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HODNOTENIE NIEKTORYCH UKAZOVATELOV
BUNECNEJ IMUNITY PO EXPERIMENTALNEJ INFEKCII
VIRUSOM IBR U TELIAT OSETRENYCH GLUKANOM

V. Hipikova!, J. Moj¥i%ova!, V. Bajové!, D. Takatova', L. Strojny’

YUniverzita veterindrskeho lekdrstva, Kosice
2Ustav experimentdlnej veterindrnej mediciny, KoSice

Sledovali sme niektoré ukazovatele bunkou sprostredkovanej imunity (fagocytirnu
aktivitu - FA a fagocytirny index - FI, metabolicku aktivitu a migraéno-inhibi¢ny
faktor - MIF krvnych leukocytov) u teliat experimentidlne infikovanych virusom IBR
(II. skupina) a teliat premedikovanych glukdnom 7 dni pred infekciou (I. skupina).
U obidvoch skupin zvierat do§lo k signifikantnému zvy$eniu percentualneho zastipe-
nia fagocytujicich buniek v porovnani s hodnotami pred infekciou na 2. - 4. deii expe-
rimentu (P < 0,01). Pri vzdjomnom porovndvani sledovanych skupin teliat sme zistili
signifikantny rozdiel v percentudlnom zastipeni fagocytujiicich buniek na 1. a 2. dei
po infekcii (P < 0,05), s vy38imi priemernymi hodnotami u teliat len infikovanych.
Pri hodnoteni FI bol §tatisticky preukazany rozdiel zaznamenany len u teliat ofetrenych
glukdnom a to na 7. deii po jeho aplikicii (P < 0,05), t. j. v 0. deii experimentu. Inhi-
bicia migracnej schopnosti leukocytov bola zaznamenana uZ 1. deii po infekcii,
s pretrvavanim po dobu 4 dni, bez podstatnejSiecho rozdielu medzi skupinami. Pri
hodnoteni metabolickej aktivity leukocytov (INT-test) bol u teliat obidvoch skupin za-
znamenany pokles oproti vychodzej hodnote, bez podstatnejich rozdielov pri ich vza-
jomnom porovnani.

tefa; bunkami sprostredkovana imunita; virus infek&nej bovinnej rinotracheitidy - IBR;
glukan; fagocytarna aktivita; 2-(4 jodfenyl)-3-(4 nitrofenyl)-5-fenyltetrazolium chlorid,
INT test; migraéno-inhibiény faktor

Imunitnd reakcia organizmu pri infekcii virusom IBR ako aj inymi herpesvirusmi
je zaloZena na interakcii Sirokej 8kdly obrannych mechanizmov infikovaného zvie-
rafa. V pripade virusovych infekcii, kde je dominantn4 virémia, najdoleZitejSiu tilohu
pri ich zvlddnuti maji protilitky(Rager-Zisman a Allison,1973).Pri
infekcidch herpesvirusom, kde sa infekcia $iri z bunky na bunku prostrednictvom
intraceluldrnych prepojeni, ddleZitej$ia ako protildtkovd odpoved je reakcia bunkami
sprostredkovanej imunity Notkins, 1974).

Funkény stav fagocytujucich bumek zastupenych v krvi populdciou neutro-
filnych granulocytov a monocytov je Jednym zo zdkladnych ukazovatelfov bunkami
sprostredkovanej imunokompetencie organizmu. Vplyv virusovej infekcie na
funkciu fagocytov sa mdZe prejavif tak inhibiciou, ktorej dosledkom je spomalend
elimindcia antigénu, ako aj stimuldciou, ktord elimindciu antigénu urychluje.
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Briggs ai. (1988) uvddza u teliat infikovanych BHV-1 priamu alterdciu funkcie
neutrofilov, vedicu k predispozicii teliat na sekunddrnu bakteridlnu pneuméniu.

V naSej praci sme hodnotili niektoré ukazovatele bune¢nej imunity pri IBR
infekcii u teliat premedikovanych glukdnom. PouZitie imunomodula¢nych latok pri
niektorych ochoreniach bolo popisané v pracach inych autorov (Euzeby, 1986;
Fuska ai., 1987). Stimula¢ny u¢inok glukdnu na fagocytdrnu aktivitu krvnych
leukocytov uvddzajui Sangret ai. (1990).

Pri hodnoteni stavu celuldrnej imunity sme v na3ej préci sledovali fagocytdrnu
aktivitu krvnych leukocytov, metabolicku aktivitu a migrano-inhibi¢ny faktor leu-
kocytov. Na posudenie inges¢nej schopnosti neutrofilnych granulocytov a monocy-
tov krvi sme pouzili mikrosférické hydrofilné partikuly - MSHP (Vétvicka ai,
1982). Pri posudeni dal3ej asti fagocytozy sme hodnotili metabolicka aktivitu po-
lymorfonukledrnych leukocytov INT testom. Schopnost organizmu odpovedat na
antigénny podnet sme hodnotili migrano-inhibi¢nym testom.

MATERIAL A METODY

EXPERIMENTALNE ZVIERATA

Do pokusu bolo zaradenych 10 teliat vo veku 9 - 10 mesiacov. Vetky zvieratd
boli klinicky zdravé, IBR-seronegativne, ustajnené v izolovanej mastali. Telatd boli
rozdelené do 2 skupin po 5 zvierat (skupina I, skupina II). Infekcia virusom sa usku-
to¢nila v 0. detl u v3etkych zvierat. Zvieratdm I. skupiny bol 7 dni pred experi-
mentdlnou infekciou aplikovany glukdn i.m. (rozpustny, fungdlny glukdn - RNDr.
Szechenyi, Mevak Nitra) v ddvke 10 mg/kg Zivej hmotnosti.

EXPERIMENTALNA IBR INFEKCIA

Telatd boli mﬂkovane intranazdlne (do oboch nosnych otvorov) 2 ml suspenzie
BHV-1 o titri 10%° (suspenzia virusu ziskan od Doc. MVDr. Zuffu, DrSc., Mevak
Nitra).

TEST FAGOCYTARNEJ AKTIVITY KRVNYCH LEUKOCYTOV

Pouzili sme modifikovani metodu ingescie MSHP (Toman a i., 1985;
Toman a P§ikal, 1985). Stanovili sme fagocytdrnu aktivitu a fagocytdrny
index cirkulujtcich leukocytov, hodnoty fagocytujticich neutrofilov vo vztahu k di-
ferencidlnemu rozpoctu leukocytov.

STANOVENIE TETRAZOLIUM REDUKTAZOVEJ AKTIVITY FAGOCYTOV
(INT-TEST)

Separicia polymorfonukleirnych leukocytov

Krv bola odobrand do heparinu (20 j./ml). Polymorfonukledrne leukocyty
(PMNL) sme z krvi izolovali jednostupriovou separdciou na verografine metddou
podfa B o yuma (1976) s touto modifikdciou: Pri tejto separdcii sedimentuju
PMNL spolu s erytrocytami na dno skiimavky. Po odstrdneni vrchnych vrstiev sme
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k sedimentu erytrocytov s PMNL pridali 3-ndsobny objem 0,83 % NH,4CI, premie-
Sali a ponechali stdf pri laboratornej teplote po dobu 5 -.10 minit za i¢elom odstra-
nenia erytrocytov. Sediment buniek po odcentrifugovani sme eSte trikrdt premyli
v PBS alebo MEM bez séra. Cisté PMNL sme resuspendovali v 1,5 - 2 ml MEM
bez séra, spocitali, ur¢ili Zivotnost a nariedili na koncentréciu 1,5 x 10 , potrebnui
do INT testu.

INT test

Ako indikdtor metabolickych dejov prebiehajicich vo fagocytujicich leukocy-
toch (vznik mikrobicidnych ldtok - najma H,O, a O3) sme pouzili 2-(4-jodfenyl)-
-3-(4-nitrofenyl)-5-fenyltetrazolium chlorid - INT (Lachema Bmo). Ako stimulujuci
faktor sme pouzili zymozan (fy Sigma, USA). INT test sme robili v mikrotprave
podrla literdrnych udajov autorov Marefek a Prochdzkovid (1986).
Hodnotenie: Na posudenie funk&nej zdatnosti fagocytov je vyznamny podiel medzi
spontdnnou aktivitou a aktivitou po pdsobeni stimulancia, tzv. index metabolického
vzplanutia, alebo index metabolickej aktivity (MA). Ten sme vypocitali podla
vzorca:

_ _aktivita stimulovanych buniek
Index MA: = < tivita nestimulovanych buniek

MIGRACNO-INHIBICNY TEST

Na stanovenie migra¢no-inhibi¢ného faktora sme pouZili kapildrnu metédu
(Bendixen, 1977). Ako neSpecificky antigén sme pouZili fytohemaglutinin.
Izol4ciu leukocytov sme robili podfa autorov Karlson a Kanek (1973).
MigraCny index sme vyjadrili:
plocha migricie Le s antigénom
aktivita migracie Le bez antigénu

Za pozitivnu, antigén dependentnii inhibiciu migrdcie spravidla poukazuje MI od
0,8 do 0,9.

MI =

STATISTICKA ANALYZA

Hodnota percentudlneho zastupenia jednotlivych druhov leukocytov, ich fagocy-
tdrnej aktivity a indexu ako aj hodnoty INT testu boli spracované parovym 7-testom
vo vztahu k hodnotdm pred infekciou. Na porovndvanie hodn6t medzi I. a II. sku-
pinou sme pouzili test zhody strednych hodn6t (Studentov t-test).

VYSLEDKY

U obidvoch skupin zvierat experimentdlne infikovanych virusom IBR do$lo k vy-
razne signifikantnému zvy3eniu percentudlneho zastipenia fagocytujicich buniek na
2. a 3. deri po infekcii (P < 0,01), ktoré pretrvdva aj na 4. defi po infekcii (P <0,05)
- obr. 1. U teliat, ktorym bol pred infekciou podany glukdn boli zaznamenané vy3Sie
hodnoty FI leukocytov 7 dni po jeho aplikdcii, t. j. v 0. defi experimentu (P < 0,05).
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1. Dynamika hodnét fagocytarnej 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 - - -
linfection

Pri porovnani obidvoch skupin zvierat sme zistili signifikantny rozdiel v hodnotdch
fagocytdrnej aktivity leukocytov na 1. a 2. deii po infekcii (P < 0,05) s vy$8imi prie-
memymi hodnotami u teliat, ktorym nebol pred infekciou podany glukan. Na zvy-
Seni fagocytdrnej odpovede organizmu sa v prevaznej miere podielali neutrofilné
granulocyty, pri ktorych bolo preukdzané signifikantné zvySenie percenta fagocy-
tujucich buniek (aZ na 80 %) na 2. a 3. deii po infekcii (P < 0,01) - tab. I.

Tieto zmeny koreluju so zistenou neutrofiliou, s vrcholom na 2. a 3. deni po
infekcii (P < 0,01).

Hodnoty INT testu st uvedené v tab. II. U obidvoch sledovanych skupin zvierat
doslo k poklesu metabolickej aktivity stimulovanych aj nestimulovanych krvnych
fagocytov oproti 0. difiu. U skupiny teliat len experimentdlne infikovanych do$lo
k signifikantnému zniZeniu metabolickej aktivity stimulovanych PMNL na 1., 2.,
4., 5. a6. dei (P < 0,05) po infekcii, u nestimulovanych na 1. a 4. derni (P < 0,01),
resp. 5. a 7. deit (P < 0,05) po infekcii oproti 0. difu. Index metabolickej aktivity
(MA) bol mierne zvySeny do 5. diia po infekcii. Podobny priebeh v aktivite stimu-
lovanych a nestimulovanych fagocytov bol zisteny aj u skupiny teliat premediko-
vanych glukdnom 7 dni pred infekciou - tab. II. Na rozdiel od skupiny teliat len
infikovanych vykazoval index MA mierny pokles. Pri vzdjomnom porovnani
obidvoch skupin zvierat nebola zistend vyraznejsia odchylka v sledovanom ukazo-
vateli.

U sledovanych skupin teliat bola zhodne zaznamenana inhibicia migraénej schop-
nosti krvnych leukocytov, so zapo€atim uz v 1. defi po infekcii a pretrvdvanim po
dobu 4 dni - tab. III.
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I. Fagocytara aktivita leukocytov u teliat po infekcii virusom IBR a premedikicii glukinom (I. skupina) a u teliat len po infekcii virusom
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)

1

Deit
0. 1 2. 3 4. 5. 6. % 14
infekcia2
e 21,6+1,1|250%1,4|284£43(325£50(31,8+73|29426]1 (224161 (24850182163
leukocyty” (%)
. | Dgocydmyindex | o6 17| 73+09| 74£27| 77£19| 76£05| 66+ 16| 53£08| 80£19| 67419
g leukocytov
£ 3
g | Beccyuipes 529+85|655+7,3|735+64|77,3+74(789+83|71,0+97|67,0+8,6|70,4+7,9|668+8,7
v neutrofily® (%)
fagocytimy index | 1, ) 4 15 |141407|116+33| 98+25(103+09| 99+23| 83+1,0| 132422 72£0,3
neutrofilov
neutrofily® (%)  [27,4+2,6 (33,0 +4,5|380+3,8|41,0+7,6(380+63|360+59(320+64|340+4,4|30,0+78
fagocytujiice
lonkouyy® (%) | 2OE44(294£36(340£32347 44530866 | 248427 |234£56| 24615 21,6+2,3
fagocytdrny index
my | tokacer 73+1,7| 73+09| 83+09| 82+1,3| 81+1,0| 68+1,6| 63+1,9| 66+1,0| 67%1,2
E fagocytujiice
% | peumofiyS (o) | SBOE52(665 14880057771 £49 76368 61,6 +1,9|650+2,4|657+32|659+4,9
fagocytimy index | ooy 11| g14+09| 94+1,6| 93+07|105+1,5| 87+21| 7,4+28| 78+1,9| 8108
neutrofilov
neutrofily® (%) 29,4 +7,8|40,4 +58|460+4,5|438+66(386+6,1|386+6,1|384+2,5|348+68(37,0%6,9

;day, Zinfection, 3gl'woup, 4phagocytizing leucocytes, sleucocyte phagocytic index, 6phagocytizing neutrophils, 7neutmphil phagocytic index,
neutrophils
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II. Hodnoty INT testu u teliat infikovanych virusom IBR a premedikovanych glukdnom (I.skupina) a teliat infikovanych len virusom 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)

I skupina3 IL. skupimx3
Dei stimulované " nestimulms/ané index meta- . stimulované 4 nestimulogané index meta-
bunky (zymozan) bunky bolickej aktivity | bunky (zymozan) bunky bolickej aktivity
0. infekcia’ | 0,226+ 0,039 0,119+0,013 1,897 0,160 0,194+ 0,031 0,11410,012 1,688 0,127
. 0,156+0,048" | 0,0990,024" 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 10,031 1,715+ 0,510
3. 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+0016" | 1,840 0,469
5. 0,121£0,011" | 0,066+£0,011" | 1,895%0,520 0,151£0,011° | 007240021 | 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
% 0,12840,032°" | 0,1370,027 0,94240,173" | 0,17740,033 0,14£0,013 1,270+ 0,288"
14. 0,208 + 0,043 0,089 40,028 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, Sunstimulated cells, ®metabolic activity index




I1I. Priememé hodnoty migra¥ného indexu (MI) leukocytov u teliat infikovanych virusom IBR a pre-
medikovanych glukdnom (I. skupina) a teliat infikovanych len virusom 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)

Deil
0. 1. 2 3. 4. 5. 6. T 14.
infekcia®
L. skupina3 0,90 0,86 0,88 0,88 0,89 0,94 0,94 0,97 1,00
IL skupina3 0,91 0,88 0,88 0,87 0,92 0,98 0,95 0,96 0,99

Pozitivna antigén dependentna inhibicia migricie: 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

Vysledky naSej prdce ukazuji, Ze experimentdlna infekcia teliat virusom IBR
ovplyviiuje funkciu polymorfonukledrnych buniek tak v smere zvySenia ich
percentudlneho zastipenia, ako aj zvyraznenia ich fagocytdrnej schopnosti, na tom
sa v prevaznej miere podiefali neutrofilné granulocyty. ZvySenu ingesciu opsinizo-
vanych partikil u teliat infikovanych virusom IBR zaznamenali v svojich $tididch
ajBriggs ai. (1988). Vyraznu neutrofiliu a zvy$eni fagocytarnu aktivitu
neutrofilov pri IBR infekcii popisuji aj Dérka a Pospi§il (1987). Po-
dobne aj Toman ai. (1985) zaznamenali zvySenie fagocytdrnej aktivity v prie-
behu rotavirusovej infekcie u bezkolostralnych teliat. Naproti tomu, Roth ai.
(1986) popisuju alterdciu in vitro ingescie Staphylococcus aureus a neutrofilov
pocas perzistujucej BVDV infekcie. O hm an ai. (1987) zasa uvddzaju pri BVDV
infekcii vyrazni aktivaciu monocytov. V dynamike fagocytimeho indexu leukocy-
tov neboli v priebehu experimentu zistené vyraznejsie vykyvy. Je vSak potrebné
upozornit na to, Ze signifikantny rozdiel v hodnote FI (P < 0,05) pri porovndvanych
skupindch zvierat je v dosledku stimula¢ného vplyvu glukdnu (podany 7 dni pred
infekciou) na uvedeny ukazovater.

Podobne potencujuci efekt glukdnu na droveri tohto ukazovatela u teliat popisuju
aj Sangret ai (1988), Paulik ai. (1992)a Levkutovad ai (1992).

Pozitivne hodnoty migra¢no-inhibi¢ného testu 1. deti po infekcii umoziiuju
predpokladaf, Ze uvolnenie migra¢no-inhibi¢ného faktora bolo navodené pri-
tomnostou virusu v organizme.

Pozitivny MIF bol zisteny aj pri rade infek¢nych chordb (bruceldza, pertussis,
kandidéza, streptokovové infekcie a iné), pricom je testovanie spofahlivejdie ako sé-
rologické vySetrenie a obchddza rizikd vySetrenia in vivo (Gorski ai., 1973).

Redukcia INT v leukocytoch nie je ndhodny jav, ale odzrkadluje aktudlny me-
tabolicky stav leukocytu. V metabolickom mechanizme moZe dojst k roznym po-
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" ruchdm, ¢o potom mdzZe klinicky vyustif do chorobného stavu. Napr. neschopnost
leukocytov redukovat tetrazéliové soli sa klinicky diagnostikuje ako chronick4 gra-
nulomatdzna choroba (Feren &ik ai., 1991). Vys§ia aktivita krvnych fagocytov,
hodnotend INT testom bola zaznamenand pri pyogénnych infekcidch, u celej rady
bakteridlnych chordb, aj po imunizdcii (Bjorkstén ai, 1976; Park ai,
1968; Segal, 1974; Grandtovd, 1989). ZniZzené hodnoty metabolickej
aktivity boli pozorované po stresovej zifazi ako u ludi, tak aj u zvierat (Gran 4 -
tovd, 1989). Suvisi to s roznym stupfiom imunosupresie, ktord nasleduje po stre-
sovej zafaZi. Inhibi¢ny u&inok na funkciu krvnych fagocytov sa prejavuje aj po
virusovej infekcii (Briggs a i, 1988). Imunosupresivny u¢inok virusu BHV-1
uvddzaji Muneer ai., (1988). V nadich pokusoch po experimentdlnej infekcii
u teliat s virusom IBR doSlo k zniZeniu INT-reduktdzovej aktivity fagocytov, ¢o je
v zhode s literdmymi idajmi (prejavil sa imunosupresivny u¢inok virusovej IBR
infekcie).

Podobne k zniZeniu do3lo aj v pripade, ked tefatd boli 7 dni pred experimentdlnou
infekciou o3etrené glukdnom. Hoci niektori autori uvadzaju zvysenie INT-redukta-
zovej aktivity po aplikdcii glukdnu v PMNL u mor&iat ajuludi Ferenc&ik ai.,
1986, 1988), v naich pokusoch zrejme prevlddol imunosupresivny ucinok virusu
a to, Ze glukdn bol aplikovany aZ 7 dni pred experimentdlnou infekciou. V pokuse
je teda potrebné zvazif relativne dlhu dobu od aplikdcie glukdnu po infekciu
a v dalsich pokusoch by bolo vhodné upravif ¢asovii schému pokusu.
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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

Contact Address:

RNDr. Vlasta Hipikovd, Univerzita veterindrskeho lekdrstva, Komenského 73,
041 81 Kosice, Slovak Republic
Tel. 095 32111-15, fax 095 767675

394 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (7): 385-394



UROVEN ONESKORENEJ PRECITLIVELOSTI A PRIMARNEJ
PROTILATKOVEJ ODPOVEDE PO APLIKACII INAKTIVOVANEJ
OLEJOVEJ IBR VAKCINY U TELIAT PREMEDIKOVANYCH
GLUKANOM

§. Paulik!, V. Bajova', G. Benko®

YUniverzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice
2.S‘t(itny veterindrny ustav, KoSice

Hodnotili sme troveii oneskorenej koZnej precitlivelosti (OKP) k DNFB a primdme;j
protilatkovej odpovede u teliat imunizovanych inaktivovanou olejovou IBR vakcinou
(skupina V) a teliat premedikovanych glukdnom (7 dni‘pred podanim vakciny)
a nasledne imunizovanych (skupina GV) uvedenou vakcinou. Testom OKP nebola
zistend alterdacie celularnej imunitnej reaktivity u teliat imunizovanych inaktivovanou
olejovou IBR vakcinou; po aplikécii vakciny nepreukazala intenzita OKP signifikantny
rozdiel ani oproti hodnote pred aplikaciou vakciny, ani v porovnani k hodnote
u kontrolnych teliat (skupina K) - tab. I. Pri imunizovanych telatich, ktoré viak boli
premedikované glukanom (z Pleurotus ostreatus; 10 mg/kg 2.h.) bola zistena signifi-
kantne vy$8ia viroveti OKP nielen oproti jej po&iato&nej hodnote (P < 0,05; pred apli-
kdciou glukdnu), ale aj hodnote u kontrolnych teliat (P < 0,05) - tab. I. Na
imunomodulagny vplyv glukdnu v tomto smere poukazuje aj kategorizicia teliat podla
intenzity OKP (obr. 1); kym hodnota koZnej reakcie sa v terminoch pred a po aplikécii
uvedenych preparatov pohybovala u najvi¢Sicho percenta teliat skupiny V a K
v rozpiti 3,6 - 6,5 mm, pri tefatich skupiny GV bol zisteny vyrazny ndrast (v termine
po aplikdcii) po&tu teliat (z 22 % na 67 %) s hodnotou koZnej reakcie nad 6,5 mm.
Samotné podanie vakciny (skupina V) neindukovalo tvorbu merateIného mnoZstva sé-
rovych anti-IBR protilatok do 14. dila po imunizicii. U teliat premedikovanych glu-
kdanom (skupina GV) zalal vyvoj primarnej protilatkovej odpovede s tyZdenym
predstihom, t. j. uZ po 7. dni po vakcindcii; v 2. tyZdni boli protilatky preukazané
u 44 % z vySetrovanych teliat, s priememym titrom 1 : 6,2. V 3. tyZdni experimentu
boli sérové protilatky zistené u 78 % teliat skupiny V (priememy titer 1 : 28,4)
a u 67 % teliat skupiny GV (priememy titer 1 : 13,3); uvedeny rozdiel v koncentrécii
sérovych protildtok nebol $tatisticky preukazny. Potom titer protilatok mal klesajiicu
tendenciu u obidvoch skupin teliat, s takmer rovnakymi hodnotami v 4. tyZdni po
vakcindcii (skupina V =1 : 3,5; skupina GV =1 : 4,4) - obr. 2.

tefa; oneskorend koZnd precitlivelost, sérové protildtky; glukan; vakcinécia; infekéna
bovinna rinotracheitida

Nevyhnutnym opatrenim v boji proti IBR je preventivna vakcindcia, pri ktorej
st vyuzivané zivé i inaktivované vakciny (Kahrs, 1977, Pospi§il, 1991).
Kym so Zivymi IBR vakcinami je spdjand imunosupresia, pri inaktivovanych IBR
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vakcinach zatiaF takéto udaje chybaji(Van Donkersgoed a Babiuk,
1991).

Glukdny su polysacharidové lidtky mikrobidlneho povodu (Whistler ai,
1976); moduluji bunkou sprostredkovani a humoralnu imunitu, mechanizmy nepe-
cifickej imunity i hematopoézu (Feren¢ik a Bergendi, 1990). V ramci
tychto ucinkov bol ich stimulatny vplyv zisteny aj pri oneskorenej precitlivelosti
(Pérez ai, 1984; Paulik ai., 1992ab) a protilatkovej odpovedi (Bend a
a Mddr,1991; Wagnerovad ai., 1991).

Prica bola zamerand na posudenie rovne bune¢nej imunitnej kompetencie in
vivo a primdrnej protilitkovej odpovede u teliat po aplikdcii inaktivovanej olejovej
IBR vakciny a jej kombindcie s premedikdciou glukdnu.

MATERIAL A METODA

EXPERIMENTALNE ZVIERATA

Do sledovania bolo zaradenych 27 klinicky zdravych teliat, veku 4,5 - 5,5 me-
siacov; vietky boli IBR-séronegativne. Telatd boli rozdelené do 3 skupin (po 9 zvie-
rat), s priblizne rovnakou troviiou oneskorenej koZnej precitlivelosti (OKP), ktord
bola stanovena jeden tyZdeii pred zapoCatim experimentu. Prvd skupina teliat (sku-
pina K) sluzila ako kontrola (bez aplikdcie glukdnu a vakciny); zvieratim druhe;j
skupiny (skupina V) bola aplikovana IBR vakcina; tefatim tretej skupiny (skupina
GV) bol podany glukdn a ndsledne IBR vakcina.

VAKCINA A GLUKAN

K imunizdcii bola pouZitd inaktivovand olejovd IBR vakcina-Borinak (Mevak
a.s., Nitra) aplikovand v mnoZstve 2 ml intramuskuldrne, jednordzovo na zaciatku
experimentu (0. deri).

Glukén (partikularny; fungdlny-Pleurotus ostreatus; Mevak a.s., Nitra) bol apli-
kovany subkutdnne, 10 mg/kg Z. h., sedem dni pred aplikdciou vakciny.

KVANTIFIKACIA CELULARNEJ IMUNITY

Uroveii celuldrej imunitnej odpovede in vivo bola hodnotena testom oneskorenej
koznej precitlivelosti (OKP) po indukcii dinitrofluorobenzénom (DNFB) podla me-
todického postupu autorov Paulik a Vrzgula (1989) so zmenou v spo-
sobe aplikdcie (intradermdlne) a v koncentrdcii DNFB (0,2 %) pri provokacii.
Intenzita koZnej reakcie bola hodnotend mikrometrom (s presnostou na 0,01 mm)
a vyjadrend ako lokdlne zhrubnutie koZe (LZK) v milimetroch. LZK predstavuje
rozdiel hodnoty koZnej reakcie pred a 24 hodin po provokdcii. Intenzita bune¢ne;j
imunitnej odpovede k DNFB u sledovanych skupin teliat bola stanovend jeden
tyzden pred zapoCatim experimentu a za 3 tyZdne od aplikdcie IBR vakciny. Test
OKP je citlivym a kvantifikovatelnym meritkom trovne celuldrnej imunity in vivo
u hovidzieho dobytka (Reddi ai., 1981).
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STANOVENIE TITRU BHV-1 SEROVYCH PROTILATOK

Titer anti-IBR sérovych protilatok bol ureny metédou VNT na MDBK bunkdch
(Zuffa ai., 1982) v nasledovnych terminoch: pri vybere zvierat do experimentu
(3 tyzdne pred aplikdciou vakciny); v 0. deta v 1., 2., 3. a 4. tyZdefi experimentu.

STATISTICKA ANALYZA

K sledovaniu zmien v intenzite oneskorenej koznej precitlivelosti (OKP) k jej
hodnotdm pred vakcindciou bol pouzity parovy f-test (Pt-test). Hodnoty OKP a titru
anti-IBR sérovych protildtok boli u sledovanych skupin teliat vzdjomne porovndva-
né v jednotlivych terminoch sledovania Studentovym t-testom (P o 14 ¢ e k , 1984).

VYSLEDKY

OPOZDENA PRECITLIVELOST K DNFB

Utelom sledovania bolo zhodnotif efekt IBR vakcindcie samotnej alebo jej
kombindcie s premedikdciou glukdnu na funk¢&ni aktivitu T lymfocytovej populdcie
in vivo bez ohladu na $pecificitu procesu k vakcinaénému antigénu a na 3pecificka
primarnu protildtkovii odpoved.

Priemernd hodnota LZK u v3etkych sledovanych teliat (n = 27) poukazuje na jej
minimdlny rozdiel medzi iroviiou pred (x = 5.74 + 1,37 mm; rozpitie 3,2 - 8,3 mm)
a po (x = 6,22 1,42 mm; rozpitie 4,0 - 9,2 mm) zapo&ati experimentu. V tychto
terminoch sledovania v3ak doSlo k zmene v percentudlnom zastipeni teliat, ak tieto
boli rozdelené do kategorii podla intenzity OKP (abr. 1). Kym v rdmci skupiny K
a skupiny V najvy3Sie percento teliat preukdzalo podas doby sledovania (t. j.
v A a B termine) troveidt OKP v hodnotich 3,6 - 6,5 mm, u zvierat skupiny GV
bol v druhom termine pozorovania (B) zaznamenany vyrazny narast percenta teliat
(z 22 % na 67 %) s koZnou reakciou vy$Sou nez 6,5 mm.

Skupinové hodnotenie teliat tito analyzu potvrdilo (tab. I). Zatial o u teliat sku-
piny K sme v 3. tyZdni experimentu zaznamenali priblizne rovnaku intenzitu koZnej
reakcie ako v termine pred zapoCatim experimentu, tefatd skupiny GV preukdzali
signifikantne vy38iu roveri OKP nielen v porovnani k jej po€iatoénej hodnote
(P < 0,05), ale aj k hodnote u teliat skupiny K (P < 0,05). Vzostup priemernej
hodnoty LZK u teliat skupiny V nebol 3tatisticky preukazny.

SYSTEMICKA PROTILATKOVA ODPOVED K IBR VAKCINE

Samotné podanie vakciny (telatd skupiny V) neindukovalo tvorbu meratelného
mnozZstva sérovych anti-IBR protildtok do 14. dila po imunizicii. V dalSich termi-
noch sledovania boli protildtky preukdzané u 7 (78 %) a 3 (33 %) z vy3etrovanych
teliat, s priemermnym titrom 1 : 28,4 + 39,6 v 3. tyZdnia 1 : 3,6 £ 5,8 v 4. tyZdni
po imunizicii. V porovnani k nim u teliat premedikovanych glukdnom a nésledne
imunizovanych (skupina GV) vyvej primdmej protildtkovej odpovede zacal s tyZde-
nym predstihom. V 2. tyZdni po vakcindcii boli sérové protilitky zistené u 4 (44 %)
zo sledovanych teliat, s priemernym titrom 1 : 6,2 + 7,8 a v 3. tyZdni u 6 (67 %)
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1. Percentudlne zastipenie teliat imunizovanych (£3), premedikovanych glukdnom a vakcino-
vanych (&) a kontrolnych (O3) podla intenzity oneskorenej koZnej precitlivelosti k DNFB. Hodno-
ty koZnej reakce: 1 =do 3,5 mm; 2 =3,6 - 6,5 mm; 3 = nad 6,5 mm. Sledovanie: A = pred zapo&atim
experimentu; B = 3. tyZdeii po aplikdcii vakciny — The percentages of immunized (3), glucane-
-premedicated and vaccinated (Z2) and control ((3J) 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; B = the 3rd week
after vaccine administration

I. Uroveti oneskorenej koZnej precitlivelosti k DNFB po aplikicii IBR vakciny a j.ej kombindcie
s premedikdciou glukdnu — The level of delayed skin hypersensitivity to DNFB after IBR vaccine
administration and after its combination with glucane premedication

KoZni reakcia’ (mm % s)
Skupina' 1. ty2deit 3. ty2deit Prtest”
pred aplikdciou vakciny3 po aplikdcii vakciny4
K 5841 1,17 5,41 40,96 P >0,05
Vv 5,64 11,54 6,44 £ 1,68 P >0,05
GV 573 t1,51 6,80 £ 1,28% P <0,05

Studentov -test: a = P < 0,05 - Student’ s t-test: a = P < 0.05
* = t-test pre parované hodnoty - t-test for matched pairs

'group, Zskin test, J1st week before vaccine administration, *3rd week afler vaccine administration
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2. Titer sérum-neutralizadnych anti-IBR virusovych protilitok (os y) po aplikacii IBR vakciny u te-
liat len vakcinovanych (x), premedikovanych glukinom a vakcinovanych (@) a nevakcinovanych
(A). Aplikdcia glukdnu (— — —), aplikdcia IBR vakciny (——) — The titres of serum-neutralizing
IBR virus antibodies (y-axis) after IBR vaccine administration to the calves vaccinated only (x),
glucane-premedicated and vaccinated (@), and unvaccinated calves (A). Glucane administration
s— — =), IBR vaccine administration (——)

week

teliat, s priemernym titrom 1 : 13,3 £ 12,6. Rozdiel v koncentrécii anti-IBR sérovych
protildtok v 21. deri po imunizdcii nebol u tychto dvoch skupin teliat Statisticky preu-
kazny. Pri kontrolnych tefatdch neboli sérum-neutralizatné anti-IBR protildtky de-
tegované pocas celej doby sledovania (obr. 2).

DISKUSIA

Bunkou sprostredkovand imunita zohrdva ddleZitu ilohu v obrane proti mnohym
virusovym pdvodcom, medzi ktoré patri aj BHV-1(Cook a Splitter,-
1989). Pri experimentdlnej infekcii virusom IBR dochddza sucasne k stimuldcii
jednych a k redukcii inych funk&nych aktivit buniek imunitného systému (Grie -
bel ai, 1987/88; Briggs ai, 1988 a dalii). Kym pri pouZiti Zivych IBR
vakcin moZze dochddzat k imunosupresii, pri inaktivovanych vakcinach zatial takéto
udaje nie su k dispozicii (Van Donkersgoed a Babiuk, 1991).
Funk&nd kapacita lymfocytovej populdcie mdze byt hodnotend in vivo (oneskorend
koznd precitlivelost) a in vitro (napr. blasttransforma&ny test, test inhibicie migracie
leukocytov) metédami.

Testom oneskorenej koZnej precitlivelosti sme nezaznamenali ovplyvnenie celu-
larnej imunitnej reaktivity u teliat imunizovanych inaktivovanou olejovou IBR
vakcinou. Redukcia proliferativnej odpovede krvnych lymfocytov k mitogénom
(PHA a Con A) v3ak bola zistend po experimentdlnej BHV-1 infekcii (Griebel
a i., 1987/88). U teliat premedikovanych glukdnom a ndsledne imunizovanych
inaktivovanou olejovou IBR vakcinou (skupina GV) sme zaznamenali signifikantne
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vyssiu uroveri oneskorenej koznej precitlivelosti tak oproti jej poCiatotnej hodnote
(pred imuniziciou), ako aj hodnote u kontrolnych teliat. Na zdklade nami zvoleného
metodického postupu oneskorenej kozne;j precitlivelosti (k indukcii pouzity DNFB)
nie je moZné hodnotif intenzitu bune¢nej imunitnej odpovede z hfadiska $pecificity
k virusu IBR. Aj napriek tomu v3ak )roveii koznej reakcie u obidvoch pokusnych
skupin teliat poukazuje, Ze po aplikdcii nami pouZitej IBR vakciny nedochddza
k funké&nej redukcii v populdcii T buniek. Stimuldciu oneskorenej koZnej precitli-
velosti pri tefatdch skupiny GV je moZno pripisaf imunomodulaénému uéinku apli-
kovaného glukdnu. Pri tefatdch takyto efekt fungdlneho glukdnu uz bol zaznamenany
(Paulik ai., 1992ab).

V obrane proti IBR doleziti ulohu zohravaju aj Specifické protildtky. Kym pri
pouziti Zivych IBR vakcin dochddza k tvorbe Specifickych sérovych protildtok uz
po siedmom dni od imunizdcie (Gerber a i, 1978), pri inaktivovanych IBR
vakcinach k primdrnej protildtkovej odpovedi v priebehu prvych dvoch tyZdiiov bud
nedochddza (Zajac a Zuffa, 1988), alebo si protilitky v nizkych titroch
zistené len u niektorych sledovanych zvierat (Zuffa ai., 1986; Straub a
Mawhinney, 1988). V zhode s na§im pozorovanim u teliat skupiny V. Gra -
natovd a P§ikal (1989) taktieZ zaznamenali u ur¢itého poctu (40 %) teliat
primdrnu IBR protildtkovii odpoved az v 3. tyZdni po imunizicii. Aj napriek tomu,
Ze pri Zivych IBR vakcinach je ndstup protekcie ¢asovo rychlej$i nez pri IBR vakci-
nach inaktivovanych, niektoré nevyhodné vlastnosti (mozny abort alebo infikovanie
plodu, vznik latentnej infekcie s moZnosfou exacerbdcie) ich pouzitie za urcitych
podmienok limituja(Van Donkersgoed a Babiuk, 1991). TyZzdenny
predstih v zapocati tvorby sérovych anti-IBR protildtok u teliat skupiny GV (v po-
rovnani k telatdm len vakcinovanym) ddva predpoklad pre vyuZitie glukdnov
k rychlejSiemu navodeniu protilitkovej odpovede pri pouziti inaktivovanej olejovej
IBR vakciny.
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Thelevel of delayed hypersensitivity and primary immune reaction after administration
of inactivated oil IBR vaccine to glucane-premedicated calves.
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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 1.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 K 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
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ZISKAVANIE A ODCHOV GNOTOBIOTICKYCH JAHNIAT
A ICH VYUZITIE VO VETERINARNEJ MEDICINE

A. Bomba L, Kralléek I. Komarovil F. Le!mik2 J. Po§lvék2
V. Buéko R thﬁan

lUstav experimentdlnej veterindrnej mediciny, KoSice

Expenmentalne vyskumné stredisko Univerzity veterindrskeho lekdrstva
3 Kosiciach so sidlom v Zemplinskej Teplici

Vyskumny ustav Zivocisnej vyroby v Nitre, pracovisko KoSice

V préci sme overili nami inovovanii metdu ziskavania gnotopiotickych jahniat hyste-
rektomiou, modifikované zariadenia pre odchov gnotobiotov, techniky ich odchovu
a o¥etrovania. Box pre vybavenie mladat po hysterektdmii oviec - hysterektomicky
box bol zhotoveny z plexiskla a plne vyhovoval poZiadavkiam jednoduchej a rychlej
manipuldcie. Nami modifikovany izoldtor pre odchov gnotobiotickych jahniat zhoto-
veny zo sklolamindtu s priezormi z plexiskla umoZnil skupinovy odchov. V porovnani
s izoldtormi vybavenymi izolatorovymi vakmi z PVC f6lie bol vyrazne odolnejsi proti
mechanickému poskodeniu. Osved¢ilo sa pouZitie zdsobného izoldtora pre krmivo
a spotrebny materidl a izoldtora na uskladnenie odpadového materidlu s izolatorovym
vakom z PVC félie, ktoré boli napojené spojovacim potrubim na odchovilovy izolator.
Ventilainy systém bol dostatodne u¢inny. Na hystorektdmiu sme pouZili emaskulétor.
Metdda je jednoduchd, rychla, spoTahlivd a umoZnila zachovat bahnice pre daliie expe-
rimentdlne ucely. Na kimenie gnotobiotickych jahniat sme vispe3ne vyuZili mlie¢nu
kfmnu zmes pre telatd. V izoldtore boli jahiiatim odoberané vzorky biologického ma-
teridlu (krv, bachorova tekutina, trus). Sterilizdcia izolatorov bola vykonana 2% rozto-
kom kyseliny peroctovej vo forme acrosolu. Mlieko, skleneny a kovovy materidl boli
autokldvované pri teplote 121 °C, tlaku 1,3 MPa po dobu 30 min a jadrova kimna zmes
sa sterilizovala radiadne davkou 2,5 Mrad. VEetky pouZité metddy sterilizacie boli plne
u¢inné. Na mikrobiologicku kontrolu sme pouZili modifikovani metddu, ktora dete-
kovala kontaminaciu jahniat i izolitorov. Gnotobiotické jahiiatd sa vyuZivaji pre-
dov3etkym v oblasti $tidia vyvoja a ovplyviiovania traviacich procesov mladat
preZiivavcov z hladiska stimuldcie ich vyvoja, prevencie a terapie traviacich porich,
zvy3ovania vyuZitelnosti krmiva a produkcie.

jahniata; gnotobioldgia; ziskavanie a odchov gnotobiotov; hysterektomicky box; izolé-
tor na odchov gnotobiotov

Gnotobioty s0 zvieratd, u ktorych st vietky Zivé formy zndme a ich mikroflora
je definovand a kontrolovand tak po stranke kvalitativnej, ako aj kvantitativnej
(DulSkin ai, 1983;Coates a Gustafsson, 1984). Ziskavaju sa
z bezmikrobnych (germ-free, axenickych) zvierat, ktorym sa inokuluju zndme druhy
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baktérii (Ducluzeau a Raibaud, 1989). Na ziskanie axenickych zvierat
sa pouzivaji chirurgické metddy hysterektomia a hysterotomia (Alexander a
Lysons 1971; Alexander ai, 1973a), alebo sa po narodeni vykond de-
kontamindcia.

Pri uplatneni hysterektomie sa germ-free zvieratd ziskavaju v Specidlnych hyste-
rektomickych boxoch a odchovdvaju v izoldtoroch v sterilnych podmienkach
(Alexander ai.,, 1973b; Trdvni¢ek a Mandel, 1979). Mlieko a
pomdcky sa sterilizuji autoklavovanim, suché krmivo radiadne a vzduch prechddza
cez mikrobiologické filtre. Izoldtory sa sterilizuji kyselinou peroctovou. Mikro-
bidlna kontrola sa vykondva podla schémy W a gnera (1959) obyCajne jedenkrat
tyZdenne.

Vysledky viacerych autorov poukazujii na to, Ze vzdjomné vztahy medzi roznymi
druhmi baktérii prebiehaju v podmienkach in vitro inak ako u Zivého organizmu.
Pre §tudium bakteridlnych interakcii ekosystému trdviaceho traktu a vzfahov medzi
mikroflérou a makroorganizmom su gnotobiotické zvieratd nevyhnutné. Z hladiska
exaktnosti a interpretovatelnosti vysledkov si gnotobioty idedlnym experi-
mentdlnym modelom. VyuzZiva ich mikrobiolégia (Fonty ai., 1988), fyziologia
(Travnicek ai., 1975), infektologia (Wilson ai., 1986; Rogers ai,
1987), imunolégia (Howard a i, 1986), farmakologia (Koch, a i., 1979),
onkolégia (E1-Bayoumy ai., 1983) a radiolégia Mandel ai., 1980).

Cielom naSej prace bolo overit naSu inovovani metddu ziskavania gnotobio-
tickych jahniat, funk&nost modifikovaného izoldtora pre skupinovy odchov gnoto-
biotov a zvlddnuf techniku ich odchovu a odberu biologického materidlu
v gnotobiotickych podmienkach.

MATERIAL A METODA

HYSTEREKTOMICKY BOX

Hysterektomicky box pre ziskavanie gnotobiotickych jahniat bol zhotoveny
z plexiskla (obr. 1). Box ma rozmery 110 x 60 x 55 cm. Mobilnd kovov4 konStrukcia
je osadend na kolieskach. Otvory pre rukdvce su situované po strandch boxu
a preklada¢ na bo¢nej stene oproti prekladacej vani. Manipulatné rukavice z po-
lychloroprénového kaucuku boli na plastikové rukdvce pripevnené kovovymi a gu-
mennymi krizkami. Vntorny priemer otvorov pre rukdvce je 19 cm a prekladata
30 cm. Prekladacia vatia hysterektomického boxu sa plnila 5% chloraminom. Obsah
vane je 100 l. V spodnej Casti hysterektomického boxu bol otvor s vystupom pre
nasunutie prekladacej vane.

IZOLATOR PRE ODCHOV GNOTOBIOTICKYCH JAHNIAT

Laboratorium bolo spociatku vybavené komeréne vyrdbanymi izoldtormi (Isola-
tor Program BEM, OPP Znojmo) z PVC félie. Podfa nd$ho ndvrhu boli modifiko-
vané izoldtory zo sklolamindtu s priezormi z plexiskla (obr. 2), ktoré pouZil
Trdvnicek (osobné zdelenie) na odchov ciciakov. Odchoviiovy box ma rozme-
ry 140 x 72 x 79 cm. Priemer prekladaca i otvorov pre rukdvce je rovnakych rozme-
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1. Box na vybavenie jahniat po hysterektomii — A hysterectomy hood

2. Izoldtor na odchov gnotobiotickych jahniat — An isolator for gnotobiotic lamb rearing

rov ako u hysterektomického boxu. Na podlahe boli umiestnené perforované dielce
pre odtok moc¢a, manipula¢né otvory si situované oproti sebe po stranach izoldtora.
Rukdvce boli vyrobené z PVC folie a rukavice z polychloroprénového kautuku. Vy-
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3. Zasobny izolitor pre krmivo a spotrebny materidl — An isolator for feed and material storage

mena vzduchu bola zabezpecend univerzilnym ventildtorom (pretlak 100 Pa, vy-
mena vzduchu minimdlne 10x za hodinu).

ZASOBNY IZOLATOR A IZOLATOR NA ODKLADANIE ODPADU

Krmivo a spotrebny materidl sa do odchoviiového izoldtora prekladali zo zd-
sobného izolatora s izoldtorovym vakom z PVC folie (OPP Znojmo), ktory bol na-
pojeny na odchoviiovy izolator z jednej strany (obr. 3) a odpadovy materidl sa
prekladal do iného izoldtora z PVC folie napojeného na odchoviiovy box z druhe;j
strany. Do odpadového izoldtora sa odkladali i fTae s mofom, ktory sa odsdval
z podlahy odchoviiového izoldtora po nadvihnuti perforovanych dielcov pomocou
janety s hadi¢kou.

HYSTEREKTOMIA

Bezmikrobne jahiiatd sme ziskavali modifikovanou metédoupodfa Krédlice -
k a (nepublikované). Samotnd metoda hysterektémie bola overend na 15 bahnia-
ciach plemena merino a z tohto poctu zvierat bolo 7 jedincov pouZitych na ziskanie
gnotobiotickych jahniat. V jednom pripade boli ziskané dvoj¢atd. Hysterektomia sa
vykondvala na 142. - 145. deii gravidity. U bahnic bola pouZitd injek&nd anestézia:
Rometar 2% inj. v ddvke 0,15 - 0,25 ml/Z.h. s premedikdciou Atropin Spofa inj. ad
usum vet. v ddvke 1 ml pro toto. Medzi aplikdciou Rometaru a ndstupom anestézie
bola vykonand priprava operatného porla: ostrihanie, oholenie, odtu¢nenie benzin-
alkoholom a dezinfekcia Rivanolom. Rez bol lokalizovany v linea alba, kaudélne
ohrani¢eny mlie¢nou Zlazou. DiZka rezu bola priblizne 20 cm. Po otvoreni brune;j
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dutiny bola maternica vytiahnutd, resekovand emaskuldtorom (Hauptner) a ihned
preloZend cez dezinfek&nu variu do hysterektomického boxu. V boxe bolo jahiia
okamzite vybavené, o3etrené, osulené a preloZzené cez spojovacie potrubie do
odchoviiového izoldtora. Emaskuldtor bol z pahyla maternice ovce uvolneny po
12 min od naloZenia a bola vykonand suttira bru$nej dutiny.

VYZIVA A OSETROVANIE GNOTOBIOTICKYCH JAHNIAT

Technoldgia odchovu bola overen na 4 jedincoch. DalSie 4 jahiiatd uhynuli tesne
po ich vybaveni z maternice. Gnotobiotické jahiiatd boli v izoldtore odchovdvané
skupinovo (3 a po uhyne jedného jahmiatd vo veku 10 dni 2 jedince) a jedno jahiia
bolo odchovdvané individudlne. Jahriatd boli napdjané mlie¢nou kfmnou zmesou
Laktavit ad libitum. Prvy tyZzdenl Zivota dostdvali mlieko 4x denne a od 2. tyZdiia
veku do veku 5 tyZdiiov 3x denne zo sklenene;j ffaky s cumfom. Manipuldciu v izo-
latore vykondvali dvaja pracovnici cez otvory izoldtora opatrené rukdvcami a ruka-
vicami. Ako podstielka bola pouzitd sterilnd papierovd vata, ktord sa denne
vymiefiala. Od gnotobiotickych jahniat bola odoberand krv z v. jugularis, bachorova
tekutina pazerdkovou sondou a trus.

STERILIZACIA

Hysterektomicky box a izoldtor na odchov gnotobiotov sa dezinfikoval 2% rozto-
kom kyseliny peroctovej pomocou rozpraSovaca. Kyselina peroctova sa nechala po-
sobif 24 h a potom sa izoldtory prevetrdvali pomocou ventildtorov. Mlieko sa
autokldvovalo pri teplote 121 °C, tlaku 1,3 MPa po dobu 30 minut. Jadrovd kirmna
zmes sa sterilizovala radiatne davkou 2,5 Mrad. Skleneny a kovovy materidl bol
sterilizovany autokldvom, papierova vata a gdza radia¢ne. Na filtrdciu vzduchu boli
pouzité dvojstuptiové diskové filtre (predfilter FIRON VAF 1/KR a mikrobiologicky
filter AA).

MIKROBIOLOGICKA KONTROLA

Na mikrobiologickt kontrolu sme pouZili modifikovani metédu podra
Wagnera (1959). Skiaska sterility radiaéne sterilizovaného jadrového krmiva sa
nerobila. Po autokldvovani mlieka sa odoberali vzorky do mésopeptonového bujénu
a inkubovali sa. Testovanie sterility izoldtorov sa vykondvalo po mechanickom vy-
Cisteni a sterilizdcii. Tampony so stermi sa inkubovali v médsopeptonovom, VL a Sa-
bouradovom bujone. Po presune plodov do izoldtora sa kontrolovala sterilita pri
hysterektémii. Vzorky z plodovych obalov, pupo¢nika a stery sa inkubovali v troch
bujonoch. Pri odchove gnotobiotov sa vzorky odoberali 2x tyZdenne. Brali sa ste
z rekta do misopeténoveho bujonu na orientatné mikroskopické vySetrenie, ster
z povrchu tela do Sabouradovho bujonu a rektdlna nirka do VL bujénu inkubova-
ného anaerdbne. V tekutych pddach sa vzorky inkubovali tyZdeil pri teplote 37 °C
(Sabouradov bujon pri teplote 25 °C). Po inkubdcii sa vysievali na rovnaky druh
tuhej pody. Sterilita bola preukdzand ak aj po tyZdiiovej inkubdcii bol vysledok ne-
gativny.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Nami modifikovany box ureny na vybavenie mladat z maternice po hysterekto-
mii oviec (obr. 1) vyhovoval svojmu ucelu. Je podobnej konstrukcie ako hysterekto-
micky box, ktory pouZil Young ai. (1955) pre ziskanie SPF ciciakov a neskor
ho modifikovali pre ziskavanie germ-free ciciakov (Meyer a i, 1963), jahniat
(Alexander ai, 1973a,b) a teliat (Sweat a Dunn, 1965). Od tychto
zariadeni sa nami pouZity hysterektomicky box odliSoval tym, Ze prekladacia varia
nebola konstruk&nou sucasfou boxu, ale sa nastvala na spodnii prekladaciu ast
hysterektomického boxu, ktord bola ponorend do dezinfekéného roztoku. Druhou
odli§nostou bol strop, ktory bol v na§om pripade z rovnakého materidlu (plexisklo)
ako cely box. V pripade uvddzanych autorov, bol strop hysterektomického boxu tvo-
reny PVC foliou, ktord bola pripevnend k hornym okrajom jeho obvodovych stien.
Rozmery vane i otvoru na dne hysterektomického boxu umoziovali potrebni ma-
nipuldciu pri prekladani maternice. Umiestnenie otvorov po strandch izoldtora bolo
z hladiska obsiahnutia celého boxu zvolené vhodne. Nevyhodou boxu sa ukizalo
to, ze nebol vybaveny vzdu¥nymi filtrami, &o stazovalo jeho priehlfadnost v dosledku
vyzrazania vlhkosti na jeho stendch pri vybavovani jahniat.

Pre odchov gnotobiotickych jahniat sme modifikovali sklolamindtovy izolator
(obr. 2) pouzivany Trdavnic¢k om (osobné zdelenie) pre odchov ciciakov. Izo-
ldtor umoznil skupinovy odchov jahniat. Jeho vyhodou oproti izoldtoru z PVC folie,
ktory pouzili pre jahfflatd Alexander a Lysons (1971), je vy3Sia
odolnost proti mechanickému po$kodeniu. Dal$ou prednostou tohto modifikovaného
izolatora je, Ze pre odchovavané jahiiatd nie je potrebné pouzivat $pecidlne ocelové
klietky zhotovené z dielcov menSich rozmerov ako je priemer prekladaca. Naproti
tomu vyhodou izoldtorov s izoldtorovym vakom z PVC félie je ich priehladnost po
celej ploche a ahSia manipuldcia s odchovdvanymi zvieratami. Pouzity ventilatny
systém bol dostato¢ne ucinny.

Osved¢ilo sa pouzitie zdsobného izoldtora pre krmivo a spotrebny materidl
(obr. 3) i izoldtora na ukladanie odpadového materidlu, ktory bolo potrebné pravi-
delne vetraf, pretoZe v fiom stipala vihkost z uloZzeného materidlu.

Nase metoda hysterektomie za pouZitia emaskuldtora sa ukdzala ako jednoduchd
a spolahlivd. Na rozdiel od inych autorov sme bahnice po hysterektomii neodpora-
zili, ale po chirurgickom oSetreni sliZili na experimentdlne ucely, alebo boli po
ochrannej lehote pouzitého anestetika (60 dni) odoslané na beZzny bitinok a miso
vyuzité na fudsky konzum. Po osvojeni si nami modifikovanej metody hysterektomie
za pouZzitia emaskuldtora sa pri jej praktickej aplikdcii nevyskytli u bahnic Ziadne
komplikicie. Pri kontrolnom odporazeni dvoch bahnic 65 dni po zdkroku sme
u jednej z nich pozorovali na pahyle maternice nevstrebanti krvni zrazeninu. Uginok
anestézie matky na novorodené jahiiatd nebol sledovany. Na zdklade naSich skuse-
nosti moZeme potvrdifidaje Alexandra a Lysonsa (1971), Ze ziskanie
gnotobiotickych jahniat ma oproti ciciakom nevyhody v sezonnosti reproduk&ného
cyklu, malom poéte ziskanych jahniat a v ich relativne vysokej mortalite. V naej
préci do$lo k thynu $tyroch jahniat tesne po ich vybaveni z maternice a jedno jahiia
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uhynulo pri skupinovom odchove vo veku 10 dni v désledku vypadku ventildtora.
Celkova mortalita bola 62,5 %.

Na kfmenie jahniat sme pouzili mlienu kfmnu zmes Laktavit urent pre tefatd.
Alexander ai. (1973a) napdjali gnotobiotické jahiiatd zahustenym kravskym
mliekom. Ov¢ie mlieko obsahuje viac mlie¢neho tuku a minerdlii, ale jahiiatd si ich
niz8i obsah v kravskom mlieku kompenzuji vy$§im prijmom (Riou ai., 1977).
Na zdklade naSich pozorovani usudzujeme, Ze tejto kompenzdcie st jahiiatd schopné
v 2. - 3. tyZdni Zivota. V 4. a 5. tyZdni Zivota prijimalo gnotobiotické jahiia prie-
merne 1,6 | mlie¢nej kimnej zmesi na deti. Hmotnost gnotobiotického jahiafa, ktoré
bolo kimené len mliekom dosiahla vo veku 5 tyzdiiov 9,0 kg, €o predstavovalo 75 %
konven¢ného jahmata, ktoré okrem mlieka prijimalo aj jadrovii kfmnu zmes a seno.
Krmenie a oSetrovanie zvierat v izoldtore z pevnych stien, ktory bol pouZity v na-
Sich experimentoch je ndro¢nejsie ako v izoldtoroch z PVC félie vybavenych
klietkou. Predovietkym odbery vzoriek biologického materidlu (krv a bachorovy
obsah) si v sklolamindtovom izoldtore vyzaduju zru¢nost dvoch pracovnikov.

V3etky pouZité postupy sterilizdcie izoldtorov, krmiva, materidlu a vzduchu boli
plne u¢inné. V sulade s odporu¢eniami Barretta (1959)a Greenspana
a i. (1955) sme na sterilizdciu izoldtorov pouZili roztok kyseliny peroctovej v 2%
koncentricii vo forme aerosolu a mdZeme potvrdif jeho spofahlivii u¢innost.

Pouzitd modifikovand metéda mikrobiologickej kontroly podfa Wagnera
(1959) sa osvedgila. V pripade individudlneho odchovu do$lo ku kontamindcii
jahriata v gnotobiotickom izoldtore s Bacillus spp. v 2. tyZdni Zivota. Zdrojom konta-
mindcie bolo mlieko, ktoré nebolo dostatodne autoklavované v ddsledku poruchy
autokldvu. Pri skupinovom odchove boli jahtiatd germ-free 3 tyZdne. Ku kontami-
ndcii doslo v 4. tyZdni ich Zivota zdrodkami Staphylococcus hyicus a Bacillus cereus
v dosledku prederavenia izoldtorového vaku zdsobného izoldtora z PVC félie.

Gnotobiotické jahiiatd sa v naSej experimentdlnej praci vyuZivaju predovietkym
v oblasti $tidia vyvoja a ovplyviiovania trdviacich procesov mlddat prezivavcov
z hladiska ich stimuldcie, prevencie trdviacich porich, zvySovania vyuZitenosti
krmiva a produkcie.
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The recovery and rearing of gnotobiotic lambs and their use in veterinary medicine.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (7) : 403-411.

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 in 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 atm, 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 VYZIVY NA NIEKTORE HODNOTY
METABOLIZMU BIELKOVIN A TUKOV U POTKANOV
V ROZNOM VEKU

M. Krajcovifova-Kudlatkova, L. Ozdin

Vyskumny ustav vyzivy, Bratislava

Potkanom (samcom) vo veku 30 - 140 dni sa poddvala potrava s optimalnym obsahom
Zivin diferencovane podrla veku, so zdrojom bielkovin: kazein mlieka, sdja (odtuénena
a zbavend inhibitorov traviacich enzymov), pSeniény glutén a ich zmes (po 1/3 bielko-
vin). Miera proteosyntézy, sledovana na zaklade inkorpordcie LU C/-tyrozmu
v bielkovinovej frakcii peene a svalu zvierat na vyZive kazein-glutén, je vyrovnana
pre oba druhy bielkovin u zvierat vo veku 140 dni, u rasticich zvierat (70 dni) si
hodnoty aminokyseliny vyznamne niZsie pre vyZivu gluténom. Zistila sa priama za-
vislost utilizdcie bielkovin (Zisty proteinovy pomer NPR) na hodnotich aminokyseli-
nového skére limitujiicich aminokyselin a potencidlnej biologickej hodnote potravy
u rasticich zvierat vo veku 30 - 98 dni. V dospelosti (od 105 dni) je utilizicia
rastlinnych zdrojov potravy vyrovnand so Zivo&i¥nym zdrojom a teda nezavisla na kva-
lite aminogramov. Vysledky ukazujii na neplnohodnotnost rastlinnych zdrojov potravy
z hladiska proteosyntézy a obsahu limitujiicich aminokyselin (urujicich pre syntézu
peptidovych refazcov) v obdobi vyvoja organizmu. Hodnoty cholesterolu a triacylgly-
cerolov v sére potkanov sii niZ$ie pre rastlinnii a zmie$ani vyZivu a vykazuji priamy
vzfah ku Lys/Arg a Met potravy a nepriamy ku Arg+Glu+Gly.

potkany; rastlinna vyZiva; kvalita bielkovin; proteosyntéza; &isty proteinovy pomer

Pre fyziologicky priebeh metabolickych procesov organizmu musi potrava obsahovaf
vietky Ziviny a v kazdom veku v ur€itom sprdvnom pomere (FAO/WHO/UNU, 1985;
NRC, 1978). S vekom sa meni pomer medzi novotvorbou telovych bielkovin
a bielkovin pre obnovu tkaniv (KrajCovitovd-Kudldskovd a Di-
bdk, 1986).

V préci je sledovany vplyv rastlinnych zdrojov potravy roznej kvality (s6ja, pSe-
ni¢ny glutén) a ich zmesi s kazeinom v podmienkach optimalneho prijmu Zivin na
ich vyuZitelnost z hladiska aminokyselin a proteosyntézy (Cisty proteinovy pomer
NPR) u laboratérnych potkanov v roznom veku. Izotopovou $tiudiou na zdklade
inkorpordcie zna¢kovanej aminokyseliny v bielkovinovej frakcii pe¢ene a svalu
zvierat na referencnej vyZive (kazein) a rastlinnej vyZive (glutén) je sledovand miera
proteosyntézy vzhfadom na vek. Vysledky si doplnené o priebeh procesu gluko-
neogenézy a hodnoty triacylglycerolov a cholesterolu. Zdroje vyzivy su hodnotené
okrem beZne uzivaného posudenia kvality bielkovin tieZ podra limitujicich amino-
kyselin a podla potencialnej biologickej hodnoty (Mitchell, 1964; Cerni-
kov, 1986).
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MATERIAL A METODY

Pokus sme robili na potkanoch, samcoch (kmeii Wistar; chovna stanica Velaz,
Praha) hned po odstaveni (hmotnost 68 + 5 g), ktorym sme do veku 140 dni podavali
ad libitum potravu optimdlneho zloZenia Zivin diferencovane podla postupujticeho
veku, ako sme zistili prv v naSich.experimentoch (Krajéovic¢ovd-Ku-
dldac¢kova, 1990). Ako rastlinny zdroj vyZivy sme pouzili odtuneni sdjovi
muku (Cokolddovny, Praha; Soja, Kolin), pedent pri teploté 180 °C 20 min na
odstrdnenie inhibitorov trdviacich enzymov (Friedman a i, 1989) o obsahu
46 *+ 3 % bielkovin, 1,7 + 0,2 % tukov a 37,0 + 2,8 % sacharidov, dalej p3enitny
glutén (Slovenské Skrobarne, Trnava) o obsahu 70 + 2 % bielkovin, 6,0 + 0,4 %
tukov a 12,0 + 1,0 % sacharidov. ZmieSanu (rastlinno-Zivo¢i$nu) potravu tvorila
zmes dvoch rastlinnych zdrojov s kazeinom mlieka v rovnakych mnozstvach
v ddvke bielkovin. Zivo&i¥ny zdroj (Laktos, Praha) mal zloZenie 78 + 2 % bielkovin,
1,3 £ 0,06 % tukov a 2,0 + 0,09 % sacharidov. Obsah tukov a sacharidov prineseny
s potrebnou davkou bielkovin prislu¥ného zdroja bol odpocitany od margarinu
(Palma, Bratislava), ktory md pomer nasytenych ku nenasytenym mastnym kyseli-
ndm 1 : 4 a od p3eni¢ného Skrobu v zloZeni experimentdlnych diét. Zlozky sacha-
ridov boli sachardza a pSeni¢ny §krob vo fyziologickom pomere 1 : 6,2
(Krajcovicovd-Kudldac&kova,1992). Nastanovenie obsahu aminoky-
selin v zdrojoch rastlinnej vyzivy a v kazeine boli zdroje hydrolyzované v asi
40-nasobku HCI (¢ = 6 mol/l) po dobu 72 h a v hydrolyzovanych vzorkdch bol obsah
aminokyselin stanoveny zautomatizovanou chromatografickou metédou (Spack -
man ai., 1958).

Vypocet obsahu optimalnej davky bielkovin rastlinnych zdrojov (bez fortifikdcie
aminokyselin a vzhladom na referenCny ZivoCiSny zdroj kazein), je uvedeny v tab. I.

Zostavenie potravy s fyziologickym obsahom Zivin:

zloZky potravy vek potkanov (dni)
(g/100 g) 30 - 45 46 - 75 76 - 90 91 - 120 121 - 146
tuky 30 20 15 11 10
sacharidy 36 41 46 51 51
solnd zmes Osborme 4 4 4 4 4
bielkoviny
kazein K 15 15 12,5 11,5 10
agar 15 20 22,5 22,5 25
séja 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 (KSG)
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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Vitaminovad zmes sa priddvala do potravy pred jej kazdodennym podanim zvie-
ratim (Henry, 1965).

Obsah dusika resp. bielkovin (N x 6,25) v kazeine, sdji, gluténe a v potrave bol
stanoveny Dumasovou metddou (Vondenhof a Schulte, 1979). Obsah
tukov v zdrojoch potravin, v margarine a diétach sme ur¢ili extrakénou metdédou
Soxhletovou a obsah sacharidov v zdrojoch bielkovin, v sacharéze, p§eni¢nom $kro-
be a v potrave sme stanovili metddou podla Schoorla (Pribela, 1978). Obsah
zZivin v potrave sa pohyboval v rozmedzi pripustnych hranic (chyba 0,3 - 0,6 %).

Zvierata v poCte 72 ks na kazeinovej potrave, 16 ks na sdji, 32 ks na gluténe
a 16 ks na zmesi troch zdrojov bielkovin boli umiestnené v klietkach s mriezkovou
podlahou individudlne. Potravu a pitni vodu dostdvali ad libitum Smermice pre sta-
rostlivost o laboratorne gzvieratd boli dodrziavané. Denne sme merali spotrebu potra-
vy a tyzdenne hmotnost zvierat. Z kazeinovej skupiny sa postupne vyc¢lenilo
5 skupin zvierat po 8 ks na konzumiciu bezbielkovinovej potravy po dobu 7 dni,
aby sa zistil priemerny Ubytok hmotnosti pre vypocet NPR (Bender a
Doell, 1957) a to vo veku 35 - 42 dni, 63 - 70 dni, 85 - 91 dni, 113 - 119 dni
a 133 - 140 dni, teda na zaCiatku experimentu, dalej v Case 1. a 2. dekapitdcie a na-
viac este po jednom raze v obdobi dospievania a v dospelosti.

prirastok hmotnosti zvierat + tubytok hmotnosti zvierat

NPR = na testovanom proteine (g)  na bezbiclkovinove) potrave (g)

prijem bielkovin (g)

Na 70. a 140. defi sa 8 ks kazdej skupiny podla druhu potravy dekapitovalo
(ndsledne po 16hodinovom hladovani), bola odobratd krv na stanovenie triacylgly-
cerolov a cholesterolu v sére, dalej rychlo vypitvand pecen. schladend a navazena
na stanovenie aktivity fosfoenolpyruvdtkarboxykinizy - PEPCK (E.C.4.1.1.32) -
Flores a Alleyne (1971). Zlozky lipidov boli merané tes:am: firmy
Lachema.

Dalej na 70. a 140. defi veku sa po 8 ks zvierat na kazeinovej potrave na gluté-
novej potrave (najnizie NPR do 70 dni veku) pouzilo na izotopovu §tudiu (T a -
naka ai, 1987) Od 7.30 do 16.30 h zvieratd hladovali, od 16.30 do 19.30 h mali
volny pnstup k potrave. Prijem vody nebol obmedzovany. O 19 30 h sa potkanom
aplikoval intraperitonedlne LU0 -tyrozin (sterilizovany. 2% etanolicky roztok
s mernou aktivitou 13.32 GBg/mmol, riedeny na aplikovani ddvku vytemperova-
nym fyziologickym roztokom) v mnoZstve 2,9 mg/g hmotnosti u mladych zvierat
a 2 mg/g hmotnosti u starSich potkanov (Tanaka ai, 1987) 12 hodin po apli-
kdcii izotopu boli zvierata usmrtené éterovou narkézou, bola vypitvana pecern
a odobratd vzorka z pravého zadného stehnového svalu. Z pecene a svalu sa nava-
zilo asi 250 mg do 20 dielov zmesi chloroform-metanol (2 : 1) podla autorov
(Folch ai. (1957). Po 24.hodinovej extrakcii a ndslednej centrifugacii (10 min,
5 000 ot/min) sa sediment spravoval s 20 dielmi 10% kyseliny trichloroctovej na
ziskanie Cistej proteinovej frakcie z pouzitych tkaniv. Po beznej centrifugdcii bol
sediment po vyzrdzani bielkovin rozpusteny inkubdciou pri 50 °C v NCS (Nuclear
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Chicago Solubilizer, US Patent 3, 506 828). Z rozpustenej proteinovej frakcie bol
odobraty 1 ml do scintila¢nej banky, okyslenej 50 - 100 pl fadove;j kyseliny octovej
(na odstrdnenie chemiluminiscencie), dalej bolo pridané 10 ml PCS (Phase Combi-
ning System) a po iplnom odstraneni fluorescencie roztoku bol rddioaktivny uhlik
detekovany kvapalno-scintilaénou spektrometrion metédou externého Standardu za-
riadenim LKB typ 1214 Rack Beta Excel (Svédsko).

Na stanovenie obsahu tyrozinu v tkanivich v €ase dekapitdcie bola peceri a sval
hydrolyzovana s kyselinou chlorovodikovou (¢ = 6 mol/l, asi 40-ndsobkom) po dobu
72 h a v hydrolyzitoch tkaniv bol obsah tyrozinu stanoveny chromatografickou me-
todou (Spackman ai., 1958).

VYSLEDKY

V tab. I s uvedené aminogramy kazeinu, séje a gluténu a vypocet optimdlnej
davky bielkovin vzhladom ku kazeinu (bez fortifikdcie aminokyselin) na zdklade
priemernej hodnoty pomeru aminokyselin kazein/rastlinny zdroj a bez limitujucich
aminokyselin. Faktorom 1,12 pre soju a 1,46 pre glutén boli ndsobené optimalne
hodnoty kazeinu v experimentdlnych diétach a tieto potom v zmesi bielkovin ka-
zein-sdja- glutén umerne redukované na jednu tretinu. Pomer esencidlnych ku ne-
esencidlnym aminokyselindm je pre kazein 0,79, pre soju 0,73 a pre glutén 0,30.
Aminokyselinové skore sumy esencidlnych aminokyselin EAS vzhladom ku kazeinu
je u soje 93, pre glutén 53.

Tab. II obsahuje hodnoty aminokyselin v optimdlnych mnoZstvdach bielkovin
rastlinnych zdrojov (a ich zmesi s kazeinom) imernych 1 g bielkovin kazeinu podla
vypoctu v tab. I. EAS sa tym zvySilo pre soju na 104, pre glutén na 77 a zmes takto
upravenych dvoch rastlinnych bielkovin s kazeinom md EAS 94. Aminokyselinové
skére rastlinnych bielkovin, s kazeinom md EAS 94. Aminokyselinové skore AS
limitujicej aminokyseliny pre kazein (Met+Cys/2) vzhladom na vajce mad hodnotu
67, pre soju (Met+Cys/2) 63, pre glutén (Lys) 28 a zmes bielkovin (Met+Cys/2)
67. Priemernd hodnota rozdielov aminokyselinového skore RAS 8 esencidlnych ami-
nokyselin (+Cys/2, +Tyr) vzhladom na limitujicu aminokyselinu v kazdom zdroji
bielkovin KRAS ma pre K hodnotu 30, pre S 34,9, pre G 45,9 a pre M najnizZ§iu
hodnotu 23. 100-KRAS, teda potencidlna (teoretickd) biologickd hodnota BH, je
najvysSia pre zmes bielkovin (77), po nej niZ3iu, ale blizku hodnotu ma kazein (‘?O),
nasleduje soja (65,1) a najniz8iu BH, md glutén (54,1).

Tab. IIT a obr. 1 ukazuji priebeh hmotnosti zvierat vo veku 30 - 140 dni
v tyzdennych intervaloch pre pouZité druhy potravy. Charakteristicky priebeh md
krivka hmotnosti pre ZivoCidny referenény zdroj kazein. Hmotnost stiipa s vekom
linedrne do obdobia 77 dni, ¢o vo vyjadreni regresnej priamky (y = 6,9987x -
133,6814; n = 110; r = 0,9982; P < 0,001) znamena denny ndrast hmotnosti 6,99 g
a obdobie prudkého rastu potkanov. Zaver rastovej krivky od 105 dni veku mozno
tiez povaZovaf za linearny (y = 0,6408x +412,0020; n = 48; r = 0,9459; P < 0,001)
s ndrastom hmotnosti len 640 mg. Toto obdobie s velmi nizkou zmenou hmotnosti
je uz obdobie dospelosti. Vyrovnané s kazeinom su hodnoty hmotnosti zvierat na
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I. Hodnoty aminokyselin (mg/g bielkovin) v kazeine (K), sdji (S), gluténe (G), pomer aminokyselin
K/S a K/G a tiprava hodnét aminokyselin pre optimédlnu ddvku bielkovin, pomer esencidlnych ku
neesencidlnym aminokyselinam E/N a aminokyselinové skore sumy esencidlnych 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- : ~ E. Q E.
kyselina = x e X
w=ey | W | S| 38| o | 2] 8] 2
His 28+ 1 25+1 | L,12 | 28 [ 1,00 | 15+1 | 1,86 | 22 | 1,27
Ile 4413 54+2 | 081 | 61 | 072 | 33+3 | 1,27 | 48 | 088
Leu 107 +4 85+3 | 1,26 | 95 | L12 | 713 | 1,51 | 104 | 1,02
Lys 8143 7242 | L12 | 81 [ 1,00 | 1241 | 675 | 18 | 4,50
Met 29+ 1 171 12+1 | 241 | 18 | 161
Cys/2 7%1 13+1 | 1,20 | 34 | 1,06 | 13+1 [ 053 | 19 | 037
Phe 56 +2 s6+1 | 1,00 | 63 | 089 | 44+3 | 127 | 64 | 0,88
Thr 36+3 48+1 | 071 | 54 [ 067 | 1841 | 1,89 | 26 | 1,31
Val 65+3 55+1 | 1,18 | 62 | 1,05 [ 30+2 | 2,16 | 44 | 148
Arg 3542 71+2 | 048 | 8 | 043 | 31+2 | 1,13 | 45 | 0,78
Glu 190+7 | 191410 | 1,00 | 214 | 0,89 | 478+33 | 0,40 | 698 | 0,27
Pro 120%5 49+2 | 245 | 55 | 2,18 | 124+8 | 0,97 | 181 | 0,67
Ser 513 41+3 | 1,25 | 46 | 1,10 | 38+3 | 1,34 | 55 | 093
Tyr 64+4 23+1 | 278 | 26 | 246 | 26+2 | 246 | 38 | 1,68
Ala 26 +1 3741 | 070 | 41 [ 063 | 231 | 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 | 034 | 45 | 033 | 29+2 [ 052 | 42 | 036
1,12 1,00 1,46 1,00
(-Lys)
EN 446/570 =| 412/563 = 235/786 =
0,79 0,73 0,30
EAS 100 93 53
'amino acid
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II. Hodnoty aminokyselin v 1 g kazeinu (K), v mnoZstvach rastlinnych zdrojov odpovedajucich podla kvality 1 g kazeinu (1,12 g bielkovin
soje S, 1,46 g bielkovin glutenu G a 1,:9 g bielkovin ich zmesi1 M), pomer esenciainych ku neesencidlnym aminokyselinim E/N, aminoky-
selinové skore jednotlivych esencidlnych aminokyselin ASx a ich sumy EAS, rozdiel aminokyselinového skére RAS, koeficient rozdielov
aminokyselinového skore KRAS a potencia‘na biologicka 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 AS; and of their sum EAS, difference
in the amino acid score RAS, coefficient of the diffcrences in the amino acid score KRAS and the potential biological values BHp

Kt \/ajce2 K B G M
kyselina! | (FAOWHOI T mg o | pas | -MB_ | As | Ras | ™8 | as, | Ras | -™2- | as, | Ras

UNU, 1985) lg x 1,12g 2 1,46 g x L19g e
His 24 28 116 49 28 | 116 53 22 92 64 26 108 41
lle 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 67 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
Val 74 65 88 21 62 84 21 44 60 32 57 77 10
KRAS 30,0 349 459 23,0
BH, 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
EN 446/570 463/632 344/1140 419/783

=0,79 =0,73 =0,30 =0,54

EAS 100 104 77 94

'amino acid, 2egg



I11. Hmotnost zvierat (g) a Cisty proteinovy pomer NPR za dlhodobého prijmu potravy optimalneho
zloZenia Zivin diferencovanych podla postupujiceho veku a zdrojom bielkovin kazein (K), s6ja (S),
glutén (G) a ich zmes (M), obsahujica po 1/3 z kaZdého 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

Vek (dni)’ K 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° 233113
56 265+ 12 238+ 13 155114 291+ 8
63 318+10 298 + 13 186119 339110
70 354+ 13 21+17 21418 376 £ 11
77 396+ 12 358+ 15 359+117 403+17
84 424+ 16 358 + 22 2941127 42513
91 449 £20 397+ 24 2014 438+ 18
98 468+ 7 413+ 30 3524127 455120
105 478 +28 416 + 23 362423 467 £24
112 481116 429+ 29 386+20 480117
119 493 +25 443+ 20 3934137 492116
126 495 +22 458 + 24 416+ 19" 498 + 20
133 496 21 472429 434118 505+ 19
140 500 + 33 474130 449 £ 20 509 +23
42 3,10 £ 0,15 2,48+ 0,17 1,78 40,17 2,83 0,14
49 2,64 £ 0,14 2,1810,16" 1,50 £0,127 2,58 £ 0,16
56 2,61 + 0,09 2,10+ 0,15 1,380,117 2,46 £ 0,15
63 2,56 + 0,18 1,86 +0,12" 1,25£0,14 2,43 40,14
70 2,00 £ 0,15 1,48 0,10 1,22+0,13" 2,07 £ 0,11
77 1,75 + 0,08 1,35+ 0,147 1,26+£008 | 1,88%0,10
84 1,62 £ 0,09 1,30 £ 0,097 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
|age (days)
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zmesi M. ZniZené hodnoty, no nevyznamne, ma rastova krivka zvierat na soji a aty-
picky priebeh ma hmotnost zvierat s vekom na obilovine. Hodnoty hmotnosti u G
zvierat s v celej vekovej $kdle vyznamne niZ8ie vzhfadom na kazein, u poslednych
dvoch merani je zniZenie hmotnosti nevyznamné.

Utilizdcia bielkovin (tab. III, obr. 1) je pre zmes bielkovin nevyznamne nizSia
oproti kazeinu vo veku 42 - 70 dni, od 77 dni veku aZ do konca pokusu hodnoty
NPR zmesi prevy$uju hodnoty pre kazein. NiZ8ie oproti kazeinu (na hranici
vyznamnosti) je NPR pre s6ju do veku 98 dni (pre vek 56 a 63 dni je P < 0,01).
Vyzamné zniZenie dosahuje NPR u gluténu: do veku 77 dni 43 - 51 %, do veku
98 dni je zniZenie utilizdcie obilnej bielkoviny o 17 - 24 %. Od 105 dni veku st
zmeny v NPR pre vietky pouZité druhy bielkovin nevyznamné.

1
14
500+ hmotnos I'(' N PR
S
1 G
4001
3001
2001
oP<005
1 oo P<0,01 —,K
oo P<0,001
100
504
°j'1vvv'vlleI 0-1...,.wv—1-7ﬁ2
40 60 80 100 120 140 40 60 80 100 120 140dni

1. Hmotnosf zvierat a &isty proteinovy pomer NPR za dlhodobého prijmu (od odstavu do veku
140 dni) potravy optimdlneho zloZenia Zivin diferencovanym podra postupujiiceho veku a zdrojom
bielkovin kazein (K), séja (S), glutén (G) a ich zmes (M) obsahujiica po 1/3 z kaZdého druhu bielko-
viny. Stredné chyby priemeru si uvedené v tab. III — 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. III shows standard errors of
the mean

]weight, 2days

Na obr. 2 su vysledky izotopovej $tidie. MnozZstvo tyrozinu pre proteosyntézu
u potkanov dlhodobo na potrave kazeinovej a gluténovej je vypocitané z celkového
mnoZstva aminokyseliny v peceni a svale po kyslej hydrolyze bielkovin a na zaklade
podielu rddioaktivity z celkovej podanej ddvky izotopu v bielkovinovej frakcii pe-
¢ene a svalu za 12 hodin. Je vyznamne vy$§ie v peCeni a svale u mladych zvierat
vo veku 70 dni (teda v obdobi prudkého rastu) pre kazeinovii potravu. Vo svale je
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2. MnoZstvo tyrozinu pouZité za 12 hodin na proteosyntézu vo svale a pegeni zvierat veku 70 a
140 dni, dlhodobo na potrave optimdlneho zloZenia Zivin a zdrojom bielkovin kazein (K) 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
SK) and gluten (G) as protein sources

days, “muscle, “liver

zvySenie 1,4ndsobné, v peceni 1,7ndsobné. Pre sval zvierat dospelych (veku 140 dni)
su hodnoty tyrozinu pre proteosyntézu vyrovnané pre kazein a glutén, v peceni je
zniZenie pre gluténovi potravu nevyznamné.

Hodnoty aktivity fosfoenolpyruvatkarboxykinazy PEPCK (obr. 3) v peceni zvie-
rat vo veku 70 dni si v nepriamom vzfahu k hodnotdm NPR pri vzdjomnom po-
rovnani pouZitych druhov potravy. Pre vek 140 dni je proces glukoneogenézy
vyrovnany pre K, S, Ga M.

Sérové hodnoty triacylglycerolov (TG) a cholesterolu (CH) si vyznamne niZ8ie
oproti kazeinu pre v8eiky druhy potravy a pre obe vekové kategorie s vynimkou
nevyznamného zniZenia cholesterolu pre vek 70 dni (obr. 3). NajvacSie zniZenie
hodndt TG a CH je u potravy s obilnou bielkovinou a séjovou bielkovinou. Priebeh
lipidickych parametrov séra v rade K, S, G, M je v priamej zdvislosti na priebehu
hodndt Lys/Arg a Met a v nepriamom pomere k su¢tu Arg+Glu+Gly (obr. 3).

DISKUSIA

Pre postdenie vyuzitelnosti zdrojov potravy pre organizmus z hladiska bielkovin
st vyznamné zdvery prace autorky Mitchel (1964) a nové hodnotenie bielko-
vin podra koeficientu rozdielov aminokyselinového skore a potencidlnej biologickej
hodnoty (Cernikov, 1986). Definicia kvality bielkovin v zmysle zastiipenia
vSetkych esencidlnych aminokyselin a ich rovnovahy k neesencidlnym (pomer E/N
blizky &islu jeden), ako st v referentnej bielkovine slepacieho vajca alebo kravského
mlieka (FAO/WHO/UNU, 1985) oviem plati v su¢innosti s obsahom limitujuce;j
aminokyseliny, resp. jej aminokyselinového skore vzhfadom na referenény protein.
Prvd deficitnd (limitujica) aminokyselina urCuje stupeti produktivneho vyuZitia (na
plastické, anabolické pochody) ostatnych esencidlnych aminokyselin, pretoZe je ini-
cidtorom syntézy peptidového refazca. Je znamy prisny predpis sekvencie jednotli-
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vych aminokyselin v primdrnej Struktire syntezovanych bielkovin dany tripletmi
nukleotidov v genetickom kéde. Podla ponuky mnoZstva limitujicej aminokyseliny
sa radia do peptidového refazca ostatné aminokyseliny.

Cernikov (1986) berie do tivahy pri posudzovani kvality bielkovin, resp.
vypo&tu hodnoty pre proteosyntézu priemer rozdielov aminokyselinového skore
jednotlivych esencidlnych aminokyselin oproti vajcu vzhladom na limitujiice ami-
nokyseliny v hodnotenych zdrojoch bielkovin (KRAS), €o je zbytok esencidlnych
aminokyselin, ktory sa nevyumg, na plastické potreby organizmu a vyuZiva sa na
katabolické pochody bielkovin. Cim je niZ8ia hodnota KRAS, tym je bielkovina kva-
litnejSia. 100-KRAS je potencidlna biologickd hodnota BHp a znamend stupefi pro-
duktivneho vyuZitia esencidlnych aminokyselin na proteosyntezu

Kvalita bielkovin v spojitosti s utiliziciou bielkovin viedla v predkladanej praci
k tymto zdverom pre zvieratd prudko rastuce. Cim je vysSie skore limitujticej ami-
nokyseliny a &im je vyS3ia hodnota BHp, tym je bielkovina, resp. zmes ammokyselm
lepSie utilizovatelnd: AS lumtujucxch ammokyselm vrade K, S, G, M je 67, 63, 28,
67; BHy, 70,0; 65,1; 54,1; 77,0; NPR pre vek 70 dni 2,00; 148 (P<OOS) 122
(P <0,001); 2,07; pre vek 98 dm (obdobie dospievania) 1 51, 1,22 (P <0,05); 1,26
(P<0,05;1 65 V dospelosti sa rozdiely v kvalite bielkovin neodrdZaji na ich uti-
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lizdcii. Utilizdcia aminokyselin pouZitych zdrojov rastlinnej vyZivy je vyrovnana so
ZivoCiSnym zdrojom, resp. nevyznamne zmenend oproti zmie$anému typu vyzZivy
(NPR pre M je od veku 70 dni aZ do 140 dni najvysSie). Na proteosyntézu, ktord
v dospelosti po ukon¢eni rastu, znamend obnovu tkaniv, idrzbu organizmu, stalia
hodnoty limitujicich aminokyselin v danych aminogramoch.

Potvrdzuje to aj izotopovd 3tudia zistenia miery proteosyntézy na zdklade
inkorpordcie znatkovanej aminokyseliny v bielkovinovej frakcii pe¢ene a svalu
potkanov prudko rasticich a dospelych, v ktorej sem vo veku 140 dni nena3li rozdie-
ly v hodnote aminokyseliny pre proteosyntézu za ¢asovu jednotku u vyzivy
rastlinnej (glutén) v porovnani s kazeinom. Naopak u veku 70 dni doSlo
k vyznamnému zniZeniu miery proteosyntézy u rastlinnej vyZivy. ZniZenu intenzitu
proteosyntézy v dospelosti dokumentuju niZ8ie hodnoty tyrozinu pre proteosyntézu
oproti veku 70 dni na referenénom proteine.

Hodnotenie vztahu utilizdcie a kvality bielkovin sa odrdZa aj v priebehu kriviek
hmotnosti pre jednotlivé zdroje vyzivy a v opaénom vztahu v udajoch hodnot akti-
vity enzymu glukoneogenézy v obdobi rastu, ktory proces poukazuje na katabolické
pochody bielkovin. Naviac vychidza priama zdvislost v rade pouzZitych zdrojov K,
S, G, M medzi aktivitou glukoneogenézy a hodnotami KRAS.

Nizke hodnoty triacylglycerolov a cholesterolu pri konzumécii rastlinnej stravy
si zndme. V naSej prici v podmienkach optimdlneho obsahu Zivin treba uvaZovat
o vplyve meniacej sa zlozky na lipidické parametre a tou si aminokyseliny.
Kritchevky ai, (1982) vyslovili domnienku o ovplyvilovani hodndt sérového
cholesterolu v priamom smere pomerom Lys/Arg. Doucet ai. (1987) nenasli
stuvislost medzi obsahom Lys v potrave a hodnotami sérového cholesterolu. Hu f f
a Carroll (1980) zistili negativnu koreldciu hodnot triglyceridémie a choleste-
rolémie s obsahom sictu Arg+Glu+Gly v potrave. Yagasaki ai. (1986) po-
pisali, Ze vy38i obsah Met spdsobil hypercholesterolémiu u potkanov a mor¢iat.
Uviedli tiez negativnu koreldciu medzi koncentrdciou Arg v potrave a hodnotami
cholesterolu. Popisané vztahy lipidickych parametrov a aminokyselin sme ukazali aj
v nalej prdci (Lys/Arg, Met, Arg+Glu+Gly a hodnoty cholesterolu a triacylglycerolov).

ZAVER

V dlhodobom experimente na potkanoch veku 30 - 140 dni sa sledoval vplyv
rastlinnej vyZivy (soja, glutén), resp. zmie$anej vyZzivy (zmes soja, glutén, kazein)
na utilizdciu bielkovin, mieru proteosyntézy a hodnoty lipidickych parametrov a to
v podmienkach optimalneho zloZenia potravy. Zistila sa priama zévislost utilizicie
bielkovin (NPR) u rastucich potkanov (30 - 98 dni) na hodnotdch aminokyselino-
vého skore limitujiicich aminokyselin a potencidlnej biologickej hodnote pouZitych
aminogramov. Izotopovou technikou sa na$la niZ§ia miera proteosyntézy zvierat
veku 70 dni na gluténe v porovnani s kazeinom. V dospelosti (105 - 140 dni) je
utilizdcia bielkovin pre v3etky druhy potravy vyrovnand, takisto miera proteosyntézy
pre potravu kazeinovu aj gluténovii. Je zniZend intenzita proteosyntézy (uZ nie no-
votvorba bielkovin, ale len obnova tkaniv, idrzby organizmu). ZniZené su sérové
hodnoty cholesterolu a triacylglycerolov zvierat na rastlinnej a zmie3anej strave
oproti kazeinu a su v priamej koreldcii k Met a Lys/Arg potravy a v nepriamom
vztahu k Arg+Glut+Gly.
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KRAJCOVICOVA-KUDLACKOVA, M. - OZDIN, L. (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-'4C/-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 BH, in growing rats at the age of 30 - 98 days (AS

- K/Met + Cys/2/67, S/Met + Cys/2/63, GP/Lys/ZS mixture /Met+Cys/2/ 67, BHP K 70.0;
S 65.1; G 54.1; mixture 77.0; NPR /70 days/ - K 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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PRECHOD RADIOCESIA DO KRALICIHO MASA
A JEHO EXKRECE

J. Jandl, K. Sladovnik

Vyzkumny ustav veterindrniho Iékarstvi, Brno

Je popsan pfechod radiocesia do krali¢tho masa po ingesci sena pfirozen& kontamino-
vaného nésledkem havirie v Cernobylu. Bylo zjidténo, Ze po 20 dnech se ustavi rovno-
vdaha mezi pfijmem radionuklidu a jeho koncentraci v mase kraliki. Hodnota
pfechodového koeficientu je 0,29 d/kg. Exkrece radiocesia po pfevedeni zvifat na ne-
kontaminovanou potravu odpovidd dvéma biologickym polo€asim: T, = 1,5 dne
a Ty, = 66 dnii. Ze zméfenych hodnot je sestavena retenni rovnice Cs-137 v krdli¢im
mase, kterou 1ze vyuZit pro vypo&et mnoZstvi radiocesia v riiznych dobach po ukon&eni
ingesce kontaminovaného krmiva.

krali¢i maso; radiocesium; pfechodovy koeficient; biologicky poloZas; Cernobyl

Jak zndmo, po Cernobylské havdrii bylo uzemi naSeho stdtu zasazeno ra-
dioaktivnim spadem, z né¢hoZ po vymizeni kratkodobych radionuklidi (hlavné
I-131) zistalo pfitomno v Zivotnim prostfedi pfedevsim radiocesium, izotop Cs-137
a Cs-134, z nichz zvlast& prvni pfedstavuje (a podle prognoz jesté dlouho predsta-
vovat bude) hrozbu pro potravni fetézec pida - rostlina (krmivo) - zvife - ¢lovék.
Pohyb radionuklidu fet®zcem je ovliviiovan mnoha fyzikdln&-chemickymi i biolo-
gickymi veli¢inami, jejichZ vyslednici je pfechodovy koeficient Ty mezi danymi
¢lanky fetézce. Vyluovani (ibytek) radionuklidu z organismu se nejéast&ji popisuje
biologickym (nebo efektivnim) polo€asem a retenéni rovnici.

V poslednich letech bylo provedeno mnoho studii pfechodu radiocesia do orga-
nismu hospodéfskych zvifat i jeho vyluCovani (Assimakopoulos aj., 1987,
Voight aj., 1988, 1989;Howard,b1989; Ward aj., 1989). V literatufe viak
chybi podobné experimenty provedené s kraliky. Pfitom je chov kralikii u nds velmi
roz8ifen. Cilem této préce proto bylo:

— vyuzit krmiva (sena) pfirozen& kontaminovaného radiocesiem ke sledovani re-
tence radiocesia v mase kraliki

— z vysledkl vypotitat pfechodovy koeficient krmivo - zvife (krdli€i maso)

— po pfevedeni zvifat na nekontaminovanou dietu sledovat exkreci radiocesia a vy-
pocitat biologické polo&asy

— pro praktické vyuZiti vypocitat retenéni kfivku, ze které lze stanovit dobu
potfebnou ke sniZzeni mnoZstvi radiocesia na poZadovanou hodnotu.
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MATERIAL A METODY

Pokusy byly provedeny s 20 krdliky (kalifornské plemeno, samice). Primérnd
hmotnost svaloviny byla 1,9 kg. 16 krdlikii bylo (kromé& dalsich komponent) krmeno
senem sklizenym v okoli Velkého Mezifi¢i v rdmci monitoringu kontaminace uzemi
po &emobylské havdrii. Pro pokus bylo vzato seno z jediné plochy, vzhledem ke
zjift&né nehomogenni kontaminaci travy i v rozmezi 500 - 1000 m. Kontaminace
sena byla zplisobena pfevdzn& Cs-137, coZ bylo prokdzino spektrometricky. V dobg
pokusti byl pomér aktivity Cs-137 k aktivité Cs-134 cca 8 : 1. Denni ddvka sena
ginila 0,5 kg, prim&m4 m&m4 aktivita sena byla 2 294 + 345 Bg/kg. Ctyfi krélici
tvofili kontrolni skupinu.

Po 20 dnech od po¢atku ingesce (kterd byla kontrolovdna vizudlng) se ustavila
pfibliznd rovnovaha mezi pfijmem a vylu¢ovanim cesia. Kralici byli proto pfevedeni
na normdlni dietu - smés pro vykrm kraliki.

Ve stanovenych intervalech byl ndhodné& vybrany kus utracen a ze hibetni a ste-
henni svaloviny byly pfipraveny tfi vzorky masa v 250 ml PE lahvich. Ddle byla
zméfena radioaktivita Cs-137 v mase a stanoven ndrust a pozdéji i pokles mnozstvi
radiocesia.

Veskerd méfeni radioaktivity se provddéla polovodi€¢ovym germaniovym detekto-
rem s vyhodnocenim na mnohakandlovém analyzdtoru impulzii Canberra Series 80
(Prochdzka, aj., 1987)

KUMULACE Cs-137

Pfechodovy koeficient 7 je definovin vztahem:
aktivita Cs—137 v mase (Bq/k
1= LS Bake) _ (ang) M
denni pfijem Cs-137 (Bq/d)

Denni pfijem = koncentrace Cs-137 v krmivu (Bg/kg) ndsobeny dennim p¥ijmem
krmiva (kg/d). Rovnice (1) je platnd jen v pfipadé€ rovnovdzného stavu mezi pfijmem
a exkreci radionuklidu.

EXKRECE Cs-137

Celkovd rychlost, s niZ se radioaktivita ve sledovaném organismu (nebo jeho
Cdsti) zmen3uje, je obecné ddna fyzikdlnim poloasem radionuklidu T a fyziolo-
gickou eliminaci charakterizovanou biologickym polotasem 7, (Jandl aPetr,
1988). Celkovy pokles pak vyjadfuje efektivni polotas T, definovany rovnici:

1 1 1
% T (2)

U Cs-137 je T natolik dlouhy (30.17 rokt), Ze pfi trvani experimentu asi 40 dni
Ize ¢len 1/T v rovnici (2) zanedbat, jinymi slovy pokles aktivity je din pouze fy-
ziologickou eliminaci, tedy biologickym polotasem 7}, ktery odpovidd polo¢asu
efektivnimu (Jandl aj., 1991).
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Ubytek radioaktivity v &ase f lze vyjdfit retenéni rovnici:

A=l ety ety | .Mt (3)
kde: A, - aktivita v Case {,
I ..; - jsou konstanty odpovidajici visekiim, pro které plati jisty T}
A, , - jsou konstanty biologického tibytku (d), které jsou s biologickym poloZasem
spojeny vztahem:
In 2
lb = Tb (4)
Rovnice (3) mad tolik ¢lent, kolikrat se b&hem exkrece radionuklidu zmé&ni bio-

logicky polocas.

Hodnoty T}, I a poCet Clent v rovnici (3) jsme pro na¥e méfeni zjistili z reten¢ni
kfivky, kterd je na obr. 1. Hodnoty A, jsou vypoéteny podle (4). Z vysledk je sesta-
vena retenéni rovnice (6) pro ubytek aktivity Cs-137 v krdli¢im mase.

VYSLEDKY A DISKUSE

KUMULACE CS-137 V MASE

V tab. I jsou uvedeny hodnoty mé&rmych aktivit krali¢iho masa (Bq/kg) v dob& 2
aZ 24 dni od prvni ingesce kontaminovaného krmiva. Uvedena je prim&mad hodnota
ze tf vzorkl a smérodatnd odchylka S.

Mé&m4 aktivita svaloviny kontrolnich krélikt byla b&hem celého pokusu rovna
11,6 + 2 Bg/kg. .

Ze zm&fenych hodnot (tab. I) je vidét, Ze kolem 20. dne po zahdjeni krmeni doch4-
zi prakticky k rovnovdZzné koncentraci radiocesia v mase. Toto zi$téni ndm umoznilo

I. Nérust aktivity Cs-137 v krali¢im mase. Aritmeticky pramér m&mych aktivit 4 (Bq/kg) ze tfi
vzorkll a sm&rodatnd odchylka S — An increase in the Cs-137 activity in rabbit’ s meat. The arithme-
tical mean of specific activities 4 (Bq/kg) calculated from three samples and standard deviation S

Doba krmeni (dny)' A4 [Bq/kg] s
2 56,2 1,6
3 63,4 0,7
7 125,5 2,8
10 181,3 11,3
13 277,0 42
17 330,8 21,9
20 3334 3,5
24 3359 7,0

lfc:eding time (days)
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pouzit hodnotu mé&mé aktivity z 24. dne pro vypocet pfechodového koeficientu
krmivo (seno) maso, podle rovnice (1), kam déile dosadime denni ptijem radiocesia:

3359
/= 9294 .05

Vypoctend &iselnd hodnota 7 vyjadfuje Edst denniho pfijmu radionuklidu, kterd
se nachdzi v 1 kg kréli¢tho masa. Hodnota 7= 0,3 (d/kg) koresponduje s hodnotami
T pro skopové maso a Eernobylsky spad a rovn€Z pro jehn&¢i maso kontaminované
spadem ze zkou$ek jadernych zbrani (Howard, 1989).

Z uvedeného vyplyvd, Ze pfechodovy koeficient je nutno vztahovat ke
konkrétnim podminkam.

=0,29 £ 0,15 (dkg) (3)

EXKRECE CS-137 Z MASA

Na obr. 1 je v semilogaritmickych soufadnicich vynesena reten¢ni kfivka, tj.
zjiténé mnozstvi deponovaného radiocesia (v procentech z ptivodni hodnoty) v zi-
vislosti na ¢ase (dny) po pfevedeni zvifat na nekontaminovanou stravu. Jako 100 %
je brdna hodnota m&mé aktivity uvedend v tab.I pro t = 24 dnii.

Z prib&hu zdvislosti na obr. 1 jsou zfeteln& vidét dva rizné biologické polocasy
vyluovéni Cs-137. Ciselné hodnoty kratiho Ty a del8iho T,a odpovidajici useky

%

w0/
80
601

404

20 1

101

" N
L] T T t T

0 10 20 30 40 50 60 t

1. Retence radiocesia v krdli¢im mase vyjidfena jako &dst puivodniho mnoZstvi Cs-137 (%) v zi-
vislosti na ¢ase 7 (dny). Vertikélni linie odpovidaji sm&rodatnym odchylkdm pHisludnych priméri —
Radiocesium retention in rabbit’ s meat expressed as a part of the original amount of Cs-137 (%)
in dependence on time 7 (days). The vertical lines represent standard deviations of respective means
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jejich platnosti zjistime extrapolaci pomale;jsi slozky k = 0 a odedtenim ordinat
extrapolované pfimky od ordindt pivodni kfivky. Vysledkem jsou ndsledujici
hodnoty:

— prvni biologicky poloCas T, = 1,5 dne

— odpovidajici usek I} = 0,66

— druhy biologicky polo¢as Ty, = 66 dni

— odpovidajici usek I, = 0,34

— prvni konstanta biologického tbytku Ay = 0,46 (d)

— druhd konstanta biologického tibytku A, = 0,010 (d)

Retenc¢ni rovnice pro Cs-137 v krdli¢im mase pak je:

Ar=0,66 - 0411034 . 700 (6)

Fyzikdlni interpretace rovnice (6) je nasledujici:

— 34 % z celkové aktivity deponované v krdli¢im mase se vylouci rychlosti, ktera
odpovida biologickému polo¢asu T, = 1,5 dne a biologické konstant® tibytku
Ay, = 0,46/d

- zbylych 66 % z celkové akt1v1ty se vyluCuje pomaleji, T,, =66 d; l,, =0,01/d
Z rovnice (6) lze vypoditat, Ze po prevedeni kralikii na neKontaminované krmivo

zistane za 24 hodin v mase asi 75 % ptvodniho mnozstvi (aktivity) Cs-137 a za

5 dnti bude v mase kraliki jiZ jen asi 30 % piivodniho mnozstvi Cs-137. Stejnd ve-

li¢ina poklesne na 10 % priblizn€ za 120 dni.

ZAVER

Studium pfijmu radiocesia Cs-137 prokdzalo, Ze pfiblizné po 20 dnech ingesce
kontaminovaného krmiva se v mase krdliki ustavuje rovnovdzny stav charak-
terizovany prechodovym koeficientem krmivo > maso, 7= 0,29 £ 0,15 (d/kg). Koe-
ficient je platny pro podminky radioaktivniho spadu po é:vém éemobylskeho typu.

Vylucovdni Cs-137 po pfevedeni na nekontaminovand krmiva probihd dvéma
biologickymi polo¢asy, pfi¢emz z praktického hlediska je dileZity poznatek, Ze za
5 dnti po posledni ingesci radiocesia se mnoZstvi tohoto radionuklidu v mase kralikt
snizi asi na 30 % plvodni hodnoty.
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JANDL, J. - SLADOVNIK, K. (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 Chemnobyl accident. The average radioactivity of hay was 2,294 + 345 Bqg/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 7
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: T, = 1.5 days and T}, = 66 days and fitting the following retention equation:

A= 0,66 ¢ 4034 I8

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. Rychlik, F. Si3ak, P. Lany

Veterinary Research Institute, Brno

Infections with Salmonella enteritidis and S. typhimurium are frequent causes of food-
-borne diseases in man and are responsible for considerable economic losses in the

* poultry industry (Fantasia etal, 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 ray 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 (W ray
etal, 1987, Nastasietal.,, 1988, Franklin etal,1990; Helmuth von
etal, 1990, Martinetti and Altwegg, 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 N astasi etal, 1988;
Hartstein etal, 1991). On the other hand, restriction analysis of chromosomal
DNA yields more constant and reliable information on bacterial strains (Tveten
et al., 1991). The aim of this study was to compare 18 field strains of S. 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 | in 18 and 12 field strains of
S. enteritidis and S. 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 of S. 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 S. enteritidis and S. typhimurium, respec-

tively, were isolated in Czechoslovakia from different sources (human beings, poul-
try, food and environment). S. enteritidis strains ,,11" to “13" and ,,14" to “18" were
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STRAIN 1 2 3 4 5 6 7 & g 10 11 12 13 14 185 16 17 18 M
FLASMID
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1. Plasmid profile analysis of 18 field strains of S. enteritidis. M - lambda DNA digested with Bst
EII. 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 Y an 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 1x 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 1x 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-HCI 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 M aniatis et al,
1982).
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2. Plasmid profile analysis of 12 field strains of S. typhimurium. M - lambda DNA digested with
Bst EIl. 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

RESULTS AND DISCUSSION

Four plasmid types, designated as A, B, C and D, were identified in the set of
S. 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. fy-
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 S. 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 S. typhimurium after digestion with
restriction endonuclease Pst I (Fig. 4).
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3. Pulse-field electrophoresis of S. enteritidis chromosomal DNA digested with Pst 1. 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 S. 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 etal, 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 pattern 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;23;20

STRAIN 19 20 21 22 23 24 25 ;
CHROMOSOME T
TYPE I NN IV V. VI VI VI IX VI VIl VIl

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 S. 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
(Levy-: Frebault etal, 1989; Ott etal, 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 Martinetti and Altwegg (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 (Martinetti

and Altwegg,1990) to obtain easily readable DNA fingerprints. Chromosomal
DNA was isolated from bacterial cells immobilized in low-melting agarose (Y an

etal., 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 shownby O lsen etal (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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RYCHLIK, I. - SISAK, F. - LANY, P. (Vyzkumny fstav veterindrniho 1éka¥stvi, Brno):
Diferenciace Salmonella enteritidis a S. typhimurium analyzou plazmidovych profilu a re-
strik&ni analyzou chromozomalni DNA.

Vet. Med. - Czech., 38, 1993 (7) : 433-439.

Prace byla zaméfena na ovéfeni moZnosti molekulamé biologickych metod pro hlubsi
diferenciaci a typizaci S. enteritidis a S. typhimurium.

Z 18 kment S. enteritidis a 12 kmenl S. typhimurium byla izolovana plazmidova
DNA a porovnany plazmidové profily. U v8ech kmeni byla izolovédna i chromozomalni
DNA z baktérii imobilizovanych v nizko tuhnouci agaréze. Po rozSt€peni chromozo-
malni DNA restrik¢éni endonukledzou Pst I byly vzniklé fragmenty oddéleny pulsni elektro-
forézou v agar6zovém gelu. U S. enteritidis byly popsany 4 plazmidové a 3 chromozomalni
typy, u S. typhimurium bylo popséno 10 plazmidovych a 9 chromozomalnich typi.

Pfednosti analyzy nukleovych kyselin oproti standardnim metodam typizace salmonel
(fagotypizace, rezistence k antibiotikiim aj.) spolivaji v jejich rychlosti, specifité
a reprodukovatelnosti. Analyza plazmidovych profili a restrikéni analyza chromozo-
mélni DNA mohou z té&hto divodi vyznamné pfispét k hlubsi diferenciaci salmonel
i ostatnich baktérii pfi epidemiologickych a taxonomickych studiich.

DNA; plazmid; restrik¢ni endonukledza; nizko tuhnouci agaréza; pulsni elektroforéza
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Ustav zem&d&skych a potravina¥skych informaci, Slezska 7, Praha 2

pro Vas v leto$nim roce pfipravil novou publikaci,
kterd by neméla chybét ve Vasi odborné knihovné:

CESKO-NEMECKY A NEMECKO-CESKY
SLOVNIK PRO ZEMEDELCE

Slovnik obsahuje nejdilezitéjsi a nejfrekventovanéjsi zemédélské vy-
razy v némeckém jazyce.

Je sestaven na zdkladé odbomé analyzy frekvence némeckych zemé-
délskych termini v odborném i popularnim némeckém tisku a s vyrazy
pouzivanymi v némeckém zemé&délstvi.

Usnadni Vam &etbu odbornych &asopisti a knih a umozni Vam déle
se vzdélavat a dorozumét se.

Slovnik uvadi v prvé fadé stdZejni terminy, jejichZ znalost je nutna
pro pochopeni dalSich kombinaci. Jsou zde zahmuty takové némecké
vyrazy, které se ve velkych slovnicich mamé hledaji.

Slovnik je doplnén o volné vloZenou pfilohu, obsahujici zikladni
terminy z kalendafe, mér, hmotnosti, frazi pro styk s ufady, domluvu na
posté, na nadraZi, pfi silni¢nim provozu aj.

Cena slovniku je 50,- K&.

Objednavky posilejte na adresu:

Ustav zemédglskych a potravindfskych informaci
pi. Hméifova .
Slezska 7

120 56 Praha 2




VPLYV KVALITY TUKOVEJ ZLOZKY VSTUPNYCH SUROVIN
NA KVALITU TUKOV VO VYROBKU

P. Bystricky, M. Pipova

Univerzita veterindrskeho lekdrstva, Kosice

Priaca sa zaobera $tidiom vplyvu kvality tuku hydinového separovaného misa
a bravéového vyrobného misa na kvalitu tuku vysledného vyrobku - jemnej hydinove;j
salamy. Vo vzorkach z hydinového separovaného masa, brav€ového vyrobného masa,
z hotového diela pred jeho dal¥im spracovanim a zo samotnej jemnej hydinovej salamy
v deil jej vyroby, po troch diloch a po 3iestich diloch bolo stanovené &islo kyslosti
tukov, peroxidové &islo a tiobarbiturové &islo. Podstatny vplyv na kvalitu tuku diela
a nasledne aj na kvalitu tuku hotovej jemnej hydinovej salimy ma kvalita tuku hydi-
nového separovaného masa. Po spracovani diela na hotovy vyrobok sa prejavuje vplyv
tepelného opracovania, pri¢om vyrazne stipa hodnota peroxidového &isla tuku Eerstvej
salamy. Hodnoty ¢&isla kyslosti tukov vo vzorkich vstupnych surovin st zdvislé na se-
z6ne, v ktorej boli odobrané. Podstatne vyraznejsi je vplyv sezony na kvalitu tuku hy-
dinového separovaného misa ako na kvalitu tuku méasa bravéového vyrobného.

hydinové separované maso; bravové vyrobné miso; jemna hydinova saldma; &slo
kyslosti tukov; peroxidové &islo tukov; tiobarbiturové &islo

Kvalita vstupnych surovin sa vyrazne podiela na kvalite hotového vyrobku. Pri
optimalizovani technologického postupu vyroby a vyberu surovin pre samotny vy-
robok st informdcie, ako sa v priebehu spracovania suroviny menia jej vlastnosti
a aky maju podiel na kvalitu hotového vyrobku, nepostrddatelné. Z hladiska hygi-
enického a dietetického je zase potrebné vedief, kde v procese vyroby zasiahnuf
v pripade, Ze vlastnosti hotovej potraviny sii neprijatelné.

Misové vyrobky, ktorych sicastou je mechanicky separované miso, by mali aj
za pouZitia lacnych surovin (nizkej kvality) byt pre konzumenta pritaZlivé. Vzhla-
dom na to, Ze sa jednd o vyrobky, ktoré si tepelne opracované, nemal by byt pre
uréenie doby skladovatelnosti limitujicim faktorom pofet a druh vo vyrobku sa
vyskytujicich mikroorganizmov, ale skor senzorické zmeny. Vyznamnou zloZkou,
podielajiicou sa na tvorbe zmyslovych charakteristik st lipidy. Zmeny, ktoré pre-
biehaji v tukovej zlozke misovych vyrobkov sa spravidla prejavia vyrazne a nega-
tivne pri ich zmyslovom hodnoteni. Preto ciefom experimentu bolo stanovit, aky
podiel md tukovad zloZka vstupnych surovin na kvalitu tuku hotového vyrobku.

Ako predstavitel tohoto typu vyrobkov bola zvolend jemnd hydinovd saldma a to
aj preto, lebo jej ndzov u bezného zdkaznika vyvoldva dojem, Ze vyrobok je vyro-
beny len z hydinového misa a teda obsahuje mdlo tuku.
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Ako mieru vyjadrujicu hydrolytické poSkodenie tukov sme stanovovali &islo
kyslosti tukov (CKT), ako mieru oxidativneho pokodenia peroxidové &islo (PC)
a ako mieru nezZiadiicich zmien, podmienenych oxiddciou nenasytenych mastnych
kyselin, hlavne vo frakcii fosfolipidov (Pikul a Kummerow, 1991)
a s tym suvisiacich zmien organoleptickych(Ang a Ly on, 1990) sme stano-
vili &islo tiobarbiturové (TBA C.).

MATERIAL A METODY

Do experimentu bolo zvolené pouZif jemni hydinovi saldmu, ktord obsahuje
60 % separovaného hydinového misa (pocas trvania celého experimentu separova-
ného z kuracich kostier a kridiel s koZou) a 25 % brav€ového vyrobného misa
(Oborovéa norma 1/91). Aby bolo moZné urit podiel lipidov jednotlivych zloZiek
na kvalitu tuku v hotovom vyrobku, boli odoberané vzorky z hydinového separo-
vaného misa, brav€ového vyrobného misa a z hotového diela pred jeho dal$im spra-
covanim. V samotnej jemnej hydinovej saldme bola kvalita stanovovand v det jej
vyroby, po troch diioch (zdru¢nd doba vyrobku) a po Siestich diioch tak, aby bol
prehlad o zmendch, ktoré v tuku saldmy prebiehaji. V priebehu $tyroch mesiacov
boli vzorky desatkrdt odobrané priamo z vyroby a jednotlivé stanovenia boli
z kazdej odobranej vzorky robené v troch paralelkdch.

Vzhladom na charakter lipidov, v ktorych sme povaZovali za vhodné sledovat
zmeny, zvolili sme ich extrakciu zmesou chloroformu a metanolu podfa Bo6d 6 -
rovej (1991). V takto extrahovanych lipidoch bolo stanovené CKT a PC. Mo-
difikovanou metodikou podla autorov Bull a Marnett (1985) bolo vo
vzorkdch stanovené TBA ¢&islo: ku 40 g vzorky sa pridd 100 ml destilovanej vody
a homogenizuje sa 2 x 30 sekund. Potom sa pridd 100 ml 10 % kyseliny trichlo-
roctovej a nechd sa 10 min stdf, aby sa vyzrdZali vo vode rozpustené bielkoviny.
Po filtrdcii sa k 8 ml filtrdtu pridaji 2 ml 0,06 mol/l roztoku kyseliny tiobarbiturove;j
a inkubuje sa 90 min pri teplote 80 °C. Absorbancia sa meria pri vinovej dizke
532 nm oproti slepému pokusu. Vzhladom na to, Ze reakcia kyseliny tiobarbiturove;j
pri stanoveni TBA ¢isla nie je Specifickd, robili sme prepolet tejto hodnoty na
koncentrdciu malonylaldehydu (MA) na 1 g tuku prepo¢tom pomocou moldrmeho
absorban¢ného koeficientu komplexu MA-TBA & = 156 000 mol/cm. Z kaZdej
vzorky boli hodnoty vytvdrané ako aritmeticky priemer troch paralelnych stanoveni.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priemerny podiel jednotlivych zloZiek jemnej hydinovej saldmy a mnoZstva tuku
v nich je zrejmy z obr. 1, priememé mnoZstvo tuku, stanovené v jednotlivych
vzorkdch, je uvedené na obr. 2 a priemerné hodnoty a rozpitia nameranych hodnot
v jednotlivych vzorkdch su uvedené na obr. 3, 4 a 5. Priemerné hodnoty troch pa-
ralelnych stanoveni CKT PC a TBA C. v jednotlivych z desiatich samostatnych opa-
kovani su zobrazené na obr. 6, 7 a 8.

Hodnoty CKT v jednotlivych vzorkich sa vyznaduji zna¢nym rozptylom.
Z obr. 3 je zrejmé, Ze vo vietkych vzorkdch je tento rozptyl priblizne rovnaky.
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separované Bravéove

60% "
méso
25%

1. ZloZenie jemnej hydinovej saldmy - podiel tukov — Composition of fine poultry sausage - fat
ortions
Pdeboned poultry meat, Zdeboned pork meat, Jother components, 4poultry fat, 5pork fat

%

2. Priememy obsah tuku 60
v jednotlivych skima-
nych zloZkich — Avera-
ge fat content of indivi-
dual components exami-
ned

lprepared pork meat,
%deboned poultry meat,
3prepared meat, *fresh
sausage, ~sausage on
day 3, Gsausage on day 6

Bravéové Hydinovy Dielo Saldma Saldma Saldma
vyr.miiso separat 3 &erstva 3.deit 6. c:oh
1 2 4 5

Absolutne hodnoty CKT v hydinovom separovanom mise st viak podstatne vysSie
ako v brav€ovom vyrobnom miise. To sa prejavi vo zvySeni CKT diela a hotovej
saldmy, ktoré obsahuju zhruba rovnaké mnoZstvo tuku pochddzajiceho z misa hy-
dinového a z misa brav&ového (obr. 1). Z obr. 6 je evidentné, 2e CKT v diele a vo
vzorkdch saldmy je urované hlavne hodnotou CKT hydinového separovaného
misa, hoci koreldcia medzi CKT brav&ového vyrobného misa a CKT diela
(r=10,926; P < 0,005) a saldm (ry = 0,906; Py < 0,005; r3 = 0,964; P < 0,006;
re = 0,947; P¢ < 0,005) je vysoko signifikantnd a len o nieo niX8ia ako koreldcia
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medzi CKT hydinového separovaného misa a CKT diela (r = 0,996, P < 0,005)
a saldm (ry = 0,997; Py < 0,005; r3 = 0,968; P3 < 0,005; rg = 0,947; P¢ < 0,005).

Hodnoty PC v jednotlivych vzorkdch st charakterizované zna¢nym rozptylom
ana obr. 4 vidno, Ze najva&§im rozptylom hodndt PC sa vyznaduje bravové vyrobné
miso. Absoliitne hodnoty PC v hydinovom separovanom miise st viak podstatne
vysSie ako v brav&ovom vyrobnom mise. To sa prejavi vo zvyseni PC diela a ho-
tovej salamy, ale tieZ na rozptyloch hodnét PC v nich, ktoré sa bliZia rozptylu hodnot
PC v hydinovom separovanom mise. Koreldcia medzi PC brav&ového vyrobného
misa a PC diela (r = 0,081; P > 0,5) a saldm (ry = -0,138; Py = 0,47; r3 = 0,142;
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P3 = 0,45; r¢ = -0,032; Pg > 0,5) nie je prakticky Ziadna, ale koreldcia medzi PC
hydinového separovaného misa a PC diela (» = 0,846; P < 0,005) je vysoko signi-
fikantnd. Koreldcia medzi PC hydinového separovaného misa a PC saldm
(ro = 0,369; Py<0,05; r3=0,284; P3>0,5; r¢ = 0,738; Pg< 0,005) uZ nenaznacuje
priamy vplyv PC hydinového separovaného misa. Na obr. 7 je viak vidno, Ze PC
v diele a vo vzorkdch saldmy je ur€ované hlavne hodnotou PC hydinového separo-
vaného misa, ktorého tuk je bohaty na nenasytené mastné kyseliny Moerck
a Ball, 1974, Mikovid ai., 1992).

Sledovanim hodnoty TBA ¢isla v jednotlivych vzorkdch (brav€ové vyrobné
miso, hydinové separované miso, dielo, saldima v defi vyroby, salima po troch
diioch od vyroby a saldma po Siestich diloch od vyroby) sme nezistili Ziadne vza-
jomné koreldcie. Sledovanim TBA ¢&isla sme sa snazili postrehnif vplyv tuku
z jednotlivych zdrojov na senzorické vlastnosti vyrobku, ale jedinym podstatnym
zistenim bolo, Ze do diela vzorky &. 6 bol pridany materidl, ktory podstatne zvysil
hodnoty TBA ¢isla, pricom nepochddzal ani z misa brav€ového vyrobného, ani
z misa hydinového separovaného.

ZAVER

Podstatny vplyv na kvalitu tuku diela a ndsledne aj na kvalitu tuku hotovej jemnej
saldamy ma kvalita tuku hydinového separovaného méisa. Vzhladom na jeho charak-
ter (vy$Sie mnoZstvo nenasytenych mastnych kyselin) a sposob ziskavania (mikro-
bidlna kontamindcia, mechanickd dezintegrdcia tkaniva), je tuk mechanicky
separovaného hydinového misa citlivej$i na oxidativne a aj hydrolytické zmeny, ako
tuk misa bravCového vyrobného.

Vzostup neziaducich zmien je badatelny po spracovani diela na hotovy vyrobok.
V tomto stupni sa prejavuje vplyv tepelného opracovania, priom vyrazne stipa
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hodnota PC tuku v &erstvej saldme. V priebehu dalgich Siestich dni sa t4to hodnota
prakticky nemeni. Hydrolytické zmeny v tuku po tepelnom opracovani st len mierne
a v nasledujucich diioch taktiez len mierne vzrastaju. Mozno to pripisat na vrub silnej
elimindcii mikrofléry, pdvodne pritomnej v tepelne neopracovanych zlozkach vy-
robku.

Absolitne hodnoty CKT vo vietkych vzorkdch st zdvislé na sezone, v ktorej
boli odobrané. Na obr. 6 dobre vidno rozdiely medzi vzorkami odobranymi v oktdbri
aznovembri (vzorky 5 aZ 10). Vzhladom na uZ spominany charakter a spdsob ziska-
vania hydinového separovaného misa je badatelny vyraznejsi vplyv sezony na kva-
litu tuku v fiom sa nachddzajuceho, ako na kvalitu tuku misa brav€ového vyrobného.
PretoZe pocas celého sledovaného obdobia bolo mechanicky separované miso ziska-
vané z rovnako vykostenej hydiny, mozno vy3§ie hodnoty CKT, stanovené v obdobi
mdj aZ jun, vysvetlif vy$Sou teplotou prostredia, v ktorom mechanicky separované
hydinové méso ¢akd na dal3ie spracovanie a ktord umoziuje lipolytickej mikroflore
hydrolyzovat vi¢8ie mnoZstvo lipidov a taktieZ lipazy, pochddzajice z dezintegro-
vaného tkaniva maju vy$8iu enzymaticku aktivitu.
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BYSTRICKY, P. - PIPOVA, M. (University of Veterinary Medicine, Kogice):
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 (CKT) of fat as a measure of its hydrolytic breakage, peroxide
value (PC) as a degree of oxidative changes in fat, and thiobarbituric acid number (TBA
C.) 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 saraples 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 Bodorova (1991). TBA number was estimated using a modified method re-
portedby Bull and Marnett (1985). Malonylaldehyde concentrations (MA) per
g of fat were calculated using the molar absorption coefficient of MA-TBA complex
€ = 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 CKT, PC and TBA C. estimations taken from the ten tested sam-
ples are presented in Figs. 6, 7, and 8. The CKT 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 CKT in mechanically deboned poultry meat
are considerably higher than those in pork, and this fact is reflected in increasing CKT
values of sausage parts and sausage which contain equal amounts of poultry and pork
fat (Fig. 1). It is evident from Fig. 6 that CKT of sausage parts and sausage relates more
closely to CKT of mechanically deboned poultry meat fat than to the value of pork,
though correlations are almost the same. All PC values show a broad span. The PC value
of mechanically deboned poultry meat fat influences PC 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 PC values. During the subsequent six days
the PC 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 CKT 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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