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UCINOK TETRAMISOLU NA OFTALMOHELMINTY
HOVADZIEHO DOBYTKA THELAZIA RHODESI (DESMAREST 1827)

J. Corba

SAV, Helmintologicky ustav, KoSice

CORBA J.: Ucinok tetramisolu na oftalmohelminty hovddzieho dobytka The-
lazia rhodesi (Desmarest 1827). Vet. Med. (Praha) 14 (11):601-606, 1969.

V praci sa referuje o vysledkoch skusania tetramisolu* (2, 3, 5, 6-tetrahydro-
6-phenylimidazo) 1, 1, 6 thiazole (hydrochlorid) na oéné cervy Thelazia rhodesi
v pokusoch in vitro a in wvivo. Hladiny tetramisolu v slzach po aplikacii te-
rapeutickej davky 15 mg/kg per os v intervaloch od druhej do Stvrtej hodiny
po aplikacii boli signifikantne vysSie ako irreverzibilne uc¢inné koncentracie
tetramisolu in vitro v tych istych intervaloch. V pokusoch na zvieratach pri-
rodzene invadovanych ¢ervami Thelazia rhodesi sa potvrdila predpokladana
dobra uc¢innost tohto antihelmintika a zaroven sa dokazala aj korelacia medzi
uc¢inkami tetramisolu in vitro a in wvivo.

Thelazia rhodesi (Desmarest 1827); tetramisol; in wvitro; in vivo; polarograficka
metoda; invazne larvy; reverzibilny; irreverzibilny: sukcinatdehydrogenaza;
korelacia

Thiepont a kol objavili v roku 1966 v Belgicku pri sledovani anti-
helmintickej G¢innosti aminothiazolového derivdtu (thiazothrinol alebo R 6438)
nové Sirokospektralne antihelmintikum — tetramisol. Je to 2,3,5,6-tetrahydro-6-
-phenylimidazo (1,1,6 thiazole) hydrochlorid. Velkou vyhodou tejto latky je jej
pomerne nizka toxicita a jednoduchy spésob aplikacie — per os. Tetramisol bol
doteraz vyskusany s velkym dspechom proti celému radu gastrointestialnych
a placnych nematédov u zvierat aj u Iudi. Z tychto dévodov sme vyskasali
tetramisol proti dalsiemu parazitickému nematédovi — Thelazia rhodesi (Des-
marest  1827), ktory spésobuje na Slovensku casio sa vyskytujice verminézne
keratokon]unknwudy u dobytka. Tento druh ma podla zistenia Hovorku
(1963) najviésiu extenzitu vyskytu (62,7 %). Okrem neho na nasom tzemi
v mensej miere parazituji aj Thelazia skrjabini (Erschow 1928) a Thelazia gu-
losa (Raillieta Henry 1910).

Doteraz pouzivana dehelmintizdcia telaziézneho dobytka meidédou vyplachu
nazolakrimalneho kanila podla Hovorku (1958) bola a¢inna, ale vyZadova-
la- vd¢si pocet pracovnikov na fixdciu zvierat a bola naro¢na aj na prevedenie.
Preto sme sa snazili hladat jednoduch$ie metédy dehelmintizicie pouzitim nov-
§ich a u¢innych antihelmintik (methyridin, trichlorfon, piperazin adipat, cyan-
acethydrazid, dietylkarbamazin fosfat a citrat, ditiazanin jodid a tetramisol),
z ktorych posledne menovany preparat sa zda byl pre svoju dobri G¢innost
a jednoducht aplikaciu najvhodnejsi.

V prvej casti prace sme vyskasali Géinky klesajacich koncentracii tetramisolu
v pokusoch in vitro na dospelé a larvalne $tidia Thelazia rhodesi. V druhej casti

* Vyrobca ICI, Macclesfield, Anglicko
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price sme stanovovali mnozstvo vylufovaného tetramisolu v slzach hovidzieho
dobytka po peroralnej aplikdcii 15 mg/kg v réznych intervaloch. V poslednej
¢asti prace sme vyskasali Géinnost tetramisolu u dobytka prirodzene nakazeného
¢ervami Thelazia rhodesi.

MATERIAL A METODIKY

a) Pokusy in vitro sme robili s invdznymi larvami a s dospelymi cervami,
ktoré sme ziskali z o¢i dobytka, ktorému sa ihned po odporazeni vypreparoval
cely spojivkovy vak aj s pridavnym slznym aparatom. Pitvou podla Tretja-
kovovej (1965) sme ziskali cervy, ktoré sme vkladali do nadobiek, ktoré
obsahovali 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2: 5 a 10 mg/ml tetrami-
solu. Ako zriedovadlo sme pouzili uchovdvacie médium vlastnej kompozicie
(Corba, Le§tan 1969), v ktorom nam dervy prezivali v priemere 10krat
dlhsie ako v doteraz pouzivanych médiach. Do 10 ml kazdého zriedenia anti-
helmintika sme vlozili po 6 exemplarov vitdlnych lariev alebo dospelych ¢ervov.
Helmintov sme sledovali v sktanom zriedeni az do vymiznutia spontinneho
pohybu posledného &erva, zac¢im sme ich prelozili do nasho média bez antihel-
mintika a sledovali ¢i a za aky cas sa spontdnny pohyb obnovi. Ked sa spon-
tanny pohyb &ervov do 8 hod. od zaciatku pokusu obnovil, povazovali sme uéin-
nok antihelmintika za reverzibilny. Ak sa neobnovil spontanny pohyb cervov
pocas uvedeného intervalu, bol t¢inok irreverzibilny a Cervy sme povazovali za
mftve.

Za kontrolu slazili éervy vlozené do nasho média bez antihelmintika, drza-
né za rovnakych podmienok ako v pokuse (pH 7,2—7,5; 28 °C).

b) Koncentriciu tetramisolu v slzach hoviadzieho dobytka stanovili v Bio-
chemical-Pharmacology Department ICI v Anglicku polarografickou metédou
podla Holbrooka a Scalesa (1967). Piatim zvieratim vo veku dva
az tri roky, slovenského strakatého plemena, sme podali per os po 15 mg/kg
tetramisolu a potcm v intervaloch 30 min., 1, 2 a 4 hod. sme drdzdenim spojiv-
ky jemnym S$tetcom ziskali 0,5 az 1 ml slz, ktoré sme odoslali do horeuvedeného
laboratéria.

c) Pokusy in vivo. Tetramisol sme preskasali v stdde dobytka slcvenského
strakatého plemena vo veku okolo dvoch rokov, kde sa enzooticky vyskytlo oéné
onemocnenie. V pociatoénom §tddiu ochorenia sa zistovalo nadmerné slzenie,
mierny opuch viecok a katar oénej spojivky. Vytok z o¢i bol spoliatku ciry
a vodnaty, neskér mucinézny a pripominal na vzhlad Zelatinu. Sliznica spojivky
bola $pinavocerveno sfarbend, so silne injikovanymi cievami. U niektorych
zvierat sme na spojivke zistili patechidlne krvacaniny. Vietka napadne opuchli
a spolu s hlienovo-hnisavym vytokom, ktory usychal na okoli oci, spdsobili, ze
niektoré zvieratd nemohli otvorit ofi. U piatich zvierat sme zistili, Ze sa za-
palovy proces rozsiril aj na rohovku, na ktorej sa objavil sivozlty difdzny zdkal.
Choré zvieratd prejavovali vyraznd fotofébiu a brédnili sa prehliadke oli. Aj
celkovy zdravotny stav zvierat bol naruSeny a prejavoval sa inapetenciou a chud-
nutim. V spojivkovom vaku chorych zvierat sme zistili ¢ervy Thelazia rhodesi
s celkovou intenzitou invazie 10 az 17 exemplarov.

Vsetky choré zvieratd sme umiestnili v zatemnenej mastali a rozdelili do
troch skupin. V prvej skupine bolo pdt zvierat, ktorym sme podali jednordzove
15 mg/kg tetramisolu per os. V druhej skupine sme piatim zvieratdm podali
dvakrat po 15 mg/kg tetramisolu per os v 24hod. intervale. Tretia skupina piatich
zvierat bola kontrélna.
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VYSLEDKY

a) Utinok tetramisolu v najvyssich skasanych koncentraciach (10 az
1 mg/ml) bol okamzity a invazne larvy aj dospelé cervy sa prestali pohybovat
ihned po ich vlozeni do tychto roztokov. Najnizsia koncentracia tetramisolu
pocas 8hodinového pokusu bola 1 ug/ml.
Uéinok tetramisolu na invazne larvy aj
dospelé Gervy bol irreverzibilny, kedze
sa neobnovil spontanny pohyb Cervov
po ich prelozeni do uchovavaciecho mé-  |Koncentracia | 200100} 50 | 10 | 5 | 1

1. Uéinok tetramisolu na telazie in wvitro

dia bez antihelmintika zo Ziadneho zo te‘tfzrg/ﬁlollu S E—
skudanych zriedeni tejto latky. Invazne SRR UCHROR TR,
larvy aj dospelé ¢ervy boli takmer rov- .

Invazne

nakoﬂcitli.vé ) k ﬁc“finkO{n tetramisolu fatts 8 | 17 | 30 | 135 240 | 480
v skiSanej sérii zriedeni (tab. I).

b) Polarografickou metédou podla | Dospelé
Holbrooka a Scalesa (1967) | %W e el Bl el il i
boli po aplikacii 15 mg/kg tetramisolu :
per os v slzich hoviddzieho dobytka
v intervaloch 30 min., 1 2 a 4 hod. stanovené hladiny tetramisolu. Najvyssia hla-
dina tejto latky bola po dvoch hod. od aplikacie 17,5 == 2,0 ug/ml. Styri hodiny
po podani klesla hladina tetramisolu priblizne na rovnakd hodnotu ako bola
zistend jednu hodinu po aplikacii (tab. 1I).

c) V prvej skupine zvierat, kde sme jednorazove
podali po 15 mg/kg tetramisolu, sme uz na druhy dei II. Hladiny tetramisolu
po aplikdcii pozorovali ndpadné zlepsenie zdravotného Vv slzach hoviddzieho do-
stavu zvierat. Vytoky z o¢i postupne prestavali a sliz- PYtka po podani 15 mg/

: ‘s 2 s : o . /1 er os

nica spojivky stracala $pinavocervené sfarbenie a lesk. P
Na treti az §tvrty deil sa obnovila aj chut k potrave. Na K

% Pt . 5 T , oncen-
7. deni po podani tetramisolu vymizli bez nasledkov Casod | chciaters-
v8etky klinické priznaky telaziézneho ochorenia. V dru- podania misolu
hej skupine, po dvojnasobnom podani tetramisolu v min, v slzach
v davke po 15 mg/kg v 24hod. intervale, sa zvierata v pug/ml
rapidne uzdravovali. Vytoky z chorych oé¢i sa stracali 30 3.8
a na piaty den sa stratil aj zdkal rohovky. Sliznica ’
spojivky sa postupne obnovovala, Za 8 az 9 dni po 60 94
podani tetramisolu sa zvieratd dplne uzdravili a nor- 120 17,542,0
malne videli. V kontrélnej skupine sa u jedného zvie- 240 7,54-0,4

rata zdravotny stav nahle zhor§il. Rohovkovy vred na
pravom oku perforoval a obsah prednej o¢nej komory
vytiekol. Na rohovke lavého oka sa vytvoril kruhovy zdkal a zviera takto oboj-
stranne osleplo. U ostatnych zvierat tejto skupiny sa zdravotny stav zlepSoval
len velmi pomaly.

DISKUSIA

Tetramisol vyskasali v pokusoch in vitro Van den Bosche a Jan-
ssen (1967) na nematédoch Heterakis spp., Ascaridia spp., Trichocephalus
spp., Chabertia spp., Nematospiroides spp., Bunostomum spp., Trichostron-
gylus spp. a zistili jeho vyrazny paralyzujici G¢inok uz za niekolko mindt kon-
taktu i v nizkych koncentraciach. Pri skimani mechanizmu uéinku tejto latky
na Skrkavkach zistili, ze tetramisol u¢inkuje ako S$pecificky inhibitor sukcinat-
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dehydrogenazy vo svalovine $krkaviek v pokusoch in vitro aj in vivo, ¢im za-
pri¢ifiuje sekunddrnu paralyzu svaloviny skrkaviek a ich nasledovné vypudenie
z organizmu hostitela. Tento predpoklad potvrdili v dalsich pokusoch, kde
S-izomér tetramisolu bol najsilnej§im inhibitorom sukcinitdehydrogendzy a za-
rovenn mal aj najsilnej$i antihelminticky aéinok. O ska$ani tetramisolu na te-
lazie sme v pristupnej literatire nenasli zmienku, ¢o nas viedlo k jeho preski-
Saniu pri tejto helmintéze, a to tak in vivo ako in vitro. Pokusy in vitro maja
najvacsiu hodnotu pre pripadné dalsie skuSanie latok in viro vtedy, ked sa vy-
tvoria podmienky, ktoré sa ¢o najviac priblizuja prirodzenym Zivotnym pod-
mienkam, v ktorych parazitické ervy zija (Leiper 1963). Preto predpoklada-
me, ze in vitro skasky s Thelazia rhodesi maja svoje opodstatnenie, lebo spo-
jivkovy vak, ktory je ich Zivotnym prostredim, im poskytuje podobné Zivotné
podmienky, aké sme im vytvorili my
T — pouzitim nasho kultivaéného média
. (pH, teplota, hustota a obsah lyzozy-
=R tetramisolu vsizdehl  my). Porovnanim Géinnych koncentra-
cii in vitro s vyluovanymi hladinami
tetramisolu do slz sme zistili, Ze pri
2hod. expozicii bola G¢inna koncentra-
cia in vitro (10 ug/ml) takmer dvcj-
nascbne niZ$ia ako hladina tetramisclu
v slzach (17,5+2,0 ug/ml) Aj pri
4hcd. expozicii bola smrtelne uéinnd
koncentracia in vitro (5 ug/ml) nizsia
ako hladina tetramisclu v slzdch (7,5
ug/ml). Predpokladdame, ze slzny apa-
- ~ “——  rat mé zvla§tnu schopnost koncentrovat
29 240 cosvmin. . tetramisol z krvi, lebo jeho hladina
I Bt Thlain. Releatsait & © rovnakom ¢&ase od podania latky zvie-
e & vyluéovanymiyhladi(r)lafr?i totrami.  Yatu je v slzach 10 az 17krét vysSia ako
solu /do: 5z vkrvi (Holbrook, Scales 1967).
Na zaklade dspe$nych klinickyca
pokusov predpokladdme, ze koncentra-
cia tetramisolu v rozpati od druhej do $tvrtej hodiny od aplikacie je dostadujtica na
irreverzibilny aéinok na parazity lokalizujtce sa v spojivkovom vaku.
Koreldcia medzi Géinkami antihemintik v pokusoch in vitro a in vivo, ako
sa nam javila v naSich pokusoch s tetramisolom, nie je velmi ¢astd. Leiper

~~~~~

ug/mi

4 uéinnd koncentrdcia in vitro

téinnok. Oelkers (1951) zistil, Zze niektoré antiménové zlaéeniny nie sia
ac¢inné na izolované helminty, ale krv odobratd zvieratdim lieCenym tymito
latkami je uZ pre tie isté Cervy toxickd. Z toho vyplyva, Ze niektoré wcinné
latky vznikaju az po biotransformdcii v hostitelskom organizme, a preto uéin-
nost povodne aplikovanych ldtok sa pokusmi in vitro nedd dokazat. Na druhej
strane Broome (1961) zistil, Ze u¢innd koncentrdcia methyridinu pri rovna-
kom pH prostredia je v pokusoch in vitro aj in vivo rovnaki. Na ziklade na-
§ich vysledkov sme zistili, Ze nie st signifikantné rozdiely v d¢innosti tetra-
misolu podanom jednoriazove a opakovane v 24hod. intervale, ¢o méa hlavne
ekonomicky vyznam pri pripadnom hromadnom poddvani tohto antihelmintika.
Predpokladame, Ze tetramisol pre svoj dobry antihelminticky déinok a jedno-
ducht aplikaciu najde dobré uplatnenie pri klinicky vyraznych forméach vermi-
noznej keratokonjuntivitidy hovidzieho dobytka.
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Doslo dfa 6. 6. 1969

YOPBA W. (Teasmuntonormueckuit wuncruryr CAH, Kommume, Yexocnosakus). Boameitcrsme
TeTpaMH30na Ha oPTanbMOTeNBMHHTBI KpymHoro porartoro ckora Thelazia rhodesi (Desmarest
1287). Ber. Men. (IIpara) 14 (11) : 601-606, 1969.

P pafore onucaHsl pesysmbraTsl ucnbitaHus Tterpamusona (IIpoussommurens ICI, Maununecdunn,
Auraus) (2. 3 5. 6-terpa-runpo-6-penmnumunaszo/l, 1, 6 THazon/ruapoxsOpUA) Ha raasHLle
rensmuntel Thelazia Thodesi B omwitax in vitro u in vivo. YpopeHs TerpaMusona B ciesax,
nocje npuMeHeHHs TEpANeBTHYECKOH RO3sl 15 Mr/Kr uepes poOT B MHTepBanax OT ABYX 10 He-
THIpEX UacoB TCCJe TpPUMeHeHus Obla NOCTOBEPHO BBIUIE, uYeM HeoOpPATHMO MefiCTByIoI[as KOH-
LeHTpanus TeTpaMusosna in Vitro npm Tex ke HHTepsajax. IIpH OMEITAX, NPOBOAMMEIX Ha
JKMBOTHBIX, ECTECTBEHHO MOpakeHHEIX rTeasmuHtamu Thelasia rhodesi, noxrsepannocs mpemona-
raeMoe XOpo'lee BO3IEHCTBME STOr0 AHTUIENSMHHTHUKA M ONHOBpeMEeHHO Oblia JOKasaHa Koppe-
NSUMA MEXAy BO3NEHCTBHEM TeTpammaona in vitro u in wvivo.

Thelazia rhodesi (Desmarest 1827); rerpamuson; in vitro; in vivo.; nomsporpapudeckuit
METON; MHBA3MOHHBIE JUUYMHKH; o6paTHMsle; HeobpaTHMBIe; CYKCHHATIErHIPOreHas; KOppeJIsnst

CORBA J. (Helminthological Institute of the Slovak Academy of Sciences, Kogice,
Czechoslovakia). The Effect of Tetramisol on the Ophthalmohelminths of Cattle,
Thelazia Thodesi (Desmarest 1827). Vet. Met. (Praha) 14 (11):601-606, 1969.

In this paper the author submits the results obtained in a testing of tetramisol
(Producer: ICI, Macclesfield, England) (2, 3, 5, 6-tetrahydro-6-phenyl-imidasol/1, 1,
6 thiasol/hydrochloride) on the ophthalmic worms Thelazia rhodesi by means of
testst carried cut in vitro and in wvivo. The levels of tetramisol in the tears after
application of a therapeutic dose of 15 mg per kg per os in intervals from the
second to the fourth hour after application were significantly higher than were
the irreversible effective concentrations of tetramisol in vitro in the same intervals.
In experiments carried out with animals naturally invaded by the worms Thelazia
rhodesi the assumed positive effectiveness of this anthelmintic was confirmed, and
at the same time also a correlation between the effects of tetramisol in vitro and
in vivo was proved.

Thelazia rhodesi (Desmarest 1827); tetramisol; in wvitro; in vivo,; the polarographic
method; invasion of larvae; reversibility; irreversibility; succinate dehydrogenase;
correlation
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CORBA J. (Helminthologisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissen-
schaften, KoSice, Tschechoslowakei). Wirkung des Tetramisols auf die Ophtalmo-
helminten Thelazia Thodesi (Desmarest 1827). Vet. Med. (Praha) 14 (11): 601-606,
1969.

Die vorliegende Arbeit faft die Ergebnisse von Untersuchungen iiber die Wirkung
des Tetramisols (Erzeuger ICI, Macclesfield, England) (2, 3, 5, 6-Tetrahydro-6-
Phenyl-Imidazol/1, 1, 6 Thiazol/Hydrochlorid/) auf dié Augenwiirmer Thelazia rho-
desi in vitro und in vivo zusammen. Die Tetramisolspiegel in Trdnen nach Appli-
kation der therapeutischen Dosis 15 mg/kg per os in Intervallen von zwei bis
vier Stunden nach der Verabreichung waren signifikant hoéher als die irreversiblen
wirksamen Tetramisolkonzentrationen in vitro in gleichen Intervallen. In Versu-
chen mit natiirlich von Wiirmern Thelasia rhodesi invadierten Tieren bestitigfe
sich die vorausgesetzte gute Wirksamkeit dieses Anthelminthikums und gleich-
zeitig wurde eine korrelative Beziehung zwischen der Termisolwirkung in wvitro
und in vivo nachgewiesen.

Thelazia rhodesi (Desmarest 1827); Tetramisol; in vitro; in vivo; polarographische
Methode; Invasionslarven; reversibel, irreversibel; Sukzinatdehydrogenase; Korre-

|
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Adresa autora:

MVDr. J. Corba, CSe., SAV, Helmintologicky tstav, Ko$ice, Dukelskych hrdinov 11
Veduci: Akademik Jan Hovorka
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ANTHELMINTICKA AKTIVITA VYVOJOVYCH CHEMICKYCH LATEK
ZJISTOVANA NA MODELOVEM PARAZITU
NIPPOSTRONGYLUS BRAZILIENSIS

J. Danék, B. Sevéik

Vyzkumné stiedisko pro veterindrni léc¢iva Spofa, Pohoti-Chotouri

DANEK J., SEVCIK B. Anthelmintickd aktivita vyvojovych chemickych ldtek
zjistovana na modelovém parazitu Nippostrongylus brazilensis. Vet. Med. (Pra-
ha) 14 (11) : 607-615, 1969.

Jsou popsany vysledky ¢ty modelovych anthelmintickych screeningti, ve kte-
rych bylo otestovano 40 latek pripravenych ve Vyzkumném tustavu pro farmacii
a biochemii v Praze. Pievaznou vétSinu tvorily vyssi alifatické aminy a jejich
derivaty (19 latek), derivaty kyseliny chinoxalinkarbonové (6 latek) a derivaty
pyrimidinu (4 latky). Latky jsme testovali v modelovém pokuse na Nippostron-
gylus braziliensis a aplikovali krysam kmene Wistar jednorazové per os
v davece 200 mg/kg z. v. Z testovanych latek vykazovalo 9 latek 20°, az 39"
ucinnost. U zbyvajicich jsme zjisfovali nizsi az nulovou uc¢innost na uvedeného
modelového parazita.

modelovy screening a modelovy parazit; testace; vy3$$i alifatické aminy; de-
rivaty kyseliny chinoxalinkarbonové; derivaty pyrimidinu; Nippostrongylus
braziliensis

Vyvoj novych latek s antihelmintickou d¢innosti, zaméfenou prevazné proti
oblym cerviim prezvykavei. zlistdva stile dilezitou ndplni zahraniéniho i nage-
ho farmaceutického pramyslu.

Pocet nemocnych zvifat, a hlavné ztraty zptsobené parazitozami u hospo-
dafskych zvifat, jsou i dnes velmi vysoké a zasluhuji si stdle vétsi pozornosti.
V nagich podminkach zaujimaji pravé gastroenterohelmintézy prezvykavcu tieti
misto v poradi nejéastéji zjiSfovanych nebezpeénych parazitéz. Aktudlnost tlu-
meni parazitéz domdcich zvirat vystupuje do popfedi v soulasné dobé, kdy
nabyva charakteru celostatni dlohy (Breza 1967).

Z tohoto duvodu se také na naSem pracovisti vénujeme testaci nové vyvije-
nych latek. Pfi testaci latek v modelovém pokuse pracujeme s nematodem Nip-
postrongylus braziliensis. V ptedchézejici publikaci (Sevéik, Danék 1968)

jsme popsali anthelmintické ucinky prvnich 39 testovanych ldtek (screening
¢. 1 az 4).

V tomto ¢ldnku popisujeme u¢innost dal§ich 40 latek (screening ¢. 5 az
8), které jsme ctestovali ve ¢tyfech modelovych pokusech na stejném modelovém
parazitu. Syntézu téchto screenovanych latek provedlo oddéleni chemické syn-
tézy Vyzkumného tstavu pro farmacii a biochemii v Praze pod vedenim dr. ing.
Z. Budésinského, DrSc., a dr. Weicheta.

VETERINARNI MEDICINA, 14 (XLID), 1969, & 11 607



MATERIAL A METODIKA

Pfi testaci latek s anthelmintickym wéinkem pracujeme metodou podle
Standena (1963). Metodicky postup modelového screeningu na nasem pra-
covisti popsal Danék (1968). Zptsob testace latek popsali Sevéik a Da-
nék (1968). Pro tplnost uvddime jen schéma screeningu.

V primdrnim modelovém pokuse testujeme vidy 10 litek. KaZdou testo-
vanou latku jsme aplikovali per os 6 pokusnym krysam v davee 200 mg/kg
z. v. Stafi krys zarazenych do pokusu se pohybuje kolem 45 az 50 dnt, coZ
odpovidd zhruba vaze 115 az 130 g. Kazdy modelovy screening trvd 12 dnd.
Na pofatku pokusu jsme krysdm samciho pohlavi invadovali 500 larev Nippo-
strongylus braziliensis s. ¢. do hibetni krajiny. Objem invazntho materidlu na
jedno misto neptesahoval 0,2 ml. Sesty den jsme kontrolovali invazi pomoci
EPG (pclet vajitek v jednom gramu trusu). Testované latky jsme aplikovali
krysam per os 8. den po invazi (nejvy$si objem latky na jednu krysu se po-
hyboval mezi 0,96—1,0 ml). Latky nerozpustné ve vodé jsme homogenizovali
v Dorfmanové ¢inidle. Modelovy screening jsme zakonéili 12. den zabitim krys
a vyhodnotili spoéitinim celkového mmoZstvi ervii v zazivacim traktu kazdé
krysy. Standardni skupinu tvofily krysy, kterym jsme aplikovali Thiabendazol
fy Merck v ddvce 50 mg/kg %Z. v., vedle toho jsme do kaZdého screeningu za-
fadili neléfenou invadovanou kontro]m skupinu. Kazdy modelovy screening
jsme vyhodnotili analyzou rozptylu a pokud byly rozdily mezi zji§ténym poctem
dervli v jednotlivych skupinich statisticky vyznamné na 5% hladiné vyznam-
nosti. doplnili jsme vysledky analyzy rozptylu vypoclem Duncancva testu. Sta-
tistické hodnoceni bylo provedeno v Ustavu hygieny price v Praze.

V uvedenych ¢tyfech modelovych screenincich jsme testovali predevsim
latky ze skupiny vys$ich alifatickych amint, déle derivaty kyseliny chinoxalin-
karbonové a derivaty pyrimidinu. Derivaty ostatnich chemickych skupin byly
zastoupeny v malém méFitku.

VYSLEDKY

Vysledky anthelmintickych modelovych screeningii ¢. 5 az 8 a statistického
hodneceeni jsou popsany v tabulkach I, II, IIT a IV.

DISKUSE

Vyhody, ale zaroverni i nevyhody testace latek v primarnim modelovém scree-
ningu jsme ji#z popsali v predchazejici praci (Sevéik, Dané&k 1968). Pii
vyhodnocovani dcinnosti testovanych latek si musime uvédomit pfedev§im syste-
matické a fylogenetické zatazeni modelového ¢erva Nippostrongylus braziliensis.
V naSem pfipadé lze proto predpoklddat predeviim twfinek na gastroenterone-
matody prezvykaveld z &eledi Trichostrongylidae, se kterou je Nippostrongylus
braziliensis fylogeneticky velmi tizce ptibuzny.

V popsanych pokusech nedosahovala ani jedna latka 50% téinnosti. Z hle-
diska chemického vyvoje a syntézy ziistavaji 7anmave ptedeviim latky VOUFB
7491 = 2-N-cvklohexylaminotridekan HCI-37.5 %, VUFB 8091 = 2-chloraceta-
minotridekan-21,6 % a VOFB 8092 = 2-N- (beta-chloretyl) aminotridekan HCI-
-22,6 % ze 6. screeningu, dale latky VUFB 7476 = 2-N-dimetylaminoheptade-
kan HCI-29,7 %, VUFB 7478 = 2-aminotridekan-2-hydroxy-3-naftoit — 34,0 %
a VUFB 8097 = 1-(2-tridecyl) biguanid HCl — 39,0 % ze 7. screeningu a latky
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1. Vysledky modelového screeningu ¢. 5

- @ poéet Cervia . . Utinnost latky
Skupina Iz}zése]::gg? Latka u 1 krysy na konci m]e)zo:gglae Eﬁ;g;ti v % k negativni Vyznamnost
pokusu kontrole
K 6 2-chlor-4-nitrofenol 289,8 235,4—349,8 0 T
"N 6 etanolamid kys. undecylenové 286,6 232,6 —346,3 0
M 6 p-benzyl-fenylkarbamat 262,4 210,8—319,6 0
G 6 N-N-bis (2-tridecyl)amin HCI 258,0 206,9—314,8 0
C 6 2-aminopentadekan
X p-hydroxybenzoat 245,3 195,6 —300,8 0
A 6 kontrola 226,3 178,5—-279,6 —
F 6 2-N-butylaminoheptadekan 216,3 169,7—268,6 4,5
HCl
H 6 2-heptadecylisothiokyanat 206,1 160,7 —257,2 9,4
D 6 p-chlorfenoxyacetyl-N-dodecyla- 198,6 154,1—248,8 11,6
min
E 6 2-aminotetradekan hydrochlofid 196,2 151,9—246,1 12,8
(e 6 2-N(1,5-dimetylhexyl/aminotri- 179,1 136,9—226,9 19,2
dekan hydrochlorid
B 6 Thiabendazol 0,2 0 — 43 99,8
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II. Vysledky modelového

screeningu ¢. 6

, 5 @ pocet ervi ; . Utinnost latky
: Pocet zvirat . Dolni a horni 5
Skupina X Latka u 1 krysy na : . : v % k negativni Vyznamnost
ve skupiné Konci pokusu mez spolehlivosti okontrole
H 6 2-dichloracetamidoheptadekan 423,7 323,5—537,4 0
G 6 2-dichloracetamidotridekan 384,2 289,1 —492,8 0
(& 6 2-karboxy-3-metyl-5-fluorvale-
rova kyselina 345,7 255,8—449,1 0
A 6 kontrola 343,0 253,5—445,9 —
E 6 2-N/1-metylheptyl/aminotri-
dekan HCl 340,2 251,1—442,8 0,3
D 6 thiosemikarbazon metylundecyl-
ketonu 327,2 240,0—428,0 5,0
K 6 2-decyl-3-hydroxy-butyltrime-
tyl-amonium jodid 322,2 235,7—422,2 5,3
M 6 dimetylamino-2-decyl-3-hydro-
xybutan hydrochlorid 283,1 202,4—3717,2 16,1
N 6 2-chloracetamidotridekan 254,2 178,1—343,7 21,7
(o] 6 2-N-/B-chloretyl/aminotridekan
HCl 253,1 177,2—342,5 22,7
F 6 2-N-cyklohexylaminotridekan
HCl1 181,8 118,5—258,6 37,6
B 6 Thiabendazol 3,6 0 20,1 98,0
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III. Vysledky modelového screeningu &. 7

= " @ podet &ervia p , Utinnost latky
Skupina I:,‘;CSCIE:V;? Létka u 1 krysy na mle);’lm f ll:lqrm " v % k negativni Vyznamnost
| p konci pokusu SPOICAYOH kontrole

M 6 1,2-dibenzoxy-4-nitrobenzen 440,5 365,7—522,3 0
C 6 etylester kys. 4-hydroxy-6/7/-n-

butoxy-7/6/-3-metoetoxy-3-chi-

nolin-karbonové 430,7 356,7—511,5 0

6 kontrola 421,8 348,7—501,9 e

H 6 bis-/5-B-metoxyetoxy-2-pyrimi-

dinyl/-disulfid 407,3 335,5—486,1 2,6
D 6 etylesterkys. 6,7-bis-/B-metoxy-

etoxy/-2-hydroxy-3-chinoxalin-

karbonové 397,6 326,7—475,5 5,5
K 6 6,7-di-n-butoxy-2-hydroxy-3-

chinoxalinyloctan etylnaty 383,6 313,6 —459,6 8,9

6 2-aminotridekan undecylenat 381,5 312,2—457,9 9,3

N 6 N-/2-metyl-4-amino-5-pyrimi-

dinyl-metyl/-karbamat etylnaty 335,8 270,9—407,6 20,0
E 6 2-N-dimetylaminoheptadekan

HCI 287,7 221,7—346,7 29,7
G 6 2-aminotridekan-2-hydroxy-3-

naftoat 272,9 214,7—338,0 34,1
(0] 6 1-/2-tridecyl/biguanid HCI 252,2 196,4—314,9 39,1
B 6 Thiabendazol 31,5 14,0— 55,9 89,5
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IV. Vysledky modelového screeningu ¢&. 8

- @ podet Eervil . . Utinnost latky
" Pocet zvirat i Dolni a horni A A 5
Skupina . o Latka u 1 krysy na . i v 9% k negativni Vyznamnost
ve skupiné konei pokust mez spolehlivosti Conerols
A 6 kontrola 319,1 257,4—387,3 —
6 4-hydroxy-5-fluor-6-fluormetyl-
pyrimidin 311,8 250,9—379,3 0
D 6 etylester kys. 2-hydroxy-6/7/-
metoxy-7/6/-/3-metoxyetoxy/-3-
chinoxalinkarbonové 298,5 238,9—364,7 6,0
M 6 hydrobromid etylesteru 2-tri-
decylglycinu 289,3 230,8—354,5 9,2
F 6 etylester kys. 2-amino-4-hydro-
xy-5-pyrimidinkarbonové 280,2 222,6—344,3 12,4
G 6 hydrazid kys. 2-hydroxy-6,7-
dimetoxy-3-chinoxalinkarbonové i 261,6 206,1—323,7 18,3
N 6 2-acetamidotridekan 258,6 203,5—320,4 19,1
0 2-aminotridekan, sl s 2-mer-
kapto-benzthiazolem 257,7 202,6—319,3 19,9
H 6 hydrazid kys. 6,7-dimetoxy-3-
chinoxalinkarbonové 254,5 199,8 —-315,8 20,9
K 6 etylester kys. 2-piperidino-6,7-
dimetoxy-3-chinoxalinkarbonové 248,4 194,4—309,0 22,2
E 6 N-/2-metyl-4-amino-5-pyrimi- Z
dinylmetyl/-karbaminan etylnaty 230,4 178,6 —288,9 24,2
B 6 Thiabendazol 5,1 0,2— 16,6 97,8




Statistické hodnoceni
Analyza rozptylu:
Anthelminticky screening ¢. 5

PO SO R Mpsrm Stupen :
Zdroj ménlivosti Soucet ¢tverci ot Podil F
Mezi skupinami 1 299,44696 11 118,13154 27,900**
Rezidualni 254,04885 60 4,23415
Celkovy 1 553,49581 71
Anthelminticky screening ¢. 6
s g < " Stupeni ;
Zdroj ménlivosti Soucet ¢tverch volnGEs Podil F
Mezi skupinami 1 597,65140 11 145,24104 14,346%*
Rezidualni 607,47009 60 10,12450
Celkovy 2 205,12149 71
Anthelminticky screening ¢. 7
Zdroj ménlivosti Soucet Ctverca Stupen_ Podil F
volnosti
Mezi skupinami 1 187,87668 11 107,98879 20,700**
Rezidualni 313,00828 60 5,21680
Celkovy 1 500,88496 71
Anthelminticky screening ¢é. 8
Zdroj ménlivosti Soucet Ctverca Stupeﬁ. Podil F
volnosti
Mezi skupinami 1 162,00431 11 105,63676 21,307**
Reziduilni 297,47436 60 4,95791
Celkovy 1 459,47867 1
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VUFB 7832 = N-(2-metyl-4-amino-5-pyridinylmetyl) -karbaminan etylnaty —
24,2 %, VUFB 7868 = hydrazid kyseliny 6,7-dimetoxy-3-chinoxalinkarbonové -
-20,9 % a VUFB 7869 = etylester kyseliny 2-piperidino-6,7-dimetoxy-3-chin-
oxalinkarbonové s Géinnosti 22,2 %. Niz§i Geinnost Thiabendazolu ve 3. scree-
ningu si vysvétlujeme biologicky méné hodnotnym pokusnym materidlem, ktery
se projevil az v kone¢né fazi pokusu.

Pri testaci novych litek je tfeba soucasné vénovat pozornost §ifi spektra
G¢innosti téchto latek na dalsi modelové cervy. Z naseho hlediska se jednd pte-
devsim o zavedeni modelového screeningu s tasemnici Hymenolepis nana, meto-
dicky popsaného v pracich Sinha P. Devi a Hopkinse (1967)
aBerntzena (1962). Dile povazujeme za nutnou testaci na zastupcich ce-
ledi Oxyuridae, nap¥. Syphacia obvelata nebo Syphacia muris a proti Aspiculuris
tetraptera (Sheffield a kol. 1959, Hsieh Kuo, Yeng Ngeh 1952
a Baker 1963). Dosti opomijenou oblasti ztstavaji pravé v modelovém testo-
vani parazitozy drubeze. V blizké budoucnosti chceme proto rozsifit modelové
parazity i o nematoda Heterakis gallinae.

Déle testujeme latky, které vykazovaly vice nez 20% wéinnost, také ve
spolupriaci s Helmintologickym dstavem SAV v Kosicich, a to na Nemato-
spiroides dubius a Trichinella spiralis (stfevni stadium). Tyto prace se konaji
v laboratofi, kterou vede dr. R. Spaldonovi, CSc.

Literatura

BAKER N. F., 1963, The Evaluation of anthelmintics for nematodes using in vivo
tests in small laboratory animals. Proc. of the first International conference
of the World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology: 18-26.

BERNTZEN A. K., 1962, J. Parasitology 48 : 785 — cit. SINHA P. DEVI, HOPKINS
C. A, 1967, In wvitro Cultivation of the Tapeworm Hymenolepis nana from
Larva to Adult. Nature 215 :1275-1276.

BREZA M., 1967, Niekolko poznamok k tlmeniu gastrointestindlnych pasienkovych
strongylatéz prezavavcov. Veterinaistvi XVII : 397-401.

DANEK J., 1968, Testace latek na anthelminticky uéinek v modelovych pokusech.
Veterinarstvi XVIII : 166-168.

HSIEH KUO, YENG NGEH, 1952, The effect of the standard pinworm chemotera-
peutic agents on the mouse pinworm Aspiculuris tetraptera. Am. J. Hygieny
56 :287-293.

SHEFFIELD H. G., MEISENHELDER J. E., THOMPSON P. E., 1959, The effects
of reference anthelmintics against Nematospiroides dubius and oxyurids in mice
relative to screening procedures for new drugs. J. Parasitology 45 : 653-662.

SINHA P. DEVI, HOPKINS C. A, 1967, In wvitro Cultivation of the Tapeworm
Hymenolepis nana from Larva to Adult. Nature 215 :1275-1276.

STANDEN O. D. 1963, Chemotherapy of helmintic infections. In: Experimental
Chemotherapy, Vol. I (R. J. Schnitzer and F. Hawking, ed.), Academic Press,
New York and London: 701-892.

SEVCIK B., DANEK J. 1968, Zjisfovani anthelmintické aktivity vyvojovych che-
mickych latek ve screeningu na Nippostrongylus braziliensis. Vet. Med. (Praha)
13 (11-12) : 625-632.

Doslo dne 23. 4. 1369

HAHEK H., IIEBUMUK B. (HayuHO-ucCnenoBATENbCKMIT LEHTP BETEPUHAPHBIX MEIMKAMEHTOB
Cnoda, TMoropxkn - Xoroyss, Uexocnopakus). AHTHrenbMHHTHYECKAass AKTHBHOCTH ONBITHEIX XH-
MHKATOB, OnpenensieMas Ha MOZensHeIX mapasurax Nippostrongylus braziliensis. Ber. Men.
(Tpara) 14 (11) : 607-615, 1969.

B paGore ommcaHbl pe3ysbTaThl YeThIpeX MONENBHBIX AHTUTEJbMHHTHYECKHX KiaccHPUKaALHiL,
Opud KOTopeix TecTupoBasoch 40 XUMHKaTOB, TNPHUTOTOBJEHHHIX B HayuHo-uccienoBaTenbcKOM

614 VETERINARNI MEDICINA — 1969


Nematospiroid.es

uHcTHTyTe dapMakosoruy u 6uoxuMuu B Ilpare. BonbmMHCTBO M3 HHMX COCTAaBNAMM BHICHIME
asudaruyeckue aMuHb ¥ ux mepuBaThl (19 xuMMHKaTOB), HEPUBATHI XHHOKCAJMHKApPOOHOBOI KuC-
aotel (6 xmMukatos) u nepusathl nupumuauHa (4 xumukarta). XMMHMKAThl TECTHPOBAJM B MO-
nensHoM onbite ¢ Nippostrongylus braziliensis u npuMmeHanu Ha Kpbicax ceMsM DeEr OS
onropasosoro B nose 200 mMr/kr skuBoro Beca. V3 TeCTHDOBAHHBIX XMMHKATOB 9 OKaaLIBalO
20 % —39 Y% BosneiicTBHe. Y OCTanBHEIX XMMHKATOB MBI OMpENEJHJH [MOHMKEHHOE, MOYTH Hy-
JIeBOE BO3AEHCTBHE HA YNOMSAHYTHIH MONEJBHBIA [AapasuT.

MonenpHas K.ﬂaccuq)uxauuﬂ u Moﬂeﬂbﬂblﬁ napa3u'l'; TecTHpOBaHHe; BbICIHIHEC aﬂﬂ¢aTHqCCKHC aMu-
HbI; NEPHUBAT XHMHOKCAJIMHKAPGOHOBOM KHCJOTH; JepuBaThl nupuMunuHa; Nippostrongylus bra-
ziliensis

DANEK J., SEVCIK B. (Research Centre of Veterinary Medicaments, SPOFA, Po-
hori—Chotoun, Czechoslovakia). The Anthelminthic Effect of Developmental Chemical
Compounds Investigated in the Model Parasite Nippostrongylus braziliensis. Vet.
Med. (Praha) 14 (11) : 607-615, 1969.

There is a description of the results obtained in four model anthelminthic screenings.
in which 40 substances prepared at the Research Institute of Pharmacology and
Biochemistry in Prague were tested. A predominant majority were higher aliphatic
amines and their derivates (19 compounds), derivates of quinoxalincarbonic acid
(6 compounds), and derivates of pyrimidine (4 compounds). The compounds were
tested in a model experiment in Nippostrongylys braziliensis and applied to rats
of the Wistar strain per os in single doses of 200 mg per 1 kg of body weight. Of
the tested compounds 9 showed an effect of from 20 to 39 per cent. In the other
compounds we found a from lower to zero effect on the mentioned model parasite.

model screening and model parasite; testing; higher aliphatic amines; derivate of
quinoxalincarbonic acid; derivates of pyrimidine; Nippostrongylus braziliensis

DANEK J.,, SEVCIK B. (Forschungsstelle fiir Veterinirmedikamente SPOFA, Po-
hori—Chotoun, Tschechoslowakei). Anthelminthika-Aktivitdit chemischer Entwick-
lungsstoffe, welche auf dem Modellparasit Nippostrongylus braziliensis festgestellt
wird. Vet. Med. (Praha) 14 (11) : 607-615, 1969.

Es werden die Resultate von vier anthelminthischen Screenings beschrieben, bei
welchen 40 im Forschungsinstitut flir Pharmazie und Biochemie in Praha vorbe-
reitete Stoffe getestet wurden. Es handelte sich liberwiegend um hohere aliphatische
Amine und deren Derivate (19 Stoffe), Derivate der Chinoxalinkarbonsdure (6 Stoffe)
und Pyrimidinderivate (4 Stoffe). Die Stoffe wurden in einem Modellversuch mit
Nippostrongylus braziliensis getestet und an Ratten des Wistar-Stammes in Gaben
von 200 mg/kg Lebendmasse einmalig per os verabreicht. Von den gepriiften Stoffen
zeigten 9 Stoffe eine 20—30 9, Wirkung. Bei den {iibrigen Stoffen wurde eine gerin-
gere, bzw. keine Wirkung festgestellt.

Modellscreening und Modellparasit; Test; hohere aliphatische Amine; Derivat der
Chinoxalinkarbonsdure; Pyrimidinderivate; Nippostrongylus braziliensis
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HLADINY CHLORAMFENIKOLU V KREVNIM SERU TELAT, PRASAT
A KONI PO I. M. APLIKACI INJEKCNIHO ROZTOKU

B. Sevéik, M. Dvorak, K. Plisek

Vyzkumné stiedisko pro veterinarni léc¢iva Spofa, Pohoti-Chotoun

SEVCIK B.,, DVORAK M., PLISEK K. Hladiny chloramfenikolu v krevnim séru
telat, prasat a koni po i.m. aplikaci injekéniho roztoku. Vet. Med. (Praha) i4
(11) : 617-623, 1969.

Ve ¢tyrech dilcich pokusech jsme sledovali hladiny chloramfenikolu v krevnim
séru telat, selat, prasat a koni po odstupnovanych davkach 15, roztoku
D- chloxarnfemkolu v propylenglykolu s 1Y/, prisadou Mesocainu. Preparat jsme
aplikovali jednorazové intramuskularné. Nejvyssi hladiny — 3,66 a 3,3 ug/ml
jsme zjistili u telat za jednu a za tri hodiny po aplikaci davky 10 mg/kg Z.v.,
u prasat 1,53 ug/ml po davce 20 mg/kg z v. a u selat 2,17 ug/ml po davce
30 mg/kg z v., v obou pfipadech za tfi hodiny po aplikaci. U koni bylo do-
sazeno nejvy$si hladiny 1,05 pg/ml za Sest hodin po aplikaci davky 12 mg/kg
z.v. Hladiny antibiotik v krevnim séru zvirat klesaly pozvolna a za 24 hod.
po aplikaci byla zjisfovana mnozstvi chloramfenikolu pires 0,2 ug/ml. U vétsiny
zvirat nebyly pozorovany po aplikaci preparatu lokalni ani celkové reakce.

D-chloramfenikol; 15, injekéni roztok; sérové hladiny

\—

Mezi prvofadé tkoly farmaceutického primyslu patii zajidténi Sirokospek-
rych antibiotik nebo jejich kombinace ve stabilizovanych injekénich lékovych
formach, vhodnych pro veterindrni praxi. Pro tyto dcely je v souéasné dobé

vyrdbén u nds jediny veterindrni pfipravek ,,Oxymykom Spofa p. u. v.", za-
vedeny do vyroby v minulém roce. Na nutnost vyvoje a vyroby antibiotickych
veterinarnich injekénich preparati v nasich podminkach jsme jiz nékolikrat po-
ukazali (Sevéik a kol. 1968, 1969). V souc¢asné dobé dokonéujeme ve Vy-
zkumném stfedisku pro veterindrni léciva Spofa ve spolupraci s n. p. Léliva
vyvoj stabilizované injekéni formy chloramfenikolu v propylenglykolu. Obdobné
pripravky jsou v zahrani¢i bézné vyrdbény — napi. Animycetin (Stevenson,
Turner and Boyce Ltd.,, Reading), Erbacetina (Carlo Erba, Milano), Farmi-
cetina (Farmitalia S. A., Milano), Leukomycin Losung (Bayer Leverkusen),
Rogar-Mycine (Rogal Ltd., Toronto), Ursophenicol (VEB Serum-Werk Bern-
burg), V-Cortanmycetine inject. (Lab. Roussel, Paris), (Martinek 1966).

Velmi 8iroké antimikrobidlni spekirum chloramfenikolu, které zahrnuje
gramnegativni i grampozitivni bakterie a koky, dale spirochéty, aktinomycety,
ricketsie i nékteré velké viry, vytvaii rozsahlou indikacni oblast pro pouzivéni
tohoto antibiotika ve veterindrni terapii. Rezistence na chloramfenikol se vyviji
pomérné pomalu, zkiizenou rezistenci jevi prakticky jen s tetracyklinovymi anti-
biotiky, a to pouze u gramnegativnich bakterii (Modr kol. 1964). Kono
a kol. (1968) popsal rezistentni kmeny stafylokokd, které jsou schopné inhi-
bovat chloramfenikol. Hladiny v krevnim séru po peroralni aplikaci jsou vy$si
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a rychle klesaji, zatimco po parenteralni i. m. aplikaci je dosahovano niz3ich,
avSak protrahovanéjsich hladin (Rimarova 1966). Vétsina chloramfenikolu
se vyluCuje ledvinami (Modr a kol. 1964), kde jsou zjistoviany vysoké kon-
centrace (Smahel a kol. 1967). Z vedlejsich Géinkd jsou popsiny predevsim
krevni dyskrasie (M odr a kol. 1964, Best 1967). Hladiny po rtznych apli-
kacich u zvifat, davkovani i klinické indikace ve veterindrni terapii shrnuje
Brunner a kol. (1962).

MATERIAL A METODIKA

Slozeni 100 ml injekéniho roztoku:

D-chloramfenikol subst. 15,0
Mesocain 10 g
Propylenglykol od 100,0 ml

Hladiny chloramfenikolu po jednorazové aplikaci jsme zjitovali u rtaznych
druhtt hospodafskych zvirat; v tomto sdéleni uvadime dil¢i vysledky dosazené
u telat, prasat, selat a koni.

Do pokusu ¢. 1 jsme zastavili 36 telat, plemene &str.,, vaha 95 az 203 kg.
Pripravek jsme aplikovali jednorazové i. m. do krku v max. objemu 10 ml na
jedno misto, ve tfech davkach 5, 7,5 a 10 mg/kg z. v. Kazdou davku jsme
zkouseli na 12 telatech.

V pokuse ¢ 2 jsme aplikovali zkousSeny preparat ve dvou davkach 20
" a 30 mg/kg z. v. selatim plemene BU, o vaze od 12 do 27 kg. Kazdou davku
z. v. prasatum plemene BU, o vaze od 64 do 83 kg, v kazdé skupwne osmi kusiim.
Pii jeancrazovém podéani jsme aplikovali maximalné 11 ml na jedno misto.

V pokuse ¢. 3 jsme aplikovali pfipravek ve tfech davkach 10, 15 a 20 mg/kg
z. v. prasatum plemene BU o vaze od 04 do 83 kg, v kazdé skupiné osmi kustm.
Pri jednorazovém podani jsme aplikovali maximalné 11 ml na jedno misto.

V pokuse ¢. 4 jsme ¢tyfem konim ve vaze od 480 do 620 kg podali jedno-
razové preparat v davce 12 mg/kg z. v. do kréni svaloviny v max. objemu
20 ml na jedno misto a étyfem konim v davce 15 mg/kg z. v. do prsmch svali.
Pii této davce jsme aplikovali cely objem na jedno misto. -

Hladiny chloramienikolu jsme sledovali ve vsech pokusech za 3, 6, 12 a 24
hodiny po aplikaci, u telat v pokuse ¢. 1 jesté za 1, 9 a 30 hodin a u koni
v pokuse ¢. 4 téz za 30 hodin.

Ke stanoveni chloramfenikolu v krevnim séru jsme pouZzivali kolorimetric-
kou metodu podle Levine, Fisbach (1951), v modifikaci podle ing.
Grafuetterové z Vyzkumného dstavu experimentalni terapie v Praze-Kréi.

Soucasné jsme ve vSech pokusech sledovali snaSenlivost prepardtu v misté
vpichu a celkové projevy bolestivosti po aplikaci. Zvifata byla v jednotlivych
dil¢ich pokusech umisténa ve shodnych zoohygienickych podminkach.

VYSLEDKY POKUSYU

jsou uvedeny na obr. 1 az 4, vysledky pokusu ¢&. 1 téz v tabulce I.

Po podani uvedenych davek jsme pozorovali tésné po aplikaci u tii telat
celkovy neklid a projevy bolestivosti, u jednoho koné doslo k induraci mista
vpichu v prsni krajiné. U ostatnich zvifat jsme nezjistili celkové ani mistni
reakce.
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DISKUSE

Ucinek chloramfenikolu je bakteriostatisticky, na grampozitivni koky piisobi
ve vys§ich koncentracich neZ na grammegativni bakterie. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace u citlivjch kmentt se pohybuji in vitro od 0,2 do 1,25 wug/ml

I. Hladiny chloramfenikolu v krevnim séru telat po jednorazové i.m. aplikaci ruz-
nych davek

Dévka f:hlor- —_— cf-hlllgf:;'ly— Hodiny po aplikaci
ekl | i | fenlols
ek 1 3 6 9 12 24 30
5 12 X pg/ml 1,556 | 1,320 1,386! 0,935| 0,254| 0,181 0,0ST
s ug/ml |+0,696 7,1;0,593 40,567 | 40,422 | 40,149 | 0,180 |- 0,040
7,5 12 X ug/ml 1,754 | 3,120 2,265| 1,306 0,724| 0,215| 0,042
s pg/ml 41,220 |+4-2,320 |+0,921 ;0:5; 40,391 i;O,lZ‘a; 40,048
10 12 # pug/ml 3,665| 3,135| 2,977 ) 1,857 | 1,259 ‘024_7‘ 0,044
s ug/ml |+£3,620 1 1?6% ;1;2(5 J_ 1:6%) -_;0,646 ;1—_0,19;1:&0,057
Al
A

~mm DAVKA S mglkg v
— DAVKA Zsm’/k7 iv.
——————— DAVKA 10mg [ng Ev.

01 3 6 9 12 24 30 HOD
1. Hladiny chloramfenikolu v krevnim séru telat po i m. aplikaci
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poght

3T

25

DAVKA 20 mglky v

------- DAVKA 30 mylhg L

2. Hladiny chloramfenikolu v krevnim séru selat po i.m. aplikaci

Y
2.

\ﬂ-‘r, :

e

- DAVKA 10mglxg zv.
______ DAIVKA 15 m?/l(} Zv.
s AVIR 20».7/;7 iv.

12 24 H

3. Hladiny chloramfenikolu v krevnim séru prasat po i.m. aplikaci
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A

———— DAVKA 12m;/k; fv.
______ DAVKA 75m3/l<? b

L) 3 TRETH 12 24 30  HOD.

4, Hladiny chloramfenikolu v krevnim séru koni po i.m. aplikaci

Davka 12 mg/kg Z v. byla aplikovdna do kréni svaloviny v max. objemu 20 ml
na jedno misto, davka 15 mg/kg Zz. v. byla aplikovidna do prsnich svall, cely objem
na jedno misto

#

(Modr a kol. 1964). I kdyz stfedni terapeutické hladiny dosahované v na-
Sich pokusech za 3 az 6 hodin po aplikaci jsou podstatné vyssi, piihlizeli jsme
pti stanoveni dévek k hladindm zjisfovanym za 24 hod. po aplikaci. Stanovili
jsme takové davky, po kterych bylo u jednotlivych druhii zvifat dosahovédno
po jednorazové aplikaci chloramfenikolu v tomto intervalu miniméalné 0,2 ug/ml
krevniho séra. Toto povazujeme za velmi dilezité z hlediska terénni praxe, pfi
které je mozno aplikovat antibiotikum obvykle jednou denné. Z vysledkd vy-
plyva, Ze nejvyssich a nejvice protrahovanych hladin bylo dosahovdno u telat
po ddvce 10 mg/kg %. v., dostateénd byla i davka 7,5 mg/kg %. v., u prasat
byla vhodna davka 15 a 20 mg/kg #. v. U koni bylo dosaZeno po davkach
12 a 15 mg/kg #. v. nizkych po¢ateénich hladin za tfi a est hodin po aplikaci,
tyto hladiny vSak jen velmi pozvolna klesaly. V tomto pokuse se vyrazné pro-
jevil i vliv rtizného zpusobu aplikace. Pfi injikovédni celé ddvky na jedno misto
doslo jen k velmi pozvolnému vstfebdvani a bylo tak dosaZeno niz§ich hladin
po vys$si davce 15 mg/kg % v. proti dédvce 12 mg/kg #. v. aplikované i. m. na
vice mist. Také Brunner (1962) ﬁvédi u koni po i. m. aplikaci nizké zjis-
fované hladiny antibiotika v krevnim séru. Ndmi doporucované denni terapeu-
tické davky pro velkd zvitata 8 az 12 mg/kg 7. v., pro stfedni 12 a7z 15 mg/kg
z. v. a pro mala zvifata 20 az 50 mg/kg z. v. jsou ponékud vy$si nez uvadéji
po i. m. aplikaci napf. Meyer a Jones (1957) (citt Brunner a kol
1962). Ve shodé s Rimadrovou (1966) je tfeba konstatovat, Ze po intra-
muskuldrni parenterdlni aplikaci chloramfenikolu se projevuje zpomaleni re-
sorbce a pomalu klesajici k¥ivka sérovych hladin. Propylenglykol zvySuje de-
potnost Géinku, coZ je z hlediska terénni praxe vyhodné.
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DoSlo dne 15. 5. 1969

HIEBUMK B., IBOPXAK M., TNIMIIEK K. (HayuHo-uccienosaTeabCKuii LEHTP BETEPHHAPHBIX
Menukamentos, Cnoda, IToropku-Xoroyus, UYexocsosakus), YpoBeHs XnopaMQeHHKONAa B CBIBO-
POTKE KpPOBH TeNAT, CBHHEH M JOmAZEH IIOCAe BHYTPUMBLIIIEYHOTO BBEIEHHS HHBEKIJHOHHOrO

pacropa. Ber. Men. (Ilpara) 14 (11) : 617-623, 1969.

B uernipex uyacTHEIX OMBITAX MBI ONPENENAJH YpPOBEHb XJOPAaMPEHHKONA B CHIBOPOTKE KPOBH
TEJAT, TOPOCAT, CBMHeH M Jjomaneii mocne BeeaeHust ¢ uHrepsasamm 103 159 pacrsopa D-
xnopampennkona B nponuienrauxone ¢ 1 YoMesocain. IIpenapar Mul BBenM OAMH pas BHYTPH-
mptmeyno. Hauspicmmii yposens — 3,66 u 3,13 ur/man Mpr ycrasopuau y tensr depes 1—3 uaca
nocie Bpenenus n03bl 10 Mr/kr skusoro seca, y csuneit 1,53 ur/ma nocne moast 20 Mr/Kr sKMBOTroO
peca u y nopocsat 2,17 ur/mn mocse moast 30 Mr/kr skuBoro seca, s 060MX CiyuasxX depeés Tpu
yaca jlocsie BBeseHns. Y somaneir 6Bl LOCTMIHYT Hamsbictimii yposeds 1,05 ur/ma uepes 6 ua-
COB TOCie BBelNeHHA 103k 12 Mr/Kr jKHBOrO Beca. YpOBeHb aHTHOHOTMKOB B CHIBOPOTKE KpPOBH
JKUBOTHDLIX MEIJICHHO [IOHMJKAJICA M uepe3 CyTKH T110CJe BBEIEHUs ONPENeNssoch KOJHYECTBO
xnopampenukona, npepbimaiomee 0,2 ur/mn. Y GomsmmHCTBA KMBOTHBIX He Habiionanocs nocie
BBEAEHMA NpPENapaToB HM MECTHBIX, HH OOIHX PpeaKuHid.

D-xnopampennxon; 15 % wnnbexnoHHbIE pacTBOp; ypOBEHH CHIBOPOTKH

SEVCIK B., DVORAK M., PLISEK K. (Research Centre for Veterinary Medicaments,
SPOTFA, Pohori-Chotoun, Czechoslovakia). The Chloramphenicol Level in the Blood
Serum of Calves, Pigs, and Horses after i.m. Application of the Injection Liquid.
Vet. Med. (Praha) 14 (11) : 617-623, 1969.

In four partial experiments we investigated the level of chloramphenicol in the
blood serum of calves, pigs, and horses after gradated doses of a 159, solution of
D-chloramphenicol in propylene glycol with a 1%, addition of Mesocaine. The
preparation was applied in a single dose intramuscularly. The highest levels —
3.66 and 3.13 ug/ml — were found in calves in from one to three hours after applic-
ation of a dose of 10 mg per 1 kg of body weight, in pigs 1.53 ug/ml after a dose
of 20 mg per 1 kg of body weight, and in piglets 2.17 ug/ml after a dose of 30 mg
per 1 kg of body weight, in both cases in three hours after application. In horses
the highest level of 1.05 ug/ml was obtained in 6 hours after application of a dose
of 12 mg per 1 kg of body weight. The levels of antibiotics in the blood serum of

622 VETERINARNI MEDICINA — 1969



the animals decreased gradually, and in 24 hours after application a quantity
of chloramphenicol of over 0.2 ug/ml was found. In a majority of the animals no
local or general reactions were observed after application.

D-chloramphenicol; a 15%, injection liquid; serum levels

SEVCIK B., DVORAK M., PLISEK K. (Forschungsstelle fiir Veterindrmedikamente,
SPOFA, Pohoti-Chotouni, Tschechoslowakei.) Chloramphenicolsniegel im Kilber-,
Schweine- und Pferdeblutserum nach i.m. Applikation der Injektionslosung. Vet.
Med. (Praha) 14 (11) : 617-623, 1969.

In vier Teilversuchen verfolgten wir die Chloramphenicolspiegel im Blutserum von
Kilbern, Ferkeln, Schweinen und Pferden nach abgestuften Dosen einer 15°), Lo-
sung des D-Chloramphenicols in Propylenglykokol mit 19, Mesocainbeigabe. Das
Priaparat wurde einmalig intramuskuldr appliziert. Die hiochsten Spiegel — 3.66 und
3,13 ug/ml stellten wir bei Kilbern in ein bis drei Stunden nach der Applikation
von 10 mg/kg Lebendgew., bei Schweinen 153 ug/ml nach 20 mg/kg Lebendgew.
und bei Ferkeln 2,17 wug/ml nach 30 mg/kg Lebendgewicht beider Fillen in drei
Stunden nach der Applikation fest. Bei Pferden wurde der hoéchste Chlorampheni-
colspiegel 1,05 wg/ml in 6 Stunden nach der Applikation von 12 mg/kg Lebend-
gewicht festgestellt. Die Antibiotikaspiegel im Blutserum der Tiere fielen allmihlich
ab. Nach 24 Stunden nach der Applikation wurden Chloramphenicolmengen von
mehr als 0,2 ug/ml festgestellt. Bei der Mehrzahl der Tiere wurden nach Applik-
ation des Priparats weder lokale noch Gesamtreaktionen beobachtet.

D-Chloramphenicol; 159, Injektionslosung; Serumspiegel

Adresa autori:

MyDr. Bohumil Sevéik, CSe, RNDr. Miroslav Dvoiak, MVDr. Karel Pligek,
Vyzkumné stiedisko pro veterinarni léé¢iva Spofa, Pohofi-Chotouni
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POUZITI INDIGOKARMINU K DETEKCI 'STREPTOMYCINU
A CHLORAMFENIKOLU PRI INTRAMAMMARNI APLIKACI
JAKO UCINNA OCHRANA MLEKARFN A SPOTREBITELE
PRED MLEKEM ZNECISTENYM ANTIBIOTIKY

M. Stavikova

Vyzkumnyj ustav veterindrniho lékaistvi, Brno

'3

& -

STAVIKOVA M. PouZiti indigokarminu %k detekci streptomycinu a chloramfe-
nilkolu pii intramammarnt aplikaci jako uéinnd ochrana mlékdren a spotie-
bitele pred mlékem znedi§ténym antibiotiky. Vet. Med. (Praha) 14 (11) 625-636,
1969.

Je popsdno pouziti indigokarminu jako indikatoru vyluéovani antibiotik
z mlécéné Zzlazy po intramammarni infazi. Bylo vyzkouSeno pridavat barvivo
v ruznych mnozstvich jednak ke streptomycinsulfatu, jednak k chloramfenikol-
sukeinatu (vzdy ve 20 ml fyz. roztoku). Aby byl streptomycin viditeln& dete-
kovan indigckarminem jesté alesponn ve 48 hodindch po infazi, lze v naSem
pripadé pokladat za vyhovujici daviku 400 mg barviva na 500 mg streptomycinu.
Jednoduchou a rychlou metodou pomoci ménice ionta zachytime barvivo, a tim
i pripadné minimélni koncentrace antibiotika obvykle jesté 72 hodinipo apli-
kaci. Ke chloramfenikolu bude moZno poc¢itat s mnozstvim barviva pravdé-
podobné niz§im — asi 300 mg indigokarminu na 500 mg chloramfenikolu —
nebof toto antibiotikum jsme urcovali obvykle pouze pifi prvnim nebo pii dru-
hém dojeni. Nevyhodou infundovéani indigokarminu je, Ze pulsobi znaéné silné
podrazdéni mlécné zlazy. To vSak pomérné rychle cdezniva a trvale Spatné
nasledky zjistény nebyly. Zkouska zachovani antibiotické aktivity po uloZeni
indigokarminu a streptomycinu ve smési po dobu 7 mésici pri +5°C v chlad-
ni¢ce méla priznivy vysledek. Pokusy s vylucovanim zkouSenych latek, konané
na Kklinicky zdravych vemenech, by mély byt ovéreny na vemenech s poruse-
nou sekreci. Po zkou$kach klinickych by dale bylo vhodné provérit zahraniéni
poznatky o neskodnosti zkrmovani zbarveného mléka indigokarminem jednak
vyzkoudenim patologického nahromadéni barviva u drobnych laboratornich
zvirat (mysi apod.), jednak krmnymi pokusy na vétSich hospodarskych zvira-
tech (telata, prasata). Podle literarnich udaji a naSich poznatku se jevi cesta
barevnych indikatortt jake nejrychlejsi, nejjednodussi a z hlediska ekonomic-
kého nejlevnéjsi metoda, jak predejit skoddam v mlékarenské technologii a jak
chranit zdravi spotrebitele.

mléko: rezidua antibiotik; streptomycin: chloramfenikol; barveni preparata
k 1é¢bé mastitid; intramammarni aplikace: ochrana mlékaren

V piedchozi praci jsme se zabyvali moZnosti intramammarni infaze roz-
toku indigokarminu jako barevného indikdtoru prokain-penicilinu G (obé latky
byly rozpustény ve 20 ml fyz. roztoku a pomoci injekéni stiikacky vpraveny
strukovym duéejem do mlétné zlazy). Cilem pokusu bylo vyzkouSet zptisob
v nékterych zemich jiz osvédéeny a omezit tak moznost pfedfasné prodévat
mléko od 1éCenych krav. Jelikoz pri tlumeni mastitid se pouzivaji také jind anti-
biotika, vyzkouseli jsme ve druhé fdzi pokusu pfiddvat indigokarmin také ke
streptomycinu a chloramfenikolu.
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Dawson a Feagan (1963) podavaji zpravu o zkuSenostech s pridavanim
barviva Brilliant Blue FCF k dihydrostreptomycinu pfi intramammarni aplikaci.
Jako optimalni se jim jevi kombinace 125 mg barviva na 100 mg dihydrostrepto-
mycinu. Pri 1léébé mastitid dosahli dobrych vysledk(. Barvivo neovlivnilo uc¢innost
antibiotika a vylu¢ovalo se mlékem synchronné. Podle Franka a Schraudiho
(1965) je uvedené barvivo totozné s indigokarminem. Ma nékolik synonymnich ozna-
c¢eni. Némecti vyzkumni pracovnici ho napt. oznac¢uji Blau 2.

Naproti tomu Wetli (1963) zkousel vhodnost pouzivani barviva, ve Svycarsku
v soucasné dobé bézné uzivaného, Griin S (= =zelen 4) k chloramfenikolsukcinatu
pro intramammarni aplikaci. Vylucovani antibiotika zachytil v mléce maximalné
pii druhém dojeni, zatim co barvivo bylo patrné o dvé az &tyli dojeni déle. Zelen 4
prokazoval jednak vizualné, jednak pomoci Langeho fotoelektrického leukometru.

Obdobnym problémem se zabyval rovnéz Fritsche (1964), ktery zkou$el pri-
davat barvivo Griin S jednak ke chloramfenikolu, jednak k tetracyklinu-HCl. Do-
poruc¢uje pouzivat k intramammarni 1é¢bé mastitid chloramfenikol v mnozZstvi
500 mg a 50 mg Griin S na jednu ¢tvrt pro rychlejsi vylucovani, mensi drazdivost
a lep$i terapeuticky ucinek nez tetracyklin-HCl. Bauer a Klatt (1966) vyvinuli
v Némecku preparat k 1lé¢bé zanéti mlécéné zlazy, ktery ma nazev Galtimycin
.blau“. Obsahuje 40 000 m.j. novokain-penicilinu, 20 000 xg dihydrostreptomycinsul-
fatu a 50 mg modfi 3 v 1 ml vodného piipravku. Uvedeni autori zkouseli preparat
na kravach zdravych. Zjistili, Ze se vyluéuje rychle, do 48 az 56 hodin po aplikaci,
pricemz antibiotikum i barvivo jsou vyluc¢ovany synchronné.

Weigtova a Moller (1966) vyzkousSeli uspésné Galtimycin ,blau“ na 45
¢tvrtich s poruSenou sekreci. Ukéazalo se, Ze pripravek ma dobrou terapeutickou
uc¢innost, avSak vymeésovani barviva a antibiotik podléhda u nemocnych krav zna¢nym
vykyviam. Pouze 409, oSetfenych &tvrti vyludovalo barvivo a antibiotika synchronné.

Z hlediska praktického vyuziti barevného mléka byla nékolika vyzkumnymi
pracovniky reSena otdzka jeho zkrmovani.

Dalgaard-Mikkelsen a Rasmussen (1962) krmili barevné mléko
prasatim a telatim. Zvitata je ochotné prijimala. Byly zjistény pouze nazelenalé
vykaly. Po zabiti byly vySetfené organy i svalovina prosty barevnych odchylek.
K obdobnym vysledkum dosli v Némecku Bauer a Klatt (1966) pri zkrmovani
modii myS$im, psim a prasatim.

MATERIAL A METODIKA

Pokusy jsme opakovali na dvou zdravych dojnicich, jejichz primérni uzit-
kovost se pohybovala kolem 5 az 7 litrii/den. Nejprve byla zkousena aplikace
streptomycinsulfiatu v davece 250 mg a 500 mg na 1 &étvrt s rliznym mnoZstvim
indigokarminu, pozdéji obdobné chloramfenikolsukcindtu v davce 500 mg na
jednu ¢tvrt. Do nékterych étvrti bylo aplikovdno pouze antibiotikum, do né-
kterych roztok antibiotik a barviva a iiné ¢tvrté byly ponechéany jako kontrolni
Prikaz antibiotik a barviva, jakoZ i ostatni ¢&asti metodiky, jsou obdobné
jako v praci Sfavikova (1969). Za pouziti ,mezindrodniho standardu“
streptomycinsulfaitu a ,ndr. standardu“ chloramfenikolu byly uréeny hranice
minimalni citlivosti metod pro STM 0,62 az 1,25 ug/ml mléka a pro chloram-
fenikol 1,25 az 2,5 ug/ml. V prvnich vydojcich silné zbarvenych indigokar-
minem bylo nutno urcovat pozitivitu srovnavanim s kontrolnim vzorkem anti-
biotik prostého mléka podle konzistence (&iste¢né srazeno, uplné srazeno, ne-
srazeno). Obdobné posuzovali zbarvend miéka Weigtova a Moller (1966).

VYSLEDKY A DISKUSE

Mnozstvi streptomycinu a indigokarminu v jednotlivych vydojcich (&asovy
interval 6 nebo 12 hodin) bylo stanovovdno zfedovaci metodou a vysledky
jsou uvedeny v tabulce I. Krava 603 byla dojena dvakrat za den, krava 604
trikrat.
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Pti ddvce 250 mg streptomycinu na ctvrt je mozno naposled uréiti

hodin po aplikaci % z celk. poétu pripadi (10)
30 20,0
36 20,0
48 60,0

Pti ddavce 500 mg streptomycinu na Ctvrt

hodin po aplikaci % z celk. po¢tu pripadi (12)
30 33,3
36 41,7
48 25,0

V nafem pokuse jsme zji§tovali streptomycin naposled pfi dojeni ve 48 ho-
dindch. Metody, kterych jsme ke stanovovéani antibiotik pouZili, nezachyti sice
streptomycin v tak nizkych koncentracich jako penicilin, ale mlékarenské kvasné
procesy jsou na toto antibictikum rovnéz méné citlivé. Napf. podle Holce
aKlime§e (1964) je jogurtové kysdni chrozeno teprve 80X vy3§i koncen-
traci STM proti penicilinu. V pfipadé viditelné detekce antibiotika je$té alespori
ve 48 hodinach po infazi by bylo nutné pfiddvat k 500 mg streptomycinu asi
400 mg indigokarminu. Z tabulky vidime, Ze pomoci ménice iontd zachytime bar-
vivo ve vét§iné pifipadd asi o dvé aZ tfi dojeni déle nez STM i pfi niz§ich davkach
indigokarminu (300 mg a 200 mg). Je nutno brat vak v dvahu poznatkv ji-
nych autorti, které v prehledu uvadi Terplan a Zaadhof (1967). Pri
citlivosti metody 1 ug, co? odpovidd také moZnostem na$im, urdili Jacobs
a Hanselaar (1966) streptomycin je§té ve 48 hodinich pfi davce 300 mg/
fétvrt. Uvarov (1960) po inftizi 500 mg streptomycinu/étvrt jej uréuje v 72
hodinach. Doba vyludovani zAvisi pfirozené jako u vSech antibiotik na druhu
vehikula a na doiivosti kravy. Jestlize zvolime vodny roztok a pomér STM : in-
dieokarminu 1,25 : 1, pak lze podle na$ich zkuSenosti predpokladat, Ze nebez-
peéné koncentrace antibiotika budou pomoci barevného indikatoru zachycenv.
ObdobnV pomér antibiotika a modfi (pouZili viak na rozdil od nas mod¥
3) rovnéi na =zdravych kravich vvzkouSeli jiz vySe imenovani némecti
autoti Bauer a Klatt (1966). V ieiich pokusech, obdobné jako v na-
§ich. ie vyluovani infundovanvch antibiotik a barviva obvvkle ukonéeno
no 48 hodinich. V naSem ptipadé je nutno viak brati v tivahu, Ze pokusy bvly
konanv na kravach sice rovnéz zdravych. ale s pomérné nizkou uZitkovosti. Lze
prednoklddat. Ze u krav s vv$si dojivosti, nebo naopak u kustt nemocnych, by
nastalv poméry ponékud odli§né.

V tabulce II. isou uvedeny vvysledky pokusu s aplikaci chloramfenikolu
a indigokarminu. P¥i zkouSeni ptiblizné vvludovaného mnozstvi jednotlivych
doieni nebvlo moZno zonravidla v dal§ich fedénich pfimého vydoiku nekontami-
novanym mlékem antibiotikum zachvtit. nviddime proto pouze vozitivni a ne-
sativni vVsledkv (ne mno7stvi). Chloramfenikol se nidm podafilo obvvkle uréit
nouze ofi prvnim, maximalné n¥i druhém dojeni po aplikaci.

P#i ddvce 500 me chloramfenikolu na é&tvrt ie mo#no navosled uréiti

hodin po aplikaci % z celk. pottu pripada (34)
6 11.8
12 73,5
24 14,7
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1. Vysledky pokusu s aplikaci streptomycinu a indigokarminu

Vylucovani streptomycinu

— stupnice — m. j./ml mléka*)

barviva — pug/ml mléka L L.
<] [ . i et o e

cislo i v el mg doba po aplikaci v hodinich ml/den
6 12 | 24 | 30 | 36 | 48 | 54 | 60 | 72 | 78 | 84

604 | PZ 250 3| 2 |1 1 1 0 0 0 0 0 0 1729
400 500 | 31,20 1,950 | 0,488 | 0,244 | 0,061 0,030 | 0,015' 0 0 0

LP 250 313 |2 1 1 1 0 0 0 0 0 1260
400 500 | 31,20 | 1,950 | 0,488 | 0,244 | 0,122 | 0,061 | 0,030 | 0 0 0

LZ 250/0 30 3 |2 1 1 0 0 0 0 0 0 1136

603 | PZ 250 3 |2 1 1 0 0 0 1086
400 250 15,600 0,976 | 0,244 0,061 | 0,015 - 0

LP 250 3 |2 1 I 0 0 i 0 686
400 500  |31,200 3,000 | 0488 0,061 | 0,61 0

LZ 250/0 3 |3 : 1 0 0 0 1492

6041~ PP 0/300 187 | 31,20 | 0,976 | 0,488 | 0,244 | 0,061 f 0,030 | 0,030 | 0,030 0 0 1087

PZ 500 31 3 |2 2 % |0 o 0 0 0 0 1494
300 187 | 46,70 | 0,976 | 0,244 | 0,122 | 0,061 | 0,061 | 0,030| 0,015 0 0

LP 500/0 3| B |2 12 |1 0:-0 0 0 0 0 1116

603 | PZ 500 3 |2 2 1 0 0 0 1298
300 62,50 | 3,900 0,488 | 0,122 0,061 | 0,030 0

LP 500/0 3 |2 1 1 0 0 0 870

LZ 0/300 62,50 | 3,900 0,244 | 0,061 0,061 | 0,030 0 1824

604 | PZ 500/0 3] 3 |2 2 0 0 0 0 0 0 0 1557

LP 500/0 4! 3 |2 1 0 0 0 0 0 0 0 1226

LZ 0/300 500 | 31,20 | 0,732 | 0,488 | 0,061 | 0,030 | 0 0 0 0 0 1433

vl
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604 | PZ 0/200 125 | 17,81 0,488 0,122 0,061 | 0,061 | 0,030 | 0 0 0 0 1550
LE 500/0 3] 3 2 1 0 0 0 0 0 0 0 1250
LZ 500 3 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1597

200 125 | 17,81| 0,488 0,061 | 0,061 | 0,061 | 0,030 | 0 0 0 0
603 | PP 0/200 500 125 7,810 | 2,920 0,061 | 0,030 0 941
PZ 500/0 3 1 1 0 0 0 0 1511
LP 500/0 3 1 1 0 0 0 0 863
LZ 0/200 31,20 | 0,976 0,061 | 0 0 0 0 1738
604 | PZ 0/200 500 (125  [11,700 | 3,900 | 0,122 | 0,061 9;061 0,061 | 0,030 0 0 1308
LP 250/0 3| .2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 1093
LZ 250 3 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1289

200 500 (125 7,810 | 2,920 | 0,061 | 0,061 | 0,061 | 0,030 O 0 0

E
603 | PZ 0/150 62,50 | 1,950 0,122 | 0,030 0 0 0 1586
LP 500/0 3 3 2 1 0 0 0 916
LZ 500 3 2 1 0 0 0 0 1701

150 187 7,810 0,061 | 0,061 0 0 0
603 PZ 0/150 187 7,810 0,122 | 0,061 0 0 0 1352
LP 250/0 3 3 1 1 0 0 0 765
LZ 250 3 3 1 1 0 0 0 1733

150 187 3,900 0,061 | 0,030 0 0 0

Pozndmka: streptomycin barvivo

stupnice ug/ml

0

1
2
3
4

> 0,62
od 0,62
6
60

600

— 6
— 60
— 600
—6000

hranice viditelnosti 0,25 ug/ml
hranice zachyceni
iontoméni¢em Dowex 1 % 8 0,015—0,030 1g/ml PP prava pfedni &tvre

PZ prava zadni ¢tvrt
LZ leva zadni &tvrt

LP leva pfedni étvrt
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II. Vysledky pokusu s aplikaci chloramfenikolu a indigokarminu
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Vylucovani chloramfenikolu sg/ml
K| | A0 e T i g
&islo farivo g doba po aplikaci v hodinach ;Ic' gt 3r:iym?;<eizn
6 12 24 30 36 48 54 60 i 72 78 84
603 rr 500/0 + + 0 0 0 0 0 860
PZ 500/0 3 | &+ 0 0 0 0 0 1357
LP 500 + 0 0 0 0 0 0 775
150 62,50 0,976 0,122 | 0,030 0 0 0
LZ 500 + 0 0 0 0 0 0 1621
150 46,83 | 0,976 0,061 | 0,030 0 0 0
604 PP 500 + -+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1293
150 250 (125 3,90 | 0,488 0,061 | 0,030| 0 0 0 0 0
PZ 500 -+ + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1559
150 187 | 62,50 2,92 | 0,244 | 0,030 | 0,030| 0 0 0 0 0
LP 500/0 + + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1339
603 PP 500/0 + = 0 0 0 0 0 871
PZ 500/0 -+ 0 0 0 0 0 0 1373
e 500 + 0 0 0 0 0 0 798
150 62,50 | 1,950 0,122 | 0,030 0 0 0
LZ 500 - 0 0 0 0 0 0 | 1773
150 46,85 | 0,976 0,061 | 0,030
604 PP 500 + + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1340
150 250 |125 0,488 | 0,061 | 0,030 | 0 0 0 0 0 0
PZ 500 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1643
150 187 | 62,50 | 0,244 | 0,061 | 0,061 | 0,030 | O 0 0 0 0
LP 500/0 -+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1281
LZ 500/0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1458
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603

604

603

604

PP 500/0 = + 0 0 0 0 0 1040

PZ 500/0 + 0 0 0 0 0 0 1482

LP 0/200 125 15,60 -0,488 0,122 0,061 | 0,030 0 1030

LZ 0/200 125 7,81 0,488 | 0,061 0,030 | 0 0 2031

PP 500 + + 0 0|0 0 0 0 0 0 0 1512
200 250 | 31,20 0,976 | 0,488 | 0,122 | 0,061 | 0,030 | 0 0 0 0

Pz 500 =+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1743
200 125 7,81 | 0,488 | 0,061 | 0,061 | 0,030! 0 0 0 0 0

LP 500/0 + - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1312

PP 500/0 - 0 0 0 0 0 0 1025

PZ 500/0 -+ 0 0 0 0 0 0 1442

LpP 500 - 0 0 0 0 0 0 1020
300 125 62,50 0,488 | 0,122 0,061 | 0,030 0

LZ 500 x 0 0 0 0 0 0 1790
300 62,50 | 3,90 0,244 | 0,061 0,061 | 0,030 0

PP 500 + + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1420
300 125 \31,20 0,976 | 0,244 | 0,061 | 0,030 0,030| 0 0 0 0

PZ 500/0 - + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1417

LP 500 + |+ |+ olo |o |o |o |o o | o 1338
300 250 | 31,20 0,976 | 0,488 | 0,061 | 0,061 | 0,030 | 0 0 0

Pokracovani tabulky II.
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Pokracovani tabulky II.

R
|

Vyludovani chloramfenikolu xg/ml -
, i . barviva pg/ml
ot | g | Aant ot U B
¢islo i 00 — mg dobg_{po aplikaci v hodindch oo étvrtiym(i;gg;
6 | 12 | 24 | 30 | 36 |48 | 56| 60 | 72| 78 | 84
603 | PP 500/0 + 0 0 0 0 0 0 759
PZ 500/0 + 0 0 0 0 0 0 1403
LP 500 = 0 0« 0 0 0 0 726
300 500 31,20 7,81 | 0,488 0,122 F0,030 0
LZ 500 + 0 0 0 0 10 o 0 1483
300 250 |15,60 0,976 | 0,244 0,061 | 0,030 3 0
604 PP 500 -+ -+ 0 0 0 0 0 0 0%, 0 0 1152
300 500 | 62,50 | 7,81 | 0,488 | 0,122 0,061 | 0,061| 0,030| 0 & | © 0
PZ 500 + %] ofl ofo |o o |o [o%| of o 1544
300 250 | 31,20| 0,488 | 0,244 | 0,122 | 0,061 | 0,061 | 0,030 | O 0 0
LP 500/0 + + 0 0 [0 0 0 0 0 0 0 1201
Poznamka: chloramfenikol barvivo

hranice prakaznosti 1,00 —2,50 pg/ml (<4 +-)

PZ prava zadni ¢tvrt
LZ leva zadni Ctvrt
PP prava predni Ctvrt
LP leva pfedni ¢tvrt

hranice viditelnosti 0,25 pg/ml

hranice zachyceni

iontoméni¢em Dowex 1X8 0,015—0,03C ug/ml




Nélezy odpovidaji zji§ténim Brunschwilera (1961) a Wetliho
(1963). Autofi uvadéji dobu, kdy je mozno jeité ve vydojku chloramfenikol
ur¢it 24 hodin po 1éché.

Z vyse popsanych poznatkd lze ulinit zavér, ze k vodnému roztoku chloram-
fenikolu by bylo mozno ptiddvat niz$§i mnozstvi indigokarminu nez napi. k pro-
kain-penicilinu G nebo streptomycinu. Z tabulky vyplyva, Ze asi 300 mg
barviva by stadilo viditelné detekovat nebezpetna mnozstvi antibiotika v prv-
nich dvou dojenich a iontoméni¢i zachytime pripadné zbytky obvykle o dvé
dojeni déle.

V tabuikdch chybi jednotlivé ¢tvrté, do nichz nebyla aplikovana ani anti-
biotika ani barvivo. Zpravidla pfi infazi byla ponechdna jedna kontrolni ctvrt.
V téchto 12 hodin po aplikaci byl streptomycin zachycen jednou, ve 24 hodinach
dvakrat a dva vydejky vykazuji rovnéz nepatrné stopy jesté ve 24 a 36 hodi-
nach (celkem bylo ponechidro 9 étvrti kontrolnich). Redénim vydojk mlékem
prostym antibiotik se podafilo odhadnout vylu¢ované mnozstvi Etvrtémi kont-
rolnimi na 0,62 az 6 ug/ml. Vyskyt barviva zaznamenan nebyl.

V pokuse s chloramfenikolem se nepodafilo ani antibiotikum ani indigo-
karmin v kontrolnich ¢tvrtich prokazat. Khalil (cit. podle Fritsche 1964)
dosel ve svych pokusech rovné? k zavéru, Ze na rozdil od antibiotik nejsou po-
uzivana barviva vemenem rezorbovina. Pozorovani se shoduje s poméry sle-
dovanymi na sliznici zazivaciho traktu.

Hodnoty v tabulkach udévajici vyluéovand mnozstvi barviva v ug/ml, da-
vaji moznost vypoéitat, pii jakém zfedéni jednotlivych zbarvenych vydojku mlé-
kem nebarvenym by se dal indigokarmin je§té¢ pouhym okem nebo pomoci
iontoméni¢i prokézat.

Reakce mlééné zldzy na infundované latky byla sledovana NK-mastitis
testem. Pri aplikaci pouze antibiotik se objevuje ojedinéle slabsi podrazdéni,
které viak rychle odezniva. Indigokarmin ptlisobi na mléénou zldzu v prvaich
hodinach po infazi znaéné drazdivé, avsak po 60 hodinich byl zpravidla NK-
-mastitis test jiz zcela negativni. Niz§i ddvky barviva zplsobuji podrazdéni men-
§i. Co se tykd vydojeného mnozstvi mléka z jednotlivych ¢&tvrti, do nichZ byly
latky aplikovany, jevi se, Ze mléénd Zldza reaguje uréitym poklesem nadoje.
Denni pramér mnozstvi mléka z prvnich ¢tyt az péti dni po aplikaci je obvykle
niz§i nez prumérné hodnoty ze dnii pozdéjsich.

Ackoliv bylo dvojici krav opakované, mnohdy kazdy tyden, po dobu étyf
mésici do nékterych ¢tvrti infundovdno barvivo nebo antibiotika, nedo$lo k trva-
Iym zjevnym poruchdm zdravotniho stavu mlééné zlazy (dojnice byly obéas vy-
Setfovany klinicky, mléko pak bakteriologicky a cytologicky — metodou na-
téri ze sedimentu).

Bylo rovnéz vyzkou$eno, zda uloZeni smési streptomycinu a indigokarminu
v chladniéce pti +5 °C po dobu 7 mésicti ovlivni antibiotickou aktivitu. Po
uvedené dohé nebyla snizena.

Indigokarmin se jevi tedy jako vhodny indikator pfitomnosti antibiotik,
ktery by pfedevsim branil v prodeji kontaminovaného mléka. I kdyz se pred-
poklada izolace nemocnych dojnic, je nutno v béZném provozu pipustit namitku,
ze je mozno prehlédnouti zbarvené mléko pfi strojnim dojeni. Zachovavaji-li
se vSak zasady spravného postupu, tedy oddojeni a prohlédnuti prvnich stiika
mléka, musi byt barevné mléko rozlifeno. K podobnym zdvérim dosli Frank
a Schraudy (1965). Rovnéi svoz mléka ve velkych tancich by mohl vést
chovatele k tomu, aby vyuzil anonymity velkého mnoZstvi mléka. Feagan
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(1964) viak uvadi, ze v Australii ve staté Victoria po zavedeni povinného pri-
davani barviva k antibiotickym preparatdm nastal pokles zachyceného mnozstvi
mléka s antibiotiky pti svozu v konvich z 15 % na 0,4 % a pti svozu v tancich
z 80% na 2,5 %.
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IITABUKOBA M. (HayuHo-uccnenosaTensCkuit MHCTHTYT BerepuHapuu, BpHo, Uexocnmopakus).
IIpuMenenne WHAWTOKAPMHHA IUISl ONpPENENEHHsl HANHIMA CTPENTOMHIMHA W xxopaMPeHHKona
UpH BHYTPUMAMMAPHOM NPMMEHEHUM KaK NeHCTBeHHAs OXpaHa MOJOYHBIX 3aBOAOB M mOTpebu-
Texeif NMPOTHB MOJOKAa, 3arpssHeHHoro aHTH6mormkamu. Ber. Men. (IIpara) 14 (11) :625-636,
1969.

F. pabore onmcaHOo MpHMMeHeHHe MHAMIOKAPDMHHA B KayecTBe MHIMKATOPA BLLIEJEHUs aHTHOMO-
THKOB M3 MOJIOUHOI JKenessl Iocje BHyTpuMamMapHoit wuH(ysnn. HWcnerrhisanocs nofasneHne
KPACUTeJeH B PA3NNYHOM KOAMYECTBE KaK AJAA CTPenTOMULMHCynbdaTa, Tax M XsuopaMPeHHKoJ-
cyknmHara (scerma B 20 MuumauTpax QuUaHoNOTMUecKoro pactsopa). /lns TOro, 4TOBE MOKHO
SABHO ONpENeJUTh CTPENTOMHUIMH  HMHIMTOKAPMUHOM  eme 1o  MeHbileil Mepe  CHycrs
48 yacoB TIOC]e BIMBAHHsA, MOKHO B HAweM Cjydae CYMTATh yHOBieTBOpuTesbHON mosy 400 mr
kpacurenss Ha 500 mr crpentoMuumEa. IIpOCTHIM M 3KCMEAMTHBHEIM METOLOM C TOMOINIBIO MOHO-
ofMEeHHMKA MBI yJOBMM KpPacHTENb, a CIENOBATENLHO, M BO3MOMKHLIE MHHMUMAJbHBIE KOHUEHTpAIlMu
aBTHOMOTHKA, KaK TPaBMJO, eme crycTs 72 uaca mocje sawBaHus. Ins xiopamMbeHmxona MOXKHO
TIpeojiaraTh, 4ro KoamdecTBO Kpacurens Oyner, BeposTtHo, oxoso 300 Mr uHIMrokapMuHa
Ha 500 Mr xuopaMdeHuKona, TaK Kak STOT AHTHOMOTHK Mbl Onpenessi OBBIYHO TOABKO MPU
TepBOil MM TIPM BTOpPOi moike. OTpuuarenbHas CTOPOHA BBENCHMA HHIMIOKApMHHA B TOM,
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YTO OHO BHI3BIBAET OYEHb CHJIbHOE pa3ipa’keHue MOJIOUHOMH skesedpl. ONHAKO 8TO CpPaBHUTEILHO
CKOpPO MPOXOAMT M IIOCTOAHHBIX TIJIOXHX TIOCJEACTBUI He 65110 YCTaHOBJIEHO. Ucneiranue coxpa-
HeHMsA AHTHOHOTHUYECKOH aKTHBHOCTH II0CJIE BBENEHHMA HMHIMIOKADMMIHA M CTPECHTOMUIIMHA B KOp-
MOBhle cMecH B TedeHue 7 Mecsiues npu rtemmeparype +50C B xonommapHuxe mano Graro-
NPUATHBIE PE3YJbTATEL. OneiTel € BBIACJIEHMEM MCNBITEIBAEMBIX BEIIECTB, MPOROAWMBIE HAa KJIHHU-
YECKH 3M0POBOM BBIMEHH, cieloBaso OBl IPOBEPUTH Ha BEIMEHH C HapyuieHHON cekpeunueii. I[Tocne
KAMHHYECKUX WCIBITAHMIT XOpouro ObIo 6Bl MPOBEPHTH 3arpaHHuHble CeefeHHs O (e3ppenHocTH
CKapMJINBAHUA OKPAIIECHHOTO HMHIWTOKAPDMHHOM MOJIOKA KakK IIyTeM TIDOBEPKH HAKOIJIEHHsI Kpa-
cHTeNst Yy MeNKHX Ja0opaTopHbIX JKHMBOTHBIX (MBIIeH M T, II.), TaK M NyTeM KOPMOBEIX OILITOR
na GoJyiee KPyNHBIX CEJBCKOXO3AHCTBEHMHBIX JKMBOTHBIX (cBuHbH, Tessnta). CersacHo aurepaTyp-
HBIM JaHHBIM ¥ HaMM IIONYY€HHBIM pe3yJabTaTaM METON IIBETHBIX MHIMKATOPOB aHTHOMOTHKOB
npeucTaBafercs Hambosee CKOPBIM, HECHOMHLIM 1, € BKOHOMMUCCKOIl TOYKM BPCHUH CAMBIM
DEITeBBIM METOLOM, KAaK TNpenynpeiuTh Bped, HAaHOCHMBI MOJIOYHOII TeXHOJIOTMH, U KaK OXPaHsiTh
8I0pOBRE TOTPeHUTENS.

MOJIOKO; OCTAaTKM AHTHOHOTHKOB; CTPENTOMHIIMH; XJOopaMpeHHKOJ; OKpacka Mpernaparon s Je-
YEHMA MaCTUTa; BHYTPMMAMMapHOe TNpHMEHEHME; 3aUlMTa MOJOUHBIX

STAVIKOVA M. (Research Institute of Veterinary Medicine, Brno, Czechoslovakia).
Intramammary Application of Indigo Carmine for the Detection of Strentomycin and
Chloramphenicol as an Effective Protection of Dairies and Consumers from DMiik
Polluted with Antibiotics. Vet. Med. (Praha) 14 (11): 625-636, 1969.

There is a description of the application of indigo carmine as an indicator of the
secreting of antibiotics from the mammary gland after intramammary infusion.
Tested was the addition of staining materials in different quantities both te strepto-
mycinsulphate and to chloramphenicol succinate (always in a 20 ml. physiological
solution). For a visible detection of streptomycin by means of indigo carmine in
at least 48 hours after infusion a dose of 400 mg of the staining material per 500 mg
of streptomycin may be considered, in our case, satisfactory. By means of the
simple and rapid method with the ion exchanger we retain the staining material
and so also a minimum concentration of antibiotics usually as late as 72 hours
after application. In the case of chloramphenicol it will be possible to apply prob-
ably a smaller quantity of the staining material — about 300 mg of indigo carmine
per 500 mg of chloramphenicol — as this antibiotic was determined usually only
in the first or second milking. A disadvantage of the infusion of indigo carmine
is the fact that it causes a considerably strong irritation of the mammary gland.
Howerer, this disappears comparatively rapidly and no lasting harmful results were
founds A test on the persisience of antibiotic activity after addition of indigo
carmine to streptomycin during 7 months of storage at 59C yielded a favourable
result. The experiments carried out with the secretion of the tested substances from
clinically healthy udders should be verified in udders with disturbed secretion. Afier
the clinical tests it would further be suitable to check the foreign experiences
regarding the harmlessness of the feeding of milk stained with indigo carmine, and
that on the one hand by means of a testing of the pathological accumulation of
the staining material in small laboratory animals (mice etc.) and, on the other hand,
by means of feeding experiments carried out with larger farm animals (pigs, calves).
According to the literary data and according to our own experience the dye-marking
of antibiotics appears to be the fastest and simplest, and from the economical point
of view also the cheapest method of preventing damage to the dairy techmology and
of protecting the health of the consumers.

milk: residues of antibiotics; streptomycin; chloramphenicol; staining of prepar-
ations for the treatment of mastitids: intramammary application; protection of
dairies

STAVIKOVA M. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno, Tschechoslowakei).
Benutzung des Indigokarmins zur Detektion des Streptomycins und Chloramphenicols
bei intramammdarer Applikation als wirksamer Schutz der Molkereien und Konsu-
menten vor mit Antibiotika wverunreinigter Milch. Vet. Med. (Praha) 14 (11):
625-636, 1969.

Es wird die Anwendung des Indigokarmins als Indikators der Ausscheidung von
Antibiotika aus der Milchdriise nach intramammiirer Infusion beschrieben. Es wurde
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die Beigabe des Farbstoffes in verschiedenen Mengen einerseits zum Streptomycin-
sulfat, andererseits zum Chloramphenicolsukzinat (in stets 20 ml physiologischer
Losung) gepriift. Um das Streptomycin mit Indigokarmin wenigstens noch nach 48
Stunden nach der Infusion sichtbar detektieren zu konnen, geniigt in unserem Fall
die Dosis von 400 mg Farbstoff je 500 mg Streptomycin. Mit Hilfe der einfachen
und schnellen Methode des Ionenautauschers erfafst man den Farbstoff und damit
eventuell auch die minimale Antibiotikakonzentration in der Regel noch 72 Stunden
nach der Applikation der letzteren. Bei Chloramphenicol kann man voraussichtlich
mit mur cca. 300 mg Indigokarmin je 500 mg Chloramphenicol rechnen, denn dieses
Antibiotikum stellten wir in der Regel nur beim ersten oder zweiten Melken fest.
Ein Nachteil der Indigokarmininfusion ist aber sehr starke Reizwirkung dieses
Farbstoffs auf die Milchdriise. Diese Wirkung ist aber verhiltnisméfig von kurzer
Dauer und hinterldfit keine dauernden unerwiinschten Folgen. Der Test auf Erhal-
tung der Antibiotika-Aktivitdt nach Aufbewahrung des Indigokarmins und Strepto-
mycins im Gemisch sieben Monate hindurch bei +50C im Kiihlschrank hatte giin-
stige Resultate. Die mit klinisch gesunden Eutern verwirklichten Versuche mit der
Ausscheidung der gepriiften Stoffe sollten bei Eutern mit Storungen der Sekretion
tiberpriift werden. Nach den klinischen Testen wire es weiter angezeigt, die aus-
lindischen Erfahrungen iiber die Unschéddlichkeit der Verfiitterung der mit Indi-
gokarmin gefédrbten Milch einerseits durch Ermittlung der pathologischen Anhiufung
des Farbstoffs bei Laboratoriumskleintieren (Médusen u. d.), andererseits durch Fut-
terungsversuche mit grofieren landwirtschaftlichen Nutztieren (Schweinen, Kilbern)
zu tiberpriifen. Den Literaturangaben und unseren Erkenntnissen gemif3 erscheint
die Benutzung von Farbstoffindikatoren als die schnellste, einfachste und 6kono-
misch vorteilhafteste Methode der Vorbeuge von Schidden in den Molkereien und
des Schutzes der Gesundheit des Konsumenten.

Milch; Residuen von Antibiotiken; Streptomycin; Chloramphenicol; Fiarbung von
Pridparaten zur Behandlung der Mastitiden: intramammire Applikation; Schutz
der Molkereien

Adresa autorky:

Ing. M. Stavikova, Vyzkumny ustav veterindrniho lékarstvi, Brno-Medlanky
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STANOVENI AKTIVITY KYSELE FOSFATAZY (ACP)
U KOHOUTKU PLEMENE LEGHORNKA BILA
V CASNE POSTINKUBACNI ONTOGENEZE

Z. Sova, J. Jicha, K. Koudela, J. Houska

VSZ, katedra fyziologie hospoddiskiych zvirat, Praha - Suchdol
KU, lékatskd fakulta, odd. klinické biochemie, Hradec Kralové

SOVA Z. JICHA J., KOUDELA K. HOUSKA J. Stanoveni aktivity kyselé
fosfatizy (ACP) u kohoutkiu plemene leghornka bilaé v casné postinkubacni
ontogeneze. Vet. Med. (Praha) 14 (11) : 637-642, 1969.

Aktivita kyselé fosfatazy, stanovena metodou podle Bessey, Lowry
a Brock (1946), byla urcena v 11 vékovych intervalech ze 45 smésnych
vzorklt z celkového poc¢tu 670 kohoutku plemene leghornka bild. V prvém
tydnu stari kurat kolisala aktivita kyselé fosfatazy v rozmezi 5 *= 3,4 U az
7,6 =44 U. U starsich kurat 11 a 42dennich byly =zjistény hodnoty 5 az
7krat niz$i v rozmezi 0,6 az 1,3 * 0,2 U s vyjimkou 21. dne (4,5 £ 0,7 U). Pied-
poklada se, ze zvySena aktivita je zpusobena predevsSim rozpadem jadernych
ptacich erytrocytt v prvém tydnu Zzivota.

drubez; sérum; vyvoj; aktivita kyselé fosfatazy

Pii studiu zadkladnich hodnot v krvi kufat béhem ¢asného postinkubaéniho
vyvoje jsme téz stanovili nékteré enzymy. Kromé toho, Ze jsme sledovali akti-
vitu alkalické fosfatdzy (Sova, Jicha, Koudela, Houska 1969), SDH,
MDH, LDH a jeji izoenzymy (Sova, Jicha, Koudela, Houska
1968), GOT a GPT (Koudela, Sova, Hoiman 1969), jsme stanovili
téz ACP. .

Fosfatazy jsou dulezité esterdzy, §tépici kyselinu fosforecnou z rtznych
organickych sloucenin (nukleotidt, fosfatidl, cukernych fosfatd a jinych latek).
Podle mechanismu ucinku rozlisujeme hydrolazy fosfomonoesteri (3.1.3)
a hydrolazy losfodiesteri (3.1.4), ktera katalyzuji ods$tépeni jednoho ze dvou
zbytkt diesterti. Zvrat hydrolytické reakce cinnosti fosfatdz neni mozny a tak
napi. syntéza fosforecnych esteru je uskuteéiiovana jinymi enzymy. U nékterych
lezi optimum pH v oblasti alkalické (pH 7 az 9,5), u jinych v oblasti kyselé
(4,5 az 6). Mluvime potom o kyselé fosfatdze (3.1.3.2) nebo o alkalické fos-
fataze (3.1.3.1.). Stanoveni obou fosfataz patfi vedle aldolazy k prvnim enzy-
matickym testim, které byly vyuzivany v klinické enzymologii. U savci se
uvadi nejvyssi aktivita ACP v prostaté (Vitkova 1967). U krys prokazali
Manning a kol. (1966) nejvys$si aktivitu ACP ve sleziné, pak v ledvinich,
tenkém stfevé, jatrech, plicich a srdei, relativné nizké aktivity v ostatnich tka-
nich a organech. Raabe (1952) nasel vys$§i aktivitu ACP v hemolyzovanych
sérech nez v sérech normélnich nebo v krevni plazmé, v erytrocytech udava
150 az 200krat vyssi aktivitu ACP nez v krevnim séru. Siidhof a Votzel
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(1960) pozorovali pokles aktivity ACP v séru pfi uchovdni v pokojové teploté,
pii ulozeni vzorku v lednici pfi 4 °C byl tento pokles aktivity nizsi.

U ptaka jsou ddaje skromné. Sanz a Lorenzo (1950) stanovili akti-
vitu ACP v oviduktu, Mc Daniel a Chute (1961) sledovali aktivity né-
kterych enzymi v ontogeneze, mezi nimi i ACP. Jejich nejmladsi kufata byla
pétitydenni, nejstarsi palro¢ni. U zdravych slepic plemene leghornka bila a u sle-
pic nemocnych lymfomatézou stanovili aktivitu ACP Leshera Burmester
(1955), u drlibeze s osteoporézou a osteopetrézou Bell (1961).

Koneéné lokalizaci ACP v granulech leukocyti ve stfevé dribeze se za-
byval elektronmikroskopickym sledovinim Holman (1968), Dounce
a Siebel (1943) zjistovali obsah ACP v jadrech dribezich erytrocyti.

MATERIAL A METODY

Aktivita ACP byla stanovena metodou podle Bessey,Lowry a Broc-
ka (1946). Jako substrdt byl pouZzit p-nitrophenylfosfat v 0,1 M acetidtovém
pufru o pH 5,4. Vzorek je inkubovan pti 25 °C po 60 min., enzymatickd reakce
je pak ukonéena pridinim NaOH. Zabarveni, jez dodd uvolnény p-nitrofenol,
je fotometrovdno. Maximum absorbance je pti 400 nm, pro rutinni potfebu se
meéii ve vrstvé o sile 1 em na okraji viditelné oblasti pfi 415 nm. Vysledky
jsou vyjadreny v mezinirodnich jednotkach. Méfime proti slepé zkousce, kdy
inkubujeme substrdt samotny a sérum pfidame az po alkalizaci. Mezinirodni
jednotka (U) je definovdna jako ono mnozstvi enzymu v 1000 ml séra, jez je
schopné za minutu rozstépit 1 mol substratu pfi 25 °C a pH 5,4. Chyba metody
pii hodnoté¢ ACP 8,2 U je =0,59 U (7,2 %).

Aktivita ACP byla stanovovana ze skupinovych vzorki séra. Kohoutci ple-
mene WL byli vykrvovani dekapitaci, aktivita byla v séru stanovena do 24 hod.
po zabiti. U mladsich kurat (do stafi 7 dnt) byly skupinové vzorky z 10 az
20 kufat, u star§ich nez tyden byly skupinové vzorky z 3 az 10 zvirat.

Kohoutci, pouziti k pokusu, byli chovani v bateriich odchovny katedry za
béznych zootechnickych podminek pfi omezené pohybové aktivité. Kufata byla
krmena smeési K pro odchov kufat, od stafi 14 dnd dostdvala grit, po celou
dobu vodu ad libitum. Aktivita ACP byla stanovena ve 45 smésnych vzorcich
z 670 kurat. Skupiny téhoz véku byly statisticky zhodnoceny (%, s, s¥, V¥) po-
etni stanici VSZ v Praze, za coz ji patii nas dik.

|
VYSLEDKY A DISKUSE

Dosazené vysledky jsou uvedeny v tabulce I a na obr. 1.

Z vysledki vyplyva, ze ACP v prvych 7 dnech véku se pohybovala v re-
lativné vyssich hodnotach kolem 5 az 7 U, pfi¢emz oviem byl uvnit¥ jednotli-
vych vékovych souborii pozorovan zna¢ny rozptyl naméfenych hodnot: prvni
den 1,4 az 9,2 U, tfeti den 4,8 az 8 U, sedmy den 1,4 az 14 U.

Od 11. dne véku byly prokédzany jiz nizké hodnoty v rozmezi kolem 0,6 U
az 1,3 U, pficemz vyjimku tvofilo méfeni u tfitydennich kufat, kdy byl pozo-
rovan vzestup aktivity ACP v priméru az na 4,5 U s rozmezim 3,2 az 4,8 U.
Analogicky vzestup 21. dne pfi sledovéni alkalické fosfatdzy (ALP) nebyl po-
ZOTOVAn.
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1. Aktivita kyselé fosfatazy u kurat v ¢asné postinkuba¢ni ontogeneze

Stari kurat = e i
ve dnech % % § Sx Vi
1 195 4,99 3,4 0,22 67,1
3 100 6,40 1,0 0,10 15,9
4 20 6,40 — —
53 100 5,10 0,7 0,06 13,0
7 100 7,60 4,4 0,43 57,3
11 15 0,60 — — —
16 20 0,80 0,1 0,02 11,5
18 20 0,70 0,2 0,04 25,5
21 60 4,50 0,7 0,08 14,9
24 30 1,00 0,3 0,06 34,5
‘ 42 10 1,30 0,2 0,06 14,4
2 S e
U 7
11—
ACP
10— %
0| I
8+ Z %
7 %
-9 2 Z
2 An=20 4 7
2% /Y
= i R \
2 " 7 \
5 2 1 100 7 %
"0 0 7
41— 2 n=100 \ y
ne100 \ / \
7, /
Il 7 \\ j \\
11— n=195 \ / B &
Aas = —&=— n=10
a P | n.15 | P20 | MmP, |
1 34 5 7 14 14 16 18 21 24 42 o

1. Hodnoty ACP u kurat rtzného stari
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Jak vyplyva z tabulky I i z obr. 1, je u kufat prvy den postinkuba¢niho #i-
vota charakterizovdn vyrazné zvysenou aktivitou ACP, jeji hodnoty jsou 5 az
7krat vys3i nez u starSich kufat. Pfi srovnani téchto vysledki s nadi ptedchozi
praci (Sova a kol. 1969), v niz byla prakticky z téhoz materidlu stanovena
i ALP, vidime, Ze neni vztah mezi aktivaci obou fosfatdz. V dostupné literatute
jsme nezjistili, Ze by se byl nékdo zabyval otazkou stanoveni ACP u kutat v pr-
vych dnech Zivota. Mc Daniel a Chute (1961) zjistili u 5 az 10 tydna
starych kufat hodnoty ACP 0,315 % 0,152 U az 0,682 = 0,239 U. Jde o hod-
noty velmi blizké tém, jez jsme naméfili u kufat starsich nez 11 dni. Citovani
autofi neprokdzali signifikantni rozdily v aktivit¢ ACP mezi 10tydennimi
a 17tydennimi kufaty plemene leghornka bila.

Aktivitu ACP 3,3—7,4 U uvadi Bell (1961) u kurat ve stari 15 az 18
tydnt, dalsi vzestup pak u kufat nemocnych osteoporézou (osteoklasty obsahuji
ACP), oviem Bell pouzivd jiné definice pro mezinarodni jednotku (U = mg
4 nitrofenolu, uvolnéného ve 100 ml plazmy za 1 hod. v 0,211 citrdtového ¢i
acetatového pufru o pH 4,9 pti 37 °C). Naproti tomu u kutat s floridni osteo-
petrézou nebyly shledany rozdily mezi zdravymi a nemocnymi (osteoklasty se
nachéazely vzacné).

Naskyté se otdzka, jaka je prifina vysoké aktivity kyselé fosfatdzy v prvnim
tydnu zivota kufat. U ptakid nepfichazi v avahu zdroj z prostaty a ziejmé zde
nejde ani o pavod zvySené aktivity ACP z rostoucich kosti. Nejpravdépodobnéjsi
vysvétleni lze hledat v rozpadu jader erytrocytii, pro coz svédéi i ¢tyfnasobné
zvysena hladina celkového bilirubinu u dribeze v prvnim tydnu Zzivota proti
star§im, jak jsme prokazali jinde (Sova, Koudela, Némec, Hou$ka,
Matéjusova 1969). Sedmy den zivota jsme pozorovali v jiné praci (Vr-
benskéd Sova, Fojtikova, Ferstova, v tisku) nejnizsi hodnoty erytro-
cyti (@ 2000000/1 cmm) béhem prvého mésice zivota. I tato skuteénost po-
tvrzuje vySe uvedenou domnénku. Dalsi mozné vysvétleni vysoké aktivity ACP
souvisi s vyzivou ze zloutkového vacku. Z nasi prace (Sova, Jicha, Kou-
dela, Houska 1969) i z vysledkd dosud neuvefejnénych vyplyva, ze jsou
u kufat v prvnim tydnu postinkubaéniho Zivota vysoké hladiny lipida (cho-
lesterolu, esterifikovanych i neesterifikovanych mastnych kyselin a fosfolipidi),
dochazi k transportu lipidi ze zloutkového vacku do jater, kde se rovnéz ty-
picky méni do zluta jejich barva (Prochdzska a Szeky 1966). V té
dobé& dochazi v jatrech k vyraznému vzestupu a ukladédni glykogenu (Houska
1967). Podle Jindry,Sipala a Kovacze (1966) miize jit téz o zvysené
uplatnéni kyselych fosfatdz v nasledujicich pochodech v metabolismu lecitinu:
aktivita fosfolipdzy B katalyzuje odstépeni obou zbytki mastnych kyselin a zbyla
kyselina cholin glycerolfosforeéna je sté€pena specifickou fosfodiesterdzou na cho-
lin a glyceroliosfat. Glycerolfosfat je pak rozkladdn nespecifickymi fosfatdzami
(mezi nimi kyselou fosfatdzou) dale na kyselinu fosforecnou a glycerol. Ten je
pak v naSem pripadé zfejmé vyuzit v glykogenogeneze. Podle tohoto schématu
by mohla mit zvySena aktivita kyselé fosfatdzy i své biologické opodstatnéni.
Je nutno ovSem konstatovat, e uvedeny mechanismus je popisovan ve stfevech
(Jindra a kol. 1966). Nicméné jednotlivé orginy se lisi intenzitou premény
lecitinu, znaénou roli zde hraji i ledviny (Hamsik, Santavy 1956). Zatim
nemuzeme zodpovédné posoudit, ktery z obou popsanych systému je dilezi-
t€j$i, zvySend bilirubinaemie a pokles erytrocyti kolem 7. dne véku hovofi spise
pro puvod zvysené aktivity ACP z jader erytrocytu.
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AKTUBHOCTh KMCJIOH docpartassi, ycraHOBjeHHas no Meroay becceir, Jlaypu u Bpox (1946),
fipira onpenenesa B 11 sospacrHbix uHTepBasax y 45 cmemaHHbIx 06pasuos us ofurero Kouu-
gyecrsa 670 merymxos mopomer Gesblii serropH. Ha nepsoit Hemese JKM3HM UBIIJIAT KUcaas ¢oc-
datasa Haxoauaacs B mpememax 5 *34 U — 76 =44 U. Y usinaar xe B Bospacre 11—42
nneil ycraHosyieHm B 5—7 pas MeHbwe semuuuHnl B auanagoHe 0,6 — 1,3 £ 0,2 U, sa uckino-
nenuem 21-ro ams (4,5 = 0,7 U). Ilpennmonaraercss, 4TO NOBBINIEHHAS AKTHBHOCTL BHI3BAHA,
'pelRne pcero, [)ﬂCﬂaAOM ﬂ}leHbe TITHYBHUX BPPITPQ'.IPITDB Ha nepnoﬁ Heneye »XHW3HU.

NTHIA; CBIROPOTKA; PA3BUTHE; aKTHUBHOCTL KHUCHOH (ocdaTasn

SOVA Z., JICHA J., KOUDELA K. HOUSKA J. (University of Agriculture, Chair
of the Physiology of Domestic Animals, Prague, Czechoslovakia). The Determinat-
ion of the Effect of Acidic Phosphatase (ACP) in the Cockerels of the White
Leghorn Breed in an Early Post-incubation Ontogenesis. Vet. Med. (Praha) 14
(11) : 637-642, 1969.

The activity of acidic phosphatase determined according to the Bessey, Lowry &
Brock method (1946) was studied on 11 age stages in 45 mixed samples of a total
of 670 cockerels of the White Leghorn breed. During the first week of the age
of the chicken, the activity of acidic phosphatase ranged from 5 * 34 U to
7.6 £ 4.4 U. In older chicken (11—42 days), the values were found 5—7 times lower,
ranging from 0.6 to 1.3 = 0.2 U, with the exception of the 215t day (4.5 = 0.7 U).
The increased activity is assumed to be due particularly to the break-up of nuclear
avian erythrocytes during the first week of life.

poultry; serum:; development; acidic phosphatase activity

SOVA Z., JICHA J, KOUDELA K. HOUSKA J. (Hochschule fiir Landwirtschaft,
Lehrstuhl der Physiologie landwirtschaftlicher Nutztiere, Praha, Tschechoslowakei).
Bestimmung der Aktivitit der saueren Phosphate (ACP) bei weiffen Leghornhdhn-
chen in der frithen Postinkubationsontogenese. Vet. Med. (Praha) 14 (11) :637-642,
1969.

Bei insgesamt 670 weiflen Leghornhdhnchen wurde in 45 Mischproben in 11 Alters-
intervallen mit Hilfe der Methode nach Bessey, Lowry und Brock (1946) die Akti-
vitdt der saueren Phosphatase bestimmt. In der ersten Lebenswoche der Kiicken
schwankte die Aktivitdt der saueren Phosphatase in den Grenzen von 5 * 34 U
bis 7,6 =44 U. Bei ialteren, 11-42tagigen Kiicken waren die ermittelten Werte
5—T7fach niedriger und bewegten sich in den Grenzen von 0,6 bis 1,3 = 0,2 U mit
Ausnahme des 21. Tages (4,5 = 0,7 U). Man setzt voraus, daf die erhohte Aktivitit
vor allem durch Zerfall der Vogel-Kern-Erythrozyten in der ersten Lebenswoche
verursacht wird.

Gefliigel: Serum:; Entwicklung; Aktivitdt der saueren Phosphatase

Adresy autori:

Prof. MVDr. Zdenék Sova, DrSc, MVDr. Karel Koudela, CSc., MVDr. Jiii
Houska, CSc., VSZ, katedra fyziologie hospodarskych zvirat, Praha-Suchdol
MUDr. J. Jicha, Lékarska fakulta KU, odd. klinické biochemie, Hradec Kralové

642 VETERINARNI MEDICINA — 1968



INAKTIVACE VIRU INFEKCNI HEPATITIDY PSU TEPLEM

G. Petr, E. Jiran

Bigveta Terezin

PETR G., JIRAN E. Inaktivace viru infekéni hepatitidy pst teplem. Vet. Med.
(Praha) 14 (11) : 643-651, 1969.
Studovali jsme termostabilitu viru infekéni hepatitidy pst z tkanovych kultur
psich ledvinnych bunék pii pH 7,2. Virus je velmi stabilni, s polo¢asy 100 dni,
/11 dni a 1,5 dne pfi teplotdch 4°C, 20°C a 37"C a s polocasy 4,5 hodiny,
20 minut a 0,8 minuty pii teplotach 48 "C, 52 "C a 56 "C. Zjistili jsme, Ze inak-
tivace infektivity viru infekéni hepatitidy pst teplem probiha v rozmezi teplot
4°C a 56"C ve dvou termodynamicky odliSnych reakecich, které se krizi pri
46,7 "C. Odpovidajici aktiva¢ni energie a entropie &ini pro teploty pod 46,7"C
22 kecal/mol a 1,4 cal/mol/grad a pro teploty nad 46,7°C 152 kcal/mol a 424
cal/mol/grad.

virus infekéni hepatitidy pst; tepelna inaktivace viru; aktivac¢ni energie a en-
tropie

Studium tepelné inaktivace je souéésti sledovani zakladnich vlastnosti riz-
nych viri. RovnéZ na nafem pracoviiti jsme proto zafadili tyto prace do studia
viru infekéni hepatitidy psd (virus HCC).

Pred pocatkem této prace nebyly podrobnéjsi informace o stabilité viru
HCC pti rtznych teplotich téméf dostupné. Pouze Fastier (1958) uvadi, ze
virus HCC z tkariovych kultur je inaktivovdn za 10 minut p¥i 56 °C. Ve vse-
obecné charakteristice skupiny adenovirt, k niz virus HCC néleii, se uvadi. Ze
psi adenovirus je pomérné stabilni pfi teolotdch nizs§ich, aviak p¥i teploté 56 °C
je inaktivovdn snadno (Pereira a kol 1963). Dalsi otibuzny psi adenovirus,
izolovany z pfinadt infekéni larvneotracheitidy nsti (ILC) Ditchfieldem
a kol. (1962), bvl studovan pfi teplotach 4 °C, 37 °C a 56 °C Yamamotou
(1966). Pro dukladnéjdi pozndni vlastnosti viru HCC jsme chtéli tyto kusé
zpravv doplnit podrobnéj§im studiem vlivu teploty na virus HCC.

Dile se ukédzalo, Ze inaktivace Zivo¢i§nych vird teplem je komplexnim zie-
vem. Nasvédéuji tomu termodynamické parametry ziskané inaktivaci p¥i tevlo-
tidch vySich i niz8ich. které se od sebe podstatné li§i. Prace tohoto druhu byvly
vét§inou délanv s riboviry, obsahujicimi kyselinu ribonukleinovou. Deoxyviry,
jeiichZ charakteristikou je kyselina deoxyribonukleinovi, a mezi né% pat¥i i virus
HCC, bvlv dosud studovany ojedinéle, napf. Sharpem a kol. (1964) s vi-
rem vakcinie nebo Krugmanem a kol. (1964) s lidskym cytomegalovirem.

MATERIAL A METODY

TKANOVE KULTURY. Jako tkafiové kultury slouzily primarni kultury psich
ledvinnych bunék (TK PSL), jak jsme je popsali jiz dfive (Tiran 1964),
které byly pomnoZoviny v Earleho roztoku soli s ptidavkem 0,5 % laktalbumin-
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hydrolyzatu a 10 % teleciho séra. Jako zdchovné medium pro kulturu slouzil
stejny Earleho roztok soli, avsak bez pfidavku teleciho séra.

INFEKCNI MATERIAL. Pro ptipravu infekéniho materidlu slouzil virus HCC,
kmen CORNELL-1 v 91. az 96. pasazi. Timto kmenem infikované TK PSL
v Roux-ldhvich byly v dobé maximalniho cytopatického efektu (CPE), tj. asi
za ¢tyti dny slity, suspenze odstfedéna 20 minut p¥i 2000 obr./min. a super-
natant ulozen pti —40 °C.

TITRACE INFEKTIVITY. Pro titraci infektivity bylo pouzito zkumavkovych sub-
kultur psich ledvinnych bunék. Titrovany materidl byl pfipraven v desetini-
sobnych fedénich, na kazdé fedéni bylo pouzito ¢tyf az péti zkumavkovych kul-
tur. Kazdd zkumavkova kultura byla infikovdna 0,1 ml fedéného materidlu a na
kulturu bylo doplnéno zachovné medium v mnozstvi 0,9 ml. Titrace jednotli-
vych vzorkd byly posuzovany za 6 dni inkubace pfi 37 °C a hodnoceny podle
CPE. Titr byl vypo¢itan podle Kdrbera (1931).

INAKTIVACE TEPLEM. Inaktiva¢ni pokusy byly délany ve vodni lazni pomoci
ultratermostatu. Suspenze viru byla prekontrolovana na pH a pfipadné upravena
tak, aby vysledné pH ¢inilo 7,2. Pfi nizsich teplotach, pfi nichz inaktivace pro-
bihala pomaleji, byla suspenze rozplnéna po 5,0 ml do zkumavek o obsahu 7 ml.
Vsechny zkumavky urcené k pokusu byly ulozeny do kovového stojanu a vlo-
zeny do pfedem vyhraté lazné. Jakmile teplota kontrolni zkumavky s teplomérem
dosdhla pozadované teploty, byl zaznamenan ¢as O a odebran prvni vzorek, slou- .
zici jako kontrolni hodnota suspenze viru pfed inaktivaci. Dal§i vzorky byly
odebirany v danych ¢asovych intervalech a ihned po odebrani ochlazeny v le-
dové lazni, kde jimi bylo asi pil minuty otaceno. Nakonec byly vSechny zku-
mavky pti dlouhodobém pokusu ulozeny p¥i —40 °C a pti kratkodobém’ pokusu
pti +4 °C do chvile, kdy byly vsechny vzorky najednou pouzity k titraci pro
stanoveni obsahu aktivniho viru HCC. .

Pti teplotiach vyssich (52 °C az 56 °C) bylo postupovano tak, ze fada zku-
mavek, obsahujicich 4,5 ml zachovného media, byla vlozena do vodni lazné
k vytemperovani. Jakmile teplota dosdhla pozadované vyse, bylo do kazdé zku-
mavky pfiddno co nejrychleji 0,5 ml infekéni suspenze, mirné protfepano a za-
znamendn ¢as 0. Opét byly v pravidelnych intervalech odebirdny vzorky a po
ochlazeni v ledové lazni ulozeny k dal§imu zpracovani pii +4 °C.

Pfi dlouhodobych pokusech, kdy byly zkumavky ulozeny pii dané teploté
po dobu nékolika tydnt ¢ mésict, bylo obéas kontrolovino pH. Bylo zjiiténo,
ze se pH ménilo pouze nepatrné a zfidka presihlo hodnotu pH 7,3. Tomu prav-
dépodobné napomihal maly vzduchovy prostor ve zkumavkich s infekéni
suspenzi.

VYSLEDKY
1. INAKTIVACE VIRU HCC PRI RUZNYCH TEPLOTACH

Zavislost infektivity viru HCC na ¢ase pti 37 °C je zndzornéna na obr. 1.
Tato zavislost je vyjddfena pfimkou, jejiz pribéh se neméni béhem celé inakti-
vace az do vymizeni infektivity. Takovy pribéh nasvédéuje tomu, Ze inaktivace
sleduje reakci prvého fadu. Pro vétsi presnost bylo vsech pokusnych hodnot po-
uzito k vypoltu linedrni regrese metodou nejmensich é&tvercli, aby mohly byt
zohlednény i ty body, které nelezi ptimo na p¥imce. Parametrii rovnice bylo pak
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pouzito k sestaveni nejvhodnéjsi inaktivaéni ktivky pri této teploté a k vypoétu po-
lo¢asu. Tento druh inaktivace byl zji§tén témér u vsech nizsich teplot az do
47 °C. Ktivky v tomto rozmezi teplot byly tedy jednofizové.

Naproti tomu je na obr. 2 zobrazena zavislost infektivity viru HCC pfi
56 °C. U tohoto druhu inaktivace, ktery se projevoval vyraznéji u teplot vys-
§ich (52 °C az 56 °C), neni tato zavislost v pritbéhu celé inaktivace jednofazova.
Je zde zcela patrnda dvoufdzovost. V prvni fdzi je pribéh inaktivaéni kfivky
linedrni a strmy, coZ znamend, Ze v této ¢asti dochdzi k rychlejsi inaktivaci
viru, kdezto v druhé fazi probihi inaktivace podstatné pomaleji. P¥i takovém
druhu inaktivace byla linedrni regrese vypolitdna pouze u prvé faze. Zda se,
ze u viru HCC je situace obdobna jako u ribovirt, kde byl pfi vyssich teplotach
rovnéz prokdzan dvoufidzovy pribéh inaktivace.

Vedle uvedenych dvou teplot byly stejnym zplisobem studovany inaktivace
i pti dalsich teplotich v rozmezi +4 °C az 56 °C. Doba jednotlivych odbéri
vzorki se u rznych teplot li§ila. Pti teplotich 54 °C a 56 °C jsme vzorky
odebirali podle stopek kazdou 1 minutu, pti 52 °C a 50 °C kazdych 20, popti-
padé 45 minut, pfi 48 °C a 42 °C kazdych 5 a 10 hodin, pti teplotich niz8ich
v dennich a vicedennich intervalech. Ka%d4a teplotni inaktivace viru byla sle-
dovédna Ctytikrat aZ Sestkrat a jednotlivé linedrni regrese byly kombinovany.
Téchto primérnych linedrnich regresi, které byly rovnéZ linedrni a signifikant-
ni, bylo pak pouZito jako inaktivaénich kf¥ivek, znidzornénych na obr. 3. Tento
graf ukazuje zavislost poklesu infektivity na teploté, pfi¢em% pokles infekti-

V.
vity je vyjadfen vyrazem, log —-Vo-, kde V, je infektivita vychozi a V, infekti-
¢

vita zji§ténd pti dané teplotd. Z toho také vyplyva, ze pt¥i 56 °C dochézi ke ztra-
t& infektivity o 2 log, ti., Ze ptivodni infektivita klesne na 1 % iiZz za necelych
6 minut, zatimco napf. pfi 37 °C dojde ke steinému poklesu a? za 10 dni
a pti 20 °C téméf za tii mésice. Je tfeba je§té dodat, 7e pokud se u nékterd
k¥ivky vyskytuji dvé fize, je na obr. 3 zndzornéna pouze predni ¢4st inakti-
vaéni kfivky.
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3. Inaktivace infektivity viru infekéni hepatitidy psu pii rtznych teplotach
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I. Polo¢asy a termodynamické parametry pro tepelnou inaktivaci infektivity viru
infekéni hepatitidy pst

Aktivaéni Aktivaéni
o 1 Polocas (hod.) [Polocas'(hod.) 1 energie entropie
t°C | 5510° | experimentdlni | teoreticky | XBod AH* A s+
kcal/mol | cal/mol/grad
4 3,610 — 2340
20 3,413 278 276 2,49.10-3
25 3,356 156 147 4,46.1073
33 3,268 52 56 1,32.102 22 1,4
37 3,226 36 36 1,91.102
42 3,175 22 21 3,10.102
46,7 3,128 = 12,30
48 3,116 4,40 4,80 1,57.10-1
50 3,096 0,87 1,10 7,91.101
52 3,077 0,35 0,24 1,98. 152 424
54 3,058 0,04 0,05 1,78.10
56 3,040 0,01 0,01 4,95.10
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Oznaéime-li jako polocas t dobu, za kterou klesla pivodni infektivita na

polovinu, tj. o 0,3 log, pak miizeme s vyhodou pouZit parametri linedrnich
regresi k vypoftu polocasi pii jednotlivych teplotach. PouZzijeme tu vztahu:
t, = 0b3’ kde t, je polocas a b absolutni hodnota smérnice.

Tak napf. maktlvacm k¥ivka na obr. 1 ma rovnici y = 4,90 — 0,22 x,
odkud ty = 1,36 dni.

Podobnym zptisobem byly zpracoviany inaktivaéni krivky u vSech teplot
a vypocitané polofasy, odvozené matematicky, byly pfevedeny na hodiny. Pri-
mérné polocasy u viech sledovanych teplot jsou uvedeny v tab. I, kde jsou
uvedeny i polofasy odvozené teoreticky vypoétem. V podstaté se hodnoty ziska-
né experimentilné zna¢né blizi hodnotim odvozenym. Udané polodasy pouka-
zuji na velkou stabilitu a odolnost viru HCC vii¢i teplotdm, zejména v oblasti
teplot nizgich. To potvrzuje ostatné i zkufenost, 7e infekéni suspenze viru HCC
se d4 uchovéivat pfi chladnitkové teploté +4 °C nékolik tydni bez znatelné
ztraty infektivity a na zdvadu neni ani pfechodné kratkodobé uloZeni infekéni
suspenze viru HCC z tkanovych kultur p¥i laboratorni teploté. Mimo to lze
s vyhodou pou?it znaéné stability viru p¥i 37 °C p¥i neutraliza¢nich testech,
nebot polocas pfi této teploté ¢ini 36 hodin, tj. 1,5 dne.

2. TERMODYNAMICKE PARAMETRY PRO TERMALN{ INAKTIVACI VIRU HCC

Protoze termalni inaktivace je monomolekuldrni reakci, alespoii v poca-
te¢nim priubéhu, lze pro jednotlivé teploty vypoéitat reakéni konstanty z integro-

2,303
vané formy rovnice prvého tadu: k = -—-——1 g - kde t je ¢as V; a V, infek-

tivita viru v ¢ase 0 a t. V&lenénim obecnych hodnot pro vyjadfeni poloasu do-
0.691 2t

staneme k = — ——
polodas

K vyiddfeni empirického vztahu
mezi reakéni rychlosti a teplotou je
mozno pouzit Arrheniova grafického
zobrazeni zavislosti logaritmu rychlost- Y = 102,20 - 33,07 X
ni konstanty na pfevratné hodnoté abso-
lutni teploty. Této zavislosti je pouZito
na obr. 4 pro termélni inaktivaci viru
HCC. Jiz pt¥i vyneseni p¥islu§nych hod-
rot log k bvlo zfejmé, Ze je zavislost
vyjadfena dvéma protinajicimi se pfim-
kami. Z hodnot, piisludeiicich obéma
primkdm, bvly 'vypoéitiny linedrni
regrese: pro oblast teplot nizdich v =
= 1358 — 4,74 x se smérnici b = i
= —4.74 a pro oblast teplot vy&ich
y = 102,20 — 33,07 x se smérnici

(=]

LOG K /HOD™'/

Y= 1358- 474X

-3
4. Grafické znazornéni zavislosti log
rychlostni konstanty k (hod.!) na pfe- 4_ N
vratné hodnoté absolutni teploty 30 31 32 33 34 35 36

Yy« 103
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b = —33,07. Vzidjemnym odedtenim obou rovnic byl stanoven priseéik obou
1 :
ptimek, majici parametry log k = 0,75 — 2 a ,*I-;IO3 = 3,128, tj. 46,7 °C.

Pouzitim smérnic obou pFimek byla vypoéitdna aktivaéni energie podle

H+
vztahu b = — I%(E_R , kde b je smérnice ptimky, AH* aktivaéni energie
>
a R = 1987 cal/grad. Aktivaéni energie, takto vypoéitani, &ini pro rozmezi

teplot +4 °C az 46,7 °C 22 kcal/mol a pro rozmezi teplot 46,7 °C az 56 0C
152 kcal/mol. |
Dalgi termodynamickou veliinou, kterd byla pfi termélni 1nakt1vac1 viru
HCC sledovana, je aktivaéni entropie AS*. Za tim téelem byla reakéni kon-
stanta k vyjddfena jako funkce aktivadni energie a entropie:
A*H AS*
k = PR S RS O Sl SR R
log 103 + log T 23TR © 23R °
kde AH?* je totozné s aktiva¢ni energii a AS* odpovida ptislu§né zméné entro-

pie. Pro rozmezi teplot 4 °C a7 46,7 °C &ini aktivaéni entropie 1,4 cal/mol/grad
a pro rozmezi 46,7 °C a7 56 °C 424 cal/mol/grad.

DISKUSE !

To, %e¢ vztah mezi reakéni rychlosti inaktivace a teplotou neni vyjadfen
jedinou pfimkou, nybrz prfimkami dvéma, navzijem se protinajicimi, je zfetel-
nym dtkazem toho, Ze inaktivace viru HCC v rozsahu méfenych teplot nepro-
bihad jednotné. Jde zfeimé o dva procesy, vyiddfené i rfiznou aktivaéni enereif
a entropii. Jak je patrno z tab. I1. k podobnému vysledku do$la i fada dal§ich
autori. Jiz Woese (1960) poukdzal na to, Ze aktivaéni energie stanovena

11. Aktivadni energie a entropie pro tepelnou inaktivaci infektivity nékterych virt

Virus - Tcplotz ilxz§1 Teploty vyssi Pr\:1) sé ik -
AH) ASH?) AH* AS+

HCC 22 1 152 424 46,7 tato prace
Polio LSc 28 7 244 689 44 Dimmock a kol. (1967)
Polio MEF 1 o 202 47 French a kol. (1960)
Rhinovirus 19 —17 100 242 39 Dimmock a kol. (1967)
Slintavka 27 121 43 Bachrach a kol. (i957)
Slintavka 30—45 | 23—69 | 116—155!291—400| 41-—53 | Ahl (1968)
ROUS
sarcoma 20 —16 78 45 Dougherty (1961)
Bluc tongue 8 50 46 Svehag (1963)
Cytomegalus 13 92 37 Krugman a kol. (1964)
Vakcinia 14 Sharp (1964)

1) = aktivacni energie (kcal/mol)
%) = aktivaéni entropie (cal/mol/grad)
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pro vysoké teploty odpovidd aktivaéni energii pfi- denaturaci bilkovin, zatimco
na druhé strané povazoval Ginoza a kol. (1964) nizkou aktiva¢ni energii
pri teplotach niz8ich za projev inaktivace kyseliny ribonukleinové. Prikaz sprav-
nosti téchto vyvodi podal Dimmock (1967), ktery studoval D antigen
viru polio, pomoci neutralizace a zjistil, ze je pfi vyssich teplotich nicen, kdezto
pri teplotach nizsich nikoliv. Mimo to ukazal, Ze ionty Mg nemaji vliv na sta-
bilitu viralni kyseliny ribonukleinové, kdeito pfitomnost iontii hoféiku mnapad-
né zpozduje pfeménu D antigenu v C antigen.

Koch (1960) uvadi, ze pfi 54 °C je bilkovina viru polio denaturovana,
pfiCemz viralni kyselina ribonukleinovd zistiva neovlivnéna. U viru slintavky
a kulhavky je bilkovina viru pfi vysSich teplotdch §tépena na podjednotky, ale
ribonukleinova kyselina ztstdva zachovana (Brown a kol. 1963). K podobnému
zavéru dospél i Dimmock (1967) pfi studiu ribonukleinové kyseliny viru
polio a rhinoviru. Zjistil, Ze po grafickém vyjadfeni zavislosti rychlostni kon-
stanty na teploté predstavuje ribonukleinovd kyselina viru polio jedinou pfim-
ku v pribéhu nizsich i vyssich teplot, majici AH* 31 kcal/mol a A S* 4 cal/
/mol/grad. Naproti tomu vychozi virus, z néhoz byla ribonukleinova kyselina
izolovana, vykazoval pfimku lomenou, s priiseikem pfi 44 °C. Oblast teplot
niz§ich nez 44 °C méla AH* 28 kcal/ mol a AS* 7 cal/mol/grad. Uzky vztah
termodynamickych hodnot viru polio pro teploty nizsi a jeho ribonukleinové ky-
seliny tak plné nasvédéuje tomu, ze pfi nizSich teplotich prevlada inaktivace
kyseliny nukleinové, zatimco pfi vyssich teplotach denaturace bilkovin. Lze pred-
pokladat, ze obé reakce probihaji pii vSech teplotich soubézné, avsak pti riaznych
teplotdich ma vzdy jedna z nich pfevahu, vyjma teploty, kde se obé reakce k¥izi,
tj. v prusefiku obou inaktiva¢nich ptrimek.

Vsechny uvedené studie byly provedeny u virii obsahujicich kyselinu ribo-
nukleinovou a zejména u skupiny picornaviri. Jaké jsou poméry u deoxyviri
neni doposud znamo. Je pravdépodobné, ze i zde bude pfi vys$sich teplotach pte-
vladat inaktivace bilkovinné éasti viru, ¢emuz nasvédéuje i vy$si hodnota AH*
(152 kecal/mol) i AS* (424 cal/mol/grad), které jsme zjistili u viru infekéni
hepatitidy psi a které jsou v souhlase se stejnymi termodynamickymi veliéi-
nami u ribovird. Krugman (1964) zjistil u lidského cytomegaloviru nizkou
hodnotu aktivaéni energie, pouze 92 kcal/mol. Tato hodnota je viak pouze pfi-
blizna, nebot ji autor odvodil jen ze dvou teplot. U dal§iho deoxyviru, viru
vakcinie, sledoval Sharp (1964) pouze teploty nizsi a teplotu 56 °C.

Pro nizsi teploty chybi zatim u deoxyvirt blizsi vysvétleni. Termodyna-
mické parametry inaktivace deoxyviri uvedené Krugmanem nebo Shar--
pem (viz tab. II) jsou znaéné nizké. Nami zjisténé AH™ = 22 kcal/mol
i AS* =1 cal/mol/grad jsou sice blizké hodnotim ribovird, avsak jen z ta-
kového srovnani nelze délat blizsi zavéry, dokud nebudou provedeny podrob-
néj§i srovnavaci studie, mapf. s izolovanou virdlni deoxyribonukleinovou ky-
selinou.

Technicka spoluprace: Jana Kubikova, Ivana Strosovd, Eva Lorenzova.
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Doslo dne 6. 3. 1969

IETP I'., UMPAH 3. (Buonera Tepeann, Uexocnosakuu). TepMmueckas HHaKTHBAnus BHpY-
con xm<]>e;<undrmoro renatuta cobak. Ber. Men. (Ilpara) 14 (11) : 643-651, 969.

ligyuanace TEnJOyCTOMYMBOCTE BUPYCOB MHPEKI[MOHHOTO TIe€HaTHTAa COGAK M3 TKAHEBBIX KyJbTyp
cobaupux noueuHnlx Kiuerok npu pH 7,2, Bupyc oues ycroitumseiif, ¢ noaynepmozamu 100
aneit, 11 axeit u 1,5 nua npu temneparypax 4 9C, 200C u 370C u ¢ uonynepmonamu 4,5 uaca,
20 munyr n 0,8 munyrs npu temmeparypax 480C, 520C u 560C. Beino ycraHomieHo, uTO
1epMHYECKas MHAKTHBAUMA HHQPEKIMOHHOCTH BUPyCOB MHQEKIHMOHHOro femarura cobak npore-
xaer B auanasone temnepatyp 49C m 56 0C B Byx TepMOIMHAMMYECKHM DA3JIMYHBIX DEAKI[HAY,
xoTopble mepecekaiorcs npu rtemneparype 46,7 0C. Orpeuaioupie akTHBAUHOHHbIE SHCPIUA M OH-
TPOMMA TpHU TeMneparype, He nocruraomeir 46,7 0C, cocrapasior 22 kxasn/mons u 1,4 xkaua/
/Monb/rpan, a ana temmepatyp, mpessimaiomux 46,7 0C, omu pasnst 152 kkan/monn u 424 xan/
/Mous/Tpan.

nupyc MHQEKIIMOHHOTO renatura cobak; TepMHUYecKas HHAKTHBALMA BHPYCOB; AKTHBAIIMOHHAT
SHEeprus M SHTPOMHA

PETR G., JIRAN E. (Bioveta Terezin, Czechoslovakia). Thermal Inactivation of the
Virus of Infectious Hepatitis of Dogs. Vet. Med. (Praha) 14 (11) : 643-651, 1969.

The thermal stability of the infectious dog hepatitis virus from tissue cultures of
dog kidney cells was studied at pH 7.2. The virus is highly stable: the half-life
times are 100 days, 11 days, and 1.5 day (at temperatures of 49C, 20 °C, and 37 °C)

650 VETERINARNI MEDICINA - 1969



45 hours, 20 min., and 0.8 min. (at temperatures of 48°0C, 52°C, and 56°C). It
was observed that the inactivation of the infectivity of the infectious dog hepatitis
virus requires temperatures ranging from 4°C to 56 ‘C; the thermal inactivation
takes place as two thermodynamic reactions which cross each other at 46 °C. The
corresponding energy of activation and entropy of activation-is 22 kecal/mol and
1.4 cal/mol/degr. for temperatures lower than 46.7°C, and 152 kcal/mol and 424 cal/
/mol/degree for temperatures higher than 46.7 0C.

virus of infectious hepatitis of dogs; thermal inactivation of the virus; energy of
activation and entropy of activation

PETR G., JIRAN E. (Bioveta Terezin, Tschechoslowakei). Virusinaktivierung der In-
fektionshepatitis bei Hunden durch Wdrme. Vet. Med. (Praha) 14 (11) : 643-651, 1969.

Es wurde die Virusthermostabilitdt der Infektionshepatitis bei Hunden aus den Ge-
webekulturen der Hundenierenzellen bei pH 7,2 studiert. Der Virus ist sehr stabil
mit den Halbzeiten von 100 Tagen, 11 Tagen und 1,5 Tage bei den Temperaturen
40C, 20°C und 37°C und mit den Halbzeiten von 4,5 Stunden, 20 Minuten und
0,8 Minuten bei Temperaturen von 48 "C, 520C, 56 °C. Es wurde ermittelt, daf} die
Inaktivierung der Virusinfektivitdt der Infektionshepatitis bei Hunden mittels
Wirme verlduft in einem Temperaturabstand von 4 °C und 56 °C in zwei thermody-
namisch verschiedenen Reaktionen, die sich bei 46,7 °C kreuzen. Die entsprechende
Aktivierungsenergie und Aktivierungsentropie macht fir die Temperaturen unter
46,7 °C 22 kecal/mol und 1,4 cal/mol/grad ‘.md flir Temperaturen iiber 46,7 °C 152 kecal/
/mol und 424 cal/mol/grad.

Virus der Infektionshepatitis bei Hunden; thermische Virusinaktivierung; Aktivie-
rungsenergie und Aktivierungsentropie

Adresy autori:

RNDr. Gustav Petr, MVDr. Eduard Jiramn, CSc., Bioveta, Terezin
Reditel: MVDr. Rudolf Dombek
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