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T. Lax K SOUCASNEMU STAVU LECBY

J. Kodéi OPARU LYSIVEHO U SKOTU
R. Cervenka
R. Najbrt

B Vyskyt houbovych onemocnéni u lidi i zvirat v zivocisné vyrobé roste, a to
podle naseho nazoru z nasledujicich pfi¢in:

1. pro rozsahlé pouzivani antibiotik ve vyzivé zvifat,

2. pro mechanizovanou sklizei obili a nedostate¢né vysouSeni slamy, zrni
obili a sena,

3. pro vétsi koncentraci zvitfat v modernich zemédélskych zavodech (velko-
kapacitni teletniky, velkochovy mladého skotu),

4. pro nékteré extenzivnéji sméry v chovu skotu: hlubokd podestylka pfti

volném ustijeni a pro pokles hygieny a individudlni péce o zvirata,

v nékterych pfipadech pro snizené hodnoty krmnych davek, zejména pro

nedostatek jadrného krmiva.

($2]

LITERARNI PREHLED

Prvorady z houbovych onemocnéni je t. & u nas opar lysivy (Polak
1966). V celostatnim méfitku se trichofytie vyskytuji jako klinické onemocnéni
émér v 1/3 zemédélskych zavodi. V ohniscich byva postizeno 50 i vice procent
telat a az 1/4 mladého skotu a dojnic. V roce 1965 se trichofytie vyskytly v 98
okresech, s primérné 23 zamotfenymi obcemi (Polak 1966), tj. celkem je
v CSSR 2254 zamotenych obci. Vyznam trichofytii jako antropozoonézy vy-
svitd z Chmelova adaje (Chmel 1964): 4 % zaméstnancii v Zivo¢i§né vyrobé
trpi trichofytiemi. Kazdé onemocnéni ¢lovéka vyzaduje primérné 4tydenni hospi-
talizaci s finanénim nakladem 5000,— Ké&s pro stat; pro zemédélsky zdvod zna-
mend prechodnou ztratu pracovni sily, pracovni vypéti ostatnich zaméstnancii
zastupujicich onemocnélého spolupracovnika. Pro postizeného — spolecenskou
ajmu a ohrozeni zdravi rodiny. Obdobna je situace v ¢etnych zemich (Chmel
1964, Kielstein a Rohr). V NDR bylo v roce 1960 770 huméannich
onemocnéni trichofytiemi, v r. 1961 — 580, a pozdéisi roéni pramér je 1160.

Humanni trichofytie vSak nelze povazovat globalné za zoondzu. 90 9, lidskych
trichofytii vznikd za podminek, kdy postiZzeni neméli styky se zviraty (Szath-
mary 1963). U oSetfovateli zvirat v8ak trichofytie mohou byt aZ ma 1009, od-
vozeny od zvirat. V rodinach 283 oSetfovatelu skotu, ktefi se nakazili od trichofytic-
kého skotu, onemocnéni bylo preneseno na dal$i osobu v 25 pripadech. Trichofytie
bovinniho ptvodu mejsou proto rozhodujici v epidemiologii, tj. v S§ifeni trichofytii
mezi lidmi.

Vedle trichofytii maji znaény vyznam ostatni mykézy a mykotoxikézy. Plisné
Fusarium, Mucor, Arspergillus a Stachybotris tvori velmi Géinné jedy a za pod-
minek pro né priznivych mohou silné kontaminovat drodu nebo uskladnéné zasoby
krmiv a zmni a vyvolavaji akutni otravy se znaénymi ztratami hynutim na myko-
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toxikézy (Specivcevova 1963, Sarkisov 1964, Bilai 1960). Invaze hub
muzZe vyvolat také mastitidu vedle mykotoxikéz jak je prokazano v pripadé Toru-
losis histolytica (Jlirg, Immer 1965), zanéty plic a zmetani u krav (Aspergillus
fumigatus, White 1964), moniliazu (Candida albicans), ktera ma vyznam piede-
v§im pri umélém odchovu a raném odstavu selat chovanych na syntetické dieté.

Pokud se nezlep$i velkovyrobni technologie a nepominou i jiné pii¢iny bude
nutno i v budoucnu pocitat s vyskytem mykoéz a mykotoxikéz. Osvédéené zpusoby
ochrany proti vlhkosti a zmoknuti: kryté mlaty. pouziti stanovych, polyvinilovych
a jinych plachet pro ochranu stohu, pirevazeného obili pri svozu, mlaceni apod.
nejsou dostate¢né vyuzivany. Predem urcené pevné terminy pro ukonceni sklizné
vedou ¢asto k tomu, ze péstitelé nenechavaji obili na radcich dostate¢né uschnout
pii dvoufazové sklizni anebo pri jinych etapach znovych praci.

Je dulezité hned za zacatku problematiky mykotickych onemocnéni si uvé-
domit, Ze plisné mohou napadat rostlinné substraty jen

a) pri vlhkosti krmiva nad 20—25Y; a
b) pri teploté nad 59C. Vyjimkou je Stachybotris, rostouci i pod snéhem.

Velmi dulezitou podminkou boje proti houbovym onemocnénim je proto snizeni
vlhkosti sklizené slamy, sena, zrni a ostatnich druht krmiv pod hladinu mutnou
k zivotu a pomnozeni plisni.

V pripadé trichofytii je si nutno dale uvédomit, Ze patogenni plisné vegetuji
nejen na skotu a jinych druzich domacich zvirat a nejen na slamé, sené a jirfych
rostlinnych substratech, nybrz i v pudé. Zejména v hnojené (Fejér, Olah, Szat-
hmary, Szodoray, Uri 1957). Neni proto realné vytycovat cil aplného vy-
myceni trichofytii. Nicméné vytycéeni likvidace klinického onemocéni trichofytiemi
je zcela realné.

Nelze ocekavat pronikavé zmény ani v technologii chovu skotu v nejblizsich
nékolika létech. To znamena, ze se budeme stale setkavat nejen se zvy$enou vlh-
kosti v stelivové slamé a statkovych krmivech a v dasledku toho i s plesnivymi rost-
linnymi produkty, nybrz i se zvySenym seskupenim vnimavého mladého skotu. Tim
vic vynika vyznam lécby klinicky onemocnélého skotu trichofytiemi. Léc¢ba, i kdyby
nebyla zcela uc¢inna, prece jen podstatné zmensuje nebezpec¢i siteni trichofytii ve
stadé, jelikoz pri léché se odstrani prevazna c¢ast invazniho materialu: strupy, Su-
piny a jiné epidermadlni utvary s povrchu kuZze nemocného zviiete, které obsahuji
miliardy spoér. Tim se vyradi nejhlavnéjsi ¢lanek v retézu trichofytické enzootie:
nemocné zvite.

Lécebnych prostredkia proti trichofytiim je premira. Nebudeme se zmitiovat
o starSich prostredcich, které byly jiz mnohokrat chvaleny i zdiskreditovany. Ome-
zime se jen na ty nejnovéjsi.

Idedlnim prostiredkem proti trichofytiim je griseofulvin. Je to vedlejsi produkt
pri vyrobé penicilinu a pochazi z Penicillium griseofulvum. Pouziva se téz k ochrané
rostlin. Objeven byl r. 1939 Oxfordem, Raistrickem a Simonartem (1939). Je to bily
prasek z jehlancovitych krystalki o neutralni pH. Ve vodé se $patné rozpousti. Po
oralni aplikaci se vstrebava, hlavné z tenkého stifeva a hematogenni cestou se do-
stane do vSech tkani, kde pusobi fungistaticky. Zvlastni afinitu ma v8ak ke kera-
tinovym utvarum kuze, kde se hromadi nejvice: v chlupech, rohoviné, paznehfech
(a nehtech). Jeho depozice na téchto mistech zabrani dal$i vegetaci plisni. Vlivem
griesofulvinu vznikaji degenerativni zmény ve vldknech hyf hub, které tam cizopasi.
Vldkna hyf, ktera jsou za normalnich okolnosti piimocara, stavaji se vlnitymi,
krouti se. Odtud ptvodni oznaéeni griseofulvinu: ,curling factor“, coZ znamena C¢i-
nitel zpusobujici zkrouceni. Dal$i degenerativni zmény se projevuji zdufenim a zbub-
renim vlaken. Pusobi na trichofytie, které jsou nejc¢astéjsimi ptvodci oparu lysivého
u skotu, dale na mikrosporon, epidermifyton a achorion. Léc¢ebny tuc¢inek griseoful-
vinu pfi trichofytiich u skotu prokéazat exaktmé O. Sullivan se svym spolupra-
covnikem (Lauder 1959). Terapeuticky uéinek sledovali jednak Kklinicky, jednak
v histologickych fezech kuze. Zjistili, Ze 14 dni po zahdjeni 1é¢by vechny vlasové
folikuly, jichZ bylo trichofytiemi prostoupeno pied léébou 609, se zbavily infekei.
Treti tyden po zahajeni 1écby vymizely i klinické priznaky. Zjistili déle, Ze preven-
tivni Géinek griseofulvinu je velmi spolehlivy a trva 2 mésice. Za tudelem terapie
podavali griseofulvinu 50 mg/kg véahy telete po 3 tydny, a preventivné po 8 tydnu.
V daldi praeci (O'Sullivan) 1é¢l O'Sullivan telata 10 mg griseofulvinu mna kg
vahy po 6 dni. Vylééena telata méla 14 dni po zahdjeni lééby méné nez 19, infiko-
vanych folikult a za 21 dni nebyly jiz Zadné infikované folikuly.
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Vyroba griseofulvinu v ramci RVHP byla svérena chemickému pramyslu NDR.
Cena griesofulvinu je vsak u nas i v zahrani¢i zatim prili§ vysoka pro vseobecné
pouzivani k léché skotu: je drahy a hodi se pouze pro terapii pst a koéek a jinych
malych zvirat.

Sterogenol je dalsi novodoby prostredek proti trichofytiim. Je to kvarterni
amoniova slou¢enina objevena Domagkem a ma silny fungicidni uc¢inek. Je to
10, lihovy roztok acetylpiridin-bromidu. V koncentraci 1 :10 000 tlumi rast Tricho-
fyton gypseum a za 10 min. zni¢i jeho asteroidy. Pusobi jen disociovany ve vod-
nim prostredi; jako vehikulum se hodi jen Ung. hydrophilicium non ionicum. Mecha-
nismus uc¢inku: slouc¢enina disociuje na anionty a kationty, pri ¢emz piridinovy ka-
tiont obsahujici cetylovou skupinu se spojuje s aniontovou ¢asti bunééné stény houby,
tvori tak komplexni slouéeninu a pres poskozeny bunéény obal vnikne do bunky
plisné a vysrdzi tam bilkoviny (Salton, Home, Corlet 1951). Vlastni po-
uziti: sterogenol ve formé 3%, masti se nanese na postizena mista jednou nebo dva-
krat denné podle potieby po 3 az 4 dny (Kd6sa, Laszld6 1961).

Na nasem trhu je k dispozici Mycotetracid Spofa. Uéinnou latkou je zde para-
-chlérfenoxyetandl v polyetylenglykolu v 15Y, koncentraci s pridavekm 3% kyseliny
salicylové. Nanasi se na postizena trichofytickd mista, anebo se pouziva jako postrik.
O terapeutickém uéinku Mycotetracidu referuje mimo jiné Molnar (1965) Molmnar
1965). Po jednomésiéni 1é¢ébé zustalo mu 559/ telat nevylééenych. Po dvoumési¢nim
oSetfeni vylécil 819, telat. To znamend, Ze po 2 mésicich zlstalo 19 9, telat nevylé-
¢enych.

Parabromfenyl isothiokyanat prichazi do obchodu pod nazvem Trichofytotid.
Uéinna latka je i zde rozpusténa v etylenglykolu. O jejim teraupetickém uéinku se
zminuje rovnéé Molnar (Molnar 1965) a hodnoti ji priblizné stejné Gc¢innou jako
Mycotetracid.

Doc. Vodrazka, prof. Vrtiak, Tkacik a sp. (Vodrazka, Vrtiak, Konrad,
Tkaéik, Floch 1965) pii komisionalnim piezkou$eni trichofytocidem v jednom
piipadé vylécili 809/, telat; téz8i formy (209, zustaly nevyléfeny. V dalsim pri-
padé za 6 tydni po oSetieni trichofytocidem se vylééilo pouze 409, telat: 609,
zustalo nevylééenych. Ve tretim pokusu z 20 telat oSetifenych Trichofytocidem za
7 tydnh se vylééilo pouze 25 9.

Ondrejka (Ondrejka 1965) provadél 1é¢ku parachlorfynletherethylenglykolem;
je to slouéenina, ktera patii k phenoxetolu. Helebrant (Helebrant 1964) na
II. intermi klinice vyzkouSel radu vyvojovych preparatit u 87 kust hovéziho do-
bytka mimo jiné Nitrofungin (kde je ué¢innou latkou 2 chlor 4 nitrophenol) a pre-
pardt TMTD (3%, tetramethyltiurandisulfid). Pii troj- aZ l4ndasobném oSetieni 5%,
nitrofunginem dosahl 90,59, vylééeni béhem 9 az 25 dnu. TMTD 3%, vylééil 58,29/
telat pri dvoj- a trojnasobném oSetreni béhem 10 az 30 dnu.

Nelze souhlasit s postupy doporucenymi na nékterych mistech (Smid
1964, Slezinger 1965), kdy se vybizi k pouziti 10% nebo jesté silngjsi
emulze Fenoformu forte. Pokusy konané na II. interni klinice Strosem
(1963) jednozna¢né ukazuji, ze Fenoform forte je toxicky pro mlady skot jiz
v koncentraci 1,5 %.

Forgach (Forgach) sestavil polvsulfidovy liniment nasledujiciho slo-
zeni: Rp. Sulfur lotum 10,0 ¢, Kal. hydrooxydat. 16,0 g, Aqua dest. 70,0 g, Natr.
salicyl 5,0 g, Spirit saponatus 15,0 g. Pfiprava: sira se smicha s louhem drasel-
nym; v malych davkach se prida do vody, pfevaii se, precedi se. V pfecezené
tekutiné se rozpousti salicylan sodny a ptida se spiritus saponatus. Nakonec se
doplni vodou na 100 g. Forgach doporucuje, aby fenio liniment byl nanesen na
postizené lozisko.

VLASTNI PRACE

MATERIAL A METODIKA

Do lécebnych pokust byl zatazen skot, prevazné telata nad 2 mésice stard
onemocnéla klinicky plné vyvinutou formou trichofytii. Na hlavé, kolem o¢i,
nozder, na krku i na jinych mistech téla byla ptfiznaénd trichofytickd loziska
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svétlesedé barvy kruhovitého tvaru, mirné vyvySend nad ostatni povrch kize.
U pokrogilej§ich pfipadt nékdy splyvala. Srst na téchto mistech byla proridla.
Po klinickém ohledani byly odebrany vzorky z postizenych mist t¢la a v kazdém
pripadé vysetfeny mikroskopicky na prikaz spor a hyl. V nékolika pfipadech
byly ziskdny vzorky ktZe vyfiznutim po lokdlnim znecitlivéni, z mista loziska
pred léchou a 10. den po léché. Tyto vzorky byly fixovany v pikroformalinu
a pozdéji byly barveny podle Schiffa pro prikaz plisni.

Provadéni lécby: Zjistili jsme, ze zptsob lécby doporuteny Forgachem
neni dosti a¢inny; plisné v loZiscich nejsou zasazeny, nanasi-li se liniment, jak
doporuéuje Forgach. Z postizenych loZisek rostly trichofytie dil i po dvojnasob-
ném oSetfeni. Modifikovali jsme proto provadéni lééby a vSechny pokusy uve-
dené v této praci byly léfeny nasledovné: Forgachuv liniment (viz vy$e) se na-
nese malym karti¢kem (obyé&ejné zubnim) z polyvinilovych vldken na tricho-
fytickd loziska. Natirdnim zasaZenych mist uvolnime asbestovité strupovité tri-
chofytické krusty. Seskrabeme je nozem, takze se obnazi syrovy povrch pokozky,
kterd mirné secernuje neb zcela lehce krvaci. Obnazeny povrch jesté jednou lehce
potieme linimentem. Skrabky s invaznim materidlem sbirdme nozem do plechové
krabi¢ky od konzervy, abychom je zne$kodnili spalenim nebo chemicky. Naraz
ofetfime maximalné /10 povrchu téla. Treti — étvrty den po oSetfeni zkontro-
lujeme hojeni. Hojici se, strupy pokryté defekty mtZzeme nat¥it a o€istit rybim
tukem; neni to viak podminkou vylé¢eni. Pokud by zistaly recidivy, ofetfime je
opét Forgiachovym linimentem. Za vyléfeny je povazovan skot, u néhoz vsechna
oSetfena trichofytickd loZiska se vyhojila; t. z. na misté plivodniho Supinatého as-
bestového exantému vyrostla nova, jemnd, pruzna vrstva pokozky a prorazejici
srst je beze spér a hyf trichofytii. Prstencovité pfiskvarky v okoli ptivodniho lo-
ziska vzniklé leptdnim zdravé pokozky v okoli, nebyly povazovdny za zavadu.
Ptipady byly sledovdny nejméné 2 mésice po 1éché.

Timto zptsobem byla provddéna léc¢ba v 19 zemédélskych zdvodech (tab. I).
V zamorenych stajich bylo celkem 1520 kust skotu, z nichz bylo trichofytiemi
postizeno 472 kust. .

Hygienické podminky ustdjeni byly v nékterych zdvodech (VKT) velmi
dobré, v ostatnich vvhovujici anebo nevyhovujici. Zvlast nevyhovujici jsou pod-
minky ve starych adaptovanych stdjovych prostorech s kamennymi zdmi, klenu-
tym stropem, malou okenni plochou, nedostateénym vétranim.

Z tabulky je patrno, zZe z celkového poétu 472 kusti bylo prvnim oSetfenim
vylé€eno 447 kusii, tj. 94,5 %. Po druhé bylo tfeba o3ettit 26 kust, tj. 5%2 %,
které byly po druhém ofetfeni viechny vylééeny. )

Soudasné s lécbou byla provadéna desinfekce zamoteného stijového zafi-
zeni 2% horkym louhem sodnym. Diilezitd je soucasna desinfekce vazaki, hie-
belcti, kartdét a jiného naéini a za¥izeni uzivaného u trichofytického skotu.

HISTOLOGICKA STUDIE

V fezech ¢. 1, 2, 3 zhotovenych z ¢erstvych trichofytickych lozisek je patrna
invaze spér a vlaken plisni Trichofyton. Jevi se jako Cervené prstence a vldkna
obdavajici chlupy v miscich srsti. '

Vzorek ¢. 4, 5 ziskany z oSetfeného loziska 10. den po jednordzové léché
vykazuje uz jen folikuly prosté spér a hyf plisni.
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I. Lécka trichofytii skotu Forgachovym linimentem

2 Datum | Pocet skotu Pocet Ofetfovino kustt Vvléé Za Poznimka
UK Zem&d&lsky zdvod zahdjeni |  celkem Klin. Zpisob lécby YICCeno | wolik | pypi | VS
dis. 1é¢by v obj onemoc po | po [ po | kush |47 WA po-

3 : prvé |druhé | treti t méry

1. | JZD Komin 31.10.63 25 telat 23 vlastni modifikace 23 6 I 23 10

Forgache
2. | JZD Bukovina 11. 4.64 40 telat 22 vlastni modifikace 22 4 22 10
Forgache
3. | Cukrovar Zelatovice 25; 5. 45 telat 40 vlastni modifikace 40
Forgache
4. | JZD Habruvka 25. 5.64 32 telat 22 vlastni modifikace 22 6 22
Forgache
5. | Sk. st. Zab&ice 18.11. 64 64 telat 46 vlastni modifikace 46 8 46 9
\ Forgache
6. | Sk.st. Zabéice 7.12.64| 64 telat 2 vlastni modifikace 2
Forgache
7. | Sk. st. Zabéice 18.12.64| 64 telat 25 vlastni modifikace 25
Forgache
8. | JZD Price 18. 12. 64 64 telat 32 vlastni modifikace 32
Forgache
9. | JZD Nebovidy 3.12.65 47 telat 28 vlastni modifikace 28 28 10
Forgache
10. | JZD Rose¢ u Kunstdtu 21.12. 65 46 telat 36 vlastni modifikace 36 2 36 10
Forgache
11. | CSSS Dyjakovice vlastni modifikace 8 - 8
Hradek 10. 7.64 56 jalovic 8 Forgéche
12. | JZD Bfezany 20. 7.64 52 telat 18 vlastni modifikace 18 18
Forgache
13. | JZD Dyjakovicky 2. 8.64 96 krav 10 vlastni modifikace 10 - 10
Forgache
14. | JZD Dyjakovi¢ky 6. 9.64 27 telat 15 vlastni modifikace 15 - 15
Forgéche
15. | JZD Hradi§té 16. 9.64 56 byku 24 vlastni modifikace 24 — 24
' Forgache
16. | CSSS Sloup 24. 9.64| 46 telat 15 vlastni modifikace 15 - 15
Forgache
17. | CSSS Jaroslavice 2.10.64| 38 jalovic 14 vlastni modifikace 14 — 14
Forgache
18. | JZD Bezkov 5.11. 64 96 krav 7 vlastni modifikace 7 — 7
Forgache
19. | VKT cervenec — zafi vlastni modifikace 86 - 86
Karlov 64| 760 pram. 86 Forgiche
Celkem 1526 473 473 26




DISKUSE

Nazory riaznych badatelt o vyznamu a aspésnosti lécby trichofytii jsou velmi
odlisné, nékdy az protichidné. Velmi vyznamny je ndzor vseobecné uzniavanych
vynikajicich védeckych pracovniki Ainswortha a Austwicka (Ainsworth
1959): ,Lze témér bezpecné tvrdit, ze v soucasné dobé neexistuje vyhovujici
lécba trichofytii skotu.” S timto nézorem se plné ztotoziiuje O'Sullivan a O'Sulli-
van a sp. (Lauder 1958, O'Sullivan).

Zminili jsme se o tom, Ze griseofulvin v nejblizsi dobé neprichdzi v avahu
pro hromadnou létbu skotu ani u nds ani jinde v zahrani¢i. Sterogenol nenf
u nds k dostani; jeho vyroba neni pldnovana. Nelze s nim tedy po¢itat pro §iroké
pouziti. V neprospéch Mycotetracidu mluvi, ze lécba trva piilis dlouho, 2 az 3
mésice. Takova protrahovana lécba klade znaéné naroky na odborné a pomocné
pracovni sily, coz je velkou prekazkou uspéiné realizace v zemédélskych zivo-
dech. Uvedené i naSe (Vodrdzka, Vrtiak, Konrad, Tkac¢ik, Floch
1965, Molnar 1965) nepublikované zkugenosti s PBFI v TEG (10% para-
bromfenylsothiokynét v tetraethylenglykolu) svédéi o tom, ze lécba vyzaduje nej-
méné 3 az 4ndsobné osetfeni. Vysledky Vodrazky, Vrtiaka a sp. potvrzuji rovnéz
malou terapeutickou G&innost Trichofytocidu.

Z nasich vysledkd je patrno, Ze lécba provddéna podle metody zde uvedené,
je ucinnéjsi a jednodussi, nez lé¢ba Mycotetracidem anebo Trichofytocidem.

Vzhledem k tomu, Ze nelze nikdy vylou¢it moznosti vzniku novych invazi
hub z vnéjsiho prostiedi, je t¥eba vyskolit ofetfujici personal a jiné zootechnické
pracovniky, aby kazdé dalsi nové vzniklé loZzisko véas rozpoznali a neodkladné
oSetfili Forgdchovym linimentem jak zde uvedeno. Timto zptisobem lze utlumit
klinické trichofytie v chovech skotu v pomérné kritke dobé nékolika tydni.

Nase klinickd pozorovani a histologické nélezy zde uvedené se rozchdazeji
s ndzorem Ainsworha asp. Tim se také podatilo prokazat, ze existuje ucin-
ny a rychly zptisob 1é¢by trichofytii skotu.

Zaroveri s 1é¢enim je tfeba provddét a prosazovat ostatni preventivni a pro-
fylaktickd opat¥eni: Trichofyticky skot nepfemistovat, ale izolovat v zemé&dél-
ském objektu a neodkladné 1é¢it. Sklizet sldmu suchou; uchovat ji v suchém ne-
plesnivém stavu az do pouziti ve staji. VyuZit p¥iznivé Géinky pobytu zvifat na
pastvé, v slunnych vybézich. Mlady skot krmit plnohodnotné (dostatek jadrného
krmiva) a oSetfovat a udrZovat v ¢istoté. Ustdjeni ma byt hygienicky vyhovuijici:
suché, pfiméfené osvétlené a teplé stijové prostory. Desinfikovat zamotené sta-
jové zafizeni a prostory (2% horkym louhem sodnym).

ZAVER

Ve stajich 19 zemédélskych zdvodt, v nichz bylo ustdjeno celkem 1526 kust
skotu prevazné telat nad 2 mésice stard, byl ofetfen viechen skot s klinickou
trichofytii, celkem 473 kusy. Léceni trichofytického skotu jsme provddéli lokalni
aplikaci Forgachova polysulfidového linimentu ve vlastni modifikaci. 447 kust
skotu, ti. 94,5 % oSetfenych se vylécilo po jednoridzovém osetfeni; u 26 kusi,
ti. 55 % bylo zapottebi provadét druhé osetfeni, které bylo plné ucinné.

Histologické fezy ukazuji 30—50% zamotenost chlupt v ptirozenych lo-
ziscich pfed oSetfenim. Vzorky ziskané 10.—14. dne po oSeteni, neobsahuji uz

infikované chlupy nebo folikuly.
DoSlo dne 11. 2. 1966
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K COBPEMEHHOMY COCTOAHUIO JICUEHHS CTPHIYIEIO JHIAaA Yy KPYNmHOro poraroro Ckora

B sxkuBorHOBOmueckux noMmeureHuAX 19 CeJbCKOXO3ANCTBOHHBIX MPEANPHATHI, B KOTOPBIX
B obureM comepkasoch 1520 rosoB KpynHOro poraTtoro CKOTa, 1PEHMMyUIECTBEHHO TEJAT CTapuie
2 Mecaues, 6bIO NMPOBENEHO JleYeHHE BCeX SKMBOTHBIX € KAMHMYECKOH Tpuxofutueur, scero 473
'CJIOBBL.

Jleuenyue TPUXOPUTHUECKOrO KPYIIHOTO POraToro CKOTAa Mbl IPOBOLMJIM JIOKAJBLHBIM IpPHMEHe-
nueM noaucyabgumHoit xunkoit mMasm QPopraxa B coberseHHoit Moguduranuu, 447 rosnos Kpyn-
Horo porartoro ckota, T. e. 94,500 o6paGoTaHHBIX KHBOTHBIX BBUIEYHMJIOCH MOCJE ONHOPA3OBOIL
ubpaborku; y 26 romos, 1. e. 5,5 % neobxomxmmo b0 eue nposecTH mopyxo obpaboTky, KoTOpas
MOJHOCTBLIO JIHKBUAMPOBana GoJjeaHs.

T'uctonornueckue cpeast nokassisaior 30—50 ) sapaeHHOCTH BOJOC B NPUPOAHLIX O4arax
1o ofipaGorku. O6pasuel, nosydennsie Ha 10—14 neus nocne o6paboTkM, yKe He conep:kaT 3apa-
KEHHBIX BOJIOC MJM (ONITUKYJIOB.

On the Present Situation regarding the Treatment of Tinea in Cattle

In the cow-houses of 19 agricultural enterprises, in which a total of 1526 head
of cattle, predominantly calves of an age of over two months, were housed, all
animals with clinical trichophytia, altogether 473 animals, were treated.

Treatment of the trichophytic cattle as being carried out by means of local
application of our own modification of Forgach’s polysulphide liniment. 447 animals,
i. e. 945 per cent of the treated animals, were cured after a single treatment, and
26 animals, i. e. 5.5 per cent, required a second treatment, which was fully effective.

Histological sections show a from 30 to 50 per cent contamination of hairs
in the natural deposits before treatment. Samples obtained in from 10 to 14 days
after treatment no longer contain any infected hairs or follicles.

Zum derzeitigen Stand der Therapie der Glatzflechte

In 19 landwirtschaftlichen Betrieben, in welchen insgesamt 1526 Rinder, und
zwar vorwiegend iliber zwei Monate alte Kilber, aufgestallt waren, wurden alle
Tiere mit Symptomen klinischer Trichophytie (insgesamt 473 Rinder) érzlich be-
handelt.
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Die trichophytischen Rinder behandelten wir lokal mit dem Forgachschen Lini-
ment eigener Modifikation. Insgesamt 447 Rinder, d. s. 94,5 der behandelten Tiere,
heilten nach einmaliger Behandlung aus; bei 26 Rindern, d. s. 5,59, war eine
zweite Behandlung noétig, welche sich voll bewédhrte.

Histologische Schnitte zeigten eine 30—509ige Verseuchung der Haare in den
natiirlichen Herden vor der Behandlung. Die am 10. bis 14. Tag nach der Be-
handlung gewonnenen Proben enthielten bereits keine infizierten Haare oder
Follikel.

Adresy autoru:

Doc. MVDr., Tibor Lax, CSc, MVDr. Josef Ko¢i, doc. MVDr. Radim Najbrt,
VSZ, veterindrni fakulta, katedra vnitfnich chorob domaécich zvifat, Brno, Palac-
kého 1—3, MVDr. Rudolf Cervenka, Okresni veterindrni zafizeni, Znojmo

VYDAVATELSTVI UVTI, Praha 2, Slezsk4 7, upozorfiuje na STUDIJNI
INFORMACE tada Veterinarstvi, které muze dodat obratem:

Dusan KRAUS Nékteré nové poznatky o moru prasat
Rod. 1966, ¢ 3

F. GILKA, E. SALAJKA Soulasné poznatky o Soku, se zvl&dstnim zretelem
k $oku endotoxinovému

F. NIZNANSKY Suéasny stav poznatkov o etiol6gii a prevencii
potratov u hovéddziho dobytka
Rod. 1966, ¢. 8

Dusan KRAUS Diagnostika brezosti u prasat
Ro¢. 1967, ¢. 1

Jednotliva éisla STUDIJNICH INFORMACI & Kés 5,—

Objednejte v UVTI — Vydavatelstvi Praha 2, Slezska 7
Presné vytizeni své objednavky si zaridite, jestliZe na ni uvedete roénik

a ¢islo svazku
r.
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Z. Véinik RANA DIAGNOSTIKA GRAVIDITY
U PRASNIC POMOCI
HISTOCYTOLOGICKYCH METOD

B [ze tici, ze laboratorni diagnostika rané gravidity u prasnic je otevieny
problém feSeny velkou fadou pracovist zahrani¢nich i ‘tuzemskych. V dusledku
obtizného klinického zjistovani gravidity prasnic jsou v chovech ¢asto drzena
zvitata domnéle biezi a tato skutecnost jist¢ nemalym podilem pfispiva k po-
mérné malému po¢tu vrhi na jednu prasnici za rok. Metody zji§tovani bfezosti
u prasnic nebyly zdaleka tak rozvinuty a tak pfesné, jako je tomu napfiklad
u klisny nebo v mediciné huménni u zeny. V posledni dobé viak i u zvifat doslo
k zna¢nému pokroku a rozvoji diagnostickych metod k prukazu gravidity. Vedle
klasického klinického vysetteni byly rozvinuty cetné modifikace metod fyzikal-
nich, chemickych a biologickych. Posledni léta pfinasi zvySenou pozornost pre-
devsim laboratornim metodam.

Zptesnéni diagnostiky gravidity prasnic povazujeme za jednu z cest snizeni
neprodukéniho obdobi a tim zvySeni efektivnosti chovu prasat.

LITERARNI PREHLED

V nasem sledovani zaméfili jsme vychozi prace na histobioptickou metodu
prukazu rané gravidity prasnic. Asi pred 10ti lety provedli Ciurea, Neu-
mann, Pastea a Olarian (1955) histologické vySetfeni vaginalni slizni-
ce a doporucili tuto metodu k diagnostice gravidity u prasnic. Avsak az v po-
slednich letech dosdhla tato prace urcité odezvy u dalsich autort (Kuhlmann
M. 1963, Schroeder 1963, Busch W. 1963, De Bois, Muurling
a Wensig 1965).

METODA A MATERIAL

Do pozorovdni jsme zatadili vysledky histologickych rozborit pohlavniho
ustroji prasnic za cyklu, cytologickych sledovani se zdmérem stanovit cytotypi-
zaci a jeji variace a konetné cytologické a histobioptické sledovani skupiny 8
prasnic béhem fijovych cykli a po koncepci. Zvifata byla v pokuse 2—3 cykly
pied koncepci a gravidita sledovdana do ukonéeni porodem. Vysetieni byla prove-
dena v obdobi ovarialnich cykli a v obdobi prvych tii dekad gravidity. Pramérné
byl odebran materidl ku ¢tyfem histobioptickym vySetfenim vagindlni sliznice,
dvaceti mikroabrasim k cytologii vagindlni a dvacet vagindlnich bunéénych stéra.
Celkem byl zpracovan materidl od 46 prasnic.
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VYSLEDKY POZOROVANI

Z rozboru materidlu mohlo byt stanoveno, ze se stavba vagindlni sliznice
méni v jednotlivych fazich ovarialniho cyklu, stejné jakoz i u jednotlivych indi-
vidui a v rtznych mistech vaginy. Pro srovnani jsme volili oblast postcervikalni
asi 5—8 cm posteriorné cervixu.

V téchto mistech jest vystelka vaginalni tvorena epithelem vrstevnatym,
ktery ma do uréité miry charakteristiky epithelu dlazdicovitého, ale jehoz povr-
chové slozky jsou atypické a nutno, stejné jako je tomu u skotu, oznacit vystelku
za atypicky vrstevnaty epithel dlazdicovity.

Neuspotadané bunky tvori kolisajici pocet vrstev. Obvykle je mozno pozo-
rovat okolo 9 vrstev (9 == 4), v obdobi proestru a oestru se pocet zvysuje a do-
sahuje asi 14 = 3 vrstvy, zatimco v obdobi zluté faze je asi 7 == 2 vrstvy.

Stratum germinativum je tvoreno bunkami kuboidni az cylindroidni formy
jejichz jadra, ne vzdy, maji hustéji ulozeny chromatin. Dalsi vrstvy polygonalnich
bunék maji jadra vétsinou puchytkova, jasnd, s volnou strukturou chromatinu.
Jen povrchové vrstvy bunééné vykazuji nékdy zahusténi jader i zvySenou tinkei
cytoplazmy. Oplosténi bunék v povrchovych ¢astech sliznice a pyknéza jader neni
pravidelnou, naopak casto se setkdvame s povrchovou vrstvou bunék kubickych
az cylindrickych. A¢ je mozné i v této vrstvé postihnout urcitou cykli¢nost, tj.
zvyraziiovani cylindri¢nosti cytoplasmatickych struktur v obdobi proestru, presto
hlavni podil zmén v cyklu spo¢ivd v proliferaci polygonalnich stfednich epithe-
lidlnich vrstev, jejich zvétsovani a puchyikovaténi.

Dieferenci vzhledu skladby vaginalni vystelky v obdobi gravidity je mozno
vhodné diagnosticky vyuzit. Sliznice vaginalni je tvofena vétSinou 2 a 3 vrstvami
nizdich bunék, jejichz cytoplazma ma tmavsi tinkci a jadra bunécna jsou taktéz
temné zbarvena. Povrch vystelky vykazuje téz kuboidni bunécné formy, nékdy
i 0 néco vys$si. Vyraznost rozdilu je tedy tvofena jednak mensim poctem vrstev
bunéénych, jednak hustsi strukturou bunéénou.

Pricina téchto zmén je vysvétlitelna skutecnosti, kterd podminuje téz jeden
z testi gravidity — cytohormonédlni test (Lembergovd — Stamm
a Wattevill 1955), —. totiz ze v obdobi gravidity neni vaginalni sliznice
senzibilizovdna na estrogeny. Rozvoj vagidlni sliznice je podminén intenzivnim
a¢inkem estrogenu jako proliferaéniho hormonu, chybi-li tedy recepéni schop-
nost nezjistujeme ani slizni¢ni responsi na hormonalni stimuly.

Evidentni morfologické zmény nds podnécovaly, abychom sledovali obdobu
této variace v bunétném materialu. Predpoklad, ze by povrchové elementy mohly
prokédzat signifikantni rozdily v mucinogenesi v obdobi gravidity a fazi cyklu,
vedl nas nejdfive k ovéfeni téchto predpokladanych zmén barvicimi metodami
v histologickych fezech. Barveni metodou PAS, toluidinovou modii, akridinovou
oranzi prokazalo, ze povrchové elementy vykazuji variaci v intenzité metachro-
masie pii barveni toluidinovou modfi, intezité PAS reakce a téz v polychromasii
pri barveni acridin oranzi. Rozdily vsak nebyly prikazné a jednoznacné.

Srovnani bylo ztizeno téz nahusténim PAS pozitivnich elementii v povrchové
vrstvé u vagindlniho epithelu gravidnich prasnic, zatimco u vystelky v obdobi
cyklu i pfi masivnim vyskytu PAS pozitivnich bunék mély tyto vzdy vzhled méné
intenzivniho rozlozeni, jednak pro volnéjsi stavbu epithelu a jednak pro puchyt-
kovitou strukturu jadra. Z téchto divoda hodnoceni epithelu gravidnich prasnic
jako vyraznéji PAS pozitivniho mohlo byt lehce zatizeno chybou plynouci z mor-
fologické variace.
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Pii odbéru materiali k cytologickému vysetfeni metodou mikroabrase, pfi-
stoupili jsme k rozsifeni barvicich metod o histochemické — enzymologické re-
akce alkalickou a kyselou fostatdzu (pfi orienta¢nich pracech nebylo pouzito
azokopula¢nich metod, ale metod Gomoriho, barveni na kysela jadra — alcia-
novou modfi. Zavisi-li mucinogenese v povrchovych slozkdch vaginalniho epithelu
na hormonalnich stimulech, pfedpckladali jsme, ze tyto metody by mély poskyt-
nout rozdilné vysledky podminéné zménami nitrodélozniho a vagildlniho meta-
bolismu v mucinogennich buikach epithelidlni vrstvy.

Vysledky vsak prokazaly velmi $irokou variaci ve vyhodnoceni nejen histo-
chemickych, ale i cytochemickych metod, které pro velkou §ifi a rozmanitost
i z hlediska morfologické cytotypisace bunéénych elementii nedovolily stanovit
jednoznacné zavery.

Mucifikované elementy vyskytovaly se ve viech mikroabrasnich materialech.
Bylo sice mozné do uréité miry v primeéru ziskat pfevahu pozitivné PAS reagu-
jicich elementi u materidli z gravidnich zvirat, ale nebylo dosazeno statistické
vyznamnosti rozdil pro $irokou varianci.

I. Rozbor cytovaginalniho indexu pfri barvici metodé PAS u gravidnich a ne-
gravidnich prasnic

e . Kubické Polygondlni
Typ bunécny Planocell. index formy formy Hrudky
Negravidni Index 12/76/12 100% | 0% [64% |36 % | 0% |100 %
Gravidni Index 15/68/17 100 % | 0% 1 78%|22%{ 0% {100 %
PAS pozitivita -+ = + - -
|

Z uvedeného indexu vagindlniho cytogramu je zfejmé, ze diference v kvanti-
tativnim zastoupeni je minimalni. Nebylo téz moZzno potvrdit v bunéénych na-
térech vyskyt navikularnich resp. lasturovitych bunék charakteristickych spolu
s vyraznou cyanofilii a typickym shlukovanim pro graviditu. Vyznam ,leaf-like"
fenoménu Hopmannem (1959) stanoveného jako typického pro graviditu
zeny, nebylo mozno zhodnotit pro jeho neprukaznost. Zustava tedy i nadale dis-
kutabilni vyznam cytovagindlniho vyS$etfeni i pri pouziti kritérii pro planocellu-
larni epithel v aseku jim odpovidajicim, tj. vestibulum vaginae. Prace Paszto -
ra (1961), ve které byl téz sledovan vyznam cytodiagnosticky pro priukaz gra-
vidity u prasnic vyznivd obdobné negativné, i kdyz tento vysledek je do uréité
miry zduvodnén nevhodnosti kombinace mista odbéru materidlu a pouzitych
kritérii hodnoceni.

DISKUSE

Z rozvedenych pozorovani lze shrnout, ze histobiotickd metoda vysetfeni
vaginalni sliznice je vhodnym testem k prukazu rané gravidity u prasnic. Vlastni
technika provedeni pri vyuZziti automatické endometrialni kyrety je velmi jedno-
ducha a nevyzaduje zadného specialniho zdcviku. Fixace zvirat je téZ nendro¢na,
postaci drzeni smyckou a pridrzeni za ocas. V pripadé, ze jde o opakované a na-
razové vysetieni je vhodné uziti pruchodni otoéné klece, ktera usnadiuje a zrych-
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luje provoz. Pii takovém vybaveni sta¢i vySetfujici odebrat asi 10 vzorkii béhem
30 minut.

Vysledky histobioptického testu, jak uvadi Ciurea (1955) a spol. jsou
prikazné ve 100 % od 14tého dne. Kuhlmann (1963) dosahoval priikaz-
nosti testu od 10 do 14 dni na 28,6 %, od 15 do 30 dnii na 74,19 a u délky
gravidity pfes 30 dnt 100 %. De Bois a spol. (1965) na zakladé vlastnich
pozorovani ‘dospéli k ndzoru, ze histobiopticky test ma absolutni spolehlivost.

Podle nasich pozorovani muzeme konstatovat, ze za 14 dnd po koncepci
dosahuji zmény vyraznosti a vérohodnost byla potvrzena v 75 %. V nasich ma-
teridlech jsme mohli maximalni prikaznost zaznamenat jiz za 21 dnid. Naprosto
presvédéivé vyhodnoceni spolehlivosti histobioptické metody bude jisté mozné
jen pfi jejim rutinnim uplatnéni a statistickém vyhodnceni.

Vezmeme-li v avahu daldi béznou a nendroc¢nou histologickou techniku, pti
pripadném zrychleni fezanim zmrazenych vzorkid, pak tento zptsob vysetieni je
vhodny k rutinnimu vyuziti.

I kdyz byly nase cile vedeny snahou zjednodusit metodu vyuZzitim prostsi
cytologické techniky, musime konstatovat, ze dosazené informace ziskané do-
savadnimi zpisoby nemohou se vyrovnat co do prikaznosti histobioptické va-
gindlni technice.

SOUHRN

Histologické vysetfeni vagindlni sliznice prasnic dovoluje po trech tydnech
po koncepci témér s absolutni jistotou urc¢it graviditu Vysetfeni vyzaduje vyba-
veni pro odbér materidlu a histologickou techniku. Pokus nahradit tuto metodu
mikroabrasi s moZznosti uzit méné naroc¢nou cytologickou techniku, podle do-
savadnich uZzitych metod, neptinesl dostate¢né prikazné vysledky.

Doslo dne 4. 10. 1966

Technicka spoluprace: M. Fejova, M. Sabolova.
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Obr. 1: Vaginalni vystelka nebrezi pras-
nice. Pocet vrstev odpovida stifednim hod-
notam. Povrchové vrstvy jsou v naznaku
kuboidni a ¢asteéné desquamované. (Bar-
veni H, E))

Obr. 3 a 4: Vystelka brezich prasnic ve
dvacatém dni gravidity. (Barveni H. E)

Obr. 2: Epithel s eylindrickou povrchovou
vrstvou bunék. Material z mista asi 5 cm
posteriorné portio vaginalis uteri od ne-
biezi prasnice: (Barveni H. E.)




Obr. 4.

Obr. 5: Gravidni prasnice s cylindrickou
povrchovou vrstvou v rasach vaginalni
vystelky. Spodina tvori jedna az dvé
vrstvy kubickych bunéénych elementu.
(Barveni H. E.)

Obr. 6: Pii barveni PAS je ziejma mu-
cinogenesa Vv  povrchové cylindrické
vrstve.




PanHaa nuarHocTHka CYynopoCHOCTH |y CBHHOMATOK NIPH MNOMOIIH THCTONMTONONHYECKHX METOLOB

['ucronoruueckoe oﬁcneuonaﬂuc BaTMHAJBHOMW CJM3HMCTOM 000J0YKM CBMHOMATOK TI03BOJIAET
CnycTA TPH HeMeJM I0Cje KOHUENUY 104TH ¢ abCOJIOTHOM yBEPeHHOCTHIO OMpEeNesUTh CyHopoc-
Hocre, OfcnenosaHue Tpebyer MHCTPYMEHTOB IJIA B3ATHA MaTepHasna M TI'HCTOJIOrHMUYECKOH TeXHHKH.
[MonbiTka 3aMEHMTH BTOT METOX MHKpoaGpasueil ¢ BO3MOMKHOCTBIO HCIOJL30BAHMA MeHee Tpebosa-
TeJNbHOM IIUTOJIOTUUECKOIT TEXHHUKH, Cyna 1o CYHIeCTBYIOUIMM TNPAKTHYECKMM MeETOolaM, He naja
IOCTATOYHO JIOCTOBEPHBIX PE3yJILTATOB.

Early Diagnostics of Gravidity in Sows by means of Histological Methods

Three weeks after conception the histological examination of the vaginal mucous
membrane of sows makes it possible to ascertain gravidity with almost absolute
certainty. The examination requires equipment for the taking of material and hist-
ological technique. The attempt to substitute this method with microabrasion with
the possibility of an application of the less exigent cytological technique according
to the hitherto applied methods has not resulted in sufficiently significant results.

Friihzeitige Diagnostik der Graviditit bei Siuen mittels histologischer Methoden

Die histologische Untersuchung der Vaginalschleimhaut der Sdue gestattet nach
drei Wochen nach der Konzeption die Graviditat mit einer fast absoluten Sicher-
heit zu bestimmen. Diese Untersuchung erfordert eine Ausstattung fiir die Mate-
rialentnahme und histologische Technik. Ein Versuch, der diese Methode durch die
Mikroabrasion bei einer Moglichkeit, eine weniger anspruchsvolle zytologische Tech-
nik anzuwenden, ersetzen sollte, brachte bei der Anwendung von bisherigen Metho-
den keine ausreichend signifikante Ergebnisse.

Adresa autora:

MVDr. Zdenék Véznik, SCs., Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi,
odd. biologie reprodukce hospodarskych zvirat, Brno - Medlanky

VETERINARNI MEDICINA - 1067 245



MALE INFORMACE

e Sdéleni redakce: Redakce VM upozornuje vsechny prispivatele, Ze podle
usneseni red. rady ze dne 24. 2. 67 je t¥eba pii kaZdé prdci publikované ve VM
obligdtné wvddét vedle autorova pracovisté také jméno vedouciho pra-
covisté. r.

Dal$i mezinarodni konference r. 196%

Mezindrodni konference o pouziti radioizotopi ve farmakologii
Datum a misto: 20.—23. z4fi, 1967, Zeneva

Informace: Prof. B. Glasson, Pavilon des Isotopes 20 boulevard d’'Ivoy,
1211, Genéve 4

Valné shromézdéni mezindrodni unie pro fyziologické védy
Datum a misto: zari 1967, Washington

Informace: Prof. J. W. Dayft, Dept. of Physiology, University of Leiden,
Leiden, Netherlands N

7. Mezindrodni konference o lékarské elektronice a biologickém inzenyrstvi
Datum a misto: srpen 1967, Stockholm

Informace: Dr. B. Jacobson, Department of Electronic, Karlonska Insti-
tute, Stockholm 60

11. Kongres Evropské hematologické spoleénosti
Datum a misto: zari 1967, Athény
Informace: Prof. Gouttas, rue Hérodote 6, Athens

19. Mezinarodni konference o tuberkuldze
Datum a misto: 3.—7. rijna Amsterdam

Informace: Dr. J. Meijer, Koninklijke Nederlandse Centrale Vereiniging
tot Bestrijding der Tuberkulose, Postbus 146, The Hague

12. Mezinarodni geneticky kongres
Datum a misto: 19.—28. srpna 1967, Tokio

Informace: Dr. J. Tazima, National Institute of Gemnetics, Yata T., I1l.
Misima, Siruokaken, Japan

12. Mezinarodni kongres o biologii bunky
Datum a misto: 24.—31. srpna 1967, Brusel
Informace: P. Dustin, Institute d’Anatomie, 97 rue aux Laines Brusselles

Mezinarodni symposion o rustovém hormonu
Datum a misto: zari 1967, Mildn

Informace: Dr. A. Pecile, Dept. of Pharmacology University of Milano,
Via A. del Sarto 21, Milano

14. Mezinarodni Symposion o mikroskopii
Datum a misto: 14.—18. srpna 1967, Cambridge

Informace: MICRO-67, McCrone Research Institute 451 E, 31st Street,
Chicago, 111.60616

Mezinarodni symposion o otazkach kvalitativni biologie metabolismu
Datum a misto: zar'i 1967, Helgoland
Informace: Prof. Dr. O. Kinne, Biologische Anstalt, Helgoland



0. Spurny VYVOJ KETONEMIE U TELAT
Z. Klue V POSTNATALNI ONTOGENEZE
M. Lebeda

I. PRI NAPAJENI PLNOTUCNYM MLEKEM A MLEKEM
EGALIZOVANYM S PRIDAVKEM GALACIDU

M Vv drivéjsi pracich z na$i katedry, vénovanych problému ketonemie skotu
(Spurny 1963; Spurny, Lebeda 1963; Spurny, Surynek 1966)
jsme se zabyvali pfedev§im studiem zmén a nékterych pri¢in téchto zmén fyzio-
logické trovné hladiny ketolatek v krvi dojnic v provoznich podminkach.

V dostupné literature se celd rada praci zabyva bud pfimo nebo nepfimo
etiologii, patogenezi, prevenci i terapii acetonemie dojnic i ovci; existuje i dosti
poznatkt o zvlastnostech bachorového metabolismu (zejména uhlovodant) s ni-
miz souvisi vy$si hladina ketonovych latek v krvi prezvykavcu. Avsak blizsi
adaje o vyvoji hladiny fyziologické ketonemie u telat pisemnictvi postrada.

LITERARNI PREHLED

Obecné vsak je znamo, ze s ristem zvifete se méni i aktivita fermentl a tim
i metabolismus. Zndmy jsou téz zmeény celkové bilkoviny u skotu v prvych mési-
cich zivota (Baldajev 1956) a zfetelné zvyseni hladiny prchavych mastnych
kyselin v krvi (Rejntam 1960). S vékem telat klesa i hemoglobin, erytrocyty.
leukocyty, zbytkovy dusik a chloridy (Chramcov 1960).

Kolb (1962) predpoklada, ze u telat v rannych stadiich postnatalniho

vyvoje stejn¢ jako u zvifat s jednoduchym zaludkem nepresahu]e hladina fyzio-
logické ketonomie 1 mg%.

Thorbek (1964) uvadi, ze mezidruhové diference ve fyziologické hladiné
ketonemie i relativné nizka ketonemie u telat souvisi zfejmé se zvlastnostmi me-
tabolismu ptezvykavcid a ze obsah prchavych mastn)’lch kyselin v bachorové stavé
je ve znacném rozsahu zavisly na krmeni, pric¢emz podil kyseliny octove je nej-
Vetsi.

Udaje Giirtlera (1962) se zhruba shoduji s uvddénymi poméry mastnych

kyselin v bachoru. Tento doddva ze po vyluéném krmeni senem stoupa podil
kyseliny octové az na 72 °

Tyto travici poméry v bachoru jsou oviem zavislé na rozvoji jeho funkei,
které popisuje Godfirey (1961). Bartos a kol. (1962) uvadéji, ze epitel
bachoru 1-—3 tydennich telat je jiz schopen produkovat ketolatky. Z pokusi
Suttona a kol. (1963) vyplynulo, Ze resorpéni kapacita sliznice bachoru te-
lat je pro kyselinu octovou po prijeti hrubého krmiva podstatné vy$si nez u Cisté
mlécné vyzivy. Ndumbe a kol. (1964) prokazali u dfive odstavenych telat
vyssi obsah prchavych mastnych kyselin v bachoru.
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Déa se tedy soudit, ze vyvoj hladiny ketclatek v krvi telat je zavisly hlavné
na rozvoji predzaludkd a na dobé odstavu, ddle na zptisobu odchovu, skladbé
krmné davky (Adrichem 1963) a dalsich faktorech, z nichz literatura uvadi
i vliv hormont (Bémer 1964; Nath, Khanade 1960; Kolb 1961) a vlivy
teploty (Prokos 1961).

V nasem pokusu jsme se zaméfili na sledovani vyvoje hladiny ketolatek
v krvi telat v zavislosti na ontogeneze a zpusobu krmeni.

MATERIAL A METODA

U dvou skupin telat cervenostrakatého plemene po 6 kusech byla od pru-
mérného stati 14 dnl do stafi 6 mésicti odebirdna krev z v. jugularis dvakrat,
pozdéji jednou tydné. Kolorimetrickou mikrodestilaéni metodou v Conwayovych
nddobkach jsme kvantitativné stanovili mnozstvi jednotlivych ketolatek v krvi
(Hotejsi a kol 1957). Metoda byla zatizena chybou, kterda stanovenim smé-
rodatné odchylky &inila u volného acetonu 0,143 mg%, u volného acetonu
+ kyseliny acetoctové 0,359 mg% a u celkového mnozstvi ketolatek
0,120 mg%. Vysledky méteni bvly zhodnoceny t-testem (Myslivec 1957).

Pokus probihal v zimnim obdobi od 12. 11. 1963 do 29. 4. 1964. Telata,
jejichz vékové rozmezi bylo u pokusné A skupiny 8—15 dni a u kontrolni
B skupiny 6 —16 dni, byla ustdjena v teletniku, v teplych dnech byla vypousté-
na do tvrdého vybéhu.

Skupiny telat byly sestaveny tak, aby prumérné stafi, zastoupeni obou po-
hlavi a prumérna vaha byla u obou skupin stejnd. Obé skupiny se lisily navza-
jem jen zplsobem krmeni.

Skupina A (pokusna) byla napdjena egalizovnym mlékem, které ve druhém
mésici stafi bylo postupné nahrazovdno mlékem' odstfedénym a ve snizujicich se
davkach bylo predkldadano k napajeni az do stafi tfi mésici. Po celou dobu mléc-
né vyzivy dostavala telata denné davku 20 g Galacidu.

Skupina B (kontrolni) byla napéjena plnotu¢nym mlékem (o 4% mlééného

tuku), které od stafi 1 mésice bylo postupné nahrazovano mlékem egalizovanym
a ve snizujicich se davkach bylo napajeno az do stari péti mésica.

D TN

Xl Xl I. /] /] v

1. Krmné davky. Na ose X obdobi pokusu v mésicich. Na osdch Y mnozstvi krmiva.

Z7/  plnotuéné mléko, FXRR% ~ seno,
E egalizované mléko, T jadrné krmivo,
Bl odstiedéné miéko, m mrkev, fepa.
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Obé skupiny si od 16. dne stafi zvykaly na luéni seno, pozdéji se zvysovaly
dévky vojtéskového sena a jadrné smési (oves a je¢men) a od stari jednoho a pul
misice bylo zapo¢ato se zkrmovanim mrkve a pozdéji repy ve stale se zvysuji-
cich davkach (viz graf 1.).

Byly sledovany rovnéz primérné vahové prirtstky obou skupin.

VYSLEDKY

Hladina celkovych ketolatek v krvi jevila u obou skupin stejnou dynamiku
po celou dobu pokusu charakterizovanou vzestupy a poklesy. Pocate¢ni hodnoty
(1,72 mg% u skupiny A a 1,37 mg% u skupiny B) se lisily statisticky vy-
znamné od hodnot koneénych (4,28 mg% u skupiny A a 3,41 mg% u skupiny B).
Témér po celou dobu pokusu byla hladina ketolatek vyssi u skupiny A, rozdil
byl vsak statisticky vyznamny jen v 7. a 12. tydnu stéri, tedy v prvé poloviné
pokusu (viz graf 2.).

2. Hladina celkového mnozstvi ketolatek z jednotlivych odbértt krve. U skup. A e—e
plnymi krouzky, spojenymi plnou ¢arou; u skup. B o--o0 prazdnymi krouzky, spoje-
nymi preru$ovanou ¢arou. Sipky na ose X oznaduji rozdily hladin mezi skupinami:

T plné $ipka signifikantn{ rozdil;

A
i prerusovana Sipka rozdil blizief{ se signifikaci.

Kolisani hladiny celkovych ketolatek bylo méné vyrazné u skupiny B. Zhru-
ba bylo mozno pozorovat u obou skupin tfi vzestupy, a to koncem prvého a za-
c¢atkem druhého mésice stari, dale koncem tretiho a zacatkem ¢&tvrtého mésice
@ od konce ¢tvrtého az do skonceni pokusu bez tendence k poklesu, zazname-
nané po prvych dvou vzestupech.

Celkovou hladinu ketolatek obou skupin nejvice ovliviiovala kyselina beta-
oxymdaselna. Jeji prevaha vsak v druhé poloviné pokusu (tj. od 12. tydne stafi)
nebyla tak vyrazna. V této dobé dochazelo k zvétieni vykyvi volného acetonu,

avsak ke konci pokusu (v 25. tydni) kyselina beta-oxymaéselna zase nabyva
kvantitativni prevahy (viz graf 3.).
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XI. L Il I /

3. Podil jednotlivych ketolatek na celkové hladiné u skup. A (nahofe), u skup. B
(dole):
m kys. beta-oxymaseln4,

‘ kys. acetoctova,
M volny aceton.

Plny krouzek pod osou X vyznadéuje signifikantni zménu v dynamice hladiny celk.
ketolatek. Na ose X méritko v mg?, :

Vcelku je mozno konstatovat, ze ketonemie telat krmenych plnotu¢nym mlé-
kem (skup. B) jevila tendenci k mensim hodnotdm s mensimi vykyvy nez u sku-
piny krmené egalizovanym mlékem (skup. A). U obou skupin se hladina keto-
latek pohybovala v pribéhu celého pokusu v mezich od 1,72 mg% (A)
a 1,37 mg% (B) do 6,53 mg% (A) a 4,55 mg% (B).

Prameérné vahové prirastky byly vyssi na konci pokusu o vice nez 21,0 kg
u skupiny B (viz graf 4).

DISKUSE

Pri hodnoceni vysledki nachazime shodu mezi nami zjisfovanym vzestupem
hladiny ketolatek a Godfreoyovymi (1961) udaji o casovém rozvoji pred-
zaludki i Bartosovymi (1962) udaji o rozvoji metabolické funkce sliznice
bachoru. ‘

S postupné se rozvijejicimi predzaludky a jejich osazovdanim bachorovou
mikroflérou dochazi k stale intenzivnéj$imu traveni uhlohydrati a bilkovin a tim
k stoupajici tvorbé kyseliny octové, kterd ma ketogenni dcinky.
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XI. Xll. L. Il . v

4. Dynamika vahovych zmén.
Plna ¢ara — skup. A; preruSovana ¢ara — skup. B.

Se Suttonovymi (1963) poznatky o vlivu krmeni a biochemickych pte-
mén v predzaludcich telat na resorpcéni kapacitu sliznice bachoru pro kyselinu
octovou a Ndumbeovymi (1964) poznatky o vlivu ¢asného odstavu telat
na obsah prchavych mastnych kyselin v bachoru se shoduje i ndmi naméfena
vyssi hladina ketonemie u skupiny telat krmenych egalizovanych mlékem s pfi-
davkem Galacidu, kterd méla krat$i obdobi mlééné vyzivy.

Na rozdil od Kolbem (1962) uvddéného absolutniho mnozstvi ketolatek
v krvi zvifat s jednoduchym zaludkem (1 mg%) byla ndmi zji§tovana hladina
jiz v tfetim tydnu aZ trojndsobné vyssi. Tento fakt jsme nemohli srovnat se
zadnymi tdaji v dostupné literatute, zda se viak, ze odpovidad tdajim Bartose
a kol. (1962). Tito uvadéji, ze sliznice bachoru telat je jiz v 1.—3. tydnu stafi
schopna produkovat ketoldtky jako u dospélého skotu. V této dobé bylo jiz nasim
pokusnym telatiim predkladano seno.

Nahly pokles hladiny ketolatek v sedmém tydnu zivota si vysvétlujeme za-
fazenim mrkve do krmné davky. Mrkev jako krmivo bohaté na lehce stravitelné
uhlohydraty ma zvySovat obsah kyseliny propionové, ktera podle Giirtlera
(1962), Bartose . a kol. (1962), Adrichema (1963) a dalsich autori ma
antiketogenni uéinky.

Nepravidelné a nahlé vykyvy koncem 3. a ve 4. mésici Zivota si vysvétlu-
jeme predpoklddanymi zménami kvageni v bachoru po pomérné nahlém nahra-
zeni mrkve pomérné velkymi ddvkami krmné fepy (u telat byly v této dobé po-
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zorovany relativné casté meteorismy a v krvi zvyseni hladiny volného acetonu),
ptficemz ve shodé s Kolbovymi (1962) adaji dochazi ke zvétSeni objemu
ketogennich mastnych kyselin (maselné). Zda se, ze toto kolisdni hladiny keto-
latek Gzce souvisi rovnéz s kolisanim aktivity fermentd, jak uvddi Baldajev
(1)56) a Kolb (1962) a je nutno uvazovat i o vlivu poklesu hemoglobinu,
erytrocytu, leukocyti, zbytkového dusiku a chloridda (Chramcov 1960) a o vli-
vu zvySujici se hladiny prchavych mastnych kyselin (Rejntam 1960). Je
samoziejmé, Ze neni mozno vyloucit z pusobeni na vykyvy hladiny ketolatek
ani vlivy hormonalni (Bémer 1964; Kolb 1961; Nath, Khanade 1960),
teplotni (Prokos 1961) a dalsi, které vsak nami sledovany nebyly.

Z vysledki pokusu je zfejmé, Ze vyvoj ketonemie u telat jevi dynamiku
v jednotlivych fazich postnatidlnihc vyvoje znaéné odlisnou a Zze ketonemie do-
sahuje dolni hranice hladin zvitat dospélych jiz v prvych tydnech Zzivota, nedo-
sahuje vSak ani v Sesti mésicich stdfi primérnych hodnot ndmi zjisténych u doj-
nic (Spurny 1963; Spurny, Lebeda 1963; Spurny, Surynek1966).

Rozdilny zpasob mlécné vyzivy neovlivnil dynamiku vyvoje ketonemie kva-
litativné, rozdily jsou pouze kvantitativni. Z tohoto aspektu lze tedy povazovat
vyzivu egalizovanym mlékem s Galacidem za vyhovujici, biologicky vsak méné
hodnotnou vzhledem k niz§im pfirdstkim a vy$§im hladinam ketolatek.

SOUHRN

U dvou Sesti¢lennych skupin telat, lisicich se vzdjemné typem mlécné vy-
zivy byla sledovana hladina ketolatek v krvi.

Hladina ketolatek u obou skupin jevila stejnou dynamiku a pohybovala se
v mezich od 1,72 mg% a 1,37 mg% do 6,53 mg% a 4,55 mg%. Priimérna hla-
dina ketoldatek byla ponékud vy$si po celon dobu pokusu u skupiny krmené
egalizovanym mlékem. '

Vzestup hladiny ketolatek v prvych tydnech Zzivota je vysvétlovan roz-
vojem funkce pfedzaludku a pfestavbou metabolismu; pfic¢iny dalsich vykyva
jsou pak spatfovany hlavné ve zménach krmné davky.

Jsou diskutovany mechanismy zmén ketonemie a posuzovana vhodnost obou
zpusobt mlééné vyzivy z hlediska ketonemie a vahovych prirtstki.

Doslo dne 4. 11. 1966
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Passutue xeroHemuu Yy TexdAT B NMOCTHATaJJbHOM OHTOrE€HE3e -

1. ﬂpn MOEHHH NEeNbHBIM MOJOKOM W HOPMAaNHM30BAHHBIM MOJIOKOM C nobasneHmeM I‘anau}ma

b JABYX Irpymnm 1o 6 TEJAT, B3AMMHO OTJHYAJOIIUXCA TUIMOM MOJOYHOrO IMmMUTAHUA, HCCIEHO-
BAJICA YPOBE€HbL KETOBCIIECTB B KPOBHM.

YpopeHs KeToBeujecTs y ofeMx IPYMN HMeJ OAMHAKOBYIO AMHAMMKY M Kojebanca B Ipenesax
or 1,72 mr% u 1,37 mr% no 6,53 mr% wu 4,55 mr%. Cpenunii yponens keropemiecTs 6ba1 He-
CKOJIPKO BBINIE B TEUCHME BCETO THNA y TPYMNEL, KOPMJEHHOI HOPMAJIM30BAHHEIM MOJOKOM.

Pocr ypoBus KeroBelljecTB Ha TIEPBHIX HeAeJAX JKU3HM OGBACHAETCA pPasBUTHEM QyHKIMH
npeKenynKa M IepecTpoiikoit Mera(osMaMa; NMPUUYMHBI IPYTUX OTKJIOHEHHH 3aTeM BCTPEYaloTCH
rJaBHBIM 00pa3oM B M3MEHEHHAX KOPMOBOTO pAIMOHA.

O6cyxnaorcs MeXaHM3MBl M3MEHEeHMI KeTOHEMHH M pAacCMATPHBAETCH [IPUTONHOCTE OGOMX
€r10co60B MOJIOUHOTO NMHUTAHMA C TOYKM 3PEHMA KETOHEMMHM M [IPHBECOB.

The Development of Ketonemia in Calves in the Post-natal Ontogenesis — I. In the
Case of a Feeding of Full Cream Milk and of Homogenized Milk with a Galacid
Supplement

In two groups of six calves each, differing mutually by the type of milk
nutrition, the level of keto-substances in the blood was examined.

In both groups the level of keto-substances showed the same dynamics and
ranged within limits of from 1.72 mg®, and 1.37 mg’, to 6.35 mg%, and 4.55 mg%,.
The average level of keto-substances was somewhat higher for the whole test period
in the group receiving homogenized milk.

The rising of the level of keto-substances in the first weeks of life is con-
sidered to be the results of the development of the function of the manyplies and
of the transformation of the metabolism. As causes of further fluctuations are con-
sidered above all changes in the feed ration.

There is a discussion on the mechanisms of the changes of ketonemia, and the
suitability of both methods of milk nutrition with regard to ketonemia and weight
increases has been evaluated.
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Entwicklung der Ketonimie bei Kilbern in der postnatalen Ontogenese — I. Beim
Trinken mit Vollmilch und egalisierter Milch mit Zusatz des priparates Galacid

Bei zwei sechsgliedrigen Kilbergruppen, welche sich voneinander durch den
Typ der Milcherndhrung unterschieden, wurde der Gehalt des Blutes an Keton-
stoffen verfolgt.

Der Kettonstoffe-Spiegel wies bei beiden Gruppen dieselbe Dynamik auf und
bewegte sich in den Grenzen von 1,72 mg’, und 1,37 mg’, bis 6,53 mg’, und
4,55 mgf%, Der Durchschnittsgehalt des Blutes an Ketonstoffen war wihrend des
ganzen Versuches bei der mit egalisierter Milch gefiitterten Kélbergruppe etwas
hoher.

Die Erhohung des Ketonstoffe-Spiegels in den ersten Lebenswochen wird auf
die Entwicklung der Funktion der Vormagen und Umstellen des Metabolismus zuriiék-
gefiihrt; die Ursachen weiterer Schwankungen erblickt man in den Verdnderungen
der Futterration.

Es werden die Mechanismen der Ketondmieverdnderungen erdrtert und die
Eignung beider Milcherndhrungsmethoden vom Gesichtspunkt der Ketondmie und
der Gewichtszunahmen bewertet.

Adresa autoru:

MVDr. Oldfich Spurny, MVDr. Zdenék K 1luc, prof. MVDr. Milan Lebeda, CSc.,
Vysokd Skola zemédélskd, veterinarni fakulta, katedra patologické fyziologie,
Brno, Palackého 1-3

@® 2. sjezd potravinarskych chemiku

Ve dnech 3.—7. ¢ervence 1967 pordda odbornd skupina pro potravinarskou
a agrikulturni chemii Ceskoslovenské spoleénosti chemické 2. celostatni sjezd
s mezindrodni tdasti v Jihlavé. Hlavnim tématem sjezdu bude vyzivovd hod-
nota potravin a potravinarskych surovin a jeji zmény pii zpracovani a sklado-
vani potravin. Pozornost bude zamérena z potravin rostlinného ptvodu hlavné
na obiloviny, ovoce a zeleninu, z potravin zivoéi§ného puvodu na maso a masné
vyrobky a mléko a mlééné vyrobky. Bliz§i informace o programu sjezdu, pri-
hlagky k uéasti i k referatium pfijima:

Ing. B. Mica, CSc., Vyzkumny ustav bramborarsky, Havli¢gkav Brod.
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K. Cernik PRIPRAVA INAKTIVOVANE VAKCINY
J. Zuffova PROTI PSEUDOMORU DRUBEZE

1. INAKTIVACNI UCINEK BETA-PROPIOLAKTONU
A FORMALINU NA VIRUS PSEUDOMORU DRUBEZE
(NEWCASTLESKE NEMOCI)

B V stadiu enzootického zamoreni zemé Newcastleskou nemoci (N. n) s cas-
tou frekvenci vyskytu novych vzplanuti je jedinym prostfedkem masové profylaxe
hromadné pouzivani zivych vakcin, jejichz vyhodou je snadna aplikovatelnost
hromadné per os v pitné vodé nebo aerogenné (aerosolem) a pomérné nizké na-
klady, spojené s vyrobou a aplikaci. Po zlepseni nakazové situace mozno po-
myslet na prechod k inaktivovanym vakcindm. Prumyslova velkovyroba v dri-
bezarskych velkopodnicich vsak neposkytuje dobré podminky pro aplikaci in-
aktivovanych vakcin, které vyzaduji individualni oSetfeni kazdého zvitete. Moz-
no vsak zvolit kompromisni feSeni, tj. ockovat chovnad zvirata rozmnozovacich
chovli inaktivovanou vakcinou, ¢im se vylou¢i moznost prenosu infekci, §ificich
se vertikdlni cestou, a produkéni a jate¢nou dribez ockovat zivymi vakcinami
se zachovdnim vsech jejich vyhod.

Ukolem predlozené prace bylo vyset¥it priibéh inaktivace kment viru N. n.
s ruznou virulenci formalinem a beta-propiolaktonem (BPL) porovnanim uéin-
nosti obou inaktivaénich prostredki za riaznych teplot s perspektivou pouzit
ziskané poznatky pfi pfipravé acinné inaktivované vakciny.

LITERARNI PREHLED

Formalin k inaktivaci viru N. n. pouzila od r. 1944 celd fada autort
k pripravé vakciny v riiznych modifikacich (Skoda, Zuffa 1957 a, Lan -
caster 1962, 1964). Formalinem byly inaktivovany pfedevsim virulentni
kmeny, protoze se soudilo, ze maji vy$§i imunogenitu nez kmeny mezogenni
a lentogenni. I kdyz tomu tak nemusi byt (Hanson 1951), existuji kmenové
rozdily v imunogenité, a proto se doporucuje pouzivat k pripravé vakciny smés
nékolika kmenti.

Ve vakeiné podle Trauba (1943) zustava formalin zachovan, ve vakciné typu
Salkovy poliomyelitické vakciny se neutralizuje kyselym sifi¢itanem sodnym. Po-
sledni metoda neni zcela bezpeénd, protoze sifi¢itan sodny patii mezi latky, které
mohou reaktivovat inaktivované zarodky (Uecker 1963). Némecké predpisy pro
kontrolu inaktivované vakeciny proti N. n. jsou prizpasobeny vakeiné Traubova typu
(Eissner a Schneider 1965). S vakeinou Salkova typu ziskali Spatné zkuSe-
nosti Siegmann a Grafe (1965), ktefi inaktivovali silné viruletni kmen, pomno-
Zeny na kulecich embryich (KE), nizkou koncentraci formalinu (0,0259%;) po dobu
8 dni a pak formalin neutralizovali. Po pokusné vakcinaci touto vakcinou, adsor-
bovanou na Al(OH)s, uhynulo 51Y, vakecinovanych kurat a opakovanym pasdzova-
nim ma KE byl z vakeiny izolovan virus. schopny pomnoZeni.
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Skodaa Zuffa (1957 b) inaktivovali smés alantoamniotickych tekutin (AAT)
a chorioalantoickych blan (CHAM) 0,025 9%, formalinu 24 hod. pfi 25°C. Kontrolou
inaktivace na KE nebylo zjisténo pomnozeni viru. Jacotot a Vallée (1959, 1963)
pouzivali k inaktivaci viru v suspenzi AAT, CHAM a tél embryi formalin v kon-
centraci 59, pri teplot& 16 az 209C 3—4 dny. Vakcina pri piidani adsorbencia nebo
adjuvancia a nafedéni obsahovala 0,59/, formalinu a 109, virové suspenze. Din-
culescu a Nedelciu (1963) zjistili pokusy na 10dennich KE a 2!/, mésiénich
kuratech, Ze koncentrace 0,59, formalinu na 109, antigenu je ptili§ vysoka a muze
byt snizeno na 0,19, s nutnou dobou inaktivace 8—10 dni. Koncentraci 0,1°, forma-
linu pii chladni¢kové teploté pouzivali Hofstad et al. (1963).

Betapropiolakton (BPL) v ¢istém stavu je ¢ird, lehce olejovita, na-
sladle az Stiplavé pachnouci tekutina, molekulové vahy 72,06, rozpustnd ve vodé pri
250C do 37 obj.%. Pri 4°C muZe byt skladovdn mejméné 3 roky beze zmén. Vy-
hodou i nevyhodou BPL jako inaktivaéniho prostredku je, Ze ve vodnim roztoku
hydrolyzuje v inaktivni B-hydroxypropionovou Kkyselinu:

C|>H-z—(|3H2 + HO - CHa—sz
l
0—C=0 OH C=0
I
OH

ve fyziologickém roztoku i v mensi podil kyseliny B-chlorpropionové. Polo¢as rozpadu
klesa exponencidlné v zavislosti ma teploté: pti 259C je 210 min., pii 37°0C asi 30 min.
a pfi 750 jen 5 min. Hydrolyza vyvoldva pokles pH nepufrovanych roztoki na
pH = 3,0. Poklesu pH mozZno zabranit pridanim {ris-(hydroxymethyl)-aminomethanu
jako narazniku. Uéinnost BPL je vazana na jeho reaktivnost s -SH a -S-S- sku-
pinami proteint, ackoliv reaguje i se skupinami -OH, -NH2 a -COOH. (Haas 1962,
Vischer et al. 1963, Hazeu a Hueck 1965.)

BPL jako inaktivaéni prostfedek pii vyrobé umrtvené vakeciny poprvé vyzkou-
Seli Lo Grippo et al. (1955, 1960) a Mack a Chotisen (1956). Byly sledovany
rizné zplsoby inaktivace viru N. n. pii teploté 4°C 48 hod. (Appleton et al
1963), pti teplotd 21°9C 2 hod. (Sullivan et al. 1958 a Gill et al. 1959) a pii 37°C
2 hod. Mack, Chotisen 1956, Haig et al. 1962 s pouzitim elektromagnetické
michacky, Keeble a Wade 1963, Simmins, Baldwin 1963, Windmill,
Weddell 1961, Piercy et al. 1963 a Hofstad 1963).

Koncentraci 0,025 9, zkouseli Mack, Chotisen (1956), Winnmill a Wed -
dell (1961) a Simmins, Baldwin (1963), 0,033%, Haig et al. (1962), 0,19,
Sullivan et al. (1958), Gill et al. (1959, 1964), Keeble a Wade (1963),
Piercy et al. (1963) a Hofstad (1963) a 0,05 az 0,2% Appleton et al. (1963).
Ucinnost koncentrace 0,01—0,19, pii teploté 37°0C v ¢asovém rozmezi 30—180 min.
sledovali Cherby a Valette (1964). Macleod (1965) pripravil inaktivovanou
vakeinu z kmene Van Roekel viru mozkomi$ni obrny driubeZe inaktivaci BPL v kon-
centraci 0,025, 0,05 a 0,19, Dostateéné té¢inna byla jen nejvy3si koncentrace.

MATERIAL A METODIKA

Inaktiva¢ni dcinek formalinu a BPL by zkoumdn na kmenech viru N. n.
riizné virulence: Virulentni kmen 366/4 byl izolovan v r. 1963 z vrany obecné
sedé na katedte infekénich chorob Veterinarni fakulty VSP v Kosicich (Vrtiak
et al. 1964). Z mezogennich byl vySetfovan kmen Hertfordshire (H) a 50. sé-
riovd pasdz kmene Roakin na tkariovych kulturdch kufecich embryonélnich bunék
(R/TKs0), z lentogennich kmen La Sota. Kmeny byly uchovavany v lyofilizova-
ném stavu.

K pripravé viru byla inokulovdna 10 denni kufeci embrya davkou ca
2 X 10° EIDso a inkubovdna 48 hod. pti 37 °C. Vyfazena byla KE, ktera
uhynula do 24 hod. inkubace. Z ostatnich byly odebrany AAT a CHAM a z nich
ptripravena homogenni suspenze. Tkanova linie kmene Roakin byla pomnozena

‘na kulturdch kufecich embryondlnich bunék (KEB) v Roux-ldhvich o obsahu
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1200 ml kultivaci 48 hod. pti 37 "C. Uvolnéni viru, vdzaného na buiiky, se do-
sahlo zmrazenim a rozmrazenim. V obou pfipadech, tj. u viru vajeéného i tka-
fiového, byla virova suspenze centrifugovdna 30 min p¥i 2000 obr./min a super-
natant rozdélen po 100 ml do lahvi, opatfenych gumovymi zatkami. Zaroven byl
stanoven infekéni titr pro kultury KEB v Parkerové mediu s 5 % teleciho séra
a 0,1 % glukézy.

Jako inaktiva¢ni prostiedek byl pouzit 10% formalin nebo BPL, ktery byl
pfiddn hned po rozplnéni v takovém mnozstvi, aby virovad suspenze obsahovala
0,1, 0,05 nebo 0,025 % formalinu resp. BPL. Lahve byly ulozeny pii teploté
4, 420 nebo +37 °C. V pravidelnych éasovych intervalech byly odebiriny
vzorky a jejich infekénost ihned titrovdna na zkumavkovych kulturdch KEB,
naotkovanim desetinasobnych fedéni virové suspenze po 0,1 ml do 4 zkumavek.
Zkumovkové kultury byly posuzovany po 6 dnech kultivace pti 37 °C zjistovanim
cytopatogenniho a¢inku (CPE) mikroskopicky a hemaglutinind pfiddnim 1 ml
0,5% kohoutich erytrocytd u kmenti mezogennich a velogenniho a HA testem
u lentogenniho kmene La Sota. Infekéni titr byl stanoven podle Reeda
aMuenche (1938).

V obdobi, kdy se uz infekénost inaktivované virové suspenze nedala doka-
zat na kulturdch KEB, ockovali jsme nefedénou suspenzi v dévce 0,2. ml do
alantoické dutiny 10 dennich KE, kterd byla inkubovdna 7 dni pi 37 °C. Béhem
této doby bylo zaznamenavéno denné hynuti a stanoveny hemaglutinaéni titry
AAT, odebranych z uhynulych KE i z téch, kterd prezila 7 dni.

VYSLEDKY POKUSU

U¢inek formalinu. Jak je patrno z inaktiva¢nich k¥ivek (obr. 1) vy-
Setfovanych kment, obé vy$si koncentrace formalinu — 0,1 a 0,05 % — in-
aktivuji pfi 37 °C virus v suspenzi vaje¢ného plivodu zcela do 4 hod. ptisobeni.
U lentogenniho kmene LaSota dojde k inaktivaci uz do 1 hod. Niz§i fedéni forma-
linu — 0,025 % — ma vyrazné slabii inaktivaéni a¢inek. Jen u kmene LaSota
doslo k inaktivaci do 4 hod., zatimco u kment 366/4 a H zistal v suspenzi
neinaktivovany virus i po 6 hodinidch. Uplna inaktivace v§ak byla prokizana
po 24 hod. u vSech kmenti. Zcela odli§né se chovala linie R/TKso, u niz doslo
k inaktivaci koncentraci 0,1 % formalinu do 6 hod., ale koncentrace 0,05
a 0,025 % vykéazaly béhem této doby jen malou aéinnost a v suspenzi ztistal
zachovén virus v pomérné vysokém titru 10%° resp. 10%° TKIDs0/0,1 ml.

Formalin pfi teploté¢ + 20 °C mél aéinek jen mirné protrahovany. U kmene
H doslo k plné inaktivaci koncentraci 0,1 a 0,05 % do 6 hod. a do 24 hod.
i koncentraci 0,025 %.

Uc¢inek BPL. BPL v koncentraci 0,1 % pti teploté 37 °C inaktivuje ves-
kery virus v suspenzi mezi 30 a 60 min. piisobeni, v koncentraci 0,05 % do
60 min. u mezogennich kmenti a do 120 min. u velogenniho kmene (obr. 2).
Také nejnizsi koncentrace 0,025 % vykazuje ve viech ptipadech plnou dé¢innost
do 120 min. U lentogenniho kmene LaSota byly vsechny koncentrace BPL plné
ucinné do 30 min.

Pti teploté +4 C inaktivovala koncentrace 0,1 a 0,05 % BPL veskery
virus v suspenzi uz do 3 hod. u kmene H a do 6 hod. u kmene R/TKso. Pii
koncentraci 0,025 % BPL vsak jeité po 6 hod. inaktivace byl zjiitén dost vy-
soky titr v suspenzi — 1033 TKIDs0/0,1 ml v obou ptipadech. Po 24 hod. viak

nebyl izolovdn ze suspenze Zivy virus.

%
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Ve viech pripadech inaktivace formalinem a BPL bylo dokazovano pti nej-
niz§ich fedénich virové suspenze (10° ptipadné 107 ve zkumavkovych kulturach
poskozeni bunék, podobné CPL, i malé mnozstvi hemaglutininti, projevujici se
do titru 10“°—10"°. Tiemi slepymi pasazemi obsahu téchto suspektnich zkuma-
vek na kulturdch KEB se nepodarilo pomnozit virus do titrovatelného mnozstvi.
Takto inaktivovany virus byl inokulovan itraalantoicky KE. Do 7 dni inkubace
nebyly zjistény pfipady specifického uhynuti KE. Lze tedy povazovat tyto hod-
noty za nulové. Podle kontrolnich pokusii vyvolava koncentrace 0,1 % BPL v déav-
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Obr. 2: Krivky inaktivace viru Newcastleské nemoci betapropiolaktonem pri teploté
37 a 40C

|
.

ce 0,1 ml na zkumavku do 24 hod. po inokulaci degeneraci bunék v kultufte,
velmi podobnou CPE viru N. n. Polovi¢ni koncentrace 0,05 % BPL vsak tento
uc¢inek neprojevuje.

DISKUSE

Inaktivace viru N. n. formalinem probiha ve srovnani se stejnou koncentraci
BPL vice nez dvakrat pomaleji. Ve vsech pripadech vsak je pomérné maly rozdil
v G&innosti koncentrace 0,1 a 0,05 % inaktivaéniho prostiedku, naproti tomu
0,025 % vykazuje u vsech kment a pri viech vySetfovanych teplotach, zvlaste
u formalinu, podstatné pomalejsi acinck. Inaktivaéni kiivky probihaji na zacatku
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zhruba po pfimce a teprve ke konci inaktiva¢éniho procesu dojde ke zpomaleni
rychlosti inaktivace, odpovidajicimu tkazu, ktery se popisuje jako ,tailing effect”.
Vzhledem na pomérné kratkou dobu inaktivace neni v nékterych pfipadech tato
koneéna face inaktivace patrna. ,Tailing effect” ovliviiuje u formalinu jednak
povaha prostfedi a vlastnosti samotného viru, u BPL jeho pomérné rychla
hydrolyza pri vyssich teplotach.

Skute¢nost, ze v zddném pripadé nedoslo pii titraci infekénosti na kulturach
KEB ke zjisténi absolutné nulovych hodnot, a to ani po 24 hod. inaktivace, moz-
no prijatelné vysvétlit pusobenim zbytkid nebo rozpadovych produkti inakti-
vatniho prostfedku na bunky, imitujici CPE | a dikazem hemaglutininu, obsa-
zeného v inokulu. Naofkovdnim KE a pasdzovanim na kulturach KEB se doka-
zalo, ze neslo o zivy, reprodukce schopny virus.

Mnozi autofi soudili, Ze formalin inaktivuje infek¢nost a schopnost mnozeni
viru reakei s proteinovym obalem virové ¢astice a vyjadfovali obavu, Ze virové
¢astice mohou obsahovat infekéni RNK. Dosud vsak o tom nebyl podin dikaz
pri zkouskdch inaktivovanych vakcin. Kromé toho formalin reaguje i s RNK,
a to teoreticky s volnymi hydroxyly ribozy i aminoskupinami purinovych a pyri-
midinovych bézi: adeninu, guanidinu a cytosinu (Haas 1962).

Kdyby se meélo prokazat s pravdépodobnosti blizkou jistoté, Zze virova
suspenze, inaktivovand formalinem, obsahuje v 1 litru 5 nebo vice virovych éastic,
schopnych pomnozeni, bylo by t¥eba, podle zkusenosti s inaktivovanou vakcinou
proti poliomyelitidé, vySetfit z jedné vyrobni Sarze az 1500 ml vakciny
(Eissner, Schneider 1965). Vysetfeni takového objemu vzorku by bylo
pfi bézné kontrole vakciny technicky i co do ndkladdi netumérné naro¢né. U for-
molovych vakein podle Trauba, u nichz se pouZivaji jednak pomérné vysoké kon-
centrace formalinu a po skonéeni inaktivace neni formalin neutralizovdn ani ji-
nym zpusobem odstranén a které jsou i po skonéeni inaktivaéniho procesu trvale
vystaveny pusobeni formalinu v koncentraci 100 i vice ug v 1 ml, je po odfiltro-
vani virovych shlukt (,protected particles“) a ¢astetek tkdné neskodnost vakci-
ny zajiSténa dostatecné spolehlivé.

O BPL se pavodné soudilo, Ze jeho Géinnost na proteiny je minimalni. Zku-
Senosti s inaktivaci viru slintavky a kulhavky vsak dokazuji, Ze rozsah mezi in-
aktivaci a ztrdtou imuniza¢ni schopnosti je uzsi nez pifi inaktivaci formalinem
(Haas 1962). Znamenitym dokladem toho jsou neptiznivé vysledky, které za-
znamenali Appleton et al. (1963, 1964) v imunizaénich pokusech s virem
N. n., inaktivovanym BPL v koncentraci 0,05 az 0,2 % 48 hod. pti 4 °C. Vysvét-
leni tohoto netispéchu mozno hledat v tom, ze BPL si uchoval Géinnost b&hem
celych 48 hod., protoze pti teploté +4°C je znaéné odolny vGéi hydrolyze,
a znic¢il nejen infekéni, ale i imunogenni schopnost viru. Tim se nejen potvrzuje,
ale i dostateéné vysvétluje nidzor Piercyho et al. (1963), Ze protrahované
vystaveni viru BPL pfi nizkych teplotich postihuje jeho antigenitu.

O vhodnosti BPL k inaktivaci viru pro produkci vakcin svédéi ptiznivé vy-
sledky mnoha autorti s vakcinou pfipravenou inaktivaci pfi teploté 37 °C. Podle
vysledkd, uvadénych v citované literature, a vlastnich pozorovani neni pro in-
aktivaci rozhodujici koncentrace BPL v rozsahu 0,025 az 0,1 %, jako spise
teplota, za niZ inaktivace probiha. Zatim se zd4, Ze teplota 37 °C je optimalni,
protoze do 2 hod. doslo ve viech pfipadech k inaktivaci viru. Béhem této doby
se u¢innost BPL, jehoZ polotas rozpadu je pti teploté 37 °C asi 30 min., snizi na
1/16 a inaktivace se s nejvétsi pravdépodobnosti postupné automaticky sama
prerusi. Vliv B-hydroxypropionové kyseliny na pokles koncentrace vodikovych
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jontd se neutralizuje bezpecné pri dalsim zpracovani vakciny pridanim Al(OH)3
jako adsorbencia.

Nami dosazené vysledky s BPL se velmi blizi pozorovini Cherbyho
a Valettea (1964), ktefi dosahli spolehlivy inaktivaéni ucinek pti 37 °C
koncentraci 0,1 a 0,5 % uz po 30 min. ptsobeni. Koncentrace 0,02 % davala
neurcité vysledky do 180 min. Koncentrace 0,0143 byla G¢inna az po 150 min.
a koncentrace 0,01 % byla do 180 min. netG¢inna.

SOUHRN

Byla vysetrovana inaktiva¢ni a¢innost formalinu a betapropiolaktonu v kon-
centracich 0,1, 0,05 a 0,025 % pti teplotach 37, 20 a 4°C na 4 kmeny viru
Newcastleské nemoci ruzné virulence. Inaktivace betapropiolaktonem probiha,
proti inaktivaci formalinem, vice nez dvakrat rychleji. Koncentrace 0,025 %

vy

vykazuje ve vsech pripadech ve srovnani s ob&ma vy$simi koncentracemi pod-
statn€ pomalejsi acinek. Optimalni teplota pro inaktivaci betapropiolaktonem je
37 °C po 2 hod. Za téchto podminek dojde brzo k hydrolyze inaktiva¢niho pro-

sttedku a proces inaktivace se aulomaticky prerusi.
Doslo dne 25. 7 1966
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HPHI'OTOBJXCHHC uHaxmnnpomumoﬁ BAKIMHBI NPOTHB ICEBIOYYMBbl NTHL —

I. Vuakrupupyiomee aeiictsie Gera-nponuonakToHa M (OpManMHA HA BHPYC MCEBAOUYMbI NTHI|
(uploKacabpckoi 60mesHu)

Wsyuanoce mHakTHBHUpYyolgee AeiicTBue gopManuHa U GeTa-UpOINMOJAKTOHA B KOHI[EHTPALMAX
0,1, 0,05 u 0,025 % npu Temneparypax 37, 20 u 40C Ha 4 wraMMa BUpyca HBIOKACJLCKOH 60-
JIe3HH pagHoit sHpyaeHtHocrd. VHakrupauus npu nomomu 6era-mponuosakTOHAa 110 CpPaBHEHHIO
¢ MHaKTupayueil opManuHoM npoTexaer sasoe Osicrpee. Konmenrpaums 0,025 % mno cpasHenuio
¢ ofeumu Gosee BLICOKMMH KOHIEHTPAMAMM B GOJILIIMHCTBE Ciyyaes JHEfCTBYeT TOpPasio MeiJeH-
wee, OnTuMansHas TeMmieparypa Aii MHaxTHMBanuu GeranponuonakroHoM — 37 0C cnyers 2 waca.
B Takmx ycnosuix BCKOpe HacTymaer I'MAPOJIH3 MHAKTHBALMOHHOIO CPENCTBA, M TPOLECC WHAKTH-
BalJUM ABTOMATHYECKH [pPeKpaljaercs.

Preparation of Inactivated Vaccine against Newcastle Disease.
I. Inactivation of Newcastle Disease Virus by Beta-Propiolacton and Formalin

The inactivating activity of formalin and beta-propiolactone in concentrations
of 0.1, 0.05, and 0.025 per cent at temperatures of 37, 20, and 4 °C on 4 strains of the
Newecastle disease virus of various virulence was investigated. Compared with the
inactivation caused by formalin, the inactivation by means of beta-propiolactone
is more than twice as fast. Compared with the two higher concentrations
the concentration of 0.025 per cent gives a considerably slower effect in all cases. The
optimum temperature for inactivation by means of beta-propiolactone is 37°C for
2 hours. Under these conditions there soon occurs hydrolysis of the inactivating
agent and the process of inactivation is automatically interrupted.

Adresy autorit:

MVDr. Karel Cernik, Bioveta, m. p., Nitra
Ing. Jolanda Zuffova, Vysoka Skola polnohospodarska, katedra fyziologie
a anatomie hospodarskych zvierat, Nitra
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J. Chury ANTIGONADOTROPNI UCINEK VOJTESKY
K. Panek A JEHO PODSTATA

M Neptiznivy vliv zkrmovani vojtésky na fertilitu, popsany Foltynem
(1960), Adlerem a Traininem (1961) je vesmés vysvétlovan pri-
tomnosti estrogénné aktivnich latek v této rostlingé. Pokusy provddénymi v letech
1963 a 1964 se zkrmovanim vojtésky (Chury a Crha 1964, Chury
a Panek 1964) byli jsme privedeni k zavéru, ze negativni vliv zkrmovani
vojtésky na plodnost nelze jednostranné prevadét na estrogénné aktivni latky,
pfitomné v této rostliné. V roce 1964 jsme spolu s Pankem vyslovili pfedpoklad,
ze by mohlo jit o antiestrogénni latky, na jejichz moznou existenci ve vojtésce
poukdzal Ershoff se spolupracovniky (1956) a které experimentalné pro-
kdzal Adler (1961, 1962). Zjisténi, ze zkrmovani vojtésky vede u kralika
k blokadé provokované ovulace (Chury a Crha 1964) a ze u samci krys
vyvolava atrofii semennych vacki (Péanek 1964) jakoz i zjisténi (Chury
1965), ze zkrmovani vojtésky potlacuje v nékterych pripadech odpovéd hypofyzy
a ovaria na podavany estradiolbenzoat vedla nas k zavéru, ze by mohlo jit téz
o latku s antigonadotropnim ué¢inkem.

Antigonadotropné aktivni latky byly prokazany v radé rostlin, zejména
v Lithospermum ruderale (Drasherova 1950, Plunkett a Noble
1951, Breneman 1960, Kemper a Loeser 1959). Vyznacuji se tim,
ze inhibuji u¢inek gonadotropnich hormont, zejména pak LH a to jak in vivo,
tak in vitro. Povaha téchto latek neni znama; podle nékierych autorti mohlo by
jit o derivaty hydrochinonu, o némz je zndmo, ze interferuje s gonadotrofiny
adenohypofyzy (Meloun 1963, Skalka 1965 Skalkova 1965).
Opirajice se o uvedend zjisténi a tdaje v literatute sledovali jsme otazku, zda lze
ve vojtésce prokazat pritomnost latek, kleré by bylo mozno oznacit za anti-
gonadotropni latky.

MATERIAL A METODIKA

Pokusy byly provadény na krysich samickach kmene Vistar, rozdélenych do
skupin a to dvou kontrolnich a jedné pokusné.

Pokusy s antigonadotropnim vlivem vojtésky byly provadény dvojim zpi-
sobem: v prvni ¢asti pokusi byly sami¢ky primérné vahy 77 g krmeny vojtéskou
s Larsenovou dietou (pomér 1 dil LD a 1 dil suSené, mleté vojtésky) 5 dni a pak
injikovany 30 m. j. LH ve formé prepardtu ,Praedyn Spofa“. Jako kontrola slou-
zily samicky téze vahy a stafi, krmené jen Larsenovou dietou, redukovanou na
tutéz davku jako u krys pokusnych. Toto uspofddani pokusu a kontroly mélo
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vylouéit ovlivnéni reaktivity ovaria na poddvany LH pii relativnim hladovéni
zvifat. Ve druhé casti pokusa byl krysim samickam prumeérné vahy 35 g injiko-
van LH v mnozstvi 30 m. j. na zvife po smichani s roztokem latky izolované
z vojtésky. Létka izolovana z vojtésky byla rozpusténa v destil. vodé a po roz-
pusténi odméfené mnozstvi roztoku smichano s odvazenym mnozstvim LH tak,
aby 0,2 ml odpovidaly 30 m. j. LH. Tato smés nechana stat 1 hodinu pti teplo-
té laboratote 20—22 °C.

Jak pii prvém, tak pri druhém pokusném usporddani byly pokusné a kon-
trolni samicky zabijeny za 24 hodiny od injekce LH, nebo smési LH s roztokem
latky izolované z vojtésky.

Biologicky ucinnd latka byla z vojtésky izolovdna z 0,1 N HCI extraktu po
jeho frakcionaci éterem a chloroformem, popsané Adlerem (1962)
a Liuzzo a spol. (1960). Eterovou extrakei 0,1 N HCI extraktu vojtésky
se odstrani estrogény, chloroformovou extrakci antiestrogény (Adler 1961,
1962). Zbylou frakei 0,1 N HCI vojtéskového extraktu jsme dale zpracovavali
takto: byl priddn roztok octanu olovnatého a vznikld srazenina oddélena filtraci.
Filtrat- zluté barvy opét srazen octanem olovnatym, vznikla-li srazenina, byla
oddélena filtraci. Filtrat svétle zluty byl probublavan sirovodikem, vypadla sra-
Zenina oddélena filtraci. Filtrat znovu probublan sirovodikem a filtrovan. Filtrat
byl pak zahu$tovdn na vodni lazni. Ziskana latka byla sledovdana na své bio-
logické tucinky a na nékteré chemické vlastnosti. Byla sledovdna rozpustnost
v nékterych organickych rozpoustédlech, redukéni vlastnosti, chovani latky pri
chromatografii na papife za pouziti riznych soustav.

POKUSNE VYSLEDKY

Zkrmovéani vojtésky po dobu péti dni ovlivnilo reakci ovaria na aplikova-
nych 30 m. j. Praedynu Spofa. U kontrolnich samicek krmenych Larsenovou
dietou zvysila ddvka 30 m. j. uvedeného hormonalniho pfipravku vahu ovaria
z 10,6 na 25,5 mg. V ptipadé, ze krysi samicky byly krmeny Larsenovou dietou
a vojtéskou (aa) zvysila tdz davka téhoz pfipravku vahu ovaria jen na 17,1 mg.
Ucinek preparatu byl tedy o 44 % slabsi. Riizné vzorky vojtésky vykazovaly vsak
rlizny Géinek na aplikovany hormondlni pfipravek. Proto bylo v nékterych pfi-
padech zaznamenéno jen slabé omezeni tc¢inku aplikovaného ptipravku.

Injekéni pokusy s aplikaci téhoz hormonalnfho pfipravku v téze davce po
smichdni s roztokem latky izolované z vojtésky daly vysledky uvedené piehledné
v tabulce:

Skupina Ovaria mg % zvyseni 9, snizeni N P
Kontrolni | 106+ 1,7 " = 8 =
30m.j. LH 24,9 + 2,4 +134 . 9 | 0,005
30 m. j. LH +latka 19,1 + 1,9 + 80 — 40 8 | 0,01
30m.j. LH 23,5 + 2,6 +121 - 4 | 0,005
30 m. j. LH -+ latka 15,2 4+ 3,0 + 43,4 64,5 8 | 001
30 m. j. LH - litka ] 20,3 + 2,8 +o0 | —24 4 | 0,02-0,05
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V priméru byl d¢inek 30 m. j. Praedynu Spofa oslaben izolovanou latkou
z vojtésky o 42 %. Oslabeni G¢inku hormondalniho prepardtu nastalo jen v pii-
padé, ze smés hormonu a latky stila 1 hodinu pii teploté laboratore 20—22 °C.
Byla-li smés injikovana ihned po smichani, nebylo oslabeni u¢inku prepardtu
pPOZOrovano.

Intensita zdbranného vlivu na poddvany preparat byla u rdznych vzorka
vojtésky riizna. Zjistili jsme kupi., ze u vojtésky z roku 1964 byla mnohem vyssi,
nez u vojtésky z téze lokality v roce 1965. Na zdkladé uvedenych vysledki pfed-
poklddame, ze vojtéska obsahuje kromé estrogénnich latek a antiestrogént téz
latku, pusobici antigonadotropné.

Tuto latku lze z vojtésky izolovat v metodické ¢asti prace popsanym po-
stupem. Odpafenim filtrdtu po probublani sirovodikem lze ziskat Zlutavé-bilou
hmotu, pomérné nesnadno krystalizujici, rozpusinou ve vodé, zfedéném etanolu,
metanolu, acetonu. Latka je nerozpustnd v chloroformu, koncentrovaném alko-
holu, acetonu, metanolu. M4 trpce-sladkou chuf. Jeji roztoky neméni barvu po
alkalizaci-zfedénym KOH, NaOH a Na»COj;. Vodné roztoky redukuji Fehlingtv
roztok jen slabé. Po predchozi hydrolyze latky ziedénou HCI nastdva silna re-
dukce Fehlingova roztoku. Latka je zfedénou HCI hydrolyzovdna velmi snadno
a rychle jiz pti teploté 80—90°C. P¥i hydrolyze ma reakéni smés prijemnou
ovocnou vuni. Neni-li z HCI extraktu odstranéna uplné kyselina solnd, dochazi
pri zahustovani filtratu na vodni lazni k hydrolyze; pfi zahu$fovani vypadavaji
z roztoku dlouhé, bilé jehlice. Tyto nejsou rozpustné v éteru a neredukuji Fehlin-
guv roztok.

Chromatografie roztoku latky ve vodé na papife Whatman ¢. 1 ukazala,
ze se latka chova jednotné a ze je pomérné ¢istd. V soustavé butanol : kys.
octova : voda (4:1:5) putuje latka pomalu a ma RF 0,11—0,13. V soustavé
chloroform : kyselina octova : voda (2:1:1) a soustavé kyselina octova : voda
(1:1) ma RF0,85—0,88. S roztokem FeCls skvrna latky nereaguje. V ultra-
fialovém svétle fluoreskuje modie. Amoniakédlni roztok AgNO; ddva ihned po
postfiku skvrnu slabé hnédou, kterd pozdéji modra, po zahiati na 90 °C skvrnu
hnédou. Paulyho reagens davd skvrnu oranzové barvy. Barva skvrny se alkali-
zaci papiru neméni a rovnéz fluorescence skvrny neni alkalizaci papiru
ovlivnéna. .

Na zakladé uvedenych vysledkli orienta¢nich pokusii s izolovanou latkou
z vojtésky lze predpoklddat, ze jde pravdépodobné o glykosid, silnych redukénich
vlastnostf. Glykosid je snadno hydrolyzovatelny zfedénou HCI, coz podstatné
ovliviiuje jeho izolaci v extraktu bez pfedchoziho tplného odstranéni HCI
z extraktu.

DISKUSE

Ve vojtésce nebyla dosud zndma ptfitomnost latky, kterd by méla anti-
gonadotropni u¢inky. Lze to vysvétlit tim, Ze dosavadni vyzkumy nebyly timto
smérem zaméfeny a dédle prote. ze blokdda sekrece LH adenohypofyzou a tim
blokada provokované ovulace mohla byt vysvétlena obsahem estrogénnich latek,
pripadné antiestrogénnich latek v této rostling. Protoze estrogénni latky, stejné
jako antiestrogénni latky jsou z 0,1 N HCI extraktu vojtésky odstranény postu-
pem podle Liuzzo a spol. (1960) a Adlera (1961, 1962) je velmi
nepravdépodobné, ze antigonadotropni acinek pii zkrmovacich pokusech souvisi
s pritomnosti estrogénii a antiestrogént ve vojtéice. Tento zavér je plné podpo-
rovan vysledky pokust in vitro s roztokem izolované latky z extraktu. Snizeni
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Géinku LH plsobenim izolované latky ukazuje, ze za antigonadotropni ucinek
vojtésky je zodpovédna velmi pravdépodobné nami izolovana latka. Jeji anti-
gonadotropni Géinek je pravdépodobné v tzkém vztahu k jejim silnym redukénim
vlastnostem. Je totiz znamo, ze redukéni latky podstatné ovliviiuji aktivitu gona-
dotrofnich hormontd adenohypofyzy.

SOUHRN

Navazujice na naSe dfivéjsi prace (Chury a Crha 1964, Chury
a Panek 1964, Chury 1965) sledovali jsme otazku, je-li ve vojtéice pri-
tomna antigonadotropné pusobici latka. Zpracovanim 0,1 n HCI extraktu voj-
tésky po predchozim oddéleni estrogénnich latek extrakci éterem a antiestrogén-
nich latek extrakei chloroformem (Adler 1961, 1962) frakcionovanym sra-
Zenim extraktu octanem olovnatym byla ziskana latka, jejiz roztok snizuje v prii-
méru aktivitu LH o 40 % ve srovnani s kontrolou. Inhibice nastava jen v pti-
padé, Ze roztok latky izolované z vojtésky putsobil na LH in vitro nejméné 1 ho-
dinu pfed injekci. Vzorky latky izolované z vojtésky rostouci na téze lokalité,
avsak v razné dobé a roce se lisily inhibi¢nim Géinkem na LH.

Doslo dne 11. 2. 1966
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AHTHrOHaIOTPONHOE NEHCTBHE NIOLEPHBI M €ro CyUIHOCTh

[Iponomxas Hamy npexuion paory (Xypst u Lpxa — 1964 r., Xypet u Ilasex — 1964 r.,
Xypst — 1965 r.), Mbl M3yuanu BOMPOC HANMUHMA B JIOLEPHE BEIIECTBA C AHTHTOHANOTPOMHBIM Jei-
CTBHEM. \

IMyrem o6paborkn 0,1 n HCI skcrpakra modepHs: — mocje MpeauleCTBYIOUIEro OTHeJIeHHA
3CTPOreHHBIX BEUICCTB 3KCTPaKuueil 3pHMPOM ¥ AHTHICTPOTEHHBIX BEUIECTB IyTeM SKCTPAKUHUM XJO-
popopmom (Anzep, 1961 —62 rr.) — QpakuHOHMPOBAHHKEIM CBEPTHIBAHHEM JKCTPAKTA YKCYCHOKHC-
JIBIM CBHHIOM GBIJIO MOJy4€HO BEUECTBO, PACTBOP KOTOPOro cHuwxaer aktusHocth LH B cpemnem
wa 40 % no cpasHennio ¢ xkoHrposneM. HHrubGuuus HacTynaer JMIUb B TOM CJy4ae, KOIJla PacTBOP
1130QMPOBAHHOIO M3 JIOLEepHLbl Bemjectsa neiicrsosais Ha LH uu BuTpo He Menee 1 uaca 10 MHBEK-
uun. O6pasusl BemiecTBa, M30JMPOBAHHOIO M3 pacTymleif B TOH K€ MECTHOCTH JIIOUEpPHbl, HO
B pasHOC BpeMs M B pasHble TONa, OTJIMYAJNCh CBOMM MHIMOMIMOHHBIM neiictsueM Ha LH.

The Antigonadotropic Effect of Lucerne and its Principle

Reassuming our former works (Chury and Crha 1964, Chury and Panek 1964,
Chury 1965) we investigated the problem whether an antigonadotropic substance is
present in lucerne. After the preliminary separating of oestrogenic substances by
extraction with ether, and of antioestrogenic substances by extraction with chloro-
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form (Adler 1961, 1962), a substance was obtained by means of processing a 0.1 n
HCIl extract of lucerne by fractionate coagulating with lead-acetate The solution
of this substance lowers the activity of LH on an average by 409, in comparison
with the control. The inhibition sets in only in case that the solutlon of the sub-
stance obtained from lucerne has affected LH in vitro for at least 1 hour hefore
the infection. Samples of the substances insolated from lucerne growing on the
same locality but at different time and year differed in their inhibition effects
on LH.

Antigonadotrope Wirkung der Luzerne und ihr Wesen

Zuriickkommend auf unsere vorhergehenden Arbeiten (Chury und Panek 1964,
Chury und Crha 1964, Chury 1965) haben wir die Frage verfolgt, ob in der Lu-
zerne ein antigonadotroper Wirkstoff anwesend ist. Durch Verarbeitung von 0,1 HCI
des Luzerneextraktes nach dem vorhergehenden Ausscheiden der Ostrogenstoffe
durch die Extraktion mit Ather und Antiéstrogenstoffe durch die Extraktion mit
Chloroform (Adler 1961—1962) und durch die fraktionierte Fillung des ExtraKtes
mit Bleiazetat wurde ein Stoff gewonnen, deren Lésung im Durchschnitt die
LH Aktivitit um 409, im Vergleich mit der Kontrolle herabsetzt. Die Inhibition
entsteht nur in dem Falle, wenn die aus der Luzerne isolierte Stofflosung auf LH
in vitro mindestens 1 St. vor der Injektion eingewirkt hatte. Die Muster der Stoffe,
die aus der Luzerne, die auf der selber Lokalitdt wichst, isoliert sind, aber in ver-
schiedener Zeit und Jahr, haben sich durch die Inblhltxonswu'kung auf LH unter-
schieden. |

Adresa autori:

Prof. MUDr. Jifi Chury, MVDr. Karel Panek,
Biologicky ustav veterinarni fakulty VSZ, Brno, Palackého 1-3
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MALE INFORMACE

® Jak zmoci zaplavu informaci.

Neustale rostouci problém tzv. ,explose informace“ si vynucuje nejriznéjsi
pokusy o TeSeni. Jeden z nejpokrckovéjsich a mejslibnéjsich piistupt uplatiiuje
organizace I. S. I. (Institute for Scientific Information) ve Filadelfii. Organi-
zase zavedla radu vynikajicich sluzeh. Zakladnim programem je tzv. Science
Citation Index (S.C.T.). Titulova bibliografic je zde sefazena zajimavym zpu-
sobem, ktery v podstaté spoc¢iva ve zjisténi, cituje-li autor néjakou praci, pak
zde ziejmé musi byt néjaka vécna souvislost. Tak napr. ma-li uzivatel S.C. 1.
néjakou dutlezitou citaci, muze nejen okamzité zjistit vSsechny prace uvedenym
autorem citované, ale rovnéz i vSechny dalsi publikace, které tuto praci cituji.
Z dalsiho programu firmy je u nas jiz pomérné znamy casopis Current Con-
tents, ktery vychazi ve dvou radach a prinasi kazdy tyden obsahy nové vyslych
Casopistt a adresy autort. Méné znamy je jiz Index Chemicus, ktery informuje
v priméru o 120 000 nové syntetizovanych latkach roéné.

Skute¢né vsak prevratna je dalsi sluzba oznacovana jako A.S.C. A. (Auto-
matic Subject Citation Alert), coz je v podstaté individualni dokumentaéni
sluzba pro kaZdého jednotlivého pracovnika. Védecky pracovnik dostava tak
kazdy tyden citace nejnovéjsich praci z oblasti, ktera jej zajima, naprogramo-
vané mnoha raznymi zptusoby. Daldim dopliikem sluzeb je program O.A.T.S.
(Original Article Tear Sheet), ktery vhodné dopliiuje uvedené systémy a po-
skytuje pracovnikim kopie vsech poZadovanych ¢lanku. To vsak neni uplny
program firmy. Zbyvaji jesté dalsi sluzby oznacované jako I.S.I. Search
Service a I.S. 1. Magnetic Tapes.

Za zminku déle stoji, Ze spolednost zaméstnava okolo 125 pracovniki a uzi-

va samoéinnych podéitadt, hlavné systému 1B M 360 a I'B M 7044.
Lis

e Kolik vychazi na svété veterinarnich c¢asopisu?

Podle publikace “World Medical Periodicals“, kterou vydala W.M.A.
v r. 1961, jich vychazi okolo 170. Protoze jsou vynechany nékteré staty (ty,
které nejsou c¢leny W. M. A.). bude skute¢ny stav jesté vyssi. Informovany
védecky pracovnik by ovsem meél sledovat i dalsi ¢asopisy z humdanni mediciny
a experimentalni biologie. Jejich pocet je udavan ¢éislem 5806. Z mich napr.
pouze tuberkuldézou se zabyva 137 casopisu, fyziologii 81, endokrinologii 48,
anatomii 73 ¢asopisti atd. Casopisy vsak nejsou jedinym zdrojem informace.
Je treba dale sledovat rozsahlou produkei knizni, zpravy ze sjezdl, sympozii
a konferenci, disertaéni a habilitaéni prace a nékdy i velmi rozsahlou litera-

turu firemni a patentovou.
Lis



L. Slesingr AKTIVITA LEUCINAMINOPEPTIDAZY
U BREZICH KRAV A FEN

B Réimec systematického sledovani aktivit enzyml v krevnim séru domacich
zvitat za fyziologického a patologického stavu (Slesingr 1959, 1965) jsme
v posledni dobé rozsifili o leucinaminopeptiddzu. Chemickou a biochemickou
charakteristiku LAP wvedly jiz prdce Lettowova, Jaeger 1963 a 1965,
(Goggel, Creutzield, Murucas 1960). Enzym nas zaujal ze dvou
divodi, jez oba jsou zajimavé z hlediska veterinarni klinické diagnostiky. Je to
predev§im orgdnovd a druhova heterogenita, ktera se vyskytuje u LAP a je od-
visld od obsahu nékterych stopovych prvka. Déle je to zvySena aktivita LAP
u téhotnych zen. Tato otdzka, jak se zdd byla jiz z¢ésti objasnéna. Bylo proka-
zano, ze oxytocindza je cystinaminopeptidaza, jez inaktivuje za postupujici gra-
vodity progresivné vznikajici oxytocin tim, ze hydrolyzuje peptidovou vazbu. Po-
névadz princip oxytocinu za téhotenstvi je vlastné aktivace aminopeptidazy, je
tim zvySena aktivita LAP béhem téhotenstvi u zen vysvétlena (Lettowova,
Jaeger 1965), (Schobel, Wewalka 1962).

Uvedenou koncepei by mély v tomto smyslu rovnéz potvrdit poméry enzymu
u bfezich zvifat, u nichz jak je zndmo, se oxytocindza nevyskytuje.

Slo ndm proto o ovéfeni danych pomérii u nékterych druhéi domécich zvi-
fat za gravidity. Dale nds zajimala otdazka pripadného vyuziti aktivity LAP
v rdmci aktivity ostatnich enzymt pfi diagnostice toxikemie u zvifat, ktera se
¢asto vyskytuje v pribéhu gravidity. Predpoklddame, Ze by tato hypotéza ptispé-
la rovnéz k feSeni ketéz u brezich krav.

METODIKA

Aktivitu LAP v séru jsme sledovali béhem brezosti:

a) u 37 krav, 4—6 rokl starych, v ¢asovych intervalech 2 mésice, 1 mésic,
3—5 dnt pfed a 3—5 dnli po porodu,
b) u 20 fen, 3—6 roki starych riizného plemene v &asovych intervalech
1 mésic, 3—5 dnt pfed porodem a 3—5 dnt po porodu.
V uvedenych poétech nejsou zahrnuta zvifata, u nichz se v uvedenych in-
tervalech odbér krve nezdatil, nebc bylo ziskdno hemolytické sérum.
Krev jsme odebirali v rannich hodinidch u krav z vena jugularis, u fen
z vena saphena a po koagulaci jsme podrobili sérum rozboru do 5 hodin.
Ke stanoveni aktivity LAP jsme sérum fedili 1:50 a postupovali ddle podle
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metodiky uvedené Pojerem (1963), vypracované Goldbargem a Ru-
tenburgem (1958), Goldbargem, Pinedou a Rutenburgem
(1959), Pinedou (1960).

VYSLEDKY A DISKUSE

Namérené aktivity LAP u nebrezich krav (0,3 mikromolu) jsou z dosud
ziskanych hodnot u sledovanych zvifecich druhti nejnizsi. Béhem brezosti ne-
mély zvysSujici se trend, jak je patrno z tabulky I. Béhem téze doby jsme sou-
casné sledovali hodnoty transamindz jako ukazatele zmén jaterni funkce, aby

bylo mozno vylou¢it vliv gravidni toxemie.

I. Aktivita leucinaminopeptiddzy u brezich krav a fen.
V mikrolomech 1 ml/1 hod. (37°C)

’ -
D | poter | st | 2 pied | Lmie prea |59 ot 3sanayo | oy
| ; | 30 krav
kravy 37 |4-6T. x=0,3 0,34 0,27 0,3 0,3
0,2—0,7 0,17-0,88 | 0,25-0,29 | 0,15—0,88 | 0,19—0,66
s=0,11 | 0,12 0,05 0,192 0,162
u 25 psu
feny 20 |3-6r. %=1l 1,28 1,35 1,3
0,6 —1,46 | 0,6 —1,64 | 0,55—1,5 0,7 —1,4
§=0,194| 0,21 0,184 0,165

Vzhledem k tomu, ze aktivita LAP se béhem brezosti nezvysovala, lze pred-
pokladat, ze pfi nezménéné jaterni funkci neni aktivita LAP u krav ovlivnéna
vysokou graviditou jako je tomu u ¢&loveéka. Podle literarnich ddaji  (Semm
1958) neni oxytocindza u bfezich krav na rozdil odlidského organismu za-
stoupena.

Aktivita LAP u bfezich fen vykazovala zna¢nou variabilitu, podminénou
pravdépodobné individudlnimi vlivy. Primérné hodnoty nevykazovaly ani zde
béhem brezosti vyraznéjsi vykyvy nebo vzriist. Ziskané hodnoty odpovidaji vy-
sledkim Lettowové (1965). :

ZAVER

V préci jsme neprokazali zvySenou aktivitu leucinaminopeptiddzy u bfezich
fen a krav, jak je tomu u téhotnych zen. U obou druht zvifat odpovidaji namé-
tené hodnoty aktivit hodnotam naméfenym u téhoz druhu nebfezich zvirat. Roz-
dilné vysledky u clovéka a zvifat se zdivodiiuji nepfitomnosti oxytocinazy jako
aminopeptiddzy u brezich fen a krav. Normaélni hodnota aktivity leucinamino-
peptidazy u krav byla dosud ze sledovanych zvifat nejnizii a obnasela 0,3 mikro-
molu. U brezich fen se pohybovala pted a po porodu od 1,1 do 1,35 mikromolu
(1 ml/1 hod/37 °C).

Doslo dne 27 8. 1965
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AKTHBHOCTH JeHIIHHAMMHONENTHAA3BL Yy CTE€NBHBIX KOPOB H IE€HHBIX CYK

B paore paccmaTpuBajoch MOBBIMICHHE AKTHBHOCTH JeiiuHamuHomentuaassl. Hamu He
ObLI0 yCTaHOBJICHO TMOBBINIEHHON AKTHBHOCTH q)epMEHTa y LUIEHHBIX CyK H CTeJNBHBIX KOpPOB, KakKk 3TO
Habnwonaercs y SCPEMCHHHX JKeHUIHUH. Y oboux BUIOB XHUBOTHBIX 3aMCHEHHBIC BCIHYMHBI AKTHB-
HOCTH OTBEYaioT BeJIHYMHAM, 3aMEPEHHBIM y TOTO jKe BHIAa He(epeMeHHLIX >KUBOTHEIX. Paznuynbie
pesyJbTaThl, NOJydeHHble y 4e/OoBeKa M y JKHBOTHBIX, O0yCJIOBJEHBI OTCYTCTBHMEM OKCHTOLEHA3HI,
KaK aMMHONENTHIA3bl y ILIEHHbIX CyK M CreJbHbIX Kopos. HopManabHas BeaMYMHA aKTMBHOCTH
JIeHIMHAMUHONENITHAA3b y KOPOB Oblja caMOif HH3KOH 10 CPAaBHEHHIO C M3y4aeMbIMH JKMBOTHBIMM
n cocrapasna 0,3 mukpomona. Y cobak cpenHss BeJlMYMHA AKTHBHOCTH cocTtaBHia 1,3 MUKpomous.
YPOBHH 9H3MMATHYECKHX AaKTHMBHOCTCII HE HAXONMJMCH MO BIMAHUEM GCPCMCHHOCTH.

Activity of Leucinamidopeptidase in Pregnant Cows and Bitches

In this work we were engaged in investigating the increase of leucinamido-
peptidase activity. We did not ascertain any increased activity of this enzyme in
pregnant bitches and cows as is found in pregnant women. The measured values
of activities in both species of animals correspond to those found in the same species
in non-pregnant animals. The differing results in man and in animals may be sub-
stantiated by the absence of oxytocinase as aminopeptidase in pregnant bitches and
cows. The mormal value of activity of leucinaminopeptidase in cows has been found
lowest among the animals investigated so far, and amounted to 0.3 micromol. An
average value of activity of 1.3 micromol was found in dogs. These values of
enzymatic activities were not influenced by pregnancy.

Aktivitit der Leuzinaminopeptidase bei trichtigen Kiihen und Hiindinnen

In der Arbeit haben wir die Erhohung der Aktivitdt von Leuzinaminopeptidase
verfolgt. Wir haben keine erhohte Aktivitit dieses Enzyms bei trichtigen Hiindinnen
und Kiihen festgestellt, wie es bei schwangeren Frauen der Fall ist. Bei beiden
Tierarten entsprechen die gemessenen Werte der Aktivitit den Werten, die bei den
gleichen nicht tridchtigen Tierarten gemessen wurden. Die unterschiedlichen Er-
gebnisse beim Mensch und Tieren begriindet die Abwesenheit der Oxytozinase als
Aminopeptidase bei triachtigen Kiihen und Hiindinnen. Der normale Wert der Akti-
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vitdt der Leuzinaminopeptidase bei Kiihen war von den verfolgten Tieren am nied-
rigsten und betrug 0,3 Mikromoll. Bei Hunden wurde der durchschnittliche Akti-
vitdtswert 1,3 Mikromoll gemessen. Diese Niveaus der enzymatischen Aktivititen
waren nicht von der Trachtigkeit beeinfluf3t.

Adresa autora:
MVDr. Lubomir Slesimgr, Vyzkumny ustav vyzivy zviiat, Pohofelice u Brna

@ Maly informaéni kviz

Americkd dokumentaéni organizace ISI (Institute for Scientific Informa-
tion) uveiejnila nasledujici kviz (Science, 152, 1127, 1966).

1. Jaké procento vyzkumu je nevé- 5. Podet védeckych ¢lankl se zdvoj-

domky opakovano, protoZe neby-
la provedena dostate¢nd literarni

nasobuje kazdé:

reserse? 4 13 {gfy

a. 12% c. 25 let

. 4% 0;0 d. 35 let

C.

d. 68 0/?, . Prumérny ¢lanek je citovan:

Ze v8ech védeckych pracovniku,
ktefi vibec kdy v historii néco
publikovali dosud publikuje:

a. 1,5 krat ro¢né
b. 3 krat za rok
¢ 5 krat za rok
d. 11,5 krat ro¢né

a8 2b 0/0

b. 509, . Primérny ¢lanek lauredta Nobe-
c. 759 lovy ceny je citovan:

d. 909,

Jaké procento vyzkumniku nikdy
nehleda v literature?

a. 3 krat za rok
b. 10 krat ro¢né
c. 22 krat roéné

a. 259, d. 160 krat ro¢né

B g% 370 Ktery nejvétsi mnohadisciplinovy
Cs o védecky index je dnes publiko-
d. 72% v&n?

4. Jaka organizace je nejvétsi sve- a. Index Medicus
tovou bankou zaznamnich paskt b. Chemical Abstracts
samocdinnych podéitaét publikova- c: Referativnyj Zurnal
nych védeckych informaci? d. Science Citation Index
a. National. Library of Medicine e. Biological Abstracts
b. Vsesojuznyj institut maudnoj f. Engineering Abstracts
i techniéeskoj informacii. g. U. S. Government R &
c. Institute for Scientific Infor- D Reports
mation. ;s . : .
: q . Jaky je prumémmy pocet citaci ve
d. National Aeronautics and videckém &l&nku?
Space Administration.
e. Clearinghouse for Federal Sci- a. 3
entific and Technical Infor- b. 9
mation. (S i {
Odpovédi: 1.b; 2.d; 3.a; 4.c; 5.b; 6.a; 7.a; 8.d; 9.c. Lis
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I. Kunstyr VLIV DAVKY A UPRAVY ANTIGENU

V. Bozdéch A ZPUSOBU JEHO PODANI NA VYSI TITRU
KRALICICH HEMOLYSINU A HEMA-
GLUTININU

B V predchazejicim sdéleni (Kunsty¥, Bozdéch 1966) bylo po expe-
rimentdlnim ovéreni doporuceno imunizac¢ni schéma, s jehoz pomoci lze ziskat
od kralikti hemolysin (hemolyticky amboceptor) o vysokém titru. V tomto sdéleni
predklddame vysledky daldich pokust, ve kterych jsme se snaZzili ovérit nékteré,
v literatufe doporucované postupy tpravy antigenu, tj. beranich krvinek, apravy
jeho objemu, jakoz i zplsobu jeho podani. Sledovali jsme pfitom nejen moZnost
zdokonaleni navrhovaného schématu, ale v§imali jsme si i paralelné naristajicich
hemaglutinint, jejichz pripadny vy$si titr by mohl nezéddoucim zpisobem inter-
ferovat s titrem hemolytického amboceptoru pti vlastni reakci vazby komple-
mentu.

MATERIAL A METODIKY

V uvedenych pokusech bylo pouzito celkem 52 kralika. Pokud jde o jejich
ofetfovani a ustdjeni, jakoz i ziskdvani a uchovavani vzorkt a zpusobu stano-
veni hemolytické jednotky, odkazuji na predeslé sdéleni (Kunstyr,
Bozdéch 1966).

Hemaglutininy byly detekovdany postupem, ktery doporu¢uje Majsky
(1965). Schéma postupu je uvedeno v tabulce I. Po naredéni séra a ptidani be-
ranich erytrocyti nésleduje inkubace 30 min. pfi pokojové teploté; nato se zku-
mavky lehce odstfedi (1000 obr./min po dobu jedné minuty) a po vyjmutf
z centrifugy se vysledek zhodnoti po protfepani obsahu zkumavek. Zptsob hod-
noceni je rovnéz uveden v tabulce 1. '

Moznost zvyseni docilovanych {itrd hemolysini upravou davky antigenu
byla sledovana pfi jejim zdvojnasobeni v pokuse na osmi kralicich.

Moznost a vhodnost pouziti upraveného antigenu k ziskdni vyssiho titru
jsme sledovali na hemolyzovanych erytrocytech, ¢ili erytrocytdrnich membra-
nach, které jsme ziskdvali postupem podle Azena a spol. (1965) s urditym
zjednodusenim. Po lyzi erytrocyti v hypotonickém pufru a propréni opakovanou
vysokou centrifugaci nebyl kone¢ny produkt lyofilizovan, nybrz ponechan v roz-
toku pri chladnickové teploté po dobu imunizace kraliki. Hustota suspenze
erytrocytarnich ,stini”, jakoz i kontrolni suspenze plnjych erytrocytii byla sta-
novena spocitanim v Biirkerové komirce.
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I. Uspoiddéani reakce pri detekeci hemaglutinint

Zkumavka ¢&. | 1 2 ‘ 3 4 5 6 7 8 9 10 Odstrani se
Fyziol. roztok -101)| 01 01| 0,0/ 01] 0,1 0,1 0,1 :O,lml
| |
‘ i
Zkousené : v
sérum o1 01| — Wy (. S| (IR ~— |—ml
Pienasi se —|l0o1| 01/ 01| 01| 0,11/ 0,1 0,1 0,1/0,1ml 0,1 ml
Vysledné 1 2 4 8 16 32 64 128 [256 |512
fedéni (ne-
red.)
Berani |
erytrocyty 0101 01|01/ 01|01 01] 01| 0,1/0,1ml
prané, 2 % [
|

Hodnoceni séra:
-+ + + + = kompaktni neroztiepatelny sediment, supernatant po zatfepani Ciry

Pozitivni + -+ + = sediment roztfepatelny na 2—3 velké vloc¢ky, supernatant po zatfe-
péni mirné razové zkalen
+ -+ = sediment roztfepatelny na drobné vlo¢ky, supernatant zakaleny
nezaglutinovanymi erytrocyty
Negativni -+ = po roztfepani sedimentu patrné ojedinélé vlo¢ky a silné zkaleny
supernatant

sediment kompletné roztfepatelny, supernatant bez jediné viditelné
vlo¢ky, zakalen volnymi nezaglutinovanymi erytrocyty

]

VLASTNI POKUSY A VYSLEDKY

1. SROVNANI INTRAVENOZNIHO A INTRAPERITONEALNIHO PODANI
ANTIGENU

Bylo pouzito 10 kralikti o primérné vaze 2,4 kg; skupiné péti kralikd byla
stejnd davka antigenu jako kontrolnim poddna misto intravenézné intraperito-
nealné (1., 12., 17. a 22. den). Geometrické priméry titri hemolysinu u obou
skupin jsou vyjadfeny v Jogaritmech a vyneseny na grafu 1.

Z grafu vyplyva, ze zatimco na antigenni podnét prvnich péti imunizaé¢nich
davek odpovidd organismus kralikd pfiblizné stejné, vyvola styk s antigenem
pti dalsich imunizaénich ddvkach zfetelné nizsi vzestup titru hemolysinu v po-
kusné skupiné oproti kontrolni. Od 17. dne imunizace nastdvd na kiivce titru
intraperitonedlné imunizovanych kraliki, zfetelny zlom. Od tohoto okamziku titr
nestoupa, nybrz ponékud klesa.

Pro objektivnost vyjddfeni rozdilu vysledk imunizace obou skupin byly
titry hemolysinu ve finalnich vzorcich séra, zndzornéné koneénymi body obou
kfivek, vyhodnoceny z hlediska vyznamnosti statistickym t testem podle Stu-
denta pro vybér malého rozsahu, na zdkladé hypotézy o shodnosti pruméri. Jde
o vybér s 8 stupni volnosti, primérné hodnoty titrii, vyjadfené v logaritmech,
jsou pro pokusnou skupinu 4,024 = 0,292 a pro kontrolni skupinu 3,199 =
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-+ 0,685. Vypoétené Studentovo t = 2,48 (tabelované 2,31), takze rozdil titra
hemolysintt v obou skupindch, v zavislosti na zptusobu podadni antigenu, je 28.
den imunizace statisticky vyznamny na 5% hladiné vyznamnosti.

Lze fici, ze intraperitonedlni poddni antigenu se k ziskani vysokého titru
krali¢ciho hemolysinu nehodi.

2. SROVANI TITRU HEMOLYSINU PRI ZDVOJENE DAVCE ANTIGENU

Tato moznost zvyseni titru byla sledovana na skupiné 8 kraliki o pramérné
vaze 2,26 kg pfi normalnim schématu imunizace (Kunstyf, Bozdéch
1966). Geometrické pruaméry titri pokusné a kontrolni skupiny jsou uvedeny
v grafu 2. Je zfejmé, ze dvojnasobnd davka antigenu (dvakrat koncentrovanéjsi
suspenze erytrocytia) vyvold ponékud nizsi titry hemolysinu nez ddvka normalni.

10{1 TT T T imunizace
10 ]
ZV f’ T ‘} ‘5 T T munizace .
ldj
10- =g
///
‘\ 10
10~ :
i
, 10"
10
| 10+
10 r T T 7 r T 5
6% 7% 5 % 5 % ow 0§ fo 5 20 2 300N
L e =

Graf 1. Dynamika titru hemolysinu proti ~ Graf 2. Dynamika titru kréali¢tho hemo-
b'eramm erytrocytim po intravendznim  lysinu pi¥i normélni (¢arkované) a dvoj-
(Carkované) a intraperitonalnim (plné) po- nasobné (plné) davece antigenu

dani antigenu. Krivky jsou spojnicemi

geometrickych pruméra zjisténych hod-

not skupiny 5, resp. 4 kralikt. Jednot-

kou je log

3. SROVNANI DYNAMIKY HEMOLYSINU A HEMAGLUTININU
Ve trech dil¢ich pokusech bylo pouzito celkem 14 kraliki (4 + 5 + 5),

vét§inoq samic o primérné vaze 2,3 kg. Pfed ukonfenim tfetiho pokusu jeden
ze skupiny uhynul, takze koneéné titry jsou hodnoceny ze ctyt kralikd.
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Prvni pokus probihal v zdfi az fijnu, druhy v fijnu az listopadu a tfeti
v listopadu az prosinci 1965. Nejlepsiho krmeni a nejlepsi péce se dostalo prvni
skupiné, htre byla krmena tfeti a nejhlife druhd skupina.

Krivky geometrickych prumért hemolysinii a hemaglutinini jednotlivych
pokustl jsou zndzornény na grafu 3.

Z gratu vyplyva predevsim ta skutenost, ze hemolysiny dosahuji vidy vys-
§ich koneénych titrl, rozumi se titri sér ziskanych koneénym vykrvenim kralikd,
nez hemaglutininy. Rozdil je v pruméru 2,343 logaritmu. K tvorbé hemagluti-
nind dochédzi pozdéji nez k tvorbé hemolysinii, a to zhruba o 10,8 dne. Doba
latence, vyjaddiena pramérnou dobou mezi prvni imunizaci a prvnim objevenim
se detekovatelnych protilatek, je u hemolysinii primérné 3,7 dne, zatimco
u hemaglutinini 14,5 dne. Charakter kfivky nartstdni titru je v pfipadé obou
druht protilatek obdobny. Z rozdilu titrd v jednotlivych pokusech vyplyva vy-
znam vyzivy zvifat pro jejich protilatkovou odpovéd. Z tabulky II. vyplyva, ze
je statisticky signifikantni rozdil ve vysi docileného titru hemolysinii mezi dobte
a $patné krmenymi kraliky.

T T T T T T imunizace
10 y
; hemolysiny
1 3 e | S s C.0
1 imunizace
[ T T m A B
: , oy
10 1
] :
] 1
7 1
3- 4O~_:
105 ]
E hemoqluunmy‘- _3 T
1 105
401-5 5 i
] g ]
i ’1
1 10—
103 5
B -<
i 10"
0 5 1o 5 20 25 30 0W

T T T T T T G
0 5 10 5 20 25 30 DN
Grar 3. Srovnani dynamiky. titru kra- Graf. 4. Dynamika titru kréali¢iho hemo-
licich hemolysini (plné) a hemagluti- lysinu pri imunizaci plnymi erytrocyty
ninu (¢arkované): pri dobré péci o pokus-  (¢arkované) a pranymi erytrocytarnimi
né kraliky — pokus 1; pli nedostateéné membranami (plné). Pokus 1 = A, B; po-
péci o pokusné kraliky — pokus 2; pii kus 2=C, D i
snizené urovni péc¢e o kraliky — pokus 3
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I1.

‘ Logaritmus Primérna doba
Krmeni | koneénych titri latence ve dnech
Pocet " |
Pokus kralika béhem ,
| pokust | hemolysint hemaglutinina ull;:ix;lg- gliu}tf:x‘lg;
o |
8 4 dobré | 4,879 2,182 4 14,5
‘ 0,424 +0,352
2. 5 Spatné 4,024 1,866 3 14,5
+0,685 40,689
3. 4 méné | 4,579 2,408 4 14,5
vyhovujici +0,821 -4+0,271 ] |
Vyjadreni statistické vyznamnosti vlivu vyZzivy na konecné titry hemolysint
| ‘ S Vyznamnostna 5 %,
Pokusy t vypoctené t tabelované | Pofg;:;:g s intervalu
‘ F spolehlivosti
|
1+2 1 2,37 2,365 ‘ 7 vyznamné
1+3 0,653 2,447 \ 6 nevyznamné
2+3 1,09 2,365 ) 7 nevyznamné

4. SROVNANI DYNAMIKY HEMOLYSINU PO IMUNIZACI
PLNYMI ERYTROCYTY A ERYTROCYTARNIMI MEMBRANAMI

Ve dvou dil¢ich pokusech bylo pouzito celkem 20 kraliku, bez ohledu na
pohlavi. V prvnim pokuse bylo 10 kraliki o pramérné vaze 1,9 kg; ve druhém
pokuse mélo 10 kraliktt pramérnou vahu 3,3 kg. Vysledky znazorniuje graf 4.
Ukazuje se, ze pii stejném objemu antigenu, tj. pfi stejném poctu plnych erytro-
cyti v kontrolni skupiné a stejném poctu erytrocytarnich membran ve skupiné
pokusné jsou jak dynamika hemolysint, tak i jejich koneéné titry prakticky
stejné (krivky A a B). Potvrzuje to, mimo jiné, konecna faze ktivek druhého
pokusu, kdy se nepodafilo dodrzet zcela vyrovnany pomér objemu antigenu pfi
poslednich dvou imunizacich (pokusnd skupina dostala ponékud mensi objem
antigenni davky nez kontrola): kifivka pokusné skupiny C je v tomto tseku
ponékud nizsi nez krivka kontrol D (graf 4).

DISKUSE

Zpusob intraperitonealniho podani pfi vét§im objemu antigenu a opako-
vané aplikaci, jakd prichazi v daném pfipadé v avahu, by byl technicky vy-
hodny. Néktefi autoti docilili pfi tomto zplisobu podani relativné nejlepsich vy-
sledki (Draper a Sissdorf 1957). Vysledky naseho pokusu vsak
zietelné dokladaji, ze by byl tento zptisob méné vyhodny vzhledem k nizsim do-
cilenym kone¢nym titrim.
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Je znamo, ze prili§ vysoké davky antigenu plsobi spise depresivné na
tvorbu protilatek (Sterzl 1960). V naSem pfipadé se zdvojnasobeni objemu
ddvky antigenu projevilo, oproti skupiné imunizované, davkou normalni, tj. po-
lovi¢ni, nizsimi koneénymi titry hemolysinti. (Schéma imunizace viz Kun-
styf, Bozdéch 1966.) Korespondujicim zpiisobem byly snizeny i hemaglu-
tininy. Bude vhodné zjistit jesté, jak by pusobily davky antigenu sice zvysené,
nikoliv viak o 100 %.

Ve smyslu komplexni obrany proti cizorodému antigenu vytvari organismus
kralikti proti aplikovanym beranim erytrocytim vedle hemolysina jesté dalsi
protilatky, z nichz nejvétsi pozornost zasluhuji hemaglutininy. Z hlediska sprav-
né hodnotitelnosti reakce vazby komplementu je jejich pfitomnost nezadouci
(Cupik 1959). Ukazuje se, ze pii daném imunizaénim postupu vznikaji
hemaglutininy, jejichz finalni titr je v priméru o 2,3 log nizsi nez titr hemoly-
sinli, takze nemohou interferovat s hemolysiny. Maji vsak stoupajici tendenci,
takZe pfi opozdéném poslednim odbéru, resp. exsanguinaci kraliku by se jejich
pritomnost mohla projevit rusiveé.

Na uvedenych trech pokusech se ndam nechténé (v dobé dovolené stdlé
osetfovatelky) podaril dikaz dtlezitosti vyzivy a péce ¢ zvirata: Pii jejich $patné
trovni jsou docilované titry hemolysina statisticky vyznamné nizsi (viz tabulka
II). Znovu se potvrdilo zjisténi, konstatované v predeslém sdéleni, ze pri dobré
arovni vyzivy nehraje faktor ro¢ni doby vyznamnou roli.

Pri kazdé hyperimunizaci je snahou docilit sérum s co moznd nejuzsi spe-
cificnosti pfi zachovédni co nejvyssiho titru, ¢ehoz lze docilit predevsim purifikaci
antigenu. V daném pfipadé se nabizi pouziti erytrocytarnich membran, tj. lyzo-
vanych propranych erytrocytl, zbavenych hemoglobinu a vsech vnitfnich slozek,
namisto plnych beranich erytrocyta. U hemolysina * jde o protilatky lyzujici
membranu krvinek, tedy zaméfené proti ni jako proti parcidlnimu povrchové-
mu antigenu jinak chemicky a antigenné zna¢né slozitého komplexu, jakym
je Cervend krvinka. Tento povrchovy antigen md sam o sobé komplikovanou
chemickou stavbu (Bishop a Surgenor 1964). Antigenni substance
protoplazmy erytrocytu pilisobi jako balast, ktery snizuje specifi¢nost vytvorenych
protildtek. Pf¥i exaktnich imunogenetickych studiich je uzivani tohoto zpiisobu
purifikace antigenu nezbytné (Taliaferro a Taliaferro 1950; Ja-
roslaw a Taliaferro 1956; Talmage a spol. 1956; Stelos
a Talmage 1957). Ovsem, z praktického hlediska je tento postup pro svoji
pracnost (Azen a spol. 1965) a nizkou vytéznost pfi pripravé komeréniho
hemolytického amboceptoru stézi vyuzitelny. Dalo by se o ném uvazovat, jestlize
by se podafilo jej zjednodusit, nebo v tom pfipadé, jestlize by byla zavedena
a pozadovdna standardni, stitné kontrolovana kvalita amboceptoru (Hey -
mann 1965) a jeho vyroby v celostitnim méfitku by se ujal néktery vy-
robni ustav.

Ukazalo se, ze na vysi docilenych titri hemolysini (srovnej kfivky grafu
4) nema podstatny vliv vahovy rozdil zvirat, ktery je ukazatelem rozdilného
véku. Skupina o prumérné vaze 1,9 kg odpovidala stejné jako skupina o vaze
3,3 kg. Rozdil je oviem v objemu ziskaného séra.

ZAVER

Na modelu krali¢ich hemolysinti proti beranim erytrocytim bylo experi-
mentdlné prokdzano, Ze se pro zvyseni titru nehodi podévat antigen intraperito-

278 VETERINARN! MEDICINA - 1967



nealné, misto intravenézné, ani zvysit jeho dosavadni osvédéenou davku
(Kunstyf, Bozdéch 1966) na dvojnasobek.

Pti hyperimunizaci narastaji nezadouci hemaglutininy o 10,8 dne pozdéji
a dosahuji o 2,3 log nizsich titri nez hemolysiny.

Zhorsena péce o kraliky v pokuse snizi signifikantné titry hemolysinu.

Prané erytrocytdrni membrany maji jako antigen stejnou protilatkovou
odezvu, méfenou vysi titru hemolysind, jako plné erytrocyty, pokud je dodrzena
shodnost poétu antigennich partikuli. Pfitom stejné titry poskytli kralici o pra-
mérné vaze 1,9 kg jako o vaze 3,3 kg.

Je diskutovana vhodnost purifikace antigenu pro ptfipravu hemolytického
amboceptoru.
Doslo dne 17 6. 1966
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Bansaume nos3sr u opmsl anTHreHa M cmocoba ero anaMKanMy Ha ypoBeHb THTPOB
KPOTHYBHX TEMOJH3HHOB M TeMariioTHHHHOB

Ha Monmennm Kpoauubux TIeMONM3MHOB NPOTHMB 0apaHpiX 3PUTPOLMTOB OBIIO 3KCEPUMEH-
TaNbHO JIOKA3aHO, 4TO JUIA TOBBIIEHUSA THTPa He lesaecoofpasHO aHTHIeH BBOAMTH HHTPANEPHTO-
HeaNkHO, BMECTO BHYTPHMBEHHO, a TAK)Ke yBENM4YMBATh ero ompasaasmyio cebs nosy (KyHcrupx,
bBosnex 1966 r.) sasoe.

ﬂpu FHNEePUMMYyHH3al UK He)XeJlaTC/IbHble TeMAarjdlTHHHWHBI HapacTaioT Ha 10,8 xus moaxke
H IOOCTHTraloT Ha 2,3 JIOr MEHbIIMX THTPOB, Y€M TICMOJIM3HHBI.

YXynmeHHbI yXom 3a KPOJMKAMM BO BPEMH OMNBITA 3HAYUMTENBHO CHMMKAET THTPhl TeMOJIH-
3MHOB,

[TycTeie apurpouuTHele MeMOpaHbl 06Jajalor B KayecTse AHTHIEHa TaKOi sKe peakiueit
AHTHTEJ, M3MEPeHHOH ypOBHEM THTPAa TeMOJIM3MHOB, KaK M IIOJIHBIE 3PHTPOLIMTHI, €CJHH KOJHYECTBO
AHTHI'EHHBIX 4acTHIL TO Ke camoe. IIpHTOM ONMHAKOBBIE THTPHI HAjJH KPOJMKH CO CPENHHM BeCOM
kak 1,9 xr, rak u 3,3 xr.

O6cysxnaercs wesecoobpasHocTs nypudUKALME AHTHIeHa i MOATOTOBKM TeMOJHTHUECKOIo
aMbouenrtopa.
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The Influence of the Doses and of the Preparation of the Antigen and of the
Methods of its Application on the Height of the Titer of Rabbit Hemolysins
and Hemagglutinins

In a model of rabbit hemolysins against sheep erythocytes it was proved
experimentally that it is not suitable for a raising of the titer to administer antigen
intraperitoneally instead of intravenously or to double its present, well-proved dose
(Kunstyr, Bozdéch 1966).

In the case of hyperimmunization the undesirous hemagglutinins increase
later by 10,8 days and reach titers lower by 2,3 log. than hemolysins.

The inferior care taken of the rabbits during the experiment significantly lowers
the hemolysin titers.

Washed erythocyte membranes as an antigen have the same antibody response,
measured according to the height of hemolysin titers, as have full erytrocytes pro-
vided that an equal number of antigenic particles is maintained. Rabbits of an
average weight of 1.9 kg gave the same titers as did rabbits of a weight of 3.3 kg.

There is a discussion on the suitability of a purification of the antigen for
the preparation of the hemolytic amboceptor.

Einflul der Dosis und Zubereitung des Antigens und der Art seiner Verabreichung
auf die Hohe des Titers der Hamolysine und Hamagglutinine der Kaninchen

An einem Modell der Kaninchen-Hémolysine gegen Schaf-Erythrozyten wurde
experimentell nachgewiesen, daf es fiir die Erhohung des Titers nicht zweckméifig
ist, das Antigen intraperitoneal statt intravends zu verabreichen. oder die bisher
bewdhrte Dosis (Kunstyr, Bozdéch 1966) zu verdoppeln.

Bei der Hyperimmunisation wachsen die unerwiinschten Hamagglutinine um
10,8 Tage spidter und erreichen um 2,3 log niedrigere Titer als die Hémolysine.

Eine verschlechterte Pflege der Kaninchen im Versuch setzt die Hamolysin-
Titer signifikant herab.

Die gewaschenen erythozytidren Membranen haben als Antigen dieselbe mittels
der Hamolysin-Titerhohe gemessene Antikérper-Reaktion, wie vollkommene Erythro-
zyten, sofern die Ubereinstimmung der Anzahl der Antigen-Partikel eingehalten
wird. Dabei haben Kaninchen mit einem Durchschnittsgewicht sowohl von 1,9 kg wie
auch von 3,3 kg gleiche Titer aufgewiesen.

Es erd die ZweckmafBigkeit der Purifikation des Antigens fiir die Vorberei-
tung des hdmolytischen Ambozeptors diskutiert. .

Adresy autori:

MVDr. Ivo Kunstyf, Veterindrni vyzkumné stiedisko, Praha - Motol

MUDr., Vaclav Bozdéch, CSc, Dep. of Microbiology, Medical School, P. O. Box
4236, Accra, Ghana

Podepsano v tisku dne 19. 4. 1967
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