VEDECKY CASOPI!

VETERINARNI
MEDICINA

ROCNIK 17 (XLV
et | R CESKOSLOVENSKA AKADEMIE ZEMEDELSK/

ZARI 1972
CENA 10 Kés USTAV VEDECKOTECHNICKYCH INFORMAC



Védecky ¢asopis
VETERINARNI MEDICINA

Ridi redakéni rada

Prof. MVDr. Emanuel Kral (predseda), prof. MVDr, Kolo-
man Boda, DrSc., doc. MVDr. Jan Carvas, CSc., prof. MVDr.
Jaroslav Drazan, CSc., MVDr. Miroslav Dvoidak, CSc.,, MVDr.
Milo§ Halasa, CSc., prof. MVDr. Antonin Holub, DrSc., doc.
MVDr. Jozef HruSovsky, CSe., MVDr. Jaromir Lat, CSc,
MVDr. Andrej Maci¢ka, CSc., doc. MVDr. Ladislav Poldk,
CSc., MVDr. Jifi Srna, prof. MVDr. Jaroslav Vrtiak, DrSc.

Vedouci redaktorka ing. Jovanka Vaclavickova

© Ustav védeckotechnickych informaci, Praha 1972

Védecky ¢asopis VETERINARNI MEDICINA uvefejnuje stu-
die, rozbory a védecka pojednani o vyreSenych ukolech vy-
zkumu z oboru veterinadrni mediciny. Vydava Ustav védecko-
technickych informaci. Vychdazi mési¢né. Redakce: Praha 2,
Slezska 7, telefon 257541. Celoro¢ni predplatné Kés 120,—.

Hayuusiit xypean VETERINARNI MEDICINA ny6aukyer o63o-
pHI, aHajAM3bl M HaydyHble CTAThbM O paspelleHHLIX 3alnayax Mo Hayd-
HOMYy MccJenoBaHuio B obsnactn BerepuHapun. HWamaer MHucruryr
HayyHO-TeXHH4YecKoH HHPopMauuu., Bbixon B cBeT exeMecsauyHo.
Penakuuns Ilpara 2, Cieacka 7.

The scientific journal VETERINARNI MEDICINA publishes
studies, analyses and scientific treatises about the solved
research tasks in the line of the veterinary medicine. Pu-
blished by the Institute of Scientific and Technical Inform-
ation. Issued monthly. Editorial office Prague 2, Slezska 7.

Die wissenschaftliche Zeitschrift VETERINARNI MEDICINA
veroffentlicht Studien, Analysen und wissenschaftliche Ab-
handlungen iiber die gelosten Forschungsaufgaben auf dem
Gebiete der Veterindrmedizin. Herausgegeben ven Institut
fiir wissenschaftlich-technische Informationen. Erscheint mo-
natlich. Redaktion Praha 2, Slezska 7.

Le journal scientifique VETERINARNI MEDICINA publie
les études, analyses et traités scientifiques concernant les
taches de recherches résous dans le domaine de médicine
vétérinaire, Publie par !'Institut des Informations Scienti-
fiques et Techniques. Parait une fois par mois. Rédaction
Prague 2, ‘Slezska 7.




POUZITI AUTOMATICKYCH POCITACU V HEMATOLOGICKE
DIAGNOSTICE LEUKOZY SKOTU

B. Hofirek, P. Jagos

Vysokd $kola veterindrni, katedra vnitinich chorob preZviykavci a prasat, Brno

HOFIREK B., JAGOS P. Pouziti automatickych poéita¢tt v hematologické diag-
nostice. leukozy skotu. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :511-516, 1972.

Byla ovérena pouzitelnost automatickych pocitactt krevnich bunék Coulter Coun-
ter, Celloscoppe 101, TUR ZG 1 a Picoscale pro hromadnou hematologickou
diagnostiku leukozy skotu, které ve srovnani s Biirkerovou komurkou dosahuji
vetsi presnosti a podstatné zvétSuji kapacitu hematologické laboratore. Pro
praci s automatickym pocitacem se osvédcilo pouZziti stabilizované krve chela-
tonem IIT s formalinem.

skot: automatické pocitace castic; Coulter Counter; Celloscoppe 101; TUR ZG 1;
Picoscale; leukoza skotu; krev

Pozadavky na hematologicka vySetfeni v posledni dobé neustale narustaji
v souvislosti s hromadnymi depistizemi na leukézu skotu. Soucasné je také
ziejmé, Ze dosavadnimi metodami, spoéivajicimi na vyhodnoceni poétu krvinek
v pocitacich komirkach, dale nevysta¢ime. Tyto metody jsou ¢asové velmi naroé-
né, pocet vySetieni je tim zna¢né determinovdn a je nutné pocitat také se znac-
nou chybou, ktera se stupfiuje s unavou pracovnika.

Tyto nedostatky odstraiuji automatické pocitace ¢astic, pouzivané dnes
nejen v humannich, ale i ve veterinarnich hematologickych laboratotich, a to
jak pfi vySetfovani leukozy skotu, tak pfi cytologické diagnostice mastitid apod.

Z cetnych literarnich prament (Mattern, Brakett, Olson 1957;
Ruhenstroth-Bauer, Zang 1960; Gerhartz 1961; Maibauer
1961; Boroviscény 1962; Pleiffer 1962; Wiegand 1962;
Accetto, Cholewa 1963; Beck, Maurer, Warnecke 1963;
Heeschen, Kriger 1963; Rojahn, Tolle 1963; Wittmann
1965; Bach, Hohner 1967; Egger 1969; Gonye, Horvath
1971) je zfejmé, ze cytologické vySetfeni krve nebo mléka pomoci automatickych
pocitacu je vysoce efektivni, prispivd podstatnym zpusobem k racionalizaci préce
hematologické laboratote, zvysuje jeji kapacitu za soucasné zvySené objektivnosti
a konstantnosti ziskanych vysledki. Z domacich autorti se touto problematikou
ve veterinarni mediciné zabyval predevsim Tesat (1967, 1970), ktery referuje
o svych zkuSenostech se §védskym automatickym pocitacem Celloscoppe 101
pii hematologické diagnostice leukézy skotu a pii cytologickém vySetfeni mléka.

V na$i praci chceme podat informace jednak o nasich zku$enostech s praci
na automatickych pocitacich, ptedevsim vsak vysledky srovnani provozni pfesnosti
pocitaéi Coulter Counter, Celloscoppe 101, TUR ZG 1 a Picoscale ve srovnani
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s Biirkerovou komirkou, jednak o vysledcich na$ich studii protisrazlivych pro-
sttedkii a jejich pouziti pfi vySetfovani krve na automatickych pomtacu:h i o adrz-
nosti krevnich vzorkd. ‘

MATERIAL A METODY

1. SROVNANI PROVOZNI PRESNOSTI AUTOMATICKYCH POCITACU COULTER
COUNTER, CELLOSCOPPE 101, TUR ZG 1, PICOSCALE S BURKEROVOU
KOMURKOU

K testovani bylo pouzito ¢tyf jmenovanych automatickych poéitac¢ti éastic:
a) ,Coulter Counter:‘, model D, iy Coulter Electronics Limited (Anglie);
generdlni zastoupeni pro CSSR fy F. Hellige & Co., Wien;

b) ,Celloscoppe 101", fy Lars Ljungberg, Stockholm (Svédsko);

¢) ,Teilchenzahler TUR ZG 1%, [y VEB Transformatoren und Rontgen-
werk, Dresden (NDR); -

d) ,Picoscale”, fy Medicor, Budapest (MLR).

VSechny testované pristroje pracuji na stejném principu zmény elektrického
cdporu pfi prachodu nevedivych bunéénych elementii kapilarni trubici s otvorem
0 70 az 140 mi. Timto otvorem se nasava pomoci podtlaku ziskdvaného sloupcem
rtuti ve sklenéné trubici tvaru U (Coulter Counter, Cellescoppe, TUR ZG 1)
nebo pistovym zatrizenim (Picoscale) presné odmérené mnozstvi fedéné krve. Pri
priuchodu bunék otvorem kapilary dochazi ke zméné odporu elektrickych proudi.
Tato zména se elektricky zesiluje a pfistroje ji registruji. Spravnou registraci
bunék je mozné sledovat opticky (osciloscop, obrazovka) nebo akusticky.

Na téchto pristrojich a v Biirkerové komutrce byl méfen pocet leukocyti
vzorku hovézi krve, ktera byla odebrdna na chelaton III a pro vlastni pocita¢
pfipravena redénim s roztokem saponinu podle niavodu vyrobce jednotlivych
pocitacu. Pouze u pocitace ,Picoscale” bylo k testovani pouzito lidské krve. Krev
byla cerstvd, kratce po odebrani. Na kazdém pristroji jsme méfili opakované
tentyz vzorek krve patnactkrat, jen na madarském pristroji desetkrat. Vzorek
urceny pro Biirkerovu komtrku byl fedén Tiirkerovym roztokem v banickach.
Vysledky byly statisticky zhodnoceny vypoétenim aritmetického priméru x,
smérodatné odchylky s, stfedni chyby aritmetického priaméru sx a variacniho
koeficientu v. . ' ‘

2. STUDIUM PROTISRAZLIVYCH PROSTREDKU PRI PRACI S AUTOMATICKYM
POCITACEM TUR ZG 1 A UDRZNOST KREVNICH VZORKU

Pti hematologickém vysetfeni skotu na leukézu jde o stanoveni poctu leu-
kocyta (respektive lymfocytt), coz nemusi byt vzdy bez problému. V bézném
provozu leukdzni laboratofe se stava, ze od okamziku odbéru krevniho vzorku
do jeho zpracovani uplyne vice hodin. V prubéhu této doby dochazi bezpochyby
v krevnim vzorku ke zménam, které jsou charakterizovany kvalitativnimi zménami
na leukocytech. Abychom mohli diagnostické omyly, vznikajici v tomto sméru,
omezit na minimum, je tfeba znat, k jakym zméndm dochdzi, respektive pti
kterych protisrazlivych prostfedcich jsou tyto zmény nejmensi.

Byly odebrany krevni vzorky od kravy zdravé a leukemické do ¢ty anti-
koagula¢nich substanci — celkem osm vzorkia krve.
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Pouzité substance:

a) Roztok podle Wintroba — stavelan amonny 1,2
§tavelan draselny 0,8
aqua dest. 100,0

Byl napipetovan v mnozstvi 0,5 ml dc skleni¢ek a vysousen pti 90 °C.
b) Roztok podle Wintroba — byl stabilizovan 1 ml 40% fcrmalinu a vysousen
jako predchazejici.
¢) Chelaton III v mnozstvi 10 mg ve skleniéce.
d) Chelaton III stabilizovany fermalinem ve slozeni —

chelaton III 25,0
aqua dest. 225,0
formalin 25,0

0, 25 ml stabiliza¢niho roztoku na 10 ml krve (Mieth, Wittmann 1971).

Na automatickém poéita¢i TUR ZG 1 byl u v8ech vzorkil zjistovan pocet
leukocytii, krev byla hemolyzovdana saponinem podle navodu vyrobce pristroje.
Metili jsme tfikrat — okamzité po odbéru vzorkd, za 24 hodiny a 48 hodin.
V mezidobi byla krev uchovina v ledniéce pti 4 °C. Pti kazdém méfeni byl
kazdy vzorek krve pocitin 10 X. Celkem bylo provedeno 240 méfeni.

VYSLEDKY

Provozni pfesnost automatickych pocitacti ¢astic ve srovnani s Biirkerovou
komtrkou zachycuje tab. I.

Zmeény v poctu leukocyti zdravé a leukozni krve uvadi tab. II.
DISKUSE

Vysoké naroky na hematologické vySetifeni ve veterinarni mediciné v sou-
vislosti s tlumenim leukézy vyvclavaji tlak na mechanizaci a automatizaci
téchto praci. Vedle jingch pomiicek (automatické pipety, tfepacky apod.) podstat-
nym zpusobem pfispivd k automatizaci prace v hematologické laboratofi pouziti
automatickych poéitact krvinek, jejichz pomoci je mozné zvladnout velkd mnoz-
stvi vzorkii. V CSR. jsou postupné zafizovany leukézni hematologické laboratote,
jejichz tkolem mé byt hematologickd depistaz leukézy skotu; podle moznosti jsou
tyto laboratofe vybavovany také automatickymi pocitaci.

I. Srovnani provozni presnosti automatickych pocitact c¢astic .Coulter Counter®,
~Celloscoppe 101¢, ,TUR ZG 1“, ,Picoscale* ve srovnani s Biirkerovou komurkou
(pocet leukocytit)

Nazev pristroje g:séttg Cellgsecop 3 ;glf Picoscale rlz\l;;fo-
murka
Aritmeticky primér 9570 9540 9820 5900 10350
Smeérodatna odchylka s 352 408 462 375 1087
Stredni chyba aritm. praméru sz 94 110 124 125 293
Variaéni koeficient 3,6 % 4,2 % 4,7 % 6,3 % 10,4 %,
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II. Zmény v poétu leukocytil zdravé a leukozni krve absolutné a v procentech
v zavislosti na ¢ase pri praci s automatickym pocitacem ZUR ZG 1

0 hodin " 24 hodiny 48 hodin
Le Le Le
absolutné absolutné absolutné
(%) (%) (%)
Wintrobova smés 7408 - 924 6 132 4 551 5991 4 941
(100 %) (82,7 % (80,8 %)
17 503 -+ 365 16917 -+ 678 16 864 -+ 427
(100 %) (96,6 %) (96,3 %)
Wintrobova smés 7536 - 723 6 335 - 326 6 485 -+ 385
s formalinem (100 9, (84,0 9%) (86,0 %
17 452 - 326 17 113 + 736 17 041 -+ 993
(100 %) (98,0 % (97,6 %)
Chelaton III 7177 - 759 6503 - 874 6 800 -I- 862
(100 9% (90,6 ‘)u) (94,7 %
17 511 - 340 17 067 -|- 396 18 049 - 388
(100 % 97,4 % (103,0 9%)
Chelaton III 7 360 -- 629 7 094 -|- 538 7352 4 312
s formalinem (100 9) (96,4 9, (99,9 %,
17 730 -+ 412 17 481 -+ 628 18 119 -+ 536
(100 %) (98,6 % (102,2 %)

Udané hodnoty jsou prumérem z deseti méfeni kazdého vzorku

V soucasné dobé pracuji v hematologickych laboratorich dva typy automa-
tickych pocitaci — Celloscoppe 101 a TUR ZG 1. Tento stav nelze povazovat za
zcela pfiznivy. Bylo by zadouci vybavit viechny laboratofe nejvhodnéjimi pfi-
stroji a zajistit operativni servisni sluzbu. NaSe prace chtéla pfispét do diskuse
k této problematice.

Vysledky, kterych bylo dosazeno v prvni ¢asti prace, ukazuji, Ze stanoveni

po¢tu krevnich bunék — v mnaSem pfipadé leukocyti — pomoci automatickych
pocitact je vysoce efektivni a perspektivni. Spolu s dal§i mechanizaci, jak jiz
bylo vzpomenuto — automatické pipety, tfepacky ap. — zvysu]e az Ctyfnasobné

kapacitu hematologické laboratore. -
Srovndni provozni presnosti zkouSenych automatickych pocitact ukézalo,
e vSechny pracuji pfesnéji nez Biirkerova komirka. Uréité zjisténé rozdily z hle-
diska provozniho maji nepatrny vyznam, nebot u zadného piistroje neptfesahla
smérodatna cdchylka aritmetického priméru 15 respektive 10 méfeni == 500 bu-
nék. Posoudime-li dalsi statisticky vypoctené hodnoty — stfedni chybu aritme-
tického priméru a variacni koeficient — je i v téchto pripadech presnost poéitacii
nejméné dvakrat vyss$i ve srovnani s Biirkerovou komurkou. V podstaté shodnych
vysledk v podobném srovndni dosdhli Gonye, Horvath (1971), kteri
srovnavali §védsky Celloscoppe 101, TUR ZG 1, Microscale a Picoscale P-03.
V druhé ¢asti prace, vénované studiu protisrazlivych prostfedkd pfi praci
s automatickym pocitacem, bylo zjisténo, ze optimalnich vysledkid bylo dosazeno
s témi krevnimi zvorky, které byly konzervovany chelatonem III s formalinem.
V tomto piipadé muzeme skutecné hovorit o stabilizované krvi, nebof pokles
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leukocyttt za 24 hodiny od odbéru byl u zdravé krve jen 3,6 % a u leukdzni
dokonce jen 1,4 %. Za 48 hodin byl pokles jen 0,1 % u zdravé krve a u krve
leukézni dokonce zvySeni proti vychozim hodnotam derstvé krve o 2,2 %. Tato
skuteénost je v kazdém sméru pozoruhcdna a byla zaznamenana jiz v praci
Tolle, Jahnke (1965). Tuto skutecnost vysvétlujeme tim, Ze v procesu
starnuti krve dochazi pfedevsim k rozpadu granulocytl, pfi¢emZz jednotlivé frag-
menty jejich jader jsou automatickym pocitatem registrovany. Tim také se vy-
svétluje, pro¢ je za urcitych okolnosti mozné za 24 hodiny a hlavné za 48 hodin
po odbéru krevniho vzorku naméfit vyssi pocty leukocytd, nez byly hodnoty
vychozi.
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F'OPUPEK B., ATCOII TII. (Beimnmas mkoJa BeTepMHapHO# MennuuHsl, BpHo, UYexocnosakus).
Hekoropsie naunble, moayuennsle B 0671acTH NpHMeHEHHs aBTOMATHYeCKHX cueruukos Coulter
Counter, Celloscoppe 101, TUR ZG 1 Picoscale B reMaronoruueckoM IMarHOCTHPOBAHMH
neiikosa KpymHoro poratoro ckora. Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 511-516, 1972.

[Tposepanu NPUMEHHMOCTh aBTOMATHYECKMX CUETUMKOB KpoBsHLIX kierok Coulter Counter,
Celloscoppe 101, TUR ZG 1 Picoscale nns MaccoBoil reMaTOJIOTMYeCKOil NMATHOCTHKM Jeii-
KO3a KPYyIHOTO pOratoro CKOTa, KOTophie nocTuraior Gonblneif TOYHOCTH, 4yeM KaMepa bBiopkepa,
M CYUIeCTBEHHO TOBLILIAIT €MKOCTh reMarosnoruueckoit saboparopun. Ias paboTsi co cyeTymKaMu
xopomo cebs onpasnajso npuMeHeHHe cTabHJIN30BaHHON KpoBM mpu nomouiu xesnarona III ¢ ¢op-
MaJIMHOM.

KPYNHBIIT poraTeiif cKoT; apromatnueckue cuerdnxu uactui; Coulter Counter; Celloscoppe 101;
TUR ZG 1; Picoscale; ieiikos KpylnHOro poraToro CKOTa; KpOBb

HOFIREK B., JAGOS P. (University School of Veterinary Medicine, Brno, Czecho-
slovakia). Use of the Automatic Counters Coulter Counter, Celloscoppe 101, TUR
ZG 1 and Picoscale in Hematological Diagnosis of Leucosis in Cattle. Vet. Med.
(Praha) 17 (9) :511-516, 1972.

A trial was undertaken to check the automatic blood-cell counters Coulter Counter,
Celloscoppe 101, TUR ZG 1 and Picoscale as to their suitability to mass hematolo-
gical diagnosis of leucosis in cattle. In comparison with Biirker's cell, higher accuracy
is obtained when the automatic counters are used. The capacity of the hematological
laboratory is considerably increased. The use of blood stabilized with chelatone III
and formalin gave good results in the work with the automatic counter.

cattle; automatic blood-particle counters: Coulter Counter: Celloscoppe 101; TUR
ZG 1. Picoscale; leucosis in cattle; blood

HOFIREK B. JAGOS P. (Veterinirmedizinische Hochschule, Brno, Tschechoslowa-
kei). Anwendung automatischer Zdahlmaschinen Coulter Counter, Celloscoppe 101,
TUR ZG 1 und Picoscale in hdmatologischer Diagnostik der Rinderleukose. Vet.Med.
(Praha) 17 (9) : 511-516, *1972.

Es wurde die Anwendbarkeit der automatischen Blutzellenzidhler ,Coulter Counter,
Celloscope 101, TUR ZG 1 und Picoscale* zu Zwecken der hidmatologischen Massen-
diagnostik der Rinderleukose nachgepriift, die im Vergleich zur Bilirkerkammer eine
groflere Genauigkeit erzielen und auf wesentliche Weise die Kapazitit des hidmato-
logischen Laboratoriums erhohen. Fiir die Arbeit mit dem automatischen Zidhler
bewihrte sich die Anwendung des mit Chelaton III und Formalin stabilisierten
Bluts.

Rind; automatische Teilchenzihler; Coulter Counter; Celloscoppe 101;: TUR ZG 1;
Picoscale; Rinderleukose; Blut

Adresa autoru:
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STANOVENI KONCENTRACE KYSLICNIKU VE STAJOVEM VZDUCHU
DETEKCNIMI TRUBICKAMI CO; — TYP 19,

K. Kubiéek, J. Liskova, J. Lisek

Vysokd $kola veterindrni, Brno

KUBICEK K. LISKOVA J. LISEK J. Stanoveni koncentrace kysli¢niku uhli-
¢itého ve stdajovém wvzduchu detekénimi trubi¢kami CO2—typ 1°). Vet. Med.
(Praha) 17 (9) :517-525, 1972.

Byla ovérovana pouzitelnost detekénich trubic CO»—typ 19, ke stanoveni kon-
centrace Kkysli¢niku uhli¢itého ve stajovém vzduchu. Soucasné byla méfena
koncentrace kysliéniku uhli¢itého interferometrem., Vysledky =ziskané obéma
orienta¢nimi metodami byly srovnavany s vysledky ziskanymi metodou titraéni
podle Subbotina — Nagorského, kterou jsme povaZovali za nejpresnéjsi. V la-
boratornich podminkach jsme obdrzeli velmi dobré vysledky pomoci inter-
ferometru, kdy v 85,79, pfipada byl rozdil v porovnani s titraci mensi nez
30", a rozdil mezi obéma soubory vysledk(i byl statisticky neprtkazny. De-
tekénimi trubi¢ckami byly ziskany horsi vysledky. Jen v 56,59, pripadi ne-
prekro¢il rozdil v porovnani s titraci pripustnou toleranci 309, a rozdil mezi
soubory vysledku byl vysoce statisticky prukazny. V praktickych podminkach
byly mezi vysledky zjisfovanymi obéma orientaénimi metodami a mezi me-
todou titra¢ni vétsi rozdily nez v podminkach laboratornich. Rozdil mezi hod-
notami zjisténymi trubi¢kami a titraci byl vysoce statisticky prukazny a jen
v 30,6, ptipadi neptekroc¢il toleranci 307, V pirevazné vétsiné piripada
(v 90,37, byly trubiékami namérené koncentrace vyssi oproti hodnotam zjis-
ténym titraci. Rozdil mezi koncentracemi ziskanymi interferometrem a titraci
byl statisticky nepriikazny a v 54,2') neptekro¢il pripustnou hranici 30 Y.
Detekéni trubiécky COz—typ 19, neni mozné doporucit pro objektivni zji§fo-
vani koncentrace kysli¢niku uhli¢itého ve stdjovém vzduchu. MuzZeme jimi pouze
velmi hrubé zjistit, zda mnozstvi Kkysli¢niku uhli¢itého se pohybuje v mezich
pripustnych hodnot nebo zda je prekracuje. V pripadé, Ze trubi¢kami pro-
kazeme hodnoty vySsi nez pripousti normy, je doporucitelné podle potreby
stanovit koncentraci nékterou z presnych laboratornich metodik. Z orientaénich
metod nami zkoumanych se ukazala jako presnéjsi metoda interferometricka.

kysliénik uhli¢ity; stajovy vzduch: zjisfovani; detekéni trubicky

Kysliénik uhli¢ity je stidlou primési vzduchu v mnozstvi 0,03 az 0,04 %
cbj. Jeho koncentrace se ve volné piirodé téméf neméni. Podle Symona
a kol. (1954) byly nalezeny stejné hodnoty ve mésté jako na venkové, na horach
jako v udolich, pfed padesati lety jako dnes. Jen nékteré meteorologické vlivy,
rapt. mlhy, pfechodné méni mnozstvi kysli¢niku uhli¢itého ve vzduchu.

Mohutnym zdrojem kysliéniku uhli¢itého ve stdjovém vzduchu jsou ustdjena
zvifata. Jednotlivé druhy a kategorie hospodarskych zvirat produkuji dychanim
mnozstvi kysli¢niku uhli¢itého, cdpovidajici jejich metabolismu. Uréité malé
mnozstvi kyslicniku uhli¢itého vznikd kvasnymi pochody ve stfevech a stelivu.
Jeho koncentrace ve stidjovém vzduchu je zpravidla vy$si nez ve venkovnim
vzduchu (Hojovec a kol 1969).
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ON 734502 (1968) uvadi podle druhu a kategorii zvitat pfipustnou kon-
centraci kysliéniku uhli¢itého ve stajovém ovzdusi 0,1 az 0,3 % obj.

Podle Frainka a kol. (1965) nepiisobi kysliénik uhli¢ity pfi béZnych
stdgjovych koncentracich toxicky a nema pfimé ucinky na fyziologické funkce
organismu. Hojovec a kol. (1969) zdaraziiuje, Ze stanoveni koncentrace
kysliéniku uhli¢itého ma vyznam nepiimy a jeho koncentraci chidpeme jako indi-
kator vymény vzduchu. Pfekracuje-li koncentrace kysli¢niku uhli¢itého hygie-
nicky ptipustnou hodnotu, je mozné konstatovat nedostatetnou vyménu vzduchu
ve stdji, kterd je zpravidla doprovazena i vysokou relativni vlhkosti a zvySenou
koncentraci ostatnich toxickych plynt. Kysliénik uhli¢ity je vhodnym indikatorem
vétrdni zejména proto, Ze jeho koncentrace ve vzduchu pfivadéném do stije
vétranim je témér stala (0,03 % obj.). :

Koncentrace kysli¢niku uhli¢itého se stanovi podle Rosochy a kol
(1967) orienta¢nimi nebo analytickymi metodami. K orienta¢nimu zji§téni kys-
liéniku uhli¢itého doporucuje metodu s pouzitim pristroje Labora Simplex IIT A
s adaptérem a ampulkami. Ampulky, které byly pro tuto metodu jednorazové
vyrobeny, jsou spotfebovany a toho ¢asu neni k dispozici vhodnd orientacni
metoda pro stanoveni koncentrace kysli¢niku uhlicitého ve stdjich. V na$i praci
jsme se proto zamérili na ovéreni pouzitelnosti detekénich trubicek na kyslic-
nik uhli¢ity — typ 1 %, které jsou uréeny pro zji§tovani koncentraci kysli¢niku
vhli¢itétho od 1% do 18 % ve spalinich (ve vylukovych nebo koutovych
plynech). '

MATERIAL A METODY

Koncentrace kysli¢niku uhli¢itého byla méfena soucasné a ve stejném misté

a) detekénimi trubickami na CO; — typ 1 %,

b) interferometricky ptistrojem Riken Gas indicator type 21 — japonské
vyroby,

c) analytickou titraéni metodou podle Subbotina-Nagorského.

a) Byly pouzity detekéni trubicky na CO, — typ 1 % vyrobni §arze 49 spolu
s nasavacim zafizenim Universal typ 66 (obr. 1). MéFili jsme podle navodu
pro detekéni trubicky a podle ndvodu pro nasidvaé. Aby bylo umoZznéno odecitini
niz§ich koncentraci, které ve stdjich pfichazeji v tvahu, byl postup zménén
v tom, Ze zkouSeny stdjovy vzduch byl prosit detekéni trubici nikoliv jednim
zdvihem nasdvace, jak doporucuje navod, ale deseti zdvihy a vysledna hodnota
byla délena deseti.

b) Interferometricky pfistrojem Riken Gas indicator type 21 (obr. 2) bylo
méfeno podle navodu.

c) Pfistrojové vybaveni potfebné k titraéni metodé podle Subbotina-
Nagorského je ziejmé z obr. 3 a 4. Princip této metody je zaloZen na
vyvazani kysli¢niku uhli¢itého ze znamého objemu vzduchu na hydroxid barnaty
o zndmém titru. Vznikne ve vodé nerozpustny uhli¢itan barnaty, ¢imz se titr
hydroxidu barnatého snizi. Z rozdilu titru hydroxidu barnatého pfed vyvdzdnim
kysli¢niku uhli¢itého a po ném se stanovi mnozstvi kysliéniku uhli¢itého. Pt¥esny
popis metodiky uvddi Skorochodko a kol. (1953).

Mé¥ili jsme:

v laboratofi, ve které byla ménéna koncentrace kyslicniku uhli¢itého pfi-
pousténim z bomby,

v praktickych podminkach.
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1. Deteké¢ni trubic¢ka na
CO2 — typ 1%, s na-
savacim zarizenim Uni-
versal typ 66

Wwf KHES Q8.3

2. Japonsky ptistroj Ri-
ken Gas indicator type 21

3. Pristrojové vybaveni
potirebné k titra¢ni me-
todé podle Subbotina-
-Nagorského
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4. Pristrojové

trebné Kk titracni

vybaveni po-
metodé po-

dle Subbotina-Nagorského

Pti hodnoceni byly hodnoty zji§téné analy-
tickou titraéni metodou pocdle Subbotina-Nagor-
ského brany jako nejpfesnéjsi a s nimi byly
srovnany koncentrace naméfené detekénimi tru-
bickami a interferometrem.

Srovnani bylo dvoji:

1. Bylo vypocitano, o kolik procent se vy-
sledky ziskané orienta¢nimi metodami li§i od vy-
sledki ziskanych titraéni metodou a branych
za 100%. Déle bylo absolutnimi a relativnimi
hednetami vyjadfeno, kolik hodnot namétrenych
trubickami resp. interferometrem se lisilo proti
vysledkiim zji§ténym titraci o méné nez 30 %,
o vice nez 30% a méné nez 60%, o vice nez
60%, a méné nez 90% a kone¢né o vice nez
90%. Bylo piihlédnuto také k tomu, zda hod-
noty byly vyssi nebo niz§i v porovnani se za-
kladnimi hcdnotami zji§ténymi titraci.

2. Statisticky pomoci ¢ testu byly srovnany

soubory vysledki zjisténé trubickami resp. interferometrem se souborem vysledkii
ziskanych titraci.

VYSLEDKY

Vysledky ziskané v laboratornich podminkach shrnuje tab. I. Z tabulky
vyplyva, Ze koncentrace kysliéniku uhli¢itého, zjisténé detekénimi trubickami,
byly ve 14,2 % ptipadid shodné, ve 42,3 % pripadii neptekroéil rozdil béznou
toleranci 30 %, ale ve 42,3 % pripadii byl rozdil v porovnani s titraci vyssi ne
30 %. Ani v jednom piipadé rozdil neprekro¢il hranici 60 %. Pfevazna vétsina

1. Vysledky ‘v laboratornich podminkach

Detekéni trubicky Interferometr
. rozdil oproti rozdil oproti
Ves séggé?m titraci titraci
celkem celkem
nad 30 9% nad 30 %,
do 30 % do 60 %, do 30 % do 60 %,
Shodné 2 14,29 | — -
Vyssi 11 786% | 5 6 8 51 % | 7 1
Nizsi 1 7,2 % — 6 42,9 9% 5 1
Celkem 14 6 6 14 | 12 2
100 9%, 42,3 9% 42,39% | 100 9% 85,7 %| 14,3 9%
t= 372 (2,16 —3,01) t = 1,34 (2,16—3,01)
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hodnot (78,6 %) naméfenych trubi¢kami byla ve srovnéni s titraci vy$si. Rozdil
mezi vysledky ziskanymi detekénimi trubickami a titraci byl vysoce statisticky
priukazny. Vypocitand ¢ hodnota 3,72 je vyssi nez tabulkovd hodnota 3,01.

Interferometrem naméfené hcdnoty se v 85,7 % ptipada lisily od hodnot
zjisténych titraci o méné nez 30 %, coz je tolerance, se kterou se u orienta¢nich
metod bézné poéita. Jen 14,3 % vysledkd se lisilo proti titraci o vice nez 30 %,
ale ani v jednom piipadé rozdil neptekrocil 60 %. Zhruba ve stejném poétu
pfipadi byly interferometrem namétfeny hodnoty vy$si (57,1 %) a nizsi
(42,9 %). Rozdil mezi hodnotami naméfenymi interferometrem a titraci je sta-

tisticky neprtikazny, nebof vypoc¢itana ¢ hednota 1,34 je nizsi nez hodnota ta-
bulkovd 2,16. [

V praktickych stajovych podminkach se vysledky naméfené detekénimi
trubickami i interferometrem v porovnani s hodnotami ziskanymi titraci liSily
yyraznéji nez v laboratornich podminkach. Vysledky jsou shrnuty v tab. IT a III.

Z tab. Ila je zfejmé, ze konccntrace zjisténé detekénimi trubickami se ve
2,8 % pripadi sh dcvaly, ve 27, 8 % lisily o méné nez 30 %, v 31 9 % se llSlly
o vice nez 30 % a méné nez 60 % a ve 222 % o vice nez 60 % a méné nez
90 % a dokonce v 15,3 % byl rozdil vy$si nez 90 % v porovnani s vysledky
zxskauyml titraci. V prevazné vétsiné ptipadd, tj. v 90,3 %, byla naméfena
trubickami koncentrace vys$§i nez je koncentrace zjisténa titraci. Rozdil mezi
vysledky ziskanymi detekénimi trubickami a titraci byl vysoce prikazny —
t = 3,16 bylo vy$si nez tabulkovda hodnota 2,63.

Z tab. IIb vyplyva, ze hodnoty stanovené interferometrem byly ve 4,2 %
piipad shodné, v 50 % se ligily o méné nez 30 %, v 38,9 % ptipadt se lisily
o vice nez 30 % a méné nez 60 % a v 6,9 % byl rozdil vyssi nez 60 %. Ani
v jednom pfipadé rozdil nepiekrocil hranici 90 %. V 70,8 % piipadi byly
interferometrem naméfeny koncentrace niz§i nez metodou titra¢ni. Rozdil mezi
souborem vysledki ziskanych interferometrem a titraci je statisticky nepritkazny.
Vypocitand ¢ hednota 1,17 je niz8i nez hodnota tabulkovd 1,92.

II. Vysledky v praktickych stajovych podminkach

a)
Detekéni trubicky
Ve srovnani rozdil oproti titraci
s titraci Ik
celkem a7 &
oo | o | ok | wason
Shodné 2 2,8 %
Vyssi 65 90,3 % 15 23 16 11
Nizi 5 6,9 % 5 = . .
Celkem 72 20 23 16 11
100 % 27,8 % 31,9 % 22,29, 15,3 %
r =316 (1,92—2,63)
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b)

Interferometr
Ve srovnani rozdil oproti titraci
s titraci Ik
celkem
nad 30 9% nad 60 9, "
d030% | ‘4060% | do90% | Ped%0%
Shodné 3 4,2 9,
Vyssi 18 25,0 % 13 5 - -
Nizsi 51 70,8 % 23 23 5 —
Celkem 72 36 28 5 -
100 9% 50 % 38,9 % 6,9 % -
r= 1,17 (1,92—2,63)
III. Vysledky v praktickych stajovych podminkach
a)
Detekéni trubicky
Koncentrace CO2 Pocet rozdil oproti titraci
stanovené titraci stanoveni
g , | nad 30 % | nad 60 %
shodné | do30 9, do 60 % | do90 % nad 90 9%,
0 —0,109% 9 100 9% — — 22,3 % 22,3 9% 55,4 %,
0,11—0,20 9, 30 [100 9% 3,3 % 30,0 % 26,6 9% 23,3 9%, 16,6 %
0,21 —0,30 9%, 22 |100 9, — 31,8 9%, 40,9 % | 22,7 9% 4,5 9%,
0,31 —0,40 %, 10 |100 9%| 10,0 9% 40,0 9, 30,0 9, 20,0 9% —
b)
Interferometr
Koncentrace COs Pocet rozdil oproti titraci
stanovené titraci stanoveni
" d 30 % d 60 9 ;
shodné do 30 °© () ndao 60 (52)0 ndao 90 r}(:) nad 90 (:/6
0 —0,109% 9 |100 9, - 44,4 9, 44,4 9 11,1 % —_
0,11—0,20 9, 30 [100 9| © 3,3 53,39 | 36,6 % 6,6 % 2=
0,21—0,30 9, 22 (100 9| 9,0 45,5% | 40,99 4,59, =
0,31 —0,40 2, 10 | 100 9, — 50,0 %, 40,0 9, 10,0 % -
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Z tabulky IIla, b mtzeme posoudit rozdil mezi koncentracemi kysli¢niku
uhlic¢itého, prokazovanymi trubi¢kami resp. interferometrem v porovnani s tit-
raci s prihlédnutim k rtznému mnozstvi kyslicniku uhli¢itého ve vySetfovaném
stajovém vzduchu. Zatimco v tab. IIla je naznacen zfetelné sklon ke zmenS$o-
vani se rozdilu mezi trubi¢kami a titraci s ptibyvajicimi koncentracemi kysli¢-
niku uhli¢itého ve vySetfovaném vzduchu, vidime, ze z tab. IIIb nemtizeme
zjistit zfetelny rozdil ve vysledcich ziskanych interferometrem a titraci v zavis-
losti na pfibyvajicich koncentracich kysli¢niku uhli¢itého ve lvyéetfovanc’:m
vzduchu. ;
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KYBUYEK K., JIHCKOBA .M, JIUCEK W. (Briummas mkona perepuHapHOii MenuiMun, BpHo
Yexocnopakus ). Onpenenenne KOHI[EHTPALMHM YIJIEKHCAOrO0 rasa B BO3AyXe KHBOTHOBOAUECKOTO
TIOMelleHHA NPH ToMOmIHM AerekTopHeix Tpy6ox CO2 — tunm 1Y Vet. Med. (Praha) 17 (9):
517-525, 1972.

[lposepsanu npuromsocts nerekTopHpix Tpy6ok CO2 — tun 10/ mas onpenenenns KouueHTpalun
YIJIEKMCJIOTO T'a3a B BO3IMyXe >KMBOTHOBOAYECKOrO IIOMeIjeHMs. B To ’Ke BpeMs H3Mepsili KOH-
UIeHTPALMIO YIJIEKHCJIOr0 TIasa TpM moMolu HHTeppepomerpa. Pesysnbrarsi, nojydeHHbie € T10-
MOIIIbIO oboux OpHeHTHpoBOHHIﬂX MeTounOB CpaBHHUBAJHCh C peayanaTaMH, npnoﬁpeTaeMb[MH no
wuTpoBasbHoMy Mertony Cy66oruna— Haropckoro, KoTopseiit cunrascs HauBosee TouHmM. B a-
50paTOPHBIX yCNOBMAX MBI IIOJY4YHMJIM O4eHb XOpPOLIME pe3yJbTaThl NPH NOMOILKM MHTepdepoMerpa,
koraa B 85,7 V) cayuaes pasHMua 1o cpasHeHMio ¢ TuTposaHMeM Gnina nHa 30 Y/, Menbuwe, a pas-
Huma Mexay obeMMH TPyNmaMM pesyJbTaTOB — CTATHCTHYECKH HelocrtosepHa. Ilpu mcrosbsosa-
HUM IeTeKTOPHHIX TPYBOK peayabrater xys:ke. Jlmmbs B 56,50y cayuaes pasunua (mo cpaBHeHuHio
¢ TUTpauMeir) He npesmicusa pomyctumylo rtosepantsHocts 309, a pasHuua Mexay rpynnaMu
Pe3yJIbTaTOB BLICOKONOCTOBEPHA. B IIPaKTHYeCKMX YCJIOBMAX MeKLy pe3yJbTaTaMi, oOlpeleJise-
MLIMM 110 OGOMM OpPHEHTHPOBOYHLIM- METONAM, M MeKIy THTPOBAJLHBIM METONOM YCTaHOBJIEHbI
6onbmue pasauums, deM B JaGOPATOPHBIX yCaOBMAX. PasHHIIa MeXIy BeJHYNHAMM, yCTaHOBJIEH-
HBIMM 1pH ToMolnu Tpy6oK M THTpaumu, BhicoKopocTosepHa u auub B 30,6 9/) cayuaes ne mpe-
epimaer tonepantHoets 30 . B Gonpmumcrse (90,3 9/)) cayuaes npomepeHHbie mpu TOMOLIM
Tpy6OK KOHIIEHTPAI[MM IpPEBbIIAJH BeJHYMHDbl, YCTAHOBJIEHHLIE I1yTeM THTpoBaHus. PasHuua
MeXIy KOHIIEHTPAIMAMH, ONpelejeHHbIMH IyTeM HHTepdepoMeTpa, M THUTpalHel CTaTHCTHYECKH
senocroepia u B 54,2 0y cayuaes me npessimaer nonycrumylo rpamuny 300/, Ierexrophbie
tpybku CO2 — rtun 19/, He pexomennyioTcst miasi OBBEKTHBHOTO OMpelNejeHHs KOHILEHTpalHu
YIJIEKHCJIOTO Trada B BO3AyXa >KMBOTHOBONYECKOTO mOMelfeHns. IIpM MX NOMOIIH MOXKHO JIMIIb
OYeHb INpPHUGIM3NUTENBHO OIpPeNeNUTh, HAXONMTCA JIM KOJHMYECTBO YTJEKHCJOro rasa B Iipenenax
NOMyCTHMBIX BEJMYHH MJIM JKe MX IpeBblaeT. ECJAH ero KOJHYECTBO IIPEBHINIAET JIOMYyCTHMYIO
HODMy,  PEKOMEHIYeTCsl ONpeNeJUTh COTJACHO TOTPeGHOCTAM €ero KOHLEHTPALMI0 IpH TOMOIIH
HEKOTOpOif M3 TouHpix Jaboparopubix Mmeroauk. Cpean HCHBITAHHLIX HaMu MeTonos Gosee TOY-
HBIM OKasajcsi MHTeppepOMeTPHYeCKUH MeTOL.

yI‘JleKHCJ'lblll;l ras; -BO3LYyX KHBOTHOBOAYECKOIO IIOMEUIEHHA; OIIpellesieHHe; IeTEeKTOpPHbIe prGKH
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KUBICEK K. LISKOVA J., LISEK J. (University School of Veterinary Medicine
Brno, Czechoslovakia). Usability of Detection Tubes CO2—Type 1Y/, for the Assess-
ment of Carbon Dioxide Concentrations in the Air of Stables. Vet. Med. (Praha) 17
(9) : 517-525, 1972.

There has been verified the possibility of using detection tubes CO2—type 1Y,
for the determination of carbon dioxide values in the air of stables. Simultane-
ously, there were also made measurements with interferometers. The results ob-
tained by these two assessment methods were compared with the values of the
titration test according to Subbotin-Nagorsky, considered by us as the techni-
que offering the highest accuracy. In laboratory conditions we obtained very good
results with the use of interferometers. In 85,7%, out of the total number of cases,
the differences between the results compared with the titration test remained
below the abmissible limit of 309, and between the two sels of records
the differences were not statistically significant. Measurements made with
the aid of detection tubes proved to be less accurate. In only 56,5°, of the total
number of cases, the differences between the obtained values and the titration
test did not exceed the accepted norm of 30Y, and the differences between the
groups of results proved statistically highly significant. The data obtained by the
two orientation methods differentiated from the titration values more significantly
in field conditions than in the laboratory. The. differences between the values
registered by the detection tubes and the titration test are statistically highly
significant and only in 30,6 %, of the total of cases the tolerance limit (30°,) has
not been surpassed. In the overhelming majority of cases (91,39, there were
measured superior carbon dioxide concentrations compared with the titration test.
The differences between the measurements by the interferometers and the titration
test values were statistically not significant and in 54,29, of the cases the tolerance
limit of 309, has not been exceeded. The use of detection tubes CO2—type 1Y/,
cannot be recommended for objective evaluations of carbon dioxide concentrations
in the air of stables where cattle in housed. This method serves only for making
rough estimates in order to investigate whether the CO:2 concentrations are still
within the accepled norm or have surpassed the tolerance limit. If by detection
tubes there are registered values superior to the norm, we recommend to use,
il necessary, one of the more accurate laboratory methods for the two orientation
methods described by us, measurements by interferometers proved to be more effi-
cient, offering higher accuracy in results.

carbon dioxide; air in stables; assessment; detection tubes

KUBICEK K. LISKOVA J., LISKA J. (Veterinirmedizinische Hochschule, Brno,
Tschechoslowakei). Die Bestimmung der Konzentration von Kohlenoxid in der
Stalluft mittels CO2— Detektionsréhren Typ 19,. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :517-525,
1972,

Man {(berpriifte die Verwendbarkeit von CO2— Detektionsrohren—Typ 19, zur
Bestimmung der Konzentration von Kohlendioxid in der Stalluft. Gleichzeitig wurde
die Kohlendioxid-Konzentration mittels Interferometer gemessen. Die durch diese
beiden Orientierungsmethoden erreichten Ergebnisse wurden zu den Ergebnissen
der Titrationsmethode nach Subbotin-Nagorski, die wir fiir die genaueste
hielten, verglichen. Bei Laborbedingungen gelangten wir zu sehr guten Ergebnissen
mittels Interfercmeter. wo in 85,7", der Fille der Unterschied im Vergleich zur
Titration geringer als 30", war; der Unterschied zwischen beiden Gesamtheiten
der Resultate war statistisch unsignifikant. Mittels Detektionsréhren gewann man
schlechtere Ergebnisse. Nur in 56,59, der Falle iiberstieg der Unterschied im Ver-
gleich zur Titration die zuldssige Toleranz von 309, nicht und der Unterschied
zwischen den Gesamtheiten der Ergebnisse war statistisch hoch signifikant. Unter
praktischen Bedingungen bestanden zwischen den durch die beiden Orientierungs-
methoden und der Titrationsmethode ermittelten Ergebnissen groflere Unterschiede,
ale es bei Laborbedingungen der Fall war. Der Unterschied zwischen den mittels
Rohren ermittelten Werten und der Titration war statistisch hoch signifikant und
tiberstieg nur in 30,6") der Fille die Toleranz von 309, nicht. In iiberwiegender
Mehrheit der Fille (in 90,3 °) waren die mittels Rohren gemessenen Konzentrationen
hoher im Vergleich zu den mittels Titration festgestellten Werten. Der Unterschied
zwischen den mit dem Interferometer gewonnenen Konzentrationen und der Titration
war statistisch unsignifikant-und tberstieg in 54,29, der Fille die zulissige Grenze
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von 30", nicht. Die CO2 — Detektionrohren — Typ 1!, konnen f[iir objektive Er-
mittlung der Konzentration von Kohlendioxid in der Stalluft nicht empfohlen
werden. Man kann diesen in einem nur #dullerst annidhernden Malle f[eststellen, ob
sich die Kohlendioxidmenge innerhalb der zuldssigen Werte bewegt, oder ob diese
Werte iiberschritten werden. Im Falle, wenn mittels der Rohren hohere Werte, als
die Normen gestatten, nachgewiesen werden, ist es empfehlenswert, ja nach Bedart
die Konzentration mittels einer der genauen Laboratoriumsmethodiken festzustellen.
Von den von uns Uberpriiften Orientierungsmethoden erwies sich die interfero-
metrische Methode als die genauere.

Kohlendioxyd; Stalluft; Ermittlung; Detektionsrohren

Adresa autoru: -

MVDr. K. Kubic¢ek, CSc., MVC. J. Liskova, MVC. J. Lisek, Vysoka skola
veterinarni, Brno, Palackého 1-3
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RECENZE

XIITH EUROPEAN CONFERENCE ON ANIMAL BLOOD GROUPS AND
BIOCHEMICAL POLYMORPHYSM

Vyd. Akadémiai Kiadd, Budapest, 1972; 628 str.

Evropska asociace pro krevni skupiny a biochemicky polymorfismus zvirat po-
rada pravidelné kazdé dva roky védeckou konferenci, kde jsou uverejnovany nej-
novejsi poznatky ziskané ve vyzkumu krevnich skupin a biochemického polymorfis-
mu télnich tekutin zvirat. XII. konlerence se konala 6. az 11. ¢ervence 1970 v Bu-
dapesti pod patronaci ministerstva zemeédélstvi a vyzivy MLR, Madarské akademie
véd a Vysoké skoly veterinarni v Budapesti.

Prednesené prace jsou tématicky usporadany do nasledujicich skupin: I. Obecné
shrnujici prednasky vSeobecného zajmu a skupina experimentalnich praci o krev-
nich skupinach a biochemickém polymorfismu, rozcélenénych podle zvirat na kapi-
tolu II. skot, III. prasata, IV. drabez, V. koné, VI. ovce a kozy, VIIL ryby, VIII. ex-
perimentalni zvirata (hlavé krysy, mys$i a kralici), IX. ostatni zvirata.

Jak lze ocekavat podie hospodarského vyznamu uvedenych zvifat, je nejveétsi
pozornost vénovana zejména prvnim skupinam, tj. skotu, prasatim a dribezi. Nelze
véak nezduraznit i vyznam a podstatny prispévek predevsim ¢s. autortt v ¢asti
o experimentalnich zviratech. Vysledky v této oblasti zasahuji sice prevazné pro-
blematiku zakladniho vyznamu, ale predstavuji nutnou experimentalni praci, ktera
je nezbytna pro poznani vlastnosti zejména histokompatibilnich antigen(, jejichz
vyznam pro iransplantaci organa a tkani obecné je zrfejmy.

Vétsina praci ma dobrou experimentdalni uroven a prinasi rfadu novych poznatkl
v imunogenetice krevné skupinovych systému u zvirat, jejich genetickych vlast-
nosti, frekvenci antigent v populacich, struktufe urcujicich geneticky lokt, cha-
rakteristice krevné skupinovych lokt rGznych regionalnich lokl, jakoz i slozitosti
bilkovinnych komponent télnich tekutin, jako jsou transferiny, albuminy, isopreci-
pitiny, beta-lipoproteiny, esterazy, hemoglobin aj. Je prizna¢né, ze rada autora se
stale zabyva otazkou nalezeni mozného vztahu mezi studovanymi antigeny a nékte-
rymi uzitkovymi znaky, jako je heterdzni efekt, fertilita produkce a vaha vajec
apod. Vysokou uroven praci potvrzuji i jména dobre znamych autort, jako je prof.
Stormont, dr. Briles, dr. McDermid, dr. Matousek, dr. Oosterlee, dr. Gasparski a rada
dalsich.

Sbornik jako celek je souborem predevsim experimentdlnich praci, i kdyz
pravé jedna z uvodnich prednasek (dr. Robertson) o limitaci vyzkumu bilkovinného
polymorfismu velmi kriticky hodnoti doposud ziskané mnozstvi informaci v tomto
choru a obratné vyjadruje svou obavu o dalsi osud zminéné problematiky. .Je ne-
bezpec¢i, ze pro stromy nebude vidét les® Tika podle prislovi dr. Robertson a dopo-
ruc¢uje ,obratit pozornost na les a prestat hledat dalsi a dalsi stromy*“.

Pres tuto kritickou pripominku, kterou jsem povazoval za nutné v recenzi
uvést, lze sbornik doporuéit jako vysoce hodnotnou publikaci na$i odborné veiej-
nosti, z niZ budou cerpat informace nejen specialisté pracujici v oboru, nybrz i rada
dal$ich odbornych pracovniku.

Dr. 1. HloZanek
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IZOLACIA A IDENTIFIKACIA VIBRIO COLI A ,, BORELIAM
PODOBNYCH ZARODKOV“ PRI DYZENTERII OSIPANYCH

H. Krizanova, M. Beseda, Z. Koppel, M, Halasa, J. Horvath

Ustredny S$tatny veterinarny ustav, Bratislava
Vysoka Skola veterinarska, katedra mikrobiologie, KoSice

KRIZANOVA H., BESEDA M., KOPPEL Z., HALASA M., HORVATH J. Izoldcia
a identifikdcia Vibro coli a ,boréliém podobniych zdrodkov* pri dyzentérii osi-
panych Vet. Med. (Praha) 17 (9) :527-538, 1972,

Referuje sa o izolacii Vibrio coli a dvoch typov ,boréliam podobnych zarodkov®
z ¢revného obsahu oS$ipanych postihnutych hnaékami. Maly pocet izolacii nas
neopravnuje tvrdif, ze ide o dyzentériu vibriového alebo boréliového povodu;
na druhej strane nemozno vylucif moznost, Ze tieto zarodky sa moézu za uréitych
okolnosti uplatnif ako podmiene¢ne parogénne agensy. Podavaju sa vysledky
$tudia niektorych biochemickych a kultiva¢ne diferenciaénych testov izolovanych
zarodkov. Ku Kkultivacii ,boreliam podobnych zarodkov* najlepSie vyhovoval
agar pripraveny z mozgosrdcovej infuze ,Difco” (Brain-heart infusion agar
.Difco*) s 20", cerstvej deflibrinovanej baranej krvi, s korekciou atmosféry COa.
Zarodky sa pomnozovali aj v kuracich embryach, dali sa i reizolovaf; zistili sa
aj v priamom mikroskopickom natere z uhynutych embryi. Podla nasich pred-
beznych studii nemozno izolované zarodky ako ,boréliam podobné zarodky*
zaradit medzi niektoré z doteraz znamych borélii, Stidium biologickych a bio-
chemickych vlasinosti, ako aj moznosti ich patogenného uplatnenia pri choreni
oSipanych pokracuje. ’

Dysenteria suis; Vibrio coli; .zarodky podobné boréliam*

V poslednych rokoch sa v literatire stile castejie objavuji pojednania
o dyzentérii oSipanych (hemoragickej gastroenteritide, gastroenterokolitide, atd.)
ako hromadného ochorenia nakazlivého charakteru.

Dyzentériu oSipanych ako prvy v Eurépe opisal Manninger (1944)
a usudzoval na virusovy poévod ochorenia.

Schmid a Klingler (1949) opisali ,moru podobné ochorenie"
osipanych, z ktorych izolovali vibrie, ktoré povazovali — v sulade s nalezom
Doyleho (1945) — za pévodcu ndkazlivej dyzentérie o$ipanych.

Uvedeni autori pozorovali u behinov a star§ich kusov ochorenie, doprevad-
zané hlienovitou az krvavou hnackou. Ochorenie malo subakutny priebeh.

Takéto ochorenie sme v minulosti zistovali aj u nas a stdle sa s nim stre-
tavame. Uz v r. 1957 sa na naSom ustave z takto klinicky chorych izolovali
vibrie, ktoré sa identifikovali ako Vibrio coli (Bystricky, Stricker
1957). : i Y
Soderlind (1957) izoloval z prasiat 44 kmenov Vibrio coli. Pat z tych-
to kmenov pochadzalo z kusov klinicky chorych a 39 z kusov bez priznakov
ochorenia. Pri sérologickej typizdcii s dvomi roznymi antisérami sa kmene za-
radili do dvoch sérologickych skupin. Komplement fixaéna reakcia bola pozitivna
u 28 kmerov.
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Warner (1965) vyvolal experimentalne toto ochorenie suspenziou ¢rev-
nej steny aplikovanou peroralne, ale vyvolal ochorenie aj vibriovou kultiarou
izolovanou a pasdzovanou na kuracich embryach. Nevyvolal vsak dyzentériu
u pokusnych zvierat po aplikacii kultiry pestovanej na umelych zivnych podach.
Kmene sa nedali navzdjom odlisit na zaklade biochemickych reakcii. Sérologické
reakcie poukazovali na antigénnu rozdielnost vacsiny kmenov.

Manninger a Csontos (1965) povazujua za poévodcu nekrotickych
zmien v ¢reve pri dyzentérii prasiat Clostridium perfringens typu C, pricom
pripustaju, ze zakladnym pévodcom moze byt virus.

Kielstein, Linke, Giunther (1971), hoci sa im virus
(PICORNA virus) podarilo vyizolovat, nedokazali tymto virusom vyvolat ty-
pické ochorenie. Tito autori izolovali Vibrio coli z chorych osipanych v 65 %),
zo zdravych v 49 % pripadov. Biochemicky rozoznavaju dva typy Vibrio coli
podla tvorby H:S, ale nimi vyvolané ochorenie nenasvedc¢ovalo pre znamy obraz
dyzentérie. i f

Bugeac (1967) opisal priebeh dyzentérie u piatich kusov oSipanych
vo vahovej kategérii 16— 60 kg. Klinicky sa u nich pozorovala mukohemora-
gickd diarea, neskor$ie dehydréicia organizmu.

Terpstra, Akkermans a Ouverkerk (1968) s materidlom,
pochadzajacim z chorych kusov, vyvolali po 7 az 2ldinovej inkubacnej dobe
u pokusnych zvierat typicky obraz choroby. Autori svoje vySetrenia doplnili
vySetrenim 50 zdravych oSipanych pomocou techniky [luorescentnych protilatok
a iba v jednom pripade zistili v rezoch tieto mikroorganizmy. Aj pri pokuse
s materidlom z autopsii o§ipanych sa dokézala v nickolkych pripadoch pritomnost
horeuvedenych mikroorganizmov.

Kashiovasaki, Namioka, Yabaki (1971) perordlne podavali
Vibrio coli siestim gnotobiotickym prasatam starym tri tyzdne. Za 14 dni zistili
velké mnozstvo Vibrio coli v hrubom creve, ojedinele v zalddku a v tenkom creve;
ostatné organy boli bez vibrii. Prasatd nejavili priznaky dyzentérie. Pri sérofluo-
rescencii sa zistilo velké mnozstvo Vibrio coli v lumene kolénu a céka. Sérologicky
sa zistila za 14 az 21 dni nizka, alebo ziadna protilatkova hladina proti Vibrio
coli.

Fluorescenciou sa zistuja vibrie v mukéznych membrénach po zapalovych
procesoch; autori usudzuji, ze tu hraja rolu nejaké faktory, poskodzujuce epitel.

V poslednom ¢&ase niektori autori upozoriiuji na pritomnost ,boréliam po-
dobnych zarodkov“ (Borrelia like organisms) v sliznici hrubého ¢reva a vo féces
céipanych trpiacich dyzentériou.

Vallejo (1969) zdorazinuje nalez velkého mnozstva typicky ohnutych,
pohyblivych zdrodkov u ofipanych s klinickymi priznakmi dyzentérie, a to v ¢rev-
nom obsahu a v ¢revnom hliene. Pohyb flexiou podporuje nazor, ze uvedené
zarodky postradaja flagely. Autor predpokladd, Ze tieto zarodky maja stvis
s klinickymi priznakmi, kedze tieto komenzale st schopné velmi rychlo sa po-
mnozovat v zmenenych podmienkach ¢reva a mézu sa stat primarne patogénnymi.

Todd a Hunter (1970) zistili ,borélidm podobné zirodky“ ako pred-
chadzajtci autori; tieto sice neboli v Cistej populacii a postadili ich len podla ich
morfologickych vlastnosti. V histologickych prepardtoch nasli tieto zarodky v nor-
mélnej i zmenenej sliznici.

Roberts a Simmons (1970) nasli obdobné zirodky u oSipanych
z ohnisiek, kde sa diagnostikovala dyzentéria.

Espinase a Redon (1970) tiez pozorovali u osipanych postihnu-
tych hemoragickou rektokolitidou zarodky podobné boréliam. Boli pritomné
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v nestdlom mnozstve a mali typicka meriologiu i pohyb. Pohyb. bol dobre vidi-
telny vo fazovom kontraste. Podla tychto autorov hraja tieto zarodky délezit
Giohu pri vzniku dyzentérie o$ipanych.

Senikov (1958) dyzentériu sice povazuje za infekéné enzootické ochore-
nie, avSak s nevyjasnenou etiologiou. Ako etiologicky faktor povazuje aj Balan-
tidium coli.

Andreev (1948) pri vySetrovani ciciakov a odstavéiat postihnutych
nekrotickou dyzentériou izoloval:, Salmonella cholerae suis, Proteus vulgaris,
zarodky zo skupiny Coli-aerogenes, enterokoky, Clostridium perfringens, Coryne-
bacterium pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, B. necrophorus, spirochety a vi-
brie. U chorych i zdravych zistil aj Balantidium coli. Podla autora je primarnym
agensom virus a zarodky maji len ulohu sekundarneho patogénneho c¢initela.
Najvnimavejsie s 6 az 7mesa¢né kusy. Na priebeh nakazy vplyva vyZiva,
zoohygienické pomery v chove a pod. Podobného nazoru je aj Cotterau
(1971).

Aj 49. zasadanie OIE v Parizi 1971 pripasta viacero moznych vyvolava-
telov dyzentérie oSipanych.

MATERIAL A METODY

Uz viac rokov pozorujeme hromadné ochorenie, prevazne vykrmovanych
oSipanych réznych védhovych kategorii, " doprevadzané striedavo nezravostou,
smadom, vidy hnackou s riedkym trusom, sfarbenym do siva, kdvova az hneda,
premiesanym hlienom a niekedy krvou, odlapenym epitelom sliznice, neprijem-
ného zapachu. Teplota iba mierne zvy$ena. OSipané chudna, ale hynutie ne-
prevysuje 5 az 10 %. Choroba ma chronicky priebeh s postupnym ochorenim
dalgich kusov. Zistuju sa recidivy a zastavanie rastu aj po vylieceni.

Patologicko-anatomicky sa zistuje hematologickd difteroidnd gastroenteri-
tida, s prevahcu kolitidy alebo tyflokolitidy. Patologicko-anatomicky obraz je
dost variabilny. Stena hrubého ¢reva zhrubnuta, infiltrovana, s krvavo huspe-
ninovitym exsudatom, miestami s tmavofialovym sfarbenim. Trus riedky, so
stopami krvi a ¢asfami epitelu sliznice, pricom sliznica byva skvrnita az difazne

1. ,Boréliam podobné
zarodky“

Preparat z kultury —
zvacSené 900X
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hemoragicky zapalena, miestami s otrubovite roztrasenymi [ibrinovymi vlo¢kami
a s povrchovou nekrézou epitelu.

Beznou kultiviciou z takto zmeneného creva sa izolovali zvycajne iba za-
rodky E. coli. Nativny preparat zhotoveny z ¢revného obsahu vsak okrem dlhych
tycinek vykazoval aj zarodky, ktoré svojim pohybom a tvarom pripominali vibrie
a niekedy vacsie mikroorganizmy, ktoré svojim vzhladom a pohybom pripomi-
nali ,boréliam podobné organizmy“ (obr. 1).

Z tohoto dévodu sme beznu kultivaciu doplnili tiez kultivaciou v mikro-
acrofilnom prostredi.

Izolacia vibrii sa nam darila, ale k izolacii boréliam podobnych zarodkov se
ukdzal krvny agar, ktory sa pouziva pri kultivacii vibrii, ako nevhodny. Modifi-
kované média podla Todd a Huntera (1970) sme si pre nedostatok
ingrediencii nemohli pripravif. Po mnohych pokusoch sme vypracovali vlastna

metodiku.

METODIKA, IZOLACIA, IDENTIFIKACIA

V kazdom pripade sa napred zhotovil nativny prepardt zo zoskrabu sliz-
nice, riedeny masopepténcvym bujénom o pH 7,2. Preparat sa pozoroval vo fa-
zovom kontraste ,lumipanu® pri zviacseni 10 X 40 X 1,5. V preparate sa pozo-
roval okrem tyc¢inkovitych mikrobov a mikroorganizmov vibriového pohybu
a tvaru aj onen ,hadovity, boréliam podobny“ pohyb a tvar.

Inckulacia sa robila nasledovne: zoskrab ¢revnej sliznice sa inokuloval
priamo na agar z mozgosrdcovej infazie (Brain-heart infusion agar Difco),

I. Vysledky predbezného §tudia niekolkych kmenov Vibrio coli

Pouzité médium ng%igat:;igzgﬁ Reakcia
Brain-heart inf. agar Difco
s 20 9, defibr. baranej krvi s CO» e
Krvny agar (Difco) s 20 9%,
defibr. baranej krvi s CO» +++
Albimi agar (Difco) s CO» +++
Krvny agar aerobne —
Thioglykolatovy bujén ,,Sevac‘
agar ¢. 3 Oxoid, 20 % krvi s CO» +++
Thioglykolatovy bujon s 1 9, KNO, S +
Kazein — hydrolyza + -+
Zltkova reakcia =3 +
Fosfatdza + +
Katalaza s 3 9, H2Os na skielku -+
Cytochromoxidédza ah
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potom sa crevny obsah a zoskrab premie$al s misopeptéonovym bujonom o pH
7,2 v pomere 1 :20 a centrifugoval sa pri 4000/min po dobu 20 mindat. Super-
natant sa inokuloval priamo na uvedeny agar (Brain-heart infusion agar Difco)
a na krvny agar (Blood agar base ¢. 2 Oxoid, neskdér Blood agar base ¢. 2 Difco)
s pridavkom 20 % defibrinovanej baranej krvi v koreldcii atmosféry s COa
pEl 37 %€,

Na podach vyrastali za 48 hed drobné nasedlé kolénie a v nativnom pre-
pardte, zhotovenom z tychto kolénii, sa javil ¢uly vibriovy pohyb. Po niekolkych
diioch kolénie vibrii tvorili zltavy pigment a v nativnom prepardte z nich pri-
pravenom sa zistil uz granularny rozpad vibrii, ktory sa nikdy nepozoruje
u vibrii izolovanych z hovidzieho dobytka.

Vibrie velmi dobre réstli aj na Albimi agar ,Difco”, TKG-agare, priprave-
nom z TKG su$eného bujénu ,Sevac”, ktory sa pripravoval ako pevné médium
s 2 % agaru ¢ 3 Oxoid, s pridavkom 10 % defibrinovanej kralicej krvi a na
agare z mozgo-srdcovej infazie (Brain-heart infusion agar Difco).

Ku kultivacii a k adrzbe kmenov sme viak volili zdklad pre krvny agar ¢. 2
(Blood agar base ¢ 2 Difco ) s pridavkom 20 % defibrinovanej baranej krvi.
Izolované kmene javili rastové a biochemické vlastnosti, ktoré udava tab. L.

Na médiach pripravenych z mozgosrdecovej infdzie (Brain-heart infusion
agar Difco) sa do 2 az 3 dni objavili okrem kolénii beznej flory a vibrii aj
sivasté povlaky s fialovym nadychom (toto zafarbenie sa v dalSej subkultivicii
sirdcalo) o priemere cca 3 aZ 4 mm. V nativnom preparate zhotovenom z tychto
kolonii sa nasli boréliam podobné mikoorganizmy, ktoré na 20% krvnom agare
(Blood base ¢. 2 Oxoid) nevyrastli.

Z podozrivych kolonii sa urobila subkultivdcia, ktora bola na zaciatku
cbtiazna (pokym sa nezistilo, ze tieto zdrodky si vyzaduja vidy derstvo pri-
pravované pddy). Po obdrzani ,¢istej kultiry“ sa potom urobia predbezna a ne-
skor podrobnej$ia §tadia izolovaného kmena.

Nase skusenosti ukazuji, Ze borélidm podobné zarcdky mozno izolovat
najlepsie vtedy, ak médium sa pripravi tesne pred inokulédciou, ak sa toto pouziva
nevysusené a ak sa k inokuldcii pouZije Cerstvy materidl. Vtedy sa borélidm
podobné zdrodky tiez omnoho lepSie rozrastaji a vytvaraja savislé povlaky
(kolénie splyvaji). Aj v nativnom preparate z kultary sa zistovali ¢ulo pohyblivé
zdrodky. Na médiach star§ich ako 24 hodiny (ulozenych v chladnicke) bud

L g

2. ,Boréliim podobné
zarodky“ — kokovité
utvary :
Preparat zo starsej kul- -
tury - zvadésené 900 X %
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tieto zarodky nerastli, alebo rastli v ovela slabsich porastoch, v uzatvorenych
koléniach, mali sniZent pohyblivost a aj rekultivacia bola obtiaznejsia.

Rast zarodkov si vyzadoval zvySenu tenziu CO; v atmosfére. Asi po 4 az
Sdiiovej inkubdcii pri 37 °C sa zarodky rozpadali na velké, kokovité utvary,
podobne ako Vibrio coli. Kokovité atvary viak boli pomerne velké a neskuseného
by viedli k domienke, Zze ide o velké koky (obr. 2). Z takychto star§ich kultar
bola vidy subkultivicia sfazend, alebo tieto zarodky stratili Zivotaschopnost
a nevyrastali. Niekedy sa v nativhom preparite pozorovali zarodky znacne
zhrubnuté a vznikla pochybnost, ¢i ide o tie isté mikroorganizmy. Niekedy pri-
pominali svojim vzhladom az hruskovité, pohyblivé atvary.

Ziskana kultira sa testovala (vhodnost média, porast) takto: Pevné média
vidy v korekcii atmosféry s COz bud s pridavkom 20 % cerstvej defibrinovanej
baranej krvi, alebo bez krvi. I§lo o zarodky vyzadujace krv. Ziskané vysledky
sa uvadzaja v tab. II.

Zarodky sa pomnozovali aj v kuracich embryach; k inokulacii sa pouzila
kultira z mozgosrdcového agaru, suspendovand v misopepténovom bujéne.

II. Vysledky predbezného stuidia kmena ,boréliam podobné zarodky*

. . Vyhodnotenie rastu .
Pouzité médium na pouditom médiu Reakcia -

Brain-heart inf. agar Difco
s 20 9, defibr. baranej krvi ' i)
Brain-heart inf. agar 20 9, defibr.
baranej krvi, §ikmy, zaliaty Brain + 4+ +
hearth inf. a paraf. olejom
Brain-heart inf. Difco s Ionagar ¢. 2.
Oxoid, 20 9, defibr. baranej krvi oo
Krvny agar (Difco) 20 %, defibr.
baranej krvi +
Krvny agar aerobne —
Albimi agar Difco +
Kazein — hydrolyza 4 +++ negat.
Zelatina — hydrolyza +4++ negat.
Skrob — hydrolyza ++ negat.
Zltkova reakcia + 4+ negat.
Thioglykolitovy bujon ,,Sevac nepomnozuje sa
Fosfataza ++ pozit.
Katalaza s 3 9, H»Oq2 na skielku negat.
Cytochromoxidaza +
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3. Zarodky javiace sa o
ako ,pravé borélie“

Preparat z Kkultary — -~
zvacsené 900 X

- ~
/¥

e (T W o !

Z 31 inokulacii do Zitkového vaku z alantoisovej dutiny sa mikroskopicky zis-
tili u troch kusov a reizolacia sa podarila u Styroch kusov.

Okrem Vibrio coli a ,boréliam podobnych zirodkev" sa vo fazovom kon-
traste zistoval obc¢as aj dalsi typ zarodkov, morfologicky a biochemicky odlisny
(rozdielna kataldza, diastdza), ktoré pripominali skor pravé borélia (obr. 3).
Zarcdky tohoto typu vyzadovali pre rast tiez korekciu atmosféry, avsak neboli
az tak naroéné na mnozstvo pridanej krvi, ¢o sa dedukovalo z toho, Ze pomerne
velmi dobre rastli na Albimi agare Difco. Vysledky sledovania tohoto kmertia
sa uvadzaju v tab. III

Pre dal$iu identifikdciu a typizaciu vsetkych izolovanych zirodkov: vibrii,
boréliam podobnych zarodkov, ako aj zarodkov, ktoré sa javili ako pravé borélie,
sa pouzili tieto média a testy:

Tioglykoldtovd sufenda poda ,Sevac“, doplnenda jednotli-
vymi ingredienciami: glukéza, NaCl, KNOs3, alebo ako pevna péda s 2 % agaru
¢. 3 Oxoid.

Médium k vyhodnoteniu Zltkovej reakcie: vajeény zltok
sa roztrepe v 90,0 ml fyziologického roztoku. K 100,0 ml agaru sa pridd v mnoz-
stve 1—2 %. Kultdra sa ockuje ¢iarou a pozitivna reakcia sa hodnoti zénou
zakalenia pédy s tzkym pasom lyzy okolo ockovacej ¢&iary.

K vyhodnoteniu hydrolyzy $§krobu sa pouzila péda tohoto
slozenia: 2% agarova baza 100,0 ml, amylum solubile 0,2 g.

Po 10 mindatach sterilizdcie v autoklave pri 115°C sa péda rozplnila do
Petriho misiek. Naockovana kultara (do polovice platne) sa po 7 diioch inku-
bécie pri 37 °C zotrela vatovym tampénom a zivna pdda sa preliala Lugolovym
roztokom.

Test hydrolyzy Zelatiny sa robil podla Clarka: K deviatim
dielom masopepténového agaru sa pridal jeden diel zelatiny a vylieval sa na
platiiu. Kultéra sa po 7 drioch inkubécie zotrela vatovym tampénom a prelievala
sa Clarkovym roztokom: (HgCl, — 15,0 ml, Aqua dest. — 100,0 ml, HCI
conc. — 20,0 ml).

Médium pre dékaz kazein-hydrolyzy sa pripravovalo
podla Habs-Seeligera (pepton — bujéon — agar 1000,0 ml a kazein [Merck]
10,0 g). Za ob¢asného premiesania sa sterilizovalo v Kochovom hrnei (20 min
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III. Vysledky predbeZzného $tudia kmena javiaceho se ako pravé borélie

Pouzité médium ngziggfgiggjgz Reakcia
Brain-heart inf. agar Difco
s 20 Y, defibr. baranej krvi +++
Brain-heart inf. agar s 20 9,
defibr. baranej krvi, §ikmy, zaliaty + 4+ +
Brain-heart inf. a paraf. olej
Krvny agar (Difco) 20 9, defibr.
baranej krvi B
Krvny agar aerobne =
Albimi agar Difco + 4+
Kazein — hydrolyza +++ negat.
Zelatina — hydrolyza +++ negat.
Skrob — hydrolyza -+ + pozit.
Zitkova reakcia + 4+ negat.
Thioglykolatovy bujén ,,Sevac T 1=
Thioglykolatovy bujon s 1 %, NaCl nepomnozuje sa
Thioglykolatovy bujon s 8 Y, glukézy nepomnozuje sa
Glukoéza (v thioglyk. bujoéne) pomnozuje sa bez

zmeny

Fosfatdza nehodnotila sa
Katalaza s 3 9%, H20; na skielku pozit.
Cytochromoxidaza negat.

az do rozpustenia pri 1,1 atm) a vylievalo sa na platne. VySetrované kmene sa
ockovali do izolovanych kolénii. Po 7driovej inkubacii sa kultara zotrela vato-
vym tampoénom a preliala sa nasytenim roztokom Na;SO4 v 1 N — N2SOa. Svet-
lejsia zéna pod ockovacou ¢iarou, resp. pod narastenymi koléniami je dékazom
vzniklej kazein-hydrolyzy (miesto kazein ,Merck“ sa vsak pouzil kazein
,Difco®).

Médium k vyhodnoteniu lipdzy: Agarovd biza s 1% final-
nou koncentriciou tween 80. Kultara sa inokulovala ¢iarou a inkubovala 7 dni.

Korekcia atmosféry sa robila pridanim tuhého COj: na obritend Petriho
misku o priemere 75 mm sa dal tuhy CO: vo velkosti lieskového orecha. Mera-
nie tenzie atmosféry nebolc k tomuto dcelu potrebné; stacilo iba tenziu takto
skorigovat. Miska sa potom uzatvorila parafinovou vrstvou, ktora znemoznila
unikanie COa.
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Test cytochromoxiddzy sa robil podla metodiky uvedenej
Caselitzom: 1% vodny roztok dimethyl-p-phenylendiaminhydrochlorid (Merck)
sa zmiesal s 1% alkoholickym roztokom alfa naftolu v pomere 3 : 2. Tymto roz-
tokom sa preliali 48hodinové kultary, ktoré vyrastli na Albimi agare Difco.
Reakcia vSak bola nehodnotitelnd, nakolko uz samotny Albimi agar Difco,
preliaty uvedenym roztokom, javil modrasté zafarbenie. Preto sa pouzila mo-
difikacia Léaznickovej: na filtraény papier, ktory sa nasytil tymto roztokom, sa
naniesla bakteriologickou kluckou kultira z mozgosrdcového agaru. Ako pozi-
tivna kontrola sa pouzil Aeromonas shigelloides.

K testu oxiddzy sa 1% vodny roztok dimethyl-p-phenylendiamin-
hydrochlorid zamie§al v rovnakom pomere s 96% alkoholom.

K priprave pevnych médii vSak bolo treba vidy pouzit kvalitni agarovi
bazu, najlepSie firmy Difco, doplneni potrebnymi ingredianciami. Agary doda-
vané na$imi vyrobcami nam neddvali hodnotitelné vysledky a mnohorazy na
tychto médiach nevyrastali, ¢o viedlo zo zadiatku k mylnym uzdverom pri od-
Citani.

DISKUSIA

Pracou sa dava podnet k disktsii o alohe Vibrio coli, pripadne ,boréliam
podobnych zarodkov® pri dyzentérii oSipanych.

Nase izolacie pochadzali z kusov (z hrubého ¢reva, v niektorych pripadoch
ai zo zl¢e), ktoré boli klinicky choré, s patologicko-anatomickym obrazom, ako
ho opisuje cely rad autorov (Schmid a Klingler 1949, Bugeac 1967,
Terpstra a kol. 1968 a ini), ale aj z kusov, kde patologicko-anatomicky
cbraz nebol tak charakteristicky.

Mészaros a Szent — Ivanyi (1960) tvrdia, Ze v Madarsku nie
je vyvolavatelom dyzentérie Vibrio coli.

Z dyzenterickych ofipanych sme vSak izolovali aj ,boréliam podobné za-
rodky“ a mame za to, Ze st tie isté, ako ich opisali autori Vallejo 1969,
Todd a Hunter 1970; Roberts a Simons 1970; Espinase
a Redon 1970. Nie vSetci opisali izolaénti techniku, vd¢Sinou sa nepodarilo
zarodky izolovaft, opierali sa len o nalezy z nativnych prepardtov a pri impreg-
nacnej histologickej technike.

Tieto zarodky sme zistovali v ¢revnom obsahu, ako aj v zoSkrabe z &revnej
s'iznice v dvoch morfologickych typoch. Mali charakteristicky ,hadovity“ pohyb
a boli velmi ndro¢né na kultivacné média. Kultivdacia vyzadovala vzdy cerstvo
pripravené médium, agar z mozgosrdcovej infazie (Brain-heart infusion agar
Difco) s 20 % &erstvej defibrinovanej baranej krvi v korekcii atmosféry s CO..
Jeden typ morfologicky a kultivaéne odpovedal ,borélidm podobnym zirodkom"“,
ako ho opisali uvedeni autori, druhy sa javil ako pravé borélie, oba kmene sa
navzdjom liSili v tvorbe kataldzy, hydrolyzy S$krobu. V 3$tidiu tychto sa po-
kracuje.

K predbeznému $tadiu sa vybrali tri kmene (dva kmene ,boréliam podobné
zarodky" a jeden kmen javiaci sa skér ako pravé borélie.)

Kedze ani v Bergeyovi ani v inej dostupnej literatare nie je opis ich bio-
chemickych a kultivaénych vlastnosti a chovanie sa k urcitym diferenénym
testom, urobila sa s uvedenymi kmefimi opisand §tudia.

VETERINARNI MEDICINA — 1972 535



Literatura

ANDREEV P. N, 1948, Infekcionnyje bolezni svinej. Ogiz-Selchozgis, Moskva, 11 :
291-333.

BUGEAC T., 1967, Observatii asupra unui focar de dizenteria porcului cu Vibrio
coli, Revista de zootehnije si medicina veterinara.

BYSTRICKY V., STRICKER F., 1957, Vibrio coli. Morfol6gia a tvorba granularnych
utvarov. Veterinarsky casopis SAV VI :29-34,

COTTERAU P., 1971, Tratement du syndrome entéritique hemorrhagique du porc
par le dimetridazole. Rev. Met. vet. CXXII : 361.

COWAN S. T., STEEL K. J., 1966, Manual for the identificatio of medical bacteria.
Cambridge University Press.

ESPINASE J., REDON P., 1970, The Control of Swine Dysentery. Vet. Rec. 86, 1 :24.

KASHIOVASAKI M., NAMIOKA S., YABAKI T, 1971, Gnotobiotic Pigs exposed to
Vibrio coli. Natn. Inst. Anim. Hlth Q., Tokyo, 3 :145-150.

KIELSTEIN P., LINKE D., GUNTHER H., 1971, Untersuchungen zur Atiologie und
Epizcotologie der Schweinedysenterie.. Mh., VetMed. 2 :55-64.

MANNINGER R., MESZAROS J., IVANYI T. 1960, Father Investigations on the
Aetiology of inf. Gastro-Enteritis of Pigs. Acta Vet. Acad. Sci. Hung. 1 :83-93.

ROBERTS R. M., SIMMONS J. R., 1970, An Agent Possibly Associated with Swine
Dysentery. Vet. Rec. 86, 1 :22.

SCHMID G., KLINGLER K., 1949, Uber die Schweine-Dysenterie. Schweizer Arch.
Tierheilk, XCI, 4 :232-237,

SODERLIND O., 1965, The Isolation of Vibrio coli from pigs. Vet. Rec. 77, 7 : 193-196.

SENIKOV S. T., 1958, Bolezni svinej. Selchozgis :264-278.

TERPSTRA J. I, AKKERMANS J. P, W. M,, OUVERKERK H., 1968, Investigations
into the etiology of vibrionic dysentery (Doyle) in pigs. Neth. J. vet. Sci. 1, 1:
1 5-14,

TODD J. N.,, HUNTER D., 1970, An Agent Possibly with Swine Dysentery. Vet. Rec.
86, 3 :228.

VALLEJO M. T., 1969, Spirochetalas Microorganisms : An agent possibly associated
with Swine Dysentery. Vet. Rec. 85, 20 :562-563.

WARNER D., 1965, Studies on the pathogenesis V. coli Infection in Swine. Health
Sciences.

—, 1957, Bergey's Manuale of Determinative Bacteriology, Baltimore.

Doslo dne 6. 4. 1972

KPWXAHOBA TI'., BECEJA M., KOIIIEJ 3. TAJIAIIA M., XOPBAT W. (IllenrpanbHbrit
IOCyNapCTBEHHDLIH  BeTepUHAPHBIH HMHCTHTYT, Kadenpa mukpobuosnoruy, Komuue). Haonauus
n unentudukauua Vibrio coli u «momobusix GopenmsaM 3apoXbINIEd» NpPH XH3EHTEPHH CBHHEH.

Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 527-538, 1972.

NoknansiBaercs 06 nzonsuun Vibrio coli u asyx THnos «nonobueix 6GopenusM aapoamimeii» ua
KHMLIEYHOTrO COodepyKaHWs CBHHeH, CTpalaioljHX I[I0HOCOM. Masloe KOJIMYeCTBO H3OJALMI He TI0-
3BOJIAET HaM TBEPAMTBL, 4TO BONPOC Kacaercs AM3eHTepuu BubpuitHoro unu 6GopeamiiHOro mnpo-
MCXO/KIEHHs; C IPYroi CTOPOHBI, He MHCKJIOYeHa BO3MOXKHOCTb, YTO B OIpENEJIEeHHBIX YCIOBHAX
9TH 3apONBIIH MOryT cefs NpOABUTL KaK YCJIOBHO IIaTOTeHHbie peareHTol. IlpuBomsTcs naHHble
LiCCJIeIOBAHUA HEKOTOPbIX OHMOXMMHYECKHX M KyJIbTHBAIIMOHHO-IM(depeHIIHOHHBIX TeCTOB H30J1H-
posaHHbIX sapoxsimeit. ns KyasTHBHpOBaHMs «IONOGHBIX GOpeNHAM 3aponbIIei» Jydlle BCErO
NOAXONUT arap U3 Moaropoceprednoir uMHPysum «dndxo» (Brain heart infusion agar ,Dif-
co“) ¢ 20V, csexeii nedubpuuonoii Gapaneit Kposw, ¢ Koppekuueir armochepnt CO2. 3apoabiuiu
PasMHOKAJMCh TaKKe B KypHHbIX 9MOpHOHAX,” MX MOKHO ObLJIO BHOBH M30JMPOBATL M OOHapy-
JKMTh Na)Ke B HETIOCPEeICTBEHHOM MHKpPOCKOMHYECKOM MaaKe M3 rnorubumx sM6puonos. CoryachHo
HAUWIMM [IpelBapHTeJbHbIM JIaHHBLIM, STH 3apONBIIIM B KayecTBe «romobHpiX GOpenusM» Heab3s
OTHECTM K KakuM Obl TO HH 6blIO H3BECTHBIM IO cux mop Gopenusm. HcciaenosaHus 6Guosoru-
4eCKHX ¥ OMOXMMHMYECKMX CBOICTB, a TaKKe BO3MOKHOCTH MX TMaTOTEHHOTO WCIOJb30BAHMA TIPH
3aboneBaHMAX CBUHEI TPONOJIKAIOTCA.

Dysenteria suis; Vibrio coli; nomobusie 60penusM 3apOmbIIITH
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KRIZANOVA H., BESEDA M., KOPPEL Z., HALASA M.. HORVATH J. (Central State
Veterinary Institute, Bratislava, University School of Veterinary Medicine, Depart-
ment of Microbiology, KoSice, Czechoslovakia). The Isolation and Identification of
Vibrio coli and ,Borrelia like Organisms® in Pig Dysentery. Vet. Med. (Praha) 17
(9) : 527-538, 1972.

The isolation of Vibrio coli and two types of ,Borrelia like organisms® from the
content of the intestines of pigs affected by diarrhoea is reported by the paper.
The small number of isolations does not justify the assertion of the view that the
dysentery is of borrelia or virus origin: on the other hand it cannot be excluded
that under some conditions these germs can play the role of conditioned pathogenic
agents. The paper presents the results of the study of some biochemical and culti-
vation tests for the differention of the isolated germs. The agar prepared from
the brain-heart influsion agar ,Difco“, with 209, fresh defibrated ram blood and
with corrected CO2 atmosphere, was the best medium for the cultivation of the
.Beorrelia like organisms®“., The germs were multiplied also in chick embryos;
they could also be re-isolated. They were found even in the direct microscopic
smear from the dead embryos. As indicated by the results of our preliminary study
the isclated ,Borrelia like organisms® cannot be classified as belonging to any
of the borrelia known so far. The studies of the biological and biochemical pro-
perties and the possibilities of their pathogenic effect in pig diseaces are being
carried on.

Dysenteria suis; Vibrio coli; Borrelia like organisms

KRIZANOVA H., BESEDA M., KOPPEL Z., HALASA M., HORVATH J. (Zentrales
staatliches Veterinidrinstitut, Bratislava, Hochschule flir Veterinidrmedizin, Lehrstuhl
fir Mikrobiologie, KoSice, Tschechoslowakei). Isolierung und Identifilcation von
Vibrio coli und ,Borrelia-dhnlicher Keime“ bei Schweine-Dysenterie. Vet. Med. (Praha)
17 (9) :527-538, 1972.

Es wird iiber eine Isolierung von Vibrio coli und zweier Typen ,Borrelia-dhnlicher
Keime* berichtet, welche aus dem Darminhalt von mit Durchfall betroffenen Schwei-
nen gewonnen wurden. Die geringe Anzahl der Isolierungen berechtigt keineswegs
zur Behauptung, dafl es sich um eine durch Vibrio oder Borrelia verursachte Dys-
enterie handelt; andererseits ist jedoch die Maoglichkeit, dafl sich diese Keime unter
bestimmten Umstinden als bedingt wirkende Pathogenfaktoren betitigen konnen,
nicht zu eliminieren. Es werden Resultate einiger biochemischer und kultivations-
-differenzierender Teste der isolierten Keime erortert.Bei der Kultivierung der ,Borre-
lia-dhnlichen Keime*“ bewidhrte sich am besten der mittels Hirn-Herz-Infusion be-
reitete Agar .Difco®“ (Brain-heart infusion agar .Difco“) mit 209/ frischem defibri-
nierten Schafbockblut und mit Korrektion der CO2 — Atmosphéire. Die Keime ver-
mehrten sich auch in Kiikenembryen, lielen sich gleichfalls. reisolieren; auch im
direkten mikroskopischen Aussirich aus eingegangenen Embryen waren sie fest-
zustellen. Nach unseren Priliminédrstudien ist es kaum moglich die isolierten Keime
als ,Borrelia-dhnliche Keime® unter die bisher bekannten Borrelien einzureihen.
Das Studium der biologischen und biochemischen Beschaffenheiten, sowie der Mog-
lichkeit ihrer Beteiligung als Erreger von Schweinekrankheiten, wird fortgesetzt.

Dysenteria suis; Vibrio coli; Borrelia-dhnliche Keime

KRIZANOVA H., BESEDA M., KOPPEL Z., HALASA M., HORVATH J. (Institut vé-
térinaire central d’Etat, Bratislava, Haute école vétérinaire, chaire de microbiologie,
Kosice, Tchécoslovaquie). Isolation et identification de Vibrio coli et ,de germes
ressemblant aux borrelies en cas de dysenterie porcine. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :
H27-538, 1972.

On présente le rapport sur l'isolation de Vibrio coli et de deux types de «germes
ressemblant aux borrelies» (“Borrelia like organisms™), a partir du contenu intesti-
nal des porcs atteints de diarrhées. Le nombre insignifiant d’isolations ne nous
denne pas le droit d’affirmer qu’il s’agit de dysenterie dont l'auteurs sont les vibrions
ou les borrelies; d'autre part, il n’est pas possible d'éliminer la possibiliié que les
germes en question peuvent, dans des circonstances déterminées, se faire valoir
comme agents conditionnellement pathogénes. On signale les résultats de 1’étude
portant sur certains tests biochimiques et différenciés par la culture, des germes
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isolés. C'est l'agar préparé a partir de l'infusion cérébro-cardiaque «Difco» (Brain-
heart infusion agar «Difco»), compenant 20 p. 100 de sang frais de bélier défibré,
et dont I'atmosphére de CO2 a été rectifiée, qui convenait le mieux a la culture des
«germes ressemblants aux borrelies». Les germes se multipliaient également dans les
embryons de poulets et on pouvait méme les réisoler; on les a méme identifiés dans
le frottis microscopique direct, prélevé sur les embryons péris. D'aprés nos études
préalables on ne peut pas incorporer les gemes isolés comme «germes ressemblant
aux borrelies» dans aucune catégorie de borrelies actuellement connues. L’étude
de leurs propriétés biologiques et biochimiques, aussi bien que celle des possibilités
de leur utilisation pathogéne pour les infections porcines, continue a étre poursuivie.

Dysenteria suis; Vibrio coli; «germes ressemblant aux borrelies»

Adresy autori:

MVDr. H. Krizanova, MVDr. M. Beseda, MVDr. M. Hala§a, CSc.,, MVDr. J.
Horvath, Ustr. §tat. veter. ustav, Bratislava, doc. MVDr. Z Koppel, CSc.,, Vysoka
skola veterinarska, KosSice
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MOZNOSTI SDRUZENE VAKCINACE NORKU PROTI AUJESZKEHO
CHOROBE, PSINCE A BOTULISMU

J. Konrad, J. Mouka, R. Dvoiak, J. Hanak

Vysoka $kola veterinarni, 1. interni klinika, Brno
Referenéni centrum pro masoZravd a koZeSinovd zvirata
SVS OP Kara — rozvoj chovu koZe$inovych zvirat
USKVBL Ivanovice na Hané

KONRAD J.,, MOUKA J.,, DVORAK R.,, HANAK J. MozZnosti sdruzené vakci-
nace norku proti Aujeszkého chorobé, psince a botulismu. Vet. Med. (Praha)
17 (9) : 539-544, 1972,

V pokuse na 60 norcich se zjidfovala klinicka snasenlivost a tuc¢innost kombino-
vaného ockovani soucasné proti Aujeszkého chorobé, psince a botulismu. Bylo
pouzito komeréné vyrabéné zivé avirulentni lyofilizované vakeciny proti psince
a anatoxinu CIl. botulinum typu C, vazaného na gel hydroxidu hlinitého.
Imunitni odpovéd zvirat byla vyhodnocovana samostatné u simultanné a sdru-
zené vakcinovanych norka. Cilem pokusu bylo vyvinout novou metodu vakeci-
nace proti v§em trem infekénim chorobam soucasné. Navrzené ochranné ocko-
vani spoc¢iva v moznosti jediné inokulace lyofilizovanych vakein proti Aujesz-
kého chorobé a psince, rehydratovanych ve vakciné proti botulismu, mladatim
ve stari 10 az 12 tydnt a revakcinaci proti Aujeszkého chorobé a botulismu
za CtyTi az Sest tydnu.

kozeSinova zvirata; norek; Aujeszkého choroba; psinka; botulismus; sdruzena
vakcinace:; titry protilatek; infek¢ni choroby

Mezi nejcastéjsi infekéni onemocnéni kozeSinovych zvirat, zejména norkd,
patfi Aujeszkého choroba (ACH), psinka (FCC) a botulismus.

V poslednich letech doslo u néds k zakladani vétsiho poctu novych farem
kozesinovych zvirat, ve kterych je neustidle nebezpe¢i, Ze vzplane néktera
z téchto nakaz, jak o tom referujeme v jiné praci (Konrad a kol. 1971).
Onemocnéni norkt psinkou bylo zaznamendno v poslednich letech na nékolika
velkych farmach i u drobnych chovateli. Jen na botulismus uhynulo na farmach
béhem nékolika dnu pres 2000 norki.

Problémem vakcinace kozesinovych zvirat u nas se zabyval Zuffa, Band a,
Konrad a Zak (1969, 1970) a vyvinuli sdruzené otkovani proti Aujeszkého
chorobé a botulismu, které se jiz nékolik roké pro imunizaci koze§inovych
zvifat s aspéchem pouzivd. Jedna se o sdruzenou vakcinu s pouzitim komeréné
vyrabéné zivé lyofilizované vakciny proti Aujeszkého chorobé a inaktivované
vakciny proti botulismu s obsahem anatoxinu typu C, adsorbovaného na hydro-
xid hlinity. NeSkodnost a ué¢innost tohoto imuniza¢niho postupu proti ACH
a botulismu byla v praxi provéfena.

Organizaci ochranného oc¢kovani kozeSinovych zvifat proti ACH a botulismu
uvadi Konrad (1968b, 1970).

Pro aktivni imunizaci norkid proti psince je komer¢né vyrabéna mono-
valentni lyofilizovana vakcina, ktera po jednorazové s. c. aplikaci chrani zvifata
v imunité asi dva roky.
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Banda a Kovaé¢ (1967) na zékladé pokusti informuje v souhlase
s literarnimi udaji (Loliger 1970, Dzielinski 1971), ze norci jsou ze
viech znamych séretypti Clostridium botulinum nejvnimavéjsi na toxin typu C.
Moznosti specifické profylaxe proti ACH se u nas zabyval Zuffa (1967).
Simultanni podéani zivé lyofilizované Aujeszkého vakciny (ZLAV) a botulinového
anatoxinu sérotypu C a D (BA-CD) neovlivnilo vyvoj imunity proti ACH,
pficemz spojeni obcu ockovacich latek do jednoho inokula vyvolalo dokonce
vy§si hladiny neutralizacnich protilatek proti ACH nez samotna nebo soucasna,
ale oddélena inokulace ZLAV a BA-CD (Zuffa a kol 1970).

V zahrani¢i se zabyval vyzkumem suché virusvakciny proti ACH pro ko-
zeSinova zvitata Kasjuk (1970). Opakovana vakcinace v intervalu 14 az 20
dni vyvolava ustdlenou imunitu. Wittenburg (1970) pouzil k vakcinaci
riorkli aerosolové vakciny aplikované pistoli spojenou s tlakovou nadrzi. Nutnost
vakcinace koZeSinovych zvifat proti infekénim chorobdm doporuéuje ve své
monografii také Loliger (1970).

V dostupné literatufe jsme nenasli podobnou préci, kterd by se zabyvala
hcdnocenim pokusu se sdruzencu vakcinaci norka také proti psince, jez by
popisovala imunitni odezvy organismu norkd po inokulaci Zivym vakcinaénim
virem.

Snahou veterinarni sluzby je drzet vsechny chovy norki v imunité proti viem
tfem infek¢nim chorobam. Organizace imuniza¢nich postupii je v soucasné dobé
nasledujici: Pfed zacdtkem chovné sezény maji byt vsechna chovnd zvitata
v imunité, aby samicky mohly predat novorozenym mladatim pasivné proti-
latky v kolostru. Jinii jsou chranéna asi po dobu 10 az 12 tydnt, kdy maji byt
vakcinovana proti ACH a botulismu, ale také soucasné proti FCC; v té dobé
je hladina kolostralnich protilatek jiz nizkd. Ve stafi 10 az 12 tydnd se vakcinuji
mladata proti ACH a botulismu, za dalSich 14 dni se vakcinuji proti FCC a za
dalsi dva az tfi tydny se nutné museji revakcinovat proti ACH a botulismu, aby
hiadina protilatek byla dostacujici. Pfi této organizaci nastava obdobi 14 dnd,
kdy hladina kolostralnich protilatek proti FCC je jiz nizkd a nechrani mladata
pred infekci. Pritom troji o¢kovani je znac¢né fyzicky i ¢asové zatézujici.

Ve snaze o zjednodu$eni imunizacnich postupt jsme délali nase pokusy se
sdruzenym ockovdnim soucasné proti témte tfem infekénim chorobam.

MATERIAL A METODY

Pro pokus se sdruzenou vakcinaci norkt proti ACH, FCC a botulismu byla
na farmé v B. vybrdna zvifata star§i nez jeden rok, ktera byla vyfazena z chovu
pro neplodnost, vady exteriéru apod. Jednalo se o 60 norkd, ktefi byli rozdéleni
do tti skupin. V8ech 60 norkii bylo v ervenci (17. 7.) vakcinovano sdruzenou
vakcinou proti ACH a botulismu v davce uréené navodem.

V fijnu (6. 10.) byli tito norci zafazeni do pokusu a vakcinovani proti
ACH, FCC a botulismu tfemi raznymi pokusy. V§echna zvifata byla umisténa
v samostatném oddéleni I. interni kliniky VSV v Brné.

I.skupina 20 zvifat byla vakcinovana simultinné do kozni fasy pod
predni koncetiny. Na levou stranu byla aplikovdna vakcina proti ACH a botu-
lismu, na pravou stranu vakcina FCC; nafedény byly podle navodu.

II. skupina 20 zvifat byla vakcinovdna sdruzenou vakcinou, kterd
vznikla smichanim t¥{ vakcin dohromady. K natedéni lyofilizované psinkové
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vakeiny bylo pouzito destilované vody (aqua pro injectione). Davka byla pro-
pocitdna tak, aby v jednom inokulu zvifata dostala odpovidajici mnozstvi vakci-
racniho viru pro jedno zvire, pozadované vyrobnim pednikem.

IIT. skupina 20 norka byla vakcinovdna rovnéz smichanymi tremi
vakcinami. K naredéni lyofilizované vakciny proti ACH a lyofilizované vakciny
proti FCC bylo vsak pouzito tekuté vakciny proti botulismu. Také zde byla
vakcinacni davka upravena tak, aby zvifata dostala odpovidajici mnozstvi
infekénich davek.

Koncem listopadu byla zvifata utracena a ze srdce v thiopentalové nebo
éterové narkéze jim byla odebrana krev (asi 12 ml), kterd byla zpracovana
pro sérologické vysetfeni.

Séra z kazdé skupiny byla smichdna do dvou vzorki. Tento zplsob zpraco-
vani ddva ptehled o chranénosti a vyhovuje metodickym pozadavkim USKVBL
na hodnoceni biopreparati pro jejich praktické vyuziti. Vzniklé pomérné vzorky
vzdy z 10 zvifat byly vySetfeny na protekéni G¢in proti vSem uvedenym choro-
bam. Pfed vysetfenim byla séra inaktivovdana 30 minut pfi 56 °C.

Protilatky proti ACH byly vySetfeny séroneutralizacnim testem s konstantni
davkou viru 2.10* TK IDso. Po inkubaci viru 45 minut pti 37 °C byla prove-
dena iniekce subkultury po odsati média davkou 0,2 ml inokula. CPE bylo
posouzeno po 96 hodinach.

Protilatky proti botulismu typu C byly hodnoceny titraci na mysich v po-
rovnani s ochrannou hodnotou standardniho séra. Jako protilatkova jednotka
(IU/ml) bylo oznaeno mnozstvi antitoxinu uvedeného typu, které vazalo
100 mysich DIM pfi i. p. aplikaci homologniho botulinového toxinu.

Pfitomnost protilatek proti psince byla vySetfena séroneutralizaénim testem
na osmidennich az devitidennich kufecich embryich s davkou 10% IDs¢/0,2 ml
viru psinky. Smés viru a séra byla neutralizovina 60 minut pii laboratorni
teploté. Zmény vyvolané virem psinky na CAM byly hednoceny po Sestidenni
inkubaci.

Pri ovéfovani aktivity séra proti botulismu pouzivame podle standardizace
biologickych pfipravka svétové zdravotnické organizace z roku 1970 (WHO)
oznaceni IU (0,1017 mg) misto v na$ich publikacich dosud pouzivaného UA.
Vzhledem k rozdilu obou jednotek je tieba pfi srovnavani vysledki na UA nase
vysledky nasobit pfiblizné 15X.

VYSLEDKY

U vsech pokusnych zvifat byl po dobu sedmi tydna klinicky sledovan zdra-
votni stav. Lokéalni zanétlivé reakce v misté vpichu nebyly pozorovany. Zvirata
nejevila zmény v celkovém zdravotnim stavu, v chovdni, pfijimala normalné
krmivo, byla ¢il4, po celou dobu pozorovani nedoslo k dhynu.

Vysledky zji§ténych hodnot neutralizaénich protilatek v krevnim séru v po-
mérnych vzorcich ziskanych z 18 az 20 pokusnych zvifat vakcinovanych uvede-
nymi zpusoby jsou zachyceny v tab. I. Z ni je patrné, ze obsah protilatek proti
ACH vykazuje nejvyssi hodnotu 44,5 u skupiny I. a III. (simultdnni a sdruzené
ockovéni). Také obsah protilatek Clostridium botulini typu C je nejvy3si ve tieti
skupiné. Virusneutraliza¢ni protilatky proti FCC jsou téméf vyrovnané a kromé
jednoho vzorku u skupiny I. jsou pfiblizné stejné vysoké.
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I. Hodnoty neutralizaénich protilatek proti jednotlivym chorobam, dosazené u po-
kusnych norku pri raznych zpusobech sdruzeného ochranného ockovani

; Pocet ACH Botulismus FCC

Py vzorkil titr NP 1U/ml titr NP
Na levé strané s. ¢. vakcina 9 18,8 1-2 88,1
proti ACH a botulismu;
na pravé strané vakcina
proti FCC 10 44,5 2 201,6
Naredéna vakcina proti 9 18,8 1-2 256,0
ACH a botulismu smichdna
s vakcinou proti FCC,
rozpusténou v dest. vodé 9 24,3 1 195,1.
Vakcina proti ACH 10 26,1 2 189,9
a FCC lyofilizovani,
rozpusténa vakcinou proti
botulismu 10 44,5 3 195,1

DISKUSE

Z dosazenych vysledki vyplyva, ze pti pouzitych zptasobech ockovani byly
ziskany pfiblizné stejné hodnoty vySetfovanych sér. Metoda, pti které byly lyo-
filizované vakciny proti ACH a FCC fedény vakcinou proti botulismu, se ptitom
¢ imunclogického a praktického hlediska jevi jako nejvyhodnéjsi.

Tyto nase vysledky miiZzeme srovnat s praci Zufly a kol. (1969, 1970)
pokud se tykd virusneutralizaénich protilatek (NP) proti ACH a protilatek
proti botulismu. Citovani autofi dosdhli pfi simultdnnim ockovani norkd proti
ACH a botulismu titr séra 16,6 proti viru Aujeszkého choroby. V naSem pokuse
pri simultdnnim ofkovani proti ACH a botulismu na jedné strané a FCC na
druhé strané téla jsme u jednoho pomérného vzorku séra dosdhli rovnéz titru
18,8 a u druhého 44,5.

Pfi sdruzeném zpiisobu ockovani bylo dosazeno v praci Zuffy a kol
(1969, 1970) po revakcinaci titru 43,1 proti ACH. Pfi naSich pokusech se
sdruzenym ockovanim bylo u skupiny, u které bylo k natedéni psinkové vakciny
pouzito aqua dest. pro inj. a potom vakciny smichdny a inokulovany, dosazeno
hednot 18,8 a 24,3.

U III skupiny zvitat otkovanych sdruzenou vakcinou bez pouziti desti-
lované vody bylo dosazeno titru 26,1. Z uvedeného vyplyvd, ze dosazené titry
protilatek proti ACH jsou pfiblizné stejné jako u pokusii se sdrufenym ockova-
nim jenom proti ACH a botulismu.

Pokud se tyka obsahu protilatek proti botulotoxinu typu C, zjistil Zuffa
a kol. (1970) pfti simultdnnim oc¢kovani norka titr protilatek 80 az 290 UA/ml
a pti sdruzeném oc¢kovéani norkd proti ACH a botulismu titr 10 az 80 UA/ml.
V nasi praci bylo pfi sdruzeném ockovéani norkii smichdnim vakcin bez pouZiti
aqua dest. pro inj. jako fedidla dosazeno titru 2 az 3 IU/ml, coz odpovida
30 az 45 UA/ml. Pfi simultannim o¢kovani norki vakcinou proti FCC a sdru-
zenou vakcinou proti ACH a botulismu bylo dosazeno titru 1 az 2 IU/ml, coz
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odpovida 15 az 30 UA/ml. I tyto niz$i hodnoty je mozné povazovat za uspoko-
jujici protekcni protilatky proti botulismu typu C, jak prokazujeme v nasi praci.

Zjisténé hladiny protilatek u ACH a botulismu nebyly sniZeny pfitomnosti
zivé lyofilizované vakciny proti FCC v organismu norkt natolik, aby mnedoslo
« vytvoreni uspokojivé imunity. Pokud se tyka titra protilatek proti FCC, bylo
témér ve vsech pomérnych vzorcich dosazeno pfiblizné stejné hladiny protilatek.

Tyto vysledky nemtZeme srovnat s zaddnou podobnou praci, kterd by se
tykala kombinované vakcinace norkii soucasné vice vakcinami.

Vysledky pokusu jsou velmi nadéjné pokud se tyka hladiny protilatek,
snasenlivosti vakcin a odezvy organismu norkit na tento postup inokulace
vakcin. Ovéfeny sdruZeny zplsob umoZziiuje vakcinovat mladata ve stafi 10
az 12 tydni proti vSem tfem chorobam najednou. Za c¢tyfi az Sest tydnu se
provede nutni revakcinace proti ACH a botulismu. Tim se vylou¢i kritické
obdobi konce kolostralni imunity mladat proti FCC a bude usnadnéna prace
pti vakcinaci zvifat, kterd je pfi velkych poétech zvifat, nesnadné manipulaci
s nimi a, pfi kratkém casovém rozmezi nutném k vakcinaci vSech zvifat dost
riarofna. .

Problémy s vicevalentnimi vakcinami a se sdruzenym ockovanim proti nékolika
chorobdm najednou se tykaji nejenom postvakcinacnich reakci a imunitni odpo-
védi na jednotlivé komponenty, ale i mozné interakce mezi jednotlivymi kompo-
nentami. Podstatnym voditkem pro Géinnost vakciny je titr protilatek zjistény
sérologickym vySetfenim. V dalsi praci chceme uvedené zpiisoby vakcinace norki
ovéfit biologickym pokusem pti umélé infekci zvitat virem ACH, FCC a botu-
lotoxinem typu C.
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KOHPAL M., MOYKA H., IBOPXAK P., TAHAK WM. (Bpimiuas uwkosia BerepuHapHOii Me-
auuunel, bpuo, Ilentp undopmauum mo muoroanHeiM M nymHbIM KuBoTHEIM CBC OIl Kapa —
passenenue nyuwHeix XuBoTHbIX, YCKBBJI, Msanosuue Ha Tane, Uexocnosakus). BosmoxuHocTn
OCylfecTBAEHHMA KOMOMHHDOBAHHOrO BaKIIHHHPOBAHHMsA HOPOK NpOTHB 6one3Hn AyecKd, uyMsl cO-
6ak u Gorynusma. Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 539-544, 1972.
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B xone onmiros ¢ 60 HOpKaMu oupepessiin KIAMHMYCCKYIO TEPHHMOCTL 1 ACHCTBEHHOCTh KOMOU-
HUPOBAHHOI INPUBHBKI OXHOBpeMEHHO upoTus 6Ooseann Ayeck, uyMmbl cobak u  6oTynnaMma.
ITospsoBanuch HOPOM3BONMMOIL UM TOPrOBLIX LeJeil KUBOH HEBHPYJIEHTHOI - NHO(IIM30BAHHON
BAKIMHOI 1poTus Gosestn AyecKi, KHBOH HeBHPYJEHTHOIl JMOPHIM30BAHHOI BAKLHHOH NPOTHB
ayMbl cobak 1 aHatokcuHom ClL botulinum rtuna C, cBASaHHLIM ¢ rejeM THAPOOKHCH alOMU-
s, MIMMyHHYIO peakiMio SKMBOTHBIX OL[EHHBAJIM CAMOCTOATE]BHO Y BAaKIMHHPOBAHHLIX B OIHO-
BPEMEHHOM ¥ KOMGHHIPOBAHHOM 1OpsiiKe HOpOK. lLlesb ompita cocrosja B CO3NAHMM HOBOTO
MeTona NPHUBMBKI TPOTHB Bcex Tpex HHPeKIHOHHBIX Gose3Heil onHospeMeHHo. Ilpemsiaraemas
3alMTHAA TIPUBHBKA 3aKJIOYAeTCsi B BO3IMOKHOCTH  €NMHON  HHOKYJAUMH JHOPHIM30OBAHHbIX
BaKUMH nporus Gosie3Hn AyecKM I uyMel cofakK, BHOBbL THAPHPOBAHHLIX B IIPUBUBKE IPOTHB
Gorynmama MosonHsika B Bospacre 10—12 memesr u HOBOM npuBMBKe nporus GosesHu Ayeckin
u Gorynusma cnyers 4—0 Hemesb.

NyWHOH 3Beph; HOpKa; GosesHb Ayecku; yyma cobak; 6OTyauaM; KOMOHHMPOBAHHAS [IPUBHBKA;
TUTPHI AHTHTeJ; 3apasHble 00Je3HU

KONRAD J., MOUKA J., DVORAK R., HANAK J. (University School of Veterinary
Medicine, Brno, Reference centre for carnivorous and fur-bearing animals SVS, OP
Kara-— development of fur-animals breeding, TJSKVLB Ivanovice na Hang,
Czechoslovakia). The possibilities of Combined Vaccination of Minks against Aujesz-
ky’s Disease, Rabies and Botulism. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :539-544, 1972.
A trial was undertaken in 60 minks to determine the clinical tolerance and the
cffectivity of the combined vaccination against Aujeszky’s disease, rabies and botul-
ism. The following preparations were used: commercially-produced live avirulent
lyophilized vaccine against Aujeszky’s disease, live avirulent lyophilized vaccine
aganst rabies, and anatoxin CL botulinum type C bonded to the gel of aluminium
hydroxide. The immunity response of the animals was evaluated separately for the
minks vaccinated simultaneously and by the combined method. The purpose of the
trial was to develop a new method of the vaccination against all the three infectious
diseases at the same time. The suggested protective vaccination is based on the
possibility of using a single inoculation of the lyophilized vaccines against Aujeszky’s
disease and rabies rehydrated in the vaccine against botulism applied to young ani-
mals at the age from 10 to 12 weeks, and revaccination against Aujeszky’s disease
and botulism after 4 to 6 weeks.
furskin animals: mink: Aujeszky’s disease: rabies; botulism; combined vaccination;
titres of antibodes: infectious diseases

KONRAD J., MOUKA J., DVORAK R., HANAK J. (Veterinirmedizinische Hoch-
schule, Brno, Referenz-Zentrum fir fleischfressende-und Pelztiere SVS, OP Kara —
Entwicklung der Edelpeliztierzuchten, USKVLB Ivanovice na Hané, Tschechoslowa-
lkei). Modglichkeiten einer kombinierten Vakzination der Nerze gegen Aujeszkysche
Krankheit, Staupe und Botulismus. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :539-544, 1972.

In einem Versuch auf 60 Nerzen wurde die Kklinische Vertriglichkeit und Wirk-
samkeit einer kombinerten Impfung gleichzeitig gegen Aujeszkysche Krankheit,
Staupe und Botulismus ermittelt. Es wurde eine kommerziell erzeugte lebendige
avirulente lyophilisierte Vakzine gegen Aujeszkysche Krankheit, eine lebendige aviru-
lente lyophilisierte Vakzine gegen Staupe und ein auf das Gel des Aluminium-
hydroxyds gebundenes Anatoxin Cl. botulinum Typ C beniitzt. Die Immunitédtsant-
wort wurde selbstindig bei simultan und kombiniert vakzinierten Nerzen bewertet.
Das Ziel des Versuches war es, eine neue Vakzinationsmethode gegen alle drei
Infektionskrankheiten gleichzeitig zu entwickeln. Die vorgeschlagene Schutzimpfung
besteht in der Moglichkeit einer einzigen Inokulation von lyophilisierten Vakzinen
gegen Aujeszkysche Krankheit und Staupe, die in einer Vakzine gegen Botulismus
rehydratiert worden sind, den Jungtieren im Alter von 10 bis 12 Wochen und einer
Revakzination gegen Aujeszkysche Krankheit und Botulismus nach 4 bis 6 Wochen.
Pelztiere; Nerz; Aujeszkysche Krankheit; Staupe; Botulismus; kombinierte Vakzin-
ation; Antikorpertiters; Infektionskrankheiten

Adresy autoru:
Frof. MVDr. J. Konrad, DrSc.,, MVDr, J. Mouka, MVDr, J. Hanak, Vysoka

skola veterinarni, Brno, Palackého 1-3
MVDr. R. Dvorak, USKVBL Ivanovice na Hané
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DISOCIACNI ANESTEZIE KETAMINEM * U KOCEK '
E. Kral, L. Nemecek, J. Pavlica

Vysokd Skola wveterinarni, katedra chirurgie, ortopedie a rentgenologie, Brno

KRAL E., NEMECEK L., PAVLICA J. Disocia¢ni anestézie ketaminem u kocek.
Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 545-550, 1972,

Davka 25 mgkg 7z v. ketaminu (Ketalar), podana nitrosvalové, vyvola tzv.
disocia¢ni anestézii. trvajici prumeérné 25 minut, s dostatecnou analgezii pro
bézné operativni zakroky. Davka 5 mg'kg z v. ketaminu i. m. s premedikaci
chlorpromazinu (Plegomazin) vyvola ve veétsiné pripada dostatecnou sedaci
i relaxaci k béznému klinickému a rentgenologickému vysetieni. Anestézie neni
viak dostateéna k operativnim zakrokum. Pri davkach 25 mg/kg z. v. se obje-
vily krece svalovych skupin asi v 15Y), ojedinélé byly nutkavé pohyby dopiedu.
Pri davee 5 mg s chlorpromazinem se objevily jen priznaky neklidu. Béznym
doprovodnym jevem je mydriaza, slinéni a vyplazovani jazyka. Ketamin v davce
25 mg kg vyvolava depresi dechovou, projevujici se snizenim jak frekvence de-
chové, tak i minutového dechového objemu. Dale dochazi k mirnému snizeni
télesné teploty a ke zvySovani pulsu. Orienta¢ni pokusy prokazaly, Ze ketamin
vede ke zvyseni hladiny glukozy v krvi, ale nema vliv na EKG, krevni obraz
a transaminazy (GOT, GPT).

celkoveé znecitlivéni: ketamin: Ketalar; puls; dech: teplota; spirometrie; EKG;
glukoza; transaminazy; kocka

Otédzka celkového znecitlivéni u kotky mneni dosud uspokojivé vyfesena.
Pro potfebu praxe se jevi jako vhodné takové anestetikum, které by se mohlo
aplikovat pedkozné nebo nitrosvalové a které by vyvolavalo pokud mozno hlubo-
kou analgezii s dostatecnou svalovou relaxaci pro bézna vySetfeni a chirurgické
zékroky. Podle zminky v pisemnictvi (Frey a kol. 1971) je takovou latkou
ketamin (Ketalar firmy Parke-Davis).

Ketalar (Ketamin hydrochlorid, 2-(o-chlorfenyl)-2-(metylamino)-cyk-
lohexanon hydrochlorid) je rychle uéinkujici nebarbiturdtové celkové aneste-
tikum pro nitrozilni a nitrosvalové uziti. Doddva se v koncentracich 1%
(v 1 ml je 10 mg ketaminové baze) a 5% (v 1 ml je 50 mg ketaminové baze).

Podle udajii z humanni mediciny vyvolava kompletni analgezii s povrchnim
spankem, pfi¢emz tzv. ochranné reilexy, jako napf. ka§lani, polykani, reflex
vickovy, jsou zachovdny (tzv. ,dissociation anaesthesia“). Jen viscerdlni bolesti
dostateéné nepotlacuje. Terapeuticka §ife ketaminu je relativné velkd (1:15).
Pri klinickém pouZiti se objevuje dost casto zvySené napéti az kieCe, zvlasté
svaloviny koncetin. Na krevni ob&éh pusobi stimula¢né. Jeho a¢inek na dychani

*) KETALAR: Parke-Davis Company, London, England.
**) Predneseno na odborném seminaii sekce chirurgie Spole¢nosti veterinarnich
lékarti v rijnu 1971.
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podle nékterych autorti neni neptiznivy; podle Skuthanové a Pokor-
ného (1972) ma respiracéné depresivni dcinky.

Ve veterinarni mediciné je klinicky u ko¢ek vyzkousen Dirrem a Kraf-
tem (1971) a Beckem, Coppockem a Ottem (1971).

Dirr a Kraft (1971) pouzili ,Ketanest* v davce 5 mg/kg z. v. i. m.
Nastup anestézie zaznamenali po dvou az Sesti minutach, délka anestézie byla
14 az 20 minut. Asi v 9 % ptipadi pozorovali svalové kiece, které se silnym
dotykem stupriovaly. Asi ve 12 % pripadi se vyskytla salivace. U mladych kocek
do vahy 2 kg byla davka nedostatecna a musela byt zdvojnasobena (10
mg/kg z. v.).

Beck a kol. (1971) pouzili ,Vetalar® (Parker-Davis) v déavce 5,2 az
56,7 mg/kg Z. v. i. m. s premedikaci atropinu (0,044 mg/kg). Davka 22 mg/kg
z. v. se osvéddila k imobilizaci pro vySetfeni, pro mensi operativni zdkroky a jako
uvod do narkézy inhalaéni. Davka 22 az 44 mg/kg z. v vyvolava ,kataleptoid-
ni anestézii“, kterd je vhodna pro operativni zakroky bfisni i pro mensi orto-
pedické zdkroky. Trvani této anestézie bylo 20 az 40 minut. Navrat k normal-
nimu stavu trval 6 az 7 %2 hodiny.

Vedle toho uzili Vetalar u koéek také v kombinaci s barbiturdty, metoxy-
fluranem, halotanem a kysli¢nikem dusnym.

METODY

Pokusy byly konany na kockach starych jeden az dva roky, ve vaze tfi
az Ctyfi kilogramy, klinicky zdravych nebo s chirurgickymi nemocemi, které
neovliviiovaly celkovy zdravotni stav pacienta. Pfi zapoceti nasi prace nebyly
jesté publikovany Zadné prace s ketaminem u kocek. V davkovani jsme vysli
z davek firemniho letdku firmy Parke-Davis. Orienta¢né jsme vyzkouseli davky
5, 10, 15, 20, 25, a 30 mg/kg %. v. i. m. Jako nejvhodnéjsi se nam jevily
davky 25 mg/kg z. v. Ve snaze snizit co nejvice davku ketaminu jsme kombi-
novali ketamin s chlorpromazinem (Plegomazin) v davce 4 mg/kg z. v. Poné-
vad? se v orientaénich pokusech pti vy$sich davkich ketaminu v kombinaci
s chlorpromazinem projevil silné depresivni vliv na dech, uZivali jsme nadile
této kombinace jen pii davkach urcenych k immobilizaci zvifete. Jako nej-
vhodnéjsi se nam jevila kombinace v davkiach 4 mg Plegomazinu a 5 mg
ketaminu na kg z. v. Celkem jsme provedli 50 anestézii Ketalarem.

Pti pokusech jsme sledovali hodnoty triasu, rychlost nastupu analgezie,
jeji trvani a hloubku pro zvoleny vySetfovaci ¢i operativni zdkrok, vedlejsi
pfiznaky a probuzeni.

Orienta¢né jsme k ovéfeni acinku prepardtu sledovali hodnoty dechovych
objemii, EKG, krevni obraz, hladiny glukézy a transamindz kyseliny glutamo-
-oxalectové (GOT) a kyseliny glutamo-pyrohroznové (GPT). Respirometrické
a EKG vysetieni jsme konali pted aplikaci chlorpromazinu a ketaminu a potom
za 10, 20, 30 a 60 minut od podani. Krevni vySetfeni v ¢asovych tdobich opét
pred podanim anestetika a pak za 10, 30 minut a za 4 hodiny po aplikaci
ketaminu.

VYSLEDKY

Po dévce 25 mg/kg z. v. i. m. ketaminu nastdvala pravidelné po tfech
minutéch sedace a relaxace, jevici se ulehnutim pacienta. Analgezie nastupuje po
péti minutach po injekei. Doba nejkratSiho nastupu byla tfi minuty, nejpozdéi-
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§iho sedm minut. Anestézie trvd primérné 25 minut, nejkratSi anestézie byla
15 minut, nejdel§i 35 minut. Ve vSech pripadech byla délka anestézie dostatecna
k operativnimu zakroku, jako je kastrace, ovariektomie, operace kyl, oSetfeni
ran s komplikaci, osteosyntéza, extrakce cizich téles v jicnu atd.

Probuzeni bylo plynulé — anestézie pfechazela v postnarkoticky spanek
trvajici primérné pét hodin (nejkrat$i tfi hodiny, nejdelsi Sest hodin).
feni za 10 minut od aplikace doch4zi k poklesu, ktery trvd po dobu 30 minut
a je§té za 60 minut se nevraci zcela na ptvodni hodnoty. U srde¢ni frekvence
jsme zaznamenali kolisdni hodnot s tendenci zvySovani. U télesné teploty do-
chazelo naopak k mirnému poklesu v priméru o 0,3 °C v ¢asovém tuseku 10 az
20 minut od podani ketaminu.

V orientaénich pokusech jsme zjistili pokles minutového dechového objemu,
a to vyrazn&ji v méfenich za 10 a 20 minut po podani. V daldich méfenich se
vraceji hodnoty k vychozim tdajam.

1. Elektrokardiogramy z I, II. a IIL. kondéetinového svodu pied aplikaci ketaminu
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2. Elektrokardiogramy u téhoz zvirete v pribéhu anestézie ketaminem

Elektrokardiogramy snimané pred aplikaci vykazovaly velmi nizkou voltaz
kmitd a vln v I. svodu (obr. 1) a nebyly vyhodnocoviany. V zdznamech II.
a III. koncetinového svodu byla registrovana pravidelna srdeéni ¢innost s urdi-
tou variabilitou v amplitudach v jednotlivych pokusech.

Pti porovnani zdznamt v pribéhu anestezie ketaminem (obr. 2) s vycho-
zimi nalezy jsme nezjistili zddné zmény, které by svéd¢ily o ovlivnéni elektro-
kardiogramu pouzitym anestetikem.

Z krevnich vySetfeni jsme zaznamenali zvySeni v hladiné glukézy hlavné
v méfeni za 30 minut a za 4 hodiny.

Krevni obraz a enzymy (GOT, GPT) byly beze zmén.

Pti ddvce 5 mg ketaminu na kg Z. v. s premedikaci 4 mg Plegomazinu/kg na-
stupuje sedace a relaxace do tfi az péti minut. V prevazné vét§iné pripadi byla
sedace i relaxace takovéhc stupné, ze bylo mozné provést i bolestivé klinické
vv§etfovdni dutiny dstni, jicnu, vySetfeni a oSetfeni ran, rentgenologické vyset-
feni. K fixaci postaci jeden oSetfovatel, rtg vySetfeni bylo mozné jen fixaci
zvirete vyvazanim.
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DISKUSE

Davky, ke kterym jsme v naSich pokusech dospéli, se ukazuji jako davky
ncjnizdi k dosazeni pozadovaného efektu. K sedaci pro vySetieni a jiné nebolestivé
zikroky jsme volili stejnou davku ketaminu jako Diirr a kol. (1971), av8ak
bez soucasného pouziti chlorpromazinu se ndm tato davka jevila jako nedosta-
tend. Naproti tomu Beck a kol. (1971) pouzili davek pedstatné vyssich.
Prubéh anestézie, jeji nastup, trvani a probuzeni v naSich pokusech odpovida
pokustum citovanych autord. Prirozené — v pokusech Becka a kol. (1971)
je trvani analgezie i sedace delsi, coz odpovida podstatné vyssim ddvkam, které
uzili. Vyskyt zvySeného tonu az svalovych kie¢i zaznamenali vSichni autofi, ale
v men§im poftu nez my pii ddvce 25 mg/kg. Naproti tomu pii ddvce 5 mg
s premedikaci 4 mg chlorpromazinu na kg z. v. jsme nezjistili kiece vibec,
zatimco Diirr a Kraft (1971) uvadéji 9 % pripadi. V ojedinélych
nfipadech jsme vsak pozorovali projevy uréité predrazdénosti.

Pfi davce ketaminu 25 mg/kg z. v. jsme zjistili sniZeni teploty o 0,3°C
a snizeni frekvence dechové a minutového dechového objemu proti Diirrovi
a Kraftovi (1971), ktefi zaznamenali zvySeni téchto veli¢in. Tito autofi
v8ak pouzivali pouze 5 mg ketaminu na kg z. v. bez chlorpromazinu. Stejné
jako my zjistili depresi dechovou a mirny pokles télesné teploty Beck a kol
(1971) pti rychlé intravenozni aplikaci a pri vyssich davkach podanych intra-
muskuldrné. U ostatnich sledovanych ukazateld, tj. u frekvence tepu, hladiny
glukozy, krevniho obrazu a hodnot transaminaz byly nalezy shodné s literdrnimi
udaji.

Utvateni EKG a jeho jednotlivé hodnoty pred aplikaci kolisaly v rozmezich
uddvanych Lepeschkinem (1957). V pribéhu pokusu jsme zjistili mirnou
tachykardii, kterou uvaddi i Beck a kol. (1971), k dal§im zménam v elektro-
kardiogramu v8ak nedochéazelo.
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KPAJI 3., HEMEUEK JI., ITABJWITA M. (Briummas mkoxa BeTepHHAPHON MeXNIIIHEL, BpHo,
Yexocaosakus). Hucconpmanumonnas aHecresus Keramunom y xomek. Vet. Med. (Praha) 17
(9) : 545-550, 1972.

JHosa 25 wmr/kr k. B. xeramuna (Keranmap) npm BHyTpHMBIIIEYHOM BBeIEHMM BHISBHIBAET TakK
¥a3. JIMCCOLMALlMOHHYI0 aHecTe3Hio, NpomoJpKaoulyocs B cpenHeMm 25 MuH., ¢ morepeit 6oiesoro
UYBCTBA, IOCTATOUHOH IUIsi OGBIMILIX ONEpPAIMOHHLIX BMewarenscrs. Josa 5 Mr/kr . B. ¢ BHY-
TPHMBILIEYHBIM BBeIeHWeM M ¢ naueil xijopnpomasuua (ITliseromasmu) B 60JplIMHCTBE Cilydaen
BbLI3BIBAET CelajMIfHOe pacciabiieHue, NOCTATOYHOE IJISi HOPMAalIbHOTO KIMHMYECKOTO M PEHTTeHO-
JIO'HYECKOIro HCCJelOBaHHA. OIIHZKO aHecTe3usda HelgocrartoyHa Iasd OnepauHOH}«n’lx BMeEIMAaTeJIbCTB.

Hoawt B 25 Mr/Kr k. B. BH3BIBAIOT CHA3MBI MbIUeuHLIx rpynn npumepno s 150, caysaes, B or-
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AeNBHBIX CJy4yasgX ¥ HeNpOM3BOJIbHBIE NBH)KeHMs Breped. Jlosa 5 Mr ¢ XxJ0pnpoMasmHOM BhI-
3bIBAET JIMUIb TIpH3HAKM GecrokoiicTBa., OGBLIYHBIM CONPOBONMTENBHLIM sABJEHHeM 6bhBaeT pacuiu-
PeHHe 3pauyKOB, CJIIOHOBHINENIEHHE M BBHICOBbIBAHME s3biKa. KeramMuH B 103e 25 Mr/Kr BriamiBaer
IBIXaTeJNBHYI0 IENpeccuio, NPOABIAINIYIOCA KaK IOHM)KEHHEM YaCTOThl NBIXaHMS, TaK M MHHyT-
Horo ofweMa nmixaHus. Kpome TOro, HeckoJABKO namaer TeMrepaTypa TeJa M y4amlaeTcs IyJbC.
OpHeHTHPOBOYHbIE OINBITH MOKA3aJ]d, YTO KeTaMMH [OBHIIIAET YPOBEHb TJIOKO3LI B KPOBH, HO He
pausier Ha OKT, kapruny xkposun n rtpancamunasy (GOT, GPT).

obmias noTeps 4YyBCTBMTENBHOCTH; KeTaMuH; Keranep; mnyJbc; IbixaHue; TeMiepatypa; CIHpO-
Merpus; OKI; ruokosa; TpaHcaMHHA3Bl; KOUIKA

KRAL E., NEMECEK L., PAVLICA J. (University School of Veterinary Medicine, De-
partment of Surgery, Orthopedics and Radiology, Brno, Czechoslovakia). The Use
of Ketamine for Dissociation Anesthesia in Cats. Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 545-550,
1972,

The dose of 25 mg. of ketamine (Ketalar) per 1 kg. of live weight, applied intra-
muscularly, produces so-called dissociation anesthesia lasting 25 minutes, on an
average with sufficient analgesia for operation. The i. m. dose of 5 mg ketamine
per 1 kg. of live weight with chlorpromazin (Plegomazin) premedication produces —
in most cases — sufficient sedation and relaxation for ordinary clinical and X-ray
examination. However, anesthesia is not sufficient for operation. The doses of 25
mg. per 1 kg. 1. w. resulted in spasms of muscular groups in 159, of the cases,
and some individuals showed impulsive forward movements. Restlessness was the
only result of the application of the 5 mg. dose in combination with chlorpromazin.
Mydriasis is a common accompanying sign, the same being true of salivation and
protrusion of the tongue. Ketamine in the dose of 25 mg. per 1 kg. 1. w. causes
respiratory depression manifested in the reduction of the respiration rate and mi-
nute respiration volume. Furthermore, the body temperature is slightly decreased
and the pulse shows increasing trend. Informative trials have shown that ketamine
increases the level of glucose in blood, without affecting ECG, blood count and
transaminases (GOT, GPT).

general anesthesia; ketamine; Ketalar; pulse; respiration; temperature; spirometry;
ECG; glucose; transaminases; cat

KRAL E., NEMECEK L. PAVLICA J. (Veterinirmedizinische Hochschule, Lehr-
stuhl fiir Chirurgie, Orthopidie und Rontgenologie, Brno, Tschechoslowakei). Dis-
soziationsandsthesie mit Ketamin bei Katzen. Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 545-550, 1972

Eine intramuskulir verabreichte Gabe von 25 mg/kg Lebendgewicht von Ketamin
(Ketalar) ruft eine sogenannte Dissoziationsanisthesie mit einer fiir gewdhnliche
Operationseingriffe geniligenden Analgesie hervor, die im Durchschnitt 25 Minuten
dauert. Die Gabe von 5 mg'kg Lebendgewicht von Ketamin i. m. mit einer Chlor-
promazin-(Plegomazin)-Priamedikation ruft eine, fiir die gewdhnliche klinische und
roentgenologische Untersuchung geniligende Sedation und Relaxation hervor. Die
Anisthesie reicht jedoch fiir Operationseingriffe nicht aus. Bei Gaben von 25 mg/kg
Lebendgewicht traten Kridmpfte von Muskelgruppen etwa in 159, der Fille auf,
vereinzelt auch zwingende Bewegungen nach vorne. Bei einer Gabe von 5 mg mit
Chlorpromazin kamen nur Symptome der Unruhe zum Vorschein. Mydriasis, Sali-
vation und Zungevorstrecken sind die gewohnlichen Begleiterscheinungen. Ketamin
in einer Gabe von 25 mg/kg ruft eine Atemdepression hervor, die sich durch eine
Herabsinkung sowohl der Atemfrequenz, als auch des Minutenatemvolumens be-
merkbar macht. Weiter ergibt sich eine miflige Herabsinkung der Korpertemperatur
und eine Pulsbeschleunigung. Orientationsversuche bewiesen, dal Ketamin zu einer
Erhohung des Glukosespiegels im Blut fiihrt, jedoch keinen EinfluB auf das EKG,
das Blutbild und die Transaminasen (GOT, GPT) ausiibt.

allgemeine Anisthesie; Ketamin; Ketalar; Puls; Atem: Temperatur; Spirometrie;
EKG: Glukose; Transaminasen; Katze

Adresa autori:

Prof. MVDr. E. Kral, MVDr. L. Némedc¢ek, MVDr. J. Pavlica, CSc, Vysoka
skola veterinarni, Brno, Palackého 1-3
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TOXICKY UCINEK ZAHRATE KULTURY BACILLUS CEREUS

K. Prokipek

Bioveta, Ivanovice na Hané

PROKUPEK K. Toxicky uéinek zahrdté kultury Bacillus cereus. Vet. Med.
(Praha) 17 (9) :551-559, 1972.

V pokusech na vnimavych zvitatech pii parenteralni (mtraperltonealm) inoku-
laci bylo zjisténo, ze letalni aktivita zivé mladé populace B. cereus se snizuje
se stupném zahiivani v relaci se zmensujicim se poétem zivych bunék. Jelikoz
podle béznych predstav je nositelem Sokového pusobeni lipopolysacharid, oce-
kavali jsme, Ze i po devitalizaci cereové populace zahiatim si zachovd masa
usmrcenych bunék alespon vétsi ¢ast své puvodni Sokové aktivity. Zahratim
usmrcenou kulturou se mnejen nepodarilo vyvolat letalni Sok, ale vymizela
souc¢asné i schopnost navodit klinicky se projevujici afekci. Tento neocéekavany
vysledek jsme pric¢itali rusivému zasahu teploty do struktury uéinného kom-
plexu, ¢imz pravdépodobné doslo ke sniZeni, popripadé k uplnému vymizeni
aktivity vyvolavajici $ok.

B. cereus; zahrata kultura; Sokova aktivita

Moznost vyvolat Zivou cerecvou kulturou letdlni ok (Prokidapek 1972)
vedla k tuvaze, zda obdobného wéinku lze dosidhnout také populaci vystavenou
tlinku tepla. Tato otdzka poutala k sob& velkou pozornost, protoie pripadné
prokdzani termostabilita toxické substance by podporovala domnénku, ze jde
o endotoxinovou aktivitu.

Uemura (1914) zahfal suspenzi antrakoidnich bacili ve vodni lazni na
70°C po dobu jedné hodiny. 5 ml této suspenze aplikoval morcatiim intrape-
ritonedlné. Morcata za§la za Sest hodin za obvyklého obrazu tézké hemoragické
peritonitidy, provazené Sokovymi pfiznaky. Jinym moréatim bylo poddno 5 ml
suspenze zahf4té na 95 °C po dobu jedné hodiny intraperitonedlné. Za tfi hodiny
po podani se objevily pfiznaky onemocnéni, které do péti hodin dostoupilo
vrcholu. PostiZena zvifata se viak pozdéji zotavila a prezila. Uemura (1914)
2 toho vyvozoval, Ze Zivd kultura antraxu podobnych bacilii, zahtata témér
k varu, méla jeté toxické vlastnosti, tfebaze ve zmenSené mife.

Pato¢ka (1934) spravné poukizal na to, ze Uemurovy vysledky mohly
byt zptsobeny prezivajicimi spérami. Proto testovanou kulturu devitalizoval
autokldvovdnim. Takovou kulturou se mu nepodafilo vyvolat pfi intraperi-
tonedlni aplikaci morcatim pfiznaky Soku. Na podkladé tohoto poznéni vyslovil
autor pochybnost, zda se v tomto pfipadé jednalo o toxickou latku.

Naproti tomu vyvolavaji podle Sedlda¢ka a Rische (1961) teplo-
tou 60 °C usmrcené gramnegativni baktérie u vnimavych zvifat toxické symp-
tomy.
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MATERIAL A METODY

K pokustm jsme pouzili péii cereovych kment-C 19, C 20, C 313, C 314
a C 117, jejichz sokova aktivita byla provéfena jiz v predchozich pokusech.
Frvni ¢tyfi kmeny se vyznacovaly vyraznou schopnosti vyvoldvat letidlni $ok,
zatimco kmen C 117 projevoval slabsi aktivitu. Vysledky dosazené s kmeny
cereovymi jsme se pokusili srovnat s vysledky nékterych enterobakterii. Proto
jsme do pokust zaradili nékolik kmentu salmonel (S. typhimurium, S. cholerae
suis, S. bareilly), Citrobacter a E. coli (hemolyticky kmen 5368 a nehemolytic-
ky kmen 5356).

Texicka aktivita zahratych kultur byla testovana zkouskou letdlniho Soku
na mcrcatech. Pétihcdinova populace cereovych kment, suspendovana ve fy-
ziologickém roztcku, obsahujici 10'° bacilarnich bunék, byla vystavena uéinku
rizné odstupnované teploty ve vodni lazni anebo v autokldvu. Po pfislu§né
expozici byla suspenze rychle ochlazena a pak inokulovdna pokusnym zvita-
tim. Cereové kultury byly zahiity na teplotu: 60° — 60 minut, 70° — 60 mi-
nut, 80 — 30 minut, 90 ° — 30 minut, 100" — 15 minut a 110° — 10 mi-
nut. Pocet Zivych bunék v zahtdté suspenzi byl stanoven zifedovaci plotnovou
_metodou. Morcata (350—400)g byla inokulovana intraperitonealné a test
letality byl hodnocen stejné jako v predchozi praci (Proktapek 1972).

Stupen sporulace byl kontrolovan mikroskopicky (Ivanov a Dacevic
1964), pccet zivych, kliceni schopnych bunék zredovaci plotnovou metodou.

Kultury enterobakterii, které jsme pouzili ke srovnavani s kmeny cereovymi,
jsme zahfivali na teplotu 409 45° 50° a 60°C, vidy po dobu 30 minut.
Piiprava suspenzi, celkovd koncentrace inokula (10'°) a aplikace moréatiim
byly zcela obdobné jako pfi pouziti kment cereovych.

Cercové kmeny jsme zahtivali na vyssi teploty proto, ze jsme brali v tvahu
tvorbu spér a jejich relativné vyssi odolnost k acinku teploty.

VYSLEDKY

Experimentalné dosazené vysledky u cereovych kment je tfeba hodnotit ze
ii hledisek. Podle toho, zda kultura po zahtati obsahuje zivé vegetativni buiiky
a plné vitalni, aktivované spéry, nebo mrtvé vegetativni buitky a kliceni jesté
schopné spéry, nebo kone¢né kromé cjedinélych prezivajicich spér se snizenou
kiicivosti jen usmrcené vegetativni butiky a spory, jejichz toxicka slozka byla
jiz ptisobenim vysokych teplot viceméné denaturovana, popfipadé zcela ztratila
svou toxickou aktivitu.

Z uvedenych hledisek bychcm mohli rozdélit dosazené vysledky u cereo-
vych kment do tfi skupin. V prvni skupiné bychom mohli uvést vysledky ziskané
plsobenim kultury zahtaté na teploty do 60 °C. V této skupiné je mozné pred-
pokladat, Ze se zde uplatnil sice prevazné ucinek vegetativnich forem, ale také
spor, projevujici se u vSech kment plnou letalni aktivitou, vedouci k exitu po-
kusnych zvifat Sokem za 2 Y2 az 6 hodin po inokulaci.

Do druhé skupiny jsme zatadili pasobeni kultur zah¥atych na teploty
v rozsahu nad 60° do 90 °C. Ocekavali jsme, ze u téchto suspenzi se bude
jednat o dcinek spér do rizného, ale stdle je§té vysokého procenta schopnych
kliceni. Predpokladali jsme totiz, Ze za podinek usporadani pokusu doslo k ma-
sivnimu vysporulevani kultury. O téchto skute¢nostech jsme se presvédéili tim,
ze jsme kontrolovali stupen sporulace, Zivotnost spér a schopnost vykliceni,
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Mchli jsme sledcvat, Ze se stupném zahtdti ubyval pocet ptezivajicich
bunék, klinické priznaky se dostavovaly pozdéji a doba, za kterou se dostavoval
exitus, se prodluzovala. Pfi zahfati na 70 °C se klinické pfiznaky Soku dostavo-
valy jeSté za jednu hodinu a exitus za tfi az pét hodin po inokulaci. Kultura
zahfatd na 80°C vyvolala klinické ptiznaky za pét hodin a exitus Sokem
i dveu kmend za tfi az pét hodin, u dalSich dvou za dobu zfetelné delsi.
U jednchc kmene k Soku nedoslo. U suspenzi zahtatych na 90 °C jsme mohli
zaznamenat cbdobné vysledky, jen doba, za kterou se dostavoval exitus Sokem,
se jeSté vice prodlouzila.

Je zndmé, Ze scmatické atigeny spér jsou odlisné od somatickych antigenti
vegetativnich bunék. Protoze pokusnd zvifata reagovala na inokulaci spér ob-
dobné jako na vpraveni vegetativnich bunék, je velmi pravdépodobné, ze spéry
v organismu vykli¢ily, coz je snadno mozné, protoZze ve vhodném prosttedi
to je otdzka kratké doby.

Abychom si tento predpoklad ovéfili, doplnili jsme svoje pozorovani po-
kusem na morcatech, kterym jsme aplikovali davku obsahujici 10'° dobie vy-
sporulované kultury nékolika cereovych kment intraperitonealné. K exitu $okem
dochdzelo vétSinou za Sest az deset hedin. V dutiné bfi§ni byl zaznamenin ty-
picky obraz peritonedlniho syndromu. Roztéry prokazaly hojné neopouzdienych
ty¢inek, ale ¢ast bunék (asi 10 az 20 %) zistala ve formé spér se sniZenou
klicivosti a neschopnych vyklicit in vivo za dobu kondni pokusu. Vysledky
téchto pokusii ukazaly, ze spoérovou suspenzi lze vyvolat u vnimavych pokusnych
zvirat obdobny letalni $ok, jak se tc datfi s mladou populaci vegetativnich bunék,
ale s ponékud protrahovanéj§im acinkem.

Suspenze zahtaté na 100 °C po dobu 10, 15 a 20 minut vyvolavaly klinické
priznaky onemocnéni (za 4 az 5 hodin) a exitus protrahovanym $okem (za 8
4z 14 hodin). U v8ech morcat, ktera zasla Sokem, byla nalezena krvava tekutina
v peritonedlni dutiné. Pri delsi expozici (30 a 60 minut) nebyly uz zaznamenéany
klinické ptiznaky Soku. Pt¥i zahtati kultury na 110 °C po dobu 10 minut (8 tisic
zivych bunék v inokulu) se dostavily jesté klinické ptiznaky onemocnéni (za 4
az 6 hodin) a exitus $okem (za 14 aZ 18 hodin). V dutiné bfi§ni byla krvava
tekutina. Populace vystavena dcinku této teploty po dobu 20 minut uz klinické
priznaky $oku mevyvolala.

Ptehled o poctu piezivajicich bun€k zahtaté cereové kultury je uveden
v tab. I.

1. Po¢et zivych bunék v zahiaté pétihodinové kultuie (°C/min.) B. Cereus

Pocet zivych bunék pri teploté (°C) a dobé expozice (min)

Bacillus cereus =
60°— 60’ ’ 70°—60" | 80°—30" | 90°—30" | 100°—15" | 110°—10"
Cc19 900 M 650 M 150 M 28 M 150 T 8T
C20 980 M 800 M 420 M 48 M 40T 3T
C313 700 M 360 M 180 M 40 M 12T 0
C314 840 M 350 M 20 M 400 T 40T 0
c117 18 M 6 M 1,2 M 300 T 35T 0

M = milién; T = tisic
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II. Letalni aktivita zahraté kultury B. cereus

Teplota zahtéti (°C) a doba expozice (min)

Oznaéeni 800_ 30/ 900_301
cereového kmene }

60°—60" | 70°— 60’ 100°—15" | 110°— 10’

exitus za hodin

Cc19 2ijg— | 3—4 3-5 4-6 8—12 | 10—18
—4

C20 21/2— | 3—4 3-41/2| 5-7 8—12 | 10—15
—3113

C313 3—4 3—5 5-10 | 8—15 |10-15 -

C 314 3-5 4—6 8=10 | 3—12 |12-18 -

C 117 5-6 8-10 i s - -

Toxicky ucinek zahtaté suspenze pét hodin staré kultury u péti sledovanych
cereovych kmenu je v prehledu uveden v tab. II.

Z nasich vysledkt vyplyva, ze celkem shcdné vysledky daly cereové kmeny
(C 19 a C 20). Dalsi dva kmeny (C 313 a C 314) mély ponékud slabsi
ucinek. Nejmens$i toxicky ucinek mél kmen C 117.

Vsechna morcata, u nichz byl zaznamenan exitus, zasla za typického kli-
rického obrazu a patomorfologického nélezu v dutiné peritonedlni. Obecné
dochézelo k exitu pokusnych zvifat pfi podstatné niz§im poltu prezivsich bunék
v zahtaté suspenzi (v nékterych pfipadech jen pfi nékolika tisicich), nez byla-li
aplikovana samotna Ziva kultura. V zadném ptipadé nedoslo k exitu pokusnych
zvifat Sokem po inokulaci umrtvené kultury, tfebaze se nékdy klinické pfiznaky
onemocnéni v lehéi formé dostavily.

V dalsi césti pokust jsme srovnali vysledky, které jsme dosahli u cereovych
kmenti, s vysledky pokust za pouziti nékterych kment enterobakterii, za tychz
experimentdlnich podminek, s tim jedinym rozdilem, Ze kultury byly zahfivany
na niz§i teploty.

S. typhimurium

- 40°C — 30 minut. V zaht4té suspenzi bylo asi 900 miliént Zivych bak-
teridlnich bunék. U oc¢kovanych morcat se objevila za dvé hodiny po inokulaci
lehka maléatnost, ktera zahy vymizela. Pouze jedno zvife ze skupiny zaslo za
14 hodin po inokulaci. V dutiné bfi§ni bylo nalezeno cca 2 ml zkalené cerveno-
hnédé tekutiny. :

45°C — 30 minut. V zahtatém inokulu bylo stanoveno asi 700 miliéni
zivych bakteridlnich bunék. Po dvou hodinach se objevily leh¢i pfiznaky malat-
nosti, které po nékolika hodinach odeznély a pokusna zvifata zistala ¢il4.

50 °C — 30 minut. Zah¥ata kultura obsahovala asi 400 miliénd Zivych bak-
teridlnich bunék. Mirnd maldtnost se dostavila za tfi hodiny, ale po nékolika
hodinach mizela a morcata ztstala ¢ila.

60 °C — 30 minut. V zahtaté suspenzi nebyla prokdzana ptitomnost zivych
bakteridlnich bunék. Pfechodna malatnost pokusnych zvifat mizi po nékolika
Lodinach.

Podobné probihaly pokusy s ostatnimi kmeny salmonel. Obecné pti zah¥a-
ti kultury na 60°C po dobu 30 minut jsme nezji§fovali v inokulu uz #adné
zivé bakterialni buriky.
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Citrobacter

40 °C — 30 minut. V zahtaté kulture je asi 960 milioni zivych bakterialnich
bunék. U otkovanych morcat se objevily pfiznaky onemocnéni za jednu az dvé
hodiny. Malatnost se stupiiovala a k exitu doslo za pét az osm hodin po inokulaci.
V dutiné peritonedlni typicky nalez 4—8 ml zkalené, mirné krvavé tekutiny.

45 °C — 30 minut. Bakteridlni suspenze obsahovala asi 650 miliéni zivych
bakteridlnich bunék. Za dvé az tfi hodiny se dostavily pfiznaky malatnosti,
kterd trvala v mirné formé po fadu hodin. Po odeznéni se moréata zotavila
a zustala uz ¢ila, kromé dvou, u nichz se pfiznaky onemocnéni stupiiovaly
a kterd zasla za 8 az 12 hodin po inokulaci. V dutiné peritoneédlni bylo 4—6 ml
lehce zkalené nartizovélé tekutiny.

50 °C — 30 minut. V zahtaté kultufe je asi 400 tisic Zivych bakterialnich
bunék. Ockovand pokusnd zvifata zistala bud bez klinické odezvy, anebo se
u nich dostavila lehkd kratkodoba malatnost. Pouze u jednoho moréete se tato
malatnost stupriovala az k exitu, ktery nastal za 25 hodin po inokulaci. V du-
tiné peritonealni jsme mnasli 4 ml lehce zkalené narizovélé tekutiny.

Pfi zahfati na 60 °C — 30 minut a vyssi ieplotu neobsahovala kultura zivé
bakteridlni buiiky a inokulum uZz nevyvoldvalo klinickou odezvu pokusnych zvifat.

E. coli 5368 (hemolyticka)

40 °C — 30 minut. V zahfatém inokulu je asi 580 miliénia Zivych bakte-
ridlnich bunék. Klinické ptiznaky se dostavily za dvé hodiny, k exitu doslo za
tfi az ¢tyfi hodiny. V dutiné peritoneélni bylo cca 6 —8 ml krvavé tekutiny.

45°C — 30 minut. Bakteridlni suspenze obsahuje asi 350 miliént Zivych
bunék. Za dvé hodiny se dostavila malatnost, kterd se stupnovala. K exitu
dosle za pét az Sest hodin. V dutiné peritonedlni bylo asi 5—6 ml krvavé

tekutiny.
50°C — 30 minut. V zahfaté kultufe je asi 20 miliéni zZivych zdrodkd.
Ockovana morcata byla zpocdtku lehce malatna, pozdéji bez klinickych pfiznaki.
60°C — 30 minut. V zahfdtém inokulu nebyly zjistény zivé zarodky.

Oc¢kovana morcata byla kratkodobé mirné maléatna, pak bez klinické odezvy.
70°C — 30 minut. Obdobny vysledek.

E. coli 5356 (nehemolyticka)

40°C — 30 minut. Zahtatd suspenze obsahuje asi 650 miliéni Zivych
bunék. Leh¢i malatnost se dostavuje za dvé hodiny, pozdéji se stupiiuje a exitus
nastavd za 8 az 12 hodin. V dutiné peritonedlni 11—14 ml sanguinolentni
tekutiny.

45°C — 30 minut. V inokulu je asi 380 miliénd zivych bakteridlnich
bunék. Lehkd malatnost se dostavila za dvé hodiny, vyrazna za Sest hodin.
Exitus nastal za 10 az 16 hodin. V dutiné peritonedlni 3—8 ml zkalené lehce
krvavé tekutiny.

50°C — 30 minut. V kultufe je asi 10 miliéni Zzivych bakteridlnich bu-
nék. Inokulovana moréata po kratkodobé mirné malatnosti zustdvaji ¢ila.

V kultufe zahtaté na 60 °C — 30 minut nebyly Zaddné Zivé bunky E. coli.
Naockovana morcata zastala bez klinické odezvy.

Udaje o pomérné malé odolnosti mladé kultury pouzitych kment entero-
bakterii k zahfati, vyjddfené poctem preziv§ich bakteridlnich bunék, jsou uve-
deny v pfehledné tabulce III a toxicka aktivita téchto suspenzi v tab. IV.

Z uvedenych vysledki je patrné, ze pétihodinovd kultura enterobakterii
je pfi teplotach do 60 °C citlivéjsi k piisobeni teploty nez stejné stard kultura
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III. Pocet zivych bakterialnich bunék v zahratém inokulu mladé kultury nékterych

enterobakteriacei

Pocet zivych mikrobu pfi teploté (“C) a dobé expozice (min)
Kmen 5 :
40" —30" 45°— 30" 50— 30’ 50— 60’ 60°—30"
S. typhimurium 900 M 700 M 400 M 3M 0
S. cholerae suis 700 M 350 M 180 M 20 M 0
S. bareilly 800 M 450 M 240 M 6 M 0
Citrobacter 960 M 650 M 460 T 0 0
E. coli 5368 580 M 350 M 20 M 600 T 0
E. coli 5356 650 M 380 M 1I0M 300 T 0
M = milién; T = tisic
1V. Letalni aktivita zahraté kultury nékterych enterobakieriacei
Teplota (°C) a doba expozice (min)
Kmen 45" —30’ 50" —30’
40" 30 == - 60°—30’
exitus za hodin

S. typhimurium —%*) = - .
S. cholerae suis — - e =
S. bareilly — - - —
Citrobacter 8—12 - —
E. coli 5368 3—4 5—6 - -
E. coli 5356 —10 8—15 — —

*) Jedno morce ze skupiny za$lo za 14 hodin po inokulaci s typickym nalezem v dutiné perito-
nealni.

cerecva. Ulohu zde miize hrat vyssi stabilita koloidi, ktera je druhové specificka,
podminéna vy$sim pedilem vazané vody v protoplazmé a vy$§§im obsahem mast-
nych kyselin. U kultur preZivajicich var musi hrat roli i pfitomnost spér,
vytvofenych mechanismem endotreini sporulace.

Vysledky uvedené v tab. IV masvédcuji tomu, ze zahfaté kultury uvedenych
entercbakterii ztrdceji podstatné diive svou toxickou aktivitu nez stejné stard
populace kmena cereovych. Zatimco u vSech téchto kmend byla pfi zahtati
kultury na 60 °C letdlni aktivita jesté¢ plné zachovana, nebyla u viech pouzitych
kment enterobakterii (véetné kmenti E. coli) pti zahtati na 50 °C zaznamenina
v testu letality na morcatech zadna toxicka aktivita. Tento nélez je jisté pozoru-
hodny a bylo by tfeba jej provéfit na vét§im poctu kmend.

DISKUSE

Analyzujeme-li experimentalné ziskané vysledky, je tfeba ucinek intrape-
ritonedlné podané cereové kultury pokusnym zvifatim posuzovat zvlast u kultur
skladajicich se pfevazné jen z vegetativnich forem, zvlas{ u suspenzi, ve kterych
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prezily jen spory bez podstatného snizeni klicivosti a konecné zvlast u kultur,
u kterych jiz pravdépodobné doslo k poskozeni klicivosti spér a komponenty
vyvolavajici sok. Mlada kultura nékolika namétkové vybranych cereovych kmeni
st uchovala v pokusech na vnimavych zviratech jesté po relativné vysokém za-
hrati svou letdlni aktivitu, vyjddfencu primarnim Sokem. Pti zahtati suspenze
v rozsahu do 60°C se uplatiiuji svym a¢inkem z prevdzné ¢asti vegetativni
formy. U suspenzi zahtatych na vys$si teplotu je kultura zastoupena vyhradné
sporami, jejichz kli¢ivosti se stoupajici teplotou postupné ubyva. U teplot vy$sich
aez 100 °C dochézi i k jejich usmrceni a soucasné se s nejvétsi pravdépodobnosti
narusuje také toxicka slozka vyvolavajici Sok.

Kultury zahfaté na 60 a 70°C vykazovaly vysledky velmi si podobné.
U suspenzi zahtatych na 80 az 100 °C se ubyvani klic¢ivosti spér projevovalo
pezvolnym prodluzovanim doby exitu pokusnych zvifat. Se zfetelem k tomu, Ze
somatické antigeny spor jsou odlisné od somatickych antigentt vegetativnich
bunék a protoze pokusna zvirata reagovala na inokulaci spor obdobné jako na
vpraveni vegetativnich bunék, bylo mozno predpokladat, ze spéry v organismu
vyklicily. V pokuse s vysporulovancu kulturou cereového kmene C 19, podanou
intraperitonealné moréatim v davee 10, jsme pozorovali exitus Sokem za 6 az
10 hodin. V dutiné peritonealni jsme nasli jesté hojné spor. Protrahovanéisi
cinek sporové suspenze scuvisel pravdépodobné s tim, ze pomérné znacna Cast
spor jesté nevyklicila. Kultury zahtaté nad 100 °C se skladaly prevazné z usmr-
cenych spér a vyznacovaly se ztratou schopnosti vyvolavat letalni $ok. Pouze
v nékolika pripadech zistalo relativné velmi malé mnozstvi ptezivajicich a kliceni
schopnych spor (3—8 tisic). Avsak i takové inckulum bylo jesté schopné vyvolat
letalni $ok, ale uz zna¢né protrahovanéjsi.

Za vyvolavatele Soku je lfeba povazovat nejen bunky prezivajici tepelny

sok, ale i somatické, relativné termostabilni antigeny usmrcenych bunék. Naru-
seni slozky vyvoldvajici ok pusobenim tepla se projevuje snizenim toxicity,
poptipadé jeji Gplnou ztratou. Zahtati kultury nad 100 °C uZ pii kratké casové
expozici vede k tuplné ztraté schopnosti vyvoldavat letalni Sok, anebo dochazi
k exitu po zna¢neé protrahované inkubacni dobé.
U suspenzi zahiatych na 80 az 100 “C se ubyvani kli¢ivosti spér projevovalo
vitu pii zahfati kultury do 45 °C pouze Citrobacter a oba kmeny E. coli. Zejmé-
na E. coli 5368 se svym ucinkem pcdobala Sokové aktivité cereového kmene
C 19. Avsak uz zahiati kultury na 50°C mélo za ndsledek také u tohoto
hemolytického kmene E. coli ztratu toxické aktivity, projevujici se ztratou schop-
nosti vyvolat u vnimavych zvifat §ok, zatimco populace vsech v pokuse pouzitych
cereovych kmenii, zahtatd na teplotu do 60 "C, vykazovala jesté tplnou letélni
sokovou aktivitu. Tento vyrazny rozdil v toxické aktivité lze jen stézi vysvétlit
tim, zZe by zahfatim kultury na 50 °C po dcbu 30 minut doslo k tak znaénému
raruSeni lipopolysacharidového komplexu, které by vedlo ke ztraté Sokové akti-
vity. Rozdil v $ckovém ac¢inku zahfatych kmena cerea a entrobakterii lze vysvét-
lit hlavné tim, ze z cereové populace pfezivd mnchem vice bunék. ZvySenou
snaSenlivost cereovych kmeni k téinku teploty potvrzuje ve svych pokusech
také Strukova (1967).

Experimentalné ziskané vysledky nasvédcuji tomu, Ze zahtatim na urcitou
teplotu ztraci kultura svou toxicitu, projevujici se letdlnim Sokem ma vnimavych
zvifatech. V nasich pokusech u enterobakterii to bylo uz pti 50 °C, u aerobnich
sporulujicich mikrobt az pfi teploté nad 100 °C.

Je zfejmé, ze vyraznou Sokovou aktivitou se vyznacuje ziva kultura. Z vy-
sledkti nasich pokusii lze usuzovat, ze pro pouZité cereové kmeny se pohybovala
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kritickdi mez pro vyvolani typického a ¢asové limitovaného letdlniho Soku pri
parenteralni aplikaci v rozsahu asi mezi 10° a 10° Zivych bunék. Tato mez bude
jisté dosti pohyblivd a bude zaviset také na aktudlni aktivité mikrobniho kmene
2 na individudlni citlivosti organismu. Pozoruhodné je vSak poznani, Ze smési
zivé kultury s usmrcenymi burikami lze vyvolat letidlni Sok snaze, nez stejnou
davkou zivé kultury.

Tyto poznatky by bylo tfeba doplnit pokusy provedenymi cestou peroralni,
aby byl osvétlen vyznam B. cereus pro vznik alimentarnich onemocnéni.

Technicka spoluprace: Jan Kubes§.
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rperoit kynetypnl Bacillus cereus. Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 551-559, 1972.

B xone omeiToB Ha BOCHPHMMYMBBLIX JKHBOTHEIX IIPH IapeHTepasibHOU (BHyTpuOpIOMHOI) HHO-
Kyasuuu GblJIO yCTAHOBJIEHO, YTO JIeTaJbHas aKTHBHOCTb JKMBOH Mosomoi nonyasuuu B. cereus
cnafeer 1O Mepe CTeneHH HarpeBa B CBA3M C COKPAIAIOUIUMCH KOJIMYECTBOM JKUBBIX KJIETOK.
Tax kak (corsacHo OGBIYHBIM IpPENCTABJEHUAM) HOCHTEJEM UIOKOBOTO NEHCTBMS HBJIAETCH JIM-
noloaucaxapui, Mbl OKHIAJH, 4YTO M IIOCJE INEBHTAJH3ALMH INONyJALUHMH CeTeus nyreM Harpesa
Macca yMEpIITBJIEHHBIX KJETOK cOXpaHAeT G6OJbllyi0 YacTh CBOeH IIeBPOHAYaJILHOH IIIOKOBOM
aktupHoctH. IlyTeM HarpeBa yMepIITBJIEHHOH KyJbTypbl He TOJLKO, 4YTO He yNajoch BLI3BATh
JIeTaJIbHOTO 1I0Ka, HO HCYe3ja B TO Ke BpPeMs M CHOCOOHOCTH yTNpaBJeHUs KJIUHHYECKH I1po-
apngoweiica apexranueit. DTOT HeOKMIAHHBIN  pe3yJbTaT Mbl IPHINCHIBAJK  BMeUIATebCTBY
TeMNepaTypsi B CTPYKTYPYy IeiCTBYIOIero KOMILJeKCa, YTO BLI3BAJIO, MO BCeH BepOSTHOCTH,
ocnabJeHue MJHM M II0JHOE TpeKpalleHHe aKTHBHOCTH, NPHYHHAONIEH IIOK.

B. cereus; momorperas KyJbTypa; WIOKOBAas aKTHBHOCTDH

PROKUPEK K. (Bioveta, Ivanovice na Hané, Czechoslovakia). The Toxic Effect of
a Warmed Bacillus cereus Culture. Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 551-559, 1972,

It was revealed in trials with parenteral (intraperitoneal) inoculation performed in
susceptible animals that the lethal activity of the live young population of B. ce-
reus decreased with the degree of heating, in relation with the decreasing number
of living cells. Due to the common view that lipopolysaccharid was the carrier of
the shock effect we expected the mass of dead cells to save a larger part of its
original shock activity, even after the heating devitalization of the cereus popu-
lation. The culture, killed by heat, not only produced no lethal shock but at the
same time it entailed the extinction of the ability to produce clinical affection. This
unexpected result we ascribed to the interfering effect of temperature on the struc-
ture of the effective complex which probably reduced or totally removed the ac-
tivity producing the shock.

B. cereus; warmed culture; shock activity
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PROKUPEK K. (Bioveta, Ivanovice na Hané, Tschechoslowakei). Toxischer Effekt
der erwdrmten Kultur des Bacillus cereus. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :551-559, 1972.

In Versuchen auf empfindlichen Tieren wurde bei einer parenteralen (iniraperito-
nealen) Inokulation festgestellt, dall die Letalaktivitdt der lebendigen jungen Popu-
lation des B. cereus mit dem Grad der Erwidrmung in Relation mit der sich ver-
mindernden Anzahl lebendiger Zellen zuriickgeht. Da, den {iiblichen Vorstellungen
gemil, das Lipopolysaccharid der Triger der Schockwirkung ist, haben wir erwar-
tet, da auch nach der Devitalisierung der Cereus-Population durch Erwirmung
die Masse der getoteten Zellen mindesiens den groBeren Teil ihrer urspriinglichen
Schockaktivitit behalten wird. Mit der durch Erwidrmung getoteten Kultur ist es
nicht nur nicht gelungen einen letalen Schock hervorzurufen, sondern gleichzeitig
verschwand auch die Fidhigkeit eine Kklinisch sich bemerkbar machende Affektion
hervorzurufen. Dieses unerwartete Ergebnis haben wir dem storenden Eingriff der
Temperatur in die Struktur des wirksamen Komplexes zugeschrieben, wodurch
wahrscheinlich eine Verminderung, bzw. vollkommene Verschwindung der den
Schock hervorrufenden Aktivitdt verursacht wurde.

B. cereus; erwiarmte Kultur: Schockaktivitat

Adresa autora:
MVDr. K. Proktpek, CSc., Bioveta, Ivanovice na Hané
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RECENZE

NEUROBIOLOGY OF INVERTEBRATES

Vyd.: Akadémiai Kiado, Budapest, 1968; 501 str.

Kniha je souborem referatii ze Symposia poradaného Biologickym vyzkumnym
ustavem madarské Akademie véd v Tihany v roce 1967. Obsahuje prace prednich
svétovych odbornikt z oblasti neurobiologie ¢ervli, mékkyst, koryst a hmyzu. Je
rozvrzena do ¢ty oddilt. Prvni ¢ast obsahuje prace neuromorfologické, zahrnujici
submikroskopickou stavbu, cytochemii a histochemii. Druha ¢ast obsahuje referaty
tykajici se biofyzikalnich a farmakologickych procest, probihajicich na bunééné
urovni. Treti ¢ast se zabyva specifickymi problémy aktivnich substanci a enzymu
v nervovém systému a srdci. Ctvrtéd éast je vénovana referatim o neuralni inte-
graci, specialné problémim o chovani Zivocichu.

Vsechny prispévky obsahuji mnoho dokumenta¢niho materialu, grafy, mikro-
iotografie, schémata a tabulky. Za kazdou praci je uveden seznam literatury a na
zaveér jsou zachyceny diskusni otazky ze Symposia a odpovédi autora. Soubor téchto
praci je cennym prinosem na poli neurobiologie bezobratlych Zivodichi.

J. Crha
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LYZYLARYLAMIDAZOVA AKTIVITA V KRVNYCH SERACH
DOMACICH ZVIERAT

M. Molnarova, M. Bartik, A. Samo

Vysoka $kola veterindrska, Ustav biochémie a toxikoldgie, Kosice

MOLNAROVA M., BARTIK M., SAMO A. Lyzylarylamiddzovd aktivita v krv-
nych sérach domdcich zvierat. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :561-568, 1972.
Zisfovali sa normalne aktivity sérovych lyzylarylamidaz (enzymov §tiepiacich
L-lyzyl-p-nitroanilid) u domacich zvierat a zien. V sérach oviec, prasiat, krav,
koni a Zien sa stanovili nasledujuce priemerné aktivity: 11,4; 9,6; 2,3; 1,9 a 6,0 U
(300C). Previedli sa niektoré kinetické $tudia. pH optimum sérovych enzymov
Stiepiacich L-lyzyl-p-nitroanilid v Tris/HCl pufroch je 7,5. Hodnoty K nepu-
rifikovanych enzymov ové¢ieho, prasacieho, kravského a konského séra si na-
sledovné: 2,58.10-4; 2,25.10-4; 7,50.10-1 a 9,25.10-4 M. Lyzylarylamidazy vykazovali
stabilitu poéas 120 minut inkubacie pri 25°C ca v rozmedzi pH 6 az 8. Zisfo-
vala sa tiez teplotna stabilita sérovych lyzylarylamidaz pri 50 a 60°C a za-
vislost aklivity na inkubaénej teplote v rozmedzi 09 az 60°C. Elektroforézou
na polyakrylamidovom géli sme detekovali tri enzymatické frakcie hydrolyzu-
juce L-lyzyl-p-nitroanilid. Aktivita sérovych lyzylarylamidaz po aplikacii CCl4
ovciam (per os 0,5 ml/kg z. v.) vzrastala. Maximalna aktivita sa zistila 24 hodin
po aplikacii. Pri elektroforetickom rozdeleni enzymov na polyakrylamidovom
géli zvySovala sa tretia, najpomalejsie putujica frakcia.

arylamidazy; otrava CCly; enzymaticka diagnostika

Ulohou tejto prace, ktord nadviizuje na predchadzajice zdelenia (Bartik,
Blahovec 1971; Blahovec, Blahovcova, Bartik 1971; Bar-
tik, Michnova 1971; Samo, Bartik 1972), je sledovaf Sstiepenie
L-lyzyl-p-nitroanilidu enzymami krvnych sér niektorych druhov domécich zvierat
a pokusit sa o predbeznt charakteristiku enzymov zodpovednych za tito hydro-
lyzu. Enzymy, ktoré hydrolyzuja L-lyzyl-p-nitroanilid, nazyvame v texte ly-
zylarylamidazami, i ked niekedy sa v literatire oznacované ako aminopepti-
diza B (Hopsu a kol. 1966, 1968).

MATERIAL A METODY
BIOLOGICKY MATERIAL

Ako zdroj enzymu sme pouzili krvné séra klinicky zdravych oviec, hovad-
zieho dobytka, osipanych a koni. Krvné séra boli skladované v chladnic¢ke pri
0° az 4 °C a spravované najneskér do 24 hodin po odbere krvi.

ROZTOKY

a) 10=! M L-lyzyl-p-nitroanilid . 2 HBr v destilovanej vode;
b) 0,1 N HCI (pre zastavenie reakcie okyslenim);
c) 0,05 M Tris-HCI pufer pH 7,5;
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d) univerzalne pulre podla Britton-Welforda (Biochem. Handbook, London
1961);
e) 0,1 M fosfatovy pufer pH 7,5.

METODY

Stanovenia aktivity sérovych arylamiddz $tiepiacich L-lyzyl-p-
-nitroanilid sme prevadzali fotometricky ma spektrdlnom fotometri SF-D-2
(ZSSR) meranim mnozstva p-nitroanilinu, uvolneného hydrolyzou.

Podmienky: dlzka viny 400 nm, extinkény molarny koeficient p-nitroani-
linu e400hm = 10900 M~* cm~?, hribka kyvety d = 1 cm, merania extinkcii (A)
cproti slepej vzorke, doba inkubécie 60 minat pri teplote 30 °C, vysledna kon-
centracia substrdtu v inkubaénej zmesi [S] = 10~%* M.

Inkubaé¢ny roztok: 0,7 ml (¢) + 0,2 ml séra + 0,1 ml (a). Po
60 min. inkubacie sme reakciu zastavili pridanim 0,5 ml (b) a merali ex-
tinkciu (A1).

Slepy (kontrolny) roztok: 07 ml (¢) + 0,2 ml séra +
+ 0,5 ml (b) + 0,1 ml (a). Odmeria sa extinkcia (A»).

Vypocet jednotiek aktivity U:
& AA 6 Vk
U@B0°C) = = .108, v,

A4 — rozdiel extinkcii A1—A2

€400 nm — 10900 M-! cm-!
d — 1,00 cm
Vi — koneény objem (= 1,5 ml)
Va — objem analyzovanej vzorky (= 0,2 ml)
t — doba inkubdcie (= 60 min)

Elektroforetické delenie enzymov hydrolyzujicich L-lyzyl-p-
-nitroanilid sme prevadzali metédou podla Ornsteina a Davisa (1962)
v 7% polyakrylamidovom géli v Tris-glycinovom pufri pH 8,3, pri 5 mA na
jednu trubicku po dobu 75 minut. Detekciu bielkovin sme prevadzali vyfarbenim
v 1% roztoku amidocerne 10 B v 7% kyseline octovej. Lokalizéciu enzymaticke;
aktivity sme prevadzali podla Mdkinena a Raekalia (1969). Stipce
gélu sme prietne rozrezali na 1,5 mm dieliky a jednotlivo preniesli do sku-
maviek s 0,1 M fostatovym pufrom, pH 7,5. Eldcia enzymu prebiehala 24 hodin.
Potom sme inkubovali takto vyeluovany enzym s roztokom L-lyzyl-p-nitroani-
lidu 5 hodin pri 30 °C. Koncentricie substridtov v inkuba¢nych zmesiach boli
5.107* M. Mnozstvo uvolneného p-nitroanilinu sme merali pri 400 nm.

Kontrolu pH inkubaénych roztokov sme prevadzali na pH-metri
LP 58 (ZSSR) sklenenou elektrédou.

Zmeny oproti uvedenym ddajom a pracovnym postupom, pokial to vyza-
dovala povaha skdmanych zavislosti, uvddzame v dalSom texte alebo pri
obrazkoch.

—1— = 11,5. 44
kde t

VYSLEDKY
VPLYV KONCENTRACIE ENZYMU NA HYDROLYZU SUBSTRATU

Priebeh hydrolyzy L-lyzyl-p-nitroanilidu v zavislosti na mmozstve enzymu
je na obr. 1. Mnozstvo enzymu je vyjadrené v ml pouzitého séra v 1 ml inku-
baénej zmesi. pH inkubacnej zmesi bolo 7,6. Pouzili sme $tyri druhy zmesnych
sér, a to ovcie, prasacie, kravské a konské.
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HYDROLYZA SUBSTRATU V ZAVISLOSTI NA DOBE INKUBACIE

Sledoval sa vzrast aktivit sérovych arylamidaz Stiepiacich L-lyzyl-p-nitro-
alinid v 10-minatovych intervaloch. Vysledky s znazornené na obr. 2.

T T T T T T T T T T T T T | R
04 1 07t .
S 03t {1 9% l
~ o 05 y
< 02r ] 30’4. :

£ .
01 Mzﬁ:ﬂ 1 o3 : ]
1 K 02t B
01 02 03 _0F o _
ml ’ 1 1 1 1 1 1
1. Priebeh hydrolyzy L-lyzyl-p-nitroanili- 10 20 3040506070 90 .. 120

du v zavislosti na mnoZstve enzymu.
Mnozstvo enzymu v 1 ml inkubaénej
zmesi je vyjadrené v ml pouzitého séra
od Styroch druhov zvierat. Extinkcia pri
400 nm udava mnozstvo hydrolyzou uvol-
neného p-nitroanilinu

2. Zavis'ost hydrol)'Izy substratu na dobe
inkubacie

Z priebehu hydrolyzy pri koncentracii enzymu, aj zo zavislosti na case
sme sa presved¢ili, Zze zvolené mnozstva enzymu (0,2 ml séra) a inkubacna doba
(30 a 60 min) v naSom pracovnom postupe vyhovuji metodickym poziadavkam.

RYCHLOST HYDROLYZY SUBSTRATU V ZAVISLOSTI NA pH

Sledovala sa zavislost hydrolyzy sérovych lyzylarylamiddz u S$tyroch dru-
kov hospedarskych zvierat na pH, a to u oviec, hovadzieho dobytka, osipanych
a koni. V rozmedzi pH 3,5 az 9,3 inkubdcia sa diala v univerzdlnom pufri
a v rozmedzi pH 7,05 az 8,7 v Tris-HCI pufri. Hodnoty pH, uvedenéna obr. 3 a 4,
predstavuji namerané hcdnoty pH v inkubac¢nych roztokoch. Maximalna hydro-
I¥za substrdtu bola v rozmedzi pH 7,4 — 7,6.

051 :
80.4' 1
- 03r 1
02r 1
o1t 1
256 7 89 7758859
PH pH

3. Vplyv pH na rychlost hydrolyzy 4. Vplyv pH na rychlosf hydrolyzy L-ly-
L-lyzyl-p-nitroanilidu sérovych enzymov zyl-p-nitroanilidu sérovymi enzymami
oSipanych (1). a oviec (2). Pouzity bol oviec. Pouzity bol Tris-HCl pufer
univerzalny pufer podla Brittona,

Welforda
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) R R STABILITA ENZYMOV V ZAVISLOSTI NA pH
01
o—o&_
ot Sledovali sme stabilitu arylamidaz stiepia-
P i, cich L-lyzyl-p-nitrotroanilid v prostredi o réznom
- pH. Pripravili sme zmesi sér a pufrov v pomere
qgo.l.r 1:1 o réznom pH, inkubovali tieto 120 minuat
qum‘\ pri 25 °C a potom stanovili aktivity lyzylarylami-
, ddz obvyklym sposobom. Zavislosti st uvedené
04r : na obr. 5.
02t
; L 5. Stabilita sérovych lyzylarylamidaz v prostredi o réznom

# 567809 py pH A

ZAVISLOST AKTIVITY ENZYMU NA KONCENTRACII SUBSTRATU A HODNOTY
KIH

Vztah medzi koncentraciou substatu a rychlostou hydrolyzy L-lyzyl-p-nitro-
anilidu sérovymi aminopeptidizami sa sledoval pri pH 7,5 a teplote 25 °C.
V inkubaé¢nej zmesi boli nasledovné koncentracie substratu: 10~* M, 2.107*M,
3.107* M, 5.10"* M a 107% M. Vypocet K,, sme previedli grafickym postupom
podlfa Lineweavera a Burka (1934) a ziskané hodnoty st uvedené
v tab. I.

I. Hodnoty K, pre sérové lyzylarylamidazy

Sérové enzymy Kn
Ovcie 2,58 . 104
Prasacie 2,25 . 104
Konské 9,25 . 104
Hovidzie - 7,50 . 10—*

12t . ZAVISLOST AKTIVIT SEROVYCH ’LYZYLARYLAMIDAZ
1+ | NA INKUBACNEJ TEPLOTE A ICH TEPLOTNA
10 i STABILITA
o9r 1 Vplyv inkubaénej teploty na aktivitu sérovych
o 08 1  arylamidaz stiepiacich L-lyzyl-p-nitroanilid sme sledo-
3 07T 1 vali v rozmedzi teplot 0° az 65 °C. Pri teplotdch nad
< g"g- 60 °C sa objavovali zakaly, preto hodnoty neuvadzame
s | (obr. 6). Sledovali sme tiez teplotni stabilitu tychto
0'3_ | enzymov zahrievanim zmesnych sér pri 50 az 60 °C.
ozt | Ziskané zavislosti uvadzaja obr. 7 a 8.
1
o 1
I s 6. Zavislost aktivit sérovych lyzylarylamidaz na inku-
10 20 30 4050%0 bacnej teplote u réznych druhov zvierat
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30 60 90 120 510 300
-min

7. Stabilita sérovych lyzylarylamiddz 8. Teplotna stabilita sérovych lyzylaryl-
pri 500C amidaz pri 60°C

AKTIVITY SEROVYCH LYZYLARYLAMIDAZ U ZDRAVYCH ZVIERAT

Urcili sme celkové aktivity enzy- IIL Aktivity sérovych lyzylarylamidaz
mov v sérach klinicky zdrav;’rch pvie= 4 mektmych druhov hospodarskyCh zvie-

rat, a to u 30 oviec, 30 osipanych, ka8 G
30 koni, 30 krdv a pre porovnanie

aj u 30 Zzien. Zistené aktivity enzymov ; Pocet Aktivita
B e . i s Druh séra Y U
Stiepiacich L-lyzyl-p-nitroanilid u roz- jedincov )
nych druhov domacich zvierat st vyja- )

drené v mikroméloch uvolneného p-ni- Oudie il 11,4
troanilinu/1000 ml séra za min. pri Prasacie 30 . 9,6
30°C (tab.II) .Individuilne stanovenia Hovidzie 30 2,3
alftiv\{it sa neprjeved]i pre nedostupnosf Konské 30 1,9
v’ac51e}}o mnozstva’substr'atu, a Preto Fenské 30 6,0
ziskané hodnoty st len informativne.

PRIEBEH ZMIEN AKTIVIT SEROVYCH ARYLAMIDAZ PO APLIKACII
CHLORIDU UHLICITEHO U OVIEC

V krvnych sérach oviec, ktorym bol perordlne aplikovany CCls v mnozstve
0,5 ml/kg z. v., stanovovali sa celkové aktivity enzymov 3tiepiacich L-leucyl-p-
-nitroanilid a L -lyzyl-p-nitroanilid. Zavislost aktivity na dobe mkubame po po-
dani. CCly uvadza obr. 9.

U tych istych zvierat stanovovali sa tiez aktivity uveden}'lch enzymov po
rozdeleni elektroforézou na polyakrylamidovom géli. Detekovali sme tri frakcie
Stiepiace L-lyzyl-p-nitroanilid a tiez tri frakcie $tiepiace L-leucyl-p-nitroanilid.
Po podani CCly ovciam sa zvy$uje aktivita tretej frakcie s leucylarylamiddzovou
aktivitou a tretej frakcie s lyzylarylamidazovou aktivitou. Pozorovali jsme priorit-
n¢ casové zvySenie u frakcie lyzylarylamiddzy s maximom po 24 hod. oproti
leucylarylamiddzovej aktivite s maximom po 48 hod. po aplikdcii CCls. Po
kvantitativnej stranke sa frakcia s aktivitou k L-lyzyl-pNA zvy3i len asi 1,6krat,
oproti tomu frakcia s aktivitou k L-leu-pNA sa zvysi priblizne 5krat. Elektro-
foretické rozdelenie enzymovych aktivit je zndzornené na obr. 10. Z obrazku
si vidief tieZz rozdiely v elektroforetickej mobilite.
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9. Priebeh zmien aktivit e SR TR TR el i
sérovych arylamidaz po
peroralnej aplikacii CCl4
u oviec 0,71 ]
I — priebeh aktivit séro- i i
vych leucylarylamidaz 06
II — priebeh aktivit sé- 05k M
rovych lyzylarylamidaz Y
q\f O,lf [ T
Q};A/hk*ﬁ‘A 4 J |
02t 7
01t 1
1 1 1 1 L 1 1 1 L—%\r 1
0 24 72 120 192 © 288
h
(o)
o
S
\,'
=
} 10. Elektroforeogram arylamidéazovych
B frakeii ovcieho séra
A — bielkovinné spektrum
i B —rozdelenie arylamidaz — stav pred
podanim CCl4
C —rozdelenie arylamidaz — stav po
podani CCls (v c¢ase maximalnej

570 15 20 25 30 35 4045 50
[N T 1A
mm

-+

DISKUSIA

celkovej aktivity)
I —leucylarylamidazy
IT — lyzylarylamidazy

Pri elektroforetickych deleniach uz v nagich predchadzajacich pracach (S a-
mo, Bartik 1972) sme zistili signifikantné zvysenie hladin sérovych enzymov
hydrolyzujacich L-leucyl-p-nitroanilid u oviec po perordlnom podani CCls.
Elektroforézou na agare sme detekovali dve enzymatické frakcie, u ktorych
aktivita pomalsie putujtcej frakcie sa zvySovala 9nasobne po aplikovani toxic-
kej ddvky CCla. Vysledky dosiahnuté pri deleni tychto enzymov pomecou elektro-
forézy na polyakrylamidovom géli si velmi podobné a porovnatelné s pred-
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chadzajtacimi. Rozdiel v pocte detekovanych frakcii méze byt vysvetlovany tym,
ze prva (najrychlejsia) frakcia, ktord je relativne daleko pred albuminami, je
pravdepodobne nizkomolekularnym fragmentom neurdenej povahy, ktory javi
hydrolyticka aktivitu k chromogénnym substratom. Tento predpoklad potvrdzuja
prace Schrama (1970) a Blahovca a kol. (1971), ktori pri deleni
krvnych sér na Sephadexe G-200 zistili podobni aktivitu v oblasti latok s malou
molekulovou vahou. Elektroforetické §tadium enzymov krvného séra hydrolyzu-
jucich L-leu-pNA a L-lyz-pNA, ako aj experiment so §tadiom aktivity po apli-
kacii CCly ukazuju, Ze ide o dva rdézne enzymy.

Sme si vedomi nedostatkov vznikajacich pri kinetickych stadidch pouzitim
celkového séra ako zdroja enzymu a nie purifikovaného enzymu. K takémuto
pristupu nas viedla potreba predbezného $tidia a snaha po prispésobeni metodik
k praktickému klinickému pouzitiu. Prace so $tadiom vlastnosti purifikovanych
enzymov buda publikované na inom mieste.
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Doslo dne 10. 5. 1972

MOJHAPOBA M., BAPTHK M., IIAMO A. (Berepunapuwii nucruryr, Hucruryr 6Guoxumuu
u rokcukonoruu, Koume, Uexocnosakus). JImsmnapunaMunoasoBas aKTHBHOCTH ChIBOPOTKH
kpoBu nomamuux >kusotHeiX. Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 561-568, 1972.

Y nOMalHMX JKHBOTHBIX M JKEHIIUH OIpPENeJAIM HOPMAaJbHYI0 AKTHBHOCTH CHIBODOTOUHBIX JIH-
aunapuiaMiunas gepMentos, pacmjervisiomiux Jl-nuauna-n-uutpoanunnn. B copopoTkax oBer, CBH-
e, Kopon, Jiowaneif W SKeHIHH OIpeNe]ANH clelyioljie CpelHie BeJMYHMHbl akTuBHOcTH: 11,4;
9.6; 2,3; 1,9; 6,0 U (30°C). Brunm ocyujecTnieHnl HEKOTOphe KHHeTHueckue uayueHus; pH
ONTHMYM  CBLIBOPOTOYHBIX — QepmeHTOB, pacmemsiomnx Jl-auaua-n-unrpoanuaun B Gydepax
Tris/HCl pasusercs 7,5. Benwumnst K; HenypuduuuposaHHbix (epMEHTOB OBeubeil, CBUHOIL,
KOPOBbeil M JIOWAIMHOI CBHIBOPOTOK caenyiomue: 258 . 10—4; 225.10-4; 7,50 .10—4 u 9,25.
10—4 M. JlusunapunaMunass: Gbuid ycroitumsniMu B Teuenue 120 Mun. uukyGaumm npu 25 0C
npuMepHo B mipenenax pH 6—8. Omnpenensyn TakkKe TerIOBYI0 yCTOMYHMBOCTL CHIBOPOTOYHBIX
ausunapunamunas npu 50 u 60 9C u 3aBHCHMOCTH AaKTHBHOCTH OT HHKYGAIMOHHOI TeMIepaTyphl
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s npenenax 09—600C. Tlpu nomommu siektpodopesa Ha NONMAKPHIAMHIHOM reje Mbl OBGHApy-
xuau 3 pepMentHnie $pakium, THApoaH3yIIHe JI-IM3HI-I-HUTPOAHHIMI. AKTHBHOCTH CHIBO-
poTouHKX Juaniapuaamunasd nocie nauun CCld4 osuam (mep oc 0,5 mu/kr k. B.) BO3pacraia.
MakcnMmanbHag aKTHBHOCTh O6HapyKeHa cmnyctss 24 uaca mnocsie nauu. Ilpu ssnekrpodopernuec-
KOM pacnpefeneHun ($epMEeHTOB Ha TMOJMAaKpHMJAMHIHOM TeJe BO3pacraja TpeThs, Hauboee
MeIJIEHHO TlepeMenjaouascs Qpakius.

apniaMupass; orpacienue CCl4; sHauMHas nmarHocTMKa

MOLNAROVA M., BARTIK M. SAMO A. (University School of Veterinary Medi-
cine, Institute of Biochemistry and Toxicology, Kosice, Czechoslovakia). Blood Se-
rum Lysyl-Arylamidase Activity in Domestic Animals. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :
561-568, 1972,

There was studied the normal blood serum lysylarylamidase activity (enzymes splitt-
ing L-lysyl-p-nitroanilide) in domestic animals and women. The medium values for
ovine, porcine, bovine, equine and human serum are as follows: 11,4; 9,6; 2,3; 1,9
and 6,0 U (30°C). The investigations included also some kinetic studies. Optimum
pH for blood serum enzymes breaking down L-lysyl-p-nitroanilide was found in
a tris/HCL buffer with 7,5. The K,, values of not purified serum enzymes in sheep,
pigs, cows and horses are: 2,58.10-4; 2,25.10-4; 7,50.10-4 and 9,25.10-# M. The lysyl-
arylamidases showed constancy during incubation for 120 minutes at a temperature
of 250C and pH vacillating in the range between 6—8. Temperature stability stu-
dies were made at 50—60° and the lysyl-arylamidase activities investigated from
the aspect of their dependency on the incubation temperature ranging from 0%-—60°C.
By the electrophoretic technique on polyacrylamide gel there were detected 3 en-
zymatic fractions hydrolyzing L-lysyl-p-nitroanilide. It has been observed that the
serum lysyl-acrylamidase activity increased in sheep having received per os admi-
nistrations of CCls in dosis of 0,5 ml/kg live weight. Maximum values of activity
were registered 24 hours after the treatment. The electrophoretic separation of the
enzymes on polyacrylamide gel revealed increasing values registered by the third
and most slowly migrating fractions.

arylamidases; CCls intoxication; enzymatic diagnostics

MOLNAROVA M., BARTIK M., SAMO A. (Veterinidrmedizinische Hochschule, In-
stitute fiir Biochemie und Toxikologie, KoS§ice, Tschechoslowakei). Lysylarylamida-
senaktivitdit in den Blutserem von Haustieren. Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 561-568, 1972.

Normale Aktivititen der Serum-Lysylarylamidasen (der L-Lysyl-p-Nitroanilid spal-
tenden Enzyme) bei Haustieren und Frauen wurden ermittelt. In Seren von Schafen,
Schweinen, Kiihen, Pferden und Frauen wurden folgende durchschnittliche Akti-
vititen festgestellt: 11,4: 9,6; 2,3; 1,9 und 6,0 U (30°C). Einige kinetische Studien
wurden vorgenommen. Das Optimum des pH-Wertes der das L-Lysyl-p-Nitroanilid in
Tris/HCI-Puffern spaltenden Enzyme belrédgt 7,5. Die Kyu-Werte der nicht purifizierten
Enzyme des Schaf-, Schweine-, Kuh- und Pferdeserums sind die folgenden: 2,58 . 10—4;
2,25.10-4; 7,50.10-1 und 9.25.10-4 M. Lysylarylamidasen wiesen eine Stabilitiit
wihrend 120 Minuten der Inkubation bei 259C, annihernd in einem Bereich von pH
6—8 auf. Man ermittelte auch die Wirmestabilitdt der Serum-Lysylarylamidasen
bei 50—60°C und die Abhingigkeit der Aktivitit von der Inkubationstemperatur in
einem Bereich von 09%—60°C. Mittels Elektrophorese auf Polyakrylamid-Gel erfaBten
wir drei enzymatische Fraktionen, die das L-Lysyn-p-Nitroanilid hydrolysieren. Die
Aktivitdt der Serum- Lysylarylamidasen stieg nach der Applikation von CCls an
Schafe (per os 0,5 ml/1 kg Lebendgewicht) an. Bei elektrophoretischer Verteilung der
Enzyme auf Polyakrylamid-Gel erhohte sich die dritte, am langsamsten migrierende
Fraktion.

Arylamidasen; Vergiftung durch CCl4; enzymatische Diagnostik

Adresa autori:

MVDr. M. Molnarova, prof. MVDr. M. Bartik, MVDr. A. Samo, Vysoka §kola
Veterinarska, Kosice, Komenského 71
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HLADINY OXYTETRACYKLINU V KREVNIM SERU U SLEPIC, KRUT
A HOLUBU PO APLIKACI OXYMYKOIN® SPOFA PLV. SOLUB.
AD USUM VET.

M. Dvofik, B. Sevéik, K. Plisek

SPOFA, Vyzkumné stiedisko pro veterindrni lééiva, Jilové u Prahy

DVORAK M., SEVCIK B., PLISEK K. Hladiny oxytetracyklinu v krevnim séru
u slepic, krut a holubit po aplikaci OxymykoinR SPOFA plv. solub. ad usum
vet. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :569-575, 1972, .
V péti diléich pokusech jsme sledovali hladiny oxytetracyklinu (OTC) v krevnim
séru slepic, krat a holubti po oralni aplikaci ve vodé rozpustneho preparatu
Oxymykoin®R SPOFA plv. solub. ad wus. vet. (obsahuje 579 ) OTC HCI a 1Y,
Septonexu). V pokusech na slepicich jsme zji§fovali sérové hladiny OTC po
jednorazové aplikaci v davkach 50 mg, 75 mg a 100 mg OTC HCl/kg z v.
a po ¢tyrdennim podavani Oxymykomu v 0,5%, 19, a 3/(, koncentraci v pitné
vodeé, Béhem podavani 0,59, roztoku jsme nalezli tyto G¢inné hladiny: 12. hod.
(od zacatku aplikace) — 044 * 0,30; 24. hod. — 0,50 = 0,12; 48. hod. — 0,40=-0,08;
72. hod. — 0,55 == 0,27; 96. hod. — 0,33 = 0,15 (L’ldaje v ug OTC/ml). Dostate¢né
vysoké terapeutické hladiny (nad 0,3 ug OTC/ml) jsme zjistili v krevnim séru
u krat, kterym byl podavan 1%, roztok po dobu dvou dnu, ve 12. hod. — 1,06
* 0,24; hod. — 0,60 == 0,27; 48. hod. — 0,34 = 0,12 a u holubui po tfidennich
aplikaci 49/, roztoku Oxymykoin plv. solub. ve 24. hod. — 0,85 * 0,49; 48. hod. —
— 0,53 = 0,24 a 72. hod. — 0,46 = 0,14. Ve vSech pokusech byly roztoky Oxymy-
koin plv. solub. zviraty velmi dobie prijimany.

Oxymykoin® SPOFA plv. solub. ad. us. vet.; sérové hladiny; oxytetracyklin; sle-
pice; kruty; holubi

V této praci navazujeme na predchozi sdéleni (Dvotdk, Sevéik,
Plisek 1972), ve kterém jsme popsali dynamiku sérovych hladin oxytetra-
cyklinu (OTC) v krevnim séru u kufat po aplikaci pfipravku Oxymykoin®
SPOFA plv. solub. ad. us. vet.

V souvislosti s klinickym zkou$enim tohoto preparatu jsme sledovali v péti
dalsich dilé¢ich pokusech vysi sérov;’rch hladin OTC u slepic po jednorazové a ¢tyt-
denni p. o. aplikaci (pokusy ¢. 1, & 2 a & 3), u kriit po dvoudennim (pokus
¢. 4) a u holubt po tfidennim podavam (pokus ¢&. 5).

MATERIAL A METODY

Slozeni pouzitého preparatu Oxymykoin® SPOFA plv. solub. ad us. vet.
v procentech:

oxytetracyklin hydrochlorid (OTC HCD) . . . . . . . . . 5,0
Septonex . . s woom W 1,0
vehikulum (sacharoza kyselma c1tronova solubxhzacm

a antioxida¢ni pfisady) . . . . . . . . . . . . . .dol00
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Pokus ¢ 1 ,

Slepice plemene LB ve stafi 13 mésicd, o pramérné vaze 1,85 kg (1,55—
2,20), jsme rozdélili do tfi pokusnych skupin po 10 kusech. Jednotlivym skupi-
nam jsme aplikovali jednordzové p. o. (sondou do volete) 20%, 30% a 40%
roztoky Oxymykoin® plv. solub. v davkdch 50 mg, 75 mg, 100 mg OTC
HCl/kg Z. v., vSechny divky v cbjemu 8 az 12 ml destilované vody podle
individuélni vadhy slepic.

Vzorky krve na stanoveni OTC jsme odebirali srde¢ni punkci pred aplikaci,
dale ve 3., 6., 12. a 24. hodiné po aplikaci.

Pokusy ¢ 2 a ¢ 3

V pokuse ¢. 2 jsme slepice plemene LB ve stdfi 12 mésicli, o primérné
vaze 1,80 kg (1,45—2,10) rozdélili do dvou skupin po 12 kusech a aplikovali
jsme jim ad libitum 1% a 3% roztok Oxymykoin plv. solub. v pitné vodé po
dobu 96 hodin.

V pokuse & 3 jsme 12 slepicim plemene LB ve stiafi 18 mésicti o primérné
vaze 2,15 kg (1,90—2,40) aplikovali rovnéz ad libitum 0,5% roztok Oxymykoin
plv. solub. v pitné vodé po stejnou dobu. Vzorky krve jsme odebirali v obou
pokusech srdeéni punkci pfed poddvanim a dale ve 12., 24., 48., 72., 96. a 120.
hodiné od zahdjeni aplikace, vzdy od osmi slepic z kazdé skupiny. Slepice
v pokusech ¢. 1 az ¢. 3 byly chovany v boxech a krmeny kompletni smési pro
nosnice. Slepice byly klinicky zdravé a v 50% snasce.

Pokus ¢ 4
* Deseti kriutdam plemene bilé §irokoprsé ve stari ¢tyf mésici o pramérné
vaze 5,1 kg (4,0—6,0) jsme aplikovali ad libitum 1% roztok Oxymykoin
plv. solub. v pitné vodé po dobu 48 hodin. Vzorky krve jsme odebirali (z v. ulna-
ris) pred zahdjenim pokusu a dile ve 12., 24., 48. a 72. hodiné po zahajeni
aplikace vidy od Sesti kusti. Krity byly umistény v boxu a krmeny kompletni
smési pro kruty.
Pokus &5
V prvé skupiné jsme osmi poStovnim holubim obojiho pohlavi ve stari
osm tydni, o praimérné vaze 387,6 g (355—418), podavali ad libitum 2% roz-
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Hladiny OTC v krevnim
séru u slepic 3 6 12 2 hod
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tok, v dal3i skupiné rovnéz osmi holubim o vaze 396 g (360—438) 4% roztok
Oxymykoin plv. solub. v pitné vodé po dobu 72 hodiny. Holubi byli umisténi
v klecich a krmeni granulovanou smési N. Holubi nehnizdili a byli klinicky
zdravi. Vzorky krve (.z v. ulnaris) jsme odebirali pfed zahajenim pokusu, dale
ve 24., 48., 72. a 96. hediné po zahdjeni aplikace, vzdy stfidavé od ¢ty kusd ve
skupiné.

Krev v pokusech ¢.°2 az ¢. 5 jsme odebirali (vyjma odbéru po 12.00 hod.)
vzdy dopoledne mezi 9.00 az 10.00 hodinou. Roztoky Oxymykoinu si zachovavaji
plnou ué¢innost minimalné 48 hodin. Presto jsme pfipravovali ve vSech pokusech
cerstvé roztoky kazidé 24 hodiny.

Ke stanoveni OTC v krevnim séru jsme pouzili diftzni plotnovou metodu
podle Grova a Randalla (1955) s B. cereus ATCC 9634 jako s testo-
vacim mikroorganismem. Citlivost metodiky byla 0,15 ug OTC/ml séra pfi fedéni
fosfatovym pufrem (pH 4,5) 1 + 3. K pripravé standardniho roztoku jsme
pouzili narodni standard OTC ze Statniho tstavu pro kontrolu lé¢iv v Praze
s ucinnosti 900 ug/mg.

VYSLEDKY

Vysledky pokusu €. 1 jsou uvedeny na obr. 1, vysledky pokusi ¢. 2 a ¢ 3
na obr. 2 a 3. V séru roztoki, které byly odebrany pred zahdjenim pokust,
jsme nezjistili stopy OTC. Potencia¢ni vliv subinhibi¢nich koncentraci vstreba-
nych krmnych antibiotik byl zfejmé velmi nepatrny. Spotfeba roztoki Oxymykoin
plv. solub. v pokusech & 2 a ¢. 3 ¢inila 250 az 300 ml na kus a den.

Vysledky pokusu & 4 jsou uvedeny na obr. 4. V kontrolnich odbérech
pfed pokusem jsme OTC nezjistili. Spotfeba roztoki Oxymykoinu byla 750 ml
ra kus a den, coz odpovida ddvce 53,9 mg OTC HCl/kg z. v. Na obr. 5 jsou
uvedeny vysledky pokusu & 5. V séru vzorkl krve, odebranych pred aplikaci,
jsme zjistili jen stopy inhibi¢nich l4tek. Spotfeba roztoku Oxymykoinu nebyla
sledovana. Teplota prostiedi se pohybovala v rozmezi od 15 do 21 °C, relativni
vlhkost neptesahla 75 %.
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Mg m 3. Vysledky pokusu ¢. 3
0 Hladiny OTC v krevnim

————— 05 % roztok Oxymykoin seru u SIeplc
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&= doba aplikace
10
051 \\
4, Vysledky pokusu ¢&. 4
Hladiny OTC v krevnim

séru u krut _
12 24 48 72 hod

DISKUSE

Dynamiku hladin OTC v krevnim séru dospélych slepic po jednorazové p. o.
aplikaci roztokiit Oxymykoin plv. solub. jsme sledovali v pokuse ¢. 1. Preparat jsme
aplikovali v déavkach, které odpovidaly 50 mg, 75 mg a 100 mg OTC HCl/kg z. v.
a ve vSech pfipadech jsme zjistili terapeutické hladiny (minimalné 0,3 wg/ml),
které pretrvavaly v séru 24 hodiny po aplikaci. Porovndme-li sérové hladiny
OTC ve 3. a 6. hodiné po aplikaci ddvek 75 a 100 mg OTC HCl/kg z. v., zjis-
time, ze davka 75 mg vytvofila hladiny nepatrné vyssi. Nasvédcovalo by tomu,
ze vstrebavani OTC z traviciho traktu bylo (zejména u davky 100 mg) nékte-
rvmi inhibi¢nimi ¢initeli brzdéno. Stejné zkuSenosti jsme ziskali v pokuse na
kutatech (Dvoifak, Sevéik, Plisek 1972).

V dalsich pokusech & 2'a ¢. 3 jsme sledovali vysi sérovych hladin po étyi-
denni aplikaci 0,5%, 1,0% a 3,0% roztoku Oxymykoin plv. solub. v pitné vodé.
Béhem podavani 1% a 3% koncentrace isme zjistovali dostateéné vysoké tera-
peutické hladiny, které pretrvavaly v krevnim séru slepic je§té 24 hodiny po
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o 5 .Vysledky pokusu ¢. 5
2 Hladiny OTC v krevnim
2% roztok Oxymykoin séru u holubt

10 4 7 roztok Oxymykoin

doba aphkace

skonceni aplikace. Rovnéz 0,5% roztok Oxymykoin plv. solub. vytvotil hladiny
OTC, které je mozné pokladat za G¢inné na dobfe citlivé kmeny. Pti spotiebé
250 az 300 ml roztoku na kus a den dostdvaly slepice denni davku 29,0 az
34,8 mg OTC HCl/kg z. v. Oviem za 24 hodiny po skounéeni aplikace byly
zjiStény hladiny niz$i nez 0,3 ug OTC/ml.

Tyto vysledky jsou ve shodé s ndlezy Vyhnalka (1971), ktery b&hem
¢tyfdenni aplikace Oxymykoin plv. solub. (1. den 0,75%; 2.—4. den 0,50%
roztok) v pitné vodé tfimési¢nim kohoutkim LB zjistil terapeutické hladiny
v krevnim séru. Upozornil viak na pomérné nizké hladiny OTC (15—47 %
obsahu v séru) v nékterych orgénech, zejména v jatrech, plicich a svaloving, coz
zdivodiiuje §patnym vstfebavanim OTC z traviciho -traktu pfi p. o. aplikaci.

Rovnéz Astrachancev a Gorev (cit. Vyhnalek 1971) zazna-
menali po peroralni aplikaci OTC v orgdnech a tkanich zna¢né nizsi koncen-
trace nez po jeho podani.

V pokuse na slepicich sledoval Fadin (1970) obsah OTC v krevnim séru,
plicich, jatrech a ledvinidch po jednordzové orélni aplikaci v davce 30 mg OTC
na kus (neuvadi se v jaké formé) a aerosolové (inhala¢ni) aplikaci. Uvadi, ze
OTC se dobfe vstfebava jak z plic, tak i z travicitho traktu a rychle pronika
do krve a organt, pficemz vys$§ich hladin (hlavné v plicich) je dosahovano
inhala¢ni metodou. Zajimavé je porovnani obsahu OTC zji§téného timto autorem
v krevnim séru a plicich po orédlni aplikaci. Primérné hodnoty nalezené v plicich
totiz ve dvou odbérech (0,5 hodin a 5 hodin po aplikaci) znacné prevysuji
sérové hladiny OTC a ve viech stanovenich dosahuji terapeutické hladiny.

Vzhledem k ponékud rozdilnému néazoru nékolika autort na hladiny OTC
v organech a zejména v plicich po ordlni aplikaci OTC budou nejlep§im vy-
hodnocenim terapeutického efektu hladin OTC vysledky z praktického pouziti
v terénu.

V pokuse ¢ 4 byl 1% roztok Oxymykoin plv. solub. kriitami dobfe pfi-
jiman a ve vSech odbérech provedenych béhem aplikace jsme stanovili v krevnim
séru dostatecné vysoké lécebné hladiny. U holubti (pokus ¢. 5) jsme zjistili mini-
mélni lécebné hladiny v krevnim séru az po aplikaci 4% roztoku Oxymykoin
plv. solub. Pfi podévani 2% koncentrace byly hladiny OTC vét§inou nizii nez
0,3 ug/ml. Pro lécebné pouziti u holubii je tedy vhodna 4% koncentrace prepa-
rdtu v pitné vodé. '
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B xome 5 oraenbHBIX ONBITOB Mbl M3yuann yposeHb oxcurerpauukimda (OTC) B ceiBoporke

KPOBM Kyp, MHIeek M rony6eil mocjie OpaibHOTO BBENEHMS pacTBOPHMOTO B BOIe Tpenapara
OxymykoinR SPOFA plv. solub. ad us. vet. (5%, OTC HCl n 19/, Cenronerca). ¥ xyp
MBI OIpelleJiian ChBOpOTOuHb yposenh OTC nocne omHOpasoBoro BBeleHHs Npenapara B 103ax
50 mr, 75 mr u 100 mr OTC HCl/kr x. B. u nocne 4-nHesnoit nauum Oxcumuxouna s 0,59,
19, u 3%/, xoHuentpanuu B nurtsesoit vome. B mpouecce naum 0,5Y/-ro pacrsopa Mpi onpene-
MM CJlellylolljHe aKTHBHBIE ypOBHM: cnycrs 12 wac. (¢ nausana ssenenusn) — 0,44 £ 0,30;
cuyers 24 waca — 0,55 % 0,27; cnyers 96 wac. — 033 #* 0,15 (sauspe s ur OTC/mn). Bui-
cokuif Tepanesrudeckuii yposenn (cspime 0,3 ur OTC/Ma) Mpl ycraHOBMJIH B CHIBOPOTKE KPOBH

y uHueek, Koropnim sasanu 1Y, pacrsopa B reuenue 2 ameii, cuycrs 12 uwac. — 1,060 E
*0,24; cuyers 24 waca — 0,60 * 0,27; cnyers 48 uwac. — 0,34 £ 0,12, a y ronyGeii cnycrs
3-uuesnoro spenenns 4%-ro pacrsopa Oxymykoin plv. solub. cuycrs 24 uvaca — 0,85 =%

+ 0,49; cnycrs 48 wac. — 0,53 * 0,24 u cnyera 72 waca — 0,46 = 0,14. B xome Bcex onbi-
tos pacrsopet Oxymykoin plv. solub. xopoumo ycsauBanuch >KHBOTHBIMM.

OxymykoinR SPOFA plv. solub. ad us. vet.; yposens CbiBOpPOTOK; OKCHTETPALMKJINI; Kypbi;
MHIEeHKH; roay6u

DVORAK M. SEVCIK B, PLISEK K. (SPOFA Research Centre for Veterinary
Drugs, Jilové u Prahy, Czechoslovakia). The Levels of Oxytetracycline on the Blood
Serum of Hens, Turkeys and Pigeons after the Application of OxymykoinR SPOFA
plv. solub. ad usum wvet. Vet. Med. (Praha) 17 (9) :569-575, 1972.

Five partical trials were undertaken to study the levels of oxytetracycline in the
blood serum of hens, turkeys and pigeons after the peroral application of the
preparation Oxymykoin SPOFA plv. solub. ad us. vet. (soluble in water), containing
59, OTC HCIl and 19, Septonex. The trials in hens were carried out to determine
the serum levels of OTC after single application of the doses of 50 mg., 75 mg. and
100 mg. OTC HCI'1 kg. 1. w., and after four-day application of Oxymykoin in
0.5%, 19, and 3", concentration in drinking water. The following effective levels
were observed in the course of the application of the 0.5, solution: after 12 hours
(from the beginning of application) — 0.44 - 0.30; after 24 hours — 0.55 % 0.27:
after 48 hours — 0.40 = 0.08; after 72 hours — 0.55 == 0,27; after 96 hours —
0.33 £ 0.15 (data indicated as wg. OTC per 1 ml). Sufficiently high therapeutic
levels (over 0.3 ug OTC/ml) were found in the blood serum of turkeys to which
a 1 9/, solution was applied for a period of two days; after 12 hours — 1.06 = 0.24;
after 24 hours — 0,60 = 0.27; after 48 hours — 0.34 = 0.12; and in pigeons, as
a result of three-day application of the 49, solution of Oxymykoin plv. solub.:
after 24 hours — 0.85 %= 0.49; after 48 days — 0.53 = 0.24, and after 72 hours —
-— 0.46 =+ 0.14. The solution of Oxymykoin plv. solub. were well-accepted by the
animals in all {rials.

Oxymykoin R SPOFA plv. solub. ad us. vet.; serum levels; oxytetracycline; hens;
turkeys; pigeons
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DVORAK M., SEVCIK B., PLISEK K. (Spofa, Forschungszentrum fiir Veterinar-
arzneimittel, Jilové bei Prag, Tschechoslowakei). Oxytetrazyklinniveaus im Blut-
serum bei Hiihnern, Puten und Tauben mnach Applikation von Oxymykoin® SPOFA
plv. solub. ad us. vet. Vet. Med. (Praha) 17 (9) : 569-575, 1972.

In funf Teilversuchen haben wir die Oxytetrazyklinniveaus (OTZ) im Blutserum
von Hiihnern, Puten und Tauben nach einer oralen Applikation des im Wasser
loslichen Priparates Oxymykoin SPOFA plv. solub. ad us. vet. (erhalt 5Y, OTZ
HCI und 1%, Septonex) verfolgt. In Versuchen mit Hennen verfolgten wir die Serum-
spiegel des-OTZ nach einmaliger Oxymykoin-Applikation 50 mg, 75 mg, und 100 mg
OTZ HCIl je 1 kg Lebendgewicht und nach viertidgiger Verabreichung von Oxy-
mykoin in 0,5%, 19, und 39, Konzentration im Trinkwasser. Im Verlauf der Ver-
abreichnung der 0,5Y, Losung wurden folgende wirksame Spiegel festgestellt: nach
12 Stunden (vom Beginn der Applikation) — 0,44 = 0,30; nach 24 Stunden — 0,50 +
£ 0,12; nach 48 Stunden — 0,40 = 0,08; nach 72 Stunden — 0,55 -+ 0,27; nach 96
Stunden — 0,33 = 0,15 (Angaben in ug OTZ/ml). Ausreichend hohe therapeutische
spiegel des OTZ nach einmaliger Oxymykoin-Applikation 50 mg, 75 mg, und 100 mg
bei denen die 1Y, Losung im Laufe von zwei Tagen verabreicht wurde, u. zw. in
der 12. Stunde — 1,06 = 0,24; in der 24 Stunde — 0,60 = 0,27; in der 48. Stunde —
— 0,34 *= 0,12; bei Tauben denn, nach dreitidgiger Applikation von 4'}, Losung des
Oxymykoin plv. solub. in der 24. Stunde — 0,85 £ 0,49; in der 48. Stunde — 0,53 -+
* 0,24 und in der 72. Stunde — 0,46 + 0,14. In allen Versuchen wurden die Los-
ungen des Oxymykoin plv. solub. die Tiere sehr gut aufgenommen.

OxymykoinR SPOFA plv. solub. ad us. vet.; Serumspiegel; Oxtetrazyklin; Hiihner;
Puten; Tauben
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Vybér z novych prirastka
Ustedni zemédélské a lesnické knihovny UVTI
na useku veterinarni medicina

STARKE G. D 59.847
Prakti¢eskaja virusologija. Moskva, Kolos 1970. 349 s. obr. tab. (Virolo-
gie zivociSna — prirucky)

RONDHUIS P. R. D 51.973/47
Bovine adenovirussen. Een vergelijkend, serologisch en experimentel on-
derzoek. Proefschrift aan de. Rijksuniv. te Utrecht. (Souhrn angl) Ut-
recht, n. vl. 1970. 218 s. 56 obr. 42 tab. (Skot — nemoci virové — ade-
noviry — vyzkum — Holandsko)

CERKASSKIJ Je. S. E 35.096
Cuma i ¢umopodobnyje bolezni plotojadnych. Moskva, Kolos 1971, 197 s.
8 obr. (Masozravei — nemoci — psinka — brozury)

BOJKO A. A, SULJAK F. S. D 59.810

Jaséur. Biologo-ekologi¢eskij aspekt problemy. Moskva, Kolos 1971. 351 s.
11 obr. 7 tab. (Slinavka a kulhavka — prirucky)

BOCH J., SUPPERER R. D 59.166
Veterinirmedizinische Parasitologie. Berlin, P. Parey 1971. 408 s. 105 obr.
(Veterinarni parazitologie — prirucky)

D 59.827
Diagnostika gribnych boleznej (mikozov i mikotoksikezov) zivotnych.
Moskva, Kolos 1971. 143 s. 248 obr. (Hospodarska zvirata — nemoci
mykozy a mykotoxikozy — diagnostika — prirucky)
ZASTROV D. E 33.351/186

Die Wirksamkeit von Methylbenzoquate als Coccidiostaticum. Inaug.-
Diss. d. Justus Liebig-Univ. zu Giessen. Giessen, Inst. f. Gefliigelkrank-
heiten 1970. 45 s. 3 obr. 8 tab. (Dribez — nemoci — kokcididza —
ochrana — kokcidiostatika — Methylbenzoquate — vyzkum — NSR)

D 59.349
Sbornik rabot po gelmintologii. Posvjaséen 90-letiju so dnja rozdenija
akademika K. I. Skrjabina. Moskva, Kolos 1971. 471 s. obr. tab. (Vete-
rinarni helmintologie — sborniky — SSSR)

CVETAJEVA N. P. E 34.915
Patomorfologija osnovnych gelmintozov ptic. Moskva, Kolos 1971. 254 s.
41 obr. 9 tab. (Helmintézy — dribez — morfologie patologickd — pri-
rucky)

MCDONALD M. E. C 18.299/126
Catalogue of helminths of waterfowl (Anatidae). Washington, U. S. De-
part. of the interior 1969. VIII-692 s. Special sci. report — wildlife No.
126. (Ptaci vodni —- nemoci parazitarni — helmintézy — seznamy —
USA)

D 54.746/24/1970
Liver fluke disease. Belfast, Advisory services 1970. 6 s. obr. Leaflet No.
24. (Skot a ovce — nemoci parazitarni — motolice jaterni)

KLOOSTERMAN A. D 28.142/71/10
Observations on the epidemiology of trichostrongylosis of calves. Wage-
ningen, Landbouwhogeschool 1971. 114 s, 30 tab. 21 obr. Mededelingen
71—10 (1971). (Telata — nemoci parazitarni — vlasovky — vyzkum —
Holandsko)
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