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HODNOTENIE NIEKTORÝCH UKAZOVATEEOV 
BUNEČNEJ IMUNITY PO EXPERIMENTÁLNEJ INFEKCII 
VÍRUSOM IBR U TELIAT OŠETŘENÝCH GLUKÁNOM

V. Hipíková1, J. Mojžíšová1, V. Bajová1, D. Takáčová1, L. Strojný2

1 Univerzita veterinárskeho lekárstva, Košice
2 Ústav experimentálnej veterinárnej medicíny, Košice

Sledovali sme niektoré ukazovatele buňkou sprostredkovanej imunity (fagocytárnu 
aktivitu - FA a fagocytárny index - FI, metabolickú aktivitu a migračno-inhibičný 
faktor - MIF krvných leukocytov) u teliat experimentálně infikovaných vírusom IBR 
(II. skupina) a teliat premedikovaných glukánom 7 dni před infekciou (I. skupina). 
U obidvoch skupin zvierat došlo к signifikantnému zvýšeniu percentuálneho zastúpe- 
nia fagocytujúcich buniek v porovnáni s hodnotami před infekciou na 2. - 4. deň expe­
rimentu (P < 0,01). Pri vzájomnom porovnávaní sledovaných skupin teliat sme zistili 
signifikantný rozdiel v percentuálnom zastúpení fagocytujúcich buniek na 1. a 2. deň 
po infekcii (P < 0,05), s vyššími priemernými hodnotami u teliat len infikovaných. 
Při hodnotení FI bol Statisticky preukázaný rozdiel zaznamenaný len u teliat ošetřených 
glukánom a to na 7. deň po jeho aplikácii (P < 0,05), t. j. v 0. deň experimentu. Inhi- 
bícia migračnej schopnosti leukocytov bola zaznamenaná už 1. deň po infekcii, 
s přetrváváním po dobu 4 dní, bez podstatnejšieho rozdielu medzi skupinami. Pri 
hodnotení metabolickej aktivity leukocytov (INT-test) bol u teliat obidvoch skupin za­
znamenaný pokles oproti východzej hodnotě, bez podstatnějších rozdielov pri ich vzá­
jomnom porovnaní.

těla; buňkami sprostredkovaná imunita; virus infekčnej bovinnej rinotracheitídy - IBR; 
glukán; fagocytárna aktivita; 2-(4 jodfenyl)-3-(4nitrofenyl)-5-fenyltetrazolium chlorid; 
INT test; migračno-inhibičný faktor

Imunitná reakcia organizmu pri infekcii vírusom IBR ako aj inými herpesvírusmi 
je založená na interakcii širokej škály obranných mechanizmov infikovaného zvie- 
rata. V případe virusových infekcii, kde je dominantná virémia, najdoležitejšiu úlohu 
pri ich zvládnutí majú protilátky (Rager-Zisman a A 11 i s o n , 1973). Pri 
infekciách herpesvírusom, kde sa infekcia šíři z buňky na buňku prostredníctvom 
intracelulámych přepojení, doležitejšia ako protilátková odpoveďje reakcia buňkami 
sprostredkovanej imunity (N o t к i n s , 1974).

Funkčný stav fagocytujúcich buniek, zastúpených v krvi populáciou neutro- 
filných granulocytov a monocytov je jedným zo základných ukazovatefov buňkami 
sprostredkovanej imunokompetencie organizmu. Vplyv vírusovej infekcie na 
funkciu' fagocytov sa može prejaviť tak inhibíciou, ktorej dösledkom je spomalená 
eliminácia antigénu, ako aj stimuláciou, ktorá elimináciu antigénu urýchfuje.
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Briggs a i. (1988) uvádza u teliat infikovaných BHV-1 priamu alteráciu funkcie 
neutrofilov, vedúcu к predispozícii teliat na sekundárnu bakteriálnu pneumóniu.

V našej práci sme hodnotili niektoré ukazovatele bunečnej imunity pri IBR 
infekcii u teliat premedikovaných glukánom. Použitie imunomodulačných látok pri 
niektorých ochoreniach bolo popísané v prácach iných autorov (E u z e b у , 1986; 
Fuška a i., 1987). Stimulačný účinok glukánu na fagocytárnu aktivitu krvných 
leukocytov uvádzajú S a n g r e t a i. (1990).

Pri hodnotení stavu celulámej imunity sme v našej práci sledovali fagocytárnu 
aktivitu krvných leukocytov, metabolickú aktivitu a migračno-inhibičný faktor leu­
kocytov. Na posúdenie ingesčnej schopnosti neutrofilných granulocytov a monocy- 
tov krvi sme použili mikrosférické hydrofilné partikuly - MSHP (Větvička a i., 
1982). Pri posúdení ďalšej časti fagocytózy sme hodnotili metabolickú aktivitu po- 
lymorfonukleárnych leukocytov INT testom. Schopnost’ organizmu odpovedať na 
antigénny podnět sme hodnotili migračno-inhibičným testom.

MATERIÁL A METÓDY

EXPERIMENTÁLNĚ ZVIERATÁ

Do pokusu bolo zařáděných 10 teliat vo veku 9-10 mesiacov. Všetky zvieratá 
boli klinicky zdravé, IBR-seronegatívne, ustajnené v izolované] maštali. TeFatá boli 
rozdělené do 2 skupin po 5 zvierat (skupina I, skupina II). Infekcia vírusom sa usku­
tečnila v 0. deň u všetkých zvierat. Zvieratám I. skupiny bol 7 dní před experi- 
mentálnou infekciou aplikovaný glukán i.m. (rozpustný, fungálny glukán - RNDr. 
Szechenyi, Mevak Nitra) v dávke 10 mg/kg živej hmotnosti.

EXPERIMENTÁLNA IBR INFEKCIA

TeFatá boli infikované intranazálne (do oboch nosných otvorov) 2 ml suspenzie 
BHV-1 o titri 108,5 (suspenzia virusu získaná od Doc. MVDr. Žuffú, DrSc., Mevak 
Nitra).

TEST FAGOCYTÁRNEJ AKTIVITY KRVNÝCH LEUKOCYTOV

Použili sme modifikovanú metodu ingescie MSHP (Toman a i., 1985; 
Toman a P š i к a 1, 1985). Stanovili sme fagocytárnu aktivitu a fagocytámy 
index cirkulujúcich leukocytov, hodnoty fagocytujúcich neutrofilov vo vztahu к di- 
ferenciálnemu rozpočtu leukocytov.

STANOVENIE TETRAZÓLIUM REDUKTÁZOVEJ AKTIVITY FAGOCYTOV 
(INT-TEST)

Separácia polymorfonukleárnych leukocytov

Krv bola odobraná do heparínu (20 j./ml). Polymorfonukleárne leukocyty 
(PMNL) sme z krvi izolovali jednostupňovou separáciou na verografíne metodou 
podFa В о у u m a (1976) s touto modifikáciou: Pri tejto separácii sedimentujú 
PMNL spolu s erytrocytami na dno skúmavky. Po odstránení vrchných vrstiev sme
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к sedimentu erytrocytov s PMNL přidali 3-násobný objem 0,83 % NH4CI, premie- 
šali a ponechali stať při laboratómej teplote po dobu 5-10 minut za účelom odstrá- 
nenia erytrocytov. Sediment buniek po odcentrifugovaní sme ešte třikrát premyli 
v PBS alebo MEM bez séra. Čisté PMNL sme resuspendovali v 1,5 - 2 ml MEM 
bez séra, spočítali, určili životnost’ a nariedili na koncentráciu 1,5 x 107, potrebnú 
do INT testu.

INT test

Ako indikátor metabolických dejov prebiehajúcich vo fagocytujúcich leukocy- 
toch (vznik mikrobicídnych látok - najma H2O2a O2) sme použili 2-(4-jodfenyl)- 
-3-(4-nitrofenyl)-5-fenyltetrazolium chlorid - INT (Lachema Brno). Ako stimulujúci 
faktor sme použili zymozan (fy Sigma, USA). INT test sme robili v mikroúprave 
podlá literárnych údajov autorov Mareček a Procházková (1986). 
Hodnotenie: Na posúdenie funkčnej zdatnosti fagocytov je významný podiel medzi 
spontánnou aktivitou a aktivitou po posobení stimulancia, tzv. index metabolického 
vzplanutia, alebo index metabolickej aktivity (MA). Ten sme vypočítali podlá 
vzorca:

- . .,. aktivita stimulovaných buniek
Index MA = , . .-------- :—;----- ;—re­aktivita nestimulovaných buniek

M1GRAČNO-INHIBIČNÝ TEST

Na stanovenie migračno-inhibičného faktora sme použili kapilárnu metodu 
(Bendixen, 1977). Ako nespecifický antigén sme použili fytohemaglutinín. 
Izoláciu leukocytov sme robili podlá autorov К a r 1 s o n a Kaněk (1973). 
Migračný index sme vyjádřili: ■

Ml _ plocha migrácie Le s antigénom
aktivita migrácie Le bez antigénu

Za pozitivnu, antigén dependentnú inhibíciu migrácie spravidla poukazuje MI od 
0,8 do 0,9.

Statistická analýza

Hodnota percentuálneho zastúpenia jednotlivých druhov leukocytov, ich fagocy- 
támej aktivity a indexu ako aj hodnoty INT testu boli spracované párovým T-testom 
vo vztahu к hodnotám před infekciou. Na porovnáváme hodnot medzi I. а II. sku­
pinou sme použili test zhody středných hodnot (Studentov /-test).

VÝSLEDKY

U obidvoch skupin zvierat experimentálně infikovaných vírusom IBR došlo к vý­
razné signifikantnému zvýšeniu percentuálneho zastúpenia fagocytujúcich buniek na 
2. a 3. deň po infekcii (P < 0,01), ktoré přetrvává aj na 4. deň po infekcii (P < 0,05) 
- obr. 1. U teliat, ktorým bol před infekciou podaný glukán boli zaznamenané vyššie 
hodnoty FI leukocytov 7 dní po jeho aplikácii, t. j. v 0. deň experimentu (P < 0,05).
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infekcia1

1. Dynamika hodnot fagocytárnej aktivity leukocytov u teliat I. skupiny------- a II. skupiny - - — 
The variation of the values of phygocytic activity of leucocytes in the calves of group I---------  
and group II - - -
1 infection

Pri porovnaní obidvoch skupin zvierat sme zistili signifikantný rozdiel v hodnotách 
fagocytárnej aktivity leukocytov na 1. a 2. deň po infekcii (P < 0,05) s vyššími prie- 
mernými hodnotami u teliat, ktorým nebol před infekciou podaný glukán. Na zvý­
šení fagocytárnej odpovede organizmu sa v prevažnej miere podiefali neutrofilné 
granulocyty, pri ktorých bolo preukázané signifikantně zvýšenie percenta fagocy- 
tujúcich buniek (až na 80 %) na 2. a 3. deň po infekcii (P < 0,01) - tab. I.

Tieto změny korelujú so zistenou neutrofíliou, s vrcholom na 2. a 3. deň po 
infekcii (P < 0,01).

Hodnoty INT testu sú uvedené v tab. II. U obidvoch sledovaných skupin zvierat 
došlo к poklesu metabolickej aktivity stimulovaných aj nestimulovaných krvných 
fagocytov oproti 0. dňu. U skupiny teliat len experimentálně infikovaných došlo 
к signifikantnému zníženiu metabolickej aktivity stimulovaných PMNL na 1., 2., 
4., 5. a 6. deň (P < 0,05) po infekcii, u nestimulovaných na 1. a 4. deň (P < 0,01), 
resp. 5. a 7. deň (P < 0,05) po infekcii oproti 0. dňu. Index metabolickej aktivity 
(MA) bol mieme zvýšený do 5. dňa po infekcii. Podobný priebeh v aktivitě stimu­
lovaných a nestimulovaných fagocytov bol zistený aj u skupiny teliat premediko- 
vaných glukánom 7 dní před infekciou - tab. II. Na rozdiel od skupiny teliat len 
infikovaných vykazoval index MA mierny pokles. Pri vzájomnom porovnaní 
obidvoch skupin zvierat nebola zistená výraznejšia odchýlka v sledovanom ukazo- 
vateli.

U sledovaných skupin teliat bola zhodne zaznamenaná inhibícia migračnej schop­
nosti krvných leukocytov, so započatím už v 1. deň po infekcii a přetrváváním po 
dobu 4 dní - tab. III.
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I. Fagocytárna aktivita leukocytov u teliat po infekcii virusem IBR a premedikácii glukánom (I. skupina) a u teliat len рю infekcii vírusom 
IBR (II. skupina) - The phagocytic activity of leucocytes in the calves after infection with IBR virus and glucane premedication (group I) 
and in calves only infected with IBR virus (group II)

va. M
ed. - Czech, 38, 1993 (7): 385-394 389

Defl1

0.

infekcia

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 14

fagocytujúce
leukocyty4 (%) 21,6 ± 1,1 25,0 ± 1,4 28,4 ± 4,3 32,5 ± 5,0 31,8 ±7,3 29,4 ± 6,1 22,4 ±6,1 24,8 ± 5,0 18,2 ± 6,3

1 **** 

c

fagocytárny index
leukocytov5 9,0 ± 1,7 7,3 ± 0,9 7,4 ± 2,7 7,7 ± 1,9 7,6 ± 0,5 6,6 ± 1,6 5,3 ± 0,8 8,0 ± 1,9 6,7 ± 1,9

fagocytujúce
neutrofily6 (%) 52,9 ± 8,5 65,5 ± 7,3 73,5 ± 6,4 77,3 ± 7,4 78,9 ± 8,3 71,0 ± 9,7 67,0 ± 8,6 70,4 ± 7,9 66,8 ± 8,7

fagocytárny index 
neutrofilov7 12,1 ± 1,5 14,1 ±0,7 11,6 ± 3,3 9,8 ± 2,5 10,3 ± 0,9 9,9 ± 2,3 8,3 ± 1,0 13,2 ±2,2 7,2 ± 0,3

neutrofily8 (%) 27,4 ± 2,6 33,0 ± 4,5 38,0 ± 3,8 41,0 ±7,6 38,0 ± 6,3 36,0 ± 5,9 32,0 ± 6,4 34,0 ± 4,4 30,0 ± 7,8

fagocytujúce
leukocyty4 (%) 21,0 ± 4,4 29,4 ± 3,6 34,0 ± 3,2 34,7 ± 4,5 30,8 ± 6,6 24,8 ± 2,7 23,4 ± 5,6 24,6 ± 1,5 21,6 ± 2,3

fagocytárny index 
leukocytov5 7,3 ± 1,7 7,3 ± 0,9 8,3 ± 0,9 8,2 ± 1,3 8,1 ± 1,0 6,8 ± 1,6 6,3 ± 1,9 6,6 ± 1,0 6,7 ± 1,2

1 fagocytujúce
neutrofily6 (%) 58,9 ± 5,2 66,5 ± 4,8 80,0 ± 5,7 77,1 ± 4,9 76,3 ± 6,8 61,6 ± 1,9 65,0 ± 2,4 65,7 ± 3,2 65,9 ± 4,9

fagocytárny index 
neutrofilov' 8,5 ± 1,1 8,1 ± 0,9 9,4 ± 1,6 9,3 ± 0,7 10,5 ± 1,5 8,7 ± 2,1 7,4 ± 2,8 7,8 ± 1,9 8,1 ±0,8

neutrofily8 (%) 29,4 ± 7,8 40,4 ± 5,8 46,0 ± 4,5 43,8 ± 6,6 38,6 ± 6,1 38,6 ±6,1 38,4 ± 2,5 34,8 ± 6,8 37,0 ± 6,9 1

'day, infection, 3group, 4phagocytizing leucocytes, leucocyte phagocytic index, 6phagocytizing neutrophils, 7neutrophil phagocytic index, 
8neutrophils
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II. Hodnoty INT testu u teliat infikovaných vírusom IBR a premedikovaných glukánom (I.skupina) a teliat infikovaných len vírusom IBR (II. 
skupina) - The values of INT test in the calves infected with IBR virus and glucane premedicated (group I) and in the calves only infected 
with IBR virus (group II)

Deň1

, . . 3I. skupina II. skupina3

stimulované 
buňky (zymozan)

nestimulovane 
buňky

index meta- 
bolickej aktivity

stimulované 
buňky (zymozan)

nestimulovane 
, 1 5bunky

index meta- 
bolickej aktivity

0. infekcia2 0,226 ±0,039 0,119 ±0,013 1,897 ±0,160 0,194 ±0,031 0,114 ±0,012 1,688 ±0,127

1. 0,156 ±0,048* 0,099 ±0,024* 1,557 ±0,256 0,148 ±0,015* 0,078 ±0,015** 1,959 ±0,390

2. 0,163 ±0,035 0,104 ±0,013 1,547 ±0,183 0,155 ±0,026* 0,093 ±0,031 1,715 ± 0,510

31 0,205 ±0,018 0,114 ±0,026 1,870 ±0,448 0,169 ±0,029 0,099 ± 0,028 1,760 ±0,301

4. 0,210 ±0,148 1,123 ±0,080 1,698 ± 0,344 0,145 ±0,028* 0,081 ±0,016** 1,840 ±0,469

5. 0,121 ±0,01 Г* 0,066 ±0,01 Г* 1,895 ± 0,520 0,151 ±0,011* 0,072 ±0,021* 2,265 ±0,761

6. 0,118 ±0,028* 0,097 ±0,021 1,216 ±0,134** 0,146 ± 0,030* 0,098 ± 0,020 1,493 ±0,137

7. 0,128 ±0,032** 0,137 ±0,027 0,942 ±0,173** 0,177 ±0,033 0,14 ±0,013* 1,270 ±0,288*

14 0,208 ± 0,043 0,089 ±0,028 2,417 ±0,489 0,180 ±0,039 0,108 ±0,018 1,694 ±0,488

• = P < 0,05
♦* = P<0,01

For 1 - 3 see Tab. I; 4stimulated cells, 5unstimulated cells, 6metabolic activity index



III. Priemerné hodnoty migračného indexu (MI) leukocytov u teliat infikovaných virusem IBR a pre- 
medikovaných glukánom (I. skupina) a teliat infikovaných len vírusom IBR (II. skupina) - The 
average values of migration index (MI) of leucocytes in the calves infected with IBR virus and 
glucane-premedicated (group I) and in the calves only infected with IBR virus (group II)

Den

0.
infekcia2

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 14.

I. skupina3 0,90 0,86 0,88 0,88 0,89 0,94 0,94 0,97 1,00
I П. skupina3 0,91 0,88 0,88 0,87 0,92 0,98 0,95 0,96 0,99

Pozitivna antigen dependentná inhibícia migrácie: MI < 0,8 - 0,9 - Positive antigen-dependent inhi­
bition of migration: MI < 0.8 - 0.9
Reakcia bez odozvy: MI = 0,9 - 1,1 - Reaction without response: MI = 0.9 - 1.1
For 1 - 3 see Tab. I

DISKUSIA

Výsledky našej práce ukazujú, že experimentálna infekcia teliat vírusom IBR 
ovplyvňuje funkciu polymorfonukleámych buniek tak v smere zvýšenia ich 
percentuálneho zastúpenia, ako aj zvýraznenia ich fagocytámej schopnosti, na čom 
sa v prevažnej miere podieFali neutrofilné granulocyty. Zvýšenú ingesciu opsinizo- 
vaných partikúl u teliat infikovaných vírusom IBR zaznamenali v svojich štúdiách 
aj В r i g g s a i. (1988). Výrazná neutroflliu a zvýšenú fagocytárnu aktivitu 
neutrofilov pri IBR infekcii popisujú aj D ě г к a a Pospíšil (1987). Po­
dobné aj Toman a i. (1985) zaznamenali zvýšenie fagocytámej aktivity v prie- 
behu rotavírusovej infekcie u bezkolostrálnych teliat. Naproti tomu, R o t h a i. 
(1986) popisujú alteráciu in vitro ingescie Staphylococcus aureus a neutrofilov 
počas perzistujúcej BVDV infekcie. О h m a n a i. (1987) zasa uvádzajú pri BVDV 
infekcii výraznú aktiváciu monocytov. V dynamike fagocytárneho indexu leukocy­
tov neboli v priebehu experimentu zistené výraznejšie výkyvy. Je však potřebné 
upozornit’ na to, že signifikantný rozdiel v hodnote FI (P < 0,05) pri porovnávaných 
skupinách zvierat je v důsledku stimulačného vplyvu glukánu (podaný 7 dní před 
infekci ou) na uvedený ukazovateF.

Podobné potencujúci efekt glukánu na úroveň tohto ukazovateFa u teliat popisujú 
aj S a n gre t a i. (1988), P au 1 i к a i. (1992) a Levkutová a i. (1992).

Pozitivně hodnoty migračno-inhibičného testu 1. deň po infekcii umožňujú 
předpokládat’, že uvoFnenie migračno-inhibičného faktora bolo navodené prí- 
tomnosťou virusu v organizme.

Pozitivny MIF bol zistený aj pri řade infekčných chorob (brucelóza, pertussis, 
kandidóza, streptokovové infekcie a iné), pričom je testovanie spoFahlivejšie ako sé- 
rologické vyšetrenie a obchádza rizika vyšetrenia in vivo (Górski a i., 1973).

Redukcia INT v leukocytoch nie je náhodný jav, ale odzrkadFuje aktuálny me- 
tabolický stav leukocytu. V metabolickom mechanizme může důjsť к různým po-
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ruchám, čo potom može klinicky vyústit’ do chorobného stavu. Napr. neschopnost’ 
leukocytov redukovat’ tetrazóliové soli sa klinicky diagnostikuje ako chronická gra- 
nulomatózna choroba (F e r e n č i к a i., 1991). Vyššia aktivita krvných fagocytov, 
hodnotená INT testom bola zaznamenaná pri pyogénnych infekciách, u celej rady 
bakteriálnych chorob, aj po imunizácii (B j ö г к s t é n a i., 1976; Park a i., 
1968; Segal, 1974; Granátová, 1989). Znížené hodnoty metabolickej 
aktivity boli pozorované po stresovej záťaži ako u fudi, tak aj u zvierat (Graná­
tová, 1989). Súvisí to s róznym stupňom imunosupresie, ktorá následuje po stre­
sovej záťaži. Inhibičný účinok na funkciu krvných fagocytov sa prejavuje aj po 
vírusovej infekcii (Briggs a i., 1988). Imunosupresívny účinok virusu BHV-1 
uvádzajú M u n e e r a i., (1988). V našich pokusoch po experimentálnej infekcii 
u teliat s vírusom IBR došlo к zníženiu INT-reduktázovej aktivity fagocytov, čo je 
v zhode s literámymi údajmi (prejavil sa imunosupresívny účinok vírusovej IBR 
infekcie).

Podobné к zníženiu došlo aj v případe, keď tefatá boli 7 dní před experimentálnou 
infekciou ošetřené glukánom. Hoci niektorí autoři uvádzajú zvýšenie INT-reduktá- 
zovej aktivity po aplikácii glukánu v PMNL u morčiat aj u Pudí (F e r e n č í к a i., 
1986, 1988), v našich pokusoch zrejme prevládol imunosupresívny účinok virusu 
a to, že glukán bol aplikovaný až 7 dní před experimentálnou infekciou. V pokuse 
je teda potřebné zvážit’ relativné dlhú dobu od aplikácie glukánu po infekciu 
a v ďalších pokusoch by bolo vhodné upravit’ časovú schému pokusu.
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Evaluation of some parameters of cellular immunity after experimental infection with 
IBR virus in glucane-treated calves.
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Some parameters of cell-mediated immunity (phagocytic activity PA and phagocytic 
index PI, metabolic activity and migration-inhibitive factor MIF of blood leucocytes) 
were investigated in calves experimentally infected with IBR virus (group II) and in 
calves premedicated with glucane seven days before infection (group I). A significant 
increase in the percentage of phagocytizing cells was observed in both groups of animals 
on days 2 - 4 of the experiment (P <0.01) in comparison with the values before infection. 
If the two groups of animals were confronted with each other, there was a significant 
difference in the percentage of phagocytizing cells on days 1 and 2 after infection 
(P < 0.05), with the higher average values in the calves which were only infected. An 
evaluation of PI showed a statistically significant difference only in the glucane-treated 
calves on day 7 after its administration (P < 0.05), i.e. on day zero of the experiment. 
The inhibition of leucocyte migration ability was found on day 1 after infection, and it 
persisted for four days, without any significant differences between the groups. An evalu­
ation of the metabolic activity of leucocytes (INT-test) showed a decrease in the calves 
of both groups in comparison with the initial value, without any significant differences 
when the values were confronted with each other.

calf; cell-mediated immunity; infectious bovine rhinotracheitis virus - IBR; glucane; 
phagocytic activity; 2-(4 iodophenyl)-3-(4 nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium chloride; 
INT-test; migration-inhibitive factor
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ÚROVEŇ ONESKORENEJ PŘECITLIVĚLOSTI A PRIMÁRNEJ 
PROTILÁTKOVEJ ODPOVEDE PO APLIKÁCII INAKTIVOVANEJ 
OLEJOVEJ IBR VAKCÍNY U TELIAT PREMEDIKOVANÝCH 
GLUKÁNOM

Š. Paulík1, V. Bajová1, G. Benko2

1 Univerzita veterinárskeho lekárstva, Košice 
^Štátny veterinárny ústav, Košice

Hodnotili sme úroveň oneskorenej kožnej přecitlivělosti (OKP) к DNFB a primárnej 
protilátkovej odpovede u teliat imunizovaných inaktivovanou olejovou IBR vakcínou 
(skupina V) a teliat premedikovaných glukánom (7 dn^pred podáním vakcíny) 
a následné imunizovaných (skupina GV) uvedenou vakcínou. Testom OKP nebola 
zistená alterácie celulárnej imunitnej reaktivity u teliat imunizovaných inaktivovanou 
olejovou IBR vakcínou; po aplikácii vakcíny nepreukázala intenzita OKP signifikantný 
rozdiel ani oproti hodnotě před aplikáciou vakcíny, ani v porovnaní к hodnotě 
u kontrolných teliat (skupina K) - tab. I. Pri imunizovaných tefatách, ktoré však boli 
premedikované glukánom (z Pleurotus ostreatus; 10 mg/kg ž.h.) bola zistená signifi­
kantně vyššia úroveň OKP nielen oproti jej počiatočnej hodnote (P < 0,05; před apli­
káciou glukánu), ale aj hodnotě u kontrolných teliat (P < 0,05) - tab. I. Na 
imunomodulačný vplyv glukánu v tomto smere poukazuje aj kategorizácia teliatpodTa 
intenzity OKP (obr. 1); kým hodnota kožnej reakcie sa v terminoch před a po aplikácii 
uvedených preparátov pohybovala u najváčšieho percenta teliat skupiny V а К 
v rozpálí 3,6 - 6,5 mm, pri teTatách skupiny GV bol zistený výrazný nárast (v termíne 
po aplikácii) počtu teliat (z 22 % na 67 %) s hodnotou kožnej reakcie nad 6,5 mm. 
Samotné podanie vakcíny (skupina V) neindukovalo tvorbu merateTného množstva sé­
rových anti-IBR protilátok do 14. dňa po imunizácii. U teliat premedikovaných glu­
kánom (skupina GV) začal vývoj primárnej protilátkovej odpovede s týždeným 
predstihom, t. j. už po 7. dni po vakcinácii; v 2. týždni boli protilátky preukázané 
u 44 % z vyšetřovaných teliat, s priemerným titrom 1 : 6,2. V 3. týždni experimentu 
boli sérové protilátky zistené u 78 % teliat skupiny V (priemerný titer 1 : 28,4) 
a u 67 % teliat skupiny GV (priemerný titer 1 : 13,3); uvedený rozdiel v koncentrácii 
sérových protilátok nebol štatisticky preukazný. Potom titer protilátok mal klesajúcu 
tendenciu u obidvoch skupin teliat, s takmer rovnakými hodnotami v 4. týždni po 
vakcinácii (skupina V = 1 : 3,5; skupina GV = 1 : 4,4) - obr. 2.

tefa; oneskorená kožná precitlivelosť; sérové protilátky; glukán; vakcinácia; infekčná 
bovinná rinotracheitída

Nevyhnutným opatřením v boji proti IBR je preventivná vakcinácia, pri ktorej 
sú využívané živé i inaktivované vakcíny (Kahrs, 1977; Pospíšil, 1991). 
Kým so živými IBR vakcínami je spájaná imunosupresia, pri inaktivovaných IBR
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vakcínachzatiaFtakétoúdajechýbajú(V an Donkersgoed a В ab ink, 
1991).

Glukány sú polysacharidové látky mikrobiálneho pövodu (Whistler a i., 
1976); modulujú buňkou sprostredkovanú a humorálnu imunitu, mechanizmy nešpe- 
cifickej imunity i hematopoézu (F e r e n č i к а В e r g e n d i, 1990). V rámci 
týchto účinkov bol ich stimulačný vplyv zistený aj při oneskorenej přecitlivělosti 
(Pérez a i., 1984; P a u 1 i к a i., 1992a,b) a protilátkovej odpovědi (Benda 
a Mádr, 1991; Wagnerová a i., 1991).

Práca bola zameraná na posúdenie úrovně bunečnej imunitnej kompetencie in 
vivo a primárnej protilátkovej odpovede u teliat po aplikácii inaktivovanej olejovej 
IBR vakcíny a jej kombinácie s premedikáciou glukánu.

MATERIÁL A METÓDA

EXPERIMENTÁLNĚ ZVIERATÁ

Do sledovania bolo zařáděných TI klinicky zdravých teliat, veku 4,5 - 5,5 me- 
siacov; všetky boli IBR-séronegatívne. TeFatá boli rozdělené do 3 skupin (po 9 zvie- 
rat), s přibližné rovnakou úrovňou oneskorenej kožnej přecitlivělosti (OKP), ktorá 
bola stanovená jeden týždeň před započatím experimentu. Prvá skupina teliat (sku­
pina K) slúžila ako kontrola (bez aplikácie glukánu a vakcíny); zvieratám druhej 
skupiny (skupina V) bola aplikovaná IBR vakcína; teFatám tretej skupiny (skupina 
GV) bol podaný glukán a následné IBR vakcína.

VAKCÍNA A GLUKÁN

К imunizácii bola použitá inaktivovaná olejová IBR vakcína-Borinak (Mevak 
a.s., Nitra) aplikovaná v množstve 2 ml intramuskuláme, jednorázovo na začiatku 
experimentu (0. deň).

Glukán (partikulárny; fanýXwj-Pleurotus ostreatus; Mevak a.s.. Nitra) bol apli­
kovaný subkutánne, 10 mg/kg ž. h., sedem dní před aplikáciou vakcíny.

KVANTIFIKÁC1A CELULÁRNEJ IMUNITY

Úroveň celulárnej imunitnej odpovede in vivo bola hodnotená testom oneskorenej 
kožnej přecitlivělosti (OKP) po indukcii dinitrofluorobenzénom (DNFB) podFa me­
todického postupu autorov Paulíк a Vrzgula (1989) so změnou v spö- 
sobe aplikácie (intradermálne) a v koncentrácii DNFB (0,2 %) pri provokácii. 
Intenzita kožnej reakcie bola hodnotená mikrometrom (s presnostou na 0,01 mm) 
a vyjádřená ako lokálně zhrubnutie kože (LZK) v milimetroch. LZK představuje 
rozdiel hodnoty kožnej reakcie před a 24 hodin po provokácii. Intenzita bunečnej 
imunitnej odpovede к DNFB u sledovaných skupin teliat bola stanovená jeden 
týždeň před započatím experimentu a za 3 týždne od aplikácie IBR vakcíny. Test 
OKP je citlivým a kvantifikovateFným meritkom úrovně celulárnej imunity in vivo 
u hovädzieho dobytka (R e d d i a i., 1981).
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STANOVENIE TITRU BHV-l SÉROVÝCH PROTILÁTOK

Titer anti-IBR sérových protilátok bol určený metodou VNT na MDBK buňkách 
(Ž u f f a a i., 1982) v nasledovných termínoch: při výbere zvierat do experimentu 
(3 týždne před aplikáciou vakcíny); v 0. deň a v 1., 2., 3. a 4. týždeň experimentu.

Statistická analýza

К sledovaniu zmien v intenzitě oneskorenej kožnej přecitlivělosti (OKP) k jej 
hodnotám před vakcináciou bol použitý párový r-test (Pt-test). Hodnoty OKP a titru 
anti-IBR sérových protilátok boli u sledovaných skupin teliat vzájomne porovnáva­
né v jednotlivých termínoch sledovania Studentovým t-testom (Poláček, 1984).

VÝSLEDKY

OPOŽDĚNÁ PŘECITLIVĚLOST К DNFB

Účelom sledovania bolo zhodnotit’ efekt IBR vakcinácie samotnej alebo jej 
kombinácie s premedikáciou glukánu na funkčnú aktivitu T lymfocytovej populácie 
in vivo bez ohfadu na špecificitu procesu k vakcinačnému antigénu a na Specifická 
primámu protilátkovú odpověď.

Priemerná hodnota LZK u všetkých sledovaných teliat (и = 27) poukazuje na jej 
minimálny rozdiel medzi úrovňou před (x = 5.74 ± 1,37 mm; rozpätie 3,2 - 8,3 mm) 
a po (x = 6,22 ± 1,42 mm; rozpätie 4,0 - 9,2 mm) započatí experimentu. V týchto 
termínoch sledovania však došlo k zmene v percentuálnom zastúpení teliat, ak tieto 
boli rozdělené do kategorií podfa intenzity OKP (obr. 1). Kým v rámci skupiny К 
a skupiny V najvyššie percento teliat preukázalo počas doby sledovania (t. j. 
v А а В termíne) úroveň OKP v hodnotách 3,6 - 6,5 mm, u zvierat skupiny GV 
bol v druhom termíne pozorovania (B) zaznamenaný výrazný nárast percenta teliat 
(z 22 % na 67 %) s kožnou reakciou vyššou než 6,5 mm.

Skupinové hodnotenie teliat táto analýzu potvrdilo (tab. I). ZatiaT čo u teliat sku­
piny К sme v 3. týždni experimentu zaznamenali přibližné rovnakú intenzitu kožnej 
reakcie ako v termíne před započatím experimentu, teFatá skupiny GV preukázali 
signifikantně vyššiu úroveň OKP nielen v porovnaní k jej počiatočnej hodnotě 
(P < 0,05), ale aj k hodnotě u teliat skupiny К (P < 0,05). Vzostup priemernej 
hodnoty LZK u teliat skupiny V nebol Statisticky preukazný.

SYSTEMICKÁ PROTI LÁTKOVÁ ODPOVĚĎ К IBR VAKC1NE

Samotné podanie vakcíny (teFatá skupiny V) neindukovalo tvorbu merateFného 
množstva sérových anti-IBR protilátok do 14. dňa po imunizácii. V ďalších termí­
noch sledovania boli protilátky preukázané u 7 (78 %) a 3 (33 %) z vyšetřovaných 
teliat, s priemerným titrom 1 : 28,4 ± 39,6 v 3. týždni a 1 : 3,6 ± 5,8 v 4. týždni 
po imunizácii. V porovnaní k nim u teliat premedikovaných glukánom a následné 
imunizovaných (skupina GV) vývoj primárnej protilátkovej odpovede začal s týžde- 
ným předstihem. V 2. týždni po vakcinácii boli sérové protilátky zistené u 4 (44 %) 
zo sledovaných teliat, s priemerným titrom 1 : 6,2 ± 7,8 a v 3. týždni u 6 (67 %)
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l. Percentuálně zastúpenie teliat imunizovaných (□), premedikovaných glukánom a vakcino- 
vaných (£23) a kontrolných (□) podlá intenzity oneskorenej kožnej přecitlivělosti к DNFB. Hodno­
ty kožnej reakce: 1 = do 3,5 mm; 2 = 3,6 - 6,5 mm; 3 = nad 6,5 mm. Sledovanie: A = před započatím 
experimentu; В = 3. týždeň po aplikácii vakciny - The percentages of immunized (□), glucane- 
-premedicated and vaccinated (КЗ) and control (□) calves according to the level of delayed skin 
hypersensitivity to DNFB. The values of skin test: 1 = less than 3.5 mm; 2 = 3.6 - 5.5 mm; 3 - 
more than 6.5 mm. Observation: A = before the beginning of the experiment; В = the 3rd week 
after vaccine administration

I. Úroveň oneskorenej kožnej přecitlivělosti к DNFB po aplikácii IBR vakciny a jej kombinácie 
s premedikáciou glukánu - The level of delayed skin hypersensitivity to DNFB after IBR vaccine 
administration and after its combination with glucane premedication

Skupina1

. 2
Kožna re akci a (mm ± s)

Pt-test1. týždeň 
před aplikáciou vakciny

3. týždeň 
po aplikácii vakciny

1 K 5,84 ± 1,17 5,41 ±0,96a P > 0,05

V 5,64 ± 1,54 6,44 ± 1,68 P > 0,05

GV 5,73 ±1,51 6,80 ± l,28a P < 0,05

Studentov Z-test: a = P < 0,05 - Student’s z-test: a = P < 0.05
* = Z-test pre párované hodnoty - Z-test for matched pairs

'group, 2skin test, 31 st week before vaccine administration, 43rd week after vaccine administration
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2. Titer sérum-neutralizačných anti-IBR virusových protilátok (os у) po aplikácii IBR vakcíny u te- 
liat len vakcinovaných (x), premedikovaných glukánom a vakcinovaných (•) a nevakcinovaných 
(▲). Aplikácia glukánu (------->), aplikácia IBR vakcíny (------ >) - The titres of serum-neutralizing
IBR virus antibodies (у-axis) after IBR vaccine administration to the calves vaccinated only (x), 
glucane-premedicated and vaccinated (•), and unvaccinated calves (▲). Glucane administration 
Í-------♦), IBR vaccine administration (------ >)
week

teliat, s priememým titrom 1 :13,3 ± 12,6. Rozdiel v koncentrácii anti-IBR sérových 
protilátok v 21. deň po imunizácii nebol u týchto dvoch skupin teliat Statisticky preu- 
kazný. Pri kontrolných teFatách neboli sérum-neutralizačné anti-IBR protilátky de­
legované počas celej doby sledovania (obr. 2).

DISKUSIA

Buňkou sprostredkovaná imunita zohráva dóležitú úlohu v obrané proti mnohým 
virusovým povodcom, medzi ktoré patří aj BHV~-1(C о о к a Splitter, 
1989). Pri experimentálnej infekcii vírusom IBR dochádza súčasne к stimulácii 
jedných а к redukcii iných funkčných aktivit buniek imunitného systému (Grie­
bel a i., 1987/88; Briggs a i., 1988 a ďalší). Kým pri použití živých IBR 
vakcín može dochádzať к imunosupresii, pri inaktivovaných vakcínach zatiaF takéto 
údaje nie sú к dispozícii (Van Donkersgoed а В abiu к , 1991). 
Furikčná kapacita lymfocytovej populácie móže byť hodnotená in vivo (oneskorená 
kožná přecitlivělost) a in vitro (napr. blasttransformačný test, test inhibície migrácie 
leukocytov) metodami.

Testom oneskorenej kožnej přecitlivělosti sme nezaznamenali ovplyvnenie celu- 
lárnej imunitnej reaktivity u teliat imunizovaných inaktivovanou olejovou IBR 
vakcínou. Redukcia proliferatívnej odpovede krvných lymfocytov к mitogénom 
(PHA a Con A) však bola zistená po experimentálnej BHV-1 infekcii (Griebel 
a i., 1987/88). U teliat premedikovaných glukánom a následné imunizovaných 
inaktivovanou olejovou IBR vakcínou (skupina GV) sme zaznamenali signifikantně
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vyššíu úroveň oneskorenej kožnej přecitlivělosti tak oproti jej počiatočnej hodnotě 
(před imunizáciou), ako aj hodnotě u kontrolných teliat. Na základe námi zvoleného 
metodického postupu oneskorenej kožnej přecitlivělosti (k indukcii použitý DNFB) 
nie je možné hodnotit’ intenzitu bunečnej imunitnej odpovede z hfadiska Specificity 
к virusu IBR. Aj napriek tomu však ú)roveň kožnej reakcie u obidvoch pokusných 
skupin teliat poukazuje, že po aplikácii námi použitej IBR vakcíny nedochádza 
к fúnkčnej redukcii v populácii T buniek. Stimuláciu oneskorenej kožnej přecitli­
vělosti pri tePatách skupiny GV je možno pripísať imunomodulačnému účinku apli­
kovaného glukánu. Pri teFatách takýto efekt fúngálneho glukánu už bol zaznamenaný 
(P a u 1 i к a i., 1992a,b).

V obrané proti IBR doležitú úlohu zohrávajú aj Specifické protilátky. Kým pri 
použití živých IBR vakcín dochádza к tvorbě Specifických sérových protilátok už 
po siedmom dni od imunizácie (Gerber a i., 1978), pri inaktivovaných IBR 
vakcínach к primámej protilátkovej odpovědi v priebehu prvých dvoch týždňov buď 
nedochádza (Zajac a Ž u f f a , 1988), alebo sú protilátky v nízkých titroch 
zistené len u niektorých sledovaných zvierat (Ž u f f a a i., 1986; Straub a 
Mawhinney, 1988). V zhode s naším pozorováním u teliat skupiny V Gra­
nátová a Pšikal (1989) taktiež zaznamenali u určitého počtu (40 %) teliat 
primárnu IBR protilátkovú odpověď až v 3. týždni po imunizácii. Aj napriek tomu, 
že pri živých IBR vakcínach je nástup protekcie časovo rýchlejší než pri IBR vakcí­
nach inaktivovaných, niektoré nevýhodné vlastnosti (možný abort alebo infikovanie 
plodu, vznik latentnej infekcie s možnosťbu exacerbácie) ich použitie za určitých 
podmienoklimitujú (V an Donkersgoed а В ab i u к , 1991). Týždenný 
předstih v započatí tvorby sérových anti-IBR protilátok u teliat skupiny GV (v po­
rovnaní к teFatám len vakcinovaným) dává předpoklad pre využitie glukánov 
к rýchlejšiemu navodeniu protilátkovej odpovede pri použití inaktivovanej olejovej 
IBR vakcíny.
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The level of delayed hypersensitivity and primary immune reaction after administration 
of inactivated oil IBR vaccine to glucane-premedicated calves.
Vet. Med.- - Czech, 38, 1993 (7) : 395-402.

The level of delayed skin hypersensitivity (DSH) to DNFB and of the primary immune 
reaction was evaluated in the calves immunized with an inactivated oil IBR vaccine
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(V group) and in the calves premedicated with glucane (seven days before vaccine ad­
ministration) and subsequently immunized with the mentioned vaccine (GV group). The 
DSH test did not reveal an alteration of cellular immunological reactivity in the calves 
immunized with an inactivated oil IBR vaccine; after the vaccine administration there 
was no significant difference in the DSH level from the value before vaccine adminis­
tration nor in comparison with the value of control calves (K group), Tab. I. But in the 
immunized calves which were glucane-premedicated (from Pleurotus ostreatus; 
10 mg/kg l.w.) a significantly higher DSH level was determined not only in comparison 
with the initial value (P < 0.05) before glucane administration but also with the value 
of control calves (P < 0.05), Tab. I. The categorization of calves according to the DSH 
level also points to the immunomodulating effect of glucane in this sense (Fig. 1); while 
the value of skin test ranged from 3.6 to 6.5 mm in the highest percentage of the calves 
of V and К groups on the dates before and after administration of the mentioned prepa­
rations, a marked increase (on the date after administration) in the number of calves (from 
22 to 67 %) with the value of skin test higher than 6.5 mm was observed in the calves 
of GV group. The vaccine administration in itself (V group) did not induce the production 
of measurable amounts of serum IBR antibodies till day 14 after immunization.

In the glucane-premedicated calves (GV group) the primary immune reaction began 
to appear with a week advance, i.e. as soon as on day 7 after vaccination; in the second 
week the antibodies were demonstrated in 44 % of the examined calves with the average 
titre 1 : 6.2. In the third week of the experiment the serum antibodies were detected in 
79 % of the calves of the V group (average titre 1 : 28.4) and in 67 % of the calves of 
the GV group (average titre 1 : 13.3); the mentioned difference in the serum antibody 
concentration was not statistically significant. Then the antibody titre was decreasing in 
both groups of calves reaching almost the same values in the 4th week after vaccination 
(V group = 1 : 3.5; GV group = 1 : 4.4), Fig. 2.

calf; delayed skin hypersensitivity; serum antibodies; glucane; vaccination; infectious bo­
vine rhinotracheitis

Contact Address:

MVDr. Štefan P a u 1 i к , CSc., Univerzita veterinärskeho lekárstva, Komenského 73, 
041 81 Košice, Slovak Republic
Tel. 095 3211-15, fax 095 767675 '

402 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (7): 395-402



ZÍSKÁVANIE A ODCHOV GNOTOBIOTICKÝCH JAHNIAT 
A ICH VYUŽITIE VO VETERINÁRNEJ MEDICÍNĚ

A. Bomba1, E, Králiček1,1. Koniarová1, F. Lešník2, J. Pošivák2,
V. Bučko2, R. Žitňan3

1 Ústav experimentálnej veterinárnej medicíny, Košice
2 Experimentálně výskumné středisko Univerzity Veterinärskeho lekárstva 

v Košiciach so sídlom v Zemplínskej Teplici
3 Výskumný ústav živočišné] výroby v Nitre, pracovisko Košice

V práci sme ověřili námi inovovaná metodu získavania gnotobiotických jahniat hyste- 
rektómiou, modifikované zariadenia pre odchov gnotobiotov, techniky ich odchovu 
a ošetrovania. Box pře vybavenie mláďat po hysterektómii oviec - hysterektomický 
box bol zhotovený z plexiskla a plné vyhovoval požiadavkám jednoduchej a rýchlej 
manipulácie. Námi modifikovaný izolátor pře odchov gnotobiotických jahniat zhoto­
vený zo sklolaminátu s priezormi z plexiskla umožnil skupinový odchov. V porovnaní 
s izolátormi vybavenými izolátorovými vakmi z PVC fólie bol výrazné odolnější proti 
mechanickému poškodeniu. Osvědčilo sa použitie zásobného izolátora pre krmivo 
a spotrebný materiál a izolátora na uskladnenie odpadového materiálu s izolátorovým 
vakom z PVC fólie, ktoré boli napojené spojovacím potrubím na odchovňový izolátor. 
Ventilačný systém bol dostatečné účinný. Na hystorektómiu sme použili emaskulátor. 
Metoda je jednoduchá, rýchla, spoTáhlivá a umožnila zachovať bahnice pre ďalšie expe­
rimentálně účely. Na křmenie gnotobiotických jahniat sme úspěšně využili mliečnu 
křmnu zmes pre teTatá. V izolátore boli jahňatám odoberané vzorky biologického ma­
teriálu (krv, bachorová tekutina, trus). Sterilizácia izolátorov bola vykonaná 2% rozto- 
kom kyseliny peroctovej vo forme aerosolu. Mlieko, skleněný a kovový materiál boli 
autoklávované pri teplote 121 °C, tlaku 1,3 MPa po dobu 30 min a jádrová krmná zmes 

■ sa sterilizovala radiačně dávkou 2,5 Mrad. Všetky použité metody sterilizácie boli plné 
účinné. Na mikrobiologickú kontrolu sme použili modifikovanú metodu, která dete­
kovala kontamináciu jahniat i izolátorov. Gnotobiotické jahňatá sa využívajú pre- 
dovšetkým v oblasti štúdia vývoja a ovplyvňovania tráviacich procesov mláďat 
prežúvavcov z hTadiska stimulácie ich vývoja, prevencie a terapie tráviacich porúch, 
zvyšovania využitelnosti krmivá a produkcie.

jahňatá; gnotobiológia; získavanie a odchov gnotobiotov; hysterektomický box; izolá­
tor na odchov gnotobiotov

Gnotobioty sú zvieratá, u ktorých sú všetky živé formy známe a ich mikroflóra 
je definovaná a kontrolovaná tak po stránke kvalitativně)’, ako aj kvantitativné)’ 
(Duš к i n a i., 1983; Coates a Gustafsson, 1984). Získavajú sa 
z bezmikróbnych (germ-free, axenických) zvierat, kterým sa inokulujú známe druhy
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baktérii (Duc luze au a R a i b a u d , 1989). Na získanie axenických zvierat 
sa používajú chirurgické metody hysterektómia a hysterotómia (Alexander a 
L у s o n s 1971; Alexander a i., 1973a), alebo sa po narodení vykoná de- 
kontaminácia.

Pri uplatnění hysterektómie sa germ-free zvieratá získavajú v špeciálnych hyste- 
rektomických boxoch a odchovávajú v izolátorech v sterilných podmienkach 
(Alexander a i.„ 1973b; Trávniček a Man de 1, 1979). Mlieko a 
pomócky sa sterilizujú autoklavovaním, suché krmivo radiačně a vzduch prechádza 
cez mikrobiologické filtre. Izolátory sa sterilizujú kyselinou peroctovou. Mikro- 
biálna kontrola sa vykonává podlá schémy W a g n e r a (1959) obyčajne jedenkrát 
týždenne.

Výsledky viacerých autorov poukazujú na to, že vzájomné vztahy medzi róznymi 
druhmi baktérií prebiehajú v podmienkach in vitro inak ako u živého organizmu. 
Pre štúdium bakteriálnych interakcií ekosystému tráviaceho traktu a vztahov medzi 
mikroflórou a makroorganizmom sú gnotobiotické zvieratá nevyhnutné. Z hfadiska 
exaktnosti a interpretovatelnosti výsledkov sú gnotobioty ideálnym experi- 
mentálnym modelom. Využívá ich mikrobiológia (Fonty a i., 1988), fýziológia 
(Trávniček a i., 1975), infektológia (Wilson a i., 1986; Rogers a i., 
1987), imunológia (Howard a i., 1986), farmakológia (К o c h, a i., 1979), 
onkológia (E 1 - В а у o u m у a i., 1983) a radiológia (Mandel a i., 1980).

CieFom našej práce bolo overiť našu inovovaná metodu získavania gnotobio­
tických jahniat, fúnkčnosť modifikovaného izolátora pre skupinový odchov gnoto- 
biotov a zvládnuť techniku ich odchovu a odběru biologického materiálu 
v gnotobiotických podmienkach.

MATERIÁL A METÓDA

HYSTEREKTOMICKÝ BOX

Hysterektomický box pre získavanie gnotobiotických jahniat bol zhotovený 
z plexiskla (obr. 1). Box má rozměry 110 x 60 x 55 cm. Mobilná kovová konštrukcia 
je osadená na kolieskach. Otvory pre rukávce sú situované po stranách boxu 
a překladač na bočnej stene oproti prekladacej váni. Manipulačně rukavice z po- 
lychloroprénového kaučuku boli na plastikové rukávce připevněné kovovými a gu- 
mennými knížkami. Vnútomý priemer otvorov pre rukávce je 19 cm a prekladača 
30 cm. Prekladacia vaňa hysterektomického boxu sa plnila 5% chloramínom. Obsah 
vane je 100 1. V spodnej časti hysterektomického boxu bol otvor s výstupom pre 
nasunutie prekladacej vane.

IZOLÁTOR PRE ODCHOV GNOTOBIOTICKÝCH JAHNIAT

Laboratorium bolo spočiatku vybavené komerčně vyrábanými izolátormi (Isola­
tor Program BEM, OPP Znojmo) z PVC fólie. Podfa nášho návrhu boli modifiko­
vané izolátory zo sklolaminátu s priezormi z plexiskla (obr. 2), ktoré použil 
Trávniček (osobné zdelenie) na odchov ciciakov. Odchovňový box má rozmě­
ry 140 x 72 x 79 cm. Priemer prekladača i otvorov pre rukávce je rovnakých rozme-
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1. Box na vybavenie jahniat po hysterektómii - A hysterectomy hood

2. Izolátor na odchov gnotobiotických jahniat - An isolator for gnotobiotic lamb rearing

rov ako u hysterektomického boxu. Na podlahe boli umiestnené perforované dielce 
pre odtok moča, manipulačně otvory sú situované oproti sebe po stranách izolátora. 
Rukávce boli vyrobené z PVC fólie a rukavice z polychloroprénového kaučuku. Vý-
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3. Zásobný izolátor pre krmivo a spotrebný materiál - An isolator for feed and material storage

měna vzduchu bola zabezpečená univerzálnym ventilátorom (přetlak 100 Pa, vý­
měna vzduchu minimálně Юх za hodinu).

ZÁSOBNÝ IZOLÁTOR A IZOLÁTOR NA ODKLADANIE ODPADU

Krmivo a spotrebný materiál sa do odchovňového izolátora překládali zo zá­
sobného izolátora s izolátorovým vakom z PVC fólie (OPP Znojmo), ktorý bol na­
pojený na odchovňový izolátor z jednej strany (obr. 3) a odpadový materiál sa 
překládal do iného izolátora z PVC fólie napojeného na odchovňový box z druhej 
strany. Do odpadového izolátora sa odkládali i fTaše s močom, ktorý sa odsával 
z podlahy odchovňového izolátora po nadvihnutí perforovaných dielcov pomocou 
janety s hadičkou.

HYSTEREKTÓMIA

Bezmikróbne jahňatá sme získávali modifikovanou metodou podTa К r á 1 i č e - 
к a (nepublikované). Samotná metoda hysterektómie bola overená na 15 bahnia- 
ciach plemena merino a z tohto počtu zvierat bolo 7 jedincov použitých na získanie 
gnotobiotických jahniat. V jednom případe boli získané dvojčatá. Hysterektómia sa 
vykonávala na 142.- 145. deň gravidity. U bahníc bola použitá injekčná anestézia: 
Rometar 2% inj. v dávke 0,15 - 0,25 ml/ž.h. s premedikáciou Atropin Spofa inj. ad 
usum vet. v dávke 1 ml pro toto. Medzi aplikáciou Rometaru a nástupem anestézie 
bola vykonaná příprava operačného роГа: ostrihanie, oholenie, odtučnenie benzín- 
alkoholom a dezinfekcia Rivanolom. Rez bol lokalizovaný v linea alba, kaudálne 
ohraničený mliečnou žlázou. DÍžka řezu bola přibližné 20 cm. Po otvorem' brušnej
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dutiny bola maternica vytiahnutá, resekovaná emaskulátorom (Hauptner) a ihneď 
přeložená cez dezinfekční! vaňu do hysterektomického boxu. V boxe bolo jahňa 
okamžité vybavené, ošetřené, osušené a přeložené cez spojovacie potrubie do 
odchovňového izolátora. Emaskulátor bol z pahýfa maternice ovce uvolněný po 
12 min od naloženia a bola vykonaná sutúra brušnej dutiny.

VÝŽIVA A OŠETROVANIE GNOTOBIOTICKÝCH JAHNIAT

Technológia odchovu bola overená na 4 jedincoch. Ďalšie 4 jahňatá uhynuli tesne 
po ich vybavení z maternice. Gnotobiotické jahňatá boli v izolátore odchovávané 
skupinové (3 a po úhyne jedného jahňatá vo veku 10 dní 2 jedince) a jedno jahňa 
bolo odchovávané individuálně. Jahňatá boli napájané mliečnou krmnou zmesou 
Laktavit ad libitum. Prvý týždeň života dostávali mlieko 4x denne a od 2. týždňa 
veku do veku 5 týždňov 3x denne zo sklenenej flašky s cumfom. Manipuláciu v izo­
látore vykonávali dvaja pracovníci cez otvory izolátora opatřené rukávcami a ruka- 
vicami. Ako podstielka bola použitá sterilná papierová vata, ktorá sa denne 
vymieňala. Od gnotobiotických jahniat bola odoberaná krv z v.jugularis, bachorová 
tekutina pažerákovou sondou a trus.

STER1LIZÁC1A

Hysterektomický box a izolátor na odchov gnotobiotov sa dezinfikoval 2% rozto- 
kom kyseliny peroctovej pomocou rozprašovača. Kyselina peroctová sa nechala pó- 
sobiť 24 h a potom sa izolátory prevetrávali pomocou ventilátorov. Mlieko sa 
autoklávovalo při teplote 121 °C, tlaku 1,3 MPa po dobu 30 minút. Jádrová krmná 
zmes sa sterilizovala radiačně dávkou 2,5 Mrad. Skleněný a kovový materiál bol 
sterilizovaný autoklávom, papierová vata a gáza radiačně. Na filtráciu vzduchu boli 
použité dvojstupňové diskové filtre (predfilter FIRON VAF 1/KR a mikrobiologický 
filter AA).

MIKROBIOLOGICKÁ KONTROLA

Na mikrobiologickú kontrolu sme použili modifikovaná metodu podfa 
W a g n e r a (1959). Skúška sterility radiačně sterilizovaného jádrového krmivá sa 
nerobila. Po autoklávovaní mlieka sa odoberali vzorky do másopeptónového bujónu 
a inkubovali sa. Testovanie sterility izolátorov sa vykonávalo po mechanickom vy­
čistění a sterilizácii. Tampóny so stermi sa inkubovali v másopeptónovom, VL a Sa- 
bouradovom bujóne. Po přesune plodov do izolátora sa kontrolovala sterilita pri 
hysterektómii. Vzorky z plodových obalov, pupočníka a stery sa inkubovali v troch 
bujónech. Pri odchove gnotobiotov sa vzorky odoberali 2x týždenne. Brali sa ste^y 
z rekta do másopetónoveho bujónu na orientačné mikroskopické vyšetrenie, ster 
z povrchu těla do Sabouradovho bujónu a rektálna rúrka do VL bujónu inkubova- 
ného anaerobně. V tekutých pódach sa vzorky inkubovali týždeň pri teplote 37 °C 
(Sabouradov bujón pri teplote 25 °C). Po inkubácii sa vysievali na rovnaký druh 
tuhej pódy. Sterilita bola preukázaná ak aj po týždňovej inkubácii bol výsledek ne­
gativny.
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VÝSLEDKY A DISKUSIA

Nami modifikovaný box určený na vybavenie mláďat z matemice po hysterektó- 
mii oviec (obr. 1) vyhovoval svojmu účelu. Je podobnej konštrukcie ako hysterekto- 
mický box, ktorý použil Young a i. (1955) pre získanie SPF ciciakov a neskor 
ho modifikovali pre získavanie germ-free ciciakov (Meyer a i., 1963), jahniat 
(Alexander a i., Í973a,b) a teliat (Sweat a D u n n , 1965). Od týchto 
zariadení sa námi použitý hysterektomický box odlišoval tým, že prekladacia vaňa 
nebola konštrukčnou sáčasťou boxu, ale sa nasávala na spodnú prekladaciu časť 
hysterektomického boxu, ktorá bola ponořená do dezinfekčného roztoku. Druhou 
odlišnosťou bol strop, ktorý bol v našom případe z rovnakého materiálu (plexisklo) 
ako celý box. V případe uvádzaných autorov, bol strop hysterektomického boxu tvo­
řený PVC fóliou, ktorá bola připevněná к horným okrajom jeho obvodových stien. 
Rozměry vane i otvoru na dne hysterektomického boxu umožňovali potřebná ma- 
nipuláciu pri překládání maternice. Umiestnenie otvorov po stranách izolátora bolo 
z hfadiska obsiahnutia celého boxu zvolené vhodné. Nevýhodou boxu sa ukázalo 
to, že nebol vybavený vzdušnými filtrami, čo sťažovalo jeho priehTadnosť v dósledku 
vyzrážania vlhkosti na jeho stěnách pri vybavovaní jahniat.

Pre odchov gnotobiotických jahniat sme modifikovali sklolaminátový izolátor 
(obr. 2) používaný Trávničkom (osobné zdelenie) pre odchov ciciakov. Izo­
látor umožnil skupinový odchov jahniat. Jeho výhodou oproti izolátoru z PVC fólie, 
ktorý použili pre jahňatá Alexander a L у s o n s (1971), je vyššia 
odolnost’proti mechanickému poškodeniu. Ďalšou přednostou tohto modifikovaného 
izolátora je, že pre odchovávané jahňatá nie je potřebné používat’ špeciálne oceFové 
klietky zhotovené z dielcov menších rozmerov ako je priemer prekladača. Naproti 
tomu výhodou izolátorov s izolátorovým vakom z PVC fólie je ich priehFadnosť po 
celej ploché a Fahšia manipulácia s odchovávanými zvieratami. Použitý ventilačný 
systém bol dostatečné áčinný.

Osvědčilo sa použitie zásobného izolátora pre krmivo a spotrebný materiál 
(obr. 3) i izolátora na ukladanie odpadového materiálu, ktorý bolo potřebné pravi­
delné větrat’, pretože v ňom stápala vlhkost’ z uloženého materiálu.

Naše metoda hysterektómie za použitia emaskulátora sa ukázala ako jednoduchá 
a spoFahlivá. Na rozdiel od iných autorov sme bahnice po hysterektómii neodpora- 
zili, ale po chirurgickom ošetření slážili na experimentálně áčely, alebo boli po 
ochrannej lehote použitého anestetika (60 dní) odeslané na běžný bitánok a máso 
využité na hidský konzum. Po osvojení si námi modifikovanej metody hysterektómie 
za použitia emaskulátora sa pri jej praktickej aplikácii nevyskytli u bahníc žiadne 
komplikácie. Pri kontrolnom odporazení dvoch bahníc 65 dní po zákroku sme 
ujednej z nich pozorovali na pahýle matemice nevstrebaná krvná zrazeninu. Učinok 
anestézie matky na novorodené jahňatá nebol sledovaný. Na základe našich skáse- 
nosti móžeme potvrdit’ ádaje Alexandra a L у s o n s a (1971), že získanie 
gnotobiotických jahniat má oproti ciciakom nevýhody v sezónnosti reprodukčného 
cyklu, malom počte získaných jahniat a v ich relativné vysokej mortalitě. V našej 
práci došlo к áhynu štyroch jahniat tesne po ich vybavení z matemice a jedno jahňa

408 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (7): 403-411



uhynulo pri skupinovém odchove vo veku 10 dní v dósledku výpadku ventilátora. 
Celková mortalita bola 62,5 %.

Na krmenie jahniat sme použili mliečnu krmnu zmes Laktavit určenú pre tefatá. 
Alexander a i. (1973a) napájali gnotobiotické jahňatá zahuštěným kravským 
mliekom. Ovčie mlieko obsahuje viac mliečneho tuku a minerálu, ale jahňatá si ich 
nižší obsah v kravskom mlieku kompenzuji! vyšším príjmom (R i o u a i., 1977). 
Na základe naších pozorovaní usudzujeme, že tejto kompenzácie sú jahňatá schopné 
v 2. - 3. týždni života. V 4. a 5. týždni života přijímalo gnotobiotické jahňa prie- 
meme 1,6 1 mliečnej kfmnej zmesi na deň. Hmotnost’gnotobiotického jahňatá, ktoré 
bolo krmené len mliekom dosiahla vo veku 5 týždňov 9,0 kg, čo představovalo 75 % 
konvenčného jahňata, ktoré okrem mlieka přijímalo aj jadrovú krmnu zmes a seno. 
Krmenie a ošetrovanie zvierat v izolátore z pevných stien, ktorý bol použitý v na­
šich experimentoch je náročnejšie ako v izolátoroch z PVC fólie vybavených 
klietkou. Predovšetkým odběry vzoriek biologického materiálu (krv a bachorový 
obsah) si v sklolaminátovom izolátore vyžaduji! zručnost’ dvoch pracovníkov.

Všetky použité postupy sterilizácie izolátorov, krmivá, materiálu a vzduchu boli 
plné účinné. V súlade s odporučeniami В a r r e 11 a (1959) a Greenspana 
a i. (1955) sme na sterilizáciu izolátorov použili roztok kyseliny peroctovej v 2% 
koncentrácii vo forme aerosolu a móžeme potvrdit’jeho spofahlivú účinnost’.

Použitá modifikovaná metoda mikrobiologickej kontroly podFa W a g n e r a 
(1959) sa osvědčila. V případe individuálneho odchovu došlo ku kontaminácii 
jahňata v gnotobiotickom izolátore s Bacillus spp. v 2. týždni života. Zdrojom konta- 
minácie bolo mlieko, ktoré nebolo dostatočne autoklavované v dósledku poruchy 
autoklávu. Pri skupinovom odchove boli jahňatá germ-free 3 týždne. Ku kontami­
nácii došlo v 4. týždni ich života zárodkami Staphylococcus hyicus a Bacillus cereus 
v dósledku prederavenia izolátorového vaku zásobného izolátora z PVC fólie.

Gnotobiotické jahňatá sa v našej experimentálnej práci využívajú predovšetkým 
v oblasti štúdia vývoja a ovplyvňovania tráviacich procesov mláďat prežúvavcov 
z hfadiska ich stimulácie, prevencie tráviacich porúch, zvyšovania využitelnosti 
krmivá a produkcie.
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Our own innovated method of the hysterectomy recovery of gnotobiotic lambs, modi­
fied equipment for gnotobiote rearing, management and tending techniques were tested 
in this study. A hysterectomy hood (Fig. 1) was made from plexiglass and it fully met 
the requirements for simple and rapid handling. Our own modified isolator for gnoto­
biotic lamb rearing (Fig. 2) made out of glass-reinforced plastic with plexiglass sight 
holes was used for group rearing. It was more resistant to mechanical damage in com­
parison with the isolators equipped with PVC sheet pouches. The use of an isolator for 
feed and material (Fig. 3) and of an isolator for waste material storage with a PVC sheet 
pouch was found to be very practical; these isolators were connected to the rearing iso­
lator through piping. The ventilation system was sufficient enough. An emasculator was 
used for hysterectomy. The method is simple and rapid, reliable and it enabled to preserve 
lambing ewes for other experimental purposes. Gnotobiotic lambs were successfully fed 
a milk replacer for calves. Samples of biological material (blood, rumen fluid, droppings) 
were taken from lambs kept m the isolator. The isolators were sterilized with 2% solution 
of peracetic acid sprayed as aerosol. Milk, materials made of glass and metal were auto­
claved at a temperature of 121 °C, pressure 1.2 alm, for 30 minutes, and the concentrate 
mixture was sterilized with an X-ray dose of 2.5 Mrad. All the used methods of sterili­
zation were fully efficient. A modified method reliably detecting lamb and isolator con­
tamination was used for microbiological monitoring. Gnotobiotic lambs are employed 
to study mainly the development of and effects on the digestive activities of ruminant 
youngs with respect to their stimulation, prevention and therapy of digestive disorders, 
to an improvement of feed utilization and production.

lambs; gnotobiology; recovery and rearing of gnotobiotes; hysterectomy hood; isolator 
for gnotobiotic rearing
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VPLYV RASTLINNEJ VÝŽIVY NA NIEKTORÉ HODNOTY 
METABOLIZMU BIELKOVÍN A TUKOV U POTKANOV 
V RÓZNOM VEKU

M. Krajčovičová-Kudláčková, E. Ozdín

Výskumný ústav výživy, Bratislava

Potkanom (samcom) vo veku 30 - 140 dní sa podávala potrava s optimálnym obsahom 
živin diferencované podTa veku, so zdrojom bielkovín: kazein mlieka, sója (odtučnená 
a zbavená inhibítorov tráviacich enzýmov), pšeničný glutén a ich zmes (po 1/3 bielko­
vín). Miera proteosyntézy, sledovaná na základe inkorporácie L-/U-14C/-tyrozínu 
v bielkovinovej frakcii pečene a svalu zvierat na výživě kazeín-glutén, je vyrovnaná 
pre oba druhy bielkovín u zvierat vo veku 140 dní, u rastúcich zvierat (70 dní) sú 
hodnoty aminokyseliny významné nižšie pre výživu gluténom. Zistila sa priama zá- 
vislosť utilizácie bielkovín (čistý proteinový poměr NPR) na hodnotách aminokyseli­
nového skóre limitujúcich aminokyselin a potenciálnej biologické) hodnotě potravy 
u rastúcich zvierat vo veku 30 - 98 dní. V dospělosti (od 105 dní) je utilizácia 
rastlinných zdrojov potravy vyrovnaná so živočišným zdrojom a teda nezávislá na kva­
litě aminogramov. Výsledky ukazujú na neplnohodnotnosť rastlinných zdrojov potravy 
z híadiska proteosyntézy a obsahu limitujúcich aminokyselin (určujúcich pre syntézu 
peptidových reťazcov) v období vývoja organizmu. Hodnoty cholesterolu a triacylgly- 
cerolov v sére potkanov sú nižšie pře rastlinnú a zmiešanú výživu a vykazujú priamy 
vzťah ku Lys/Arg a Met potravy a nepriamy ku Arg+Glu+Gly.

potkany; rastlinná výživa; kvalita bielkovín; proteosyntéza; čistý proteinový poměr

Pre fyziologický priebeh metabolických procesov organizmu musí potrava obsahovat’ 
všetky živiny a v každom veku v určitom správnom pomere (FAO/WHO/LJNU, 1985; 
NRC, 1978). S vekom sa mění poměr medzi novotvorbou tělových bielkovín 
a bielkovín pre obnovu tkaniv (Krajčovičová-Kudláčková a D i - 
bák,1986).

V práci je sledovaný vplyv rastlinných zdrojov potravy róznej kvality (sója, pše­
ničný glutén) a ich zmesi s kazeínom v podmienkach optimálneho příjmu živin na 
ich využitelnost’ z hradiska aminokyselin a proteosyntézy (čistý proteinový poměr 
NPR) u laboratórnych potkanov v roznom veku. Izotopovou štúdiou na základe 
inkorporácie značkovanej aminokyseliny v bielkovinovej frakcii pečene a svalu 
zvierat na referenčnej výživě (kazein) a rastlinnej výživě (glutén) je sledovaná miera 
proteosyntézy vzhFadom na vek. Výsledky sú doplněné o priebeh procesu gluko- 
neogenézy a hodnoty triacylglycerolov a cholesterolu. Zdroje výživy sú hodnotené 
okrem bežne užívaného posúdenia kvality bielkovín tiež podFa limitujúcich amino­
kyselin a podlá potenciálnej biologickej hodnoty (Mitchell, 1964; Černi- 
k o v, 1986).
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MATERIÁL A METÓDY

Pokus sme robili na potkanech, samcoch (kmeň Wistar; chovná stanica Velaz, 
Praha) hněď po odstavení (hmotnost’68 ± 5 g), ktorým sme do veku 140 dní podávali 
ad libitum potravu optimálneho zloženia živin diferencované pódia postupujúceho 
veku, ako sme zistili prv v našich experimentech (Krajčovičová-Ku- 
d 1 á č к o v á , 1990). Ako rastlinný zdroj výživy sme použili odtučnenú sójovú 
muku (Čokoládovny, Praha; Sója, Kolín), pečenú pri teplotě 180 °C 20 min na 
odstránenie inhibítorov tráviacich enzýmov (Friedman a i., 1989) o obsahu 
46 ± 3 % bielkovín, 1,7 ± 0,2 % tukov a 37,0 ± 2,8 % sacharidov, ďalej pšeničný 
glutén (Slovenské škrobárne, Trnava) o obsahu 70 ± 2 % bielkovín, 6,0 ± 0,4 % 
tukov a 12,0 ± 1,0 % sacharidov. Zmiešanú (rastlinno-živočíšnu) potravu tvořila 
zmes dvoch rastlinných zdrojov s kazeínom mlieka v rovnakých množstvách 
v dávke bielkovín. Živočišný zdroj (Laktos, Praha) mal zloženie 78 ± 2 % bielkovín, 
1,3 ± 0,06 % tukov a 2,0 ± 0,09 % sacharidov. Obsah tukov a sacharidov přinesený 
s potřebnou dávkou bielkovín příslušného zdroja bol odpočítaný od margarínu 
(Palma, Bratislava), ktorý má poměr nasýtených ku nenasýteným mastným kyseli­
nám 1 : 4 a od pšeničného škrobu v zložení experimentálnych diét. Zložky sacha­
ridov běli sacharóza a pšeničný škrob vo fyziologickom pomere 1 : 6,2 
(Krajčovičová-Kudláčková,! 992). Nastanovenieobsahu aminoky­
selin v zdrojoch rastlinnej výživy a v kazeíne boli zdroje hydrolyzované v asi 
40-násobku HC1 (c = 6 mol?l) po dobu 72 h a v hydrolyzovaných vzorkách bol obsah 
aminokyselin stanovený zautomatizovanou chromatografickou metodou (Spack- 
m a n a i., 1958).

Výpočet obsahu optimálnej dávky bielkovín rastlinných zdrojov (bez fortifikácie 
aminokyselin a vzhFadom na referenčný živočišný zdroj kazeín), je uvedený v tab. I.

Zostavenie potravy s fyziologickým obsahom živin:

zložky potravy 
(g/100 g)

vek potkanov (dni)
30 - 45 46-75 76 - 90 91 - 120 121 - 140

tuky 30 20 15 11 10
sacharidy 36 41 46 51 51
soFná zmes Osborne 4 4 4 4 4
bielkoviny

kazeín К 15 15 12,5 11,5 10
agar 15 20 22,5 22,5 25
sója S 16,8 16,8 14 12,9 11,2
agar 13,2 18,2 21 21,1 23,8
glutén G 21,9 21,9 18,3 16,8 14,6
agar 8,1 13,1 16,7 17,2 20,4
zmes M (K.SG)
0,33 : 0,34 : 0,34 17,9 17,9 14,9 13,7 11,9
agar 12,1 17,1 20,1 20,3 23,1
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Vitamínová zmes sa přidávala do potravy před jej každodenným podáním zvie­
ratám (Henry, 1965).

Obsah dusíka resp. bielkovín (N x 6,25) v kazeíne, sóji, gluténe a v potravě bol 
stanovený Dumasovou metodou (Vondenhof a Schulte, 1979). Obsah 
tukov v zdrojoch potravin, v margaríne a dietách sme určili extrakčnou metodou 
Soxhletovou a obsah sacharidov v zdrojoch bielkovín, v sacharóze, pšeničnom škro­
be a v potravě sme stanovili metodou podfa Schoorla (P r i b e 1 a , 1978). Obsah 
živin v potravě sa pohyboval v rozmedzí přípustných hraníc (chyba 0,3 - 0,6 %).

Zvieratá v počte 72 ks na kazeínovej potravě, 16 ks na sóji, 32 ks na gluténe 
a 16 ks na zmesi troch zdrojov bielkovín boli umiestnené v klietkach s mriežkovou 
podlahou individuálně. Potravu a pitná vodu dostávali ad libitum Směrnice pre sta­
rostlivost’ o laboratorně pieratá boli dodržiavané. Derme sme meraíi spotřebu potra­
vy a týždenne hmotnost’ zvierat Z kazeínovej skupiny sa postupné vyčlenilo 
5 skupin zvierat po 8 ks na konzumáciu bezbielkovinovej potravy po dobu 7 dní, 
aby sa zistil priemerný úbytok hmotnosti pre výpočet NPR (Bender a 
D o e 1 1 , 1957) a to vo veku 35 - 42 dní, 63 - 70 dní, 85-91 dní, 113- 119 dní 
a 133 - 140 dní, teda na začiatku experimentu, ďalej v čase 1. a 2. dekapitácie a na- 
viac ešte po jednom raze v období dospievania a v dospělosti.

prírastok hmotnosti zvierat + úbytok hmotnosti zvierat 
_ na testovanom proteine (g) na bezbielkovinovej potravě (g) 

příjem bielkovín (g)

Na 70. a 140. deň sa 8 ks každej skupiny podfa druhu potravy dekapitovalo 
(následné po 16hodinovom hladovaní), bola odobratá krv na stanovenie triacylgly- 
cerolov a cholesterolu v sére, ďalej rýchlo vypitvaná pečeň. schladená a navážená 
na stanovenie aktivity fosfoenolpyruvátkarboxykinázy - PEPCK (E.C.4.1.1.32) - 
Flores a Alleyne (1971). Zložky lipidov boli merané tes am; firmy 
Lachema.

Ďalej na 70. a 140. deň veku sa po 8 ks zvierat na kazeínovej potravě na gluté- 
novej potravě (najnižšie NPR do 70 dní veku) použilo na izotopová Stádiu (T а - 
пака a i., 1987) Od 7.30 do 16.30 h zvieratá hladovali, od 16.30 do 19.30 h mali 
volný přístup к potravě Příjem vody nebol obmedzovaný. O 19 30 h sa potkanem 
aplikoval intraperitoneálne L-/U-l4C/-tyrozín (sterilizovaný. 2% etanoheký roztok 
s měrnou aktivitou 13.32 GBq/mmol, riedený na aplikovaná dávku vytemperova- 
ným fyziologickým roztokem) v množstve 2,9 mg/g hmotnosti u mladých zvierat 
a 2 mg/g hmotnosti u starších potkanov (Tanaka a i, 1987) 12 hodin po apli- 
kácii izotopu boli zvieratá usmrtené éterovou narkózou, bola vypitvaná pečeň 
a odobratá vzorka z pravého žádného stehnového svalu. Z pečene a svalu sa navá­
žilo asi 250 mg do 20 dielov zmesi chloroform-metanol (2:1) podfa autorov 
(F o 1 c h a i. (1957). Po 24.hodinovej extrakci! a následnej centrifugách (10 min, 
5 000 ot/min) sa sediment spravoval s 20 dielmi 10% kyseliny trichloroctovej na 
získanie čistej proteínovej frakcie z použitých tkaniv. Po bežnej centrifugách bol 
sediment po vyzrážaní bielkovín rozpuštěný inkubáciou pri 50 °C v NCS (Nuclear
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Chicago Solubilizer, US Patent 3, 506 828). Z rozpustenej proteínovej frakcie bol 
odobratý 1 ml do scintilačnej banky, okyslenej 50- 100 pl Fadovej kyseliny octovej 
(na odstránenie chemiluminiscencie), ďalej bolo přidané 10 ml PCS (Phase Combi­
ning System) a po úplnom odstránení fluorescencie roztoku bol rádioaktívny uhlík 
detekovaný kvapalno-scintilačnou spektrometriou metodou externého Standardu za- 
riadením LKB typ 1214 Rack Beta Excel (Švédsko).

Na stanovenie obsahu tyrozínu v tkanivách v čase dekapitácie bola pečeň a sval 
hydrolyzovaná s kyselinou chlorovodíkovou (c = 6 mold, asi 40-násobkom) po dobu 
72 h a v hydrolyzátoch tkaniv bol obsah tyrozínu stanovený chromatografickou me­
todou (S packman a i., 1958).

VÝSLEDKY

V tab. I sú uvedené aminogramy kazeínu, sóje a gluténu a výpočet optimálnej 
dávky bielkovín vzhFadom ku kazeínu (bez fortifikácie aminokyselin) na základe 
priemernej hodnoty poměru aminokyselin kazeín/rastlinný zdroj a bez limitujúcich 
aminokyselin. Faktorom 1,12 pre sóju a 1,46 pre glutén boli násobené optimálně 
hodnoty kazeínu v experimentálnych diétach a tieto potom v zmesi bielkovín ka- 
zeín-sója- glutén úměrně redukované na jednu třetinu. Poměr esenciálnych ku ne- 
esenciálnym aminokyselinám je pre kazeín 0,79, pre sóju 0,73 a pre glutén 0,30. 
Aminokyselinové skóre sumy esenciálnych aminokyselin EAS vzhFadom ku kazeínu 
je u sóje 93, pre glutén 53.

Tab. II obsahuje hodnoty aminokyselin v optimálnych množstvách bielkovín 
rastlinných zdrojov (a ich zmesi s kazeínom) úměrných 1 g bielkovín kazeínu podFa 
výpočtu v tab. I. EAS sa tým zvýšilo pre sóju na 104, pre glutén na 77 a zmes takto 
upravených dvoch rastlinných bielkovín s kazeínom má EAS 94. Aminokyselinové 
skóre rastlinných bielkovín, s kazeínom má EAS 94. Aminokyselinové skóre AS 
limitujúcej aminokyseliny pre kazeín (Met+Cys/2) vzhFadom na vajce má hodnotu 
67, pre sóju (Met+Cys/2) 63, pre glutén (Lys) 28 a zmes bielkovín (Met+Cys/2) 
67. Priememá hodnota rozdielov aminokyselinového skóre RAS 8 esenciálnych ami­
nokyselin (+Cys/2, +Tyr) vzhFadom na limitujúcu aminokyselinu v každom zdroji 
bielkovín KRAS má pre К hodnotu 30, pre S 34,9, pre G 45,9 a pre M najnižšiu 
hodnotu 23. 100-KRAS, teda potenciálna (teoretická) biologická hodnota BHpje 
najvyššia pre zmes bielkovín (77), po nej nižšiu, ale blízku hodnotu má kazeín (70), 
následuje sója (65,1) a najnižšiu BHpmá glutén (54,1).

Tab. Ill a obr. 1 ukazujú priebeh hmotnosti zvierat vo veku 30 - 140 dní 
v týždenných intervalech pre použité druhy potravy. Charakteristický priebeh má 
křivka hmotnosti pre živočišný referenčný zdroj kazeín. Hmotnost’ stúpa s vekom 
lineárně do obdobia 77 dní, čo vo vyjádření regresnej priamky (y = 6,9987x - 
133,6814; и = 110; r = 0,9982; P < 0,001) znamená denný nárast hmotnosti 6,99 g 
a obdobie prudkého rastu potkanov. Závěr rastovej křivky od 105 dní veku možno 
tiež považovat’ za lineámy (y = 0,6408x + 412,0020; л = 48; r = 0,9459; P < 0,001) 
s nárastom hmotnosti len 640 mg. Toto obdobie s veFmi nízkou změnou hmotnosti 
je už obdobie dospělosti. Vyrovnané s kazeínom sú hodnoty hmotnosti zvierat na
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I. Hodnoty aminokyselin (mg/g bielkovín) v kazeine (K), sóji (S), gluténe (G), poměr aminokyselin 
K/S a K/G a úprava hodnot aminokyselin pre optimálnu dávku bielkovín, poměr esenciálnych ku 
neesenciálnym aminokyselinám E/N a aminokyselinové skóre sumy esenciálnych aminokyselin EAS 
- The values of amino acids (mg/g proteins) in casein (k), soya (S), gluten (G), amino acid ratios 
in K/s and K/G, and adjustment of amino acid values for an optimum protein rate, essential to no­
nessential amino acid ratio E/N and the amino acid score of the sum of essential amino acids EAS

'amino acid

Amino­
kyselina* 
(и = 6)

i2 c/)
3

(N

X
uo

CN

X
£

О Í

5

X
О

Š 

X

Ž

His 28 ±1 25 ±1 1,12 28 1,00 15 ± 1 1,86 22 1,27

Ile 44 ±3 54 ±2 0,81 61 0,72 33 ±3 1.27 48 0,88

Leu 107 ±4 85 ±3 1,26 95 1,12 71 ±3 1,51 104 1,02

Lys 81 ±3 72 ±2 1,12 81 1,00 12 ± 1 6,75 18 4,50

Met 29 ± 1 17 ± 1 12± 1 2,41 18 1,61

Cys/2 7±1 13± 1 1,20 34 1,06 13 ± 1 0,53 19 0,37

Phe 56 ±2 56 ± 1 1,00 63 0,89 44±3 1,27 64 0,88

Thr 36 ±3 48 ± 1 0,71 54 0,67 18 ± 1 1,89 26 1,31

Val 65 ±3 55 ± 1 1,18 62 1,05 30 ±2 2,16 44 1,48

Arg 35±2 71 ±2 0,48 80 0,43 31 ±2 1,13 45 0,78

Glu 190 ±7 191 ± 10 1,00 214 0,89 478 ± 33 0,40 698 0,27

Pro 120 ±5 49 ±2 2,45 55 2,18 124 ±8 0,97 181 0,67

Ser 51 ±3 41 ±3 1,25 46 1,10 38 ±3 1,34 55 0,93

Tyr 64 ±4 23 ± 1 2,78 26 2,46 26 ±2 2,46 38 1,68

Ala 26 ±1 37 ± 1 0,70 41 0,63 23 ± 1 1,13 34 0,76

Asp 62 ±4 98 ±6 0,63 110 0,56 24 ± 1 2,58 35 1,77

Gly 15 + 1 40 + 2 0,34 45 0,33 29 + 2 0,52 42 0,36

1,12 1,00 1,46 
(-Lys)

1,00

E/N 446/570 =
0,79

412/563 = 
0,73

235/786 = 
0,30

EAS 100 93 53
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II Hodnoty aminokyselin v 1 g kazeínu (K), v množstvách rastlinných zdrojov odpovedajúcich podlá kvality 1 g kazeínu (1,12 g bielkovin 
sóje S, 1,46 g bielkovin glutenu G a 1, 9 g bielkovin ich zmesi M), poměr esenciáinych ku neesenciálnym aminokyselinám E/N, aminoky­
selinové skóre jednotlivých esencuilnych aminokyselin ASt a ich sumy EAS, rozdiel aminokyselinového skóre RAS, koeficient rozdielov 
aminokyselinového skóre KRAS a potenciána biologická hodnota BHP- The values of amino acids per 1 g casein (K), as the amounts of 
vegetable sources corresponding by the quality to 1 g casein (1.12 g soya S proteins, 1.46 gluten G proteins and 1.19 proteins of their mixture 
M), essential to nonessential amino acid ratio E/N. amino acid score of particular essential amino acids ASX and of their sum EAS, difference 
in the amino acid score RAS, coefficient of the differences in the amino acid score KRAS and the potential biological values BHP

'amino acid, 'egg

Amino­
kyselina'

Vajce
(FAO WHO/ 
UNU, 1985)

К S G M
mg
1 g

AS, RAS mg 
1.12g AS, KAS mg AS, RAS mg AS, RAS1,46 g 1,19g

His 24 28 116 49 28 * 116 53 22 92 64 26 108 41
He 66 44 67 0 61 92 29 48 73 45 51 77 10
Leu 88 107 121 54 95 108 45 104 117 89 102 116 49
Lys 64 81 127 60 81 126 63 18 __ 28 0 61 95 28
Met 31 29 19 18 22
Cys/2 23 7 67 0 15 63 0 19 69 41 14 У 0
Phe 58 56 63 64 61
Tyr 43 64 119 52 26 88 25 38 101 73 43 103 36
Thr 51 36 71 4 54 106 43 26 51 23 39 77 10
Vai 74 65 88 21 62 84 21 44 60 32 57 77 10
KRAS 30,0 34,9 45,9 23,0
BHp 70,0 65,1 54,1 77,0
Arg 35 80 45 54
Glu 190 214 693 364
Pro 120 55 180 119
Ser 51 46 55 51
Ala 26 41 33 34
Asp 62 110 35 70
Gly 15 45 42 34

E/N 446/570 463/632 344/1140 419/783
= 0,79 = 0,73 = 0.30 = 0,54

EAS 100 104 77 94



III. Hmotnost’ zvierat (g) a čistý proteinový poměr NPR za dlhodobého přijmu potravy optimálneho 
zloženia živin diferencovaných podlá postupujúceho veku a zdrojom bielkovín kaze in (К), sója (S), 
gluten (G) a ich zmes (M), obsahujúca po 1/3 z každého druhu. P = oproti kazeinu, * = P < 0,05; 
** = P < 0,01; *♦♦ =P< 0,001 — The weight of rats (g) and net protein ratio NPR under a long-range 
intake of a diet with optimum formula differentiated in dependence on age and with casein (K), 
soya (S), gluten (G) and their mixture (M) containing one-third portions of each protein, as protein 
sources. P = against casein, * = P < 0.05; ** = P < 0.01; *** = P < 0.001

1 age (days)

Vek (dni)1 К S G M
35 115± 5 100 ± 12 88 ± 6* 102 ± 7
42 160 ± 8 140 ± 8 111 ± 16** 172 ± 10
49 208 ± 8 183± 10 133 ±12*** 233 ±13
56 265 ± 12 238 ± 13 155 ±14*** 291 ± 8
63 318± 10 298 ± 13 186 ±19*” 339 ±10
70 354± 13 321 ± 17 221 ±18*** 376 ± 11
77 396 ± 12 358 ± 15 359 ±11" 403 ± 17
84 424 ± 16 358 ± 22 294 ± 12“ 425 ± 13
91 449 ± 20 397 ± 24 320 ±14” 438 ± 18
98 468 ± 7 413± 30 352 ± 12*** 455 ±20

105 478 ± 28 416 ±23 362 ±23** 467 ± 24
112 481 ± 16 429 ± 29 386 ±20** 480 ±17
119 493 ±25 443 ±20 393 ± 13** 492 ± 16
126 495 ± 22 458 ± 24 416±19* 498 ± 20
133 496 ±21 472 ± 29 434 ±18 505 ± 19
140 500 ±33 474 ±30 449 ±20 509 ± 23
42 3,10 ±0,15 2,48 ±0,17* 1,78 ±0,17” 2,83 ± 0,14
49 2,64 ±0,14 2,18 ±0,16* 1,50 ±0,12” 2,58 ±0,16
56 2,61 ±0,09 2,10 ±0,15** 1,38 ±0,11*** 2,46 ± 0,15
63 2,56 ±0,18 1,86 ± 0,12** 1,25 ±0,14 2,43 ±0,14
70 2,00 ±0,15 1,48 ±0,10* 1,22 ± 0,13” 2,07 ±0,11
77 1,75 ± 0,08 1,35 ±0,14* 1,26 ± 0,08 1,88 ±0,10
84 1,62 ± 0,09 1,30 ± 0,09* 1,27 ± 0,12* 1,80 ±0,09
91 1,52 ± 0,06 1,23 ± 0,08* 1,17 ±0,10** 1,74 ±0,06
98 1,51 ± 0,08 1,22 ±0,10* 1,26 ±0,10* 1,65 ±0,06

105 1,10 ± 0,11 0,96 ± 0,06 1,12 ±0,08 1,24 ±0,04
112 1,04 ±0,12 0,94 ± 0,06 1,01 ± 0,06 1,20 ±0,05
119 1,06 ±0,13 1,01 ±0,08 0,96 ± 0,07 1,23 ±0,03
126 1,11 ± 0,07 1,09 ± 0,09 1,00 ±0,05 1,19 ±0,04
133 1,10 ± 0,08 1,02 ±0,08 1,04 ± 0,04 1,19 ±0,05
140 1,12 ±0,05 1,07 ± 0,10 0,99 ± 0,04 1,20 ±0,04
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zmesi M. Znížené hodnoty, no nevýznamné, má rastová křivka zvierat na sóji a aty­
pický priebeh má hmotnost’ zvierat s vekom na obilovině. Hodnoty hmotnosti u G 
zvierat sú v celej vekovej škále významné nižšie vzhTadom na kazeín, u posledných 
dvoch meraní je zníženie hmotnosti nevýznamné.

Utilizácia bielkovín (tab. Ill, obr. 1) je pre zmes bielkovín nevýznamné nižšia 
oproti kazeínu vo veku 42 - 70 dní, od 77 dní veku až do konca pokusu hodnoty 
NPR zmesi prevyšujú hodnoty pre kazeín. Nižšie oproti kazeínu (na hranici 
významnosti) je NPR pre sóju do veku 98 dní (pre vek 56 a 63 dní je P < 0,01). 
Významné zníženie dosahuje NPR u gluténu: do veku 77 dní 43 - 51 %, do veku 
98 dní je zníženie utilizácie obilnej bielkoviny o 17 - 24 %. Od 105 dní veku sú 
změny v NPR pre všetky použité druhy bielkovín nevýznamné.

1. Hmotnost zvierat a čistý proteinový poměr NPR za dlhodobého příjmu (od odstavu do veku 
140 dní) potravy optimálneho zloženia živin diferencovaným podfa postupujúceho veku a zdrojom 
bielkovín kazeín (K), sója (S), glutén (G) a ich zmes (M) obsahujúca po 1/3 z každého druhu bielko­
viny. Středné chyby priemeru sú uvedené v tab. Ill - The weight of rats and net protein ratio NPR 
under a long-range intake (from weaning to the age of 140 days) of a diet with optimum formula 
differentiated in dependence on age and with casein (K), soya (S), gluten (G) and their mixture (M) 
containing one-third portions of each protein, as protein sources. Tab. Ill shows standard errors of 
the mean 
'weight, 2days

Na obr. 2 sú výsledky izotopovej štúdie. Množstvo tyrozinu pre proteosyntézu 
u potkanov dlhodobo na potrave kazeínovej a gluténovej je vypočítané z celkového 
množstva aminokyseliny v pečeni a svale po kyslej hydrolýze bielkovín a na základe 
podielu radioaktivity z celkovej podanej dávky izotopu v bielkovinovej frakcii pe- 
čene a svalu za 12 hodin. Je významné vyššie v pečeni a svale u mladých zvierat 
vo veku 70 dní (teda v období prudkého rastu) pre kazeínovú potravu. Vo svale je
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2. Množstvo tyrozínu použité za 12 hodin na proteosyntézu vo svale a pečeni zvierat veku 70 a 
140 dní, dlhodobo na potravě optimálneho zloženia živin a zdrojom bielkovín kazeín (К) a glutén 
(G) — Tyrosine amounts utilized in 12 hours for proteosynthesis in the muscles and liver of rats at 
the age of 70 and 140 days, receiving for a long time a diet with optimum formula and with casein 
ÍK) and gluten (G) as protein sources 
'days, 2muscle, 3liver

zvýšenie l,4násobné, v pečeni l,7násobné. Pre sval zvierat dospělých (veku 140 dní) 
sú hodnoty tyrozínu pre proteosyntézu vyrovnané pre kazeín a glutén, v pečeni je 
zníženie pre gluténovú potravu nevýznamné.

Hodnoty aktivity fosfoenolpyruvátkarboxykinázy PEPCK (obr. 3) v pečeni zvie­
rat vo veku 70 dní sú v nepriamom vztahu к hodnotám NPR pri vzájomnom po­
rovnaní použitých druhov potravy. Pre vek 140 dní je proces glukoneogenézy 
vyrovnaný pre К, S, G a M.

Sérové hodnoty triacylglycerolov (TG) a cholesterolu (OH) sú významné nižšie 
oproti kazeínu pre všetky druhy potravy a pre obe věkové kategorie s výnimkou 
nevýznamného zníženia cholesterolu pre vek 70 dní (obr. 3). Najváčšie zníženie 
hodnot TG a CH je u potravy s obilnou bielkovinou a sójovou bielkovinou. Priebeh 
lipidických parametrov séra v řade K, S, G, M je v priamej závislosti na priebehu 
hodnot Lys/Arg a Met a v nepriamom pomere к súčtu Arg+Glu+Gly (obr. 3).

DISKUSIA

Pre posúdenie využitelhosti zdrojov potravy pre organizmus z hradiska bielkovín 
sú významné závěry práce autorky Mitchel (1964) a nové hodnotenie bielko­
vín podlá koeficientu rozdielov aminokyselinového skóre a potenciálnej biologickej 
hodnoty (Č e r n i к o v , 1986). Definícia kvality bielkovín v zmysle zastúpenia 
všetkých esenciálnych aminokyselin a ich rovnováhy к neesenciálnym (poměr E/N 
blízky číslu jeden), ako sú v referenčnej bielkovine slepačieho vajca alebo kravského 
mlieka (FAO/WHO/UNU, 1985) ovšem platí v súčinnosti s obsahom limitujúcej 
aminokyseliny, resp. jej aminokyselinového skóre vzhTadom na referenčný protein. 
Prvá deficitná (limitujúca) aminokyselina určuje stupeň produktívneho využitia (na 
plastické, anabolické pochody) ostatných esenciálnych aminokyselin, pretože je ini- 
ciátorom syntézy peptidového retazca. Je známy přísný předpis sekvencie jednotli-
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3. Aktivita fosfoenolpyru- 
vátkarbosykinázy PEPCK 
v pečeni, hodnoty triacylgly- 
cerolov (TG) a cholesterolu 
(CH) v sére zvierat veku 70 
a 140 dní dlhodobo na potra­
vě optimálneho zloženia 
živin a zdrojom bielkovín 
kazeín (K), sója (S), glutén 
(G) a ich zmes (M). Hodnoty 
Lys/Arg, Arg+Glu+Gly a 
Met v potravě zvierat - The 
activity of phosphoenolpyru­
vatecarboxykinase PEPCK 
in liver, the values of tria­
cylglycerol (TG) and cho­
lesterol (CH) concentrations 
in the blood serum of rats at 
the age of 70 and 140 days 
receiving for a long time a 
diet with optimum formula 
and with casein (K), soya 
(S), gluten (G) and their 
mixture (M) as protein 
sources. Dietary values of 
Lys/Arg, Arg+Glu+Gly and 
Met in rats 
'days

vých aminokyselin v primárnej štruktúre syntezovaných bielkovín daný tripletmi 
nukleotidov v genetickom kóde. Podlá ponuky množstva limitujúcej aminokyseliny 
sa radia do peptidového retazca ostatně aminokyseliny.

Č e r n i к o v (1986) berie do úvahy při posudzovaní kvality bielkovín, resp. 
výpočtu hodnoty pre proteosyntézu priemer rozdielov aminokyselinového skóre 
jednotlivých esenciálnych aminokyselin oproti vajcu vzhTadom na limitujúce ami­
nokyseliny v hodnotených zdrojoch bielkovín (KRAS), čo je zbytok esenciálnych 
aminokyselin, ktorý sa nevyužije na plastické potřeby organizmu a využívá sa na 
katabolické pochody bielkovín. Čím je nižšia hodnota KRAS, tým je bielkovina kva- 
litnejšia. 100-KRAS je potenciálna biologická hodnota BHpa znamená stupeň pro- 
duktívneho využitia esenciálnych aminokyselin na proteosyntézu.

Kvalita bielkovín v spojitosti s utilizáciou bielkovín viedla v predkladanej práci 
к týmto záverom pre zvieratá prudko rastúce. Čím je vyššie skóre limitujúcej ami­
nokyseliny a čím je vyššia hodnota BHp, tým je bielkovina, resp. zmes aminokyselin 
lepšie utilizovateFnä: AS limitujúcich aminokyselin v radě K, S, G, M je 67, 63, 28, 
67; BHp 70,0; 65,1; 54,1; 77,0; NPR pre vek 70 dní 2,00; 1,48 (P < 0,05); 1,22 
(P < 0,001); 2,07; pre vek 98 dní (obdobie dospievania) 1,51; 1,22 (P < 0,05); 1,26 
(P < 0,05); 1,65. V dospělosti sa rozdiely v kvalitě bielkovín neodrážajú na ich uti-
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lizácii. Utilizácia aminokyselin použitých zdrojov rastlinnej výživy je vyrovnaná so 
živočišným zdrojom, resp. nevýznamné změněná oproti zmiešanému typu výživy 
(NPR pre M je od veku 70 dní až do 140 dní najvyššie). Na proteosyntézu, ktorá 
v dospělosti po ukončení rastu, znamená obnovu tkaniv, údržbu organizmu, stačia 
hodnoty limitujúcich aminokyselin v daných aminogramoch.

Potvrdzuje to aj izotopová štúdia zistenia miery proteosyntézy na základe 
inkorporácie značkovanej aminokyseliny v bielkovinovej frakcii pečene a svalu 
potkanov prudko rastúcich a dospělých, v ktorej sem vo veku 140 dní nenašli rozdie- 
ly v hodnotě aminokyseliny pre proteosyntézu za časovú jednotku u výživy 
rastlinnej (glutén) v porovnaní s kazeínom. Naopak u veku 70 dní došlo 
к významnému zníženiu miery proteosyntézy u rastlinnej výživy. Zníženú intenzitu 
proteosyntézy v dospělosti dokumentujú nižšie hodnoty tyrozínu pre proteosyntézu 
oproti veku 70 dní na referenčnom proteine.

Hodnotenie vztahu utilizácie a kvality bielkovín sa odráža aj v priebehu kriviek 
hmotnosti pre jednotlivé zdroje výživy a v opačnom vztahu v údajoch hodnot akti­
vity enzýmu glukoneogenézy v období rastu, ktorý proces poukazuje na katabolické 
pochody bielkovín. Naviac vychádza priama závislost’ v radě použitých zdrojov K, 
S, G, M medzi aktivitou glukoneogenézy a hodnotami KRAS.

Nízké hodnoty triacylglycerolov a cholesterolu pri konzumácii rastlinnej stravy 
sú známe. V našej práci v podmienkach optimálneho obsahu živin třeba uvažovať 
o vplyve meniacej sa zložky na lipidické parametre a tou sú aminokyseliny. 
Kritchevky a i., (1982) vyslovili domnienku o ovplyvňovaní hodnot sérového 
cholesterolu v priamom smere pomerom Lys/Arg. Doucet a i. (1987) nenašli 
súvislosť medzi obsahom Lys v potravě a hodnotami sérového cholesterolu. Huff 
а С a r r o 11 (1980) zistili negativnu koreláciu hodnot triglyceridémie a choleste- 
rolémie s obsahom súčtu Arg+Glu+Gly v potrave. Yagasaki a i. (1986) po- 
písali, že vyšší obsah Met spösobil hypercholesterolémiu u potkanov a morčiat. 
Uviedli tiež negativnu koreláciu medzi koncentráciou Arg v potravě a hodnotami 
cholesterolu. Popísané vztahy lipidických parametrov a aminokyselin sme ukázali aj 
v našej práci (Lys/Arg, Met, Arg+Glu+Gly a hodnoty cholesterolu a triacylglycerolov).

ZÁVĚR

V dlhodobom experimente na potkanech veku 30 - 140 dní sa sledoval vplyv 
rastlinnej výživy (sója, glutén), resp. zmiešanej výživy (zmes sója, glutén, kazeín) 
na utilizáciu bielkovín, mieru proteosyntézy a hodnoty lipidických parametrov a to 
v podmienkach optimálneho zloženia potravy. Zistila sa priama závislost’ utilizácie 
bielkovín (NPR) u rastúcich potkanov (30 - 98 dní) na hodnotách aminokyselino­
vého skóre limitujúcich aminokyselin a potenciálnej biologickej hodnotě použitých 
aminogramov. Izotopovou technikou sa našla nižšia miera proteosyntézy zvierat 
veku 70 dní na gluténe v porovnaní s kazeínom. V dospělosti (105 - 140 dní) je 
utilizácia bielkovín pre všetky druhy potravy vyrovnaná, takisto miera proteosyntézy 
pre potravu kazeínovú aj gluténovú. Je znížená intenzita proteosyntézy (už nie no- 
votvorba bielkovín, ale len obnova tkaniv, údržby organizmu). Znížené sú sérové 
hodnoty cholesterolu a triacylglycerolov zvierat na rastlinnej a zmiešanej stravě 
oproti kazeínu a sú v priamej korelácii к Met a Lys/Arg potravy a v nepriamom 
vztahu к Arg+Glu+Gly.
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KRAJČOVIČOVÁ-KUDLÁČKOVÁ, M. - OZDÍN, В. (Nutrition Research Institute, Bratislava): 

The effect of vegetable diet on some values of protein and fat metabolism in len rats of 
different age.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (7) : 413-425.

Male len rats at the age of 30 - 140 days were administered a diet with an optimum 
content of nutrients in dependence on their age in which the source of proteins was this: 
milk casein (essential acid to nonessential acid ratio E/N = 0.79), soya (defatted and 
without inhibitors of digestive enzymes, E/N = 0.73), wheat gluten (E/N = 0.30), and 
their mixture (with one-third portions of each protein, E/N = 0.54). The dietary protein 
values were adjusted to optimum values according to the quality with respect to casein 
(without amino acid fortification). Protein utilization (net protein ratio NPR) was deter­
mined in weekly intervals, triacylglycerol and cholesterol concentrations in the blood 
serum were determined on the 70th and 140th day of age. A proteosynthesis rate was 
determined isotopically as L-/U-14C/-tyrosine incorporation in the protein fractions of 
liver and muscle in 12 hours after intraperitoneal aplication of the isotope in the rats in 
the period of rapid growth and in the adult rats on a casein - gluten diet. The isotopically 
determined values of tyrosine in the liver and muscles are significantly lower for the 
age of 70 days and gluten diet in comparison with the casein values. The proteosynthesis 
rate at the age of 140 days is identical. A direct relation was also found between protein 
utilization and the values of the amino acid score of limiting amino acids AS and the 
potential biological value of the diet BHp in growing rats at the age of 30 - 98 days (AS 
- K/Met + Cys/2/67, S/Met + Cys/2/63, G/Lys/28, mixture /Met+Cys/2/ 67; BH - К 70.0; 
S 65.1; G 54.1; mixture 77.0; NPR /70 days/ - К 2.00; S 1.48; G 1.22; mixture 2.07). 
In adult rats (from the age of 105 days) the utilization of the diet from vegetable sources 
is equalized with the utilization of the diet from animal sources, hence it does not depend 
on the aminogram quality. The results demonstrate the unsufficiency of vegetable sources 
of food with respect to proteosynthesis and the content of limiting amino acids (decisive 
for the synthesis of peptide chains) in the period of the organism development. In adult 
rats the values of the aminograms of food vegetable sources are sufficiently high with 
respect to the lower rate of proteosynthesis (not for the growth but for the organism 
maintenance, tissue regeneration). The values of cholesterol and triacylglycerol concen­
trations in the blood serum of len rats are lower for vegetable and mixed diets in com­
parison with dietary casein, and they are in direct proportion to the dietary Lys/Arg and 
Met ratio and in indirect proportion to the Arg+Glu+Gly sum.

growing and adult len rats; vegetable diet; protein quality; proteosynthesis rate; net pro­
tein ratio
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PŘECHOD RADIOCESIA DO KRÁLIČÍHO MASA 
A JEHO EXKRECE

J. Jandl, К. Sladovník

Výzkumný ústav veterinárního lékařství, Brno

Je popsán přechod radiocesia do králičího masa po ingesci sena přirozeně kontamino­
vaného následkem havárie v Černobylu. Bylo zjištěno, že po 20 dnech se ustaví rovno­
váha mezi příjmem radionuklidu a jeho koncentraci v mase králíků. Hodnota 
přechodového koeficientu je 0,29 d/kg. Exkrece radiocesia po převedení zvířat na ne- 
kontaminovanou potravu odpovídá dvěma biologickým poločasům: Tb\ = 1,5 dne 
a Tb2 = 66 dnů. Ze změřených hodnot je sestavena retenční rovnice Cs-137 v králičím 
mase, kterou lze využít pro výpočet množství radiocesia v různých dobách po ukončení 
ingesce kontaminovaného krmivá.

králičí maso; radiocesium; přechodový koeficient; biologický poločas; Černobyl

Jak známo, po černobylské havárii bylo území našeho státu zasaženo ra­
dioaktivním spadem, z něhož po vymizení krátkodobých radionuklidů (hlavně 
1-131) zůstalo přítomno v životním prostředí především radiocesium, izotop Cs-137 
a Cs-134, z nichž zvláště první představuje (a podle prognóz ještě dlouho předsta­
vovat bude) hrozbu pro potravní řetězec půda - rostlina (krmivo) - zvíře - člověk. 
Pohyb radionuklidu řetězcem je ovlivňován mnoha fyzikálně-chemickými i biolo­
gickými veličinami, jejichž výslednicí je přechodový koeficient Tf mezi danými 
články řetězce. Vylučování (úbytek) radionuklidu z organismu se nejčastěji popisuje 
biologickým (nebo efektivním) poločasem a retenční rovnicí.

V posledních letech bylo provedeno mnoho studií přechodu radiocesia do orga­
nismu hospodářských zvířat i jeho vylučování (Assimakopoulos aj., 1987; 
Voight aj., 1988,1989; Howard, 1989; Ward aj., 1989). V literatuře však 
chybí podobné experimenty provedené s králíky. Přitom je chov králíků u nás velmi 
rozšířen. Cílem této práce proto bylo:
- využít krmivá (sena) přirozeně kontaminovaného radiocesiem ke sledování re- 

tence radiocesia v mase králíků
- z výsledků vypočítat přechodový koeficient krmivo - zvíře (králičí maso)
- po převedení zvířat na nekontaminovanou dietu sledovat exkreci radiocesia a vy­

počítat biologické poločasy
- pro praktické využití vypočítat retenční křivku, ze které lze stanovit dobu 

potřebnou ke snížení množství radiocesia na požadovanou hodnotu.
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MATERIÁL A METODY

Pokusy byly provedeny s 20 králíky (kalifornské plemeno, samice). Průměrná 
hmotnost svaloviny byla 1,9 kg. 16 králíků bylo (kromě dalších komponent) krmeno 
senem sklizeným v okolí Velkého Meziříčí v rámci monitoringu kontaminace území 
po černobylské havárii. Pro pokus bylo vzato seno z jediné plochy, vzhledem ke 
zjištěné nehomogenní kontaminaci trávy i v rozmezí 500 - 1000 m. Kontaminace 
sena byla způsobena převážně Cs-137, což bylo prokázáno spektrometricky. V době 
pokusů byl poměr aktivity Cs-137 к aktivitě Cs-134 cca 8:1. Denní dávka sena 
činila 0,5 kg, průměrná měrná aktivita sena byla 2 294 ± 345 Bq/kg. Čtyři králíci 
tvořili kontrolní skupinu.

Po 20 dnech od počátku ingesce (která byla kontrolována vizuálně) se ustavila 
přibližná rovnováha mezi příjmem a vylučováním cesia. Králíci byli proto převedeni 
na normální dietu - směs pro výkrm králíků.

Ve stanovených intervalech byl náhodně vybraný kus utracen a ze hřbetní a ste­
henní svaloviny byly připraveny tři vzorky masa v 250 ml PE lahvích. Dále byla 
změřena radioaktivita Cs-137 v mase a stanoven nárůst a později i pokles množství 
radiocesia.

Veškerá měření radioaktivity se prováděla polovodičovým germaniovým detekto­
rem s vyhodnocením na mnohakanálovém analyzátoru impulzů Canberra Series 80 
(P r o c h á z к a , aj., 1987)

KUMULACE Cs-137

Přechodový koeficient Tj- je definován vztahem:

Tf=
aktivita Cs-137 v mase (Bq/kg) 

denní příjem Cs-137 (Bq/d)
= (d/kg) (1)

Denní příjem = koncentrace Cs-137 v krmivu (Bq/kg) násobený denním příjmem 
krmivá (kg/d). Rovnice (1) je platná jen v případě rovnovážného stavu mezi příjmem 
a exkrecí radionuklidu.

EXKRECE Cs-137

Celková rychlost, s níž se radioaktivita ve sledovaném organismu (nebo jeho 
části) zmenšuje, je obecně dána fyzikálním poločasem radionuklidu T a fyziolo­
gickou eliminací charakterizovanou biologickým poločasem Tb (J a n d 1 a P e t r, 
1988). Celkový pokles pak vyjadřuje efektivní poločas 7^ definovaný rovnicí:

J_1 ± 
Tef r+ Tb (2)

U Cs-137 je T natolik dlouhý (30.17 roků), že při trvání experimentu asi 40 dní 
lze člen 1/Г v rovnici (2) zanedbat, jinými slovy pokles aktivity je dán pouze fy­
ziologickou eliminací, tedy biologickým poločasem Tb, který odpovídá poločasu 
efektivnímu (Jandl aj., 1991).

428 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (7): 427-432



Úbytek radioaktivity v čase t lze vyjádřit retenční rovnicí:

Л< = /1 • e->"bl ’ ‘ +/2 • e_Xb2' ‘ + ... + Л ■ e-^'’ ‘ (3)

kde: zí, - aktivita v čase /,
/1... i - jsou konstanty odpovídající úsekům, pro které platí jistý Ть
X6| . - jsou konstanty biologického úbytku (d), které jsou s biologickým poločasem 

spojeny vztahem:

X» = ^ (4)

Rovnice (3) má tolik členů, kolikrát se během exkrece radionuklidu změní bio­
logický poločas.

Hodnoty Тк1 a počet členů v rovnici (3) jsme pro naše měření zjistili z retenční 
křivky, která je na obr. 1. Hodnoty X6 jsou vypočteny podle (4). Z výsledků je sesta­
vena retenční rovnice (6) pro úbytek aktivity Cs-137 v králičím mase.

VÝSLEDKY A DISKUSE

KUMULACE CS-137 V MASE

V tab. I jsou uvedeny hodnoty měrných aktivit králičího masa (Bq/kg) v době 2 
až 24 dnů od první ingesce kontaminovaného krmivá. Uvedena je průměrná hodnota 
ze tří vzorků a směrodatná odchylka S.

Měrná aktivita svaloviny kontrolních králíků byla během celého pokusu rovna 
11,6 ± 2 Bq/kg. .

Ze změřených hodnot (tab. I) je vidět, že kolem 20. dne po zahájení krmení dochá­
zí prakticky к rovnovážné koncentraci radiocesia v mase. Toto jištění nám umožnilo

1. Nárůst aktivity Cs-137 v králičím mase. Aritmetický průměr měrných aktivit A (Bq/kg) ze tří 
vzorků a směrodatná odchylka S- An increase in the Cs-137 activity in rabbit’s meat. The arithme­
tical mean of specific activities A (Bq/kg) calculated from three samples and standard deviation S

1 1
Doba krmení (dny) Л [Bq/kg] S

56,2 1,6

3 63,4 0,7

7 125,5 2,8

10 181,3 11,3

13 277,0 4,2

17 330,8 21,9

20 333,4 3,5

24 _______ 335,9_______ 7,0

1 feeding time (days)
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použít hodnotu měrné aktivity z 24. dne pro výpočet přechodového koeficientu 
krmivo (seno) maso, podle rovnice (1), kam dále dosadíme denní příjem radiocesia:

335 9Tj=-----—-----= 0,29 ±0,15 (d/kg) (5)y 2 294 • 0,5

Vypočtená číselná hodnota Ty vyjadřuje část denního příjmu radionuklidu, která 
se nachází v 1 kg králičího masa. Hodnota Ty= 0,3 (d/kg) koresponduje s hodnotami 
Ty pro skopové maso a černobylský spad a rovněž pro jehněčí maso kontaminované 
spadem ze zkoušek jaderných zbraní (Howard, 1989).

Z uvedeného vyplývá, že přechodový koeficient je nutno vztahovat ke 
konkrétním podmínkám.

EXKRECE CS-137 Z MASA

Na obr. 1 je v semilogaritmických souřadnicích vynesena retenční křivka, tj. 
zjištěné množství deponovaného radiocesia (v procentech z původní hodnoty) v zá­
vislosti na čase (dny) po převedení zvířat na nekontaminovanou stravu. Jako 100 % 
je brána hodnota měrné aktivity uvedená v tab.I pro t = 24 dnů.

Z průběhu závislosti na obr. 1 jsou zřetelně vidět dva různé biologické poločasy 
vylučování Cs-137. Číselné hodnoty kratšího Tbi a delšího Tb^ a odpovídající úseky

1. Retence radiocesia v králičím mase vyjádřená jako část původního množství Cs-137 (%) v zá­
vislosti na čase / (dny). Vertikální linie odpovídají směrodatným odchylkám příslušných průměrů — 
Radiocesium retention in rabbit's meat expressed as a part of the original amount of Cs-137 (%) 
in dependence on time l (days). The vertical lines represent standard deviations of respective means
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jejich platnosti zjistíme extrapolací pomalejší složky к / = 0 a odečtením ordinát 
extrapolované přímky od ordinát původní křivky. Výsledkem jsou následující 
hodnoty:
- první biologický poločas Tbx = 1,5 dne
- odpovídající úsek I\ = 0,66
- druhý biologický poločas ТЬг = 66 dní
- odpovídající úsek /2 = 0,34
- první konstanta biologického úbytku X6| = 0,46 (d)
- druhá konstanta biologického úbytku ХЬг = 0,010 (d)

Retenční rovnice pro Cs-137 v králičím mase pak je:
A, = 0,66 ■ e~°’46'1 + 0,34 • e-0'01 '1 (6)

Fyzikální interpretace rovnice (6) je následující:
- 34 % z celkové aktivity deponované v králičím mase se vyloučí rychlostí, která 

odpovídá biologickému poločasu Tb = 1,5 dne a biologické konstantě úbytku 
Xbi = 0,46/d '

- zbylých 66 % z celkové aktivity se vylučuje pomaleji, Tb = 66 d; Xb = 0,01/d
Z rovnice (6) lze vypočítat, že po převedení králíků na nekontaminované krmivo 

zůstane za 24 hodin v mase asi 75 % původního množství (aktivity) Cs-137 a za 
5 dnů bude v mase králíků již jen asi 30 % původního množství Cs-137. Stejná ve­
ličina poklesne na 10 % přibližně za 120 dnů.

ZÁVĚR

Studium příjmu radiocesia Cs-137 prokázalo, že přibližně po 20 dnech ingesce 
kontaminovaného krmivá se v mase králíků ustavuje rovnovážný stav charak­
terizovaný přechodovým koeficientem krmivo > maso, Tr= 0,29 ±0,15 (d/kg). Koe­
ficient je platný pro podmínky radioaktivního spadu po havárii černobyiského typu.

Vylučování Cs-137 po převedení na nekontaminovaná krmivá probíhá dvěma 
biologickými poločasy, přičemž z praktického hlediska je důležitý poznatek, že za 
5 dnů po poslední ingesci radiocesia se množství tohoto radionuklidu v mase králíků 
sníží asi na 30 % původní hodnoty.
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JANDL, J. - SLADOVNÍK, К. (Veterinary Research Institute, Brno):
The transfer of radiocaesium into rabbit’s muscles and its excretion.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (7) : 427-432.

The uptake of radiocaesium Cs-137 in rabbit’s muscle and its clearance were studied 
following the 24 days long ingestion of hay naturally contaminated as a consequence of 
the Chernobyl accident. The average radioactivity of hay was 2,294 ± 345 Bq/kg and 
the daily intake was 0.5 kg. It was found that after 20 days of ingestion the muscle ra­
dionuclide concentration equilibrated with that of the feed. The transfer coefficient Tj 
describing the fraction of the daily intake of Cs-137 found in a kilogram of rabbit’s mus­
cle was calculated: 7^= 0.29 ±0.15 d/kg. The biological Cs-137 clearance rate (after 
finishing the feeding with contaminated diet) was found to be ruled by two biological 
half-lives: Тц = 1.5 days and ТЬг = 66 days and fitting the following retention equation:

At = 0,66 • e + 0,34 • e

It means that 5 days after removing the animals from contaminated diet the amount 
of Cs-137 can be expected as 30 % of the initial one.

rabbit’s meat; radiocaesium; transfer coefficient; biological half-life; Chernobyl
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DIFFERENTIATION OF SALMONELLA ENTERITIDIS
AND S. TYPHIMURIUM BY PLASMID PROFILE ANALYSIS
AND RESTRICTION ENDONUCLEASE ANALYSIS 
OF CHROMOSOMAL DNA

I. Rychlík, F. Šišák, P. Lány

Veterinary Research Institute, Brno

Infections with Salmonella enteritidis and 5. typhimurium are frequent causes of food­
-borne diseases in man and are responsible for considerable economic losses in the 
poultry industry (Fantasia et al., 1991; Pohl et al., 1991). Methods for the 
more careful differentiation and typing of these two serotypes are necessary for the 
investigation of the spread and transmission of the infection. Conventional methods 
of Salmonella differentiation (bioassays, phage-typing, resistance to antibiotics) often 
lack the necessary resolution potential (W г a у et al., 1987). Plasmid profile analysis 
and restriction analysis of chromosomal DNA, based on restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) have been used for the differentiation of Salmonellae (Wray 
et al., 1987; N a s t a s i et al., 1988; Franklin et al., 1990; Helmuth von 
et al., 1990; M a r t i n e 11 i and A 1 t w e g g , 1990). Rapid and unsophisticated 
analysis of the content of plasmid DNA tends to be preferred. However, some strains 
lack plasmids or may lose them during laboratory passages (Nastasi et al., 1988; 
H a r t s t e i n et al., 1991). On the other hand, restriction analysis of chromosomal 
DNA yields more constant and reliable information on bacterial strains (T v e t e n 
et al., 1991). The aim of this study was to compare 18 field strains of 5. enteritis and 
12 strains of S. typhimurium on the basis of plasmid profile analysis and restriction 
endonuclease analysis of chromosomal DNA. Plasmid DNA content was determined 
and chromosomal DNA, isolated from bacterial cells immobilized in low-melting aga­
rose, was digested with restriction endonuclease Pst 1 in 18 and 12 field strains of 
S. enteritidis and 5. typhimurium, respectively. The resulting fragments were separated 
by pulse-field electrophoresis in agarose gel. Four plasmid and three chromosomal 
types, and 10 plasmid and nine chromosomal types were identified in the sets ofS. ente­
ritidis and S. typhimurium, respectively.

DNA; plasmid; restriction endonuclease; low-melting point agarose; pulse-field 
electrophoresis

MATERIAL AND METHODS

Eighteen and twelve field strains of 5. enteritidis and 5. typhimurium, respec­
tively, were isolated in Czechoslovakia from different sources (human beings, poul­
try, food and environment). 5. enteritidis strains „11" to “13" and „14" to “18" were
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1. Plasmid profile analysis of 18 field strains of S. enteritidis. M - lambda DNA digested with Bst 
EIL Molecular weights in kbp from bottom to top are as follows: 8.4; 7.2; 6.3; 5.6; 4.8; 4.3; 3.6; 
2.3; 1.9 .

isolated during two separated, well-documented outbreaks. For the DNA isolation 
all strains were propagated on blood agar at 37 °C.

Plasmid DNA was isolated according to the standard protocol (Kado and 
Liu, 1981). '

Total DNA was isolated from bacterial cells immobilized in low-melting agarose 
(Sigma) by the method of Van et al. (1991), and was digested with restriction 
endonuclease Pst I (New England Biolabs) according to the instructions of the manu­
facturer.

Agarose block with embedded chromosomal DNA were finely sliced and resus­
pended in lx restriction buffer. Total amount of 50 U of restriction endonuclease 
was added in two steps with an interval of 3 hours. After 6 hours of digestion at 
37 °C, the samples were heated to 68 °C for 5 minutes to melt the agarose, and 
transferred in liquid state onto lx agarose gel. After the solidification of the sample 
in the well, the gel was transferred into an electrophoretic unit and pulse-field elec­
trophoresis in FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis) arrangement (Bio-Rad 
Company) was started. Electrophoresis proceeded at 6 V/cm for 15 hours in 0.5x 
TBE (1% TBE is 0.089M Tris-HCl pH 7.5, 0.089M boric acid and 0.002M EDTA). 
The gel was stained in an ethidium bromide solution (0.5 pg/ml) and viewed and 
photographed through an orange filter on transilluminator (Maniatis et al., 
1982).
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RESULTS AND DISCUSSION

Four plasmid types, designated as А, В, C and D, were identified in the set of 
5. enteritidis strains (Fig. 1). Only one large plasmid was present in 11 strains. Plas­
mids with lower molecular weights were demonstrated in addition to the large one 
in 6 strains („2", “14" to „18").

Nine plasmid profiles, designated as A to I, were identified in the set of S. ty­
phimurium strains. No plasmid was detected in strain „23" (Fig. 2). Identical plasmid 
spectra were shared by pairs “22" and „26", and “24" and „25", respectively. The 
remaining strains could be differentiated from each other by the plasmid profile 
analysis.

Three chromosomal types, designated as I, II and III, were identified in the set 
of 5. enteritidis strains after the digestion of chromosomal DNA with restriction en­
donucleases Pst I (Fig. 3). Only strains „2" and “10" differed from the rest in their 
spectra of restriction fragments.

Nine chromosomal types were identified in 5. typhimurium after digestion with 
restriction endonuclease Pst I (Fig. 4).
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2. Plasmid profile analysis of 12 field strains of S. typhimurium. M - lambda DNA digested with 
Bst ЕП. Standard sample was not heated before loading onto gel and therefore there appeared addi­
tional 14.1 kb fragment. Molecular weights in kbp from bottom to top are as follows: 14.1; 8.4; 
7.2; 6.3; 5.6; 4.8; 4.3; 3.6; 2.3; 1.9



3. Pulse-field electrophoresis of S. enteritidis chromosomal DNA digested with Pst I. Strains 14 - 
18 showed identical RFLP pattern (not shown). M - lambda DNA digested with Hind III. Molecular 
weights in kbp from bottom to top are as follows: 23.1; 9.4; 6.5; 4.3; 2.3; 2.0

Plasmid profile analysis demonstrated a considerable homogeneity of 5. enteri­
tidis serotype. All strains except one („10") possessed one large plasmid, which was 
probably identical with that described earlier (Nakamura et al., 1985; 
Woodward et al., 1989; Halavatkar, 1993). Two of the three strains, 
differing in their plasmid content, also differed in patterns obtained after the diges­
tion of chromosomal DNA with restriction endonuclease. Strains “14" to „18", al­
though differing in their plasmid profiles, shared an identical RFLP pattem with the 
rest of S. enteritidis strains.
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4. Pulse-field electropho­
resis of S. typhimurium 
chromosomal DNA di­
gested with Pst I. M - 
lambda DNA digested 
with Hind III. Molecular 
weights in kbp from 
bottom to top are as 
follows: 23.1; 9.4; 6.5; 
4.3; 2.3; 2.0

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

I П Hl IV V VI vn VIII IX VII VIH VII

STRAIN
CHROMOSOME

TYPE

Strains from two outbreaks („11" to “13" and „14 to “18") showed identical plas­
mid profiles and RFLP patterns of chromosomal DNA. Moreover, strains „14" to 
“18" differed from the rest by the presence of one small plasmid.

The set of 5. typhimurium strains was more heterogeneous when examined by 
plasmid profile and chromosomal DNA analysis as well. Strains „22" and “26" 
shared the same plasmid profile, but differed in chromosomal RFLP patterns (Fig. 2, 
4). On the other hand, strains „28" and “30" differed in their plasmid profiles, but 
showed the identical RFLP pattern after digestion with Pst I.

The chromosomal DNA fragments were separated by pulse-field electrophoresis 
(L e v у 7 F r e b a u 11 et al., 1989; 011 et al., 1991). Short pulses enhanced 
the discerning power and the use of restriction enzymes with 8 bp target sequence
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was not necessary. Unlike M a r t i n e 11 i and A 11 w e g g (1990), we have ob­
tained satisfactory results with the common 6 bp restriction endonuclease. However, 
in cases of special interest, it might be useful to use ribotyping (M a r t i n e 11 i 
and A 11 w e g g , 1990) to obtain easily readable DNA fingerprints. Chromosomal 
DNA was isolated from bacterial cells immobilized in low-melting agarose (Van 
et al, 1991). Thus non-specific breaks occurring during processing in the liquid me­
dium could be avoided and the resolution potential subsequently increased.

The merits of nucleic acid analysis consist in higher speed, specificity and re­
producibility. Therefore analysis of plasmid DNA content and restriction analysis 
of chromosomal DNA can contribute considerably to the more accurate differentia­
tion of Salmonellae in epidemiological and taxonomical studies.

As shown by Olsen et al. (1992), who used plasmid profiles as epidemiologi­
cal markers of Salmonella strains, poultry and poultry products are significant 
sources of human infections. This conclusion has also been confirmed in our inves­
tigations, in which strains „14" to “18", isolated from a hen, eggs, egg-containing 
meals and stool of patients affected with salmonellosis, shared one RFLP pattern, 
but differed from the remaining ones in this respect. This finding can be regarded 
as an evidence of the common source of the strains.
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Diferenciace Salmonella enteritidis a X typhimurium analýzou plazmidových profilu a re­
strikční analýzou chromozomální DNA.
Vet. Med. - Czech., 38, 1993 (7) : 433-439.

Práce byla zaměřena na ověření možností molekulárně biologických metod pro hlubší 
diferenciaci a typizaci S. enteritidis a S. typhimurium.

Z 18 kmenů 5. enteritidis a 12 kmenů 5. typhimurium byla izolována plazmidová 
DNA a porovnány plazmidové profily. U všech kmenů byla izolována i chromozomální 
DNA z baktérií mobilizovaných v nízko tuhnoucí agaróze. Po rozštěpení chromozo­
mální DNA restrikční endonukleázou Pst I byly vzniklé fragmenty odděleny pulsní elektro- 
forézou v agarózovém gelu. U S. enteritidis byly popsány 4 plazmidové a 3 chromozomální 
typy, u 5. typhimurium bylo popsáno 10 plazmidových a 9 chromozomálních typů.

Přednosti analýzy nukleových kyselin oproti standardním metodám typizace salmonel 
(fagotypizace, rezistence к antibiotikům aj.) spočívají v jejich rychlosti, specifitě 
a reprodukovatelnosti. Analýza plazmidových profilů a restrikční analýza chromozo­
mální DNA mohou z těchto důvodů významně přispět к hlubší diferenciaci salmonel 
i ostatních baktérií při epidemiologických a taxonomických studiích.

DNA; plazmid; restrikční endonukleáza; nízko tuhnoucí agaróza; pulsní elektroforéza

Contact Address:

RNDr. Jan Rychlík, Výzkumný ústav veterinárenského lékařství, Hudcova 70, 
621 32 Brno, Czech Republic
Tel. 05 41321241, fax 05 41211229
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Ústav zemědělských a potravinářských informací, Slezská 7, Praha 2

pro Vás v letošním roce připravil novou publikaci, 
která by neměla chybět ve Vaší odborné knihovně:

ČESKO-NĚMECKÝ A NĚMECKO-ČESKÝ 
SLOVNÍK PRO ZEMĚDĚLCE

Slovník obsahuje nejdůležitější a nej frekventovanější zemědělské vý­
razy v německém jazyce.

Je sestaven na základě odborné analýzy frekvence německých země­
dělských termínů v odborném i populárním německém tisku a s výrazy 
používanými v německém zemědělství.

Usnadní Vám četbu odborných časopisů a knih a umožní Vám dále 
se vzdělávat a dorozumět se.

Slovník uvádí v prvé řadě stěžejní termíny, jejichž znalost je nutná 
pro pochopení dalších kombinací. Jsou zde zahrnuty takové německé 
výrazy, které se ve velkých slovnících mamě hledají.

Slovník je doplněn o volně vloženou přílohu, obsahující základní 
termíny z kalendáře, měr, hmotností, frází pro styk s úřady, domluvu na 
poště, na nádraží, při silničním provozu aj.

Cena slovníku je 50,- Kč.

Objednávky posílejte na adresu:

Ústav zemědělských a potravinářských informací 
pí. Hrnčířová •
Slezská 7

120 56 Praha 2



VPLYV KVALITY TUKOVEJ ZLOŽKY VSTUPNÝCH SUROVÍN
NA KVALITU TUKOV VO VÝROBKU

P. Bystrický, M. Pipová

Univerzita veterinárskeho lekárstva, Košice

Práca sa zaoberá štúdiom vplyvu kvality tuku hydinového separovaného mása 
a bravčového výrobného mása na kvalitu tuku výsledného výrobku - jemnej hydinovej 
salámy. Vo vzorkách z hydinového separovaného mása, bravčového výrobného mása, 
z hotového diela před jeho dalším spracovaním a zo samotnej jemnej hydinovej salámy 
v deň jej výroby, po troch dňoch a po šiestich dňoch bolo stanovené číslo kyslosti 
tukov, peroxidové číslo a tiobarbiturové číslo. Podstatný vplyv na kvalitu tuku diela 
a následné aj na kvalitu tuku hotovej jemnej hydinovej salámy má kvalita tuku hydi­
nového separovaného mása. Po spracovaní diela na hotový výrobok sa prejavuje vplyv 
tepelného opracovania, pričom výrazné stupa hodnota peroxidového čísla tuku čerstvej 
salámy. Hodnoty čísla kyslosti tukov vo vzorkách vstupných surovin sú závislé na se­
zóně, v ktorej boli odobrané. Podstatné výraznější je vplyv sezóny na kvalitu tuku hy­
dinového separovaného mása ako na kvalitu tuku mása bravčového výrobného.

hydinové separované máso; bravčové výrobné máso; jemná hydinová saláma; číslo 
kyslosti tukov; peroxidové číslo tukov; tiobarbiturové číslo

Kvalita vstupných surovin sa výrazné podieFa na kvalitě hotového výrobku. Pri 
optimalizovaní technologického postupu výroby a výběru surovin pre samotný vý­
robok sú informácie, ako sa v priebehu spracovania suroviny menia jej vlastnosti 
a aký majú podiel na kvalitu hotového výrobku, nepostrádáteFné. Z hFadiska hygi­
enického a dietetického je zase potřebné vedieť, kde v procese výroby zasiahnuť 
v případe, že vlastnosti hotovej potraviny sú neprijateFné.

Másové výrobky, ktorých súčasťou je mechanicky separované maso, by mali aj 
za použitia lacných surovin (nízkej kvality) byť pre konzumenta přitažlivé. VzhFa- 
dom na to, že sa jedná o výrobky, ktoré sú tepelne opracované, nemal by byť pre 
určenie doby skladovateFnosti limitujúcim faktorom počet a druh vo výrobku sa 
vyskytujúcich mikroorganizmov, ale skór senzorické změny. Významnou zložkou, 
podieFajúcou sa na tvorbě zmyslových charakteristik sú lipidy. Změny, ktoré pre- 
biehajú v tukovej zložke másových výrobkov sa spravidla prejavia výrazné a nega­
tivné pri ich zmyslovom hodnotení. Preto cieFom experimentu bolo stanovit', aký 
podiel má tuková zložka vstupných surovin na kvalitu tuku hotového výrobku.

Ako predstaviteF tohoto typu výrobkov bola zvolená jemná hydinová saláma a to 
aj preto, lebo jej názov u běžného zákazníka vyvolává dojem, že výrobok je vyro­
bený len z hydinového mása a teda obsahuje málo tuku.
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Ako mieru vyjadrujúcu hydrolytické poškodenie tukov sme stanovovali číslo 
kyslosti tukov (CKT), ako mieru oxidatívneho poškodenia peroxidové číslo (PČ) 
a ako mieru nežiadúcich zmien, podmienených oxidáciou nenasýtených mastných 
kyselin, hlavně vo frakcii fosfolipidov (P i к u 1 a Kummerow, 1991) 
a s tým súvisiacich zmien organoleptických (A n g a Lyon, 1990) sme stano­
vili číslo tiobarbiturové (TBA Č.).

MATERIÁL A METÓDY

Do experimentu bolo zvolené použit’ jemná hydinovú salámu, ktorá obsahuje 
60 % separovaného hydinového masa (počas trvania celého experimentu separova­
ného z kuřácích kostier a kridiel s kožou) a 25 % bravčového výrobného mäsa 
(Oborová norma 1/91). Aby bolo možné určit* podiel lipidov jednotlivých zložiek 
na kvalitu tuku v hotovom výrobku, boli odoberané vzorky z hydinového separo­
vaného mäsa, bravčového výrobného mäsa a z hotového diela před jeho dálším spra- 
covaním. V samotnej jemnej hydinovej saláme bola kvalita stanovovaná v deň jej 
výroby, po troch dňoch (záručná doba výrobku) a po šiestich dňoch tak, aby bol 
prehTad o změnách, ktoré v tuku salámy prebiehajú. V priebehu štyroch mesiacov 
boli vzorky desatkrát odobrané priamo z výroby a jednotlivé stanovenia boli 
z každej odobranej vzorky robené v troch paralelkách.

Vzhfadom na charakter lipidov, v ktorých sme považovali za vhodné sledovat* 
změny, zvolili sme ich extrakciu zmesou chloroformu a metanolu podlá В ö d ö - 
r o v e j (1991). V takto extrahovaných lipidoch bolo stanovené CKT a PČ. Mo­
difikovanou metodikou podlá autorov Bull a M a r n e t t (1985) bolo vo 
vzorkách stanovené TBA číslo: ku 40 g vzorky sa přidá 100 ml destilovanej vody 
a homogenizuje sa 2 x 30 sekúnd. Potom sa přidá 100 ml 10 % kyseliny trichló- 
roctovej a nechá sa 10 min stát*, aby sa vyzrážali vo vodě rozpuštěné bielkoviny. 
Po filtrácii sa к 8 ml filtrátu pridajú 2 ml 0,06 mol/1 roztoku kyseliny tiobarbiturovej 
a inkubuje sa 90 min pri teplote 80 °C. Absorbancia sa meria pri vlnovej dížke 
532 nm oproti slepému pokusu. Vzhládom na to, že reakcia kyseliny tiobarbiturovej 
pri stanovení TBA čísla nie je Specifická, robili sme přepočet tejto hodnoty na 
koncentráciu malonylaldehydu (MA) na 1 g tuku prepočtom pomocou molámeho 
absorbančného koeficientu komplexu MA-TBA e = 156 000 mol/cm. Z každej 
vzorky boli hodnoty vytvárané ako aritmetický priemer troch paralelných stanovení.

VÝSLEDKY A DISKUSIA

Priemerný podiel jednotlivých zložiek jemnej hydinovej salámy a množstva tuku 
v nich je zřejmý z obr. 1, priememé množstvo tuku, stanovené v jednotlivých 
vzorkách, je uvedené na obr. 2 a priememé hodnoty a rozpätia nameraných hodnot 
v jednotlivých vzorkách sú uvedené na obr. 3, 4 a 5. Priememé hodnoty troch pa­
ralelných stanovení ČKT PČ a TBA Č. v jednotlivých z desiatich samostatných opa­
kovaní sú zobrazené na obr. 6, 7 a 8.

Hodnoty ČKT v jednotlivých vzorkách sa vyznačujú značným rozptylom. 
Z obr. 3 je zřejmé, že vo všetkých vzorkách je tento rozptyl přibližné rovnaký.
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1 
Hydlnové 
separované 
maso 
60%

1. Zloženie jemnej hydinovej salámy - podiel tukov — Composition of fine poultry sausage - fat 
portions
deboned poultry meat, 2deboned pork meat, 3other components, 4poultry fat, 5pork fat

Absolútne hodnoty ČKT v hydinovom separovanom mäse sú však podstatné vyššie 
ako v bravčovom výrobnom mäse. To sa prejaví vo zvýšení ČKT diela a hotovej 
salámy, ktoré obsahujú zhruba rovnaké množstvo tuku pochádzajúceho z mäsa hy- 
dinového a z mäsa bravčového (obr. 1). Z obr. 6 je evidentně, že ČKT v diele a vo 
vzorkách salámy je určované hlavně hodnotou ČKT hydinového separovaného 
mäsa, hoci korelácia medzi ČKT bravčového výrobného mäsa a ČKT diela 
(r = 0,926; P < 0,005) a salám (r0 = 0,906; Po < 0,005; r3 = 0,964; P3 < 0,006; 
r6 = 0,947; P6 < 0,005) je vysoko signifikantně a len o niečo nižšia ako korelácia
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3. Priemerná hodnota 
ČKT v jednotlivých 
skúmaných zložkách - 
Average ČKT values of 
individual components 
examined
For 1-6 see Fig. 2; 
7mg KOH/lg fat

4. Priemerná hodnota PČ 
v jednotlivých skúma­
ných zložkách - Avera­
ge PČ values of indivi­
dual components exami­
ned
For 1-6 see Fig. 2; 
7pmol O/lg fat

medzi ČKT hydinového separovaného mäsa a ČKT diela (г = 0,996, P < 0,005) 
a salám (r0 = 0,997; Po < 0,005; r3 = 0,968; P3 < 0,005; r6 = 0,947; P6 < 0,005).

Hodnoty PČ v jednotlivých vzorkách sú charakterizované značným rozptylem 
a na obr. 4 vidno, že najváčším rozptylem hodnot PČ sa vyznačuje bravčové výrobné 
maso. Absolútne hodnoty PČ v hydinovom separovaném mäse sú však podstatné 
vyššie ako v bravčovom výrobnom mäse. To sa prejaví vo zvýšení PČ diela a ho- 
tovej salámy, ale tiež na rozptylech hodnot PČ v nich, ktoré sa blížia rozptylu hodnot 
PČ v hydinovom separovanom mäse. Korelácia medzi PČ bravčového výrobného 
mäsa a PČ diela (r = 0,081; P > 0,5) a salám (r0 = -0,138; Po = 0,47; r3 = 0,142;
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5. Priemerná hodnota 
TBA Č. v jednotlivých 
skúmaných zložkách - 
Average TBA Č. values 
of individual compo­
nents examined
For 1-6 see Fig. 2; 
7nmol MA/lg fat

7 
nmol MA/1 g tuku

P3 = 0,45; r6 = -0,032; P6 > 0,5) nie je prakticky žiadna, ale korelácia medzi PČ 
hydinového separovaného mäsa a PČ dlela (r = 0,846; P < 0,005) je vysoko signi- 
fikantná. Korelácia medzi PČ hydinového separovaného mäsa a PČ salám 
(rq = 0,369; Po< 0,05; r3 = 0,284; P3> 0,5; r6 = 0,738; P6< 0,005) už nenaznačuje 
priamy vplyv PČ hydinového separovaného mäsa. Na obr. 7 je však vidno, že PČ 
v diele a vo vzorkách salámy je určované hlavně hodnotou PC hydinového separo­
vaného mäsa, ktorého tuk je bohatý na nenasýtené mastné kyseliny (M о e г с к 
a Ball, 1974; M í к o v á a i., 1992).

Sledováním hodnoty TBA čísla v jednotlivých vzorkách (bravčové výrobně 
mäso, hydinové separované mäso, dielo, saláma v deň výroby, saláma po troch 
dňoch od výroby a saláma po šiestich dňoch od výroby) sme nezistili žiadne vzá- 
jomné korelácie. Sledováním TBA čísla sme sa snažili postrehnúť vplyv tuku 
z jednotlivých zdrojov na senzorické vlastnosti výrobku, ale jediným podstatným 
zistením bolo, že do diela vzorky č. 6 bol přidaný materiál, ktorý podstatné zvýšil 
hodnoty TBA čísla, pričom nepochádzal ani z mäsa bravčového výrobného, ani 
z mäsa hydinového separovaného.

ZÁVĚR

Podstatný vplyv na kvalitu tuku diela a následné aj na kvalitu tuku hotovej jemnej 
salámy má kvalita tuku hydinového separovaného mäsa. VzhFadom na jeho charak­
ter (vyššie množstvo nenasýtených mastných kyselin) a spósob získavania (mikro- 
biálna kontaminácia, mechanická dezintegrácia tkaniva), je tuk mechanicky 
separovaného hydinového mäsa citlivější na oxidatívne a aj hydrolytické změny, ako 
tuk mäsa bravčového výrobného.

Vzostup nežiadúcich zmien je badateFný po spracovaní diela na hotový výrobok. 
V tomto stupni sa prejavuje vplyv tepelného opracovania, pričom výrazné stúpa
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6. Priemerné hodnoty ČKT 
každej z desiatich odebra­
ných vzoriek v priebehu 
experimentu - Average ČKT 
values of each of ten samples 
taken during the experiment 
’mg KOH/lg fat, 2May-June, 
3October-November, ‘’num­
ber of determination

7. Priemerné hodnoty PČ 
každej z desiatich odobra- 
ných vzoriek v priebehu 
experimentu - Average PČ 
values of each of ten samples 
taken during the experiment 
’pmol O/lg fat, 2number of 
determination

8. Priemerné hodnoty ТВА 
Č. každej z desiatich odebra­
ných vzoriek v priebehu 
experimentu - Average TBA 
Č. values of each of ten 
samples taken during the 
experiment
’nmol MA/lg fat, 2number of 
determination

446 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (7): 441-448



hodnota PČ tuku v čerstvej saláme. V priebehu ďalších šiestich dní sa táto hodnota 
prakticky nemení. Hydrolytické změny v tuku po tepelnom opracovaní sú len mierne 
a v nasledujúcich dňoch taktiež len mierne vzrastajú. Možno to pripísaťna vrub silnej 
eliminácii mikroflóry, povodně prítomnej v tepelne neopracovaných zložkách vý­
robku.

Absolútne hodnoty ČKT vo všetkých vzorkách sú závislé na sezóne, v ktorej 
bolí odobrané. Na obr. 6 dobré vidno rozdiely medzi vzorkami odobranými v októbri 
až novembri (vzorky 5 až 10). VzhTadom na už spomínaný charakter a sposob získa- 
vania hydinového separovaného masa je badateFný výraznější vplyv sezóny na kva­
litu tuku v ňom sa nachádzajúceho, ako na kvalitu tuku mása bravčového výrobného. 
Pretože počas celého sledovaného obdobia bolo mechanicky separované máso získá­
vané z rovnako vykostenej hydiny, možno vyššie hodnoty ČKT, stanovené v období 
máj až jún, vysvětlit’ vyššou teplotou prostredia, v ktorom mechanicky separované 
hydinové máso čaká na ďalšie spracovanie a ktorá umožňuje lipolytickej mikroflóre 
hydrolyzovať váčšie množstvo lipidov a taktiež lipázy, pochádzajúce z dezintegro- 
vaného tkaniva majú vyššiu enzymatická aktivitu.
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BYSTRICKÝ, P. - PIPOVÁ, M. (University of Veterinary Medicine, Košice):

The effect of fat component quality in raw materials on fat quality in the final product 
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (7) : 441-448.

The paper deals with the influence of mechanically deboned poultry meat fat and 
pork fat on the fat quality of the final product, tender poultry sausage. Three values were 
estimated: acid value (ČKT) of fat as a measure of its hydrolytic breakage, peroxide 
value (PČ) as a degree of oxidative changes in fat, and thiobarbituric acid number (ТВA 
Č.) as a value reflecting undesired degradative changes connected with organoleptic 
changes. Samples were taken from mechanically deboned poultry meat, pork, sausage
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parts, and fine poultry sausage (60 % of mechanically deboned poultry meat, 25 % of 
pork) immediately after processing and production, on the third day after processing 
(which is the last day of the official shelf-life) and on the sixth day after processing. 
The samples were taken on ten occasions and every sample was estimated in three parallel 
assays. These ten estimations were made over a period of four months. Acid value and 
peroxide value were estimated in fat extracted from the samples by the method described 
by Bödörovä (1991). TBA number was estimated using a modified method re­
ported by Bull and M a r n e 1 1 (1985). Malonylaldehyde concentrations (MA) per 
g of fat were calculated using the molar absorption coefficient of MA-TBA complex 
E = 149,000 mol/cm. Results were calculated as a mean of three parallels. The compo­
sition of fine poultry sausage and the amount of fat are presented in Fig. 1. Average 
amounts of fat estimated in individual samples are shown in Fig. 2. Average values with 
their spans of individual estimations are represented in Figs. 3, 4, and 5. Average values 
from three parallels of ČKT, PČ and TBA Č. estimations taken from the ten tested sam­
ples are presented in Figs. 6, 7, and 8. The ČKT values for individual samples are char­
acterized by considerable divergence but the percentage of this divergence is almost the 
same in all samples. The absolute values of ČKT in mechanically deboned poultry meat 
are considerably higher than those in pork, and this fact is reflected in increasing ČKT 
values of sausage parts and sausage which contain equal amounts of poultry and pork 
fat (Fig. 1). It is evident from Fig. 6 that ČKT of sausage parts and sausage relates more 
closely to ČKT of mechanically deboned poultry meat fat than to the value of pork, 
though correlations are almost the same. All PČ values show a broad span. The PČ value 
of mechanically deboned poultry meat fat influences PČ of sausage parts and sausage, 
to the highest degree. This is also evident from Fig. 7. The quality of mechanically de­
boned poultry meat fat has a primary effect on the quality of fat in sausage part and 
consequently on fine poultry sausage fat. Mechanically deboned poultry meat is relatively 
low in fat but its nature (higher amount of unsaturated fatty acids) and the means of its 
acquisition (microbial contamination, mechanical tissue disintegration) allow higher oxi­
dative and hydrolytic damage than in pork fat. An increase of undesired changes is evi­
dent after the processing of sausage parts to final product. During this step thermal 
treatment causes an increase in sausage fat PČ values. During the subsequent six days 
the PČ value is nearly unchanged. Hydrolytic changes in fat after thermal treatment are 
low, and this is due to elimination of bacteria originally present in raw materials. The 
absolute ČKT values are highly dependent on the sampling season (Fig. 6) and on the 
origin of fat.

deboned poultry meat; prepared pork meat; fine poultry sausage; fat acid number; fat 
peroxide number; thiobarbituric acid number
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