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PRIPAD TUMOROZNI LYMFATICKE LEUKOZY SKOTU
S NEOBYCEJNE VYSOKYM POCTEM LEUKOCYTU

J. Komarek, J. Dvoiak

Statni veterinarni ustav, Pardubice
Parasitologicky ustav CSAV, Praha

KOMAREK J., DVORAK J. Pripad tumorézni lymfatické leukdzy skotu s ne-
obycejné vysokym poctem leukocyti. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 281-284, 1971.
Je popsan pripad tumordzni lymfatické leukdzy u kravy kiiZzenky s neobycejné
vysokym poé¢tem leukocytlt (700—800 tisic v 1 mml). V hojném poétu byly na-
lezeny bunky lymforetikularniho charakieru, zna¢né polymorfni, rtzné veli-
kosti a se zménami jaderného chromatinu. Nalezy v periferni krvi odpovidaly
nalezim v kostni deni a v miznich uzlinach. Pitvou byly zjistény zmény od-
povidajici lymfatické leukéze, tj. zvétSeni miznich uzlin, abnormalné zvétSena
slezina a jatra. Histologickym vySetfenim byl nélez potvrzen.

krava kiizenka; lymforetikularni butiky; 700—800 000 leukocytli v 1 mml; poly-
morfnost; mladé burnky; patologicko-anatomické a histologické potvrzeni

Dosavadni literarni tdaje o leukdze skotu referuji o vysokych poctech
leukocyt ptfi formé tumorézni i subklinické. Bendixen (1963) zjistil pfi
tumorézni formé 50—100 tisic leukocytd v 1 ml a ojedinéle az 200—500 tisic
v 1 mml. Pfevazovaly lymfocyty, jejichz podil z celkového poétu byl 95—100 %.
Ueberschir (1963) zjistil v jednom pripadé leukézy 160 tisic leukocyti
v 1 mml s 97% podilem lymfocyti. Winquist (1961) jich pozoroval v Sesti
pfipadech leukézy vice nez 100 tisic v 1 mml. I tu ve shodé s pFedchazejicimi
nélezy byly v pfevaze lymfocyty a buriky lymforetikularniho charakteru. M on-
temagno (1963) nachédzel v perifernim krevnim obraze rovnéz zejména
lymfocyty, jichz bylo v konectné fazi az 92 % a vétdinou $lo o atypické lymfo-
cyty. V adenogramu nalézal velké mnozstvi bunék lymfatického charakteru,
mnohé z nich ve formé& Gumprechtovych stini s vyskytem sférickych inkluzi
v cytoplasmé. Natéev a Pejnikova (1960) zjistili pti klinické formé
u telete pres 120 tisic leukocytii v 1 mml, z toho byly 92—98 % lymfocytii.

VLASTNI PRACE

V srpnu 1970 byla prfivezena k léceni krava kfizenka z jednoho JZD s dia-
gnoézou reticuloperitonitis traumatica acuta. Pti zjistovani celkového poétu leuko-
cytt v periferni krvi bylo zji§téno, ze sit Biirkerovy komiurky je poseta leukocyty
(obr. 1, 2).

V jednom c¢tverci Biirkerovy komtrky, kde obvykly nalez je jeden az dva
leukocyty, bylo jich zjisténo 150 az 160, coz p¥i prepoétu odpovidd celkovému
poctu 750 az 800 leukocyti v 1 mml.
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Podrobné klinické vysetfeni ukazalo, ze vSechny télové mizni uzliny (praes-
capularni, poplitedlni, supramamarni apod.) jsou zna¢né zvét§eny. Krdva byla
sledovdna klinicky a hematologicky po dobu tfi tydnti a béhem této doby bylo
zaznamendno zhorSovédni klinického stavu a snizovani télesné vahy (20. 8. —
440 kg, 3. 9. — 410 kg, 14. 9. 400 kg). Chut k pfijimani potravy byla po
celou dobu zachovdna. Prubézné byl sledovin periferni krevni obraz (tabulka I).

1. Periferni krevni obraz

Dne Erytrocyty Leukocyty | Hemoglobin Sedimentace Diferencial
17. 8. 5,200000 800000 52 5, 15, 27, 87
24, 8. 5,960000 750000 50 5, 10, 20, 77 prevladaji
31. 8. 5,900000 760000 50 3,15, 19, 67 bunky lymfo-
2: 9. 6,400000 810000 50 5, 10, 23, 75 retikularniho
9. 9. 5,000000 740000 29 3, 8,19,71 charakteru
14. 9. 4,020000 700000 39 1, 6,15,77

Pocty erytrocyti a leukocytd jsou udavany v 1 mml, hemoglobin ve stup-
nich Sahli, sedimentace §ikm4 pti 60 ° za 30, 60, 120 min a 24 hod.

Dynamika periferniho krevniho obrazu, jak je zfejmé z tabulky I, vykazuje
prohlubovéani poklesu v &ervené krevni fadg, ktery korespondoval s prohlubové-
nim celkového klinického i vyzivného stavu. Pocet leukocytti nebyl staly, v ko-
ne¢né fazi onemocnéni dochizelo k poklesu.

Morfologickd rozmanitost jednotlivych bunéénych elementii s naprostou
pfevahou bunék lymforetikularniho charakteru je zfejma z obrazkda 3, 4 a 5.

Kostni dferi se zji§tovala kostni punkci v misté dorzalniho vybézku desi-
tého Zebra sternélni jehlou po mistnim znecitlivéni, natér kostni dfené byl obar-
ven panopticky. Nélezy v kostni dfeni byly podobné jako v periferni krvi a bylo
zjidténo: 2,4 % bunék ervené fady, 0,4 % myelocyti, 0,4 % metamyelocyti,
08 % ty¢i, 1,2 % segmentt, 0,4 % eozinofili, 0,4 % plazmatickych bunék
a 94 % mladych lymforetikularnich bunék.

Pfevaha mladych lymferetikularnich bunék je patrna z obrazku 6.

Adenogram byl vy3etfovan po punkci poplitedlni mizni uzliny. Panoptické
barveni prokazalo, Ze tak jako v periferni krvi a kostni dfeni, i v miznich uzli-
nach prevladaji mladé lymforetikularni buiiky, jak je zfejmé z obrazku 7.

Pfi sledovani klinického stavu byly zjistovany i hodnoty transaminazy
a u obou (GOT, GPT) byly zjistény postupné se zvyfujici hodnoty:

GOT GPT
20. 8. 7,0 1,16
31. 8. 10,0 1,20
3: 9. 9,4 0,74

Hodnoty (ransaminaz jsou udany v mikromolech a z vysledki je patrno, ze
zhorovéni klinického stavu bylo provdzeno postupnymi zménami jaterniho
parenchymu.

Pitvou kravy bylo zji§téno vyrazné zvétieni vsech miznich uzlin, abnormal-
né zvétsend slezina (asi 15 kg), zvétfend jatra a vyrazna dilatace srdce. Histo-
logicky byla potvrzena leukéza (lymfatického charakteru).
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DISKUSE

Popsany pripad tumorézni lymfatické leukdézy skotu svym poétem leuko-
eyttt v periferni krvi (700—800 tisic v 1 mml) prfesahuje poéty dosud popsa-
nych pripadi. Je mozné, ze onemocnéni bylo zachyceno ve fazi, kdy dochézelo
k maximalnimu vyplavovani leukocyti do periferie. Morfologické zmény cha-
rakterizované prevazné mladymi buitkami lymforetikularniho charakteru jsou
obdobné tém, které byly popsany jinymi autory. Zmény v kostni dfeni se poné-
kud lidi od ndlezi Winquista (1961). Naproti tomu nilezy v adenogra-
mu jsou shodné s tim, co popsal Montemagno (1963) — Gumprechtovy
stiny a sférické bunky.

Mikrofotografie zhotovil p. Cidp z Vyzkumného ustavu pro farmacii a bio-
chemii v Praze.
Technické spoluprice: B. Krumlovd, I. Kynclova, B. Jadrna.
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Doslo dne 13. 11. 1970

KOMAPEK W., IBOPXAK M. (I'ocynapcrseHHmiit BeTepuHapHbiit nucrutyT, Ilapay6ume; Ila-
pasutonornuecknit wHCTHTYT UYCAH, Tlpara, Uexociosakus). Cayuait omyxoneBoro ammdaru-
4eCKOro JeHKo3a KPYNHOrO pOraroro CKOTa ¢ HeoBsI4HO GOXBIIMM KOJNMYECTBOM JEHKOIMTOB.
Vet. Med. (Praha) 16 (5) :281-284, 1971.

Omnucan ciydait onyxonesoro JuMpaTHIeCKOro JeifKo3a y TNOMECHOH KOpPOBHEI € HeofniuaiiHo Gouib-
M KoamuectsoM Jeiikoruros  (700—800 Twic./Mmn). O6HapysKeHbl MHOTOUHCIEHHDLIE KIETKH
JUMPOPETHKYNIAPHOTO XapakTepa, 3HAYMTENbHO MNOJMMOpPQHSLie, pPA3HOM BEJNMYMHBI U C H3Me-
HEHMAMH sillepHOro xpomaruHa. [marHos nepudepuifHONH KpOBH OTBedas] IMAarHO3aM KOCTHOTO
MO3ra ¥ MEKIMO3BOHOYHLIM yanaM. BekpoiTue mnokasano mHM3MeHeHHs, OTBedaouie auMdarnyec-
KOMY JIEHKO3y, T. €. yKPYITHEHHEe MeXKIO3BOHOUHKIX y3JI0B, aGHOPMAaJlbHO yBeJHYEHHbIE CeJe3eHKH
# nedeHb. ['MCTOJOrMYecKoe WHCCJeNOBaHHME IHATHO3 NONTBEPINJIO.

1loMecHas Koposa; aumdoperukyssapsie xiaerku; 700—800 neitkonuros/Mmu; monuMopdus; Mo-
Jiolple KJIETKH; TaTOJ0T0-aHATOMHYECKOe M THCTOJIOIHYeCKOe IIONTBEpIKIeHHe

KOMAREK J.. DVORAK J. (State Veterinary Institute, Pardubice, Parasitological
Institute of Czechoslovak Academy of Sciences, Prague, Czechoslovakia). A Case of
Tumorous Bovine Lymphatic Leucosis with an Extraordinarily High Number of
Leucocytes. Vet. Med. (Praha) 16 (5) :281-284, 1971.

A case of tumorous bovine lymphatic leucosis is described in a crossbred cow hav-
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ing an extraordinarily high number of leucocytes (700—800 thousand per mml).
Cells of lymphoreticular nature, considerably polymorphous, of different sizes and
with changes in nuclear chromatin, were found in excessive quantities. The findings
in peripheral blood corresponded to those in lymph nodes. Dissection revealed chan-
ges accompanying lvmphatic leucosis, i. e. enlarged lymph nodes, abnormally en-
larged spleen and liver. Histological examination corroborated the findings.

crossbred cow; lymphoreticular cells; 700—800 thousand leucocytes in 1 mml; poly-
morphism; young cells; pathological-anatomical and histological proof

KOMAREK J., DVORAK J. (Staatliches Veterinidrinstitut, Pardubice, Parasitologi-
sches Institut der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften, Praha,
Tschechoslowakei). Ein Fall der tumordésen lymphatischen Leukose des Rindes mit
einer ungewohnlich hohen Leukozytenanzahl. Vet. Med. (Praha) 16 (5) :281-284, 1971,

Es ist der Fall einer tumordsen lymphatischen Leukose bei einer Kreuzungskuh mit
einer ungewohnlich hohen Leukozytenanzahl (700--800 Tausend in 1 mml) beschrie-
ben worden. Es sind h#dufig Zellen von einem lymphoretikuldren Charakter, ziemlich
polymorph, von verschiedener Gréfe und mit Anderungen des Kernchromatins
{estgestellt worden. Befunde im Peripheralblut entsprechen den Befunden im Kno-
chenmark und den Lymphknoten. Durch Sezierung sind die der lymphatischen
Leukose, d. h. Vergroflerung der Lymphknoten, abnormal vergréfierten Milz und
Leber, entsprechenden Anderungen ermittelt worden. Durch histologische Unter-
suchung ist der Befund bestéitigt worden.

Kreuzungskuh; lymphoretikuldre Zellen; 700—800 000 Leukozyten in 1 mml; Poly-
morphie; junge Zellen: pathologisch-anatomische und histologische Bestéatigung

Adresy autori:

MVDr. J. KomArek, Statni veterinarni ustav, Pandubice,
MUDr. J. Dvoiak, DrSc., Parazitologicky tustav CSAV, Praha 2, Flemingovo n. 2
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1. Sit Biirkerovy komurky, poseta leukocyty

2. Jeden ¢étverec Biirkerovy komurky, naplnény velkym mnozstvim leukocytt



3. Bunky lymforetikularniho charakteru s mepravidelnym tvarem, vyskyt mitozy,
erytroblast

4. Znaéna mnohotvarnost lymforetikularnich bunék, vyskyt mitoézy, bunky s nepra-
videlnym tvarem a excentricky uloZenym jadrem



............ ok -

5. Builka v mitéze, Gumprechtuv stin, mlada bunika myeloidni iady, erytroblast

6. Mladé lymforetikularni bunky, velka mitoéza, proerytrobasty, eosinofilni ty¢,
Gumprechtovy stiny, tvarové zmeény jader



7. Mladé lymforetikularni bunky s ridsi jadernou strukturou



VLIV VYSOKYCH DAVEK MOCOVINY
NA ZDRAVOTNI STAV TELAT

J. Sramek

Vyzkumny ustav pro chov skotu, Rapotin

SRAMEK J. Vliv vysokych ddvek mocdoviny na zdravoini stav telat. Vet. Med.
(Praha) 16 (5) :285-294, 1971.

Pri vyzkumu vyuziti rtznych zdroji N-latek casné odstavenymi telaty byla
zkoumana otazka, zda se vysoké davky mocoviny mneprojevi toxicky. Od pru-
meérného stari telat 44,33 dne, kdy vazila v prameéru 61,06 kg, byla zkrmovana
krmna smés pro c¢asny odstav telat s obsahem 39, moéoviny. Prvni tyden
zkrmovani dosahla spotieba mocoviny 34,4 g, coz predstavovalo 36,34 g na 100
kg zivé vahy. Spotifeba mocoviny byla maximdalni ve tietim tydnu zkrmovani,
kdy dosahla hodnoty 76,39 g na 100 kg zivé vahy. Tri hodiny po piedloZeni
krmné davky byly zjistény vysoké hodnoty ¢épavkového N v bachorové teku-
tiné. Podstatné se zvysila také uroven mocoviny v krevnim séru. Jadrny typ
krmné davky meél za nasledek velmi intenzivni fermentaéni pochody v bachoru
s nizkou koncentraci vodikovych ionti (pH = 5,43) a zkrmovani mocoviny ji
vyznamné neovlivnilo. Priznaky akutni toxikace moc¢ovinou nebyly pozorovany
ani v prabéhu tii tydn po zahdjeni pokusu. Histologické ndlezy na jatrech
a ledvinach vSak nevylucuji $kodlivy vliv zkrmovani mocoviny na zdravoini
stav telat. Pokus prokazal, Ze ¢asné odstavena telata vykazuji rumindlni ¢in-
nost na vysoké urovni a Ze pouziti modoviny v krmnych davkach je mozné.

toxikace; casny odstav; toxicita mocoviny

Cilem pokusu, jehoz vysledky predkladame, bylo doplnit zdkladni krmnou
smés pro ¢asny odstav telat slozenou z obilovin a mlynskych vyrobkd mocovinou
tak, aby obsahovala potfebné mnozstvi N-latek (20—22 %) v poméru ke skro-
bovym jednotkdm 1:4 a sledovat, zda potiebné davky mocoviny nevyvolaji
u telat ve stafi od Sesti 1ydnti a o véaze kolem 60 kg toxické alinky. Problém
byl fefen v souborném vyzkumu vyuziti rtiznych zdroji dusikatych latek telaty
po odstavu.

V literatufe je popisovana dvoji forma toxikace mocovinou; akutni a chro-=
nickd. Syndromem akutni toxikace je nejcastéji oznaCovdna ataxie (nékdy se
ztrnulym vzezfenim — Fraser 1963), rumindlni stagnace, nadmuti, nad-
mérné vyluCovani slin, zvySena hloubka a rychlost dechu, tetanie, zhrouceni,
regurgitace a uhynuti (Bullington a kol. 1955, Pieterse a de Kock
1962, Fraser 1963 a dalsi). Dinning a kol. (1948) u volkd, stejné jako
Pierson a Aanes (1959) pozorovali vSak dychani pomalé a hluboké,
popiipadé obtizné. Szwabovicz (1962) uvadi, ze skot otrdveny mocovinou
vykazoval syndrom podobny otravé strychninem, tj. téméf okamzitou ruminélni
stagnaci, nadmuti, nadmérné vylu€ovani slin, regurgitaci a smrt.

Nazory na chronickou otravu nejsou tak jednoznaéné. Hart a kol. (1939,
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cit. Austin 1967) poukazoval na to, ze mlady skot vykazoval po 12 mésicich
diety s mofovinou razné patologické stavy. 2 % mocoviny v krmné davce vedla
k slabému poskozeni ledvin, 4,3 % mocoviny v krmné dévce méla za nasledek
diuresis a hypertrofii ledvin. Byly pozorovany také nekrotické plochy v jatrech.
Hiibner a kol. (1966) nalezl u dojnic zénétlivda podrazdéni intersticia obou
ledvin. Work a kol. (1943) u skotu a Harris a Mitchell (1941)
u ovei (oba cit. Austin 1967) neshledali poskozeni ledvin. Austin (1967)
nagel patologické stavy organii v souvislosti s obsdhlou postmortélni analyzou,
ktera ukézala zhrouceni krevniho ob&hu, subendo- a epokardialni krvaceni, ale
také poskozeni jater a ledvin s tukovou degeneraci.

Vyzkumnici vyslovili nejdiive ndzor, ze ¢pavek nadmérné produkovany
rychlou hydrolyzou mocoviny je pfi¢inou jeji toxicity. Nézor, Ze toxicita mo-
Coviny je synonymni s toxicitou &¢pavku, zastava vétsina. Akutni toxicita épavku
byla také demonstrovina injikovanim uredzy kralikovi (Baldwin 1957, cit.
Austin 1967), ktery uhynul, kdyz &pavek v krvi dosdhl 5 mg%. Clark
a kol. (1951, cit. Stangell 1967) poukazal na to, Ze infaze ¢pavku po
proudu krve nevyvoldvd symptom typicky pro intoxikaci mocovinou. Hale
a King (1955, cit. Stangel 1967) povazovali na zdkladé své prace za
pficinu toxicity mocoviny spi§ karbaminan amonny nez ¢pavek. Jak peroralni,
tak intravenézni aplikaci karbaminu amonného (NH:z.COO.NHs) vyvolali
symptom podobny toxikaci moovinou a experimentalné prokéazali, Ze télo
postrdda enzym rozkladajici tuto slouceninu. Dale vyslovili nazor, Ze karba-
minan amonny lze ziskat netiplnou hydrolyzou mocoviny, nebo miZze vznikat
v podminkdch existujicich v bachoru pfi zkrmeni vysokych davek mocoviny,
tj. za ptitomnosti velkého mnozstvi ¢pavku a kysli¢niku uhli¢itého.

Head a Rook (1955, 1957) wuvadéji v korelaci vysokou hladinu
bachorového &épavku s nepfiméfenou intestinalni absorpci Mg. Také Voisin
(1963) ptipousti jako jednu z pri¢in hypomagnézie vysoce bilkovinny jarni
pastevni porost; jeho zkrmovani vede ke vzniku nadmérného mmozstvi &pavku
v bachorové tekutiné. Ale i tyto prace jsou v rozporu s pracemi jinych autord.
Warren (1962) se zmifnuje o tom, ze intoxikace ¢pavkem by mohla byt
v korelaci s deficienci nikoliv Mg, nybrz K. Je tedy patrné, Ze neni mozné jesté
dnes s uréitosti definovat princip toxického t¢inku mocoviny, ale je jist€ v sou-
vislosti s vyvojem ¢Epavku jako pfimého nebo nepiimého ¢initele a jeho prostu-
pem bachorovou sténou do krevniho obéhu.

V souvislosti s prostupem ¢&pavku bachorovou sténou a také z praktického
hlediska jsou velmi vyznamné poznatky o vlivu koncentrace vodikovych ionti.
Ukézalo se, ze prostup ¢pavku bachorovou sténou zavisi nejen na koncentraci
¢pavku, nybrz i na pH bachorové tekutiny. Coombe a kol. (1960) a W ar-
ren (1962) poukazuji na to, Ze ¢pavek je nejvice toxicky za podminek vyso-
kého pH, kdy se vytvari neionizovana forma NHs, pro kterou je vét§ina mem-
brdn prostupnéjdi nez pro ion amonia NHi*, vznikajictho pfi nizkém pH.
Gédrtner (1963) dodava, Ze propustnost bachorové stény pro &pavek je zvy-
Sovana pfitomnosti mocoviny na intersticidlni strané membriny. Coombe
a kol. (1960) v této souvislosti zjistil, Ze ptezvykovani skonéilo, kdyz pH vy-
stoupilo na 7,2.

Yoshida a Nakamura (1963) rovnés zjistili, Ze absorpce &pavku
z bachoru do krve s paralelni toxicitou moé¢oviny u kozy byla zvysena vysokym
pH bachorové tekutiny. Z tohoto principu je kone¢né odvozeno pouziti slabych
kyselin (octu) jako perordlné podavanych protidivek pti otravé mocovinou.

Rozhodujici vyznam pro vznik otravy ma mnoistvi zkrmované mocoviny,
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které viak podle souhrnné prace Austina (1967) je velmi variabilni. Zde
je mozné sledovat rozpéti od 44 g/100 kg zivé véhy jako hranice pro vyskyt
akutni toxicity az po 88 g/100 kg zivé vahy, popiipadé 400 az 600 g na dospé-
lé zvite, které neplisobi $kodlivé Ginky.

Podle Stangela (1967) je vysoka variabilita mnozstvi mocoviny, zpii-
sobilého vyvolat toxikaci, zavisla predevsim na drovni toxicity pro uréité zvife,
na mnozstvi a druhu uhlohydrata a bilkovin v krmné davce, poptipadé na zpt-
sobu zkrmovéni. V praktickych navodech na zkrmovani mocoviny skotu se nej-
¢astéji setkavame s hodnotami kolem 3 % . mocoviny z celkové krmné davky,
které je mozno povazovat za bezpecné (Lizal a Opletalova 1962,
Mason 1967, Studt 1968 a dalsi). Uvedend mnozstvi mocoviny vyply-
nula vesmés z experimentilnich praci i praktického pouziti o moznych davkach
mocoviny pro telata po odstavu, resp. po ¢asném odstavu. I Piatkowski
(1966), ktery zkrmoval molovinu telatiim, uvadi vysledky teprve ve stafi 19
a7 21 tyden.

MATERIAL A METODY

K pokustim jsme pouzili telat ¢eského cervenostrakatého skotu. Pfi jejich
odchovu od 7 do 10 dnt stari, kdy byla ustdjena a individudlné sledovdna
v experimentdlnich podminkédch, byly dodriovany zdsadni podminky krmeni
¢asného odstavu, tj. omezené davky mléka (do 12 % Zivé vahy pfi nakupu, pfi
dvojim napajeni denné), volny pfistup ke krmné smési a k pitné vodé a jednot-
né ustijeni i oSetfovani. Pc dobu zkrmovéni tekuté mlééné ndhrazky, pfipravené
z Laktosanu fedénim vodou v poméru 1:9, byla telatim pfedklddana zakladni
krmna smés slozena ze 43,8 % je¢mene, 29,9 % ovsa, 16 % psenice, 8,8 % pse-
ni¢énych otrub, 1,5% MKP IIl1 (minerdlni krmné pifisady) a 0,7 % krmné
soli (12,28 % N-latek v susiné). Po odstavu, ktery byl uskutenén hned, jakmile
telata zkonzumovala dostatecné mnozstvi krmné smési, byla tato smés obohace-
nao3% modoviny (22,70 % N-latek v sudiné) a byl zahajen vlastni expe-
riment. Mo¢ovina byla zkrmovana celkem u 46 telat. U 21 telete byla modovina
zkrmovéna a? do stafi 177 dni (stejné pocetni byla i skupina kontrolni), zatim-
co u ostatnich bylo zkrmovani moéoviny ukonéeno ve stafi 91, resp. 98 dni
a déle byla pouzita k jinym dceltm.

Krmnou davku po zahajeni pokusu tvofila pouze krmnd smés a pitnd voda
nadale poddvanid v neomezovanych davkach. Teprve od stifi osmi tydnti byla
zatazena do krmnych davek také sendz, jejiz konzum byl usmériiovin a po-
stupné se zvySoval. Od 10 tydnd stafi byla regulovdna spotieba krmné smési
a ad libitum byla predklddédna pouze sendz a pitnd voda. Podil moéoviny v krm-
né smési byl stejny po celou dobu trvani pokusu. Zména absolutniho mnozstvi
zkrmené mocoviny byla v souvislosti s ddvkovanim jadrného krmiva, které
vyplyvalo z potfeby Zivin a z objemu traviciho traktu, méfeného denni spotie-
bou suSiny v odpovidajicim vyvojovém stadiu. Hlavni pozornost musela byt
soustfedéna predeviim na obdobi péti tydni po zahijeni pokusu; v této dobé
byla smés jadrného krmiva vyhradnim nebo pfevdznym krmivem a absolutni
a relativni spotfeba mocoviny byla analogicky nejvys$si. Kromé toho jsme oceka-
vali reakci organismu na nihlé zatfazeni mcéoviny do diety.

Zdravotni stav byl posuzovidn predeviim podle vzhledu a chovani zvifat
se zfetelem k symptomu intoxikace molovinou. Zvifata jsme sledovali denné.
Prvnich pét dni od zaatku pokusu byla telata t¥i hodiny po nakrmeni pod
stdlym dohledem.
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Déle jsme sledovali koncentraci vodikovych ionti a ¢pavku v bachorové
tekutine, kterou jsme odebirali jicnovou sondou za podtlaku 0,5 atmosféry. Pri
odbéru jsme vyloucili vzorky se zfetelnym obsahem slin a dbali jsme na to, aby
sonda byla zavedena nejvyse dvakrat pfi jednom odbéru. Ke stanoveni pH
pomoci pH-metru byl vzorek odebirdn do zvlastni nadobky pod vrstvu parafi-
nového oleje. Cpavek byl stanoven metodou podle Conwaye. Krev po stano-
veni mocoviny byla cdebirdna z vena jugularis. Mocovina byla stanovena rovnéz
pedle Conwaye. Pro odbér bachorové tekutiny a krve jsme zvolili intervaly 3,
6 a 12 hodin po podani krmné davky a do stdii tii mésicl jsme tato stanoveni
tiikrat opakovali.

Vedle téchto ukazatelii tzce souvisejicich s metabolismem mocoviny jsme
sledovali pocet ¢ervenych a bilych krvinek, hemoglobin, leukogram a narazni-
kovou kapacitu krve a hladinu hoiféiku. VySetfovali pracovnici veterindrni ne-
mocnice v Hranicich.

Po ukonceni pokusu po 133 dnech zkrmovani mocoviny bylo Sest pokusnycn
a Sest kontrolnich zvifat porazeno. Histologicky vysetfili jatra a ledviny pracov-
nici Statniho veterinarniho tGstavu v Olomouci.

VYSLEDKY
SPOTREBA MOCOVINY

Primérné stafi telat pfi zahdjeni pokusného zkrmovani moéoviny é&inilo
44,33 dne (v = 8,10) a meznimi hodnotami bylo 39 az 49 dni. Viha telat

kolisala od 45,7 do 74,5 kg a v priiméru dosahla 61,06 kg (v = 12,33). V den,
kdy byla poprvé predlozena jadrna krmna smés s 3 % mocoviny, tj. pfi uvede-

g/100kg ZIVE Vary

%

O—O SPOTREBA MOCOVINY (g)
A—\ PODIL N MOCOVINY Z CELKOVE SPOTREBY N (%)

40
30
20 |

10

17 2 3 4 5 6§ 7 9 1 13 15 1'7 19
TYDNY POKUSU

1. Pramérna denni relativni spotieba moc¢oviny v tydennich, resp. é¢trnactidennich
intervalech
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ném stati a vdze, dosdhla spotfeba mocoviny v priméru na jedno tele 344 g
(1147 g jadrné smési) a v prepottu na 100 kg zivé vahy 56,34 g s meznimi
hodnotami 31,7 a 70,6 g. Priibéh primérné tydenni, resp. c¢trndctidenni spotie-
by je uveden na obr. 1. Spotfeba mocoviny dosdhla v priméru prvniho tydne
zkrmovani hodnoty 65,4 g/100 kg, stoupala az do maxima ve tfetim tydnu na
76,39 g/100 kg. Od tohoto cbdobi, tj. pfiblizné od stafi deviti tydnd, byl za-
znamendn pozvolny pokles relativni spotfeby mocoviny jednak tim, Zze byla
zatazena objemnd krmiva, jednak regulaci spotfeby jadrné krmné smési. Béhem
posledniho obdobi sledovani, kdy byla spotfeba absolutné i relativné nejnizsi,
¢inila absolutni spotfeba 30 g na kus a den a byla jednotnd pro vsechna telata.
V prepoctu podle zivé vahy kolisala od 18,10 g do 25,59 g s prtimérem 20,83 g
na 100 kg zivé vahy. Vzhledem k tomu, Ze spotieba sendze se béhem pokusu
zvy$ovala a naopak podil jadrnych krmiv se postupné snizoval, ménil se také
podil N-moéoviny v krmné dédvce. V prvnich dvou tydnech, kdy byla zrkmo-
vdna pouze jadrnd krmnd smés, dosdhl N mocoviny 42,8 % celkové denni
spotieby N. Pozdéji, a to az do konce pokusu, podil N mocoviny v krmné davce
pozvolna klesal az na hodnotu 14,2 % v poslednim obdobi pokusu (obr. 1).

HLADINA CPAVKU BACHOROVE TEKUTINY

Po nakrmeni (3 hodiny) zvysilo se vyrazné (P < 0,001) mnozstvi ¢pavku
v bachorové tekutiné. Hladina dosahovala v priméru 64 mg na 100 ml, coZ
pfedstavovalo pfiblizng &tyfndsobek mnozstvi zji§téného v laéném stavu (12 ho-
din po nakrmeni). V nékterjch ptipadech byly zjistény hodnoty kolem 100 mg%.
Pfi odbéru za dalsi tfi hodiny klesla jiz Groven ¢pavku téméf na hodnoty vy-
choziho stavu a rozdily byly pod hranici pritkaznosti (obr. 2).

Vliv mocoviny na vyvoj épavku je patrny zejména ze srovndni s rybi moué-
kou (B) nebo se zdkladni krmnou smési bez koncentratu N-latek (C), kde
je obsah mimofadné nizky pro nedostate¢ny pfisun dusiku.

mg VE 100 m/
100
90
80
[ épavex
70
4 Y modovina
60 B
50
40
30
; A 5
20 % . .
10 7
18 & /AN
3 4 : 4 =7
2. Uroven égavkove_hg 5 LB Fycs =4
N v bachorové tekutiné i .
a uroven N mocoviny DOBA ODBERU PO NAKRMENI

krevniho séra v razné
dobé po nakrmeni

VETERINARNI MEDICINA — 1971 289



UROVEN MOCOVINY V KREVNIM SERU

Pii odbéru za tfi a Sest hodin po nakrmeni jsme zjistili pomérné vysoké
hodnoty N mocoviny — 23, resp. 24 mg%. Pozdéji nastal prikazny pokles
(P < 0,05) na hodnotu 17 mg%. Urovein N mocoviny ve srovnani se skupinami
B a C muzeme hodnotit jako velmi vysokou, a to v celém intervalu mezi krme-
nim (obr. 2).

KONCENTRACE VODIKOVYCH IONTU

V dobé po nakrmeni, tj. pfi odbérech za tfi hodiny po predlozeni krmné
dévky byla zji§fovdna ve vsech pripadech velmi nizkd hodnota pH (5,43;
v = 5,99). Kyselost se udrzovala na stejné trovni i pfi odbéru za Sest hodin
po nakrmeni a teprve v laéném stavu (12 hodin po nakrmeni) doslo k vyrazné-
mu zvyseni pH o 1,57 (P <0,01) na hodnotu 7,00. Vyrazny vliv zkrmovani
mocoviny na vyvoj kyselosti bachorové tekutiny nebyl pozorovén.

KLINICKE PRIZNAKY U TELAT

Pozorovani stavu a chovani telat bylo zaméfeno pfedevsim na podatecni
pfiznaky intoxikace. Teprve po jejich pfipadném zjisténi mélo byt zahdjeno po-
drobnéjsi Setfeni pozitivnich pripadd, a to celého pribéhu i rozsahu vzniklych
poruch. MiZeme viak konstatovat, ze v zadném pripadé nedoslo k dhynu po-
kusnych zvifat a ze nebyly pozorovany pfiznaky ze syndromu otravy mocovinou.
Vsechny sledované krevni hodnoty byly u vsech zvifat ve fyziologickych mezich,
a proto je meuvadime.

ORIENTACNI HISTOLOGICKA VYSETRENI LEDVIN A JATER

Ihned po skondeni pokusu bylo $est pokusnych zvifat kontrolné porazeno.
Soucasné bylo porazeno $est zvifat kontrolnich, kterd byla krmena stejnou
krmnou déavkou, ale bez mocoviny. Hlavni pozornost byla vénovdna vySetieni
jater a ledvin. Tabulka I ukazuje vdhové poméry obou organt ve vztahu k po-
razkové vaze. Z udaji je mozné konstatovat, ze mezi pokusnymi a kontrolnimi
zvitaty nebyly rozdily ve véaze jater a ledvin. Tab. II uvadi vysledky histolo-
gického vysetfeni. Z ného vyplyva, Ze u kontrolnich zvifat nebyl zji§tén Zadny
nélez. Naopak z pokusné skupiny byla u dvou telat zji§téna vyznamnéjsi tukova
infiltrace a u dvou usazeniny soli ve sbérnych kanalcich ledvin. Zbyvajici dvé
zvifata byla bez nalezu.

I. Vadha jater a ledvin v procentech porazkové vahy zvitat

Skupina
pokusng kontrolni
Jatra . % 1,503 1,567
v 10,980 8,930
Ix1-x2 0,728
Ledviny % 0,318 0,300
11,010 7,670
Lg1— %2 1,058
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1T. Vysledky histologického vySetieni ledvin

Cislo telete Nilez
Skupina kontrolni
5 bez patologicko-anatomickych zmén

13 bez patologicko-anatomickych zmén

17 bez patologicko-anatomickych zmén

19 bez patologicko-anatomickych zmén

28 tukova infiltrace jaternich bunék ve fyziologickych mezich

42 tukov4 infiltrace jaternich bunék ve fyziologickych mezich
Skupina pokusna

11 zreteln4 vakuolizace jaternich bunék, zptisobena

pritomnosti lipoidnich sloZek, kulatobunéén4 infiltrace
v portobilidrnich prostorech

26 zfetelna vakuolizace jaternich bunék, zpusobena
pritomnosti lipoidnich sloZek, kulatobunéénd infiltrace
v portobilarnich prostorech

16 v luminu nékterych sbérnych kanalki ledvin usazeniny soli
kyseliny mocové jako dusledek poruch pfemény
nukleoprotein

39 v luminu nékterych sbérnych kanalki ledvin usazeniny soli
kyseliny mocové jako disledek poruch premény
nukleoproteint

22 bez patologicko-anatomickych zmén

31 bez patologicko-anatomickych zmén

Z kazdé dvojice telat s nalezy na jatrech bylo vidy jedno s nadprimérnym
vahovym pfirtstkem a jedno s podprimérnym vdhovym pfirastkem (11 =
= 625 g; 26 = 735 g). Zcela obdobna situace vyplynula pfi posouzeni dvojice
telat s nalezy na ledvinach (16 = 626 g; 39 = 738 g).

UROVEN Mg KREVNIHO SERA

Pti odbéru krve tésné pred ukonéenim pokusného obdobi jsme zjistili u te-
lat, jimz se zkrmovala mecéovina, obsah 2,52 mg% (v = 11,9; max. = 3,2;
min. = 2,0) Mg v krevnim séru. Tato hodnota ukazuje, Ze organismus telat
byl dostateéné zasoben hotfé¢ikem. Obsah byl vsak o 0,20 mg% ni#$i ve srovnani
s kontrolnimi telaty, kterym se mocovina nezkrmovala. Uvedeny rozdil je sta-
tisticky vyznamny (P < 0,01). Rozdily v obsahu Mg krevniho séra pfi ostat-
nich odbérech byly absolutné mensi a pod hranici prikaznosti.

DISKUSE

Hlavni pozornost pti sledovani i vyhodnoceni vysledkd bylo tfeba soustfedit
na dobu, kdy se za¢ala mofovina zkrmovat a na nasledujicich pét tydnd; tehdy
byla spotfeba motoviny nejvyssi (obr. 1). Postup dodrzeny pti zaéatku zkrmo-
vani mocoviny zpusobil jeji narazovy pfisun; jiz prvni den ¢inil 56,34 g na
100 kg zivé vahy. Organismus musel od prvniho dne zpracovdvat bez pozvolné
adaptace davky mocoviny, které néktefi autoti zahrnuji do sféry akutni toxicity.
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Tento stav byl vyvoldn pozadavkem na vysckou trcven dusikaté vyZivy v tomto
odchovu i presto, ze mohl byt dodrien obecné doporucovany pedil 3 % mocoviny
v jadrnych krmivech a jen mirné byla prekrocena doporuéovana droveii 30 % N
mocoviny z celkové krmné davky. Uvedené davky motoviny nezpusobily v zad-
ném ptipadé Ghyn pokusnych zvirat, a to ani v jinych pokusech, provedenych
piiblizné stejnou metodiku (Srdmek, Pindak 1970). Ani v dob& nej-
véti spotfeby mocoviny v kritickém obdobi po zahajeni pokusu nebyly pozoro-
vany ptiznaky akutni otravy mocovinou. Ze spotieby krmiv vyplyva (Sramek
1970), #e davky moloviny nedosdhly takové urovné, aby se jim organismus
branil omezenim pfijmu krmiva, o kterém se zmifiuje Stangel (1967),
Balduan a kol. (1969). O dobrém stavu svédéi také prirtstky Zivé véhy,
které do t¥i mésicit byly tmérné vyuziti mocfoviny. Zkrmovidnim moloviny se
zvy§il podil N vyluéovaného moéi, a to nejen ve srovnani s deficitni krmnou
davkou, ale i s ostatnimi koncentrity N-litek (Srdmek 1970). Hladina Mg
v krvi nasvédéuje, ze organismus byl i u zvifat krmenych mocovinou dostate¢né
zésoben hotéikem.

Za hlavni pti¢inu Gspésného zkrmovéini mocoviny u telat v uvedeném véku
je mozno povazovat typ krmné davky. Je-li slozena vyhradné nebo pfevainé
z jadrnych krmiv, vyznaduje se vysokou koncentraci zZivin a souasné vysokou
energetickou hodnotou. Takovy typ krmné ddvky ma za nasledek velmi inten-
zivni priibéh fermentaénich pochodd nejen s vyraznym poklesem koncentrace
vodikovych ionti v dobé po nakrmeni, ale téméf po cely interval mezi krmenimi.
Podle praci Coombeho a kol. (1960), Warrena (1962) a dalsich
miizeme predpokladat ve vét§im rozsahu vznik iontu NHa* na dkor NHjs, a tedy
omezenou adsorpci ¢pavku zejména v kritickém obdobi po nakrmeni, kdy je
nizkym pH eliminovdna intenzivni hydrolyza mofoviny. Ze souhrnné prace
Stangela (1967) nelze chronickou toxicitu mofoviny povazovat za vyznam-
ny problém. Presto vysledky tohoto pokusu nevyluéuji zkrmovani mocoviny
jako pficinu patologického nalezu histologického Setfeni jater a ledvin poraZenych
zvitat. Je tfeba jen dodat, Ze toto vySetfeni nebylo Gplné a vysledky nejsou
zcela presvédEivé.

V pokuse byla zkrmovdna moéovina v sypké smési jadrnych krmiv, tedy
formou, kterd umoZiiuje jeji intenzivni a rychly rozklad v bachoru. Je mozné
predpokladat, Ze tipravou mocoviny (napf. obdukci) nebo krmnjch smési (napt.
granulovanim), zpomalujici hydroljzu mocoviny a uvolilovani é&pavku, by se
pfispélo ke zvySeni stupné vyuziti a jedté k dal§imu zvySeni jistoty s ohledem
na toxicitu.
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IMPAMEK H. (Hayuno-uccnenopaTenbCKuii HHCTHTYT TIO PasBeNeHII0 KPYMHOTO POTaToro CKOTa,
Panorun, Yexocnosakus). Bausume BHICOKMX 103 MOYEBHHEI HA COCTOAHMIE 3MOPOBBA TEJAT.
Vet. Med. (Praha) 16 (5) :285-294, 1971.

[Ipx wucclenoBaHuM HCIONIB30BAHUA PA3JMUHBIX MCTOYHMKOB a30THCTHIX BEN]ECTB PAHO OTHATHIMU
TENATAMM M3y4ajCA BOIPOC, He NPOABISIOTCA JIH TOKCHUECKH BLICOKME H03bl MoueBuHsi. Haun-
Hasi CpeIHWM Bo3dpacToM TeasnT, T. e. 44,33 nua co cpemum pecom 61,06 kr, paso oTHATLIM
TeasATaM CKapMinBaiack KopMocMeck ¢ 3Y/-HniM conepikammem MouesuHLl. Ha rnepsoii Heiene
6b10  mapacxonosano 34,4 v MoueswHn, urto mupencrasiaser 56,34 ua 100 kr skuBoro Beca.
MaxkcuMaibHOro NOTpe6/ieHHs MO4YeBMHBI GBIIO HOCTHIHYTO Ha TPEThEH Helesde CKapMIMBaHIA,
Koraa 3HaueHus cocrasiasiv 76,39 r Ha 100 kr xueoro Beca. Cnycrs Tpu udaca mocie CKOpM-
JIEHHOTO KOPMOBOTO paiioHa OBl yCTaHOBJIEHbI BLICOKME 3HAUEHHs aMMMadloro asoTa B /KUi-
kocTH pybua. Taxxe cyujecTBeHHKIM 06pa3soM TMOBHLICHJICA YPOBEHb MOUEBWHBI B CHhIBOPOTKE KPOBIU.
KOHU.'CHTpaTbl BLI3KIBAJKH BeCbMa MHTEHCHBHELIE q)epMeHTaLIHOHHMe npoueccnr B py‘)ue ¢ HU3KOH

KOHILIeHTpauuei pomopouunix monos (pH = 543), ckapMmiuBanue MOYEBMHLI Ha HUX He BJMAJO.
TIpuanakyu OCTPOi TOKCHKAIMH MOYeBMHOIT He Habmonanucs Xake B Teuenue 3 Helean roclie
Hayana oneita. ['McTONOrMUECKMe AMArHO3LI HA TI€YEHM I [0YKAX, ONHAKO, He HCKIIYalT Bpel-
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FCTO BJAMAHHUA CKapMJUBaduad MOYEBHHBI HA COCTOAHHE 310POBbA TEJIAT. Onmit noxKasajn, 4To
PaHO OTHATHIE TeJsiTa ofnanaior pyMHHaJIbHOﬁ AETEJIBHOCTbK) BBICOKOTO YPOBHA W YTO [piMe-
HeHHe MOUEeBMHLI B KOPMOBRIX palMOHax HE HCKIIOYEeHO.

TOKCHUKaI A, pamnu’i OTEEeM; TOKCHYHOCTL MOUEBHHI]

SRAMEK J. (Research Institute of Cattle Breeding Czechoslovakia). Effect of High
Urea Doses on the State of Health in Calves. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 285-294, 1971.

During the research work conducted with view to investigate the utilization of ni-
irogenous substances of different sources by early weaned calves, there was stu-
died also the possibility of a toxic effect of high urea doses on the animals. Cal-
ves of a medium age of 44,33 days and an average weight of 61,06 kg were fed
a feeding mixture for early weaning, containing 39, of urea. During the first week
of feeding this feed ration to the animals, the consumption of urea attained le-
vels of about 34,4 g corresponding to 45,34 g per 100 kg live weight. The maximum
urea consumption was registered during the third week of the experiment reaching
values of 76,39 g per 100 kg live weight. Three hours after feeding there could he
observed high levels of ammonia N in the rumen liquid. At the same time there
was also registered a significant rise in the urea level of the blood serum. The
administration of feed rations containing concentrated feedstuffs produced very in-
tensive fermentation processes in the rumen with inferior concentration values of
hydrogen ions (pH = 4,43) on which the urea additions had no significant effect.
There could not be observed symptoms of acute urea intoxications neither during
the feed trial which lasted for a period of three weeks nor immediately after the
starting of the experiment. The histologic findings in the liver and the kidneys
indicate that a possible unfavourable effect on the state of health of the animals
cannot be excluded. By the results of the trial it was proved that early weaned
calves registered a high level of intensive rumen activity and that it was possible
10 feed urea to them with their diet.

intoxication; early weaning; toxicity of urea

SRAMEK J. (Forschungsanstalt fiir Rinderzucht, Rapotin, Tschechoslowakei). Ein-
fluf3 hoher Harnstoffgaben auf den Gesundheitszustand der Kdlber. Vet. Med.
(Praha) 16 (5) :285-294, 1971.

Bei Untersuchungen iiber die Ausnutzung verschiedener Stickstoffquellen bei friih
abgesetzten Kilbern wurde die Frage gelost, ob sich hohe Harnstoffgaben nicht
toxisch duflern. An Kilber ab Alter von durchschnittlich 44,33 Tagen im Gewicht
von zirka 61 kg wurde ein Mischfutter fiir frithen Kilberabsatz mit einem Gehalt
von 3", Harnstoff verabreicht. In der ersten Woche der Verfiitterung dieses Misch-
futters erreichte der durchschnittliche Harnstoffverbrauch 34,4 g was 56,34 g je
100 kg Lebendgewicht entspricht. Der hochste Verbrauch wurde in der dritten Fiitter-
ungswoche erreicht, wo die Kilber durchschnittlich 76,39 g je 100 kg Lebendgewicht
aufnahmen. Drei Stunden nach der Verarbreichung der Futterration wurden in
der Pansenfliissigkeit hohe Ammoniakstickstoffwerte festgestellt. Auch das Niveau
des Harnstoffs im Blutserum erhohte sich wesentlich. Der Kraftfuttertyp der Futter-
ration verursachte sehr intensive Fermentationsprozesse im Pansen mit einer nie-
drigen Wasserstoffionen-Konzentration (pH = 5,43), welche durch die Harnstoffver-
fltterung signifikant nicht beeinflufi wurde. Symptome einer akuten Intoxikation mit
Harnstoff wurden sogar in drei Wochen nach Beginn des Versuchs nicht beob-
achtet. Die histologischen Befunde an der Leber und den Nieren schlieffen aber
eine schiddliche Wirkung der Harnstoffverfiitterung auf das gesundheitliche Befin-
den der Kilber nicht aus. Der Versuch brachte den Nachweis dafiir, dal die frith
abgesetzten Kélber eine Rumentitigkeit auf hohem Niveau aufweisen und daf}
die Harnstoffbenutzung moglich ist.

Intoxikation; friizeitiger Absatz; Harnstofftoxizitat

Adresa autora:
Ing. J. Sramek, CSe., Vyzkumny ustav pro chov skotu, Rapotin u Sumperka
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ZKUSENOSTI S MAKROAGLUTINACNI REAKCI V SEROLOGICKE
DIAGNOSTICE LEPTOSPIROZ U HOSPODARSKYCH ZVIRAT

B. Pokorny, L. Starostik

Ustfedni stdtni veterindrni ustav, Praha
Bioveta, Ivanovice na Hané

POKORNY B., STAROSIK L. Zku$enosti s makroaglutinaéni reakci v sérologické
diagnostice leptospiréz u hospoddiskych zvirat. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 295-
-302, 1971.

Autoli vyzkou$eli na vét§im poctu sér hospodarskych zvifat — koni, skotu
a pst — skliékovou makroaglutinaéni reakei k urychlené diagnostice leptospiréz
ve srovnani s reakci mikroaglutinace-lyse leptospir. Pouzili tii antigent piipra-
venych ze tfi u nés nejdastéji se vyskytujicich sérotypt leptospir: L. icterohae-
morrhagiae, L. sejroe a L. grippotyphosa. Antigény byly vyrobeny podle navodu
Galtonové a kol. (1958). Ve vysledcich obou reakci nebylo mozno postihnout
rozdily v sérech rtznych druht zvitat. Vysledek makroaglutinaéni reakce za-
visi v prvni radé na kvalité antigénu. Tak s antigény Weil a sejroe se shodo-
valy co do po¢tu sér obé reakce jiz v titru mikroaglutinace 1 :400, kdezto
s antigénem grippotyphosa se i pii vysokém obsahu protilatek kryly obé reakce
jen ze dvou tietin az tfi ¢étvrtin v neprospéch makroaglutinaéniho testu, jimz
muZeme vyradit negativné reagujici séra. Ostatni vzorky je pak bezpodminecéné
nutné vysSetiit reakei mikroaglutinace-lyse leptospir.

leptospiry; sérologie; antigén; vyroba; makroaglutinace

Reakce mikroaglutinace-lyse leptospir se poklada stidle za nejspolehlivéjsi
test v sérologické diagnostice leptospirovych infekci. Casovd i materidlovd na-
ronost zkousky a nebezpeédi infekce viak vedly k hledani jednodussi, rychlejsi
a bezpetnéjsi reakce. Takovou se ukazala makroaglutinace s mrtvymi leptospi-
rovymi antigény. Prvni zminka o makroaglutinaéni reakci je v praci Star-
buckové a Wardové (1942), po niz nasleduji sdéleni Hoaga a kol.
(1953), Stoennera (1954) a Brijana (1957). V roce 1958 pak po-
psala Galtonova a kol rychly makroaglutinaéni- test na sklicku pro séro-
diagnostiku leptospirézy. Test, jak uvddi Galtonova a kol. (1962), daval
v nékterych pfipadech na pocatku leptospirového onemocnéni u lidi pozitivni
reakci je§té dffve nez mikroaglutinaéni reakce. V pozdéjsich stadiich onemocnéni
byly jiz nélezy souhlasné v obou reakcich. O dalsich zkuSenostech s makroaglu-
tinatnim testem referuji Alexander a kol. (1964), Lelutiu a kol
(1963), Cranford (1964), Wolf a kol. (1966 a 1967) Solorzano
(1967) a u nds Vosta (1968).

Cilem nasi price bylo vyrobit a ovéfit makroaglutinaéni leptospirové anti-
gény v naSich podminkich v souboru sér domdcich zvitat.

VETERINARNI MEDICINA, 16 (XLIV), 1971, ¢. 5 295



MATERIAL A METODY

Kultury leptospir pre pripravu makroaglutinacniho antigénu jsme pomno-
7ovali na syntetické zivné pidé s hovézim albuminem V. frakce a tweenem 80
podle Ellinghausena a kol. (1965) ve vlastni modifikaci (Starostik,
Horfidkova 1969). Kultivace probihala po inokulaci (asi 10% inokula)
v thermostatu pii 28 "C v baiikich o obsahu 2,0 1, plnénych 500 ml media,
Sest az sedm dni. Dfive nez jsme se rozhodli pro kultivaci leptospir na uvedené
syntetické ptadé, pokouseli jsme se o vyrobeni antigéni pro makroaglutinace
z kultur leptospir vyrostlych na Korthofové a Stuartové pudé s krali¢im sérem,
tak jak doporuéuje Galtonova a kol. (1958). Kultury pomnozené na téchto
ptdach viak byly zna¢éné ¥idsi a kromé toho pfi prvnim odstfedéni je nebylo
mozno zbavit jemného detritu, ktery se potom dostal do antigénu a znesnadiioval
jeho resuspendovani. Vyroba antigénii mna téchto pudach byla velmi pracna
a vysledek nebyl tmérny vynalozené namaze, nebot antigény nebyly ¢isté, byl
v nich stile nezadouci jemny detritus.

Dobie rozrostlé kultury leptospir na albuminové pidé jsme k piipravé anti-
génu zpracovdvali obdobnym zplisobem, jaky uvadi Galtonova a kol
(1958). Po umrtveni leptospir 0,5% formalinem (2—24 hod.) jsme kultury
po mikroskopické kontrole odstiedovali v uzavienych 100ml lékovkach pfi 1500
obr./min po dobu 10 minut. Supernatant jsme opatrné odsili do transfaznich
lahvi, aby se nesmichal s hrubym sedimentem. Tuto tekutinu s leptospirami jsme
dale odsttedovali pfi 10 000 obr./min na odstredivce Janetzki bud v kyvetdch
o obsahu 20 ml 10 minut, nebo v kyvetich 250 ml po dobu 30 minut. Po
odstfedéni jsme supernatant opatrné slili a sedimentované leptospiry resuspen-
dovali v fedidle tohoto slozeni: 0,5 % formalinu, 12 % chloridu sodného, 20 %
glycerinu, pH = 5,4 az 5,8; mnoZstvi fedidla pfedstavovalo asi 5 % ptivodniho
mnozstvi kultury. Takto ziskany antigén jsme homogenizovali pasdzi tenkou
injekéni jehlou a uloZili na né&kolik dni v chladniéce pri 4 °C. Antigén jsme
ddle natedili pomoci fotokolorimetru Prema s filtrem ¢ 6 ve zkumavkach
o priméru 16 mm tak, Ze jeho svételnd propustnost ¢inila 30 % ve srovnani
se 100% propustnosti ¢istého fedidla.

Pti vyrobé téchto antigénti jsme zjistili, e z nékterych kmenti leptospir lze
celkem snadno vyrobit makroaglutinaéni antigén, ale Ze na druhé strané jsou
mmohé kmeny pro jeho pfipravu nevhodné. Potize se vyskytly zejména s kmeny
L. canicola — Utrecht, L. sejroe — M 48 a téméf se vSemi kmeny sérotypu
L. grippotyphosa. Z nich vyrobené antigény jevily sklon k autoaglutinaci. V ta-
kovych ptipadech jsme byli nuceni vyzkouset k pfipravé antigénu jiny kmen
téhoz sérotypu, u néhoi se tato nezddouci vlastnost nevyskytovala.

Pokud se adrznosti antigénu tyce, poznali jsme, ze ne vSechny antigény pro
makroaglutinaci maji stejnou exspiraéni dobu. Antigény z kment L. grippoty-
phosa, L. canicola a L. pomona jevily sklon k autoaglutinaci jiz po tfech mé-
sicich ode dne vyroby, zatimco nap¥. antigény z L. tarassovi a L. sejroe byly
Gdrzné vice mez 12 mésicth.

Hotové antigény jsme prohlizeli mikroskopicky, kontrolovali s fyziologickym
roztokem a normalnim krali¢im sérem a zkouSeli v makroaglutinaéni reakci
s homolognimi a heterolognimi pozitivnimi séry fedénymi fyziologickym rozto-
kem 1:5 (titry mikroaglutinace zkousenych sér se pohybovaly kolem 1 : 20 000).
Za vyhovujici jsme poklddali antigény, které se jevily ptfi mikroskopické pro-
hlidce zcela homogenni jak v koncentrovaném stavu, tak po nafedéni fyziolo-
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gickym roztokem nebo negativnim krali¢im sérem. V makroaglutinaéni reakei
potom musely tyto antigény davat zfetelnou pozitivni reakci jen s homolognimi
séry, popfipadé se séry piibuznych sérotypi. U zadného z antigéni nesmélo
dojit k autoaglutinaci. Takto vyzkouSené antigény byly rozplnény do penicili-
novych lahvicek po 5 ml a oznaceny stitky s prislusnymi adaji.

Pokud jde o vlastni provedeni makroaglutina¢niho testu, volili jsme takovy
postup, ktery je jednoduchy, v nasich podminkach dostupny, dava reprodukova-
telné vysledky a zachovdva pfiblizné pomér zkouSeného séra a antigénu 1:6,5,
jak uvadi Galtonova a kol. (1958). Reakci jsme délali jednoduse tak,
7e jsme na Cisté podlozni sklicko nanaseli antigén a nefedéné sérum v izo-
lovanych kapkédch klickami nestejného priaméru, pro antigén vétsimi, pro sérum
mensimi, ¢imz jsme dostali pfiblizné fedéni séra 1:6—7. Dalsi ¢istou klickou
jsme smisili kapku antigénu a séra a krouzivymi pohyby sklicka jsme se sna-
zili dosdhnout dikladného promiseni obou slozek. Reakce nastupuje nejvyse
po dvou minutdch a odelitdme ji po Ctyfech minutach makroskopicky $ikmym
pohledem na podlozni sklicko osvétlené zespodu silnym svételnym zdrojem.
V silné pozitivnich reakcich se v kapce smési vytvofi dosti hrubé sraZeniny,
pricemz se okolni tekutina zcela vycefi. Pii slabSich reakcich jsou sraZeniny
jemnéjsi, nékdy jen na periferii kapky a ostatni tekutina zustdva mirné zakalena.

Pro srovniani vysledki jsme soubézné s makroaglutinacni reakci také vy-
Setfovali reakci mikroaglutinace-lyse.

VYSLEDKY

K ovéfeni pouzitelnosti popsané makroaglutinaéni reakce jsme pouzili sou-
boru 538 vzorkil sér domacich zvifat a jeji vysledek jsme posuzovali ve vztahu
k vysledku reakce mikroaglutinace-lyse. K vysetfeni jsme pouzili tfi antigént
pfipravenych ze tfi u nds nejcastéji se vyskytujicich sérotypt leptospir, vybra-
nych na zakladé vysledki mikroaglutinacni reakce. Byly to antigény z L. ictero-
haemorrhagiae, L. sejroe a z L. grippotyphosa. Pro nedostatek zkuSenosti jsme
pouzili pouze monovalentni antigény. Reakci mikroaglutinace-lyse leptospir jsme
délali standardni metodou s pouzitim 10 sérotypi leptospir z 10 sérologickych
skupin.

K vysetreni makroaglutina¢ni reakci jsme pouzili pouze sér, ktera reagovala
v mikroaglutinaéni reakeci pozitivné s nékterym z pouzitych tfi antigént, byt
v nizkém titru (100, 200), nebot predbéznymi zkouskami jsme zjistili, Ze séra
naprosto negativni v mikroaglutina¢ni reakci reagovala zcela negativné i makro-
aglutinaénim testem. Tato séra nejsou proto v pfilozené tabulce zahrnuta (tab.
I). Z vysledki v této tabulce obsaZenych vyplyvd, Ze nelze zaznamenat rozdily
v poméru obou reakci u ruznych druhia zvifat. Pomér obou reakci je dale znaé-
né zavisly na mnozstvi obsazenych protildtek a na druhu i Sarzi antigénu. Proto
v sérech s nizkym obsahem protilatek (1: 100, 1:200) se vysledky obou reakci
vétsinou neshoduji a prevazuji nalezy ve prospéch mikroaglutaéni reakce. Pouze
ve skupiné sér koni a ¢aste¢né i skotu jsme v makroaglutinaci postihli i p¥i niz-
kém titru protilaitek — jmenovité s antigény sejroe a grippotyphosa — vétsi
pocet pozitivnich reakei nez v mikroaglutinacni reakei; to znaéi, Ze jsme v téchto
pfipadech bud wpostihli makroaglutinacnim testem nizkou hladinu protilatek
i tam, kde byla mikroaglutina¢ni reakce negativni, nebo spiSe, Ze jde o nespe-
cifickou reakci. V uvedenych pfipadech byla totiz reakce s homolognim anti-
génem vétS§inou negativni ve vztahu k mikroaglutinaéni reakci.
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. Vysledky mikroaglutinaéni a makroaglutina¢ni reakce na leptospirézu v sérech hospodéaiskych zvifat

TL6T — VNIDIQAEIN TNHVNIHALIA SGZ

Druh Koné 132 (140) Skot 271 Psi 101 (127)
T icterohaem. sejroe gripporyph. icterohaem. | sejroe grippotyph. icterohaem. - | sejroe grippotyph.
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| TN
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l
! [
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| ‘ ‘ ‘
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1:400 ' 4 - l 23 21 13 3 - — 22 14 58 24 5 5 1 1 16 2
|
| I S
1 : 800 ‘ , f !
a vyse { 1 1 : 27 27 75 58 1 i 1 18 17 67 58 2 ; 2 . 4 4 40 | 32
i | | | |




Teprve pfi vy$s§im obsahu protilitek mtZeme jmenovité s antigény ictero-
haemorrhagiae a sejroe zaznamenat Gplnou shodu ve vysledku obou reakei. To
plati o reakcich v titru mikroaglutinace 1 : 400 a samozfejmé o reakcich v titrech
1:800 a vyse, které jiz povazujeme za signifikantni pro pozitivni charakter
reakce (viz tab. I). Tuto shodu zjisfujeme vsak pouze u antigénii icterohae-
morrhagiae a sejroe, kdeito s antigénem grippotyphosa sc i pti vysokém titru
protilitek kryly obé reakce jen ze dvou tretin nebo nejvyse ze tfi ¢tvrtin v ne-
prospéch makroaglutinaéniho testu. Z toho je patrno, ze vysledek makroagluti-
naéni reakce zavisi také na druhu a kvalité antigénu. Jak jsme vsak poznali, lisi
se z dosud neznamych davodd i jednotlivé sarze (éhoz druhu antigénu. Je proto
nutné kazdou Sarzi antigénu pred pouzitim v diagnostické praxi vyzkouSet se
znamymi negativnimi a pozitivnimi séry.

Pokud jde o specifitu makroaglutina¢niho testu, z uvedenych vysledkt vy-
plyva, ze reakce je pomérné specificka s antigény icterohaemorrhagiae a sejroe.
Pouze v nékterych pripadech rcakce s L. grippotyphosa i ve vysokém titru mikro-
aglutinaéni reakce jsme zaznamenali nespecifickou reakci s antigénem sejroe
a negativni reakci s antigénem grippotyphosa v makroaglutinaénim testu. Z toho
vychdzi pravé zminénd neshoda v poCtu vysledkii obou reakci s antigénem
grippotyphosa.

DISKUSE

Z uvedenych vysledki vyplyva, ze makroaglutinaénim testem lze pomérné
spolehlivé zachytit pouze vy$si hladiny protilatek ve vysetfovanych sérech. U pro-
tilatek v nizsich hladindch neni toto vySetfeni spolehlivé. Vysledek tohoto
testu zavisi dale na druhu a na kvalité pouzitych antigénti, eventudlné i na jed-
notlivych $arzich téhoz antigénu. To oviem znamend, ze se nam nepodafilo
pfipravu antigénu patfi¢né standardizovat, a¢ pii jejich vyrobé zachoviavame
naprosto tyz postup. Galtonova, podle jejihoz popisu jsme pripravovali své an-
tigény, vykazuje ve své praci témér jednozna¢nou shodu vysledkd obou srovna-
vanych reakci. Pfipravovala vsak antigény z kultur leptospir chovanych na Kort-
hofové mediu, kdezito my jsme z technickych duvodi pouzivali ke kultivaci al-
buminové syntetické pidy s tweenem 80. V tom muZe pravé spodivat rozdil
v kvalité pouzivanych antigénii. Pro makroaglutinaéni reakci je nutno pouzivat
cerstvych sér, pokud mozno sterilnich. Séra kontaminovana, haemolytickd nebo
chylézni davaji nespecifickou reakci. Co se tyée spolehlivosti makroaglutinaé-
niho testu, uvadi Wolf a kol. (1966), ze pfi vySetfovani sér lidi nemocnych
leptospirézou obdrzeli pti vySetfovani obéma metodami shodné vysledky. Méné
presvédéivé byly vysledky jejich vySetiovani zdravych lidi v Surianu a Kenyi.
Podle Solorzana (1967) byly zjistény znaéné rozdily pfi srovnavani vy-
sledkii mikro a makroaglutina¢ni reakce v sérech skotu z prostfedi zamoteného
leptospirami ze skupiny hebdomadis. Diference se tu vysvétluji malou citlivosti
makroaglutinaéniho antigénu z kment L. sejroe a hypersenzitivitou makroaglu-
tina¢nich antigéni z kment L. icterohaemorrhagiae a L. canicola.

V zavéru je mozno konstatovat, Ze makroaglutinaéni sklickovou reakci lze
s vyhodou pouZit pti depistdZnim vySetfovani vét§tho materidlu bez ohledu na
druh zvitat, z néhoz krev pochazi. Lze ji pomérné bezpeéné vytadit séra negativ-
ni a pti pouziti vhodnych antigéna zachytit i druhovou specifiénost séra s vyso-
kym obsahem protilatek. V zadném ptipadé ji dosud nelze nahradit reakci mi-
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kroaglutinace-lyse leptospir, jiz je nutno vySettit vSechna séra, reagujici makro-
aglutinaénim testem pozitivné nebo dubiézné, a to jak z divodu upfesnéni dia-
gnoézy, tak ke stanoveni vyse titru protilatek.
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ITOKOPHBI b., CTAPOLITUK JI. (LlenTpansHbpiii TocyAapCTBEHHRIH BeTePUHAPHbII HMHCTUTYT,
Ilpara, Buosera, Msamosuue Ha [ane, Uexocnopakusa. OmnelT ¢ MakpoarrmOTHHHpyIOL[eH pe-
aKnpueli B CePOJOTHYECKOH NIHMATHOCTHKE JIENTOCHHPO30B Yy CENbCKOXO3AMCTBEHHBIX JKHBOTHBIX.

Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 295-302, 1971.

ABTOpbl Ha 6ojblmioM uHCe CBIBOPOTOK CeNbCKOXO3AMCTBEHHbIX JKHBOTHLIX, T. €. Ha JOomanfAx,
KpPyImHOM poraToM CKoTe H coﬁaxax, obcnenoBanu MaKpoarrJITHHHPYIONIYIO peaklio Ha CTeK-
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JbILIKEe 1A yCKopeHMﬂ IIMarHoCTUKH JlenTochpoaou no CpaBHEHHUIO C peaxuueif( MHKpPOarrJiori-
irargpu-muce  gentocnup. OHM  MOJNB30BANMCH TPEMA AHTUIEHAMH, IIPUTOTOBJICHHBIMH H3 Tpex
y Hac 4allle BCEero BCTPe4aioljMXCs CEepPOTHNOB Jenrocnup, a umeHHo L. icterohaemorrhagiae,
L. sejroe u L. grippotyphosa. Aururess 6nuin IPUTOTOBIEHH 10 MHCTPYKiMu ['anToHO-
no# u koan. (1958). B pesyabrarax ofenx peakuuit Henb3s 6blJIO OTMETHTh pasiHuMA B ChHi-
BOPOTKAX PA3NMUYHBIX BMIOB >KHBOTHHIX. PeaynbTaT MakpoarrJioTHHUpYlULeH peakiitu, B 1ep
RyI0 OdYepelb, 3aBHCHT OT KadecTBa aHTMIeHa. Tak, Hampumep, ¢ aHturenamu Weil u sejroe,
UTO Kacaercs 4YHCJIa CLIBOPOTOK, COBmananud ofe peakuuu yKe B THTPE MHKPOATTJIOTHHALIMH
1:400, B To BpeMa Kak c¢ grippotyphosa naske npu BHICOKOM CcOlep:KaHuM aHTHTen1 ofe pe-
aKIM¥ COBHANand TOJBKO B 2/3-—3[; 3a cueT MaKpOAIrJIOTHHMPYIOUIErO TecTa, TNPH TOMOLLH
KOTOPOrO Mhi MOXKEM WCKJIOYHTh OTPHIATEJIbHO pearupylomyio criBopoTky. OcraapHnie npobn,
(e3yc/IOBHO, HeoHX0aMMO 0fCiAeNoBaTh peaKiuell MUKpPOATrTII0THHALMM-JIHCe JefTOCInp.

JENTOCIIMPhI; CepoJIOTHA; AaHTHTeH; NPOHW3BOACTBO; MaKpOArrjJioTHUHAILHWI

POKORNY B., STAROSTIK L. (State Central Veterinary Institute, Praha; Bioveta,
Ivanovice na Hané, Czechoslovakia). Experience with Macro-Agglutination Reaction
in the Serologic Diagnostics of Leptospiroses in Farm Animals. Vet. Med. (Praha)
16 (5) :295-302, 1971.

The authors applied the macro-agglutination test on glass slides in order to inves-
tigate a greater number of samples of blood sera obtained from agricultural and
domestic animals, i. e, horses, cattle, dogs, etc., with the aim to establish a more
rapid method of leptospirosis diagnostics compared with the commonly used micro-
agglutination-lysis of Leptospira. For the first trial there were used three antigens
manufactured from three of the most common serotypes of Leptospira in our re-
gions, i. e, L. icterohaemorrhagiae, L. sejroe and L. grippotyphosa. The antigens
were prepared according to the method elaborated by Galton et al. (1958). The
results obtained by both methods did not allow to establish any differences bet-
ween the sera of the individual animal species involved. The results of the macro-
agglutination test depend first of all on the quality of the antigen. With the anti-
gens Weil and sejroe there were registered by both methods concordant values
in the total number of sera already at the micro-agglutination titre value of 1 :400
while with the antigen grippotyphosa — even at high antibody contents — con-
gruent results were obtained by the two methods only in a third and three quarters
of the total number of sera and that to the disadvantage of the macro-agglutination
test which can be used for the detection and elimination of sera with negative
response. However, it is necessary to examine the rest of the samples by the micro-
agglutination-lysis of Leptospirae.

leptospirae; serology; antigen; production; macro-agglutination

POKORNY B., STAROSTI{K L. (Staatliche Zentralveteriniranstalt, Praha; Bioveta,
Ivanovice na Hané, CSSR). Erfahrungen mit der Malkroagglutinationsreaktion in der
serologischen Diagnostik der Leptospirosen bei landwirtschaftlichen Nutztieren. Vet.
Med. (Praha) 16 (5) :295-302, 1971.

Die Verfasser iiberpriiften bei einer groBeren Anzahl von Seren landwirtschaftli-
cher Nutztiere, und zwar von Pferden, Rindern und Hunden, die Gldschenmakro-
agglutinations-Reaktion zur beschleunigten Diagnostik der Leptospirosen im Ver-
gleich zur Mikroagglutinations-Lysis-Reaktion der Leptospiren. Sie benutzten drei
Antigene, die aus drei in der CSSR am hiufigsten vorkommenden Leptospirenserc-
typen, und zwar L. icterohaemorrhagine, L. sejroe und L. grippotyphosa hergestellt
wurden. Die Antigene wurden nach der Anleitung von Galton und Koll. (1958),
erzeugt. In den Ergebnissen der beiden Reaktionen konnten keine Unterschiede bei
den Seren der verschiedenen Tierarten festgestellt werden. Das Ergebnis der Ma-
kroagglutinationsreaktion hdngt in erster Reihe von der Qualitdt des Antigens ab.
Bei Benutzung der Weil- und Sejroe-Antigene stimmten in bezug auf die Anzahl
der Seren beide Reaktionen bereits im Titer der Mikroagglutination 1 :400 iiberein,
wihrend bei Benutzung des Antigens grippotyphosa beide Reaktionen auch bei
hohem Antikérpergehalt nur zu zwei Drittel bis drei Viertel zu ungunsten des Ma-
kroagglutinationstestes tiibereinstimmten, mit welchem man die negativ reagieren-
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den Seren ausschalten kann. Die {iibrigen Blutproben miissen dann bedingungslos
mit Hilfe der Mikroagglutinations-Lysis-Reaktion untersucht werden.

Leptospiren; Serologie; Antigen; Herstellung; Makroagglutination

Adresy autori:

RNDr. B. Pokorny. Ustredni statni veterindrni ustav, Praha 6 - Lysolaje, Na
Vinici 156, MVDr. L. Staro§tik, Bioveta, Vyzkumné stiedisko Drnovskd, Vyskov

- Nouzka
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ZACHYTY SALMONEL IMUNOFLUORESCENCI
VE SROVNANI S KULTIVACNIM VYSETRENIM

7. Tomes, V. HruSovska

Vojensky wveterindarni vyzkumny ustav, Praha - Motol

TOMES Z., HRUSOVSKA V. Zdchyty salmonel imunofluorescenci ve srovndni
s kultivaénim vydetrenim. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 303-309, 1971.

Je popsana zachytnost salmonel rozsifenou kultivaéni metodou ve srovnani
se zachytnosti téchto zarodkt neprimou imunofluorescenéni technikou z otis-
kovych preparatt, ze sedimentu zhomogenizovaného a centrifugovaného ma-
terialu a z preparatti zhotovenych z materialu zhomogenizovaného, chemickou
cestou srazeného a centrifugovaného. Z téchto tfi imunofluorescenénich metod
se nam jevi jako nejuc¢innéj$i metoda srazeni salmonel chemickou cestou; jeji
prednosti je vyssi zachytnost salmonel neZz pii pouziti metody kultiva¢ni a ko-
nec¢ny vysledek vySetreni je mozno sdélit do dvou hodin po zapoceti prace
v laboratori.

imunofluorescence salmonel; srovnani tri metod zhotovovani preparatit pro
imunofluorescen¢ni techniku

Problém salmoneléz, a ledy i salmonel, zistava jak u nas, tak i ve svété
stale otevieny.

S timto problémem dzce souvisi problematika nejen detekce salmonel, ale
i jejich rychlého a zaroven spolehlivého zachytu. Rychlost a spolehlivost za-
chytu je dalezitd hlavné z hlediska epidemiologického a epizootologického. Jako
rychld metoda vysetfovani salmonel se jevi metoda imunofluorescenéni.

V tomto piispévku popisujeme zdchyt salmonel ze svaloviny a orgdni po-
kusnych zvitat (krysy, morcata, kralici) nepfimou imunofluorescenéni techni-
kou ve srovnani s roz§itenou vysetfovaci metodou.

MATERIAL A METODY

K pokustm jsme pouzili svalovinu a organy (slezina, jatra, ledvina) krys
morcat a kralik, kterym jsme intraperitonealné injikovali bakterijni suspenzi
salmonel, a to: Salmonella typhi murium, S. enteritidis, S. cholerae suis var.
Kunzendorf, S. dublin a S. bareilly.

Jednomu zviteti byla injikovana suspenze kultury pouze jednoho sérotypu
v mnozstvi 10®—10" zirodkdt v 1 ml v réznych objemovych davkach, &imz
bylo dosazeno rizného stupné jak intravitdlni, tak postmortalni infekce pokus-
nych zvifat salmonelami.

Po utraceni za 18 —24 hodiny, event. po dhynu pokusnych zvitat po infek-
ci, jsme — kromé jiného — vySetfili svalovinu a organy (tj. slezinu, jatra
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a ledvinu) rozsitenou kultivaéni metodou a nepfimou imunofluorescencni tech-
nikou a kvantitativné stanovili salmonely ze svaloviny a jater.

Rozsitena kultivaéni metoda spo¢ivala v primokultivaci na krevni agar
a dvé selektivni pidy (Endovu a Gassnerovu pidu, nebo Endovu pidu a agar
s fenolovou ¢erveni, brilantovou zeleni a laktézou) a v kultivaci do Kauffman-
novy pommnozovaci pidy a do tekuté piidy se selenititanem. Pouzili jsme sele-
nitovou pitdu narodniho podniku Imuna, Sari$ské Michalany. Pomnozovaci pady
jsme inkubovali v termostatu jednak pti 37 °C, jednak pfi 43 °C po dobu étyf
dnt a denné z nich po tuto dobu vyotkovévali na dvé vyse uvedené pevné
selektivni pudy.

Pro barveni nepfimou imunofluorescenéni technikou jsme zhotovili tiidru-
hy preparatu.

a) Po tfech otiskovych preparatech ze svaloviny a z organi vidy nové cer-
stvé fezné plochy vzorku.

b) Po jednom prepardtu ze svaloviny a jater po jejich homogenizaci ve
fyziologickém roztoku, ptefiltrovani pres gazu a nasledné centrifugaci; po od-
stranéni supernatantu jsme nanesli z vrchni, ¢irej§i vrstvy centrifugdtu na pod-
lozni sklicko jednu kapku a po jejim zaschnuti na totéz misto druhou a tfetf
kapku. Z ostatnich vzorkd, tj. sleziny a ledviny, nebyla tato metoda realizova-
telnd pro nedostatetnou velikost téchto organd.

¢) Po tfech prepardtech ze svaloviny a jater po vysrdzeni mikroorganismii
chemickou cestou.

Pii srazeni mikrofléry chemickou cestou jsme material nejdfive zhomo-
genizovali ve fyziologickém roztoku, ptefiltrovali pres gdzu a do pfefiltrova-
ného homogenizitu postupné pridali roztck uhli¢itanu sodného a roztok siranu
selezitého. Aby sedimentace byla dokonalejsi, centrifugovali jsme takto srazeny
homogenizovany materidl. Supernatant jsme odpipetovali a sraZeninu rozpusti-
li pfiddnim Seignetovy soli (vinan sodno-draselny).

Metoda srazeni mikrofléry v homogenizovaném materidlu nebyla v nam
dostupné literatufe dosud popsana.

Z takto ziskaného materidlu, jak jiz bylo uvedeno, jsme zhotovili tf¥i pre-
pardty a obarvili je nepfimou imunofluorescenéni technikou.

Jako antiséra jsme pouzili Sérum Salmonella smiSené I, vyrobce Bioveta,
Ivanovice na Hané a jako konjugat praseci globulin proti krali¢imu gama globu-
linu znaceny FITC, vyrobce Ustav sér a ockovacich latek, Praha.

Vzhledem k tomu, Ze jsme pracovali se vzorky, v nichz se vyskytovaly
jednotlivé sérotypy salmonel téméf v ¢isté kultufe, jsme mohli pouzivat smisené
sérum i nefedéné, u konjugatu jsme pouzili ono nejvysi fedéni, pfi kterém imu-
noflucrescenéni technikou obarvené kmeny salmonel svitily na + + 4+ az
+ + + +, avsak kontrolni preparaty ostatni mikrofléry, jako napf. &ervenka,
Serratia marcescens, Erwinia amylovora, B. subtilis, Shigella dispar a nahodné
zachycené kmeny E. coli nesvitily.

Vsechny preparaty obarvené imunofluorescenéni technikou jsme prohlizeli
mikroskopem ML-2 objektivem MI 90 1,25 a okulary 5X, vidy 50 zornjych
poli v preparitu a jako pozitivni jsme hodnotili nalezy pouze horizontilné
situovanych tycinek, jejichz kontury zafily na + + + az + + + +.
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1. Zachyt salmonel roziifenou kultivaé- 2. Zachyt salmonel roz§i1'~enoq kultivaéni
ni metodou a nepifmou IF technikou metodou a nepiimou IF technikou z cen-
z otiskovych preparatia trifugovaného materidlu po homogenizaci

VYSLEDKY A DISKUSE

Obr. 1 znazorfiuje srovnédni zachytu salmonel rozsifenou kultivaéni meto-
dou a imunofluorescenéni technikou z otiskovych preparatd; kultivaci bylo pfi
ni zachyceno 93,6 % pozitivnich ptipadii (levy sloupec) a imunofluorescenéni
technikou 59,4 % pozitivnich ptipadt (pravy sloupec). Vysetieno bylo 208
vzorkd. '

Obr. 2 srovnava zachyt salmonel roziitenou kultivaéni metodou a imuno-
fluorescenéni technikou ze zhomogenizovaného materialu; kultivaci bylo pfi ni
zachyceno 94,4 % pozitivnich ptipadi (levy sloupec) a imunofluorescenéni
technikou 65,1 % pozitivnich ptipadii (pravy sloupec). Takto bylo srovnino
278 pripadd.

Obr. 3 vyjadfuje zachyt roziifenou kultivaéni metodou a imunofluorescen-
¢ni technikou chemickou cestou srazeného materidlu po jeho homogenizaci; kulti-
vaci bylo pfi ni zachyceno 79,2 % ptipadd (levy sloupec) a imunofluorescenéni
technikou 83,4 % pripadii (pravy sloupec). VysSetfeno bylo 35 ptipadi. Rela-
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o/ tivné nizky zachyt pozitivnich nalezi
pomoci kulivaéni metedy je vysvétli-

100 0 - ’ - B - . s .
telny anizkymi objemovymi davkami
salmonelové suspenze, aplikované po

80 kusnym zviraitim.

Zachyty salmonel pomaoci imuno=
a0 ' [Tuorescenéni techmiky jsme srovnavali,
jak bylo uvedeno, se zachyty salmonel
zjisténymi rozsirenou kultivacni meto-
dou, u niz vidime prisn€jsi kritéria
v roz§ifeni kultivace do dvou pommozo-
60 vacich pud; kultivovali jsme jednak do
pudy Kauffmannovy, jednak i do do-
porucované pudy se seleniCitanem

70

” (Koudelka 1968 Silliker,
. Schmall, Chiu 1966; Hein-
4“7 drich 1963). Obé pomnozovaci pudy
jsme inkubovali pti 37 °C a pti 43 °C
70 (Georgala, Boothroyd 1964;
‘ Fievez a kol. 1967). Prisnéjsi kri-
{érium vidime i v tom, Ze jsme z po-

20

mnozovacich pud vyockovavali po dobu
¢tyt dnia (Sedldk a kol. 1955).
10 Touto metodou se zvysila zachytnost
salmonel priblizné o 4 % pozitivnich
nalezli ve srovnani se zhodnocenim zi-
chytti pouze z primokultivace a Kauf-
fmannovy piidy, inkubované pti 37 °C,
s naslednym vyo¢kovdnim na dvé se-
. IF TECHNIKA, GHEMICKY SRAZENY MATERIAL lektivni ptidy po dobu dvou dnti. Dalsi

PO HOMOGENISACI prisnéj§i kritérium je v hodnoceni pre-

3. Zéchyt salmonel rozdifenou kultivaé- par4ti barvenych imunofluorescenéni
ni metodou a nepfimou IF technikou . }p,i16, — jako pozitivni byly hcd-

chemicky srazeného materidlu po homo- ) 41 bo sing si
genizaci noceny pouze nalezy horizontalne si-

tuovanych tyéinek.

Nepifimou imunofluorescenéni metodu jsme pouzili z diavoda praktickych.
Jak antisérum, tak i konjugéat jsou v Ceskoslovensku komeréné dosazitelné, jsou
skladovatelné, odpada znaceni antiséra pomoci FITC, nutné pro pfimou imuno-
fluorescenéni techniku, a barvitelnost je dobrd. Tychz dobrych vysledkd pfi
pouziti polyvalentniho antiséra dosdhli Georgala, Boothroyd (1964)
a Laramore Moritz (1969).

Pti srovnédni tfi uvedenych metod je zachyt salmonel z otiskovych prepa-
ratd barvenych imunofluorescenéni technikou relativné nizky, coz odpovida
i ndlezim sovétskych autort Larionova a Kuzmina (1959), ktefi p¥i
negativnim vysledku vySetfeni inkubovali vzorek v termostatu po dobu pét az
sedm hodin a vySetfeni opakovali, nebo nalezim autori Larionova, Za-
lesskije a Kuzmina (1960), ktefi pti negativnim vysledku znovu vy-
Setfovali po Sestihodinové az sedmihodinové inkubaci vzorki.

Na rozdil od autori Larionov, Zalesskij, Kuzmin (1960),
kteti délali otiskové preparaty po péti sériich, jsme zhotovovali otiskové prepa-
raty po tfech sériich s ohledem na usporu asu a s védomim, Ze metoda otisko-

I:l KULTIVAGNI METODA
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vych preparati bez pomnoZeni mikrofléry ve vzorcich bude nevyhovujici jiz
proto, ze v nékterych ptipadech jsme v infikovaném materidlu nezjistili ani nej-
nizsi kultivaéné prokazatelny pocet péti salmonel v 1 g.

S ochledem na tsporu ¢asu vzhledem k vySetfovaci dobé jsme nechtéli in-
kubovat vzorky v pomnozovaci pudé, jako napt. Krupina, Ozerec (1966),
kteri vzorky jate¢ného materidlu inkubovali v pomnozovaci pidé po dobu étyf
hodin, centrifugovali a barvili IF technikou, aviak tato technika jim vzdy ne-
zarutila spolehlivou odpovéd, nebo Demissie (1965), ktery kultivoval
vodu pred vysetfenim pomoci IF techniky pfes noc v pomnoZovaci ptdé, nebo
i Georgala a Boothroyd (1964), ktefi vySetfovali IF technikou po
pomnozeni z pomnozovacich pud.

Pro pfedpoklddanou nedostate¢nou zachytnost sledované mikrofléry pomoci
otiskovych preparatti, kdy by bylo moZno uvazovat o uspokojivych vysledcich
pouze u silnéji infikovaného materialu, jsme soucasné barvili IF technikou po
centrifugaci pfedem zhomogenizovaného materidlu.

Procento zdchytii pfi této metodé je jiz vy33i nez pfi metodé otiskovych
preparati. Neni viak vhodnd pro slabé infikovany materidl, tfebaZe se nam
vyskytly pfi jejim pouziti zachyty v pfipadech, ve kterych vysledek vySetfeni
rozsifenou kultivaéni metodou byl negativni.

Proto jsme v posledni dobé pouzili techniku chemického srazeni mikrofléry,
popsanou v metodické ¢4sti; priikaznost pfi ni je o 4,2 % vy38i ve srovnani
a roz§ifenou kultivaéni metodou; zaroveii se nam touto metodou podafil
v nékolika pfipadech zdchyt, alkoliv jsme v infikovaném materidlu nezjistili
ani nejniz8i kultivaéné prokazatelny polet péti salmonel v 1 g.

Marton, Geck, Jdnossi (1966) pokladaji pomoci IF techniky za
prokazatelny pocet 1000 zarodkd salmonel a touto technikou méli vét§i zachyt
nez kultivaci.

Nasi metodu provéfujeme na dalsich laboratornich zvifatech, u kterych
jsou vysledky zachyti v relaci s vysledky uvedenymi v tomto pfispévku. Me-
todu provéfime i na vzorcich masa a orgdnid jateénych zvifat infikovanych
prirozenou cestou salmonelami.

Definitivni vysledek vySetfeni vzorkl touto metodou je mozno sdélit do
dvou hodin po zapoceti prace v laboratofi. VySetfeni trvi u Larionova,
Kuzmina (1959) 8 az 9 hodin, u Georgaly, Boothroyda (1964)
18 hodin, Demissie (1965) ziskd vysledek az druhy den.
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Doslo dne 24. 9. 1970

TOMEII 3., I'PYIIOBCKA B. (BoeHHLI HayuHO-MCCHELOBATENLCKHI BETEPUHAPHLIA MHCTH-
ryr, IIpara-Morosn, Yexocnosaukus). YnaBnuBaHMe caaMOHENN NPH TNOMOIM HMMMyHoduyopec-
LeHUMHM B CONOCTABIEHMM C KyJbTHBaMOHHEIM Hccnexsoanuem. Vet. Med. (Praha) 16 (5) :
303-309, 1971.

Omnucana yJaBiMBaeMOCTh CaJMOHEJJI NPH IOMOLIYM pAaCUIMPEHHOr0 MeTola KyJbTHBALMM M CO-
1ocTaBJieHa € yJIaBJMBAaeMOCTLIO STHX 3apOAbIIIEH € TOMOUIBI0 KOCBEHHOH HMMYHOPIyOpecHeHTHOIT
TeXHHKH Ha OCHOBE OTIEYAaTOYHLIX IIPENapaToB, CeIMMeHTa TIOMOTEHHM30BAaHHOrO M LeHTpudyru-
PCBaHHOTO MaTepuaja M Ipernaparos, IPHUTOTOBJEHHHIX Ha IOMOTeHH30BaHHOM, OCa)KIE€HHOM XH-
MHUYECKMM TyTeM ¥ LeHTpudyrmposanHoM Marepuane. M3 stux 3 uMMyHOIyopecLeHTHLIX Me-
rTonos Haubosee 3PPEKTHBHLIM IPENCTABJAETCH METON OCaKMEHMA CaJMOHENJ  XHMHUYECKHM
1yreM, KOrlla NpPEeMMyIIeCTBOM MeTONa ABJAAETCA TNOBBIIEHHAd YJaBJIMBAE€MOCTh CaJMOHENJI 110
(paBHEHWI0 C KyJbTHBALMOHHEIM METONOM, a KOHEYHEIH pesyJpTaT MCCAENOBAHMA MOMKHO CO-
o6IIUTE CPOKOM 10 2 yacoB mocie Hadajsa pabor B saGopaTopum.

FMMYHOQIyOpecleH A CaJMOHeJJi; CpaBHEHMe MeTONOB IIPUTOTOBJIEHHS TIPernapaTtos JUisi UMMY-
HopIyOpecieHTHOW TEeXHUKH

TOMES Z., HRUSOVSKA V. (Military Veterinary Research Institute, Prague - Motol,
Czechoslovakia). Salmonella Capture based on Immunofluorescence, in Comparison
with Cultivation Examination. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 303-309, 1971.

The paper presents a description of the capture rate of Salmonellae as achieved
with the widely used cultivation method in comparison with the capture rate of
these germs obtained by the immunofluorescence method from print preparations,
from homogenized aud centrifuged sediment material, and from preparations based
on homogenized material chemically precipitated and centrifuged. Considering these
three immunofluorescence methods, the highest effectivity is attached to the che-
mical method of the condensing of Salmonellae. The advantage of this method is
that the capture rate of the microorganisms is higher than in the cultivation method
and that the result of the examination can be obtained two hours after the beginning
of laboratory treatment.

immunofluerescence of Salmonellae; comparison of three methods of the production
of preparations for immunofluorescence treatment

TOMES Z., HRUSOVSKA V. (Militdrforschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Praha -
Motol, Tschechoslowakei). Salmonellenauffangen mittels Immunofluoreszenz im Ver-
gleich zur Kultivierungsuntersuchung. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 303-309, 1971.

In der Arbeit wird das Auffangvermoégen der Salmonellen mittels einer erweiterten
Kultivierungsmethode im Vergleich zum Auffangvermogen dieser Keime mittels der
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indirekten Immunofluoreszenztechnik von Abdruckpriparaten, vom Sediment des ho-
mogenisierten und zentrifugierten Materials und von den aus homogenisiertem, auf
chemischem Wege gefilltem und zentrifugiertem Material angefertigten Materialien
beschrieben. Von diesen drei Immunofluoreszenzmethoden scheint die Methode der
Salmonellenfillung auf chemischem Wege die wirksamste zu sein; der Vorteil
dieser Methode ist ein hoheres Auffangvermogen der Salmonellen als bei der An-
wendung der Kultivierungsmethode, und das Resultat der Untersuchung kann inner-
halb von zwei Stunden nach Beginn der Arbeit im Laboratorium mitgeteilt werden.

Salmonellenimmunofluoreszenz; Vergleich der drei Verfahren der Pridparateher-
stellung flir die Immunofluoreszenzmethode
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Vybér z novych priristki
Ustiedni zemé&délské a lesnické knihovny UVTI

na useku veterinaistvi
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louse, Ecole nation. vétér. 1969.
(Tuberkuldéza — lé¢eni — vyzkum)
Bedouet J. D 38.168/1969/5
Contribution a I'etude de l'utilisation de l'isoniazide dans la lufte contre
la tuberculose bovine. Thése devant la Fac. mixte de médecine et de
pharmacie de Toulouse. Toulouse, Ecole nation. vétér. 1969. 79 s. (Tu-
berku'oza — skot — lé¢eni — izoniazid — vyzkum)

D 34.131
Levkozata po govedata. Nauc¢na sesija. 5. noevri 1968. Sofija, BAN 1970.
107 s. obr. tab. (Leukéza — skot — sborniky)
Neumann-Kurzke B. B. E 32.497/251
Mikroelektrophoretische Serumeiweifluntersuchungen an erwachsenen
Rindern mit tumoroser lymphatischer Leukose. Inaug.-Diss. d. Tierédrztl.
Hochschule Hannover. Hannover, Klinik f. Rinderkrankheiten 1969. 34 s.

5 tab. (Leukoza — skot — krevni sérum — bilkoviny — vztahy — vy-
zkum — metody mikroelektroforetické)
Vogel K. E 33.775/2

Leucoza, aviara. Sub aspectul tumorilor virale aviare. Bucuresti. Inst.
central de cercetari agricole, Centrul de documentare agricola 1969. 81 s.
9 obr. 11 tab. Traducere Nr. 2. (Leuk6za — drlibez — studijni zpravy)

Giordia H. C 17.756/53
Parasitism in cattle. Athens, Georgia oll. of agric. exp. stations 1969.
29 s. 7 tab. Research report 53. (Hlistice — cizopasnici — skot — bro-
zury)

Kiene B. E 32.497/244
Die Wirksamkeit verschiedener Anthelmintika bei dem Capillaria obsig-
nata. — Befall. Inaug.-Diss. d. Tieridrztl. Hochschule Hannover. Hanno-

ver, Forschungsstation f. Gefliige'krankheiten 1968. 41 s. 1 obr. 9 tah.
(Kapilariéza — drubeZ — lé¢eni — anthelmintika — vyzkum)

Deltor J. C. Ch. D 38.168/1969/61
La méthyridine dans le traitement de la capillariose aviaire (sa toxicité,
son efficacité). Thése devant la Fac. mixte de médecine et de pharmacie
de Toulouse. Toulouse, Ecole nationa’e vétér. 1969. 62 s. tab. (Kapilariéza
— dribez — léfeni — methyridin — vyzkum)

Bayard J. A. D 38.168/1969/10
Essai de traitement du iténiasis du chien par le 14.015 R. P. Thése de-
vant la Fac. mixte de médecine et de pharmacie de Toulouse. Toulouse,

Ecole nation. vétér. 1969. 128 s. (Tasemnice — cizopasnici — pes — 1é-
¢eni — anthelmintika — 14.015 R. P. — vyzkum)
N'Dao A. D 38.168/1969/15

La fasciolose bovine au Senegal. Thése devant la Fac. mixte de méde-
cine et de pharmacie de Toulouse. Toulouse. Ecole nat. vétér. 1969. 83 s.
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NOVY ZPUSOB CISTENI BIOLOGICKYCH EXTRAKTU
PRI STANOVENI REZIDUI CHLOROVANYCH INSEKTICIDU

7. Stary

Stdatnt veterinarni ustav, Plzen

STARY Z. Novy =zpusob &isténi biologickych extraktl pii stanoveni rezidui
chlorovanych insekticidd. Vet. Med. (Praha) 16 (5) :311-318, 1971.

Je popsan novy zpusob purifikace biologickych extraktt pfi stanoveni rezidui
CHI (chlorovanych insekticidll), vyuZivajici principu dvojnasobné kolonové
chromatografie, ktery odstranuje témeér vesSkeré balastni latky. Tim je umoz-
néno maximdalni zahu$téni vyslednych piecisténych extrakt, aniz by docha-
zelo k nezadouci interferenci stopovych neéistot s pritomnymi CHI pti ply-
nové chromatografii a pii chromatografii na tenkych vrstvach. Pri pouziti
plynové chromatografie s plamennym ioniza¢nim detektorem byla zjisténa tato
spodni mez stanoveni: lindan — 2,5ng, p,p’-DDT — 5 ng, obsazenych v nastii-
kovém objemu 2,5 ul. Analyticky postup byl vyzkouSen pro stanoveni rvezidui
lindanu a DDT jak v organech (jatra, mozek), tak i v potravindich (syr) s pra-
mérnou vytéznosti 96, pro lindan a 88,49, pro DDT pii koncentraci lindanu
0,8 ppm a DDT 4,0 ppm ve vSech uvazovanych materidlech. Zjisténa mezni ci-
tlivost — 0,04 ppm pro lindan a 0,08 ppm pro DDT — rovnéz spliluje soucas-
né pozadavky na kontrolu rezidui CHI v hygienickych a toxikologickych la-
boratorich. Precisténych a prislusné zahus$ténych extrakti lze pouzit i pro
semikvantitativni vyhodnoceni na tenkych vrstvach. Uvedeny zplsob purifikace
je i casové nejméné naro¢ny ve srovnani s ostatnimi pouzivanymi postupy.

lindan; DDT; purifikace rezidui; dvojnisobnd kolonovid chromatografie; ply-
nova chromatografie

Stanoveni rezidui chlorovanych insekticidii v riznorodém biologickém ma-
teridlu je stale ¢astéji vyzadovano jak v oboru toxikologické diagnostiky, tak pfi
hodnoceni nezdvadnosti rtiznych druhii potravin, predevs§im pak mléénych vy-
robkt. Velmi dulezitou etapu v celém analytickém postupu zaujima purifikace
biologickych extrakti. Této otdzce je vénovana jiz fadu let znaénd pozornost,
nebot na kvalité precisténi biologického extraktu zavisi moznost pouziti uréité
analytické techniky a s tim pak tzce souvisi otdzka citlivosti analytického pra-
kazu, jakoz i otazka kvantitativniho vyhodnoceni rezidui v daném vzorku.

Mezi nejpouzivanéj§i Cistici postupy patfi roztfepavani mezi dvé nemisici
se rozpoustédla, z nichZ se nejvic osvéd¢il riizny pomér n-hexanu a acetonitrilu.
V acetonitrilu se velkd ¢ast CHI dobfe rozpousti, zatimco souasné vyextra-
hované latky zastdvaji v hexanu. Pfi stanoveni CHI v tucich byly jesté lepsi
vysledky dosaZeny nahrazenim acetonitrilu dimetylformamidem (de Faubert
Mauder a kol. 1964). Tento rozdé€lovaci proces je jesté kombinovan s ¢isté-
nim na chromatografickém sloupci za pouziti aktivovaného kysli¢niku hlinitého.
K odstranéni tukovych slozek se také pouziva protiepani hexanového nebo CCli-
-extraktu se smési koncentrované kyseliny sirové a olea (1:1). Tento postup
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lze jesté kombinovat s naslednou chromatografii na sloupci Cellitu 545, impreg-
novaného smési konc. kyseliny sirové a olea (Schechter a kol. 1945),
nebo na sloupci silikagelu (Sergeant a Wood 1959, Wood 1960).
Modifikované Schechterovy metody bylo pouzito i pfi nasich metabolickych po-
kusech s lindanem (Stary 1968), kdy jsme preci§tovali pfedevsim jaterni
a mozkové extrakty. Pouziti smési konc. kyseliny sirové a olea je moiné jen
u nékterych CHI (p,p’-DDT, lindan), u ostatnich dochazi k rozkladu. Ze
stejnych dévodi neni mozné odstranit tuky zmydelnénim vzhledem k nestilosti
CHI v alkalickém prostfedi. V posledni dobé se pak velmi ¢asto pouZzivad sloupce
Florisilu predeviim k odstranéni lipoidnich latek (McKinley a kol. 1962,
Moats 1963, Wood 1969).

Vsechny takto pre¢isténé extrakty lze pouzit pro identifikaci CHI na ten-
kych vrstvich nebo metodou plynové chromatografie. Otazkou pouze zlstava,
do jaké miry lze vysledné pfecisténé extrakty zahustit, aby stopy doprovazejicich
necistot neinterferovaly pfi vlastnim analytickém stanoveni (ve vétsiné pifipada
kvantitativnim) a aby pfi tom byla zachovdna vysokd citlivost prikazu CHI.
Z téchto divodi a po vyzkouSeni vétSiny uvedenych postupt jsme prikroéili
k ‘modifikaci metody podle Wooda (1969), kterd se ve své pivodni Gpravé
fadi do kategorie semimikroanalyz s vyuZitim detektoru elekironového zachytu.
Ukolem prace bude pak zhodnotit Géinnost modifikovaného &istictho procesu
v makropodminkéach, a to na zédkladé aplikace né&kolikanasobné zahusténého vy-
sledného extraktu na tenké vrstvy a na kolonu plynového chromatografu, vyba-
veného plamenovym ionizaénim detektorem. Probrdna bude také otdzka mezni
citlivosti, vytéznosti a Casové narocnosti celého analytického postupu.

MATERIAL A METODY

Jako materidlu bylo pouzito pfi vyzkumu této metodiky pfedevsim jaterni
a mozkové tkané, z potravinafskych produktit pak tvrdych syrd, u nichZ se nej-
Castéji vyzaduje kontrola na obsah CHI.

CHEMIKALIE

Dimetylsulfoxid, ¢istoty p. a.

Cellit 545 mél ¢istotu potfebnou k chromatografickym tcelum
Na»SOs bezvody, ¢istoty p. a.

Hexan byl pouzit po redestilaci na zvlastni aparatute

Florisil 60—100 mesh (aprava Florisilu pro néplii kolony: den pfed analyzou
aktivujeme Florisil pfi teploté 650 °C 4 hodiny, po vychladnuti ihned vsypeme
do uzaviené lahvicky a dame do exikatoru. Pfed napliiovinim kolony deakti-
vujeme Florisil opatrnym ptiddvanim 3,75 ml destilované vody k 21,25 g
Florisilu za neustalého michani. Deaktivovanym Florisilem ihned plnime hlavni
kolonu).

Regenerace Florisilu: pouzity Florisil z kolony se promyije péti podily desti-
lované vody, kazdy podil se dekantuje a Florisil se vysu$i pfi teploté kolem
80 °C a pak se vypaluje v muflové peci pii 650 °C 8 hodin. Po vychladnuti se
skladuje Florisil v uzavienych nadobkach az do doby pouZiti.
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PRISTROJOVE VYBAVENI

Piedkolonka (sklenéna trubice na konci zuzend, bez kohoutku, 22X 200 mm)

Hlavni kolona (sklenéna trubice na konci uzaviena zabrusovym kohoutkem,
25X 250 mm)

Bomba se stlaenym vzduchem

Elektricky vysoused vlast

Rota¢ni vakuova odparka nebo aparatura podle Kuderny Danishe

Plynovy chromatograf zn. Giede — GCHF — 18 — 3, misto vyr. — NDR,

vybaveny plamenovym ionizaénim detektorem. Kolona byla spirdlova, kovovi,

délky 1 m, o pritméru 4 mm, napln kolony - nosi¢: Chromport XXX, zakotvena

faze: Fluorsillicon (DOW-FS-1265) (5 %), teplota davkovaciho prostoru —

220 °C, teplota kolony — 195°C, pritok dusiku — 70 ml/min, tlak dusiku

pted kolonou — 1,65 kp/em?, tlak vodiku — 0,68 kp/em?, tlak vzduchu —

2,31 kp/em?, citlivost — 1/100 (maximalni), posuv registraéniho papiru —

600 mm/hod, vstupni odpor — 10 Ohmu.

Do davkovaciho prostoru bylo vzdy aplikovano 2,5 ul desetkrat zahusté-
ného vysledného 2ml extraktu (viz pracovni postup a obr. 1—3). Plochy peaka
byly vyhodnocovany planimetricky. Dalsi podrobnosti o plynové chromatografii
popisuje Stary (1968).

Tenké vrstvy zn. ,Silufol® — mobilni fazi byl hexan — isme detekovali
0,5% alkoholickym roztokem difenylaminu s naslednym ozafenim v UV svétle.
Na start jsme nanaSeli 10—20 ul dvacetkrat zahu$téného vysledného 2ml ex-
traktu. Bylo zji§téno, ze lze je§té detekovat 0,05 ug lindanu a 0,1 ug p,p-DDT
nanesenych na hromatograficky start. Polovinu téchto hodnot jiz nebylo mozno
detekovat.

PRACOVNI POSTUP

Principem metody je nejprve soucasna extrakce a hrubé predisténi vzorku,
ktery je dikladné homogenizovan s dimetylsulfoxidem (ddle DMSO) a Cellitem.
Obé tyto faze — extrakce a hrubé precisténi — probihaji na malé pfedkolonce,
vsunuté do hlavni éistici kolony, kterd je plnéna Florisilem. Florisilova kolona
pak slouzi k dokonalé purifikaci vzorku.

Pti vlastni analyze se navazi 5 g vzorku a v tfeci misce se rozetfe nejprve
s 5 ml DMSO (5—10 min), po ¢astech se pfidava 12,5 g Cellitu 545 (ve tfech
podilech) a dikladné se vse promisi. Homogenizuje se asi 10 minut. Pfi del§im
roztirdni by smés vlhla. Zvlhnuti by zpisobovalo poruchy pti chromatografii
v predkolonce. Z tfeci misky se kvantitativné pfemisti veskery materidl do
predkolonky za dikladného stladovani smési a tfeci miska (také pouzity skalpel
a tloucek) se vyplachne 2 ml DMSO, které se sliji na povrch materidlu v pred-
kolonce a nechaji pod tlakem vsdknout (u syrt se vyplichne tfenka 4 ml
DMSO). Po vsaknuti se napipetuje do predkolonky 20 ml DMSO a pod tlakem
se nechd pomalu vsakovat tekutina do materidlu tak, aby z predkolonky vyteklo
9—10 ml DMSO extraktu (ne vice!) za 15—20 minut — po¢itdno od doby, kdy
se objevi prvni kapka. Usti pfedkolonky se umisti asi 4 cm nad povrchem naplné
hlavni kolony.

Pfedem se pfipravi hlavni kolona takto:

Na dno hlavni kolony se da choméacek ¢isté vaty, ktery se stladi a na
povrch se nasype asi v péti davkach 25 g deaktivovaného Florisilu.Kazdy podil
Florisilu se v kolon& dikladné stlaéi; kdyz je vsypano celé mmoistvi, oddéli se
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vatou od 2cm vrstvy bezvodého siranu sodného také dobfe stlaéeného. Napli
kolony se uzavie asi lem vrstvou silné stlacené vaty. Cela néapli kolony se
zvlhéi pravé potfebnym mnezstvim hexanu, ktery se teprve tésné pied vykapa-
vanim extraktu z predkolonky necha vsdknout do horni vaty a kohout hlavni
kolony se uzavie. Po nakapani 9--10 ml DMSO extraktu z pfedkolonky sc
predkolonka cdstrani z prostoru hlavni kolony, ofevie se kohoutek a DMSO
extrakt se nechd za pouziti tlaku vsaknout do vrstvy bezvodého siranu sodného.
Kohoutek se opét uzavie, hexan se z odpafovaci misky umisténé pod ustim
kolony vylije a teprve od tohoto okamziku se zacne zachytavat eluat. Florisil se
promyje za pouziti tlaku 300 ml redestilovaného hexanu. Eluat se necha vy-
tékat rychlosti 5 ml/min. Po zachyceni prvnich pfiblizné 5 ml eludtu se zapo¢ne
s kontinualnim odpafovanim roztoku na porcelanové misce tak, aby hladina
eludtu v misce byla pokud moZno na stejné vysi, nebo jen nepatrné stoupala.
Toho se dosdhne vhodnym nastavenim intenzity proudu vlazného suchého vzdu-
chu z elektrického vysousece vlast. Po promyti kolony 300 ml redestilovaného
hexanu se odpafi roztok v misce béhem nékolika minut téméf do sucha a miska
se ihned kvantitativné vyplachne postupné nékolika malymi podily redestilova-
ného hexanu, které se sliji do zabrousené kalibrované zkumavky na 10 ml. Vy-
sledny roztok se doplni vzdy do objemu 2 ml. Tento roztok se pak zahustuje
v malych kénickych zkumavkach jesté desetkrat (pro plynovou chromatografii),
eventualné dvacetkrat (pro chromatografii na tenkych vrstvach).

Pro zahusténi eluatu je z hlediska aspory rozpoustédel jesté vyhodnéjsi
pouzit vakuové destilace nebo odpatovaci aparatury podle Kuderny — Danishe.

Po promyti hlavni kolony 300 ml redestilovaného hexanu ma byt &elo
DMSO stale viditelné nad spodnim okrajem Florisilu, a to po celém obvodu
kolony. Nesmi dojit ke vsakovani DMSO do spodni vaty.

VYSLEDKY A DISKUSE

U vsech tF¥i druhit zkoumaného materidlu (jatra, mozek, syry) byl délan
lest vytézinosti pro dva hlavni CHI — p,p’-DDT a lindan. Zaroven
jsme se zabyvali i otdzkcu mezni citlivosti, vyjadfené v jednotkich
ppm, coz vyzadovalo u viech druhii materidlu sérii slepych pokusii, aby bylo
ztejmé, ze nedochézi k interferenci peakid stopovych neéistot s hledanymi peaky
CHI. Na zékladé porovnédni chodu zapisovace u kazdého slepého pokusu s cho-
dem zapisovace u stejného slepého pokusu (predem diikladné zhomogenizova-
ného), ke kterému byly na poc¢atku ptidany CHI v mnozstvi charakterizujicim
mezni citlivost, jsme ziskali hodnotitelny rozdil v oblasti peaki ptfisluinych CHI
(jako ptiklad viz obr. 1 a 2). Navazky CHI pro zjisténi mezni citlivosti byly
voleny tak, aby ve 2,5 ul desetkrat zahuiténého vysledného 2ml extraktu bylo
v idedlnim pfipadé pfitomno 5 ng lindanu, resp. 10 ng p,p’-DDT. Tak bylo
zjisténo, Ze lze je§té v meznich ptipadech prokdzat 0,04 ppm lindanu a 0,08 ppm
p,p’-DDT ve vSech tfech druzich zkoumaného materidlu. Teprve koncentrace
rezidui pod uvedenymi hranicemi by znemoziiovala priikaz insekticidd timto
postupem. Nepatrné peaky stopovych necistot stanoveni prakticky nerusi, jak
je patrno u uvedenych chromatogrami. Ze série slepych pokust je zfejmé, Zze
detekované stopové necistoty z uréitého materialu se objevuji pravideln& u viech
vzork téhoz materidlu, a to téméf ve stejném mnoZstvi a charakterizované
stejnymi retencnimi casy. Definovand mezni citlivost je pro nase técely zcela
postacujici a neni tudiz nezbytné nutné pouzit pro béinou kontrolu detektoru
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elektronového zachytu, uvazime-li, 7e tolerance CHI v potravinach je v CSSR
pro DDT 1 ppm a pro lindan 2 ppm. S téméf stejnou citlivosti lze detekovat
CHI i ptfi pouziti chromatografie na tenkych vrstvach, ktera se tak stava velmi
vhodnou kontrolni metodou. U kazdého zkoumaného materidlu bylo udélano
pét az sedm slepych pokusi a stejné tolik analyz prokazujicich vyse uvedenou
mezni citlivost.

[ } [ 1 I ] '
| | 1} | ;
! i L i | l !
b i T | .
| i | | !
! |
T =t 1 | S 0 - 8
0 . | L ]
B /
| , ]| S B 1
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B | A ~1
HCH = l j
negat. . 411
DDT negat. 7/ HCH [ : 1
negat. 1. bpT L / -
3 2 DDT ,negat. 2
| *nelgu ><\ ?4%3 ” \-
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1. Slepy pokus - jatra

I. 2,5 ul Cistého rozpoustédla (CCly)

II. 2,5 ul extraktu z jater (slepy pokus) —
v oblasti lindanu a DDT je linedrni pru-
béh

Sipky protinajici linii zapisovaée ozna-
¢uji misto, kde by mél byt vrchol peaku

2. Mezni citlivost — jatra

I. 25 ul extraktu z jater (slepy pokus
1/II + 5 ng lindanu — A a 10 ng p,p’
DDT — B): opét jsou viditelné peaky sto-
povych neéistot (1, 2, 3) jako na 1/II

II. 2,5 ul roztoku standardnich latek (50
ng lindanu — A, 250 ng p,p’' - DDT -— B)

lindanu, resp. p,p’ - DDT; S — start
chromatografického zaznamu; viz také
dalsi obrazky; zanedbatelné peaky sto-
povych neéistot jsou oznaéeny ¢&isly 1,
2,3

Vysledky testu vytéznosti jsou uvedeny v tabulkach I, 1T a III
Z uvedenych tabulek je zrejmé, Ze vytéinost u obou nejuzivanéj§ich CHI je
velmi dobra; posuzujeme-li z tohoto hlediska popsanou metodu, lze rici, ze
svou vytéznosti je na stejné trovni s ostatnimi analytickymi postupy, pouziva-
jicimi jiny zpasob purifikace. Bylo také prokazano, ze vytéznost neni ovlivnéna
charakterem pouzitého materidlu. Testy vytéinosti, uvedené v piivodni metodé
podle Wooda (1969), poskytovaly stejné vysledky.

Velmi dobra reprodukovatelnost celého analytického postupu je pak zfejma
z vypoctenych variacnich koeficienti pro kazdy jednotlivy insekticid: V
(DDT) =2,1 %, Vi (lindan) = 1,4 %.
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I. Test vytéZznosti CHI pridanych do ja- II. Test vytéZznosti CHI piidanych do

terni tkané mozkové tkané
|
Koncentrace Koncentrace
CHI pridaného CHI | Vytéznost (v 7,)) CHI pridané¢ho CHI | Vytéznost (v %)
(v ppm) (v ppm)
\
Lindan 0,8 96, 94, 96 Lindan 0,8 95, 94, 98
Ps P"‘ p, p’_
DDT 4,0 88, 87, 90 DDT 4,0 90, 88, 85
|

III. Test vytéznosti CHI pridanych do

syri
Koncentrace
CHI pridaného CHI | Vytéznost (v 9,)
(v ppm)
Lindan 0,8 97, 96, 97
p; p'-
DDT 4,0 87, 90, 91

. I, L.

o A A I e 3
: 50anCHJ-»--» i R N I . | -
550 ng DDT AN ’ DOt HCI/;/)
~ L L
e (N : - DDT P4
S | S = SU

3. Test vytéznosti — jatra

1. 2,5 ul extraktu z jater (slepy pokus 4+ 50 ng lindanu a 250 ng p,p’ — DDT -—
udané mnozstvi CHI odpovida idedlnimu pripadu 100°, vytéZnosti)

II. stejny vzorek jako u I

ITI. 2,5 ul roztoku standardnich latek (50 ng lindanu — A, 250 ng p,p’ — DDT — B);
srovnej plochy peakt s I nebo II
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Pokud se koncentrace CHI ve vzorku blizi k hodnotdm mezni citlivosti
(kolem 0,08 ppm), neni kvantitativni vyhodnoceni tak piesné, jako je tomu
u vyssich koncentraci, kdy peaky chlorovanych insekticidi jsou zfetelnéjsi.
Presto vsak lze Fici, ze vykazuje-li chod zapisovace linedrni pribéh v oblasti
peakii prislusnych CHI, nemtZze v zddném piipadé koncentrace téchto CHI ve
vzorku prekro¢it hodnotu 0,08 ppm, jak vyplyva ze viech uvedenych chromato-
gramti. Pokud by bylo nutné ptresné kvantitativné vyhodnotit koncentrace niz$i
nez 0,08 ppm, bylo by tieba pouzit detektoru elekironového zachytu. Takové pti-
pady vsak v bézné praxi nepfichazeji v avahu.

Z hlediska ¢asové naroénosti ptinasi pak uvedeny analyticky postup podstat-
né urychleni celé procedury. V priméru lze fici, ze tento postup zkracuje dobu
analyzy na &étvrtinu v porovnidni s bézné pouzivanymi metodami, jako je roztfe-
pavani mezi dvé nemisici se rozpou§tédla, kombinované obvykle jesté se sloup-
covou chromatografii.

Za technickou spolupraci dékuji H. Kantové.
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CTAPBlL 3. (I'ocymapcrBeHbiii BeTepuHapHbiii nHcrutyT, Ilnabsen, UYexocnosaxus). Hosbiit
crnoco6 OYMCTKM GHONOTMUECKHMX ISKCTPAKTOB IPH ONpPENeNeHHMH OCTATOYHBIX IIOCJHENEHCTBHI X10-
pupoBauubix uHcekrunuupos. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 311-318, 1971.

Omnucan HOBBIH crocob nypuduKanuu 6HOJOrMYECKMX BBITAKEK IIPY YCTAHOBJIEHHMH OCTaTOYHHIX
nocneneicrsuit CHI (xJopHpOBaHHEIX MHCEKTHIMIOB), OCHOBAHHLIH Ha MpPHHIIMIE YIBOEHHOMH
KGJIOHHOH XpoMaTorpaguy ¥ NpaKTHYECKH yCTPAHAIONIHH JoSbie GanacTHble Bewjecrsa. JTO 110-
3ROJIAET MAKCHMaJIbHyI0 3aryCTKy pe3yJbTHPYIOIIMX OYMIEHHHLIX 9SKCTPAKTOB M He [OIycKaer
HekesaTeabHOH uHTeppepeHunu wHeducror ciaega ¢ CHI npwm rasosoit xpomarorpaduu u Ha
TGHKUX csoax. IIpm mnpuMeHeHMM Tas30Boil xpoMarorpaguy ¢ TUIAMEHHBIM HMOHH3HPYIOLLIM
yCTPOMCTBOM  yCTaHOBJIEHA CJelylollas HMWKHAS rpaHuma: JudHnad — 2.5 ur; p,p-A0T —
5 Hr, comep)KaluXcA B IUNPHLOBOYHOM obbeMe 2,5 wi. AHajJUTHYECKHIH NPHEM MCIBITAH B XOIe
cIpellesieHUs OCTATOYHOro nocienencrsus juHnana u JIT kak B opramax (meuenu, mosre), Tax
u B nume (chipe) co cpemnum BhixomoMm 96 % y nmmmana u 88,4 % y HAT npu KoHueHTpaimu
0,8 .10% nna nuupana u 4,0.100 ans OOT Bo Beex MaTepuasax. OTOT Ipelen HyBCTBHUTENb-
HOCTH OTBEYaeT TaK)Keé COBPEMEHHBIM TpeGOBaHMAM K KOHTPOJE OCTATOYHLIX T10CTIeNeHCTBH I
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(CHI B rurMeHuuecKHX I TOKCHKOJOrudeckux Jsaboparopusx. TlpouniieHH e U COOTBETCTBYIO-
UM CroCOOOM 3arylljeHHble SKCTPAKTHI MOXKHO IPHMEHHTh M I [OJYyKBAHTHTATHBHOIO Onpe-
neseHUs TOHKUX cioeB. OmnucanHbli crnocob nypuduxamuu Tpebyer MeHblle BpeMeHi, ueM sce
ocTaNbHbie TIPHEMBI.

awunag; OOT; nypudukauusa oCTATOYHLIX MOCJHCHCHCTBHIL; yIBOGHHAS KOJOHHAs XpoMartorpadus;
rasosas xpoMmarorpapus

STARY Z. (State Veterinary Institute, Plzen, Czechoslovakia). A New Method of the
Purification of Biological Extracts in the Determination of the Residues of Chlori-
nated Insecticides. Vet. Med. (Praha) 16 (5) :311-318, 1971.

The paper presents a description of a new method of the purification of biological
extracts in the determination of the residues of CI (chlorinated insecticides); the
method is based on the principle of double column chromatography which removes
practically all ballast. This allows for maximum thickening of the resulting purified
extracts with the exclusion of the undesirable interference of trace impurities with
the present CI in gas chromatography and in thinlayer chromatography. In the use
of gas chromatography with flame ionizing detector, the following lower limits of
determination were obtained: lindan — 2.5 ng, p,p-DDT — 5 ng, contained in the
feed volume of 2.5 ul. The analytical procedure was checked for the determination
of the residues of lindan and DDT both in organs (liver, brain) and in foodstulls
(cheese) with average dressing percentage reaching 96", for lindan and 88.49), for
DDT at concentrations of 0.8 ppm for lindan and 4.0 ppm for DDT, in all of the
materials under study. The determined limit sensitivity — 0.04 ppm for lindan and
0.08 ppm for DDT — also meets the existing requirements for the control of CI
residues in hygienic and toxicological laboratories, The purified and adequately
thickened extracts can be used also for the semiquantitative evaluation in thin
layers. The described method of purification requires less time, in comparison with
other procedures used.

lindan; DDT; purification of residues; double column chromatography; gas chro-
matography

STARY Z. (Staatliches Veterinarinstitut, Plzen, Tschechoslowakei). Neue Reini-
gungsart der biologischen Extrakte bei der Residuembestimmung der chlorierten
Insektiziden. Vet. Med. (Praha) 16 (5) :311-318, 1971.

Es wird die neue Purifikationsart der biologischen Extrakte bei der Residuenbestim-
mung der chlorierten Insektiziden, die das Prinzip der doppelten Sdulenchromato-
graphie, das praktisch sédmtliche Ballaststoffe beseitigt, beschrieben. Dadurch wird
die maximale Verdickung der raffinierten Folgeextrakte ermdoglicht, ohne daf
es zur unerwinschten Interferenz der Spurenunreinlichkeiten mit den anwesenden
chlorierten Insektiziden bei der Gaschromatographie und bei der Chromatographie
auf schwachen Schichten kommt. Bei der Anwendung der Gaschromatographie mit
Flammenionisierungsdetektor wurde folgende untere Bestimmungsgrenze festgestellt:
Lindan — 2,5 ng, p,p-DDT — 5 ng, im Spritzvolumen enthaltene 2,5 ul. Der ana-
lytische Prozell wurde fir die Residuenbestimmung des Lindans und DDT wie in
den Organen (Leber, Gehirn), so auch in den Lebensmitteln (K&se) mit durch-
schnittlichem Ertrag von 969, fiir Lindan und 88,49, fiir DDT bei einer Konzen-
tration des Lindans von 0,8 ppm und des DDT 4,0 ppm in sidmtlichen erwogenen
Materialien gepriift. Die festgestellte Grenzempfindlichkeit — 0,04 ppm fiir Lindan
und 0,08 ppm fiir DDT — erfiillt ebenfalls die gegenwirtigen Anforderungen auf
die Residuenkontrolle der chlorierten Insektiziden in den hygienischen und toxiko-
logischen Laboratorien. Die raffinierten und entsprechend verdickten Extrakte kén-
nen auch fir die semiquantitative Bewertung auf schwachen Schichten angewandt
werden. Die angefiihrte Purifikationsart ist auch zeitgemidl am wenigsten anspruchs-
voll im Vergleich zu den anderen angewandten Vorgédngen.

Lindan; DDT; Residuenpurifikation; doppelte Sédulenchromatographie; Gaschroma-
tographie

Adresa autora:
IINDr. Z. Stary, CSc., Statni veterinarni ustav, Plzeri, DruZstevni 13

318 VETERINARNI MEDICINA - 1971



ARYLAMIDAZOVA AKTIVITA V NIEKTORYCH ORGANOCH
KURCIAT ’ '

J. Blahovee, K. Blahovcova, M. Bartik

Vysokd $kola veterindrska, katedra chémie, biochémie a toxikoldgie, KoSice

BLAHOVEC J., BLAHOVCOVA K., BARTIK M. Arylamiddzovd aktivita v niz-
ktorych organoch kurciat. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 319-327, 1971.

Zistovali sme akltivity arylamidazovych enzymov v srdci, pecCeni, slezine, Tad-
vinach, mozgu, svale, pankrease a v krvnom sére kuréiat. Aktivitu enzymov
sme stanovovali k chromogénnym syntetickym substratom L-leucyl-p-nitroani-
lidu, L-lyzyl-p-nitroanilidu a glycyl-p-nitroanilidu. Zistili sme, Ze prevazna dast
aktivity je lokalizovana vo vSetkych organoch v rozpustnych bielkovinngch
frakciach (supernatanty nad 106 000 g) s vynimkou enzymov, Stiepiacich L-leu-
cyl-p-nitroanilid, v supernatantoch peéene a Iadvin, kde hlavne v pripade Tad-
vin je aktivita viazana na nerozpustné bune¢né Struktury. Enzymy v jednotli-
vych organoch st senzitivnejsie k bazickému substratu L-lyzyl-p-nitroanilidu,
pricom hydrolyza glycyl-p-nitroanilidu bola zjavne najpomalejsia. Optimalne
pH Gé¢inku arylamidazovych enzymov vo fosfatovych pufroch pre vsetky ftri
substraty ma hodnotu 7,5, pricom bol pozorovany vzrast aktivity pre koncentra-
ciu 0,2 M v oblasti pH optima. Optimalne pH uéinku enzymov, inkubovanych
v Tris/HCI1 pufroch, pre substrat L-lyzyl-p-nitroanilid je v oblasti pH 7,0 a pre
L-leucyl-p-nitroanilid a glycyl-p-nitroanilid je posunuté k alkalickej$im hodno-
tam (pH 8,0). Pritomnost dvojmocnych kationtov Ni2+, Zn?+, Cd2+ o koncentra-
cii 10-* M mala za nasledok pokles enzymatickej aktivity, ktory bol vyrazny
hlavne v pripade Zn2+ a Cd2+. Podobny uéinok na aktivitu enzymov mala
kyselina etyléndiamintetraoctova.

arylamidazové enzymy; organova aktivita; kura

V predchadzajicom ¢lanku (Bartik, Blahovec 1971) sme sa za-
oberali arylamiddzovymi enzymami z hladiska ich distribacie do subceluldrnych
frakcii pecene a ladvin, v ktorych boli tieto enzymy ndjdené v najviaésich kon-
centraciach. V literatire nachddzame bohaté adaje o vyskyte a vlastnostiach
tychto enzymov aj v inych orgdnoch réznych druhov cicavecov (M iadkinen,
Hopsu 1967b, Rehfeld a kol. 1967), no doposial chybaja takmer tplne
vedomosti o zastipeni a vlastnostiach arylamiddzovych enzymov u hydiny.
Z tohoto dévodu sme si postavili za ciel stanovit a navzajom porovnat zastipenie
tychto enzymov v réznych organoch zdravych kurciat, urcit optimélne podmienky
ich hydrolyzaé¢nej ¢innosti a vyskusat vplyv niektorych dvojmocnych kationtov
a kyseliny etyléndiamintetraoctovej na aktivitu tychto enzymov.

‘MATERIAL A METODY
Do pokusu sme vzali pat kuréiat (60 dni staré) plemena New Hempshire.

Krv bola odobrana zo zily, sérum sa oddelilo stitim po 12 hodinach pri labo-
ratornej teplote. Po usmrteni zvierat dekapitaciou boli vybraté organy a ihned
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ulozené do predchladeného roztoku 0,05 M Tris/HC!l pufru o pH 7,1.

Enzymaticka aktivitu sme stanovovali k substrdtom L-leucyl-p-nitroanilid,
L-lyzyl-p-nitroanilid a glycyl-p-nitrcanilid. Substraty, s vynimkou L-lyzyl-
-p-nitroanilidu, st tazko rozpustné vo vode, a preto boli ich 0,025 M roztoky
pripravené v acetoéne.

PRIPRAVA TKANIVOVYCH HOMOGENATOV

Vsetky organy s vynimkou mozgu, svalu a pankreasu boli pokrdjané na
tenké platky a za tGcelom odstranenia krvi premyvané predchladenym roztokom
0,05 M Tris/HCl pufru o pH 7,1. Rovnaké vahové diely kazdého orginu
z piatich kuréiat boli spojené a homogenizované nozovym homogenizitorom
v §tvornasobnom objeme Tris/HCl pufru o pH 7,1. V§etky homogenaty az do
pouzitia boli uskladnené v chladni¢ke pri 0—2°C (24— 48 hod).

CENTRIFUGACIA

K priprave supernatantovych frakcii kazdého orgdnu sme pouzili ultracen-
trifugdcie pri 106 000 g po dobu 60 min pri 2°C na preparativnej ultracentri-
fage VAC 60 Janetzki. Rozpustné supernatantové frakcie sme po centrifugicii
odobrali injekénou striekackou a az do pouzitia skladovali ako homogenaty.

URCENIE ARYLAMIDAZOVEJ AKTIVITY

Podmienky stanovenia a vyjadrenia enzymatickych aktivit homogendtov
a supernatantov jednotlivych orgidnov a séra boli popisané v predchadzajiicom
¢lanku (Bartik, Blahovec 1971). Inkubaina doba sa pohybovala od
30 do 60 min.

VYSLEDKY A DISKUSIA
AKTIVITY ARYLAMIDAZ V ORGANOCH A KRVNOM SERE

Cielom naSich experimentov bolo stanovenie a vzdjomné porovnanie kon-
centracii arylamiddzovych enzymov v sére a v roznych vnitornych organoch
kur¢iat. V naSich pokusoch sme uréovali aktivity arylamiddzovych enzymov
k trom chromogénnym substratom, a to k L-leucyl-p-nitroanilidu, L-lyzyl-p-
-nitroanilidu a glycyl-p-nitroanilidu, pricom aktivity boly vzdy stanovené pre
homogendt a rozpustnii supernatantovii frakciu srdca, pecene, sleziny, Tadvin,
mozgu, svalu, pankreasu a porovnané s aktivitou arylamiddzovych enzymov
v sére. Hodnoty tychto aktivit k jednotlivym substratom sd uvedené v tabulke I.

Podobné experimenty, sledujice rozlozenie arylamid4zovych enzymov v réz-
nych orgidnoch krys, prevadzali Nachlas a kol. (1962). Autori uréovali
aktivity k aminokyselinovym derivitom @-naftylaminu a v zhode s nagimi vy-
sledkami nasli, Ze aktivita homogenétov krysej pe¢ene, ladvin, éreva a mozgu
k substratu glycyl-g-naftylamidu bola najmensia. Dalej uvadzaju, Ze enzjmy
homogenétov ladvin boli k bazickému substratu L-arginyl-g-naftylamidu menej
aktivne, ako k L-leucyl-g-naftylamidu, pricom v pripade homogenitov pecene
a mozgu bolo tomu naopak. Malé aktivity k substritu glycyl-p-nitroanilidu
boli ndjdené aj v niektorych orgdnoch ¢loveka (Rehfeld a kol. 1967). Vy-
soké aktivity arylamiddzovych enzymov, stanovovanych k réznym aminokyseli-
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1. Aktivita arylamidazovych enzymov v jednotlivych organoch a krvnom sére kur-
fiat - enzymaticka aktivita bola stanovena k substratom L-leucyl-p-nitroanilidu, L.
lyzyl-p-nitroanilidu a glycyl-p-nitroanilidu

L-leucyl-p-nitro- | L1 yzyl-p-nitro- Glycyl-p-nitro-
anilid | anilid anilid
Organ aktivita v .M p-nitroanilinu/mg bielko;i;m—e-':ho N/hod. pri 37 °C
homo- super- homo- super- homo- super-
genat natant genat natant genat natant
Srdce 65,0 220,0 81,0 360,0 18,0 109,0
Pedent 130,0 110,0 220,5 347,5 50,0 62,0
Slezina 109,0 164,0 136,0 362,0 21,5 100,0
Ladviny 224,0 77,5 194,0 242,0 80,0 81,0
Mozog (cely) 39,0 132,0 41,0 215,0 9,0 64,0
Sval (musc. cand. :
illio flexorius) 35,5 70,0 55,0 118,0 25,5 63,0
Pankreas 56,5 83,5 103,0 163,0 11,0 58,0
Sérum 108,0 48,5 46,5

novym derivitom B-naftylaminu, v krvnjych sérach sliepok nasli Nagatsu
a kol. (1968), ktori zistili, ze aktivita sérovych enzymov k substrdtu L-leucyl-
-B-naftylamidu je vicia, ako k substratom L-lyzyl- a glycyl-g-naftylamidu.
Podobné zistenie bolo najdené aj nami (vid tabulku I).

Z nasich vysledkov a z citovanej literatiry sa da predpokladat, Ze aryl-
amiddzové enzymy tvoria skupinu enzymov, roziirenych pravdepodobne vo
vietkych orgdnoch sliepok. Vidsina tychto enzymov bude viazand na rozpustné
cytoplazmatické bielkovinné frakcie, no u niektorjch organov, usudzujic z vys-
Sej specifickej aktivity ich homogenatov, budt pravdepodobne tieto enzymy via-
zané na nerozpustné buneéné partikule, z ktorych pri uvedenych podmienkach
homogenizacie do supernatantovej frakcie neprechadzaja.

pH OPTIMUM, VPLYV ROZNYCH KONCENTRACI{ TRIS/HCl] PUFROV
A FOSFATOVYCH PUFROV A UCINOK NIEKTORYCH DVOJMOCNYCH
KATIONTOV A KYSELINY ETYLENDIAMINTETRAOCTOVEJ

Aby sme bliz§ie uréili niektoré vlastnosti nami sledovanych arylamidazo-
vych enzymov,preSetrili sme zavislosti aktivity tychto enzymov na réznych hod-
notich pH. Za tymto ufelom sme inkubovali enzymy supernatantovej frakcie
pecene so substratmi L-leucyl-p-nitroanilidom, L-lyzyl-p-nitroanilidom a glycyl-
-p-nitroanilidom vo fosfatovych a Tris/HCIl pufroch. Inkubacia prebichala pre
fosfatové pufre v rozmedzi pH hodnét od 5,7 do 8,0 a koncentrdcie 0,2 M,
0,1 M a 0,05 M a pre Tris/HCI] pufre od pH 5,0 do pH 9,0 a koncentracie
0,1 M a 0,05 M. Ako je vidiet z obrazkov 1 a 2, néajdené optimalne pH
v Tris/HCI pufroch pre substrdaty L-leucyl-p-nitroanilid a glycyl-p-nitroanilid
je rovnaké a lezi v oblasti pH 8,0. Na druhej strane pH optimum é&inku
enzymov S§tiepiacich bazicky substrat L-lyzyl-p-nitroanilid je posunuté do ne-
utrdlnej oblasti s maximom pri pH 7,0 (obr. 3). pH krivka enzymatickej akti-
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1. U¢inok réznych hodn6t pH Tris/HCI
pufrov na enzymatickdi hydrolyzu L-leu-
cyl-p-nitroanilidu enzymami supernatan-
tovej frakcie kuracej peCene
a = aktivita v uM p-nitroanilinu za 60
min

®---® 0,05 M Tris/HCl

O—~0O 0,10 M Tris/HCl

7 8 3

pH

3. Uéinok réznych hodndét pH Tris/HCI
pufrov na enzymaticki hydrolyzu L-ly-
zyl-p-nitroanilidu enzymami supernatan-
tovej frakcie kuracej pecene
a = aktivita v gM p-nitroanilinu za 30
min

®---® 0,05 M Tris/HCl

O——=0 0,10 M Tris/HCl
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2. Uéinok réznych hodndét pH 0,1 M
Tris/HCl pufru na enzymaticki hydro-
lyzu glycyl-p-nitroanilidu enzymami su-
pernatantovej frakcie kuracej peéene

a = aktivita v uM p-nitroanilinu za 90
min

vity k tomuto substratu sa od predchad-
zajucich dvoch (substrdt L-leucyl- a
glycyl-p-nitroanilid) 1i8i rychlym pokle-
som aktivity smerom k alkalickejsim
hodnotam pH, pri¢om v okoli pH 9,0 -
na rozdiel od predchadzajucich - prebie-
ha hydroljyza pomalsie. V literatare na-
chddzame podobny priebeh aktivity
v zavislosti na pH pre arylamidazové
enzymy hoviddzej hypofyzy, ktorych ak-
tivita bola urcovand k mneutralnemu
substratu L - leucyl - p - nitroanilidu
a k bazickym substratom L-lyzyl-
a L-arginyl-p-nitroanilidom v dimetyl-
glutardtovych a Tris/HCl pufroch
(EIlis, Perry 1966). Optimélne
pH pre L-leucyl-p-nitroanilid bolo
v rozmedzi hodnét 7,5 az 8,0, zatial ¢o
pre oba bazické substraty bola aktivita
najvys$sia v oblastipH 7,0. Mdkinen
a Hopsu (1967a) uvadzajua, Ze en-
zymy supernatantu krysej pecene, kto-
rych aktivita bola uréovanid v 0,1 M
Tris/HCI pufroch k substratu L-arginyl
-B-naftylamidu, maji optimalne pH
v rozmedzi hodnét od 6,3 do 7,0.



40+

20

4. Ué¢inok réznych hodnét pH fosfatovych
pufrov na enzymaticki hydrolyzu L-leu-
cyl-p-nitroanilidu enzymami supernatan-
tovej frakcie kuracej pecene
a = aktivita v uM p-nitroanilinu za 60
min
A.-.-A 020 M fosfatovy pufer
O——0 0,10 M fosfatovy pufer
@®- - -@® 0,05 M fosfatovy pufer

6. Uéinok roéznych hodnét pH fosfatovych
pufrov na enzymaticki hydrolyzu L-ly-
zyl-p-nitroanilidu enzymami supernatan-
tovej frakcie kuracej peéene
a = aktivita v M p-nitroanilinu za 30
min
A -, -A 0,20 M fosfatovy pufer
O——0O 0,10 M fosfatovy pufer
@®- - -@® 0,05 M fosfatovy pufer

5. Uéinok réznych hodnét pH fosfatovych
pufrov na enzymatickii hydrolyzu gly-
cyl-p-nitroanilidu enzymami supernatan-
tovej frakcie kuracej pedene
a = aktivita v gM p-nitroanilinu za 90
min
A, -, -A 0,20 M fosfatovy pufer
O—C0O 0,10 M fosfatovy pufer
®- - -@® 0,06 M fosfatovy pufer

200+

1534

100 4

504
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Priebeh hydrolytického stiepenia nami sledovanych substratov vo fosfa-
tovych pufroch o koncentraciach 0,2 M, 0,1 M a 0,05 M je odli§ny. Z obrazkov
4, 5 a 6 je vidiet, ze optimadlne pH pre vSetky tri substraty je rovnaké a lezi
v slabo alkalickej oblasti, okolo pH 7,5. Na rozdiel od Tris/HCI pufrov bola
pozorovana vo vsetkych pripadoch zjavna aktivacia tychto enzymov v pufroch
o vysSej koncentrdcii. Zavislost hydrolyzy bazického substratu L-arginyl-g-naf-
tylamidu enzymami krysej pefene na pH hodnotidch réznych pufrov robili
Hopsu a kol. (1966). Podobne ako v naSom pripade, pozorovali autori roz-
diely v hodnotach optimilneho pH v 0,1 M fosfatovych a 0,1 M Tris/HCI
pufroch.

II. Ué¢inok kovovych iontov a kyseliny etyléndiamintetraoctovej na aktivitu aryla-
midazovych enzymov v supernatantovej frakcii kuracej pefene — vsetky kovy boli
pridané vo forme chloridov tak, aby kone¢nd koncentracia v inkubaénom objeme
bola 10-3M — v tejto koncetracii bola pridand aj Kkyselina etyléndiamintetraoctova

g g Rychlost hydrolyzy*)
Exiganykay L-leucyl-p-NA L-lyzyl-p-NA
Ziadny 100 100
Mn?+ 84 110
Mg?+ 98 116
Ni2+ 65 87
Co?t 91 105
Zn*t 19 40
Ca?t 89 110
Cd+ 15 23
EDTA 26 26

Vysvetlivky: —p—-NA = p-nitroanilid
EDTA = kyselina etyléndiamintetraoctova
*) rychlost hydrolyzy bez pridaného kovu = 100;
ostatné rychlosti boli k tejto hodnote prepocitané

Arylamiddzové enzymy patria do skupiny aminopeptiddz, ktorych aktivita
je znafne ovplyvnena pritomnosfou niektorych fazkych kovov. Sd napr. dobre
zname znacné aktivaéné ucinky divalentnych katiénov horéiku a manginu na
aktivitu leucinaminopeptiddzy (Smith, Spackman 1955). V naich po-
kusoch sme cheeli vyska$at aktivaéné, alebo inhibi¢né déinky viacerych dvoj-
mocnych katiénov a Géinok kyseliny etyléndiamintetraoctovej ako chel4totvorného
¢inidla. V tabulke II st uvedené aktivity enzymov supernatantu kuracej pe-
cene k substrdtom L-leucyl-p-nitroanilidu a L-lyzyl-p-nitroanilidu v pritom-
nosti Mn?*, Ni?* Mg?* Co’*, Zn?*, Ca®*, Cd®* a kyseliny etyléndiamin-
tetraoctovej. Z vysledkov v tabulke je vidiet, Zze vplyv kovovych iontov na akti-
vitu enzymov S§tiepiacich L-leucyl- a L-lyzyl-p-nitroanilidy je rdézny. Mg?*,
Mn?*, Co?* a Ca’* prakticky aktivitu k obom substratom neovplyviiujd, alebo
ju menia len velmi malo. Na druhej strane pritomnost Ni?*, Zn?* a Cd?*
aktivitu zna¢ne znizuje. Podobny inhibi¢ny Géinok mala aj kyselina etyléndia-
mintetraoctovd. Literirne tdaje tykajice sa aktivacie a inhibicie enzymov §tie-
pacich chromogénne substraty dvojmocnymi kovmi a kyselinou etyléndiamin-
tetraoctovou sa v niektorych pripadoch rozchadzaja. Tak napr. Fleisher
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a kol. (1964) pre ludské sérové arylamidazové enzymy uvadzaja, ze pritomnos(
Mn** a Zn** je bez a¢inku na aktivitu, zatial ¢o ionty Co** aktivitu zvySuja.
Burstone a Folk (1956) zistili, Ze arylamidazova aktivita opicej a kry-
sej pecene, ladvin, pankreasu, sleziny a ¢reva je prakticky kompletne inhibovana
jontami Cu®*, Pb** a Cd**. Na druhej strane pritomnos{ Co**, Ca®* Mn?*
a Mg?" aktivitu enzymov v uvedenych organoch neovplyviiovala. Iné udaje
uvadzaja Green a kol. (1955), ktori nasli, ze enzymy homogenatu krysich
ladvin sd dplne inhibované Zn?* Co*t, Cu?', Ni** a Cd’*. lonty Mn?*
a Mg?* aktivitu inhibovali ¢iastotne. M arks a kol. (1967, 1968) pozorovali
inhibiciu arylamiddzovych enzymov krysieho mozgu iontami Cu®’*, Hg?*, Cd**
a kyselinou etyléndiamintetraoctovou. Podobné udaje o uéinku tejto kyseliny
uvaddzaju Ellis a Perry (1966) pre enzymy v extraktoch hoviddzej hy-

polyzy.

Na zaklade uvedenych vysledkov moézeme usudzovat, Ze arylamidizové
enzymy st metalopréteidy, ktorych enzymatickd é&innost prebieha v okoli ne-
utrdlnej reakcie. Ich hojny vyskyt v rdéznych orgdnoch napovedd vyznamnost
funkcie tychto enzymov v metabolizme latok peptidickej a bielkovinnej povahy,
avSak ich presnd metabolicka tloha bude méct byf v budtcnosti objasnend len
po dalsom hlbSom a intenzivnej$om §tadiu.
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BJATOBEIL U., BIATOBIIOBA K., BAPTUK M. (BerepunapHniit HHCTHTYT, Kadeaipa xmmuir,
6uoxumuu u Ttokcuxosnorun, Koummuue, Uexocnosakusa). Apuramunassas akTUBHOCTh B HEKOTO-
peix opranax usmaar. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 319-327, 1971.

MBI onpenensiu aKTHBHOCTL apHiaMHIas3HbiXx (QepMeHTOB B Cepille, IeYeHH, IlI04Kax cerneseHke,
MO3re, MbIUILax, I[IaHKpeace H B CLIBOPOTKE KPOBH HLITIIAT. AKTHBHOCTH @epmen’mn ycraHaBJiv-
BajlaCh TO XPOMOTEHHLIM CHHTETHYEeCKHM CYGCTPBTBM Jl‘JICI"{LH'IH‘H‘HHTPOSHHJ]HYla, J-JHU3UH-TI-
HUTPOAHMAIMAA W TJIMIUH-I-HUTpoaHu i una. Mol ycTaHOBHJIM, 4TO mnp2ofiainanoijas 4acTsh aKTAB-
HHOCTH JIOKAJM3UPYETCsH BO BCEX OpraHax B WX PacTBOPUMLIX Genkosnix (paximsix (cynepHaTan-
voi cepimme  106.000 r) 3a mekmoueHueM Tex QepMeHTOR, KOTOPhIe PACHICIASIOr Ji-JHeii[uH-T1~
l(HTpOaHH.'IHlI, B CylnepHaTaHTax TevYeHH M TI04eK, rie (OCO68HHO b A ﬂOl{eK) AKTHBHOCTL CBA3aHa
¢ HepacTBOPUMHIMM KACTOYHHIMH CTpPyKTypaMu. PepMeHTH OTHeNbHLIX OPIaHOB UyBCTBHTENLHLI
¥ OCHOBHOMy Cy6CTpaTy J-JM3HH-I-HUTPOAHMJIANA, [PUYEM THAPOJH3 TJAMIHH-I-HATPOAHH KA
nporekan gsHO MeleHHee. Onrumansioe pH meiicrsie apunamunassbix depmerron B docdar-
Hbix Oydepax nns Bcex Tpex cybCcTpaToB WMeeT BenHUMHy 7,5, TpHYeM pOCT AKTHBHOCTIf Ha-
Gmonancs npn konueurpanum 0,2 M B ofnacru pH onrumyma. Onrtumansuoe pH neiicreie
bepmenron, unky6uposanunx B Tris/HCl 6ydepax, maxomurcs aas cyberpara Ji-1H3uH-IT-HATPO-
annamna B obsact pH 7,0, a mns g-nefiquH-T-HATPOAHMAMAA W CAMIHH-T-HUTPOAHYIMAA OHO
CMeljeHo TI0 HampasieHuio K Gosee mensounsiM Beaudnnam (pH 8,0). Ilpucyrcrsue npysasent-
neix Karmomo Ni2+, Zn2+, Cd?+ npu xommenrtpaumin 10-3M Buissaso NOHMIKEHHE BHIUMATI-
4eCKOit AKTMBHOCTH, OTYETINBOM, npexkie seero, s ciayusae Zn2+ u Cd2t. Ilonofuunm ofpasom
ieficTBOBaNAa HA aKTUBHOCTL PEPMEHTOR M STHJeHIMAMITHTETPAYKCYCHAS KHCIOTa,

apuJjaMynasHboie q’ePMEHTH; AKTUBHOCThL OPTaHOB; IEITINIEHOK

BLAHOVEC J., BLAHOVCOVA K., BARTIK M. (University of Veterinary Medicine,
Dept. of Chemistry, Biochemistry and Toxicology, Kosice, Czechoslovakia). Arylami-
dase Activity in Some Organs of Chickens. Vet. Med. (Praha) 16 (5) :319-327, 1971.

We ascertained the activity of aryalmidase enzymes in the heart, liver, spleen, kid-
ney, brain, muscle, pancreas and blood serum of chickens. The enzyme activity
was determined to the chromogenic synthetic substrates, L-leucyl-p-nitroanilid,
L-lysyl-p-nitroanilid and glyeyl-p-nitroanilid. We ascertained that the greater part
of the activity was localized in all organs in soluble albuminous fractions (superna-
tants over 106.000 g) with the exception of enzymes splitting the L-leucyl-p-nitro-
anilid, in supernatants of the liver and kidney, where especially in the case of the
kidney the activity was bound to insoluble cellular structures. The enzymes in each
organ are more sensitive to the basic substrate T.-lysyl-p-nitroanilid, the glycyl-
-p-nitroanilid hydrolysis being evidently the slowest. The optimum pH of the aryl-
amidase enzymes in phosphate buffers has the value of 7,5 for all three sub-
strates, an increase of the activity for the concentration 0,2 M in the area of the
pH optimum being observed. For the substrate of L-lysyl-p-nitroanilid the optimum
pH of the enzymes incubated in Tris/HCl buffers is in the area of pH 1,0,
and for the L-leucyl-p-nitroanilid and glyeyl-p-nitroanilid it is shifted on to more
alcalic values (pH 8,0). The presence of bivalent cations Ni?+, Zn2+, Cd2+ of a con-
centration of 10-3M caused a decrease of the enzyme activity which was significant
especially in the case of Zn?+ and Cd2+. The ethylen-diamin-tetraacetic acid had
a similar effect on the enzyme activity.

arylamidase enzymes; activity of organs; chicken

BLAHOVEC J, BLAHOVCOVA K., BARTIK M. (Hochschule fiir Veterinirmedizin,
Lehrstuhl fiir Chemie, Biochemie und Toxikologie, KoSice, Tschechoslowakei). Aryl-
amidasenaktivitit in einigen Organen der Kiicken. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 319-327,
1971.

Wir haben die Arylamidasenaktivititen im Herz, in der Leber, Milz, in den Nieren,
im Gehirn, im Muskel, im Pankreas und im Blutserum der Kiicken ermittelt. Die
Enzymaktivitit haben wir zu den chromogenen synthetischen Substraten, L-leu-
zin-p-Nitroanilid, L-Lysin-p-Nitroanilid und Glyzin-p-Nitroanilid bestimmt. Wir
haben ermittelt, dafl der grofite Teil der Ativitdt in allen Organen in den ldsbaren
Eiweilifraktionen (Supernatante iiber 106.000 g) lokalisiert ist, mit der Ausnahme
‘ler das L-Leuzin-p-Nitroanilid spaltenden Enzyme in Supernatanten der Leber und
der Nieren, wo besonders im Falle der Niere die Aktivitat auf unlésbare Zellstrul-
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turen gebunden ist. Enzyme in den einzelnen Organen sind sensitiver auf das ba-
sische Substrat L-Lysin-p-Nitroanilid, wobei die Glyzin-p-Nitroanilid-Hydrolyse
offenbar die langsamste war. Die optimale pH der Arylamidasenenzymwirkung in
Phosphatpuffern fir alle drei Substrate hat der Wert von 7,5, wobei ein Ansteigen
der Aktivitit [ir die Konzentration von 0,2 M in Bereich des pH-Optimums ge-
merkt wurde. Die optimale pH der Wirkung von, in Tris/HCl1 Puffern inkubierten
Enzymen fir das Substrat L-Lysin-p-Nitroanilid im Bereich der pH 7,0 liegt, und
fir L-Luzin-p-Nitroanilid und Glyzin-p-Nitroanilid ist zu mehr alkalischen Werten
(pH 8,0) verschoben. Die Anwesenheit von Kationen Ni2+, Zn2+, Cd2+ von einer
Konzentration von 10-3 hatte eine Herabsinkung der enzymatischen Aktivitdt, die
besonders im TFalle von Zn2+ und Cd2?+ ausgepragt war, zur Folge. Eine #hnliche
Wirkung auf die Enzymaktivitdt hatte die Ethylendiamintetraessigsaure.

Arylamidasen-Enzymen; Aktivitidt der Organe: Kiicken

Adresa autori:

Ing. J. Blahovee, ing. K. Blahovcova, prof. MVDr. M. Bartik, DrSc,
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Vybér z novych piirtistki
Ustiedni zemédélské a lesnické knihovny UVTI

na useku veterinarstvi
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Control of livestock insect pests by the sterile-male technique. Proceed-
ings of the pamel, Vienna, 23.-27. january 1967 organized by the Joint
FAO/IAEA division of atomic energy in food and agriculture. Vienna,
IAEA 1968. 102 s. obr. tab. (Hmyz cizopasny — hospodarska zviirata —
hubeni — metody — steri'izace samcu — sborniky mezinarodni)
Leonard E. P. D 57.665
Praktikum der Kleintier-Chirurgie. Ubersetzt aus Englisch. Berlin, P.
Parey 1969. 183 s. 188 obr. (Veterindrni chirurgie — zvirata mald — pri-
rucky)
Borowski R. E 32.497/232
Erfahrungen mit der Hauttransplantation nach BRAUN bei Zitzenver-
letzungen der Milchkiihe. Inaug.-Diss. der Tieridrztliche Hochschule Han-
nover. Hannover, Klinik f. Geburtshilfe und Gynékologie des Rindes der
Tierdrztl. Hochschu'le 1969. 64 s. tab. (Transplantace koZni — struky —
poranéni — metody — Braunova — vyzkum)
Frank E. E 33.351/98
Ovarialzystem der Rinder als Abgangsursache in Siidwiirttemberg - Ho-
henzollern im Jahre 1965. Inaug.-Diss. der Veterindrmedizin. Fag d. J.
Liebig-Univ. zu Giessen. Giessen, Inst. f. Erbpathologie 1968. 59 s. mp.
tab. (Vajetniky — cysty — kravy — vyzkum)
Schroder K. E 32.497/264
Untersuchungen iiber Aetiologie, Blutserumwerte und Behandlungsmog-
lichkeiten der Gebéarparese beim Rind. Inaug.-Diss. d. Tierarztl. Hoch-
schule Hannover. Hannover, Klinik f. Geburtshilfe und Gynikologie des
Rindes der Tieridrztl. Hochschule 1969. 42. s. 7 obr. 20 tab. (Obrna po-
porodni — kravy — etiologie a lé¢eni — vyzkum)
Dahms L. E 32.497/237
Untersuchungen zur Gebirparese bei einigen deutschen Rinderrassen.
Inaug.-Diss. d. Tierédrztl. Hochschule Hannover. Hannover, Inst. f. Tier-
zucht u. Vererbungsforschung d. Tierérztl. Hochschule 1969. 85 s. tab.
(Obrna poporodni — dojnice — vlivy — vyzkum)
Mykobakterien und mykobakterielle Krankheiten. Teil 7. Bovine Tuber-
kulose, avidre Tuberkulose und andere Mykobakteriosen. Jena, VEB G.
Fischer 1970. 415 s., bar. obr.,, tab. (Mykobakteriozy — priruc¢ky)
Siccardi F. J.. Burtmester B. R.

C 2.485/1412
The differential diagnosis of lymphoid leukosis and Marek’s disease.
Technical bulletin No. 1412. Washington, U. S. epart. of agric 1970.
24, s. 21 obr. 1 pril. (Kurata — nemoci — leukosa lymfoidni — diagnosa

— metody — vyzkum / Kufata — nemoci virové — Markova obrna —
diagnosa — metody — vyzlum)
Terpstra C. D 51.973/51

Nairobi sheep disease. Studies on virus properties, epizootiology and
vaccination in Uganda. Proefschrift aan de Rijksuniv. te Utrecht. (Sou-
hrn hol., fran.) Utrecht, n. vl. (1970). 172 s. 9 obr. 35 tab. (Nemoe Nai-
robi — ovece — vyzkum)




DENNI RYTMUS SEROVYCH BILKOVIN KOHOUTKU LB

K. Koudela, Z. Sova, F. Baloun, Z. Némec

Vysoka S$kola zemedélskd, Praha

KOUDELA K., SOVA Z., BALOUN F., NEMEC Z. Denni rytmus sérovych bil-
kovin kohoutku LB. Vet. Med. (Praha) 16 (5): 329-334, 1971.

U ftriceti dvanactidennich kohoutkti plemene LB jsme studovali denni rytmus
celkovych bilkovin a jejich frakei v séru krevnim. Celkové bilkoviny byly sta-
noveny biuretovou metodou, frakce sérovych bilkovin elektroforézou na papi-
rovém nosi¢i. V prubéhu dne se v Sestihodinovych intervalech neprokazaly
signifikantni vykyvy v celkové proteinémii i v relativnim zastoupeni albumint
a beta- i gama-globulint. Zjistili se signifikantni vykyvy v relativnim zastou-
peni alfa-globulint.

¢asna postinkubaéni ontogeneza; kur domaci; celkové bilkoviny: elektroforéza;
denni rytmus

Fyziologické procesy maji u lidi i u zvifat ndpadné rytmické vykyvy v pra-
béhu dne, tzv. denni neboli cirkadenni rytmus (Binning 1964, Aschoff,
Meyer, Lohmanu 1954, Milis 1966, Winget a kol 1968, Hal-

berg 1969).
Ddlezity vyznam v regula¢nich mechanismech dennich rytmt ma svétlo
(= tzv. dominantni synchronizator — Halberg a kol. 1960), vyzivny stav,

periodicita pfijmu potravin, [unkéni stav zlaz s vnittni sekreci (Baril a Pot-
ter 1968) a denni kolisdni dal§ich metabolitt — glukézy, elektrolyti, N meta-
boliti (Bahorsky a Bernardis 1967, Calgutt 1967) & plazma-
tickjch aminokyselin (Feigin a kol. 1968).

Na denni rytmus celkovych bilkovin, nukleovych kyselin a volnych amino-
kyselin v jatrech kura doméciho upozornil Squibb (1964), a to i s ohledem
na zvlastnosti svételného rezimu (Squibb 1968). Tento autor také poprvé
zjistil denni rytmus celkovych bilkovin, volnych aminokyselin, nukleovych ky-
selin (DNK a RNK) v séru, jatrech a v prsnich svalech kufat (Squibb
1966).

V séru kulminovala hladina celkovych bilkovin béhem tfidenniho sledovani
tfikrat v 15.00 hod., dil¢i maximum pak po dva dny ve 24.00 hod., jednou
prokézal diléi vzestup ve 20.00 hod. Po dva dny byly minimalni hodnoty celko-
vych bilkovin prokdzany v 08.00 hod., tfeti den dosahla hladina celkovych bil-

kovin minima ve 24.00 hod. Cirkadenni oscilace mezi minimem a maximem byly
signifikantni (p < 0,05).
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MATERIAL A METODY

Kufata se odchovavala v bateriovych klecich v pokusné staji katedry pti
dodrzeni béznych zootechnickych podminek. Prvni tyden po vylihnuti se udrio-
vala teplota 30°C, v dalsich tydnech jsme ji postupné snizovali a ke konci
pokusu se pohybovala okolo 20°C. Relativni vlhkost kolisala kolem 70 %.
Kufata byla krmena ad libitum kompletni smési pro kufata ,K“. Po cely den
méla kufata pfistup k pitné vodé. Krev se ziskavala v 3estihodinovych interva-
lech, a to od kurat 12 dni starych.

Kufata byla utracena dekapitaci, krev se odchytavala do centrifugaénich
zkumavek. Koneéné oddéleni séra od krevniho kolace se provedlo centrifugaci
(3000 ot/min., 15 minut). K vy3etfeni bylo pouZzito pouze sérum nehemolyzova-
né, Vzorky séra jsme do doby zpracovani ukladali do chladnicky.

Celkové bilkoviny jsme stanovili biuretovou metodou. Frakce sérovych bil-
kovin byly stanoveny na papife Whatman I, délici doba Sest hodin, napéti
280 V, intenzita 8—15 min. Vzorky séra byly zpracoviany po 24hodinové
uschové v chladniéce, pti elektroforéze byl pouzit veronaloxalaicitrdtovy pufr
o pH 8,5 a iontové sile 0,06. Frakce byly barveny roztokem bromfenolové modfi
(Hotej§i a kol. 1964).

Celkem bylo vysetfeno 30 kohoutkt na celkové bilkoviny a 30 kohoutk na
frakce sérovych bilkovin.

VYSLEDKY

CELKOVE BILKOVINY

V pribéhu dne celkova proteinémie u kohoutkit 12 dni starych kolisala
mélo vyrazné (tab. I, obr. 1).

Analyzou rozptylu pti dvojnasobném tiidéni (p <0,05) se nezjistily signi-
fikantni rozdily.

FRAKCE SEROVYCH BILKOVIN

Vysledky sledovani podila frakci sérovych bilkovin v pribéhu dne shrnuje
tabulka II.

Vykyvy relativniho zastoupeni jednotlivych frakci byly minimalni (obr. 2).

Analyzou rozptylu pii dvojnasobném tiidéni (p < 0,05) se zjistily signifi-
kantni rozdily pouze v zastcupeni alfaglobulinii mezi odbérem v 08.30 a 02.30 h.

I. Denni rytmus celkovych bilkovin v séru kohoutktt LB ve stari 12 dni
(v g/100 ml séra)

Hod. n x s v X
1 2
08.30 6 1,92 0,27 14,25 2,21 1,63
14.30 6 1,88 0,06 3,30 1,94 1,81
20.30 -6 1,72 0,10 5,69 1,82 1,62
2.30 6 1,92 0,08 3,95 2,00 1,84
08.30 6 | 1,9% 0,14 6,98 2,12 1,83
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II. Denni rytmus [rakei sérovych bilkovin u kohoutktt LB ve stari 12 dni

(v relativnich procentech)

I
Hod. n % 5 v S o=
| 1 2
albuminy

08.30 6 52,00 | 230 4,35 | 55,31 50,49

14.30 6 50,15 3,63 733 53,96 46,34

20.30 6 50,23 5,22 10,40 55,72 44,75

02.30 6 45,08 i 3,76 8,35 49,03 | 41,13

08.30 6 1 50,10 | 6,76 ’ 13,49 57,19 l 43,01
o ) globuliny — alfa

03.30 6 9,13 1,13 12,36 10,32 7,95

14.30 6 11,62 1.24 10,67 12,92 10,32

|

20.30 6 11,78 1,30 | 11,04 l 13,15 10,42

02.30 12,22 0,63 | 516 | 1288 | 11,55

08.30 10,20 247 | 2419 | 12,79 : 7,61

|
globuliny — beta

08.30 ! 6 | 1532 | 1,0 7,00 | 1646 | 14,18

14.30 6 15,75 1,38 8,77 17,20 14,30

20.30 16,00 3,20 20,02 19,36 12,64

02.30 17,75 | 2,31 12,99 20,17 15,33

|

08.30 6 ’ 16,43 | 1,14 16,51 17,63 15,24
B - 7 globuliny — gamma o '

08.30 6 ’ 22,65 | 1,56 687 | 2428 | 21,02

14.30 6 22,48 i 2,14 09,52 24,73 20,24

20.30 6 21,98 2,55 1158 24,66 19,31

02.30 6 24,95 1,89 7,58 26,94 22,96

08.30 6 ' 23,27 3,61 15,52 27,06 19,48
DISKUSE

Soucasné se studiem denniho rytmu jsme sledovali rytmicity dal§ich tka-
novych i plazmatickych metaboliti. Na rozdil od Squibba (1966) jsme
vyrazné kolisani celkové proteinémie neprokazali. Je nutno zduraznit, Ze v nasem
pokuse jsme pouzili mladsi kohoutky nez pouzil Squibb (1968). Lze predpo-
klddat, ze denni rytmicita sérovych bilkovin se mohla u &tyftydennich kufat
vyvinout a zafixovat podstatné lépe ne? u nasich kohoutkd, které jsme utratili
jiz ve stafi 12 dni. Volba tohoto casového cbdobi v naSem pokuse nebyla na-
hodna. V tadé analyz fyziologickych funkci kura doméaciho ve druhém tydnu
postinkuba¢niho Zivota se niam podarilo zjistit tendence ke stabilizaci, coz bude
pravdépodobné spojeno s nutricnimi adaptacemi ve fazi skonéeni vyzivy ze
zloutkového vacku.
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KOYIOEJA K., COBA 3., BAJIOYH ®., HEMEI] 3. (CenbcKox03siCTBEHHbIII HHCTHTYT, Ka-
¢enpa QU3IHOJIOIMHM CeJILCKOXO3AHCTBEHHbIX XUBOTHLIX, [Ipara, Yexocnosakus). Cyroumbiit pur™
ceposubix GenkoB y merymkoB serropu Gensii. Vet. Med. (Praha) 16 (5): 328-334, 19717

Y 30 uBedHanuaTHIHEBHBIX TETYIIKOB IIOPONbI JIEITOPH Oesblil M3ydancs CYTOYHBIH PHTM OBIIIIX
6enkos ¥ ux $pakuuit B ceioporke Kposu. OO6imjue Gesku omnpenesnsanuch OGHYpPeTOBLIM METOJOM,

¢pakuna ceposunix 6GenkoB — asekrpodopesoM Ha OymarkHoM HocuTeje. B rTeuenme nus B 0-
lacOBBIX  MHTEpBaJlax JIOCTOBEPHO He O6plJI0 yCTaHOBJIEHO OTKJOHEHMH B obue# nporedHeMiy
1 B OTHOCHTENLHOM 3aMeljeHuu ansbyMuHOB (- M y-raobyamnsos. Brun  ycrawonsemni  iocro

BepHbLIe OTKJIOHEHHA B OTHOCHMTEJIbHOM 3aMeljeHHH aJ'lb(ba‘l‘JIOGYJIHHOH.

paHHMI  NoCAeMHKYBalMOHHII  OHTOreHes; NoMamHue Kyph; oSiue Geakir; anekrpodopes; cy
TOYHBIH PUTM

KOUDELA K., SOVA Z., BALOUN F., NEMEC Z. (University of Agriculture, Chair
of Animal Physiology, Praha, Czechoslovakia). Daily Cycle of Serum Albumins wn
WL Cocks. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 329-334, 1971.

30 twelve days old cocks were investigated with view to study the daily cycle of
total proteins and their fractions in the blood serum. For the determination of the
lotal protein values there was used the biuret method and for the fractions of the
serum albumins there was applied the electrophoresis technique on paper. Obser-
vations made in intervals of six hours during the day did not reveal any significant
deviations in the values of the total proteinemia, the relative proportion of albu-
min values nor in the g and y globuline levels. However, significant differences
were found in the relative proportion of the alpha globulin values.

early ontogenesis after incubation; domestic fowl; total proteins; electrophoresis;
daily cycle

KOUDELA K., SOVA Z., BALOUN F., NEMEC Z. (Hochschule fiir Landwirtschaft,
Lehrstuhl fiir Physiologie landwirtschaftlicher Nutztiere, Praha, Tschechoslowakei).
Tagesrhythmus der Serumeiweifstoffe bei Weiflen Leghornhihnchen. Vet. Med. (Pra-
ha) 16 (5) :329-334, 1971.
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Bei 30 zwolftiagigen Weillen Leghornhdhnchen wurde der Tagesrhythmus des Ge-
samteiweiles und dessen Fraktionen im Blutserum untersucht. Das Gesamteiweif}
wurde mit Hilfe der Biuretprobe und die Fraktionen des Serumeiweifles wurden
mit Hilfe der Elektrophorese auf Papiertrdger bestimmt. Im Verlaufe des Tages
wurden in sechsstiindigen Intervallen keine signifikanten Schwankungen der Ge-
samtproteindmie und der relativen Vertretung der Albumine und - und y-Globu-
line nachgewiesen. Signifikante Unterschiede dagegen wurden in der relativen
Vertretung der Alpha-Globuline festgestellt.

Frithe Postinkubationsontogenese; Haushuhn; Gesamteiweify; Elektrophorese; Tages-
rhythmus
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ing. C. Z. Némec, V8Z, katedra fyziologie hospodarskych zvirat, Praha - Suchdnl
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VLIV TECHNOLOGICKE UPRAVY ZRNA BOBU KONSKEHO
NA HLADINU KREVNI GLUKOZY U KOHOUTKU

L. Slesinger

Vyzkumny ustav vyzivy zvirat, Pohotelice

SLESINGER L. Vliv technologické upravy zrna bobu kotského ma hladinu
krevni glukézy uw kohoutkw. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 335-339, 1971.

V praci byla sledovana hladina krevni glukézy toluidinovou metodou u 150
kurat, zivenych do stari deviti tydnt technologicky upravenym a surovym bo-
bem ve 33Y, uhradé za Zzivoéisnou bilkovinu. V1iv zrna bobu kotiského, kterym
byla Zivoé&isna bilkovina smési K uhrazena ve vysi 33 %), se uplatnil na hladinu
krevni glukézy u obou pokusnych skupin kohoutkt oproti kontrole vysoce pri-
kazné depresivné (P < 0,001). Prikazné niz8§i hladina krevni glukézy u pokusné
skupiny kohoutka Zivenych toastovanym bobem ve 339, dhradé& za Zivoéisnou
bilkovinu v porovnani s vys$8§i hladinou krevni glukézy u pokusné skupiny ko-
houtkt zivenych 33%, uhradou surového bobu se zdUvodiiuje pritomnosti gly-
kosida kyanid@t v zrnu bobu a jeho vlivem na slinivku bri$ni. .Nemaly vy-
znam se rovnéz priklada denaturaci bilkovin a hydrolyze lyzinu pri toastovani
bobu.

krevni glukéza: tostovani; bob konsky; kyanoglykosidy; stravitelnost bilkovin

Glukéza je latka nejsnadnéji pfistupnd tvorbé energie u Zivych organismi.
Na zdkladé hormonélni regulace ukladd nebo odevzddva jaterni parenchym
glukézu do krve, ostatni organy kryji svoji potfebu pfijimanim krevni glukézy.
Jaterni parenchym spoleéné s adrenergickymi orgdny udrzuji v krvi dribeze
vysokou hladinu glukézy. Na zdkladé naseho pozorovani se hladina glukézy
v krvi pohybovala u kufat 10 tydnt starych kolem 200 mg%. Zdivodnéni lze
hledat v nasledujicich poznatcich. Pravdépodobnou zasadni pfi¢inou vysoké
hladiny krevni glukézy jsou odlisné hormonalni pomeéry u driibeze. V podstaté
je to vysokd hladina adrenalinu v nadledvinkdch a podle Vuylstekeho
a De Duveho (1953) rovnéz vysoka potence glukagonu u driibeze. Oba
hormony udriuji vysokou hladinu glukézy v krvi, nebof podmiiuji glykogeno-
lyzu v jatrech a adrenalin také ve svaloviné. Mezi dal3i poznatky odliného bio-
chemismu dribeze patfi mohutna schopnost jater odbouravat insulin (Hazel-
wood 1958). Z uvedeného vyplyva necbvykle vysoka tolerance insulinu u ku-
fat (Stumpl 1968), coz brani vyvclani hypoglykemického Soku u driibe-
ze daleko vyssimi ddavkami insulinu nez je tomu napf. u krys. Teprve az po he-

patektomii jsou kurata citliva k hypoglykemickému Soku (Hazelwood

1958).

Na zdkladé nageho dfivéj§iho pozorovani jsme se presvédéili, ze hladinu
krevni glukézy lze ovlinit sloZenim krmné davky (Slesinger 1970). V pfed-
lozené préci jsme proto sledovali vliv technologicky upraveného a neupraveného
zrna bobu na hladinu krevni glukézy u kurat. Zrno bobu bylo zvoleno proto,
Ze ma dobrou perspektivu pfi dhradé za Zivodisnou bilkovinu v krmivu pro dri-
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be# a také pro ptitomnost glykosidickych vazeb kyanidd (Slesinger 1970).
Kvalitni bilkoviny hraji rovnéz dulezitou ulohu v otazce glykeneogeneze
u driibeze.

Ucel technologické tpravy zrna bobu spatfujeme jednak v destrukci gly-
kosidickych vazeb v bilkoviné bobu a v denaturaci rostlinnych bilkovin vyssi
teplotou, coz by se mélo projevit nejen v jejich vyuzitelnosti, ale také v meta-
bolismu celkovych zivin,

METODIKA

Hladina glukézy byla sledovana na 150 kohoutcich leghornka bila, z nichz
50 bylo kontrolnich, zivenych smési K, 50 pokusnych, zivenych smési K, v niz
33 % zivogisné bilkoviny bylo uhrazeno zrnem bobu surového, odridy Prerov-
ské, a dal§im 50 kohoutkiim byla smés K uhrazena 33 % bobu toastovaného.
Hladiny aminokyselin, mineralii a vitamint byly ve smésich pokusnych kufat
pfedem vyrovnany na hladiny kontrolni skupiny.

Pokus probihal od stafi 1 tydne, do konce 9. tydne, kdy se ukoncil. Toasto-
vanim rozumime zahtati zrna bobu v autoklavu pti 100 °C po dobu 1 hodiny,
v prostiedi o pH 5,5 a vysuseni pti 60 °C (pH bylo upravovano pomoci HCI).
Kurata byla chovana v klecich po deseti kusech. Krev byla odebrdna v 9. tydnu
stafi kufat z vena tarsometatarsica. Glukéza byla urcovana okamzité metodou
ortotoluidinovou z celé krve. Hladiny glukézy byly méfeny na Pulfrichové fo-
tometru pfi 610 nm a jsou udédny v mg%. Vysledky byly vyhodnoceny sta-
tisticky pomoci t-testu podle Studenta.

Krmna davka pouzitd u pokusnych skupin byla vyrovnina co do hladin
aminokyselin (cystin, leucin, valin, treonin, arginin, fenylalanin), vitamini
(A a D) a minerdlnich latek (P a Zn) na zakladé vlastnich analyz krmné smési.
Vitaminy byly doplnény v ¢isté formé podle tabulkovych hodnot. Aminokyse-
liny byly stanoveny po kyselé hydrolyze vzorkii na automatickém analyzatoru
aminokyselin typ Hd-1200E. Aminokyseliny byly dopliiovany v ¢isté formé.
Fosfer byl stanoven metodou molybdato-vanadovou podle Stuffinse (1957).
Zinek byl stanoven atomovou absorpci podle Heckmana (1967).

VYSLEDKY

Hodnoty glukézy v krvi u 9 tydnu starych kontrolnich a pokusnych kohout-
ku jsou shrnuty v tab. L

Hladina glukézy v krvi u kontrolnich kohoutkt Zivenych smési K se po-
hybovala v priméru 205+14,6 mg%. V krvi kufat obou pokusnych skupin,
u nichz byla Zivo¢isna bilkovina uhrazena 33 % surového a 33 % toastovaného
bobu, byly hladiny glukézy vysoce priitkazné nizsi u obou skupin, porovname-li
je s hladinami u kontrolni skupiny kohoutkdi (P < 0,001). Prémérna hladina
krevni glukézy u skupiny kutat Zivenych surovym bobem ve 33% thradé za
zivolisnou bilkovinu byla prikazné vy3si ve srovnani s pokusnou skupinou
kurat, které byla Zivo¢isna bilkovina uhrazena ve stejném procentu toastovanym
bobem (P <0,01) — tab. I. Také vahové prirtstky obou pokusnych skupin
pfi porovnani statistickych hodnot s kontrolni skupinou kohoutkdi byly sta-
noveny rozdilnosti s vyraznou statistickou vyznamnosti vyssi nez 0,1 %.

Vysledky nemizeme hodnotit z hlediska literarnich adajii, nebot jsme ob-
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1. Hladiny glukdzy v krvi u kufat Zivenych surovym a toastovanym zrnem bobu
konského

N Skupina Hlaciu:ﬁgggzkézy Primeérna viha v kg

50 kontrolni 205,0+4- 14,60 2,285--56,9
K

50 bob surovy 158,24+-10,80 2,1054+71,8
33 9%
Py

50 bob toastovany 142,24-12,99 2,098-+39,1
33 9%
P,

Rozdily hodnot: K : P, 46,8%** 0,181**

K:P, 62,8%** 0,188**
Py 2 Py 16,0** 0,007

dobné priace konané na kufatech v dostupné literatufe nenalezli. Rozvedeme
proto v ndsledujici diskusi jednak nase vysledky, jednak pisobnost kyanidd,
popfipadé jejich oxida¢nich zplodin na organismus.

DISKUSE

Niz$i hladiny krevni glukézy u pokusnych skupin kufat s thradou 33 %
zivofi§né bilkoviny surovym a toastovanym zrnem bobu lze vysvétlit niZsi
biologickou hodnotou bilkovin zrna bobu v porovnani s biologickou hodnotou Zi-
voci§né bilkoviny. Tuto dedukci lze také opfit o niz§i vahové pfirastky obou
pokusnych skupin oproti skupiné kontrolni (P < 0,01). Zavazné jsou rozdilné
hladiny glukézy obou pokusnych skupin kufat. Priikazné vyssi hladiny glukézy
u pokusnych kurat s 33% ahradou surového bobu za Zivoéisnou bilkovinu proti
hladiné glukézy kufat Zivenych stejnou thradou toastovaného bobu je mozné
zdtivodnit pfitomnosti kyanovodikovych vazeb v zrnu surového bobu (S1lesin-
ger 1970), coz se pokusime vysvétlit nize.

Chronické otravy kyanidy nebyly u zvifat pozorovdny, nebof kyanidy se
v organismu nekumuluji (Van der Walt a Ondersteport 1944,
Worden 1940), nybrz se oxidaéni cestou méni ve rhodanidy. Ty se z téla
velmi pozvolné vylu¢uji a vykazuji v organech vysoké hodnoty (Pulss 1967).
Podle Boxera a Rickardse (1951) jsou rhodanidy v organismu vaza-
ny ma bilkoviny. V organismu neptisobi toxicky, maji v8ak druhotné aéinky na
jeho fyziologické a biochemické funkce. Tak znemoZiiuji nap¥. pfijem a vazbu
jodidii ve §titné zlaze a pisobi tudiZ jako thyreostatika (Care 1954). To ma
dale za nasledek celou fadu biochemickych poruch v organismu. Jednou z nich
je negativni pitisobeni rhodanidi na funkci pankreasu, které spoéivd v tom, Ze
blokuji tvorbu a vyluovani insulinu, v diisledku ¢ehoz se pravdépodobné pro-
kazuji vy3si hladiny krevniho cukru u zvifat.

Glykosidické vazby kyanidid se v jatrech pfreméiiuji pomoci atomii siry
v rhodanidy. K detoxikaci kyanidii vyuZivd organismus predev§im ddalezitjch
aminokyselin, napf. metioninu a cysteinu, které obsahuji siru. Takto se soudas-
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né¢ organismus ochuzuje o dilezité aminokyseliny, coz je pravdépodobné jednou
z pti¢in niz8i biologické hodnoty bilkovin zrna bobu, a tim i niZ8§ich vahovych
prirtstkd (tab. I). Podstatnd je rovnéz hydrolyza lyzinu pfi toastovani.

V dostupné literatufe se zmifiuje na zdkladé laboratornich pokusti na kry-
sach pouze Hintz a kol. (1967) o toxickém piisobeni fazole na organismus
krys s odezvou snizené hladiny glukézy v krvi. U dribeze obdobna otidzka
nebyla zatim sledovéna.
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IMJIEBUHI'EP JI. (HayuHo-ucciaenoBaTebCKHil MHCTHTYT NMTAHMA JKUBOTHobX, [loropsenuiie-
v-Bpro, Uexocnosakus). Bamsaume rexuonormueckoii ob6paborkm 3epHa KoHckux G6o6om mua ypo-
BeHb INIOKO3n! B Kpoem merywkoB. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 335-339, 1971.

B xome pa6oThl 1O TOJAYMAMHOBOMY METOLY W3ydaiH YPOBEeHb TAIOKO3L B Kposu 150 umasr,
OTKApMJIMBaeMbIX 10  9-HeIensHOTO BO3pAcTa KaK TEXHOJOTHUCCKH 0O6paboTaHHBIMII, TAK M Cbi-
puMu 6o6amu B 33%-0it xommencaiuu sxupoTHOro Genaka. Bofosoe 3epHO, KOTOpeIM Gbija KOM-
neHCHpOBaHA JKUBOTHas Oenkosas cmech B pasmepe 33 %), okasano shicOKouenpeccnsHOE
(P < 0,001) BausHMe Ha ypOBEHb IJIOKO3LI B KpOBM O6EMX MOMONBITHBIX TIPYLIl [eTyMKOB (10
CpaBHEHHIO ¢ KOHTpoJeM. JlOCTOBEePHO HHSUIMII ypOBEHb KPOBSHOI TJIIOKO3LI y KOPMJEHHBIX 06 -
JKapeHHHM 606oM merymxos ¢ 33-0it 3aMeHoil skuBoTHOTO 6esika 10 cpaBHeHMI0 ¢ 6GoJsiee Boico-
KuM ee ypoBHeM y merymxos c¢ 33Y0-oit 3aMenoif ceipsix 6060B 060CHOBAHO HaNWYMEM IJIOKO-
3UI0B KMaHUIOB B 6060BOM 3epHe M €ro OTPUI[ATENLHEIM BJIMAHHEM Ha MMOUMKENYLOUHYIO 7Keaesy.
Hemasnoe sHayeHue npuaaerca Takyke NeHATypalluy OeskOB W IHIPOJH3Y JIM3HHA 1pH obxapu-
panuu 6oba.

IJII0KO3a KpoBM; obapuBaHie; KOHCKUIT 600; KMAHOITIOKO3MILI, [IepeBapumMoctn Geikon
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SLESINGER L. (Research Institute of Animal Nutrition, Pohofelice u Brna, Czecho-
slovakia). The Effect of Technological Treatment of Horse-Bean Grain on the Blood-
Glucose Level in Cockerels. Vet. Med. (Praha) 16 (5) : 335-339, 1971.

The study was undertaken for the examination of the blood-glucose level in 150
chickens fed technologically treated and raw bean as a 339, substitute for animal
protein up to the age of nine weeks. The method employed was toluidine testing.
The elfect of the grain of horse bean which was used as a substitute for 339, of
animal protein K was highly significantly depressive (P < 0.001) in the two expe-
rimental groups of cockerels in comparison with the controls. The significantly
lower level of blood glucose in the experimental group of cockerels fed toasted bean
as 33 %, substitute for animal protein, in comparison with the higher level of blood
glucose in the experimental group of cockerels fed a 339, raw bean substitute, is
ascribed to the presence of glycosides and cyanides in bean grain and to its negati-
ve effect on pancreas. High importance is attached also to denaturation of protein
and hydrolysis of lysine in bean toasting.

blood glucose; toasting: horse bean; cyanoglycosides; digestibility of proteins

SLESINGER L. (Forschungsinstitut fiir tierische Ernidhrung, Pohofelice u Brna,
‘Ischechoslowakei). Einfluf3 der technologischen Aufbereitung des Pferdebohnenkorns
auf den Blutglukosespiegel bei Junghdihnen. Vet. Med. (Praha) 16 (5) :335-339, 1971.

In der Arbeit wurde mittels Toluidinmethode der Blutglukosespiegel bei 150, bis
zum Alter von 9 Wochen der mit technologisch aufbereiteten und rohen Bohnen
in 33 9-iger Deckung fiir tierischen EiweiBlstoff genihrten Kiicken verfolgt. Der
EinfluBl des Pferdebohnenkorns, mit dem der tierische Eiwei3stoff der K-Mischung
in einer Héhe von 339, ersetzt wurde, auf den Glukosespiegel kam bei den beiden
Versuchsgruppen der Junghdhne hoch signifikant depressiv (P < 0,001) im Vergleich
zu der Kontrolle zur Geltung. Der signifikant niedrigere Blutglukosespiegel bei der
Versuchsgruppe der mit toasteter Bohne als 33 ",-igen Ersatz fiir tierischen Ei-
weilstoff gendhrten Junghihne im Vergleich zum hoheren Blutglukosespiegel bei
der Versuchsgruppe der mit 33%)-igem Ersatz der Rohbohne genihrten Junghihne
wird mit der Anwesenheit der Kyanidglykoside im Bohnenkorn und ihres negati-
ven Einflusses auf die Bauchspeicheldriise erkliart. Eine nicht geringe Bedeutung
wird auch der EiweiBlstoffdenaturation und der Lysinhydrolyse bei der Bohnen-
loastierung beigemessen.

Blutglukose; Toastierung; Pferdebohne; Kyanoglykosiden, Verdaulichkeit der Ei-
weifistoffe

Adresa autora:
MVDr. L. Slesinger, CSc., Vyzkumny uGstav vyzivy zviiat, Pohotelice
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