na tuto chorobu.
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Graf 1. A — Sérovy cholesterol vy- Graf 2. Uéinek stresu vyvolaného opako-

jadreny prumérnymi hodnotami a sméro-
datnymi odchylkami u sajicich a odstave-
nych selat.

B — Vliv odstavu ve stari 37—46 dni na
hladinu sérového cholesterolu u 5 vrhu
selat.

vanou vénepunkci na sérovy cholesterol
selat starych 30 dni (vyplnéné znacky)
a 51-54 dni (prazdné znacky).

Dole: Ué¢inek Corticotrophinu retard na
sérovy cholesterol 3 skupin selat starych
1-3 mésice.

Stres vyvolany jednordzovym odbérem krve z V. cava cran. zpusobil za
4 hodiny u 15 selat starych 3—10 dni sniZeni sérového cholesterolu pouze
o 3 mg%, u 11 selat ve stafi 22—42 dni o 7 mg%. Venepunkce opakované
trikrat v 1—23hodinovych intervalech mély za nésledek vyraznéjsi sniZeni zazna-
menané v grafu 2, které u 10 odstavenych selat ve stafi 51 nebo 54 dni ¢inilo
v priméru 15 mg%.

Vysledky s aplikaci ACTH jsou u 3 skupin uvedeny v dolni &asti grafu 2.
Sérovy cholesterol se snizil o 11-—15 mg%. Rozdil mezi vychozi a minimalni
hodnotou byl statisticky prikazny pouze u skupiny 7 odstavenych selat sledova-
nych 24 hodin ve stari 47 —51 dni. Podobné u ¢tvrté skupiny, odstavenych selat,
bylo v primérném stari 41 dni zaznamenano snizeni hladiny o 13 mg% 4 hodiny
po aplikaci kortikotropniho hormonu, a to z vychozich 83,1 %= 25,5 na 70,0 =
*+= 19,5 mg%.
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Osmidenni parenteridlni aplikace prednisolonu signifikantné zvysila sérovy
cholesterol stanoveny u selat 14.—21. den po odstavu. Bylo zjisténo 216,6 ==
=+ 71,4 mg%, zatim co u kontrolnich bylo 105,8 == 24,6 mg%. Pfi 4. injekci
desoxycorticosteronu-acetitu byla cholesterolémie u dalsi skupiny selat 170,3 ==
=+ 35,6 mg% a u kontrol 150,3 == 35,2 mg%. Rozdil nebyl statisticky pritkazny.

DISKUSE

Nejvyraznéjsi vlivy na sérovy cholesterol selat jsou bezesporu spojeny s je-
jich stafim. Ve srovndni s hodnotou, kterou jsme zjistili u béhount v jate¢né
vaze a kterd se shoduje s hodnotami stanovenymi Kédbrtem a kol. (1961)
i Howardem a kol. (1965), je cholesterolémie u sajicich selat signifikantné
niz§i v den po narozeni a ve staii 41—50 dni, jakoz i ve stari 36—60 dni
po ¢asném odstavu. Prikazné vy$si hladiny pak byly zaznamenany 4.—30. den
po narozeni. Nafe poznatky o nizkych hodnotidch u novorozenych selat se tak
shoduji s vysledky zjisténymi nejen u déti (Muller 1945 Melichar
a kol. 1965, Jakovcic 1965), ale i u telat (Zaletel a kol. 1952,
Dvotfak 1965).

Vliv tuku v potravé, ktery se u telat projevuje podstatné vyssimi hladinami
sérového cholesterolu (Jacobsen a kol. 1953, Dvotfak 1965), jsme expe-
riment4dlné nesledovali. D4 se 0 ném usuzovat neptimo z hodnot zji§ténych u sa-
jicich i odstavenych selat se zfetelem na mnozstvi tuku pfijimaného v urcitém
véku s potravou. Tak podle Scheffyho a kol. (1952) obsahuje mlezivo
prasnice 11,52 a mléko 30. den 8,73 % tuku. U &asné odstavenych selat, ktera
dostavala odstfedéné mléko, pak byl pfijem tuku minimélni. Pomérné zastoupeni
tukt v mléce a pfikrmu podavaném selatim rdzného stari, jak je demonstruje
Holub (1962), md az do 60 dni stafi podobny klesajici trend jako ktivka
cholesterolu (graf 1 A).

Stres vyvolany u selat venepunkci, ktery pusobi zvysené vylucovani ACTH
(Novak a Sejkorova 1963), jakoz i pfimé podavani kortikotropniho
hormonu, mély za nasledek snizeni hladiny celkového cholesterolu. Shoduje se
to s poznatky, které ucinili Conn a kol. (1950) a aplikaci ACTH lidem
a Kuhl a kol. (1952) po vystaveni mladych lidi chladovému stresu. Naproti
tomu Dreyfus a Czaczkes (1959) zjistili pfi psychické stresové situaci
zvySenou cholesterolémii. Poznamenavaji, ze sérovy cholesterol se po aplikaci
ACTH muze chovat ruzné, v zavislosti téz na zivoc¢isném druhu. Zvysené hladiny
u lidi a kralikii po podavani adrenokortikalnich hormont kortisonu, hydrokorti-
sonu nebo prednisonu zjistili Adlersberg a kol. (1950), Chun-1I-
-Wang a kol. (1955), Forbes a kol. (1962) a Friedman a kol
(1965). Posledni uvadéji, ze mechanismus je neznamy; soucasné dochazi ke zvy-
§eni plazmatickych lipida. Na zakladé, vlastnich pokust se kloni k nazoru, ze
kortison vyvolava hypercholesterolémii pouze neptimo v dusledku dostatecného
stupné predchazejici hyperglyceridémie, kterd prameni z ¢asti z relativni ne-
schopnosti jater odstranit triglyceridy z plazmy.

Je zfejmy vztah hormont kury nadledvin k metabolismu lipidi a cholesterolu.
Uvazime-li, Ze v naSich pokusech doslo pri stresu, pri kterém nastava zvysSena tvorba
kortikosteroidli, ke snizeni hladin, a pfi exogenim podani tohoto hormonu (predni-
solonu), ktery pak omezuje endogenni tvorbu, ke zvy$eni, nelze se ubranit dojmu,
ze cholesterol zde hraje ulohu prekursoru Kkortikosteroidi ve smyslu domnénky
Conna a kol. (1950). Pri jejich vétsi produkci se cholesterolémie sniZzuje, pfi mensi
zvy$uje. Tomu odpovida téz nami zjisténé zvysSeni hladiny u adrenalektomovanych

selat.
Je mozné, Ze hypocholesterolémie zjisfovana po odstavu selat neni zpusobena
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jen sniZenym prijmem tuku v potravé, pripadné latkami, o nichZ je zndmé, Ze sni-
zuji hladinu cholesteroiu v krvi (Pekarek 1964), ale Ze mohou spoluptsobit téz
stresové situace, které jsou s odstavem spojeny.

Jednim z inhibitort biosyntézy cholesterolu je tripanol. Gordon a kol. (1963)
jeho zkrmovanim krysam snizili koncentraci sterolu nejen v plazmé, ale téz v jatrech
a nadledvinach. Vaha nadledvin byla zvysend a koncentrace kortikosteronu v od-
povédi na ACTH byla redukovéana ve vytoku z obou adrenélnich zil, i v nadledvinach.
Toto narudeni adrendlni funkce ve spojeni se sniZzenymi hladinami cholesterolu vy-
volava otazku, zda jeho nizké hodnoty zjisténé u odstavenych selat nemaji negativni
vliv na adrenokortikalni aktivitu. Pravé u odstavenych selat byva zjisfovana coli-
enterotoxémie, jejiz patogeneze neni bezpec¢né zndmé. Lewis a Page (1948), Tau-
ber a Garson (1958) a dalsi zjistili obrannou schopnost adrenalnich extraktt
a steroidi proti nékterym bakteridlnim toxinum, a pri 1éc¢bé colienterotoxémie jsou
kortikosteroidy indikovany.

Z Kklinického hlediska je sérovy cholesterol pouzivan za dobry index meta-
bolismu tuktt (Muller 1945). Zda mu lze v Sirokém komplexu faktort ptisobicich
na jeho hladinu pfiznat u selat tutéz hodnotu ve vztahu k funkei kiry nadledvin,
neni mozné zatim spolehlivé odpovédét. Charvat a kol. (1950) jej povaZovali za
vhodné kritérium pri zkousSeni jeji funkéni zdatnosti u lidi. Hypocholesterolémii, jako
projev usilovné ¢innosti kiry nadledvin na jedné strané, jakoz i mozny jeji vliv na
redukci tvorby kortikosteroidd, vSak nelze podcetiovat.

SOUHRN

Vysetfenim 267 selat bylo zjiiténo, Ze stari, pfipadné faktory s uréitym
vékem spojené, maji vyrazny vliv na sérovy cholesterol. Ve srovnani s hodno-
tami zji§ténymi u 29 béhound v jateéné vaze (130 == 14 mg%) byly jeho hladiny
signifikantné snizené v den narozeni (68 = 18 mg%) a po 40. dnu, jakoz i po
¢asném odstavu (70 == 18 mg%). Signifikantné vyssi byly ve staii 4—30 dni
(146 =+ 25 az 149 == 32 mg%).

Bylo ukdzino prechodné snizeni cholesterolu po stresu vyvolaném véne-
punkci a po aplikaci ACTH. Vyznamné zvy$eni nastalo po opakované aplikaci
prednisolonu (216 %= 71 mg%).

Prace upozorfiuje na mozny vztah hypocholesterolémie odstavenych selat
k ardenokortikalni aktivité se zfetelem k vyskytu colienterotoxémie.

Doslo dne 27. 5. 1966
Technicka spolupridce H. Hornichovd a E, Adamikova.
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Yposun xoxecrepona CHIBOPOTKH MOPOCAT B 3aBUCHMOCTH OT BO3pacTa
M aApeHOKOPTHKAJIbHOM aKTHBHOCTH

B pesyavrate ofcnenosamus 267 mnOpOCAT yCTAHOBNEHO, UTO BO3PACT MJAM JKe HEKOTOPHIE
CBA3aHHBIE C ONpenej]eHHLIM BO3PacTOM (aKTOPHI OKA3LIBAIOT OrYETIMBOE BJIMAHME HA XOIeCTepoJ
coisoporky. Ilo cpapHenmio ¢ penuumHamu y6oitHoro peca (130 = 14 mrU), ycranosaenuniMu
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y 29 NONCBMHKOB, ypOBEHb CHIBOPOTOYHOTO KOJHUYECTBA OB 3HAUMTENLHO HIDKE B IEHb POXKIEHUT
{68 = 18 mMr%) u cnycra 40 nmeit, a Takxe mocse pantero orsema (70 = 18 mr%). Ero yposens
651 pocToiepHo pbime B poapacre 4—30 ameit (146 %= 25 o 149 % 32 mr%).

OfHapy;keHO BpeMeHHOe CHMJKEHHEe XOJiecTeposia IoCJje CTpeca, BEI3BAHHOLO YKOJIOM B BeHy,
it nocie ACTH. Oruernupoe nosbimeHue 6o ofecrneyeHO Iocje MOBTOPHOIO BBENEHHA IPENHM-
conora (216 %= 71 mrl%).

YkazaHo Ha BOSMOKHYIO 3aBUCHMOCTh MeKIy THIOXOJNecTeposeMueif MOpOCAT-OTHEMBIIIEH
H aJIpEeHOKOPTUKAJLHOI AKTUBHOCTBIO C y4€TOM HAJMYMA KOJMEHTePOTOKCeMUI.

The Serum Cholesterol Level in Piglets in Relation to Age
and to the Adrenocortical Activity

Examination of 267 piglets showed that age or factors connected with a certain
age have a pronounced influence on serum cholesterol. Compared with the values
found in 29 stores of killing weight (130 * 14 mg%,) its levels were significantly lower
on the day of birth (68 = 18 mg%,) and after the 40th day of life as well as after
early weaning (70 = 18 mg%). They were significantly higher at the age of 4—30
days (146 =+ 25 to 149 * 32 mg%).

A temporary decreasing of cholesterol was found after stress caused by vene-
puncture and after application of ACTH. A significant rising occurred after repeated
application of prednisolon (216 = 71 mg?%)).

The author draws attention to the possible relation between the hypocholestero-

lemia of weaned piglets and the adrenocortical activity with regard to the occurrence
of colienterotoxemia.

Das Serumcholesterolniveau bei Ferkeln in Beziehung zum Alter
und zur adrenokortikalen Aktivitit

Durch die Untersuchung von 267 Ferkeln wurde festgestellt, dal das Alter, even-
tuell die mit einem gewissen Alter verbundenen Faktoren einen bedeutenden Ein-
fluB auf das Serumcholesterol ausiiben. Im Vergleich mit Werten, die bei 29 Liufern
im Schlachtgewicht (130 = 14 mg?%,) festgestellt wurden, waren seine Niveaus am Tage
der Geburt (68 *= 18 mg%) und nach dem 40. Tage signifikant herabgesetzt. Dies
war auch der Fall nach dem fritheren Absetzen (70 = 18 mg"). Signifikant hoéher
waren sie im Alter von 4—30 Tagen (146 % 25 bis 149 * 32 mg%).

Es wurde auf eine voriibergehende Herahsetzung des Cholesterolgehaltes nach
dem Stress, der mittels der Venepunktion hervorgerufen wurde und nach der Appli-
kation des ACTH, aufmerksam gemacht. Eine bedeutende Erhdhung trat nach einer
wiederholten Applikation von Prednisolon (216 = 71 mg%,) ein.

Es wurde auf die Moglichkeit einer Beziehung der Hypocholesterolandmie der
abgesetzten Ferkel zur adrenokortikalen Aktivitdt mit Riicksicht auf das Vorkommen
der Colienterotoxdmie aufmerksam gemacht.

Adresa autora:

MVDr. Miroslav Dvorédk, CSc, Vyzkumny ustav veterindrniho lékarstvi,
Brno - Medlanky, reditel Doc. Dr. Ing. Jan Vicek
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MALE INFORMACE

o 18. Svétovy veterinarni kongres
Datum a misto: 17. a 22. ¢ervence 1967, PariZ

Informace: Prof. R. Vuillaume, World Veterinary Association, 27, rue des
Petits-Hotels, Paris 10e |

Soucasné s timto kongresem se poradaji nasledujici konference a sjezdy:

4. Konference Svétové asociace veterinarnich 1ékaiu specialisti pro drubez

Informace: Dr. P. Philip Levine, State University of New York, Veterinary
College, Ithaca NY 14851

1. Sjezd Svétové asociace veterinarnich mikrobiologt

Informace: Prof. A. R. Willems, Casinophlein 21, Gent (Belgie)

8. Sjezd veterinarnich anatomiu

Informace: Prof. R. Barone, Ecole Nationale Vétérinaire, 2 quai Chauveau,
Lyons

o Slovenské vydavatelstvo polnohospodarskej literatiry Bratislava
nam zaslalo

e Ing. Jozef Mraki¢: Velkovyrobné formy organizacie priace v chove oSipanych

Kniha ma 191 stran a je vybavena c¢etnymi tabulkami a grafy, cena 8,50 Kdés
Publikace probirda otazky, které se vyskytuji pri uplatinovani sménového pro-
vozu v chovu prasat a na prikladech z praxe poukazuje na ekonomické a so-
cialni prednosti takové organizace prace.

e Doc. Ing. Prokop Juriacek: Svet v boji proti hladu

Kniha ma 235 stran a cetné prehledné tabulky. Obdlku a frontispicie k Jed-
notlivym kapitoldm navrhl Milan Lahula, cena Kés 9,50

Kniha se zabyva v soucasné dobé velmi aktudlni otdzkou: Hrozi lidstvu ze
soucasné populac¢ni exploze a z dosavadniho usporadani — neusporadani vztahu
mezi sytymi a hladovymi — v rozsahu jednotlivych zemi i uvnitf kazdé jed-
notlivé — hlad — nebo je lidstva schopno zvladnout tento problém? Kniha,
odpovidajici na tuto otazku védecky, nemuze odpovédét jinak nez kladné —
ne dnesni 3,3 miliardy lidi, ale i 15 miliard a vice muZe zemékoule vyZivit,
bude-li vyuzito jen dne$nich védeckych poznatkl, nehledé k budoucim.

e Nakladatelstvi Elsevier Publishing Company, Amsterodam
nam zaslalo:
® Lexicon of Parasites and Diseases in Livestock

Kniha obsahuje latinsky, anglicky, francouzsky, $panélsky, italsky a némecky
seznam paraziti a chorob domadaciho zvirectva, jednak v systematickém, jednak
v abecednim uspoiadani podle jednotlivych jazyku.

Kniha ma 1225 stran a stoji 20 holandskych zlatych, nebo 22,50 zap.ném.
marek,



E. Parrakova VLASTNOSTI ENTEROBAKTERII
A. Seckarova Z PROSTREDIA ZARIADENI
V. Kréméry ZIVOCISNEJ VYROBY

I. CITLIVOST NA TETRACYKLINOVE ANTIBIOTIKA
U ENTEROPATOGENNYCH KMENOV Escherichia coli
Z PROSTREDIA VELKOCHOVOV V ZAVISLOSTI
OD POUZIVANIA CTC V KRMIVACH

M Pouzivanie chléltetracyklinu (CTC) ako krmného doplnku pre hospodarske
zvieratd, najma osipané a hydinu, vedie podla mnohych autorov k vzniku re-
zistentnych populdcii v ¢revnom trakte prikrmovanych zvierat (Goldberg
1959, Manten 1963). Ini autori nepozorovali zvysenie celkovej mikrobidlne;
rezistencie vyvolané antibiotikami v krmivdch (Sarkisov 1965). V ramci
komplexného vyskumu zmien Zivotného prostredia na vidieku vplyvom zavidza-
nia velkochovnej technolégie v Zivocisnej vyrobe sledujeme vyskyt a biologické
vlastnosti vybranych patogénnych a podmienene patogénnych mikroorganizmov
ako aj hygienické aspekty prikrmovania hospodarskych zvierat antibiotikami.
Mactach, Hustavova akol (neuverejnené pozorovania) zistili pritomnost
biologicky aktivneho CTC v organoch a svaloch pokusnych kuréiat prikrmova-

nych tymto antibiotikom. Podobné vysledky dosiahli aj ini autori (sdborne
Goldberg 1959).

V pokusoch in vitro sme zistili, Ze aj nizke, fyziologicky dosiahnutelné kon-
centracie tetracyklinov vyvolavaja pri dostatoénom pocte kontaktov vysoky stuperi
rezistencie u kmeriov Escherichia coli (Kréméry 1966). Preskimali sme
preto situdciu ¢o do vyskytu rezistencie na tetracykliny u kmenov E. coli izolo-
vanych z chovov, kde sa obligdtne pouzivajia krmiva obohatené CTC. V tejto
informacii referujeme o vyraznych rozdieloch v citlivosti enteropatogénnych kme-
fiov E. coli, izolovanych z fekalii zvierat v skimanych chovoch a z okolitej pady,
na tetracykliny v zavislosti na podavani CTC v krmive.

MATERIAL A METODIKA

.....

sa izolovalo z fekalii ako aj z pdody v roznych vzdialenostiach od objektov (po-
drobnejsie v inom ozndmeni) celkove 4864 typickych kmeriov E. coli. Pouzili sme
bezné izolaéné metédy a diferenciatné testy, véitane cytochrém-oxydazového testu.
Z tychto kmeriov patrilo 286 kmefiov k enteropatogénnym sérotypom. Entero-
patogénne kmene E. coli sme podrobili testom na citlivost voéi antibiotikim po-
mocou testovacich diskov SEBAS (Dr. Wild, Basel). Stéasne sa testoval na citli-
vost aj reprezentativny sabor ostatnych kmetiov E. coli z uvedenych zivodov.
Najviac sme sa zamerali na $tadium citlivosti voci tetracyklinovym antibiotikdm.
Sucasne sa testovala citlivost voci sulfonamidom, STM, chloramfenikolu, neomy-
cinu, erytromycinu a nitrofuranom (najméd u kmeifiov z chovu hydiny).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky citlivosti na CTC (plne sa zhoduja aj s vysledkami na OTC
a tetracyklin) u enteropatogénnych kmefiov E. coli izolovanych z arealu kravina
(v krmive sa antibiotika nepouZzivaji), chovu oSipanych a hydiny (v oboch
tychto chovoch sa permanentne prikrmuje s CTC) sa shrnuté do tabulky I.
Z nich jednozna¢ne vyplyva rozhodujuci vplyv kimenia hospodédrskych zvierat
antibiotikami na vyskyt rezistentnych kmenov. Treba zdéraznit, Ze prevalencia
rez.stentnych kmetiov E. coli netyka sa iba ¢revného traktu prikrmovanych zvie-
rat, ale aj zivotného prostredia, a to zasa nielen bezprostredného okolia zvierat
(hnoj, fekalie a podstielka), ale i vzdialeniejsieho (pdda). V objekte, kde sa anti-
biotikd do krmiva nepridavali (kravin), bol CTC-rezistentny kmeii vzacnostou.
Naopak, a to najma v hydindrni, premorenie ostatnych skimanych objektov re-
zistentnymi kmenmi bolo vyrazne vysoké. Treba podotkniif, Ze uplne podobné
pomery sme zistili aj u vySetrenych siborov kmeriov nepatogénnych E. coli v sku-
manych troch objektoch.

1. Vyskyt CTC-rezistentnych eneropatogénnych E. coli v jednotlivych skimanych
chovoch

Kravin Osipéren Hydinaren
Prostredie S
CTC sa nepodéava CTC sa podava CTC sa podiva
Celkovy pocet
izolovanych enteropato- 107 101 78
génnych E. coli
Fékalie 57/2 57/44 45/44
Poda 50/0 44/20 33/23

Cisla udavaju celkovy pocet izolovanych enteropatogénnych kmetiov E. coli, v zlomku
sa nachadza poéet CTC-rezistentnych kmeriov
CTC = chlortetracyklin

Vo svetle zistenych skutocnosti, tykajucich sa tzv. infekcnej rezistencie (pre-
nos rezistencie na antibiotika z rezistentnych enterobaktérii na citlivé, konjuga-
ciou alebo transdukciou bakteriofdgmi, pricom sa prendsa extrachromozonalne
lokalizovana geneticka informéacia rezistencie) bolo rozsiahlymi $tadiami v jed-
notlivych $tatoch zistené, ze E. coli je najrozsirenej$im donorovym species v pro-
cese §irenia sa antibiotickej rezistencie touto cestou. Tetracyklinové antibiotika
st, ako bolo zistené (Smith 1965), triggerovymi antibiotikami v tomto pro-
cese. Najéastejsimi akceptorovymi kmeiimi infekénej rezistencie je Salmonella
typhimurium a shigely.

V tejto stvislosti je vyzramny nalez troch multirezistentnych kmefiov E. coli
vo fekaliach teliat z objektu v blizkosti oSiparne, v ktorej sme sledovali vyskyt
rezistentnych enteropatogénnych kmeriov E. coli. Infekénost rezistencie tychto
troch kmerov, tj. ich schopnost odovzdat [aktory rezistence inym bunkam pri
spoloc¢nej kultivacii, prave studujeme.

Podla informacii o uvedenych chovoch zvieratd nikdy neboli lie¢ené tetra-
cyklinovymi antibiotikami. Niektoré zvieratd v kravine, choré na mastitidu, boli
lieéené PNC-om a niektoré osipané pri hnackovych ochoreniach chloramfeni-
kolom.

Z nasich vysledkov mozno dedukovat jednoznaény determinujici vplyv po-

70 VETERINARNI MEDICINA - 1967



davania antibiotik pri vykrme hospodédrskych zvierat na vyskyt zna¢ného poétu
antibiotiko-rezistentnych enteropatogénnych kmenov E. coli v bezprostrednom
i vzdialenejSom prostredi chovov hospodarskych zvierat. Vo svetle najnovsich
poznatkov o tzv. infekénej rezistencii na antibiotikéd a jej sireni sa z jednych kme-
fiov enterobaktérii na druhé treba urychlene §tudovat a riesit otazky hygienického
a epidemiologického vyznamu tejto situdcie v nasich chovoch.

SUHRN

U 286 enteropatogénnych kmeriov E. coli (celkove z 4864 kmeriov E. coli)
izolovanych z fekalii a z pdody v roznej vzdialenosti v troch chovoch hospodar-
skych zvierat (kravin, oSipareri a hydinareri) bola zisfovand rezistencia najmi
na tetracyklinové antibiotikd (test — tabletami SEBAS, Dr. Wild, Basel, Svaj-
¢iarsko) v suvislosti so 3tddiom vztahu podidvania CTC v krmivach a vyskytu
rezistentnych enterobaktérii. Zistil sa jednozna¢ny vplyv kimenia hospodarskych
zvierat antibiotikami na vznik zna¢ného poéctu rezistentnych mutant E. coli v bez-
prostrednom (fekalie, podostielka) i vzdialenejSom prostredi (pdda) chovov.
V kravine, kde sa antibiotikd v krmivach zvieratdm nepodavali, boli zo 107
izolovanych enteropatozénnych kmeniov E. coli iba 2 rezistentné na CTC. Za-
sadne ind situacia bola v chove o3ipanych a hydiny, kde prevazna vacsina izo-
lovanych enteropatogénnych kmenov E. coli bola na CTC rezistentnid. Podobny
trend vykazovali aj ostatné kmene E. coli z uvedenych troch chovov. Diskutuje
sa 0 vyzname tychto zisteni z hladiska javov tzv. infekénej rezistencie.

Doslo dna 27. 6. 1966

Autori dakuju za technickd spolupricu technickej asistentke Marii Pappovej.
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CaolicTsa sHTepoBAKTEPHIl M3 CPexbl KHMBOTHOEOAUECKHX OGBEKTOB —

I. YyscTBures HOCTH K TETPAMKJIMHOBBIM aHTHOMOTHKAM SHTEPONATOreHHLIX IITAMMOB
ESCHERICHIA COLI u3 cpenbl NpOMBIUJIEHHOTO Pa3pelieHHs B 3aBMCHMOCTH
or mpumenerus CTC*) p xopmax

Y 286 sureponarorennnix mrammos E. coli (scero or 4864 wrammos E. coli), msomupo-
BaHHBIX M3 $exanuil ¥ U3 MOIBBI B Pa3HOil OTNAJIEHHOCTH B TpPeX CTaJax CeJbCKOXO03ANWCTLEeHHBIX
KUBOTHEIX (B KOpPOBHMKe, CBHHADHMKE M ITHiHHKE), yCTaHABAMBANACH YCTOHYMBOCTH B MEPBYI0
ouepens K TeTpalluKJIMHOBBIM aHtubuorukam (recr-rabaerkamu SEBAS, n-p Buusn, baseus,
[Igeitipapus) b cBa3u ¢ udyueHueM 3asucuMmocTu Meskdy paueit CTC B xopMax M HajMiMeM yCroi-
YHUBBEIX :-)HrepoSaKTepuﬁ. YC'I‘aHoqueHo CHJLHOE BJMAHME KOPMICHHA CeJIbCKOXO3SMCTECHHBIX KM~
BOTHBIX AHTHOHOTMKAMH Ha BO3HMKHOEEHHME 3SHAYMTENLHOIO KOJM 1€CTBA YCTOHYMBBIX MyTaHTOB
E coli B cranax s HenocpescrpeHHO npuMbikaomeir cpene (dexanuu, nMOACTHAKA) M B M0Y-
BeHHO# cpene. B KkoposHuke, rie aHTHUOMOIMKM He nolasanuch ¢ xkopmamu, u3 107 wmsonupo-

*) CTC = Xnoprerpauukjiue
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BAHHKIX SHTeponaToreHHex mraMmos E. coli 6smo smms 2 yeroitumssix k CTC. A6comorHo uHas
cHryapus 0bna B CrTagax CBMHeHd M TNTHIE, TAe MNpPeo5afaiouiee KOJHYECTEO H30NMPOBAHHBIX
sHTeporeHHnix wraMMos E. coli 6so yeroitumseiM® k CTC. IlomofHoit TeHneHiueit ofnananu
u ocraasHble mtaMMbl E. coli ua ynomsHyTteix Tpex craxn. OScyknaercs sHaueHume aTHx Habiione-
HHH C TOYKM BPEHHA ABJICHHH TaK Had, MHOPEKIHMOHHON yCTOHYMBOCTII.

The Characteristics of Enterobacteriaceae of the Environment of Establishments
of Livestock Production

1. Sensitiveness to Tetracyclin Antibiotics of Enteropathogenic Strains of ESCHE-
RICHIA COLI from the Environment of Large Breeding Enterprises in Dependence
on the Application of CTC in Feeds

Of 286 enteropathogenic strains of E. coli (of a total of 4864 strains of E. coli)
isolated from faeces and from soil at different distances in three animal breeding
farms (cattle-farm, piggery, and poultry-farm) their resistance particularly to tetra-
cyclin antibiotics (SEBAS test tables, Dr. Wild, Basel, Switzerland) was determined
in connection with a study of the relations between the administration of CTC in
feeds and the occurrence of resistant Enterobactericeae. There was found a pro-
nounced influence of feeding the farm animals with antibiotics on the arising of
a considerable number of resistant mutants of E. coli in the immediate (faeces,
litter) and in the more distant environment (soil) of herds. In a cattle-farm where
the animals received no antibiotics in their feeds, of 107 isolated enteropathogenic
strains of E, coli only 2 were resistant tc CTC. A principally different situation exist-
ed in the keeping of pigs and poultry, where a predominant majority of the isolated
enteropathogenic strains of E. coli were resistant to CTC. A similar trend was shown
also by the other strains of E. coli of the mentioned three animal farms. There is
a discussion on the importance of this finding with regard to phenomena of the
so-called resistance to infection.

Eigenschaften der Enterobakterien aus dem Milieu der Einrichtungen
fiir tierische Produktion

I. Die Empfindlichkeit gegeniiber die Tetrazyklin-Antobiotika bei enteropathogenen
Stammen der Escherichia coli aus dem Milieu der GrofBzucht in Abhingigkeit von
der Beniitzung des CTC in den Futtermitteln

Bei 2886 enteropathogenen Stimmen der E. coli (insgesamt 4864 Stimmen der
E. coli), aus Fadkalien und aus dem Boden in verschiedener Entfernung in drei Zuch-
ten der landwirtschaftlichen Nutztieren (Kuhstall, Schweinestall und Gefliigelhof)
wurde die geringste Resistenz vor allem gegeniiber die Tetrazyklin-Antibiotika fest-
gestellt (und zwar mittels der Test-Tabletten SEBAS, Dr. Wild, Basel, Schweiz) im
Zusammenhang mit dem Studium der Abhédngigkeit der Verabreichung von CTC im
Futter und des Vorkommen der resistenten Enterobakterien. Es wurde ein eindeutiger
Einfluf3 der Fiitterung der landwirtschaftlichen Nutztiere mit Antibiotika auf die Entste-
hung einer betrichtlichen Anzahl resistenter Mutanten der E. coli in unmittelbarer
(Fakalien, Stroh) und weiterer Umwelt (Boden) der Zuchten festgestellt. In einem Kuh-
stall, wo die Antibiotika an Tiere nicht im Futter verabreicht wurden, waren von
107 isolierten enteropathogenen Stammen der E. coli nur zwei gegeniiber CTC re-
sistent. Eine grundsitzlich andere Situation konnte in der Schweine- und Gefliigel-
haltung verzeichnet werden, wo die Mehrheit der enteropathogenen Stimme der
E. coli gegenliber CTC resistent waren. Einen &dhnlichen Trend wiesen auch die
tubrigen Stamme der E. coli von den drei angefiihrten Zuchten auf. Es wird tiber die
Bedeutung dieser Feststellungen vom Gesichtspunkt der Erscheinungen der sog. in-
fektiosen Resistenz diskutiert.

Adresa autorov:

MUDr. Edita Parrdakov4a, CSc, Dr. Alice Seé¢karova, Ing. Vladimir
Kréméry, CSc, Vyskumny ustav hygieny, Bratislava

Ideovy vedouci ukolu prof. Dr. P. Macuch.
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E. Jiran OVERENI IMUNIZACNICH VLASTNOSTI
B. Juracka INAKTIVOVANE VAKCINY
M. Tokar PROTI INFEKCNI HEPATITIDE PSU

B Rozsiteni infekéni hepatitidy pst (Hepatitis contagiosa canis HCC) v na-
sich chovech néds vedlo k vyvoji specifické imunizace proti této chorobé. Pro pa-
sivni imunizaci se u nds jiz bézné pouzivd hyperimunni sérum, jehoz ochranny
téinek je viak jen kratkodoby. Bylo nutno ovéfit imunizaéni vlastnosti otkovacich
latek pro aktivni imunizaci jak za experimentalnich tak za terennich podminek.

Vyvoj aktivni imunizace proti HCC vedl od pouziti virulentnich virovych
kment k modifikovanym a k vakcindm obsahujicim inaktivovany virus HCC.

LITERARNI PREHLED

Mansi (1956) napf. aplikoval plné virulentni virus HCC do konjukti-
valniho vaku $tériat. Poppensieck a spol. (1958) aplikoval virulentni
virus HCC sou¢asné s hyperimunnim sérem. Avsak oba tyto zplsoby imunizace
se nevzily.

Neékolika autortim se zdatila modifikace viru HCC a byla tak ddana moznost
Gspésné vakcinace psd zivymi avirulentnimi kmeny HCC, jako napt. Emery
a spol. (1958), Fieldsteel a spol. (1957), Cabasso a spol. (1958),
Burgherova a spol. (1958), Scheitlin a spol. (1959) aj., u nds
Jiran (1966).

Larin (1959) hodnoti ve své praci o mechanismu imunity u HCC
pravdépodobnou tdlohu komplement-vazajiciho antigenu. Dochéazi rovnéz k za-
véru, ze inaktivovany virus HCC, ktery si vSak plné zachoval antigenni Géin
a je aplikovdn v dostate¢ném mnozstvi a v pomérné cisté formé do organismu
dava dobrou imunitu.

Olah (1958) pise o vyvoji inaktivované vakciny proti HCC za pouziti
viru z jaterni tkdné infikovanych §ténat. Hodnoty viru HCC udava v titrech
v reakci vazby komplementu, pro inaktivaci pouziva 0,05% formalinu a k ad-
sorbei 10 mg/ml gelu hydroxydu hlinitéhc.

Keeble a spol. (1961) popisuji pfipravu a vyhodnocovani inaktivované
vakciny proti HCC. Vychézeji z viru z tkanovych kultur psich ledvinnych bunék
(dale jen TK PSL), inaktivovaného formalinem. Neskodnost ovéfuji na §ténia-
tech po aplikaci dvou davek po 1,0 ml vakciny v rozmezi 14 dnt. Pro zkousku
ucinnosti testuji séra téchto sténat odebrand za 14 dni po druhé davce vakciny
na obsah neutraliza¢nich protilatek.

Fastier a spol. (1964) srovndvaji na morcatech a na §ténatech imuni-
zacni vlastnosti vakcin proti HCC pfipravenych z viru z TK PSL, inaktivova-
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ného formalinem nebo beta-propiolaktorem podané bez nebo s olejovym adju-
vanciem. Po jednorazové aplikaci 1,5 ml olejové inaktivované vakciny dociluji
shodné vysledky imunizace jako po dvou davkach po 1,0 ml vakciny bez
adjuvancia.

Rozbor pouziti rtznych ockovacich latek proti HCC, ale zejména kombino-
vanych vakcin proti HCC a proti psince uvadi napt. Mansi (1961), rovnéz
Piercy (1965) a v posledni dobé Ackermann (1965).

Burgherova a spol. (1958), Cabasso a spol. (1958), Piercy
a spol. (1960) aj. uvadi dobré imunizaéni vlastnosti zivych kombinovanych
vakcin proti psince a proti HCC.

Howell (1961), Driager a spol. (1961), dale pak Keeble a spnl
(1961) a Zuschek a spol. (1961) doporuéuji a popisuji inaktivovanou
vakcinu proti HCC v kombinaci s zivou protipsinkovou vakcinou nebo i s ji-
nymi antigeny (napf. leptospiry).

Na nalem pracovidti jsme pfikrocili k pripravé a vyhodnocovéni inaktivo-
vané vakciny proti HCC soubézné s vyvojem vakciny Zzivé z modifikovaného
viru HCC.

V piedlozené praci chceme uvést néktera data ziskana pri testovani nékolik
arzi formol-adsorbatovych vakcin proti HCC.

MATERIAL A METODIKA
VIRUS

Pouzivali jsme virus HCC kmen ,Terezin“ izolovany na naSem pracoviiti
(Jiran 1964). Pasdzujeme jej na TK PSL, na kterych vytvafi virus charakte-
risticky cytopaticky efekt. Pro nase prace jsme pouzivali medium z téchto kultur
odebrané na vrcholu zmén. Virus jsme ukladali pfi teplotdich —30°C nebo
—45°C.

Jako virulentni virus HCC jsme pouzivali zpocatku tento kmen do jeho 21.
pasdze na tkanovych kulturdch, kiery od 16. pasdze vsak nezpusoboval hynuti
§ténat, ale jen rizné silné klinické reakce. Pozdéji kmen oznaceny ,Stanek”,
rovnéz izolovany na nalem ustavé, ktery pasdzujeme na Sténatech, kde po intra-
peritonedlni aplikaci 20% suspenze jater zplsobuje zpravidla jejich dhyn béhem
jednoho tydne.

TKANOVE KULTURY PSICH LEDVINNYCH BUNEK (TK PSL)

Pro pomnozeni viru HCC pro ptipravu vakciny, déle pro titraci viru a pro
neutralizaéni testy jsme pouzivali primarni TK PSL, nékdy vSak i versenované
jednovrstevné kultury ve staciondrni kultivaci, jejichz pripravu jsme popsali jiz
dfive (Jiran 1964).

PRIPRAVA VAKCINY

Vakcinu HCC jsme ptipravovali z viru HCC z TK PSL s obsahem nejméné
10° TK IDso viru/ml a s obsahem komplement-vizajiciho antigenu v fedéni nej-
méné 1:4. Virus jsme centrifugovali 30 minut pti 1500 —2000 obr./min., pridali
formalin do koncentrace 1:2000 (tj. obsah 20 mg% formaldehydu, resp.
50 mg% formalinu), pH se pohybovalo kolem 7,1—7,3. Prva ¢ast formalinace
probihala po dobu 48 hodin pti 26 °C za stalého michdni. Po této dobé jsme pfi-
dali stejné mnoZstvi obchodniho hydroxydu hlinitého (pfiblizné 2% gel) a dale
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jsme smés michali po dobu 24 hodin pfi 26 °C. Po této druhé &isti formalinace
a adsorpce se vakcina uklddala na 4°C, zkouSela na bakteriologickou &istotu
a rozplnila do pozadovanych objemd.

POKUSNA ZVIRATA

Jako pokusnd zvifata nam slouzila zdrava §tériata ve stari nad tfi mésice.
V terénnich ovéfovacich akcich jsme imunizovali zdrava §ténata vét§inou z ce-
lych vrht na jednotlivych chovnych stanicich. U vakcinovanych zvifat jsme
denné sledovali zdravotni stav, v dlouhodobych pokusech jsme v uréitych inter-
valech odebirali krev pro serologické vyhodnoceni. Ziskanad séra jsme inaktivovali
30 minut pti 56 °C a ukladali na —30 ’C a vyhodnocovali najednou.

REAKCE VAZBY KOMPLEMENTU (RVK)

Pouzivali jsme kapkovou modifikaci RVK, popsanou jiz dfive (Jiran
1964). Antigen byl pfipraven z viru HCC z TK PSL, reakci jsme odecitali pti
1,5 MHD komplementu.

NEUTRALIZACNI TEST (NT)

Tento test jsme provadéli v postupném fedéni zkouSeného séra se stilou
ddvkou viru (asi 500 i vice TK IDsp viru). Smés obou slozek jsme inkubovali
60 minut pfi pokojové teploté a aplikovali na zkumavkové kultury psich ledvin-
nych bunék (budto primarni nebo versenované TK PSL). Test jsme sledovali
po dobu 5—7 dni, kdy jsme reakci hodnotili. Titry sér jsme vypoéitali jako
NDso (50% neutraliza¢ni davky) podle Reeda a Muencha (1938).

PROTEKCNI TEST (PT)

Tento test jsme provadéli na §téniatech klinicky zdravych, kterym jsme apli-
kovali zkouSenou vakcinu subkutdnné v krajiné za lopatkou a za 14—28 dni
jsme §ténata spolu s kontaktnimi kontrolami a kontrolami viru infikovali sub-
kutdnné nebo intraperitonedlné virulentnim virem HCC. Po infekci jsme sledo-
vali zdravotni stav pokusnych §téfiat po dobu nejméné 14 dni a denné mérili
télesnou teplotu.

Hodnoceni protekéniho acinku vakciny jsme provadéli na zdkladé ahynu
nebo klinickych reakeci kontrol po infekci virem HCC proti reakci vakcinovych
zvirat.

VYSLEDKY

1. TESTOVANI NESKODNOSTI VAKCIN PROTI HCC

Pro zkousku neskodnosti riuznych Sarzi vakciny proti HCC jsme pouzivali
vzdy nékolik §ténat, kterym jsme aplikovali podkozné nékolikanasobek uvazované
davky vakciny (viz tabulka I).

Pri hodnoceni této zkousky jsme brali v avahu tu skute¢nost, ze virus HCC
pusobi ve vét§im procentu pripadi jen inaparentni prabéh choroby, takze je dosti
problematické prokazovat event. stopy viru na §ténatech. Slo ndm tudiz hlavné
o lokédlni a celkovou reakci na zkou$enou vakcinu a domnivdme se, ze takovy

VETERINARNI MEDICINA - 1967 719



I. Zkouska ne$kodnosti formol-adsorbatové vakeciny proti HCC na §ténatech

Vakcina Davka Pocet Sténat Pruabéh Hodnoceni

9,0 ml 2

1/62 neg.*) ne$kodnd
bez**) 2
8,0 ml 4

1/63 4,0 ml 4 neg. neskodna
bez 4
8,0 ml 2

1/64 neg. neskodna
bez 1
8,0 ml 2

3/65 neg. ne$kodna
bez 2

*) — Béhem sledovani zdravotniho stavu $ténat po dobu 14—27 dni nedo$lo ke kli-
nickym projeviim onemocnéni nebo k teplotni reakeci.

**) — Ke kazdé zkousSce neskodnosti byla zastavena Sténata bez aplikace vakciny jako
kontaktni kontroly.

test je nutny a pro uvolnéni vakciny pro terénni pouziti jej pokladdme za
dostacujici.

Ani v jednom pfipadé nedoslo u §tériat i po nékolikandsobné davce vakciny
k postvakcinaéni reakci. Nedoslo ani k onemocnéni kontaktnich kontrol, které
zustaly béhem styku s vakcinovanymi zvifaty beze zmén. Po testové infekci
kontaktnich kontrol (viz zkouska tcinnosti vakciny) reagovaly tyto jako kontro-
ly viru. :

Je mozno fici, ze vSechny zkouSené vakciny pfipraveny podle vyse uvede-
ného postupu jsou za daného postupu zkousky neskodné.

Ke zkousce neskodnosti vakciny lze pfipojit rovnéz ovéfeni nékolika Sarzi
za terénnich podminek, kdy u sledovanych vakcinovanych §ténat nedoslo k lo-
kalnim afekcim nebo k projeviim onemocnéni po aplikaci vakciny.

2. ZKOUSKA UCINNOSTI VAKCINY PROTI HCC

Utinnost formol-adsorbatové vakciny proti HCC se testovala jednak v krat-

kodobych pokusech za experimentdlnich podminek, jednak dlouhodobé za terén-
nich podminek.

Pro vakcinaci §téfiat jsme volili podkozni aplikaci v krajiné za lopatkou
a to ddvkou v prvnim pokuse (op. ¢. 1/62) 3,0 ml. V dalsim pokuse jsme si
titraéni aplikaci vakciny ovérili, ze jesté 0,5 ml vakciny dava vzniku vzestupu
protildtek a zaru¢uje dostatujici imunogenni ucinek. Proto jsme volili jako davku
pro dalsi vakcinaci 2,0 ml (viz op. & 1/63, 1/64, 3/65). V tabulce Il jsou uve-
deny vysledky zkousky uc¢innosti PT nékolika Sarzi této vakciny.
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II. Zkougka téinnosti formol-adsorbatové vakciny proti HCC v protekénich testecn
na Sténatech za experimentdlnich podminek

Prabéh infekee virulentnim virem
Vakcina Davka .P ovet
SERAt | pyinicks .
askie thyn hodnoceni
3,0 ml 4 neg.*) -
kontaktni 2 slabé**) —
1/62 kontroly u¢inna
kontroly 2 slabé _
viru
0,5 ml 2 neg. —
1,0 ml 4 neg. —
2,0 ml 4 neg. —
uéinna
Lis3 4,0 ml 4 neg. - v 0,5 ml***)
kontaktni 4 slabé -
kontroly
kontroly viru 2 slabé —
2,0 ml 2 neg. —
kontaktni 1 slabé — PR
1/64 Kontroly ucinna
kontroly viru 2 slabé —
2,0 ml 4 neg. -
3/65 kontaktni 2 silné 1 G&innd
kontroly
kontroly viru 2 silné 2

*) — Po infekeci virulentnim virem se nedostavily klinické piiznaky onemocnéni, ani
teplotni reakce
**) — Po infekci virulentnim virem se dostavily jen slabé klinické priznaky one-
mocnéni, které se daly vztahovat na testovou infekci
***) — Ucinnost byla potvrzena rovnéz serologickym vysetienim, kde byla prokazina
tvorba a vzestup protilatek i po davce 0,5 ml vakciny.

Hodnoceni kratkodobé zkousky téinnosti PT naraZelo ¢asto na potize proto,
ze na virulentni virus HCC nereagovala kontrolni §ténata vzdy promptni kli-
nickou reakei nebo thynem. Teprve v poslednich pokusech (napi. op. & 3/65)
doslo k vyraznému a jednoznatnému vysledku pri testovani vakciny, kdy po
aplikaci virulentniho viru obé kontroly viru uhynuly béhem 6 dni p. i. a z dvou
kontaktnich kontrol uhynula jedna a druha meéla typické klinické priznaky s vy-
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III. Titry neutralizac¢nich protilatek vakcinovanych psit v G. (Vakcina proti HCC
1/64, PS-atvar Deécin)

Titry neutraliza¢nich protildtek
Nebylo
testovano
Doba sl keve do 20 20—100 | 100—300 | 300—600 nad 600
pocet| o, 4y |POCet| ., |pocet| ,, |polet| ,, |pocet| , pocet
psu 7%%) pst %o psa %o psu o psu 7o psu %
Pred vakcinaci 24 | 82,8 5| 17,2 — — - — — — — -
14 dni po
vakcinaci 2 6,9 18 | 62,0 8 | 27,6| — - — — 1 3,4
1 mésic po
vakcinaci — — 11 | 37,9| 10 | 34,4 4 13,7| 4 13,7 — —
2 mésice po
vakcinaci - — 13 | 44,8 71241 5 17,2 4 13,7 — —
3 meésice po
vakcinaci - — 15 | 51.7 1 34| 3 10,3| 1 34| 9 | 31,0
6 mésicu po
vakcinaci — — 6 | 20,6 4| 13,7) 1 3,4 1 3,4| 17 | 58,6

*) — Hodnoceni v procentech se vztahuje na celkovy pocet 29 imunisovanych zvitrat.

IV. Hladiny neutraliza¢nich protildtek pst bez a s obsahem protilatek v dobé vakci-
nace v G. (Vakcina proti HCC 1/64, PS-utvar Dé&éin)

Doba odbéru vzorkii krve pred a po vakcinaci
S;‘ég:tla S 6 mésicu
0 14 dni 1 mésic | 2 mésice | 3 mésice k)
Bez proti- minimalni— do 20 20—320| 40—320 | 40—545 | 40—100
latek*) maximalni
prumérné do 20 61,9 151,4 196,3 50,45 46— 465
S proti- minimalni— 20—80 | 375—640375—1613|405—1502| 100—640| 204,2
latkami**) maximalni s
prumérné 57,12 515,34 |1130,2 745,0 377,64

*) — Sledovano celkem 24 Sténat
**) — Sledovano celkem 5 §ténat
*#%) — Odbéry krve bylo mozno ziskat jen z 12 vakcinovanych psii bez moznosti jejich
zarazeni do skupin.
Titry sér jsou vyjadieny v reciprokych hodnotiach NDso.

raznym vzestupem teploty (40,2 °C). Vakcinovand $téfiata vsak ani v jednom pfi-
padé neprojevovala pfiznaky onemocnéni HCC.

Pri terennim ovéfovani vakciny jsme vychdazeli z té skutecnosti, ze HCC je
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u nas endemickou infekéni chorobou s tak castym inaparentnim prubéhem, Ze
zt871 lze nalézti chovnou stanici pst, kde by byla zaruka, Ze se tam HCC ne-
vyskytovala ¢i event. i nevyskytuje. RovnéZz i pfi hodnoceni vSech terénnich ové-
fovacich pokusit musime tuto skutecnost brat na zfetel.

Oveéteni vakeciny 1/62 v H. u Prahy bylo zna¢né ovlivnéno stdlym vyskyiem
HCC v chovné stanici a z 36 vakcinovanych $ténat klinicky zdravych mélo 26
pozitivni titry v RVK na HCC od 1:10—1:20 v den vakcinace (tj. 72,5 %
§ténat). Proto jsme cely pokus serologicky podrobné nesledovali a hodnotili jsme
jej velmi opatrné.

Vakeinu oznacdenou jako 1/63 jsme ovéfovali v P. u Lovosic. TfebaZe jsme vakci-
novali veétsi pocet sténat, mohli jsme do hodnoceni pokusu vzit pouze 15 Sténat,
z nichz ani jedno nemélo v dobé vakcinace protilatky proti HCC. U vsech vakcino-
vanych Sténat jsme prokazali tvorbu a vzestup neutraliza¢nich protilatek a dynamiku
tvorby protilatek jsme sledovali podrobnéji na osmi §ténatech, a to u tfi S$ténat
po aplikaci 4,0 ml vakeiny, u péti sténat po aplikaci 2,0 ml vakeiny podkozZné.

Jak je vidét z grafu 1 objevovaly se neutraliza¢ni protilatky za 1—2 tydny,
mély po dalsi 2—3 tydny vzestupnou tendenci a dosahovaly svij vrchol od 4.—6. tydne
po vakcinaci. Po této dohé nastava postupny pokles jejich hladiny.

Vzestup protilatek v obdobi, kdy jiz dochazelo k jejich sestupné tendenci, si
vysvétlujeme moznym stykem zvifat s virem HCC, ktery plsobil jako prirozeny
antigenni 1éin.

Ponékud vyraznéjsi protilatkovou odezvu po aplikaci 2,0 ml vakciny neZ po
4,0 ml pri¢itime mimo jiné zejména rtzné silné individualni reakeci jednotlivych §té-
nat, nehledé k tomu, Ze jde o pomérné maly pocet vySetfovanych vzorkt.

Vakecinu 1/64 jsme sledovali na 29 Sténatech v G. (PS utvar Dé&éin) po dobu
6 meésict. Pét Sténat z 29 vakcinovanych mélo v dobé vakcinace neutralizaéni proti-
latky (tj. 17,2 9%). Protilatkova odezva §ténat je znazornéna v tabulce III.

V tabulce IV jsou hodnocena zvlasté Sténata bez protilatek v dobé vakcinace
a skupina $ténat, kterd v dobé vakcinace protilatky vykazovala.
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1. Dynamika tvorby neutralizaénich proti-
latek u psu po aplikaci formol-adsorbato-
vé vakciny proti HCC

(Vakeina 1/63, P. u L.)

= Aplikace 2,0 ml vakciny,
pramérné hodnoty NDso
sér 5 psi

————— = Aplikace 4,0 ml vakciny,
pramérné hodnoty NDso
sér 3 psa

2. Dynamika tvorby neutraliza¢nich

protilatek u pst po aplikaci formol-ad-

sorbatové vakeiny proti HCC

(Vakcina 1/64, G.)

—.—.—.—= Prumérné hodnoty NDso
sér psi bez protilatek
v dobé vakcinace

————— = Primérné hodnoty NDso
sér psiu s protilatkami
v dobé vakcinace

= Priumérné hodnoty NDso

sér vsech vakcinovanych
pst
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V grafu 2 jsou znazornény prumérné titry neutralizaénich protilatek vSech vak-
cinovanych $ténat a dale rovnéz obou skupin §ténat, kde ¢ast méla a druha ¢éast ne-
meéla v dobé vakcinace protilatky. V obdobi za 3—6 mésict po vakcinaci nebylo v8ak
z technickych davoda jiz mozno samostatné sledovat jednotlivé skupiny Sténat.

Za 14 dni po vakcinaci je mozno pozorovat vzestup protilatek u vétsiny vak-
cinovanych §ténat. Vrchol dosahuji béhem 4—8 tydnt a po této dobé& dochazi k je-
jich postupnému poklesu. Vzestup hladiny protilatek je pomérné vyssi u S§ténat,
ktera jiz meéla v dobé vakcinace protilatky a rovnéz jejich pokles je u této skupiny
Sténat pozvolnéjsi.

Je$td za 6 mdésicit po vakcinaci jsme u vSech testovanych §ténat prokazovali
protilatky v rtzné vysi, avSak jejich vyskyt neni moZno jednoznacéné pric¢ist na ukor
vakcinace a jejich nalez hodnotime proto velmi opatrné. I zde si vysvétlujeme vze-
stup protilatek u nékterych zvirat, ktera jiz vykazovala pokles v hodnotach proti-
latek (zejména z odbéru krve za 6 mésici po vakecinaci) moznym stykem §ténat
s virem HCC, ktery mohl plsobit jako prirozeny antigenni impuls.

DISKUSE

Tiebaze dochdzi ve svété k rdznym ndzortim na vlastni koncepci aktivni
imunizace proti HCC, jsou popsdny uspéiné vakcinaéni akce jak s zivymi vak-
cinami (Piercy a spol, 1960, Cabasso a spol, 1958, Burgherovd
a spol, 1958, aj.), tak rovnéz s inaktivovanymi vakcinami (napf. Howell,
1961, Drager a spol, 1961, Keeble a spol. 1961, Zuschek a spol,
1961, Ackermann 1965 aj.).

V nasi praci jsme sledovali imuniza¢ni efekt inaktivované formol-adsorba-
tové vakciny proti HCC jak za experimentalnich, tak za terénnich podminek.

Pro pripravu vakciny jsme pouzivali vlastni modifikovany vyrobni postup,
kde jsme vychazeli stejné jako napt. Keeble a spol. (1961) nebo Zuschek
a spol. (1961) z viru HCC z TK PSL, ktery jsme inaktivovali formalinem.
Pro zvyseni antigenniho impulsu vakciny jsme vSak podobné jako O lah (1958)
pouzili gel hydroxydu hlinitého.

Formol-adsorbatova vakcina proti HCC je neskodnd, ani ¢tyfnasobek uva-
zované davky vakciny nevyvold nezddouci postvakcinacéni reakce.

Hodnoceni kratkodobé dcinnosti protekénimi testy narazelo sice mnohdy
na problém, ze kontrolni §ténata nereaguji promptné na aplikaci virulentniho
viru thynem a ¢asto dochazi jen k nevyraznym klinickym projevim onemocnéni.
Z tohoto hlediska by tato otazka vyzadovala izolaci takového virulentniho viru
HCC, ktery by zptsoboval pravidelné thyn infikovanych $ténat.

Terénni pokusy vSeobecné jsou zatizeny tou skutecnosti, ze v chovech se
Casto vyskytuje inaparentni pribéh HCC, ktery muze zkreslovat Gé¢inek vakci-
nace. V nasich ovéfovacich pokusech napf. dochédzelo ke vzestupu protilatek
u §téniat v obdobi, kdy protilatky mély jiz klesajici trend, coz si vysvétlujeme
pfirozenym antigennim narazem. Nemdme vSak za to, ze vzestup hladiny pro-
tilatek po vakcinaci lze pri¢ist prirozenému antigennimu impulsu. Jiz proto, ze
tento vzestup nastdva u vSech vakcinovanych $ténat soubézné a nezavisle ve
vice stanicich a po aplikaci riznych $arzi vakciny. Nehledé k dosazenym vysled-
kiim protekénimi testy za experimentdlnich podminek. Rovnéz je napt. patrny
vliv antigenniho a¢inku vakciny aplikované sténattm, kterd jiz méla neutraliza¢ni
protilatky v dobé vakcinace.

Vcelku mizeme na zdkladé naSich pozorovani fici, ze imunogenni vlast-
nosti inaktivované vakciny proti HCC jsou dobré, vakcina dava vzniku imunity
s tvorbou neutraliza¢nich protilatek, které pretrvavaji v men3ich kvantech po
dobu nékolika mésicii.
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Davka vakciny 2,0 ml podkozné se nam jevi jako vhodna a dava dostateé-
nou imunogenni odezvu.

Nefesili jsme otdzku revakcinace, kterou naptf. Keeble a spol. (1961)
u vakciny bez adjuvancia zahrnuji do vakcinaéniho schematu. Domnivame se
viak, ze revakcinace popsanou vakcinou je nutnd pro dosazeni hlubsi a déle-
trvajici imunity. Pokladame revakcinaci za vhodnou v obdobi za 6—10 tydnt
po vakcinaci, kdy neutraliza¢ni protilitky u v3ech S§téhnat maji sestupny trend.

Z nékolika pozorovani je patrno, Ze se u nékterych vakcinovanych psi v ob-
dobi poklesu jejich hladiny protilatek dostavuje uréity vzestup. Predpokladdme,
Ze tu jde o moznost pfirozeného antigenniho impulsu pti styku vakcinovaného
§ténéte s virem HCC. Domnivame se, Ze by podobny a¢inek vyvolala revakcinace
provedend v dobé klesajici tendence hladiny protilatek vakcinovanych §ténat. Re-
vakcinace by tu pusobila patrné jako vakcinace §térnat, ktera jiz protilatky vy-
kazuji.

ZAVER

Je popsano ovéfeni neskodnosti a G¢innosti formol-adsorbatové vakciny proti
HCC za experimentdlnich a terénnich podminek. Vakcina pfipravena z viru
HCC kultivovaného na tkafiovych kulturdch psich ledvinnych bunék je neskodna,
je uc¢inna v kratkodobych zkouskach protekénimi testy. V terennim ovéfeni vak-
ciny byla sledovdna dynamika tvorby protilatek, které maji béhem 4—8 tydna
vzestupnou tendenci, potom dochazi k jejich pozvolnému poklesu.

Je diskutovdno o revakcinaci.
Doslo dne 9. 4. 1966

Technicka spoluprdce: Marie Krimerova a Ivana Strosova.
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ITpoBepka MMMYHH3AUMOHHBIX CBOMCTB HHAKTHBHPOBAHHON BaKIHHBI IIPOTHB
uHPeKHOHHOrO TrematuTa coGak

B cratee omnuceiBaercs mnpoeepka GesppenHoctu u apdexrusHocTH  dopmos-ancopbaTHOM
BakuuHel nporus HCC npu skcrepuMeHTajNbHBIX M MPOM3BOACTBEHHBIX ycjoBHAX. Bakiuea, npu-
rorosyeHHas u3 supyca HCC, KyJbTHBHPOBAHHOTO Ha TKAHEBHIX KyJbTypax COHAYBHX [10UEUHBIX
KJeToK, GesspenHa u 5PPeKTHBHA B KPATKOCPOYHBIX MCMBITAHUAX C [MOMOI[BIO 3ANIUTHEIX TECTOB.
B npouspoiCTBEHHOI NpoBepKe BaKLMHLI M3yyaJach NHMHaAMHMKa OGpa30oBaHMs aHTHTEN, KOTOpHIE
B TedeHue 4—8 Hemesb MMEOT BOCXONALLYI0 TEHIEHIIMIO, 3aT€M NPOMCXONMT MX IOCTENEHHOe 0~
HIDKEHHe.

O6cysxpnaeTcs BOMPOC MOBTOPHOH BaKIMHAIMU.

Checking of the Immunization Properties of Inactivated Vaccine
Against Infectious Hepatitis of Dogs

There is a description of the checking of the harmlessness and effectiveness of
a formol-adsorbate vaccine against HCC under experimental and field conditions.
The vaccine prepared from the HCC virus cultivated on tissue cultures of dog kidney
cells is harmless, and it is effective in short-term protective tests. The field checking
of the vaccine examined the dynamics of the .antibody formation, which have an
ascending tendency for 4—8 weeks, after which their gradual decreasing sets in.

Revaccination is being discussed.

Die Uberpriifung der Immunisationseigenschaften der inaktivierten Vakzine
gegen infektiose Hepatitis der Hunde

Die Uberpriifung der Unschidlichkeit und Wirksamkeit der Formaldehyd-Ad-
sorbat-Vakzine gegen HCC bei experimentellen und Gelidndebedingungen wird be-
schrieben. Die Vakzine, die aus dem auf Gewebekulturen von Hunde-Nierenzellen
kultivierten Virus HCC zubereitet wurde, ist unschidlich; sie ist in den kurz-
fristigen Priifungen mittels der Protektionsteste wirksam. Bei der Uberpriifung der
Vakzine im Geldnde wurde die Dynamik der Bildung von Antikérpern verfolgt, die
wihrend 4—8 Wochen eine steigende Tendenz aufweisen; sodann tritt eine lang-
same Herabsetzung ihrer Anzahl ein. Es wird die Revakzination diskutiert.

Adresy autori:

MVDr. Eduard Jiran, CSc., Bicveta, n, p, Terezin, feditel MVDr. R. Dombek

MVDr. Bozetéch Jurac¢ka, MVDr. Milan Tokar, PS - utvar Pohrani¢ni straze —
Décin
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K. Cernik VLIV TEPLOTY
E. Cernikova NA HEMAGLUTINACNI AKTIVITU
A INFEKCIOZITU NEKTERYCH KMENU
VIRU NEWCASTLESKE NEMOCI

II. ZMENY HEMAGLUTINABILITY A INFEKCIOZITY VIRU
BEHEM SKLADOVANI PRI RUZNYCH TEPLOTACH

B Stilost viru pseudomoru dritbeze (NDV) kolisa béhem skladovani pod vli-
vem prostfedi v pomérné Sirokém rozmezi (Rhoades 1958, Hofstad
a Yoder 1963) a moznost skladovani Zivych i inaktivovanych vakein je v pri-
mém vztahu k termostabilité viru (Picken 1964). Udaje o termostabilité maji
tedy prakticky vyznam pro kombinaci lyofilizace a nizkych teplot pfi uchovavani
viru na riizné dlouha obdobi i pro sledovani u¢inku chemickych inaktivacnich
prosttedkli za raznych teplot. Stabilita infekénich vlastnosti za prirozenych pod-
minek -— v podestylce, pudé, kurnicich — je dulezitd pro likvidaci nédkazy
a prevenci reinfekce terénu. Kromé bezprostredné praktického vyznamu rozsifuje
studium termostability viru poznatky o jeho fyzikalné chemickych vlastnostech.

LITERARNI PREHLED

Literarni adaje o stabilité infekéni a hemaglutina¢ni slozky viru béhem skla-
dovani pri raznych teplotach se lisi podle zpisobu uchovavani i podle typu vy-
Setfovaného kmene. Farinas (1930) dokazal, ze NDV se inaktivuje pti 37 °C
béhem 72 hod. Olesiuk (1951) zjistil, ze zivotnost NDV se podstatné snizuje
pii teplotach 20 °C a vyssich s prudkym poklesem pti 37 °C. Podle Torlone
(1955) dojde k velmi malym ztratdm hemaglutina¢ni aktivity (HA) pii sklado-
vani kmene F v alantoamniotickych tekutinich (AAT) za 120 hod. pii 25 °C,
za 48 hod. pti 37 °C nebo za 60 dni pii +4°C. Také Lancaster (1957)
pozoroval, zZe tento kmen v AAT si uchovava imunizaéni hodnotu po nejméné 6
mésicich pti +4 az +6 °C. Lyofilizovana vakcina z kmene F vykazuje pti 37 °C
pokles HA aktivity uz po 25 dnech a déle po 55 a 75 dnech, pokles imunogenity
po 35 dnech s tplnym vymizenim po 45 dnech (Lancaster 1962).

Podle Gordona et al. (1948) si uchoval virus v kuzi jate¢né dribeze
infekéni schopnost nejméné& 60 dni pii skladovani pfi —4,5 az +2 °C. Asplin
(1949) nalezl virus po 98 dnech v kiizi a po 134 dnech v kostni dfeni driibeze,
uméle infikované, oskubané, vyvrhnuté a skladované pti +1,5 °C a po 160 dnech
pti —20 °C. Virus na vajetné skotdpce, filtraénim papiru a ve sterilizovaném
trusu byl aktivni po 72 hod. pfi 36,5 °C, ale do 12 dni byl inaktivovdn. Po-
dobné vysledky uvadi Michalov (1959), ktery izoloval zivy virus ze vzorkil
mrazené driibeze, skladované pti —10 az —12 °C po 90 dnech, z kiize dribeze
skladované pti —12 az —14 °C 150. den a z masa, uskladnéného pti —14 az
—20 °C jesté 250. den.
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Podle shrnuti Skody a Zuffy (1961) je virus, suspendovany v AAT,
inaktivovan pti teploté kolem 40 °C za 15 dni, pfi 25 az 30 °C za 30 dni a pii
1—12 °C vydrzi i vice nez 28 mésicii. Pfi teplotach kolem O °C a nizsich vydrzi
podle povahy materialu i léta.

Ukolem této prace bylo sledovat inaktivaéni vliv teploty +37° +4%a —15
az —20 °C na hemaglutinujici (HA) a infekéni slozku nékterych kmentd NDV
s rozli¢nou virulenci.

MATERIAL A METODIKA

K pokusim jsme pouzili tfi kmeny lentogenni: B 1 (Hitchner), La Sota
a F (Asplin), ¢tyfi mezogenni: Roakin (R), Lederle (L), Hertlordshire (H)
a Komarov (K) a 2 kmeny virulentni: 2455/6 a 366/4. U kmene Roakin byla
vySetfena jeho 21. a 50. sériovd pasdz na kulturdch kufecich embryonélnich
bunék — R/TKz a R/TKso. VSechny kmeny byly uchovany v lyolilizovaném
stavu.

Virus pro pokusné ucely jsme ziskali infekci 10dennich kufecich embryi
(KE) tfedénim 10? pii lentogennich a mezogennich — ftedénim 10° pii velo-
gennich kmenech davkou 0,2 ml do alantoidni dutiny. KE, infikovana velogennimi
a mezogennimi kmeny, byla inkubovana pri 37 °C 48 hod., lentogennimi kmeny
72 hod. Smés infekénich AAT z 10— 12 KE jsme fedili, jak bylo popsdno v prv-
nim sdéleni této série (Cernik 1966), fyziologickym roztokem s veronalovym
naraznikem o pH 7,0—7,1 v poméru 1: 10 a rozplnili po 3 ml do 14 zkumavek,
zazatkovanych korkovymi zdtkami.

4 zkumavky, oznaéené T ai Ti, byly ulozeny do termostatu pii 37 °C
(%=0,5 °C) a 4 zkumavky, oznatené Chy az Chs, pfi chladnickové teploté ca
+4 °C. 6 kontrolnich bylo uchovdvdno ve zmrazeném stavu pti —15 az —20 °C.

Vzorky byly odebirdny a jejich HA aktivita a infekénost vysetrovana zpu-
sobem, popsanym v prvnim sdéleni, podle tohoto ¢asového rozvrhu: Vzorky
T1—Ts za 24 hod., 10, 20 a 30 dni, vzorky Ch1—Chs za 1, 3 a 6 mésici. Kazdy
vySetfovany vzorek byl porovndvan s kontrolnim zmrazenym vzorkem. Pred vy-
Setfenim byly vzorky ponechdny pri laboratorni teploté az do vyrovnani tcplot
Prvni kontrolni vzorek byl vysetfen hned po odbéru a nafedéni.

U kazdého kmene jsme vySetfeni tfikrat az étyrikrat opakovali. Zjisténé
prumérné hodnoty jsme vynaseli do grafu a sestrojili kiivky poklesu HA aktivity
a inf_kénosti.

VYSLEDKY POKUSU

TEPLOTA 37°C

Infekénost lentogennich a mezogennich kmeniti zaznamenava pii teploté 37 °C
prudky a vyrazny pokles hlavné béhem prvnich 10 dni skladovéni, kdy dojde
ke snizeni titru TKIDso 0 2,2 az 6,6 loz. jednotek (gr. 1—3). Pokies byl re-
lativné nejvyraznéj3i u lentogennich kmenti ¥ a La Sota o 6,2 resp. 5,4 log. jed-
noek (gr. 1) a obou tkanovych linii kmene R: R/TK2 0 6,6 a R/IKsp 0 5,5 loz
jednotek (gr. 2). Stredni skupinu tvori viechny mezogenni kmeny (gr. 2 a 3),
u nichz poklesla v této dobé infekénost o 3,7 (kmen R) az 5,0 loz. jednotek
(kmen K — gr. 3b.). Nejmirnéjsi pokles pozorovan u kmene B1 — o 2,2, log.
jednotek. Béhem dalsich 10 dni se pokles zmiriuje a kfivka dosahuje nejnizsich
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Gr. 1. — Inaktivaéni krivky hemaglutina¢ni aktivity a infekénosti lentogennich kment
pri teploté + 379, + 4% a —15°C.
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Gr. 3a — Inaktivaéni kfivky hemaglutina¢ni aktivity a infek&nosti mezogennich

kment Lederle a Hertfordshire pii teploté + 370, + 49 a —150C,
(Vysvétlivky pouzitych znacéek na gr. 1)

hodnot mezi 20. a 30. dnem skladovani, pticemz u nékterych kmend — B 1,
R a L — zistavd i po 30 dnech v suspenzi malé, ale zjistitelné mnozstvi zivého
viru, do 10* TKIDs0/0,1 ml.

Oba velogenni kmeny se sice lisi od sebe poklesem infekénosti v prvnich
10 dnech (gr. 4), u virulentnéjiiho kmene 366/4 je hlubsi (primérné o 5,9 log.
jednotek) nez u kmene 2455/6 (primérné o 4,6 log. jednotek), ale po 20 dnech
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se hodnoty prakticky vyrovnaji. Po 30 dnech skladovani ziastava titr TKIDsg
vy$si nez 107

Ponékud odlisny obraz poskytuji kiivky HA aktivity jednotlivych kmend.
Po 24 hod. dochdzi bud k mirnému poklesu nebo mirnému zvyseni v rozsahu
zhruba 1 stupné fedéni. Béhem prvnich 10 dni klesa HA aktivita u ¢asti kmenu
(B 1, La Sota, tkariové pasdze R a L) o necely stupenl fedéni proti vychozi hod-
noté, u druhé ¢asti kment se snizenou virulenci o 2—3 stupné fedéni. V casovém
rozmezi 10 az 20 dni byl zaznamenédn vyraznéjsi pokles — do 2 stupit redéni
— u kment L, K a R/TKz. V posledni fazi, mezi 20 a 30 dny, je pokles velmi
vyrazny u kment B 1, La Sota, R, R/TKs5p a L. U ostatnich neptesahuje 1 re-
déni. U kmenu se snizenou virulenci zustdva ve vsech ptipadech i po 30 dnech
zachovana zbytkovda HA schopnost v titru 1:40—1:160 a ve tfech pfipadech
(F, L a H) vice nez 1: 160.

U velogennich kmentt nedosahuje pokles HA aktivity 1 stupné fedéni bé-
hem 30 dni, pficem#, podobné jako u infekénosti, byl zjistén u kmene 366/4
prudsi pokles v prvnich 10 dnech. HA titry neklesly v priméru pod fedéni
1: 2560.

Teplota 37 °C inaktivuje tedy vyrazné infekéni slozku viech vysetfovanych
kment NDV, a to hlavné béhem prvnich 10 az 20 dni, zatimco u nékterych
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Gr. 4 — Inaktivaéni kfivky hemaglutinaéni aktivity a infek&nosti velogennich kmenu
NDV pii teploté + 379, + 4% a —15'C.
(Vysvétlivky pouzitych znacdek na gr. 1)

kmenii se uchovdvd malé, ale zjistitelné mnozstvi reprodukce schopného viru
i po 30 dnech tepelné inaktivace. Naproti tomu HA schopnost viru po poéétec-
ni mirné aktivaci klesd u vakcinaénich kment nepravidelné béhem celého obdobi
a po 30 dnech vykazuje jesté dost vysoké titry, u virulentnich kment je béhem
30 dni naruSena jen nepatrné.

TEPLOTA + 4°0C

Skladovéni pFi chladnickové teploté naruSuje jen mirné infekénost vy3etfo-
vanych kmend NDV. Inaktivaéni kfivka klesa zvolna, ale stile béhem celého sle-
dovaného obdobi, ve viech ptipadech vsak zlistdivd na hodnotiach vyssich nei
kt¥ivka infekénosti viru uchovdvaného ve zmraZeném stavu. Tento rozdil je zvias-
t& vyrazny u lentosennich kment a R/TK21. Vyjimkou jsou kmeny K, kde je po-
mér obriceny, R/TKso a 2455/6, kde se obé kiivky prakticky kryji.

Béhem 6 mésici dochdzi u lentogennich kmenti k noklesu infekénosti
0 1—3,4 log. jednotky s koneénymi hodnotami 103® az 10*° TK1Ds0/0,1 ml, u me-
zogennich kmenti 0 1—2.8 log. jednotky na hodnotv 10%? a% 107> TK1Ds0/01 ml
a u velorennich kmenti 0 0,5 log. jednotky na 10%3 resp. 1077 TKIDso/0'1 ml
Kmen R/TK2 se poklesem infekénosti o 4,0 log. ]ednotky tadi spise k lentogen-
nim kmentm. |

HA aktivita vySetfovanych kmenti NDV nebyla narufena skladovanim pti
+4 °C v 7adném piipadé. V nékolika pfipadech byl dokonce zaznamenan vze-
stup primérnych hodnot v prvnim mésici nebo mezi 1. a 6. mésicem, takze po
6 mésicich byly zjistény vys§i primérné hodnoty HA titru o 1—2 stupné fedéni
u kment B 1, La Sota, L, R a jeho tkatiovych pasazi.

TEPLOTA —15 AZ —20°C

U vsech vakcinaénich kment je zaznamenan po zmrazeni tj. po 24 hod. a po
10 dnech skladovani vice méné prudky pokles infekénosti v rozsahu 1—4.5 log
jednotek. Vyjimkou je kmen K s trvalym pozvolnym poklesem infekénosti po
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ptimce a R/TKso, u néhoz neptekroéil pokles béhem 30 dni 1 log. jednotku. Po
10. dni dochdzi vieobecné k vyrovnani inaktiva¢ni kfivky, s lehce sestupnou ten-
denci u kmene F a K. Dalsi mirny pokles byl pak pozorovdan u vétsiny kmeni
v obdobi mezi 3. a 6. mésicem. Jen kmen R/TK2 vykdzal v tomto obdobi silngjsi
pokles — o vice nez 2 log. jednotky.

U kmene 2455/6 doslo v prvnim mésici k poklesu, nedosahujicimu 1 log.
jednotku a béhem dalsich 5 mésici se infekéni titr udrzel na stalé trovni. Na-
proti tomu kmen 366/4 ztratil jen malou ¢ast své infekénosti v 1. mésici, ale
pokles byl staly, takze po 3 mésicich se jeho infekcni titr snizil o vice nez 1 log.
jednotku a o stejny stupeil béhem dalsich 3 mésici.

Po 6 meésicich zistdva u lentogennich kment zachovdn pomérné nizky titr
10' — 10** TKIDs0/0,1 ml a podobné je tomu u R/TK21. Mezogenni kmeny si
i po pilroénim skladovani pti —15 az —20 °C uchovévaji titr 10%% az 107°
TKIDso. Virulentni kmen 2455/6 mé jesté po 6 mésicich titr 10** proti vycho-
zimu 10%° TKIDs, kmen 366/4 viak jen 10>7 proti 10%* TKIDso/01 ml.

HA aktivita lentogennich kment skladovanych pt¥i —15 az —20 °C klesa
v prvnim obdobi 10—20 dni o 1—5 stupii fedéni, ale v dalsim obdobi byl za-
znamenan opét vzestup. U kmene B 1, u néhoz byl pokles opozdén o jeden ¢asovy
usek, doslo dokonce k zvyseni o mdlo nad vychozi hodnoty HA titru. Podobné
jako lentogenni kmeny se chovala i linie R/TK21. U mezogennich kment byl po-
kles pozvolny béhem prvnich 30 dni, o 1—3 stupné fedéni, pak doslo ke zvyseni
HA titru a vyrovnani, nebo jen k vyrovnani (kmen H). U kmene K doslo k po-
klesu hemaglutinability o 1%2 stupné v obdobi mezi 1. a 3. mésicem s naslednym
setrvdnim na stejné arovni. Podobné se chovala i linie R/TKs0 béhem sledovaného
obdobi 30 dni. Také u velogennich kment klesal HA titr v prvnim mésici; v na-
sledujicim obdobi doslo k vyrovnani inaktivaéni kfivky u kmene 2455/6 a zvy-
Seni a vyrovndni u kmene 366/4. Po 6 mésicich skladovani pokles HA titru v prv-
nim pripadé nedosihl, ve druhém mirné prekrocil 1 stupen fedéni.

HA titry lentogennich a mezogennich kmenid NDV se pohybuji po 6 mési-
cich skladovani pifi —15 az —20 °C mezi 1:80 az 1:1280 bez rozdili viru-
lence viru. Velogenni kmeny si uchovaly v praméru titry 1: 2560 resp. 1: 1230.
U kmene F, R/TKxn a 366/4 jsou po 1 mésici niz§i HA titry ptfi skladovani
ve zmrazeném stavu nez pii teploté +37 °C a u kmene 2455/6 dosahuji stej-
nych hodnot.

DISKUSE

Zatimco teploty kolem 56 °C naru$uji rychleii HA slozku NDV (Cernik
1966), teploty do 37 °C naopak inaktivuji d¥ive jeho slozkou infekéni. Inaktivace
vir plisobenim teplot kolem 56 °C a kolem 37 °C je tedy zfejmé vyvoldvéna roz-
licnymi mechanismy. Svédéi o tom i pozorovani Youngnera (1957), Ze na
rozdil od teploty 50 °C nelze selektovat varianty polioviru rezistentni viéi tep-
ploté 36,5 °C. Pti 50 °C se snizuje u polioviru infekénost imérné s antigenitou,
pti 36,5 °C klesa antigenita pomaleji nez infekénost. Majer et al. (1965) po-
zorovali, Ze inaktivace infekénosti polioviru pti 37 °C probiha rychleji nez de-
strukce fyzikalni stavby viru.

Podle nasich vysledki byl u viech kmenti NDV zachovdn po 10 dnech pii-
sobeni teploty 37 °C jesté zjistitelny stuperi infekénosti, dosahujici v jednotlivych
pfipadech titru vy$siho nez 10* TKIDso. Toto zjisténi je ponékud rozdilné od
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adaji Tolby et al. (1962), podle nichz byla HA aktivita 3 kmeni NDV,
skladovanych v zatavenych zkumavkach pti teplot¢ +10, 20—30 a 37,5 °C,
naru$ena béhem 7 dni velmi nepatrné a jen u jednoho kmene byl zaznamenan
pokles o vice nez 1 stupeii fedéni proti vychozi hodnoté. Teplota 37,5 °C vsak
vyrazné redukovala infekénost pro KE u 2 kmen béhem 3 dni a po 7 dnech
byla téméf uplné inaktivovdna infekénost vsech vySetfovanych kmeni NDV.

Na$im zjisténim se velmi blizi vysledky dosazené Larskim (1965), ktery
zkoumal termostabilitu kmene R a La Sota pti 50 °C a 37 °C za piisobeni sta-
biliza¢nich roztoki a 0,9% NaCl jako kontroly. Infekciozita kmene R v AAT,
fedéngch rovnym dilem fyziologickym roztokem byla inaktivovdna pii 37 °C
do 14 dni, u kmene La Sota do 11. dne. Nékteré rozdily je mozno vysvétlit
tim, ze jsme fedili AAT pufrovanym {fyziologickjm roztokem 1:10 a tim, ze
Larski jednotlivé vzorky pred inokulaci zmrazoval v suchém ledu, pfi¢emz zjis-
til, Ze vzorek, ktery nebyl zmrazen si uchoval infekéni titr o 30 % déle nez
vzorek zmrazeny. Naproti tomu Brandly (1959) uvadi, Ze virus v AAT byl
infekéni jesté po 3 tydnech pti 37,2 °C, ale desetindsobné fedéné tekutiny ztra-
cely svou infekénost mnohem rychleji.

V souhlasu se zavéry naseho pozorovani jsou vysledky Mussera et al. (1960),
ktefi sledovali stabilitu viru spalni¢ek pri teplotich + 6, —30 a —729C, Béhem né-
kolika tydnu skladovani se bez ohledu na teplotu inaktivovalo 909, viru a in-
aktivace se pri dalsim skladovani zpomalila. Pri + 6 °C doslo béhem 54 tydn k po-
klesu infekénosti o 2,4 az 4,9 log. jednotek, pii —30°C o 1,4 az 3,1 log jednotek. Pro
dlouhodobé skladovani se doporucuje teplota —72°C. pfi niZ doslo béhem 54 tydnu
k poklesu o 0,4 az 1,1 log jednotek. Pro nékolikamésiéni obdobi staéi chladnickova
teplota.

Na prezivani NDV, skladovaného pri —15 aZz —209C, ma nejvyrazné&jsi vliv
samo zmrazeni, které je pri danych teplotidch prilis pomalé. Presto vsak u kment
mezogennich a velogennich uchovavani ve zmrazeném stavu pii —15 az —200C vy-
hovuje pro nouzové skladovani viru do 8 mésict. Pro skladovani lentogennich kment
NDV tento zpusob nevyhovuje, protoZe ptes zachovani HA titra v pripadé kmene
B 1 a La Sota je po 6 mésicich titr prezivajiciho viru prili§ nizky — 10! az 1022
TKIDs0/0,1 ml. 50. tkanova pasaz kmene R se po zmraZeni znac¢né odlisuje od pu-
vodniho kmene i od 21. pasaze, coz lze vysvétlit tim, Ze virus byl po kazdé tka-
nové pasazi zmrazen. Opakovanym zmrazovanim se vyselektovala linie odolna proti
nizkym teplotam.

Chladni¢kova teplota je tedy nejvyhodnéjdi pro kratkodobé uchovani virové
suspenze k ucéelim sérologického vysSetfovani. k vakecinaénim a jinym pokusnym
uceltim, protoZe nejméné narusuje HA aktivitu a infekénost viru.

SOUHRN

Infekénost lentogennich, mezogennich a velogennich kmenit NDV v alanto-
amniotickych tekutinach se snizZuje pfi teplot¢ 37 °C béhem 30 dni o 10*? a3
10™° TKIDs0/0,1 ml, pti¢emz nejstrméjsi pokles se zaznamenavd v prvnich 10
dnech. Jen u velogennich kmeni ziistivd po 30 dnech infekéni titr vy$i ne?
10" TKIDs0/0,1 ml. Hemaglutinaéni titry lentogennich a mezogennich kment kle-
saly nepravidelné béhem celého sledovaného obdobi a po 30 dnech poklesly o 2
az 4,5 stupné dvojndsobného fedéni, ale k tplné ztraté hemaglutina¢ni schop-
nosti nedoslo. U virulentnich kment byl pokles nepatrny, nedosahujici jednoho
stupné redéni.

Pti skladovani kmenti NDV za teplot —15 az —20 °C dochézi k nejvyssim
ztratdam infek¢nosti béhem mrazeni. U mezogennich a velogennich kmenti poklesl
béhem 6 mésich infekéni titr o 0,8 az 3,0 log. jednotky a hemaglutinaéni titr se
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udrzel nad hodnotou 1:80. U lentogennich kment ztstaly sice zachoviany hema-
glutinaéni titry nad 1 : 80, ale infekéni titr poklesl o 3,3 az 6 log. jednotek.

Pii teploté +4 °C se béhem 6 mésici nenaruuje hemaglutinaéni aktivita
vibec a infekénost klesa jen nepatrné: o 1,0 az 3,4 log. jednotky u vakcina¢nich

a 0 0,5 log. jednotky u virulentnich kmend.
Doslo dne 8. 6. 1966
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Bausnue teMmepaTyphl Ha reMarriiOTHHAIIMOHHYIO AKTHBHOCTH M HHQEKIMOHHOCTH
HEKOTOPBIX LITAMMOB BHPyCa HbIOKiCHbcKOH Gonesum — II. MameHenus reMarriioTHHAanMOHHOM
COOCOGHOCTH U MHQEKIHOHHOCTH BHpPyCa B TeYeHHe XpPaHEHHs IPH PasHBIX TeMIepaTypax

WH}eKHOHHOCTh JNEHTOreHHbIX, ME30TeHHLIX M BejoreHHsix mrammos NDV*) B annanro-
aMOHHM rH4YeCKHX KuakocTax npu Temnepatype 37 0C B rteienne 30 ameir moHmxaercs Ha 1022 —
— 1088 TKIDs0/0,1 ma**), npuuem HauSosee peskoe MOHMKEHHE HAGNOZAETCA B TeUEHHE MEPBBIX
10 nmmeit. Jlmwp y BesoreHHbix mramMmOs B npogomxenue 30 aHeil MHPEKUHMOHHBI TUTP OCTAeTCH
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Gomsmum 10! TKID50/0,1 ma. ['eMarriioTHHAIMOHHbIE THTPH! JEHTOTEHHBIX M ME3OTEHHBIX IITAMMOB
HepaBHOMEDHO TNOHMXAJIMCh B TEYeHHE BCErO H3yd4aeMOre nepuona u B npozomwxenne 30 nHei
noHuauauch, Ha 2—4,5 creneHu IBOMHOTO pa3fapieHMs, ONHAKO TIeMArTJIOTHHALLMOHHAA Crnocob-
HOCTh MOJIHOCTHIO yTpayeHa He Gblaa. Y BHPyJSHIHBIX WITAMMOS3 LOHMzKeHHe Cbl1C HesHAauMTeNsHbIM,
HEIOCTUTAOIUM ONHOM CTeneHH pasbaBieHus.

Ilpu xpanenuu mramMvos NDV npu temnmeparypax — 15 zo — 200C neSoapmue mnorepu
HHQEKI MOHHOM CIOCOGHOCTH MMENIHM MECTO BO BPEMs 3aMOPAKUBAHHA: Y Me30reHHBIX U BEJOTEHHBIX
TaMMOB B TeueHne 6 MecAner nHOeKUMOHHEIH THTP noHusuiaca Ha 0,8 —3,0 sor. enuHMIEL, a reM-
arTMIOTHHAIIMOHHEIN THTP OcTajsci Bblmle BennmduHel 1:80. VY JeHTOreHHBIX IITAaMMOB XOTH
reMarryoTHHAMOHHbIE THTPH M coxpaHmiuch cebime 1: 80, HO MHQPEKUMOHHBIX THTD IOHHBHJICHK
Ha 3,3—6 nor. epusUII.

Ipu remneparype + 49C B Teuenme 6 Mecsles reMarrTOTHHALMOHHAS AKTHBHOCT: BOBCE He
Hapymaercs, a MHQEKIMOHHAS CIOCOGHOCTh MOHMIKAETCS JMIIb HeaHauutensHo: Ha 1,0—3,4 gor.
eIMHNIBl Y BaKUMHAIMOHHEIX M Ha 0,5 JIOr. eNUHMIBl y BHPYJEHTHHIX HITAMMOB.

*) Bupyc ncesmouymsl nrun (HploKacabcKas 607€3HB)
**) MHQEKLMOHHAT 103a TKAHEBOH KyJIbTYpBbl

The Influence of Temperature on the Hemagglutination Activities and Infectivity
of Some Strains of the Newcastle Disease Virus

II. Changes in the Hemagglutinability and Infectivity of the Virus in the Course
of Storage at Different Temperatures

The infectivity of lentogenic, mesogenic, and of velogenic strains of the
NDV in allantoamniotic fluids decreases at a temperature of 379C within 30 days by
1022—106,6 TCIDs0/0.1 ml, in which case the steepest sinking is recorded in the first
10 days. Only in velogenic strains after 30 days the infection titer remains higher
than 10! TCID s50/0.1 ml. The hemagglutination titers of lentogenic and mesogenic
strains sank irregularly in the course of the whole examined period, and after 30 days
they sank by 2 to 4.5 degrees of a double dilution, but mo complete loss of the
hemagglutination activity ocurred. In virulent strains the sinking was insignificant
and did not reach one degree of the dilution.

In the case of a storage of NDV strains at temperatures of from —15 to —20°C
the highest losses of infectivity occur during the freezing. In mesogenic and velo-
genic strains the infection titer fell by 0.8 to 3.0 log. units in the course of 6 months
and the hemagglutination titer remained above the value of 1 : 80. In lentogenic strains
the hemagglutination titers remained above 1 :80, but the infection titer sank by
3.3 to 6 log. units.

At a temperature of + 49C the hemagglutination activity is not disturbed at
all in the course of 6 months and infectivity decreases only insignificantly: by
1.0 to 3.4 log. units in vaccination strains and by 0.5 log. units in virulent sirains.

NDV = Newcastle Disease Virus
TCID = Tissue Culture Infection Dose

E.intluB der Temperatur auf die Himagglutationsfihigkeit und Infektionsitii
einiger Virusstimme der Newcastlekrankheit

II. Verdanderungen der Hamagglutinabilitit und Infektiositit des Virus wihrend der
Lagerung bei verschiedenen Temperaturen

Die Infektiositdt der lentogenen, mesogenen und velogenen Stimme der New-
castlekrankheit in Allantoamnionfliissigkeit wird bei der Temperatur von 37°C
wihrend 30 Tagen um 1022 bis 1066 TCIDs0/0,1 ml*) herabgesetzt, wobei die
schroffste Herabsetzung in den ersten 10 Tagen verzeichnet wurde. Nur bei velo-
genen Stdmmen bleibt nach 30 Tagen der Infektionstiter héher als 10! TCIDs0/0,1 ml.
Die Hdmagglutinationstiter der lentogenen und mesogenen Stimme senkten sich un-
regelmiBig wihrend des ganzen verfolgten Zeitabschnittes, und zwar nach 30 Tagen
um 2 bis 4,5 Grad der Doppelverdiinnung, aber es trat kein vollkommener Verlust
der Hémagglutinationsfihigkeit ein. Bei virulenten Stimmen war die Herabsetzung
unsignifikant und hat einen ganzen Grad der Verdiinnung nicht erreicht.

*) TCID = Infektionsdosis der Gewebekultur.
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Bei der Aufbewahrung der Newcastlekrankheit-Stimme bei einer Temperatur
von — 15 bis — 20 C treten die groBten Verluste der Infektiositit wihrend der Tief-
kithlung ein. Bei mesogenen und velogenen Stimmen senkte sich der Infektionstiter
wihrend 6 Monate um 0,8 bis 3,0 log. Einheiten und der Himmagglutinationstiter
hielt sich liber den Wert 1 :80. Bei lentogenen Stammen blieben zwar die Hamag-
glutinationstiter tber 1 : 80 erhalten, aber der Infektionstiter ist um 3,3 bis 6 log. Ein-
heiten gesunken.

Bei einer Temperatur von + 49C wird wihrend 6 Monate die Himagglutina-
tionsfiahigkeit durchaus nicht gestort und die Infektiositat setzt sich nur unsignifi-
kant herab: um 1,0 bis 3,4 log. Einheiten bei Vakzinations- und um 0,5 log. Einheit
bei virulenten Stammen.

Adresa autori:
MVDr. Karel Cernik, Edita Cernikova, Bioveta, n. p., Nitra
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M. Hojovecova | PRISPEVEK KE STUDIU
D. Pravda | KREVNICH BILKOVIN
A CERVENE KREVNI SLOZKY
PRI PODVYZIVE SKOTU
V PRUBEHU BREZOSTI A KRATCE
PO PORODU

B Nalezité uplatnéni viech preventivnich opatieni, zvlasté na Gseku zoohygieny
vyzaduje hlubokou analyzu fyziologie hospodaiskych zvirat s cilem vyhledat
a ovérit si vnési podminky jejich prostredi, které maji na vnitini kondici zvi-
iele, jako ukazatelé jeho zdravi a odolnosti, podstatny vliv.

Ukolem téio prace je prispét k objasnéni kvantitativniho slozeni krevnich
bilkovin, ¢ervenych krvinek, hemoglobinu u krav ¢eského cervenostrakatého ple-
mene v pribéhu brezosti a kratce po porodu v podminkach, které z hlediska vy-
zivy a hygieny lze oznaCit za hrubé zavadné.

LITERARNI PREHLED

Jednou z nejpotiebnéjsich slozek vyZzivy zvifat jsou jak zndmo bilkoviny.
Piivod krmiva bez bilkovin zpusobuje po nékolika dnech vazné poruchy v orga-
nismu a trvald vyziva bez bilkovin kon¢i smrti zvirete (Zbarskij 1959).
Nedostatecny ptivod bilkovin v potravé je provazen tzv. hypoproteinemii, kterd
se projevuje nejprve jako hypoproteinemie tkanova a posléze pii déle trvajici ka-
renci bilkovin dochédzi k hypoproteinemii krevni. Jak dokazal Quimby (1947)
vyvoldava vsak i castecné hladovéni pokles krevnich proteini. Gilzov &
Schlicht (1950) srovnavali slozeni sérovych proteini u psi usmrcenych hla-
dovénim s obdobnymi poméry u pst zdravych. Konstatovali, ze pfi nedostatetné
vyzivé doslo jak ke krevni, tak i tkdnové dysproteinemii. Vliv nedostateéné vy-
Zivy na plazmatické bilkoviny studovaly pomoci papirové elektroforézy také
Gajsinskaja, Lvowa & Uspenskaja (1954), které zaznamenaly po-
kles celkového proteinu krevniho a v jeho ramci pak snizeni albuminové frakce
a nepatrny vzestup globulint alfa. Podobné zmény krevnich bilkovin popisuji také
Zeldis & Chow (1945). Poklesem mnozstvi plazmatického albuminu ped
uréitou hranici dochazi k vyznaéné poruse koloidné osmotické rovnovahy krevni
plazmy vedouci ke vzniku riiznych edemi. Tyto edematozni stavy zjistil pti
podvyzivé krav Vermorel (1956) za soucasného poklesu celkovych bilkevin
krevnich na 4,5 g%. Obdobny pokles téio hodnoty zaznamenal u prasat pii
krmeni chudém na bilkeviny Hannig (citt Hojovcovad & Dvorak,
1961). Nedostate¢na vyziva a zvlaste karence bilkovin neprojevuji se viak pouze
ve zménénych pomérech plazmatickych proteind, ale trpi ji i erythropoeza. Za-
vislost Cervené krevni siozky na bilkovinném metabolismu je znama. Také vliv
cervenych krvinek na preménu bilkovin popisuje Zbarskij (1959), ktery zjis-
til, ze aminokyseliny resorbované z tenkého stieva absorbuji se z krevni plazmy
na erythrocyty a opétné se z nich uvoliuji, jestlize jich ubude v krevni plazmé.
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Z tohoto ptikladu vyplyva, Ze Eervend slozka krevni je s metabolismem bilkovin
Gzce spjata a Ze proto nedostate¢nd vyziva muze primarné ovlivnit i poméry
v krevnim obrazu zvifete. Negativni efekt nedostateéné vyzivy a s ni spojené nizké
stidjové hygieny na Cerveny krevni obraz skotu je popisovan také cetnymi jinymi
autory (Schmidt, 1947, Schultze, 1957, Seils, 1962, Pravda, 1966).

MATERIAL A METODIKA

Pokusny soubor zvifat u nichZ jsme sledovali dynamiku krevnich bilkovin
a Cerveného krevniho obrazu v prubéhu gravidity sestaval z 30 krav, z nichz
23 zvirat bylo gravidnich a 7 negravidnich. U vsech zvirat bylo provadéno v jed-
nomési¢nich intervalech, u gravidnich zvifat od $estého mésice brezosti hemato-
logické vysetieni, které u gravidnich zvifat bylo provedeno jesté jeden mésic po
porodu. Zvitata kontrolni byla vysetfovana stejné a soubézné. Hemalologické vy-
Setfovani bylo provadéno v zimnim obdobi, kdy prislusné hospodarstvi nemélo
zajisténou krmnou davku, ktera sestavala z hrsté sena (cca 300—500 g) a ostat-
ni dopliovala krmna slama (5—7 kg). Také hygienickd urovei byla do urciié
miry timto ovlivnéna pro totalni nedostatek steliva se soucasnym nevyhovujicim
zplusobem o3etfovani.

Krevni bilkoviny byly sledovany pomoci papirové elektroforézy aparaturou
zn. Drukoplast Kuklov v podstaté metodikou podle Hofejsiho (1950) s vlast-
ni modifikaci (Hojovcova 1965).

Stanoveni celkové bilkoviny krevniho séra bylo provadéno refraktometricky
ponornym refraktometrem MiOP1TA. Koncentrace bilkovin byla stanovena na
zaklade vypracovanych tabulek podle kalibracniho grafu (Hojovcova 1965).
Byly vypocitiny stiedni chyby obou metod. K statistickému vyhodnoceni vy-
sledkd bylo pouzito testu podle Hrubého (1961).

Mnozstvi hemoglobinu bylo stanoveno standardni metodou hemoglobino-
metrem GIM a prepo¢tem pomoci tabulek byly ziskdny hodnoty krevniho barviva
v g%. Mnozstvi cervenych krvinek bylo rovnéz zjistovano standardni metodou
banickovou s vypoétem ve 20 obdélnicich Birkerovy komurky.

Vysledky vySetfeni krevnich bilkovin jsou uvedeny v prislusnych grafech
podle mésict gravidity, u krav kontrolnich pak podle odpovidajicich intervali he-
matologického vysetfeni.

U vsech pokusnych krav byla sledovéna také télesna vaha, kterd je uvedena
v prameérnych hodnotach v pfislusnych grafech.

VYSLEDKY PRACE

KRAVY BREZI

Z vysledkil vysetfovani krevnich bilkovin je patrné (graf 1), ze albuminova
frakce zaznamenala v 8. mésici biezosti v rel. % sestupny pokles az do 1. mé-
sice po porodu. Prikazné snizeni ¢&inilo 15 % celkové hodnoty. V absolutnich
g% byl zaznamenan pokles jiz v 7. mésici gravidity a nejvyssich hodnot dosahl
ve 14 dnech po porodu. Alfa globuliny se od 7. mésice biezosti zvysily a zvySe-
ni ¢€inilo v 9. mésici 9 %. Beta globuliny nezaznamenaly v rel. hodnotach zmeén,
v absolutnich nastal v 9. mésici brezosti uré¢ity pokles. Gama globuliny se v 9.
mésici gravidity proti 8. mésici zvysily o 10 % a jejich vzestup byl pozorovan
jesté v prvém mésici po porodu. Celkova bilkovina zaznamenala statisticky vy-
znamny pokles v 8. mésici bfezosti, ktery ¢inil do prvého mésice po porodu 18 %
(graf 2). ‘
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Graf 1.: Krevni bilkoviny éervenostrakatych biezich a kontrolnich krav z JZD Bor-

Sice

Mnozstvi ¢ervenych krvinek (graf 3) od 6. mésice bfezosti do 1. mésice
po porodu vyrazné pokleslo o 15 %. Souc¢asné jsme zjistili snizeni obsahu hemo-
globinu, od 6. mésice gravidity do 8. mésice o 12 %. S poklesem uvedenych
slozek doslo k podstatnému snizeni télesné vahy brezich krav (graf 4), ktery

¢inil v priméru 20 %, tj. 80—100 kg.

Je nutné vsak fici, Ze jde o primérné hodnoty a ze se vyskytli jedinci.
u nichz ¢&inil pokles télesné vahy 30 —40 %.
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Graf 2.: Celkova bilkovina krevniho séra
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KRAVY KONTROLNI

Z bilkovinnjch frakei (graf 1) zaznamenaly albuminy jak v rel. % tak
i v abs. g% vyznamny sestup prikazny o 18 % vychozi hodnoty.

Alfa globuliny se od listopadu 1963 do tGnora 1964 v rel. % zvysily o 12 %,
v absolutnich g% zaznamenaly naopak mirny pokles.

Beta globulinova frakce nezaznamenala vyznamnych rozdila.

Gama globuliny: Signifikantni zmény v rel. % nastaly az v mésici bieznu,
projevujici se ur¢itym zvySenim (o 6 %) celkové hodnoty. V absolutnich hod-
notach neni podstatnych zmeén.

Hladina celkové bilkoviny krevni od prosince 1963 do biezna 1964 vy-
razné poklesla o 24 % celkové své vychozi hodnoty (graf 2). MnoZstvi éervenych
krvinek (graf 5) vykazuje urcity pokles, procentualné vsak nizsi nez u krav
btezich (o 11 %).

Také v mnozstvi hemoglobulinu zjistili jsme vyrazny pokles, ktery doséhl
v mésici tnoru 29 % pramérného obsahu. V mésici bfeznu viak doslo k vzestupu
jeho obsahu, takze pokles tu ¢inil jiz jen 7,5 % pivodni hodnoty.

Ubytek télesné vahy je obdobny jak u krav btezich a ¢&ini v prémérnych
hodnotach 20 % (graf 4).
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DISKUSE

Hodnotime-li dosazené vysledky krevnich bilkovin a fervené krevni slozky,
Ize tici, ze uréité zmény by mohly mit souvislost s vysokou graviditou. Snizeni
albuminu, celkové krevni bilkoviny u vysokogravidnich krav je ve shodé s li-
terdrnimi ddaji Perka & Loebla (1959), Rakova, Prostjakova
(1964) a Hojovcové (1965). Pokles téchto slozek byva vSsak méné vyrazny
a ¢ini u aulbuminu a celkové krevni bilkoviny 6—9 %. Po porodu se pak vraci
na své ptuvodni optimum. Pokles ¢ervené slozky krevni u vysokobfezich krav za-
znamenal Spadéil, Vacha (1960). Viktorov (1953), Pravda (1959)
viak uvadéji, ze pokles ervené krevni slozky u klinicky zdravych vysokobfezich
krav je maly.

U nagich pokusnych krav vsak doslo k vyraznéj§im zméndm jak v krevnich
proteinech, tak i v ¢ervené sloice krevni.

Slozeni hladiny albuminu ¢inilo 15—18 % a celkového krevniho proteinu
18—24 9%. Pokles obsahu hemoglobinu a &ervenych krvinek ¢inil 12—24 %.

TéZ% po porodu krav bfezich nedoslo k tpravé zmén v krevnich bilkovinéch,
coz je nejlépe patrné na hladiné celkového krevniho proteinu, jehoz obsah se
naopak jesté vice snizil.

Zmény, které nastaly jak v krevnich bilkovinich tak v éervené slozce krevni
jsou shodné u obou skupin krav jak u skupiny krav bfezich, tak i u skupiny krav
kontrolnich — nebfezich a jsou v souladu s poklesem télesné vahy. Tim se po-
tvrzuji udaje Gajsinské (1954) a jinych autord, Ze v disledku nedostate¢né
vvzivy dochazi k dvsoroteinemiim (hypoproteinemiim). Ty se pak jako forma
tkdfiovad projevuii tbvtkem tkdfiovych proteinti se soufasnym snizenim télesné
vahy az celkovou kachexii zvifete. Déale se pak vyviji hvpoproteinemie krevniho
séra. V na3ich pomérech nedo$lo k vyraznéisim klinickym symptomim svédci-
cim pro uréité onemocnéni, mimo 3 krav, které byly pro kachexii nutné odpo-
razeny. Stav zmén, ktery u naSich pokusnjych krav nastal. hodnotime jako stav
dysproteinemie projevujici se poklesem télesné vahy aZ se§losti zvitat se zménami
v krevnich bilkovinich., hlavné s poklesem celkového krevniho proteinu. V di-
sledku déle trvaiici bilkovinné karence do3lo k poklesu ¢ervené slozky krevni

a vznikl tak ur¢ity stuperi anemie, coz ie v souladu s tdaji Buechlera, Gug-
genheima (1949), Schulze (1957) a L6wensena (1957).

ZAVER

U 23 biezich pokusnych krav a 7 nebtezich, kontrolnich, byly vy$etfovany
krevni bilkoviny, obsah hemoalobinu a mnoZstvi &ervenych krvinek. Soulasné
byla sledovdna télesna vadha zvitat.

Biezi krdvy bvly sledovdnv od 6 més. gravidity aZ do 1. mésice po porodu,
kontrolni krdvy od prosince 1963 do bfezna 1964, tj. v obdobi, odpovidajici
brezosti krav.

Vsechna zvifata byla chovdna v nezddoucich podminkich za naprostého ne-
dostatku krmiv a stelivové slamy. '

Ve vys$etfovanych krevnich bilkovinidch bvly zii§tény dvsvroteinemické zmé-
ny, které se projevovaly znaénym poklesem celkové krevni bilkoviny a poklesem
hladiny albumint. Alfa globulinovd frakce se mirné zvysila.

Hematologické vvSetfovani onirajici se o priibézna stanoveni obsahu hemo-
globulinu a &ervenych krvinek vykazovala v prib&hu pokusu jak u biezich krav,
tak i kontrolnich nebfezich vyznamny pokles.
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Obdobny trend vykazovala vdhova kfivka u vSech pokusnych i kontrolnich
krav.
Z dosazenych vysledki lze usuzovat na vyraznou zavislost mezi uvedenymi

zménami a nezddoucimi podminkami odchovu.
Doslo dne 27. 5. 1966
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K BOIIDOCY H3YICHUA KPOSAHBIX 6enkos u KpPaCcHOTO KOMIIOHEHTA KDOBH
IpH HeOOCTATOYHOM NHTAHHH KPYIHOIO POraToro CKOTa B XOje CTeahHOCTH
H BCKOpe mocre orena

Y 23 creThHBIX MONOMBITHEIX KOPOB M 7 HECTENLHBIX KOHTPONSHEIX M3ydaiuch GenKu KpPOBH,
conepxaHue reMOri06MHA M KOJMYECTBO KPACHBIX KpPOBAHEIX Tesel. OIHOBpeMEeHHO BeJMCh Ha-
GaomeHus Haln TeNecHBIM BECOM JKMBOTHEIX.

CrennHpie Kopossl Habnomanucs ¢ 6 Mecsaua GepemennoctH w 10 1 Mecsiza Tmocne oOTena,
a KOHTPOJNRHEIe KOposbl — or nekabps 1963 r. no mapra 1964 r.,, 1. e. B mponomxeHue nepuona,
OTBEJAIONeTO CTENSHOCTH KOpOB,

Bce jKMBOTHBIE CcOnep)KANHCh B HEMOAXONAUIMX YCJIOBMAX, B YCJIOBMAX abCOMIOTHOrO Hemo-
CraTKa KOpPMOB M TIOLCTUIOUHOW COJOMEL.

B ucrenyeMelx 6Genxax KpOBH (38874 YCTaHOBJICHBI HUCMPOTEWHEMWUECKWEC H3MEeHeHus, KoTo-
Pbl€ NMIPOABHUINCE B 3HAUHUTEJSHOM YMEHLIIEHHH KOoJiyyecrna 06111”)( 6enkos KpPOBH M B NOHMXCHHH
yposHa amsGymunos. Annda raoSynuHosast GpPAKIUA HECKOJLKO [1OBEICHIACK.

reM’iTOJlOl'H'YeCKOe HccyienoBaHue, onvpalueecss Ha HerpepbinHoe onpeneneHue counepvaHuA
TeMOTJIOMHA M KPACHBIX KPOBAHBIX TeJel, B XOJe ONbITa MOKa3aJ0o ero 3HauMTesJ-HOoe yMeH:ImeHue
KaK y CTeJLHBIX, TAK M y KOHTPOJLHBIX KOPOB.
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AHaNOTHYHEIA TpPeHI MOKasaja KPHBajd BECA y BCEX MONONBITHBIX M KOHTPOJNLHBIX KOPOB.
Ha ocHoBe MOJy4eHHBIX DPe3y/iIhTATOB MOKHO CyIHMTh O TECHOH 3aBUCHMOCTH MEXIy yIOM:A-
HyTHIMM M3MEHEHUAMM ¥ He)XXeJAaTeJbHBLIMH YCJIOBHAMH COAEP)KaHHsA JKMBOTHBIX.

On the Study of the Blood Proteins and of the Red Blood Component
in Undernourished Cattle in the Course of Pregnancy and Shortly after Parturit’on

In 23 pregnant, experimental cows and in T non-pregnant control animals blood
proteins, the hemoglobin content, and the quantity of red blood corpuscles were
investigated. Simultaneously also the body weight of the animals was examined.

The pregnant cows were examined beginning from the 6th month of gravidity
until one month after parturition, the control cows were checked from December 1963
until March 1964, i. e. in the period corresponding to the pregnancy of the experim-
ental cows.

All animals were kept under undesirable conditions with an absolute lack of
feeds and straw litter.

In the examined blood proteins dysproteinemic changes were found, which re-
sulted in a considerable decreasing of the blood protein total and in a lowering of
the albumin level. The alpha globulin fraction showed a slight increase,

Hematological examination based on a current determination of the hemo-
globin content and of red blood corpuscles revealed a significant decrease in the
course of the experiment both in pregnant cows and in the non-pregnant control
animals.

A similar trend was shown also by the weight curve of all experimental and
control cows.

On the basis of the results obtained it is possible to assume the existence of
a pronounced mutual dependence between the mentioned changes and undesirable
conditions of rearing.

Beitrag zum Studium der Bluteiweifstoffe und der roten Blutkomponente bei der
Unterernihrung des Rindes wahrend der Trachtigkeit und kurz nach dem Abkalben

Bei 23 trachtigen Versuchskithen und 7 nicht trichtigen Kontrollkithen wurden
die Bluteiweifistoffe, der Himoglobingehalt und die Menge der roten Blutkdrperchen.
untersucht. Gleichzeitig wurde das Korpergewicht der Tiere verfolgt.

Die triachtigen Kithe wurden vom 6. Monat der Graviditdt bis zu 1. Monat nach
dem Abkalben verfolgt, die Kontrollkiihe vom Dezember 1963 bis Méarz 1964, d. i.
in dem Zeitabschnitt, der der Trichtigkeit der Kiihe entspricht.

Alle Tiere wurden in nicht entsprechenden Bedingungen, bei einem absoluten
Mangel an Futter und Streustroh gehalten.

In den untersuchten Bluteiweif3stoffen wurden dysproteinimische Veridnderun-
gen festgestellt, die durch eine bedeutende Herabsetzung des gesamten Gehaltes an
Bluteiweifistoffen und durch eine Herabsetzung des Albuminniveaus zum Vorschein
kamen. Die Alpha-Globulin-Fraktion hat sich maBig erhoht.

Die hidmatologische Untersuchung, die sich an die fortlaufende Feststellung des
Gehaltes an Hamoglobin und an roten Blutkérperchen stiitzt, wies wiahrend des Ver-
suches sowohl bei trachtigen Kiihen, als auch bei nicht trichtigen Kontrollkiihen
eine bedeutende Herabsetzung auf.

Einen dhnlichen Trend hat die Gewichtskurve bei allen Versuchs- und Kontroll-
kithen aufgewiesen.

Aus den erreichten Ergebnissen kann man auf eine bedeutende Abhingigkeit
zwischen den angefiihrten Verdnderungen und unerwiinschten Bedingungen der Auf-
zucht schlief3en.

Adresa autori:

MVDr. Marie Hojovecovda, CSe, VSZ — veterinarni fakulta, II. interni klinika
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L. Slesingr VLIV GRAVIDITY

NA AKTIVITU NEKTERYCH ENZYMU
(GOT, GPT, LAP, ALD, LDH, MDH)

A BILIRUBINU U KRAV

A NOVOROZENYCH TELAT

B V predchazejicich pracich jsme se zabyvali vlivem nékterych exogennich
a endogennich faktord na aktivity enzyma v krevnim séru domdcich zvifat
(Slesingr 1965). Bylo prokdzéno, ze aktivity sledovanych enzym mo-
hou byt podstatné ovlivnény nejen chorobami jaternimi, zménami srdecniho
svalu nebo pankreatu, ale také chirurgickymi chorobami a zdkroky (Slesingr
1965), nebo rovné? jinymi vnitinimi poruchami napf. onemocnénim dychaciho
apardtu (Slesingr 1965). Ovlivnéni aktivity enzymt v krevnim séru muze
nastat dale fvzickou ndmahou nebo insuflaci vzduchu do mlééné 7lazy, pficemz
se aktivuje hlavné aldoldza, kdeZto aktivity transamindzy kyseliny glutamové
oxaloctové a glutamové pyrohroznové uchovavaji plivodni aktivity (Tarkie-
wicz 1964). Aldoldza se aktivuje za 24 hod. po zdkroku a do 72 hod. se vraci
k normalu. O vlivu hladovéni na aktivity enzymd u domacich zvifat jsou zatim
nazory rozdilné (Neuman 1960, Slesingr 1965). O aktivitich sledova-
nych enzymi je zndmo, Ze neisou druhové specifické. Vyiimku tvoti pouze
leucinaminoneptiddza, které se pfinisuje druhovd i organova heterogenita.

Vzhledem k uvedenim vlastnostem enzyml a probiddanym syntetizujicim
poznatkim za [yziologickych a patologickych stavii u zvitat, zvolili jsme si jako
pracovni hypotézu srovnani aktivity enzymt u vysokob¥ezich krav a u naroze-
nych mladat téchto krav. Vysledky maji slouzit pozdé&ji k diagnostice gravidni
toxikemie u bezich zvitat.

Zdroje aktivit enzvmt mohou byt u mladat dvoitho ptivodu. Budto se akti-
vity enzymu §ifi transplacentdrni cestou do féta nebo muZe byt i podstatnym
zdroiem aktivit enzvmt mlezivo. Vliv mleziva na aktivity enzymt u sledovanych
mladat jsme v praci nesledovali.

Vzhledem k dosavadnim poznatkiim, %e napof. pti acetonemii v nesouladu se
znaénymi zménami jaterniho paranchvmu nebVvaii aktivitv specifickych enzymi
vvsoké, ie nutné soucasné vnlit sledovani stabilnéi§ich metabolitii jako ison napt.
zlucova barviva a jiné specifické jaterni testy. Timto zniisobem mi%e byt diferen-
covan zdroj aktivit jinymi cestami, jako je napf. u mlddat transplacentdrni cesta
nebo cesta alimentdrni.

METODIKA

Aktivity enzvmii transamindzv kvselinv elutamové oxaloctové (GOT), ky-
selinv glutamové pvrohroznové (GPT), aldoldzy (ATD), lencinaminoneptidizy
(LAP). dehydrooenazy kyseliny mlééné (LDH) a jable¢né (MDH) jsme sledo-
vali u skupiny 56 krav 2—3 mésice b¥ezich. Tim jsme ziskali zdkladni po-
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I. Hladina celkového bilirubinu a aktivit enzymu

Bt GOT GPT
Pocet mg?,
& Mikromoly (1 ml/1 hod/37°C)
Kravy brezi x = 0,38 1,6 1,27
2—3 mésice 56 0,07 — 0,6 1,3 — 2,0 1,0 — 1,5
Sz = 0,048 0,11 0,087
Matky =09 1,4 0,6
pred porodem 47 0,34 — 1,51 0,6 — 3,8 0,3 — 1,0
Sz = 0,013 0,08 0,07
statist.
hodnoty P < 0,01 P < 0,01
¢.la2
Telata 5 hod. x =09 1,3 0,4
po narozenf{ 47 0,45 — 1,58 0,27 — 3,5 0,131 — 1,0
Sx = 0,032 0,073 0,0196
statist.
hodnoty
¢.2a3
b rovndvaci hodnoty aktivit. Ziskat krev-
. | | . ni sérum 3—5 dnt pfed porcdem od
» | meTinra exzvmi v xatvnive scav marex 35 oxd 240 2020001 & AKTINITA ENEVRE AT 2 . . 2 43
cl moeson této skupiny krav se nam podaftilo pouze
: u 47 kust. Pfi¢inou byl protrahovany a
» E patologicky porod nebo mrtva mladata.
‘ ) U stejného poctu narozenych mladat
; dexcii; uvedenych matek byly sledovany akti-

vity enzymi v krevnim séru. Krev od
mladat byla ziskdvdna pfed prvnim
sanim mleziva, maximalné do 5 hod.
o Ty | po porodu.
_DILDLJ—H];B L dm Krev byla odebirdna u krav i mla-
dat z vena jugularis, po koagulaci od-
centrifugovdna a do 5 hed. podrobena laboratornimu $etfeni. LAP nebyla sledo-
vana u krav ve druhém az tfetim mésici bfezosti. Proto neni v praci hodnocena
T testem. Na pouzitou metodiku stancveni bilirubinu a aktivit enzymi odkazu-
jeme do literdrnich citaci (Pojer 1963, Jirsa 1955, Rusiak 1963).
Ke srovndni hodnoceni malikodehydrogenazy a bilirubinu bylo pouzito
prukazu korelace Spearmanovym korelacnim koeficientem.

- w o8By ®

VYSLEDKY A DISKUSE

Pfi porovnavani celkového bilirubinu u krav 2 az 3 mésice brezich s krava-
mi 3—5 dnu pfed porodem, je celkovy bilirubin u vysoko bfezich krav prikazné
zvySen. To neodpovidd ddajim Huhna (1962), ktery nezjistil zmény v hla-
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ALD LAP SDH LDH MDH
Mikromoly (1 ml/l hod/37°C)
1,61 - 0,06 27,3 4,8
1,2 — 2,2 - 0,0 — 0,21 22,0 — 31,9 42 — 55
0,197 - 0,045 2,78 0,33
23 0,34 - 39,0 5,3
0,84 — 7,4 0,15 — 0,88 — 16,5 — 75,0 2,5 — 12
0,038 0,092 — 3,9 0,82
P < 0,01 nehodn. - P < 0,01 P < 0,05
2,1 0,6 — 34,0 5,3
1,08 — 3,9 0,15 — 1,65 - 21,0 — 66,0 3,0 — 10,0
0,071 0,031 — 3,1 0,93
P < 0,05 — P < 0,05

dinéch bilirubinu vlivem brezosti. U aktivity GOT jsme zjistili nepatrny pokles
aktivity pred porodem. Niz3i aktivita GOT nezli u matek byla u mladat.
Vlivem pokroéilé bfezosti byl vysoce pritkazny rozdil v poklesu aktivity GPT.
Také u mladat byla jeji aktivita niz§i nezli u matek. Naopak vysoce prikazna
byla aktivita ALD u matek pfed porodem. Ponékud sniZena proti matkdm byla
aktivita ALD u mladat. V porovnéani s élovékem (1,8 uM) jsme namétili nizkou
aktivitu LAP u krav pfed porodem a také u mladat. Rovnéz u jiné skupiny ne-
brezich krav, kterou zde neuvaddime, jsme prokdzali nizkou aktivitu LAP
(0,27 uM). Uvadi se, ze se LAP vysoce aktivuje u ¢lovéka béhem gravidity
(Lettowova 1965).

Zaznamy o aktivitich sledovanych enzymu jsou nesporé. U téhotnjch Zen
sledovala aktivity GOT, GPT a ALD Pojercvi (1959). V tomto stavu veliké
fvziologické prestavby organismu zjistila nepatrny vzestup aktivit GOT a pokles
GPT béhem gravidity Zen. Vyraznéji se chovala aktivita ALD v poslednim
mésici téhotenstvi. Zvysila se bezprostiedné pred porodem. Uvedené chovéni
ALD u Zen v téhotenstvi je shodné s nafim pozorovdnim u bfezich krav. Akti-
vita GOT se zvedla pouze nepatrné u Zen pfed porodem. Aktivita GPT u Zen
naopak pfed porodem poklesla. U krav pfed porodem jsme zaznamenali analo-
gické poméry téchto enzymatickych aktivit s tim, Ze také GOT mirné poklesla.
U féta naméfila autorka nizké hodnoty aktivity ALD, pfi¢emz poukazuje na od-
lisny metabolismus [éta a matky. U telat po narozeni jsme naméfili témét shod-
né aktivity ALD s matkami.

Nase vysledky aktivit LDH a MDH zjisfované u krav pr¥ed porodem od-
povidaji vysledkim Huhna a spol. (1962). Obé aktivity byly zvyiené, a tato
elevace aktivit pravdépodobné pfimo souvisi s funkci placenty. Podle autorovych
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idajl neaktivovala se GOT a GPT, coZ rovnéZz odpovidd naSemu zji§téni. Nizka
aktivita GOT a GPT je soucasné dikazem fyziologické funkce jater u vysetio-
vanych brezich zvirat.

Na zakladé tohoto poznatku, tj. fyziologickych hladin aktivit obou transami-
naz u zdravych bfezich krav, je umoznéno sledovdanim aktivit GOT a GPT viasné
odhalovat poruchy organovych funkci béhem gravidity a pfedchazet rovnéz v pri-
béhu bfezosti pripadnym toxikémiim.

Daleko méné priikazné byly hodnoty aktivit enzym@ u mladat, srovndme-li
je s naméfenymi aktivitami u matek. Pouze aktivita LAP byla u mladat prikazné
zvy$end, kdezto LDH byla naopak priikazné snizena. U ostatnich enzymatickych
aktivit se hodnoty pouze nepatrné lisily. Uvedené nase hodnoty pro aktivitu GOT
a GPT u telat odpovidaji adajim aktivit GOT a GPT, které zjistila Madérova
a spol. (1963) v udobi pfed sdnim narozenych telat. Aktivita MDH v krevnim
séru telat odpovidala aktivité matek pred porodem. Toto zjisténi bylo opodstat-
néno pouzitim Spearmanova korelaéniho koeficientu (rs = 0,82). Také hodnoty
zluéovych barviv byly po vyhodnoceni korelaénim faktorem u mlddat analo-
gické s matkami.

SOUHRN

V préci jsme sledovali hladinu celkového bilirubinu, aktivitu transamindzy
kyseliny glutamové oxaloctové, kyseliny glutamové pyrohroznové, aldolazy, ieu-
cinaminopeptidazy, dehydrogendzy kyseliny mlééné a jable¢né u krav v druhém
a tretim mésici bfezosti a tyto vysledky jsme porovnali s aktivitami 3—5 dnt
pfed porodem. Stejné parametry jsme sledovali u narozenych telat téchto krav
pfed prvnim sdnim.

Zvysenou hladinu celkového bilirubinu jsme naméfili u krav pfed porodem
(0,9 mg%). U telat odpovidala hladina celkového bilirubinu hladiné bilirubinu
namétené u matek pred porodem. '

Vlivem vysoké brezosti jsme zjistili zvysenou aktivitu aldolazy (2,3 uM),
laktikodehydrogendzy (39,0 uM) a malikodehydrogenédzy (5,3 uM) u krav v inter-
valu 2—5 dnt pred porodem. Nizka aktivita leucinaminopeptiddzy byla zjisténa
u vysoce bfezich krav (0,34 uM) a u mladat (0,6 uM). Transamindzy kyseliny
glutamové oxaloctové (1,4 uM) a transamindzy kyseliny glutamové pyrohroznové
(0,6 uM) se béhem gravidity neaktivovaly.

Naopak byla zaznamendna nizsi aktivita GOT a GPT u krav pfed porodem.

U narozenych telat byla naméfena ponékud nizsi aktivita transamindzy ky-
seliny glutamové oxaloctové, transamindzy kyseliny glutamové pyrohroznové,
aldolazy a dehydrogendzy kyseliny mlééné nezli u brezich krav. Dehydrogenaza
kyseliny jable¢né vykazala shodné vysledky aktivity s matkami. Aktivita leucin-
aminopeptiddzy byla naopak ponékud vy3si u telat nez v krvi vysoko bfezich

krav.
Doslo dne 20. 8. 1965
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Bausuue Gepemennocrn Ha axkTusHOCH HexoTophix Qepmentos (GOT, GPT, LAP, ALD,
LDH, MD) 6uaupy6una y KopoB M y HOBOPOKACHHBIX TEeJsAT

B paGore usyuancs yposeHb ofujero GuampyGnHA, aKTHBHOCTL TPAHCAMHHAZHI TJyTaMUHOBOIL
OKCaJIYKCYCHOM KHCJIOTBI, TJYTaMHHOBOHI MUPOBHHOTPANHON KHCJOTHI, aJU10Ja3bl, JeHIMHAMUKOIe-
THAA3bl, AErMIPOreHa3sl MOJIOUHOH M f0JIOYHOH KHUCJOTHI y KOPOB Ha BTOPOM H TpETheM Mecsaue
6epemennocty 4 3a 3—5 nmHeit mo pomos. Takue ske napaMerpsl H3yqaiuch y HOBOPOMKIEHHBIX
TEJIAT JIO MePBOTO COCaHM.

IMosenueHHerii yponeHs ofujero GumumpyOmMHa 6Gbla OTMEyeH y KOpop B MHTepsane 3—5 aHei
1o ponos (0,9 mr%). ¥ rennt ypopeHs obumero GuampyGuHa orsesan ToMy yposHio GuaupyiHa,
KOropblil Gbplj OTMEYeH y MaTOK IO PONOB.

Ton BausHmeMm nosnHeii GepeMeHHOCTH GBINA OTMEUEHA MOBHINEHHAs AKTHBHOCTH AJIN0JIA3HI
(2,3 MmxM), nakrukomerunporerasst (39,0 MxM) u ManuxonerumaporeHasst (5,3 MxM) B uHTEp-
Bane 2—3 naweit no ponos. Hiakas akTMBHOCTL Jeil{MHAMHMHONENTHAA3E Oblia yCTAHOBJIEHA
y kopos B moanHeii Gepemennoctu (0,30 MxM), y momonuska (0,6 MxM). ['nmyraMuHOBas okcas-
ykcycdas (1,4 MxM) u nuposmmorpammas (0,6 MxM) TpaHcaMuHasa B TedeHue GEPeMEHHOCTH
HEaKTHBHPOBAIACh.

HaoGopor, 6bira ormeuexa Gonee Huakas aktusHEocts GOT u GPT y xopos nepen pomaMu.

Yy HOBOPOZKACHHBIX TCJIAT Oprna yCTaHOBJEHA HCCKOJBKO Gosiee HU3KAA AKTHUBHOCTH TpaHCaMH-
Ha3bl l'leTZlMOBOﬁ oxcanyxcycuoi& KHCJIOTBEI, TPaHCaMHHA3bI I'leTaMOBOX.r'I anOBHHOFpZHIHOﬁ Kucio-
ThI, QAJIOJAa3bl M JErHIpOrcHa3nl MOJOYHONH KMCJOTLI, 4YeM Yy CTCABHBIX KOpPOB. Ilcrvmporeﬂaaa
ABJI04HON KHUCIOTHI MOKasaja 1mopobHbie PE3yaLTaThl AKTHEHOCTH C MATEPAMM. AKTHEHOCTH J[Ci/’lllHH‘
aMHHONenTHIa3sl Gbl.ﬂa, }IaOSOPOT, HECKOJIbKO BbIMIE Yy TCJAT, UCM B KPOBH BBICOKOCTEJLHBIX KOpPOB.

ALD = annonasa
LDH = neruiaporeHasa MOJOYHON KHCJIOTEI
MD = peruaporeHasa s6JOYHOil KHMCJIOTEI
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The Influence of Pregnancy on the Activity of some Enzymes (GOT, GPT, LAP,
ALD, LDH, MDH) and on Bilirubin in Cows and Newborn Calves

In this work we have investigated the level of total bilirubin, further the
activities of glutamic oxaloacetic acid and glutamic pyruvic acid transaminases, of
aldolase, leucinamidopeptidase, lactic and malic dehydrogenases in cows in the se-
cond and third months of pregnancy and 3—5 days before parturition. The same para-
meters were followed in newborn calves before their first sucking,

We have found an increased level of total bilirubin in cows in intervals of
3—5 days before parturition (0.9 mg‘,). The level of total bilirubin in calves corres-
ponds to that measured in their mothers before the parturition.

We have ascertained an increased activity of aldolase (2.3 mM) due to the
final stage of pregnancy, then lacticodehydrogenase (39.0 mM) and malicodehydro-
genase (5.3 mM) in an interval of 2—3 days before parturition. A low activity of
leucinamidopeptidase was found in cows in advanced stages of pregnancy (0.34 mM)
as well as in the young (0.6 mM). Glutamic oxaloacetic (1.4 mM) and pyruvic trans-
aminases (0.6 mM) did not become activated during pregnancy. On the contrary,
a lower activity of GOT and GJT was recorded in cows before parturition.

In the newly born calves measuring revealed a somewhat lower activity of
the transaminases of glutamic oxalacetic acid, of glutamic pyruvic acid, and of the
aldolase and dehydrogenase of lactic acid than was the case in pregnant cows. The
dehydrogenase of malic acid showed the same results as was the activi‘y in mothers.
On the other hand, the activity of leucinaminopeptidase was somewhat higher in
calves than in the blood of highly pregnant cows.

GOT = glutamic oxalacetic acid ALD = aldolase
GPT = glutamic pyruvic acid LDH = lacticodehydrogenase
LAP = leucinaminopeptidase MDH = malicodehydrogenase

Einflu8 der Graviditit auf die Aktivilit einiger Enzyme (GOT, GPT, LAP, ALD,
LDH, MDH) und Bilirubin bei Kiihen und neugeberenen Kilbern

In dieser Arbeit verfolgte man das Niveau vom gesamten Bilirubin, die Akti-
vitdt der Transaminase der Glutamin-Oxalessigsdure, der Glutamin-Brenztrauben-
sdure, Aldolase, Leuzinaminopeptidase, Dehydrogenase der Milch- und Apfelsdure
bei Kiihen im zweiten und dritten Trichtigkeitsmonat; diese Ergebnisse wurden
mit den Aktivitdten 3—5 Tage vor dem Abkalben verglichen. Die gleichen Para-
meter verfolgte man auch bei geborenen Kilbern von diesen Kiihen vor dem ersten
Saugen.

Das erhdhte Niveau des gesamten Bilirubins haben wir bei Kithen vor dem
Abkalben (0,9 mg%,) gemessen. Bei Kilbern entsprach das Niveau des gesamten
Bilirubins dem bei Kithen vor dem Abkalben gemessenen Bilirubin-Niveau.

Infolge der hohen Trichtigkeit stellten wir eine erhéhte Aktivitdt der Aldo-
lase (2,3 uM), der Laktfinodehydrogenase (39,0 xM) und Malikodehydrogenase (5,3
4M) in einem Intervall von 2—5 Tagen vor der Geburt fest. Die niedrige Aktivitat
der Leuzinaminopeptidase wurde bei hochtriachtigen Kiithen (0,34 M) und auch bei
Kiélbern (0,6 uM) ermittelt, Die Glutamin-Oxalessig- (1,4 xM) und Brenztrauben-
Transaminase (0,6 M) wurde wihrend der Graviditdat nicht aktiviert. Es konnte im
Gegenteil eine niedrigere Aktivitdt der GOT und GPT bei Kiihen vor dem Ab-
kalben verzeichnet werden.

Bei geborenen Kilbern wurde eine ein wenig niedrigere Aktivitdat der Trans-
aminase der Glutamin-Oxalessigsdure, der Glutamin-Brenztraubensiure, der Aldo-
lase und Dehydrogenase der Milchsdure als bei trachtigen Kithen gemessen. Die De-
hydrogenase der Apfelsidure wies libereinstimmende Ergebnisse der Aktivitat wie die
Miitter auf. Die Aktivitdt der Leuzinaminopeptidase war im Gegenteil bei Kilbern
etwas hoher als im Blut hochtrédchtiger Kiihe.

GOT = Glutamin-Oxalessigsdure ALD = Aldolase
GPT = Glutamin-Brenztraubensiure LDH = Lacticodehydrogenase
LAP = Leuzinaminopeptidase MDH = Malicodehydrogenase

Adresa autora:
MVDr. Lubomir Slesingr, Vyzkumny dstav krmivarsky, Pohotelice
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B. Zicha K OTAZCE
J. Benes PORUCHY PYRIDINNUKLEOTIDU
V OZARENEM ORGANISMU

B Dechydrogenace, které jsou katalyzovdny pyridinnukleotidy, probihaji pies
nestaly intermediat radikalové povahy, jak bylo experimentdlné prokdzano pa-
ramagnetickou spinovou resonanci (Michaelis L., 1946 — Commoner B.,
Lippincott, B.B,Passoneau, J. V., 1958). Podporou radikdlového me-
chanismu jsou pozorovani Barrona (Barron, E. S. G., 1957), ktery pouzil zi-
feni jako zdroj radikalu.

Radikalovy charakter enzymatickych reakei, vyzadujicich jako koenzymy py-
ridinnukleotidy (ddle PN) nebo FAD*), poskytuje do jisté miry novou moznost
objasnéni biochemickych reakei po ozareni. Moznost primdrniho ovlivnéni téchto
koenzym vytvari pak nové hledisko pFi posuzovani nemoci z ozateni a spolu
s faktorem strukturalni usporddanosti poddva novy aspekt na €asnou bioche-
mickou poruchu v ozafeném organismu.

LITERARNI PREHLED

Radiochemické Gcinky expozice x-paprsky in vifro na pyridinové koenzymy uka-
zaly jednak znadnou moznost reversibilniho poskozeni NAD (Hug, O, Schachin-
ger, L. 1959), jednak znac¢nou roli zvolené davky a kone¢né mozZnost interpretace
reversibility poSkozeni na NADH? (Adelstein, S J, Mee, L. K., 1963). Zda se,
ze po ozareni dochazi k alteraci bud cellularniho mechanismu formou poklesu po-
radikala jak dokumentuje na radiolyze NADH? Adelstein (Adelstein, S. J, Mee,
L. K, 1963). Kithn (K i hn, H. 1963) prirovnava ucéinek ionizujictho zareni na NAD
k destruktivnim Gc¢inkum alkalie na oxydovany pyridinnukleotid. K oxydaci NADH2
na NAD jako projevu neptimého efektu zareni dochazi podle Kiihna (Kidhn, H,
1963) in vitro po davee 50 000—144 000 r.

Hladina PN in vivo je z radiobiologického hlediska pomérné malo propracovéna.
Eichel a Spirtes (Eichel, H. J, Spirtes, M. A., 1955) pozorovali po expozici div-
kou 980 r pokles NADH: v jaterni tkani krys o 329, kdyz korespondujici zménu
NAD nezaznamenali, podobné jako bez efektu zistalo pouziti davky 700 r. Pokles,
totalnich PN (49 %) v intervalu 3 hod. po celkové expozici 800 r popisuji Sonka a spol.
(Sonka, J, Hilgertov4, J, Pospi§il, J, Dienstbier, Z., 1962), pokles
NAD v ¢&asnych intervalech po ozareni davkami 500—25 000 r (aZ 44 %) ve varlatech,
sleziné a jatrech uvadi Alterbrunn (Alterbrunn, H.-J. 1964).

Dosti ¢astym modelem pro studium vlivu zéfeni nebo alkyla¢nich latek jsou tka-
nové kultury, i kdyz Ize mit vyhrady k transformaci takto ziskanych poznatki na si-
tuaci in wvivo, zvlasté jsou-li touto cestou vylouc¢eny veskeré neurohumoralni regu-
lace. Pozorované poklesy v hladinidch PN, piedevsim NAD o 20-509%, (Riiter, J,
Vachek, H, Oldekop, M., Wiippen, I, Hilz H, 1966 — Liss, E, Klinke,

*) Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v zdvéru préce.
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F, Palme, G, 1966) viéi kontrolnim hodnotédm, jsou vysvétlovany predeviim po-
ruchou syntetického procesu NAD, zvlasté ovlivnénim intrajaderného enzymu NAD
pyrofosforylazy a zaroven i prudkym vyplavovanim nikotinamidu z bunék a tim
vytvorenymi predpoklady pro deinhibici NAD glykohydroliazy, uvolnované z mito-
chondrii a jader do cytoplazmy.

Zhruba 10Y%, PN krysich jater je lokalizovano v -mitochondrialnich ¢&asticich,
kdyz predevs$im jsou zastoupeny NADPH2 a NAD, podstatné méné se vyskytuje NADP
a NADH:2 (Hori, K, Mochizuki, S, Fujino, Y. 1959). Ionizujici zareni vy-
volava jiz velmi brzy po expozici zmény ve struktuie mitochondridlnich ¢astic. Resti-
tuce téchto zmén je pozorovatelna jiz v intervalu 6 hod. po ozareni, jak bylo pro-
kazano elektronovou mikroskopii (Hori, K., Mochizuki, S, Fujino, Y., 1959).
Po ozafeni je rovnéz popisovan pokles absolutniho poc¢tu mitochondrii (Noyes,
P. P, Smith, R. E, 1959) a dale pokles v procesech oxydativni fosforylace (Hall,
J.C,Goldstein, A. L, Sonneblick, B. P, 1963), uskute¢iiujici se v neporuse-
nych mitochondriich. Utlum oxydativni fosforylace po ozafeni je vsak pouze docasny
a k upravé dochazi do 24 hod. po expozici. Proces oxydativni fosforylace je uzce
spjat s oxydaci NADH?, av8ak izola¢ni postup muze jiz béhem preparace mitochondrii
narus$it fyziologickou hladinu a redox pomér PN, protoze po dobu vlastni izolace
jsou mitochondrie v nefyziologickém hladovém stavu. Z tohoto hlediska nelze proto
povazoval redox pomér PN v izolovanych mitochondriich za objektivni méfiitko je-
jich funk¢ni integrity a rovnéz nelze podle naseho nazoru timto zpusobem sledovat
funkéni zmény v téchto ¢asticich po ozareni ve stavu 1 podle Chance (Chance, B,
Williams, G. R, 1955). Proto jsme se pokusili v této praci zachytit funkéni stav
mitochondrialni ¢astice a soucasné touto technikou sledovat zmény vyvolané ioni-
zujicim zarenim.

MATERIAL A METODIKA

Radiochemicky tdcinek zafeni in vitro na redukované a oxydované PN byl
sledovan v tomto systému: NAD 3,6.10 *M Boehringer, Mannheim) v 0,5 M TRIS
ustoji, pH 8,2. Roztok byl probubldn dusikem a evakuovdn v Thunbergové tru-
bici a pfimo v této trubici ozafen. Vliv donétoru protont na redukci NAD zére-
nim byl sledovan za stejnych podminek s tim rozdilem, ze bylo pridano 0,1 ml
C2HsOH na 5 ml roztoku NAD. NADH: bylo pouzito v koncentraci 10°M
(Boehringer, Mannheim) v 0, M TRIS ustoji, pH 8,2. Ozafovani provadéno
aerobné v Thunbergovych trubicich.

Podminky ozéafeni in vitro: Makrophos 250, 235 kV, 14 mA, 0,5 mm Cu,
1,0 mm Al, priliv 150 r/min. Celkova davka 42 000 r.

Méfeni UV absorpce bylo provedeno v oblasti 220—400 nm v 1 cm kyve-
tich Helma QH na spektrofotometru CF 4 DB Optica. Fluorescenéni nativii
spektrum bylo vyvolano vinovou délkou 365 nm a automaticky registrovano na
spektrofotometru CF 4 DB Optica za pouziti spektrofluorescen¢niho nastavce
a hodnoceno v oblasti 310—600 nm v 1 cm Helma QH kyvetach.

K pokusu in vitro jsme pouzili krysy kmene Wistar, samce vahy 160 —180 g.
Zvifata byla krmena Larsenovou dietou a dostavala vodu ad libitum, pred vlast-
nim pokusem zvifata 24 hodin hladovéla. Podminky ozareni: Makrophos 250,
235 kV, 14 mA, 0,5 mm Cu, 1,0 mm Al, ptiliv 70 r/min., celkova davka 1400 r
Kontrola davky byla provadéna Mekapionem. Vzorky tkané byly odebirdany frier
stop metodou (Hohorst, H. J.,, Kreutz, F. H, Bicher, Th, 1959 --
Zicha, B, Dienstbier, Z, Borova, J.,, Benes, J.,, Neuwirth. J.,
1965), pti preparaci mitochondridlnich ¢astic jsme vysli z metody Halla (Hall,
J.C.,,Sordahl, L. A, Stefko, P. L., 1960). Kontrola ¢istoty mitochondrial-
ni suspenze byla sledovdna mikroskopicky pod lazovim konstrastem. Extrakce
PN z jaterni tkdné byla provadéna metodou podle Basshama (Basshanmn,
J. A, Birt, L. M,, Hems, R.,, Loening, U.,, 1959), z mitochondrii podle
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Klingenberga (Klingerberg, M., 1962). Do jednotlivych funkénich stava
podle Chance (Chance, B.,, Williams, G. R., 1955) byly mitochondridlni
¢astice prevadény podle Klingenberga a Slenczky (Klingenberg, M.,
Slenczka, W., 1959). Vlastni analytické stanoveni PN bylo provadéno fluori-
metrickou metodou podle Basshama (Bassham, J. A, Birt, L. M., Hems,
R., 1959) s tim, ze objemové poméry byly upraveny pro pouziti fluorimetru
Hilger, primarni filtr Woods-glass H 566, neutrdlni filtr H 508, sekwndarni
filtr Wratten 47 (H 600) a vestavény Wratten 2 B. Méfeni bylo provedeno
proti standardnimu roztoku chinin sulfdtu, koncentrace 0,1 mg na 1 litr 0,1 N
H2SO04.

Kalibrace pfistroje byla provedena na standard NAD (Boehringer, Mann-
heim), m. v. 663,3, ¢istota 90,6 % po korekci na 100 %. Kalibraéni ktivka je
uvedena na grafu 1.

H _-NAD

2

601~ ) — "'—*“j

[
S
T

NADH,

N~
(=]

8

DILKY FLUORIMETRU

3 . 600-350nm
NAD 10°M T
Graf 1: Kalibraéni krivka pro NAD Graf 2: Fluorescen¢ni spektrum NAD a

NADH:?

Bilkoviny v mitochondrialni suspenzi byly zji§tfovany metodou podle Lowry-
ho (Lowry, H., Rosenbrough, N. J,, Far, A. L., 1951) s Folinovym
reagens.

Statistické hodnoceni vysledkit bylo provadéno Studentovym t testem.

EXPERIMENTALNI CAST

V prvé &asti prace jsme sledovali radiosenzitivitu PN in vitro. Provedli jsme
ozateni roztoku NAD a NADH; v anaerobnich a aerobnich podminkach divkou
42000 r a sledovali jsme zmény v UV spektru a spektralni rozloZeni induko-
vané fluorescence, buzené 365 nm. Redukovany a oxydovany NAD vykazuji
charakteristicka fluorescenéni spektra, jak jsou uvedena na grafu 2.

Po ozéfeni se sice v ptfipadé NADH, snizuje intenzita fluorescence (graf 3),
v zadném ptipadé viak neni dokazatelnd fluorescence. které by odpovidala NAD,
coz vyplyvd z porovndni grafu 2 a 3. Vliv zafeni za téchto podminek pokusu
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neoxyduje NADHz, jak by se podle oxyda¢niho acinku zareni predpokladalo,
ale rozruSuje molekulu pyridinnukleotidu, jak je patrno z Gtlumu NADH: ve
fluorescenénim maximu.

Podle absorpéni kiivky v UV oblasti neposkozuje davka 42 000 r vyznamné
charakteristickou absorpci, typickou pro nukleotidy — totiz 260 nm— jak je
zfejmé z grafu 4, ale sniZuje obsorpci pti 340 nm. Vliv zateni v davece 42 000 r
za anaerobnich podminek nevede ani v pritomnosti C:HsOH jako donétora pro-
tontt k redukci NAD, jak dokazuje Barron (Barron, E. S. G., 1957), pokud
hodnotime tento vliv ve fluorescenénim spektru, i kdyz pozorujeme v ptitomnosti
ethanolu znaény ttlum nativni fluorescence.

7
NADH,
g
2
2
600-350 nrm '
_220-400nhm 220-400nm

Graf 3: Fluorescenéni spektrum NADH:2 (2) po davce 42000 r (anaerobné +
po ozareni davkou 42000 r (2) ve srov- + C:Hs0H

nani s kontrolnim vzorkem (3) po davece 42000 r (anaerobné)
Absorpéni spektrum NADH:2

Graf 4: Absorpéni spektrum NAD (1) kontrolni vzorek

(1) 'kontrolni vzorek (2) po davce 42000 r

V pokusu in vivo jsme dosahovali primérnych hodnot v jaterni tkdni u skupiny
kontrolnich krys pro redukované PN 711 nMoli/g vlhké tkdané, pro oxydované
PN 360 nMold/g vlhké tkdné.

Jiz v intervalu O hod. po expozici klesaji v nasi praci hodnoty PN. Pokles
je statisticky vyznamny jak pro oxydované PN, tak pro redukované PN
(p <0,05). Maximélni pokles je dosazen v intervalu 3 hod. po ozéfeni
(p <0,01) a udrzuje se statisticky vyznamné snizeny do sledovaného intervalu
24 hod. po ozareni. Tyto zmény jsou dobfe patrny ve sloupcovitém uspoiadéani
-grafu 6.
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Graf 5: Fluorescenéni spektrum NAD po ozareni 42 0000 r v anaerobnim prostiedi
a v pritomnosti C2Hs50H (3). pouze v anaerobnim prostifedi (2), ve srovnani s kon-
trolnim vzorkem (1)

Na zdkladé zjisténé poruchy a poklesu PN v jatrech po celkovém ozateni
davkou 1400 r jsme povazovali za vhodné proettit hladiny téchto koenzymt
v izolovanych mitochondriich a sledovat vliv zafeni na funkéni stav téchto
castic. )

Funkéni stav mitochondrie v zédvislosti na koncentraci kysliku, akceptoru,
fosforu a substratu propracoval Chance (Chance, B.,, Williams, G. R,
1955). Podle tohoto autora lze funkce mitochondrialni éastice rozdélit zhruba do
5 stavi, jak je uvedeno v tabulce I. Izolovand mitochondrie je ve stavu 1 cha-

I. Funkéni stavy mitochondrialni éastice podle Chance

Charakteristika Stav 1 Stav 2 Stav 3 Stav 4 Stav 5
Hladina ADP nizka vysoka vysoka nizka vysoka
Hladina substratu nizka 0 vysoka vysoka vysoka

endog.
respirace pomal_é pomald | rychla pomala nulova
Limit. faktor P akceptor | substrat | respir. P. akceptor | kyslik
fetézec

rakterizovdna nedostatkem kysliku, nizkou endogenni koncentraci substratu, jakoz
i endogenniho fosfatového akceptoru, takze je prakticky v hladovém stavu a redox
pomér elektronovych prendsecii se nutné upravuje podle tohoto stavu, tzn., Ze se
zvysi pomér ve prospéch oxydovanych PN. Mitrochondridlni ¢éstice si zachovavi
svou funkéni aktivitu ve stavu 1 i pri teploté kolem 4 °C pouze po omezenou
dobu. Je-li mitochondrialni ¢astice ve stavu 1 inkubovana pii teploté 25 °C nebo
vyssi, dochazi rychle k poklesu redukovanych PN. Inkubace po dobu 10 minut
pti teploté 37 °C vede k totdlnimu vymizeni redukovanych PN. Nage sledovani
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II. Vliv temperace pii 25°C v rtiznych éasovych intervalech na hodnoty oxydovanych
a redukovanych pyridinnukleotidi

Vo dalace v, NAD + NADP | NADH, + NADPH, Totdlni PN
v % v % v %
0 100 100 100
1,5 75 76,5 755
6,5 72 65,5 70
8,0 61,6 62 6,3
10 60,4 56 59,2
20 59,6 52,8 57,7
amaf| o é"’"ﬁ: D“PN‘ NADH, +NADPH, | waornaoe | of " )
T ! 10" Mg - -
| PROTEINU ] —
i
so0+ ! 3 50
L'Fo:fﬁuez. K 0_3 6 12 2 KE‘!‘!-!-!-;
<007 K 0 6 2 2 hod po ozdfen
|—— Rl - P =<2

Graf 6: Vliv ionizujictho zéieni na hod- Graf 7: Totalni pyridinnukleotidy v mi-
noty redukovanych a oxydovanych pyri- tochondriich z krysich jater po celkovém
dinnukleotidit v jatrech krys po celko- ozareni davkou 1400 r ve stavu 1 podle
vém ozareni davkou 1400 r. Chance ' ! |

zavislosti doby temperace pii 25 °C na hladiny oxydovanych a redukovanych PN
jsou shrnuty v tabulce II.

Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze jiz velmi kratkodoba inkubace mitochondrii
ve stavu 1 pfi 25 °C vede za 8 minut, coz je doba pro sledovani funkéni aktivity
v nafem technickém uspotfadani pokusu, k cca 40 % poklesu plvodnich hodnot.

Vychozi hodnoty PN, dobfe koreluji s literarnimi ddaji (Birt, L. M.,
Bartley, W, 1960 — Borst, P, Colpa-Boonstra, J. P, 1960 —
Chance, B, Williams, G. R, 1955 — Jacobson, K. B,, Kaplan,
N. O, 1957 — Purvis, J. L, 1958 — Birt, L. M, Bartley, W., 1960 —
Klingenberg, M., Slenczka, W,,Ritt, E,, 1959 — Takahashi, T,
Kamyia, T, Sawada, K., Ishizawa, M,, 1960 — Glock, G. E.,
Mc Lean, P., 1956), ve stavu 1. v Cerstvé pfipravenych mitochondriich a vliv
zareni in vitro v jednotlivych casovych intervalech po expozici jsou uvedeny na
grafu 7. Totalni mnozstvi PN se v mitrochondriich standardizovanych na obsakh
bilkovin snizuje, pficemz snizeni ma, jak patrno z grafu, progresivni tendenci.

Funkéni aktivitu jsme sledovali pfi teploté 25 °C a museli jsme predpokla-
dat, Ze i béhem celkové inkubace dojde ke snizeni totdlni hodnoty PN. Zavislost
poklesu totdlni hodnoty PN béhem této inkubace je uvedena v tabulce I1I.

112 VETERINARN! MEDICINA - 1967



III. Vliv inkubace pifi 25°C na hodnoty totdlnich pyridinnukleotidi ve stavech 2, 4,
3 v relativnich 9, vychozich hodnot

Cas v minutich
Pocet zvifat (n)
0 1,5 6,5 8
Kontroly 100 83 85 86 8
0 hod. 100 95 99 81 6
6 hod. 100 92 89,3 84 6
12 hod. 100 86,3 75,4 72,7 8
24 hod. 100 99 89 83,4 6

Jiz béhem 8 minutové inkubace mitochondridlni suspenze, obohacené fosla-
tovym akceptorem a dondtorem protont, dochdzi k cca 15% poklesu totdlni hod-
noty PN v mitochondriich. U ozédfenych zvifat je tato deplece nejvyraznéjsi 12
hodin po expozici, kdy dosahuje cca 25 %.

V dalsi éasti pokusu jsme proto prosetfili funkéni aktivitu mitochondrii kon-
trolnich a ozdfenych krys. U kontrolni skupiny ve vsech ptipadech po pfidani
ADP nastava pokles redukované formy PN, odpovidajici jejich pfevedeni do sta-
vu 2. Nasledné pfidani kyseliny g-hydroxymaselné vede ke zvy$eni redukované
formy, odpovidajici kontrolovanému stavu 4. Opétovné pridani ADP jako fos-
fatového akceptoru vede znovu k poklesu redukovanych PN. PovaZovali jsme tuto
schopnost mitochondrialni castice, tj. redukovat a oxydovat PN podle toho, jak
prechdzi do jednotlivych funkénich stavli, za méfitko jejich funkéni integrity.
Vliv zédreni na tuto funkci ukaZuje graf 8.

KONTROLA| O.HODINA | 6HODINA | 12.HODINA | 24HODINA

200

l
|

12 4 3 124 3 12 4 3 12 43 1243
STAVY PODLE CHANCE

Graf 8: Vliv radiace na hodnoty pyridinnukleotidii (redukovanych) v mitochondril-
nich ¢asticich ve stavech 1, 2, 4, 3 podle Chance
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Je zfejmé, jak to nakonec ukazuje graf, Ze i ozafend mitochondrie si zacho-
vava schopnost redukovat PN po pfidani substratu jako donatoru vodiku a v pfi-
tomnosti akceptoru fosforu. Pouze 12 hodin po ozafeni nenastavd oxydace PN
v nadbytku fosfatového akceptoru.

DISKUSE

Nase vysledky, dosazené v pokusu in vitro, nepotvrzuji zji§téni Barrona
(Barron, E. S. G, 1957), protoze ani’ davkou 42 000 r jsme nedosdhli oxy-
dace NADH: a naopak redukce NAD v anaerobnim prostfedi ani v pfitomnosti
donétoru protonti. Svédéi to spise pro nalezy Huga (Hug, O, Schachimn-
ger, L. 1959) o moZnosti reversibilniho poskozeni NAD a zjisténi Adelsteina
(Adelstein, S. J.,, Mee. L. K., 1963), u néhoz je tato reversibilita inter-
pretovana na NADH; s poukazem na mozné uplatnéni velikosti pfilivu radiace.
Lze se také priklonit ke Kiihnové ndzoru o destruktivnim tcinku ionizujiciho za
feni (K i hn, H., 1963).

Vyznamnost biologické zmény v pokusech in vivo je zduraznéna predevsim
faktem, Ze je dosahovana na relativné radiorezistentnich jatrech. Vidime, Ze po oza-
reni supraletalni celkovou davkou 1400 r se vyznamné snizuje obsah totalnich PN
v Jaterni tkani, avSak nedochazi k markantni zméné redukéniho stupné téchto ko-
enzymu. Redox pomér a redukéni stuperni uvadi tabulka IV. Piesto, Zze po ozaireni
nastdva celkovy pokles PN, redukéni stupefl je maximalni pouze v 159, v intervalu
3 hod. po expozici a jinak si organismus zachovava redox pomér na stejné urovni.
Zda se, ze pozorovana zména vyjadruje spiSe poruchu snizené syntézy PN ma za-
kladé ovlivnéni pravdépodobné limituijici NAD pyrofosforylazy, jak potvrzuji Adel-
stein a Myers (Adelstein, S. J, Biggs, S. L, 1962 — Myers, N. K., 1962).

IV. Redox pomér a redukéni stupen pyridinnukleotidti v jaterni tkdmi krys po cel-
kové expozici davkou 1400 r

Redox pomér Redukéni stupen

(%) (%) n

Kontroly 49,2 66,8 ' 11
0 hod. 60,6 62,0 6
3 hod. 71,7 57,2 12
6 hod. 59,0 63,0 6
12 hod. 49,6 66,7 12
24 hod. 74,6 60,1 6

Podobné jako v jaterni tkani se sniZuje celkovy obsah PN vyjadieny na mg bil-
kovin i v mitochondrialnich é&asticich, ozarenych in vivo. Je vdak zajimavym zjisté-
nim, Ze v intervalu 12 hod. po expozici jsme zjistili maximalni hodnoty redukova-
nych PN ve stavu 4., coz by se dalo interpretovat jako sniZeni oxydativni fosfo-
rylace.

Z predbéznych vysledkt lze vyvodit, Ze porucha oxydativni fosforylace pozo-
rovana pc ozareni je v respira¢nim fetézci za stupném NADH2 Ve vsech funkénich
stavech podle Chance (Chance, B, Williams, G. R.. 1955) jsme podobné jako
v jaterni tkani sledovali redukéni stupeti. Z vysledkd, které shrnuje tabulka V, vy-
plyva, Zze ve stavu 1, tj. po izolaci v nedostatku substratu a akceptoru fosforu, éini
podil redukovanych PN 289, a po ozifeni se vesmés sniZzuje, vyima interval 24 hod.
po expozici. Ma tedy zfejmé izolovanad hladové mitochondrie v ozaifeném organismu
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V. Vliv ionizujiciho zareni ma hodnoty redukéniho stupné pyridinnukleotidi v rmtu—
chondriich ve stavech podle Chance

NADH: + NADPH:2
NAD + NADP +NADH2 + NADPH?

Funkéni stav Kontrola 0 hod. 6 hod. 12 hod. 24 hod.
Stav 1 0,28 0,201 0,255 0,173 0,286
Stav 2 0,24 0,160 0,240 0,230 0,188
Stav 4 0,57 0,440 0,590 0,570 0,490
Stav 3 0,54 0,370 0,540 0,530 0,470

snizenou hodnotu redukovanych PN. Je ovSem zajimavé, Zze po podani akceptoru
fosforu a substratu, kyseliny hydroxymaselné, mastava zvyseni hodnot redukovanych
PN prakticky jako u kontrolni skupiny. Mitochondrie ozarfené in vivo neztraceji tedy
svou funkéni schopnost redukovat PN, coZz znovu svédéi pro fakt, Ze porucha oxy-
dativni fosforylace je lokalizovana za blokem pienosu vodiku ze substratu na PN.

Nase vysledky odpovidaji nalezim Lundegardha a spol. (Lunde2gardh, H.,
Larkum, A. W. D, 1965), kteri na modelu kvasinek po ozareni rovnéz usuzuji na
prednostni poskozeni systému predvadéjicich nebo preménujicich energii, nez primé
poskozeni a ovlivnéni zakladnich elektronovych prenost.

SOUHRN

V préaci byl sledovan radiochemicky aéinek zareni v davce 42 000 r in vilro
na zmény NAD a NADH; v UV a fluorescenénim spzktru. Po dédvce 42 000 r
se snizuje fluorescence NADH; a klesd absorpéni maximum pti 340 nm, anijz
se porusi vyznamné absorpce pti 260 nm, odpovidajici purinovym bazim adeni-
nu. Nedochazi k tvorbé oxydovaného NAD, hodnoceného fluorescenénim
spektrem. V anaerobnim prostfedi a v pfitomnosti dondtoru protont se sniZuje
fluorescencni maximum pro NAD, avsak v zaddném pripadé nelze zjistit redukei.
Fluorescenc¢ni spektrum NAD v aerobnim prostfedi prostém donétoru protont je
zcela v souhlasu s neozatenym NAD. UV spektrum pak prakticky neukazuje
vyznamnou zménu v absorpei.

V krysich jatrech po celkovém ozifeni ddvkou 1400 r se sniZuje totdlni
mnozstvi PN. Ozéfen& jétra jsou vSak schopna zachovdvat normélni redukéni
stuperi v rozmezi 15 % 3 hod. po expozici, kdy jsme zaznamenali nejvétii
zménu.

V izolovanych mitochondriich z jater krys po celkovém ozateni davkou
1400 r se rovnéz snizuje totdlni hladina PN. Hodnocenim funkéni aktivity takto
izolovanych mitochondrii pri jejich prevedeni do stavu 2, 4, 3 podle Chance
vyplyva, ze ozdrend mitochondrie udrzuje svoji schopnost pfenosu vodiku
(protonu) a porucha oxydativni fosforylace je pravdépodobné za stupném pre-
nosu vodiku z dondtoru na NAD.

Doslo dne 3. 5. 1965
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Seznam v praci pouzitych zkratek:

DNK - kyselina desoxyribonukleova
ADP — adenosin-5-difosfat
NAD — nikotinamid adenin dinukleotid (kozymaéza, koenzym 1., Co. I., difosfo-
pyridinnukleotid, DNP)
NADP — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (fosfokozyméza, koenzym II., Co.
1L, trifosfopyridinnukleotid, TPN) .
NADH2 — dihydronikotinamid adenin dinukleotid (redukovany difosfopyridin-
nukleotid, DPNH)
NADPH2 — dihydronikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovany trifosfopyridin-
nukleotid, TPNH)

FAD — flavin adenin dinukleotid
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K Bompocy Hapymenus nuMpHINH-HYKIeOTHIOB B O01y4YeHHOM OpraHmaMe

Wsyuanocs pammoxumireckoe neiicrpue obay«aenus p moze 42 000 r in vitro Ha wzmeHeHus
NAD u NADH:2 s ya.rpa’uonerosom u dayopecuesdriom cnexrpe. [locae nosst 42 000 r cHu-
Kaercs ¢ayopecuedgua NADH2 u abcopSumonHstit MakcumMyM cHmskaercs npu 340 nm, Ges
3HAYMTETLHOr0 Hapyuwenua abcopiumu mpu 260 NM, cooTsercTsylolmjeil NypHHOBLIM OCHOBAM aie-
Huna. He mpoucxomur olpasosanns oxcuauposarHoro NAD, oieHunBaeMoro ¢yopeciueHTHbIM
cnekrpoM. B amaspoJHoil cpe’se npM HajsMuMM JIOHOpA IIPOTOHOB CHMKAeTCs (yopeclieHTHBIMH
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MakcumyM s NAD, onHako Hu B ONHOM Cjydae Heasndsi yCTaHOBHTL penykuuio. PryopecreHt-
Heiit cnekrp NAD B anaspo0Hoif cpene Ge3 IOHOPA NPOTOKOB IOJHOCTHI0 COIJIACYETCA ¢ Heofury-
genHbIM NAD, yasTpaguosneToBslif ke CIEKIP HNPaKTH4HECKH He II0Ka3blBaeT 3HAYMTEeNbHOTO HM3Me-
HeHus B abcopOuuu.

B kpblcuHON meueHu mocsie ofayueHus Bcero Tterna moszoit 1400 11 cHinkaercs oSmee Koau-
4eCcTBO NMUPUAMH-HyKjeoTunos. OfiyueHHas NeueHb ONHAKO CHOCOGHA COXPAaHHMTh HOPMAajbHY0 pe-
IyKLMOHHyIO cTeneHs B npenesax 15 % B TedeHue 3 4yacos nocie IKCMO3UUMM, KOraa 6bLIO OTMe-
4eHo caMoe (oJiblIOe H3MEHeHHe.

B u301MpOBaHHLIX MHTOXOHAPHMAX M3 [E4eHH KpLIC Tocjie OfJydeHHs BCEro Tena 030it
1400 r raxke cHM;Kaercs ODNIMiIl ypOBeHb MHPHINH-HyKJIeormnos. V3 oiesxu ¢QyHKIMOHAN-HOM
AKTUBHOCTH H30JMPOBAHHBIX TAKMM CrOCO50M MMTOXOHAPHil — MPH HX NEpeseleHHH B IOJ0KEeHHe
2, 4, 3 no Illance — BolTexaer, 4ro OOJydeHHAass8 MHUTOXOHIPHMs COXPaHAET CBOIO CIOCOBHOCTH
repejayy BOLOPOAHOIO [POTOHA, a HapylueHue OKMCANTeNbHOH $OcPOpPHIAIMN HACTynaer, EBepo-
ATHO, IIOCJe Iepenayy Bogopoaa ¢ uoHopa Ha NAD.

Cnucoxk npMMeHEeHHB X COKpPDAamEeHHUIH

NADPH:? — HHMKOTMHaMUI afeHMH AMHyKieorua (kosmmasza, kosHsum [, nudochonmpunux
Hykaeotun, DPN)

NAD — HHUKOTMHAMMI aleHuH AuHykjaeotun docdar (xosmmasa II., kosmsum II., Co. II,
rpudochonupunun Hywueornn, TPH)

NADP — OUTMIPOHMKOTHHAMHI aleHWH NMHyKJIeoTHn (BOCCTAHOBICHHBIH nudocdo-nupu-
nuH Hykaeorun) (DPNH)

NADH:2 — IUCHAPOHMKOTHMHAMMI aleHMH uuHykieotuZ ¢ocpar (BoccraHOBIEHHBIH TpHdOC-
nupunue Hykjieorun, TPNII)

FAD — $raBMH aneHHMH AMHYKJIEOTHI

ADP — KHCJIOTA JIe30KCHPHGOHYKICHHOBAA

DNK — ameHocMH — 5 — pudochar

On the Problem of Disturbances of the Pyridine Nucleotides in Irradiated organism

Radiochemical effect of radiation on the changes of NAD and NADH:2 at the
dose of 42 000 r was followed in vitro in UV and fluorescence spectrum. Fluorescence
of NADH: decreases after applying the dose of 42000 r as well as absorption-maxi-
mum at 340 nm; adsorption at 260 nm corresponding to the purine-bases of adenine
is not disturbed significantly, Oxydated NAD-production valuated by fluorescence-
spectrum does not appear. Fluorescence-maximum for NAD decreases in anaerobic
milieu an in presence of donor of protons; reduction, however, cannot be ascertained
in any case. Fluorescence-spectrum of NAD in aerobic milieu free from protons-donor
entirely coincides with the non-irradiated NAD. The UV spectrum then does not
practically show any significant change of absorption.

The total amount of pyridine nucleotides in rat liver decreases after the whole-
body irradiation at the dose of 1400 r. The irradiated liver is able, however, to keep
the normal reduction degree within the range of 15", for 3 hours after the exposure,
when the greatest change was recorded.

The total level of pyridine nucleotides decreases as well in isolated mitochon-
driae of rat liver after the whole-body irradiation at the dose of 1400 r. From valuing
the functional activity of mitochondriae isolated in such a way, transferring them
in the state 2, 4, 3 after Chance, it follows, that an irradiated mitochondria keeps
its ability of transferring H-proton; disturbance of the oxydative phosphorylation
probably follows the stage of H-transfer from donor to NAD.

List of abbreviations used:

NAD — nicotinamide adenine dinucleotide (conzymase, coenzyme I.-Co. I,
diphosphopyridine nucleotide, DPN)

NADP — nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (cozymase II., coenzyme II,
Co II, triphosphopyridine nucleotide, TPH)

NADH: — dihydronicotinamide adenine dinucleotide (reduced diphosphopyridine
nucleotide) (DPNH)
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NADPH2 — dihydronicotinamide adenine dinucleotide : phosphate (reduced tri-
phosphopyridine nucleotide, TPNH)

FAD — flavine adenine dinucleotide
DNK — (in English DNA) — deoxyribonucleineacid
APD — adenosine-3-diphosphate

Zur Frage der Storung der Pyridin-Nukleotiden im bestrahlten Organismus

Man verfolgte die radiochemische Wirkung der Strahlung von 42000 r in vitro
auf die Anderungen des NAD und NADH? im UV- und Fluorenszenz-Spektrum. Nach
einer Dosis von 42 000 r senkt sich die Fluoreszenz des NADH2 und das Absorptions-
Maximum bei 340 nm wird herabgesetzt, ohne daf} die Absorption bei 260 nm, die
den Purin-Basen des Adenins entsprichf, signifikant ges‘ért wire. Es tritt keine Bil-
dung von oxydiertem NAD, das mittels Fluoreszenz-Spektrum bewertet wurde, ein.
In anaerobem Milieu und in Anwesenheit des Protonen-Donators wird das Fluo-
reszenz-Maximum fiir NAD herabgesetzt; eine Reduktion kann jedoch in keinem
Falle ermittelt werden. Das Fluoreszenz-Spektrum NAD in aerobem Milieu, das frei
von Prolonen-Donator ist, steht vollkommen im Einklang mit unbestrahltem NAD.
Das UV-Spekirum zeigt sodann keine signifikante Anderung in der Absorption.

In der Rattenleber wird nach einer Koérperbestrahlung in einer Dosis von 1400 r
die Gesamimenge der Pyridin-Nukleotiden herabgesetzt. Die bestrahlte Leber be-
hélt jedoch den normalen Reduktionsgrad in einer Spanne von 15Y; drei Stunden
nach der Exposition, wo wir die héchste Anderung verzeichnet haben.

In isolierten Mitochondrien aus der Leber der Ratten wird nach einer Korper-
bestrahlung von 1400 r das Gesamtniveau der Pyridin-Nukleotiden ebenfalls herab-
gesetzt. Aus der Bewertung der Funktionsaktivitidt der auf diese Weise isolierten
Mitochondrien bei ihrer Uberfiihrung in den Stand 2,4 3 nach Chance geht her-
vor, daBl die bestrahlte Mitochondrie ihre Fihigkeit der Ubertragung von Wasser-
stoff-Proton behilt; die Storung der oxydativen Phosphoryla‘ion befindet sich wahr-
schieinlich hinter dem Grad der Ubertragung des Wasserstoffes aus dem Donator auf
das NAD.

Abkilirzungen:

NAD : Nikotinamid Adenin Dinukleotid (Kozymase, Koenzym I.-Co, I. Dipho-
sphoridin Nukleotid. DPN)

NADH? : Dihydronikotinamid Adenm Dinukleotid (reduziertes Dlphosphopyrldm
Nukleotid (DPNH)
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