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Summary

The content of some cations in embryonic fluids of chick
embryos experimentally infected with sublethal doses of
CELO virus

The embryonic fluids of SPF chicken enbryos experi-
mentally infected at the day 6 of life with CELQO virus
at a dose of 10% and 10%% EIDs were examined for the
content of Ca?*, Mg2*, Zn*t Na', K* and Cu®*T between 7
and 13 day after infection. The content of Ca*” Mgt~
Zntt and Cu® increased and the content of Na*® decreased.
The level of K+ sharply increased during the first days of
observation and then it decreased to the level noted in
control embryos. The above changes manifested more pro-
foundly in embryos infected with a higher dose of the
virus and they appeared earlier in amniotic than in allan-
toic fluid.

W przebiegu zakazenia embrionéw kurzych wirusem CELO
(FAV-1) obok typowych objawdéw patologicznych w zarod-
kach, dochodzi réwniez do widocznych makroskopowo zmian
w blonach i ptynach plodowych (2, 7). Charakter tych zmian
moze sugerowa¢ zaburzenia gospodarki wodno-elekirolito-
wej embrionéw.

Po raz pierwszy Kos i wsp. (4) zaproponowali, aby badanie
skladu mineralnege wod plodowych stalo sie nowym wskaz-
nikiem okreslajgcym wplyw roznych (zakaznych i srodowis-
kowych) czynnikéw uszkadzajacych metabolizm zarodkow.

« Badania finansowane w ramach programu RR-II-24

Opierajgc sie na powyzszych przestankach we wczesniej-
szych badaniach wlasnych (6) podigto probe oceny zmian
stezenia kationow w plynach owodniowych i omoczniowych
zamarlych zarodkéw pochodzacych od kur naturalnie zaka-
zonych adenowirusami ptasimi. Wykazano, ze istotnym
zmianom ulega stezenie jondéw Ca™7, K¥, Zn*+ i Cutt.
W niniejszej pracy, w celu wyeliminowania wplywu czyn-
nikow przypadkowych, przeprowadzono analogiczne do-
¢wiadezenie z uzyciem kurzych zarodkow SPF, ktore za-
kazano subletalnymi dawkami wirusa CELO.

Material i metody

Do badan uiyto 70 jaj SPF (Phylaxia. WRL), ktére inku-
bhowano w inkubatorze laboratoryjnym (W-200) w warunkach
przewidzianych dla lgzenia jaj kurzych. Do zakazen uzyio
standardowego szezepu Phelps 1 adenowlirusa CELO (FAV-1)
o mianie 107% EIDs; w 0,1 ml (5). Utworzono {rzy grupy
dgiwiadezalne. Pierwsza grupe zarodkow zakazono w 5 dniu
inleubacii dawka 1048 EIDgy wirusa CELO, drugg grupe w
tym semym dniu inckulowano dawig 1095 ETDg, Zarodlkom
trzeciej grupy peodane 0,1 ml PBS-u. 04 7 dnia po iniekc]
rrzez 7 lolejnych dni od padiych lub schindzonych zarod-

§ pobierano plyny plodowe. Ze wzgleddw technicznych
poczynajae od 10 dnia po zakazeniu pobierano lacznie plyn
pwodniowy 1 omgezniowy. yieg  procesu  replikacji
wprowadzanezo wirusa Obserwowano mierzac jego kon-
cen‘racic w wodaeh plodowych. Miano wirusa okreslans
mikrometoda w hodowli komorek nerki zarodkéw kurzyeh
na piyvtkach Cooka wg zasad podanych przez Grimesa
i wsp. (3). W pobranych plynach plodowych oznaczano
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stezenie Cat+, Mg*+, Nat,
tody opisanej poprzednio (6).

K+, Zn*t+* i Cutt wedlug me-

Wyniki i omédwienie

Stwierdzono, ze zarodki grupy I (zakazone dawka 1045
EID;;) zamieraly miedzy 7 a 9 dniem po iniekcji z objawami
typowymi dla zakazen wirusowych (2). W wodach plodo-
wych tych zarodkéw stwierdzano réwniez wysoka (TCID;,
10%3%) koncentracje wirusa (tab. 1). Natomiast miano wirusa

Tab. 1. Miano TCID;, wirusa CELO w plynach owodniowo-
-~omoczniowych zarodkéw z grupy 1 (zakazonych dawks
1045 EIDsg) i grupy IT (zakazonych dawkg 1095 EIDj,)

Log TCIDsy

|
Grupa | Dni po zakazeniu
|l 7| 8| 9 | 10| 1] 12] 13
1 ]6,1] 12]701|8?1|8)4]ND|1‘JD
I | 251 | 382 | 314 | 481 | 483 | 402 | 3.5

Objasnienie: ND — nie badano.

u zarodkéw IT grupy bylo zdecydowanie nizsze i nie prze-
kraczalo TCIDj 10%8%. Nie notowano rowniez obumierania
embrionéw tej grupy. Najwyzszg koncentracje wirusa CELO
w wodach plodowych zarodkéw obu grup stwierdzono w 11
dniu po zakazeniu (tab. 1).

Otrzymane wyniki wskazujg, Ze w grupie I poziom wap-
nia w plynie owodniowym byl statystycznie istotnie wyz-
szy (p<<0,05) w 7 i 8 dniu po zakazeniu, natomiast w plynie
omoczniowym zarodkow te] grupy tylko w 8 dniu po infek-
cji (tab. 2). Jest interesujgce, ze u zarodkdéw II grupy (zaka-
zonych nizszg dawka wirusa) statystycznie istotny wzrost
(p<0,05) zawartodci jondéw tego pierwiastka notowano je-
dynie 9 dnia po infekcji (tab. 2). Istotny wzrost Ca+™
stwierdzono w plynach omoczniowo-owodniowym w 11 dniu
po zakazeniu. Podobng tendencje do wzrostu stezenia wap-
nia obserwowano réwniez u zarodkéw zakazonych mnatural-
nie (6). Nie jest wykluczone, Ze gorsze wykorzystanie jonow
wapnia przez zarodki spowodowane jest zahamowaniem ich
wzrostu (efekt skarlenia) notowanym jako typowy objaw
w przebiegu infekeji wirusem CELO (2, 7). Stwierdzono row-
niez, Ze stezenie jonow magnezu Dbylo istotnie wyzsze
(p<<0,03) w plynie owodnicwym zarodkéw zakazonych daw-

Tab. 2. Zawarto$¢ wapnia i magnezu (mg/l) w wodach plodowych (X £ s)

Pierwiastek | Wapn ! Magnez
Grupa ‘ I II | Konirola | I 11 Kontrola
DniP.L. | OW | oM ow | oM | ow | oM | ow | om | ow | oM | ow | oM
7 ‘ 93,0% 70,0 55,0 ’ 25,0 l 66,0 | 70,0 24,0% 31,0 19,0 42,0 15,0 38,0
15,0 ~ 20,0 _ 7,0 _7,0 200 | 170 40 14,0 2,0 15,0 2,0 7,0
g ] 92,0+ | 80,0 | 300 ‘ 10,0 ‘ 60,0 l 23,0 ‘ 450 | 530 | 310 ’ 43,0 l 16,0 | 45,0
18,0 | 33,0 1,0 34,0 10,0 5,0 18,0 16,0 15,0 8,0 6,0 3.0
a | 75,0 | 60,0 123,0* 43,0 | 90,0 } 80,0 l 535,0* 52,0 122,0 ‘ 440 I 7,0 28,0
_7,0 10,0 23,0 32,0 10, 0 26,0 1,0 40 49,0 18,0 3,0 8,0
10___ ___‘l ) 50,0_‘_ 14,0 l 80,0 11 0 _| 110 0 B 63,0 l 50,0 28,0 [ 52,0 46,0 l 5,0 _49,0
11 ______} _5_,0 25,0 ’ 175,_(_) 4_9,0** I 43,0 23,0 l 87,0 38,0 [ 181,0 49,0* | 69,0 _2_9,0_
__%2 ) | ! ﬂ)_,o 98,0 \ 10_6,0 55,0 i _17128,0 84,0 ‘ 129,0 9,0
13 | I 90,0 80,0 I_lgOO 40,? B | - | 206,0 36,0%* ‘ 72,06 190_
Objasnienia: OW -— plyn owodniowy, OM — plyn omoczniowy, P.1. —— po zakareniu, * — roznica istotna przy p <{0,05; #** — 102~
nica istotna przy p < 0,01,
Tab. 3. Zawarto$é sodu i potasu (mg/l) w wodach plodowych (X * s)
o Pierwias‘cek_I B Sod Potas
Grupa ] I I i Kontrola | 1 Y 5 B Kontrola
Dni P.1I. | OW | om ow oM | OW | OM | ow | om ow | om oW oM
R . : ==
7 2966,0 ‘ 29330 3350,0 3530,0 | 3866,0 3066,0 56,0 1026,0 500,0 760,0 5870 670,0
21, 115,0 70,0 72,0 723,0 404,0 196,0 270,0 82,0 133,0 133,0 72,0
£ t;Hr 4 * =
8 2525,0 ‘ 2400,0 | 2866.0 2700,0 | 3260,0 3333,0 | 14400 1817,0 626,0 820,0 470,0 a73,0
- 221,0 294,0 305,0 400,0 | 3780 321,_0__ 161,0 164,0 71.0 95,0 62,0 1610
*k * ——
8 2550,0 \ 2200,0 | 2966,0 2366,0 3133.0 3100,0 1475,0 1350,0 | 12330 850,0 1056,0 873,0
353,0_‘ 141.0 1520 450,0 323,0 264,0 35.0 70.0 110,0 1470 | 246,0 456,0__
* *
10 ‘_2250,0 636,0 | 2500,0 2820 l 2766,0 650,0 355,0 17.0 | 1085,0 49,0 1260,0 370,0
*
1 l_z4_o_0,o 282,0 | 2650,0 494.9_! 30000 100.0 | s stn | 1as0 w0 | 7630 1510
o e _‘___ I 1990,0 42~'L,0_| 1900,0 519‘,9_ [__ l 920,_0_ : l 1146,0 355,0
*% '
= l I__2_15_Q,0 212,0 | 3300,0 2_@,0 l 9‘65,9__ 784,0 I 1483,0 265,0
Objasnienia: OW — plyn owodniowy, OM — plyn omoczniowy, P.1. — po zakazeniu, * — roézinica istotna przy p < 0,05;
** — roznica istotna przy p < 0,01, *** — réznica istotna przy p < 0,001
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Tab. 4. Zawartosé cyrnku i miedzi (mg/l) w wodach ptodowych (X * s)
Pierwiastek Cynk I Mied#
Grupa I 11 Kontrola I 1I Kontrola
Dni P.L ow | oM | ow | om | ow | oM | ow | om | ow | om | ow | oM
" 36,00+ 30 40 , 6,0* 6.0 l 3.0 40 l 3,0 3,0 l 3,0 2,0 2,0
1,0 10 | 07 | o7 | 20 | 10 0,6 1,0 o1 | 01 [ 10
3 5,0 | 6.0 7,0 ‘ 2,0% 4.0 | 5,0 8,0 ’ 10,0 4,0 l 5,0 2,0 3,0
20 10 | 07 1 66 06 | 06 0,5 20 | 20 | 46 | 10 0,6
g 3,0 | 20 1,0 l 1,0 | 3.0 I 1.0 9.0 ‘ 9.0 12,0 ' 5.0 2.0 ) 2.0
1,0 1,0 0,1 06 | 20 0.6 1.0 40 | 30 37 | 01 | 03
10 | 10 01 | 20 0_.8_| 10 06 | s0 10 | 60 30 | 60 2,0
~ | 10 03 | 1,0 07 | 10 U.s_ﬁ_t__.a_,o____‘a},p___l__lg.o__6__.0** | 40 1,0
12 \ ] 10 o1 | 30 03 | | 80 50 | 50 1,0
13 l ‘ 1,0 0,7 | 2.0 1.8 | | 6,0 2,0 I 4,0 3,0
Objasnienia: OW —_;;lyn owodniowy, O_M = plyn. omoczn(owy, P.I. — po zakazeniu, * — roznica -istotna pr“zy p < 0,05; )
# _ réznica istotna przy p < 0,01, *** — roéznica istotna przy p < 0,001

kg 1015 EID; w 7, 8 1 9 dniu po zakazeniu (tab. 2). W ply-
nie omoczniowym embrionéw grupy I oraz w wodach plo-
dewych zarodkéw grupy II w tym okresie nie nctowano
istotnych zmian. Zmiany te (wzrost zawartosci) stwierdzo-
no natomiast w probkach ptynéw omoczniowo-owodniowych
pobranych od zarodkéw grupy IT w 11 1 13 dniu po zakaze-
niu. Pézniejsze wystepowanie zmian w konceniracji jonéw
magnezu moze by¢ zwigzane z wolniejszym wzrostem mia-
na wirusa w tej grupie zarodkéw (maksymalne miano
TCIDs, 10438 stwierdzono w 11 dniu po zakaieniu). Pra-
widlowos¢ te mozna bylo zaobserwowaé réwniez w stosunku
do innych oznaczanych kationdéw. Drugg cbserwowana cechg
byt fakt wczesniejszego wystepowania réznic w stezeniu
oznaczanych makro- i mikroelementéw w pierwszej kolej-
nosci i w wiekszym nasileniu w piynach owodniowych.
Zmiany w plynie omoczniowym byly najczesciej mniej wy-
razne i pojawialy sie pdZniej. Regul tych nie potwierdzalo
jednak zachowanie nig¢ sodu. W plynach owodniowych po-
bieranych miedzy 7 a 9 dniem po zakazeniu nie stwierdzo-
no istotnych roznic w steZeniu tego pierwiastka (tab. 3).
Zmiany ie natomiast (obnizenie koncentracji) pojawily sie
w plynie omoczniowy w 8 i 9 dniu (grupa I) i 8 dniu (gru-
pa II) po zakazeniu. Nizsza zawartosé¢ tego pierwiastka ob-
serwowano do konca okresu badan. Nie jest wykliuczone, ze
zaobhserwowane cbrifenie sie zawartosci tych jonéw w sta-
lej jednostce objetosci spowodowane jest rozrzedzeniem
plynu omoczniowego, ktéry to objaw jest stwierdzany jako
typowy w przebiegu zakazenia wirusem CELQO. Stezenie
jondéw potasn w piynach plodowych badanych zarodkéw
ulegalo zdecydowanym zmianom (tab. 3). Byly one silniej
wyrazone w grupie I. W probkach pobranych migdzy 7 a 9
dniem po zakaZeniu stwierdzano wzrost stezenia tego pier-
wiastka. Natomiast od 10 dnia rotowano tendencje spadko-
wa. Trudne do interpretacji sa rowniez uzyskane wyniki
nad kszialtoweniem sie poziomu cynku w wodach plodo-
wych tych zarodkdw (tab. 4). Odnotowano, ze wysoce istot-
ny wzrost (p<C0,001) stezenia jondéw tege pierwiastka mial
mieisce w 7 dniu (ptyn owodniowy grupa I) i istoiny
(p<<0,05) w 7 oraz 8 dniu (plyn omoczniowy grupa 1T). Naj-
bardziej interesujace zmiany poéréd wszysticich badanych
plerwiastkow stwierdzono w steieniu miedzi (tab. 4). Poziom
tego pierwiastka w calym okresie obserwacji byl znacznie
wyzszy. Otrzymane w tym zakresie wyniki sg zgodne z re-
zultatami wezesnieiszych badan wiasnych, gdzie u zarodkéw
zakazonych naturalnie réwniez stwierdzano wzrost zawar-
tosci miedzi (6).

Przeprowadzone badania wskazuja, ze u zarodkow zaka-
sonych subletalnymi dawkami wirusa CELO dochodzi do za-
burzen gospodarki mineralnej, czego dowodem mogg byé
chserwowane zmiany stezenia badanych kationéw. Mozna
sgdzié, ze obserwowany, zwlaszcza W plynie owodniowym,
wzrost zawartosei okreslanych makro- i mikroelementéw
wynika z uszkodzenia metabolizmu zarodka przez namnaza-
igey sie wirus CELO.

Wnioski

1. U kurzych zarodkéw SPF zakaZonych wirusem CELO
w wodach ptodowych obserwuje sig zwiekszenie stezenia jo-:
néw wapnia, magnezu, cynku i miedzi oraz zmniejszenie
stezenia jondéw sodu. Poziom potasu jest zmienny.

9. Zmiany w stezeniu badanych kationéow pojawiajg sie
wezeéniej w  piynie owodniowym i 83 silniej wyrazone
u zarodkéw zakazonych wigkszg dawka wirusa.
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Stosuize odezyn ELISA, badania w mikroskopie elekiro-
nowym oraz izolacje wiruséw na hodowll kombérek MA-104
przebadanc prébki kurzu, kal i gnojowice z ¢hlewni w kie-
runku wysiepowania rolawiruséw z grupy A. W odeczynie
ELISA wrykazano wystepowanie aniyg rotawirusowego
jedynie w probkach pobranych z pomieszezer, w kidrych
przebywaly mlode prosigla oraz w pomieszcezeniach, w ki6-
ryeh maciory sie prosilty i karmily potomstwo. Aniygen
wirusowy wykrywano w pomieszezeniach, w kibérych pro-
sieta nie przebywaly przez okres 3 miesigey. Wyizolowany
szczep przeiywat w temperaturze pokojowe] 4 o ace w
kale. Srodowisko prosietnikéw zanieczyszczone rota
stanowi gléwne zakazenie prosiat.




