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PUFRACIA KRMNEJ DAVKY MONTMORILLONITOM (BENTONITOM)
U PREZUVAVCOV V EXPERIMENTALNYCH PODMIENKACH

L. Slanina, J. Lehocky, J. Sokol, I. Rosival, O. Burdova

Vysokd $kola veterindrska, katedra vniitornych choréb pdrnokopytnikov, Kosice

SLANINA L., LEHOCKY J.;, SOKOL J., ROSIVAL I., BURDOVA O. Pufrdcia
kimnej ddvky montmorillonitom (bentonitom) u preZidvavcov v experimentdl-
nych podmienkach. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 465-474, 1973.

Za ucelom pufracie bachora sme sledovali vplyv montmorillonitu (bentonitu)
u oviee (15 g/kus a den) a hovidzieho dobytka (15 a 27 g/100 kg) v Kklinic-
kych podmienkach po dobu 12, 28, resp. 42 dni na znaSanlivosf, ovplyvnenie
chuti, tvorbu geosedimentu, bachorovi aciditu, ako aj na niektoré  krvné
ukazovatele. Montmorillonit nemal negativny vplyv na chuf, ruminaciu, pa-
saz traviacej rury a celkovy zdravotny stav zvierat. Nevytvaral geosediment
v traviacom trakte (bachor, slez) pocéas sledovanej doby. Bachorova acidita
pri acidogennej krmnej davke u oviec zaznamenala priaznivejsiu dynamiku
u pokusnych zvierat oproti kontrolnym a pritom hodnoty prchavych mast-
nych kyselin boli po cely ¢&as trvania pokusu vysSie u pokusnych ako
u kontrolnych zvierat. Hladina amoniaku v krvi pokusnych oviec bola mierne
niz$ia oproti kontrolnym, hladina mocoviny ku koncu pokusu poklesla u kon-
trol a koncentracia amoniaku v bachorovej tekutine bola nizsia u pokusnych
oviec, ¢o svedéi o naviazani amonnych jonov na bentonit. Kratkodobé sledo-
vanie bachorovej mikrofléry po nakifmeni u hovaddzieho dobytka ukazalo
zvy$enie poctu bachorovej mikrofléry, ale dlhodobé sledovanie mikroflory
u oviec neukazalo oproti kontrolam vyraznejsi a jednoznac¢nejsi efekt. Hema-
tologické vySetrenie a niektoré ukazovatele krvného séra nezaznamenali za
sledovant dobu podstatnejSie odchylky. Celkove moZno povedaf, Ze bhentonit
v pouzitych davkach nemal mepriaznivy vplyv na zdravotny stav oviec a ho-
viadzieho dobytka, pricom vhodne upravoval bachorovi aciditu a hodnoty
prchavych mastnych kyselin.

bachorovy pufer; montmorillonit; bentonit: bachorova acidita; bachorova mi-
krofléra; prchavé mastné kyseliny

Sezénne kolisanie kimnej davky u prezivavcov, nerovnomerna koncentracia
prchavych mastnych kyselin v bachore v priebehu dila, zdvislost mnozstva a per-
centa molarneho zastipenia kyselin v bachore od zloZenia krmiva, jeho fyzi-
kédlnej $truktiry, ako aj rad fortifika¢nych zasahov najma u vysokoproduktiv-
nych dojnic, ale i vykrmového dobytka boli uz davnejsie pohnitkami k pouzitiu
roznych pufraénych zmesi v kimnej davke, resp. v bachore. V star§ich pracach
so snahou o ,neutralizdciu” prekyseleného bachorového prostredia nachiadzame
.pouzitie najmi natrium bikarbonitu (Lebeda a kol. 1971, Colombari-
ni 1971 a ini), fosforecnanovych soli (Emmanuel a kol. 1970) a vépe-
natjch a sodnych soli prchavych mastnych kyselin (Orskov a Allen
1966) bez uspokojiceho hospodéarskeho i zdravotného preventivneho efektu.
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V ostatnom &ase sa prejavuji snahy ovplyvnit najmd naruend acido-
bazicka rovnovidhu dobytka podobnymi zasahmi (Lebeda 1971). Pozornost
vzbudila najmi aplikdcia montmorillonitu (bentonitu) do kfmnej zmesi dojnic
u vykrmového dobytka. Bentonit je ilovd hornina, hydrosilikat s jemnou vrstev-
natou S$truktirou, s velkym mernym povrchom, koloidnou dispergovatelnostou,
vysokou vymenitelnostou iénov, so zna¢nou napuciavacou schopnostou. S vodou
dava gél mydlového charakteru. Jeho vodnad suspenzia sa tazko usadzuje. Obsah
montmorillonitu v bentonite je okolo 74 %. Méze sa pouzif prirodny alebo natri-
fikovany.

Doterajsie literdrne prace poukazuji na rozdielnu pouZiti koncentraciu ben-
tonitu v kfmnej zmesi u prezivavecov (2—10 %) (Martin a kol. 1969,
Burkitt 1969), a to s pridavkom alebo bez pridavku moéoviny. Podla tychto
tdajov 2% bentonit pridany ku vysokoceluléznej diéte zvySuje retenciu dusika.
Vyssie koncentricie bentonitu zvySovali retenciu fosforu, redukovali retenciu
dietného kalcia, ale retenciu dusika dalej nezvySovali. Pridavok 8% bentonitu
v tej istej diéte zvysil pomer Ca a P v bachorovom obsahu. Podla zistenia
uvedenych autorov bentonit adsorbuje ¢pavok, ak je jeho hladina vysoka, avsak
okamzite ho uvolriuje, ked jeho koncentracia zadina klesaf.

U dojnic po pouziti 5—10 % sodného bentonitu v kfmnej zmesi (Rindsig
a kol. 1969) doslo v porovnani s kontrolnou skupinou ku vysoko signifikant-
nému zvySeniu percenta tuku po predchadzajicej diéte inhibujtcej tvorbu mliec-
neho tuku. Rozdiely medzi 5 a 10% koncentraciou bentonitu neboli §tatisticky
vyznamné. Sucasne doslo ku §tatisticky preukaznému zvy$eniu dojivosti v obi-
dvoch skupindch. V bachorovom obsahu sa zvysila koncentracia aceténu a po-
klesol obsah propiondtu a valerdtu. Podobné $tatisticky vyznamné zvysenie tu-
kovosti mlieka a stipanie acetitu v bachore po skrmovani 5% sodného ben-
tonitu u dojnic uddva Bringe a Schulz (1969a, b). Hospodarsky efekt
priddvaného bentonitu bol pozitivny tiez u vykrmového dobytka (Burkitt
1969), kde zvySoval prirastky a zvysil vyuzitie krmiva s vynimkou posledne;
periédy vykrmu.

Preventivny efekt skrmovaného bentonitu sme v pristupnej literatire ne-
nasli.

Cielom naSej prace bolo preskasat vhodnost slovenského natrifikovaného
bentonitu pre kimne tcely z nasledovnych hladisk: znaSanlivost a toxicita ben-
tonitu pri vysokych davkach, vplyv na chut a na tvorbu geosedimentu v tra-
viacom trakte, vplyv na bachorovi aciditu a mikrofléru bachora, ako aj na
niektoré krvné ukazovatele u hovidzieho dobytka a oviec.

MATERIAL A METODY

Pokusy sa robili v klinickych podmienkach na 10 jednoroé¢nych ovciach
plemena cigdja a na 3tyroch a troch kusoch hovidzieho dobytka, Zivej. vahy
od 135 do 470 kg.

1. U klinickych oviec bola ziva vaha v priemere 23 kg a pokus
trval 28 dni. Ovce boli krmené 14 dni pred pokusom a pocas celého pokusu
kifmnou zmesou R-53 (0,3 kg), kfmnou repou (1 kg), senom a vodou ad libitum.
V uvedenej dennej kimnej davke dostdvali ovce rozdelene na dvakrat 15 g pu-
rifikovaného a natrifikovaného bentonitu na defi a kus o maximalnej velkosti
partikal 60 w.
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Zlozenie pouzitého bentonitu: SiO2 — 66,3 %; TiO2 — 0,20 %; Al:O3 —
17,2 %; Fe;03 — 3,7 %; MnO — stopy; CaO — 3,1 %; MgO — 1,25 %;
K20 — 0,65 %; Na;O — 0,60 %; COz — okolo 0,25 %; hydroskopi¢nost —
20,2 % H20; napuéiavanie podla Eustina — 346 ml H;O/100 g; viskozita —
21,2 sek; tixotropia 780 ml H20/100 g pri pH 8,5; max. Castice — 60 um
s prevahou dcastic 40 um.

Odber bachorového obsahu bol O a 3 hod. po nakimeni v dioch 0., 3.,
9., 16., 23. a 28. pokusu a odber krvi v 0., 12. a 28. dni pokusu.

Po skonéeni pokusu pri porazke oviec sa makroskopicky prehliadol obsah
predzalidkov na obsah geosedimentu po pouZitom bentonite.

2. U hovddzieho dobytka (2 + 2 ks) v klinickych podmien-
kach trval pokus 10 dni (14 dni) pri kfmeni kimnou zmesou, repou a senom.
Natrifikovany bentonit sa podaval zvieratdm do kfmnej zmesi denne v davke
15 g/100 kg z. v. Bachorovy obsah sa vysetroval v 0. a 3. hodinu po nakimeni
1., 2., 4., 9. a 10. deri a krv v 0. a 14. desi.

3. U troch pokusnych dojnic, z. v. 550—610 kg, sa aplikoval bentonit
v davke 160 g/kus/denn pofas 42 dni. VySetrenie niektorych hematologic-
kych a biochemickych ukazovatelov krvi sa prevadzalo v tyzdiiovych interva-
loch. Pocas celého obdobia sa sledovala u dojnic chut do Zrania a pripadné
prejavy toxicity skrmovaného bentonitu.

Bachorovy obsah oviec a hoviddzieho dobytka sa odoberal do termosiek
pomocou pazerdkovej sondy pre malé preZivavce a §pecidlnou sondou podla
Slaninu (1967). Mikréby sa pocitali v Specidlnej komérke (Slanina
a Burdova 1973). Statistické hodnotenie vysledkov sa previedlo Wilcoxo-
novym testom (Roth, Josifko 1962). Pri vySetrovani biochemizmu ba-
chora sa zisfovala koncentricia vodikovych iénov (aktualna acidita) indika-
torovymi papierikami Phan a potenciometricky, celkovd (titraéna) acidita podla
Jonova (1958) a celkové mnozstvo prchavych mastnych kyselin (Scham -
byl 1951). Z biochemickych ukazovatelov sa sledovala v sére hladina vapnika
a horc¢ika komplexometricky (Vrzgula 1960), anorganického fosforu kolo-
rimetricky (Hofej§1i a kol. 1957), alkalickej fosfatdzy kolorimetricky (H o-
molka 1965), transaminiz GOT a GPT Boeringerovym testom, celkovych
bielkovin krvného séra refraktometricky (Hofej§i a kol. 1957), alkalickej
rezervy krvnej plazmy titratne (Holasek a Flashka 1961), mocoviny
v krvnej plazme uredzovou metédou (Homolka 1965), amoniaku v krvi
mikrodifaziou (Seligson a Seligson 1951, Seligson a Hira-
hara 1957) a v bachorovej tekutine hladina amoniaku mikrodifznou techni-
kou (Keil, Sormova 1959).

V krvi sa beZznymi hematologickymi metédami stanovilo mnoZstvo hemoglo-
binu, erytrocytov, leukocytov, ako aj hodnota hematokritu a diferencidlny krvny
obraz.

VYSLEDKY

ZNASANLIVOST BENTONITU, TOXICITA A TVORBA GEOSEDIMENTU
PRI VYSOKYCH DAVKACH

V klinickych podmienkach u troch krav Styri aZz osemroénych skrmovali
sme bentonit v davkach 160 g/ks a deii pocas 42 dni. Denné sledovanie
zdravotného stavu a vychodzie a koneéné biochemické vySetrenia ukazali, Ze
chut bola dobra, preZivanie, regurgiticia, pasdz ¢reva a defekacia neboli nijako
negativne ovplyvnené.

VETERINARNI MEDICINA - 1973 467



I. Priemerné a limitné hodnoty bachorovej mikroflory u oviec v klinickych pod-
mienkach po skrmovani natrifikovaného bentonitu

Pokusné | Kontrolné
Odber !
x n baktérii » 108 X n baktérii » 108

0. den 53,40 267,00 59,60 179,00
(43 —-175) (39—81)

3. deni 41,14 205,70 47,33 236,65
(34—48) (46 —49)

9. den 31,71 158,55 48,66 243,30,
(26 —40) (34—179)

16. den 34,28 171,40 27,33 136,65
(25—38) (20—35)

23. den 35,57 177,85 36,00 180,00
* (15—49) (31—40)

28. den 145,00 1017,00 119,60 359,00

(131—151) (107—143)

'::II. Prehlad niektorych ukazovatelov krvného séra po skrmovani bachorového pufru
% klinickych podmienkach u oviec :

np =17
NwK = 3
L :ﬁ Priemerné hodnoty
' Odber Urea*t+
Ca P Mg | AR | AF |GOT| GPT | CB |NH;*
Ly ’ 0.den | 6,90 | 7,24 | 2,16 | 58,68| 9,26 70,20 | 27,00| 6,50 | 0,13 16,8
_é 12.den | 7,17 | 8,50 | 2,14 | 56,80 | 10,20 | 83,50 | 24,00 | 7,29 | 0,16 20,6
& 28.den | 7,37 | 7,20 | 2,23 | 48,06 | 13,57 | 88,71 | 28,28 | 7,05 | 0,14 16,9
E 0.den | 7,48 | 5,93 | 2,40 | 54,65| 9,96 | 67,30 | 22,30| 6,92 | 0,13 17,5
©
'.é 12.den | 7,41 | 8,80 | 2,70 | 54,50 | 10,11 85,00 | 33,00| 7,53 | 0,25 21,6
‘ ;2 28.den | 7,54 | 6,86 | 2,38 | 51,28 | 9,73 | 84,33 | 24,66 | 7,43 | 0,37 12,1

.. = mg/100 ml krvi (nP = 4, nK = 3)
#+ = stanovené v plazme (nP = 4, nK = 3)

Biochemické ukazovatele sledované aj v dal§ich pokusoch neukdzali nega-
tivne odchylky a hodnoty sa pohybovali vo fyziologickych medziach. Hodnoty
sérového vépnika stipli v priemere o 0,9 mg%, anorganického fosforu poklesii
o 1,0 mg %, alkalick4 rezerva sttpla o 2 vol% CO,. Hladina amoniaku v krvi
pokusnych oviec bola niz§ia o 0,09 aZ 0,23 mg%. Sktsky na funkciu pecene
zostali nezmenené a biochemické vySetrenie mo¢a bolo negativne. )

. U dojnice s permanentnou fistulou bachora po 42. dni pokusu a u 7 oviec
.po 28 diioch pokusu pri pordzke v traviacom trakte nebol zisteny geosediment
a pitevny nalez bol negativny.
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111. Prehlad hematologickych ukazovatelov u oviec po skrmovani bachorového pufru

v klinickych podmienkach

Priemerné hodnoty
Odber — . z
Hy | Hk | Er ’ Lc | s ‘ l Bo | Ba | Mo | Ly
9 0. den 8,09 | 29,4 | 6,87 | 9,61 | 38,5 | 0,28 | 2,80 | 0,00 | 0,85 | 47,4
'é 12. den 8,48 | 32,7 | 6,60 | 8,61 32,2 | 1,42 | 7,42 | 0,14 | 1,71 57,4
& 28. den 7,17 | 28,5 | 7,36 | 9,65 | 56,0 | 2,10 | 6,28 | 0,00 | 2,14 | 33,4
E 0. deni 8,37 | 29,6 | 7,70 | 8,40 | 45,3 | 0,66 | 2,60 | 0,33 | 2,00 | 49,0
o
‘E 12. den 9,22 | 33,6 | 7,82 | 8,30 | 43,6 | 1,66 | 3,00 | 0,00 | 1,66 | 50,0
Q 28. denl 7,57 | 27,3 | 7,00 | 8,30 | 50,6 | 0,66 | 3,30 | 0,30 | 1,30 | 43,6 |

IV. Priemerné a limitné hodnoty bachorovej mikrofléry u hoviadzieho dobytka v kh-
nickych podmienkach po skrmovani natuflkovaného bentonitu

nP = 2
nK ='2
Pokusné ’ Kontrolné
Odber 2
X n baktérii x 108 x n baktérii x 108 |
. o
0. hod. 39,0 195,0 100,5 502,5 j '
(25—53) (62—139)
3. hod. 98,0 490,0 111,0 555,0
(44—152) (90—132)
24. hod. 37,5 187,5 89,0 445,0
(31—44) (82—96)
48. hod. 36,5 182,5 74,5 372,5
(31—42) (50—99)
72. hod. 79,5 159,0 -
(66—93)

Vysledky hodnét bachorovej acidity u oviec su zachytené ako priemerné
hodnoty na obr. 1, 2, 3, koncentricia amoniaku bachorovej tekutiny na obr.
4, vysledky hodnét bachorovej mikrofléry v tab. I, vysledky biochemického
vySetrenia v tab. II a vysledky hematologického vySetrenia v tab. III.

Vysledky sledovania mikrofléry bachora u hoviddzieho dobytka sa zachytené

v tab. IV,

ZHODNOTENIE A VYSLEDKY

Potreba pufracie kfmnej ddvky na zaklade poznatkov z fyziolégie a pato-
fyziologie travenia je dostatoéne zdévodniteInd. Pouzity pufer musi spliiaf uréité
podmienky, ktoré mozno zhrndf: zdravotna nezavadnost, vysoka pufraéna schop-
nost v bachore, event. i v krvi, neovplyvnitelnost chuti a pasdZe éreva, prime-
rané cena a dostatok domdécich zdrojov. Skasany pufer vo forme fyzikilne upra-
veného a natrifikovaného montmorillonitu (bentonitu) ukazuje sa ako vhodny
vzhladom k tdprave biochemizmu bachora.
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Pokusy u oviec zretelne ukdzali, ze pouZitim bentonitu v jadrovej zmesi
boli hodnoty aktuédlnej, celkovej acidity a prchavych mastnych kyselin u po-
kusnych zvierat vo svojej dynamike vyrovnanejS§ie ako u kontrolnych zvierat.
U oviec pri pouZitej mierne acidogénnej diéte nedoSlo k vychylkdm smerom
k bachorovej acidéze. Pri hodnotdch aktuédlnej acidity v 2. az 9. dni pokusu
boli rozdiely §tatisticky vyznamné (obr. 1) a dynamika bola oproti kontrolam
vyrovnana, kedze vykyvy sa pohybovali len v rdmci fyziologickych hodnét, kym
u kontrol doslo k zretelnej hyperacidite.

Hodnoty celkovej acidity (obr. 2), ako remprocneho ukazovatela aktudlnej
acidity, mali rovnakd dynamiku. Rozdiely priemerov v 9. dni boli velmi vyrazné,
pricom aj u pokusnych priemernd hodnota bola nad hornou fyziologickou
medzou (Slanina 1967). Hodnoty prchavych mastnych kyselin (obr. 3) boli
v priebehu celého pokusu oproti kontrolam priaznivejsie, dosahovali vy$§iu kon-
centraciu, vyraznej§iu zvlast v druhej polovici pokusu. Koncentrdcia amoniaku
bachorovej tekutiny bola, okrem 9. a 16. dia, niz8§ia u pokusnych oviec, ¢o
sved¢i o naviazani amonnych iénov na bentonit (obr. 4).

Ukazovatele bachorovej acidity u pokusného dobytka mali podobnd dyna-
miku ako u oviec, av§ak rozdiely medzi pokusnymi a kontrolnymi boli mier-
nejsie.

Bachorova mikrofléra u oviec od 0. k 23. driu (tab. I) neukézala zretel-
nejsiu zavislost a nebolo badat stimulaény vplyv. Priemerné poéty mikrofléry
klesali rovnako v pokusnej i kontrolnej skupine s maximalnym prehlbenim u po-
kusnej v 9. dni a u kontrolnej v 27. dni. Neskér u obidvoch skupin doslo
k vyraznému zvyseniu celkového poétu mikrofléry rozdielne u pokusnej (307 %)
a kontrolnej (230 %) skupiny oproti 23. diiu.

Hematologické ukazovatele Cervenej krvnej zlozky u oviec zaznamenali
v erytrocytoch v 28. dni vSeobecne mierny pokles (tab. III) v obidvoch sku-
pindch. Absolatne hodnoty leukocytov zostali nezmenené, kym v diferencidlnom
krvnom obraze bola tendencia k neutrofilii a lymfopénii v obidvoch skupinach.

Ukazovatele krvného séra (tab. II) u anorganického fosforu a horéika zostali
v podstate nezmenené. Kym hypokalcémia u pokusnych zvierat mala tendenciu
k tprave od 0. diia k 12. a 28. diiu, zatial u kontrolnej skupiny hypokalce-

.

pH
68

6h

. R pokus

L \ .
\ 3
'Y N / < ./ . kontrola
g ' ’ b -
' 7 \ -’
L \ ’ \ 25
' 0 \ w2
\ , N
62 - S g
'

60 | .

1. Dynamika aktualnej
. ) X acidity (pH) bachorové-
0 2. 9. 1. 22 28, de ho obsghu’u o_viec’ po

pufrovej krmnej davke
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2. Dynamika celkovej acidity bachoro-
vého obsahu u oviec po pufrovanej krm-
nej davke

micky stav zostal na rovnakej tdrovni.

pokus

o 2 9 %6 2@ 28 dni
3. Dynamika celkovych prchavych mast-
nych kyselin v bachorovom obsahu u oviec
po pufrovanej kfmnej davke

Pozoruhodna retencia dietného kalcia

v pokusoch Burkitta (1969) a Martina a kol. (1969) s opaénou dy-
namikou anorganického fosforu v nasich pokusoch u oviec nebola zistena. Alka-
lickd rezerva v kontrolnej i v pokusnej skupine vykazovala mierne klesajicu
tendenciu. Hodnoty alkalickej fosfatdzy mali u pokusnej skupiny postupnt ten-
denciu zvySovat sa, ale len v ramci fyziologickych hodnét; u kontrolnej sku-

piny zostali hodnoty nezmenené. Tran-
samindzy nezaznamenali u GPT tak-
mer Ziadne odchylky, kym u GOT bol
v kontrclnej i v pokusnej skupine
mierne stupajici trend. Hodnota amo-
niaku v krvi pokusnych oviec sa v pod-
state nemenila, u kontrolnych zvierat
tato hodnota stipla mierne nad fyzio-
logickit hranicu. Hladina mocoviny
v plazme, spofiatku u cboch skupin
oviec rovnakd, na konci pokusu klesla
u kontrolnej skupiny, ale nevybocila
z fyziologickych hodnat.

Pokusy s natrifikovanym bentoni-
tom u hovddzieho dobytka v klinickych
podmienkach pri pomerne malom poéte

mg NH, N/100 ml e
]
30 —~
' | i
pokus  konlrola
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4. Koncentracia amoniaku v bachorovej
tekutine oviec po skrmovani prirodného
bentonitu v klinickych podmienkach
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pokusnych a kontrolnych zvierat ukazali 3 hod. po nakfmeni vzostup bachorovej
mikrofléry u obidvoch skupin, ktory vSak bol u pokusnej znacne vyssi. Po 24
az 48 hodinach u pokusnej skupiny zostali na vychodzej arovni, kym u kontrol-
nej bola tendencia k poklesu.

Pri zrovnani s literarnymi ddajmi (Rindsig a kol. 1969, Martin
a kol. 1969 a ini) pouzili sme u oviec a hoviadzieho dobytka niz§iu koncentraciu
bentonitu v kimnej zmesi i pri prepo€itani na kg zivej vahy. Vzhladom ku kratko-
dobym pokusom neuvaddzame ukazovatele dZitkovosti, ktoré st predmetom dal-
Sej prace.

Na zédklade pokusov a sledovani mozno zhrnut, Ze pouZity bentonit u ho-
viadzieho dobytka a u oviec nemal v danom usporiadani pokusov nepriaznivy
vplyv na zdravotny stav zvierat a zretelne upravoval biochemické deje v bachore.
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C uensio Gydepauuu pybua Mbl uayuaau BAMAHMe MOHTMOpHJoHMTa (6enroHura) y oseu (15 r/
/ronoBy B neHn) u xpymmoro poratoro ckora (15 u 27 r/100 Kr) B KJIMHHMYECKHX YCJIOBMAX Ha
nporspkeHun 12,28, mam 42 nHeil Ha sAMIIEHOCKy, Ha BKyCOBhIE KadecTsa, O0pa3opaHHe reoceinu-
MeHTa, pyGLOBYI0 KHCJIOTHOCTh, a TaK)Xe Ha HEKOTOpHIe IIOKasaTenu KpoBu. MOHTMOPHJIOHHT He
OKasblBaJ OTpHLlaTeJbHOE BJIHMSAHHE HA BKYC, IepPe)XeBhIBAHME, MAaCcCa)k NHUIeBAPUTENBHOTO TPaKTa
¥ obmjee COCTOSHHME 34OPOBbA JKUBOTHEIX. OH He CO3laBaJl TEOCENMMEHT B IHUIIEBAPUTENILHOM
tpakte (pybelw, ceiayr) B u3ydaeMsiii mepuon. Py6uoBas KHCJIOTHOCTH IPH AIIMIOreHHOM KOpPMO-
BOM paljHOHe y oOBef] OTJM4anack 6GoJjee 6JarMNPUATHOM NMHAMUKON y ONBITHEIX J>KMBOTHBIX IO
(PaBHEHHIO C KOHTPOJBHBLIMHU, TPHYEM, BEJIMYMHBI JeTy4MX >KMPHBIX KHCJIOT Ha MPOTSKEHHH BCETO
onpita GBUIM y ONBITHBIX JKMBOTHBIX BHINIE, YeM y KOHTPOJBHHIX. YPOBEHb aMMHaKa B KpObH
ONBITHBIX OBell OblJ HEMHOIO HHJKe IO CPaBHEHMIO ¢ KOHTPOJBHBIMH yDOBEHb MOYEBMHBI K KOHIY
OnpiTa NOHMBHMJICA y KOHTPOJISA a KOHIEHTpAllMA aMMuaka B pyO6IIOBOM JKMIKOCTH O6blia HUKe
y ONBITHBIX OBell, YTO CBHIETEJLCTBYET O B3aMMOCBA3H aMMOHMEBHIX MOHOB M GenToHmrToM. Kpatko-
BpeMeHHOe u3ydeHHe pybLOBOH MHUKPOPJIODPHI IOCHE KOPMJEHHs Yy KPYNHOIO pOraToro CKora
CBUETENLCTBOBAJIO O TOBHIIIEHUM KOJIMYEeCTBAa Py6GIIOBOM MHMKpPOQJIOPHI, HO HOJTOBPEMEHHOEe H3y-
yeHHe MHKPOQJIOpHI y OBell MO CPaBHEHMIO C KOHTpOJeM He uMesno 6ojiee NOCTOBEPHOTO M OIHO-
3sHayHOTO 3ddexra. I'eMaTONOrHUeCKOe HCCIENOBAHHE M HEKOTODHIE II0KA3aTeNH CHIBOPOTKH KpOBH
B M3y4yaeMblii TIEPHON He MMeJM CHJIBHBIX OTKJOHeHHMH. B ofujeM MOXHO CKas3aTh, 4TO GEHTOHHT
B NPHMEHEHHbIX I03aX He OKa3biBasJ He(JAaronpUsATHOrO BJHMAHHA Ha COCTOSHHE 3IOPOBbs OBell
¥ KpPYINHOrO pOraToOro CKOTa, IIpHYeM, XOpOIIO IOMOJHAN PyGLOBYI0 KHCJIOTHOCTH ¥ BEJHYMHEI
JIeTy4uX JKUPHBIX KHCJOT.

pybuoBsiit 6ydep; MOHTMOPMJLIOHMT; GeHTOHUT; pybuOBas KHCJIOTHOCTH; pybuoBas Muxpodiopa;
neTyune JKUPHbIE KHCJIOTHI ;

SLANINA L., LEHOCKY J, SOKOL J., ROSIVAL I, BURDOVA O. (University
School of Veterinary Medicine, Kosice, Czechoslovakia). Buffering of Feed Ration
with Montmorillonite (Bentonite) in Ruminants under Experimental Conditions.
Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 465-474, 1973.

With the aim of buffering the rumen, we have observed the influence of mont-
morillonite (bentonite) in sheep (15 g'head and day) and in cattle .(15 and 27 g/100
kg) under clinical conditions in the course of 12, 28, resp. 42 days on the tolerance,
appetite, geosediment formation, ruminal acidity as well as on some blood indi-
cators. Montmorillonite has no negative influence on the appetite, rumination,
passage through the digestive tract and the general health condition of animals.
Geosediment did not appear in the digestive tract (rumen, abomasum) during
the period under study. The ruminal acidity in sheep given acidogenous feed
ration proved a more favourable dynamics in experimental animals in comparison
with controls; the values of volatile fatty acids were higher during the whole
course of experiment in the experimental animals than in the controls. The
ammonia level in blood of experimental sheep was slightly lower in comparison
with controls, the urea level decreased in controls and the ammonia concentration
in the ruminal liquor was lower in experimental sheep; that gives evidence of
the ammonium ions bond to bentonite. The short-term investigation of ruminal
microflora following the feeding of cattle has shown the increase of ruminal
microflora; however, the long-term investigation of microflora in sheep has not
shown. any more significant and unambiguous effect in comparison with the
controls, The haematological examination and some indicators of blood serum
did not indicate any substantial variation in the course of the investigated period.
In general it may be concluded that bentonite in the applied doses had no
unfavourable influence on the health condition in sheep and cattle and regulated
suitably the ruminal acidity and the values of volatile fatty acids.

ruminal buffers; montmorillonite; bentonite; ‘ruminal acidity: ruminal microflora:
volatile fatty acids

SLANINA L., LEHOCKY J., SOKOL J., ROSIVAL I, BURDOVA O. (Veterinir-
medizinische Hochschule, Ko8ice, Tschechoslowakei). Puffern der Futterration mit
Montmorillonit (Bentonit) bei Wiederkduern unter Versuchsbedingungen. Vet, Med.
(Praha) 18 (8) : 465-474, 1973.
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Zum Zwecke der Pufferung des Pansens untersuchten wir den Einflufi des Mont-
morillonits (Bentonits) bei Schafen (15 g/Tier und Tag) und bei Rindern (15 und
27 g/Tier und Tag) unter Kklinischen Bedingungen 12, 28 und 42 Tage hindurch,
und zwar vom Gesichtspunkt der Vertrdglichkeit, der Geschmacksbeeinflussung,
der Geosedimentbildung, der Pansenaziditdt und einiger Blutkennwerte. Der Mont-
morillonit wies keine negative Wirkung auf den Geschmack, die Rumination,
die Verdauungskanalpassage und den Gesamtgesundheitszustand der Tiere auf.
Er bildete kein Geosediment im Verdauungstrakt (Pansen, Labmagen) wihrend
der untersuchten Zeitperiode. Die Pansenaziditat bei azidogener Didt verzeichnete
bei Schafen eine glinstigere Dynamik bei den Versuchstieren im Vergleich zu
den Kontrolltieren, wobei die Werte der fliichtigen Fettsduren wihrend der ganzen
Versuchszeit bei den Versuchstieren hoher waren als bei den Kontrolltieren. Das
Ammoniakniveau im Blut der Versuchsschafe war mégig niedriger als bei den
Kontrollschafen. Das Harnstoffniveau verminderte sich zu Ende des Versuchs bei
den Kontrollschafen, Die Ammoniakkonzentratibn in der Pansenfliissigkeit war
niedriger bei den Versuchsschafen, was von einer Bindung der Ammoniumionen
an Bentonit zeugt. Kurzfristige Verfolgung der Pansenmikroflora beim Rind nach
der Fiitterung zeigte eine Erhdhung der Menge dieser Mikroflora, aber eine lang-
andauernde Untersuchung der Mikroflora bei Schafen zeigte keinen ausgeprigteren
und eindeutigen Effekt des Bentonits im Vergleich zur Kontrolle. Hidmatologische
Untersuchungen sowie einige Blutserumkennziffern brachten keine wesentlicheren
Unterschiede wéahrend der Versuchszeitperiode. Insgesamt lafit sich konstatieren,
dafl der Bentonit in den angewendeten Dosen Kkeinen ungilinstigen Einflufi auf
den Gesundheitszustand der Schafe und Rinder hatte, wobei: er die Pansenazi-
ditit und die Werte der fliichtigen Fettsduren giinstig regulierte.

Pansenpuffer; Montmorillonit; Pansenaziditdt: Pansenmikroflora; fllichtige Fettsduren

Adresa autori:

Doc. MVDr. Ludovit Slanina, CSc, MVDr. Jin Lehocky, CSc., MVDr. Josef
Sokol, CSc, MVDr. Ivan Rosival, CSec, MVDr, O. Burdova, Vysoka
Skola veterinarska, Komenského 71, 041 81 Kosice

474 VETERINARNI MEDICINA — 1973



KULTIVACE VIRU INFEKCNI BOVINNI RHINOTRACHEITIDY
— INFEKCNI PUSTULARNI VULVOVAGINITIDY SKOTU
NA STABILNI LINII EPITELU TELECTCH LEDVIN

V. Kabelik, B. Horyna, J. BratrSovsky

Ustfedni stdatni veterindrni ustav, Praha

KABELIK V., HORYNA B. BRATRSOVSKY J. Kultivace viru infekéni bo-
vinni rhinotracheitidy — infekéni pustuldrni vulvovaginitidy skotu ma stabilni
linii epitelu telecich ledvin. Vet. Med. (Praha) 18 (8) :475-484, 1973.

Prace shrnuje vysledky studii infekce stabilni linie epitelu telecich ledvin
(TL 72) v porovnani s primarmimi burikami kortexu telecich ledvin. Ve zkri-
zenych titracich pomnozi primarni burnky virus v hraniénim fedéni, které
je o 0,45 log vyssi proti bunkam stabilni linie. Pfi vysoké multiplicité
infekce, ktera zarucuje infekeci kazdé bunky, pomnozi bunky stabilni linie
virus pribliZzné do stejnych kvant jako primarni bunky. Pri nizké multipli-
cité infekce 0,1 a 0,01 je vSak titr pomnoZeného viru na linii zfetelné nizsi
v porovnani s primarnimi bunkami.

infekéni bovinni rhinotracheitida; infekéni pustularni vulvovaginitida; kulti-
vace viru IBR-IPV

K infekci virem infekéni bovinni rhinotracheitidy — infekéni pustularni
vulvovaginitidy (IBR-IPV) se nejéastéji pouZivaji primérni tkanové kultury
derivované z organt a tkéani telat. Pro jejich pfipravu byly kromé ledvin a varlat
pouzity lymfatické uzliny, embryondlni koZni tkas skotu, nadledviny, thymus,
§titna zlaza a pankreas. Bunééné kultury pfipravené z varlat (Men§ik, Roz-
ko$ny 1969) a zejména z embryondlnich tkani jsou pokladdny za citlivéjsi
k infekci v porovnani s primédrnimi kulturami ledvin narozenych telat. Pro
studium vlastnosti ptivodce nakazy IBR-IPV, popifipadé pro izolaéni pokusy
a neutralizacni testy pouzil stabilni linii epitelu telecich ledvin — MDBK S a -
bin a Parker (1963), Stevens a Groman (1963), Nelson
a kol. (1972) a TL 72 (Men§ik 1968). Price zaméfené na studium vni-
mavosti této tkariové kultury k infekci virem IBR-IPV nejsou z dostupné lite-
ratury znamé.

Tato prace predklada vysledky studii infekce linie TL 72 virem IBR-IPV
v navaznosti na vysledky porovnavacich studii s linii bunék prasedich ledvin
(linie PK), kterymi byla doloZena vysokd vnimavost této linie k infekci virem
Aujeszkého choroby (Kabelik, Korych 1968). Citlivost linie TL 72 je
porovnavdna s citlivosti primarnich bunék telecich ledvin na infekci virem

IBR-IPV.
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MATERIAL A METODY L3

VIRUS

Pracovali jsme s péti kmeny viru IBR-IPV, a to s kmenem V-19, V-25,
V-132, V-133* a V-Kogice* *. Kmeny byly pasdZovany paralelné na TLP a TLS.
Kmeny pasdzované na TLP jsou oznaleny: V-19/25-34%* V-25/29-70, V-132/
/25-32, V-133/21-26, V-Kosice/3-6. Kmeny pasidzované na TLS jsou oznadeny:
V-19/XIX-XXIV*, V-25/XX-XXXIV, V-132/XI-XX, V-133/XVI a V-Kosi-
ce/V-VIII. Vsechny kmeny byly uchovavany pti teploté —50 az —60 °C.

TKANOVE KULTURY (TK) A JEJICH INFEKCE

Pracovali jsme s neklonovanou bunéénou linii TL 72 (TLS) a s primarnimi
burikami telecich ledvin (TLP), pfipravenymi béznou trypsinizaéni technikou
(Dulbecco a Vogt 1954). Kultivovali jsme je v Earlovu roztoku s 0,5 %
laktalbuminhydrolyzatu, 0,01 % yestolextraktu a 10,0 % inaktivovaného teleciho
séra; pH roztoku bylo upravené na hodnotu 7,4. Zkumavkové kultury byly
zakladany bunéénou suspenzi o denzité 250 000 bunék/ml roztoku. V pfevainé
vét§iné experimenttd byly k infekci pouzivany buﬁky TLS po inkubaci 48 hodin
a TLP vidy v 1. subpasdzi po inkubaci 72 az 96 hodin, nebot v pfedchozich
orientaénich pokusech jsme si ovérili, ze ,stafi“ TLS do 48 hodin a TLP do 96
hodin signifikantné neovlivni morfologické projevy indukované virem, ani kvan-
tum pomnozeného viru. Po infekci a jednohodinové adsorpci viru pti 20 °C byly
TK prevrstveny udrZovacim Earlovym roztokem s 5 % kotiského séra. Titrace
viru byly délany systémem ¢tyf nebo péti zkumavek pfi dasledném zabezpeleni
porovnatelnosti dosazenych vysledkd. Infekéni titry byly kalkulovany podle
Reed-Muenche. Hodnoty jsou vdzany na 0,1 ml inokula, kterym byly zkumavkové
kultury infikovdny. Kvanta viru pomnoZeného ve TK byla stanovena titraéni
metodou na TLP.

Reprodukéni cyklus extraceluldrniho a intraceluldrniho viru byl sledovan
na TK ve zkumavkich a 30ml Rouxovych lahvich, pfi multiplicité zarucuji
infekci vSech bunék (0,1 ml a 3,0 ml viru fedéného 10~!). Po adsorpci a od-
sati rezidudlniho viru byly TK dvojndsobné proplachnuty pufrovym roztokem
a prevrstveny 1 ml, popfipadé 20 ml udrZovaciho media. Pro sledovéni repli-
ka¢niho cyklu extraceluldrniho viru jsme sklizeli a odstfedili kultivaéni roztok
vidy ze Sesti zkumavek, popfipadé ze dvou Rouxovych lahvi, v pfedem sta-,
novenych ¢asovych limitech. Intracelularni virus jsme ziskdvali opakovanym
zmrazenim TK a bunééného centrifugatu kultivaéniho roztoku po predchoz1m
proplachu pufrovym roztokem.

IMUNOFLUORESCENCE

Virus ve TK byl detekovdn pfimou imunofluorescenci. Konjugéat** z hove-
ziho séra byl uzit v pracovnim fedéni 1 :16. Sklickové kultury byly fixovany
acetonem a po osuSeni, pfevrstveni konjugitem, inkubaci pti 36 °C byly pro-
hlizeny mikroskopem ML-2 pfi zvét§eni 320X.

+) Kmeny pochazeji ze sbirky mikroorganismt VUVL Brno
++) Kmen jsme ziskali laskavosti prof. dr. Vrtiaka z V8V Kogice
*) Pocet pasazi
**) Komeréni vyroba, Bioveta, Nitra
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VYSLEDKY

Virus IBR-IPV vytvaii na TLP i TLS zfetelny a charakteristicky cyto-
paticky efekt (CPE). Zacatek morfologickych zmén je zavisly na koncentraci
‘virové suspenze. Po infekei nafedénym virem zainaji na obou tkafiovjch systé-
mech za 12 az 18 hodin, v nejvétich fedénich se vyvijeji do 144 hodin. Virus
o vysokém titru (mapt. 10°) vyvold dplnou destrukci bunék do 36 hodin,
" postupnym Fedénim maji cytopatické zmény loziskovy charakter (obr. 1, 2, 3).
*Morfologie CPE na TLP a TLS je velmi podobnd a za¢ind granulaci, shluko-
“vanim; postupnym zakulacovanim a sifovitym usporadamm bunék, které sec
s postupem casu uvoliiuji od stény. U TLP se CPE §ifi na buriky v Sirokém
okoli, popfipadé prechazeji na celou tkan. Naproti tomu u TLS se loziskové
morfologické zmény é&asto lokalizuji, takZze okolni tkafl ziistdva intaktni.

1. Linie bunék TL 72 — kontrolni kul- 2. CPE indukovany virem IBR-IPV v buii-
tura za 48 hodin (zvétseni 100X) kkdch linie TL 72 za 48 hodin po infekeci
(zvétseni 100X)

Porovnani replikaéniho cyklu viru IBR-IPV a stanoveni ¢asového limitu
ke sklizni nejvétsich kvant extracelularniho viru na TLP a TLS je patrné z risto-
vych kfivek ¢tyt studovanych kmendt (obr. 4 az 7). Ukéazalo se, Ze ristové
ktivky viru IBR-IPV na TLS a TLP maji téméf shodny pribéh, s vrcholem
desazenym v casovém rozmezi od 36
do 48 hodin. Mezi koneénymi kvanty
extraceluldrniho viru nepozorujeme sig-
nifikantni rozdil. Jistd vyjimka byla
zaznamenana u kmene V-19/23, a to
v kvantech pomnozného viru, ktera ve
stanovenych ¢asovych limitech jsou
u TLP vyssi v porovnani s TLS s ma-
ximalnim rczdilem 1 log na vrcholu
kiivky. Replika¢ni cykly maji pfiblizné
stejné dlouhou latentni fazi 8 — 12 hodin,
‘ve které nékdy, nikoliv vSak pravidelné,
muzZe nastat i pokles titru. Porovnanim
-replikac¢nich cykld jednotlivych kment
‘ebyl pozorovan signifikantni rozdil.

3. CPE — shluk bunék a loziskovy roz-
Roslikatiit svkd s 5 lula pad bunék indukovany virem IBR-IPV

eplikacni cykly viru intracelular-  y pyakach linie TL 72 za 40 hodin po
niho a extraceluldrniho, sledované na  infekeci (zvétdeni 50X)
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TLS, maji ofekavany prubéh s ekliptickou a latentni fazi étyfi az dvanact hodin
a s vrcholem maximélniho titru za 24 a 36 hodin (obr. 8—10).

Vnimavost TLS a TLP k infekci virem IBR-IPV byla zjistovdna zkfizenymi
titracemi pasdZovanych kmeni viru na obou TK. U kmeni pasidZovanych na TLP
bylo udélano 11 az 37 rychlych sukcesivnich pasazi, podobné u kmend pasa-
zovanych na TLS bylo udéldno 16 az 29 pasazi.

Z vysledkt shrnutych v tab. I je zfejmé, ze TLP v porovnani s TLS jsou
schopné za formace CPE pomnozit kvanta viru v hrani¢nim fedéni, v priméru
o 0,45 log vy$sim. Pfitom je pozoruhodné, Ze vliv adaptacnich pasizi na TLS
se neprojevil.

~log 10
log 10
a-
7- .
1 == 7 1 v-19/34
6+
i 6 - v-19/23
5 -
4 4
3] 3
2+ 2
1 1
T T |, - T o T L)
MR % 36 ;S % ol 4872 24 36 48 60 hod

4. Rustova krivka kmene V-25/21 na pri- 5. Ristova kiivka kmene V-19/23 a V-

marnich burnikach telecich ledvin a linii -19/34 na stabilni linii TL 72 a primar-
TL 72; titr 6,23 nich burikach telecich ledvin; titr V-19/23
A A stabilni linie TL 72 — 5,50; titr V-19/34.— 17,3
@) O primarni bunky A A stabilni linie
O———0 primarni bunky
~lag 10
~log 10
a -
- a-
7-
- 7-
6: 6 -
54
4 51
4
-4 L-‘
3] 3:
2] 21
14 -
c8tw 2, 36 @ 60 hod “81 22 36 8 60 tod

6. Rustova krivka kmene V-132/22 na 7. Rustova kiivka kmene V-133/18 na
primarnich butikdch telecich ledvin a li- primarnich bunkach telecich ledvin a li-
nii TL 72; titr 6,66 nii TL 72; titr 6,00 !
A A stabilni linie A stabilni linie

O——0Q primarni bunky O——0O priméarni bunky
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I. Porovnéani citlivosti
virem IBR-IPV

primarnich bunék telecich ledvin a linie TL 72 k infekci

Kmeny pasiZované na primdrnich bunkéach Kmeny pasazované na linii TL 72
telecich ledvin
titry viru na titry viru na
kmen | rozdil kmen rozdil
TLP | TLS TLP | TLS
V-19/25 7,49+ 17,16 0,33 V-19/XIX 7,49 | 7,07 0,42
V-19/33 6,50 | 6,00 0,50 V-19/XXIX 5,76 | 5,50 0,26
V-19/51 5,33 | 4,50 0,83 V-19/XXVII 6,66 | 6,23 0,43
V-25/53 6,83 | 6,63 0,20 V-25/XX 6,47 | 5,83 0,64
V-25/58 6,66 | 6,33 0,33 V-25/XXIX 6,54 | 6,50 0,04
V-25/70 7,66 | 7,00 0,66 V-25/XXXII 7,00 | 6,33 0,67
V-132/25 6,16 | 5,63 0,53 V-132/XX 7,16 | 6,62 0,54
V-132/32 7,50 | 7,33 0,17 V-132/XVI 6,50 | 6,16 0,34
V-133/22 6,16 | 5,49 0,67 V-Kosice/V 7,66 | 7,00 0,66
V-133/26 7,23 | 7,00 0,23 V-Kosice/VI | 6,50 | 6,00 0,50
* log; /0,1 ml
-log 10
8 A - log 10
7 ¥ 8 9
6 -
5 -
4
3 -
2 B
1 J
06 12 268 36 hod 04 12 2028 3% @ hed

8. Rustova krivka. intracelularniho a ex-
tracelularniho viru na linii TL 72; kmen

V-25/XXXII; titr 6,33
— — — — intracelularni virus

extracelularni virus
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9. Rustova krivka intracelularniho a ex-
tracelularniho viru na linii TL 72; kmen
V-132/X1; titr 6,66

— —— — intracelularni virus
————— extracelulami virus
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. II. Porovnani vnimavosti primarnich bunék telecich ledvin a linie TL 72 k infekeci

virem IBR-IPV po slepé pasazi na TL 72

!

Kmen TLP TLS Rozdil | TLS,** | Rozdil [Rozdil TLS,- TLS
V-19/34 6,16+ 5,37 0,79 5,83 0,33 0,46
V-25/29 5,66 5,50 /0,16 5,50 0,16 0,00
V-132/25 6,16 5,63 0,53 5,83 0,33 0,20
V-133/22 6,16 5,49 0,67 ‘5,83 0,33 0,34
V-Kogice/3 7,66 7,33 0,33 7,54 0,12 i 0,21

" log;/0,1 ml
"+ titry po pasdzi na linii TL 72

Otazku, zda mald kvanta inokulovaného viru na TLS vedou v kazdém
pfipadé k cytopatickym zméndm, nebo zda virus se pomnoZzi bez formace CPE,

- méla objasnit jedna subpasdz s tkafiovym mediem hrani¢niho fedéni viru (tab.
II). Ukazalo' se, ze ve ¢&tyfech pfipadech z péti bylo tfeba korigovat pilivodni
titraéni vysledky. I kdyz logaritmicky rozdil mezi vysledky titraci na TLP
a TLS se v praméru snizil o 0,25 log, vzdy titry dosazené na TLS zistaly —
v porovnani s TLP — niz§i. Vnimavost TLS se zfetelné nezvysila ani pfi
infekci bunééné suspenze, jen morfologické projevy byly ponékud vyraznéjsi.

-leg ©

T T A Ll

046 12 %28 3%

hod.

intracelularniho a
linii TL 72:

10. Rustova krivka
iextracelularniho viru na
kmen V-Kosice/VI; titr 5,66

- — — — intracelularni virus
————— extracelularni virus
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Zavislost ~maximalniho kvanta
pemnozeného viru na velikosti inokula
je shrnuta v tab. III. Infikovdna byla
jak bunéénd suspenze TLP a TLS, tak
monolayer obou TK, po pfedchozi 48-
hodinové inkubaci. Uvedené casové li-
mity pro sklizeil viru jsou ddny na jed-
né strané uplnou destrukei infikova-
nych TK, na druhé strané maximalni-
mi hodnctami dosazenych titrd. Pfi
multiplicité infekce 0,01 (M 0,01)
u TLS maximalni titry nebyly vét§inou
rrevazeny Uplnou  destrukei  tkdné.
Ukézalo se, ze TLS pfi multiplicité
infekce 0,1 (M 0,1) pomnozi virus do
titru, ktery je v porovnani s TLP v pri-
méru ¢ 0,47 log nizsi. P¥i multiplicité
0,01 se rozdil v dosazenych titrech zvy-
§il v pruméru na 1,14 log. Porovnanim
vysledku titraci po infekci bunééné sus-
penze a monolayeru TLP a TLS pfi
M 0,1 jsou titry viru na TLS dokonce
2 1—2 log niz§i. Je tfeba zduraznit, ze
u TLP pfi obou multiplicitich infekce
rebyl prokdzan signifikantni rozdil
v kvantech pomnoZeného viru, at se jiz
jednalo o infekei bunééné suspenze
nebo monolayeru.



II1. Porovnani vnimavosti primarnich bunék telecich ledvin a linie TL 72 k viru
IBR-IPV pri multiplicité infekce 0,1 a 0,01

; Infekce bunééné suspenze Infekce monolayeru
l Kmen multiplicita infekce 0,1 multiplicita infekce 0,01 multiplicita-infekce 0,1
hod. | TLP | TLS | rozail hod.] TLP | TLS | rozdil | hod. | TLP | TLS | rozdil
V-25/XXXIT | 48| 6,66 | 6,66* 72 | 7,54 | 6,66 | 48 ‘ 7,00 ] 5,66
titr 6,33 0,34 f , 0,88 2,00
72| 7,00 | 6,66 % | 7,00 | 5,66 | 72| 7,66 | 500
V-132/X1 48 | 6,00 | 6,33 72 | 6,66 | 566 l | 48| 7,66 | 6,66
titr 6,66 | 0,21 | 1,00 | | 1,00
72 | 7,54[ 7,33 96 I 6,66 | 5,33 | | 72 ‘ 7,00 | 6,66
V-Kosice/VI | 48‘ 7,00 | 6,54 72 | 6,83 | 566 | | 48 ’ 7,50 | 3,23
| titr 5,66 | il ome | wam 0,88 , 1,54 1,84
| | 2|7, g % | 7,54 | 6,00 72| 733 | 566
* log;/0,1 ml

11, CPE indukovany virem IBR-IPV v
bunkach linie TL 72 za 24 hodiny po
infekei — imunofluorescentni prukaz an-
tigenu (zvétSeni 180 X)

Imunofluorescenci lze virus prokdzat ve tkanovych kulturach TLP a TLS
za 12 az 15 hodin po infekci. Imunofluorescenénimi protilitkami bylo mozné
antigen prokdzat pouze v mistech morfologickych zmén, tzn., Ze titry kalkulo-
vané pii zkfiZenych titracich na TLP a TLS na zdkladé CPE byly shodné
s vysledky titraci odedtenych imunofluorescenéni technikou (obr. 11).

DISKUSE

Predlozena prace shrnuje vysledky studii kultivace viru IBR-IPV na sta-
bilni linii epitelu telecich ledvin v porovnadni s primarnimi buiikami telecich
ledvin.

Virus IBR-IPV vytvaii na TLP i TLS zfetelny a charakteristicky CPE.
Nastup CPE po infekci vysokym kvantem viru zacind za 12 az 18 hodin;
144 hodiny je maximdalni doba nutnid pro formaci morfologickych zmén, a to
i pro nejmensi kvanta viru. Tato zji§téni jsou v souhlase s iidaji Armstronga
a kol. (1961) a Mens§ika (1968). Detekce antigenu imunofluorescenénimi
protildtkami byla vdzdna na mista morfologickych zmén.
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U kinetiky replikace viru IBR-IPV na TLP a TLS maji casové limity
pro jednotlivé faze cyklu platnost pro obé uvedené TK. Pii multiplicité infekce,
pii které byly infikovany vSechny buiiky, latentni faze replikaéniho cyklu trvala
8 az 12 hodin; néasledna faze vzestupu titru extraceluldrniho viru byla ukon-
Cena ve vétsiné pfipadu za 36 hodin, nejpozdéji za 48 hodin po infekci. Pouze
u kmene V-25 a kmene V-19 tato fdze dosahla vrcholu téméf za 24 hodiny,
popfipadé za 28 hodin. Uvedené casové limity lezi v rozmezich, kterd uvadéji
pro TLP Hahnefeld a kol. (1965), Jasty a Chang (1969),
House a Baker (1971), Buening a Gratzek (1967), Bind-
rich (1960) a pro TLS (linie MDBK) Sabina a Parker (1963)
a Stevens a Groman (1963). Podobné eklipticka faze na TLS, trva-
jici ¢tyfi hodiny, je ve shodé s udaji Sabina a Parkera (1963),
Hahnefelda a Schulze (1965) a jinych. Vrchol maximélniho vzestupu
intracelularniho viru byl dosazen za 24 hodiny proti ddajim Hahnefelda
a kol. (1970), House a Bakera (1971), Bueninga a Gratzeka
(1967), ktefi uvadéji 14 az 16 hodin. Casové intervaly mezi skliznémi viru
jsou vSak v naSich experimentech delsi, takZe obdobi 16 hodin neni podchy-
ceno. U TLS uvadéji Sabina a Parker (1963), podobné jako Stevens
a Groman (1963), podstatné kratsi dobu této faze — 10 az 12 hodin.

Pro replikaéni cykly viru IBR-IPV na TLP a TLS je podstatné, Ze u riis-
tovych kfivek neni signifikantni rozdil nejen mezi jejich prabéhem v zévislosti
na Casu, ale také mezi jejich vzdjemnym postavenim. Obé TK, az na jednu
vyjimku, pomnozily virus do kvant, mezi kterymi nebyl rovnéz signifikantni
rozdil. V pribéhu replikaéniho cyklu mohou odchylky ve vzdjemném postaveni
rustovych kfivek do jisté miry naznacovat rychlost uvolfiovani extraceluldrniho
viru. Interval mezi detekci intracelularniho a extracelularniho viru je indikaci
v buiice po jistou dobu zadrzeného viru pred jeho naslednym uvolnénim.

Vnimavost porovnavanych TK na infekci virem IBR-IPV byla sledovana
zkfizenymi titracemi kment o rizném poétu ,adaptaénich“ pasidzi na obou tka-
fovych systémech. TLP v porovndni s TLS jsou schopné pomnoZit s formaci
CPE kvantum viru v hraniénim fedéni vzdy vy$§im, v priméru o 0,45 log
(v rozmezi od 0,17 do 0,83 log u kment pasdzovanych na TLP a od 0,04
do 0,67 log u kment pasazovanych na TLS). Vliv pasiZi na stupefi adaptace
se neprojevil. I kdyZ vysledky titraci u TLS, po jedné slepé pasazi s mediem
hrani¢niho fedéni, bylo nutné ve &tyfech pfipadech z péti korigovat, zlstala
vyska titrd u TLP v priaméru o 0,25 log vy$si.

Porovnani titrdt na TK stejného typu u kment pasdzovanych na TLP
nebo TLS odpovida postaveni riistovych kfivek na TLP a TLS a soucasné
ukazuje, Ze pfi multiplicité infekce, zaruéujici infekci kazdé buriky, je schop-
nost TLP a TLS pomnozit virus, co do koneénych kvant, stejna.

Zavislost maximalniho kvanta pomnoZeného viru na velikosti inokula byla
sledovana za uziti multiplicity infekce 0,1 (M 0,1) a 0,01 (M 0,01) u obou
TK. Ukazalo se, ze TLP jsou pfi infekci bunétné suspenze schopné pomnozit
virus bez ohledu na velikost inokula do stejnych titri. Pro sklizei maximal-
nich kvant viru u TLP rovnéz nerozhoduje zpiisob infekce — zda je infi-
kovana bunééna suspenze ¢i monolayer. Naproti tomu u TLS je nejen zdvislost
kvanta pomnozeného viru na velikost inokula zfejma, ale i zpisob infekce miize
mit podstatny vliv na mnoZeni viru. Jestlize u M 0,1 pfi infekci bunééné suspenze
pomnozily TLP proti TLS virus do titru, ktery je v priiméru o 0,47 log vyssi,
pak u M 0,01 jsou kvanta pomnozeného viru na TLS v priméru o 1,14 log
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ni
ni

. Také v zavislosti na zpusobu infekce mohou byt titry viru na TLS o 1 log
proti vysledktim titraci na TLP.

Z porovnavacich studii zjistujeme na jedné strané, ze TLP a TLS pii vy-
soké multiplicité infekce maji schopnost pomnozit virus do kvant, mezi kterymi
neni signifikantni rozdil, na druhé strané pfi nizké multiplicité infekce jsou
titry viru u TLS proti TLP zfetelné niz§i. Tato skutecnost je projevem snizené
vnimavosti TLS k infekci virem IBR-IPV. I kdyZ by bylo tieba vysvétleni
doloZit podrobnym studiem, lze soudit, ze u TLS se uplatiiuji mechanismy,
které narusuji §ifeni viru v tkani. Interferonovy mechanismus se ndm nepodatilo
prokazat. Slozkou vlastnostmi podobnou interferonu by vSak mohly byt bunééné
receptory, které jsou schopné zménit virus bez poskozeni tak, Ze po eluci neni
schopen infikovat buriky sousedni.

Technicka spolupréace: E. Pec_houéové, B. Cisarova
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KABEJIUK B.,, TOPMHA B.; BPATPIIOBCKH SI. (IlenTpansHbiif rocynapCTBEHHLIH BeTepH-
HAapHBIH MHCTHTYT, oTnea suposoruu, IIpara, Uexociosakus). KyrsrHBHpoBaHHE BHPYCOB HH-
dexnuoHHOrOo 6BITBEr0 PHHOTPaXeMTA — HMHQEKIMOHHOIO IyCTYJe3HOTO BYNbBOBAIMHHMTA KPYNHOIO
poraroro ckora (IBR-IPV) Ha crabmasusie nmamm smurenus Tensusux mouek (TII 72). Vet.
Med. (Praha) 18 (8) :475-484, 1973.

B pa6ore monmiToKeHbI pesyJbTaThl M3ydeHHMs MHOEKIMH CTaOuIBHON JIMHMH SIHTENUT TeJSAYbHX
nogexk (TIT 72) B cpaBHeHMM ¢ NEPBMYHBIMH KJETKaMU KOPHI TeNA4bHMX Iouyek. B ckpemeHHbIX
THTPAIMAX IePBHYHLIE KJIETKH yMHOXKAi0T BHPYC B IpelesibHOM pasfasiaenun, xoropoe Ha 0,45 log
Bbillle IO CPaBHEHMIO C KieTKaMH crTabusabHOi JsuHuE. Ilpn pasHooSpasum unbexuuwu, rapax-
THPYIOIeH 3apajKeHHe KaKOOH KJETKH, KJIeTKH CTabMIBHOH JMHHM yMHOKAIOT BHpPyC NpHOJIH-
3UTEJIBHO HA TaKoe jKe KOJMYECTBO, KaK mnepsuuHbie KieTku. Ilpu Huskoit pasnoobpasum undex-

puu 0,1 u 0,01 TuTp yMHOXKEHHOro BHpyCa Ha JIMHMIO SBCTBEHHO HMJKe II0 CPaBHEHHIO C rep-
BUYHBIMH KJETKaMH. '

WHPEKITHOHHbIA OblYHii pUHOTPaxenuT; MHPEKIUOHHBIM I1yCTyJe3Hbli ByJbBOBATHHMT; KyJbTHBAI[MT
supyca IBR-IPV

KABELIK V., HORYNA B. BRATRSOVSKY J. (Central State Veterinary Insti-
tute, Department of Virology, Prague, Czechoslovakia). The Cultivation of the Virus
of Infectious Bovine Rhinotracheitis — Infectious Pustular Vulvovaginitis (IBR-IPV)
in a Stable Line of Calf Kidney Epithelium (TL 72). Vet. Med. (Praha) 18 (8):
475-484, 1973.

The paper sums up the results of the studies in the infection of a stable line
of calf kidney epithelium (TL 72) in comparison with the primary cells of the
kidney cell cortex. In crossed titrations the primary cells multiply the virus
in a marginal dilution which is higher by 0.45 log than in the cells of the
stable line. If the infection multiplicity is high, with all cells being infected,
the cells of the stable line multiply the virus approximately to the same quantity
as the primary cells. On the other hand, if the infection multiplicity is low (0.1
and 0.01), the titre of the multiplied virus is much lower in the line than
in the primary cells.

infectious bovine rhinotracheitis; infectious pustular vulvovaginitis; cultivation of
the IBR-IPV virus

KABELIK V., HORYNA B. BRATRSOVSKY J. (Zentralstaatsinstitut fiir Vete-
rindrwesen, Abteilung der Virologie, Praha, Tschechoslowakei). Kultivation des
Virus der infektiosen bovinen Rhinotracheitis — infektiosen pustularen Vulvova-
ginitis der Rinder (IBR-IPV) auf der stabilen Epithellinie der Kalbsnieren (TL 71).
Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 475-484, 1973.

Die Arbeit faft die bei dem Studium der Infektion der stabilen Epithellinie
der Kalbsnieren (TL 72) gewonnenen Ergebnisse zusammen, im Vergleich zu den
primdren Zellen des Kalbsnierenkortexes, In gekreuzten Titrationen vermehren
die primédren Zellen das Virus in einer Grenzverdiinnung, die im Vergleich zu
den Zellen der stabilen Linie um 0,45 log hoher ist. Bei einer hohen Inféktions-
multiplizitat, die die Infektion einer jeden Zelle gewdhrleistet, vermehren die
Zellen der stabilen Linie das Virus ungefidhr auf dieselben Quanten wie die
primédren Zellen, Bei einer niedrigen Infektionsmultiplizitit von 0,1 und 0,01 ist
jedoch der Titer des vermehrten Virus auf der Linie deutlich niedriger im Vergleich
zu den priméren Zellen.

infektiose bovine Rhinotracheitis: infektiose pustulare Vulvovaginitis: Kultivation
des Virus IBR-IPV
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VYUZITI OTISKOVYCH PREPARATU V IMUNOFLUORESCENCNI
DIAGNOSTICE VIROVE GASTROENTERITIDY PRASAT

B. Horyna

Ustredni statni veterindrni istav, Praha

HORYNA B. Vyuziti otiskovych preparditi v imunofluorescenéni diagnostice
virové gastroenteritidy prasat. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 485-489, 1973.
Imunofluorescenéni vygetreni otiskovych preparati stfev selat nemocnych vi-
rovou gastroenteritidou lze vyuzit pro rychlé stanoveni diagnézy. Byla po-
rovnavana metoda histologickych fezt s imunofluorescenénim vysetienim otis-
kovych preparata stfev selat nemocnych virovou gastroenteritidou. Podle vy-
sledka lze tuto rychlou diagnostickou metodu pouzit pro rutinni vySetiovani
selat z prirozenych epizootii VGP. OvSem upozortiujeme na jeji 90, spolehli-
vost pri srovnani s konformni metodou histologickych fez.

virova gastroenteritida; imunofluorescence:; otiskové preparaty

V posledni dobé nabyvid imunofluorescenéni stanoveni diagnézy infekénich
chorob stile vétsiho uplatnéni.

U virové gastroenteritidy prasat (VGP) pfedstavuje tato metoda zatim
nejschidnéjsi cestu pro rychlé a pomérné spolehlivé stanoveni diagnézy. Dia-
gnostika této nakazy podle klinickych pfiznakd, patologicko-anatomického néa-
lezu a epizootologické situace je nedostatecna, vyuziti biologického pokusu je
casové narofné a nékdy i obtizné. Histologickym vySetfenim tenkych stiev
(Trapp a kol. 1966, Zuravlev 1964) a hematologickym vySetfenim
(Olson 1971) se zjistuji zmény vSeobecného charakteru, které je moZno
pozorovat pfi prijmovych onemocnénich selat.

Pro pfimou imunofluorescenéni diagnostiku VGP je zavedena metoda histo-
logickych fezli jejuna a ilea, jak ji popsal Pospisil a kol. (1969). Prikaz
viru VGP v otiskovych preparatech z tenkych stfev, mezenterdlnich miznich
vzlin a tonsil popisuji Konishi a Bankowski (1967), ktefi k tomu
Gcéelu pouzili experimentdlné infikovanych SPF selat. Kromé toho pro studium
této nakazy vyuzivali tkdnovych kultur, stejné jako Norman a kol. (1968),
McClurkin (1965) a Stépanek a kol. (1969).

V predklddané praci jsme porovnavali spolehlivost vySetfeni VGP metodou
otiskovjch prepardti a metodou histologickych fezi.

MATERIAL A METODY

Byla vysetfena celkem 262 selata ze 61 lokality ve stafi od tfi do deseti
dnti pro potvrzeni nebo vylouceni VGP.
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Zpracovani materidlu: Ihned po usmrceni selat byly odebrany
vzorky pro histochemické vysetfeni a asi 1 ecm dlouhé vzorky v riznych dseku
tenkého stfeva pro otiskové preparaty. Otiskové preparaty byly zhotoveny pfi-
tlatenim nahfatého podlozniho sklicka k podélné rozstfiZzenému tuseku stiev.
V pfipadé, Ze stfevo obsahovalo zbytky potravy, bylo pfedem proplachnuto
injekéni stfikackou sterilnim fyziologickym roztokem. Nékteré useky stfev jsme
nerozsttihavali, ale obratili luminem vné, navlékli na tampén, oplachli ve fy-
ziologickém roztoku a udélali otisk celého lumen stfeva. Od tohoto druhého
zplisobu bylo pozdéji upusténo pro pracnost, protoze se neprokazal rozdil v kva-
lité mezi obéma zpisoby zhotoveni otisku.

Otiskové preparaty byly fixovany po dobu 20 minut ve vychlazeném ace-
tonu pti +4°C. Potom byly pfevrstveny globulinem znaéenym FITC proti
VGP, umistény ve vlhké komtrce a inkubovany 30 min pfi termostatové teploté.
Dale byly 2 X 10 min propirdany v pomalu cirkulujicim veronalovém pufru
o pH 8,7, ktery byl jednou ménén. Otisky byly montovany do pufrovaného
glycerinu o pH 7,2 a prohliZzeny fluorescenénim mikroskopem Ml—2 s rtutovou
vybojkou DRS — 250 W, s excitaénimi filtry: FS 1—2, BS 8—2, SZS 7—2,
zdbrannym okuldrovym filtrem ZS 18—2, osvétleni shora s binokuldrni hlavici
S faktorem 1,1krat. ZvétSeni: 200—450.

1. Pozitivni fluorescence enterocytu pri- 2. Vyrazna fluorescence enterocytii (zvéts.
rozené infikovaného selete (zvéts. 10X 3, 40X 3, film ORWO 27 Din, expozice 4
film ORWO 27 Din, expozice 6 min) M)

3. Specificka fluorescence shluku ente-
rocytu (zvéts. 40X 3, film ORWO 27 Din,
expozice 4 min)
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Jako kontrol bylo pouzito:

1. otisky vySetfovaného materidlu byly pfevrstveny negativnim prasecim
konjugétem;

2. otisky tenkého stfeva zdravého selete byly pfevrstveny pozitivnim konju-
gatem,;

3. otisky vySetfovaného materidlu byly prevrstveny pozitivnim imunnim
sérem nekonjugovanym a po dikladném vyprani byly pfevrstveny pozitivnim
konjugatem.

Stejné kontroly byly zalozeny pro metodu histologickych fezil.

VYSLEDKY I. Porovnani otiskovych preparati s his-
tologickymi fezy

V enterocytech stfevni vystelky

b | . .

tenkych stfev selat nemocnych VGP tVysledekI $rigkove t Histologicks

o A : S preparaty rezy
byla pfimou imunoilucrescenéni metz- ‘ 0 ]
dcu zjisténa jejich vyraznd iluorescen- | pogi- ‘
ce. Cytoplazma infikovanych bun¢k | tivni 90 | 99
vykazovala zlutozelenou fluorescenci, | ‘ -
vét§inou dirazni, celé hmoty cytoplaz- t Nega- '

tivni | 152 , 143

my nebo méné casto ve formé jemnych
granuli. Naproti tomu cytoplazma bu-
nek neinfikovanych nebo v negativnim
preparatu mela svétle zelencu nebo az tmaveou barvu, takze buiky byly v zorném
poli vidét jako slabé rozeznatelné pozadi (obr. 1, 2, 3).

Vysledky ziskané otiskovymi prepardty byly druhy den porovnavany s vy-
sledky ziskanymi vySetfenim histologickych feza (tab. I).

Z tabulky je zfejmé, Ze v 99 piipadech byla VGP diagnostikovdana IF
vySetfenim histologickych fezii, zatimco vySetfenim otiskovych preparata jen v 90
ptipadech.

DISKUSE

Vyuzitim otiskovych prepardti ze stfev nemocnych selat a pfimou imuno-
fluorescenéni metodou je mozné diagnostiku VGP podstatné zrychlit. Vysledku
lze dosdhnout touto expres metodou jiz béhem dvou hodin. Pro metodu imuno-
fluorescenéniho vy$etfeni histologickych fezt, jak uvadi Pospi§il a kol
(1969), je tfeba casového tdobi nejméné 24 hodin, nehledé¢ na to, Ze tato
technika je ndrocnéjsi po vsech strankach.

Nejsilnéj$i a nejmasivnéjsi fluorescence enterocyti byla pozorovana u selat
na vrcholu klinického onemocnéni, coz odpovida stari selat od tfi do péti dna.
Pro naSe vySetfovani nebyl vidy tento vhodny materidl zasilan. Na vySetfeni
byla zasldna selata na pocatku infekce, kde byl i maly pocet infikovanych
bunék, nebo naopak byla zasilana posledni pfeZivajici selata z vrhu, u nichz
je stanoveni diagnézy velmi obtizné. Méli jsme moZznost si to nékolikrat overit
vyjezdem do terénu a odbérem novych vzorkl. V téchto pfipadech se jevi
otiskové prepardty méné citlivé nez histologické fezy. Tim si lze vysvétlit jen
priblizné 90% spolehlivost ve srovnani s vysledky dosahovanymi vySetfenim
histologickych rezt.
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Pospisil a kol. (1969) upozoriiuje na vétsi nebezpeli nespecifické
fluorescence u otiskovych preparati. Nepozorovali jsme silnéjsi nespecifickou
{luorescenci, a naopak u otiskovych preparati nedochazi k nespecifické fluores-
cenci baze vsech enterocytti, jak se stivd v nékterych piipadech u histologickych
fezli. Rovnéz nevznika nespecificka fluorescence histiocyti.

Konishi a Bankowski (1967) pozorovali v otiskovych prepara-
tech ze stfev experimentalné infikovanych SPF selat pozitivné fluoreskujici entero-
cyty jen v 73,3 % ptipadi. K infikovdni pouzili selata sedm dni stard a vy-
etfovali je rtiznou dobu po infikovani (1—7 dni), coz mizZe byt piic¢inou
pomérné nizkého procenta pozitivné fluoreskujicich enterocytii. TiZ autofi piesto
povazuji metodu otiskovych prepardti za dostateéné senzitivni a specifickou,
aby mohla prokazat akutni infekci VGP jiz v prvnich dnech onemocnéni.
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I'OPLIHA B.(IlenrtpaneHblil ToCcymapcTBeHHbI BerepuHapHeiit uncruryr, [lpara, Uexociosaxus).
Hcnons3oBanme mnpemapaToB C OTHEJaTKAMH B HMMYHOQPIYODECIEHTHOH AMArHOCTHKE BHPYCHOTO
racrposnrepura csuuei. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 485-489, 1973.

WNmmyHnodayopecuenTnoe ofcnenoBaHme mMpenapaTroB ¢ OTHEYATKAMHM KHUIOK TIOPOCAT, GOJBHLIX BU-
PYCHBIM TacTPOHTEPHTOM MOKHO HCIIOJb30BaTh IJA OblcTporo ompenmesneHus nuarHoza. C uMMy-
HOQJIyOpeCleHTHEIM O05CieN0BaHHeM TIpenapaToB C OTIeYaTKaM¥ KHINOK IOPOCAT, BOJNBLHLIX TacTpo-
9HTEPUTOM CPaBHUBAJCH METON THCTOJOTHYeCKMX cpeson. CoOrjacHoO pesyibTaTaM 8Ty CKOPOCTHYIO
JIHATHOCTHKY MOXHO NPHUMEHUTH LA pyTHHHOl"O oScnenonamm IIOPOCAT M3 eCTeCTBEHHBIX SITH-

sooruit BIIL. Onmako, mpeaynpesxnaem o ee 90 Uy mamexmocTn npu cpasHeHMM ¢ KOHGOPMHBIM
METOIOM THCTOJOTHYECKHX CpPEe3OB.

BUDPYCHBIH TaCTPO3HTEPHT; MMMYHO(JIYyOpeCUeHITHs; TpenapaThl ¢ OTIeYaTKaMu
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HORYNA B. (Central State Veterinary Institute, Prague, Czechoslovakia). The Use
of Imprint Preparations in the Immunofluorescent Diagnosis of Virus Gastroente-
ritis in Pigs. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 485-489, 1973.

The immunofluorescent examination of the imprint preparations of the intestines
of piglets diseased with virus gastroenteritis can be used for quick diagnosis.
The method of histological cuts was compared with the immunofluorescent exami-
nation of the imprint preparations of the intestines of piglets suffering from
virus gastroenteritis. As indicated by the results, this quick method can be used
for the routine examination of piglets from natural VGP epizootics. It must be
mentioned, however, that its reliability reaches 90°), in comparison with the
conventional method of histological cuts.

virus gastroenteritis; immunofluorescence; imprint preparations

HORYNA B. (Zentralstaatsinstitute fiir Veterindrwesen, Praha, Tschechoslowakei).
Ausnutzung wvon Abdruckprdparaten in der Immunofluoreszenz-Diagnostik der
Schweine Virusgastroenteritis. Vet. Med. (Praha) 13 (8) : 485-489, 1973.

Immunofluoreszenz-Untersuchungen von Abdruckprédparaten der Dérme von an Vi-
rusgastroenteritis erkrankten Ferkeln koénnen zur schnellen Diagnose benutzt wer-
den. Es wurde die Methode der histologischen Schnitte mit der Immunofluores-
zenzuntersuchung von Abdruckprédparaten der kranken Ferkel verglichen. Den Er-
gebnissen gemadf kann diese diagnostische Schnellmethode zu laufenden Unter-
suchungen von Ferkeln aus mit Virusgastroenteritis verseuchten Zuchten angewandt
werden. Wir weisen allerdings auf die neunzigprozentige Verldfilichkeit diesar
Methode beim Vergleich zu der konformen Methode histologischer Schnitte hin.

Virusgastroenteritis; Immunofluoreszenz; Abdruckpraparate
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DETEKCIA PRECIPITACNEHO ANTIGENU V KOZI A PERI HYDINY
SO ZRETELOM NA DIAGNOSTIKU MARKOVEJ CHOROBY

E. Casnocha, J. Salaj

Statny veterindarny ustav, Zvolen
Viyskumné stredisko Bioveta, Nitra

CASNOCHA E., SALAJ J. Detekcia precipitaéného antigénu v koZi a peri hy-
diny so zretelom na diagnostiku Markovej choroby. Vet. Med. (Praha) 18 (8):
491-498, 1973.

Precipitaciou v agarovom géle bol dokazovany Specificky antigén v kozi a peri
infikovanej hydiny virusom Markovej choroby (M. ch.). Specificky antigén
bol zisteny u 84,6, kurc¢iat s nadorovou formou ochorenia. U kurciat s pa-
ralytickou formou M. ch. bol antigén dokazany v 51,29,. Tiez kurcata, ktoré
prezili infekciu a klinicky neochoreli, mali v koZi antigén (50°). Neopereni
cast koze dala negativny vysledok. Rovnako bol negativny vysledok precipi-
tacie antigénov peria a koze pripravenych zo zvierat notoricky zdravych
a vakcinovanych proti M. ch. Predbezné vysledky naznacuju, ze metdda
precipitacie v agarovom géle s antigénom ziskanym z koZze resp. z peria
je Specificka, rychla a tym vyhodna pre diagnostiku M. ch, Priemerna za-
chytnost metédy (cca 65°,) upozorniuje na to, Ze negativny vysledok precipi-
tacie nevylucuje M. ch.

Markova choroba; precipitidcia v agarovom géle; virusové a bunkové antigény

Doterajsie virologické metédy diagnostiky M. ch. spocivaju hlavne na izo-
lacii pévodcu na tkanivovych kultidrach (TK) a kuracich embryach (Anonym
1970). Tieto metédy st ndroéné a pomerne zdlhavé (10—16 dni) a usku-
toénitelné len zo zZivého materialu. Preto sa hladali moznosti rychlejsieho, intra-
vitdlneho i postmortidlneho dékazu ochorenia.

Chubb a Churchill (1968) poukazali na to, ze TK infikované
virusom M. ch. obsahuju $pecificky antigén, ktory sa da dokazat v agarovej
precipitacii pomocou §pecifickych antisér. Obdobne dokazovali sérové protilatkv
u chorej hydiny pomocou antigénu pripraveného z infikovanych TK. Pritomnost
protilatok v sére sved¢i o tom, Ze hydina pri§la do styku s antigénom M. ch.
(Ahmed a kol. 1970, Witter a kol. 1971, Ianconescu a Sam-
berg 1971, Kottaridis a Luginbuhl 1972).

Stadium patogenézy M. ch. priviedlo viacerych autorov k sledovaniu distri-
bacie antigénu M. ch. v tele infikovanej hydiny. Imunofluorescenciou sa jeho
maximum zistilo v koZi, resp. v perovych folikuloch chorej hydiny (Calnek
a kol. 1969, 1970, Nazerian a Witter 1970).

Kottaridis a kol. (1968) zistili antigén M. ch. v plazme a kostnej
dreni chorej hydiny okrem fluorescen¢énej metédy aj pomocou agarovej imuno-
diftdzie. Eidson a kol. (1971) pouzil ako antigén kozu infikovanych kurciat,
v ktorej detekoval $pecificky antigén M. ch. s pozitivnymi precipitaénymi sérami.
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Tieto poznatky ndas viedli k pokusu vyuZit metddu agar-gélovej precipi-
ticie (AGP) pre doékaz pritomnosti antigénu M. ch. v kozi a v peri chorej
hydiny a ziskané pozitivne vysledky pokusu vyuZzit pre diagnostiku ochorenia.

MATERIAL A METODA

Antigén tkanivovych kultar (TK): Z infikovanych tkanivovych kultar
sme pripravili precipitaény antigén prispésobenou metédou Chubba a Chur-
chilla (1968). Virus M. ch., kmeit §-I (Casnocha a Salaj 1972),
sme kultivovali na kuracich oblickovych bunkdch v 500 mi Roux flasiach.
Druhy denn po objaveni sa charakteristického cytopatického efektu (CPE) sme
odstranili kultivaéné médium a bunkovy porast sme trikrat zmrazili (—70°C)
a rozmrazili (+37°C). Lyzovany infikovany bunkovy materidl bol pouzivany
ako pozitivny precipita¢ny antigén TK.

Antiséra: Jednodiiové kuréatd (Shaver) sme vakcinovali kmetiom
THV-Bio-I. Dva tyZdne po vakcinécii boli &elenZované virusom M. ch. S-I
(0,3 ml infekénej krvi i. p.). Precipitaéné protilatky sme zisfovali v 8. az 10.
tyzdni, kedy kurcatd boli opdt infikované i. m. krvou trikrdt v tyZdennych in-
tervaloch. Kuréata, u ktorych sa zistili precipitacné protilatky, sme vo veku
15 tyzdiiov vykrvili.

Druhé precipitaéné sérum sme ziskali z kuréiat (Hampshire), ktoré boli
infikované virusom S5-I ako jednodiiové a infekciu preZili. Vykrvené boli v 15.
tyzdni.

KoZny antigén (KA): Z laterdlnej strany lytka kurdiat sme ostri-
hali perie a odobrali sme kozu o vdhe 3 az 4 g (2 X 5 cm). V trecej miske
sme dokonale kozu rozstrihali, pridali 7 az 9 ml PBS a pomocou morského
piesku sme pripravili suspenziu. Ttto sme ponechali 2 hod. v mraznicke (—20 °C)
a po rozmrazeni odstredili 30 min. pri 12 000 obr./min. Supernatant (bez tuku)
sme odsali a pouzivali ako antigén. Pripadny zakal bol odstraneny chloro-
formom.

Perovy antigén (PA): Z lateralnej strany lytka, stehna az chrbata
vySetrovanych kuréiat sme vytrhali 40 az 50 krycich pier. Z koncov bik (cala-
mus) dizky 8 az 10 mm sme s 2 az 3 ml PBS pripravovali suspenzie, obdobne
ako u KA.

Precipitaény agar: V destilovanej vode sme rozvarili 2% ,Oxoid“
agar No 3 (Oxoid Limited-London). Po stuhnuti bol rozkrdjany na kocky
10 X 10 mm a vypierany dva dni v destilovanej vode. Tento zasobny agar
uschovdvame v chladni¢ke. Potrebné mnoZstvo agaru na precipitdciu pripravu-
jeme ako 1% agar s obsahom 8 % kuchynskej soli a upravime pH na 7,4
(Okazaki akol. 1970). Zohriatou pipetou nand$ame 5 ml agaru na podlozené
sklicko (36 X 76 mm). Pripravené agarové platne ulozené vo vlhkej komérke
v chlade pouZivame do troch tyZdiiov od pripravy.

Prevedenie precipitatného testu: Z ekonomickych dévodov sme pouzi-
vali mikrometédu. Injekénou ihlou upravenou na spésob korkovrtu sme vykra-
jovali jamky do agaru o priemere cca 1,5 az 2 mm. Jedna jamka bola stre-
dova a 5 az 6 jamiek na vrcholoch 5 aZ 6uholnika (obr. 2). Vzdialenost
medzi jamkami sa rovnala priblizne ich priemeru. Jamky sme plnili Pasteurovou
pipetou po turoveil agaru. Antigén rychlejsie difunduje, preto sme najskér do
stredovej jamky nanafali precipitaéné sérum a potom antigény do obvodovych
jamiek. AGP prebiehala vo vlhkej komérke pri 37 °C. Vysledky sme hodnotili
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.po 1, 3 a 20 hodinach pri boénom osvetleni, pomocou lupy, bez predchadza-
juceho vypierania prebytoénych bielkovin z agaru. Pre dokumenticiu resp. fo-
tografovanie vysledkov AGP sme sklicka s agarom vypierali dva dni vo fyzio-
logickom roztoku, vysusili pod papierom Wattmann & 1 a farbili 1 hod. 0,1%
kys. fuchsinom v 10% kyseline octovej. Na diferencidciu a odplavenie preby-
toéného farbiva z agarovych platni sme pouZili 2% kyselinu octova (0,5—1
hod.).

Iné metédy potvrdzujice resp. vylucujice M. ch. u kurciat sme pouzivali
podla nasho predchidzajiceho zdelenia (Casnocha a Salaj 1972).

VYSLEDKY

Specificitu AGP reakcie sme sledovali pripravou koznych a perovych anti-
génov z pokusne infikovanych kur¢iat (Hampshire) virusom M. ch. kmeiiom
S-1. 19 jednodiiovych kuréiat sme infikovali i. p. po 0,2 ml citratovej krvi z kli-
nicky chorych kuréiat. Kontrolna skupina mala 5 kurciat. Z pokusnej skupiny
klinicky ochorelo 15 kuréiat v priebehu 3 az 10 tyzdiiov (z toho 4 uhynuli
nihle a kultivdcia virusu se nedala uskuto¢nit). Styri kuréatd infekciu prezili
a boli usmrtené v 13. tyZzdni Zivota spolu s kontrolnymi kuréatami (tab. I).
V tabulkach ¢&isla v é&itateli vyjadruja pocet pozitivnych nilezov, v menovateli
je celkové mnozstvo vySetrenych zvierat.

Paralelny pokus sme previedli s morkami (9 moriek infikovanych kme-
fiom S5-I a 5 kontrolnych). Vysledok pokusu je v tab. II. Na rozdiel od pred-
chadzajiceho, bolo ukonéenie v 15. tyzdni p. i.

Obr. 1 znazoriiuje, ktora cast koze a peria infikovanych kurciat dava
najlepsiu precipiticiu s hyperimunnym sérom v agare (radidlna imunodifazia).
Z velkosti a intenzity precipitaéného prstenca sa da usudzovat na pomerné
mnozstvo antigénu. V excizach neoperenej koZe nebol precipitaény antigén, na-
proti tomu jeho najviési obsah bol v perovych brkach.

1. Specificita AGP reakcie u kuréiat

AGP - -
2 Kultivacia Patologia
Kuréatd _‘ “7| virusuna TK histolégia,
KA | PA
Infikované — Klinicky choré 13/15 ‘ 13/15 ‘ 6/7 12/15
Prezili infekciu 2/4 2/4 1/2 1/4
Neinfikované | 05 0/5 ‘ 03 © 05
I1. Specificita AGP reakcie u moriek
AGP Kultivécia Patolégia,
Morky virusu na TK histolégia
KA PA
Infikované — klinicky choré 0/3 0/3 1/2 2/3
Prezili infekciu 0/6 0/6 0/3 0/6
Neinfikované 0/5 0/5 0/2 0/5
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1. Radialna imunodifuzia antigénov M.
ch. s hyperimunnym sérom v agare
Antigény: 1 a 3 = z koZe infikovaného
kurc¢afa po vytrhani peria, 2 = z pero-
vych brk, 4 = z perovych praporov, 5 =
= z koze po ostrihani peria, 6 = z ne-
operenych casti koze

ITI. Vyvoj antigénu M. ch. v peri infikovanych kurciat

Tyzdne p. 1. vysledok AGP
i Kuréa¢. | == :
| | 2 | 3 ’ 5 ’ 7 l 8 ‘ 9 10
1 0 - } } t
2 = -+ 4 - e + (paréza)
3 (thyn)
4 0 ! t+ +
5 {- (Ghyn)
6 — } T =+ + +
7 0 - - - -
8 - | — ; - “+ + (paréza)
9 0 - -
10 0 B b - — + 4

Legenda: 0 = AGP neprevedend, + pozitivna, — negativna; u uhynutych kuréiat ¢. 3
a 5 bol patologicky nilez nidorov pozitivny

Obdobie vzniku antigénu M. ch. po infekcii v peri infikovanych kuréiat
sleduje tab. III. V pokuse boli jednodiiové kuréata infikované nizkou davkou
infekénej krvi (0,05 ml i. p.). Prvé pozitivne precipitacie PA boli tri tyZdne p. i.

Tab. IV uvadza vysledky vysetrenia hydiny z terénnych chovov i niektoré
laboratérne pokusy. Najvys$sie percento pozitivity AGP (84,6 %) sa dosiahlo
pri akitnej forme M. ch. so sG¢asnym nélezom nadorov. Kurdatd s chronickou
formou (parézy, otna forma dva kusy) mali zriedkavejiie dokdzatelny §peci-
ficky antigén M. ch. v kozi (51,2 %). Kuréatd, ktoré prezili infekciu virulentnym
virusom, mali antigén v 50 %. U kuréiat vakcinovanych, ako aj u kuréiat
notoricky zdravych (t. j. klinicky zdravé zo zdravych chovov) nebol v kozi
a peri dokazatelny antigén M. ch. Z kuréiat vakcinovanych a nasledne &elenzo-
vanych malo 75 % zvierat precipitaény antigén.

V pokuse zameranom na vyskyt precipitaéného antigénu M. ch. v rdéznych
orgidnoch infikovanych kuracich embryi sme zvolili rovnaky postup pripravy
ako pri KA. Z infikovanych embryi (kmefiom 3-1), ktoré mali uzlitkové zmeny
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1V. Vysledky precipitdcie koznych a perovych antigénov v agarovom géle

:
\ | %

. Tyzdne /o Nilez
Kuratd sk AGP | positmyeh | ey
| I
— | Y =

Zo zamorenych chovov — ‘ |
klinicky zdravé o—14 ‘ B ! 292 0/24
S akittnou formou M. .ch 414 i 22/26 84,6 18/26
S chronickou a zmieS$anou |
formon: ML, ch. 616 21/41 51,2 11/41
Vakcinované kmenom |
THV-Bio-L* 13 Or 0.0 0
Vakcinované kmenom *k
THV-Bio-1.* 2 0/20 6o =
Vakcinované -+ ¢elenzované *%
Klinicky zdsayé 5 15/20 75,0 N
Inﬂ'k_o.vané (8-1), ale infekciu 15 7/14 50,0 0/14
prezili
Notoricky zdravé 814 0/31 0,0 0/31

Legenda: * jednodnové kuri¢ky (Shaver) ockované i. m. davkou 25-250 PFU/0,2 ml virusu
THV-Bio-1
** pitva zvierat neprevedena

na chorioalantoickej blane a splenomegaliu, sme pripravili 50% suspenziu z blén,
sleziny, oblicky, pefene a koZe. Vo vsetkych (8) pripadoch sme dostali nega-
tivne vysledky.

DISKUSIA

Epitel perového folikulu podla doteraj§ich poznatkov pésobi ako hlavny
zdroj virusu pri prirodzenom S§ireni ochorenia. Toto potvrdzuju aj vysledky
detekcie precipitaéného antigénu v kozi a peri chorej hydiny. Uz tri tyZdne
po infekcii kurciat sa podarilo detekovat antigén M. ch. v perovych brkach.
Uvedeny &asovy interval sihlasi so zisteniami Eidsona a kol. (1971)
i Kenzyho a Biggsa (1967) o zadiatku vyluéovania virusu M. ch. do
prostredia infikovanymi kuréatami.

2. Precipitacia antigénu M, ch. z peria
infikovanych kurc¢iat a tkaninovych kul-
tar
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Antigén M. ch. v koZi je totozny s antigénom v peri i s antigénom pri-
pravenym z infikovanych tkanivovych kultr, pretoZe precipitaéné linie na seba
nadvizuja (obr. 2). Specificitu reakcie potvrdzuju predovietkym laboratérne po-
kusy s virusovym kmetiom S5-I, ako aj tplnd negativita reakcie z notoricky
zdravych zvierat. Malé mnoZzstvo pokusov a nestandardna kvalita precipita¢nych
sér nam nedovoluji zaujat stanovisko k otdzke pritomnosti antigénu M. ch.
v inych organoch infikovanej hydiny okrem koze. V orgdnoch kuracich embryi
infikovanych virulentnym virusom akdtnej formy M. ch. nebol dokazany preci-
pitacny antigén.

Sthlasne s vysledkami Eidsona a kol. (1971) sme v kozi vakcino-
vanej hydiny nezistili antigén M. ch. (resp. antigén THV-Bio-1).

Pozitivna precipitacia z peria a koze koreluje s pitevnym nélezom. Domnie-
vame sa, ze pritomnost antigénu M. ch. poukazuje na vysoky stupefi vnima-
vosti a virémie a takéto kurcatd st nebezpeénym zdrojom nikazy.

V novsej literatdre sme nena$li zmienku o klinickej forme M. ch. moriek.
Virusom S-I sa ndm podarilo experimentdlne vyvolat ochorenie troch moriek,
na ktorych sa dali pozorovat priznaky analogické chorym kuréatdm. U jednej
morky boli tumory sleziny a pecene, dalsie dva kusy boli vychudnuté s pa-
rézami koncatin, v histologickom obraze sedacich nervov bola mierna difiizna
agranulocytarna infiltracia. Kultivdcia herpetického virusu bola dspe$na z jednej
klinicky chorej morky. Je pravdepodobné, Ze u moriek je odlisna patogeneza
ochorenia ako u kur¢iat, nakolko sa nam nepodarilo dokizat antigén M. ch.
ani u klinicky chorych moriek s patologickymi zmenami v orgdnoch. Malé
mnozstvo zvierat v pokuse nedovoluje zaujat zdsadnejSie stanovisko.

-Zachytnost precipitaénej metédy (tab. IV) z terénneho materidlu bola
u akitnej formy M. ch. 84,6 % a u chronickej, resp. zmieanej formy 51,2 %.
Preto nedosahuje diagnostickdt hodnotu kultivaénej metédy (Casnochaa Sa-
laj 1972), ani nepriamej hemaglutinacnej reakcie (Hong-Chou a Se-
voian 1972). Nevyhody spojené s nizSou citlivostou metodiky vsak vyvazuje
jej jednoduchost, $pecificita a moZnost vySetrenia vidéSiecho mnoZstva chorych
zvierat, ako aj asovd uspora pre dosiahnutie vysledku (1—20 hod.). Velkou
vyhodou $§tudovanej metodiky je, Ze sa mdze v chove orientaéne stanovit diagné-
za M. ch. intravitdlne i postmortalne.

Technicky spolupracovali: M. Katreniakova a M. Koppalova

Literatira

AHMED M., JENSEN K. E.,, SLATTERY S. M., LEECH J. B.,, SCHIDLOWSKY G.,
1970, Detection of Marek’s disease herpesvirus antigen by fluorescent and coat-
ing antibody. Avian Dis. 14, 2 : 349-363.

ANONYM, 1970, Methods in Marek’s disease research. Avian Dis. 14, 4 :820-828.

CALNEK B. W., HITCHER S. B., 1969, Localization of viral antigen in chickens
infected with Marek’s disease herpesvirus. J. matn. Cancer. Inst, 43 :935-949.

CALNEK B. W., ADLDINGER H. K., KAHN D. E. 1970, Feather follicle epithe-
lium: a source of enveloped and infectious cell-free herpes-virus from Marek’s
disease. Avian Dis. 14, 2 : 219-233.

CASNOCHA E. SALAJ J, 1972, Studium vlastnosti cytopatogenného agens izo-
lovaného na tkaninovych kultirach z hydiny s priznakmi Markovej choroby.
Vet. Med. (Praha) 17, 7 : 429-436.

496 VETERINARN! MEDICINA — 1973



EIDSON C. S, FLETCHER O. J., KLEVEN S. H, ANDERSON D. P, 1971, De-
tection of Marek’'s disease antigen in feather follicle epithelium of chickens
vaccinated against Marek’s disease. J. natn. Cancer. Inst. 47, 1:113-120.

HONG CHOU C., SEVOIAN M., 1972, Comparison of indirect hemagglutination and
immunodiffusion tests for detecting type II leukosis (Marek’s) infection in S
and K line chickens, Appl. Microbiol. 23, 3 : 449-453.

CHUBB R. C.,, CHURCHILL R. E. 1968, Precipitating antibodies associated with
Marek’s disease. Vet. Rec. 83 : 4-7.

IANCONESCU M. SAMBERG Y., 1971, Etiological and immunological studies in
Marek’s disease. II. Incidence of Marek’s disease precipitating antibodies in
commercial flocks and in eggs. Avian Dis. 15, 1 :177-186.

KENZY S. G., BIGGS P. M, 1967, Excretion of the Marek’s disease agent by
infected chickens, Vet. Rec. 80 : 565-568.

KOTTARIDISS. S. D.,, LUGINBUHL R, E.,, CHOMIAK T. W., 1968, Marek’s diseas>.
IV. Antigenic components demonstrated by the immunodifusion test. Avian
Dis. 12, 3 :394-401.

KOTTARIDIS S. D, LUGINBUHL R. E., 1972, Precipitating antibody development
in birds infected with Marek’s disease virus. Avian Dis, 16, 2:439-443.
NAZERIAN K., WITTER R. L., 1970, Cell-free transmission and in vivo replication

of Marek’s disease virus. J. Virol. 5 : 388-397.

OKAZAKI W. PURCHASE H. G.,, NOLL L. 1970, Effect of different conditions
on precipitation in agar between Marek’s disease antigen and antibody. Avian
Dis. 14, 3 : 532-537.

WITTER R. L., SOLOMON J. J,, CHAMPION L. R., NAZERIAN K, 1971, Long-term
studies of Marek’s disease infection in individual chickens. Avian Dis, 15,
2 : 346-365.

Do8lo dne 22. 12. 1972

YACHOXA 3., CAJIAM H. (Hayuno-uccnemopaTeabckuit uenrp, Buoserra, Hurpa, Uexocnosa-
kusi). JlereKuHs NpeqUNMTANMOHHOrO AHTHIEHA B KOXKe M IephAX NOMallHed NTHOB C y4YeToM
auarHocTuku 6Gonesun Mapeka. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 491-489, 1973.

IIpu noMomM mnpenunMTAlMM B arapoBoM Treje OBl OKa3aH crnenupMYecKHd aHTHIEH B KOXe
1 MepepsX IOMalIHed MTHIILI, 3apa’keHHOI BupycoM Gosesnun Mapeka. Crnemuduyueckuil aHTHreH
6s1 ycraHosnen y 84,6 9 upmaar ¢ gopmoit 3abonepaHus B BHIEe OnyXOmM. ¥ LBULIAT C mapa-
AuTHYecKoit gopmoit Gonesnu Mapexa amtureH 6pn mokasan y 51,2 9. IImmnara, xoropsie me-
pexuny MHPEKUMIO M KIMHUUecKM He 3abonenu, Takke mMenum B koxe antured (50 0/;. Heome-
peHHass 4acTh KOXKH Jajla OTPHIaTeNbHBIl pedyabraT. OTpHUIlaTenbHEBIH pesyJbTaT peakuuu Tpe-
IUNUTALMYM AHTHTEHOB ITIEPheB M KOXKM HAOJIIONANCH TAKKe Yy >KHMBOTHHIX HOTOPUYECKH 3IOPOBBIX
M TIONYyYUBUIMX IPHBHUBKY NpoTHB Gosesnn Mapeka. IlpensapuresibHbie Pe3yJbTaThl IOKa3biBAIOT
YTO METON NPEHUNUTAIMH B arapoBOM reje C AHTHIEHOM, IIOJydYeHHHIM M3 KOXKHM, HJH Iephes,
cieuduyer, GBICTPBIH, a cJenoBaTeJbHO, M BLITONEH IS HHArHOCTHKH GosnesHu Mapeka. Cpen-
Hsa oxsauumpaeMocTs Merona (mpumepno 65 9/y) ofpamaer BHuMaHuMe Ha TO, 4TO OTpHLATE]bHASH
peakius NpelHnHTaluyN He McKiaogaeT 3abosnesanue 6Gosnesunio Mapeka.

6oJsie3nnb Mapel(ﬂ; TNPEHIIHTAIIMA B arapoOBOM TeJle; BUPYCHBIE H KJIETOYHLIE AHTUTEHHI

CASNOCHA E. SALAJ J. (Research Centre, Bioveta, Nitra, Czechoslovakia). The
Detection of the Precipitation Antigen in Poultry Skin and Feathers with Respect
to the Diagnosis of Marek’s Disease. Vet. Med. (Praha) 18 (8) :491-498, 1973.

Agar gel precipitation was employed to demonstrate the specific antigen in the
skin and feathers of poultry infected with the virus of Marek’s disease. The
specific antigen was found in 84.6 %, of the chickens showing the tumorous form
of the disease. In the chickens- with the paralytic form of Marek's disease tho
antigen was found in 51.2°) of the cases, The chickens which survived the infec-
tion without showing clinical signs of the disease also had the antigen in their
skin (50 7). The parts of skin without feathers gave a negative result. A negative
result was obtained also in the precipitation of antigens from the feathers and
skins of healthv birds and birds vaccinated against Marek's disease. Preliminary
results suggest that agar gel precipitation method with antigen obtained from skin

VETERINARN! MEDICINA — 1973 497



or feathers is specific and quick - hence it is suitable for the diagnosis of Marek's
disease. The average intercepting capacity of the method (ca. 659Y,) shows that
a negative result of precipitation does not exclude Marek’s disease.

Marek’s disease; agar gel precipitation; virus and cell antigens

CASNOCHA E., SALAJ J. (Forschungszentrum, Bioveta, Nitra, Tschechoslowakei)
Detektion des Prazipitationsantigens in der Haut und im Gefieder des Gefliigels
mit Hinsicht auf die Diagnostik der Marekschen Gefliigellihme. Vet. Med. (Praha)
18 (8) :491-498, 1973.

Mit Hilfe der Préazipitation im Agargel wurde das spezifische Antigen in der
Haut und dem Gefieder des mit dem Virus der Marekschen Gefliigellahme infi-
zierten Gefliigels nachgewiesen. Das spezifische Antigen wurde bei 84,6Y, von
Kiicken mit der Tumorform der Erkrankung festgestellt. Bei Kiicken mit der Pa-
ralyseform der Marekschen Krankheit wurde das Antigen in 51,29, der Fille
nachgewiesen. Auch Kiicken, die die Infektion {iiberlebten und klinisch nicht er-
krankten, wiesen in der Haut das Antigen auf (50 %). Der nichtbefiederte Hautteil
wies ein negatives Resultat auf. Auch bei notorisch gesunden und gegen die Marek-
sche Gefliigellahme vakzinierten Tieren war das Ergebnis der Prazipitation dev
Antigene im Gefieder und in der Haut negativ. Aus den vorlidufigen Ergebnissen
geht hervor, dall die Prizipitation im Agargel mit dem aus der Haut bzv. dem
Gefieder gewonnenen Antigen eine spezifische, schnelle und damit vorteilhafte
Methode der Marekschen Gefliigellahme-Diagnostik ist. Die durchschnittliche Ver-
ldflichkeit der Methode (zirka 659,) weist darauf hin, dafl ein negatives Priizi-
pitationsrezultat die Mareksche Gefliigellahme nicht ausschliefit.

Mareksche Gefliigellahme; Prazipitation im Agargel: Virus und Zellantigeno

Adresa autorii:

MVDr. E. Casnocha, Statny veterinarny ustav. 96086 Zvolen
MVDr. J. Salaj, Vyskumné stredisko Bioveta, 949 91 Nitra
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VLIV TRANSPORTU JAKO STRESSOVEHO FAKTORU NA KREVNI
OBRAZ PSA — NEMECKEHO OVCAKA

E. Dobsinska, F. Lehky

Vojensky veterindarni vyzkumny ustav, Praha

DOBSINSKA E., LEHKY F. Vliiv transportu jako stressovéhe faktoru mna
krevni obraz psa — mémeckého ovcédka. Vet. Med. (Praha 18 (8) :499-506, 1973.

Deset pst obojiho pohlavi, plemene némecky ovcéak, bylo hematologicky vy-
Setfeno tésné pred prepravou, za 12 hodin po dovozu a déle za 8 a 15 dau
po ném. Bylo zjisténo, Ze mnozstvi erytrocyti, hemoglobin, hodnota hemalo-
kritova a stredni hemoglobinova koncentrace 12 hodin po prepravé signifi-
kantné klesly, 8. den potom doslo k jejich zvySeni je$té nad klidovou hod-
notu, ale 15. den se opét vratily k hodnotam zjisfovanym pred piepravou,
Pouze u stredniho objemu erytrocyti po prechodném zvys$eni za 12 hodin po
prepravé bylo zjisténo jeho zmensSeni, zvétSujici se jesté 15. den. Stredni
hemoglobinovy obsah zustal témeér beze zmeén. Mnozstvi leukoecyta za 12
hodin po pfrepravé rovnéz Kkleslo a tento pokles pretrval az do 15, dne. Sou-
casné doSlo ke zvySeni relativniho poc¢tu meutrofili, k poklesu relativniho
poc¢tu lymfocyth a vzestupu eosinofilt. 12. hodinu po transportu bylo zjisténo
rovnéz zrychleni sedimentace erytrocytt, které se vS8ak za osm dnt po pie-
pravé upravilo., Na zakladé uvedenych vysledki povaZujeme za vhodné zafa-
zovat psy do pokusu za ¢trnact dnu az tfi tydny po prepravé.

transport: pes; hematologické zmény; doba trvani; navrat k vychozim hodnotam

Stressem ve vlastnim slova smyslu je tfeba rozumét jen to, jak organismus
odpovidd na neobvyklé zatizeni, ¢ili soubor ndpravnjych opatfeni (Charvat
1970). U vyssich organismi je stressovy stav provédzen fadou zmén cirkulaénich,
exkreénich a metabolickych. Zatimco v humanni mediciné se zménami v jed-
notlivych systémech, vyvolanymi riznymi stressory, zabyvaji celé pracovni sku-
piny, ve veterindrni mediciné se tomuto zdvaznému problému vénuje stdle ne-
dostateéna pozornost. Pfesto vSak v posledni dobé jsou v Zivo¢i§né velkovyrobé
studovany vlivy rtznych druhi stressord s tim cilem, aby se jim mohlo pied-
chazet a dosdhnout tak maximélni pozadované uZitkovosti hospodaiskych zvifat.
Diikazem toho jsou prace vénované stressu u dribeZe, které byly prezentovdny
-na IV. celostatni konferenci o fyziologii dribeZe r. 1971, studie Chin Kong
Sona (1971), ktery rozebral stressory v moderni dribezaiské zootechnice a stu-
doval moZnosti zmirnéni jejich nepfiznivych vlivli, studie zmén v hematolo-
gickych hodnotach, vyvolanych riznym druhem stressu, jako je price Meaghe -
ra a Tashera (1972) o vlivu vzruSeni a nasledného uklidnéni na hemo-
gram u koni nebo prdce Dvofdka (1968, 1972) o vlivu traumatického
stressu na bily krevni obraz v raném vyvoji u selat a dale o hematologickych
pfiznacich stressu pfi odstavu selat.
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K zavaznym pfi¢indm vyvoldvajicim stress zvifat patii i jejich pfeprava.
Krevni obraz u krys po transportu studoval Pujman a Sykora (1968),
ktefi uvedli, Ze nejvyraznéj§i zmény v bilém krevnim obraze se objevuji za jeden
tyden po pfepravé, pficemZz nena$li Zddné zmény v mnoZstvi erytrocyti a hemo-
globinu. Mika (1970) rovnéz u krys zjistil, Ze mnozstvi erytrocytd i jed-
notlivé slozky bilého krevniho obrazu se po prepravé vyrazné méni a upravuji
se az asi za 30 dnt. Konecné vlivem simulovaného a skute¢ného transportu
na krevni obraz laboratornich zvifat, vCetné psi — beagli, se ve své praci
velmi ob§irné zabyvala Pokorna (1972), pti¢emz dospéla k tomu, Ze zmény
v nékterych hematologickych hodnotiach po simulovaném transportu se sice jiz
zjistuji, ale mnohem vyraznéjsich vychylek dosahuji aZ pfi transportu skute¢ném.

Obdobné i v nasi préaci byl sledovan vliv pfepravy na jednotlivé hemato-
logické parametry u psa — némeckého ovédka a nalezené hodnoty byly srovna-
ny s hodnotami nalezenymi v klidové fazi.

MATERIAL A METODY

Sedm psiti a tfi feny plemene némecky ovéak, ve stafi dva az osm roki,
byli pfepravovani ndkladnim autem do vzdalenosti 300 km. Psi pfed pfepravou
i po ni byli krmeni stejnou krmnou dévkou, voda jim byla poddvana ad libitum.
Ustdjeni psi pfed transportem i po ném bylo obdobné, psi byli chovani jed-
notlivé v zastfeSenych kotcich s boudami. Zdravotni stav pst byl dobry.

Hematologické vysetfeni psii bylo provedeno tésné pred transportem, po do-
vozu za 12 hodin a dale 8. a 15. den. Krev od pst byla odebirdna vidy mezi
8. az 10. hod. dopoledni z v. cephalica antebrachii sterilni jehlou do zkumavky,
jako antikoagulans bylo pouzito EDTA. Krevni natéry byly pfipravovany z kapky
nativni krve, barveny byly po 24 hod. panoptickou Pappenheimovou metodou.
Diferencialni rozpocet byl poéitin ze 100 bunék bilé fady. Mnozstvi hemoglo-
binu bylo stanoveno metodou cyanhemoglobinovou (Skala a Matyskova
1965), cervené krvinky byly poéitiny v Hayemové roztoku, bilé krvinky
v Tiirckové roztoku obvyklym zpiisobem v Biirkerové komirce. Sedimentace
erytrocyti byla déldna ve Wintrobovych zkumavkach postavenych v kolmé po-
loze (Schalm 1964). Sedimentaéni rychlost byla odecitdna za 15, 30, 45
a 60 min (Sova a kol. 1965). Po odeéteni sedimentace byly Wintrobovy
zkumavky centrifugovany pfi 3000 obr/min po dobu 30 min a byla stanovena
hematokritovd hodnota. Stfedni objem erytrocytu (SOCK), stfedni hemoglo-
binovd koncentrace (SHK) a stfedni hemoglobinovy obsah (SHO) byly vypo-
¢itdny ze ziskanych hodnot podle platnych vzorca.

Hematologické parametry od sledovanych psi byly v uvedenych ¢asovych
intervalech mezi sebou vyhodnoceny Studentovym t¢-testem na hladiné vyznam-
nostinal % ana5 %.

VYSLEDKY

Béhem prvnich 12 hodin po pfepravé byl u pst zaznamenan signifikantni
pokles (p < 0,05) v mnoZstvi hemoglobinu, erytrocyti a v hematokritové hod-
noté¢ (tab. I) a nesignifikantni pokles ve stfedni hemoglobinové koncentraci,
zatimco stfedni objem erytrocytu nesignifikantné stoupl a stfedni hemoglobinovy
obsah ztstal beze zmén (tab. II). Rozkolisanost viech hodnot &erveného krev-
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1. Mnozstvi hemoglobinu, erytrocyti a hodnota hematokritovd u transportovanych
psu

S Er — 10%/1 cmm a
n Etk =g Yo krve Hk — %
x ‘ + s l Vv x + s V X s Vv

Pred transportem 10 15,4 1,4 8,8 751 1,0 13,7 | 50,9 25 4,9

12 hodin
po dovozu

8. den
po transportu

10 12,8 2,8 | 22,1 5,9 1,3 22,2 | 434 2,8 6,3

10 16,1 1,3 8,1 7,

~1

0,6 8,3 | 52,5 3,4 6,6

15. den

PO transportu 9 15,7 1,2 7,7 7,5 0,6 8,2 | 46,0 5,9 12,8

II. Hodnoty SOCK, SHK a SHO u pst pied transportem a po ném

SOCK — [u® SHK - 9, SHO — pg

V

=i
{
=1

J'c’:ts 4+ s |4

+ s |4

Pied transportem 10 72,5 9,9 | 13,7 | 30,2 2,2 7,3 | 21,8 2,3 | 10,6

rl:) g‘;ﬂ;‘; ! 10 | 760 187 | 246 | 285 61 | 21,3 | 21,4 | 3,1 | 146
g'o dt‘;:nspmu 10 | 685 30| 56(30,7| 1,7 56| 210 1,1 | 53
15. den

PO transportu 9 62,2 | 11,2 | 17,9 | 34,6 | 4,6 | 13,2 | 21,1 1,1 5,1

niho obrazu se vyrazné odrazila i ve variaénim koeficientu, ktery byl rovnéz
mnohem vy$§i. Za osm dni po piepravé vSak doSlo k vzestupu mnoZstvi
hemoglobinu, erytrocytd, hematokritu a stfedni hemoglobinové koncentrace, takze
ptekroéilo hodnoty zji§téné pfed transportem. Variacni koeficient viak u téchto
hodnot jiz poklesl. 15. den po pfepravé se viechny hodnoty erytrogramu vratily
zhruba k naleztim zji§tovanym v dobé klidu pfed pfepravou. Pouze stfedni
objem erytrocyti (tab. II) byl signifikantné mens$i v porovnani s klidovou

hodnotou a stfedni hemoglobinovd koncentrace signifikantné pfevysila vychozi
hodnotu.

Celkové mnozstvi leukocyti (tab. III) sledovalo obdobnou kfivku jako
hodnoty ¢erveného krevniho obrazu. V prvnich 12 hodinich po transportu se
dostavila mirna leukopenie se znaéné vysokym variaénim koeficientem, na konci
prvniho tydnu po transportu doslo ke zvySeni pocétu leukocyti, ale 15. den byl
zaznamendn opétny pokles. Diferencidlni rozpocet byl 12. hodinu po piepravé
charakterizovdn mirnym nesignifikantnim vzestupem percentualniho poétu neutro-
fild se soufasnym poklesem relativniho i absolutniho po&tu lymfocytd (tab.
III), pfiCemz percentudlni zastoupeni neutrofili bylo nejvyssi a absolutni i re-
lativni polet lymfocyti nejniz§i 15. den. To bylo doprovidzeno signifikantnim
vzestupem percentudlniho po¢tu eosinofili a signifikantnim poklesem relativniho
poétu monocytli, nalezenym az 15. den po pfepravé.
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I1I. Mnozstvi leukocytth a hodnoty leukogramu u transportovanych pst

Le — 10%/1 cmm krve Ne — 9,
n i
X ‘ '{j s ‘ Vv X + s
Pred transportem 10 11650 3110 26,7 66,3 10,8
12 hodin po dovozu 10 8680 3150 36,3 68,0 10,0
8. den po transportu 10 9110 230 25,3 66,7 8,6
15. den po transportu 9 8770 2234 l 25,5 74,4 8,4

IV. Sedimentace erytrocyti u transportovanych psi

n 15 min 30 min 45 min 60 min
mm

Pred transportem 10 0,3 0,6 1,3 157
12 hodin
po dovozu 10 4,6 7,8 9,7 10,7
8. den
PO transportu 10 0,8 1,8 2,8 3,7
15. den
po transportu 9 0,4 1,1 1,5 1,8

Vyrazné byla zménéna sedimentace erytrocytd (tab. IV). K jejimu znac-
nému zrychleni doslo ve viech &asovych ukazatelich 12 hodin po pfepravé, v dal-
§im sledovaném obdobi se vSak vratila k vychozim hodnotam.

DISKUSE

V soucasné dobé se ve viech oborech mediciny znacné diskutuje o otazce
vlivu stressovych faktori na nékteré hematologické ukazatele. Z tohoto hle-
diska jsme také pfistupovali v na§i praci ke zhodnoceni zmén v jednotlivych
hematologickych parametrech u psii po pfepravé, protoze byvaji Easto pre-
pravovani a bezprostfedné potom vyuZivdni at jiz ke sluZebnim, laboratornim
nebo jinym uéeltm.

Ze ziskanych vysledki sledovanych hematologickych hodnot u psG pred
piepravou a 12 hodin, 8 a 15 dni po pfepravé muzZeme zhruba fici, Zze 12
hodin po piepravé se dostavuje jak v hodnotich &erveného krevniho obrazu
(mnozstvi hemoglobinu, erytrocytd, hematokritu a SHK), tak i v celkovém
mnozstvi leukocyti signifikantni pokles se znaéné vysokym variaénim koefi-
cientem, coz svéd¢i o velké rozkolisanosti sledovanych ukazateli. Osmy den
po piepravé vSak dochdzi ke zvySeni uvedenych hodnot a kolem 15. dne,
s vyjimkou leukocytii, nastdvd navrat na vychozi hladiny. Rovnéz Pokorna
(1972) zaznamenala druhy den po transportu u beagli pokles erytrocyti, he-
matokritu a nevyrazny pokles hemoglobinu, aviak od patého dne po zatézi
zataly tyto hodnoty stoupat aZz k osmému dni, kdy stejné jako u nids bylo
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Eo — % Ba — 9 Ly — % ' Mo — %
x f S X ! +s x + s ; x ‘ ks
s o = |
1,4 1,3 1,4 1,3 29,0 10,2 3,5 I 3,4
3,7 29 0 0 24,2 9,5 39 | 21
4,9 2,8 0 24,2 752 4,2 | 1,5
3,4 ’ 2,9 0 0 21,3 7,2 09 | 23
|

zjiSténo maximalni mnoZstvi erytrocytd. Nami zji§tény pokles barevné koncentra-
ce druhy den po transportu vSak tato autorka nezaznamenala, aviak SOCK
i podle ni ihned po pfepravé stoupl a az od patého dne doslo k jeho sniZeni
pod klidovou hodnotu. K obdobnym zavérim doSel i Mika (1970), ktery
za 24 hodiny po pfepravé krysich samcd nalezl prudky pokles erytrocytd, upra-
vujici se az 35. den. Rovnéz i Singh a Som (1965) zjistili prudky
pokles erytrocyti a hematokritu u by¢kd po nahlé intenzivni préci, coz vysvétluji
destrukci erytrocyti nebo hemodiluci. Naproti tomu Pujman a Sykora
(1968) u pfepravovanych SPF Wistar krys nenalezli Zidné zmény v poétu
cervenych krvinek ani v mnoZstvi hemoglobinu. Shodujeme se vsak s témito
autory v tom, Ze po pfepravé nastdvd pokles bilych krvinek, ktery se u naSich
pstit neupravil je§té ani za 15 dni, a u krys jimi sledovanych tento zfetelny
pokles setrval az do konce pokusu. Naproti tomu Mika (1970) u krys nalezl
zpodatku mirny, kolem 14. az 21. dne vyrazny vzestup leukocyti. RovnéZ
Pokorna (1972) zjistila druhy den po zatézi vy$§i mnozstvi leukocyti,
k jejichz mirnému poklesu do§lo aZ pfi dal§im &asovém vySetfeni. NA4§ nalez
viak podporuje i price Meaghera a Tashera (1972), ktefi po péti-
minutovém prudkém cvieni koni nalezli nesignifikantni pokles leukocytd s ne-
patrnym vzestupem neutrofili a monocyti.

Z jednotlivych hodnot diferencidlniho rozpottu u psi nami sledovanych
se jevi, Ze za 12 hodin po pfepravé se dostavuje zpoitku mirny, 15. den
vy$$i vzestup percentudlniho poétu neutrofilt se soufasnym poklesem percentual-
niho zastoupeni lymfocytli, signifikantnim vzestupem eozinofili a do 8. dne
i monocytti. Stoupajici tendenci neutrofili a klesajici tendenci lymfocytii popsala
také Pokornda (1972), nezjistila v§ak vét§i zmény v relativnim poétu eozi-
nofili. Lymfopenii s nesignifikantni neutrofilii popsal rovnéz Dvofak (1968)
pfi traumatickém stressu u selat. Pujman a Sykora (1968) dédvaji pokles
leukocytt do souvislosti s poklesem lymfocytsi, pficemz pocet neutrofilt, eozino-
fild i monocytti nebyl u krys narufen. Mika (1970) nalezl u krys jiz
prvni den po transportu mirny vzestup neutrofili se soufasnym vzestupem
monocytl a eozinofild, coz odpovidd i naSim vysledkim.

Zvysenou sedimentaci erytrocyti bezprostfedné po prepravé nemiZeme
prakticky konfrontovat s zddnymi literdrnimi citacemi. Pouze Dalton (1972)
sledoval u koni sedimentaci erytrocyti pfi tréninku, pfi odpodinku a v dtlumu
vyvolaném sedativy a zjistil, Ze sedimentaéni rychlost ve jmenovaném pofadi
stoupa.

Z dosazenych vysledki vyplyva, Ze jednotlivé hodnoty krevniho obrazu
psa — némeckého ovédka jsou po transportu vyrazné naruSeny a Ze se upra-
vuji aZz kolem 15. dne po zitéZi. Vyjimku tvofi hodnoty bilého krevniho obra-
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zu, které se neupravily ani koncem nami sledovaného obdobi. Z hlediska labo-
ratorniho vyuZiti téchto zvifat se proto domnivame, Ze psy je moZno zafadit do
pokusti nejdfive za ¢trndct dni a lépe aZz za tfi tydny po transportu, kdy
nastava jiz navrat k vychozim hematologickym hodnotdm. Pokud se tyka slu-
zebniho vyuziti psl, je tfeba zvazit, o jaky druh zitéze se jedna, ale jisté
i zde uréity interval od pfepravy mize byt pouze k prospéchu.
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Doslo dne 20. 2. 1975

OOBIIMHCKA 3., JIETKHU ®. (BoeHHbiii BeTepMHApHbIH HayuHO-HCCIENOBATENbCKHI MHCTUTYT,
ITpara, Yexocaosakus). Bamsauame TpaHcmopra, Kak crpeccoBoro $akropa, Ha aHanH3 KPOBH y CO-
6ak — muemenkoy osuapku. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 499-506, 1973.

10 cobax oGOMX mOJIOB, IOPOILI HeMelKas OBYapKa, ObIIO TeMaTOJOTHIeCKH OOCNeIOBAHO HENo-
CPEINCTBEHHO TIepeX TPaHCIOPTHMPOBKON, uepe3 12 wacoB mocje mepeBo3ku M nasee, uyepes 8—15
aHeit. Bbuio ycraHOBJEHO, 4TO 4YMCIO SPUTPOIMTOB, TeMOLJIOOHMH, BeJMYMHA TEMATOKpPUTAa M Cpell-
HASA TeMOTrJIOBMHOBas KOHUEHTpaLus 4eped 12 wacop nocsie TepeBO3KH, 3aMeTHO NOHM3MJHCh. Ha
8 neHb mocje nepeBOSKM OHM TOBBICHJIMCh M TIPEB3OIIHM YpOBEHb 10KOA, a Ha 15 neHs — onaTh
BEPHYJHCh K BeJIMYMHAM, YCTAHOBJEHHHLIM IO IepeBO3KH. TOJBKO CpeinHHii 06beM BPHUTPOLUTOB
rocjie BPEMEHHOTO IOBBIIMEHHMA dueped 12 4acOB mocjie TEpeBO3KM yMEHBIIMJCSH, a Ha 15 neHs
noseiciuics. Cpenuee conep)kaHue reMOrsiobuHa TIPAKTHUECKHM He M3MEHMJIOCh. UMCIO JIEHKOMUTOR
12 vacoB cnycTa ToCje IEpPEBO3KM TAKKe TOHM3MJOCh, M 3TO TOHMKEHHE TNpPONOJIKaJOCh emle Ha
15 nenb. OnHoBpeMeHHO HabuIONajNach OTHOCHTEJbHAas HeHTpOPUiMs, caMas 3aMerHas Ha 15 neus
rocJie MepeBO3KH, C ONHOBPEMEHHOM OTHOCHTENBHOH JMMPOmeHHeil M mnoabeMoM 3ocuHopuuos. Ha
12 neHp nocie TPAaHCHOPTHPOBKHM IIPOM3OIMINIO TaKKe YCKOPeHHe CeXMMEHTALMH SPHTPOLHTOB KO-
TOpas, OlHaKo, yepes 8 nHeil TOCJIe MEPEeBO3KH ypPaBHOBECHJACK.

TPaHCNOPT; CTpecc; HeMelKasd OBYapKa; TreMaTOJIOTHYeCKHEe BeJIMYMHbBI
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DOBSINSKA E., LEHKY F. (Military Veterinary Research Institute, Praha,
Czechoslovakia). The Effect of Transportation as a Stress Factor on the Blood
Picture of the Dog - German Shepherd Dog. Vet. Med, (Praha) 18 (8) :499-506, 1973.

Ten dogs of both sexes, breed German Shepherd Dog, were subject to hematolo-
gical examination immediately before transport, 12 hours after transport and 8
and 15 days after transport. It was found that there was a significant decrease
in the amount of erythrocytes, hemoglobin, the hematocrit value and mean corpus-
cular hemoglobin concentration 12 hours after transport. The eighth day the values
increased above the rest level but on the 15th day they returned to the levels
measured before transport. It was only in mean corpuscular volume that a decrease
was observed after a temporary increase 12 hours after transport; this decrease was
cven larger the 15th day. The mean corpuscular hemoglobin remained practically un-
changed. The amount of leucocytes 12 hours after transport also decreased, and
this decrease continued until the 15th day. At the same time, relative neutrophilia
was observed with its peak on the 15th day from transportation. Neutrophilia
was accompanied by relative lymphopenia and an eosinophile increase. An increased
erythrocyte sedimentation rate was also observed 12 hours after transport; howe-
ver, its level returned to the normal value after 8 days f{rom transport.

transport: stress; German Shepherd Dog: hematological values

DOBSINSKA E., LEHKY F. (Militdr-Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Praha,
T'schechoslowakei). Einfluf des Transportes als Strefifaktors auf das Blutbild des
Deutschen Schdiferhundes. Vet. Med. (Praha) 18 (8) :499-506, 1973.

Kurz vor dem Transport, in 12 Stunden, weiteren 8 und 15 Tagen nach dem-
selben wurden zehn Hunde beiderlei Geschlechts hdmatologisch untersucht. Es wur-
de eine signifikante Abnahme der Erythrozyten- Hadmoglobin- und Hiamatokrit-
werte sowie der mittleren Himoglobin-konzZentration in 12 Stunden nach dem
Transport der Tiere festgestellt. Am 8. Tag danach erhdhten sich diese Werte liber
die Ruhewerte, um aber am 15. Tag wiederum auf die vor dem Transport fest-
gestellten Werte abzusinken. Nur bei dem mittleren Erythrozytenvolumen wurde
nach einer voriibergehenden Erhohung in 12 Stunden mach dem Transport eine
Abnahme desselben festgestellt, die noch am 15. Tag andauerte. Der mittlere Hi-
moglobingehalt blieb praktisch gleich. Die Leukozytenanzahl in 12 Stunden nach
dem Transport nahm ebenfalls ab. Diese Abnahme dauerte bis zum 15. Tag.
Gleichzeitig trat eine relative Neutrophilie auf, und zwar insbesondere bis zum 13.
Tag nach dem Transport, mit gleichzeitiger relativer Lymphopenie und einer
Erhéhung der Eosinophilenzahl, In 12 Stunden nach dem Transport kam es aucht
zu einer Beschleunigung der Erythrozytensedimentation, die aber in acht Tagen
nach dem Transport wieder normal war.

Transport: Stref3: Deutscher Schaferhund:; hamatologische Werte

DOBSINSKA E., LEHKY F. (Institut militaire de recherches vétérinaires, Praha,
Tchécoslovaquie). Influence du transport, en tant que facteur de stress, sur la for-
mule sanguine du chien — berger allemand. Vet. Med. (Praha) 18 (3):499-506,
1973.

Sur dix chiens des deux sexes, de la race berger allemand, on a effectué l’explo-
ration hématologique et cela d'une part juste avant leur transport et d’autre part
au bout de douze heures aprés le transport et puis encore au bout de huit et de
guinze jours apreés le transport. Il a été identifié que le nombre d’érythrocytes,
I’hémoglobine, la valeur de I’hématocrite et la concentration moyenne de 1’hémo-
globine sont tombés douze heures apres le transport d’'une maniere significative. Le
huitiéme jour aprés le transport on a constaté leur augmentation, dépassant méme
la valeur de repos, mais le quinziéme jour aprés le transport tout a retourné aux
valeurs constatées avant le transport. Ce n’est que le volume moyen d’érythrocytes
qui, augmentant passagérement douze heures aprés le transport, a diminué, cette
diminution s’élevant encore le quinziéme jour. La teneur moyenne en hémoglobine
est restée pratiquement sans changements. Le volume de leucocytes a également
diminué douze heures aprés le transport. cette réduction persistant jusqu’au quin-
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ziéme jour. En méme temps, on a pu constater la neutrophilie relative qui était
la plus marquante le quinziéme jour aprés le transport, étant simultanément
accompagnée de lymphopénie relative et d’augmentation des éosinophiles. De méme,
il y a eu douze heures aprés le transport l'accélération de la sédimentation des
érythrocytes qui s’est normalisée cependant huit jours apreés le transport.

transport; stress; chein berger allemand: valeurs hématologiques

Adresa autori:

‘MVDr. E. Dob§insk a, CSc., MVDr. F. Lehky, CSc., Vojensky veterinarni
vyzkumny ustav, 150 06 Praha

506 VETERINARNT MEDICINA — 1973



HEMATOLOGICKE ZMENY V KOSTNI DRENI PRI MODELOVYCH
NEKONTAKTNICH POPALENINACH U KRYS

J. Janecek, Z. Prouza, J. Moserova, V. Kalousova

Vojensky veterinarni vyzkumny ustav, Praha
Klinika plastické chirurgie LFHUK, Praha
Biofyzikdlni 1istav UH, Praha

JANECEK J.,, PROUZA Z. MOSEROVA J, KALOUSOVA V. Hematologické
zmény v kostni dieni pii modelovych mekontaktnich popdlenindch u krys. Vet.
Med. (Praha) 18 (8) : 507-513, 1973.

Pri pouziti modelovych nekontaktnich popalenin u krys byly sledovany kvanti-
tativni i kvalitativni zmény v Kkostni dieni pokud se tyée bunéénych elementu.
U 4sec. expczice se jevi snizend bunécénost témér v celém prubéhu sledovani.
Déle u této expozice lze pozorovat ponékud zvySené poéty predeviim nejzra-
lejsich forem u erytroidni rady.

absolutni bunéénost kostni ditené; myeloidni rada; erytroidni rada; drerové
mononukleary; M : E

Soucasné s hematologickymi zménami v periferni krvi jsme se snazili po-
stihnout i vliv zminéného druhu popaleni na eventudlni zmény v kostni dfeni.
Neni sporu o tom, Ze odezva v periferni krvi souvisi s uréitymi zménami v hemo-
poetickych organech, tedy pfedeviim v kostni dfeni.

Uvadi se, ze v dusledku popaleni dochazi k inhibici hemopoetické aktivity
Kostni diené toxiny infekciézniho ptivodu (Batchelor 1953—54; Postnikov

1955). To nékdy miva, vedle jinych moznych vlivi pusobicich poruchu hemopoézy,
za nasledek tzv. popaleninovou anemii.

" MATERIALA METODY

Bylo pouZitc téhoZ zarizeni k vyvolani modelovych nekontaktnich popélenin,
jez je popsdno v praci Janecdéka a kol. (1973). Jednalo se rovnéz o stejny druh
popaleni a stejné pokusné zvite.

Percentualni slozeni myelogramu bylo stanoveno obvyklymi hematologickymi
metodami. Absolutni pocet dietiovych bunék pak byl stanoven podle metody popsané
v praci Janecka (1968).

Kostni diten se odebirala po vykrveni zvifat z vypreparovaného femuru.

Ke statistickému hodnoceni bylo pouzito Studentova t-testu.

VYSLEDKY

V kostni dfeni byl sledovén:

a) Absolutni pocet diefiovych bunék:

U krys po 4sec. expozici se pohybuji hodnoty na vyznamné niz$i drovni,
vyjma 1. a 28. den, kdy jde o hodnoty blizké kontrolnim a 14. den, kdy jde
o vyznamné zvyseni.
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1. Zmény absolutnich poétu dienovych bunék

Skupina N T 2 )fO-" :\,Sﬁ),, P
Nepopélené 6 0 1600,00 54,7 — {
- - |
1d 1610,00 57,4 0,70
2d 1620,00 70,0 0,60
4d 1640,00 50,0 0,10
1sec. expozice 6 7d 1540,00 62,4 0,05
10d 1620,00 47,9 0,40
14d 1480,00 64,0 0,01
21d 1640,00 57,4 0,20
28d 1480,00 51,9 0,01 |
|
1h 1490,00 36,0 0,01 |
6h 1480,00 55,6 0,01 ‘
1d 1580,00 73,5 0,60 [
2d 1490,00 64,8 0,01 ‘
4sec. expozice 6 4d 1400,00 43,5 0,01 i
7d 1500,00 36,0 0,01 j
10d 1400,00 81,8 0,01 !
14d 1700,00 52,9 0,01 |
21d 1460,00 56,6 0,01
28d 1600,00 67,8 -
II. Zmény absolutnich poétu dienovych bunék myeloidni fady
. X SE
Skupina N T « 103 v 108 r
Nepopalené 6 0 655,30 37,4 =
1d 777,07 123,2 0,02
2d 874,71 189,2 0,01
4d 1082,16 400,0 0,02
1sec. expozice 6 7d 631,65 83,0 0,50
10d 758,30 55,7 0,01
14d 428,33 173 0,01
21d 630,12 74,1 0,40
28d 429,54 48,9 0,10
lh 423,97 72,1 0,01
6h 425,65 106,7 0,01
1d 557,90 94,3 0,01
2d 518,49 118,3 0,02
4sec. expozice 6 4d 252,29 91,6 0,01
7d 463,97 28,2 0,01
10d 608,33 103,9 0,30
14d 408,12 52,9 0,01
21d 360,62 47,9 0,01
28d 509,33 46,9 0,01
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III. Zmény absolutnich poc¢tt drenovych bunék erytroidni rady

SE

Skupina N T < 108 < 103 r
Nepopilené 6 0 ' 744,40 68,5 —
i
1d | 677,91 100,4 0,20
2d 475,39 43,5 0,01
4d 965,13 56,5 0,01
1sec. expozice 6 7d 651,13 58,3 0,01
10d 429,79 82,4 0,01
14d 797,79 63,2 0,10
21d 812,92 132,6 0,30
28d 842,86 52,9 0,01
1h 789,76 69,2 0,20
6h i 851,99 71,4 0,01
1d | 719,70 87,7 0,60
2d 672,90 94,8 0,10
4sec. expozice 6 4d 885,47 89,4 0,01
7d 924,58 17,3 0,01
10d 722,21 87,1 0,60
14d 1047,87 74,8 0,01
21d 952,30 76,1 0,01
28d 771,22 51,9 0,40
IV. Zmény absolutnich poétlt drenovych mononukleart
Skupina N T i }503 XSIE;).J 2
Nepopilené 6 0 196,93 34,6 =
- |
. 1d 152,40 27,4 0,01
2d 181,39 54,7 0,50
4d 186,20 34,6 0,50
1sec. expozice 6 7d 188,43 47,9 0,70
10d 341,59 38,7 0,01
‘ 14d 604,62 180,3 0,01
i 21d 498,64 155,2 0,01
| 28d 502,28 211.2 0,01
1h 151,20 53,8 0,02
6h 267,03 33,0 0,01
1d 302,40 23,5 0,01
2d 299,95 67,8 0,01
4sec. expozice 6 4d 233,07 60,8 0,20
7d 181,15 48,7 0,50
10d 212,79 36,0 0,40
14d 252,09 45,0 0,02
21d 131,46 25,7 0,01
28d 278,57 54,2 0,01
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U krys po lsec. expozici je mozné zaznamenat 14. a 28. den vyznamné sni-
zeni, 7. den jen mirnéjsi sniZzeni (tab. I)-

b) Absolutni pocet bunék myeloidni rady:

U krys po 4sec. expozici jsou hodnoty, az na 10. den, vyznamné snizené.

U krys po lsec. expozici po pofiteénim vyznamném zvySeni jsou jiz 7.
a také 21. den hodnoty v mezich kontrol. Jinak, s vyjimkou 10. dne, jde rovnéz
o vyznamné niz3i hodnoty (tab. II).

c) Absolutni pocet bunék erytroidni fady:

U krys po 4sec. expozici uz po 6 hodinach dochazi k vyznamnému zvyseni,
které je zaznamenino také 4., 7., 14. a 21. den.

U krys po lsec. expozici naopak 2., 7. a 10. den jsou hodnoty vyznamné
niz§i, 4. a 21. den vyznamné vyssi (tab. III).

d) Absolutni podet dferiovych mononukledri:

1., 2., castecné 14. a 28. den. Po jedné hodiné je malo vyznamny pokles, ktery
je vyznamnéjsi 21. den.

U krys po lsec. expozici je vyznamné nizii hodnota pouze 1. den. Po 7. dni
nastdva prudky vzestup, vrcholici 14. den a udrZujici se téméf na stejné trovni
po celou dobu pozorovéani (tab. IV).

e) Vyzravani bunék myeloidni fady:

U obou skupin krys se nedd uvaZovat o poruchdch granulopoézy, i kdyz
snad 4. a 7. den u skupiny krys po 4sec. expozici by tomu mohl alespori ¢asteéné
nasvédovat (tab. V a VI).

f) Vyzravani bunék erytroidni fady:

U krys po 4sec. expozici je mozné uvést ponékud zvySené mnoistvi nej-
zralej§ich forem, tj. normoblasta.

V. Vyzravani bunék myeloidni a erytroidni fady u krys popélenych pii 4sec. expo-
zici (& .10%) — absolutni hodnoty

[

Druh 1h 6 h 1d 2d 4d 7d 10d | 14d | 21d | 28d
Myeloblast 18,7 9,8 11,ZI 16,5 49| 25,3 23,6‘ 13,6i 29,8| 38,0
Promyelocyt 19,4| 14,0| 34,4| 18,2 9,5 12,4| 17,8 3,5 13,0 19,8
Myelocyt 165,6 | 180,0| 209,5| 294,5| 107,8 | 143,9| 341,3| 245,7 | 196,3| 291,5
Metamyelocyt 64,2| 253 61,1 62,1 55,6 76,4 43,2 50,6 36,4 44,7
Tyé 145,7 54,2; 97,4| 56,1| 48,1 190,5| 150,6| 32,0/ 50,0 61,0

| Procrytroblast 1,4 331 — 35| 78| 70| 85 10,5i 52| 95
\ Erytroblast 6,6 11,3 — 10,1 19,0 29,0 14,6| 12,5 951 121
4 Normoblast l 883,1 840,5‘ 736,3 663,8| 870,0' 699,41 911,9 1040,7l 940,8 | 741,4
Kontroly: Mpyeloblast — 21,2

Promyelocyt — 11,9

Myelocyt — 205,5

Metamyelocyt — 63,3

Ty — 2746

Proerytroblast — 7,6

Erytroblast - 8,6

Normoblast — 738,0
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U krys po lsec. expozici nenalézame zmény (tab. V a VI).

g) Pomér myeloidni a erytroidni fady (M : E):

Tento pomér je vyjadfen v tab. VII. Vykazuje u krys po 4sec. expozici
veelku nizsi hodnoty, kdeZto u krys po 1sec. expozici jsou to spi§e vy$si hodnoty.

VI. Vyzravani bunék myeloidni a erytroidni fady u krys popalenych pii lsec. expo-
zici (£ .103) — absolutni hodnoty

Druh 1h 6h 1d 2d 4d 7d | 10d | 14d | 21d | 28d
Myeloblast - | - | 13,7 l 5,7 6,6 5.5 22, 6,6 9,6 73
Promyelocyt . 13,6 3,1, 10,9 7,5 8,8, 12,2 7,8 3,7
Myelocyt - 132,0( 135,9| 100,3| 125,0| 620,9| 161,8| 145,9 | 159,1
Metamyelocyt - 53,3| 45,4| 40,5| 101,0| 68,8| 35,6| 47,2 51,0
Ty¢ - 434,2 | 740,2| 325,8| 339,5| 145,3 | 185,8 | 358,1 | 203,6
Proerytroblast 4,6 5,8 5,1 8,2 5,8 4,0 17,6 4,9
Erytroblast - 8,3 7,0 8,0 2,5 9,3 24,1 43,8| 10,8
Normoblast - | - l 651,4| 464,6 I 956,0 | 653,9| 432,1| 788,5 | 764,6 | 946,9

VII. Zména poméru myeloidnich a erytroidnich bunék kosini drené

|

I 1h 6h 1d 2d 4d 7d 10d | 14d | 21d | 28d
Isec. expozice ’ 1,49 1,93 1,04 1,06 | 2,24 | 0,57 | 0,91 0,56
4sec. expozice 0,50 ' 0,57 0,90 i 0,94 | 0,31 | 0,50 | 1,01 | 0,40 | 0,41 | 0,75
Kontrolni 1,02

DISKUSE

Paralelné se zménami v periferni krvi jsme se snazili postihnout takové
zmény také v kostni dfeni a popfipadé je vzajemné uvést do korelace. Jako
vhodné kritérium bylo stanoveni absolutni bunéc¢nosti kostni dfené spolu s abso-
lutnimi poc¢ty jednotlivych bunéénych slozek kostni dfené.

Vétsinou se setkdvame s ddaji zachycujicimi relativni hodnoty myelogramu.
Vedle histologickych, izotopovych a jinych metod, které lze pouzit pfi zji§tovani
dreriové buné¢nosti, je zjistovdni pocti dfefiovych elementd ve vahové jednotce
kostni dfené. Podobné jako u jinych zatézi, napf. u ionizujiciho zafeni (Arient
1965), jsme se snazili postihnout absolutni bunécnost kostni dfené.

Z téchto naSich nélez vyplyvd, Ze u krys po 4sec. expozici lze hovorit
o niz$ich hodnotach takika v celém pribéhu vyjma 1. a 28. den a dale 14. den,
kdy je zaznamenédno zvySeni. U skupiny krys po lsec. expozici jde o urcité sni-
zeni pouze-14. a 28. den.

Ve srovnani s normélnimi hodnotami uvddénymi Arientem (1965),
tj. 1 126 000, se pohybuje na§ tdaj okolo 1 600 000.
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Diilezité vsak je na zdkladé tohoto zji§téni absolutni bunécénosti kostni dfené
posoudit i jeji dilezité slozky, jimiz jsou myeloidni a erytroidni fada a dfefiové
mononukledry a také vzidjemny vztah ¢ pomér mezi obéma stéZejnimi slozkami,
tj. myeloidni a erytroidni. V neposledni fadé je to také zhodnoceni vyzrdvani
bunék téchto dvou fad.

Pokud se tykd zmén absolutnich hodnot v myeloidni fadé, dosazené hod-
noty neukazuji na poskozeni granulopoézy. Ani naznaky zachycené 4. a 7. den
o tom neptesvédéuji. Zajimava je jen otdzka niZ§ich hodnot po 4sec. expozici
v celém priubéhu sledovani.

V erytroidni fadé sledovanych krys ponékud zvySené absolutni pocty prede-
v§im nejzralej§ich forem po 4sec. expozici ukazuji, Ze nejde o poruchu v pravém
slova smyslu, nybrz spiSe o uréitou kompenzaci. Také lze uvaZovat o mozné
stimulaci hemopoézy, jak se nékdy uvadi pfi mensich ddvkach raznych skodli-
vych nox (napf. ionizujici zafeni apod. — Arient 1965).

Zajimavé je, Ze se uvadi absolutni zmnoZeni po¢tu dfefiovych mononuklearu
u niz§ich a subletalnich davek pronikavé radiace jako dobré prognostické znameni
(Arient 1965). I kdyZ nechceme srovnévat tyto dvé jisté rozdilné zitéze, je
toto zmnozeni ndpadné od 10. dne pozorovani u krys po lsec. expozici (lehéi
popélenina).

Vyzrdvani myeloidni fady nepoukazuje u obou skupin krys na néjaké po-
ruchy granulopoézy. U erytroidni fady je to jiz zminéné pravdépodobné kompen-
zaéni zmnozeni nejzralej§ich forem (normoblastii) nebo stimulace dretiové
¢innosti.

M:E, ¢ili pomér dietiovych bunék myeloidni a erytroidni fady, ukazuje
ponékud nizsi hodnoty u krys po 4sec. expozici, coz poukazuje na zmnoZeni
podilu erytroidnich bunék (zejména normoblasti).

Uréitym zajimavym jevem je i ta skutefnost, Ze v literatufe o experimental-
nich popélenindch ndm dostupné se autofi zabyvali vét§inou jen odezvou v peri-
fernim krevnim obraze. Kostni dfei ¢i pfipadné jiné hemopoetické orgidny byly
sledovdny jen namnoze v souvislosti s pouZzitim znaéenych sloucenin apod. Chybi
tedy i moZnost naleZitého srovnani.

Zavérem je nutné podotknout, Ze nejen periferni krevni obraz, ale také kostni
dfen muZze byt pfi popaleninich postizena uréitymi, namnoze i vyznamnymi
zménami, které pomahaji objasnit zdvaznost popéleni, prognostické aspekty a pri-
padné terapeutické zasahy.
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AHEYEK H., TTIPOY3A 3., MO3EPOBA 1., KAJJIOYCOBA B. (BoeuHslii BerepuHapHbiil Ha-
yuHO-HccaenoBarensckuit umHCTHTYT, Ilpara, Uexocnosakus). ['emaTonmorHueckue HM3MeHEHHA KOCT-
HOTO MO3ra NIpHM MONENBHBIX HEeKOHTAaKTHhIX oxorax kpeic. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 507-513,
1973.

Ha Monenm HeKOHTAaKTHBIX OXOroB Kpeic (cM. I coobujeHue) M3ywanu KOJIMYECTBEHHbIE M Kaue-
CTBEHHble M3MEHEHHUS KOCTHOrO MO3ra B OTHONIEHHM KJETOYHBIX 9aseMeHTOB. [Ipm sxcnosuumu
4 ceK. KJETOUHOCTh COKpaljaeTcs B TedeHHe IIOYTH BCEro XOna HabJoNeHMit; KpOMe TOTro, He-
CKOJIBKO YBEJIUYMBAETCA KOJMYECTBO, TJaBHBIM 00pa3oM, caMbix 3peasix (OpM 3pPHUTPOMAHOTO
pana.

abcoJoTHAA KJIETOYHOCTh KOCTHOTO MO3ra; MHSNOMIHBIE DPAL; SPUTPOMIHEII PAL; MOHOHYKJIeaphi
¥neruatku; M; E

JANECEK J., PROUZA Z., MOSEROVA J.,, KALOUSOVA V. (Military Veterinary
Research Institute, Praha, Clinic of Plastic Surgery of the Medical Faculty of Hy-
giene of Charles University, Praha, Czechoslovakia). Hematological Changes in Bone
Marrrow in Model Non-Contact Burns in Rats. Vet. Med. (Praha) 18 (8) :507-513,
1973.

Model non-contact burns were produced in rats (see communication I), to study
the quantitative and qualitative changes in bone marrow, as to the cellular elements.
The 4-second exposure reduced the cell rate almost throughout the study. Further-
more, this exposure time involves some increase in the number of, first of all, the
ripest forms in the erythroidal series.

absolute cell rate of bone marrow; myeloid series; erythroid series; marrow mono-
nuclears: M: E

JANECEK J., PROUZA Z., MOSEROVA J., KALOUSOVA V. (Militdr-Forschungs-
institut flir Veterindrmedizin, Praha; Klinik fiir plastische Chirurgie der Medizi-
nischen Fakultidt der Karls-Universitdt, Praha, Tschechoslowakei). Hdmatologische
Verdnderungen im Knochenmark bei nichtkontakten Modellverbrennungen bei
Ratten. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 507-513, 1973.

Bei der Untersuchung von nichtkontakten Modellverbrennungen bei Ratten (siehe
I. Mitteilung) wurden quantitative und qualitative Verinderungen im Knochenmark
mit Bezugnahme auf die Zellelemente verfolgt. Bei der 4 Sek.-Exposition zeigte
sich eine herabgesetzte Zellulisation im ganzen Verlauf der Untersuchungen. Ferner
kénnen bei dieser Exposition etwas erhdhte Zahlen vor allem bei den reifsten For-
men der erythroiden Reihe beobechtet werden.

Absolute Zellulisation des Knochenmarks; myeloide Reihe; erythroide Reihe: mono-
nukleidre Knochenmarkzellen: M; E
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MVDr. J. Janecek, CSc, RNDr. V. Kalousova, Vojensky veterinarni vyzkum-
ny ustav, 150 06 Praha, ing. Z. Prouza, Biofyzikdlni tstav UK, 12000 Praha,
MUDr. J. Moserova, Klinika plastické chirurgie LFH UK, 100 00 Praha
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Pokyny pro lektory

Poéet védeckych praci, které maji byt publikovany v éasopise VETERINARNI
MEDICINA stale roste, ale v dohledné dobé nelze poéitat s rozsifenim strankového
rozsahu ¢asopisu. Proto je nutno, aby lektofi posuzovali nejen védeckou uroven
a spolec¢ensky vyznam prace, ale také jejich rozsah.

Od 1. 1. 1968 byla zavedena v ¢asopise VETERINARNI MEDICINA nova gra-
fickd uprava ¢lankt, ktera ma predevsim umoZnit, aby publikované prace mohly
byt evidovany témi dokumenta¢nimi stredisky a organizacemi, které pouzivaji strojné

napln ¢lankda.

Prosime proto lektory, aby pii posuzovani praci prihlédli hlavné k témto okol-
nostem:

— Zda publikovani prace bude pirinosem pro zemédélskou védu, zda prinasi ori-
ginalni poznatky a jaké.

— Ma-li ¢élanek ¢lenéni pozadované ve smeérnicich pro autory.

— Zda je v uvodu spravné a co nejstru¢néji narysovan dtivod a cil préace.

— Bylo-li pro re$eni ukolu pouzito spravné metodiky a zda pocet a rozsah po-
kustt a pozorovani je dostacujici k spolehlivim zavériam. Ddale je nutno uva-
7it, zda je metodika tak originalni, ze je ji nutno popisovat, ¢i zda postaci
odkaz na puvodni pramen.

— Jsou-li spravné hodnoceny vysledky pokusit a pozorovani a vyvozeny spravné
vysledky pro praxi a dalSi vyzkum.

-— Zda souhrn dostate¢né presné vyjadruje obsal prace podle novych smérnic
a neni-li delsi nez 170 slov.

-— Jsou-li kli¢ova slova vhodné volena a serazena, zda opravdu vyjadiuji obsah
prace, zda jich neni zbyteéné mnoho a naopak zase tak malo, Zze k vyjadreni
obsahu prace nestaci.

— Je-li rozsah prace oduvodnén a zda jsou vSechny v praci obsaZené tabulky,
grafy a ilustraé¢ni materidl nezbytné nutné k doloZeni zavéru.

— Zda je zachovan priméreny rozsah citované literatury. Autor ma citovat jen
literaturu, ktera se vztahuje k publikované praci a nikoliv veskerou litera-
turu, ktera je o tématu znama. V seznamu literatury na konci prace ma uvést
jen tu literaturu, na niz se v textu ¢lanku odvolava.

— Je-li uvadéna podle pokyni pro autory a zkratky casopisi podle World
Medical Periodicals WMA New York 1961 nebo List of seriajl Publications
regularly scanned by the Commonwealth Bureau of Animal Health, January

1967. Soupis zkratek nazvt periodik zpracovala u nas H. Ka3parkova a vydal
VUVL v Brné.

Pokud dojde lektor k nazoru, Ze priace muze byt bez Ujmy na védeckém ob-
sahu zkrdcena, a to i pod limit pokyny urceny (8—10 stran se viemi prilohami),
prosime, aby pokyny ke zkraceni byly co nejkonkrétnéjsi.
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ZMENY V ENZYMATICKEM VYBAVENI ABSORPCNICH BUNEK
TENKEHO STREVA U MORCAT OZARENYCH CELOTELOVE Co®

P. Otoupal, Z. Lojda, J. HrusSovsky

Vojensky veterinarni vyzkumny ustav, Praha
1. Hlaviv patologicko-anatomicky iustav, FVL UK, Praha

OTOUPAL P., LOJDA Z., HRUSOVSKY J. Zmény v enzymatickém wvybaveni
absorpénich bunék tenkého streva u moréat ozarenych celotélové Co8. Vet, Med.
(Praha) 18 (8) : 515-521, 1973.

V enterocytech raznych usekt tenkého stifeva morcat starych tfi a ptil a dvanact
mésict, ozatenych celotélové Co% davkou 260 R (davkou nizdi nez LD 50/30),
byly sledovany histochemicky alkalicka a kysela fosfataza, leucyl-g-naftylamida-
za. sacharaza, trehaldza, nespecificka esterdza, a-glycerolfosfatdehydrogenaza a
sukcinatdehydrogenaza. Tenké strevo bylo vySetiovano 6 a 12 hodin, 1., 3.,5.a8.
den po ozateni. U nespecifické esterazy, kyselé fosfatazy a ¢asteé¢né u sukcinat-
dehydrogenazy a a-glycerolfosfdtdehydrogenazy byl zjistén pokles aktivity uz
12 hodin po ozareni. U disacharidaz a leucyl-g-naftylamidézy bylo vSak pozo-
rovano po 12 hodin prechodné zvysSeni aktivit. K obrazu shodnému s kontrolni
skupinou doslo u vSech sledovanych enzymt 3. az 5. den. Enterocyty v riz-
nych usecich tenkého streva reagovaly obdobné. Pokud je v enzymatickém
vybaveni vyjadieny proximodistalni gradient, zlistal po ozdreni zachovan. Zmé-
ny u mladsich zvifat nastupovaly rychleji nez u zvirat star§ich. Vysledky ukazuji,
ze digestivni a metabolicka kapacita enterocyti je zménéna uz béhem prvnich
tri dnu po ozatreni davkami niZ8imi nez LD 50/30.

nemoc z ozareni; tenké stfevo; enterocyty; histochemie; enzymy; rozdily stari:
morcata

Po prvnich radiobiologickych pracich, zabyvajicich se dlohou poskozeného za-
zivaciho aparatu v postiradiacnim syndromu (Bloom 1948, Quastler a kol
1951,1956, Osborne 1956, Bon 1963), se vyzkum v této oblasti zaméril v posled-
nich letech také na posouzeni resorpéni schopnosti sliznice pro proteiny, cukry, tuky,
1éky a jiné latky. V této souvislosti byla vénovana také pozornost enzymatickym
aktivitam enterocytt.

Podrobnéjsi studii na tenkém stirevé krys a morcéat ozarenych davkou 1200 R
provedli Ansari, Eder a Nigele (1963), ktefi sledovali adenosintrifosfatazu,
g-glukuronidazu, monoaminoxiddzu a cholinesterazu. Zjistili, Ze u vétSiny enzymu
dochazi kratce po ozafeni k poklesu aktivity, kromé g-glukuronidazy, kde byl patrny
mirny vzestup. Po 48 hodinach dosSlo u vSech enzyma k vyraznému poklesu jejich
aktivity. K podobnym zavérim dospéli také Spiro a Pearse (1964) pii studiu

- histochemickych zmén na duodenu ozarenych mysi.

Ve vét§iné praci vénovanych studiu postiradia¢niho poskozeni tenkého streva
histochemickymi metodami bylo pouZito k ozafeni pokusnych zvifat davek vysSich
nez je LD 50/30, v&t§inou tak vysokych, Ze byl vyvolan syndrom stfevni smrti. Zde
je nutno uvést, Zze pii pouziti téchto vysokych davek dochazi uz k rozsdhlym dystro-
fickym zménam na epitelidlni vystelce tenkého stieva, které jsou patrné také pii
béZném vysetieni. Je tedy logické, Ze musi byt poSkozeno i enzymatické vybaveni
enterocytu. Z hlediska vysvétleni zmén stfevni funkce po ozareni i malymi ddvkami
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pronikavé radiace (Bond 1969) je dulezité sledovani enzymu stirevni sliznice v ¢as-
nych obdobich po expozici.

Literarni udaje o zménach enzymut enterocytlt po ozareni niz§imi davkami
nejsou uplné.

Kosmider a kol. (1964) nasli u morcéat ozafenych davkou 400 R zmény
v aktivité enzymu (alkalické fosfatazy, ATP-azy, NADH:-tetrazoliumreduktazy, suk-
cinatdehydrogenazy) hlavné od 4. dne. Walther a kol. (1968) pozorovali na sku-
piné krys ozarenych davkou 650 R u sukcinatdehydrogenazy a malatdehydrogenazy
zietelny vzestup aktivity v epitelu tenkého stfeva po 24 hodinach, kdeZto tifeti den
po ozareni doSlo uz k poklesu aktivit. Galjaard a kol. (1970) zjistili, Ze nizké
davky x zareni (50—400 R) nevyvolavaji u krys zmény v aktivitich aminopeptidazy,
fosfataz a rtznych dehydrogenaz v prvnim obdobi po ozareni, kdeZto u nespecifické
esterazy zjistili po 36 hodinach vyrazny pokles.

Vztahu stari pokusnych zvifat ke zménam aktivity enzymu tenkého stieva
po ozareni si vS§imli Brodskij a Nikolajeva (1969). U krys ve staii 3—9
tydnt pouzili davky 500 R a sledovali za tyden po ozareni alkalickou fosfatazu a suk-
cindtdehydrogenazu. VyS$etfovali tfi ruzné useky tenkého stfeva a u krys starych
tri tydny pozorovali nejvyraznéjsi pokles aktivity alkalické fosfatazy v prvnim a dru-
hém useku. U stejné starych zvirat byla sniZena aktivita sukeciniatdehydrogenazy ve
vSech trech usecich, zatimco u zvirat starych 5—6 tydnt nebylo sniZeni aktivity
vyrazné.

V této praci, ktera navazuje na nasi drivéjsi publikaci (Otoupal, Kunstyr
1969) se zabyvame histochemickym sledovanim aktivit nékterych enzymu, které maji
vyznam pro posouzeni funkéni zdatnosti enterocytd (Lojda a kol. 1970) v ruz-
nych usecich tenkého streva razné starych morcéat po celotélovém ozareni davkou
nizsi nez LD 50/30.

MATERIALA METODY

K pokusu bylo pouzito mlad$ich morc¢at samcéiho pohlavi stari trfi a pll meé-
sice, prumérné vahy 380 g (290—480 g) a skupiny starsich zvirat stari jednoho roku,
prumérné vahy 660 g (560—730 g). Morc¢ata ve skupinach po péti jedincich obou
vékovych skupin byla exponovana a utrdcena spoleéné po péti. Jako kontrol bylo
pouzito Sesti zviiat ze starsi a deviti zviifat z mladsi skupiny.

Ozafovaci podminky: V ozarovacim zarizeni Co% se dvéma zatri¢i v kaZzdé sténé
ozatovaciho prostoru bylo umisténo komurkové rotujici zafizeni se zvifaty. Expo-
zice byla 260 R pii expoziéni rychlosti 11,4 R za minutu, ktera byla stanovena
sklenénymi a termoluminiscenénimi lithiumfluoridovymi dozimetry,

Zvirata byla utrdcena v intervalech 6 a 12 hodin, 1, 3, 5 a 8 dni po ozareni
v éterovém obluzeni vykrvenim z podpazZniho cévniho pletence. Vzorky z duodena,
jejuna a ilea byly zmrazeny proudem CO:2 a zpracovany v kryostatu bezprostiedné
pe zabiti. Rezy byly preneseny na nevychlazenad podlozni sklitka a nechar y roztat
a uschnout.

Na fezech byly provadény reakce na enzymy kartdéového lemu . (alkalickou
fosfatdzu, leucyl-g-naftylamidazu, sacharazu, trehaldzu) a z lysosomdlnich enzymu
byla sledovana kyseld fosfatdza. Stav endoplazmatického retikula byl sledovan re-
akei na nespecifickou esterdzu. Z mitochondridlnich enzymu byly sledovany e-gly-
cerolfosfatdehydrogendza a sukcinatdehydrogenaza. VSechny reakce byly délany v mo-
difikacich nebo metodach podle Lojdy (Lojda a Papou$ek 1970).

VYSLEDKY

Alkalicka fosfatdza: Zmény aktivity byly nalezeny v karta¢ovém
lemu enterocyti. U star§ich morcat byl pozorovan pokles 24 hodiny po ozéfeni
(nejzfetelnéj§i snizeni aktivity bylo patrno v jejunu, obr. 1b). U skupiny mlad-
ich zvifat bylo sniZeni aktivity patrné vétSinou jiz po 12 hodindch- U zvifat
obou skupin utracenych tfeti den po ozafeni jsme nasli ve srovnani se skupinou
zabitou dfive aktivitu o néco vy$ii (avsak niz§i nez u kontrol). Paty den uz nebyl
patrny proti kontrolni skupiné Zadny rozdil.
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Leucyl-g-naftylamidaza: V aktivité, lokalizované v kartaco-
vém lemu diferencovanych enterocytd, byly zjistény po ozafeni zmény ponékud
odlisné od alkalické fosfatazy v tom, ze 12 hodin po ozafeni byla aktivita u sta-
rych morcat ve viech tsecich tenkého stfeva zvy$end, 24 hodiny po ozafeni klesla
a tfeti den dosdhla stupné kontrolnich zvifat. U mlad§ich morcat byl trend akti-
vit podobny. -

Prib&h zmén aktivit sachardzy a trehaldzy se nelid§il. U obou
enzymu byl patrny vzestup aktivit v prvnim tudobi po ozédfeni, vyjddfeny nej-
markantnéji po 12 hodindch (obr. 2). V dal§im obdobi doslo k poklesu aktivit

1. Prukaz alkalické fosfatdzy u skupiny stars$ich morcéat v jejunu: A) neozarena kon-
trola, B) pokles aktivity za 24 hodiny po expozici (zvétSeni 160 X)

2h 2B 22C

2 Prukaz trehalézy A) kontrolni skupina starSich morcéat, B) vzestup aktivity 12

hodin po ozaieni starsi skupmy, C) vzestup aktivity ponékud mensi u mlad§1 skupiny,
(makrosnimek kryostatovych fezi na podloznim skle)

VETERINARN! MEDICINA — 1973 517



a 3. az 5. den byly aktivity obou disachariddz na trovni kontrolni skupiny.
Proximodistalni gradient (nejvy$si aktivity v proximalnim jejunu, nejnizii v ileu)
zustal pfi téchto zménach zachovdn. U mlad§ich moréat bylo vyrovnani aktivit
rychlejsi.

Kysela fosfataza: Na kryostatovych fezech neni patrna ostra lyso-
somalni lokalizace. Zbarveni apikalni cytoplazmy entrocytu je diftzni s akcenta-
ci v oblasti lysosomt. U ozafenych zvifat byl zaznamendn mirny pokles akti-
vity u nékterych star§ich moréat 24 hodiny po ozafeni. U mladsich zvifat byl
pozorovan pokles aktivity jen ve dvou pripadech. K vyrovnani aktivity doslo
tfeti den po expozici.

R .

3. Prakaz nespecifické esterazy u mladsi skupiny morcat v jejunu: A) neozarena

kontrola. B) pokles aktivity za 24 hod. po expozici (zvétSeni 160X)

4. Prukaz sukcinatdehydrogenazy v jejunu mladsich morcat: A) neozarena kontrola,
B) vyrazny pokles aktivity enzymu 12 hod. po expozici (zvétSeni 160X)
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Nespecificka esterdza méd v enterocytech vysokou aktivitu na
bocich a hrotu klka a niZ§i aktivitu v kryptach. Proximodistalni gradient v akti-
vité tohoto enzymu nebyl u sledovanych moréat pfili§ vyznaéen. U obou skupin
bylo pozorovano u vét§iny morcat sniZeni aktivity v intervalu 24 hodiny po
expozici v celém pribéhu tenkého stfeva (obr- 3b). Zvyseni aktivity na droven
nalezu u kontrolni skupiny bylo pozorovadno tfeti den po ozafeni a v dalsich
intervalech nebyly uz nalezeny podstatnéjsi odchylky.

Sukcindtdehydrogendza a a-glycerolfosfatdehydro-
genaza jsou lokalizovany v mitochondriich enterocytii s maximem v apikélni
¢asti a pri bazi buiiky. Aktivity nevykazuji v jednotlivych asecich stfeva pod-
statnéj§i rozdily. U ozafenych star§ich moréat nebyly pozorovany v aktivité enzy-
mi vyznamnéj§i zmény, i kdyz u nékterych zvifat do$lo ke sniZeni aktivity
v prvnich intervalech po ozafeni. U skupiny mlad§ich moréat byl zaznamenan
u vétsiny zvifat za 12 a 24 hodiny po ozafeni pokles aktivity v celém pribéhu
tenkého stfeva (obr. 4b). V dal§im intervalu, tj. tfeti den po ozafeni, nebyly

vive

jiz patrné vyznamnéjsi rozdily ve srovnani s ndlezy u kontrolnich zvifat.

DISKUSE

V této praci jsme se zaméfili na sledovani enterocytd, které hraji pfi pro-
cesu absorpce hlavni dlohu. Studovali jsme zatim jen nékteré enzymy.

Z vysledkt vyplyva, Ze aplikace ddvky niz§i nez LD 50/30 ovlivni enzyma-
tické aktivity v téchto buiikdch uz v casnych stadiich po ozafeni. Zmény jsme
nagli i v nékterych aktivitich enzymu kartaového lemu. Za zajimavé pokladdme
zjisténi, Ze aktivity disachariddz a leucyl-g-naftylamidazy se po ozéfeni pfechodné
zvy$uji a teprve v dal§im tdobi klesaji na ptivodni hodnotu. V zidném pfipadé
jsme vSak nena$li sniZeni aktivity disachariddz. Jakym mechanismem k tomuto
zvy$eni dochdzi a jak se toto zvySeni projevi in vivo si nedovedeme zatim vysvét-
lit. Je to pfedmétem naSeho dal§iho studia. U alkalické fosfatdzy jsme naopak
zaznamenali pfechodny pokles aktivity. Ve své dfivéjsi praci (Otoupal
a Kunstyf 1969) jsme obdobny pokles aktivity nasli u prasat. V této sou-
vislosti uvadime, ze¢ Galjaard a kol. (1970) nenasli u krys Ziddné zmény
v aktivité tohoto enzymu. K vysvétleni této diskrepance je tfeba dalsiho studia.

Dal§im zajimavym zji§ténim je pokles aktivity nespecifické esterazy, ktery
byl patrny uz po 12 hodindch. Rovnéz u prasat byl pokles aktivity tohoto enzymu
markantni (Otoupal a Kunstyf 1969). Galjaard a kol. (1970)
zaznamenali vyrazny pokles aktivity nespecifické esterdzy také u krys.

V aktivité sledovanych dehydrogenaz jsme podstatnéjsi zmény nezjistili,
pouze u nékterych zvifat byl zaznamenan ptechodny pokles. To je ve shodé
s tdaji Galjaarda a kol. (1970).

K tdpravé vSech aktivit enzymi doslo v na$ich pokusnych podminkach mezi
3. az 5. dnem. Pfedpoklddame, ze v této dobé je uz epitelialni vystelka tvofena
novou bunéénou populaci. Enterocyty v rtznych tsecich tenkého stieva reagovaly
obdobné. Pokud je v aktivitich enzymu patrny proximodistdlni gradient, ztstava
pfi zménach aktivit zachovan.

Tato prace je pouze zafatkem systematického sledovini, kterym se v korelaci
s biochemickymi a fyziologickymi ndlezy snazime o vysvétleni zmén v tenkém
stfevé po ozafeni, a proto upustime od diskuse vztahu zménénych aktivit k funkci.
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Doslo dne 21. 9. 1972

OTOYIIAJN II, JIOVIOA 3., TPYIHIOBCKU ¥. (Boeumsiif Berep. HayuHO-HCCIENOBATEIBCKHUIL
uncruryr, I. Ilaronoro-anaromuueckuii uucrutyt, Ilpara, UYexocnosakus). Mamenenus suauma-
THYECKOTO CONEepKaHMA abCOPOIMOHHBIX KIETOK TOHKOM KHIIKH y MODCKMX CBHHOK, O6nydeHHBIH
no scemy teny Co%. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 515-521, 1973. -

B aHTepouMTax pa3HbIX yYaCTKOB TOHKOM KHMIIKM MOPCKHX CBHHOK B BO3pacTe TPH C IIOJOBHHON
u 12 mecsaues, ofnyuennsix mo Bcemy Teny CoS0 nosoit 260 P (memee, wem mosa LD 50/30),
1MCTOXMMHUYECKHM TyTeM WH3ydanu IeNOuHyio u Kucayio ¢ocharassr, meiiuun-g-Hadrunamunasy,
caxapaady, TpeaJjady, Hecrenupuyeckyio acrepasy, a-rauuepopocharaernnporedasdy. TOHKyIO KHIIKY
nccaenosany B TedeHme 6 m 12 wac. ma 1-#, 3-i1, 5-f u 8-it muu mociae obnyuenus. Uro xa-
caerca Hecrenuduueckoit acTepass, Kucaoit docdaTasel, a 4aCTHYHO TaKKe CyKIIMHATAETrHIpOTe-
Hassl U e-raunepondochaTmerunporeHassl, UX aKTUBHOCTh NMOHM3MJIACh yXe cmycTs 12 wac. mocie
obnyyenus. HaoGopor, cnycrs 12 gac. akTHBHOCTH HHcaxapuuasnl M Jedui-B-HadTHIaMuaasbt
BpeMeHHO ycuaunace. Ilomo6Has KOHTPOJBHOW Tpynne KapTHHa uMena Mecto Ha 3—5-it meHs
y Bcex ¢epmeHToB. Cxoxeil 6blsa M peakiHsi SHTEPOIMTOB B PasHBiX- yUACTKaX TOHKOH KHIIKH.
[IpoxcuMonmcTanbHblil TPagMeHT mocje OOJyYeHHs COXPAHSJICA B 9SH3MMATHYECKOM CONEp)KaHHH
(mockonbKy OH TaM Cyuectsosay). Mosonsie >KMBOTHBIE INOABEPrajuCh M3MeHEHUAM OnicTpee,
4yeM crapble. [lazHBle TIOKa3hLIBAIOT, 4TO NHUeBAPHTENbHAA T MeTaboJIMyecKass eMKOCTH BHTEepOIH-
TOB M3MEHSAIOTCH y)Ke B TeYeHHe IepBLX 3 HHeil mocsue obnydenus nosamu Menee LD 50/30.

Jydesas 6oJsie3Hb; TOHKas KHILUKA; OHTEPOLMUTBI; THCTOXMMMA, éepMe}lTH; BO3pacTHbhIE Pa3JIHUYHA;
MOpPCKHE CBHHKH
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OTOUPAL P.,, LOJDA Z., HRUSOVSKY J. (Military Veterinary Research Institute,
1. Hlava’s Institute of Pathological Anatomy, Praha, Czechoslovakia). Changes in
the Enzymatic Equipment of the Absorption Cells of the Small Intestine in Guinea
Pigs after Whole Body Irradiation. Vet. Med. (Praha) 18 (8) : 515-521, 1973.

The enterocytes of different parts of the small intestine of guinea pigs, old three
and a half and twelve months and irradiated with the dose of 260 R (dose lower
than 50/30) of Co% all over their bodies, were examined histochemically for alcaline
and acid phosphatase, leucyl-g-naphthylamidase, sucrase, trehalase, non-specific
esterase, a-glycerolphosphatdehydrogenase and succinate-dehydrogenase. The small
intestine was examined 6 and 12 hours, 1, 3, 5 and 8 days after irradiation. It was
already 12 hours after irradiation that an activity drop was observed in non-specific
esterase, acid phosphatase and — partially — in succinatdehydrogenase and «-gly-
celolphosphat -dehydrogenase. On the other hand, disacharidases and leucyl-g-naph-
thylamidase showed a temporary activity increase after 12 hours. The third to fifth
day the activities returned to the levels of the conrol group. Within the enterocytes
in different parts of the small intestine reacted in a similar way. Where the proxi-
modistal gradient was present in the enzymatic equipment, it remained the same
after irradiation. In the younger animals the changes occured more quickly than
in older guinea pigs. The results show that the digestive and metabolic capacity
of enterocytes is already changed in the course of the first three days after irradi-
ation with doses lower than LD 50/30.

irradiation disease; small intestine; enterocytes; histochemistry; enzymes; differen-
ces in age; guinea pigs

OTOUPAL P., LOJDA Z., HRUSOVSKY J. (Militir-Forschungsinstitut fiir Veterinir-
medizin, Praha; I. Pathologisch-Anatomisches Institut, Praha, Tschechoslowakei).
Verdnderungen der enzymatischen Ausgestaltung der Absorptionszellen des Diinn-
darms bei ganzkoérperlich durch Co8® bestrahlten Meerschweinchen. Vet. Med. (Pra-
ha) 18 (8) : 515-521, 1973.

In den Enterozyten der einzelnen Abschnitte des Diinndarms von dreienhalb und 12
Monate alten Meerschweinchen, die ganzkérperlich durch Co® mit einer Dosis
von 260 r (kleinere Dosis als LDso/50) bestrahlt wurden, wurden histochemisch die
alkalische und saure Phosphatase, Leuzyl-g-Naphtylamidase, Sacharase, Trehalase,
nichtspezifische Esterase, «-Glyzerolphosphat-Dehydrogenase und Succinat-Dehydro-
genase verfolgt. Der Diinndarm wurde 6 und 12 Stunden, den 1., 3., 5. und 8. Tag
nach der Bestrahlung untersucht. Bei der nichtspezifischen Esterase der sauren
Phosphatase und teilweise auch bei der Succinat-Dehydrogenase und «-Glyzerolphosp-
hat-Dehydrogenase wurde eine Aktivititsabnahme bereits 12 Stunden nach der
Bestrahlung verzeichnet. Bei den Disacharidasen und der Leuzyl-g-Naphtylamidase
wurde jedoch nach 12 Stunden eine voriibergehende Aktivitidtserhohung beobachtet.
Bin Zustand, der dem der Kontrollgruppe glich, wurde bei allen verfolgten Enzymen
am 3. bis 5. Tag erreicht. Die Enterozyten in den einzelnen Diinndarmabschnitten
reagierten auf dhnliche Weise. Insofern in der enzymatischen Ausgestaltung ein pro-
ximo-distaler Gradient ausgedriickt ist, blieb er nach der Bestrahlung erhalten.
Die Verinderungen trafen bei jlingeren Tieren schneller ein als bei den #lteren.
Resultate erwiesen, dafi die digestive und metabolische Kapazitit der Enterozyten
schon im Verlaufe der ersten 3 Tage nach einer Bestrahlung mit Dosen, die kleiner
als LDso/30 sind, gedndert ist.

Strahlenkrankheit; Diinndarm; Enterozyten; Histochemie: Enzyme: Altersunter-
schiede: Meerschweinchen

Adresy autoru:

‘MVDr. P. Otoupal, CSc, doc. MVDr. J. Hru$ovsky, CSc, Vojensky veteri-
narni vyzkumny ustav, 150 06 Praha ’

Prof. MUDr. Z. Lojda, DrSc., 1. Hlavav patologicko-anatomicky ustav FVL UK,
120 00 Praha 2, Studnickova 2
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VETERINARNI MEDICINA

POKYNY PRO AUTORY

Od 1. 1. 1968 byla zavedena nova uprava ¢lanku, které maji byt publikovany
v c¢asopise Veterinarni medicina.

Tato nova uprava je prispévkem k soufasné snaze o mezinarodni normalizaci
a ma umoZnit, aby &éasopis pronikl do dokumentaéniho materidlu velkych mezina-
rodnich agentur a organizaci, které pouzivaji systému strojové evidence.

Zustava zasadou, Ze prednostné budou publikovany prace prioritni, vé-
deckého charakteru, ptrinasejici vysledky pouzitelné v zemédélské praxi.

Aby nova uprava prinesla ten vysledek, ktery od ni ocekavame, je tieba, aby
autori presné dodrzovali tyto pokyny:

Jednotlivé prace nemaji mit v&t$i rozsah nez 8—10 stran na stroji se vSemi
prilohami. Autofi nechf se vyvaruji nadmérného mnoZstvi tabulek a pouzivaji ra-
déji grafu.

Technicka uprava rukopisu

Uprava rukopisu ma odpovidat stidtni normé& CSN 880220 (format A4, 30 iadek
na stranku, 60 Ghozt na fadku, mezi fadky dvojité mezery). Ilustrace, grafy, tabulky
a fotografie se dodavaji zvlasf, nepodlepuji se. Na zadni strané se vyznaéi tuZkou
poradové &islo obrazku nebo grafu a napiSe se jméno autora ¢lanku. Texty k obraz-
kiim a grafum se dodavaji na zvla$tnim listé, umisténi se oznac¢uje na levém okraji
prislusné strany rukopisu ¢&islici v krouzku. Tabulky se é&isluji zvlast rimskymi
* Cislicemi.

Vlastni uprava prace

Nazev prace (titul) nema presahovat 85 Uhozu. Je nutno vyvarovat se v nazvu

obecnych frazi jako: Studie o . . . Prispévek k ... Pokus o ... Kazdy zaslany
¢lanek musi byt samostatnou praci, nemohou byt publikovidny ¢lanky na pokraco-
vani, oznac¢ené napi.: Studie o ... I, I, IIL, atd., stejné tak jsou vylouéeny pod-

titulky ¢élanku.
Jména autoru se uvadéji bez titultl s poc¢ateénim pismenem kiest. jména.

Souhrn

Vypracovani souhrnu je nutno vénovat obzvla$tni pééi. Autor do ného ma
shrnout vSe, co je na jeho praci pozoruhodné a nové a co ma byt dokumentovano.
Souhrn ma byt nekritickym informadnim vybérem vyznamného obsahu a zavéru
¢lanku, nikoliv v8ak jeho pouhym popisem. Musi vyjadrit vSechno podstatné, co je
obsazeno ve védecké praci, nema ji vSak nahradit. Nesmi prekroc¢it rozsah 170 slov.
Je treba, aby by psan celymi vétami a ne telegrafickym zplsobem. Souhrn zaéina
jménem autort, titulem c¢lanku a citaci: Vet. Med. (Praha) 000 (000) : 000-000, 1973.
Mista oznac¢ena nulami doplni na kompletni citaci pri korektuie redakce.
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Souhrn ma obsahovat:

Jméno studovaného organismu ¢i jiného predmétu studie.

Material, zpisob jeho pouZiti nebo aplikace, hlavni nélezy a vysledky.

Nové techniky, jejich pouziti a kvality.

Nové pristroje a zpusoby jejich pouziti.

Nova nebo ovéirena data trvalé hodnoty (napf. absorpéni spektra, pocty chro-
mosomt, konstanty, namérené fyziologické hodnoty atd.).

Nové teorie, interpretace vysledkl a jejich pripadné vyuZiti.

Kliéova slova (Key words, index terms)

Pod souhrn je nutno po vynechani radky pripojit klicova slova. Ta maji slouzit:
a) K rychlé orientaci ¢tenare (jakysi ,zkraceny referat®). Nestac¢i-li pouha jed-
notliva slova, je mozné pouzit i sloZenych vyrazu, popr. i struéné véty.
b) Pri zaiazovani prace do kartotéky.
¢) K rychlému usporadani vécného rejstiiku na konei roku.
Pod timto zornym uhlem je nutmé kli¢ova slova psat. Pojmy obsazené v titulu
¢lanku se zpravidla jiz nezatazuji.
Klicovych slov by nemeélo byt méné nez 3 a vice nez 12. Zac¢inaji malym pis-
rnienem a oddéluji se strednikem.

Uvod

Uvod ma obsahovat hlavni divody, pro¢ byla prace uskuteénéna a velmi
stru¢nou formou stav studované otiazky. Je nutno se v ném vyhnout rozsahlym histo-
rickym pi‘ehledim. Uvadi se bez nadpisu, je mozno v nédm uvést k praci se vztahu-

Materiil a metody

Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li ptivodni, jinak postacuje citovat autora
metod a uvadét jen pripadné odchylky. Je v nich popsan pokusny materidl vcéetné
udaja o zviratech. Popis metod by meél umoznit, aby kdokoli z odborniktt mohl podle
ného a pri pouziti uvedenych citaci praci opakovat.

Vysledky

Doporucuje se nepouzivat k vyjadieni kvantitativnich stava tabulek a dal pied-
nost grafiim, anebo tabulky shrnout v statistickém hodnoceni naméfenych hodnot.
Tato ¢ast by neméla obsahovat teoretické zavéry ani dedukce, ale pouze faktické
nalezy.

Diskuse

Obsahuje zhodnoceni price, diskutuje se o moznych nedostatcich a price se
konfrontuje s vysledky drive publikovanymi (pozZaduje se citovat jen ty autory, ktefi
maji k publikované praci bliz§i vztah), pokud maji souvislost nebo jsou s piedlo-
zenou praci néjak srovnatelné.

Podékovani

Uvadi se, je-li to nutné, struéné podékovani (jedna az dvé véty), napi.: Za tech-
nickou spolupraci, Za pomoc pri statistickém zpracovani, Za poskytnuti méné béz-
ného lé¢iva apod.

Literatura
V textu prace se pri citaci uvede jméno autora a rok publikovani. Do seznamu
se zaradi zpravidla jen prace citované v textu ¢lanku, a to podle abecedy, bez Cislo-

vani, kazda citace na novém radku. Je-li vice praci od téhoz autora ve stejném
roce, prida se k letopoétu oznaceni a, b, c.
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Zkratky nazva c¢asopisu je ifeba bezpodminectné dodrzovat podle publikace
World Medical Periodicals WMA, New York, 1961, nebo podle List of serial Public-
ations regularly scanned by the Commonwealth Bureau of Animal Health, January
1967. Soupis zkratek nazvi periodik zpracovala u nas' H. KaSparkovd a vydal
“VUVL v Brné.

Citace Casopisu:

Jméno, zkratka krestniho jména, letopocet, nazev c¢lanku, zkratka ¢asopisu,
roénik, stranky.

Citace knihy:

Jméno, zkratka kiestniho jména, letopocet, nazev knihy, vydavatel, stranky.

K praci je nutno pripojit tfi exemplare souhrnu na zvlastnim listu navie jako
podklad pro cizojazy¢né souhrny.

Pokud autor pouzivd v praci zkratek jakéhokoliv druhu, je nutno, aby byly
alesponi jednou vypsany, aby se predeSlo omylim pri ptekladech. V néazvu prace
a v souhrnu je lépe zkratek neuzivat. _

Na zvlastnim listé uvede autor akademicky titul, ki'estni jméno, jméno, védec-
kou hodnost, nazev a adresu pracovisté, jméno vedouciho pracovisté.

K préaci je nutno dale pripojit souhlas vedouciho pracovisté s publikaci élanku
a prohlaseni, Ze ji autor nezaslal ani v jiném znéni jinému ¢&asopisu ani v CSSR,
ani v zahraniéi. .

REDAKCNI RADA CASOPISU VETERINARNI MEDICINA

Rukopis odevzdan k tisku 28. 5. 1973 — Podepsano k tisku 28, 10. 1973
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