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DETEKCIA BOVINNEHO HERPESVIRUSU-1 METODOU
DOT-BLOT HYBRIDIZACIE

§. Viltek!, I. Deliova?, O. Forga®?, L. Strojny’, M. Harvan!, G. Benko’

lUmverzzta veterindrskeho lekdrstva, KoSice
2Ustav e:xpenmentdlnej veterindrnej mediciny, KoSice
3S8tdmy veterindrny vstav, KoSice

Na detekciu BHV-1 (etiologicky agens IBR) bola pouZitd metdda dot-blot hybridizdcie
na nitrocelulézovych filtroch a rézne typy DNA sond (dvojvldknové rekombinantné
plazmidy, jednovldknové rekombinantné figy rady M 13 a 40 bp synteticky oligo-
nukleotid). Genémova DNA BHV-1 bola zo vzoriek (viriony, infikované bunky, no-
sové vytery a seluéty) izolovanéd extrakciou s fenolom. Najvy¥3ia citlivost detekcie
bola dosiahnuté s >?P_p UR-1 sondou (1,8 kb ndhodny EcoRI - Hind lll fragment vli-
govany do plazmidu pUC 9), ktora detekovala geném BHV-1 v 5. 10? infikovanych
MDBK bunkdch. Této sonda nereagovala s herpetickymi virusami BHV-2, BHV-3,
BHV-4 a virusom Aujeszkeho choroby. Kvalita sondy pUR-1 bola dalej overovana
na diagnostiku IBR u zvierat experimentilne infikovanych virusom BHV-1 (intrana-
zélna infekcia). BHV-1 bolo moZné zistif v nosovych vyteroch a sekrétoch u experi-
mentalne infikovanych teliat uZ v 1. defi po infekgii, pri¢om mnoZstvo agensa vrcholilo
na 2. aZ 3. deii a na 6. - 7. deii vyskyt virusu znatne poklesol. S digoxigenin-pUR-1,
t. j. nerddioaktivne oznatenou sondou, bola pritomnost virusu vyraznejie potvrdend
iba na 2. - 3. der, v &ase najvysSicho vyskytu infek&éného agensa. Na detekciu virusu
dot-blot hybridiziciou sa lep&ie osved&ili nosové sekréty, ako nosové vytery. Technika
izoldcie virusu na bukovych kultirach tieZ potvrdila vyskyt agensa uZ na 1. deii po
infekcii, s maximom na 2. - 5. dei, ale ovela spolahlivejsie detekovala virus aj na 6. aZ
7. deti po infekcii. Klinické priznaky IBR boli pozorované do 3. diia a vrcholili na
6. deti po infekcii.

bovinny herpesvirus-1; BHV-1; DNA sondy; dot-blot hybridizacia; nitrocelulézové
membrany; IBR

Bovinny herpesvirus-1 bol objaveny v 50. rokoch v USA a je etioiogickym
agensom infek¢nej bovinnej rinotracheitidy M c Kercher ai., 1975)
a infek¢nej pustuldmej vulvovaginitidy (K endrick ai., 1958), ale u hovidzie-
ho dobytka (HD) tieZ sposobuje konjunktivitidu, enteritis, encefalitidu, aborty
(Gibbs a Rweyemamu, 1977). BHV-1 je prendSany aj spermiami bykov
(Kendrick a Entee, 1967). Multifaktoridlne infek¢né icinky BHV-1 spo-
sobuji v chovoch HD zna¢né ekonomickeé straty.

Tradi¢nd laboratérna diagnostika BHV-12 je zaloZend na izoldcii virusu na
bunkovych kultirach. Z dalSich diagnostickych metdd sa vyuZiva sérologicky dokaz
Specifickych protildtok, ELISA technika, imunofluorescenény dokaz $pecifickych
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antigénov(Van Donkersgoed a Babiuk, 1991). Napriek usiliu ino-
vovat laboratdrmu diagnostiku IBR, problémy s rychlym, jednoduchym a 3peci-
fickym ddkazom virusu BHV-1 pretrvdvajii. Zvl4Sf problematickd je diagnostika
latentnych stavov tejto virusovej infekcie.

Pokroky v technikdch rekombinantnej DNA dovolili zaCiatkom 80. rokov
pristupif k inovdcii diagnostiky mikroorganizmov vyuZitim metdd hybridizicie
nukleovych kyselin. Hybridizanymi technikami sa detekuje pritomnosf genému
mikroorganizmu vo vy3etrovanych vzorkidch pomocou 3Specifickych radioaktivne
alebo neradioaktivne oznaenych DNA/RNA sond (Viscidi a Yolken,
1987). Tento trend zasiahol aj diagnostiku infekénych chordb vo veterinimej me-
dicine (Paul, 1990).

Viaceré laboratoria uZz overovali detekciu genému BHV-1 roznymi technikami
hybridizdcie nukleovych kyselin (Dorman ai., 1985; Dunn a i, 1986;
Andino ai, 1987; Rock ai, 1986, Pacciarini ai., 1988; Beldk
ai., 1988). Vysledky ich experimentov nazna¢uju perspektivu vyuZitia molekuldmo-
genetickych metodik aj pri inovécii diagnostiky IBR.

V naSej praci sme vyuzili na detekciu BHV-1 rozne typy DNA sond (na bize
dvojvldknovej alebo jednovldknovej DNA, synteticky DNA fragment) s ciefom
vybraf najvyhodnejSiu z nich na diagnostiku IBR u hovidzieho dobytka.

MATERIAL A METODY

VIRUSY A BUNKOVE KULTURY

Suspenzia MDBK buniek bola infikovand BHV-1 (kmeii R-6 zo zbierky
mikroorganizmov VUVeL Bmo) s M.O.I. = 1 PFU/. po dobu 24 hodin. Bunky
boli po infikovani virusom resuspendované a rozdelené paralelne s nemﬁkovanyml
bunkami ako kontrolou do skimaviek o po¢toch 10%, 10* 10°, 10, 5.10%a 10”. Po
doplneni objemu na 0,5 ml s fyziologickym roztokom bola z bumek izolovand DNA
fenolovou technikou.

Pri overovani 3pecifity sondy pUR-1 bola pouZitd DNA vyizolovand z roznych
herpetickych virusov: BHV-1 (kmeti HB 176), BHV-2 (kmeti TV), malignant ca-
tarrhal fever virus - BHV-3 (kmeii WC 11), BHV-4 (kmeii Movar 33/63), virus Au-
jeszkeho choroby (kmerti Benatky 86), vSetky zo zbierky mikroorganizmov VUVeL
v Bme.

EXPERIMENTALNA INFEKCIA TELIAT

Do pokusu bolo vybranych paf 6-7 mesa&nych klinicky zdravych teliat, u ktorych
neboli zistené sérové protllatl?' proti IBR. Zvieratd boli intranazdlne infikované
suspenziou BHV-1 o titri 108°. Na dokaz BHV-1 boli zvieraté na 0. - 7. deil po
infekcii, kazdy deri odoberané nosové vytery a sekréty. Zaroveii bola zvieratim me-
rand telesnd teplota a pozorované klinické priznaky infekcie IBR.

ODBER NOSOVYCH VYTEROV

Nosové vytery boli odoberané pomocou vatového tampona, starostlivym kriZi-
vym pohybom. Vata s nosovym vyterom sa ponorila do 1,5 ml fyziologického rozto-
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ku s ochrannymi antibiotikami a nechala cez noc pri teplote 4 °C. Potom sa z vaty
vytlagil roztok, odobralo sa 0,3 ml roztoku, fyziologickym roztokom doplnilo na
objem 0,5 ml a fenolovou technikou sa izolovala DNA. Druh4 &asf vzoriek bola
pouZitd na dokaz BHV-1 izoldciou virusu.

ODBER NOSOVYCH SEKRETOV

Paralelne s odberom nosovych vyterov sa u experimentdlne infikovanych zvierat
odobrali aj nosové sekréty technikou podrfa autorov Zu f fa a i. (1982). Tampény
sa zasunuli na 10 - 15 minit hlboko do nosového otvoru zvierafa. Z 1 - 3 ml ziska-
ného sekrétu sa odobralo 0,2 ml roztoku, doplnilo sa na objem 0,5 ml s fyziolo-
gickym roztokom a fenolovou technikou sa izolovala DNA.

IZOLACIA A DENATURACIA DNA

K 500 pl vzorky sa pridalo 50 pul 10% SDS a 5 pl proteindzy K (20 mg/ml) a inku-
bovalo 1 - 1,5 h pri teplote 37 °C. Potom sa vodny roztok dvakrat extrahoval rovna-
kym objemom fenolu a reextrahoval fenol-chloroformom (1 : 1). DNA sa z vodnej
fazy vyzrdZala 2 obj. etanolu v pritomnosti 0,25 M CH3COONa, pH 5,2. DNA bola
rozpustend v 50 - 100 pl TE pufru a na hybridizdciu sa pouZilo 5 pl roztoku. Pred
nana$anim na NC filter sa DNA denaturovala zohriatim vo vriacej vode (5 min)
a ponorenim do fadu. Niektoré vzorky boli denaturované posobenim 0,5 M NaOH
(Maniatis ai., 1982).

DNA SONDY

Na hybridiziciu boli pouZité tieto sondy:

a) Rekombinantny plazmid pUR-1 zostrojeny z plazmidu pUC-9 vligovanim 1,8
kb EcoRI - Hind III ndhodného fragmentu DNA BHV-1 (ldskavo poskytnuty
Laboratoriom génového inZinierstva Moskovskej veterindrnej akadémie.)

b) Rekombinantny plazmid pUR-2 zostrojeny z plazmidu pAT 153 vligovanim 4,8
kb Sall - Pstl fragmentu DNA BHV-1, ktory obsahoval 2/3 virusového imme-
diately early (IE) génu.

c) Jednovldknova forma (ss) figu M13mp18 s vligovanym 443 bp (sonda pMR-1)
alebo 273 bp (sonda pMR-2) inzertom obsahujucim sekvenciu z 3>-kddujicej
oblasti IE génu.

d) 40 bp synteticky DNA oligomér navrhnuty z génu BHV-1, ktory kéduje imu-
nologicky dolezity gl virusovy glykoproteinovy antigén (Whitbeck ai,
1988).

Dvojvldknové DNA (ds DNA) boli znadené s vyuzitim [>2P - o dCTP] (Izinta,
Madarsko) metddou nick transldcie (kit fy Amersham); jednovldknové DNA
multiprime labelling systémom (kit fy Amersham); synteticky oligomér s vyuZitim
[32P -YATP] (Izinta, Madarsko) 5’- koncovym znatenim(M aniatis ai., 1982).
Rekombinantny plazmid pUR-1 bol znafeny aj digoxigeninom (kit fy Boehringer
Mannheim). Pred hybridiziciou boli ds DNA sondy denaturované alkalickou me-
todou Maniatis ai., 1982).
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DOT-BLOT HYBRIDIZACIA

Na nitrocelul6zové (NC) membrany (Hybond N, fy Amersham) sa nanieslo po
5 ul analyzovanej vzorky denaturovanej DNA a po vysu$eni sa filter zohrial vo va-
kuovej suSiarni na teplotu 80 °C po dobu 2 hodin. Na predhybridiziciu (68 °C/2 aZ
3 h) sa pouzil predhybridiza¢ny roztok o zloZeni 6 x SSC, 0,5% SDS, 5 x Denhartov
roztok, 100 pg/ml denaturovanej sledovej DNA. K hybridizdcii (68 °C/18 h) sa pou-
Zil roztok rovnakého zloZenia, ale namiesto heterolognej DNA bola pridand dena-
turovand >2P-DNA sonda (100 ng). Pri pouZiti syntetického 40 bp DNA oligoméru
bola predhybridizatnd a hybridiza¢na teplota zniZend na teplotu 58 °C. Po skonceni
hybridizicie boli NC membrany premyté 15 min/20 °C v roztoku 1 x SSC + 0,5 %
SDS, 15 min/20 °C v roztoku 1 x SSC + 0,1 % SDS a 3 x 20 min/68 °C alebo 58 °C
pre 40 bp DNA sondu v roztoku 0,1 x SSC + 0,5 % SDS. Po vysu$eni membran
boli rddioaktivne §kvmy detekované autorddiografiou 1 - 3 dni na RTG filme.

Hybridizdcia a detekcia s digoxigeninom znaCenou pUR-1 sondou bola robend
podFa pokynov vyrobcu kitu (Boehringer Mannheim).

IZOLACIA VIRUSU Z NOSOVYCH VYTEROV

Izolé4cia virusu bola robenda na MDBK bunkich pozorovanim cytopatického
efektu.

VYSLEDKY

Met6dou dot-blot hybridizdcie na nitrocelul6zovych filtroch bola dokdzana pri-

tomnost’ DNA BHV-1 v infikovanych bunkovych liniach vetkymi typmi pouzitych
32p_DNA sond. S neinfikovanymi kontrolnymi MDBK bunkami neboli zistené po-

zitivne signaly. Av8ak so vzorkou obsahujiicou 107 buniek sa u niektorych DNA
sond objavila slabd neSpecifickd Skvrma. NajvyraznejSie sa tato neSpecifickd reakcia
objavila pri hybridizicii so syntetickym oligomerom (obr. 1, L). Najvicsia citlivost
bola dosiahnutd s rekombmantnym plazmldom pUR-1. Této sonda spofahlivo de-
tekovala virus vo vzorke pripravenej z 10°BHV-1 infikovanych MDBK buniek (obr.
1, A). PretoZe pri nana3ani na NC filter bola pouzita iba 1/20 vzorky, sonda dete-
kovala deném BHV-1 prakticky uZ u 5. 10° infikovanych buniek. Identické vysledky
ako s ““P-pUR-1 boli ziskané pri hybridizicii vzoriek s 1,8 kb inzertom DNA BHV-1
vystiepenym z pUR-1 (obr. 1, C).

So sondou pUR-1 nebola pozorované skrizend hybridizatna reakcia s herpes vi-
rusami BHV-2, 3, 4 a s virusom Aujeszkého choroby (vysledky nie su uvedené).

Kvalita sondy 2p. -pUR-1 bola dalej overovana na dokaz BHV v nosovych vy-
teroch a sekrétoch experimentdlne infikovanych teliat. Dot-blot hybridizdcia
potvrdila pritomnost BHV-1 v nosovych vyteroch teliat uz na 1. deii po infekcii.
Maximdlny vyskyt infek&ného agensu kolisal od vzorky k vzorke (obr. 2, A), t. j.
na 1. deri (tefa &. 4), na 2. deni (tela ¢. 1,5) alebo na 3. deri (tefa ¢&. 2,3). U vietkych
vySetrovanych zvierat infekcia ustipila na 6. - 7. der.

PresvedCivejsie vysledky boli dosiahnuté pri analyze nosovych sekrétov. U vy-
Setrovanych teliat sonda > P-pUR -1 detekovala pntomnost virusu BHV-1 tieZ uZ na
1. deni po experimentdlnej infekcii, ale jednozna¢ne maximum infekcie bolo zachy-
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1. Dokaz BHV-1 dot-blot hybridiziciou u experimentilne infikovanych MDBK buniek s réznymi
32p_DNA sondami. Bunky: A, C, E, G, I, K - Infikované MDBK bunky, B, D, F, H, J, L - kontrolné
neinfikované bunky; a - 10", b - 5.10‘, c-10%d-10%e-10% f- 105 MDBK buniek. Sondy: A,
B - pUR-1;C, D - 1,8 kb EcoRI-Hind III fragment DNA BHV-1 vystiepeny z pUR-1; E, F - pUR-2;
G, H-pMR-1;1,J - pMR-3; K, L - 40 bp DNA oligomér - Evidence of BHV-1 dot-blot hybridization
in experimentally infested MDBK cells by various 2p.DNA probes. Cells: A, C, E, G, I, K . infested
MDBK cells, B, D, F, H, J, L - control uninfected cells; a - 107, b- 5.106. c- lO‘, d- 105, e- 104,
f- 10° of MDBK cells. Probes: A, B - pUR-1; C, D - 1.8 kb EcoRI-Hind III fragment DNA BHV-1
split from pUR-1; E, F - pUR-2; G, H - pMR-1; I, J - pMR-3; K, L - 40 bp DNA oligomer

2. Dékaz BHV-1 dot-blot hybridiz4ciou s *P-pUR-1 (A, B) a s digoxigenin - pUR-1 (C) v nosovych
vyteroch (A) a v nosovych sekrétoch (B, C) experimentdlne infikovanych teliat. 1 - 5 = &islo infi-
kovaného tefafa; 0 = analyza vzoriek pred infekciou; I - VII = 1. aZ 7. deii po infekcii - Evidence
of BHV-1 by dot-blot hybridization with 32P-pUR-l (A, B) and with digoxigen - pUR-1 (C) of
experimentally infested calves. 1 - 5 = number of infested calf; 0 = analysis of samples prior to
infection; I - VII = days 1 to 7 from infection

tené na 2. - 3. de, pri¢om infekcia na 6. - 7. defi odznievala (obr. 2, B). Pri oznageni
pUR-1 digoxigeninom bol virus detekovany iba na 2. - 3. deii (obr. 2, C), t. j. v Case
maximdlneho vyskytu infek&éného agensa.
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Technika izol4cie virusu BHV-1 na bunkovych kultirach potvrdila vyskyt agensa
v nosovych vyteroch uz na 1. deii po infekcii, najviac virusu bolo izolované na 2.
- 5. deti, neskdr infekcia ustupovala. Na rozdiel od dot-blot hybridizdcie, virusova
izoldcia jednozna¢nejsie potvrdila vyskyt virusu vo vyteroch ete aj na 6. - 7. den
(tab. I). ZvySend telesnd teplota zvierat bola pozorovand uZ na 1. defi s maximalnymi
hodnotami na 2. - 4. dei. Klinické priznaky ochorenia IBR (celkova maldtnost, z4-
paly nosnych sliznic, nosové vytoky, neskor hlienovité az krvavé, Cervené nosy)
boli pozorované na 3. deri a vrcholili na 6. defi po infekcii (tab. I).

1. Porovnanie diagnostiky IBR u experimentilne infikovaného hovadzieho dobytka (vysledky boli
ziskané z piatich zvierat) - Comparison of IBR diagnostics in experimentally infested of cattle (results
were obtained from five animals)

| Dei po infekcii’
Metéda
0 2 3 4 5 6
VI = + + + + + + +
DBH ” + i + + § i
T - - + + + + + +
KP - - - + + + + +
VI = metdda izoldcie virusu na bunkovych kultirach - method of virus isolation on cellular
cultures
DBH = dot-blot hybridizicie - dot-blot hybridization
T = telesna teplota; + = nad 39,5 °C - body temperature; + = over 39.5 °C

KP = klinické priznaky (apatia, respiradny snydrém) - clinical syndromes (apathy, respiratory
syndrome)

lmethod, 2day from infection

DISKUSIA

Hybridiz4cia nukleovych kyselin m4 viaceré vyhody, ktoré s vhodné na detekciu
mikroorganizmov. Predovietkym nie je potrebnd kultivicia buniek, lebo pri hybri-
diza¢nych technikdch sa fyzikdlno-chemickou metddou dokazuje priamo pritomnost
gendému mikroorganizmu. Molekuldrna hybridizdcia umoZiuje zachytif infekciu
v rannom $tddiu jej rozvoja, kedy sa eSte nesyntetizuje dostatok antigénov a ani ne-
dochddza k syntéze Specifickych protildtok. Princip parovania nukleotidovych bdz
zabezpeluje vysoku citlivost a Specificitu testu, ¢o su idedlne parametre na
diagnosticki metédu (Viscidi a Yolken, 1987; Petterson
a Hyypia, 1985). Hoci rychlost hybridiza¢nych testov je niekedy problema-
tickd, predovietkym metdda dot-blot hybridizdcie a jej modifikdcie sa stdle
zrychluju, zdokonaluju a zjednodu$uju (Beldk ai., 1988).

Jednou z najdoleZitejSich zloZiek metddy hybridizdcie nukleovych kyselin je $pe-
cifickd sonda. V pripade detekcie BHV-1 zna&n4 diZka jeho DNA genému (138kb)
umoziiuje vybrat mnoZstvo potenciondlne pSecifickych sond. Ich diagnostickd uzi-
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to¢nost je potrebné overif hybridizanymi experimentami, ktoré predov3etkym zistia
ich Specificitu a citlivost. Prevaznd Casf autorov vyuZila na detekciu BHV-1 DNA
sondy vo forme rekombinantnych bakteridlnych plazmidov, ktoré obsahovali na-
hodne vligovany inzert BHV-1. Napr. Dorman ai. (1985) vyuzil pri dot-blot
hybridizicii plazmid pCB2, ktory pripravil vligovanim 9,6 kb Hind III fragmentu
I genému BHV-1 do plazmidu pBR 325a Dunn ai. (1986) na in situ hybridi-
zdciu plazmid pCB 31 s vligovanym Hind III fragmentom C virusu BHV-1. Aj
Beldk ai. (1988) vyuzil na dokaz BHV-1 dot-blot hybridizaciu a plazmid pBH5
s 5,4 kb ndhodnym Pstl inzertom a pBH 132 s dvoma Pst inzertami 3,08 kb a 1,3 kb
vligovanymi do plazmidu pKH 47. Metddou dot-blot hybridizdcie talianski autori
(Pacciorini ai., 1988) detekovali virus BHV-1 v semendch bykov, pri¢om
ako sondu pouZili plazmid pHV 2, ktory obsahoval 12,5 kb Hind III fragment vli-
govany do plazmidu pUC 8. Aj dalsi autori (Andino ai., 1987) vyuzli na de-
tekciu genému BHV-1 tri rdzne rekombinantné plazmidy pHBB 3, pHBB 4 a pHBB
515 8,9; 15,5 a 17,8 kb BamHI virusovymi fragmentami v plazmide pAT 153.

V na3ej prdci sme pouzili na dékaz BHV-1 rozne typy DNA sond: dva
dvojvldknové rozne dlhé inzerty vligované do bakteridlnych plazmidov, dva kritke
useky gendmu BHV-1 nachddzajice sa v jednovldknovej forme figu M 13 a synte-
ticky 40 bp DNA oligonukleotid navrhnuty z nukleotidovych sekvencii génu ké-
dujuceho imunologicky dolezity gl protein (W hitbeck ai., 1988). Synteticky
oligomér mal niZ8iu citlivost. Najvyssiu citlivost pri detekcii BHV-1 sme ziskali so
sondou pUR-1, ktord bola skon$truovand z plazmidu pUC 9 vligovanim ndhodného
1,8 kb Hind III - EcoRI fragmentu BHV-1. PretoZe tito sonda nereagovala s inymi
herpetickymi virusmi, bola vyuzitd v dalSich experimentoch. Napriek tomu vacSiu
perspektivu vkladime na DNA sondy s vyuzitim figu M 13. Vyskyt figu M 13
v klinickych vzorkich (napr. nosovych vyteroch teliat) je menej pravdepodobny ako
vyskyt bakteridlnych plazmidov, &im sa zniZi riziko falo¥ne pozitivnych reakcii.
K zvy3eniu citlivosti DNA sondy na principe jednovldknovej formy figu M 13 bude
potrebné vybraf vhodnejsi inzert BHV-1.

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze dot-blot hybndlzaclou je moZné detekovat
infekciu uZ vo velmi rannom §tddiu. S vyuimm P-pUR-] bolo moZné dokazovat
u experimentdlne infikovanych teliat infekciu BHV-1 uz na 1. dei po infekcii, po-
dobne ako metddou izoldcie virusu na bukovych kultirach. Klinické priznaky sa
u zvierat objavili uz na 3. - 4. deil. Maximum infekcie sme pri vySetrovani s >2P-
pUR-1 pozorovali na 2. - 3. det, virusovou izoldciou na 2. - 5. denl. V zhode
s predpokladom bola digoxigeninom oznacend pUR-1 sonda menej citlivd (dokaz
virusu len v maxime infekcie). Pri oboch metddach pokles vyskytu virusu v noso-
vych vyteroch a sekrétoch bol pozorovany na 6. - 7. deii. Potrebné je zdoraznit, Ze
metdda izoldcie virusu zachyti vyskyt virusu aj v neskorSom 5tddiu (v naSom expe-
rimente na 5. - 7. detl), kedy dot-blot hybridizdcia neddva jednozna¢né vysledky.
Tuto zdvislost pozoroval aj Bel d k ai. (1988). Podobny priebeh experimentalnej
infekcie IBR u teliat pri vyéetrovani metddou izoldcie virusu zistili aj ini autori

(Zuffa ai,1986; Gilliam ai, 1993).

Kvalita detekcie gen()mu BHV-1 metddou dot-blot hybridizdcie zavisi od spo-

sobu odberu vzoriek. LepSie hybridizatné signdly sme ziskali so vzorkami z noso-
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vych sekrétov, nez so vzorkami nosovych vyterov. Je to zrejme spdsobené tym, Ze
v nosovych sekrétoch sa ziska kvantitativnej$ie mnoZzstvo virusu, hoci odber trvd
dlhsie, t. j. 10 - 15 minat. Rychlej$i odber nosovych vyterov (asi 1 min), metodicky
koliSe od pokusu k pokusu.

Prezentované vysledky nadich experimentov ako aj vysledky inych autorov (K u -
bi¢ek ai., 1991) naznauju perspektivu vyuZzitia metédy dot-blot hybridizicie
pri detekcii virusu BHV-1 v naSich podmienkach. Metdda dot-blot hybridizicie
mdze zohrat dolezitu wilohu pri realizicii vypracovanych programov ozdravovania
chovov hovidzieho dobytka od IBR(Pospi§il ai., 1992). Aviak skor ako bude
mozné dot-blot hybridizdciu $irSie vyuzit v laboratornej diagnostickej praxi, musia
sa urobif rozsiahlejSie §tidie zamerané na porovnanie s klasickymi metédami
diagnostiky IBR (dokaz sérologickych protildtok, metdda izoldcie virusu na buko-
vych kultirach) u zvierat s prirodzenym vyskytom IBR. Také $tidie sme uZ zacali
a postupne ich vyhodnocujeme (Vil&ek a i, 1992). Dostupnost §pecifickych
DNA sond otvdra tieZ mozZnosti rychleho dokazu BHV-1 aj v spermiich bykov
(VilEek ai, i992; Kubicek ai, 1991).

VysSia citlivost a metodickd jednoduchost metody PCR (Saiki ai., 1985)
zrejme v mnohych pripadoch nahradi hybridiza¢né techniky. Zial, v odborne;j lite-
rature dlho nebol popisany pripad uspe$nej amplifikacie fragmentu BHV-1 metddou
PCR. Neddvno sme v3ak v na§om laboratériu vyvinuli modifikovani PCR metddu,
ktord umoziiuje in vitro amplifikdciu 468 bp fragmentu gl génu BHV-1 (Vilfek,
1993). Tym sa otvdraji dalSie moZnosti inovacie detekcie herpesviru BHV-1.
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Detection of bovine herpesvirus-1 by the dot-blot hybridization method.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (4): 193-202.

With the development of molecular biology in the 1980s methods of microorganism
detection start to innovate. One of the main adventages of the molecular-genetic methods,
namely hybridization of nucleic acids and PCR methods, is the detection of genome of
microorganism without the need for cellular cultivation.

To detect BHV-1 (ethiological agens IBR-IPV) the dot-blot hybridization method on
nitrocellulose filters was used together with different types of DNA probes (two-fiber
recombinant plasmids, one-fiber recombinant phages M 13 and 40 bp synthetic oligonu-
cleolid). Genome DNA BHV-1 was isolated from samples (virions, infested cells, nasal
smears and secretions by phenol extraction). The highest sensitivity of detection was
achieved with 32P-pUR-1 probe (1.8kb random EcoRI - Hind III fragment ligated into
plasmid pUC 9) which detected genome BHV-1 in 5.10° infested MDBK cells. This
probe did not respond with herpetic viruses BHV-2, BHV-3, BHV4 and the virus of
Aujeszky’ s disease. The quality of pUR-1 probe was further tested for IBR diagnostics
in animals experimentally infested with the virus BHV-1 (intranasal infection). BHV-1
could be detected in nasal smears and secretions in experimentally infested calves as
early as on the first day following infection, while the agens amount reached its peak
on the days 2-3 and on the days 6-7 the occurrence of virus fell markedly. When digoxi-
genin-pUR-1, i.e. non-radioactively marked probe, the virus presence was confirmed
only on the days 2-3, in the time of the highest occurrence of infection agens. To detect
the virus through the dot-blot hybridization nasal secretions were confirmed as better
compared with nasal smears. The technology of virus isolation on cell cultures confirmed
also the occurrence of agens as soon as on the first day from infection, with maximum
on the days 2-5, but much more reliably it detected the virus on the days observed from
the day 3 and their peak was obtained on the day 6 from infection.

Experiments, comparing classical methods of IBR diagnostics (detection of specific
antibodies, the method of isolation on cellular cultures) with the dot-blot hybridization
using the samples obtained from farms with natural occurrence of IBM, are under pro-
gress.

bovine herpesvirus-1; BHV-1; DNA-probes; dot-blot hybridization; nitrocellulose mem-
branes; IBR
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PREVENTIVNE A METAFYLAKTICKE POUZITIE PREPARATOV
ALGA A ALGALEV PRI DIARHOICKOM,
RESP. RESPIRACNOM SYNDROME

§. Paulik!, I’. Slanina', J. Dubaj?, §. Széchenyi?, G. Benko®

YUniverzita veterindrskeho lekdrstva, Kosice
MEVAK a. s., Nitra
38tdny veterindrny ustav, KoSice

Vyvinuli sme dva gamaglobulinové preparaty-Alga (10% injek&ny roztok sérového ho-
vidzieho gamaglobulinu a albuminu) a Algalev (s pridavkom levamizolu 10 mg/m];
patentove chraneny - PV 4069/87), pri ktorych hodnotime pouZitie u teliat za terénnych
podmienok. Preparat Alga mal v divke 1 ml/kg Zivej hmotnosti (aplikovana dvakrat)
dobry preventivny 1i¢inok pri diarhoickom syndréme u novorodenych hypogamaglo-
bulinemickych teliat. V porovnani k neo$etrenym tefatdm bola preukdzana niZ3ia inci-
dencia hnatky (41 % oproti 75 %; tab. I), jej neskorSie prepuknutie ( o 24 h), kratSie
trvanie (o 50 h; P < 0,01), slab$ia intenzita a terapeuticky lep¥ia zvladdnutelnost (tab.
II). Preparat Algalev (aplikovany dvakrat, v divke 1 mlkg Zivej hmotnosti) bol vhodny
pre metafylaktické pouZitie (v spojitosti s aplikdciou antibiotik) pri respiranom
syndrome teliat. V porovnani k tefatim neoSetrenym bola zaznamenana niZia inci-
dencia ochorenia (42 % oproti 78 %), miernej$ia intenzita klinickych priznakov (vy-
razné priznaky u 20 % oproti 72 % teliat) a citelne vy3§ie denné prirastky Zivej
hmotnosti (0,64 kg oproti 0,26 kg; obr. 3). Koncentracia celkovych sérovych Ig (CS-Ig)
sérovych bielkovin (SB) a sérového albuminu (S-Alb) bola u porovnavanych skupin
teliat podobnd podas celého pozorovacicho obdobia (obr. 1). Rozdielnost pri sledova-
nych ¥pecifickych sérovych protildtkach bola zistend v dynamike titru anti-PI 3 séro-
vych protildtok (obr. 2); tiroveii ich vyvoja kore$pondovala u obidvoch skupin teliat
s incidenciou morbidity a intenzitou klinickych priznakov ochorenia.

teTatd; diarhoicky a respiratny syndrém; gamaglobulinové preparaty; levamizol; morbi-
dita; prirastky Zivej hmotnosti; sérové imunoglobuliny; bielkoviny a albumin; 3peci-
fické sérové protilitky PI-3, IBR a Adeno-1

Vyvoj a zdravie teliat su podstatne zdvislé na urovni kolostrdlnej vyZivy. Telatd
s nedostatoénou vybavenostou materskymi imunoglobulinami prejavuji zniZent
odolnost nielen vo&i neonatdlnym infekcidm (koliseptikémie a koli enteritidy, resp.
enterovirusové hnatky; McEwan ai, 1970a; Woode, 1978 a dalsi), ale aj
ochoreniam v pozdejSiom veku, hlavne infekcidm dychacieho apardtu
(Williams ai, 1975; Davidson ai., 1981 a dalsi).

Pri vyskyte uvedenych syndromov dochddza k stratdm nielen v dosledku zvyse-
ného uhynu, ale aj k zniZenej intenzite rastu (Slanina, 1988). Preto redukcia
chorobnosti a dl#ky jej trvania m4 znagny ekonomicky dosah. Intenzita imunitnej
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reakcie je po aktivnej imunizicii u teliat v-prvych tyzdiioch Zivota slabi
(Steinbach,1973; Zuffa a Men§ik,1983; Zuffa a Salaj,
1984 -cit. Bouda, 1988). V naSich podmienkach bolo zistené, Ze aZ 75 % z vy-
Setrenych teliat v prvych difoch po narodeni je hypogamaglobulinemickych (P a u -
lik ai., 1983; Bouda ai., 1985). Z uvedenych dévodov sa v potencovani
obranyschopnosti teliat za¢inaju &oraz viac vyuZivat poznatky pasivnej, resp.
aktivnej neSpecifickej imunomodulicie.

Ciefom price bolo overif moZnost pouZitia gamaglobulinového prepardtu (Alga)
v prevencii diarhoického syndromu a jeho kombindcie s levamizolom (Algalev)
v metafylaxii pri respiratnom syndréme za podmienok praxe.

MATERIAL A METODA

EXPERIMENT 1

32 klinicky zdravych novorodenych teliat (slovensky strakaty x iernostrakaty)
0 Zivej hmotnosti 35 - 40 kg bolo rozdelenych do pokusnej (P; n = 22, priemerny
vek 1,5 diia) a kontrolnej (K; n = 10, vek 1 defi) skupiny. Tefatd boli umiestnené
v individudlnych klietkach v profylaktériu po€as 20diiového pozorovacieho obdo-
bia, kfmené trikrdt denne mledzivom matky a neskor mliekom. Tefatd neboli o3etre-
né Ziadnym prepardtom; matky neboli vakcinované.

Pokusnym tefatdm bol intramuskuldrne aplikovany prepardt Alga-10% injek&ny
roztok sérového hoviddzieho gamaglobulinu (60 %) a albuminu (40 %), dvakrat
s odstupom 72 h, v ddvke 1 ml/kg Zivej hmotnosti.

Klinické pozorovanie bolo zamerané na sledovanie veku pri vzniku hnacky, jej
intenzitu a trvanie. Podfa zdvaZnosti klinickych priznakov boli tefatd lieCené troma
postupmi, t. j.: terapiou komplexnou (diéta, rehydrat4cia, antibiotikd, Dextran Spofa,
adsorbencia), terapiou bez diéty a terapiou len za pouZitia Dextranu Spofa (inj. 6%
roztok). Laboratérne boli sledované celkové sérové Ig (CS-Ig; McEwan ai,
1970b), celkové sérové bielkoviny (CB; Bio-La-test); vzorky féces a rektdlne vytery
od hnackujucich teliat boli podrobené baktériologickému a virologickému vy3etre-
niu. Vzorky krvi boli odoberané z vena jugularis pred 1. aplikdciou, 72 h po
1. a 2. aplikdcii prepardtu a 20. deri sledovania.

EXPERIMENT 2

21 klinicky zdravych teliat (slovensky strakaty x Ciernostrakaty) vo veku 6 az
8 tyzdiiov bolo rozdelenych do pokusnej (P; n = 12, priemernd Z. h. 65,2 kg)
a kontrolnej (K; n = 9, priemernd Z. h. 68,5 kg) skupiny. Telatd boli ustdjnené
v dvoch kotercoch v jednej sekcii tefatnika (sekcia pozostdvala zo 4 kotercov s 16 aZ
20 tefatami), napdjané dvakrit denne (Laktavit), s pridavkom TKS (0,6 kg na kus
a detl) a sena hor3ej kvality (ad libitum). V ase zapoc&atia experimentu boli u nie-
kolkych teliat v sekcii pozorované klinické priznaky respiratného syndrému.
V ustajiiovacom priestore boli nevyhovujice zoohygienické podmienky (vysokd RV
a vysokd koncentrdcia amoniaku).

Pokusnym telatdm bol intramuskuldrne v ddvke 1 mlkg, dvakrit s odstupom
5 dni aplikovany prepardt Algalev, ktory svojim zloZenim (chranené PV-4069-87)
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predstavoval 10% injek&ny roztok sérového hovidzieho gamaglobulinu (60 %)
a albuminu (40 %), s pridavkom levamizolu 10 mg/ml.

Pocas pozorovacieho obdobia (6 tyzdiiov, t. j. v priemere vo veku 7 - 13 tyzdiiov)
bolo robené klinické (chorobnost, prirastky Z. h.) a laboratorne sledovanie. Labora-
torne boli vySetrované CS-Ig M cEwan ai., 1970 b), CB (Bio-La-test), sérovy
albumin (S-Alb; fluorometricky na pristroji JASCO FP 550) a titer $pecifickych sé-
rovych protildtok PI-3, IBR a Adeno-1.

tatistické hodnotenie: Studentov r-test (St-test) - Pold ¢e k (1984).

VYSLEDKY

EXPERIMENT 1

Pociato¢na koncentricia CS-Ig a CB u obidvoch skupin teliat bola podobna
a poukazovala na stredny stuperi hypogamaglobulinémie (P = 12,1 + 7,8 U ZST,;
K =124+ 8,9 U ZST) a miernu hypoproteinémiu (P = 50,2+ 10,0 g/l; K=51,5+
12,9 g/1). Pocas pozorovacieho obdobia do$lo k prepuknutiu hnacky u 32 % teliat
pokusnej skupiny a aZ u 80 % kontrolnych teliat, hoci vzhladom na ich tiroveri CS-Ig
P=741+54UZST;K=1261+102UZST)aCB (P=4621t48g1; K=512+
14,5 g/1) boli kontrolné tefatd vo vyhode (P < 0,05). PretoZe u obidvoch skupin teliat
sa vyskytovali aj tefatd normogamaglobulinemické (23 % pokusnych teliat v ramci
nehnackujucich; 20 % kontrolnych teliat v rdmci hnackujicich), objektivnejSie
postdenie preventivneho u€inku preparatu bude pri zohladneni len hypogamaglo-
bulinemickych teliat (tab. I). Aj napriek tomu, Ze ich percento bolo u porovnidvanych
skupin takmer zhodné (P =77 %; K = 80 %), v rdmci pokusnej skupiny teliat zostalo
zdravych 59 %, zatial ¢o u kontrol len 25 %. Vysledky klinického pozorovania su
uvedené v tab. II. Uvedené ukazovatele poukazujui na priaznivejSie hodnotenie u te-
liat, ktorym bol aplikovany preparat Alga. U obidvoch skupin teliat iroveti priemerne;
koncentrdcie CS-Ig a CB preukazala v jednotlivych terminoch sledovania podobny kle-
sajuci trend, bez $tatistickej vyznamnosti (P> 0,05). U hnackujucich teliat boli diagnosti-
kované Escherichia coli, Proteus vulgaris, rota a corona virusy. K ihynu nedoslo.

EXPERIMENT 2

Hodnoty sledovanych ukazovatefov imunobielkovinového profilu (CS-Ig, CB, S-Alb.)
preukdzali pogas pozorovacieho obdobia u obidvoch skupin teliat podobny trend,
bez podstatnych rozdielov (P > 0,05) v jednotlivych terminoch sledovania (obr. 1).
Z hladiska pociato¢nej koncentracie uvedenych ukazovatelov bolo moZné na za-
Ciatku experimentu tefatd charakterizovat ako normo-proteinemické, -gamaglobuli-
nemické a -albuminemické. V dal$ich terminoch sledovania sa situdcia v tomto
smere nezmenila. Pri sledovani titra ¥pecifickych sérovych protildtok bola na za-
Ciatku experimentu najvysSia uroven zaznamenand v poradi PI-3 (P =1:152
90,1; K=1:152+111,8),IBR(P=1:11,5+10,6; K=1:60,0 + 81,9) a Adeno-1
P=1:20%56;K=1:1,0=1,9). V dalsich terminoch bol u obidvoch skupin
teliat zisteny pokles do nulovych hodnét pri IBR (v 10. tyZdni veku); Specifické
protilidtky Adeno-1 po prechodnom vzostupe (K = 16,3 + 20,2; P = 41,0 + 25,5)
preukdzali na zdver experimentu (v 13. tyZzdni veku) takmer troveri pociatoénych
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I. Vyskyt diarhoického syndrému u hypogamaglobulinemickych teliat po preventivnom pouZiti pre-
pardtu Alga - The incidence of diarrhoeic syndrome in hypogammaglobulinaemic calves after pre-
ventive administration of the Alga preparation

Skupina' CS-Ig (U ZST) CB (gN) n %
Spolu? 9,246, 459+ 58 17 73"
P NHN 10,4 + 6,4 45,7+ 6,7 10 58,8"
HN 7454 462 + 48 7 41,2°
Spolu® 8,956 46,5+ 7,3 8 80,0"
K NHN 11,8+ 1,5 52,3 +3,3 2 25,0°
HN 79462 445+173 6 75,0°

CS-Ig = celkové sérové Ig; CB = celkové bielkoviny, NHN = nehnackujtice telatd, NH = hna&kujice
telatd; a = z celkového podtu pozorovanych teliat, b = z poétu hypogamaglobulinemickych teliat,
P = pokusna skupina, K = kontrolnd skupiny - CS-Ig = total serum Ig; CB = total proteins, NHN
= nondiarrhoeic calves, NH = diarrhoeic calves; a = of the total number of observed calves, b = of
the number of hypogammaglobulinaemic calves, P = experimental group, K = control group

} group, %total

II. Klinické sledovanie pri diarhoickom syndréme teliat po preventivnom pouZiti preparitu Alga;
Studentov t-test; a = P < 0,01 - The clinical examination at the diarrhoeic syndrome of calves after
preventive administration of the Alga preparation; Student’ s t-test; a = P < 0.01

.12
Pozorované ukazovatele' 5 e a
Pokusni Kontrolna
Priemerny vek pri vzniku hnagky (dni)? 40+19 29+1,7
Priememni doba trvania hnatky (dni)’® 21%1,5 44+07°
Intenzita hnatky” - % (n)
silnd’ 14,3 (1) 62,5 (5)
stredns® 0,0 37,5(3)
slabd’ 85,7 (6) 0,0
Terapia® - % (n)
komplexns’ 14,3 (1) 100 (8)
bez diéty'® 14,3(1) 0,0
dextran'' 71,4(5) 0,0

observed indicators, avetgge age at dlarrhoea onset (days), average duration of dmrboea (days),
dmrrhoea mtensnty, medium, "low, therapy, 9corq)lex, Ywithout dietary regimen, " dextra-
|2gmup. ! expenmental 14 control
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1. Urovei ukazovatefov imu- 234 CS-Ig(u zsT)

nobielkovinového profilu u te-
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Algalev - The level of the g==—=—"""
immune protein profile para-
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Explanatory notes to Figs. 1 - 3:
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O—O kontrolnd skupina - 3
control group 404 S-Alb (g/l) .
tyzdeii (x vek) - week (x age) "y /
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o=="
30
7 10 13

tyzden(x vek)

hodnét. Rozdielna dynamika titru bola zaznamenan4 pri Specifickych sérovych pro-
tildtkach PI-3. Kym u pokusnych teliat preukazovali v priebehu celého sledovaného
obdobia pokles (2. odber = 106,0 + 98,6; 3. odber = 56,0 + 37,4), u teliat kontrolnej
skupiny bol pozorovany vo veku 10 tyZdiiov ich vzostup (1 : 180,0 + 105,4)
a nasledne rapidny pokles do niZSich titrov (1 : 22,4 £ 27,9), ako u pokusnej skupiny
teliat (obr. 2).

Prvé klinické priznaky respiratného syndrému v ramci sledovanych teliat sa obja-
vili na 4. deii pozorovania (P = 2 ks; K = 2 ks); to nasvedCovalo, Ze ochorenie bolo
v Case zapodatia experimentu v inkubanom 3tddiu. V 5. deii (P = 4 ks; K = 5 ks)
a 6. deti (P =5 ks; K = 7 ks) sledovania sa pocet teliat s klinickymi priznakmi ocho-
reniami zvy3il. U jedného tefata z nich v pokusnej skupine a u piatich (t. j. 72 %)
v skupine kontrolnej boli zistené vyrazné priznaky respira¢ného syndrému (zrychle-
né dychanie, bolestivy a vihky kaSerl, purulentny vytok z nozdier, telesna teplota 40 -
41 °C, apatia, inapetencia). Po prelieCeni teliat (Penstrepten inj.), ktoré bolo zreali-
zované v celej sekcii tefatnika, klinické priznaky postupne ustupili a bol pozorovany
len sporadicky vyskyt ka$la, hlavne pri prehaiiani teliat. Tato zdravotna situdcia sa
udrZala aZ do konca sledovania. Za pozorované obdobie ochorelo teda z pokusne;j
skupiny 42 % a z kontrolnej skupiny 78 % teliat. Uhyn v rdmci sledovanych teliat
nebol zaznamenany., Sledovanie prirastkov Zivej hmotnosti na kus a deii preu-
kdzalo pozitivnu bilanciu pre tefatd pokusnej skupiny. Kym u teliat kontrolnej
skupiny bol prirastok 0,26 kg na kus a det, u pokusnych teliat to predstavovalo
0,64 kg (obr. 3).
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256 7 PI-3 2. Dynamika titru 3pecifickych

protilitok PI-3 u teliat po
o3etreni preparatom Algalev -
The dynamics of the titre of
specific antibodies PI-3 in
180 - calves after administration of
_ /,,—q\ the Algalev preparation
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e \
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\
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DISKUSIA

Pre vysoky vyskyt hypogamaglobulinémie u teliat sa ¢oraz viac do popredia
dostdva pasivna ochrana prostrednictvom gamaglobulinovych pripravkov. Podstata
ich u¢inku nie je dostatoéne objasnend. Z hfadiska saturdcie hypogamaglobulinémie
sa u nas skuSané gamaglobulinové preparaty (GP) neosved¢ili Jilek ai., 1983;
Paulik a Slanina, 1985) hoci ich efekt na zdravotny stav teliat bol za-
znamenany (Krupka ai, 1981; Tlu¢kof a Komarek, 1983).

Ski3any prepardt Alga preukdzal dobry preventivny u€inok pri diarhoickom
syndréme novorodenych teliat, poukazoval na to vyskyt hnadiek aZz u 80 %
kontrolnych teliat a len u 32 % teliat oetrenych uvedenym prepardtom. Po jeho
aplikdcii sme podobne ako v naSich predoSlych pozorovaniach s GP (Paulik,
1983) nezaznamenali vyraznejie kvantitativne ovplyvnenie sledovanych para-
metrov imunobielkovinového profilu v porovnani s kontrolnymi tefatami.
Tluckof a Komadrek (19873) viak uvddzaju, Ze zniZenie morbidity
a mortality teliat po aplikdcii (dvakrat po 15 ml s odstupom 14 dni) ne3pecifického
sérového GP zdviselo okrem zlepSenia zoohygienickych a dietetickych podmienok,
aj od vzostupu koncentricie sérového IgG. NaSe sledovania (Paulik a Sla-
nina, 1985; Slanina ai., 1986) v tomto smere viak ukazali, Ze aplikdcia aj
niekolkondsobne viac&Sich ddvok GP podstatnej$ie neovplyvni koncentriciu sérovych
Ig. Podobné vysledky u teliat boli prezentované aj inymi (Radominski
a Zmudzifiski,1973;Staples a Graham, 1981).
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3. Prirastok  Zivej
hmotnosti (P2h) u teliat po
oSetren{ prepardtom Alga-
lev; osa x - PZh v kg na kus
adefi, 0say - PZh v kg na
kus za sledované obdobie
- The weight gains (Pzh) in
calves after administration 100
of the Algalev preparation;
X - axis - PZh in kg per

head/day, y - axis - PZh in .
kg per head over the period 70 -
of investigation
e i
06 0,7

r

AN

1
0.2 0,4 / )

Aj napriek tomu md pouZitie GP svoje opodstatnenie, a to v chovoch teliat s vy-
sokou incidenciou hypogamaglobulinémie. Ich pozitivny efekt bol zaznamenany
nielen v redukcii vyskytu morbidity a mortality (Radomifiski
a Zmudzitiski 1973; Krupka ai, 1981;Slanina ai., 1986 a
dalsf), ale aj v ovplyvneni intenzity klinickych priznakov po prepuknuti ochorenia
(Draghici ai., 1969; McBeath, 1977 a dalsi). Pri preventivnej aplikdcii
prepardtu Alga sme okrem zniZeného vyskytu a slab3ej intenzity hnaCiek zazname-
nali aj jej nejskor§ie zapocatie a kratSie trvanie ochorenia, v porovnani s kontrolny-
mi tefatami. Podobne aj Logan a Penhale (1971ab)alLogan ai.
(1974) zistili po preventivnom pouZiti GP (na bdze IgM imunoglobulinu) neskorSie
prepuknutie ochorenia (hnatky, septikémie), ako aj dlh§iu Zivotnost novorodenych
bezkolostrdlnych teliat po experimentilnej alebo prirodzenej koliinfekcii.

Pri overovani preparatu Alga boli medzi porovndvanymi skupinami teliat rozdiely
aj v pouZitej terapii zapocCatej po prepuknuti hna¢ky. Kym pri kontrolnych
hna&kujucich tefatdch bola nutnd komplexnd terapia (diéta, adstringencia, rehydra-
t4cia a antibiotickd terapia) u va¢8iny pokusnych hnackujucich teliat (71 %) posta-
¢ovalo oSetrenie len 6% roztokom dextranu (Dextran Spofa). Matul ai. (1971)
na zdklade svojich experimentov tieZ uvadzaju, Ze neSpecificky gamaglobulin je
spolu s inymi lie¢ivami u¢innym prostriedkom profylaxie a terapie pri dyspepsii
u teliat. Vhodnost preventivneho pouZitia nespecifického GP, so su¢asnou upravou
urovne veterindrno-chovatelského rezimu, k redukcii incidencie mortality novoro-
denych teliat vyplyva aj z price Krupku ai. (1981).

Respiraény syndrom patri k tym ochoreniam u teliat, ktoré sa v zna¢nej miere
podielaja na ekonomickych stratach pri ich odchove. U hladiska chorobnosti a stra-
tovosti teliat stoji respiraény syndrém na poprednom mieste v 2. aZ 3. mesiaci ich
Zivota (Slanina ai, 1991). V rdmci virusovych povodcov komplexu zdpalo-
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vych ochoreni dychacich orgdnov ddleZité miesto v etiopatogenéze prindleZi viru-
som IBR, PI-3a Adeno 1 -8 Mayr, 1978).

Rozdielne titre pozorovanych sérovych protildtok zaznamenané na zaciatku sle-
dovania, t. j. v priemere v 7. tyZdni Zivota boli pravdepodobne odrazom ich réznej
urovne v kolostre. MnoZstvo takto ziskanych protildtok urCuje taktiez dobu ich
pretrvdvania a v kone&nom désledku aj ich zdnik, ktory je viazany na 2. aZ 4. mesiac
Zivota(Straub a Matthaeus, 1978). Preto pokles §pecifickych sérovych
IBR protildtok do nulovych hodndt u nami sledovanych teliat v 10. tyZdni Zivota
je moZno hodnotif z tohto aspektu. Vzostup titru Specifickych PI-3 a Adeno-1 pro-
tildtok v tomto vekovom obdobi viak napovedd na aktivnu imunitni odpoved.
Vzplanutie ochorenia bolo zistené v prvom tyZdni pozorovania, t. j. dva tyZdne pred
zaznamenanym vrcholom ich hladiny v nami sledovanej ¢asovej dynamike. Urdita
koreldcia medz po¢tom chorych teliat, intenzitou klinickych priznakov a vyvojom
humorélnej odpovede u porovnavanych skupin teliat sa vyskytovala pri PI-3, ale nie
pri Adeno-1 protildtkach. Preto predpokladdme, Ze primdrnu lohu v etiopatogenéze
zohrdval virus parainfluenzy-3. Jeho doleZité miesto v etiopatogenéze respiratného
syndrému bolo preukdzané (Bryson ai., 1979a,b a dalsi). Imunitnd odpoved
prejavujica sa vzostupom titru Specifickych PI-3 sérovych protildtok je
diagnostickym ukazovatefom prebiehajuicej infekcie (Marshall, 1981), alebo
vakcina¢nej efektivnosti (Pro b e rt, 1978). Hoci pri diagnostike ochorenia neboli
zahrnuté izola¢né postupy, nevyludujeme spoluidast aj niektorého z moznych bakte-
ridlnych pdvodcov; nepriamo tomu nasvedCovali klinické priznaky (vlhky ka3el, hni-
savy vytok z nozdier) ochorenia a ich ndsledny tstup po antibiotickej terapii.

Pri tefatach, ktorym bol aplikovany Algalev bola zaznamenand niZSia incidencia
ochorenia (P = 42 %; K = 78 %) a miernejSia intenzita prebiehajicich klinickych
priznakov (vyrazné priznaky u pokusnych boli u 20 % a u kontrolnych u 72 % te-
liat). V porovnani ku kontrolnym telatdim bola zaznamenand opa¢na tendencia (t. j.
pokles) v dynamike titru Specifickych sérovych PI-3 protildtok k 10. tyZdiiu Zivota,
t. j. v priebehu 2 tyZzdiiov po prepuknuti klinickej formy ochorenia. Tieto skuto¢nosti
jasne poukazuju, Ze telatd po aplikdcii Algalevu disponovali vy$¥ou obra-
nyschopnostou. PretoZe sérové protilitky mdézu redukovat intenzitu ochorenia u te-
liat pri PI-3 infekcii, ale nebrdnia infekcii a manifestdcii klinickych priznakov
(Frank a Marshall, 1971), vyrazny rozdiel v morbidite v prospech po-
kusnych teliat napovedd, Ze na obrane sa podiefali aj iné zloZky imunity neZ proti-
latky.

V obrane proti mnohym virusovym infekcidm déleziti ilohu zohrava aj bunkou
sprostredkovand imunita (BSI) (Cook a Splitter, 1989). Tato participuje
aj v imunitnej odpovedi pri PI-3 infekcii(Moreno-Lépez ai., 1976, Mo -
reno-Lo6pez, 1977). Z bunetnych zloZiek obrany v tomto smere bola preu-
kdzand cytolytickd aktivita NK (natural killer) bunieck (Campos ai., 1982)
a alveoldrnych makrofdgov (Stott a i., 1985); pri monocyt/makrofdgovej popu-
lacii buniek sa predpoklada bud ich priemy i&inok, alebo nimi sprostredkovand akti-
vécia inych cytotoxickych efektorovych buniek (Camp o s ai., 1982). Specifickd
lytickd aktivita cytotoxickych T lymfocytov bola preukdzand v imunitnej odpovedi
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k IBR virusu (Splitter ai., 1988); takyto dokaz pri PI-3 imunitnej odpovedi
zatial postrddame.

Levamizol patri k imunomodulaénym ldtkam, ktoré potencuju aktivitu bu-
nednych zloZiek imunity, zahriujic aj uvedené bunky s cytotoxickou aktivitou. Na-
viac bolo zistené, Ze funk¢&nd aktivita NK buniek je potencovand interferénom
(Burns ai,, 1985, Colmenares a Lépez,1986),t.]. cytokinom, kto-
rého produkcia (interferon gama) u hovddzieho dobytka je indukovand levamizolom
(Babiuk a Misra, 1981). Preto pri nami zaznamenanom prospe$nom me-
tafylaktickom efekte prepardtu Algalev u teliat s respiratnym syndrémom je
potrebné zohfadiiovaf aj tieto skuto¢nosti.

Zdravotna4 situdcia je izko spétd nielen s mortalitou, ale aj s uZitkovostou teliat.
Chorobnost resp. dika jej trvania, bola priaznivo ovplyvnen levamizolom nielen
pri jeho preventivnom pouZiti, ale aj pri jeho kombindcii s antibiotikami v terapii
bronchopneuménie u teliat (P ak h om o v, 1983). Takyto efekt bol preukdzany
aj v naSom sledovani. I’ah3i priebeh ochorenia u pokusnych teliat sa okrem toho
odzrkadlil aj vo vy38ich prirastkoch Zivej hmotnosti v porovnani ku telatdm
kontrolnej skupiny. Denny prirastok Zivej hmotnosti u tychto teliat dosiahol len
41 % prirastku teliat oSetrenych preparitom Algalev, ¢o predstavovalo redukciu
hmotnosti za sledované obdobie o 15,7 kg na tefa. Podobnu analyzu strat v uZitko-
vosti teliat pri respiratnom syndréme uvddza Slanina ai. (1991).
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PAULIK, 8. - SLANINA, L. - DUBAJ, J. - SZECHENY], §. - BENKO, G. (University of
Veterinary Medicine, KoSice; MEVAK a.s. Nitra; State Veterinary Institute, Ko$ice):
Preventive and metaphylactic administration of Alga and Algalev preparations in diar-
rhoeic and/or respiration syndrome.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (4): 203-214.

Two gammaglobulin preparations have been developed: Alga (10% injection solution
of serum bovine gamma-globulin and albumin) and Algalev (with addition of levamisole
10 mg/ml, patented under PV 4069/87); their administration to calves in field conditions
was evaluated. The Alga preparation at a rate of 1 ml/kg liveweight (two administrations)
had good preventive effects in the diarrhoeic syndrome of new-borm hypogammaglobu-
linaemic calves. In comparison with the untreated calves, these parameters were deter-
mined: lower incidence of diarrhoea (41 % against 75 %; Tab. I), its later onset (by
24 hours), shorter duration (by 50 hours; P < 0.01), lower intensity and easier therapeu-
tical handling (Tab. IT). The Algalev preparation (two administrations at a rate of 1 ml/kg
liveweight) was suitable for metaphylactic use (combined with antibiotic application) in
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the respiration syndrome of calves. In comparison with the untreated calves, these pa-
rameters were determined: lower incidence of this disorder (42 % against 78 %), lower
intensity of clinical symptoms (intensive symptoms in 20 % of the calves against 72 %)
and importantly higher daily weight gains (0.64 kg against 0.26 kg; Fig. 3). The con-
centrations of total serum Ig (CS-Ig), serum proteins (SB) and serum albumin (S-Alb)
were similar in the compared groups of calves in the whole period of observation (Fig. 1).
Certain differences were observed in the dynamics of anti-PI 3 titre of serum antibodies
as shown by investigation of specific serum antibodies (Fig. 2); the level of their pro-
duction was in agreement with morbidity incidence and clinical symptom intensity in
both groups of calves.

calves; diarrhoeic and respiration syndromes; gamma-globulin preparations; levamisole;
morbidity; liveweight gains; serum immunoglobulins, proteins and albumin; specific se-
rum antibodies PI-3, IBR and Adeno-1

Contact Address:

MVDr. Stefan Paulik , CSc., Univerzita veterindrskeho lekdrstva, Komenského 73,
041 81 Kosice, Slovak Republic
Tel. 095 32111-15, fax 095 767675
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UCINNOST BR-TESTU A INTESTU PRI STANOVENI REZIDU{
CHEMOTERAPEUTIK V SYROVEM A PREZERVOVANEM MLECE

D. RySanek, J. Schlegelova

Vyzkumny ustav veterindrniho lékarstvi, Brno

Testace BR-testu (Enterotox) a INTESTU (MIlékarensky prumysl) probihala v ty-
dennich intervalech po dobu pfekradujici o jeden tyden deklarovanou exspiraci, tj.
u BR-TESTU v sedmi, u INTESTU v pé&ti opakovanich. Chemoterapeutika byla
vybréana podle etnosti jejich klinického pouZiti, a to penicilin, streptomycin, oxacilin,
chloramfenikol, oxytetracyklin a sulfadimidin. Byly testovany detek¢ni limity, repro-
dukovatelnost stanoveni, vliv prezervace mléka, byla ovéfena deklarovana exspirace
testii. Pro INTEST byly zjistény tyto detek&ni limity (lLg/ml): penicilin 0,005; strepto-
mycin 0,5 - 10,0; oxacilin 0,1 - 0,3; chloramfenikol 10,0; oxytetracyklin 0,1 - 0,7
a sulfadimidin 50,0 - 500,0. BR-TEST vykazal citlivost pro streptomycin a chloramfe-
nikol niZ8i neZ INTEST. Pro penicilin, oxacilin a oxytetracyklin n&€kdy niZ$i, nékdy
shodnou. Naopak INTEST vyka4zal vyrazn& niZ3i citlivost pro detekci sulfadimidinu oproti
BR-TESTU. Reprodukovatelnost detekce byla pro INTEST lep$i neZ pro BR-TEST. Pre-
zervace mléka Heeschenovym ¢&inidlem neovlivnila detekéni limity testil. Pfi pouZiti
prezervovaného mléka se doba reakce prodlouZila pfibliZn€ o jednu hodinu. Oba testy
byly funk¢ni po dobu deklarované exspirace.

mléko; prezervované mléko; redukéni testy; rezidua chemoterapeutik; detek&ni limity;
reprodukovatelnost; exspirace

Smémice Evropského spole¢enstvi (EEC Council Directive 85/397) vymezila
&tyfi zdkladni jakostni znaky syrového mléka. Jednim z nich jsou rezidua antibiotik
v mléce. I kdyZ poZadavky této smémice jsou uréeny pro regulaci trzni smény mléka
a mlé&nych vyrobk uvnitf Evropského spolecenstvi, neni pochyb o tom, Ze budou
zahmuty do ndrodnich norem. Tento proces probihd i v geské republice. Z toho
vyplynul v roce 1991 pozadavek posoudit pouZitelnost dvou komerén& vyrab&nych
mikrotitratiénich testi, BR-TESTU (ENTEROTOX-SRN) a INTESTU (MIéka-
rensky primysl-CR), v laboratotich Stitni veterindrni spravy a v Centralnich labo-
ratofich mlékdrenského priimyslu.

Rozhodujicim kritériem tohoto posouzeni byly detek¢ni limity testd. Literdrni
udaje tykajici se daného problému shrnuje tab. I. DalSimi kritérii bylo posouzeni
reprodukovatelnosti detek¢énich limitti, moZnosti pouziti vzorki prezervovanych
Heeschenovym ¢inidlem a ovéfeni deklarované doby exspxrace testl. Tato publikace
shrmuje dosazené vysledky.

MATERIAL A METODY

K testaci byly pouZity kompaktni a d&lené mikroplotny (STRIPY) BR-TEST
LAS“ BR-TEST 12x8 ,,AS“ a INTEST typ C-96 a INTEST 0-96/6x16. Byl pouzit
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I. Detekéni limity terapeutik (1g/ml) v mléce v literdmich udajich — Detection limits of therapeutics
(ug/ml) in milk as mentioned in references

Terapeutika3
" s | "=
\ Testy a testa&ni -5 '1:; = =
Pramen kmeny? - 9 - 3 > =]
£ | E || §| & g
% - = o
£ & g 2 s <
& & S 3} 5 2
Ersack zzz:'l::;ermophﬂus
a Tolle : z 0,004 8,0 - - - -
(1967) var. calidolactis .
C 953
Schraudy
a Rauscher | BR-test g’gg? "1 100 1,0 5,0 - -
(1972) :
Bacillus _
Cerna (1985) | Stearothermophilus | o5 | o0 | . | 200 | - 2
var. calidolactis 2 ? :
C 953
55’8'5; et BR-test Enterotox | 0004 | 120 | - | 50 |o0400 | -
Havlovi
aJi¢inskad BR-test Enterotox | 0,003 - - 2,5 0,100 -
(1987)
BR-test , AS* 0,002 | 3,0 - 3,0 g'gg i g’m )
Six| aj. (1990) . :
BR-test ) 1,0 - ’ 3.0 0,200 -| 0,015 -
BLUE STAR 1,6 ; 0,350 | 0,050
IDF (1991) BR-test 0,004 | 13,0 - 150 | 0,500 | 1,000

'source, 2tests and testing strains, 3thempeutics, ‘penicillin, 5streptomycin. Soxacillin, 7chloramphe-
nicol, 8o:'(ytetmcycline, sulfadimidin

princip pritkazi inhibice v koncentraénich faddch vybranych terapeutik. Terapeutika
byla zvolena s pfihlédnutim k frekvenci jejich pouziti v klinické praxi v CR.
Pouzita terapeutika a koncentra¢ni fady shruje tab. II. Na kaZzdou mikroplotnu
byla nand%ena uplnd sestava koncentra¢nich fad zvolenych terapeutik jak v mléce
neprezervovaném, tak v mléce prezervovaném Heeschenovym ¢&inidlem.
Koncentragni fady byly pfipraveny fedénim zvolenych terapeutik v syrovém
kravském mléce, ziskaném od zdravé dojnice, jejiz mlécné Zlazy byly kontrolovany
mikrobiologickym a cytologickym vySetfenim sektretu. Ve smyslu doporu¢eni fy
ENTEROTOX bylo v tomto mléce kontrolovdno pH tak, aby zvoleny vzorek mél

216 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (4): 215-222



II. Vybér terapeutik a koncentraéni fady (1ug/ml) pouZité pHi testaci — The choice of therapeutics
and concentration series ([g/ml) used for the tests

i i 000 0020| 0015| Qo010 0,005 | 0,001
procainum

Streptomycinium sulfuricum 10,0 2,0 1,5 1,0 0,5 0,1
N.N-dibesylehplanaiomin 100,0 10,0 1,0 05 | 03 0,1
oxacilinum

D-chloramphenicolum 1000,0 100,0 40,0 20,0 10,0 1,0
Oxytetracyclimum 1000,0 100,0 10,0 1,0 | 07 0,1
Sulfadimidinum natricum 10000,0 5000,0 1000,0 500,0 50,0 10,0

hodnotu vy$si nez pH 6. Ve smyslu doporueni I D F (1991) a fy Miékdrensky
primysl byla provedena tepelnd inaktivace inhibitori 5 min pfi teploté 85 °C.

Pfi pipetovdni vzorku byly disledné dodrzovadny zdsady uvddéné vyrobci
diagnostik.

Inkubace probihala ve vodni mikroldzni pfi teplot€ 65 °C. Mikroplotny byly
umistény na vodni hlading adhezni folii vzhiiru. Vyvoj reakce byl posuzovan po
tfech, &tyfech a péti hodindch. Za vysledné byly povaZovany reakce, které se pfi
opakovaném posuzovdni ddle neménily. Hodnoceny byly plotny, u kterych nega-
tivni standard vykdzal negativni reakci a pozitivni standardy pozitivni. Kde nebyla
splnéna tato podminka, byla plotna oznacena za nefunk¢ni.

Z experimentdlnich diivodi nebyly pouzZity origindlni pozitivni standardy vyra-
bé&né obéma firmami, nybrz standardy o koncentraci penicilinu 0,040 pg/ml miéka
a sulfadimidinu 500 pg/ml mléka.

Pokus probihal po dobu pfekracujici o jeden tyden deklarovanou exspiraci, tj.
u BR-TESTU sedm tydnti a u INTESTU pét tydni. Testace byly provadény jednou
tydné.

VYSLEDKY

DETEKCNI LIMITY

Tab. III shrnuje rozpéti detek&nich limitd posuzovanych testi pro jednotlivé te-
rapeutika v neprezervovaném mléce v obdobi do deklarované exspirace a v tydnu
po deklarované exspiraci. Je z ni patrno, Ze BR-TEST vykdzal v naSich pokusech
niZsi citlivost pro streptomycin a chloramfenikol nez INTEST; pro penicilin, oxa-
cilin a oxytetracyklin nékdy nizsi, nékdy shodnou. Naopak INTEST vykézal vyrazné
niZsi citlivost pro detekci sulfadimidinu oproti BR-TESTU.

Tab. IV shrmuje rozpéti detek¢nich limitt posuzovanych testl pro jednotliva te-
rapeutika v mléce s Heeschenovym ¢inidlem v obdobi do deklarované exspirace
a v tydnu po deklarované exspiraci. Vyplyvd z ni, Ze BR-TEST v naSich pokusech
vykadzal citlivost na testovand chemoterapeutika nékdy niZ$i a nékdy shodnou s citli-
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III. Rozpéti detek&nich limitd (1g/ml) v neprezervovaném mléce — The range of detection limits
(ug/ml) in unpreserved milk

w

Terapeutika
o "3 “s »
Testy' Exspirace” " A o ‘g 3 ‘5
= E g g .
2 B § S
& ,% @) A
BR-test DO g.g(l’(s) “| >100 |05-03| 1000 |10-07]| <100
3 ’Asu L
PO 0,005 | >10,0 0,5 100,0 10,0 <10,0
0,010 -
BR-test DO 0005 | >100 [05-03| 1000 [10-07 | <10,0
12x8 , AS“ -
PO 0,010 | >10,0 0,5 100,0 10,0 <10,0
10,0 - 0,3- 500,0 -
CIN;;;EST DO 0,005 . 1,5 <01 10,0 0,7 50,0
PO 0,005 10,0 0,3 10,0 0,7 500,0
INTEST DO 0,005 1,5 0,3 10,0 0,7 500,0
0-96/6x16 PO 0,005 0,5 0,3 10,0 0,7 500,0

ltes.ts. 2eiq:imtion; for 3 - 9 see Tab. I

vosti INTESTU. INTEST, obdobn& jako u neprezervovaného mléka, vykdzal vy-
razné niZ3i citlivost pro detekci sulfadimidinu oproti BR-TESTU.

REPRODUKOVATELNOST DETEKCE

Reprodukovatelnost detekce dokumentuji tab. III a IV. Vyplyv4 z nich, Ze u sy-
rového i prezervovaného mléka je obdobnd, pfic¢emz INTEST vykazuje reproduko-
vatelnost detekce lepsi.

VLIV PREZERVACE MLEKA

Vliv prezervace mléka Heeschenovym ¢&inidlem dokumentuji tab. III a IV. Ze
srovnani idaj obou uvedenych tabulek vyplyva, Ze prezervace neovliviiuje detekci.
Musime v3ak konstatovat, Ze u obou testl je tfeba prodlouZit dobu inkubace pfi-
blizné o jednu hodinu.

OVERENI DOBY EXSPIRACE

Vliv exspirace testii dokumentuji tab. III a IV. Z udaji tabulek je zfejmé, Ze oba
testy jsou funk&ni po dobu deklarované exspirace, tj. BR-TEST po dobu Sesti tydni,
INTEST po dobu &tyf tydni.
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IV. Rozpéti detek&nich limitl (1g/ml) v mléce s Heeschenovym &inidlem — The range of detection
limits (pg/ml) in milk with Heeschen’s reagent

Terapeutika3
~_, -
1 A | “-5 '-E-. '.g “g
Testy Exspirace’ - 9 - S E. -g
2 g 2 5 3
2 & g 2 % S
& r% g o A
BR-test DO oo0e | >100 |os-03| 07| 07 | <100
: ,AS“ » »
PO 0,010 | >10,0 0,5 1000,0 0,7 <10,0
BR-test Do | ooos | >100 | o5 | 00| o7 | <100
12x8 ,AS“ . .
PO 0,010 | >10,0 0,5 100,0 0,1 <10,0
>10,0- 0,7-
INTEST DO 0,005 1,0 0,3 10,0 <01 500,0
Cc96
PO 0,005 10,0 0,3 10,0 0,7 500,0
INTEST DO 0,005 1,0 0,3 10,0 0,1 500,0
0-96/6x16 PO 0,005 2,0 0,3 10,0 0,7 500,0

For 1 - 2 see Tab. III; for 3 - 9 see Tab. I

DISKUSE

Detekéni limity ndmi zvolenych chemoterapeutik pro redukéni mikrotesty s bri-
liantovou &erni (ddle jen BRT), uvddéné Mezindrodni mlékafskou federaci (ID F,
1991) dokumentuje tab. V. Tato tabulka shruje i pfpustnd maxima rezidui chemo-
terapeutik v mléce podle poZadavki Svétové zdravotnické ortanizace (W H O,
1969) a Komise evropského spolecenstvi (E E C , 1992). Je z ni patrno, Ze detek&ni
limity vybranych chemoterapeutik pro BRT prekraCuji pfipustnd maxima rezidui
kromé& penicilinu.

Na3e vysledky sv&d¢i o tom, Ze detek¢ni limit pro penicilin byl dosaZzen
u INTESTU. BR-TEST v né&kterych pfipadech poZadovany detek&ni limit nesplnil.
Z toho vyplyv4, Ze v naich experimentech nebyly potvrzeny nizké detek&ni limity,
které uvddi pro BR-TEST Schraudy a Rauscher (1972)aSix]1 aj.
(1990).

Podle naSich vysledki pouze INTEST vykdzal detek&ni limit pro streptomycin
niz¥i neZz udivd 1D F (1991). Dosazené hodnoty 0,5 - 10 pg/ml jsou v n&kterych
pfipadech niz8i, nezZ uvddi Ebrecht (1985) a srovnatelné s udaji, které uvadéji
Kraack a Tolle (1967), Schraudy a Rauscher (1972),
Cern4 (1985)a Six1 aj. (1990). Oproti témto literdrnim uidajiim byl v naSich
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V. Detekéni limity a pHpustnd maxima rezidui chemoterapeutik v mléce — Detection limits and
admissible maxima of chemotherapeutic residues in milk

Detekeni limity? Pripustnd maxima rezidui’
Terapeutika' (ug/ml) WHO (1969) EEC (1992)
IDF (1991) (ig/ml) (igle)
Penicilin® 0,004 0,006 0,004
Sweptomycins 13,000 0,200 -
Oxacilin® . . 0,030
Chloramfenikol’ 15,000 0,000 0,010
Oxytetracyklin® 0,500 0,100 0,100
Sulfadimidin’ 1,000 0,100 0,100

Itherapeutics. 2detection limits, 3admissible maxima of residues; for 4 - 9 see Tab. I

experimentech zji¥tén pfi pouziti BR-TESTU vy33i detek&ni limit pro streptomycin.
Pfipustné maximum reziduf streptomycinu dle pozadavk Své&tové zdravotnické
organizace (W H O, 1969) 0,2 pg/ml je v3ak aZ o dva fddy niZ8i neZz ndmi zji§tény
detekéni limit BR-TESTU a v n&kterych pfipadech i INTESTU.

Detekeni limity, ani pfipustnd maxima rezidui pro oxacilin, nejsou v citovanych
materidlech IDF ani WHO uvddéna.Podle poZadavki EEC ¢ini pfipustné maximum
0,030 pg/g. Nami dosaZeny detekéni limit 0,1 - 0,5 pg/ml u obou srovnavanych testii
byl niz8i neZ uvddéji Schraudy a Rauscher (1972). Pfitom v nékterych
pfipadech byl INTEST oproti BR-TRESTU citlivéj§i. Nicméné& zjistény detekéni
limit pfekracuje o fad pfipustné maximum podle pozadavki EEC.

Chloramfenikol byl v naSich pokusech INTESTEM detekovan s citlivosti
10 pg/ml. Tento detekéni limit je niz$inezuvadi IDF (1991) a Cernd (1985),
av3ak vy38i neZ zaznamenali Schraudy a Rauscher (1972),
Ebrecht (1985), Havlovd a Ji¢inskd (1987) a Sixl aj. (1990).
BR-TEST vykdzal niZsi citlivost ve v&t§in& pfipadi v fddovém rozdilu. Pfipustné
maximum dle EEC 0,010 pg/g INTEST ani BR-TEST nemitiZe detekovat.

Detekeni limit pro oxytetracyklin zaznamenany v naSich pokusech pfi pouZiti
INTESTU je témé&f shodny s udajem IDF (1991) i autori Ebrecht (1985),
Havlovd a Ji¢inskd (1987) a Six|1 aj. (1990). BR-TEST vykdzal
citlivost v n&kterych pfipadech niZ8i. Pfipustné maximum dle pozadavki EEC splnil
v naSich pokusech INTEST i BR-TEST v ojedinélych pfipadech.

Z naSich experimentdlnich vysledki nelze posoudit, zda byl pro sulfadimidin do-
saZzen deklarovany detek¢ni limit. Nicméné je tfeba konstatovat, ze INTEST je pro
detekci sulfadimidinu nevhodny, nebof dosazeny detek&ni limit 500,0 wg/ml mno-
hondsobné& pfekraduje detekeni limit deklarovany IDF.

V nasi experimentdlni praci jsme potvrdili udaje firemni literatury, Ze oba srovna-
vané testy je mozno pouzit bez ovlivnéni detek&nich limitt i s mlékem prezervo-
vanym Heeschenovym ¢inidlem. Nezaznamenali jsme viak zna¢né prodlouZeni
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redukéni doby, nebot k ustdleni vysledki reakce dochdzelo obvykle po jednohodi-
novém prodlouZeni inkubace.

Zéavérem miZeme konstatovat , Ze podle naSich experimenti INETST prokazal
vysledky srovnatelné a v n&kterych pfipadech lepsi nez BR-TEST, s vyjimkou pri-
kazu sulfadimidinu. Vzhledem k tomu, Ze klinické pouZiti sulfadimidinu u dojnic
je mélo frekventované, 1ze INTEST doporulit k systematickému plo¥nému scree-
ningu inhibi¢nich latek antibiotické povahy. Nicmén& BR-TEST ani INTEST ne-
vykazuji citlivost, kterd by postatovala k prikkazu pfipustnych maxim rezidui
chemoterapeutik podle poZadavki Sv&tové zdravotnické organizace a Komise
evropského spolefenstvi. To naznatuje nezbytnost a smér dalsitho vyzkumu.

Literatura

CERNA, E.: Zji¥fovani inhibi¢nich litek v mléce v rimci mezinirodni normalizace. Mlék. Listy,
11, 1985, Praha, s. 79-82.

EBRECHT, A.: Verbesserter Nachweis von Hemmstoffen in Milch. Dtsch. Milchwirtsch., 14, 1985,
s. 416.

EEC: Community procedure for the establishment of maximum residue limits of veterinary medicinal
products in foodstuffs of animal origin. O. J. Europ. Com., L 73, 1992, s. 8-14.

HAVLOVA, J.- JICINSKA, E.: Nové trendy v hodnoceni inhibi¢nich litek v mléce. Veter. Péte
v potrav. Prim., 8, 1987, s. 58-64.

IDF: Detection and Confirmation of Inhibitors in Milk and Milk Products. Doc. IDF 258, 1991,
99 s.

KRAACK, J. - TOLLE. A.: Brillantschwarz-Reduktionstest mit Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis zum Nachweis von Hemmstoffen in der Milch. Milchwissenschaft, 11, 1967, s. 669-673.
SCHRAUDY, E. - RAUSCHER, W.: Ein Beitrag zum Nachweis von Antibiotika in der Milch mit
dem Brillantschwarz-Reduktionstest. Arch. Lebensm.-Hyg., 6, 1972, s. 117-121.

SIXL, W. - MIKULASKOVA, M. - MIKULASEK, S. - WATZEK, A. - SIXL-VOIGT, B.: Hy-
giene-Aspekte in der Rohmilchproduktion. Graz 1990, 49 s.

WORLD HEALTH ORGANISATION: Technical report series No. 430. 1969, Zeneva.

Doslo 8. 10. 1992

RYSANEK, D. - SCHLEGELOVA, J. (Veterinary Research Institute, Bmo):

The efficiency of BR-TEST and INTEST in determination of chemotherapeutic residues
in raw and preserved milk.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (4): 215-222.

Negative detection of residues of inhibitory substances has become one of the standard
quality traits of raw milk also in the Czech Republic. Hence a requirement appeared in
1991 to evaluate the usability of two commercially produced microtitration tests for this
purpose.

The tests of BR-TEST (Enterotox) and INTEST (Mlékéarensky primysl) were per-
formed in weekly intervals for the time longer by a week than is the declared expiration,
that means seven replications in BR-TEST and five replications in INTEST. Compact
and stripped microplates (STRIPS) designated BR-TEST “AS*“, BR-TEST 12x8 “AS“
and INTEST C-96 type and INTEST 0-96/6x16 were used for the tests. The principle
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of inhibition demonstration in the concentration series of selected drugs was applied.
The drugs were chosen with respect to the frequency of their use for clinical treatments
in the CR. Tab. II shows the used drugs and concentration series. The following pa-
rameters were tested: detection limits, reproducibility, effect of milk preservation, and
the declared expiration.

Tab. III shows detection limits. It is apparent the BR-TEST detection responses to
streptomycin and chloramphenicol were lower in BR-TEST than in INTEST in our ex-
periments. The responses to penicillin, oxacillin and oxytetracycline were lower in some
cases, and equal in other ones. On the other hand, the INTEST detection response to
sulfadimidin was markedly lower in comparison with BR-TEST.

Tab. IV summarizes the range of detection limits in milk with Heeschen’s reagent.
In our experiments the detection response of BR-TEST to the tested chemotherapeutics
was lower in some cases, in other cases it was the same as in INTEST. Similarly like
in unpreserved milk, the detection response to sulfadimidin was markedly higher in IN-
TEST if compared with BR-TEST.

Tabs. III and I'V show the reproducibilities. It is apparent that INTEST is superior in
this respect.

Tabs. III and IV show the effects of milk preservation. The preservation does not
influence detection responses. But it is necessary to prolong the incubation time by about
one hour.

Tabs. III and IV also show the check of the expiration time. Both tests were operative
during their declared expiration.

On the basis of the above-mentioned results, INTEST can be recommended for sys-
tematic global screening of residues of inhibitory substances belonging to antibiotics.
But none of the tests was sensitive enough to detect admissible residue concentrations.

milk; preserved milk; reduction test; residues of chemotherapeutics; detection limits; re-
producibility; expiration
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DNA FINGERPRINTING U KONI{

J. Pazderal, V. Hrubanz, J. Pichrtova’ A Miiller4, F. Jilek!

lVyzlcumny ustav Zivocisné vyroby, Praha-Uh¥inéves
Vysokd Skola zemédélskd, Praha-Suchdol

Ustav pro péci o matku a dité, Praha

Vyzkumna stanice pro chov koni, Slatiriany

Za pouZiti multilokusové DNA sondy byly u 3esti rodin koni urfeny metodou DNA
fingerprinting individudlng specifické vzory DNA fragmentii. Sonda s evolu¢nég
konzervovanou nukleotidovou sekvenci z bakteriofigu M13 uruje hypervariabilni
oblasti nachdzejici se v genomové minisatelitni DNA. PouZiti této sondy umoZiuje identi-
fikaci jedince a provedeni kontroly piivodu s pravdépodobnosti vy3i jak 99,99 %.

kiui; DNA fingerprinting; kontrola patemnity

Genom obratlovcii je tvofen sledem asi 3 miliard pari bdzi (thymin, adenin, cy-
tosin a guanin), pfi¢emzZ geny Fidici urcity bilkovinny produkt tvofi jen jeho malou
Cast. Ve zbytku genomu, o jehoZ funkci vime jen velmi madlo, tvofi znadnou &ést
rizné dlouhé opakujici se sekvence nukleotidii. Tato ¢dst genomu, nazyvana téZ re-
petitivni DNA, miZe byt tvofena od jednoduchého mnoho&etného opakovani stile
stejného nukleotidu aZ po mnohondsobné se opakujici sloZité nukleotidové struktury.
Pro repetitivni DNA tvofenou n€kolika malo opakujicimi se sekvencemi nukleotidii
je pouzivan termin mikrosatelitni DNA, pro opakujici se sekvence deseti aZ n&kolika
desitek nukleotidi se vZil termin minisatelitni DNA (Je ffreys aj., 1985). Pro
fadu lokust situovanych do minisatelitni DNA je charakteristicky vysoky stupei
polymorfismu (Vassart aj., 1987). K detekci alelické variability lze vyuzit
komplementdrni vazby. Jako sondy je moZno pouZit sekvence vyskytujici se
v nezm&n&né formé& (i kdyZ v nizném poctu opakovani) v fadé organizmu. Pfikla-
dem takového evolu¢né& konzervovaného useku DNA je sekvence vyskytujici se jak
v genomu bakteriofdigu M13 tak v genomu drosophily i ¢lov€ka. Vyskyt takovych
sekvenci v genomu koni prokdzal Georges aj., (1988). PouZiti zmin&né
sekvence nukleotidil, charakteristické pro minisatelitni DNA jako sondy, umoZiuje
soutasné detekovat n&€kolik hypervariabilnich oblasti rozloZzenych na niznych
mistech genomu testovaného zvifete. Po §t&peni restrikénim enzymem lze dostat
zcela specifické, rizn& dlouhé fragmenty (v mist&, kde doSlo k vazb& se sondou se
objevi signdl na rentgenologickém filmu, prouZkovdni), fingerprinty. Jednotlivé
fingerprinty pfedstavuji alely detekovanych lokusi a jsou mendelovsky déd&ny. Lo-
kusy maji aZz 20 alel av8ak jejich mutace jsou zji§fovdny pomé&rné& fidce
(Jeffreys aj., 1988). Vysoky polymorfismus detekovanych lokusti a kodomi-
nantni dédi¢nost jejich alel umoZiuje vyssi stupeii identifikace jedince neZ zajistuji
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klasické sérologické metody zalozené na detekci krevnich skupin, sérovych proteina
nebo na detekci alel hlavniho histokompatibilitniho komplexu. Pravdépodobnost
vyskytu spoleénych paternitnich vzori je extrémné mald (Risch a Devlin,
1992). Tato pravd&podobnost je n&kterymi autory odhadovana aZ v hodnotich
kolem 1:30bilionim(Lewis a Cruse,1992). Ponévadz metoda je poZivana
v kriminalistice a jeji rozli§ovaci pfesnost je srovnatelnd snad je s daktyloskopickou
metodou, je metoda oznaCovana terminem DNA fingerprinting.

MATERIAL A METODY

Vysledky byly ziskdny vySetfenim Sesti rodin (18 zvifat) koni plemene
kladrubsky vranik z chovu Vyzkumné stanice pro chov koni. Slatifiany.

DNA byla izolovdna z lymfocyti periferni krve odebrané do EDTA
(Jeanpiere, 1987). Vysetfeni bylo provedeno technikou southern blotii podle
Maniatise aj.(1982): Vidy 5 pg DNA bylo §t&peno, (4 j/pug) restrikénim enzy-
mem Hinf I (Fermentas). Po elektroforetické separaci v 0,7% agarosovém gelu
(2V/cm, 16 h) byla DNA pfetisknuta na nylonovou membranu (NY 45, Serva). Pre-
hybridizace probihala pfi teploté 58 °C v roztoku (7% natrium-dodecyl sulfét, 0,5
M NaH2PO4, pH 6,5, 1% sérumalbumin BSA - frakce V, Serva) po dobu 1 hodiny.
Hybridiza¢ni roztok neobsahoval BSA. Hybridizace sondy radioaktivné znacené
fosforem probihala pfi teploté 58 °C po dobu 18 hodin. Jako sonda byl pouzit Hae
IIT fragment (850 paru bazi) preklonovany z bakteriofigu M13 (De v or, 1988)
do plazmidu pUC 18. Tento fragment nesouci &tyfikrat opakované centrdlni
sekvence byl radioaktivné ozna¢en za pouziti deoxyadenosin trifosfitu (NEG 012H,
NEN) metodou vyuZivajici ndhodnych hexanukleotidovych primerti ,,random primer
labeling“ (Flinberg a Vogelstein, 1983). Po odmyti nespecificky na-
vazané sondy byly membrdny autoradiografovany v kazetich na rentgenologicky
film bez pouziti zesilovacich folii pfi pokojové teplot& po dobu 5 dni. Velikost frag-
menti byla stanovena pomoci DNA markeru Sevac I (Sevak, Praha).

VYSLEDKY

Celkem bylo vy3etfeno Sest tfiClennych rodin koni. Od kazdého zvifete bylo
odebrdno 7 ml periferni krve a z ni izolovano 50 - 150 pg DNA. Po roz3tépeni DNA
enzymem Hinf I byly sledovdny znaCenou sondou hypervariabilni fragmenty. Ve-
‘likost prakticky hodnotitelnych fragmenti byla stanovena mezi 3,5 - 21 kilobazi.
Pro statistické Setfeni byl u kaZdé rodiny hodnocen celkovy pocet fragmentii zdé-
dénych potomkem od matky a od otce (tab. I). Pro pfipad nonpaternity, mutace ev.
rekombinace byl sledovan pfipadny vyskyt fragmenti, které se u matky ani u otce
nevyskytuji. Takovy pfipad viak nenastal. Na autoradiogramech rodin bylo v pri-
méru detekovano 11,33 fragmentli. Z nich bylo moZno pfifadit 9,17 jen jednomu
z rodi¢h a 2,17 ob&ma rodi¢im. Stfedni pravd&podobnosti vyskytu shodnych frag-
menti, tedy fragmenti nevyuzZitelnych pro ové&fovani ptivodu, je 2,17 : 11,3 = 0,19.
V jednotlivych rodindch bylo mozno u hibat detekovat 3 - 6 fragmenti specifickych
pro otce. Pravdépodobnost, Ze by nepfibuzny jedinec mél vechny detekované fragmenty
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L. Vyhodnoceni autoradiografii ziskanych ,fingerprinti* - Evaluation of autoradiographs of
fingerprints* obtained

Pocet I"ragmentil2 Pravdépodobnost
Ci§|0 i speciﬁck)"chs . | chybného ureni
rodiny . 5 spolenych® | nerodiovskych’ | celkem® pivodu
pro otce  |pro matku ze strany otce
1 6 4 3 0 13 4 0,00005
2 6 7 3 0 16~ 0,00005
3 6 3 1 0 10 0,00005
4 5 4 2 0 11 0,0003
5 3 4 2 0 9 0,007
6 4 3 2 0 9 0,001

number of famnly, 2humber of fragments, speclﬁc, “for father, *for mother, *common, 7non-pa—
rental, 3total, pmbablhty of wrong determination of origin from the side of father

spole¢né s testovanym hiib&tem lze odhadnout na 0,007 - 0,00005. Uvedena hodnota
vyjadfuje miru rizika nesprdvného ur¢eni ptivodu.

DISKUSE

Statistické hodnoceni je zaloZeno na pfedpokladu, Ze vyskyt kaZdého z fragmenti
je stejné& pravdépodobny. Neni tedy zvaZovana existence moZzné vazby apod. I kdyZ
je zndmo, Ze hodnoceni delSich fragmentli ma vy3§i diagnostickou hodnotu, nebere
ndmi zvoleny zpisob v tivahu velikost posuzovanych fragmenti. Zjednoduseni do-
voluji vysledky jinych autorii publikované pro jiné multilokusové sondy (sonda
oznacend Cislem 33,6 a sonda 33,15) - Jeffreys aj., (1985, 1991). Jednd se
napf. o zjidténi obdobného vyskytu shodnych fragmentti v rodindch. V naSem pfi-
pad€ jsme volili stejny matematicky pfistup k hodnoceni pravdépodobnosti jako
pouZili pfi stanoveni paternity analyzou DNA z choriovych klki u lidi M o -
singer a Jirdsek (1990). MoZznym chybdm reproducibilit® testu DNA
fingerprinting je v posledni dob& vénovdna zna¢nd pozornost (Lewontin
a Hartl, 1991;Chakraborty a Kidd, 1991;Jeffreys aj,
1991; Risch a Devlin, 1992). Diivodem je skutenost, Ze metoda je v kri-
minalistice pouZivdna jako metoda pritkazna (na rozdil od vyluCovacich metod za-
loZzenych na detekci krevnich skupin). Zpochybné&ni reproducibility testu se obvykle
tykd mist daleko za desetinnou ¢arkou. Pro ndmi zvaZované praktické pouziti je
rozhodujici skuteCnost, Ze v pfipadé potfeby presngjsiho potvrzeni nebo vylouceni
paternity staCi pfi testu roz8ifit poCet pouzitych restrikénich enzymi (eventudlné
sond), ¢imZ pravdépodobnost mozného omylu klesd o n&kolik dalSich fadu. Po-
rovnani klasického paternitniho testu za pouZiti testace krevnich skupin a antigenti
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hlavniho histokompatibilitniho komplexu s DNA fingerprintingem, pfi kterém byly
pouzity jen dv& multilokusové sondy, zcela zfeteln& vyznélo ve prospéch DNA testa-
ce(Markowicz aj., 1990). Zdvazn&jsim problémem pro plo¥nou aplikaci me-
tody miZe byt snad jen vy3$i cena vySetfeni.

Pfi vyhodnocovéni vysledku testu je tfeba mit na mysli, Ze pokud se ve
fingerprintu potomka objevi fragmenty, které se nevyskytuji u rodi¢i, nemusi to byt
vZdy zndmky nepravdépodobného piivodu. Vzicn& by se mohlo jednat o mutaci ve
sledované oblasti nebo také jenom o nedostatetné rozitépeni testované DNA
restrikénim enzymem. K tomu miZe dojit pfi nedodrZeni metodiky nebo ztritou akti-
vity enzymu vlivem dlouhého nebo neSetrného skladovani. Kontrola k vylougeni
této chyby je snadnd. Fingerprint parcidlnich $t&pi neni pfi opakovéni nikdy shodny.

PouzZiti multilokusovych sond na3lo své opodstatnéni v oblasti pritkkazu paternity
u lidi. M4 n&které pfednosti, mezi n&Z patfi pom&mé snadna dostupnost sond. Nami
zvoleny pfistup m4 viak n&které nevyhody. Nevyhodou pro nékteré laboratofe miize
byt pouZiti izotopu. Vysledek testu je zndm aZ za pom&mé& dlouhou dobu, coZ je
dano expozi¢ni dobou filmu pfi autoradiaografii. Znaéné sondy lze provést téZ ne-
radioaktivnimi zptsoby, napf. digoxigeninem, je to viak obvykle na tkor ostrosti
ziskanych fingerprinti. ‘

Posledni prace z oblasti genetického polymorfismu u koni studovaného na urovni
DNA naznacuji, Ze pro potfeby ovéfeni paternity lze vedle minisatelitnich lokusi
s usp&chem vyuzZit téZ mikrosatelitni lokusy (E1le gren aj., 1992). Vyhodou to-
hoto zplisobu je moZnost uZiti automatizace pri aplikaci techniky polymerdzové fe-
té€zové reakce. K detekci mikrosatelitnich opakujicich se sekvenci neni tfeba izotopii.
Podminkou v3ak je znalost sekvence sledované oblasti DNA a syntéza primeri -
specifickych sekvenci pro pofitek a konec testovaného polymorfniho lokusu.
RovnézZ u této metody je pfedpoklddino brzké uplatnéni v provddéni kontroly pa-
ternity u koni (Dodd aj., 1992).

PHim4 DNA testace, af jiZ za pouZiti multilokusovych nebo jednolokusovych sond
(resp. uziti Southern blotting techniky nebo techniky polymerazové fetdzové reakce),
skytd vysoce pfesny zplsob identifikace jedince, ktery za¢ind nachdzet praktické
uplatnéni v chovu hospodafskych zvifat.

Podékovani

Autofi dékuji pani V&fe Sk ojové z Ustavu pro pééi o matku a dité, Praha
za ob&tavou pomoc v laboratofi a MUDr. Bedfichu Mosingerovi, CSc,
rovnéZz z UPMD, Praha za poskytnuti baktérii k pfipravé sondy.
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DNA fingerprinting in horses.
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Using a multilocus DNA probe, individual - specific hybridization patterns, the
so-called DNA fingerprints (TAB) were determined in six horse families by the DNA
fingerprinting method. The probe with evolutionally preserved nucleotide sequence from
bacteriophage M13 determines hypervariable regions placed in genomic minisatellite
DNA. The use of this probe permits an identification of an individual and execution of
paternity relationships with a probability over 99.99 per cent.

horse; DNA fingerprinting; paternity control
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VPLYV KADMIA NA UKAZOVATELE
BACHOROVEJ FERMENTACIE
A JEHO OBSAH V BIOLOGICKOM MATERIALI OVIEC

P. Sviatko, 1. Zelefiak

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat SAV, KoSice

Pokus sa uskuto¢nil na troch skupindch dospelych oviec. Prva skupina (kontrolnd) mala
privod 0,09 mg Cd/kg suliny diéty, I. pokusnej skupine bol zvy3eny privod o 5 mg/kg
susiny a II. pokusnej skupine o 10 mg/kg susiny diéty. Po&as siedmich tyZdiiov sme
sledovali vplyv tychto ddvok kadmia na hladiny unikavych mastnych kyselin, ich
energeticku vyfaZnost a podiel ich energie a energie metanu i energie bakteridlnej masy
z energie fermentovanej hexozy krmiva, ako aj celkovy pocet infuzodrii a pocet infu-
z6rii Entodinium speciés v bachorovej 3fave oviec. Okrem toho bol sledovany obsah
kadmia v pe&eni, obli€kich, svalovine, truse a bachorovej ¥tave. Z vysledkov vyplyva,
Ze privod kadmia v mnoZstve 5 a 10 mg/kg suSiny v diéte oviec mal preukazne nega-
tivny vplyv na produkciu kyseliny izomaslovej v bachorovej $tave a na zniZenie celko-
vého po&tu infuzdrii a po&tu infuzénii Entodinium speciés v bachorovej $fave oviec.
Preukazny vplyv tohoto privodu kadmia na produkciu ostatnych unikavych mastnych
kyselin a energetické ukazatele bachorovej fermenticie zisteny nebol. Uvedené
mnoZstva kadmia v diéte preukazne vplyvali na zvySovanie jeho obsahu v obli¢kich,
pegeni, bachorove;j ¥fave a truse. Na obsah vo vine a svalovine pridavky kadmia nemali

preukazny vplyv.

ovca; obsah kadmia; ukazovatele bachorovej fermentécie; podet infuzérii; organy

Kadmium patri medzi esencidlne mikroelementy. Pri karenénom privode
u prezivavcov bola zistend zniZzend koncepcia a produkcia mlieka, u mlddat retarda-
cia rastu, svalova slabost, znizend motilita a thyn. Zvysenim privodu na 0,3 mg Cd
v kg suSiny diéty boli tieto priznaky eliminované (Anke ai., 1986). Rovnaki au-
tori uvadzaji, Ze vys§i privod nez 0,05 mg Cd/kg susiny diéty zaruuje normalny
vyvoj zvierat. V pripade kadmia je karencia moznd, no va¢$i vyznam ma jeho ne-
gativny vplyv pri vy$§om privode do organizmu. Kadmium lahko reaguje s radou
aktivnych molekul proteinov, fosfolipidov, purinov, porfyrinov, nukleovych kyselin
a enzymov, pricom meni ich aktivitu, ¢o je podstatou jeho toxického u¢inku (Ci -
bulka ai., 1986). V obli¢kdch sposobuje tubuldrnu atrofiu a intersticidlnu fibrozu
(Lenner, 1969). V tkanivich je kadmium viazané na metalothionein a pri into-
xikdcii sa jeho obsah zvySuje v pe€eni a oblickach, ktoré tento metalothionein pro-
dukuji (Sharma ai., 1979). O toxickom vplyve kadmia rozhoduje jeho privod
do organizmu, ¢o je spoloénym rysom v3etkych mikroelementov. Sharma ai.
(1979) pri privode 13,06 mg Cd v 1 kg diéty u krdv nezistili jeho kumuldciu.
Doyle ai. (1974) zistili preukazne negativny vplyv 30 mg Cd/kg susiny diéty
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na prirastky hmotnosti u oviec a pri déze 15 mg/kg susiny depresivny vplyv na pri-
jem krmiva. Bolo zistené, Ze zvySenie koncentracie Cd malo vyrazny inhibi¢ny
vplyv na rast a aktivitu pddnych baktérii (Gupta ai., 1984). Uvedené poznatky
nas viedli k otdzke aky vplyv maju niZ8ie ddvky kadmia 5,0 a 10,0 mg/kg suSiny
diéty na tkaniva a niektoré ukazatele bachorovej fermentdcie.

A )

MATERIAL A METODY

V pokuse bolo pouzitych 18 dospelych oviec plemena merino o Zivej hmotnosti
40 - 45 kg. Zvieratd boli kfrmené diétou pozostdvajuicou z 1 kg li¢neho sena a 0,2 kg
jaémenného Srotu. Po troch tyzdiioch kimenia sa odobrali od v3etkych zvierat vzorky
viny, trusu a bachorovej §favy na stanovenie obsahu kadmia (kontrolné hodnoty).
Sest zvierat sa odporazilo na stanovenie obsahu kadmia v pe&eni, obli¢k4ch a sva-
lovine. Zbyvajuce zvieratd sa rozdelili po Siestich kusov do dvoch skupin. I. pokusna
skupina dostdvala pridavok 5 mg Cd a II. pokusnd skupina 10 mg Cd/kg suiny na
kus a deii po dobu siedmich tyZdiiov. Pridavky kadmia vo forme siranu boli zamie-
§ané do Srotu. Na konci pokusu boli ovce odporazené za u¢elom ziskania rovnakych
orgdnov ako u kontrolnych zvierat na stanovenie obsahu kadmia. Obsah kadmia
v zdkladnej kfimnej ddvke (seno a ja¢meii) bol 0,09 mg/kg suSiny.

Obsah Cd bol stanoveny na AAS fotometri Perkin - Elmer 5000 v grafitovej ky-
vete HGA 500.

Koncentricia unikavych mastnych kyselin (UMK) v bachorovej §tave bola sta-
novend na plynovom chromatografe Perkin - Elmer 8500.

Pocet infuzorii sa stanovil podla metédy C olemana (1958). Energetickd vy-
faznosf UMK bola stanovend metédou autorov Orskov (1968) a
Czerkawski (1986).

VYSLEDKY

Vysledky obsahu UMK v bachorovej §tave st uvedené v tab. I. Obsah kyseliny
octovej na konci pokusu je nepatrme vy3§i u skupin s pridavkom 5 mg Cd (1. skupina)
a s pridavkom 10 mg Cd/kg suSiny diéty (II. skupina), no rozdiel nie je Statisticky
preukazny. Rovnaka tendencia je i pri obsahu kyseliny propionovej s tym rozdie-
lom, Ze jej obsah v II. skupine je niZ8i neZ na zaCiatku pokusu. Pri obsahu kyseliny
izomaslovej v porovnani so zaCiatkom pokusu v oboch skupindch s pridavkom Cd
doslo k jej preukaznému poklesu (o = 0,05). Obsah kyseliny n-maslovej sa mierne
zvysil v oboch skupindch, no tento ndrast je nepreukazny. Produkcia kyseliny izo-
valérovej sa mierne, ale nepreukazne, zniZila a obsah kyseliny n-valérovej zostal
pocas pokusu nezmeneny. Celkové mnozstvo UMK v bachorovej $tave sa mierene,
no nepreukazne zvysilo. Tendencia zvy$enia bola v I. skupine nepatrne vysSia nez
v ILskupine.

Vysledky energetickej vytaznosti UMK a podiel ich energie a energie metinu
a bakteridlnej masy z fermentovanej hexézy krmiva podfa Orskova (1968) a
Czerkawského (1986) siuvedené v tab. II. Energetickd vyuZitelnost UMK
(E)(Orskov,1968) a podiel energie UMK z energie fermentovanej hexozy (E1)
(Czerkawski, 1980) maju tendenciu poklesu v oboch skupindch s pridavkom
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I. Obsah unikavych mastbych kyselin (UMK) v bachorovej fave oviec (mmol/l) - Contents of vo-
latile fatty acids (UMK) in rumen fluid of sheep (mmol/1)

Kontrolna sI:upim\l I. pokusna skupina2 II. pokusna skupina3

Pridavok Cd* 0 5 mg/kg susiny’ 10 mg/kg susiny®
UMK n x  95%IS x  95%]IS x  95%]IS
Kyselipa ¢ 33,9 38,0 36,8
octovd’ 30,3 - 37,5 32,5 - 43,3 24,5 - 49,0
Kyselina 6 8,03 8,35 7,55
propiénové® 6,35 - 9,70 6,61 - 10,09 5,11 - 9,98
Kyselina 6 0,50 * # 0,30 * 0,40 #
izo-maslové’ 0,37 - 0,53 0,18 - 0,40 0,31 - 0,46
Kyselina 6 513 6,03 5,78

n-maslovi'’ 404-622 533 -6,73 3,72 - 7,85
Kyselina 6 0,50 0,30 0,40
izo-valerova'' 0,36 - 0,68 0,13 - 0,50 0,27 - 0,50
Kyselina . 0,30 0,30 0,30
n-valerovi'? 0,20 - 0,39 0,20 - 0,39 0,19 - 0,30
Célkove 48,30 53,20 51,20
UMK" 6 4,7 - 540 458 - 60,6 34,7- 67,6

* # = $tatisticky vyznamny rozdiel na trovni o = 0,05 - statistical significant difference on the level

o =0.05

l¢:ontml group, expenmental group I, expenmental group 1, %cd addmon, 35 mg/kg of dry matter,
10 of dry mattzrj Tacetic acid, 8pmplomc: acid, |sobutync acid, ! n-butync acid, 'isovaleric

acid, '“n-valeric acid, "“total volatile fatty acids

Vysvetlivky pre tab. I a IV - Explanation for Tabs. I and IV:

x = strednd hodnota - mean value

95% IS interval spolahlivosti strednej hodnoty - interval of reliability of mean value

*#@ Statistickd preukaznost na urovni & = 0,05 - statistical significance on the level
o =0.05

Cd, no rozdiel oproti pociatoénym hodnotdm nie je $tatisticky preukazny. Rovnaka
situdcia je aj pri podiele energie bakteridlnej masy (E3) z energie fermentovanej he-
x6zy krmiva.Pri podiele energie metdnu (E2) z energie fermentovanej hexdzy krmi-
va tento m4 tendenciu ndrastu u oboch skupin s pridavkom Cd, ale rozdiel oproti
pociatoénym hodnotdm nie je $tatisticky preukazny.

Vysledky vplyvu pridavkov Cd na celkovy pocet infuzorii a infuzérii Entodinium
speciés (tab. III) sa v oboch skupindch s pridavkom Cd preukazne (o = 0,05) zniZil
v porovnani s hodnotami na zaciatku pokusu.
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II. Energetické ukazovatele bachorovej fermenticie - Energetic parameters of rumen fermentation

Kontrolnd skupina] I. pokusnd slcupina2 II. pokusnd skupina3
Pridavok Cd* 0 5 mg/kg sui‘»iny5 10 mg/kg su§iny6
% x + sem
E 72,50 £ 0,287 72,17 £ 0,277 71,84 + 0,157
El 72,46 + 0,303 72,20 + 0,291 71,85 £ 0,157
E2 17,94 + 0,295 18,23 + 0,291 18,58 + 0,163
E3 37,49 £ 0,212 37,21 £ 0,082 37,20 + 0,200

E = energetickd vyfaZnost UMK (O rs ko v, 1968) - energetic efficiency of volatile fatty acids
(Orskov, 1968)

E1 = podiel energie UMK z energie fermentovanej hexézy krmiva (Czerkawski, 1980) -
proportion of energy of volatile fatty acids from energy of fermented hexose of feeds
(Czerkawski, 1980)

E2 = podiel energie metdnu z energie fermentovanej hexézy krmiva (Czerkaws ki, 1980) -
proportion of methane from energy of fermented hexose of feeds (Czerkawski, 1980)

E3 = podiel energie bakteridlnej masy z energie fermentovanej hexézy krmiva(Czerkawski,
1980) - proportion of energy of bacterial mass from energy of fermented hexose of feeds
(Czerkawski, 1980)

For 1 - 6 see Tab. I

III. Po&et infuzérii v bachorovej $fave oviec - Counts of infusoria in rumen fluids of sheep

Kontrolna skupinal I. pokusna skupina2 II. pokusna skupina3
Pridavok Cd* 0 5 mg/kg suﬁiny5 10 mg/kg su§iny6
101 x 95% IS
_Cclkov?" 7poéet 384,0 * 246,0 * 305,0
infuzérii 331,1 - 436,9 186,2 - 305,8 223,4 - 386,6
Po&et infuzérii 3590#@ 198,0 # 262,0 @
Entodinium’® 307,3 - 410,7 153,2 - 242,8 188,4 - 335,6

For 1 - 6 see Tab. I, i

Vysledky obsahu kadmia v sledovanych tkanivich si uvedené v tab. IV. Obsah
Cd vo vine pokusnych skupin s pridavkom Cd v porovnani s obsahom u zvierat na
zaCiatku pokusu je vy3§i, no rozdiel nie je tatisticky preukazny.

Obsah Cd v truse a v bachorovej $fave je v oboch skupinich na konci pokusu
preukazne (o = 0,05) vy33i neZ na zadiatku pokusu. Pri porovnani obsahu Cd truse
pokusnych skupin, obsah Cd v truse II. skupiny je preukazne (o = 0,05) vy38i nez
v L. skupine.

V pefeni sa obsah Cd zvysil u I. skupiny 2,5 ndsobne, no tento rozdiel oproti
hodnotdm na zaciatku pokusu Statisticky preukazny nie je. U II. skupiny, kde narast
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IV. Obsah kadmia v biologickych materidloch oviec (mg/kg susiny) - Cadmium contents in biolo-
gical materials in sheep (mg/kg of dry matter)

Kontrolna slmpilml I. pokusna skupina2 I1. pokusna slmpina3
Pridavok Cd* 0 5 mg/kg susiny> | 10 mg/kg susiny®
Tkanivo’ n x  95%1IS x  95%IS x  95%IS
g 0,160 0,224 0,299
Vina 6
0,117 - 0,202 0,143 - 0,306 0,173 - 0,424
5 3,00* # 20,30 * @ 2404@
Trus 6
1,20 - 4,80 15,30 - 25,30 27,60 - 57,20
Bachorové ¥fava'® 6 0,020 * # 0,150 * 0,270 #
(mg/l) 0,017 - 0,023 0,040 - 0,270 0,160 - 0,390
- 0,90 * 2,30 2,80 *
Pedeil 6
0,00 - 1,80 0,90 - 3,70 1,91 - 3,60
i 13 1,00 * # 4,30 * 5,50 #
Oblitka 6
0,50 - 1,50 3,10 - 5,60 3,60 - 7,40
5 0,140 0,230 0,240
Sval 6
0,060 - 0,220 0,140 - 0,310 0,100 - 0,380

For 1 - 6 see tab. I; 7tissue, 3wool, 9excrements, 10 umen fluid, “liver, lzI:jdney, Bmuscle

obsahu v peceni je troj ndsobny oproti po¢iatoénym hodnotdm, rozdiel je Statisticky
preukazny (o = 0,05).

Vo svalovine sa obsah Cd pocas pokusného obdobia zvysil zhruba o polovicu,
no rozdiel oproti po¢iatoénym hodnotdm nie je preukazny.

DISKUSIA

Preukazné zniZenie celkového poctu infuzorii a infuzérii Entodinium speciés
jednoznaZne potvrdzuji negativny vplyv i nizsich ddvok Cd ako je 5 a 10 mg/kg
sudiny diéty. Ubytkom po¢tu infuzorii je vysvetlitelny i preukazny pokles produkcie
kyseliny izomaslovej. Podobne tendencia zniZovania energetickych parametrov
bachorovej fermentdcie naznaduji moZny negativny vplyv pouZitych pridavkov Cd
na tieto procesy. Uvedené je v stlade s idajmi Fosberga (1978), ktory zistil
pri obsahu 5 - 70 mg Cd/l in vitro inhibi¢ny efekt na rast Cistej kultury Bacterium
succinogenes a pri obsahu 100 - 500 mg/l zniZenie fermenta¢nej aktivity.

Obsah Cd v peceni, oblickdch a svalovine oviec na zaciatku pokusu predstavuje
bezny obsah a su niZSie v porovnani s hodnotami (po prepodte na suinu), ktoré
uvddza Kreuzer ai. (1974)aKadé¢mdr ai(1980) u dojnic a u oviec
Doyle ai. (1974). Z uvedeného vyplyva, Ze ovce vzaté do pokusu z hladiska
zafaZenia Cd boli intaktné.
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Vysledky obsahu Cd v pe&eni, obli¢ke i bachorovej §fave vykazali preukazny na-
rast jeho obsahu vplyvom pridavku Cd v diéte. MoZno to povaZovaf za prejav ku-
muldcie Cd v tychto materidloch uZ pri ddvkach 5 a 10 mg/kg suliny diéty na rozdiel
od udajov autorov Sharma ai. (1979), ktori pri ddvke 13,06 mg Cd/kg diéty
u hovidzieho dobytka nezistili jeho kumuldciu.

Obsah kadmia v srsti a vine povazujt Anke a Risch (1979) za treti naj-
aktivne;jsi materidl po obli¢ke a pe¢eni v schopnosti odpovedat zmenou svojho obsa-
hu na zafaZenie organizmu preAivavcov kadmiom. Vysledky obsahu Cd vo vine nasich
pokusnych oviec na konci pokusu, sa zhoduju s idajmi tychto autorov o obsahu vo vine
oviec zataZenych Cd. Patme pre preukazné zvySenie obsahu Cd vo vine su potrebné
vysSie didvky Cd v diéte, neZ sme pouZili. Doyle ai. (1974) pri diéte s obsahom
od 5 - 60 mg Cd/kg diéty rovnako nezaznamenal jeho preukazné zvySenie vo vine oviec.

Obsah Cd v truse pokusnych skupin proporcionalne zodpoveda jeho privodu dié-
tou. Obsah Cd v truse I. skupiny v porovnani s po¢iatonym obsahom sa zvysil zhru-
ba sedem ndsobne a v II. skupine 14 ndsobne. Z uvedenych vysledkov je moZné
vyvodit, Ze pri normdlnom privode Cd diétou sa jeho obsah v truse pohybuje do
5 mg/kg suliny. Zistenie vysSieho obsahu v truse ako 5 - 10 mg Cd/kg suSiny
nasved&uje na zvy$eny privod Cd do organizmu. Podobne preukazné zvy$enie obsa-
hu Cd v bachorovej §tave mdZe byt indikdtorom privodu Cd do organizmu ako trus.

Vysledky obsahu Cd vo svalovine mali tendenciu sa zvySovat, no zistené obsahy
u pokusnych skupin na konci pokusu si niZSie alebo zhodné nez udaje autorov
Kadmdr ai. (1980)a Kreuzer ai.(1974) vo svalovine u dojnic nezafaZe-
nych Cd. Podobne Dalgarno (1980) pri diétach oviec s obsahom 3,4 a 6,4 mg
Cd/kg nezistil jeho preukazné zvySenie vo svalovine, zatial ¢o v peeni a oblicke
preukazné zvySenie zaznamenal.
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Sciences, KoSice):

The influence of cadmium on parameters of rumen fermentation and its content in bio-
logical materials in sheep.

Vet. Med. Czech, 38, 1993 (4): 229-235.

The experiment was carried out with three groups, each consisting of six adult sheep
of the Merino breed weighing 40 - 45 kg, fed with the diet composed of 1 kg of meadow
hay and an adition of 0.2 kg of barley meal for 3 weeks before the experiment. The first
group - the control - was provided the natural supply 0.09 mg Cd/’kg DM of the diet,
the supply of Ist experimental group was icreased by 5 mg Cd/kg DM and of the IInd
experimental group by 10 mg Cd/kg of diet DM in the from of sulphate. The influence
of mentioned cadmium doses on levels of volatile fatty acids, their energetic yield and
proportion of their energy and energy of methane and bacterial mass from the energy
of fermented feed hexose, as well as the total number of infusoria and number of infusoria
of Entodinium sp. in the ruminal fluid of sheep with an increased supply of cadmium
were examined during seven weeks. In adition to that cadmium contents in the liver,
kidneys, muscles, excrements and ruminal fluid was investigated. Obtained results indi-
cate that yet a lower supply of cadmium amounting to 5 mg and 10 mg/kg DM of the
sheep diet, had significant negative influence (Tab. I) on the production of isobutiric
acid in rumen fluids and decreased significantly (Tab. III) the total counts of infusoria
and number of Entodinium sp. infusoria in the rumen fluids of sheep. No significant
influence of the mentioned cadmium supply on parameters of rumen fermentation - en-
ergetic yield of VFA and proportion of their energy and methane energy and bacterial
mass from the energy of fermented feed hexose (Tab. II) was detected. The stated
amounts of cadmium in the diet significantly affected the increase of its content (Tab.
IV) in kidneys, liver, rumen fluid and excrements. No significant influence of mentioned
cadmium additions on its content in wool and muscles was observed.

sheep; cadmium content; rumen fermentation parameters; counts of infusoria; organs
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POROVNANI RUZNYCH ANTIGENU PRO DIAGNOSTIKU CAEV
TESTEM ELISA

Celer V. Jr.', Zanoni R. G.2, E. Peterhans®

lVysolm Skola veterindmi a farmaceutickd, Brno
Vzrologtcky ustav-Univerzita, Bern

K diagnostice onemocnéni CAE (kozi arthritis a encephalitis) jsme pouZili detekci pro-
tilitek v séru a mléce vySetfovanych zvifat testem ELISA. Jako antigen jsme pouZili
virus Maedi-Visna a virus CAE péstované na tkaifiovych kulturich a rekombinantné
piipraveny korovy protein viru Maedi-Visna. Vysledky ziskané vy3etfenim 130 kozich
sér prokdzaly pouZitelnost obou celovirovych antigenti pfi diagnostice CAE. Detekce
antivirovych protilitek rekombinantnim proteinem byla specifi¢t&jsi, ale méné citliva
neZ u celovirovych antigenil. Jako referenéni metodu pfi odli$nych vysledcich testu
ELISA jsme pouZili imunoblot. Detekce protilatek ve vzorcich mléka byla pfi srovna-
telné citlivosti specifit&jsi.

CAEYV; Maedi-Visna;, ELISA

Kozi arthritis a encephalitis (CAE) spolu s Maedi-Visna (M.V.) ovci jsou ce-
losvé&tove rozsifend onemocnéni malych pfezvykavci vyvoldvand lentiviry. Plivodci
obou onemocnéni si jsou velmi podobni antigenni strukturou, fyzikdln& chemickymi
a biologickymi vlastnostmi (Dahlber g aj. 1981). Jako hlavni klinické pfiznaky
byvaji u obou ndkaz popisovany pneumonie, zdnéty kloubt (pfedevsim karpdlnich)
a mastitidy (Crawford aAdams, 1981; Narayan aj., 1985).Encepha-
lickd forma je u onemocn&ni Maedi-Visna mén& Castd, aviak u CAE tvofi
vyznamnou souddst klinické manifestace pfedeviim u kuzlat do v&ku 4-6 mésici
(Cork aj., 1974). Zemé s intenzivnim chovem ovci a koz vénuji tlumeni obou
onemocnéni zna¢nou pozornost. Diagnostika obou virovych onemocnéni je zaloZena
na detekci protildtek v séru vySetfovanych zvifat imunodifiiznim testem nebo me-
todou ELISA (Cutlip aj., 1977, Houwers a Gielkens, 1979). ProtoZe
diagnosticky vyznamné korové proteiny (p25) obou virii jsou antigenn& velmi blizké
(Gogolewski aj., 1985), porovnavali jsme moznost detekce protildtek proti
CAEV antigenem heterolognim (pfipravenym z viru M.-V. kultivovaném na bu-
n&¢né kultufe nebo rekombinantné pfipravenym korovym proteinem p25 tohoto
viru) s antigenem homolognim (CAEV).

MATERIAL A METODA

VIRUS

Pracovali jsme s virem Maedi-Visna (kmen OLV) izolovanym z ovce a virem
CAE (kmen G122c) izolovanym z kozy. Oba kmeny byly ziskany ze serologicky
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pozitivnich zvifat s klinickymi pfiznaky onemocnéni ve Virologickém ustavu
v Bernu.

BUNECNE KULTURY

Ke kultivaci viru jsme pouzivali buiiky LSM (lamb synovial membrane) ziskané
trypsinovdnim synovidlni membrany karpdlniho kloubu jehnéte a p&stoviané v MEM
s ptidavkem 7 % fetdlniho séra (FS), glutaminu a antibiotik. Buriky jsme pouzivali
ke kultivaci viru aZ do 30. pasdze.

KONCENTRACE A PURIFIKACE VIRU

Infikovany supernatant byl sklizen 7. den (OLV) a 14. den (G122c) po infekci,
v dob& s maximaln& vyvinutym cytopatickym efektem (cytopaticky efekt v podob&
mnohojadernych bun&k postihujicich 80 % povrchu monolayeru). Supernatant byl
pfedCistén centrifugaci 7500 rpm/30 min (rotor A 6.9).

Virus byl koncentrovan ultracentrifugaci 17 000 rpm/3 h (Beckman, rotor
Ty 19), ddle purifikovdn na vrstvich 17 % sacharézy a 40 % tartardtu draselného
s nislednym peletovanim pfes vrstvu 25 % sachar6zy 35 000 rpm / 55 min (rotor
Beckman Sw 41). Takto koncentrovany a purifikovany virus byl resuspendovan
v 1/1000 piivodniho objemu v 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4 (TN pufr).

PRIPRAVA ANTIGENU PRO TEST ELISA

Porovndvali jsme vhodnost t&chto detergentii a tukovych rozpoustédel k solubi-
lizaci virovych antigeni kmene OLV viru: SDS (dodecylsulfét sodny), etér a OGP
(oktyl-B-D glukopyranosid).

Antigen jsme rozd&lili na tfi ¢4sti, kaZzdou smichali v pom&ru 1 : 1 s pfislunym
detergentem a nechali pisobit za ndsledujicich podminek:

— SDS 10 min / 37 °C; 0,125 %
— etér 10 min / 20 °C; 50 %
— OGP 2 hod / 37 °C; 2 %.

Ucinnost solubilizace jsme porovndvali na zdkladé dosazenych hodnot
absorbance v ELISA testu se znAmym pozitivnim sérem. Kazdy antigen jsme testo-
vali v fedéni 1:100 a 1:200.

Kontrolni negativni antigen byl pfipraven z neinfikované buné&¢né kultury
stejnym zptisobem. Rekombinantni antigen a jeho pfipravu popsal Zanoni aj.
(1991).

TEST ELISA

Pozitivni i kontrolni antigen byl navazovin v PBS pH 7,2 pfi teplot& 4 °C pfes
noc. Promyvaci roztok mél sloZeni: PBS + 0,1 % Tween 20. Séra byla fedéna pro
vySetfeni 1 : 100 (PBS, 5 % Tween 20, 1 % odtu¢n&lé mléko). Inkubace probihala
pfi teplot& 37 °C, po dobu 2 hodin. Jako konjugdt jsme pouZili Protein G (Bioreba
AG). Po 2 h inkubace pfi teploté 37 °C jsme navdzany konjugat detekovali 250 mM
H;0, a ABTS (2,2%-azino-di-(3-ethyl-benzthiazolinsulfonat). Intenzitu reakce jsme
stanovili na vinové délce 405 nm jako rozdil absorbanci mezi jamkou s pozitivnim
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a kontrolnim antigenem. Standardizace testu byla provedena na souboru 40 nega-
tivnich sér z opakované vySetfovaného stdda koz (negativita potvrzena imunoblotem).

Ze ziskanych hodnot absorbanci negativnich sér byla vypoétena prim&rnd hodno-
ta (X) a smérodatnd odchylka (S). Vzorec X + (3 x S) pak uddv4 hranici negativity.
Jako kontrolni, slab& pozitivni sérum slouZil vzorek s absorbanci rovnou této hranici,
ktery byl v&len&n do kaZzdého testu. VySetfovand séra s absorbanci vy$§i nez
u kontrolnfho vzorku byla povaZovédna za pozitivni, séra s absorbanci 60 - 99 %
kontrolniho vzorku byla povaZovédna za dubiézni a byla provéfovdna imunoblotem.

SERA
K vySetfeni jsme pouZili 130 vzorki kozich sér.

VZORKY MLEKA

Testovali jsme 37 paralelnich vzorki mléka a sér. Mléko bylo zbaveno tuku
odstfedénim a uchovavano zamraZené. Vzorky mléka byly vySetfovany nefedéné.
Standardizace testu byla provedena stejnym zpiisobem jako pro vzorky sér.

TITRACE VZORKU MLEKA A SER

U vzorkli mléka a sér Etyf zvifat pfedchozi skupiny jsme provedli titraci protildtek
reagujicich v testu ELISA. Vzorky sér byly fedény aZ do 1 : 256 000, vzorky mléka
do fed®ni 1 : 256 s koeficientem fedéni 2. Za vysledny titr jsme povaZovali obrd-
cenou hodnotu fedéni, jehoZ absorbance byla blizkd absorbanci slab& pozitivniho
kontrolniho vzorku, ktery byl v¢lenén do kaZdého testu.

SDS-PAGE A IMUNOBLOT

SDS-PAGE byl proveden standardni metodikou (L ae mm1i, 1970). Pracovali
jsme s 3% zaostfovacim a 12% dé&licim gelem na zafizeni Protean II minigel equi-
pement (Bio-Rad). Elektroforeticky rozdélené proteiny byly pfeneseny na nitroce-
lulézu a specificky virové proteiny byly vizualizovdny imunoblotem (Zanoni
aj., 1989). Za pozitivni byla povaZovana séra zfeteln& reagujici s proteiny p25 a p15.

VYSLEDKY

Vliv pouziti niznych detergentii a tukovych rozpoustédel na detekéni schopnosti
pfipraveného antigenu ukazuje obr. 1. Vzhledem k tomu, Ze nejefektivng;si solubi-
lizace viru jsme dos4hli pomoci SDS, pouZivali jsme tento detergent pro rutinni opra-
covéni antigenu. ‘

Tab. I obsahuje vysledky porovnani tfi niznych antigeni na souboru 130 sér.
Antigeny celovirové s témé&f kompletni vybavou virovych proteinti prokdzaly vyssi
citlivost ve srovnani s antigenem rekombinantnim. Antigen homologni (CAEV -
G122c) byl citlivéjsi neZ antigen heterologni (M.V. - OLV), i kdyZ s vy$§im pro-
centem nespecificky pozitivnich vysledki.

Tab. II znizoriuje porovndni vysledki detekce protilitek viru CAE v mléce
a séru 37 zvifat celovirovymi antigeny. Ve vzorcich mléka jsme zachytili obéma
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1,2 '1 1. Vysledek opracovani riznych fedéni antigenu
Maedi-Visna étérem, SDS (dodecylsulfit sodny)

1,0 a OGP (oktyl-3-d glukopyranosid); .3 1:100,
" @mm 1:200 — The result of solubilization of va-
S 081 rious Maedi-Visna antigen dilutions with ether,
<Zt SDS (sodium dodecylsulphate) and OGP (octyl-
g 06 - 3-d glucopyranoside); C11:100, @ 1:200
S |absorban(:y
m -
g 04

02 1

~ ETER 0GP sps

antigeny vétSi poCet pozitivnich reagenti pfi snizeném procentu nespecificky pozi-
tivnich vysledki neZ ve vzorcich sér. Rekombinantni antigen nebyl k vy3etfeni
mléka pouzit.

Tab. III ukazuje srovndni titru protildtek v ndhodné& vybranych &tyfech vzorcich
mléka a sér. Titr protildtek v séru dosahuje 25 - 100ndsobku titru v mléce.

DISKUSE

Kultivace lentivini malych pfeZvykavcii na butikdch synovidlni membrany je vy-
hodnd pro snadnou dostupnost uvedené tkdn& a pro jeji vnimavost k infekci az do
vysoké pasdZe (vlastni nepublikované vysledky).

Nami pouZity zplisob koncentrace a purifikace viru umoZiuje ziskat antigen
k testu ELISA v dostadujici istot® pro omezeni velké ¢asti nespecifickych reakci.
Podle autort Bruns a Frenzel (1979) je viak jeho nevyhodou ztrita
povrchového glykoproteinu gp 135 pfi koncentraci odstfedénim. Hlavnimi
diagnostickymi antigeny proto po koncentraci zistdvaji korovy protein p 25a p 17
(vlastni nepublikované vysledky).

Vzhledem k nizké detek&ni schopnosti nesolubilizovanych celovirovych antigeni
jsou v prdci uvddény pouze vysledky dosaZené po opracovani antigenti tfemi riizny-
mi detergenty. U¢innost solubilizace byla ovéfovana pouze u kmene OLV viru M.-
V. a byla interpolovana i na virus CAEV.

DosaZené vysledky srovnani homologniho a heterologniho antigenu potvrzuji je-
jich blizkou antigenni pfibuznost (Gogolewski aj., 1985).

Nepatrné vy38i pocet pozitivnich reagentii u homologniho testu je zpiisoben
pravdépodobn& vé&tSim poctem nespecifickych reakci, neZ vétsi afinitou protilitek
k antigenu CAEV.

Vys33i citlivost celovirovych antigenti ve srovnani s antigenem rekombinantnim
1ze vysvétlit z&4sti rozdilnym spektrem diagnostickych proteint, z&4sti zim&mym
sniZenim citlivosti rekombinantniho testu ve snaze redukovat vyskyt nespecificky
pozitivnich vysledki pfi jeho komerénim vyuZiti.
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IPT ¥YT-LET (b) €661 ‘S€ U29ZD - ‘PO "IPA

I. Porovnani antigeni CAEV (C), Maedi-Visna (M) a rekombinantn& pfipraveného antigenu Maedi-Visna (R) na vzorcich sér - The comparison of
CAEYV (C), Maedi-Visna (M) antigens and recombinant antigen Maedi-Visna (R) in blood serum samples

c o - +- 7 Celkem R g - +/- + Celkem R - - +- + Celkem
- 58 2 1 61 |- 68 5 3 76 |- 68 5 3 76
+/- 6 1 2 9 +/- 3 E) 17 24 || +/- 1 21 24
+ 7 7 46 60 |+ 0 1 29 30 |+ 0 30 30
Celkem' 71 10 49 130 || Celkem 71 10 49 130 | Celkem 70 6 54 130

Imunoblot: 60x pozitivni / 70x negativni - Immunoblotting: 60 times positive / 70 times negative

C: 4x nespecificky pozitivni/Ox nespecificky negativni - 4 times nonspecifically positive/0 times nonspecifically negative
M: 1x nespecificky pozitivni/4x nespecificky negativni - once nonspecifically positive/4 times nonspecifically negative
R: Ox nespecificky pozitivni/9x nespecificky negativni - 0 times nonspecifically positive/9 times nonspecifically negative

ltotal



II. Porovnani antigenii CAEV a Maedi-Visna na vzorcich mléka (M) a sér (S) - The comparison
of CAEV and Maedi-Visna antigens in milk samples (M) and in blood serum samples (S)

CAEV M. V.
S M - +/- + Celkem s M - +/- + Celkem
- 5 0 0 5 - 5 1 2
+/- 0 1 1 2 +/- 0 1 9
+ 1 2 27 30 + 0 0 20 20
Celkem' 6 3 28 37 Celkem 5 2 30 37

Imunoblot (mléko): 32x pozitivni / 5x negativni - Immunoblotting (milk): 32 times positive / 5 times
negative

CAEV: 0x nespecificky pozitivni / 1x nespecificky negativni - 0 times nonspecifically positive /
once nonspecifically negative

M.V.: 0x nespecificky pozitivni / 0x nespecificky negativni - 0 times nonspecifically positive /
0 times nonspecifically negative

ltotal

III. Porovndni titru protildtek ve vzorcich mléka a sér - The comparison of antibody titres in milk
and blood serum samples

Cislo vzorku' 3H S itu® 4
sérum mléko
1119 12 800 256
76 25 600 256
1165 1 600 16
1124 6 400 256

Isample: No., Ztitre values, 3blood serum, 4milk

Pouziti vzorkl mléka k detekci antivirovych protildtek bylo jiz s Gsp&chem pou-
zito napfiklad v pfipad€ enzootické leukozy skotu (Tom a aj.,, 1984; Florent
aj., 1988). Vyhodou je pfedeviim snadn&j8i odbér velkého podtu vzorkl a odpada
nutnost jejich fed&ni pfed vySetfenim. Pfi zachovani srovnatelné citlivosti je test do-
konce specifictjsi.

Némi zjist&ny 25-100ndsobny rozdil v titru protildtek v odpovidajicich vzorcich
sér a mléka je vy3si neZ uvddéji Mammerickx aj. (1985) u enzootické leu-
kozy skotu. NaSe vysledky ziskané titraci zatim pouhych &tyf vzork vSak nejsou
statisticky vyznamné.
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CELER, V. Jr. - ZANONI, R. - PETERHANS, E. (University of Veterinary and Pharmaceu-
tical Sciences, Brno; Institute of virology, University of Bern):

Comparison of different antigens for CAEV diagnosis by ELISA.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (4): 237-244.

The most adequate means of diagnosing infections with caprine arthritis encephalitis
(CAE) and Maedi-Visna (MV) viruses is the demonstration of antibodies to these viruses
in milk or in blood serum. Various techniques and a range of different antigen prepara-
tions can been used for this purpose. We have evaluated two different whole virus antigen
preparations derived from lamb synovial cells infected with CAE and MV viruses and
recombinant antigen containing the capsid protein expressed in E. coli in ELISA test.

The suitability of different detergents for solubilization of whole virus particles is
shown in Tab. I. The detergents used were ether (50 %, 10 min, 37 °C) , octyl-B-D glu-
copyranoside - OGP (2 %, 2 h, 37 °C), and sodium dodecylsulphate SDS (0.125 %,
10 min, 37 °C). Antigens prepared with SDS gave the best results and were then used
in the following antigen comparative study.

All antigens (whole virus and recombinant core protein) were used for the coating
of ELISA plates and were evaluated on a panel of 130 sera. In general, whole virus an-
tigens prepared from CAE- and MV-viruses gave identical results. The specificity
achieved with recombinant antigen was superior but the sensitivity was lower compared
with whole virus antigen. Immunoblotting served as the gold standard for discordant
results.

The other aim of our study was to compare antibody detection in blood serum and
milk. Using whole virus antigen, antibodies could be detected with higher specificity
and sensitivity in milk than in blood serum (Tab. IL.).

Titration of blood serum and milk samples of four animals revealed the higher anti-
body titre in blood serum than in milk (Tab. III).

CAEV; Maedi-Visna; ELISA; milk; serum

Contact Address:

MVDr. Vladimir Celer Jr., Vysokd Skola veterindrmi a farmaceutickd, Palackého 1/3,
612 42 Brno, Czech Republic
Tel. 05 7110, fax 05 748922
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DEMONSTRATION OF PARVOVIRUS IN DIARRHOEIC AFRICAN
CHEETAHS (ACINONYX JUBATUS JUBATUS SCHREBER, 1775)

L. Valitek', B. $mid’, J. Vihala?

lVeterinary Research Institute, Brno
2200, Dvir Krdlové nad Labem

Parvovirus was demonstrated in the intestinal content of diarrhoeic African cheetahs
by electron microscopy. The virus was isolated in a feline kidney cell line inoculated
with a filtrate of the intestinal content. Its growth characteristics, cytopathic effect,
agglutination of porcine erythrocytes, structure, and results of immunoelectron
microscopic examination were indistinguishable from those of feline panleukopenia
virus.

cheetah parvovirus; electron microscopic demonstration; virus isolation; cytology;
immunoelectron microscopy; haemagglutination

Feline panleukopenia virus (FPLV) and mink enteritis virus (MEV) class with
parvoviruses which are also pathogenic to leopards, lions, tigers, panthers, and prob-
ably all other members of the family Felidae. Racoons, ferrets and coatimundi are
also susceptible, while all the other species are most probably resistant to the infec-
tion(Pedersen, 1987). FPLV and MEV differ in only one of the 79 restriction
sites of the virus genome, and are indistinguishable from each other when tested by
conventional serological methods (Tratschin etal, 1989). FPLV is present in
faeces of infected cats during the acute phase and shedding continues for several
weeks after clinical signs have disappeared (Pedersen, 1987).

A close antigenic relationship exists between FPLV and Type 2 of canine par-
vovirus(Flower etal,,1980; Appel and Parrish, 1987), the two viruses
differing only in a few DNA bases Mc M aster et al., 1981). Experimental in-
fections of felids with canine parvovirus were successful only by parenteral route.
Oral and other ways of infection were followed neither by virus replication, nor by
seroconversion (Lescure etal., 1980).

Diarrhoea with a probable viral origin developed in three African cheetahs kept in the
zoological garden in Dvir Krdlové nad Labem. Results of electron microscopical and
virological examinations of samples of the intestinal content are presented in this paper.

MATERIAL AND METHODS

SAMPLE PROCESSING

20% suspensions in serum-free Earle’s medium were prepared from intestinal
contents of one male and two females, 3.5-month-old cheetahs suffering from di-
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arrhoea. The suspensions were centrifuged (Janetzki K-24, 8,000 r.p.m., 30 min),
a part of the supernatant was separated for electron microscopical examination and
the rest was filtered through membrane filters (Millipore, 400 nm) to be used as
inoculum of cell cultures.

ELECTRON MICROSCOPY

Samples of the supernatant were viewed in the electron microscope Tesla BS
500 after negative staining with 2% solution of ammonium molybdate (pH 6.8 - 7.0).

CELL CULTURES

A line of feline kidney cells and the canine kidney cell line MDCK were used
in isolation experiments. Freshly seeded cell cultures in Eagle’s medium E-MEM,
containing 10 % of bovine blood serum, were inoculated with the filtrate of the
intestinal content (0.5 ml per 1 Legroux flask). The medium was replaced by
serum-free E-MEM after the cell monolayer became coherent. Cell cultures for cy-
tological examinations were grown in the same way on slides in test tubes and in-
oculated with 0.2 ml of the filtrate per 1 slide. The cells were fixed in Bouin solution
and stained with haematoxylin-eosine two to four days after the inoculation.

HAEMAGGLUTINATION TEST

Cell cultures were frozen-thawed four days after inoculation, serial twofold di-
lutions (1:2 - 1:4096) were prepared from the resulting suspension in 0.05 ml vol-
umes on microtitre plates KOH-I-NOOR and 1% suspension of porcine erythrocytes
in buffered physiological saline, pH 6.0 or 7.2, was added into each well. The plates
were incubated at +4 °C for 16 to 20 hours.

IMMUNOELECTRON MICROSCOPY

Infected cell cultures were frozen-thawed and centrifuged (Janetzki K-24, 8.000
r. p. m., 30 min), and the supernatant was mixed with an equal volume of diluted
equine hyperimmune serum to FPLV. After incubation, a drop of the antigen-anti-
body mixture was transferred onto an electron microscopic grid and stained with
2% ammonium molybdate A commercial equine hyperimmune serum with FPLV-
antibody titre 10 NDsy (Feliserin, Austria) was used and tenfold dilution series 1:10
to 1:400 were prepared with buffered physiological saline (pH 7.0).

RESULTS

ELECTRON MICROSCOPY OF FAECAL SAMPLES

Envelope-free virus particles with diameters around 20 nm were demonstrated
in the intestinal content of the diarrhoeic cheetahs by electron microscopy. Both
empty and core-containing particles were observed. Single particles and large clus-
ters thereof were present in the samples. The structure and size of the particles did
not differ from those of parvoviruses (Fig. 1).
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VIRUS ISOLATION, CYTOLOGY

Growing feline kidney cell cultures were infected. Cytopathic lesions, charac-
terized by wrinkling and releasing of cells from the glass surface, developed two
to four days after the cell layer became coherent. Cytological staining demonstrated
sporadic eosinophilic intranuclear inclusions from post-inoculation Day 2 and their
presence in a large number of nuclei from Day 4 (Fig. 2). The type of the cell damage
and the location of inclusions were suggestive of parvovirus infection.

The canine kidney cell line MDCK was resistant to the infection and no cytopathic
lesions nor intranuclear inclusions were demonstrable even after three passages.

ELECTRON AND IMMUNOELECTRON MICROSCOPY OF THE ISOLATE

Virus particles, which, after negative staining were identical by their structure
and size with virions demonstrated in the intestinal content of the affected cheetahs,
were demonstrated by electron microscopy in the infected feline kidney cell cultures.
Compared with the intestinal content, the amount of the virus in cell cultures was
lower, and mostly single and only small clusters of three to five particles were ob-
served. Incubation of the infected cell suspensions with equine hyperimmune serum
to FPLV resulted in the formation of specific immune complexes. The largest of
them, containing 50 or more particles, were formed during the incubation with the
serum dilution 1:100. The structure of clustered virus particles was not as clear as
in the direct negative staining, being more or less obscured by the bound antibodies.

HAEMAGGLUTINATING PROPERTIES

The parvovirus strain, isolated in the feline kidney cell line, agglutinated porcine
erythrocytes (in the 1% suspension) at +4 °C. In the 3rd passage in cell cultures,

1. Full and empty parvovirus particles in the intestinal content of cheetahs. (Negative staining with
2% ammonium molybdate)
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2. A - Numerous intranuclear inclusions in infected felline kidney cells; B - Detail of an intranuclear
inclusion filling nearly the whole cell nucleus (haematoxylin-eosin)

the haemagglutination titre reached 1,024 after 16 to 20 hours of incubation at
pH 6.0, but it was lower by 3 to 4 dilutions, i.e. 64 to 128 at pH 7.2.

DISCUSSION

The structure and size of both the virus demonstrated in the intestinal content
and that isolated in feline kidney cell cultures corresponded to those of parvoviruses.
The result of electron microscopic classification of the virus was confirmed by im-
munoelectron microscopy, which demonstrated formation of immune complexes
during the incubation of the virus suspension with equine hyperimmune serum to
FPLV.

The isolate induced cytopathic effect two to four days after infection of feline
kidney cell cultures, and formation of intranuclear inclusions, suggestive of par-
vovirus infection (Pe d e r s e n, 1987) was demonstrated by cytological staining.
On the other hand, the isolate did not propagate in the canine kidney cell line MDCK
and no intranuclear inclusions were demonstrable by cytological staining. This find-
ing is consistent with the fact that FPLV propagates in feline and ferret, but not in
canine, bovine, simian and human cells (Pedersen, 1987).

One of the features differentiating feline and canine parvoviruses from each other
is the effect of pH on their haemagglutinating activity. While FPLV agglutinates
porcine erythrocytes most markedly at pH 6.0 and the agglutination is weaker or
inapparent at pH 6.8 or higher, canine parvovirus haemagglutinates over a wide pH
range, and will aglutinate at pH 7.2 whereas FPLV willnot (Carmichael et
al., 1980). The haemagglutination titre of the parvovirus isolated from cheetahs was
several times higher at pH 6.0 than at pH 7.2. Hence the haemagglutinating activity
of the isolate corresponded to that of FPLV.

The properties of our parvovirus isolate and the earlier finding that FPLV was
pathogenic also to other felids (Pedersen, 1987) allow us to assume that the
causal agent of diarrhoea in African cheetahs was FPLV. The isolate has been in-
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cluded in the Collection of Animal Pathigenic Microorganisms in Brno as cheetah
parvovirus under the code CAPM V-452.
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Zoologick4 zahrada, Dviir Krdlové nad Labem):

Priikaz parvoviru u prujmujicich geparda #tihlych (Acinonyx jubatus jubatus Schreber,
1775).

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (4): 245-249.

Ve stfevnim obsahu priijmujicich gepardi $tihlych byly elektronové mikroskopicky
prokazany parvoviry. Po infekci bun&né linie ko¢i¢ich ledvinovych bun&k stfevnim
filtratem byl izolovén virus, ktery se ristovymi vlastnostmi, charakterem cytologickych
zmén, schopnosti hemaglutinovat prasefi erytrocyty, strukturou a na zdkladé vysledki
imunoelektronové mikroskopie neli$il od viru panleukopenie ko¢ek. Izolovany parvovi-
rus byl zafazen do Sbirky zoopatogennich mikroorganismti v Bmé& pod oznafenim
CAPM V-452.

parvovirus gepardd; elektronové mikroskopicky priikaz; izolace viru; cytologie; imunoe-
lektronova mikroskopie; hemaglutinace

Contact Address:
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RECENZE

MORFOLOGIE HOSPODARSKYCH ZVIRAT
F. Marvan a kol.
VSZ Praha a VSZ Brno, Zemédélské nakladatelstvi Brdzda 1992. 304 s.

Koncem roku 1992 vydal prof. MVDr. F. Marvan, DiSc,, ve spoluprici s celym au-
torskym kolektivem ugitelt z Prahy, Brna a Nitry (prof. MVDr. A. Hamp 1, CSc.,, MVDr.
E. HloZdnkovd, CSc,prof. ing. J. Kresan, CSc.,, doc. MVDr. ing. L. Massa-
nyi,DrSc.,doc. MVDr.E. Vernerové, CSc.) velmi potfebnou a dosud chybgjici vy-
sokofkolskou u&ebnici pro studenty vysokych 8kol zemé&d€&lskych. U&ebnice jist& dobfe
poslouZi svou pfehlednosti i studentiim a absolventiim veterindri mediciny pfedeviim proto,
Ze poddva uceleny pohled na stavbu a skladbu t&la hospodafskych zvifat. Uebnice, sestavend
do 17 kapitol (nauka o buiice, nauka o tkdnich, vznik a vyvoj jedince, zdkladni anatomické
pojmy, soustavy: kosterni, svalovd, trdvici, dychaci, moZov4, pohlavni, cévni, koZni,
endokrinni a nervova, smyslové stroji a anatomie hospodafskych ptakil), u nds vilbbec poprvé
v rozsahu pouhych 300 stran poddvé pro potfebu zemé&délskych i veterindmich odborniki
kompletni informace podle soutasnych poznatkii. Pfehlednost knihy je dina i dokonalym
obrazkovym vybavenim (249 vét$inou dvoubarevnych a 20 dokonalych barevnych). Autorem
obrazku je doc. MVDr. K. Jelinek, CSc.

Komplexni pohled, podany v u&ebnici, je nezbytny pro pochopeni fyziologickych funkci,
biologickych i genetickych jevii a chovu zvifat. Kniha bude jist& pfinosem i pro biologicky
orientované odborniky i ochrance zvifat.

Prof. MVDr. Dr. h. c. Zdenék Sova, DrSc.
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

Za Prof. Dr. Ing. JURAJOM GABRISOM, DrSc.

Diia 18. oktébra 1992 vo veku 72 rokov zomrel Prof. Dr. Ing. Juraj Gabri§, DrSc.
Odisiel z naSich radov dlhoro¢ny spolupracovnik, vzicny Elovek, ucitel, vedec
a priatel. Prvy vedici Katedry zootechniky a veterindmej genetiky VSV v Kosi-
ciach.

Prof. Dr. Ing. Juraj Gabri§, DrSc. sa narodil 31.1.1920 v Cadci. Po absolvovani
redlky §tudoval pedagogiku v Bratislave, neskor$ie SVST, ktorii ukongil v roku
1946. V roku 1949 uspesne zloZil doktorat technickych vied. Po ukongeni $tidia
pracoval ako asistent na VSPL v Kogiciach a od roku 1950 za&al svoju nepretrZiti
pedagogicku &innost ako odborny asistent na Katedre vyzivy hospodarskych zvierat
V8V v Kosiciach. V roku 1952 bol menovany za veduceho katedry vieobecnej
a Specidlnej zootechniky. UZ ako docent v roku 1961 tspeSne obhdjil kandidatsku
dizertadni pracu, v roku 1976 dosiahol vedecki hodnost doktora veterinarnych vied
a o dva roky neskdr bol vymenovany za profesora z vedného odboru vieobecnd
a Specidlna zootechnika.

Pedagogicko-vychovnu &innost vykondval vo vietkych smeroch $tidia veteri-
ndrnych lekdrov a pofnohospodarskych inZinierov. Vyznamne sa podielal na rozvoji
novovzniknutej katedry a na vyskumnej ¢innosti. Svojimi experimentdlnymi praca-
mi, biometrickym $tidiom, hodnotenim hematologickych ukazovatefov, Stidiom
rastu a vyvinu Zitkovych vlastnosti ako aj vzfahom organizmu a prostredia prispel
k zvySovaniu uZitkovosti hospodarskych zvierat. Bohatd odbornd prax, rozvinutd
vyskumna ¢innost a Zivotné skusenosti boli dobrou zdrukou pre rozvoj malého ko-
lektivu byvalej katedry zootechniky, ako zaistif vyuku na Ziadanej urovni v pregra-
dudlnej a postgradudlnej vychove. Ako pedagég vytvdral podmienky pre odborny
rast ucitefov katedry a v pomeme kratkom ¢ase vydal u¢ebné pomocky z disciplin,
ktoré predndsal. .

Bol zakladatefom detafovaného pracoviska VUZV v Nitre pri Katedre vieo-
becnej a $pecidlnej zootechniky, kde uspe$ne riadil vyskumni &innost v oblasti ple-
mendrskej bioldgie a Sfachtenia hospodérskych zvierat az do odchodu do dochodku.
velmi plodnd a rozsiahla bola vyskumnad ¢innost v oblasti vedeckych prac ko-
lektivneho charakteru. Dokumentuju to desiatky uspe$ne obhdjenych zavere¢nych
sprdv a vyskumnych uloh, vy3e 350 vedeckych a odbornych publikdcii, vratane mo-
nografii, ucebnic, skript a kniznych publikécii vydanych doma i v zahrani¢i.

Svoje vedecké poznatky a skisenosti odovzddval nielen Studentom, ale aj aSpi-
rantom. PoCas posobenia na 3kole aktivne spolupracoval s viacerymi tistavmi na Slo-
vensku, v Cechich ako &len vedeckych rdd, ¢len roznych komisii, oponent
zdveretnych sprdv, kandiddtskych, habilitaénych a doktorskych prac. V3ade poradil,
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pomohol svojimi poznatkami a skisenostami, preto v odbornych kruhoch pozival
ddveru a vdZnost.

Rozsiahla a aktivna bola jeho &innost aj mimo koly. Bol &lenom edi¢nej rady
a predseda editnej komisie pre Zivo&iinu vyrobu nakladatelstva Priroda v Bratisla-
ve, &len ZivotiSneho odboru CSAZ a predseda Komisie genetiky a plemenitby hos-
poddrskych zvierat.

Prof. Dr. Ing. Juraj Gabri8, DrSc. odiSiel spomedzi nds ako ¢lovek, ktory si Eestne
spinil svoje poslanie pedagéga a vedeckého pracovnika. Pre svojich kolegov, spo-
lupracovnikov, Studentov a pofnohospodarskych pracovnikov ostane v trvalej pami-
ti jeho huiZevnatosf, vytrvalost, odborn4 erudicia, mimoriadny pracovny eldn
a nadSenie pre tvorivé vedecké poznanie.

Doc. MVDr. Augustin Du r a n, CSc. a spolupracovnici
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

Za Prof. MVDr. EMANUELEM KRALEM

Od blahopfani k osmdesdtindm profesora MVDr. E. Kréle na strankdch Veteri-
narnf mediciny (36, 1991, &. 10, s. 624) uplynula pom&mé kratkd doba, kdy musime
se smutkem konstatovat, Ze se 7. ledna 1993 navZdy zastavilo srdce tohoto
vyznamného pfedstavitele Seskoslovenské veterindrni mediciny. Roddk z Kutné
Hory (19.10.1911) po absolvovani Vysoké Skoly zv&rolékafské v Bmé& v roce 1934
spojil s touto Skolou cely sviij dalsi Zivot. Stal se jeji vyraznou osobnosti a uzna-
vanym reprezentantem doma i v zahrani¢i. Obdivuhodny byl rozsah jeho ptisobeni.
ideové a organizitorsky vybavil v celé §ifi disciplinu veterindrni chirurgie, ortopedie
a rentgenologie, v jejimZ Cele stdl vice neZ 30 let. Privem je oznafovan za zakla-
datele modemi Ceskoslovenské veterindrni ortopedie. Pamétka na vynikajiciho pe-
dagoga zistane zachovana ve vzpominkdch n&kolika tisici veterindrnich 1ékafi a
zapsdna v fad& uCebnic a utebnich texti, jichZ je autorem nebo spoluautorem. Dlou-
h4 1éta se podilel na tvorb& Easopisti Veterinarni medicina, Veterindfstvi, Folia ve-
terinaria jako pfedseda nebo &len redak¢nich rad, na vyddvani encyklopedickych
textll a na publikacich historickych ¢€ldnki. S jeho jménem by mél natrvalo zistat
spojen moderni pavilon chirurgicko-ortopedické kliniky, ktery by neexistoval bez
jeho vytrvalého mnohaletého snaZeni. Byl zakladatelem chirurgické sekce Spo-
le¢nosti veterindrnich lékaf a fadu let nejen pfedsedou, ale pfedevsim jejim spiritus
movens. Pfes zdravotni potiZe, mensi i v&tSi pfkofi neddvno minulé doby nikdy
neztratil sviij optimismus a pracovni entuziasmus. Je§t& mnoho let po odchodu do
diichodu se velmi aktivn& podilel na vystavbe Skoly a tém&F do poslednich dni svého
plodného Zivota udrZoval se Skolou kontakt, zejména s chirurgickou klinikou.

Pro nds Zdky zlstdvd pan profesor Krél trvalym vzorem uditele, u n&hoz se snou-
bila velikost ducha s nevSedni pracovitosti, nesmirnou pili a houZevnatosti.

Prof. MVDr. Jin Ko ttman, CSc.,
doc. MVDr. Ladislav Ném e ek, CSc.
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POKYNY PRO AUTORY VEDECKEHO CASOPISU VETERINARNI MEDICINA

Casopis uvefejiiuje pivodni védecké prace, kratka sdéleni a vybérové i prehledné referaty,
tzn. prace, jejichZ podkladem je studium literatury a které shrnuji nejnovéjsi poznatky v dané
oblasti. Prace jsou uvefejiiovany v &esting, slovenstin€ nebo angliCtin€. Rukopisy musi byt
doplnény kratkym a rozSifenym souhrnem.

Autor je pln€ odpovédny za plivodnost price a za jeji vécnou i formalni spravnost. K préci
musi byt pfiloZeno prohlaseni autora o tom, Ze prace nebyla publikovéana jinde.

O uvefejnéni prace rozhoduje redakéni rada &asopisu, a to se zfetelem k lektorskym po-
sudkim, védeckému vyznamu a pfinosu a kvalité préce.

Rozsah védeckych praci nema pfesdhnout 10 stran psanych na stroji vetn€ tabulek,
obrazki a grafli. V préci je nutné pouZivat jednotky odpovidajici soustavé mérovych jednotek
SI (€SN 01 1300).

Technicka dprava rukopisu

Uprava rukopisu pofizovaného na psacim stroji ma odpovidat CSN 88 0220 (format A4,
30 fadek na stranku, 60 uhozi na fadku, tzn., Ze mezi fadky se délaji dvojité mezery). Pri
pofizovani rukopisu na pocitadi je pro nas nejvhodnéjsi textovy editor T602, popf. text
prevedeny do ASCII kédu. Text pfispévku se posila spolu s disketou, kterd po zkopirovani
se vraci autorim zpét.

Tlustrace, grafy, tabulky a fotografie ((ernobilé) maji vyhovovat CSN 88 2109, dodavaji
se zvlasf a nepodlepuji se. Grafy se rysuji tusi na bily nebo pauzovaci papir a popisuji se
jednotnou velikosti pisma (3ablona 3,5 mm). Obrazky pofizované po¢itatem je moZné publi-
kovat pfimo, pokud jsou ve formatu vektorovém (.GEM, .WMF, .CDR, atd.) nebo bitovém
(.TIF, .PCX, atd.). Na zadni stran€ se vyznaci tuZkou pofadové &islo obrazku a napile se
jméno autora ¢lanku. Texty k obrazkiim se dodavaji na zvlaStnim list&, umisténi obrazki se
oznaCuje na levém okraji pfisludné strany rukopisu ¢&islici v krouZku. Tabulky se ¢isluji
fimskymi ¢islicemi. Na viechny obréazky i tabulky musi byt v textu prace odkazy. Pro pfeklad
do angli¢tiny je nutné vysvétlit viechny pouZité zkratky.

Uprava vlastni price

Nézev préce (titul) nema pfesahovat 85 tihozi. Je nutné se v nazvu vyvarovat obecnych
frazi jako: Studie o... Pfispévek k ... Pokus o... KaZdy zaslany ¢lanek musi byt samostatnou
praci, nemohou byt publikovany ¢lanky na pokrafovani, ozna¢ené napt.: Studie o ... I, II, III
atd., stejn€ tak jsou vyloudeny podtitulky ¢lankd.

Jména autorl se uvadgji bez tituld - pfijmeni a prvni pismeno jména..

Souhrn

Vypracovani souhrnu je nutné v&novat obzvla$tni péci. Autor do n€ého ma shrnovat vie,
co je na jeho prici pozoruhodné a nové a co ma byt dokumentovano. Souhrmn ma byt
nekritickym informa¢nim vyb&rem vyznamného obsahu a zavéru, nikoliv viak jeho pouhym
popisem. Musi vyjadfit viechno podstatné, co je obsaZeno ve v&decké praci, nema ji viak
nahradit. Nemda pfekrocit rozsah 170 slov. Je tfeba, aby byl psin celymi vétami, nikoliv
heslovité. Pro pfeklad do angli¢tiny se poZaduje souhrn del3i (do dvou rukopisnych stran)
s odkazy na tabulky a obrazky, popf. s anglickymi odbornymi terminy nebo uZ pfeloZeny do
angli¢tiny. Souhrn zalind jménem autorli, ndzvem pracovisté a jeho sidlem (v zivorce),



titulem ¢&ldnku a citaci: Vet. Med. - Czech, 00, 1990. Mista oznaen4 nulami doplni na
kompletni citaci pfi korektufe redakce.

Klitovi slova (key words, index terms)

Pfipojuji se po vynechani fadku pod souhrn kratky i rozsifeny (k obéma souhrnim musi
byt pfipojena stejna kli¢ova slova). Kli¢ové slovo je substantivum, které je nutné pro vécné
zafazeni prace. Kli¢ova slova se fadi smérem od obecné&jSich vyrazi ke konkrétnim. Zacinaji
malym pismenem a odd€luji se stfednikem. Jejich pocet zavisi na povaze price, nemél by
klesnout pod tfi a pfevysit 12 slov.

Uvod

Uvod ma obsahovat hlavni ditvody, pro¢ byla prace uskute¢néna, a velmi stru¢nou formou
stav studované otizky. Je nutné se v ném vyhnout rozsahlym historickym piehlediim. Uvadi
se bez nadpisu, je moZné v ném uvést k praci se vztahujici citaci autori (doporucuje se co
nejniZsi pocet citaci - Etyfi aZ osm autori).

Materidl a metody

Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li pivodni, jinak postatuje citovat autora metod
a uvadét jen pfipadné odchylky. Je v nich popsan pokusny materidl. Popis metod by mél
umoZnit, aby kdokoliv z odbornikii mohl podle n€ho a pfi pouZiti uvedenych citaci praci
opakovat.

Vysledky
Doporu¢uje se nepouZivat k vyjadfeni kvantitativnich stavil tabulek a dat pfednost grafiim

nebo tabulky shrnout ve statistickém hodnoceni naméfenych hodnot. Tato ¢ast by neméla
obsahovat teoretické zavéry ani dedukce, ale pouze faktické nalezy.

Diskuse

Diskuse obsahuje zhodnoceni prace. Diskutuje se o moZnych nedostatcich a price se
konfrontuje s vysledky dfive publikovanymi (poZaduje se citovat jen ty autory, ktefi maji
k publikované praci bliZ$i vztah), pokud maji souvislost nebo pokud jsou s pfedloZenou praci
né&jak srovnatelné.

Pod&kovini

Je-li to nutné, uvadi se stru¢né pod&kovani (jedna aZ dv& véty), napf.: za technickou
spolupréci, za pomoc pfi statistickém zpracovani, za poskytnuti méné b&mého 1é¢iva apod.
Literatura

Musi odpovidat stitni norm& CSN 01 0197. Citace se fadi abecedné podle jména prvnich
autori: pfijmeni (verzdlkami), zkratka jména, plny ndzev prace, ufedni zkratka Casopisu,
ro¢nik, rok vydani, prvni stranka, posledni stranka; u knih je uvedeno misto vydani, vydavatel
a rok. Odkazy na literaturu v textu uvadéji jméno autora a rok vydani. Do seznamu se zafadi
jen préce citované v textu. Na prace v seznamu literatury musi byt odkaz v textu.

Adresa autora

Na zvlastnim list€ uvede autor akademicky titul, jméno (ne jen zkratku), pfijmeni, védeckou
hodnost a podrobnou adresu pracovisté s PSC. TotéZ uvede i pro spoluautory.
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