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ANESTEZIE HYDROCHLORIDEM KETAMINU* U PSU

E. Kral, L. Némecek, J. Pavlica, V. Roztocil

Vysoka $kola veterindrni, katedra reprodukce hospoddiskych zvirat a chirurgie, Brno

Vénovano k padesatinam prof. MVDr. J. Sutty, CSc.

KRAL E., NEMECEK L., PAVLICA J, ROZTOCIL V. Anestézie hydrochlori-
dem ketaminu w psu. Vet. Med. (Praha) 18 (7) :397-408, 1973.

Chlorpromazin v davee 3 mg/kg z. v. a hydrochlorid ketaminu v davce 15 mg/kg
Zz. v. podané i. m., vedou k dostateéné sedaci a analgezii umoznujici bézné
operativni zakroky. Kombinace zpusobuje vyrazné snizeni télesné {eploty,
dechového a minutového dechového objemu. Elektrokardiograficky byly zjisfo-
vany arytmie z poruch vodivosti a extrasystolické arytmie. Elektroencefalo-
grafické nalezy prokazaly iritaéni grafoelementy. Hydrochlorid ketaminu s chlor-
promazinem snizuje hodnoty hemoglobinu, hematokritu, celkovych bilkovin
a hladinu drasliku, Naopak zvysSuje hladinu glukézy a hodnoty transaminazy
kyseliny glutamooxaloctové. Krevni elementy sedimentace, hladina Na a GPT
nebyly ovlivnény.

celkové znecitlivéni; chlorpromazin; ketamin hydrochlorid; puls; dech; teplota;
spirometrie; EKG: EEG; krev; bilkoviny; glukoza: transaminazy; pes

Sledujeme-li soucasny rozvoj anesteziologie, vidime, Ze inhalaéni anastézii,
ktera si jiz po leta udrzuje primat, Gspés§né za¢ind konkurovat anestézie injekéni.
Je to diky tomu, Ze se v poslednich letech objevila na trhu injekéni anestetika
s velmi silnym analgetickym G¢inkem a pfitom velmi mélo toxickd. V huméanni
mediciné se v tomto sméru velmi dobfe osvédcil jiz Fentanyl v kombinaci s De-
hydrobenzperidolem a v posledni dobé pak ketamin hydrochlorid. O jeho farma-
kologickych vlastnostech a moznostech vyuziti ve veterinirni medicing, specidlné
u kocek, jsme referovali na odborném seminafi v Brné (Kral a kol. 1970)
a v Casopise Veterindarni medicina (Kral a kol. 1972b). O pouziti ketaminu
u kodek podédvaji zpravu dile Commons (1970), Diirr a Kraft (1971)
a Beck a kol. (1971). V posledni dobé se ukazuje, Ze ketamin bude mozno
s uspéchem wuzit i u jinych zvifat. Kittle (1971) doporucuje Ketamin HCI
u holubi, Mandelker (1972) u papouskti a Beck s Dresnerem (1972)
vyzkouseli Ketalar u 615 primati. Jako perspektivni se jevi Ketamin HCI podle
zpradv Humphreye (1971), Kaplana (1972) i podle naSich zkuSenosti
(Kral a kol. 1972a) u psu.

Humphrey (1971) doporucuje Ketaset (Bristol Lab.) a Vetalar (Par-
ke-Davis) aplikovat po premedikaci neuroleptiky, ktera usnadiiuji a prohlubuji

*) Ketalar, Parke-Davis Comp., London

VETERINARNI MEDICINA, 18 (XLVI), 1973, & 7 397



anestézii a po premedikaci atropinem, ktery potla¢uje silnou salivaci. Doporu-
¢uje 20 mg/kg Z. v. i. m. nebo poloviéni davku nitroZilné. NitroZilnd aplikace,
zv14sté je-li rychlejsi, vyvolava piechodnou depresi dechu.

Kaplan (1972) doporucuje Ketaset (Bristol Lab.) pro kratkodobé
jednoduché zdkroky samotny, pro narocné operace s premedikaci atropinem a
neuroleptikem a v kombinaci s ultrakratce ptsobicim barbiturdtem. Vseobecné
pro psy, vazici méné nez 10 kg, potfebovali 20 mg/kg, pro vétsi psy 10 az 15
mg/kg. Neptiznivym doprovodnym jevem je silnd salivace, bolestivost- v misté
injekce a hlavné tonicko-klonické kiece, které se vyskytly v 3,4 % ptipadi. Aé-
koliv ketamin rychle pfechdzi placentdrni bariérou, bylo 11 3$téiat u tfi cisai-
skych fezti vyjmuto bez komplikace.

Ve vech citovanych pfipadech byl ketamin zkouSen jen klinicky. Cilem
nasi prace bylo zjistit, jak ketamin pilisobi na Zivotné dilezité funkce.

METODY

Uzili jsme Ketalaru firmy Parke-Davis (ketamin hydrochlorid, 2-(0-chloro-
phenyl)-2- (methylamino) cyclohexanone hydrochlorid), ktery se dodava v 1%
a 5% roztoku. Davame piednost 5% roztoku, v némz v 1 ml je 50 mg keta-
minové baze.

Pokusy jsme délali na 12 pokusnych psech, klinicky zdravych, v dobrém
vyzivném stavu, starych od Sesti mésicti do Sesti let.

Na zdkladé literarnich ddaji a z ekonomickych diivodi jsme se rozhedli
pro kombinaci Ketalaru s chlorpromazinem (Plegomazin — Egyesiilt Gydyoze-
nes tapszergyar Budapest).

Ve dvou orienta¢nich pokusech jsme zvolili ddvku 2 mg chlorpromazinu na
kg z. v. i. m. a 10 mg ketamin hydrochloridu na kg z. v., rovnéz i. m. Ponévadz
u¢inek byl nedostate¢ny, pouzili jsme ve vlastnich pokusech na deseti psech 3 mg
chlorpromazinu na kg z. v. i. m. a za 15 minut 15 mg ketamin hydrochloridu
na kg z. v. i. m. Po 24hodinové hladovce byly zaznamendny: frekvence tepu a de-
chu, dechovy objem, minutovy dechovy objem a rektalni teplota. Potom byly
sejmuty EKG a EEG zaznamy a odebrana krev pro zjisténi hodnot hemoglobinu,
hematokritu, poétu erytrocytii, leukocytii a diferencidlniho poctu, sedimentace,
bilkoviny krevniho séra, glukézy, hladiny Na a K, transaminaz GOT a GPT.

Béhem pokusu byl sledovan nastup znecitlivéni, stupenn analgezie, kvalita
vickového, rohovkového a §lapkového reflexu, doba trvani znecitlivéni, vyskyt
vedlejsich pfiznakii a probouzeni.

Trias, dechové objemy a elektrokardiogram byly sledovdny za 10, 20, 30,
60 minut a za 24 hodiny od podani Ketalaru. Elektroencefalograficky zaznam
byl pofizen po podéni chlorpromazinu, potom po podani ketaminu pribézné az
do ndvratu pfedaplikacnich hodnot. Krevni vzorky byly odebirdny za 30, 60
minut, za 3 a 24 hodiny a pro sledovani hodnot transaminaz je3té za 48, 72
a 96 hodin po aplikaci Ketalaru.

Frekvence dechu, dechovy objem a minutovy dechovy objem byl uréovan
ventilometrem MEDI-BZ 03 .

EKG ziznamy byly ziskany pfimopisicim jednokanalovym elektrokardio-
grafem. Ke snimani ak¢nich srde¢nich potencidld jsme zvolili jehlové elektrody,
které jsme umistovali do podkozi dorsalniho okraje proximalni &asti pFedlokti
pravé a levé hrudni koncetiny a do podkozi dorsolaterdlniho okraje proximalni
Césti bérce levé panevni koncetiny. Po zapojeni pfisluinych kabelt elektrokar-
diografu jsme registrovali tfi standardni konéetinové bipolarni svody. P¥i roz-
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boru a zhodnoceni ziskanych zapist jsme vychazeli z ddaji Herlese (1954),
Ettingeraa Sutera (1970) a Schroderaa Stidhofa (1971).

K elektroencefalografickému vy$etfeni péti pst jsme pouzili ¢tyfkanalovy
sovétsky elektroencefalograf 4 EEG-1 a ¢tyri kovové elektrody lepené pastcu na

kazi zbavenou srsti. Uzito bylo bipolarniho zapojeni longitudindlntho — prava
frontdlni — prava okcipitalni (F-O dx.), leva trontidlni — leva okcipitalni
(F-O sin.) a zapojeni transverzalniho — pravad okcipitdlni — leva okcipitalni
(0-0).

Frontalni elektrody byly umistény napravo a nalevo od palpovatelného spo-
jeni obou &asti crista frontalis externa v jedné &tvrtiné vzdalenosti tohoto spojeni
od prislu§ného arcus zygomaticus. Okcipitalni elektrody byly umistény v drovni
tuberositas lateralis lineae nuchalis dorsalis ve stejné sagitdlni linii s elektrcdami
frontalnimi. K uzeméni slouzily dvé jehlové elektrody zavedené pod kiizi po obou
stranach dorsum nasi.

Hodncta hemoglobinu byla stanovena Drapkinovou metodou (Hotfej§i
a kol. 1957). Ke stanoveni hladiny glukézy jsme pouZili metcdu navrZenou
Jichou a Kulhdnkem, uvedenou ve firemnim ndvodu, pfilozeném k soupravé che-
mikalii fy. Lachema, Brno. Transamindzy kyseliny glutamo-oxaloctové (GOT)
a kyseliny glutamo-pyrohroznové (GPT) byly zjiStovdny Reitman-Frankelovou
metodou, uvedenou rovnéf ve firemnim ndvodu, pfiloZeném k soupravé chemi-
kalii. Hladiny Na a K byly urfovdny v krevnim séru plamencvou fotometrii.
Vysledky byly zpracoviany a statisticky vyhodnoceny ¢-testem (Homolka
1969a).

VYSLEDKY
Chlorpromazin v davce 3 mg/kg z. v. vedl k velmi slabé sedaci. Zvitata,

fixovand v bo¢ni poloze pro aplikaci ketaminu, reagovala pfiblizné stejnymi
obrannymi pohyby jako pred podénim chlorpromazinu. Aplikace ketamin hydro-
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chloridu do plantarni stehenni svaloviny byla u vétSiny pst bolestiva. Za 3 az
5 minut nastupovala ataxie a od 5 az 10 minut sedace a analgezie. V pribéhu
nastupu znecitlivéni se u tfi psii vyskytly kratkodobé opakované zaskuby koster-
ni svaloviny, zvla§té na koncetinach. U téchto pst pfistoupila navic mikce a zvy-
$ena salivace. V jednom pfipadé doslo k abnormalnimu chvéni celého téla zvi-
fete a trvalo po celou dobu znecitlivéni i po dobu probouzeni. Ve vSech pfipa-
dech nastoupila dostate¢né hlubokd analgezie, kdy citlivost na cenichu, u$nim
boltci, v krajiné anu i na periostu byla zcela vymizeld. Doba trvani analgezie
se pohybovala v jednotlivych pfipadech od 20 do 70 minut. Béhem této doby
lezela zvifata v bo¢ni poloze. Vickovy a rohovkovy reflex byl zachovén, $lap-
kovy reflex byl vymizely. Potom dochdzelo k probuzeni zvifat — u t¥i zvifat
bylo spojeno opét s vedlej§imi kratce trvajicimi tfesy, svalovymi zaskuby ¢i spas-
my hrudnich koncetin. V tomto stadiu probouzeni zvifata leZela stile v bzéni
poloze, obéas zvedala hlavu ¢i pohybovala hrudnimi koncetinami. Zvirata se
snazila vstdt za jednu az jednu a pual hodiny. Po tfech hodmdch byla u nich
chiize jesté dosti nekoordinovana.

Chlorpromazin s ketaminem vyrazné snizuji télesnou teplotu zvifete
{obr. 1). Jiz 10 minut po aplikaci ketaminu je pokles télesné teploty statisticky
vyznamny, za t¥i hodmy klesa teplota az o 2,5°C a je§té za 24 hodiny bylo
zaznamenano pramérné snizeni télesné teploty o 0,4 °C.

Puls v jednotlivych méfenich zna¢né kolisad. Nejvy$si hodnoty, které vsak
nejsou statisticky vyznaéné, byly zji§tény za 60 minut po aplikaci (obr. 1).

Frekvence dechova (obr. 2) nebyla vyrazné ovlivnéna. Vyrazné
zménény viak byly jak dechovy, tak minutovy dechovy objem. JiZz v méfeni za
10 minut od podani je pokles dechového objemu vysoce statisticky vyznamny
a tato vyznamnost trva je§té i v meétfeni za 60 minut. Za tfi hodiny zazname-
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3. EKG z bipolarnich koncetinovych svodu psa pred pokusem

nany pokles neni jiz statisticky vyznamny. Témét stejny je i pribéh minutového
dechového objemu.

Pti porovnani EK G nalezt v prubéhu a po anestézii chlorpromazinem
a ketaminem HCI s vychozimi zdznamy (obr. 3, 4) byly zjistovany zmény v si-
nusovém rytmu, a sice jeho kolisani, které nebylo zavislé na respiraci. Tyto sinu-
sové arytmie jsme pozorovali u jednoho psa v méfeni za 30 minut od podani
ketaminu a byly i v zdznamu za 24 hodiny. U dal§ich tfi psi se objevilo zfe-
telné sinusové kolisani tvorby vzruchlt az v méfeni za tfi hodiny. U jednoho
z téchto piipadt trvalo i v méfeni za 24 hodiny, u dalsiho jsme pak registrovali
za 24 hodiny atrio-ventrikuldrni blokadu typu Wenckebachovy periody. U téhoz
psa jsme zaznamenali v méfeni za 10 a 20 minut ojedinélé komorové extrasys-
toly. Kromé téchto poruch sinusového rytmu, arytmii z peruch vodivosti a extra-
systolickych arytmii jsme pozorovali dislokaci S-T segmentu, zménu tvaru a po-
larity vlny T a odchylky v amplitudovych hodnotach viny P a kmitd QRS
skupiny.

Vysledky EEG vysetfeni: Vzhledem k riznému charakteru elek-
troencefalografickych nélezi pokladdme za vhodné uvést struéné individudlni

popisy.
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4, EKG u téhoz psa za 10 minut po aplikaci Ketalaru s premedikaci chlorproma-
zinu — vyrazna sinusova arytmie '

Pes ¢ 9: Za 10 minut po podani Plegomazinu je smiSeny vlnovy obraz
s vlnami 2 a 3 c. s. i skupinami 9 az 11 c. s. i 6 ¢. s. 7,5 min po poddni Keta-
laru v podélnych zapojenich prevazuji pomalé viny 2 a 3 c. s., v levych svodech
vysoka aktivita v pdsmu 4 a 3 c. s. Navic jsou vlevo vysoké strmé vlny 3 c. s.
a vpravo nedokreslené komplexy ostrd vlna + pomald vlna (obr. 5). Az do
30 minut se obraz podstatnéji neméni, zlistdva smifeny vlnovy obraz se strmy-
mi vlnami v pdsmu 4 a 3 a 5 c. s., majici protifdzi k levému okcipitalnimu poli.
Po 35. minuté byla zji§téna predaplikaéni mozkova aktivita. Do smiSeného vlno-
vého obrazu jsou tedy pfimiseny strmé grafoelementy i nedokreslené komplexy
ostrd vlna — pomald vlna s predilekei v levych, spiSe zadnich polich.

Pes ¢ 10: Po poddni Plegomazinu za 5 az 10 minut je smiSeny vlnovy
obraz. Za 5 minut po podani Ketalaru pievazuji pomalé viny 2 a 3 c. s., ale
v levém podélném svodu jsou jednotlivé ostré vlny 8 c. s. a nepravidelné kom-
plexy ostrd vlna — pomald vlna 2 c. s. Za 10 minut po podani Ketalaru (obr.
6) je epizodicka kfivka se stfiddnim rychlej§ich a pomalejsich tsekd, ale mezi
pomalymi vlnami se vyskytl i komplex hrot — vlna 3 c. s. na levé strané. Ana-
logicky raz kfivky je i za 20 minut po Ketalaru. Po 40 minutich jsou v levém
zapojeni rytmické viny 3 a 5 c. s. a teprve po 60 minutdch je ndvrat predapli- .
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6. EEG psa ¢. 10 — 10 minut po aplikaci Ketalaru

kacni aktivity. I v obraze narkézy u tohoto psa jsou patrny patologické iritaéni
mistni grafoelementy.

Pes ¢ 11: Po Plegomazinu se vysokd beta aktivita téméf neméni. Po 10
minutdch se pod ni podklddaji pomalé vlny. Velmi brzy po podani Ketalaru
(2% min)-jsou po celé plose velmi vysoké viny a hroty 12 az 15 c. s. a kom-
plexy vysoké — strmé vlny 7 c. s. s hrotem. I po 5 minutach trva tato aktivita.
Je ponékud vice vin 3 az 5 c. s. s ostrymi vlnami 9 az 10 c. s., které jsou orien-
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7. EEG psa €. 12 — 5 minut po aplikaci Ketalaru

tovdny pozitivné i negativné. Za 15 minut po poddni Ketalaru je frontookcipi-
tdlné vpravo a interokcipitalné pravidelny vlnovy cbraz z ostrych vin 9 az 11
c. s. a komplexti ostrd vlna — pomala vina 5 az 6 c. s. V té dobé dosud vy-
razny celotélovy tfes dosdhl maxima. Za 20 minut po podani Ketalaru je smi-
§eny vlnovy obraz a za 25 minut po aplikaci Ketalaru je navrat (pfredaplikaéni)
beta aktivity.

V souvislosti se svalovym tfesem doslo k hromadéni komplexii ostrych a po-
malych vln i hrott, a to spiSe lozZiskové s maximem k pravé okcipitalni elektro-
dé. I kdyz nelze vyloudit artelicidlni (extracerebralni) piivod téchto grafoele-
mentt, jejich fokédlni zdiraznéni vnucuje podezfeni na mozZnou aktivaci iritac-
niho mozkového loziska.

Pes ¢. 12 a 13 si podrzuje po celou dobu pokusu beta aktivitu po celé
ploSe; amplituda sice kolisa, ale nevymizi. Podlozené jsou ob¢asné viny kolem
2 c. s., souvisejici s pohyby bulbd (obr. 7).

I. Priumérné hodnoty bilkovin, elektrolytt, glukoézy a krevnich

CB Elektrolyty mE/l Glikis
2% Mg K mg %
Pfed aplikaci 7,044+059 | 144 114 45+04 | 874113
Po 307 6,56 - 0,48 141 + 10 4,0 + 0,7 104 + 21
aplikaci 1h 6,43 - 0,46 142 + 8 3,8 10,7 110 + 31
3h 6,45 - 0,41 140 + 2 3,7 4+ 0,3 138 4 45
24h 6,71 - 0,38 144 + 9 4,0 + 0,6 102 -+ 14
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Vysoka beta aktivita tedy nevymizela. Predpokldadame o ni, ze je myogra-
mem svali kalvy.

Elektroencefalograficky u dvou Sestimési¢nich §ténat (é. 9 a 10) se do
dobie rozvinutého EEG doprovodu narkézy promitaji iritaéni grafoelementy, ale
LEG doprovod narkézy je patrny zfetelné. Naproti tomu u dospélych pst ¢. 12
a 13 nejsou EEG zmény jiné ncz kolisini amplitudy beta aktivity a zdznam
pohybu bulbi. Je tedy disociace mezi klinickym obrazem narkézy a zdznamem
EEG. Vnucuje se otdazka, zda $ténata, protoze je§té nepouzivaji v dostate¢né mire
sluchové telerecepce ve spanku, neaktivuji tolik svaly hlavy jako dospéli psi.
U dospélych by potom tato svalovd aktivita mohla maskovat cerebralni poten-
cidly.

20 pMol/1h/37°C

Gor

10

8. Hodnoty GOT a GPT 099
v prubéhu znecitlivéni T i i . =
Ketalarem 0 30 60 3 2% 48 7 96HOD

Interpretaéni rozpaky vzbuzuje pes ¢. 11, u néhoz v uvadéci fazi narkozy
az do 15 minut po aplikaci Ketalaru je abnormni mistné zduraznénd vysoka
ostra a hrotnata aktivita, pfipominajici specifickou aktivitu iritatné ve spojeni
s extrémnim celotélovym tfesem.

Chlorpromazin s hydrochloridem ketaminu vyznamné ovliviiuji i hodnoty
hemoglobinu a hematokritu (tab. I). Zaznamenané poklesy byly statisticky vy-
soce vyznamné do 3 hodin po aplikaci. V méfeni za 24 hodiny se hodnoty pti-
blizuji k vychozim hodnotam.

element v prabéhu narkézy ketamin hydrochloridem

; ; Erytro- | Leuko- Leukogram v Y,
Hen;;o%}obm Hcmg{t’okm eyty cyty

° mil. tis. Se l Ty } Ly | Mo | Eo
16,5 + 1,5 655 + 6,1 7,20 84 | 66 2 | 2 4 6
13,9 41,3 53,4 -+ 9,0 6,32 8,3 72 2, 16 4 6
13,9 + 1,5 52,3 4 10,6 6,16 8,5 73 2 16 4 6
13,8 + 2,0 51,7 + 10,5 6,05 10,7 75 1 13 5 5
15,4 - 2,2 55,6 -+ 10,4 6,71 10,6 73 1 16 5 5
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V krevnich elementech (tab. I) jsme nezaznamenali podstatnéjsich zmén,
stejné jako u hodnot sedimentace.

Vliv na celkové bilkoviny (tab. 1) se projevil jejich snizenim, a to statistic-
ky vyznamnym, pii méfeni za 1 a 3 hodiny po aplikaci. Naproti tomu u glu-
kozy (tab. I) doslo k vyznamnému zvySeni jiz za 30 minut od aplikace a toto
zvySeni je vyznamné je$té za 24 hodiny.

Zatimco hladina Na nebyla dotéena, doslo u hladiny K k vysoce vyznam-
nému snizeni jiz za 30 minut po podani a jesté za 24 hodiny bylo toto sniZeni
statisticky vyznamné (tab. I).

Ze sledovanych transaminaz byla ovlivnéna pouze transaminaza kyseliny
glutamo-oxaloctové, a to v méfeni za 3 hodiny od aplikace, kdy doslo k jejimu
vyznamnému zvy$eni; toto zvySeni trvda v celém dalim prabéhu vySetfeni

(obr. 8).

DISKUSE

Davky, ke kterym jsme v orientacnim pokuse dospéli, odpovidaji udajum
Kaplana (1972); Humphrey (1971) pouzil davek ponékud vyssich. Ja-
ko tito autori, doporuc¢ujeme pro vyvolani G¢inn€j§i anestézie premedikaci
ataraktiky. )

Souhlasné s literarnimi adaji jsme zjistili bolestivost pFi aplikaci anestetika
do svaloviny a pii nastupu anestézie kratkodobé zaskuby kosterni svaloviny, zvy-
§enou salivaci a mikci. Nase vysledky pokud se tyce teploty, pulsu a dechu
nemtzeme konfrontovat, ponévadz jak prace Kaplana (1972), tak Hum-
phreye (1971) trias neuvadéji. Vyrazny pokles dechcvého a minutového de-
chového objemu je nutné brat v avahu pfi kombinaci s léky, které maji vliv
na dech.

Z malého poc¢tu nasich pripadi nemtizeme hodnotit tento zptsob anestézie
2z hlediska klinického pouziti. Z fady ruSivych priznakd, které se v nadich po-
kusech vyskytly, vyplyva, Ze tento zpiisob anestézie neni idedlni pro béznou kli-
nickou praxi.

Pokud se tyka elektrokardiografickych zaznami, sinusové arytmie, které
jsme zaznamenali nezavisle na respiraci, jsou pfipisovdny zvysenému tonu vagu
(Herles 1954, Schroder a Siidhof 1971). Domnivame se, ze v nasich
pokusech je tento zvySeny tonus vagu vyvolan ketaminem a neni paralyzovan
chlorpromazinem. Tyto docasné arytmie a dal§i zji§téné odchylky v EKG budou
déle podmiriovany hypotermii, hypoxii, neurovegetativni distonii a metabolicky-
mi zménami, jak udavaji Rubin (1968) a Ettinger a Suter (1970).

Srovndni elektroencefalogralickych nalezt s literdrnimi ddaji mize byt
pouze ramcové, nebot jini autofri uzivali ke svym sledovanim jiné pokusné ob-
jekty nez psy. I tak jsme vsak zjistili ur¢ité analogie s nadlezy Szappanyose
a kol. (1969) a Corssena a kol. (1969), pracujicimi s opicemi a koc¢kami.

Szappanyos a kol. (1969) zjiftovali rolandické hroty a dokonce i ge-
neralizované hroty na dvou ptipadech typické epileptické manifestace béhem ce-
lého prabéhu narkézy. Tyto konvulzivni zmény nastaly u koéek a opic po dav-
kach 6 az 10 mg/kg ketaminu, podanych i. m. nebo i. v.

Corssen a kol. (1969) podaval kockdm ketamin v davce 4 mg/kg i. v.
Na zakladé svych zjisténi soudi, ze ketamin pisobi disociativné, Ze kortikothal-
micky systém tlumi — zejména kiiru [rontalni, zatimco limbicky systém aktivuje
na rozdil od ostatnich celkovych anestetik.

V nasich pfipadech jsme ziskali u dvou, resp. u tfi zvifat iritacni potencii-
ly, které byly mistné zdiraznéné. NaSe zjisténi, ze v pribéhu narkézy Ketala-
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rem se na EEG objevuji iritacni grafoelementy, je ve shodé s uvedenymi literdr-
nimi tdaji. K obdobnym zévérim dospél Kugler a kol. (1969) u zdravych
lidi; rytmické synchronni komplexy z pomalych a strmych vln, trvajicich az 3%
minuty, v pribéhu narkézy ketaminem mu pfipominaly zmény u akutnich to-
xickych encefaléz.

V priabéhu znecitlivéni bylo zjisténo signifikantni snizeni hodnot hemoglo-
binu a hematokritu, coz je mozné pfic¢ist chlorpromazinu (Komarek a kol
1959). Zvyseni celkové bilkoviny je pouze relativni. ZvySeni glukézy byva zji§-
fovano pti svalovych kiedich (Sutta 1961). Koncentrace draslikovych ionti
byva mirou bazilniho metabolismu. P¥i zvySovani pH extracellularni tekutiny
dochazi k jeho snizeni (Homolka 1969b). Protoze zvyseni transaminazy GOT
mé vztah k vice orgdntim a tkdnim, byva odrazem zmén v téchto tkénich.

Dilezité je, ze zmény zjisténé pii biochemickém vySetfeni jsou kratkodobé
a reversibilni.
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KPAJI 9., HEMEUYEK JI., ITABJMIIA WM., PO3TOYMJI B. (Buimmas mkosa pserepuHapHOil
menuiubn, bpho, Yexocnopakmsa). Adecresms ruapoxnopuaom xeramuua y cobak. Vet. Med.
(Praha) 18 (7) : 397-408, 1973.

XaopnpoMmasus B 103e 3 MI/TK K. B. M THAPOXJOPMA KeTaMHHa B 103e 15 Mr/kr K. B. npu
BHYTPHMBILIEYHOM BBEJEHWH [IPHBOLAT K IOCTATOYHOMY YycnokoeHuio u Hoseyrosenuio, urobni
MOKHO OblI0 mpousBecTH OObIMHBIC ONepallOHHbe BMeuaTejbcrsa. KoMmOuHaums Bbisbipaer 3a-
METHOE 1IOHHMJKeHMe TeMIepaTypsl Tejia, o6beMa NhIXaHMA M MHUHYTHOTO OOBeMa IbIXaHMA. OJek-
TpoKapAMOrpaguUuecKiuM I[yTeM ONpele/isajd apUTMHI0O Ha OCHOBE pacCTPOICTBA TPOBOIMMOCTH
1 BKCTPACHCTOJIMYECKON apuTMHM. DJlieKTposHiepasorpaduueckue AMarHo3bl 1MOKa3aju CyllecTBo-
sanue pasipaskaiolux rpadossemMenTos. [MAPOXJOpPHI KeTaMHMHA M XJIOPNPOMAasWH CHUIKAIOT Be-
JMYHHL TeMarjaofuHa, reMaTokpura, Bcero Oenka n yposeds Kaausa. M maoGopor, oum ysemnum-
BAIOT YPOBEHb IJHOKO3LI M BEJIMYHMHLI TPAHCAMHHA3Bl IJyTAMYKCYCHOH KucjoTnl. Ha kpossHnie
ajeMeHThl cenuMentaunn, yposens Na u GPT aru Beujecrsa He BAMAIOT.

obuee obesbonupaHue; XJOPNPOMasuH; KeTaMMH THAPOXJIOPHI; TIYJbC; IbiXaHMe; TeMIeparypa;
cunposmerpus; EKG; EEG; kposs; Geixyu; T0KO3a; TpaHCaMHHasel; cobaka

KRAL E., NEMECEK L., PAVLICA J., ROZTOCIL V. (University School of Vete-
rinary Medicine, Brno, Czechoslovakia). Anaesthesia through Ketamine Hydrochlo-
ride in Dogs. Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 397-408, 1973.

Chlorpromazine in a dosis of 3 mg'kg live weight and ketamine hydrochloride
in a dosis of 15 mg’kg live weight applied i. m. lead to a sufficient sedation and
analgesia enabling simple operations. This combination causes a considerable re-
duction of body temperature, of the breath and per minute breath volume.
Arrhythmiae caused by conductivity disturbances and extrasystolic arrhythmiae
were determined electrocardiographically. Electroencephalographie findings showed
irritation graphoelements. Ketamine hydrochloride with chlorpromazine reduces
the haemoglobin, haematokrit and total protein value and the potassium level.
On the other hand it increases the glucosis level and the glutamoacetic acid trans-
aminasis values. The blood elements of sedimentation, the Na level and the GPT
were not affected.

general anaesthesia; chlorpromazine; ketamine hydrochloride: pulse: breath; tempe-
rature; spirometry; EKG; EEG: blood: proteins; glucosis: transaminases: dog

KRAL E,, NEMECEK 1., PAVLICA J., ROZTOCIL V. (Veterindrmedizinische Hoch-
schule, Brno, Tschechoslowakei). Andsthesie durch Ketaminhydrochlorid bei Hunden.
Vet. Med, (Praha) 18 (7) : 397-408, 1973.

Das i. m. verabreichte Chlorpromazin in einer Gabe von 3 mg'kg Lebendgewicht
und Ketaminhydrochlorid in einer Gabe von 15 mg'kg Lebendgewicht flihren zu
ciner genligenden Sedation und Analgesie, die gewohnliche Operationen ermaoglichen.
Diese Kombination verursacht eine wesentliche Herabsetzung der Korpertempe-
ratur, des Atem- und Minutenatemvolumens. Arrhythmien infolge Leitungsfihig-
keitsstorungen und extrasystolische Arrhythmien wurden elektrokardiographisch
lestgestellt. Elektroenzephalographische Befunde wiesen Irritationsgraphoelemente
nach. Das Ketaminhydrochlorid mit Chlorpromazin setzt den Hamoglobin-, Hiama-
tokrit- und Gesamteiweifwert und den Kaliumspiegel herab. Dagegen steigert es
den Glukosenspiegel und die Glutamoessigsdurentiransaminasenwerie. Die Sedimen-
tationsblutelemente, der Na-Spiegel und die GPT wurden nicht beeinflufit.

allgemeine Anisthesie, Chlorpromazin: Ketaminhydrochlorid: Puls; Atem; Tempe-
ratur; Spirometrie; EKG: EEG; Blut: Eiweifistoffe; Glukose: Transaminasen; Hund
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UCAST PROTOZOALNI POPULACE NA FERMENTACI LIPIDU
V BACHORU

F. Dolezel, S. Bartos, A. Jukl
Laborator fyziologie a genetiky Zivodichu, CSAV, Uhvinéves

DOLEZEL F., BARTOS S., JUKL A. Udast protozodlni populace na fermentaci
lipidit v bachoru. Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 409-416, 1973.

Pomoci inkubace bachorové tekutiny s plnou bakterialni a protozoalni po-
pulaci a c¢isténé bachorové tekutiny, ktera obsahovala pouze protozoalni popu-
laci, byla sledovana ucast protozoi pri lipolyze lipidovych slozek krmiva.
K pokusim bylo pouzito ¢tyr koz — Krizencu, Kkterym byla naoperovana
permanentni bachorova pistél. Zvirata byla krmena 14 dni pred pokusem
a béhem celého pokusného obdobi dvakrat denné vojtéSkovym senem ad libitum
a jeénym Srotem 0,5 kg na den. Bachorova tekutina byla odebirana 3 hodiny
po zac¢atku krmeni a béhem celého zpracovani udrZzovana pii 39 0C. Bylo zjisté-
no, ze jak u bachorové tekutiny s plnou bakterialni i protozoalni populaci, tak
u cisténé bachorové tekutiny, ktera obsahovala pouze protozoalni populaci,
dochazi béhem inkubace se znacenym trioleatem-1-14C ke sniZovani poctu
impulsu u triglyceridii a rustu impulsit u mastnych kyselin. To znamena, ze
v obou pripadech dochazelo k lipolyze. Znaéna lipolyticka aktivita, ktera byla
zjisténa u protozoi, ukazuje, Ze protozoa mohou byt vyznamnym cinitelem
pii lipolytickych procesech v bachoru. Vzhledem Kk slozitym symbiotickym
poméram v bachoru vsak nebylo zatim mozné uvést absolutni hodnoty, a tim
vymezit presny podil ucasti bakterii a protozoi pri fermetac¢nich procesech.

koza: bachorova mikrofléra: lipolyza

V lipidovém metabolismu prezvykavci je nékolik odlisnosti od metabolismu
monogastrickych zvirat. Tato specifita je vysledkem mikrobidlni aktivity v ba-
choru, pfi které jsou glyceridy krmiva v bachoru hydrolyzovany a nenasycené
mastné kyseliny jsou hydrogenovdny a jinak geometricky modifikovany tvorbou
izomeri (Garton a kol. 1961; Garton 1967). Depotni tuk pfezvykavci
ma proto vysoky obsah mastnych kyselin, zvlasté kyseliny stearové. Mikroorga-
nismy bachoru maji také znacnou schopnost lipidy syntetizovat. Mikrobialni tra-
veni a syntézu lipidéi v bachoru provadéji pravdépodobné jak bakterie, tak pro-
tozoa. Ucast protozoi viak neni zcela vyjasnéna. V na$i praci jsme se zaméfili
na studium ucasti protozoi pii lipolyze lipidovych slozek krmiva pomoci inku-
bace &idténych protozoi s trioledtem, znacenym radioaktivnim uhlikem "C.

MATERIAL A METODY

K pokusiim bylo pouzito ¢étyt koz kiizenct, kterym byla naoperovina per-
manentni bachorova pistél. Zvifata byla krmena 14 dni pfed pokusem a béhem
celého pokusného obdobi dvakrit denné vojtéskovym senem ad libitum a jecnym
srotem 0,5 kg na den.

Bachorova tekutina byla odebirdna 3 hodiny po zaédtku krmeni a béhem
celého zpracovani udrzovana pii 39 "C. Bachorovou tekutinu jsme odebirali po-
moci upraveného zafizeni pro odbér a filtraci bachorové tekutiny (Dolezel
a kol. 1969).

Pro stanoveni po¢tu protozoi v odebrané bachorové tekutiné bylo pouZito
Fuchs-Rosenthalovych komiirek o vysce 200 um. Bachorova tekutina byla kon-
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zervovana 5% formalinem a pro lep$i viditelnost pfi poéitdni byla protozoa
barvena Lugolovym roztokem. Celkové poéty protozoi kolisaly v pomérné tzkém
rczmezi; pramérné hodnoty se pohybovaly od 1,4 do 1,6.10°.

Inkubace byla provadéna ve 100ml infaznich lahvickach s plynovym uza-
vérem, umisténych v inkubéatoru, za probublavani dusikem, pti 39°C a 80 ky-
vech za minutu.

Z bachorové tekutiny, odebrané od jednoho zvirete, byly inkubovany vizdy:
a) ptvodni bachorova tekutina, kterd obsahovala plnou bakteridlni ‘a protozodlni

populaci,
b) ¢isténd bachorovd tekutina, kterd obsahovala pouze protozodlni populaci,
¢) Cisténa bachorovéd tekutina bez mikrobialni populace jako kontrola.

Promyta protozoa byla ziskdna z bachorcvé tekutiny centrifugaci a promy-
vanim ¢i§ténou bachorovou tekutinou a naraznikem. Naraznik byl pfipravovan
vzdy Cerstvy den pred pokusem podle Chalupy a kol. (1967). Aby nebyla
snizena vitalita protozoi, bylo centrifugovdno velmi $etrné pfi malém poctu ob-
ratek a pti teploté 39 "C. Do centrifugaénich zkumavek bylo odméfeno po 50 ml
bachorové tekutiny. Pocet obratek pfi centrifugaci se pomalu zvySoval béhem
2 minut na 900 az 1000 ot/min, pak byla centrifuga vypnuta a bez brzdéni ne-
chdna, aZ se zastavi. Supernatant byl odtahnut, na sediment pfiddno 25 ml
¢idténé bachorové tekutiny a 25 ml narazniku, zahtatych na 39 °C, obsah opatrné
rozmichdn a znovu odsttedén. Toto promyvéni se opakovalo celkem dvakrat.

Cisténa bachorova tekutina byla pripravena ultracentrifugaci odebrané ba-
chorové tekutiny pfi 40 000 ot/min a 4 °C po dobu 10 minut (centrifuga VAC-
-60, Janetzki, NDR). Supernatant byl odtdhnut a jesté jednou centrifugovin za
stejnych podminek. ;

Emulze znaceného trioleatu-1-'*C byla ptipravovana ze znaceného trioleatu
o specifické aktivité 34,1 mCi/mM (R. C. Amersham, Anglie). K cca 25 uCi
znaceného tricledtu bylo priddno 0,5 ml Inéného oleje a 12 ml cerstvé odebrané
bachorové tekutiny a smés byla emulgovdana na ultrazvukovém desintegratoru
Soniprobe — typ 1130A (Dawe Instr. Ltd.) pti 8 A. Pfed pouzitim byla emulze
temperovana na 39 "C. Vysledna radioaktivita v jednotlivych nadobkach byla
cca 2 uCi. Trioleat jsme emulgovali s bachorovou tekutinou proto, ponévadz v ni
je dostatek bilkovin, které umoznuji stdlost emulze a nebylo tedy tieba pouzit
rtiznych emulgétort, nespecifickych pro obsah bachoru.

Nadobky s plnou bakterialni i protozoalni populaci a nadobky s ¢&isténou
bachorovou tekutinou, ktera obsahovala pouze protozoalni populaci, byly inku-
hovédny po dobu O, 1, 2, 4 a 6 hodin. Po skonc¢ené inkubaci byly nadobky vy-.
jmuty z inkubaéni lazné a z celkového obsahu byly extrahovany lipidy meto-
dou Storryho a Rooka (1965). Nulovy vzorek byl pfipravovan stejné
jako vzorky ostatni, nebyl vSak inkubovan; extrahovan byl bezprostiedné pied
zahdjenim inkubace (v case t,).

Cisténa bachorové tekutina byla kontrolovdna inkubaci po dobu 0 a 6 ho-
din. Méfenim aktivity v triglyceridech a mastnych kyselinach bylo zji§téno, ze
nami pouzity postup pfipravy zajisStuje, Ze C¢i§ténd bachorova tekutina nema
zadnou lipolytickou aktivitu, a ze tedy nemuze ovlivnit vysledky pokusu.

Extrahované celkové lipidy byly rozdéleny na jednotlivé lipidové frakce chro-
matografii na tenké vrstvé metodou Poledneho (1966). Radioaktivita v jed-
notlivych frakcich byla stanovena po seskrabnuti skvrn do scintilaénich nidobek
a preliti Brayovou tekutinou.

Veskera méfeni radioaktivity byla provedena na Mark I Nuclear Chicago
spektrometru pro tekutou scintilaci.
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VYSLEDKY

Zmény radioaktivity v triglyceridech izolovanych v priibéhu inkubace z ba-
chorové tekutiny s plnou bakterialni i protozodlni populaci v jednotlivych poku-
sech jsou uvedeny v tab. I. Radioaktivita je vyjaddiena jako imp/min.10° na
I ml bachorové tekutiny. Protoze prubéh lipolyzy triglyceridii na mastné kyseliny
vykazoval zavislost I. fadu, byly naméfené vysledky zlogaritmovany a zpraco-
vany metodou nejmensich ¢tverci. Z rovnice vyslednych pfimek byly vypoéitiny
polocas t;,, a rychlostni konstanta @ (Kleiber 1961). U 1. série pokusu byl
2jistén polocas 4,0 hod a u II. série pokusi 3,5 hod. Rychlostni konstanta u I.
série pokust ¢ini —0,00288 a u II. série —0,00327. Pramérné hodnoty radio-
aktivity v triglyceridech obou sérii pokusid byly po odlogaritmovani vyneseny
jako procenta maximalni hodnoty (tj. % radioaktivity naméfené v {iriglyceri-
dech v ¢ase t,) do obr. 1. Primérny polocas lipolyzy triglyceridi izolovanych
v pritbéhu inkubace z bachorové tekutiny s plnou bakterialni i protozoalni po-
pulaci ¢inil 3,8 hod a rychlostni konstanta & = —0,00306.

Zmény radioaktivity v triglyceridech izolovanych v pribéhu inkubace z ¢is-
téné bachorové tekutiny, ktera obsahovala pouze protozodlni populaci, byly vy-
jadfeny jako imp/min. 10® na 1 ml piivodni bachorové tekutiny, ze které byla
protozoa izolovana (tab. I). Tento pfepofet byl proveden z toho diivodu, aby
bylo mozno vzajemné porovnavat absolutni hodnoty radioaktivity v izolovanych
triglyceridech jak v pokusech, kde byla pouzita bachorova tekutina s plnou bak-
teridlni i protozoalni populaci, tak v pokusech, kde byla inkubovana ¢iténa ba-
chorova tekutina, ktera obsahovala pouze protozoalni populaci.

I. Radioaktivita v triglyceridech izolovanych v prabéhu inkubace z bachorové
tekutiny s plnou bakterialni i protozoalni populaci a z ¢i§téné bachorové tekutiny,
ktera obsahovala pouze protozoalni populaci

Z logaritmickych hodnot byly vypocitany polocas
Hodnoty jsou priaméry ze ti stanoveni

ti2 a rychlostni konstanta k

imp/min . 10 * na 1 ml bachorov¢ tekutiny v triglyceridech (A)
Doba RO L S T s E o
inkubace pokus I. pokus TIT.
hod —
A log A tls k A log A tils k
Bachorovi tekutina s plnou bakteridlni i protozoalni populaci:
0 160,0 2,204 4,0 | —0,00288| 130,0 2,113 3,5 | —0,00327
1 133,7 2,123 107,1 2,029
2 108,9 2,037 80,0 1,903
4 83,7 1,922 55,8 1,746
6 540 | 1,739 405 | 1,607 ‘
Cisténa bachorovia tekutina, obsahujici pouze protozoélni populaci:
0 70,6 1,848 2,8 |-0,00405| 60,0 1,778 j 2,4 | -0,00465
63,1 1,800 45,9 1,662
2 54,2 1,734 33,0 1,518
4 26,9 1,429 19,5 1,290
6 18,1 1,258 11,0 1,041
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V 1. sérii pokust, ve kterych bylo pouZito pouze protozoalni populace, byl
zjistén polocas lipolyzy triglyceridi 2,8 hod a u II. série pokust 2,4 hod. Rych-
lostni konstanta u I. série pokusi ¢ini —0,00405 a u II. série pokusii —0,00465.
Primérné hodnoty v triglyceridech v téchto sériich pokust byly po odlogarit-
movani vyneseny jako procenta maximalni hodnoty do obr. 1. Primérny polocas
lipolyzy triglyceridi izolovanych v pribéhu inkubace ¢i§téné bachorové tekutiny,
kterd obsahovala pouze protozodlni populaci, ¢inil 2,7 hod a rychlostni kon-
stanta k = —0,00433. Z uvedenych vysledku vyplyva, ze lipolyza triglyceridu
probihala rychleji v ¢isténé bachorové tekuting, kterd obsahovala pouze proto-
zoalni populaci nez v plivodni bachorové tekutiné s plnou bakterialni i proto-
zodlni populaci.

100
B bakterie + protozoa
0 3 pouze protozoa —_———
E 80 |~
@
2
3
4]
~ 60
2
9]
£
o
2 aol 1. Zmény radioaktivity v triglyceridech
- izolovanych v prabéhu inkubace z ba-
Ti chorové tekutiny s plnou bakterialni
g = i protozoalni populaci a z cisténé ba-
o201 ~= chorové tekutiny, ktera obsahovala pou-
g ze protozoalni populaci, vyjadiené v U
N maximalni hodnoty radioaktivity
= l | ‘L ; K [ Body jsou pramérné hodnoty nameérené
"0 1 2 3 e v obou pokusech
. Prolozeni kfivky bylo provedeno pomoci
hodnot vypodéitanych z logaritimického
inkubace hod tvaru rovnice primky

Vyjadieni zmén radioaktivity v mastnych kyselindch bylo o néco slozitéjsi.
Ponévadz jsme znaceny trioleat emulgovali s bachorovou tekutinou, nebylo moz-
né zabranit tomu, aby se po vytemperovidni emulze znaceného trioledatu-1-""C
na 39'C pfed pfidanim do inkubaénich nddobek ¢aste¢né nerozbéhla lipolyza.
Proto radioaktivity namétfené v mastnych kyselindch na zacdtku inkubace v case
t, nebyly nulové, jak by mély teoreticky byt, ale vykazovaly urcitou aktivitu,
ktera musela byt od vSech naméfenych radioaktivit v mastnych kyselinach izo-
lovanych v jednotlivych casovych tsecich odectena.

Zmény radioaktivity v mastnych kyselinich izolovanych v prtibéhu inku-
bace z bachorové tekutiny s plnou bakterialni i protozodlni populaci v jednotli-
vych pokusech jsou uvedeny v tab. II. Radioaktivita je vyjddfena jako imp/
/min . 10® na 1 ml bachorové tekutiny, po ode¢teni bazalni aktivity v ¢ase .

Také matematické zpracovdni zmén radioaktivity v mastnych kyselinach
v pribéhu inkubace se ponékud lisi, protoze bylo tieba se vyhnout nulové hod-
noté radioaktivity v ¢ase f, (log O neni definovan). Logickou Gvahou jsme dosli
k zavéru, ze maximalni radioaktivita v mastnych kyselindch nemize prestoupit
pocate¢ni radioaktivitu v triglyceridech v ¢ase t,, protoze mastné kyseliny vzni-
kaji lipolyzou téchto triglyceridii. Proto jsme pfi matematickém zpracovani vy-
sledkti odeé¢itali skute¢né namérené hodnoty radioaktivity v mastnych kyselinach
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1I. Radioaktivita v mastnych kyselindch izolovanych v prubéhuinkubace z bachorové tekutiny s plnou bakteridlni i protozoalni
populaci a z ¢i§téné bachorové tekutiny, ktera obsahovala pouze protozoalni populaci

Do tabulky byla vynesena naméfena aktivita v mastaych kyselinach (4) po odeéteni aktivity v ¢ase z,. Z logaritmickych hodnot byly vypo€itidny polocas
7,/, a rychlostni konstanta &

Protoze log 0 neni definovan, byly pfi matematickém zpracovini vysledkii odeéitdny naméfené hodnoty radioaktivity v mastnych kyselindch (4) od
pocatedni radioaktivity triglyceridu v Case z, v tychz pokusech (tab. I)

Hodnoty jsou praméry ze tfi stanoveni

imp/min . 10~? na 1 ml bachorové tekutiny v mastnych kyselinach (4)

Doba
inkubace pokus I. pokus II.
hod

A TGo — A | log (TG, — A) t/s R A TG, — A | log (TG, — A) ti/s k

Bachorova tekutina s plnou bakteridlni i protozoalni populaci:

0 0 160,0 2,204 4,8 —0,00240 0 130,0 2,114 5,9 —0,00193
1 9,0 151,0 2,179 12,7 117,3 2,068
2 41,9 118,1 2,072 32,5 97,5 1,989
4 72,8 87,2 1,940 48,6 81,4 1,911
6 88,8 71,2 1,852 65,3 64,7 1,811

Cisténa bachorova tekutina, obsahujici pouze protozoalni populaci:

0 0 70,6 1,849 7,3 —0,00157 0 60,0 1,778 2,4 —0,00470
1 1,9 68,7 1,837 0,8 59,2 1,772
2 8,9 61,7 1,790 14,0 46,0 1,663
4 14,1 56,5 1,752 | 43,0 17,0 1,230
6 31,4 39,2 1,593 46,1 13,9 1,143




(po odecteni aktivity v case ¢,) od pocate¢ni radioaktivity triglyceridu v case
t, v tychz pokusech.

U 1. série pokusti, ve kterych byla inkubovana bachorova tekutina s plnou
bakteridlni i protozoalni populaci, byl zji§tén polocas rychlosti tvorby mastnych
kyselin 4,8 hod a u II. série pokust 5,9 hod. Rychlostni konstanta u I. série
pokusii ¢ini —0,00240 a u II. série pokusu —0,00193.

Zmény radioaktivity v mastnych kyselindch izolovanych v pribéhu inku-
bace z &isténé bachorové tekutiny, ktera obsahovala pouze protozoalni populaci,
byly vyjadfeny jako imp/min. 103 na 1 ml pivodni bachorové tekutiny, ze kte-
ré byla protozoa izolovana (tab. 1I). V I. sérii pokusii, ve kterych bylo pouzito
pouze protozoalni populace, byl zji§tén polo¢as tvorby mastnych kyselin 7,3 hod
a u II. série pokustt 2,4 hod. Rychlostni konstanta u I. série pokust <cini
—0,00157 a u II. série pokust —0,00470.

Z uvedenych vysledkii vyplyva, ze na rozdil od lipolyzy ftriglyceridi je
tvorba mastnych kyselin relativné pomalej§i a naméfené aktivity v mastnych
kyselinach vykazuji podstatné vy3$§i rozptyl nez aktivity naméfené v triglyce-
ridech.

DISKUSE o caat v AR

Studium tGéasti protozoi na preméné lipidi v bachoru je prakticky v poca-
teéni fazi vyzkumu. Hromadi se podklady pro to, Ze protozoa se tucastni lipo-
lyzy, hydrogenace nenasycenych mastnych kyselin a tvorby lipoidnich komplext.
Jakou mérou se Glastni pravé protozoa na téchto pfeméndch, se velmi tézko da
absolutné vyjadfit. Chalupa a Kutches (1968) prokazali velmi vyznam-
nou ucast protozoi na hydrogenaci nenasycenych mastnych kyselin pomoci ky-
selin znacenych *C. Nepracovali sice s ¢&istymi kulturami protozoi, avsak bak-
teridlni kontaminace byla velmi omezena, takze muzeme predpokladat, ze proka-
zand hydrogenace je dilem pfedevsim protozoi.

V nasich pokusech jsme zjistili, Ze jak u bachorové tekutiny, tak u protozoi
dochédzi béhem inkubace k snizovani poétu impulsi u triglyceridi. To znamena,
ze v obou pripadech dochazelo k lipolyze. Pfekvapujici je, Ze rychlost poklesu
hladiny znacenych triglyceridii u protozoi je dokonce o néco vy$si nez u bacho-
rové tekutiny. To svéd¢i o tom, Ze protozoa jsou vyznamnymi Einiteli pfi lipo-
Iyze. Vys$8i hodnoty rychlostnich konstant u protozoi si vysvétlujeme tak, Ze
protozoa ¢isténd nemaji tolik lipolytického substratu neznaceného, jako maji pro-
tozoa i bakterie v bachorové tekuting. Soubéiné s poklesem aktivity u triglyce-
ridii dochdzi k rdstu aktivity u mastnych kyselin. Hodnoty rychlostnich kon-
stant u mastnych kyselin v bachorové tekutiné jsou velmi blizké hodnotdm na-
méfenym u protozoi. I tyto vysledky jen potvrzuji spravnost nasich zdvérai.

Absolutni hodnoty radioaktivity naméfené v triglyceridech a mastnych ky-
selinich v pokusech s ¢isténou bachorovou tekutinou, ktera obsahovala pouze
protozoalni populaci, jsou zhruba polovi¢ni, protoze v téchto pokusech byl ra-
dioaktivni trioleat pfidavan k protozoim, kterd byla izolovdna z 50 ml bacho-
rové tekutiny. Objem ostatnich roztokt pfidavanych k témto inkubaénim néa-
dobkdm byl volen tak, aby na 1 ml inkubované tekutiny pfipadalo dvojnisobné
mnozstvi pivodni bachorové tekutiny, nez tomu bylo v pokusech s plnou bak-
teridlni i protozoalni populaci. Tyto niz§i vychozi hodnoty oviem nemohou ovliv-
nit velikost rychlostni konstanty. Abychom vsak mohli lépe porovnat pribéh
lipolyzy v pokusech s plnou bakteridlni i protozoalni populaci a v pokusech se
samotnou protozoalni populaci, byly namérené hodnoty vyneseny do grafu jako
procenta maximélni hodnoty (tj. % radioaktivity namétené v triglyceridech v ¢a-
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se t,), takze obé ktivky vychazeji ze stejného bodu a maji stejné méritko (obr. 1).

Ucast bakterii na lipolyze v bachoru nechceme vyvracet, vidyt jiz v r. 1961
Hobson a Mann izolovali ¢isté kultury lipolytickych bakterii z bachoru.
Otazkou viak ziistava, jak pocetnd populace lipolytickych bakterii v bachoru je,
jak jsou tyto zarodky typické pro bachor a jak jsou fermenta¢éné vybaveny.
Garton a kol. (1961) uvadéji, ze bakterie jsou hlavnim lipolytickym agens
v bachoru. Rovnéz Wright (1961) pfisuzuje zna¢nou lipolytickou aktivitu
bakteriim. Naproti tomu Hill a kol. (1960) uvadéji, ze vys$si lipoliticka akti-
vita byla pozorovana u protozoi. K tomuto vysledku dosli neprimym pokusem.

Nasge prace ukazuje, Ze protozoa mohou hrat vyznamnou tlohu pfi lipolyze.
Velmi vyrovnana druhovd protozodlni populace u v8ech pokusnych zvifat ndm
znemoznila uréit hrubou lipolytickou aktivitu u jednotlivych druht. Miuzeme
vak predpoklddat, ze jednotlivé rody maji rtiznou lipolytickou aktivitu. Prostu-
dovédni ptesné lipolytické aktivity u jednotlivych rodt narazi na problém, jak
ziskat dostate¢né mnozstvi téchto protozoi bez bakteridlni kontaminace.
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DoSlo dne 18. 1. 1973

JOJIEXEJ &., BAPTOII C., IOKJI A. (Jlaboparopus (u3HOJIOTMM ¥ TeHEeTHUKH >KMBOIHBIX
YCAH, Yrpxunesec, UexocioBakus). Yuacrme IPOTO30aNbHOM NONMyNANHH B QepMeHTAUHH JH-

nunos B pybue. Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 409-416, 1973.

C momompio uHKyGamuu pyOGLOBOM JKMIKOCTH C TOJHOH OaKTepHajbHOil M MNPOTO30aJbHOM 10~
NyJaAnMed H3yvyaau ydyacTHe TPOTO30E€B NMPH JIMIOJM3e JHIMIHBIX KOMIIOHEHTOB KopMma. B ombrrax
vaacTsoBajiu 4 IOMecHbie KO3Ll C BCTaBJIEHHON IiepMaHeHTHOI ¢ucrynoi. JKuBoTHBIX KOpMuan
14 nHeilt mo omnbiTa, a B TedeHye BCEro IONONBITHOTO IiepHona — 2 pasa B IeHb JIOLEPHOBBIM
CeHOM BBOJIO M HYMEHHBIM HpPOTOM B KoxudectBe (0,5 kr B meHb. Py6umonyio skuakocTs or6upasnm
2 gaca 10c]e Hauaja KOPMEXKKH M COXpaHsju B Tedenue nceit obpaBorku mnpu 390C. Ycra-
HOBJIEHO, YTO KaK B JKMIKOCTH ¢ O0eMMM NONyJALMAMM, TaK M B OYMIIEHHOH M coaepiKatjei
JILIb IPOTO30asbHYI0 INONYJALNMIO B XOAe MHKybamum c MeueHnM TpHosearoM-1-4C xommuecrso
MMIyJIbCOB TPHTJIMIEDUMIOB COKpaljaeTcs, a y JKUPHBIX KHCiaor Bospacraer. CienosartenpHo,
B ofoux cayuasx uMeer Mecto aunonaus. OGHapy:KeHHas B TPOTO30MAAX 3HAYMTENbHAS JIHIOJNN-
THYECKas AKTHBHOCTH IIOKA3blBAET, YTO INPOTO30M MOrYT OLITH BaKHLIM ($aKTOPOM JIMHONMTHYEC-
)
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KUX mpolleccoB B py6ume. BBHoy cnoxHbIX cHMOUOTHYECKHX OTHOUIeHMii B pyblle IOKa Hexbas
puBeCTH aGCONMIOTHEIE BENMYMHBI, BBHILEJMB TaKUM 06pasoM TOuHOe yuacTHe OakrepHii M mnpoTo-
301108 B Ipoueccax $epMeHTALUN.

k03a; pybuosas MUKpOPIOpa; JHIOIHI

DOLEZEL F., BARTOS S, JUKL A. (Laboratory of Animal Physiology and Ge-
neties of the Czechoslovak Academy of Sciences, Uhrinéves, Czechoslovakia). Paiti-
cipation of Protozoal Population at the Fermentation of Lipids in the Omasum.
Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 409-416, 1973.

The participation of protozoa at the lipolysis of the lipid components of feed was
investigated by means of incubation of the omasum fluid with a full bacterial
population and a cleaned omasum fluid containing only protozoal population.
4 cross-bred goats to which a permanent omasum fistula was operated-on were
used in the experiment. The animals were fed twice a day lucerne hay ad libitum
and 0,5 kg per day crushed barley for 14 days before the experiment and during
the whole experiment period. The omasum fluid was taken 3 hours after the
beginning of feeding and maintained at a temperature of 39°C over the total pro-
cessing period. It was found that as well in the omasum fluid with full bacterial
and protozoal population as in the cleaned omasum fluid containing only protozoal
population a diminution of the number of impluses in triglycerides and an increase
of the number of impulses in fat acids takes place during incubation with marked
trioleate-1-14C. This indicates that lipolysis occurred in both cases. The consi-
derable lipolytic activity found in protozoa indicates that protozoa can be an
important factor in lipol_ytic processes in the omasum. Due to the complicated
symbiotic conditions in the omasum, however it was so far not possible to state
absolute values and to determine helerth the exact share of pmtxcxpatlon of
bacteria and protozoa at fermentation processes.

goat; omasum microflora; lipolysis

DOLEZEL F., BARTOS S., JUKL A. (Laboratorium fiir Lebewesenphysiologie- und
genetik der Tschechosl. Akademie der Wissenschaften, Uhrinéves, Tschechoslowa-
kei). Teilnahme der protozoalen Population an der Lipidenfermentation im Pansen.
Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 409-416, 1973.

Mittels Inkubation der Pansenfliissigkeit mit einer vollkommenen bakterialen und
protozoalen Population und der gereinigten Pansenfliissigkeit, die nur die protozoale
Population enthielt, wurde die Protozoenteilnahme bei der Lipolyse der Lipid-
bestandteile des Futters untersucht. Fiir die Versuche wurden 4 Kreuzlingsziegen,
denen eine permanente Pansenfistel aufoperiert wurde, benitzt. 14 Tage vor dem
Versuch und im Laufe der ganzen Versuchsperiode wurden die Tiere zweimal
taglich mit Luzerneheu ad libitum und mit Gersteschrott in einer Menge von 0,5 kg
pro Tag gefiittert. Die Pansenfliissigkeit wurde 3 Std. nach dem Anfang der Fiitterung
entnommen und im Laufe der ganzen Bearbeitung bei einer Temperatur von 39 0C
gehalten. Es wurde festgestellt, dal sowohl bei der Pansenfliissigkeit mit der voll-
kommenen bakterialen und protozoalen Population als auch bei der gereinigten
Pansenfliissigkeit die nur die protozoale Population enthielt im Laufe der Inku-
bation mit dem markierten Trioleat-1-14C eine Verminderung der Impulsenanzahl
bei Triglyzeriden und ein Imuplsenanstieg bei Fettsduren erfolgt. Das heiflt, daf
in beiden Fillen eine Lipolyse erfogte. Die betrdchtliche lipolytische Aktivitit, die
bei den Protozoen festgestellt wurde weist darauf hin, dafl die Protozoen ein
bedeutungsvoller Faktor bei den lipolytischen Prozessen im Pansen sein konnen.
Mit Riicksicht auf die komplizierten symbiotischen Verhiltnisse im Pansen war es
jedoch vorldufig nicht mdglich die absoluten Werte anzufithren und dadurch den
genauen Anteil der Bakterien- und Protozoenteilnahme an den Fermentationspro-
zessen zu bestimmen.,

Ziege; Pansenmikroflora; Lipolyse
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VYMENNE PROCESY DUSIKA MEDZI KRVOU A BACHOROVYM
OBSAHOM U OVIEC PRED A PO KRMENI

J. Varady, K. Boda, M. Bajo, M. Szanyiova, J. Tomas

Ustav fyziologie hospoddrskych zvierat SAV, Kosice

VARADY J.,, BODA K., BAJO M., SZANYIOVA M., TOMAS J. Vymenné pro-
cesy dusika medzi krvou a bachorovym.obsahom u oviec pred a po kimeni.
Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 417-424, 1973.

Na dvoch ovciach s fistulou bachora a izolovanym bachorom sa v 6smich po-
kusoch sledovalo mnozZstvo celkového a amoniakalneho dusika bachorovej te-
kutiny v izolovanom bachore pred a po kifmeni. Bachorovd tekutina bola
pri kazdom odbere (pred kfmenim, 1, 2, 3, 4, a 5 hodin po kfmeni) aplikovana
do izolovaného bachora a ponechana v nom poc¢as 60 minut, Uvedeny postup
umoznil vy¢islif tzv. netto pasaz dusika, ¢o je v podstate rozdiel medzi sekre-
tovanym a vstrebanym mnoZstvom dusika v izolovanom bachore. Zistilo sa, Ze
mnozstvo celkového a amoniakalneho dusika v izolovanom bachore sa pred
krmenim zvySuje, po kfmeni znizuje. Z toho vyplyva, Ze pred kfmenim pre-
vlada pasaz dusika z krvi do bachora, po kifmeni naopak — vstrebavanie z ba-
chora do krvi. Zistila sa kladna koreldcia medzi rozdielmi celkového a amonia-
kalneho dusika pred a po inkubacii v izolovanom bachore.

ovce; dusikovy metabolizmus; rumino-hepatialny kolobeh; sekrécia a vstrebava-
nie dusika v bachore; netto pasaz dusika

Pocas poslednych 10—15 rokov sa jednoznatne ukazalo, Ze vymenné
procesy medzi obsahom predzalidkov a krvou maja velky vyznam v celkovom
metabolizme u prezavavcov. Z predzalidkov sa intenzivne vstrebava do krvi
a prechddza opaénym smerom cely rad metabolickych produktov. Tieto vymen-
né procesy zrejme zaistuji v predzalidkoch optimédlne podmienky pre tvorbu
mikrobalnych bielkovin, ktoré st pocas dalfieho metabolizmu stavebnym
materidlom pre cely organizmus. Velmi délezité miesto v tychto procesoch ma
prechod dusikatych latok z bachora do krvi a opaéne. Uz v r. 1948 Mc D o-
nald ako prvy zistil vstrebavanie NHy z bachora a konStatoval, Ze mnoZstvo
dusika, ktoré sa tymto spésobom dostava do krvi, je cca 3—4 g u oviec za dei.
Gray a Pilgrim (1956) zistili, ze asi 60 % dusika prijatého krmiva sa
vstreba vo forme amoniaku. Udaje o znaénom vstrebavani NHj3 z bachora na-
chadzame vo viacerych pracach. Okrem toho sa z bachora vstrebava dusik aj vo
forme aminokyselin (Leibholz 1971, Kurilov a Krotkova 1971).

Este dolezitejsiu tlohu hrd u prezivavcov prechod dusikatych litok z krvi
do bachora. Rozsah sekrécie krvnej mocoviny (Boda a Varady 1966, K a p-
lan a Bojko 1963) i inych N-metabolitov, ako napriklad aminokyselin, po-
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lypeptidov a bielkovin (Gzickija Rozgoni 1960, Varady a kol. 1968)
kolise v $irokych rozmedziach a méze dosahovat znaénych rozmerov. Podla vy-
sledkov Alieva a Alievovej (1965) a Javonenka (1966) moze pre-
chadzat dusik z krvi do bachora i po nakfmeni, alebo v ¢ase, ked v bachore je
dostatotné mnozstvo dusika. Z toho sa dd usudzovat o stfasnom vstrebavani
N-latok z bachora do krvi a o prestupe v opaénom smere. Ulohou tejto préce
bolo zistif rozdiel medzi procesmi sekrécie a vstrebdvania dusika (tzv. netto
pasdz) v bachore pred kifmenim a v jednotlivych ¢&asovych intervaloch po
kimeni.

MATERIAL A METODY

Pokus sa prevadzal na dvoch ovciach plemena merino vo veku okolo piatich
rokov, vdhy 50—60 kg, s malym izolovanym bachorom a permanentnou fistu-
lou bachora. Zvieratd boli kimené dvakrat denne (kfmna davka: seno 0,5 kg,
ja¢cmen 0,3 kg, otruby 0,2 kg) — rdno o 7.00 hod a popoludni o 15.30 hed

N -NH3
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v priebehu styroch tyzdnov s prijmom vody a soli ad libitum. U kaZdej ovce sa
urobili $tyri vySetrenia, ¢im sa obdrzalo osem sérii odberov.

Chirurgické vyhotovenie izolovaného bachora sa robilo metédou podla
Gridina a kol. (1964). Po vyvedeni fistuly izolovaného bachora 3—4 cm
kuadilne od transverzadlneho chirurgického rezu sa naloZila fistula na bachor
a vyviedla kranialne od rezu vo vzdialenosti 3—4 cm. Prvé styri dni izolovany
bachor bol vyplachovany niekolkokrat denne striedavo autogénnou bachorovou
§tavou a fyziologickym roztokom s prisadou neomycinu. Od §tvrtého diia bol
preplachovany a plneny denne 3—4 X iba filtrovanou bachorovou tekutinou.

Odbery vzoriek sa prevadzali tak, ze jednu hodinu pred kifmenim sa odo-
beralo cca 60 ml bachorového obsahu, ktory sa prefiltroval a po odobrati vzorky
pre stanovenie NH3 a celkového dusika sa z neho aplikovalo presne 40 ml do
vyplachnutého izolovaného bachora. Po jednej hodine bol cely obsah vytiahnuty,
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vyplachnuty 2 X 20 ml fyziologického roztoku a odobrala sa vzorka pre stanove-
nie NHj3 a celkového dusika. Tento postup bol zachovany v priebehu 1, 2, 3, 4a 5
hodin po kfmeni. Takymto spésobom sa spolahlivo dalo zistif mnozstvo apli-
kovaného dusika (celkového a NH3) s bachorovou tekutinou do izolovaného ba-
chora a mnozstvo po jednohodinovej inkubécii, pri zachovani rovnakych pod-
mienok v izolovanom i vo velkom bachore.

Koncetracia amoniaku v bachorovej tekutine (pred i po inkubacii) sa sta-
novovala metédou podla Zollnera a Birka (1958). Celkovy dusik sa
uréoval Kjehldalovou metédou. Kazda analyza NHs i celkového dusika sa pre-
vadzala v dvoch paralelnych stanoveniach z kazdého odberu.

VYSLEDKY

Koncentracia amoniaku v bachorovom obsahu po kfmeni stipa (P<0,005)
a dosahuje maxima po dvoch hodindch. V priebehu 3—5 hodin klesa (P < 0,005)
a v Stvrtej hodine uz dosahuje hodnoty pred kimenim. Taktiez hladina celkové-
ho dusika bachorovej tekutiny po nakfmeni stapa (P < 0,005) a dosahuje ma-
xima v prvej hodine. V priebehu dalich dvoch hodin prudko klesa, v tretej ho-
dine po kimeni je nizSia ako pred kfmenim (P < 0,025). V priebehu 3—5 ho-
din este klesa (P < 0,025), avSak menej intenzivne ako 1—3 hodiny po na-
kimeni (obr. 1).

Na obr. 2 st znazornené rozdiely hodnét N — NH3 a celkového N bacho-
rovej tekutiny pred a po jednohodinovej inkubdcii v izolovanom bachore. (Hod-
nota ,0“ predstavuje to mnoZzstvo dusika, ktoré sa nachiadzalo v bachorovej te-
kutine aplikovanej do izolovaného bachora.) V obdobi pred kfmenim sa zistili
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pri celkovom i amoniakalnom dusiku kladné hodnoty, t. j. ich celkové mnozstvo
po hodinovej inkubécii v izolovanom bachore bolo viésie ako mnozstvo apliko-
vané. V priebehu 1—3 hodin po kfmeni sa tieto rozdiely prestvaju na stranu
negativnu s maximom v tretej hodine, kedy vo vietkych pripadoch mnozstvo
z izolovaného bachora odobratého dusika (NHs aj celkového) po inkubacii bolo
mensie ako aplikované. Po 4—5 hodinach nastdva opacny jav.

Medzi hodnotami rozdielov (pribadanie resp. ibytok) N — NHj; a celko-
vého dusika inkubovanej bachcrovej tekutiny v izolovanom bachore (obr. 3) sa
zistila vyznamné korelacia (n = 48, r = 0,605, P < 0,001).

DISKUSIA

Z bachora do krvi sa vstrebava pomerne znacné mnozstvo dusika v zavis-
losti od mnozstva a zlozenia kimnej davky. Intenzita vstrebavania je najvyraz-
nejSia po kfmeni a zavisi od dietetickych pomerov. Podobne i mnozstvo dusika,
ktoré prestupuje z krvi spdt do bachora, kolise v §irokych rozmedziach nielen
pri rozdielnych nutriénych stavoch organizmu, ale aj pocas denného kfmneho
rezimu (Bodaa Varady 1966, Varady a kol. 1969, Kaplan a Boj-
ko 1963 a pod.).

V nasich pokusoch sa ukézalo, ze mnozstvo celkového i amoniakalneho du-
sika bachorovej tekutiny po 60 min. inkub4cie v izolovanom bachore sa pred
kfmenim zvysilo, po kifmeni naopak znizilo. Pri danych podmienkach k uvede-
nému zvyseniu dusika méze dojst jedine jeho prechodom z krvi do izolovaného
bachora a naopak, k zniZeniu iba vstrebanim do krvi. Smerodajnym ukazova-
telom v tychto vymennych procesoch je celkovy dusik, pretoze zmeny v hodno-
tach celkového mnozstva N — NH3 by mohli byt ovplyviiované i proteolytickou
alebo proteosyntetickou schopnostou mikrofléry bachorovej tekutiny.

Z prezentovanych vysledkov jednoznacéne vyplyva, ze pri diétach s dosta-
tocnym mnozstvom N-ldtok prevldda pred kimenim sekrécia dusika z krvi do
bachora, po kimeni je jav opacny, t. j. vstrebavanie z bachora do krvi. Pri dié-
tach s nedostatocnym alebo zvySenym mnozstvom dusika bude pravdepodobne
stimulovany jeden alebo druhy dej tychto vymennych procesov N-latok cez stenu
predzalidka. Vzdjomnd vymena dusika medzi bachorovym obsahom a krvou sa
pravdepodobne bude odohravat v prevaznej miere vo forme vstrebavania amo-
niaku z bachora do krvi a vo forme prechodu krvnej mocoviny do bachora, pre-
toze medzi Gbytkom a zvySovanim celkového a amoniakédlneho dusika v izolo-
vanom bachore je dobra koreldcia. Moc¢ovina prestupujtca z krvi do bachora sa
moze z Casti rozkladat uz uredzou bachorovej steny na amoniak (Varady
a kol. 1969, Houpt a Houpt 1968) a z casti prestupovat vo forme celej
molekuly, ktord sa rozlozi v bachore pomocou mikrobalnej uredzy na amoniak.
Prestup amoniaku z krvi mozno vylucit, pretoze jeho koncentracia v krvi je
ovela niz§ia ako v bachore a takyto priebeh proti koncentraénému gradientu
by bol v rozpore s doteraj§imi experimentdlnymi poznatkami. ZvySenie mnoz-
stva celkového dusika i N — NHj3 v izolovanom bachore po jednohodinovej in-
kubacii bude do uritej miery spdsobené i prestupom aminokyselin, peptidov
apod. (Gzickij a Rozgoni 1960, Gzickij a Javonenko 1966,
Véarady a kol. 1968).
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Zistené vacsie mnozstvo dusika v izolovanom bachore (rozdiel hodnot pred
a po inkubdcii) predstavuje tzv. netto pasaz dusika, ¢o je v podstate rozdiel
medzi sekretovanym a vstrebanym mnozstvom (Engelhardt 1972). O tom,
ze v ¢&ase vstrebavania dusika prebieha safasne i jeho sekrécia, svedc¢ia naSe
predchddzajice prace (Boda a Vdarady 1966, Varady a kol. 1969) i ex-
perimenty Javonenka (1966), ktory zistil, Ze ani pri vysokom obsahu du-
sika v bachore sa nepreru$uje prechod bielkovin z krvi do bachora. Doteraz ne-
mozno s urcitosfou povedaf, ¢ pred kfmenim, kedy prevlada pasaz N-latok
z krvi do bachorového obsahu, prebicha aj opacny dej, t. j. ich vstrebdvaniée
2 bachora do krvi.

Vysledky nasich experimentov i literarne tdaje svedé¢ia o tom, Ze obojstran-
na vymena dusikatych metabolitov cez steny bachora je délezitym [aktorom,
ktory sa moze zacastnovaf na udrzovani priblizne stidleho chemického zlozenia ba-
chorového obsahu. Vdaka tomuto mechanizmu sa uskutocfiuji vzdjomné opti-
malne symbiotické vzfahy organizmu prezavavca a mikroorganizmov nachadza-
jucich sa v jeho predzalidkoch.
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BAPAJIBI WM., BOAA K., BAHUO M., CAHUOBA M., TOMAII II. (Hucruryr ¢uanonorun
cennckoxoanitcrsennpix skupoTHoix CAH, Kommie, Yexocsiosakus).Ilponeccst obmena aszora mexmy
KpoBbIO M py6LOBEIM comep)kanHeMm y oBerj mepex H nocae kopmaenusa. Vet. Med. (Praha)
18 (7) : 417-424, 1973.

Ha nsyx osuax ¢ ¢ucrysnoi pybia M M30JMpPOBaHHBLIM pPyOIIOM B BOCHMH HCIBLITAHHHAX HCCJICHO-
BaJOCh KOJHMuecTBO OOIero M aMMHa4HOIO asoTa, COJepyKalllerocsi B KHAKOCTH pybua B H30aMpO-
panHoM py6ue mepex u mocie KopMmueHus. Py6uesbie coku mpu Kaxmom or6ope (mepeia Kopmie-
auem u 1, 2, 3, 4 u 5 yacop 1ocie KOPMJIEHMsi) OCTaBJIAJM B M30JHPOBaHHOM pyble B Teue-
tie 60 MUHYT. YKasaHHBII MeTON TI03BOJMJ BLIYMCJIUTB TaK Has. HETTO TacaXk asora, 4ro
cocTaBjsAeT pasiMuyMe MeXIy KOJMUECTBOM CEKPEUHH M BCACHIBAHMs a30Ta B HM30JHpPOBAHHOM
pybue. Bpuio ycraHosieHo, uTo KOonmdecTBO OOIIEro M aMMMadHOIO as0Ta B HM30JIMPOBAHHOM
pybue nepen KOpMJIEHHEM IIOBbILIAaeTCs, a TOCAe KOPMJEHHMs TNOoHMxkKaerca. M3 artoro sriTexaer,
uTO Tepeil KOpMJIcHHEM Iipeobianaer Illepexon asoTa M3 KpoBH B py6ell, mocje KOpMJEHHs! Ha-
ofiopor — a3or mepexonuT M3 pybua B KpoBb. Bblia ycTaHOBIEHA MOJMKHUTENbHAA KOPPEIILHIL
MEAIY pasIMuMAMH OOLIEro ¥ aMMMayHOIO a30Ta llepel M 10CJe WHKYGauuu B M30JHpPOBaHHOM
py6ie.

OBLbI; A30THBIH MeTaboauM3M; pyOIIOBO-TIEYEHOUHbIH KPYroBOPOT; CeKperus M BeachiBaHWe aszoTa
B py6ile; HeTTO mepexona asoTa

VARADY J., BODA K. BAJO M. SZANYIOVA M. TOMAS J. (Institute of
Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Kosice, Czechoslovakia), The Nitro-
‘gen Exchange Processes between Blood and Rumen Content in Sheep before and
after Feeding. Vet. Med. (Praha) 18 (7) :417-424, 1973.

Eight trials were carried out with two sheep with rumen fistula and with isolated
rumen to study the amounts of total and ammonia nitrogen in rumen liquor in
an isolated rumen before and after feeding. In each collection (1, 2, 3, 4 and 5 hours
after feeding), rumen liquor was applied to the isolated rumen and left there
for 60 minutes. In this way the so-called netto nitrogen passage (difference between
the amounts of nitrogen secreted and absorbed in isolated rumen) was calculated.
It was found that the amounts of total and ammonia nitrogen increased in the
isolated rumen before feeding and decreased after feeding. It follows from this that
the passage of nitrogen from blood to rumen prevails before feeding and the
absorption of nitrogen from rumen to blood prevails after feeding. A positive
correlation was ascertained bétween the differences of total and ammonia nitrogen
in the isolated rumen before and after incubation.

sheep: nitrogen metabolism; rumino-hepatal circulation; nitrogen secretion and ab-
sorption in rumen; netto nitrogen passage

VARADY J., BODA K., BAJO M., SZANYIOVA M., TOMAS J. (Institut fiir Phy-
siologie der Haustiere der Slowakischen Akademie der Wissenschaften). Austausch-
prozesse des Stickstoffs zwischen dem Blut und Panseninhalt bei Schafen vor und
nach der Fiitterung. Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 417-424, 1973.

Bei zwei Schafen mit Pansenfistel und mit dem isolierten Pansen wurde acht
Versuchen die Menge von Gesamt- und Ammoniakstickstoff der PansenfliiBigkeit
im isolierten Pansen vor und nach der Filitterung untersucht. Die Pansenflufigkeit
wurde bei jeder Entnahme (vor der Fiitterung, 1, 2, 3, 4 und 5 Stunden nach der
Fiitterung) in den isolierten Pansen appliziert und dort wiahrend 60 Minuten
tiberlassen. Das angegebene Verfahren hat ermoglicht, die sogenannte Netto-Stick-
stoff-Passage zu numerieren, was eigentlich den Unflersshied zwischen dem ab-
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gesonderten und resorbierten Stickstoff im isolierten Pansen darstellt. Es wurde
festgestellt, dal} sich der Gehalt an Gesamt- und Ammoniakstickstoff im isolierten
Pansen von der Fiitterung erhéht und nach der Fiitterung herabsetzt. Daraus
ergibt sich, daff vor der Fitterung die Stickstoffpassage aus dem Blut in den
Pansen iiberwiegt und nach der Fitterung umgekehrt — Stickstoff wird vom
Pansen ins Blut resorbiert. Es wurde positive Korrelation zwischen den Unter-
schieden des Gesamt- und Ammoniakstickstoffs vor und nach der Inkubation im
isolierten Pansen festgestellt.

Schafe; Stickstoffmetabolismus; Ruminal- und Hepatalkreislauf; Stickstoffabsonde-
ung und -resorption im Pansen: Stickstoff-Netto-Passage
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OXYMYKOIN® SPOFA PLV. SOLUB. AD USUM VET. — TOXICITA,

REZIDUA A KLINICKE HODNOCENI

M. Dvoiak, B. Sevéik, F. Reichel, K. Plisek

SPOFA, Vyzkumné stredisko pro veterinarni léc¢iva, Jilové u Prahy

Ustav pro kontrolu veterindrnich bioprepardti a 1é¢iv, Brno

DVORAK M., SEVCIK B., REICHEL F., PLISEK K. OxymykoinR SPOFA plv.
solub. ad usum vet. — toxicita, rezidua a klinické hodnoceni. Vet. Med. (Praha)

18 (7) : 425-430, 1973.
Stanovili jsme akutni toxicitu pripravku Oxymykoin plv. solub ad us.

vet.

LDso po jednorazové aplikaci u pétitydennich kohoutkil plemene LB je vy$si
nez 15000 mgkg, u mysi je rovnéz vyssi nezli 17500 mg'kg z. v. s mezemi
spolehlivosti od 6625 mg do 12150 mg. Rezidua OTC po pétidenni aplikaci
1%, roztoku Oxymykoinu vymizi ze svaloviny, jater a krve slepic do 48 hodin.
Po této dobé jsme zjistili stopy OTC (0,75 wug OTCg) pouze v ledvinach
u 30, pripadu. Rovnéz ve vejcich u slepic se béhem pétidenni aplikace 0,5/
roztoku Oxymykoinu vyskytovala rezidua jen ojedinéle a byla velice nizka
(0,06—0,152 ug OTC/g). Pri klinickém hodnoceni ve veterinarni praxi se lékova
forma preparatu velmi dobre osvédéila zejména pri aplikaci ve velkochovech.
Z 52146 kusu nemocné drubeze (CDR a k ni pridruzené bakterialni infekce,
inf. bronchitida, inf. sinusitida, inf. rhinitida aj.) bylo po aplikaci Oxymykoinu
(obvykle 0,59, koncentrace po dobu péti dni) vyléceno 50797 kusu, tj. 97,5 %.

Oxymykoin® SPOFA plv solub; oxytetracyklin; toxicita; rezidua

U kazdého nové zavadéného lé¢iva je nezbytné stanovit jeho akutni toxicitu
a rychlost vylucovani z organismu po aplikaci doporucenych davek. Sledovani
rezidui aéinnych ldtek (nejcastéji antibiotik) v surovindch Zivocisného plvedu
ma zasadni vyznam pro ochranu zdravi lidi, nebof na tomto zdkladé pak muze-

me stanovit zcela bezpe¢né ochranné lhiity, béhem nichz nesmi byt oSetfena
fata pouzita pro jatecné ucely.

zZvi-

Ve tfech predchozich publikacich (Dvotak, Sevéik, Plisek 1972a, b,
1973) jsme popsali dynamiku sérovych hladin OTC u rtznych druhd hospodar-

skych zvifat; v tomto sdéleni uvddime akutni toxicitu prepardtu (pokus ¢.

1),

rezidua ve vejcich a nékterych orgdanech u slepic (pokusy ¢. 2 a & 3) a strucny

piehled vysledki klinického hodnoceni.

MATERIAL A METODY

Slozeni preparatu Oxymykoin plv. solub. ad us. vet. v %:

oxytetracyklin hydrochlorid (orc HCL) . . . . . 5,0
Septonex ; i 1,0
vehikulum (sacharoza kys Cltronova solubilizaéni -

antioxida¢ni prisady) . s aw s ow s« woad 1000
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Pokus ¢ 1 — stanoveni LDso

Stfedni smrtnou davku prepardtu jsme stanovili u dvou vékovych kategorii
kohoutkli plemene LB, a to u jednodennich o primérné vaze 42,3 g (38—47)
a u pétitydennich o primérné vaze 361 g (290—410). Rovnéz jsme urcili LDy,
u bilych mys$i kmene H obojiho pohlavi o priumérné viaze 28,3 g (24—37).

Pro aplikaci pokusnym zvifatim jsme ptipravili 30% a 60% roztok pre-
paratu v destilované vodé. Roztoky jsme aplikovali peroralné, kufatim gumovou
sondou, my$im kovovou sondou.

Kufata v obou vékovych kategoriich jsme rozdélili do Sesti skupin po Sesti
zvifatech. Davky jsme odstupnovali po 2500 mg na kg z. v. od 2500 mg do
15000 mg na kg z. v.

U bilych mys$i jsme perordlné aplikovali stejné davky a navic je§té davku
17 500 mg pripravku na kg z. v. Rozmezi pouzitych davek Oxymykoinu plv.
solub. jsme stanovili na zakladé vysledki pfedbéznych orienta¢nich pokusu, vys-
§i davky jsme aplikovali, vzhledem k velkému objemu, nadvakrat v rozmezi
dvou hodin. _

Vysledky pokusti jsme hodnotili grafickou probitlogaritmovou metodou po-
dle Lichtfieldaa Wilcoxona (1949).

Pokus ¢ 2 — stanoveni rezidui OTC ve vejcich slepic

Dvacet zdravych slepic plemene LB ve stafi 10 mésici, o pramérné vize
1,87 kg (1,58—2,25) a v 40% snasce jsme rozdélili do pokusné (15 ks) a kon-
trolni (5 ks) skupiny. Slepicim v pokusné skupiné jsme aplikovali ad libitum
0,5% roztok Oxymykoin plv. solub. v pitné vodé po dobu 120 hodin.

Vejce na stanoveni OTC jsme odebirali od obou skupin pfed aplikaci, bé-
hem pokusu a tfi dny po skonceni poddvédni. Z vajec snesenych v pokusné sku-
piné jsme denné vysetfovali na obsah OTC Sest kusti, z kontrolni dva kusy.

Ke stanoveni OTC jsme pouzili difdzni plotnovou metodu podle Grov a,
Randalla (1955) v modifikaci podle Vyhnalka (1972). Vajetnou me-
lanz (smés bilku i zloutku) jsme homogenizovali s citrat-acetonovym pufrem
(0,1 M roztok citranu draselného — 35 obj. dilti, aceton — 35, dest. voda — 30,
pH — upraveno na 5,2) v poméru 143 a pipetovali do dilkt v agarové puadé.
Dobrou citlivost prokazal testovaci kmen B. cereus PCI 213.

Slepice byly umistény v boxu pii teploté 12 az 18 °C a relativni vlhkosti
do 75 % a krmeny sypkou smési N bez VAD. Roztok Oxymykoin plv. solub. byl
pfipravovan denné Cerstvy.

Pokus ¢. 3 —stanovenirezidui OTC v orgdnech u slepic

Klinicky zdravé slepice plemene LB ve stafi 14 mésici o pramérné vaze
1,93 kg (1,80—2,10)jsme rozdélili na pokusnou (30 kusd) a kontrolni (10
kusti) skupinu.

Slepicim v pokusné skupiné jsme aplikovali 1% roztok Oxymykoinu plv.
solub v pitné vodé po dobu 120 hodin.

Ve 48., 96. a 144. hodiné po skonceni aplikace jsme usmrtili 10 slepic
z pokusné skupiny a odebrali vzorky krve, jater, ledvin a svaloviny k vySetfeni
na obsah OTC. Stejnym zptisobem jsme vySetfili ve shodnych intervalech 10
slepic z kontrolni skupiny.

Slepice byly umistény v boxech pfi teploté 10 az 18 °C a relativni vlhkosti
do 75 % a krmeny kompletni smési N (slozeni v procentech podle receptury
platné v roce 1972: 17,0 — BK SK, 73,8 — kukutice, pSenice, je¢men, ¢&irok,
3,0 — sennd moucka, 4,0 — mikromlety krmny védpenec, 0,2 — krmna stl,
2,0 — mineralni krmna pfisada 2; obsah dopliikovych latek v 1 kg smési: CTC
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— 20,4 mg, vitamin A — 8160 m. j.,, D3 — 918 m. j.,, B, — 3,1 mg, Kurasan
— 127,5 mg).

Ke stanoveni OTC v krevnim séru a v organech jsme pouzili diftzni plot-
novou metodu podle Grova a Randalla (1955) s B. cereus ATCC 9634
jako s testovacim mikroorganismem. Pri zpracovani vzorkt z orgdnd jsme 1 g
tkdné homogenizovali se 4 ml fosfatového pufru pH 4,5. Tento pomér doporu-
¢uje Wright (1970) ke snizeni vazby OTC na tkanové komponenty.

Klinické hodnoceni Oxymykoinu plv. solub ad us. vet.
Metodiku klinického hodnoceni prepardtu podrobné uvadéji auto¥i Sev -
tik a kol. (1972).

VYSLEDKY

V pokuse ¢. 1 jsme zjistili, ze preparat ma znacnou terapeutickou §iri.
LDsy u pétitydennich kohoutklt po jednorazové aplikaci je vy$si nez 15000 mg
Oxymykoinu plv. solub. na kg z. v. Pfi této ddvce neuhynulo zadné kufe. Stejné
tak bilé mysky prezily davku 17 500 mg na kg z. v. ZvySovani davek vzhledem
k velkému objemu maximalné koncentrovanych roztokii bylo technicky nepro-
veditelné. Pouze u jednodennich kohoutki byla stanovena LDy, 9000 mg prepa-
ratu na kg z. v. s mezemi spolehlivosti od 6625 mg do 12 150 mg na kg Zz. v.

V pokuse ¢. 2 jsme vySetfili 50 vajec z pokusné skupiny a 18 vajec z kon-
trolni skupiny. Ve vejcich od slepic v kontrolni skupiné jsme nezjistili stopy
OTC. Vysledky vySetfeni vajec z pokusné skupiny uvadime v tab. I. Pramérna
spotieba roztoku Oxymykoinu plv. solub. ¢inila 258 ml na kus a den, coz odpo-
vida davce 64,5 mg OTC HCI na kus a den nebo 34,4 mg OTC HCI na kg
Z. v. na den.

Vysledky pokusu ¢. 3 uvdadime v tab. II. Spotifeba roztoku byla 270 ml na
kus a den, coz odpovidd davce 135 mg OTC HCI na kus a den nebo 69,9 mg
OTC HCI na kg z. v. na den. Ve vzorcich organu slepic z kontrolni skupiny
isme zjistili stopy inhibi¢nich latek vytvarejicich malé zény a imitujicich obsah
OTC v mnozstvi cca 0,3 ug OTC na g tkané (v krevnim séru cca 0,17 ug OTC
na ml).

1. Vysledky pokusu ¢. 2 — Rezidua OTC ve vejcich slepic pri pétidenni aplikaci
0,59, roztoku Oxymykoin plv. solub. ad wusum wet. v pitné vodé (udaje v wugl/g
vajetné melanze)

Dny pokusu

dny po skoné&eni
aplikace

1. 2, 3.

Vejce ; aplikace preparatu
pred o

aplikaci 1 l 2 3

4, l 5.
\ 0,116 | 0,076 0,068‘ - " . -
- - | 0,152 0,060] — | 0,060 .
— |o0e8| — | - O
= - ~ | = Jogso| — | - | = | =
s = | = |opes|emEl = | = | = | -

(= S A

Pramér (jen ’

| pozitivni nalezy) 0,134 | 0,065 | 0,067 | 0,060 — — -
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1I. Vysledky pokusu ¢. 3 — Rezidua OTC ve tkanich kurat po aplikaci 19/, roztoku
Oxymykoin plv. solub. ad usum vet. (Gdaje v ug/g (ml) &erstvé tkané)

Pocet hodin’ po skonceni aplikace |
i Potet |
Organy ikl 48 ° ] i
X+ sr X+ sr ’
Krev 10 0,00 0,0 |
Svalovina 10 0,00 0,0 !
\
Ledviny 10 0,75 + 0,151* 0,0 {
Jatra 10 0,00 0,0 [
* — pramér ze tii pozitivnich nalezid, u ostatnich sedmi vzork OTC nezjistén

Pti klinickém hodnoceni byl Oxymykoin plv. solub. ovéfovan na 12 terén-
nich veterinarnich pracovistich u drtbeze, na jednom objektu u telat a na dal§im
pracovi§ti u prasat, norkd a kralik. U dribeze byl preparat pouZit pfedevsim
pri onemocnéni dychacich organt (sekundarni infekce pfi CRD, inf. bronchi-
tida, inf. sinusitida, inf. rhinitida). Celkem bylo léceno 52 146 kusti driibeze
riznych vékovych kategorii, z toho bylo vylééeno 50 797 ks, tj. 97,4 %. Ptipra-
vek se lépe uplatnil pri lééebném nez preventivnim podani, snizily se primé
1 nepiimé ztraty, zvysila se uZitkovost. Lékova forma preparatu plné vyhovovala
podminkam aplikace ve velkochovech. Orienta¢né byl pfipravek klinicky hod-
nocen u prasat (gasiroenteritida, bronchitida), norki (enteritida) a kralikd (rhi-
nitida) vesmés s dobrymi vysledky. Podrobné vysledky klinického hodnoceni
uvadeéji Sevéik a kol (1972).

DISKUSE

 Vysledky pokusu ¢. 1 — stanoveni akutni toxicity — vcelku potvrdily oce-
kavanou skute¢nost, ze Oxymykoin plv. solub. ma podobné jako jiné antibiotické
preparéty dostatecnou terapeutickou §ifi a je prakticky netoxicky.

V pokuse ¢. 2 jsme sledovali vyskyt rezidui OTC ve vejcich u slepic po
aplikaci 0,5% roztoku Oxymykoin plv. solub. Pomérné nizka rezidua (0,060—
0,125 ug OTC/g) jsme zjistili béhem aplikace (od 2. dne poddvani), a to u 10
vajec ze 30 vySetfovanych, tedy ve 33 % ptipadi. Ani v jednom piipadé ne-
presahla zjisténa rezidua hodnotu 0,3 ug/g.

Nase nalezy se caste¢né shoduji s vysledky Vyhmnalka (1972), ktery
po pétidennim podani 0,5% roztoku Oxymykoinu plv. solub. slepicim ve slabé
a nepravidelné snasce zjistil nizkd rezidua OTC od étvrtého dne aplikace do
72. hodiny po jejim skonéeni u 29,4 % vajec. Pouze v jednom piipadé obsah
OTC ptesahl hodnotu 0,3 ug na g. V pokuse s 1% koncentraci Oxymykoin plv.
solub. stanovil OTC od tfettho dne aplikace do 48. hodiny po skondeni podani
u 88 % vajec. Ve 40,9 % pozitivnich nalezit byla zjisténa rezidua vys$si nez
0,3 ug OTC/g.

Pti stanoveni stopovych mnozstvi OTC ve vejcich je velmi duleZité pouZiti
spravné metodiky, a to zejména vhodného pulru. Jestlize jsme michali vaje¢nou
melanz s fosfatovym pufrem pH 4,5 v poméru 142 (postup obvykly pfi zji§-
fovani OTC v krevnim séru), nepodafilo se ndm prokazat rezidua OTC ve vej-
cich béhem pétidenni aplikace 0,5% i 1,0% roztoku Oxymykoin plv. solub.
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Oxytetracyklin se z organismu slepic vyluéuje pomérné rychle. V pokuse
¢. 3 jsme ve 48. hodiné po skonéeni aplikace nalezli rezidua OTC pouze v led-
vindch (3 vzorky z 10). To svédéi o intenzivni eliminaci OTC z organismu
ledvinami. V 96. a 144. hodiné jsme rezidua OTC ve vySetfovanych organech
nenalezli.

Jak jiz bylo dfive uvedeno, zjistili jsme ve vzorcich organu slepic z kontrol-
ni skupiny stopy inhibi¢nich latek, vytvarejicich malé zény a imitujicich obsah
OTC v mnozstvi cca 0,3 ug/g tkdané. Jednalo se patrné o latky pochazejici z krmi-
va, nejspife CTC. Pokud byly zjistény zény stejné velikosti v organech slepic
z pokusné skupiny v nékterém ze tfi odbért, byl nilez OTC hodnocen jako ne-
gativni.

Z vysledkii pokusu vyplynulo, zZe po pétidenni aplikaci 1% roztoku Oxy-
mykoinu témér vymizela rezidua do 48. hodiny po aplikaci.

Cilem klinického hodnoceni bylo predeviim ovéfeni vlastnosti lékové formy
v provoznich podminkéch, protoZe dcinnost oxytetracyklinu na nejcastéji se vy-
skytujici bakteridlni zarodky provazejici virovd onemocnéni u dribeze je obecné
znamda. Néktefi autofi (Bajdevljatov, Kovalskij 1966) uvadéji i cés-
te¢né ptimé ptsobeni OTC na Mycoplasma gallisepticum.

Vhodné vlastnosti Oxymykoin plv. solub. pti aplikaci ve velkochovech i Géi-
nek OTC na snizovani pfimych i nepfimych ztrdt pfi chronickych chorobach
dychacich organt dribeze byly pfi klinickém hodnoceni prepardtu plné potvrzeny.
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Qnpenensiun ocTpyio TokcuyHocTh npemapara Oxymykoin plv. solub. ad us. vet. LDso nocne
ONHOKpATHOM na4yu Tnpemapata 5-mHeBHbIM mnerymkaM JIB npessimaer 15000 Mr/kr, y Mbimeit
on npespiuaer 17 500 Mr/kr k. B. ¢ auMuTaMu HanexmocTH or 6625 Mr mo 12150 mr. Ilocie
5-nuesnoit naum 19/ pactsopa Oxcumukomsa ocratkn OTC wucuesaor ©3  MBUII, TeyeHu
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H KpoBu Kyp cpokoM no 48 uac. ITo mucreuwenmio sroro cpoka caexst OTC (0,75 wr OTC/r)
obuapysxenst sump B noukax y 309/ cayuaes. Takke B KypuHbIX siiliax B TedeHHe 5-IHeBHOII
nauun 0,59, pacrsopa OKCHMMHKOMHA OCTATKM BCTPEYANUCh JHIIL B EAMHUYHBIX CIyd4asax u Oulau
secema MaamMu (0,06—0,152 ur OTC/r). Ilpu KJIMHHYECKOHl OleHKe B BETTIPAKTHKe Med#Ka-
MeHTHasi $opMa mpemapaTta OTIM4YHO cefA ompaBmana, IJIaBHBIM O0pasoM, B IPOMLILJIEHHOM
passenennn. Ms 52 146 ros. Gospeoit nruus (CRD u conpskeHHple GakrepuanbHule HHPeKIHil:
inf. bronchitis, inf. sinusitis, inf. rhinitis nocme maun Oxcumuxouna (o6pruno 0,59 kou-
LeHTpaIuK B TeueHHe 5 mHeit) 6buto Bhieuero 50797 ron. t. e. 97,5 9.

OxymykoinR SPOFA plv. solub.; okcurerpauykiuH; TOKCHYHOCTB; OCTATKM

DVORAK M. SEVCIK B. REICHEL F. PLISEK K. (SPOFA Rescarch Center of
Veterinary Medicaments, Jilové near Praha, Institute for Control of Veterinary
Biopreparations and Medicaments, Brno, Ceczchoslovakia). Oxymykoin® SPOFA plo.
solub. ad usum vet. — Toxicity, Residua and Clinical Evaluation. Vet. Med, (Praha)
18 (7) : 425-430, 1973.

Acute toxicity of the preparation Oxymykoin plv. solub. ad us. vet. was determined.
Atter one-time application in five weeks old cockerels of the breed WIL LDso
is higher than 15,000 mg/kg, in mice it is also higher than 17,500 mg/kg live weight,
confidence limits being from 6625 mg to 12,150 mg. OTC residua after five days
application of a 1 per cent solution of Oxymykoin disappear from the musculature,
the liver and the blood of hens within 48 hours. After this time OTC traces
(0.75 ug OTC/g) were found only in the kidneys in 309, of the cases. Also in
eggs residua occurred only sporadically in the course of a five days application
of a 0,5 per cent solution of Oxymykoin to hens and they were very low (0,06—
—40.152 ug OTC/g). At a clinical evaluation in veterinary practice the medicament
form of the preparation proved very suitable especially in an application in large-
-scale breeds. Out of 52,146 birds of ill poultry (CRD and the associated infections,
inf, bronchitis, inf, sinusitis, inf. rhinitis and other) 50,797 birds, i. e. 97.5 9/, recorved
after the application of Oxymykoin (usually a concentration of 0.5 per cent for
a period of 5 days).

OxymykoinR SPOFA plv. solub.; oxytetracycline; toxicity; residua

DVORAK M., SEVCIK B, REICHEL F. PLISEK K. (SPOFA, Forschungszentrum
fliir Veterinidrheilmittel, Jilové bei Praha, Institut fiir Kontrolle der Veterindrbiopra-
parate und Heilmittel, Brno, Tschechoslowakei). OxymykoinR Spofa plv. solub. ad
usum vet. — Toxizitit, Uberreste und klinische Beurteilung. Vet. Med. (Praha) 18
(7) :425-430, 1973.

Es wurde die akute Toxizitdt des Pridparats Oxymykoin plv. solub. ad us. vet. fest-
gestellt. Bei einer einmaligen Applikation bei fiinf Wochen alten Junghdhnen
der Rasse WL ist LDso hoher als 15.000 mg/kg, bei Méiusen ebenso hoher als
17.500 mg/kg Lebendgewicht mit Verldslichkeitsgrenzen von 6625 mg bis 12.150 mg.
Nach einer fiinftdgigen Applikation einer 1Y%-igen Oxymykoinlésung verschwinden
die OTC-Uberreste aus der Muskulatur, der Leber und dem Blut der Hennen
innerhalb von 48 Stunden. Nach dieser Zeit haben wir OTC-Spuren (0,75 ug OTC/g)
nur in den Nieren bei 309, der Fille festgestellt. Auch in den Eiern trafen bei
Hennen im Laufe einer fiinftigigen Applikation einer 0,5%)-igen Oxymykoinlésung
Uberreste nur selten auf und waren sehr niedrig (0,06—0,152 ug OTC/g). Bei der kli-
nischen Beurteilung in der Veterinarpraxis bewdhrte sich die Heilmittelform des
Priparats sehr gut insbesondere bei Applikation in Grofizuchten. Von 52.146 Végeln
des kranken Gefliigels (CDR und die hinzutretenden Bakterialinfektionen, Inf. bron-
chitis, Inf. sinusitis, Inf. Thinitis u. a.) wurden nach der Oxymykoinapplikation (ge-
wohnlich eine 0,5 %,-ige Konzentration fiir die Dauer von 5 Tagen) 50.797 Vogel,
d. i. 97,5 %, geheilt.

OxymykoinR SPOFA plv. solub.; Oxytetracyklin: Toxizitdt; Uberreste
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MVDr. K. Pligek, Ustav pro kontrolu veter, biopreparatt a lé¢iv, 60000 Brno
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KLINICKE OVERENI UCINNOSTI PRIPRAVKU LINCO-SPECTINU 100
K TLUMENI CRD U KURAT

J. Skaloud, J. Vyhnalek, J. Vlasak, J. Vlasikova

Ustav pro statni kontrolu veterindrnich bioprepardti a lééiv, Brno
Podnik Slechténi dribeZe, Dobienice

SKALOUD J., VYHNALEK J.,, VLASAK J., VLASAKOVA J. Klinické ovéreni
ucinnosti pripravku Linco-Spectinu 100 k tlumeni CRD wu kufat. Vet. Med,
(Praha) 18 (7) :431-440, 1973.

V chovu se soustavné laboratorné i klinicky prokazovanou mykoplazmoézou jsme
u 5668 kurat plemene LB-Jubilant 72 Kklinicky ovérili uéinnost profylaktickych
davek Linco-Spectinu 100 v porovnani s uUéinnosti antibiotika Spectamu pro
inj. a s neoSetrenou skupinou. Jako podklad pro zavére¢né hodnoceni uéinnosti
preparatu byla denni kontrola uhynt spolu s vyhodnocenim patologicko-ana-
tomického nalezu. Soucasné se kontrolovala vdha kuiat a délalo se sérologické,
histologické a mikrobiologické vy$etieni. V prabéhu pokusu prokéazal ovéiovany
preparat Linco-Spectin 100 lep$i vysledky, neZz u nas bézné pouzivany Spectam
pro inj. V obdobi do 44. dne stari nebyl nizsi poc¢et uhynulych kurat u skupiny
I (Linco-Spectin 100) proti skupiné II (Spectan) statisticky vyznamny. Od 44,
dne stari tento rozdil byl jiz statisticky vysoce vyznamny, V prubéhu celého
pokusu rozdil v thynech mezi skupinou I a skupinou III (kontrola) byl vysoce
statisticky vyznamny. Patologicko-anatomické nalezy u uhynulych kutat, cha-
rakterizujici mykoplazmézu, se u skupiny o$etiené Linco-Spectinem 100 v 5. az
9. tydnu pohybovaly kolem 209, u skupiny spectamované dosahly 609
a u kontrolni skupiny 809,. Kontrolou pramérné vahy nebyly zji§tény pod-
statné rozdily mezi jednotlivymi skupinami. U sérologického vySetfeni Galli-
testem bylo u skupiny kontrolni nejvice pozitivnich reakei, ddle pak u skupiny
spectamované, zatimco u skupiny oSetfené Linco-Spectinem 100 nedo$lo k po-
zitivni reakei.

kurata; mykoplazméza; koli-infekce; Lincomycin; Spectinomycin; aplikace ve

vodé
Chronické respiratorni onemocnéni — zejména mykoplazméza a koli-infek-
ce — jsou jedna ze zdvaznych onemocnéni u driibeze v intenzivnich chovech,

ve kterych zptisobuji vdzné ekonomické ztraty. Projevuji se nejen v samotném
chovu, nybrz i v odchovu, kde dochézi k zna¢nym thynim a celkovému snizeni
pfijmu krmiva, coz méd za nasledek niz§i vdhové prirastky a zpomaleni rdstu
(Jurajda 1971). Gerlachova (1968) predpoklada, ze v NSR je 70 az
90 % chovii promorenych M. gallisepticum; v fadé zemi bude situace obdobna.
U nés se o problémech a nezbytnosti vypracovdni planu na ozdraveni velkochovii
dritbeze od mykoplazmézy zmifiuje Sykora (1971) a HloZdnek (1971).

Jednim z nejacinnéjSich postupd, jak ozdravit chovy a tim i sniZit ztraty,
je preventivni poddvani Géinnych latek v odchovu.

V naSem staté se pro nedostatek vhodnych domacich 1é¢iv pouzivaji pre-
vazné zahraniéni prepardty, jako je Spectam pro inj. — s uéinnou latkou specti-
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nomycinem (fa Abbott), s nimz dobrych vysledkii dosidhli Zolli a Pole-
waczyk (1970), dile Tylan - tylosin tartrate (fa Elanco) a Gallimycin - ery-
tromycin-thiocyanéat (fa Abbott). Gerlachova (1968), Bertoldini a kol.
(1969) a Leclerc (1971) povazuji tylosin za neja¢innéjsi antibiotikum proti
M. gallisepticum. Tylosin ma viak pomérné uzké antibiotické spektrum, takze
pfevazna cast sekundarni mikofléry neni postihovédna. Je proto nutnd vcasna
aplikace terapeutika, dokud neni je§té¢ sekundarni mikrofléra v ptrevaze. Uéin-
nost erytromycinu proti M. gallisepticum je udavéna v literatufe rozdilné, jak
uvadi Jurajda (1971). V zahranici se dale pouziva celé fady preparatt, jako
napf. Spiramycin, u kterého prokazali velmi dobré vysledky Gerlachova
(1968), Lukas a Inglis (1970); preparat Furaltadon je u¢innéjsi nez ty-
losin (Matzer 1969); lepsich vysledkii nez s tylosinem dosihl také Marca
a kol. (1970) s thiamfenikolem.

Jednim z nejnovéjSich preparati je Linco-Spectin 100, vyrabény firmou
Upjohn. Je to ve vodé rozpustné antibiotikum se §irokym antibakteridlnim spek-
trem, specidlné G¢inné na M. gallisepticum. Je urfeno pro poddvani v pitné vodé
k prevenci a 1é¢bé mykoplazmézy a koli-infekci u kurat v odchovu. Bylo s nim,
jako s nejvhodnéjsi kombinaci antibiotik lincomycinu a 33,3 g a spectinomycinu
a 66,7 g, dosazeno v zahranié¢i velmi dobrych vysledki (Hamdy a Blan-
chard 1969 a Hamdy 1970).

Ukolem nadi prace bylo ovéfeni uéinnosti tohoto prepardtu v nafich pod-
minkéch.

METODA

Ucinnost profylaktickych davek Linco-Spectinu 100 byla klinicky ovéfena
v srpnu az fijnu v PSD Dobfenice u Hradce Kralové a porovnan s u¢innosti
u nds bézné pouzivaného antibiotika Spectam pro inj. (fa Abbott) a s neoSetie-
nou skupinou. Do vlastniho pokusu bylo zahrnuto 5668 jednodennich kufat ple-
mene LB-Jubilant 72; kufata byla rozdélena do nasledujicich {fi skupin:
— prvni skupiné (I) — 1991 kufe — byl poddvan Linco-Spectin po prv-
nich pét dnd zivota a opétovné po dobu dvou dnt ve stafi 30 dni
v davce 0,55 g celkové antibiotické aktivity na 1 1 pitné vody,

— druhé skupiné (II) — 1984 kufata — byl aplikovan Spectam inj. a
5 mg/l ml v davce 0,2 ml pro jedno kufe,

— tfeti skupina (III) — 1693 kufata — slouZila jako neléfena kontrola.

Vsechny tfi skupiny byly umistény v hale typu Hustope¢ NHKG na plose
480 m® a u viech byly dodrzeny v pribéhu celého pokusu stejné zoohygienické
podminky.

Jako podklad pro zavéreéné hodnoceni Géinnosti prepardtu byla denni kon-
trola thynu spolu s vyhodnocenim patologicko-anatomického nélezu. Souasné
se kontrolovala védha ve stafi 28 a 58 dnu a sérologicky se vySetfovalo pomoci
Gallitestu na pfitomnost protilatek proti M. gallisepticum ve stari 28, 63 a 84
dny. Ndhodné vybrana kufata byla mikrobiologicky a histologicky vysetfena.

Dale byla sledovana rozpustncst, celkova spotfeba preparatu a snasenlivost
u kufat.

Vsem kuratim byla v pribéhu pokusu podana podle vakcinaéniho progra-
mu VB, (v 10 dnech stifi) a Neobrom I (ve stafi 34 dnua). Statistickou vy-
znamnost dosazenych vysledkd, tj. rozdil v thynech mezi jednotlivymi skupina-
mi, jsme hodnotili podle x*.
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€ey

. Vyhodnoceni patologicko-anatomického nalezu

Pocet x Pocet . Pocet .
. . X 2 3 B Skupina 11 P G Skupina III

Casové obdobi pitvanych SkupinaI pitvanych pitvanych p

s (Linco-Spectin) st (Spectam) fush (kontrola)

1. tyden 32 snizend biologicka 28 snizena biologicka 52 snizena biologicka
hodnota, peritonitida, hodnota, peritonitida, hodnota, peritonitida,
vyvojové defekce vyvojové defekce vyvojové defekce

2. tyden 6 nevstiebané zloutkové 15 nevstiebané zloutkové 19 nevstiebané zloutkové
vacky, peritonitida, vacky, peritonitida, vacky, peritonitida,
uduseni, utopeni uduseni, utopeni uduseni, utopeni

3. tyden 3 zranéni, uduseni 9 celkova porucha 6 celkova porucha

vymény latkové, vymeény litkové,
enteritida, zranéni enteritida, zranéni

4. tyden 1 zranéni 0 0

5. tyden 0 3 enteritida, 4 enteritida,

aerosacculitida, aerosacculitida,
zranéni zranéni

6. tyden 5 enteritida, zranéni 2 enteritida, 3 enteritida,

aerosacculitida, aerosacculitida,
perikarditida degenerace jater

7. tyden 4 enteritida, 6 enteritida, 4 enteritida,
aerosacculitida, aerosacculitida, aerosacculitida,
zranéni perikarditida perikarditida

8. tyden 33 enteritis-kokcidi6za, 89 enteritis-kokcidiéza, 61 enteritis-kokcidioza,
aerosacculitida, aerosacculitida, aerosacculitida,
perikarditida perikarditida, perikarditida,

perihepatitida perihepatitida

9. tyden 25 enteritida, 48 enteritida, 37 enteritida,
aerosacculitida, aerosacculitida, aerosacculitida,
perikarditida, perikarditida, perikarditida,
perihepatitida perihepatitida perihepatitida




£L6T — VNIDIQAW INUVNIMALIA ey

II. Statistické vyhodnoceni thynu kurat

Uhyn za
. Skupina Pocet kust 10 dnt 20 dnt 34 dny 44 dny 54 dny 64 dny
ks % ks % ks % ks o ks % ks %
I (Linco-Spectin) 1991 37 1,90 41 2,05 42 2,10 47 2,36 73 | 3,66 109 5,47
_—.4_‘ —_—
1I (Spectam) 1984 36 1,81 53 2,66 56 2,81 58 2,91 111 | 5,58 201 10;12
e SRR | = .
1II (kontrola) 1693 65 | 3,84 | 76 | 4,49 l 81 | 4,78 | 85 | 501 | 129 | 7,61 | 186 | 11,07
| I
I —TIT P < 0,01 P < 0,01 P < 0,01 P < 0,01 P < 0,01 P <.0,01
I - II P > 0,10 P > 0,10 P = 0,10 P - 0,10 P<0,01 | P<0,01
o _A,E, T
I - III P < 0,01 P < 0,05 P < 0,05 P = 0,05 P~ 0,10 P = 0,10




VYSLEDKY

Za zékladni hodnoceni efektivnosti 1é¢iva jsme povazovali denni dhyn ku-
fat v lécenych skupindch v porovndni se skupinou kontrolni. Vysledky jsou
uvedeny na obr. 1.

U kutat ve stati 23 dny doslo k vysokému thynu; béhem noci se kufata
umackala a udusila v diisledku blize nezjisténého vnéj§iho podnétu. Pfi konec-
ném hodnoceni tthyny za tento den a za nasledujici tfi dny nebyly brany v dva-
hu. V zidném pfipadé nemél tento ahyn vztah k pokusu.

Vsechna kufata uhynuld b&hem pokusu byla pitvdna a patologicko-anato-
mické ndlezy jsou uvedeny v tab. I.

Desaty tyden k thynu téméf nedochézelo, ale klinicky se je§té projevovaly
u skupiny kontrolni a spectamované ve zvySené mire priznaky dychacich obtizi,
skleslost a ospalost. U skupiny oSetfené Linco-Spectinem nebyly jiz klinické pii-
znaky onemocnéni pozorovany.

Pti srovnani poétli ahynt za obdobi prvnich deseti dnt se projevil Spec-
tam o néco malo G¢innéjsi nez Linco-Spectin, rozdil vSak nebyl statisticky vy-

.I° N
15

1, Denni uhyny kutrat, vyjadrené v procentech k pocateénimu stavu
Linco-Spectin

S kontrola

s Spectam

III. Kontrola pramérné vahy

Pramérnd vahav g Prirtstek
Skupina Pocet kustu
; : 28 dn 58 dnt na kus v g
I (Linco-Spectin) 30 231 638 407
11 (Spectam) 30 232 629 397
IIT (kontrola) 30, 230 634 404
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znamny (P > 0,10). V obdobi od 10 do 44 dnd byl pocet uhynulych kufat
u skupin I (Linco- Spectin) niz8i nez u skupiny II (Spectam) ale rozdil nebyl
opét statisticky vyznamny. Od 44. dne stafi se projevil vyrazny rozdil v uhynu
mezi obéma skupinami ve prospech Linco- Spectlnu, ktery se po vyhodnoceni yx*
ukazal jako statisticky vysoce vyznamny (P << 0,01). V pribéhu celého pokusu
rozdil v thynech mezi skupmou I (Linco- Spectm) a skupinou III (kontrola)
je vysoce statisticky vyznamny (P < 0,01), mezi skupinou II (Spectam) a sku-
pinou III (kontrola) je v obdobi prvnich deseti dnd vysoce statisticky vyznam-
ny (P < 0,01), v obdobi od 20. do 44. dne je statisticky vyznamny (P < 0,05)

%
//
0 // /
/ #
// P
// /
// /./
5t it
’_’.’-"" 7~
//' Ve
/. TR, e R S o
/ -
/
/
7
10 20 34 4 54 64 dny

2. Rozdily v uhynech v desetidennich intervalech, vyjadiené v procentech k poca-
te¢nimu stavu

Linco-Spectin

-—-—— kontrola

—— Spectam

IV. Sérologické vysetifeni Gallitestem

Pocet Vysledky
Stafi ve dnech Skupina vySetfenych e

kust + .

28 dnu I (Linco-Spectin) 30 — -

II (Spectam) 30 - —

III (kontrola) 30 - 1
63 dny I (Linco-Spectin) 30 —
II (Spectam) 30 1

III (kontrola) 30 3 3

hd
84 dny I (Linco-Spectin) 34 - 2
II (Spectam) 8
IIT (kontrola) 34 1
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a od 44. dne je rozdil statisticky nevyznamny (P > 0,10). Rozdily v thynech
u jednotlivych skupin, vyjddfené v procentech k poc¢ateénimu stavu v deseti-
dennich intervalech, jsou uvedeny na obr. 2.

Statistické vyhodnoceni rozdild v dhynech kufat v desetidennich interva-
lech je zahrnuto v tab. II.

Kontrolou primérné vahy 30 kutat ve stafi 28 a 58 dni nebyly zjistény
podstatné rozdily mezi jednotlivymi skupinami (tab. IIT).

Sérologické vySetfeni kufat ve stafi 28, 63 a 84 dnd pomoci Gallitestu
ukdzalo rozdily v tvorbé protilatek proti mykoplazméze u jednotlivych skupin.
Nejvice prozitivnich reakci bylo u skupiny kontrolni, dédle pak u skupiny spec-
tamované, zatimco u skupiny osetfené Linco-Spectinem nedoslo k zadné pozitivni
reakci v prabéhu pokusu. Vysledky sérologického vysetfeni jsou zpracovédny
v tab. IV.

29 kurat nahodné vybranych bylo histologicky a mikrobiologicky vysetteno.
Histologickym vySetfenim 13 kutat vybranych ze tfi skupin ve stafi 30 dna
byla u vSech prokazovdna suspektné mykoplazméza. U ¢étyt kusi skupiny I
(Linco-Spectin) a u &tyf kust skupiny IIT (kontrola) ve stafi 45 dnia byla dia-
gnostikovdna mykoplazméza a u osmi kufat skupiny II (Spectan) byla konsta-
tovana mykoplazméza suspekiné.

Pti mikrobiologickém vy$etfeni se nepodatilo ze sliznice trachee M. galli-
septicum vykultivovat pro velké mnozstvi E. coli.

Sledovanim rozpustnosti, celkové spotfeby a snasenlivosti preparatu bylo
zjisténo, ze zkouSené antibiotikum Linco-Spectin 100 se velice dobfe rozpousti
v pitné vodé, coz umoziiuje jeho pouziti i v automatickych napajekdch. Kufata
ptijimala medikovanou vodu velmi dobfe, bez jakychkoliv vedlejSich negativnich
ptiznaki a celkova spotieba Linco-Spectinu 100 v preventivni ddvece pro 1991
kute ¢inila 209 g celkové antibiotické aktivity, pfi¢emZz jedno originalni baleni
obsahuje 100 g celkové antibiotické aktivity.

DISKUSE

V chovu, ve kterém v predchozim obdobi byla mykoplazmoéza klinicky i la-
boratorné soustavné prokazovina, jsme dosahli pfi jeji prevenci u kufat lepsich
vysledkdt s Linco-Spectinem 100 nez se Spectamem. Ziskané vysledky jsou ve
shodé s vysledky, kterych dosdhli s Linco-Spectinem 100 Hamdy a Blan-
chard (1969) a Hamdy (1970) ve svych pokusech, pfi nichz pracovali
s experimentdlni infekei M. gallisepticum, avsak pro srovndni uGéinnosti pouZzi-
vali ve vodé rozpustny Spectinomycin.

Zvysené hynuti kufat ve stafi 49 az 60 dnli bylo vyvoldno sniZenim drovné
zoohygieny prostfedi (zvySend pra$nost, nedostateéné vétrani, velké mnozstvi
dribeze na malé plose, vypuknuti kokcidiézy v disledku nedodrzené receptury
krmné smési), coz vedlo k tomu, ze se mykoplazméza — komplikovana silnou
infekci E. coli — v tomto obdobi projevila za charakteristickych klinickych pti-
znakl. Je nespornym kladem ovéfovaného preparitu, ze pravé za téchto zhor3e-
nych podminek prokazal vyrazné lepsi vysledky nez u nas bézné pouZivany
Spectam.

Z hlediska patologicko-anatomického nalezu u uhynulych kufat jsou opét
lepsi vysledky u skupiny ofetfené Linco-Spectinem 100; vyskyt aerosacculitidy,
pericarditidy a perihepatitidy v obdobi v 5. az 9. tydnu se pohyboval kolem
20 %, u skupiny spectamované dosahl 60 % a u kontrolni skupiny 80 %. Ve
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srovnani s vysledky, kter¢ uvadi Hamdy (1970) (perikarditida, perihepatitida
a aerosacculitida u skupiny s Linco-Spectinem 100 1,2 %, u skupiny se Specti-
nomycinem 11 % a u kontrolni skupiny 60 %), bylo tedy procento pozitivnich
PA nalezti znaéné vyssi; vysvétlujeme to velmi silnym pomnozenim E. coli, jak
vyplyvd z mikrobiologick¢ho vySetfeni. Tim se potvrzuje velmi nebezpecné kom-
plikujici ptisobeni koli-infekei na priibéh mykoplazmézy u kurat, coz je v plné
shodé s tdaji Stipkowitse a kol. (1970), Verma a Adlakha (1971)
aJurajdy (1971).

K vysledktim sérologického vysetfeni je tfeba poznamenat, ze diferencialni
diagnostikou na podkladé pravidelné kontroly zdravotniho stavu drubeze a mikro-
biologického a histologického vysetfeni byly vylouceny choroby, které mohly vy-
volat nespecifické reakce pri aglutinaci na prikaz specifickych protilatek proti
M. gallisepticum, o kterych se zminuje Roberts (1970).

V souvislosti s uvedenou problematikou povazujeme na zavér za vhodné
upozornit na skute¢nost, ze v soulasné dobé probiha ovéfovdni domaciho pre-
paratu s obsahem erytromycinu jako u¢inné latky; tento preparat je urcen k pre-
venci a lécbé mykoplazmoézy driabeze.
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Y 5668 geimuar JIB-IO6usnanT B na6opaTopHOM M KJIMHMUECKOM TMOPANKE IyTeM CHCTeMaTHuec-
KOTO 10KasaTeabCTBa MUKOIUIA3MO3bl INPOM3BeNH 72 KIAMHUYECKHE IIPOBEPKH JeHCTBHs  1podit-
nakruyecknx 103upoBok JInuko-Crektuna 100 u cpaBHuau c neiicrsuem axrtubnornka Crexkram
B MHBEKUHsAX M ¢ HeofpaboranHoH rpynmoi. OCHOBOH 3aKJIOYMTENBHON OLEHKH NeHcTBHA npena-
para CiyMJ eKeIHEeBHBIH KOHTPOJIb CMEPTHOCTH Hapsly C HATOJOrO-aHaTOMHYECKHMM IHarHO30M.
B TO ’Xe BpeMsi KOHTPOJIMPOBAAHM BeC LBIMIAT M IMPOM3BOAMJIN CEPOJOTHYECKOE, THCTOJOIHUYCCKOE
n MHKpobuosorudeckoe uccienoBanus. McnwitbiBaemsiii npenapar JIunko-Crnekrun 100 okaszascs
neficrBeHHee Haumiero pacnpocrpaHedHoro Crnexrama aas ud. o 44-nHeBHOro BO3pacra MeHbINasd
cvepraocets | rp. (JInako-Crnexrur 100), yem Bo Il rp. (CnekraM) craTucTHUeCKH HeLOCTOBEpHA,
B xome Bcero ommiTa pasHuna B cMeptHocTd | rp. u III rp. (Kourposn) Beicokosnauuma. [larto-
JIOr0-aHATOMHMYECKHE IHAarHO3bl yMEepIIMX UILIAT (XapakrepHbie WIHMTOMIasMoM) | rpynmui B ne-
puon or 5-it mo 9-it Hemenwu cocrasasau okono 209/, 11 rpynnmt — 6004, a y xourpons —
80 V. KoHTpousb cpeaHero seca He MOKa3aj HHKAKHX CyLIECTBEHHBIX PA3/IUYMil MEKIy TPyHuaMu.
Uro KacaeTcsi CepoJIOTHYecKOro MCCienoBaHus 1o ['ajsiurecTy, KOHTpOJL Hajs 6oJblie BCEro mnoso-
JMETENbHBIX peakmuid, 3areM ciemyer II rpynma, a y I rpynmsl mosomuTenbHBIX peakuuil He
ofiHapyKeHo.

LLIaTa; MHKOIJIA3MO03; KOJIH-HH(I’EKUHH; HIIHKOMIIHHH; CIleKTHHOMHU.HH; IIPHMEHEeHHEe B Boje

SKALOUD J., VYHNALEK J., VLASAK J., VLASAKOVA J. (State Control Insti-
tute of Veterinary Biopreparations and Medicaments, Brno, Poultry Breeding Enter-
prise Dobtenice, Czechoslovakia). Clinical Checking of the Ejfectiveness of the
Preparation Linco-Spectin 100 for Subduing of CRD in Chicken. Vet. Med. (Praha)
18 (7 :431-440, 1973.

In 5668 chickens of the breed White Leghorn-Jubilant 72 in a flock with myco-
plasmosis proved systematically in laboratory as well as clinically a clinical check
of the effectiveness of prophylactic doses of Linco-Spection 100 was made as
compared with the effectiveness of the antibiotic Spectam pro inj. and with the
untreated group. The daily check of death losses together with the evaluation of
the patho-anatomic finding served as a base for the final evaluation of the prepa-
ration, At the same time the weight of the chickens was checked and a serolo-
gical, histological and microbiological examination was made. During the expe-
riment the tested preparation Linco-Spectin 100 showed better results than the
Spectam pro inj. usually used in our country. The lower number of dead chickens
in the group I (Linco-Spectin 100) than in the group II (Spectam) was not statis-
tically significant throughout the period up to the 44th day of age. Beginning
with the 44th day of age this difference was alrecady statistically very significant.
The difference in death losses between group I and group III (conirol) was statis-
tically very significant throughout the whole experiment. Patho-anatomic findings
characteristic of mycoplasmosis in dead chickens amounted to round 20°, during
the period from the 5th to 9th week in the group treated with Linco-Spectin 100
and reached 60°), in the spectamated group and 809, in the control group. The
weight check showed no considerable differences between the groups. A serological
examination with Galli-test showed the greatest number of positive reactions in
the control group, then in the spectamated group, whereas no positive reaction
occurred in the group treated with Linco-Spectin 100.

chickens: mycoplasmosis; coli infection; Lincomycin; Spectinomycin; application in
water

SKALOUD J., VYHNALEK J., VLASAK J.,, VLASAKOVA J. (Institut fiir Staats-
kontrolle der Bioprdparate und Medikamente, Brno, Unternehmen fiir Gefliigel-
zucht, Dobrenice, Tschechoslowakei). Klinische Nachpriifung der Wirksamkeit des
Priparates Linco-Spectin 100 zur Dampfung von CDR bei Kiiken. Vet. Med. (Praha)
18 (7) :431-440, 1973.

In einer Zucht mit systematisch labormaiflig sowie klinisch nachgewiesenen Myko-
plasmose wurde bei 5668 Hiihnern der Rasse WL-Jubilant 72 eine klinische Wirksam-
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keitsprifung der prophylaktischen Gaben von Linco-Spectin 100 durchgefiihrt im
Vergleich zu der Wirksamkeit des Antibiotikums Spectam pro inj. und zu der un-
behandelten Gruppe. Die tédgliche Kontrolle der Verenden zusammen mit der
Bewertung des pathoanatomischen Befundes diente als Unterlage fir die end-
gultige Wirksamkeitsbeurteilung des Prédparats. Gleichzeitig wurde das Gewicht
der Hiithner kontrolliert und die serologische, histologische und mikrobiologische
Untersuchung durchgefiihrt. Im Laufe des Versuches erwies das gepriifte Praparat
Linco-Spectin 100 bessere Ergebnisse als das bei uns gewdhnlich beniitzte Spectam
pro inj, Im Zeitabschnitt bis zum 44, Alterstage war die niedrigere Anzahl der
verendeten Hiithner bei der Gruppe I (Linco-Spectin 100) als bei der Gruppe II
(Spectam) nicht statistisch signifikant. Von dem 44. Alterstage war dieser Unter-
schied bereits statistisch hoch signifikant. Im Laufe des ganzen Versuches war
der Unterschied in den Verenden zwischen der Gruppe I und Gruppe III (Kontrolle)
statistisch hoch signifikant. Die die Mpykoplasmose charakterisierenden pathoana-
tomischen Befunde bei den verendeten Hithnern bewegten sich in der Zeit-
spanne der 5. bis 9. Woche bei der mit Linco-Spectin 100 behandelten Gruppe rund
209, bei der spectamierten Gruppe erreichten sie 609Y, und bei der Kontroll-
gruppe 80",. Durch die Durchschnittsgewichtskontrolle wurden keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt. Die mit Galli-Test
durchgefiihrte serologische Untersuchung erwies die meisten positiven Reaktionen
bei der mit Linco-Spectin 100 behandelten Gruppe keine positive Reaktion erfolgte.

Hiihner; Mykoplasmose; Coli infektion: Lyncomycin: Specetinomycin: Applikation im
Wasser

Adresa autori:

MVDr. J. Skaloud, MVDr. J. Vyhnalek, Ustav pro statni kontrolu veter.
biopreparati a 1éciv, 600 00 Brno-Medlanky
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VYSKYT DIFERENCOVANYCH AMINOPEPTIDAZ V KRVNYCH
SERACH

V. Lenartova, A. Samo, M. Teleha, K. Holovska, M. Bartik

Vysoka $kola wveterindrska, Ustav chémie, biochémie a toxikolégie, KoSice

LENARTOVA V., SAMO A., TELEHA M., HOLOVSKA K., BARTIK M. Vyskyt
diferencovanych aminopeptidiz v krvnych sérach. Vet. Med, (Praha) 18 (7):
1 441-448, 1973.

Bolo prevedené porovnavacie $tudium arylamiddz v hoviddzom sére a v sére
netehotnych a tehotnych Zien. Gélovou filtraciou ma Sephadexe G-200 sa v sé-
rach zistili dve odlisné enzymatické frakcie s aktivitou k p-nitroanilidom
l-leucinu, 1-lyzinu a l-fenylalaninu. Elektroforéza na polyakrylamidovom géli
ukazala v zZenskych sérach tri enzymatické frakcie s aktivitou k tymto sub-
stratom. V sére tehotnych zZien bola navyse identlifikovana jedna enzymaticka
frakcia odpovedajuca sérovej oxytocinaze. Znacéné diferencie oproti Zenskym
séram sa prejavili v hoviddzom sére. Boli tu najdené dve enzymatické frakcie
s aktivitou k p-nitroanilidom l-leucinu a l-fenylalaninu, lifiace sa svojou elektro-
foretickou pohyblivostou od frakcii v Zenskych sérach. Z hoviddzieho séra bola
¢iasto¢ne purifikovana leucylarylaminopeptidaza s pH optimom 7,4 az 17,6,
ktora bola aktivovana katiénmi zinku, horéika, manginu a kobaltu. Akti-
vaéné ucinky mali cystein a glutation.

aminopeptidazy:; arylamidazy; enzymaticka diagnostika

Variabilita arylamiddz v sérach rdéznych zivoéisnych druhov bola  pozoro-
vana viacerymi autormi (Nagatsu a kol. 1968, Beckman a kol. 1966,
Beier a kol. 1969, Bartik, Michnova 1971). Pri elektroforetickom
rozdeleni séra oSipanej, ovce, kravy a kona na agarovom géli sa objavili dve
enzymatické irakcie s aktivitou oproti p-nitroanilidu l-leucinu, pri¢om kvanti-
tativne zasttpenie tychto frakcii u jednotlivych druhov hospodarskych zvierat
bolo odlisné (Samo, Bartik 1972). Podobny obraz poskytuje aj sérum
netehotnych Zzien, u ktorého boli po elektroforetickom rozdeleni na $krobovom
géli identifikované dve enzymatické zény. V sére tehotnych Zzien sa nachadzala
dal§ia enzymaticka zlozka, ktora — ako sa ukazalo neskor§ie — odpovedala
sérove] oxytocinaze (Wintersberger, Tuppy 1960, Page a kol
1961, Glendenningova a kol. 1965).

Rozvoj ¢istiacich metodik umoznil purifikdciu niektorych sérovych amino-
peptidaz a tym aj pomohol ¢iastoéne ohrani¢it ich fyziologickt funkciu. Po-
stupne boli purifikované: oxytocinaza, ktora zasahuje do metabolizmu neuro-
horménov a inych biologicky aktivnych peptidov (Cihat a kol. 1961,
Barth 1966, Sjoholm, Yman 1966), aminopeptiddza A, ktora ma
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vztah k metabolizmu angiotenzinu (Yman, Kulling 1969a, b) a bola
popisana lyzinaminopeptidaza, ktora pravdepodobne ovplyviiuje metabolizmus ki-
ninov (Berrens 1968). Sirokd variabilita arylamiddz, ako aj ich vztah
k biologicky aktivnym peptidom, davaja tudit vyskyt aj inych §pecifickych ami-
nopeptidaz v sére.

Cielom tejto prace bolo porovnat distribiciu arylamidaz v hovidzom sére
a v sére netehotnych a tehotnych Zien a pokusit sa o ¢iastoéni charakteriziciu
tychto enzymov.

MATERIAL A METODY

Distribticia enzymatickej aktivity oproti aminokyselinovym derivatom
p-nitroanilinu bola sledovana v sérach zdravych netehotnych Zien a v sérach
zdravych zien v X. lundrnom mesiaci gravidity, ziskanych punkciou laktovej
zily. Kravské sérum bolo odobrané z krénej zily zdravych krav. Enzymaticka
aktivita sér bola sledovana oproti p-nitroanilidom I-leucinu, I-lyzinu a l-fenyl-
alaninu, ktoré boli syntetizované ing. Kasafirkom z Ustavu pre farmaciu a bio-
chémiu v Prahe. Pri purifikaénych postupoch bol pouZity Sephadex G-200
fy Pharmacia Uppsala-Sweden a DEAE celuléza MN-300 {y Manchery Nagel
and Co. Vsetky ostatné pouzité chemikalie boli Cistoty p. a.

Frakcionacia sérovych bielkovin bola prevedena na stipci Sephadexu G-200.
Vzorky séra boli aplikované na stlpec o rozmeroch 4,5 X 85 cm. Elicia sa
prevadzala 0,2 M Tris-HCI pufrom pH 7,8 s 0,5 M NaCl pri + 5 °C. Rychlost
prietoku bola 15 ml/hod., frakcie boli zbierané v 10mintatovych intervaloch.

Na dalgiu frakciondciu bol pouZity stlpec DEAE celulézy o rozmeroch
2,7 X 35 cm. Po naneseni vzorky bol stlpec premyvany 100 ml 0,01 M fosfa-
tového pufru pH 8,0 s 0,05 M NaCl a potom [csfatovym pufrom s klesajicim
gradientom pH a vzrastajicim linedrnym koncentraénym gradientom NaCl.
Gradient:

250 ml 0,01 M fosfatového pufru pH 8,0 s 0,05 M NacCl;
250 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 6,0 s 0,5 M NaClL

Eluéna rychlost bola 30 ml/hod. Frakcie boli zbierané v 10mindtovych inter-
valoch. Bielkovinové frakcie boli vyhodnotené meranim extinkcie pri vinovej
dlzke 280 nm.

Elektroforetické delenie enzymov bolo prevadzané metédou Ornsteina
a Dawisa (1962) v 7% polyacrylamidovom géli (Lachema) v Tris-glyci-
novom pufri pH 8,3 (6 g Trisu a 28,8 g glycinu v 1 1 vody) pri 5 mA na’
trubicku po dobu 75 min. Detekcia bielkovin bola prevedena vyfarbenim po-
mocou 1% amidocerne 10 B v 7% kyseline octovej. Pre zistenie lokaliz4cie
enzymatickej aktivity bola zvolend metéda Miakkinena a Raekalia
(1969). Stipec gélu bol podeleny na 1,5 mm hrubé, prieéné rezy, ktoré boli
jednotlivo prenesené do skimaviek. Eldcia enzymu prebiehala pocas 24 hodin
do 0,1 M fosfatového pufru pH 7,5. Inkubécia enzymov s 5.10°* M roztokmi
aminokyselinovych derivdatov p-nitroanilinu v 0,1 M fosfatovom pufri trvala
5 hedin pri 30 °C. Mnoistvo odstiepeného p-nitroanilinu bolo merané pri
404 nm.

Aktivita enzymov bola stanovend pomocou aminokyselinovych derivatov
p-nitroanilinu. Metodika navrhnutda Tuppym a kol. (1962) bola upravena
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nasledovne: K 0,1 ml enzymatickej frakcie boloc pridané 0,05 ml substratu
(107* M roztok p-nitroanilidu v 10°* M HCI) a objem doplneny na 0,45 ml
0,1 M fosfatovym pufrom pH 7,5. Po 2hodinovej inkubacii pri 30°C bola
reakcia zastavena pridanim 0,3 ml 0,25 M HCI. Obdobne bol prevedeny kon-
trolny pokus, u ktorého enzymaticka reakcia bola okamzite zastaveni prida-
nim HCI Enzymaticka aktivita se zistila pcmocou mnozstva odstiepeného
p-nitroanilinu, ktory sa stanovil spektrofotometricky pri vinovej dizke 404 nm.

Pre urcenie zavislosti enzymatickej aktivity na pH boli pouzité fosfatové
pufre v rozmedzi pH 5,8 az 8,0 a Tris-HCI pufre v rozmedzi pH 8,2 az 8,4.
K 0,1 ml dialyzovaného enzymu (12 hodin oproti destilovanej vode) bolo
pridané 0,7 ml pufru a 0,2 ml substratu (107% M p-nitroanilid I-leucinu). Zmes
bola inkubovana pri 30°C a po dvech hedinach bola reakcia zastavena prida-
nim 0,2 ml 0,25 M HCL .

Inhibiény a aktivaény efekt kationov kovov na enzymaticki aktivitu bol
sledovany v rozmedzi 10~! az 10°* M koncentricie tychto liatok v reakénej
zmesi. Vplyv organickych latok na enzymaticka aktivitu bol sledovany v roz-
medzi koncentricie 107! az 10~ M. Frakcicnacia sércvych bielkovin siranom
amonnym sa prevadzala pri 5°C. Nasyteny roztok siranu amonného (pH bolo
upravené hydroxidom amonnym na 8) sa priddaval k séru za staleho miefania
v takom mnozstve, aby jeho vysledna koncentrdcia v roztoku bola 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80 %. Vzorky boli centrifugované 20 min. pri 600 g. Sedimenty
a supernatanty boli po odstraneni soli dialyzou oproti destilovanej vode vy-
suSené mrazovou subliméciou. ‘
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1. Gélova filtracia bielkovin séra netehot- 2. Gélova filtracia bielkovin séra tehot-

nych Zzien na stlpei Sephadexu G-200 (roz-
mer stlpca 4,5 X 85 cm); eltcia: 05 M
NaCl v 02 M Tris-HCl pufri pH 7.8
prietok: 15 ml/hod

m—m® Kkoncentracia bielkovin

O~—0C enzymaticka aktivita oproti p-NA-
-1-leucinu

[0—[ enzymaticka aktivita oproti p-NA-
-l-lyzinu

A —/A enzymaticka aktivita oproti p-NA-
-l-fenylalaninu

enzymaticka aktivita oproti p-NA-
-l-prolinu

nych Zien na stlpci Sephadexu G-200 (roz-
mer stlpca 4,5 X 85 cm); eltdcia: 0,5 M
NaCl v 0,2 M Tris-HC! pufri pH 7,8;
prietok: 15 ml 'hod

m—m@ koncentracia bielkovin

O-—0 enzymaticka aktivita oproti p-NA-
-l1-leucinu

[1—[] enzymaticka aktivita oproti p-NA-
-1-lyzinu

A—/A enzymaticka aktivita oproti p-NA-
-1-fenylalaninu

® -® enzymaticka aktivita oproti p-NA-

-l-prolinu
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VYSLEDKY ADISKUSIA

Gélovou filtraciou sa enzymaticka aktivita v Zenskom sére rozdelila na
dve frakcie hydrolyzujice p-nitroanilid I-leucinu a l-lyzinu (obr. 1). Aj za
fyziologickej gravidity boli v sére zistené dve frakcie hydrolyzujuce tieto sub-
straty, avSak enzymatickd aktivita v oblasti makroglobulinov bola podstatne
zvySena (obr. 2). Podobné vysledky obdrzali Goebelsman a Beller
(1965), ktori v8ak v sére netehotnych Zien identifikovali len jednu enzymaticki
frakciu. Maximélna enzymaticka aktivita v hovddzem sére bola viazana na
bielkoviny s menSou molekulovou vahou (obr. 3). V homogenatoch niektorych
hovidzich orgdnov boli pozorované dve enzymatické frakcie, pricom v super-
natantoch mozgu, svalu, pankreasu, srdca a pefene boli maximalne aktivity
tiez viazané na bielkoviny s menSou molekulovou vahou (Blahovec 1970).

6
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3. Gélova filtracia bielkovin Kkravského 4.
séra na stlpci Sephadexu G-200 (rozmer
stlpca 45 X 85 cm); eltcia: 0,5 M NacCl

Distribticia enzymatickej aktivity
v kravskom sére (1), v sére netehotnych
zien (2) a v sére tehotnych zien (3) po

v 0,2 M Tris-HC1 pufri pH 7,8: prietok:

15 ml/hod

m—m Kkoncentracia bielkovin

O—0 enzymatick4 aktivita oproti p-NA-
-l-leucinu

elektroforéze mna polyacrylamidovom géli

B enzymaticka aktivita oproti p-nitro-

anilidu 1l-leucinu

[/l enzymaticka aktivita oproti p-nitro-
anilidu 1-lyzinu

[ enzymatickad aktivita
anilidu 1-fenylalaninu

oproti p-nitro-

Znac¢né rozdiely v distribacii aminopeptidazovej aktivity v zenskych sérach
a v sére krav ukazala elektroforéza na polyacrylamidovom géli (obr. 4). V sére
tehotnych Zzien bola naviac identifikovand jedna enzymatickda zlozka cdpove-
dajica sérovej oxytocinaze, ktora sa nenachadzala v sére netehotnych Zien
a v sére krav. Niektori autori (Tuppy a kol. 1963, Glendenningova
a kol. 1965) pozorovali, ze oxytocindza sa elektroforeticky deli na dve konfor-
macné zlozky, avSak v rozmedzi pH 8,2 az 9,6, teda aj za naSich experimen-
talnych podmienok sii obidve zlozky v rovnovdhe (Yman, Sjédholm 1967).
Zaujimavym poznatkom pri elektroforetickom sledovani hovidzieho séra je vy-
skyt dvoch enzymatickych frakcii s aktivitou k p-nitroanilidu l-fenylalaninu,
ktoré sa lisia svojou elektroforetickou pohyblivostou od frakcii v Zenskych sé-
rach. Enzym s touto aktivitou sa pedarilo ¢iastoéne purifikovat (Teleha
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5. Gélova filtracia enzymatickej frakcie
hoviddzieho séra, ziskanej po vyzrazani
siranom amonnym na stlpci Sephadexu
G-200; elucia: 0,1 m fosfatovy pufer pH:
7,5; prietok: 15 ml/hod
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6. Chromatogram frakcie hoviddzieho sé-
ra, ziskanej po zrazani siranom amonnym
a gélovej filtracii na stlpci DEAE celu-
16zy

(Podmienky delenia v metodickej d&asti)

1971). Z pozorovanych enzymatickych frakcii v sére Zien a v kravskom sére
len oxytocindza javila aktivitu oproti oxytocinu a vasopresinu a jeho analé-
gom (Lenartova 1971). Ziskané vysledky ukazuja, Ze druhové rozdiely
sa prejavuju nielen v aktivite k jednotlivym chromogénnym substratom, ale aj
v roznej elektroforetickej mobilite enzymatickych frakeii.

Rozdiely v distribacii enzymatickej aktivity v $tudovanych sérach boli po-
zorované aj pri frakcionacii siranom amonnym. Zatial ¢o v Zenskych sérach
bolo maximum enzymatickej aktivity najdené v sedimentoch, v kravskom sére
bola najdend najvys§ia aktivita v supernatantoch pri 50 az 55% nasyteni sira-

I. Vplyv niektorych katiénov kovov a SH latok na enzymatickd aktivitu hoviddzej

leucylarylaminopeptidazy

Kon- 67 i Kon- s i g s

E % inhibicie . % inhibicie

Efektor cer(laé)cxe (alo<tiv Seje +) Efektor cer(xlt\r:)cxa (aktivécie +)
Cu?t 10-2 70,3 Mn?+ 102 3,6
103 0,0 10-3 +32,0
Hg** 102 85,1 Mg?+ 10-2 +17,0
10-3 79,2 10-3 +16,1
Ca?t 102 34,1 Co?+ 102 3,6
10-3 0,0 10-3 +32,0
Ni#+ 10-2 28,5 CySH 10-* mM +16,1
10-3 25,4 10-3 mM +416,1
Zn** 10-3 +8,9 GluSH¥*) 102 mM +16,1
104 +14,0 103 mM 16,1

*) glutatién
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nom amonnym. Téato enzymatickd frakcia Stiepiaca p-nitroanilid Il-leucinu bola
z kravského séra Ciastolne purifikovana gélovou filtraciou na Sephadexe G-200
(obr. 5) a chromatografiou na DEAE celuléze (cbr. 6). Bolo zistené, ze jej
pH optimum lezi v rozmedzi 7,4 az 7,6 a je inhibovanad katiéonmi medi, ortuti,
vapnika a niklu. Aktivaény uéinok bol pozorcvany u katiénov zinku, manganu,
horéika a kobaltu. Aktivaéne pdsobia aj cystein a glutatién (tab. I). Aktiva¢né
u¢inky katiénov zinku, kobaltu a mangadnu st pozoruhodné, pretoze sérovi
oxytocindzu inhibuja (Barth a kol. 1967). Naproti tomu katién vapnika,
ktory aktivuje Iudskd sérovi aminopeptiddzu A (Yman, Kulling
1969a, b), mé inhibi¢né Géinky.

Fyziologickd uloha aminopeptiddz v sére nie je zatial dostato¢ne objasnena.
Okrem oxytocindzy, ktord ovplyviiuje katabolizmus neurohorménov (S0 -
holm, Yman 1967) a aminopeptiddzy A, ktord ma vztah k metabolizmu
presorickych latok (Yman, Kulling 1969a, b, Nagatsu a kol. 1970)
je ich tloha zatial nejasna.
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JNEHAPTOBA B., IIAMO A., TEJIE[A M., TOJIOBCKA K., BAPTUK M. (Bpummas mxona
BerepuHapckoi Memunuuel, Komwuue, Yexocnosakusn). Hanuume nuddepennuposaHupix ammuuo-
nentunasd B ceiBoporkax kKposd. Vet. Med. (Praha) 18 (2) : 441-448, 1973.

ApunaMunasy B TOBSKbeil CHIBODOTKE CPaBHUBAJH C CHIBODOTKOH OepeMeHHbIX M HebepeMeHHbIX
eumun. C nomomrsio resesoit ¢uubtpanuu Ha Cedanexce I'-200 B cHIBOPOTKaX yCTaHOBJEHD!
J'B€ pasHbIC 3H3MMAaTH4YeCKHe QPEKHHH, AaKTHUBHBIE K I‘l-HHTpOﬂHHﬂH}lOMy n-neﬁuuua, JI-JIM3HHa
i a-$ennnananuHa. eKTpodopes Ha NONMAKPUJIAMHIHOM Tejle I0Ka3an B HKEHCKMX CBIBOPOTKAX
3 osHauMaTHyecKHMe (pPAKUHH C aKTUBHOCTBIO K OTHM cy6crparaM. B criBoporkax G6GepeMeHHbIX
SWEHIMH OOHADYXMIM B N06aBOK emle OXHy 35H3. (QPAKIMIO, OTBEYAIOUIYI0 CHIBOPOTOYHOH OKCH-
roueHage. JKeHCKas ChIBODOTKA 3HAYMTEJBHO OTJIHYAETCH OT IOBAKbEH, B KOTOPOM HaitmeHbl 2 3H3.
¢paKuis ¢ aKTHBHOCTBIO K TI-HUTPOAHHJMIOMY J-JeHIMHA ¥ J-peHHIanaHHHa, 3JeKTpodopeTy-
yecKas IIOJBH)KHOCTh KOTOPHIX OTJIHYAeT MX OT (PpaKIHH B JKEHCKHX ChLIBOPOTKax. M3 ropskbeit
CBLIBOPOTKM YaCTHYHO Nypuuuuposanyu JeiuunapuraMuHonentunasy ¢ pH onrumymom 7,4—7.6,
KOTOpas aKTHMBMPYeTCH KAaTHOHAMH I[MHKA, MAarHHA, MaHTaHa ¥ KoGajabTa. AKTHBHUDPYOUIMM Iei-
crByeM 06JsalaloT TakKe ITMCTEMH M IJIYTATHOH.

AMHHOIIENTH1a3bl; apHJaaMHula3sbl; 3H3MMaTHUCCKAaA IHarHOCTHKA

LENARTOVA V. SAMO A. TELEHA M. HOLOVSKA K. BARTIK M. (Univer-
zity School of Veterinary Medicine, Kos$ice, Czechoslovakia). The Occurrence of
Differentiated Aminopeptidases in Blood Serums. Vet. Med. (Praha) 18 (2) : 441-448.
1973.

Arylamidases were subject to comparative study in the cattle serum and in the
serums of mon-pregnant and pregnant women. Gel filtration on Sephadex G-200
revealed two different enzymatic fractions with activity to l-leucine, 1-lysine and
l-phenylalanine p-nitroanilides. Electrophoresis on polyacrylamide gel revealed three
enzymatic fractions with activity to these substrates in the women’s serums. In
addition, one enzymatic fraction corresponding to oxytocinase was identified in
the serum of pregnant women. The cattle serum showed large differences from
the women’s serums. Two enzymatic fractions with activity to 1-leucine and
l-phenylalanine p-nitroanilides were found in the cattle serum: these fractions
had electrophoretic mobility considerably different from the fractions in women’s
serums. Leucylarylaminopeptidase with pH optimum 7.4—7.6 activated with zinc,
magnesium, manganese and cobalt cations was partially purified from the cattle
serum. Cysteine and glutation had activation effects.

aminopeptidases; arylamidases; enzymatic diagnosis
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LENARTOVA V., SAMO A. TELEHA M. HOLOVSKA K., BARTIK M. (Hoch-
schule flir Veterinarmedizin, KoSice, Tschechoslowakei). Vorkommen von differen-
zierten Aminopeptidasen in Blutseren. Vet. Med. (Praha) 18 (2) :441-448, 1973.

Es wurde das Vergleichsstudium von Arylamidasen im Rinderserum und im Se-
rum der schwangeren und nicht schwangeren Frauen vorgenommen. Durch eine
Gelfiltration auf Sephadex G-200 wurden in den Seren zwei unterschiedliche
enzymatische Fraktionen mit Aktivitdt gegeniiber p-Nitroanilidom, 1-Leuzin, 1-Lysin
und 1-Phenylalanin festgestellt. Die Elektrophorese auf Polyacrylamidgel zeigte
in den weiblichen Seren drei enzymatische Iraktionen mit Aktivitdt gegeniiber
diesen Substraten. In den Seren von schwangeren Frauen wurde dariiber hinaus
eine der Serumoxytozinase entsprechende enzymatische Fraktion identifiziert. Be-
triachtliche Differenzen gegeniiber den weiblichen Seren kamen im Rinderserum
zum Ausdruck. Es wurden da zwei enzymatische Fraktionen mit Aktivitat ge-
geniiber p-Nitroanilidom, 1-Leuzin und 1-Phenylalanin gefunden, die sich durch
ihre elektrophoretische Beweglichkeit von den in weiblichen Seren vorkommenden
Fraktionen unterschieden. Aus dem Rinderserum wurde teilweise die Leuzylaryl-
aminopeptidase mit pH-Optimum 7,4--7,6 purifiziert, aktiviert durch Zink-, Mag-
nesium-, Mangan- und Kobaltkationen. Aktivierend wirkten sich Zystein und Gluta-
tion aus.

Aminopeptidasen; Arylamidasen; enzymatische Diagnostik
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OVERENI KORNEALNIHO TESTU NA LABORATORNICH ZVIRATECH
K INTRAVITALNI DIAGNOSTICE VZTEKLINY U ZVIRAT

.B. Horyna, V. Kabelik

Ustiedni statni veterindarni ustav, Praha

HORYNA B., KABELIK V. Owvwéfeni kornedlniho testu ma laboratornich zvi-
fatech k intravitdlni diagnostice vztekliny u zvifat. Vet. Med. (Praha) 18 (7):
449-454, 1973.

Byla ovérena moznost intravitdlni diagnostiky vztekliny kornealnim testem
u laboratornich zvirat infikovanych intracerebralni a intramuskularni apli-
kaci.. K infekei bylo pouZito kmene, ktery byl ziskdn pii bézné diagnostice
z lisky. Bylo prokazano, ze kornealni test je pozitivni u kazdého zvirete,
které klinicky onemocnélo a pozitiva pretrvala i po exitu, V cytoplazmé po-
zitivnich bunék v pocate¢nich fazich onemocnéni se vyskytuje drobna zluto-
zelena fluorescence, ktera se po rozvinuti klinickych symptomu zvét$uje. Mimo
buriku uloZeny antigen vykazuje ptevazné tedkovitou fluorescenci. U 629/,
intramuskularné infikovanych mysi byl prokazan virus vztekliny drive, nez se
objevily prvni klinické priznaky.

vzteklina; imunofluorescence; kornealni test

Diagnostika vztekliny se stanovi na zdkladé imunofluorescenéniho vySetfeni
sekéniho materidlu z podezielych zvifat a podle vysledku biologického pokusu.
Intravitalné se diagnostikuje vzteklina v indikovanych pfipadech na zdkladé kli-
nického vySetfeni spojeného s pozorovdnim izolovanych zvifat. V soucasné dobé
neexistuje metoda, ktera by spolehlivé umoziiovala intravitdlni diagnostiku.

Levaditia Schoen (1935) klasickym barvenim prokazali mald Negri-
ho téliska v epitelidlnich rohovkovych bunkéach experimentalné infikovanych la-
boratornich zvitat. Vzhledem k citlivosti barveni méli mimo pozitivnich naleza
nékolik negativnich. PouZitim rychlé a vysoce specifické imunofluorescenéni me-
tody se podstatné zlepSila detekce viru vztekliny; lze jej prokdzat i mimo moz-
kovou tkan, jak uvadéji Schaaf a Schaal (1968), ktefi detekovali virds'
vztekliny v nadledvinkach, §titné zlaze, epifyze, slinnych Zzlazich a retiné. Na
zakladé vysledkd své prace doporucuji jako vzorky tkani k prikazu rabické in- -
fekce retiny, kréni, hrudni, bfisni ganglia a nadledvinky. Schneider (1969)
uvadi moznost detekce viru vztekliny z otiski rohovky. Podle tohoto autora je
infikovani rohovky virem vztekliny dobrym indikdtorem zadatku periferniho si-
feni viru a intekénosti vyluéovanych slin.

Vzhledem k lehké dostupnosti rohovky a jednoduchosti provedeni testu byla
ovéfena moznost intravitalni diagnostiky pomoci otiskovych preparati.
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MATERIAL A METODY

Pro experimentdlni infekci my$i a krédlik byl uZit rabicky kmen L 413,
ktery byl izolovdn pfi terénni diagnostice z lisky. Byl pouZit ve své 10. pasazi
na mysi (titr. i. ¢. 10 MLD 50). Infekce mysi byla provedena vidy davkou
0,03 ml 10% suspenzi mysich mozki v pufrovém fyziologickém roztoku (pH
7,2) s 2% koiiskym sérem. U skupiny 20 mys$i byla provedena aplikace intra-
cerebralni, u druhé skupiny 50 my$i intramuskularni aplikace do plantarni ste-
henni svaloviny. U skupiny 12 kralik bylo pouzito davky 3 ml intramuskuldrné
do bederni svaloviny. K experimentalni infekci byla pouzita zvifata komeréni
provenience a chovdna za béznych podminek.

Otiskové preparaty rohovky byly pfipravovany trojndsobnym ptitladenim
podlozniho sklicka na bulbus obou o¢i. Dalsi postup byl shodny s béznou rutinni
detekci viru vztekliny. Otiskové preparaty mozkové tkané uhynulych a utrace-
nych zvifat byly pro potvrzeni diagnézy vySetfovany pfimym fluorescenénim
testem podle Deana (1966). Rohovka zvifat pfed jejich zastavenim do pokusu
byla vySetfena imunofluorescenci.

Dale bylo vySetfeno 454 uhynulych nebo utracenych zvirat riznych druha,
ktera byla zasldna do diagnostické laboratofe.

VYSLEDKY

Pozitivita kornedlniho testu (KT) pfetrvavala nejen po celou dobu onemoc-
néni, ale i po thynu zvifete. Cytoplazma pozitivnich bunék v inkubaénim stadiu
a v pocate¢nich fazich onemocnéni vykazuje Zlutozelenou fluorescenci ve formé
drobnych granuli (obr. 1). Za rozvinutych klinickych pfiznaka dochézi ke zvét-
sovani shluki, ke zvyseni intenzity fluorescence (obr. 2). Pozitivni fluorescence
je nejdifive pozorovana v blizkosti jadra, pozdéji se roz§ifuje k periferii buiiky.
V pribéhu celého onemocnéni se nachazely buiiky s rozdilnym poc¢tem fluores-
kujicich shlukd. Pocet fluoreskujicich pozitivnich bunék v zorném poli je maly
& jsou velmi lehce odlisitelné od negativnich. Antigén neni pouze vazan na buii-

1. Infikované kornealni buriky virem 2. Shluk infikovanych kornealnich bu-

vztekliny; piima imunofluorescence (ML- nék— otiskovy preparat ze sekéniho ma-
-2; Zorkij-4) terialu (ML-2: Zorkij-4)
ZvétSeno 400X Zvétseno 270 X
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ky. Velmi ¢asto se detekuje jako drobnd, teckovita fluorescence, kterd je v zor-
ném poli volné mimo buinku. Déle byla pozorovdana diftdzni fluorescence celé
cytoplazmy. Intenzita fluorescence je vSeobecné niz3i nez pfi detekci v mozkové
tkdni. Vysledky pokusu jsou zndzornény na obr. 3.

U 20 intracerebralné infikovanych mysi (skupina I) byl KT za osm dni
po infekci pozitivni u vSech jedinci. Pozitivni KT byl zjistén jeden az tfi dny
pfed klinickymi pfiznaky onemocnéni u 17 mysek. U dvou mysek byl KT pozi-
tivni soucasné s klinickym onemccnénim, u jedné mysky pak dva dny po prv-
nich klinickych priznacich onemocnéni.

1 Pozitivni KT pred klinic-
kymi priznaky

~gm Pezitivni KT pe klinic-
kych pfiznacich

Pozitivn{ KT v Job& kli=-
nickych piiznakd

Negativni KT

nastup klinickych p#fznaki

3. Casovy nastup detek-

ce viru vztekliny korne- i
alnim testem (KT) u ex-
perimentalné infikova-

nych zvirat

Z 50 intramuskuldrné infikovanych mysi (skupina II) byl KT pozitivni
za 9 az 13 dnl po infekci u 44 jedinct. Z téch byl opét KT pozitivni u 31 mysSi
dfive o jeden az tfi dny nez klinické priznaky. KT souhlasné pozitivni s klinic-
kymi ptiznaky byl zjistén u 11 mySek. Pouze u dvou my$ek byl KT pozitivni
jeden a dva dny po objeveni se klinickych ptiznakda. U Sesti my$i nebyl KT
pozitivni a mys$i byly také bez klinickych pfiznaka. Tato skupina Sesti mysi
byla po 20. dnu od aplikace utracena a mozky byly vySetfeny s negativnim
vysledkem.

Ve skupiné ¢ III onemocnélo z 12 intramuskuldrné infikovanych kralika
po 14 az 19denni inkubacéni dobé 10 jedincd. Pozitivni KT predchazel u péti
zvifat prvnim klinickym symptomiim onemocnéni. U ¢tyf byl pozitivni az prvni,
¢tvrty a paty den po objeveni se symptomii. U dvou kralikii byl KT po celou
pozorovaci dobu negativni, imunofluorescencéni vySetfeni mozku bylo rovnéz
negativni.

Zavérem lze konstatovat, e pozitivita KT predchézi po i. ¢. aplikaci v 85 %

ptipadii a po i. m. aplikaci v 62 % pripadi klinické priznaky a pretrvava po
celou dobu onemocnéni.

DISKUSE

PredloZena préice vychazi z poznatki Schneidera (1969), Kovaleva
a Sasenka (1970) o pfitomnosti viru vztekliny v epitelidlnich butikich ro-
hovky nemocnych zvifat a o moznosti jeho detekce v otiskovych preparédtech
technikou fluorescentnich protilatek. Jmenovani autofi tim potvrdili pozorovani
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uskuteénénd Levaditim a Schoenem (1935), ktefi zjistili v epitelidlnich
buiikdch rohovky infikovanych zvifat cytoplazmatické inkluze.

V nasi studii na skupiné 20 intracerebralné, 50 intramuskuldrné infikova-
nych mysi a na skupiné 12 intramuskularné infikovanych kralikd byla intravi-
talné prokdzana vysokd specifita imunofluorescenéniho prikazu viru v otisko-
vych preparatech oéni rohovky. Specifickd fluorescence je v souhlase se Schnei-
derem (1969), Kovalevem a Sagenkem (1970) vazdna na epitelidl-
nich burikdch rohovky, ale podle naseho pozorovani nemusi byt antigen vazin
na buniku v kazdém pripadé. V epitelidlnich buiikdch rohovky, vykazujicich po-
zitivni fluorescenci, dochazi v priibéhu onemocnéni ke zvySeni poctu fluoresku-
jicich granul, poptipadé az k diftzni fluorescenci cytoplazmy. Fluoreskujici gra-
nula dosahovala velikosti Babes-Negriho télisek a u jednotlivych druha zvirat
nebyly pozorovany rozdily v jejich formé a velikosti.

Z celkového poctu 70 intracerebralné a intramuskuldrné infikovanych mysi
byl virus detekovan v epitelidlnich buinkach rohovky u 64 jedinct, a to u 48
jedincti jeden az tfi dny pred zjisténim klinickych pfiznakd, u 13 mysi v dobé
klinického onemocnéni a pouze u tfi mysi jeden az dva dny po nastupu prvnich
priznak onemocnéni. Naproti tomu u kralika je pocet zvifat s pozitivnim KT
pfed klinickymi projevy onemocnéni zretelné nizsi. Specifita KT je i u téchto
zvifat prikazna, nebot negativni vysledky byly vdziny pouze na zvifata bez kli-
nickych pfiznakd, u kterych imunofluorescenénim vysetfenim mozku nebyl virus
rovnéz prokdzan. Mame-li na zfeteli skute¢nost, Ze negativni vysledky KT ne-
byly v zddném ptipadu spojeny s klinickymi projevy onemocnéni, je mozné na
tento test pohlizet jako na metodu, kterd v porovnani s nalezy Schneidera
(1969), Kovaleva, Sagenka (1970) a Besedy (1972), zarucuje po-
mérné znacnou spolehlivost pfi intravitdlnim prikazu antigenu. Schneider
(1969) dosahl u intracerebralné infikovanych mysi 93%, u intramuskuldrné in-
fikovanych mysi 63 %spolehlivosti, Besed a (1972) na pomérné malém poétu
hovéziho dobytka 100% a Kovalev a Sagenko (1970) u experimentalné
infikovanych ovci také 100% spolehlivosti.

U sekéniho materidlu z celkového poétu 21 uhynulé lisky s pozitivnim imu-
nofluorescenénim nalezem v mozku byl pozitivni KT pouze u 12 kust, tj.
v 57 %. V porovnani s vysledky intravitalniho KT je toto procento zfetelné nizii
a také v porovnani s udaji Besedy (1972) pfi vySetfovani sekéniho materia-
lu (85,7 %) lezi zietelné nize. U tohoto pomérné malého poctu vySetfeni jsme
se nesetkali s pozitivnim KT a negativnim imunofluorescenénim vySetfenim
mozku, jak uvddi Beseda (1972) u dvou pfipadi. Pomérné velky rozdil mezi
detekei viru v mozkové tkani a v rohovkovych builkach je mozné na jedné strané
vysvétlit znanou obtiZnosti az nemoZznosti posoudit klinicky stav, respektive
fazi onemocnéni, na druhé strané i castou nespecifickou fluorescenci spojenou
s autolytickymi pochody. Na nepfiznivy vliv autolytickych pochodt upozoriiuje
i Beseda (1972) u dubidéznich vysledkt, byt i jen u malého mnozstvi péti
pripada ze 136 vySetfeni. I kdyz Beseda (1972) uvadi, ze u otiskovych pre-
parati ze sekéniho materialu stac¢i v porovnani s intravitalnim KT k potvrzeni
infekce prohlédnout az 200 bunék v dusledku odlupovani hlubsich vrstev epi-
telu s nervovymi bunikami, pro vyloueni infekce to nesta¢i. Pak autolytické po-
chody mohou byt velkou prekazkou pro jednoznacné posouzeni KT.

Jestlize u sekéniho materidlu pfi diagnostice vztekliny je vhodné KT zata-
dit jako pomocnou metodu, vzdy ve spojeni s imunofluorescenénim vysetfenim
mozku a biologickym pokusem, v intravitalni diagnostice predstavuje jedinou
metodu, kterd usnadiiuje orientaci a kterd by neméla byt nikdy opomenuta.
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IFOPMHA B., KABEJIMK B. (llenrpanenwiii rocynapcTBeHHBIH BeTepuHapHuiif mHcrutyT, [lpara,
Yexocnosakus). IlpoBepka KopHeanbHOro TecTa HMHTPABMTANBHOM IHATHOCTHKM GelleHCTBA Y IKH-
BOTHBIX, npoBoaMMoro Ha nabopartopumix xusorueix. Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 449-454, 1973.
[IpoBepsisach BO3MOKHOCTH HMHTPABHTAJNBLHOI NMAarHOCTHKM 6elleHCTBa TyTeM KOPHEaJbHOIO TecTa
y J1aBOPaTOPHEIX JKMBOTHBIX 3aPAXKEHHLIX BHYTPMMO3IOBBIM M BHYTPMMEILEYHBLIM criocobom. as
3apaKeHMs MCIOJIB30BANCA LITAMM, TOJy4YeHHBIH MPHU OBGBIYHON IMATHOCTHKE JHCH. Bbino ycra-
HOBJIEHO, YTO KOPHEaJIBHBIN TECT MOJIOKHUTENEH y KaXKIOro >KMBOTHOTO, 3a60JIEBIIET0 KIMHMYECKHM
nyTeM, M 9TO OCTAJOCh M nocje CMepTH. B IIMTOIUIasMe TOJNOKMTENbHBIX KJIETOK, B HayajbHble
¢asnt 3aboseBanns, Habmonaerci MeJKas JKeaTO-dejeHas QJyOpecUeHIus, KOTOpas BO3pacTaer
rocae pasBUTHS KIMHUYECKMX CHMNTOMOB. Haxomdmimiics BHe KJETKH aHTHIeH TIOKasniBaer
LpPeHMyIecTBeHHO TOoukoobpasHylo ¢iyopecuermuo. Y 62 Y/, BHyTpHMbINIEUHO 3apakKeHHHIX Mbleit
6yl yCTaHOBIEH BMpyC GelleHCTBA paHbIle, YeM MOABHJIMCH IEPBble KAHHHYECKHE INIPHU3HAKH.

GeuteHcTBO; MMMYHOPIyOpeCIIeHINs; KOPHEAJbHBIH TecT

HORYNA B., KABELIK V. (Central State Veterinary Institute, Prague, Czecho-
slovakia). Checking the Corneal Test Performed in Laboratory Animals for the
Intravital Diagnoscis of Rabies in Animals. Vet. Med. (Praha) 18 (7) :449-454, 1973.
A trial was performed to check the possibility of the intravital diagnosis of rabies
using a corneal test in laboratory animals infected through intracerebral and intra-
muscular applications. A strain obtained from a fox in current diagnosis was used
for the infection. It was demonstrated that the corneal test was positive in each
animal showing clinical signs of disease, and it remained positive even after
death. A fine yellow-green fluorescence which increases with the development
of the clinical signs is observed in the cytoplasma of positive cells at the first
stages of disease. The antigen outside the cell shows mostly punctiform fluorescence.
In 629, of the mice infected intramuscularly, the virus was demonstrated sooner
than the first clinical signs were observed.

rabies; immunofluorescence; corneal test

HORYNA B., KABELIK V. (Zentralstaatsinstitut fiir Veterinirwesen, Praha, Tsche-
choslowakei). Cornealtestnachpriifung auf Laboratoriumstieren zwecks intravitaler
Tollwutdiagnostik bei Tieren. Vet, Med. (Praha) 18 (7) : 449-454, 1973.

Es wurde die Moglichkeit einer intravitalen Tollwutdiagnostik mit einem Corne-
altest bei den mit einer intrazerebralen und intramuskuldren Applikation infi-
zierten Labortieren nachgepriift. Zur Infektion wurde ein Stamm beniitzt, der bei
einer gewohnlichen Diagnostik von einem Fuchs gewonnen wurde. Es wurde nach-
gewiesen, dafi der Cornealtest bei jedem Tier, das klinisch erkrankte, positiv ist,
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und die Positivitat liberdauerte auch nach dem Exit. In den Anfangsstadien der
Krankheit befindet sich in der Zytoplasma der positiven Zellen eine geringe gelb-
grine Fluoreszenz, die sich nach der Entwicklung der klinischen Symptome ver-
grofBert., Das auBerhalb der Zelle abgelagerte Antigen weist vorwiegend eine
punktformige Fluoreszenz auf. Bei 629, der intramuskuldr infizierten Miuse
wurde das Tollwutvirus noch bevor sich die ersten klinischen Symptome zeigten,
nachgewiesen.

Tollwut; Immunofluoreszenz; Cornealtest

Adresa autori:

MVDr. B. Horyna, MVDr. V. Kabelik, Ustfedni statni veterinarni ustav, 160 21
Praha 6-Suchdol, Na Vinici 156
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ZMENY KURACICH EMBRYI PO APLIKACII BUNIEK
INFIKOVANYCH VIRUSOM MARKOVEJ CHOROBY

E. Casnocha

Statny veterindarny ustav, Zvolen

CASNOCHA E. Zmeny kuracich embryi po aplikdcii buniek infikovanych
virusom Markovej choroby. Vet., Med, (Praha) 18 (7) :455-463, 1973.
Bunky tkanivovych kultir, infikované virusom Markovej choroby (M. ch.)
boli inokulované do zltkovych vakov (ZV) a na chorioalantoidnt blanu (ChAM)
kuracich embryi. Infikované bunky virusom vyvolali tvorbu wuzlikov na
CHAM a splenomegaliu embryi. Rovnaké zmeny na embryach sa dosiahli po
transplantovani buniek chorych kuréiat na M. ch., pokusne infikovanych vi-
rusovym kmenom S-I, ako aj bunkami kuréiat z terénnych zamorenych cho-
vov M. ch. Virus M. ch. sa v kuracich embryich (KE) pomnoZuje a mozZe sa
z nich spitne izolovaf na tkanivovych kulttrach (TK), resp. pasazovaf na KE.
Lyzovany infikovany bunkovy materidl inokulovany do ZV a na ChAM ne-
vyvolava Ziadne zmeny na organoch KE. V niekolkych pripadoch transplan-
tované neinfikované bunky, pochadzajuce zo zdravych kurdiat, tiez zaprici-
nili vznik uzlikovych zmien na ChAM; tieto zmeny boli histologicky ne-
" rozliiteIné od virusovych zmien. Po transplantovani infikovanych buniek vi-
rusom M. ch. a neinfikovanych buniek st vo vysledkoch kvantitativne rozdiely,
ktoré su diagnosticky pouZiteIné. Pocet zmenenych KE pri transplanta¢nej re-
akcii nepresahuje 339, naproti tomu pri Specifickej reakcii je vy3Sie percento
zmien na inokulovanych KE.

Markova choroba; herpes-virusy skup, B; virusy viazané na bunku; izolacia
virusov na KE

Zo strat zapritinenych aviarnymi neoplaziami, viac ako 75 % pripadd na
Markovu chorobu (M. ch.). Pripisuje sa to vysokej kontagiéznosti ochorenia.
M. ch. okrem pribuznosti patologicko-anatomického obrazu nestvisi s lymfoid-
nou leukézou, najmi ak ochorenie posudzujeme z hladiska pévodcu a jeho vlast-
nosti (Purchase a kol. 1969, Vogel a kol. 1970). Pévodcom M. ch. je
herpesvirus skupiny B, t. j. asociovany na bunku (Churchill a Biggs
1967, Eidson a kol. 1969).

Mnozenie virusu sa dari na réznych TK pripravovanych z aviarnych tka-
niv, ale tiez na kuracich embryach (KE), pri éom virus vytvdra na chorioalan-
toidnej membrane (ChAM) uzlickovité reakcie (Churchill 1968, W itter
a kol. 1970, Katz a Kohn 1971, Biggs a Milne 1971, Bamberger
1972). Autori infikovali KE virusom M. ch. asociovany na krvinky, slepacie
obli¢kové a kacacie fibroblastické bunky. Obdobné zmeny na KE, ale s volnym
bezbunkovym virusom M. ch., vyvolal Evans a kol. (1971). Von Biilow
(1968, 1969) vypracoval pre priamu detekciu virusu M. ch. metédu ,zltkového
vaku“. Uzlikovité zmeny vzniknuté na ChAM po aplikécii buniek z chorych kur-
¢iat do zltkového vaku (ZV) kuracich embryi povazuje za $pecifické, vyvolané
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virusom M. ch. Vysledky diskusie na konferencii o M.ch., konanej v Las Vegas
(Anonym 1970), odporacaja pouzift KE pri uréeni ochorenia, najma aplika-
ciu inokula do ZV, pri tom upozorfiuji na to, ze ak inokulum obsahuje krv
alebo imunokompetentné bunky a aplikuje sa priamo na ChAM, méZe vzniknut
transplantaéna reakcia. Tiez pri intravenéznom vpraveni takychto buniek
mobze vzniknaf uvedena reakcia, ako to sledoval vo svojej praci Cain a kol
(1968). Popis zmien — uzlikov na ChAM a zvicSenie sleziny KE — vyvola-
nych Géinkom virusu M. ch. a imunitnou reakciou $tepu proti prijemcovi (graft
versus host) sa ndpadne zhoduje. Jaffe (1966) medzi inym uvadza uzlicky na
ChAM a splenomegaliu ako kritéria reakcie ,graft v. host®.

V predloZenej praci je snaha o preskaSanie pouzitelnosti KE pre priamu
etiologickii diagnostiku M. ch. Niekolkymi pokusmi chceme podporit néazor, Zze
zmeny na infikovanych embryach st virusového pévodu, maja §pecificky cha-
rakter, a preto pozitivny nalez za urcitych podmienok je diagnosticky pouzitelny.

MATERIAL A METODY

Vnimavé KE sme pouzivali vyluéne z jedného chovu nosnic D., kde M. ch.
nebola pozorovani. St to nosnice plemena hampshire. V nédsadovych vajciach
neboli zistené precipitaéné protilatky proti antigénu M. ch.

Ako virus sme pouzivali bunkové suspenzie z orgdnov kuréiat vyliahnutych
v laboratériu, pochadzajacich z uvedeného chovu D., ktoré boli infikované vi-
rusom akitnej formy M. ch. Virus bol izolovany na tkanivovych kultarach (TK)
kuracich oblickovych buniek z importovanych kuréiat linie G 65 r. 1970, ozna-
¢eny §-1 (Casnocha a Salaj 1972).

Pre ucely tejto prace sme odoberali z kuréiat:

1. citratova krv (3,8% nétriumcitrat 1:4), ktord sme aplikovali do KE
celi, alebo sme plazmu cdstranili Setrnou centrifugéciou. Krvinky sme 2 X pre-
myli v PBS a sediment krviniek sme resuspendovali do pévodného objemu mé-
diom podla Parkera s antibiotikami (300 m. j. PNC, a 300 ug STM/1 ml);

2. slezinu resp. tumory (gonad, obli¢iek a pod.), z ktorych sme pripravili
bunkovii suspenziu zvy¢ajnym spésobom — trypsinizaciou (0,05% trypsin-Bio-
veta Terezin). Poéitanie buniek v suspenzii sme robili v Biirkerovej komérke
po predchadzajucom farbeni trypancvou modrou. Koncentriciu zivych (neza-
farbenych) buniek v inokulu sme upravili na cca 10°/0,2 ml pomocou média
podla Parkera (USOL). K vyslednému objemu sme pridali antibiotikd v dav-
kach ako pri krvi;

3. kostnii drefi, ktora sme kyretkou vyskrabali z asepticky vypreparovanej
a rozstrihanej stehnovej kosti. Trypsinizdcia a dalsi postup bol ako pri slezine.

Inokulum z infikovanych buniek TK s vyraznym cytopatickym efektom
(CPE) sa pripravuje prevedenim kultar do suspenzie 0,1% trypsin-verzénom,
potom nasleduje centrifugécia, resuspendovanie v médiu pre TK Parker a tpra-
va poctu zivych buniek na 109/0,2 ml.

Kuracie embryd sme infikovali beznymi spésobmi virologickej praxe, ihned
po priprave inokula. Pre aplikiciu do ZV sme pouzili 4—5diiové KE a na
ChAM 9—11diiové. Jednu suspenziu vySetrovanych buniek sme ockovali na
10 KE.

Lyzovany bunkovy materidl sme pripravili dvojndsobnym zmrazenim a roz-
mrazenim 2 X 10° infikovanych buniek v 0,2 ml a nasledujtcou centrifugiciou
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1. Uzliky na ChAM a
zvicSena slezina z KE
infikovaného virusom M.
ch., Pre porovnanie —
druha slezina je normal-
na z neinfikovaného em-
brya

suspenzie pri 15000 obr/min po dobu 20 min. Supernatant pre inokuldciu KE
sme odsali striekackou.

Inokulum na jedno KE predstavovalo 0,2 ml citrdtovej alebo premytej krvi
chorych zvierat, alebo 0,2 ml slezinovych ¢ nadorovych buniek (zivych, nefar-
biacich sa trypanovou modrou). Zmeny jednotlivych organov sa hodnotia dva
az tri dni pred liahnutim. O¢kovanie preziva 70—80 % KE.

VYSLEDKY

Pri hodnoteni inokulovanych KE sme v pozitivnych pripadoch nachéddzali
najintenzivnej$ie zmeny na ChAM vo forme diseminovanych bielych uzlikov po
celom povrchu (obr. 1), ktorych pocet niekedy prevysuje 1000. Za pozitivny
nalez sme povazovali viac ako 20 uzlikov na jednej blane. Mikroskopicky na
ChAM sa pozoruje hyperplazia ektodermy, pripadne aj entodermy, pripadne ich
skvamézna metaplazia. Keratinové loziskd sme pozorovali v niektorych ChAM
v mezoderme, ktord je edematézna a infiltrovand mononukledrnymi elementami
a fibroblastami (obr. 2).

2. Histologicky rez
ChAM pozitivnheho em-
brya.. Infiltracia blany
bunkovymi elementami.
Farbenie H, E.
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3. Zakrpatenos{ a lozis-
kové zmeny pecene infi-
kovaného embrya v po-
rovnani s neinfikova-
nym KE (19. den inku-
bacie)

Dal§im organom, u ktorého éastosf vyskytu zmien a ich intenzita je takmer
v priamej koreldcii so zmenami na ChAM (tab. III), je slezina. Okrem spleno-
megaliec mava slezina na svojom povrchu zltopomarancové uzliky (obr. 1).

Len zriedkavym ndlezom s Zlto-biele uzliky na neoperenych ¢astiach koze,
behakoch, v okoli zobdka a v pedeni KE. Tiez sa vyskytuja hrubé uzlovité reak-
cie v mieste aplikacie inokula na ChAM, pripadne silny edém blany a zakrpa-
tenost embrya (obr. 3). V tabulkédch ich oznadujeme ako ,iné zmeny"“.

V pokusoch chceme najprv vylué¢it nespecifické reakcie. Predpokladame, ze
najmensia pravdepodobnost vzniku transplantacnej reakcie bude pri pouZiti vi-
rusu asociovaného na embryonalne epitelidlne alebo fibroblastické bunky, ktoré
nie st imunologicky kompetentné. Niekolko kmeriov virusu M. ch., kultivova-

I. Inokulacia KE inlikovanymi bunkami tkanivovych kultar

. . Vysledok — zmeny na KE
Inokulum ek vivtisi Pocet buniek Miesto B
(druh TK) v davke aplikécie uzliky | spleno- iné

1 |aChAM/| megalia | zmeny

KEOB §-1 cca 10° YAY 9/10 I 4/10 ’ 1/10
KEOB S-1 cca 10% | ChAM 7/8 1/8 } 1/8
KEOB 152/71 cca 10° VA% ' 3/6 3/6 0/6
KAEB S-1 cca 108 YAY 6/10 6/10 2/10
KAEB THV-Bio-1 cca 106 ChAM 7/8 N N
KAEB THV-Bio-1 cca 10° YAY 8/12 N N
KAEB neinfik. cca 108 ChAM 0/10 0/10 2/10
KEOB neinfik. cca 10° -ChAM 0/10 0/10 1/10
KEOB neinfik. cca 108 [ YAY J 0/7 0/7 0/7

Legenda: KEOB - kuracie embryonalne obli¢kové bunky. KAEB — kacacie embryonalne bunky.
Kmen $-1 a 152/71 st virusy akutnej M. ch., kmefi THV-Bio-1 je vakcinaény virus
Biovety Nitra. Vo vysledkoch ¢islo v ¢itateli je pocet KE s pozitivnymi reakciami, ¢islo
v menovateli je celkovy pocet posudenych KE; N-nesledované
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II. Inokuldcia bunkového a bezbunkového materialu z klinicky chorych (virus S-I) a notoricky zdravych kuréiat do kur. embryi

L
1

Vysledok — zmeny na KE

Inokulum Druh inokulovaného Davka na Miesto ) I MU
70 zvierat materialu 1 KE aplikécie o = ] o 5
uzliky A spleno- 8 iné /A
na ChAM| pozitivnych | megalia | pozitivnych | zmeny | pozitivnych

Choré kurcata krv (citratova) 0,2 ml VAY 10/15 66,6 9/15 60,0 3/15 20,0
Choré kurcata krv (citratova) 0,2 ml ChAM 7/11 63,6 5/11 45,4 3/11 27,0
Choré kurcata bunky sleziny 10%/0,2 VAY 6/12 | 50,0 6/12 50,0 1/12 8,3
Choré kurcata bunky kostnej drene 10%/0,2 VAY 6/10 60,0 6/10 60,0 1/10 10,0
Choré kurcata lyzované bunky [

sleziny 0,2 ml ChAM 0/9 0,0 / 0,0 0/9 0,0
Choré kuréatd | plazma (citratova) 0,2 ml VA% 0/7 0,0 7 0,0 07 | 0,0
Zdravé ‘ ‘
kurcata krv (citratova) 0,2 ml ChAM 3/12 25,0 4/12 33,3 1/12 8,3
Zdravé 1
kurcata krv (citratova) 0,2 ml VAY 0/10 | 0,0 2/10 20,0 1/10 10,0
Zdravé
kuréata bunky sleziny 10%/0,2 ChAM 4/18 22,2 l 6/18 33,3 1/18 5.5
Zdravé ;
kuréata bunky sleziny 106/0,2 VAY 2/8 25,0 2/8 25,0 | 218 | 25,0
Zdravé 2 |
kurcata bunky kostnej drene 10%/0,2 VAY 1/5 ‘ 20,0 1/5 20,0 0/5 0,0

CL6T — VNIDIAWW INHVYNTIHILIA

65V

Legenda: Vo vysledkoch &islo v &itateli vyjadruje KE s pozitivnymi zmenami (napr. nad 20 uzlikov na ChAM), v menovateli je celkovy pocet posii-
denych embryi



III. Izolacia virusu na KE inokulaciou buniek z organov klinicky chorych kurciat
z 10 terénnych chovov napadnutych M. ch.

. i Vysledok — zmeny na KE Stuhrnny vysledok
Inokulum-vysetrovany Miesto —
Qrgan aplikicie | yzliky | spleno- iné pozitivne v o
7 " ChAM | megalia | zmeny celkom ¢g
Krv (citratova) VAY 75/145 67/145 38/145 80/145 55,1
Sleziny (trypsinove) VAY 76/131 56/131 38/131 78/131 60,1
Sleziny (trypsinove) ChAM 14/22 12/22 10/22 14/22 )
Nadory (trypsinove) VA% 19/26 15/26 7]26 19/26 73,8
Nadory (trypsinove) ChAM 12/16 10/16 6/16 12/16
Kostnd dren }
(trypsinova) VAY 14/18 13/18 6/18 14/18 77,7
Uhrnom: 210/358 | 173/358 | 105/358 | 217/358
(58,6 %) | (48,3 %) | (29,6 %) | (60,6 %
Krv notoricky
zdravych kuréiat Zv 0/18 0/18 4/18 0/18 0,0

Legenda: Z kazdého chovu vysetrenych tri az pit kuréiat. Cisla v ¢itateli st KE s pozitivnym na-
lezom zmien, v menovateli je celkovy pocet embryi, ktoré inokuldciu buniek preZili
a boli posudené

ného na kuracich embryonalnych oblickovych bunkach (KEOB) a na kacacich
embryonalnych bunkdch (KAEB), sme inokulovali do ZV a na ChAM. Vysle-
dok pokusu je v tab. I. Uzlickovité reakcie na ChAM vznikli vyluéne v tom
pripade, ak bunkové kultiary obsahovali virus M. ch.

Vysledky v tab. II poukazuji na to, Ze v ojedinelych pripadoch aj od no-
toricky zdravych kuréiat transplantované bunky na ChAM a do ZV vyvoldvaja
vznik uzlickov na ChAM. Tie sa nedaju histologicky oddiferencovat od zmien
vyvolanych infikovanymi bunkami virusom M. ch. Medzi vysledkami vySetrenia
zdravych a infikovanych kurciat st najma kvantitativne rozdiely. Predpoklada-
me, ze zmeny na ChAM a splenomegalia, vzniknuté po aplikdcii buniek z no-
toricky zdravych kurciat, st vysledkom reakcie §tepu proti prijemcovi. Tato re-
akcia méze vzniknit aj pri aplikdcii donorovych buniek do ZV a nie len pri
aplikdcii intravenéznej a na ChAM.

Reizolaciu virusu z infikovanych KE (kmeni 5-1) sme previedli tym spo-
sobom, Ze z embryi, ktoré mali uzliky na blanach, sme vybrali oblicky a z nich
pripravili kultary oblickovych buniek (KEOB). Pritomnost pozdného a cha-
rakteristicktho CPE bola kritériom pozitivity zachytu virusu M. ch. Z dva-
néstic(})l/ zalozenych kultivdcii KEOB bol CPE pozitivny v 8 pripadoch, t. j.
v 66 %.

Z embryi inokulovanych bunkami z notoricky zdravych zvierat sme na-
priek vyskytu uzlikovych reakcii na ChAM ziaden CPE na KEOB nedostali.

Trypsinizaciou uvolnené bunky ChAM a sleziny z pozitivnych virusom
infikovangch KE sme inokulovali opidt do ZV $tvordiiovych KE. V troch po-
kusoch o pasaZovanie sa podarila raz I. a raz II. pasiz. Tieto bunky st infekéné
pre kurcata, lebo u 5 pokusnych kuréiat (2X10° Zivych buniek i. p. — kmen
S-1) vyvolali vznik M. ch.

Overenie metédy izoldcie virusu M. ch. na KE z terénneho materidlu je
v tab. ITI. V 10 chovoch bolo klinicky a patohistologicky stanovené podozrenie
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na M. ch. Izola¢nymi pokusmi na TK sme potvrdili pritomnost virusu M. ch.
a prislusnymi metédami sa vylucili: pseudomor, laryngotracheitida, bronchitida,
sypanice a mykoplazméza. Krv chorych kuréiat po inokuldcii do ZV dévala
55,1 %, bunky sleziny pri oboch spésoboch otkovania (ChAM a ZV) 60,1 %,
bunky tumorov 73,8 % a kostnej drene 77,7 % pozitivnych vysledkov. O¢ko-
vanie prezilo a bolo postdenych 358 KE, z ¢oho 60,6 % KE malo pozitivny
nalez uzlickov na ChAM resp. splenomegaliu. Tab. III je sthrnna a rozpis jed-
notlivych vysledkov nepredkladdme; preto je treba poznamenaf, ze sa vyskytli
pripady, kedy zo zvierat chorych na M. ch. s pozitivhym nalezom CPE na TK
boli negativne vysledky na KE. Niekedy negativny vysledok na KE nasledoval
po predchadzajicom pozitivnom (napr. opakovany odber krvi). Z toho uzatva-
rame, Ze negativny vysledok vySetrenia na KE nevylucuje pritomnost virusu
M. ch. v organizme kurc¢iat.

Z diagnostického hladiska je vhodné za pozitivny vysledok vySetrenia (po-
tvrdzujici M. ch.) braf nalez $pecifickych zmien u viac ako 35 % infikovanych
KE. Do 33 % KE bolo zmenenych aj v pripade inokuldcie buniek z notoricky
zdravych kuréiat (tab. II).

DISKUSIA

Embryonalny organizmus pri stretnuti s cudzimi, ale druhovo totoznymi
bunkami pocas svojej imunologickej nezrelosti nerozliSuje ich ako cudzie a ne-
odpoveda imunologickou reakciou. V naSom pripade by sa nemuselo jednat
o reakciu zo strany embrya, ale o reakciu zo strany transplantovanych buniek
imunologicky zrelych, proti recipientnému embryu. Podla Coopera a kol
(1966) st malé lymfocyty zakladom bunkovej imunity; st to bunky imunolo-
gicky kompetentné. Po ich transplantovani do KE méze nastaf tolerancia, ale
moze dojst k pomalej desStrukcii prijemcu. Tato reakcia Stepu proti prijemcovi
sa dd urcil podla stupna splenomegalie a po¢tu bielych uzlikov na ChAM a za-
visi medzi inym na poétu transplantovanych strednych a malych lymfocytov
(Szenberg-Warner 1962, cit. Jaffe 1966).

Popri tychto poznatkoch je zndma analogickd odpoved KE aj na niektoré
virusy, mikréby a protozoarne parazity. Vyznamné kvantitativne rozdiely, ktoré
sme obdrzali na KE po inokuldcii buniek z notoricky zdravych oproti infikova-
nym kurcatdm, je treba brat do Gvahy. Bunkami neinfikovanymi virusom M. ch.
sme dosiahli zmeny len u 0—33 % KE.

Pokusmi s pasdzovanim virusu M. ch. zo zmenenych organov infikovanych
KE, ako aj transplantovanim infikovanych buniek embryonalnych TK sme ¢ias-
to¢ne vylacili moznosti vzniku reakcie Stepu proti prijemcovi. Potvrdili sme na-
zor, ze sa jednd o §pecifickt reakciu. To je v sulade s poznatkami Churchil-
la 1968, Biilowa 1969, Wittera a kol. 1970 a Katza a Kohna 1971.
Tento nazor tiez podporuje pokus o reizolaciu virusu M. ch. z embryi infikova-
nych a vykazujicich zmeny na ChAM. Reizolacia bola uspe$na na TK i na po-
kusnych kurcatach.

Evans a kol. (1971) so svojou pracou, pri ktorej pouzil volny bezbun-
kovy virus, najviac potvrdil schopnost virusu M. ch. vyvoldvat na ChAM a v pa-
renchymatéznych orgdnoch KE zmeny totozné s hore popisanymi. Kym nebude
mozné ziskavat v beznej diagnostickej praxi z patologického materidlu volny
bezbunkovy virus M. ch., budd sa pouzivat KE ako pomocné vysetrenie, pri
¢om rozhodujtci zostane nalez izolacie virusu M. ch. na tkanivovych kultarach.

Technicky spolupracovali: M, Katreniakova a M. Koppalova.
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Do3lo dne 16. 10. 1972

UACHOXA E. (TocynapcTBeHHBIN BeTepHHAPHBIH WHCTHTYT, 3nosier, Yexocnosaxus). HManmene-
HHA KyDPHHBIX O3MODHOHOB NOCKE TPAHCIIAHTALMM KJETOK 3apaskeHubpIX BHpycoMm Goseanw Ma-

peka. Vel. Med. (Praha) 18 (7) : 455-463, 1973.

Knerkn TKaHeBHIX KyJabTyp, 3apaskeHHbIX BUpycoMm GosesHu Mapeka, ObiM  HOKYJIMPOBAILI
B KEATKOBbiE OBOJIOYKH M B XOPHMONAHTOMYECKYI0 TUIEHKY KypPHUHBIX SMOpPHOHORB. 3apakeHHbIe
BMPYCOM KJIETKH BbISBAJIM y3J0006pasoBaHus B XOPMOAJAHTOMUYECKOH IUIEHKe M CIUleHOMerajuu
aMGpuona. Taxie ke uasMeHeHus ®MOPHOHOB HACTYHHJM TIOCJe TPAHCILIAHTALMI KIJIETOK GOJNBHAIX
uninust  Gosesunio Mapeka, onwiTHO sapaskenHnix BupycHniM imrammom IHI-I, a raxke knerok
UBIJIAT M3 3apakeHHbpix cran Gosesubio Mapeka na Mecrax. Bupyc Gosmesuu Mapeka B amGpuo
HaxX UBIIUIAT PasMHOMKAeTCA M OHM MOTYT OOpaTHO M30JMPOBATHCA HA TKAHEBLIE KyJbTYpHI, T. €.
naccakno pacnpenensercs Ha oMbpuonax upmiar. JIM3MpOBaHHEIA 3apaj)KeHHBI KJIETOYHLIE Ma-
TepHal, MHOKYJINPOBAHHLII B JKEJTKOBLIE MENIOYKH ¥ B XOPHOaJaHTOMYeCKHe IIeHKH, He BLisbiBaeT
HUKAKHX H3MEeHeHWit B opraHax OSMOpPHMOHOB UBITIIAT. B HECKOJNBKHX CJy4asx TPaHCMIAHTHPO-
PaHHble HesapajKeHHHe KJEeTKH 3I0pPOBBIX IILIMAT TaK/Ke BRI3BANH  ya3jnoofpasopaHue B XOpPHO-
ANaHTOMYECKOi TUIeHKe, KOTOpLIE THCTOJOrMYeCKH He pasjiu4yaluck OT BHPYCOBBIX M3MeHeHMUl.
[Tocne rpancnnanrTaimn 3apakeHHLIX KJETOK BUpPycoM GosesHy Mapeka M HesapakeHHLIX KJICTOK,
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YCTAHOBJIEHbl KOJIMYECTBEHHBIE pPasJIMuMA, KOTOphle MOXKHO IIPUMEHHTL B nuardoctuke. Koumuue-
CTBO HW3MEHHUBIIMXCH SMGPHOHOH IBITIJIAT  TIPH TpchnnaHTauuoxmoi'x peakuuu He npespiliaeT

33 0/, HaoBopor, npu cneumudUUecKoil peakMH NPOLEHT M3MEHEHWil Bbillle B HMHOKYJINPOBAHHLIX
aMOPHOHAX IBITUIAT.

Hosesnnr Mapeka; repriec-BUpycol Tpynnel B; BHPyChl CBA3@HHBIE € KJIETKAMH; W30JAAIMA BHPY-
coB Ha 3MOPHOHAX LBITLIAT

CASNOCHA E. (State Veterinary Institute, Zvolen, Czechoslovakia). Changes in
Chick Embryos after the Application of Cells Infected with Marek’s Disease Virus.
Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 455-463, 1973.

Tissue culture cells infected with the virus of Marek’s disease (M. d.) were ino-
culated to the yolk sacs (YS) and to the chorialantoid membrane (CAM) of chick
embryos. The virus-infected cells evoked the formation of nodules on CAM and
splenomegalium of embryos. The same changes in embryos were obtained after
the transplantion of cells of M. d.-affected chicken, experimentally infected with
the virus strain S-I and with the cells of chicken from flocks naturally infested
with M. d. The virus multiplies in chick embryos (CE); it can be reisolated on tissue
cultures (TC), or passaged on CE. The lysed infected cell material inoculated to
the YS and on CAM does not produce any changes in CE organs, In some cases,
transplanted uninfected cells coming from helthy chicken also caused the occurrence
of nodular changes on CAM which were histologically the same as the virus
changes. After the transplantation of M. d.-infected and uninfected cells, the
results show quantitative differences bearing diagnostic importance, The number
of CE changed during the transplantation reaction does not exceed 33Y: on the
other hand, the specific reaction entails a higher percentage ol changes on ino-
culated CE. ’

Marek’s disease; herpes-viruses of the group B; cell-bound viruses; isolation of
viruses on CE

CASNOCHA E. (Staatliches Veterinirinstitut, Zvolen, Tschechoslowakei). Verdnder-
ungen der Kiikenembryonen nach der Applikation der vom Virus der Marekschen
Hiihnerlihme infizierten Zellen. Vet. Med. (Praha) 18 (7) : 455-463, 1973.

Die vom Virus der Marekschen Hiihnerlihme infizierten Zellen der Gewebekulturen
wurden in die Eidottersdcke und auf die chorioalantoische Haut der Kilickenembryo-
nen inokuliert, Die von Virus infizierten Zellen haben die Bildung von Knotchen auf
der chorioalantoischen Haut (ChaH) und dem Splenomegalium der Embryonen her-
vorgerufen. Dieselbe Verdnderungen in den Embryonen wurden nach der Zellen-
transplantation der von Marekschen Hithnerldhme (M. H.) betroffenen Kiicken er-
reicht, die versuchsweise vom Virusstamm S-I, und von Kiikenzellen aus den von
M. H. verseuchten Zuchten infiziert worden waren. Der Virus der Marekschen
Hiihnerlihme vermehrt sich in den Kiikenembryonen und kann von denen regre-
ssiv auf den Gewebekulturen isoliert werden, bzw. aul Kiikenembryonen tibertragen
werden, Das lysierte, infizierte; in Eidottersack und ChaM inokulierte Zellen-
material ruft keine Verinderungen in Organen der Kiikenembryonen hervor. In
cinigen Fiillen haben die fransplantierten, nicht infizierten, von gesunden Kiiken
stammenden Zellen auch das Entstehen von Knotchen auf der ChaM verursacht, die
von den Virusanderungen histologisch nicht zu unterscheiden waren. Nach der
Transplantation der vom Virus der M. H, infizierten Zellen und der nicht infizierten
Zellen bestehen in den Ergebnissen Unterschiede, die diagnostisch anwendbar sind.
Die Anzahl von veriinderten Kiilkenembryonen bei der Transplantationsreaktion reicht
nicht lber 33", hinaus, wihrend bei der spezifischen Reaktion ist der Prozentsatz
von Verdnderungen auf den inokulierten Kilikenembryonen hoher,

Mareksche Hithnerlihme: Herpes-Viren Gruppe B: zellengebundene Viren: Viren-
isolierung auf Kiikenembryonen
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