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COMBINED PARENTERAL AND ORAL IMMUNIZATION
AGAINST DIARRHEA IN WEANED PIGLETS CAUSED
BY ENTEROTOXIGENIC STRAINS OF ESCHERICHIA COLI

KOMBINOVANA PARENTERALNI A ORALNI IMUNIZACE
PROTI PRUJMU SELAT PO ODSTAVU VYVOLANEMU
ENTEROTOXIGENNIMI KMENY ESCHERICHIA COLI

P. Alexa', E. Salajka', Z. Salajkova', A. Machova®

l\/e!erimu‘y Research Institute, Brno, Czech Republic
“District Veterinary Administration, Jicin, Czech Republic

ABSTRACT: Experiments were focused on diarrhea prevention in weaned piglets caused by enterotoxigenic strains of
Escherichia coli (ETEC) with colonizing factor 8813 An immunization procedure consisted of intramuscular application of
ETEC strain bacterin a day before weaning and of peroral administration of a live culture of nontoxic E. coli strain with the
same colonizing factor on the day of weaning. In an experiment on the litter of 10 piglets (six were immunized. four were
controls), their intestines were colonized by the nontoxic £. coli strain for 4-7 days (Fig. 1). The challenge peroral infection
by virulent ETEC strain demonstrated the protection of immunized piglets from the disease as well as from intestinal
colonization by the administered ETEC strain. The same immunization procedure was tested on three pig farms with enzootic
occurrence of diarrheas in weaned piglets. On these farms, besides ETEC strain with colonizing factor 8813 (F18) ETEC
strains with other colonizing tactors (K88, F not specified) were found out in the weanlings — Tab. 1. Immunization effect
was evaluated according to the rate of mortality ol immunized and nonimmunized piglets within a fortnight after weaning.
Out of 222 immunized piglets on S farm (Tab. 1), 25 piglets died (11.3%), out of 232 nonimmunized animals it was 39 that
died (16.8%). As for T farm (Tab. [11), 22 piglets (8.6%) died out of 255 immunized animals while 71 out of control
274 piglets died (25.7%). A total of 3,692 were immunized on 'V farm (Tab. IV). Ninety-four animals died among them
(2.5%). Mortality rate in the control group of 6,301 animals was 523 piglets (8.3%).

Escherichia colt; ETEC; diarchea: piglets; weaning: immunization

ABSTRAKT: Pokusy byly zaméfeny na prevenci prujmu u selat po odstavu vyvoldvanych enterotoxigennimi kmeny Esche-
richia colt (ETEC) s koloniza¢nim faktorem 8813. Imunizacni postup zahrnoval intramuskuldrni poddni bakterinu kmene
ETEC v den pied odstavem a peroralni poddni Zivé kultury netoxického kmene E. coli se stejnym koloniza¢nim faktorem
v den odstavu. V pokusu na vrhu 10 selat (Sest imunizovanych, ¢tyfi kontrolni) dodlo k osidleni stfeva netoxickym kmenem
E. coli na dobu 4-7 dni. CelenZujici perordlni infekee virulentnim kmenem ETEC prokdzala chrdnénost imunizovanych selat
pied onemocnénim i pfed kolonizaci stfeva podanym kmenem ETEC. Stejny imunizaéni postup byl zkouSen ve tfech chovech
prasat s enzootickym vyskytem prujmi selat po odstavu. V téchto chovech byly u odstdvéat kromé ETEC s koloniza¢nim
faktorem 8813 (F18) zjistény i kmeny ETEC s jinymi koloniza¢nimi faktory (K88, F neurCeny) — tab. 1. Efekt imunizace byl
hodnocen podle procenta uhynulych imunizovanych a neimunizovanych selat béhem 14 dné po odstavu. V chovu § (tab, 1)
2 222 imunizovanych selat uhynulo 25 (11,3 %), z neimunizovanych 232 selat uhynulo 39 (16.8 %). V chovu T (tab. IIT)
z imunizovanych 255 uhynul 22 (8,6 %) a z kontrolnich 274 uhynulo 71 (25,7 %). V chovu V (tab. 1V) bylo imunizovino
3 692 selat. Uhynuly z nich 94 (2,5 %). V kontrolni skupiné 6 301 selat uhynulo 523 (8,3 %).

Escherichia coli; ETEC: prijem; selata; odstav; imunizace

UvVOD

V komplexu prajmu selat jsou do znaéné miry za-
stoupeny enterdlni koliinfekce, které se vyskytuji jako
enzootie u selat novorozenych a u selat po odstavu. Ty-
to infekce se projevuji profuznimi prajmy, které vedou
k dehydrataci selat a k jejich hynuti. Vyvolavateli one-
mocnéni jsou enterotoxigenni kmeny E. coli (ETEC),
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které produkuji enterotoxiny, a to bud termolabilni
(LT), nebo termostabilni (STa, STb). Kmeny ETEC
jsou na svém povrchu vybaveny koloniza¢nimi faktory
zpravidla ve formé jemnych fimbrii. Koloniza¢ni fak-
tory podmifiuji pfilnuti svych nositeli ke stfevni sliz-
nici hostitele a soucasné predstavuji protektivni antige-
ny. U ETEC uplatiiujicich se u novorozenych selat je
zndma fada antigenné odli¥nych kolonizacénich faktort:
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K88 (F4). K99 (I'5), 987P (F6) a F41. V prevenci en-
terdlnich koliinfekeir novorozenych selat je pouzivina
imunizace brezich prasnic vakceinami, Které obsahuji
uvedend kolonizacni faktory. Selata jsou chranéna pro-
tilatkami pfijimanymi v mlezivu a v mléee. Tato pasiv-
ni lokdlni slizni¢ni imunita je viak limitovina jen na
dobu sdni (Salajka a MenSik, 1973). Enterdlni
koliinfekee selat po odstavu zahrnuji dvé nozologicke
jednotky: edémovou nemoc a prajmoveé onemocnéni.
Kmeny E. coli vyvoldvajici edémovou nemoc produku-
Ji toxin ze skupiny Shiga-like toxinlG a to Shiga-like
toxin II. varianta (SLTIIv). Tento toxin je vstichdvin
z¢ stieva do krevniho obéhu a poskozuje krevni kapi-
lary s naslednym vznikem edému v podkozi. zaludecni
sténé, v mezenteriv a v mozku.

Prijmovi forma enterdlnich koliinfeker selat po od-
stavu je analogickd priajmum vyvoldvanym ETEC u se-
lat novorozenych. AvSak z fady kolonizacnich faktort
nalézanych u ETEC ze selat novorozenych jsou pouze
u ¢isti ETEC z nemocnych odstdveéat prokazoviny
fimbric K88 (I'4). Dalsi z fady vyse uvedenych Koloni-
za¢nich faktord jsou nalézdny jen ojedinéle. V neddvng
dobé byl popsdn novy kolonizaéni faktor u ETEC 7 od-
stavcat, ktery se nevyskytuje u ETEC ze selat novoro-
senych. Salajka a). (1991, 1992) popsali novy Ko-
lonizaéni faktor oznaleny C‘f‘GICIIl typového kmene
ETEC 8813, Soucasné Nagy aj. (1992) uvedli rov-
n¢z nalez nového fimbriového anugcnu a oznacili jej
2134P. Podle zpriv z Mezinidrodniho centra pro esche-
richie v Kodani (@rskov, 1991) jsou tyto nove fak-
tory identické a bylo jim piid¢leno provizorni oznaceni
F18. Tento kolonizacni faktor je nalézdn jen u ETEC 7
odstavcat. Frekvence jeho vyskytu u téchto kmena
E. coli prevySuje vyskyt kolonizacnich faktort jinych.
Salajka aj. (1992) uvadéji, Ze pii vySetieni 166 kme-
nu ETEC z odstiavéat zjistili faktor 8813 (FI8) u 83
(50 %) kmenu, K88 (F4) u 46 (27,7 %), F4l u 3 (1.8 %)
kment a u 34 (20.5 %) kmena nebyly kolonizacni fuk-
tory prokdzany.

Ve snaze o prevenci ¢i 1é¢bu prajmi u odstdvéat
Jsou nejcastéji pouZzivina antibiotika a chemoterapeuti-
ka. Jejich pouzivdni je limitovino rychlou seleker re-
zistentnich ETEC, takZe pozitivni vysledky byvaji pre-
chodné (kritkodobé). Rovnéz okyselovini krmiva
pridavkem 1.5% kyseliny citronové nebo fumarové ne-
vykidzalo Zddny vliv na experimentdlni infekci ETEC
u selat po odstavu (Risley aj.. 1993).

Vyskyt enterdlnich koliinfekei u selat po odstavu
souvisi s preruSenim pfijmu protildtek proti 3
v mléce matek. tedy s ukoncenim pasivni lokalni inu-
nity. Navozeni aktivni slizni¢nf imunity proti stfcvnim
infekeim neni dosud vyfeSeno. Je zndmo, 7e ji nelze
dosahnout parenterdlni imunizaci (Porter. 1973). Ze
zkusenosti v humdnni medicing uvadéji Holmgren
aj. (1992) nadéjné vysledky po opakovaném (az dese-
tindgsobném) perordlnim poddni antigenu. Salajka
aj. (1979) prokazali chranénost gnotobiotickych selat
proti onemocnéni po infekei ETEC ve véku tiif tydni
po opakovaném p. poddvani inaktivované kultury
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E. coli O149:K88:LT+ po dobu 10 dnu pied celenzujici
infekei. Jelikoz prujmy vyvolivané ETEC se u sclat
vyskytuji jiz tieti den po odstavu. neni mozné v lak
kriatké dob¢ dosdhnout imunity jen opakovanym pero-
rialnim podavinim antigent.

Ziavazné a nadcji vzbuzuayici poznatky uvedli Ke-
ren . (1988), U Krdlika imunizovanych . m. inakui-
vovanou kulturou Shigella flexneri a den nato perordlné
zivou kulturou t¢hoz kmene. prokazali hyperstimulaci
Casné sekrecni tvorby specifickych IgA ve stieve v takové
vySi. jaké se dosahuje po mnohondsobném perordlnim
podini Zivé kultury. Specifické IgA byly prokazateIné jiz
za 11 dny po imunizaci a vreholu dosdhly za 10 dnu.

Poznatky. které¢ uvereinili Keren aj. (1988) nds
inspirovaly k zalozeni pokust zamé&fenych na prevenci
prujmi u selat po odstavu v chovech prasat, v nichz

byla u prajmujicich a uhynulych odstavéat prokizdna
piitomnost ETEC s nejcasté)i nalézanym kolonizaénim
faktorem 8813 (F18)

Pokusy jsme organizovali tak. 7¢ v den pred odsta-
vem byl selatum aplikovan & m. bakterin kmene ETEC
s koloniza¢nim faktorem 8813 a nasledujici den za 3-4 h
po odstavu byla perordlné podaviana ziva kultura neto-
xického kmene £ coli vybaveného stejnym kolonizac-
nim faktorem.

MATERIAL A METODY

Kmeny £ coli pouzité k pokusiim a izolované 7 vy-
setfovanych odstaveat jsou delinoviny pi
K O-séroskupmam, prukazem produkce enterotoxinu
termolabilntho (LT) a termostabilntho (ST) a dile vy-
bavenim protektivaimi koloniza¢nimi faktory (adheziny)
K88 (F4) a 8813 (FI18). Somatické O-antigeny a kolo-
niza¢ni faktory byly ur¢ovany pomalou aglutinaci (S a -
Fajka aj.. 1991, 1992). Termolabilni enterotoxin (LT)
byl detekovin ve filtrdtech bujonovych kultur na bu-
nédndé hinii Y1 a Vero, kde se projevuje cytotonickym
cfektem. Termostabilni enterotoxin (ST) byl prokazo-
vin na novorozenych myskach. u nichz po p. 0. podani
filtratu bujénové Kultury pozitivniho kmene dochdzi
béhem (Fi hodin k enormni dilataci stiev v dusledku

usnosti

zmnoZeni stievni tekutiny.

K imunizaci sclat byly pouZzity hemolytické kmeny
E. coli z vlastni sbirky escherichii a to kmen ETEC ¢.
8943 (O157:8813:LT+ST+) a nctoxicky kmen E. coli
¢ 8914 (O141:8813:LT-ST-). Kultury kmenu byly pfi-
praveny submerzni kultivaer pii teploté 37 °C po dobu
I8 h v médiu sestivajicim z 12,5 ¢ kyselého kazein-
hydrolyzit. 12.5 ¢ enzymatického kazeinhydrolyzdtu
a 0.5 g kvasni¢ncho autolyzatu v | litru destilované
vody a upraveném na pH 7.2. Uvedené ingredience byly
doddny firmou Imuna Sarigské Michalany. Slovensko.

Prvi fize pokusu byla provedena na vrhu 10 selat
odstavenych ve véku 35 dnu. chovanych ve stdji prasat
prost¢ ETEC. Sclata byla rozdélena do dvou separova-
nych skupin. Prvd skupina (n = 6) byla imunizovina,
druhd skupina (n = 4) zustala bez imunizace. Imunizace
byla provadéna tak. 7¢ v den pred odstavem byla sela-
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tam poddna i. m. divka | ml kulury ETEC ¢ 8943
o hustoté 2 x 107 CFU/ml, inaktivované 0,5 % forma-
linu. Ndsledujici den, za 3-4 h po odstavu, byla selatim
perordlné podina 7zivd kultura netoxického kmene
E. coli & 8914 o hustoté 2 x 107 CFU/ml v ddvee 7 ml
pro kazdé sele. Pred poddnim bylo ke kultufe pfiddno 5%
NaHCO;. Za osm dnti po zatdtku imunizace byla selatiim
poddna perordlné¢ Zivd kultura kmene ETEC €. 8943
o hustot@ 2 x 10” CFU/ml v ddvee 7 ml pro kazdé sele.
Ode dne pied odstavem a po dobu 14 dnli po odsta-
vu bylo denn& provddéno kultivacni vySetfeni rektdl-
nich vytért selat na krevnim agaru a Endové pidé se
zaméfenim na prikaz osidleni traviciho Gstroji podany-
mi kulturami £. coli. Identifikace vyrostlych kultur by-
la provddéna hodnocenim hemolyzy a sérologickym
vySetienim O-antigend a kolonizacnich faktord 8813
a K88. Soucasné byl u selat sledovin vyskyt prijmu.
Druhd fize pokusi byla provedena ve tiech chovech
prasat (S, T. V) s enzootickym vyskytem prajmi u se-
lat po odstavu. Ucast ETEC v ctiologii prijmi u od-
stavéat v t8chto chovech byla zjisténa kultivaénim vy-
Setienim stievniho obsahu nemocnych a utracenych
selat a rektalnich vytéra Zivych prajmujicich selat.
U utracenych selat hylo soucasné provedeno clektro-
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noptické vySetfeni stfevniho obsahu na pfitomnost vi-
rovych &dstic. Imunizace byla provedena shora uvede-
nym postupem tak, 7e v jednotlivych turnusech byla
&dst selat imunizovdna a ¢dst ponechdna bez imuniza-
ce. Hodnoceni efektu imunizace bylo provedeno srov-
ndnim poctd uhynulych selat v obou skupindch v ob-
dobi 14 dni po odstavu.

VYSLEDKY

Pichled o vysledcich prvé fdze pokusi na vrhu
10 selat je zndzorn&n na obr. 1, kde jsou uvedeny i jed-
notlivé zdkroky na selatech, poéinaje i. m. poddnim
bakterinu ETEC v den pfed odstavem. Kultivaénim vy-
etfenim rektdlnich vytérl bylo zji$téno, Ze na pocdtku
pokusi byla stieva selat v obou skupindch osidlena ne-
hemolytickymi E. coli (v obr. oznadeno obdéIniky v le-
vé Cdsti sloupet). Po p. o. poddni kultury netoxického
hemolytického kmene E. coli &. 8914 byla jiz na druhy
den zjiSténa pievaha hemolytické kultury E. coli
u viech festi infikovanych selat (v obr. vyznaceno pie-
sunem obdéInikd do pravé ¢dsti sloupctr). Tento hemo-
Iyticky porost vykazoval stejné antigenn{ vlastnosti ja-
ko kultura podaného kmene ¢. 8914, t. j. O141:8813.

Neimunizovand selata’
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1. Osidleni stievniho traktu 10 selat odlisgnymi typy £ coli po podini netoxického kmene E. coli a po ¢elenZi kmenem ETEC ~ Colonization
of the intestinal tract of 10 piglets by different types of E. coli after administration of nontoxic E. coli strain and after ETEC challenge

Den O = den odstavy - day of weaning
N = nehemolytické £ coli = nonhemolytic £ coli
H = hemolytické F. coli - hemolyuc E. coli

D1, D2. D3 = stupen prujmu - diarrhea intensity

B = i m. aplikace bakterinu hemolytick¢ho kmene ETEC ¢ 8943 - O157:8813:LT+ST+ — r.m. application of bacterin of hemolytic

strn ETEC no. 8943 — O157:8813:LT+ST+

NC = p.o. poddni kultury atoxického hemolytického kmene E. coli ¢ 8914 — O141:8813:LT-ST- - p.o. administration of the culture
of atoxic hemolytic strain £ coli no. 8914 - O141:8813 LT-ST-

ve = p o podini kultury hemolytického kmene ETEC ¢ 8943 — O157:8813:LT+ST+ ~ p.o. administration of the culture of

hemolytic strain ETEC no. 8943 —~ O157:8813:LT+ST+

lday. “immunized piglets. “nonimmunized piglets, ng\\‘lh of E. coli O141:8813, 5gmwlh of E. coli O157:8813, ('growlh of on unidentified

E. coli serotype
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Kolonizace stiev selat timto kmenem pretrvala po dobu
Ctyf dnu u dvou selat, pét dnt u i selat a sedm dnu
u jednoho selete. Z rektdlnich vytéra skupiny selat kon-
trolnich se objevily sporadicky hemolytické kolonie
E. coli s neur¢enym O-antigenem.

Po c¢elenzujici infekei virulentnim kmenem ETEC
¢. 8943 se v kulturdch z rektdlnich vytéra skupiny imu-
nizovanych selat objevily Castecné hemolytické porosty
E. coli O157:8813 jen druhy den. U téchto sclat nedo-
§lo k projeviim onemocnéni. U selat neimunizovanych
doslo k vyrazné kolonizaci podanym kmenem ETEC,
které pretrvalo po dobu 4-5 dna. Soucasné se u téchto
selat projevil prijem, jehoZ intenzita byla v obr. ozna-
¢ena Cisly 1,2 a 3.

Pokustim s imunizaci selat ve tfech chovech s en-
zootickym vyskytem prajymu u odstavcat predchizelo
vyhodnoceni vysledkl laboratorniho vySetieni utrace-
nych odstdvcat a rektdlnich vytéra, dodanych z dotyc-
nych chovu. Vysledky téchto Setfeni jsou shrnuty v tab. 1.

Ve viech tiech chovech byla u nalezenych ETEC
zJi§téna prevaha kment s koloniza¢nim faktorem 8813
(O157:8813 a O141:8813). Ve dvou chovech SaT
byly prokiziny i kmeny ETEC s odliSnymi kolonizac-
nimi faktory, a to O149:K88, O119:F-neur¢eny, O-ne-
uréeny:F-neurceny. Ve tietim chovu (V) vyrazné pre-
vlidly kmeny ETEC O157:8813. U selat z¢ dvou
chovu byly ve stfevnim obsahu nalezeny i ¢dstice po-
dobné koronaviram, které viak nebyly podrobné viro-
logicky vySetfoviny.

Pichledy o vysledeich pokusnych imunizacnich zi-
sahit ve zminénych tiech chovech prasat jsou uvedeny

v tabulkdch I1 I a IV. V chovu S (tab. IT) piesahovalo
hynuti odstivcat 25 % v dobé pied zahdjenim pokusu.
V péti po sobé¢ ndsledujicich turnusech zahrnujicich
454 selat bylo imunizovino 222 selat a uhynulo z nich
25 kusu (1.3 %). V kontrolnich skupindch zahrnuji-
cich 232 selat uhynulo 39 (16,8 %) odstdvcat.

V chovu T (tab. I1T) bylo do pokust zafazeno 529 selat
v péti turnusech. Z imunizovanych 255 selat uhynulo
22 kusi (8.6 %). Z neimunizovanych 274 odstavéat
uhynulo 71 kusu (25.7 %).

V chovu V (tab. 1V) byly hodnoceny 23 turnusy,
zahrnujici 3 692 selat imunizovanych a 6301 selat kon-
trolnich. Ve skupiné¢ imunizovanych uhynulo 94 (2.5 %)
selat. V kontrolni skupiné uhynulo 523 (8.3 %) selat.

DISKUSE

Vysledky pokust na vrhu 10 selat ukazaly, ze kom-
binace . m. poddni bakterinu ETEC a ndsledné osidleni
stieva atoxickym kmenem E. coli se shodnym koloni-
zacnim faktorem navodila lokdlni imunitu ve stieve,
dolozenou protekei proti infekei Celenzujicim kmenem
ETEC. ktery byl pouzit i k pfipravé bakterinu podané-
ho i. m. pied odstavem.

Soucasné byla prokdzina 1 protekce proti onemoc-
néni praymem, které se projevilo u selat kontrolnich.
Stejny stav imunity dosdhli i Salajka aj. (1979)
v pokusech na gnotobiotickych selatech po desetiden-
nim p. o. podavani inaktivované kultury ETEC.

Osidleni stiev selat kulturou atoxického kmene
E. coli trvajici jen 4-5 dnt ukazuje na soucasny ndstup

L. Viastnosti kment E. coli izolovanych ze stiev a rektidlnich vytéra odstavéat dodanych ze tfi chova s enzootickym vyskytem prujmi u selat
po odstavu — The characteristics of £, coli strains isolated from the intestines and rectal swabs of weanlings supplied from three farms with

enzootic occurrence of diarrheas in weanling piglets

Sérotypy izolovanych kmeni E£. coli®

2x O157:8813:LT+ST+

2x Oneurceny: LT-ST+

2x OIS7:8813:LT+ST+
2x O157:8813:LT+ST+

12X O157:8813:LT+ST+

Chov' K vysetieni doddno?
Ix O149:K88:LT+ST-
$ 3 selata® 16x O157 8813 LT+ST+
. 20 rektdlnich vyerd®
1x O119.LT-ST+
(e 1 Ix OSILT-ST-
Ix O149: K88:LT+ST-
T 2 selata =
19 rektdlnich vy@ra IX OT19:LT-ST+
2x O78:LT-ST-
Ix O8:LT-ST-
v 13 selat Ix O11Y9.LT-ST+
15 rektdlnich vytéra 14x O157:8813-LT+ST+

Ix O141:8813:LT-ST+

I Elektronoptické vysetieni®

castice corona-like” '

Cdstice corona-like”

* — Cistice morfologicky podobné koronavirim, které nebyly podrobnéji virologicky vy3etfoviny — particles morphologically resembling
coronaviruses that were not subject to detailed virological examnation

Y & " . 3 . X . 3 y 5 < o 7 -
'farm. “examination done. serotypes of isolated strains of [ coli, “clectronoptical examination, ‘piglets, “rectal swabs. "corona-like particles
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11. Vysledky kombinované imunizace selat v chovu $ - The results of combined immumzation of piglets on S farm

r Imunizovand selata’® Kontroly®
Turnus 3 R - P ,
Polet Uhyn % Pocet Uhyn To
| 117 53 25,5
2 110 28 25.5
3 46 3 6.5 43 9 209
4 25 0 0 69 3 4.3
5 49 4 82 77 11 14.3
6 48 9 18.8 15 8 533
7 54 9 16,7 28 8 28.6
Celkem® 222 25 1,3 232 39 16.8
'batch, 2immunized piglets, *number, dmormlny. *controls, “total
II1. Vysledky kombinované imunizace selat v chovu T — The results of combined immunization of piglets on T farm
i Imunizovana selata® Kontroly®
Turnus 5 A .
Polet’ Uhyn % Pocet Uhyn %o
1 106 41 38.1
2 45 0 0 44 8 18.2
3 64 4 6.3 66 15 222
4 57 I 0,9 56 1 19.6
5 41 4 9.8 58 17 293
6 48 13 27 S0 20 40
Celkem® 255 2 8.6 274 71 25.7
For 1-6 see Tab. 11
IV. Vysledky kombinované imunizace selat v chovu V ~ The results of combined immunization of piglets on V farm
i Imunizovani selata’ Kontroly*
Turnus > =
Posed | UChyn* | % Pocet Uhyn %
| 220 8 3,6 132 23 174
2 160 13 8.1 154 35 22,7
3 242 6 2.5 195 29 149
4 140 4 2.9 318 21 6.6
5 116 53 4.3 319 37 11.6
6 97 | 1 359 42 1.7
7 104 0 0 302 25 8.3
8 207 3 1.4 216 16 7.4
9 179 | 0.6 516 38 74
10 184 3 1.6 484 29 6
11 170 12 7.1 260 13 N
12 174 3 1.7 77 1 1.3
13 165 1 0.6 299 35 11.7
14 198 7 3:8 234 12 5.1
15 165 2 1.2 297 14 4.7
16 171 S 29 240 17 7.1
17 138 2 1.4 267 5 1,9
18 189 6 3.2 245 22 9
19 176 8 4.5 244 7 29
20 122 0 0 261 21 8
21 108 2 9 316 28 89
22 95 2 2.1 302 40 13.2
23 172 0 0 264 13 4.9
Celkem® 3692 94 2.5 6 301 523 8.3

For 1-6 see Tab. Il
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uhyn' (%)
0T

25

3
B xontrola

2. Procento uhynulych selat po perordlni imunizaci E. coli s an-
tigenem 8813 v chovech §, T, V - Mortality rate of piglets in per
cent after peroral immunization with E. coli with antigen 8813 on
farms §, T, V

1 . 2 « 3
mortality, “experiment, “control

lokadlni slizni¢ni imunity, Kterd s¢ projevila elimmaci
Jiz usazeného kmene ze stieva. Tento stav odpovidd
udajim autord Keren aj. (1988), ktefi pii stejné
kombinaci imunizacnich zdsah s pouZitim kultury
Shigella flexneri u kralikt zjistili produkci specific-
kych IgA ve stieve jiz za tii dny. Nas ndlez vymizeni
netoxického kmene E. coli v rektdlnich tamponech
v piednich partiich stieva, ktery se v rektalni flofe pro-
jevil opozdéné.

Pokusy o vyuZiti téchto poznatki pro prevenci one-
mocnéni v chovech prasat s enzootickym vyskytem prijmu
u odstdvcat vykdzaly nizsi procento uhynulych imunizo-
vanych selat oproti selatim neimunizovanym (obr. 2).

Nizsi, avSak presto vysoké procento hynuti u imuni-
zovanych selat v chovech S a T doklddd, Ze v pricindch
ztrdt se zde ziejmé uplatnila jeSté jind etiologickd
agens. V téchto chovech byly jiz pfed zapocetim imu-
nizace prokazany téz ETEC s koloniza¢nimi faktory
odlisnymi od koloniza¢niho faktoru 8813 (K88 a F-ne-
ureny), kterym byly vybaveny kmeny pouzité k imu-
nizaci. V chovu V, kde pokusy zahrnuly 23 turnusi,
bylo docileno velmi dobrych vysledka. Uhyny u imu-

nizovanych odstavcéat obnasely 2.5 % oproti 8,3 %
u konwrol. Ziskané vysledky lze pokladat za slibné. Po
priddni dalSiho netoxického kmene E. coli s kolonizad-
nim faktorem K88 k jiz pouzitému kmeni £. coli 8914
lze o¢ckdvat zvySeni cfektivnosti této kombinované
imunizace odstavcat.

Podékovani

Autofi dékuji MVDr. B. Smidovi. DrSc. za elek-
tronoptické vySetieni stievniho obsahu selat.
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INTOXICATION BY HEAVY METALS IN RELATION TO THE
ACTIVITY OF GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE
OF ERYTROCYTES IN SHEEP

INTOXIKACIA TAZKYMI KOVMI VO VZTAHU K AKTIVITE
GLUKOZA-6-FOSFAT DEHYDROGENAZY V ERYTROCYTOCH OVIEC

D. Kosfovi', E. Michnova', J. Legith', I. Krupicer’

]Uni\'m'sit_v of Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic
“Parasitological Institute of the Slovak Academy of Sciences, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: Peroxidatve lesions of cells and production of free radicals from endo- and exogenous reasons, eg. duc to air
pollution, can result in severe lesions of cells and subsequent pathological processes (Rieger. 1992, Robbins and
Cotran. 198%). A pentose cycle plays an important role in the system of antioxidative protecuon: glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G-6-PD: EC 1.1.1.49) s its first enzyme. G-6-PD activity was evaluated in the erythrocytes of sheep kept in
the region contaminated by heavy metals with mercury dominating among them, and in the same animals after administration
of a feed mixture containing Hg. Pb. Cd, Zn, Cr, Cu. Fe and As (Fig. 1). Bochringer Mannheim test was used to determine
the G-6-PD activity There was no significant differences in the enzyme activity in the sheep trom a contaminated region and
in the animals outside the air-pollution region (control animals) before the applications ot heavy metals started The average
value of G-6-PD activity was 13 96 4 0.94 mU.10"" Ec in control animals and 14.39 + 1.49 mU.10™” Ec in the animals from
a contaminated region. After eight-day applications of heavy metals the G-6-PD activity increased statisticaily significantly
0 1871 £ 245 mU.1077 Ec; P < 001, and 10 23.55 = 187 mU 107 Ec atter 16 days of application; P < 0.001 (Fig. 2). An
merease in G-6-PD actvity after heavy metal apphications is probably a compensation mechanism in the system of erythiocyie
antioxidative protection duce to higher peroxidation. The long termincreased intake of heavy metals from polluted air did not
lead to any rise of G-6-PD activity probably due to the lower dose of heavy metals and/or due to adaptaton of animal
organisms to long run emission exposure. The results demonstrite that G-6-PD can be one of the biochemical indicators at
organism load by heavy metals with mercury dominating among them

sheep: heavy metals; G-6-PD: erythrocytes

ABSTRAKT: Hodnotli sine aktivite glukéza-6-tostdt dehydrogenizy (G-6-PD: EC 1.1.1.49) v erytrocytoch oviee z oblasti
kontaminovanej fazkymi kovon s Jominanciou ortuti a u tych istych zvierat po poddvani zmesi tazkych kovov (Hg. Pb, Cd,
Zn. Cr. Cu. Fe a As). Vysledky sme porovnali s hodnotami u zvierat 2 oblasti mimo emisného spddu (kontrola). Aktivitu
G-6-PD sme stanovili testom Boehringer Mannheim. Pred za¢iatkom aplikdcie tazkych kovov nebol zisteny vyznamny rozdiel
v akuivite enzymu u zvierat z emisne) oblasti v porovnani s kontrolnymi zvieratami. Pricmernd hodnota aktivity G-6-PD
u kontrolnych zvierat bola 13,96 = 0,94 mU.10 2 Ec, u zvierat 7 kontaminovanej oblasti 14,39 £ 1,49 mU.10 Y Ec. Po 6smich
ditoch podivania zmesi tazkych kovov sa aktivita G-6-PD Statisticky vyznamne zvysila na 18.71 + 245 mU.10™" Ec: P <
0.01 a po 16 ditoch na 23,55 + 1,87 mU.1077 Ec; P < 0,001. Zvysenie aktivity G-6-PD po aplikdcii lazkych kovov je
pravdepodobne kompenzacnym mechanizmom v systéme antioxidacnej ochrany erytrocytov, ako ddsledok zvy3enej peroxi-
ddcie po aplikdcii tuzkych kovov. Dlhodobo zvyieny prijem fazkych kovov zo znecisteného ovzdusia sa neprejavil zvySenim
aktivity G-6-PD pravdepodobne pre niziiu ddvku (azkych kovov, alebo ako ndsledok adapticie organizmu zvieral v procese
dlhodobej emisnej expozicie

ovce: tazké kovy: G-6-PD: erytrocyty

UvVOoD mladsimi a star$Simi jedincami (Schenkel, 1990;

Shaaban ai., 1992) existuji totiz zna¢né rozdiely

Znedistovanie Zivotného prostredia a kontamindcia
potravy pre zvierata a Tudi emisiami z priemyselnych
zavodov je vdZnym problémom aj u nas a je treba mu
venoval velki pozornost. Medzi jednotlivymi druhmi
zvierat (Salisbury ai, 1991: Zmudski ai, 1991),

Vet Med. - Czech, 40. 1995 (12): 371-375

pokial ide o vplyv toxickych litok a ich metabolicki
biodegraddciu, distribiciu v jednotlivych tkanivich
(King a i, 1992) a co je nezanedbateIné. mnohé
ucinky Skodlivych sucasti emisii na jednotlivych drov-
niach Zivého organizmu nie si zndme.



Existuje ¢im dalej tym viac dokazov, Ze peroxidacia
a tvorba volnych radikdlov z endo- a exogénnych pri-
¢in, napriklad znecisteného ovzdu$ia, moze byt prici-
nou mnohych vdznych poskodeni buniek s ndslednymi
patologickymi procesmi (Rieger, 1992; Robbins
a Cotran, 1988). Ticto volné radikidly reagujui s niz-
ko- a vysokomolekulovymi komponentami bunick
a medzibunkovej hmoty, ¢im menia ich biochemické
vlastnosti a biologickd funkciu (KIimovad, 1989).
V systéme antioxidacnej ochrany organizmu maju
doleziti dlohu enzymové systémy pentézového cyklu.
Prvym enzymom cyklu je glukéza-6-fosfat dehydroge-
ndaza (G-6-PD; EC 1.1.1.49).

Cielom naSej price bolo posudil aktivitu G-6-PD
u oviec v podmienkach subchronickej intoxikicie (aZ-
kymi kovmi.

MATERIAL A METODY

V experimente bolo 10 oviec plemena slovenské
merino vo veku troch rokov o hmotnosti 36-45 kg.
Prvych pitl pochddzalo z Cistej, neemisnej oblasti Vy-
$ného Klatova a druhych pit zvierat pochddzalo z ob-

lasti kontaminovangj spracovanim polymetalickej rudy
a spalovanim fosilnecho paliva - z okolia Krompich,
priblizne 7 km od zdroja emisncho spadu v smere pre-
vlddajicich vetrov. V kaZzdej skupine boli Styri ovee
a jeden baran. Zvierati boli kimené vybilancovanou
kimnou divkou (CSN 46 7070). ktord obsahovala seno
licne a Melasove krmivo M. Vodu dostivali zvierata
ad libitum.

Aktivitu G-6-PD sme stanovovali v erytrocytoch
7 Cerstvo odobratej krvi testom Boehringer Mannheim.
V kazdej vzorke krvi sme hodnotili zdroven pocet eryt-
rocytov. Aktivita G-6-PD je vyjadrena v mU.107 Ec.
Po prvom odbere krvi dostdvali zvieratd z kontamino-
vanej oblasti po dobu 16 dni zmes (azkych kovov, ktord
obsahovala Hg, Pb, Cd, Zn, Cr, Cu, As a Fe.

Zmes tazkych kovov sme podivali v tobolkdch den-
ne per os, vzdy pred kimenim. Poddvana ddvka fazkych
kovov predstavovala dvoj- az trojnasobok davky, ktoru
zvieratd dostdavali v prirodzenych podmienkach, za
predpokladu, Ze ovea spasie za den 5-8 kg travy (Kru -
picer, 1995). Obsah fazkych kovov v jednej tobolke
(obr. 1): ortut 13,6 mg vo forme chloridu ortutnatého —
prepocitané na kovovi ortut; med 563,01 mg; zinok
25.8 mg: olovo 1,94 mg: zelezo 1358 mg: arzén
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1. ZloZenie a obsah taZkych kovov v jednej tobolke. ako jednorazovej divke pre oveu na den — Composition and content of heavy metals

in the capsule as a single dose per sheep/day

Inn:mls/duy
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17,4 mg: kadmium 0.74 mg a chrém 12,5 mg. Statis-
tické hodnotenie vysledkov sme robili r-testom a ANO-
VA testom s vyjadrenim S.E.M.

VYSLEDKY

Hodnotenim aktivity G-6-PD v erytrocytoch oviec
sme zistili, Z¢ pred zaciatkom poddvania tazkych kovov
nebol Statisticky vyznamny rozdiel v aktivite enzymu
u zvierat z neemisnej oblasti a zvierat z kontaminova-
nej oblasti (obr. 2). Priemernd hodnota aktivity G-6-PD
bola u zvierat z neemisnej oblasti 13,96 + 0,94 muU.107
Ec a u zvierat z kontaminovanej oblasti 14,39 +
1,49 mU.10"% Ec. Po dsmich dioch poddvania zmesi
tazkych kovov sa aktivita G-6-PD Statisticky vyznamne
zvysila na 18,71 + 245 mU.10™Y Ec (P < 0.01) a po
16 diioch na 23,55 + 1,87 mU 107 Ec (P < 0,001).
Hodnotenim poctu erytrocytov u kontrolnych zvierat
sme nezistili Statisticky vyznamné rozdiely; u zvierat,

ktorym sme poddvali zmes taZzkych kovov doslo po
osmich 1 16 dioch experimentu k nevyznamnému po-
klesu poctu erytrocytov (tab. I).

DISKUSIA

Prijem fazkych kovov ako je kadmium, olovo, zli-
Ceniny ortuti a inych ldtok zo zneCisteného Zivotného
prostredia vedie k ich akumuldcii v organizme, pri¢om
stupefi akumuldcie zdvisi do znacnej miery od druhu
organizmu a forme, v ktorej tieto toxické latky konta-
minuji Zivotné prostredie (Dutta a Pradhan,
1986). Jednym z dosledkov akumuldcie moze by( zvy-
Send peroxiddcia v bunkdch a teda zmeny v aktivite en-
zymov antioxidacnej ochrany pentézového cyklu, ktorého
klacovym enzymom je glukéza-6-fosfat dehydrogena-
za. Za fyziologickych okolnosti je peroxiddcia
v dosledku dniku bioreaktivnych foriem kyslika z bu-
necnych Struktir minimdlna, ale pod vplyvom roznych
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2. Vplyv fazkych kovov na aktivitu glukéza-6-fosfdt dehydrogendzy v erytrocytoch oviec — Effect of heavy metals on the activity of

glucose-6-phosphate dehydrogenase in the erythrocytes of sheep

Vysvetlivky — Explanatory notes:
Abscissa: dni experimentu — days of experiment
A = pred poddvanim fazkych kovov - before heavy metal application

B, C = 8 a 16 dni po poddvani faZkych kovov — 8 and 16 days after heavy metal application

* P <001 ** P <0.001

lglucosc-(')-phosphmc dehydrogenase, 2d:ny.«i. 3control group, "experimt-nml group
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1. Priemerné¢ hodnoty erytrocytov kontrolnych oviec a oviee po podivani zmesi (azkych kovoy -

sheep and in sheep with heavy metal mixture appiications

ovee kontrolné?

+ SEM.

Zvieratd! -

Average values of erythroeytes in control

A B | /&

Pricmerné hodnoty erytrocytov® (10°/ml) |

834 8.76

ovee pred (A) a po (B, €) poddvani fazkych kovov? “
+SEM.

Vysvetlivky — Explanatory notes:
A = pred poddvanim — before administration

i 8.68 |

0.65 | o8 ) 0.41 |
8.88 8,00 7.81 |

0.54 | 0.60 0.32 U

B, C = 8 a 16 dni po podivani zmesi {azkych kovov — 8 and 16 days after heavy metal mixture administration

= 9 3 0] 3 4 3 = = z A 0
Lanimals. “mean values of erythrocytes (107°/ml), “control sheep. “sheep before (A) and after (B, C) heavy metal mixture application

endo- a exogénnych Cinitefov moze dojst k patologic-
ky zvySenej tvorbe reaktivnych foriem kyslika. Z exo-
génnych Cinitefov to mdZzu byl napriklad ionizujice
a ultrafialové Ziarenie, dusitany, roézne komponenty
znecisten¢ho ovzduSia, niektoré lieky. jedy (Klimo-
vd, 1989), rozne stresové faktory ako chlad, hladovka
(Mishra a Patnaik. 1993) a chorobné stavy
(Pacin, 1991).

Hodnotenim aktivity G-6-PD v erytrocytoch oviee
7 oblasti kontaminovanej fazkymi kovmi s prevahou
ortuti sme nezistili rozdiel v porovnani s kontrolnymi
zvieratami. Aktivita G-6-PD sa Statisticky vyznamne
zvysila po 6smich a 16 diioch podidvania zmesi tazkych
kovov. V zmesi tazkych kovov, ktort zvieratd dostiva-
li prevySovala ortul 14x, ostatné fazké kovy 6x maxi-
mdlne pripustné hodnoty uvddzané podla Hygic-
nickych predpisov ¢. 69 sv. 61/1986 (Smernice
o cudzorodych ldtkach v pozivatindch). Ortut a podo-
bne i olovo po prijati per os a absorpcii z gastrointes-
tindlneho traktu sa priblizne z polovice viazu na albu-
min, druhd polovica sa naviaZe na Cervené krvinky,
arzén v rozsahu 95-99 % z absorbovaného mnoZstva
(Dutta a Pradhan, 1986). Hlavnou reakciou ar-
zénu (Dutta a Pradhan, 1986) i ortuti je viizba
na sulfhydrilové skupiny v aktivhom centre enzymu,
pripadne v jcho peptidickom retazci (Donaldson
a Thaxton,1975; Marszalek, 1983; Legidth
a i., 1990). Toxicita ortuti sivisi ticZ s chemickou for-
mou, v ktorej sa do organizmu dostiva(Underwood,
1977). Kling a Soares (1981) uvddzaji zvy-
Senie aktivity antioxidacného enzymu glutation peroxi-
ddzy v erytrocytoch po 14 diioch aplikdcie metylovanc)
formy chloridu ortuti v diéte, ale zniZenie jej aktivity
po aplikdcii chloridu ortuti. ZvySent aktivitu G-6-PD
a glutation peroxiddzy po zvy3eni zdtaZe antioxidaéne)
ochrany, vyvolanej aplikdciou ozénu popisuji Mo -
chitate a Miura (1898) v alveoldrnych makro-
fagoch potkana, Mishra a Patnaik (1993) pod
vplyvom chladového stresu a stresu vyvolaného hladom
u mladych zvierat, kym u starSich sa aktivita G-6-PD
v tychto podmienkach znizila. Zvysenie aktivity G-6-PD
v Kupferovych bunkdch v ¢ase 24, 48 a 72 hodin zistili
Hacker ai. (1990) po aplikdcii dusi¢nanu olovnaté-
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ho. ale po 20 dnoch bola akuivita dehydrogenizy po-
rovnatelnd s aktivitou kKontrolnych zvierat. NaSe vy-
sledky v erytrocytoch oviee ukazuji, 7ze G-6-PD reago-
vala zvySenim aktivity na zalaz tazkych kovov
s dominanciou ortuti po 6smich i po 16 diioch ich po-
davania, pravdepodobne ako kompenza¢ny mechaniz-
mus v systeme antioxidacnej ochrany. U ovice z kon-
taminovanej oblasti. dlhodobo zvySeny prijem (azkych
kovov s dominanciou ortuti zo znecistencho ovzdusia
nevyvolal zvySenie aktivity G-6-PD. Je to pravdepo-
dobne dosledok adapticic organizmu alebo nizsej den-
nej davky tazkych kovov, 1 ked u oviec z tejto oblasti
boli zistené (Krupicer, 1995) takmer desatnasobne
vysSie hodnoty ortuti v peceni a priblizne Sestkradt vys-
Sie v oblickdch v porovnani s Kontrolnymi zvieratami.
Vysledky ukazuji, ze G-6-PD moze byt jednym z in-
dikdtorov zvySenej peroxiddcie buniek pri zdtaZi tazky-
mi kovmi s dominanciou ortuti, bude viak potrebné
prestudoval dalSie zivislosti vo vztahu k expozicii, an-
tagonizmu a synergizmu tazkych kovov, druhu zvierat,
pripadne vo vz{ahu k inym systémom antioxida¢nej
ochrany bunick.
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

I. KABRTOVY DIETETICKE DNY

Na Veterindrni a farmakologické univerzit¢ v Brné se 14, ziri
1995 uskutecnily 1. Kdbrtovy dietetické dny.

Vedle tradi¢nich Piibylovych a Hoklovych dnd. které maji Si-
roky ohlas v odbornych veterindrnich kruzich, se zrodila novi
prileZitost vymény védeckych i praktickych poznatki odborniki
z oblasti vyZivy a dietetiky.

Pfi slavnostnim zahidjeni konference vystoupil prorektor doc.
MVDr. J. Dribek, CSc. a seznamil pfitomné s historii i tradicemi
oboru vyziva a dictetika na Veterindrni a farmaceutické univerzité
v Brné od jejiho zaloZeni pies pasobeni prof. J. Kibrta aZ po soucas-
nost. Mezi ucastniky semindie byl nestor veterindrni dietetiky pan
prof. MVDr. Jaroslav Kdbrt, ktery jednini pozdravil a vzpomnél
budovini tohoto oboru v Ceskoslovensku. Slavnostni zahdjeni
zavisil doc. MVDr. V. Vajda, CSc., ktery prof. Kdbrtovi piedal
/I.llou pamétni medaih Univerzity veterindrskeho lekdrstva

Prvni sckee jednadni (piedsedali doc. J. Dvoidk. CSc. a doc.
MVDr. V. Vajda, CSc.):

Opletal, L. aj.: MoZnosn vyuziti parchy saflorove (Leuzea
carthamoides DC.) v ZivoCisné v¥robé a v potravindrsivi.
Nadzemni rostliny md parametry picniny se zajimavymi
biostimulacnimi cinky, kofeny jsou v soucasnosti vyuZiviny pro
piipravu riznych typu extrakti.

Selepcovd, L. aj.: Rhaponticum carthamoides Wild. a jej vplyv na
zdravomy stav a kvalitu Zivocisneho produkne osipanych. Prasata
krmend experimentdlni dietou s 10% obsahem senné moucky
rostliny dosdhla vyssi (élesnou hmotnost. nez zvifata Krmeni
klasickou dietou. Obsah rezidui 20-hydroxyecdysonu v mase
a vnitinich organech byl vyssi

Vajda, V.: Veterindrno-dietetickd kontrola irovne v, L analvticky
model konzultacnej cinnosti. Model veterindrné-dietetické kontroly
tirovné vyzivy dojnic zahrnuje:

a) analyzu biologickych vztahti vyZiva — zdravi a tvorbu programu
nutriéni prevence zdravotnich poruch,

b) analyzu biologickych vztahti vyZiva - produkce, s cilem nu-
tricniho ovlivnéni rumindlniho a intermedidrniho metabolismu pro
dosazeni projektované laktace.

Jagos, P.aj.: Vatah zdravi, vyiivy a uZitkovosti u dojnic. PouZivini
pocitatovych modeli, které nerespektuji zdravotni situaci v chovu,
mnozstvi a kvalitu krmiv pfindsi problémy.

Hldsny, J.: Ketonurie dojnic a kvalita kravskeho mleka. Byla vy-
briana vySetfeni, charakterizujici droveni ketonurie dojnic do ¢tyf
mésicu po oteleni.

Biro, D.: V¥Zivnd hodnota a dieteticke ucinky vedlajsich fermen-
tacnych produktov melasy u preZivavcov. Byl stanoven obsah Zivin
a vyzivnd hodnota Leoproteinu 45.

Vojtisek, B.: Vipenaté soli mastnych kyselin (C16-CI8) kafilerniho
twku v krmné divee krav — zdravomi. produkcni a reprodukcni as-
pekty. Zarazeni vapenatych soli mastnych kyselin do krmnych divek
krav v prvni fizi laktace (100 dnd po porodu) vedlo ke zvyseni
produkce mléka a k zamezeni vyrazného poklesu jejich zivé hmot-
nosti. Zaroven pusobi antiketogenné.

Druhd sekce jedndni (predsedali doc. MVDr. 1. H
MVDr. D. Magic. CSc.):
Stratil, 4 'stemovd analyza struktury picnich plodin. Snizeni stavi
skotu a transformace vyroby ovliviiuje systémy hospodafeni

erzig aprof.
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zemédélskych podniku. Je potebné fesit vztahy zavislosti mezi hus
totou zv a vynosy plodin, nebol mezi nimi existuje pfimocard

souvislost
Korcek. M. aj.: Systém kontroly viskytu cudzorodych latok v Sloven-
skej republike so zameranim na krmivd. Kontrolni a monitorizacéni
¢innost cizorodych ldtek v SR zjistila v 3.8 % nadlimitni hodnoty.
Horniakova, E. - Gdlik, R.: Por
nctdov na niektore ukazovarele v

itie roznych ddavok hnojiv a pes-
vie) hodnoty krmiv. Byl zazna-
menan negativni viiv zvySené aplikace chemickych ochrannych
prostfedki na energetickou hodnotu jec¢mene a psenice.

Nad: P Vyskyt anorganickych polutantov v krmivdch pestovanych
v oblasti vystavenej vplyvu priemyselnej cinnosti. Koncentrace sle-
dovanych prvki ani v jednom vzorku nepickroCily nejvyssi pripust-
nd mnoZstvi.

Lanikovd. A.: K problematice plisiove kontaminace krmiv. Myko-
toxiny aflatoxin B1 a vomitoxin nebyly prokdzdny. zearalenon byl
zjistén u 20,7 %. ochratoxin A u 8.2 % vzorki krmiv.
Angelovicovd, M. Dietetické ucinky pokrutin repky olejnej na
kvalitu konzumnych vajec. Negativni dietetické ucinky pokrutin
fepky olejné se projevily pii jejich 10% zastoupeni v krmné smési
enim obsahu

statisticky vyznamnym sniZenim hmotnosti vajec a zvy
cholesterolu
Jencik, F.:
dobytka na vybrané metabolicke ukazovatele a moznost ich ovply-
vaenia. Negatvni ucinky zatéZe eliminovaly fortifikaci krmnych
ddvek tukem, dikalciumfosfitem a mocovinou.

Herzig, 1. aj. Soucasny stav zdasobeni populace dojnic jodem. Stav
zdsobeni skotu jodem v riznych podminkdch CR byl posouzen me-
todou ICCID. Mirny deficit jodu byl prokdzdn u 68,9 %. piijem
normalni u 31,1 % piipadu.

Pisartkova, B ay
vlivem v pitnych a napdjecich voddch. Byly porovndviny hladiny
dusi¢nani v napdjeci vodé s obsahem jodu v moci u vybranych do-
jnic. Se zvysujici se hladinou dusi¢nani byla v nékterych lokalitich
zaznamendna 1 vy8Si hladina jodu v moci

Magic, D aj.: Ucinok dietej vidkniny na zdravie a produkciu
ofipanych. Pozornost byla vénovina vyuzitelnosti Zivin objemnych
krmiv s vys§im obsahem vldkniny a vlivu na produkei prasnic a je-
jich zdravotni stav.

Vplyy magnezitove) zdtaze w vykrmoveého hovadzieho

Anorgariche antonty s maoinym strumigennim

Cist odbornych poznatkii byla prezentovina formou 11 posterit:
Vliv zatizeni prostfedi na obsah rtuti v orgdnech skow (Samek aj.)
Exogenni sira v krvi skotu - stopovac¢ chemicko-ekologické zitéze
(Tomsik aj.).

Probiotika ve vyZivé monogastrickych zvitat (Zobac a Kumprecht).
Depresivni vliv poddvini Renidazolu na rozvoj testes u kiepelky
japonské (Skaloud aj.).

Vliv beta-karotenu na plodnost prasnic (HoleSovskd aj.).
Samoregulujici model ristu crganismu (Novdk).

Aplikace standardizovaného modelového organismu na rist brojlera
(Holesovskd aj.)

Vplyv magnezitovej zitaze u vykrmového hovadzieho dobytka a vy-
brané metabolické ukazovatele a moZnosti ich ovplyvnenia (Jencik).
Vliv vybranych mikroklimatickych faktord na organismus a pro-
duker zvitat (Novak aj.).

Hodnoty vipniku a fosforu v krvi psi pfi pouZiti ruznych typu
krmnych divek (Vaje)

doc. MVDr. Ivan
coc. MVDr. Ing. Pavel

Herzig. CSc.
Suchy. CSc.
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THE EFFECT OF THE INSECTICIDE SUPERMETHRIN ON SOME
PARAMETERS OF SHEEP HEALTH UNDER THE CONDITIONS
OF SUBCHRONIC INTOXICATION

VPLYV INSEKTICIDU SUPERMETRIN NA NIEKTORE UKAZOVATELE
ZDRAVOTNEHO STAVU OVIEC
V PODMIENKACH SUBCHRONICKEJ INTOXIKACIE

J. Neuschl, J. Legith, P. Kaimar, E. Kéiia, V. Konrid, J. Saly
University of Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: The effect of supermethrin on the overall health with respect to weight gains, diet intake, triad values (body
temperature, pulse rate and breathing rate) and potential intoxication signs was investigated in sheep of the Slovak Mertino
breed (age of 8 months, males and females) during 6-week feeding of the insecticide supermethrin (Research Institute of
Chemical Technology, Bratislava). This insecticide supermethrin contains a cyanide group in its molecule and can be included
in the group of type Il pyrethroids. It is an analog of cypermethrin and it has a different proportion of cis- and trans-isomers.
Supermethrin mixed with molasses feed M was administered daily at a dose of 50 mg/kg (about 1/70 of LDsg) to five sheep
of experimental group L. at a dose of 200 mg/kg (about 1/15 of LDsg) to five sheep of experimental group II, and the dosc
increased from 200 mg to 300 mg/kg l.w. (about 1/20 of LDs,) since the fourth week of trial. The main signs of its toxic
action involved depressive effects on weight gains (Fig. 4). Over the whole period of trial, the live weight rose by 5.44 +
1.94 kg in control group, by 2.66 * 1.48 kg in experimental group I, which equates a significant decrease by 51.10% and
only 0.34 + 0.95 kg in experimental group I, which equates a decrease in weight gains by up to 93.75% against the control.
We do not believe that the growth depression can be related to diet intake. There were no larger differences in feed intake
between the experimental groups and the control. The growth depression was caused by incessant diarrhea. The patho-mor-
phological examination did not reveal hyperemia and/or intestinal inflammation, the histological examination did not show
any lesions of epithelium in the intestinal mucosa. An increase in supermethrin dose from 200 to 300 mg/kg L.w. resulted in
signs coming from the CNS. Hypersensibility manifested by moderate unrest, head and neck shaking after auditory, and
especially after touch stimuli was observed. This tremor was increasing to became spontaneous 3-4 days before trial termi-
nation. The above findings clearly suggest that supermethrin administration at lower doses has harmful effects primarily on
the digestive tract, but at higher doses these effects are more intensive accompanied by the effects on the CNS. No negative
cffects on pulse rate (Fig. 1), breathing rate (Fig. 2) and internal body temperature (Fig. 3) were recorded.

sheep: subchronic intoxication; pyrethroid supermethrin; health state

ABSTRAKT: Pri Sesttyzdiovom skrmovani insekticidu supcrmetrin (Vyskumny dstav chemickej technoldgie, Bratislava) sa
u oviec plemena slovenské merino (vek osem mesiacov, oboch pohlavi) sledoval jeho vplyv na ich celkovy zdravotny stav
so zameranim na hmotnostné prirastky, prijem diéty, mozné priznaky intoxikdcie a hodnoty triasu. Studovany insekticid
obsahuje v molekule kyanidovii skupinu a patri do skupiny pyretroidov typu II. Supermetrin primieSany do Melasového
krmiva M sa I. pokusnej skupine (pil oviec) denne poddval v divke 50 mg/kg (asi 1/70 z LDsg), I1. pokusnej skupine (pil
oviec) v ddvke 200 mg/kg (asi 1/15) z LDsg) a od 4. tyZdia pokusu 300 mg/kg Z. hm. (asi 1/10 z LDsg). Zo symptémov
jeho toxického posobenia boli pozorované neustdvajice hnacky a depresivny ¢inok na hmotnostné prirastky. Rastovd depre-
sia bola navodend profiiznou hnackou. V poslednom tyZdni experimentu po zvy3eni ddvky na 300 mg/kg Z. hm. sa zaznamenali
priznaky zo strany CNS (zvy3end citlivost na sluchové, ale hlavne na dotykové podnety, triaika hlavy a krku). Negativny
vplyv na frekvenciu dychu, pulzu a vnitorni telesni teplotu sa nezaznamenal.

ovce; subchronickd intoxikdcia; pyretroid supermetrin; zdravotny stav

UvoD nak malou dostupnostou prirodnych surovin obsahuji-
cich pyretriny, i z dévodu ich nedostato¢nej stability na

Vyvoj pyretroidov syntetickych analégov pyretrinov  svetle. Prvy fotostabilny pyretroid-permetrin, vyvinuty
zacal v 40. rokov tohto storocia. Bol podmieneny jed- v r. 1973 (Elliott ai., 1973), i dalSie neskor pripra-
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vené pyretroidy sa okrem fotostability vyznacuji vys-

$im insckticidnym 1cinkom, nizkou toxicitou pre ci-

cavee, rychlou degradaciou v Zivotnom prostredi a niz-

kymi aplikaénymi koncentrdciami (Lenicek a i,

1981). Uvedené vlastnosti ich radia medzi ckologicke

insekticidy so Sirokym pouzitim (Chapman a i,

1981). Pyretroidy, resp. i pyretriny sa hlavne vyuZivaja

na ochranu Kultdrnych rastlin proti cicavému a zravé-

mu hmyzu. Nicktoré vo forme spraye (Mukerji

a Al Ewen, 1984), alebo naliatim (Henderson

ai., 1983: Henderson a Stevens. 1987) ako

dobre tolerované antiartropodikd, vo forme usnych Stitkov

a obojkov ako repelenty (Braun ai., 1985 Taylor

al, 1987: Williams a Westby, 1980; Lie-

bisch, 1987), resp. v skladoch potravin a v domdc-

nostiach (Ombaka, 1987).

Barnes a Verschoyle (1974); Casida al.
(1983) podra klinickej symptomatolégie otravy u zvie-
rat delia pyretroidy do dvoch typov.

[. typ (permetrin, tetrametrin, resmetrin, alletrin, bio-
resmetrin) ncobsahuje v molekule kyanoskupi-
nu, vyvoldva tremor, hypersenzibilitu na vonkaj-
Sic podnety a vyCerpanic organizmu.

IL. typ (cypermetrin, cyfllutrin, fenvalerdt, deltametrin
a in¢) obsahuje v molekule kyanoskupinu, vy-
voldva saliviciu, intenzivny tremor prechadzaju-
c¢i do klonickych kicov, choreoatetézu.

Verschoyle a Aldridge (1980), Law-
rence a Casida (1982), Williamson a 1.
(1989) oznacili priznaky otravy navodené pyretroidmi
neobsahujice kyanidovid skupinu ako T-syndrom (tre-
mor) a priznaky navodené pyretroidmi obsahujice kya-
nidovi skupinu ako CS-syndrom (salivicia, choreoate-
t6za).

Nami Studovany insekticid supermetrin patri do sku-
piny pyretroidov typu II a patri medzi analogy cyper-
metrinu. LiSi sa od necho v pomernom zastipeni cis-
a trans-izomerov. Podobne ako ostatné pyretroidy je
liposolubilny, dobre rozpustny v beznych organickych
rozpustadldch, a mdlo rozpustny vo vode (1 mg/1 ml).
Po chemickej stranke je (RS)-alfa-kyano-3-fenoxyben-
zyl-(1 RS)-cis-trans-3-(2,2-dichlérvinyl)-2,2-dimetyl
cyklopropankarboxyldt s molekulovou hmotnostou
416,32 a sumdrncho vzorca C,,H|¢O3NCL,.

Vychodiskové informdcie o miere toxikologického
rizika predmetného pyretroidu supermetrin sme ziskali
u oviec v akidtnom pokuse (Legath ai., 1992).

Vzhladom na to, Ze poSkodenic celkového zdravot-
n¢ho stavu zvierat je aktudlnejsie pri dlhodobej expo-
zicii, pristdpili sme k realizdcii toxikologickej testdcie
supermetrinu aj v podmienkach subchronickej intoxi-
kdcic. O moZnom Skodlivom uGc¢inku supermetrinu pri
jeho dlhodobom privode do organizmu zvierat chybaji
akékolvek udaje.

V predloZenej prdci prezentujeme vplyv pyretroidu
supermetrin na celkovy zdravotny stav oviec so zame-
ranim na hmotnostné prirastky, prijem diéty, mozné
priznaky intoxikdcie a hodnoty triasu pri jeho Sestlyz-
dnovom skrmovani.
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MATERIAL A METODY

Pokus bol realizovany na deviatich jarkdch a Sies-
tich baran¢ekoch plemena slovenské merino o hmot-
nosti 21-28 kg vo veku osem mesiacov. VSetky tri
skupiny pozostivali z troch jarick a dvoch baranc¢ekov.
Do pokusného suboru boli zaradeni jedinci, u ktorych
bol zisteny dobry zdravotny a primerany vyZzivny stav.
Pokus sa realizoval v podmicnkach subchronickej into-
xikdcie (Sest tyzdinov). Testovany pyretroidny inseklti-
c¢id supermetrin (Vyskumny astav chemickej technolo-
gie, Bratislava) sa primicSaval do Melasového krmiva
M a denne sa skrmoval v rannych hodindch:

I.  pokusnej skupine sa podaval denne v divke
50 mg/kg 7. hm. (asi 1/70 z LDsg).

II. pokusnej skupine sa poddval denne v divke
200 mg/kg Z. hm. (asi 1/15 z LDsg) a od 4. yZdia
do ukoncenia pokusu (dva tyzdie) v davke
300 mg/kg 7. hm.(asi 1/10 7 LDsq).

[11. skupina — kontrola

Zvieratd boli ustajnené individudlne v kotercoch
a s dennym skrmovanim supermetrinu v Mclasovom
krmive M sa zacalo po obdobi adapticie na nové pod-
mienky.

Krmené boli rovnakou dictou: 0,55 kg lu¢neho sena
a 0.6 kg Melasového krmiva M, K vode mali neobmed-
zeny pristup.

V priebehu pokusu sa denne kontroloval prijem kr-
miva a sledovali sa mozné priznaky intoxikdcie. Trias
a hmotnostné prirastky sa zaznamenavali v tyzdiovych
intervaloch. Hodnoty triasu a Zive) hmotnosti sa vy-
hodnotili Studentovym r-testom.

VYSLEDKY

Na obr. | je zndzornenda dynamika zmien priemer-
nych hodnét pulzu. Z obrdzku vyplyva, Ze u oviece po-
kusnych aj kontrolnych priemerné hodnoty pulzu koli-
sali v pricbchu celého experimentu a pohybovali sa
nad hornou hranicou referenc¢nej hodnoty. Aj vy-
chodzie hodnoty u vSetkych skupin zvierat sa pohybo-
vali nad hornou hranicou referenénej hodnoty. Rozdiely
hodndt v priebehu experimentu v porovnani s vychod-
zimi hodnotami nie si Statisticky vyznamné ani u jed-
nej skupiny. Medzi pokusnymi skupinami v porovnani
s kontrolnou skupinou nie su Statisticky vyznamné roz-
dicly. Dynamika zmien hodndt v priebehu celého expe-
rimentu u pokusnych skupin je v podstate rovnakd
v porovnani s kontrolnou skupinou. U vSetkych skupin
najvysie hodnoty registrujeme v 1. a 6. tyZdni a najniz-
Sie v 4. tyzdni pokusu.

Na obr. 2 je zndzornend dynamika zmien priemer-
nych hodnot dychu. Z obrazku vyplyva, ze v priebehu
skrmovania testovanej litky u vietkych skupin zvierat
hodnoty dychu mierne kolisali a pohybovali sa nad
hornou hranicou referencnej hodnoty. Nad hornou hra-
nicou referenénej hodnoty sa pohybovali aj vychodzie
hodnoty. U vietkych troch skupin pozorujeme. Z¢ hod-

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (12): 377-382



1. Dynamika zmien hodnét pulzu s
pri skrmovani insckticidu super- 120 4
metrin — The dynamics of pulse
rate changes during the feeding o
of the insecticide supermethrin
100
90 A
80
70
T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
tyzden
Vysvetlivky pre obr. 1-4 — Explanatory notes to Figs, 1-4:
A = kontrolna skupina - control group
B = I. pokusnd skupina — experimental group
C = II. pokusnd skupina — experimental group II
tyzdenn — week
2. Dynamika zmien hodnét dy-
chu pri skrmovani insekticidu
supermetrin — The dynamics of " g
breathing rate changes during the h
feeding of the insecticide super- L
B U —_’_’_,_’—0\.
methrin 40 .’_<,A
[ \’/0
30
20
12
10
0 1 2 3 4 5 6

noty v priebchu pokusu sa v podstate nelisia od vy-
chodzich hodnét. V porovnani s kontrolnou skupinou
je dynamika zmien hodndt u obidvoch pokusnych sku-
pin v podstate tiplne zhodnd s vynimkou v 1. tyZdni
u I. pokusnej skupiny, resp. s vynimkou v 1., 3. a 5.
tyzdni experimentu u II. pokusnej skupiny. kedy na-
opak registrujeme mierny pokles hodnot.V porovnani
s kontrolnou skupinou si rozdiely hodndt nesignifi-
kantné.

Na obr. 3 je zndzornend dynamika zmien priemer-
nych hodnot telesnej teploty. Z jej priebehu vyplyva,
7¢ sa u vietkych skupin zvierat pohybuje s nepatrnymi
vykyvmi v rozmedzi fyziologickych hodndt od zahdje-
nia az do ukoncenia experimentu. V jednotlivych sle-
dovanych casovych tsekoch sme oproti vychodzim
hodnotdm nezaznamenali podstatnejsie vykyvy. Pod-
statnejSie vykyvy nepozorujeme ani medzi kontrolou
a pokusnymi skupinami.

Na obr. 4 je uvddzand dynamika zmien Zivej hmot-
nosti. Z jej priebehu vyplyva, Ze za celé obdobie expe-
rimentu ndrast Zive] hmotnosti u kontrolnej skupiny ¢i-
ni 5,44 £ 1,94 kg. Pociatocna z. hm. ¢inila 23,40 kg
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tyzden

a na konci experimentu 28,84 kg. U I. pokusnej skupi-
ny ndrast Zivej hmotnosti za rovnaké obdobie ¢ini
2,66 = 1,48 kg, ¢o predstavuje Statisticky vyznamné
zniZenie prirastkov o 51,10 % oproti kontrole. Pocia-
tocnd Zz. hm. ¢inila 23,90 a na konci experimentu
26,56 kg. U IL. pokusnej skupiny ndrast Zivej hmotnos-
ti za uvedené obdobie ¢ini len 0,34 + 0,95 kg, ¢o oproti
kontrole predstavuje signifikantné zniZenie prirastkov
az 0 93,75 % (p < 0,01). Pociato¢nd Z. hm. Cinila
24,12 kg a kone¢nd 24,46 kg.

Pri dennom sledovani spotreby predkladanej diéty
u jednicov I. pokusnej skupiny oproti kontrole sa v prie-
behu experimentu zaznamenal sporadicky a zanedba-
tefny zniZeny prijem Melasového krmiva M. Seno bolo
jedincami uvedenej skupiny prijimané bezo zbytku.Pri-
jem predkladanej diéty jedincami II. pokusnej skupiny
v prvom mesiaci experimentu (do doby, kedy sa ddvka
supermetrinu zvyS$ila z 200 na 300 mg/kg Z. hm.) bol
v podstate zhodny s jedincami I. pokusnej skupiny.
Dva posledné tyzdne do ukoncenia experimentu sme
u jedincov II. pokusnej skupiny (po zvySeni ddvky su-
permetrinu) zaznamenali zniZeny prijem Melasového
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0 ddavku supermetrinu (dva tyzdne pred ukoncenim poku-
su) zaznamenali miernejSiu hnacku ako v tvode pokusu.
Oproti jedincom L. pokusnej skupiny viak bola intenziv-
@ nejSia, vykaly kaSovitej konzistencie, nezapéichajiice.
Po zvySeni ddavky supermetrinu u II. pokusnej sku-
2 piny z povodnych 200 na 300 mg/kg 7. hm. (od 4. tyZ-
¢ diia pokusu) sme stcasne u vietkych jedincov uvedenc]
szl skupiny zaznamenali aj vyraznejSie hnacky, pretrvava-
Jjuce do ukoncenia pokusu. Vykaly v podstate nadobud-
5 li riedku, vodnati konzistenciu pred ukonéenim expe-
26 rimentu (4-5 dni) zacali neprijemne zapdchat.
U jedincov II. pokusnej skupiny (asi jeden tyzden
- + po zvySeni davky supermetrinu) sme sti¢asne zazname-
nali aj zvySend citlivost. Prejavovala sa miernym nepo-
< kojom jarick, ktoré na sluchové, ale hlavne na dotykove
C podnety reagovali triaSkou hlavy a krku. Tri aZ Styri
dni pred ukon¢enim pokusu sa uvedeny tremor zacal
o5 objavoval spontdnne.
22
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4. Dynamika zmien Zivej hmotnosti pri skrmovani insekticidu super-
metrin — The dynamics of liveweight changes during the feeding of
the insecticide supermethrin

krmiva M. Z mnozstva 42 000 g Melasového krmiva
M predloZené¢ho II. pokusnej skupine (v poslednych
dvoch tyZzdiioch experimentu) nebolo jedincami prijaté
7 090 g (16,88 %) co v priemere na jedného jedinca
¢ini 1 418 g.

Na druhy den od zapocatia skrmovania predmetného
insekticidu bola u vSetkych jariek II. pokusnej skupiny
zaregistrovand hnacka. Vykaly boli riedkej az vodnatej
konzistencie, bez zdpachu. Na 5.-6. dei sme hnacku
zaznamenali aj u vSetkych jedincov I. pokusnej skupi-
ny. Nezapachajice vykaly boli hustejSej konzistencie
ako u jariek II. pokusnej skupiny. Od 8.-9. dia expe-
rimentu az do jeho ukoncenia sme u jedincov I. pokus-
nej skupiny zaznamenali menej vyrazné hnacky (vykaly
mierne formované, nezapdchajice) ako v prvom tyzdni
pokusu. Aj u jedincov II. pokusnej skupine sme od uve-
dencho Casového tiseku az do terminu kedy sme zvysili
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7. vysledkov vyplyva, Ze priemerné hodnoty pulzu
a dychu u obidvoch pokusnych skupin sa v jednotli-
vych sledovanych casovych dsekoch experimentu po-
hybovali nad hornou hranicou referenénej hodnoty.
Uvedeny vzostup hodndt nemozno dal do suvislosti
s posobenim supermetrinu. Opodstatnenost uvedeného
konStatovania je podporena zistenim, Ze medzi hodno-
tami v prichchu experimentu a vychodzimi nic su Sta-
tisticky vyznamné rozdiely. Odraza fyziologicky stav
organizmu pokusnych zvierat v danych podmienkach,
pretoZe k rovnakym zmendm doSlo aj u kontrolnej sku-
piny. Vzostup frekvencie dychu a pulzu nad hornou
hranicou referen¢nej hodnoty je nutné dat do sdvislosti
jednak s relativne mladym vekom zvierat a vy§fou tep-
lotou v ustajiiovacich priestoroch, ktord sa pohybovala
na trovni izbovej teploty.

U vSetkych skupin zvierat sa na drovni hornej hra-
nici referenc¢nej hodnoty pohybovali aj priemerné hod-
noty vnutornej telesnej teploty. Na uvedenej irovni sa
pohybovala nielen v pricbehu celého experimentu, ale
aj pred jeho zahdjenim. KedZze neboli zaznamenané ani
rozdiely priemernych hodnét medzi kontrolou a pokus-
nymi skupinami, je nutné uvedené hodnoty tiez dat do
stvisu s vekom zvierat a okolitou teplotou prostredia.
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V pricbehu a na konci pokusu sme zistili rozdiely
v hmotnostnych prirastkov medzi pokusnymi skupina-
mi a kontrolou. Zo zisteni, Ze u jedincov L. pokusnej
skupiny na konei experimentu je ndrast Zive) hmotnosti
mz&i oproti kontrole 0 51,10 %. resp. u jedincov 11 po-
kusnej skupiny nizsi az 0 93,75 %. jednoznacne vyply-
va. 7e predmetny pyretroid ovplyviiuje proces rastu ne-
gativne. Depresia rastu je vyraznejSia pri jeho vySSom
davkovani.

Na zdklade sledovania dennej spotreby krmiva ne-
mozno rastovii depresiu davat do sdvislosti s prijmom
diéty. Pocas experimentu sa totiz nezaznamenali pod-
statnejsic rozdiely v prijimani krmiva medzi pokusnymi
skupinami a kontrolou, s vynimkou jariek II. pokusnej
skupiny, u ktoryeh bola (po zvySeni ddvky supermetri-
nu posledné dva tyZdne) zaznamenand vyraznejSia ina-
petencia, i intenzivnejSia patologicky zapdchajiica hnac-
ka Uvedend skutocnos( nas opraviuje konStatovat, Ze
rastova depresta bola navodend neustdvajicou hnac-
Kou.

Sucasne sa asi jeden tyzdeii po zvySeni davky super-
metrinu (2 200 na 300 mg/kg 7. hm.) zaznamenali pre-
javy zo strany CNS. Bola zaznamenana hypersenzibih-
(a prejavujica sa miernym nepokojom, triaSkou hlavy
a krku po sluchovych a hlavne po dotykovych podne-
toch, Uvedeny tremor sa stupioval a 3-4 dni pred
ukonéenim experimentu sa objavoval spontdnne

Vyrazne intenzivnej$ie prejavy intoxikdcie super-
nietrinom hlavne zo strany zazivacicho apardtu 1 CNS
sme u oviee zaznamenali v podmienkach akitnej into-
xikacie (Legath ai., 1992).

Nase zistenia jednoznacne napovedaji, Ze pri podd-
vani supermetrinu v mensich ddvkach (50 mg/kg 7. hm.)
sa jeho Skodlivy d¢inok primdrne uplatiuje na zaZivaci
aparal a vo vyssich davkach (300 mg/kg 7. hm.) sa
lento zintenziviuje a sucasne sa pridruzuje jeho poso-
benie na CNS.

Patologicko-morfologickvm vySetrenim nebola zis-
tena hyperemia, resp. zdpal Criev a histologickym vy-
Setrenim poSkodenie epitelu sliznice ¢riev. Pri nizSom
ddvkovani bol ¢revny obsah v kauddlnej Casti Criev
kaSovity. pri vy§som davkovani vodnate) konzistencic
a u kontrolnych jedincov bol formovany. Z uvedencho
aspektu sa jeho pdsobenie na zaZivaci trakt javi ako
ucinok laxativny.

Nase zistenia tykajice sa vplyvu supermetrinu na
zazivaci aparat nie s v sulade s prdcami autorov
Barnes a Verschoyle (1974), Casida a i
(1983). Doherthy ai. (1988), Sedokur (1986),
Stein at, (1987), Eells a Dubovich (1988),
Verschoyle a Barnes (1972) a Verschoy-
le a Aldridg (1980). Uvedenf autori pri $tidiu to-
xickych prejavov intoxikdcic inymi pyrotroidmi 1. a I1.
typu uvadzaji. 7e prejavy sa primdrne registruji zo
strany CNS a si dominantné.

7 nadich zisteni sa javi, ¢ predmetny pyretroid ne-
mozno pre uvedeny druh povazovat za Gplne bezpecny.
[ naprick tomu. Ze doporucen¢ diavky pre plosnd apli-
kdciu v praxi su nizke (140 g/hektar) a podTa klasifika-
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cic WHO (1975) je supermetrin pre ovce, resp. iné
prezivavee mélo toxicky, predmetny pyretroid predsta-
vuje urcité riziko pre prezivavee o com svedcia i nami
zaznamenané pripady z praxe.
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TOXICOLOGIC EVALUATION OF PYRETHROID INSECTICIDE
SUPERMETHRIN IN RABBITS AND PHEASANTS

TOXIKOLOGICKE HODNOTENIE PYRETROIDNEHO INSEKTICIDU
SUPERMETRINU U KRALIKOV A BAZANTOV

J. Neuschl, P. Kaémar, J. Poracova
University of Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: Basic information about a toxicologic hazard of the pyrethroid supermethrin (Research Institute of Chemical
Technology, Bratislava) is presented in this paper for the conditions of acute intoxication in rabbits and pheasants and in the
conditions of subacute intoxication in pheasants. The insecticide supermethrin under observation contains a cyanide groups
in its molecule and can be included in the group of type II pyrethroids comprising among other substances also cypermethrin.
Supermethrin is an analog of the latter and it has a different proportion of cis- and trans-isomers. At acute intoxication,
supermethrin was applied to adult rabbits at doses of 2,000: 3.000: 4.000: 5,000 and 6,000 mg/kg and to adult pheasants at
doses of 2,000; 4.000; 5,000 and 6,000 mg/kg live weight. Supermethrin dissolved in sunflower oil at a 1 : 2 ratio was
administered in the above differentiated doses at single application by a peroral tube. Not even the highest supermethrin dose
(6,000 mg/kg live weight) caused any clinical signs of intoxication in the birds. This fact suggests that its LDs, for rabbits
and pheasants will apparently exceed the value of 6,000 mg/kg I.w. At subacute intoxication, supermethrin was applied as
dissolved in suntlower oil (at a | : 2 ratio) by per os tube at a dose of 500 mg/kg l.w. once a day within five days. The
subacute doses of supermethrin did not induce, besides mild diarrhea at the end of the trial, any other clinical signs of
intoxication in the pheasants. The negative effect of supermethrin (even though negligible) on the digestive tract of pheasants
is in agreement with the results determined in sheep in the conditions of subchronic intoxication (Neuschl et al., 1995).
Supermethrin administration in sheep resulted in permanent and intensive diarrheas. These findings clearly indicate that
supermethrin administered at lower doses primarily affects the function of digestive tract. Tab. 1 shows the effect of super-
methrin on the live weight of pheasants in the conditions of subacute intoxication. The negligible decrease in live weight
recorded at the end of the trial was not due to supermethrin effects. It was also recorded in the control group. There were no
significant differences between the control and experimental group. It was probably induced by the stress resulting from daily
applications of the tested substance. In case the guidelines for its areal application (140 g/ha) are observed, it will not be
toxic for rabbits and pheasants nor probably for hares and/or other gallinaceous birds. Supermethrin seems to be a little toxic
substance according to WHO (1975) classification.

pheasant; rabbit: acute and subacute intoxication; pyrethroid supermethrin

ABSTRAKT: V prici si prezentované vychodiskové informdcie o toxikologickom riziku pyretroidu supermetrin (Vyskumny
tstav chemickej technoldgie, Bratislava) v podmienkach akitnej intoxikdcie u krdlikov a baZantov a v podmienkach subakuit-
nej intoxikdcie u baZzantov. Pri akiitnej intoxikdcii bol supermetrin aplikovany dospelym krdlikom v ddvkach: 2 000, 3 000,
4 000, 5 000 a 6 000 mg/kg z. hm. a dospelym baZantom v ddvkach: 2 000, 4 000, 5 000 a 6 000 mg/kg Zivej hmotnosti.
Supermetrin rozpusteny v slne¢nicovom oleji v pomere 1 : 2 sa v odstupfiovanych ddvkach aplikoval jednordzovo perordlne
sondou. Ani najvys$sia podand ddvka supermetrinu (6 000 mg/kg 7. hm.) nenavodila u jedincov klinické prejavy intoxikdcie.
Uvedend skuto¢nost napovedd, Ze jeho LDsq pre krilikov a baZantov bude zjavne prekradovat hodnotu 6 000 mg/kg Zivej
hmotnosti. Pri subakiitnej intoxikdcii bol supermetrin dospelym bazantom aplikovany rozpusteny v slne¢nicovom oleji (v po-
mere | 1 2) per os sondou v diavke 500 mg/kg z. hm. jedenkrdt denne v priebehu piatich dni. Subakitne ddvky supermetrinu
okrem nepatrnej hnacky ku koncu experimentu nenavodili u bazantov iné klinické prejavy intoxikdcie. Negativny vplyv
supermetrinu (i ked nepatrny) na trdviace dstrojenstvo baZantov je v silade so zisteniami u oviec v podmienkach subchro-
nickej intoxikdcie (Neuschl ai., 1995). Skrmovanic supermetrinu u oviec malo za nédsledok neustdvajice a vyrazné hnac-

ky. Uvedené zistenia jednoznacne poukazuji, Ze supermetrin primdrne ovplyviiuje funkciu traviaceho dstrojenstva. Nepatrny
pokles Zivej hmotnosti zaznamenany na konci experimentu neddvame do stvisu s pdsobenim supermetrinu. Bol zaregistrovany
aj u kontrolnej skupiny. Medzi kontrolnou a pokusnou skupinou neboli zaznamenané signifikantné rozdiely. Pokles Zivej
hmotnosti bol pravdepodobne navodeny stresom. vzhladom na denni aplikdciu testovanej ldtky. V pripade dodrZania zdsad
jeho plosnej aplikidcie (140 g/ha) nebude pre kréliky a bazanty a pravdepodobne ani pre zajace, resp. niektoré dal3ie kurovité
vtdky toxicky. Podla klasifikdcie WHO (1975) sa supermetrin javi ako mdlo toxickd ldtka.

baZant; krdlik; akitna a subakitna intoxikdcia; pyretroid supermetrin

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (12): 383-386 383



UvoD

Fyziologicko-anatomické odlisnosti mozu byt prici-
nou odlisnych kvalitativnych a kvantitativnych degra-
dacnych premien pesticidneho pripravku u jednotli-
vych druhov zvierat. S uvedenou skutocnostou je uzko
spiitd problematika moznej rozdielnej toxicity pesticid-
nych pripravkov u roznych druhov zvierat. Preto toxi-
kologickd testicia novozavddzanych pesticidov je
opodstatnend niclen u vybranych druhov hospodir-
skych zvierat, ale aj u volne Zijucich zvierat. Uvedend
poziadavka je umocnend aj skutocnostou, Ze riziko in-
toxikdcie po plosnom oSetreni porastu pesticidmi je
u volne zijucich zvierat vicsie. Tieto mézu konzumo-
val ofetreny porast pocas ochrannej lehoty i naprick
tomu, Z¢ sa pouzivaju rozne sposoby na ich odplasova-
nic.

Z uvedencho aspektu v ndviiznosti na naSe predeha-
dzajuice toxikologick¢ Stddie pyretroidu supermetrin
u ovicc (Lehath ai, 1992; Kaé¢mdr ai. 1991;
Necuschl ai, 1995) pristapili sme k jeho toxikolo-
gickej testdcirn aj u krdlikov a bazantov s cielom ziskal
vychodiskové informicie o jeho toxikologickom riziku
aj pre uvedené druhy zvierat.

Nami Studovany insckticid supermetrin patri do sku-
piny pyretroidov IL typu, kde patri i cypermetrin. Su-
permetrin j¢ jeho analégom a lisi sa od neho v pomer-
nom zastipeni cisa trans-izomérov. Z chemickcého
hladiska supermetrin je (RS)-alfa-kyano- 3 fenoxyben-
zyl- (IRS-cis-trans-3- (2.2-dichlorvinyl) -2,2-dimetyl
cyklopropdnkarboxyldat s molekulovou hmotnos(ou
416.32. V beznych organickych rozpastadlach (najmi
v xyléne) je dobre rozpustny, kym vo vode azko
(1 mg/l ml).

Vo vicobecnosti pyretroidy ako neuroaktivne zliceni-
ny (Williamson ai, 1989; Eriksson a Nord-
berg 1990) sa podla pdsobenia na organizmus a kli-
nickej symptomatolégie otravy delia do dvoch typov
(Barnes a Verschoyle, 1974; Casida a 1.,
1983; Williamson ai., 1989).

I typ (permetrin, tetrametrin, resmetrin, allemetrin,
bioresmetrin) necobsahuje v molekule kyanosku-
pinu, vyvoldva tremor, hypersenzibilitu a vycer-
panic organizmu.

IL typ (cypermetrin. cyflutrin, fenvalerit, deltametrin
a in¢) obsahuje v molekule kyanoskupinu, vy-
voldva saliviciu, intenzivny tremor prechadzaji-
¢t do klonickych ki¢ov, choreoatet6zu.

V predloZenej prdci prezentujeme vychodiskové in-
formicie o toxikologickom riziku pyretroidného insck-
ticidu supermetrin v podmienkach akdtnej intoxikdcie
u krdlikov a bazantov a v subakitnom pokuse u baZan-
tov.

384

MATERIAL A METODY
AKUTNA INTOXIKACIA
Kralici

Pokus sa realizoval na desat¢lennom pokusnom su-
bore dospelych krdlikov plemena novozélandské bicle.
v rovnakom zastipeni oboch pohlavi o hmotnosti
2.15-2.90 kg. Studovany pyretroid supermetrin (Vys-
kumny dstav chemickej technolégie, Bratislava) sa ap-
likoval piatim skupinam zvierat, ktoré pozostivali
2 dvoch jedincov. Supermetrin sa aplikoval prvej dvo-
Jict v ddvke 2 000 mg, druhej 3 000 mg. tretej 4 000
mg, Stvriej 5 000 mg a piatej 6 000 mg/ke Zivej hmot-
nosti.

Bazanty

Pokus sa realizoval na osem¢lennom pokusnom si-
bore dospelych bazantov plemena obycajné ohojkové
oboch pohlavi o hmotnosti 0,90-1,20 kg. Supermetrin
sa aplikoval Styrom skupinam zvierat, ktoré pozostivali
z dvoch jednincov. Prvej dvojici sa podal v ddvke
2 000 mg, druhej 4 000 mg, tretej 5 000 mg a Stvrtej
v divke 6 000 mg/kg Zivej hmotnosti.

Supermetrin sa v uvedenych didvkach aplikoval jed-
norazovo perordlne sondou. Vzhladom na jeho velmi
slabi rozpustnost vo vode, sa aplikoval rozpusteny
v slnec¢nicovom oleji v pomere | : 2. Zvieratd mali ne-
obmedzeny pristup ku Linivaca vode. Mozné klinické
prejavy intoxikicie sa ~icdovali v hodinovych interva-
loch.

SUBAKUTNA INTOXIKACIA

V podmienkach subakdtnej intoxikicie sa pokus rea-
lizoval na 12 dospelych bazantoch oby¢ajnych obojko-
vych oboch pohlavi. Pokusnu skupinu tvorilo Sest je-
dincov (tri slicpocky a tri kohutiky) s pricmernou
Zivou hmotnostou 1.04 kg. Kontrolnd skupinu tvorilo
tiez Sest jedincov (v rovnakom zastipeni pohlavia)
s priemernou Zivou hmotnostou 1,063 kg. Jedincom
pokusnej skupiny sa supermetrin aplikoval riedeny
v sinecnicovom oleji (v pomere | : 2) per os sondou
v ddvke 500 mg/kg 7. hm. jedenkridt denne v priebehu
piatich dni. Kontrolnym bazantom sa aplikoval rovna-
ky objem sine¢nicového oleja.

Zvieratd boli ustajnené v klictkach individudlne.
Krmené boli granulovanou kimnou zmesou ncobmed-
zene, k vode mali tiez neobmedzeny pristup.

V priebchu experimentu sa sledovali mozné prejavy
intoxikdcic a prijem krmiva. Na konci experimentu
(6. den od zahdjenia pokusu) bola zaznamenand Zivd
hmotnost a ndsledne po vykrveni zrealizované patolo-
gicko-morfologické vySetrenie. Hodnoty Zivej hmot-
nosti sa vyhodnotili Studentovym r-testom.

Vet Med. - Czech, 40. 1995 (12): 383-386



VYSLEDKY
AKUTNA INTOXIKACIA

Po jednordzovych perorilnych odstupiiovanych ddv-
kach supermetrinu v ddvke 2 000, 3 000, 4 000, 5 000
a 6 000 mg/kg 7. hm. u kralikov, a v ddvkach 2 000,
4 000, 5 000 a 6 000 mg/kg Z. hm. u baZantov, sme
u jedincov nezaznamenali klinick€é prejavy otravy.

SUBAKUTNA INTOXIKACIA

Denné poddvanie supermetrinu bazantom v davke
500 mg/kg Z. hm. v prichchu piatich dni nemalo za
nasledok viditelné poskodenie zdravotného stavu.
V priebehu experimentu neboli registrované klinické
priznaky intoxikdcie zo strany CNS. Na zdklade velmi
pozornej prehliadky trusu sme u pokusnych jedincov
ku koncu experimentu zaznamenali velmi nepatrni
hnacku.

Vplyv supermetrinu na Zivii hmotnost bazantov uvi-
dzame v tab. I. Z &iselnych hodnét vyplyva, Ze na kon-
ci experimentu Zivda hmotnost v porovnani s vychodzi-
mi nepatrne poklesla u pokusnej aj kontrolnej skupiny
zvierat. Rozdiely hodndt nie su Statisticky vyznamné.
Medzi pokusnou a kontrolnou skupinou neregistrujeme
signifikantné rozdiely. V prijimani predkladanej diéty
sme medzi pokusnymi a kontrolnymi jedincami nezis-
tili rozdiely.

Patologicko-morfologickym vySetrenim sa nezistih
ziadne patologické zmeny. Vysledky histopatologickych
vysetreni dokazujuce reverzibilné zmeny v spermioge-

ncze, resp. v tubuloch obliciek si prezentované autor-
m Cigdnkovad ai (1993).

DISKUSIA

Zistenia, Ze supermetrin v podmienkach akitnej in-
toxikdcic nenavodil u krdlikov a bazantov Ziadne kli-
nické prejavy otravy i napriek tomu, Ze bol podany
v divke az 6 000 mg/kg 7. hm. svedcia o tom, Ze uve-
denymi druhmi zvierat je velmi dobre tolerovany. Uve-
dené zistenia tieZ napovedajd, Ze jeho ordlna strednd
smrtefnd ddavka (LDsgq) pre krdlikov a baZantov bude
zjavne prekracovat.hodnotu 6 000 mg/kg Zivej hmot-
nosti. Tdto skutoénost bola opodstatnenim, Ze sme ne-
prikrocili ku stanoveniu jeho LDs,. Stanovenie LDs,
v obdobnych pripadoch nedoporucuje ani legislativa
WHO (1975).

Na dobri zndSanlivost supermetrinu poukazuji i vy-
sledky subakiitnej intoxikdcic u bazantov. Ukadzalo sa,
Ze 5diovd aplikdcia supermetrinu v relativne vysokych
subakitnych davkach (500 mg/kg Z. hm.) okrem fazko
postrehnutelnej hnacky ku koncu experimentu nenavo-
dil in¢ klinické priznaky intoxikdcie. Nepatrny pokles
zive] hmotnosti zaznamenany na konci experimentu ne-
ddvame do suvisu s aplikdciou supermetrinu vzhladom
na to, ze pokles bol zaznamenany aj u kontrolnej sku-
piny. Bol pravdepodobne navodeny stresom, vzhladom
na dennu aplikdciu testovanej ldtky.

V sivislosti s vysledkami subakuiitnej intoxikdcie ba-
zantov si uvedomujeme skutocnost, Ze riziko poskode-
nia celkového zdravotného stavu zvierat je aktudlnejsic
pri dlhodobej expozicii.

1. Vplyv supermetrinu na Zivi hmotnost baZantov v podmienkach subakutne) intoxikdcie — The effect of supermethrin on the live weight in

pheasants in the conditions of subacute intoxication

Pogiatocni Fivd Sy oo po
Skupina' Bazant ¢.2 3 Denna ddvka® ukondeni experimentu’
hmotnost” (kg) (kg)
7 o i.10 1,05
8 0 1,04 1,00
Kontrolni® 9 y 1.37 1,37
10 o 0.82 0.88
I [e) 1,19 1,15
12 Q 0.87 0,82
= = granulovand kfmna =

| X 1.065 zmes® (ad libitum) % 1,045

| sd 0,204 sd  0.198
1 o) 1,15 1,18
2 Q 0.89 0,83
Pokusna’ 3 o 0,92 0,83
4 e 1.22 1.20
5 o 0,88 0.81
6 o 1,18 1,05
X 1.04 x 0,98

I sd 0,159 sd  0.182

] 2 | N, > . Qqun 1 . " . " 6 . v
group, “pheasant no.. “initial live weight, “daily dose. “live weight after trial termination. “control, 7cxpcruncnml. Kgranular feed mixture
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Zistenie, Ze supermetrin v podmienkach subakitne)
intoxikdcie navodil u baZantov len hnacku (aj ked (az-
ko postrehnutelnd) je v silade s naSimi zisteniami
u oviec v podmienkach subchronickej intoxikidcie
(Neuschl ai, 1995). Zistili sme totiz, Ze supermet-
rin u oviec primdrne navodil hnacky. Uvedené zistenia
naznacujui, Ze supermetrin v niz8ich ddvkach primdrne
ovplyviiuje funkciu trdviaceho ustrojenstva. Patologic-
ko-morfologickym vySetrenim neboli zistené zmeny
v traviacom ustrojenstve, resp. inych orgdanoch a tkani-
vich (Ka¢madr ai., 1990).

Pri otrave inymi pyretroidmi L. a II. typu (do ILtypu
sa radi i supermetrin) st uvddzané priznaky intoxikdcie
hlavne zo strany nervového a svalového systému (Va-
lentine 1990; Barnes a Verschoyle, 1974;
Stein ai., 1987; Verschoyle a Barnes, 1972).
Z uvedeného aspektu naSe zistenia nekoreSponduju
s pracami uvedenych autorov. Sucasne nase toxikolo-
gicke stadie u oviec v podmienkach akitnej (Legdth
ai., 1992) i subchronickej intoxikdcie (Neuschl ai.,
1995) poukazuji na ich vyrazne vysSiu citlivost voci
supermetrinu.

Nase toxikologické Stidie so supermetrinom u krd-
likov a bazantov nemézeme porovnal s vysledkami
inych autorov, nakolko v tomto smere u uvedenych
druhov zvierat este nebol Studovany. Mozno vsak s is-
totou konStatoval, Ze v pripade dodrZania zdsad jeho
plosnej aplikdcie (140 g/ha) nebude pre kriliky a ba-
zanty, ale pravdepodobne tieZ pre ostatné druhy kuro-
vitych vtdkov a zajace predstavovat faktor akdtnych in-
toxikdcii. Z uvedeného aspektu podla klasifikicie
WHO (1975) sa supermetrin pre krdliky a bazanty javi
ako mdlo toxickad ldtka.

U bazantov v subakitnom pokuse zaregistrovany
histopatologicky ndlez dokazujici reverzibilné zmeny
v spermiogenéze a v bunkdch tubuloch oblic¢iek (Ci-
gdnkovd ai., 1993) by mohol sved¢it, Ze supermet-
rin nemoZno pre uvedeny druh povaZoval za bezpecny.
V uvedenej sdvislosti viak treba zohTadnif skuto¢nost,
Ze¢ Strukturdlne zmeny boli navodené jeho relativne vy-
sokymi ddvkami (500 mg/kg Z. hm.), a Ze sa javili ako
reverzibilne. Sicasne treba zohTadnil aj ti skutocnost,
Ze doporucené ddvky na jeho plo3nu aplikdciu st v pra-
xi mal¢.
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METHODICAL PROBLEMS OF NIROGEN MATTERS
DETERMINATION IN COW’S MILK

METODICKE PROBLEMY STANOVENI DUSIKATYCH LATEK
V KRAVSKEM MLECE

0. Hanus, J. Ficnar, R. Jedelska, J. Kopecky, A. Beranova, B. Gabriel

Research Institute for Cattle Breeding, Rapotin, Czech Republic

ABSTRACT: In the dairy sector, there has been a long run debate about an appropriate basis of calibration for milk protein
content of routine indirect instrumental methods (IM) calibrated according to reference methods. Using traditional methods,
milk protein content in per cent is given in terms of the content of so called crude protein, i.e. total nitrogen (according to
Kjeldahl method) x 6.38. Indirect methods are usually calibrated for these values. In France, the content of milk true protein,
that means the content of protein nitrogen (according to Kjeldahl method) x 6.38, has been used as a calibration basis for
a longer time. Optimizing discussion about the aspects of suitability, accuracy and correctness as well as about the advantages
and difficulties of these different approaches can be encountered in literature. The objective of the present paper is to discuss
theoretical and practical problems: analyses of milk nitrogen matters; relationships of some methodical procedures used for
analyses of milk nitrogen matters; interrelationships between milk nitrogen matters. Within a year, calibration of a milk
infraanalyzer Milko-Scan 133 B (MSc, Foss Electric, Denmark) was done eleven times for the content of crude protein (CP)
that was determined by Kjeldahl method (KM) on a Kjeltec instrument (Tecator AB, Sweden). The patterns and results of
these calibrations (Tab. I) were very good with respect to generally respected requirements. At the same time, 288 individual
samples of cow's milk from the middle part of lactation were analyzed in the middle of intercalibration intervals. The cows
came from three herds of two breeds: Czech Pied and Black-Pied Lowland breed. The cows were at the second and higher
lactations. Kjeldahl method, calculations and photometric method were used for the particular analyses in order to quantify
the separate nitrogen fractions of milk according to a scheme shown in Tab. Il and/or I1I. Absolute and relative proportions
ol nitrogen (N) fractions in milk are summarized in Tab. II. The absolute values of the levels of most N fractions were lower
in comparison with those established in previous studies, but they were comparable, in absolute and relative terms. with the
levels determined for the Holstein breed (Cerbulis and Farrell. 1975). Protein nitrogen equalled on average 96.3% of
total N. The share of casein N in protein N was 82.6%. Urea nitrogen made 72% of nonprotein nitrogen (NN). The per cent
of nonprotein N is important for calibrations of indirect methods (so called instrumental methods IM). In this case, it amounted
to 3.7% of total N. The difference between the determination of CP by reference (RM), i.e. Kjeldahl method (KM) and MSc¢
was insignificant (p > 0.05, the difference 0.006 + 0.081%). Figs. 1, 2 and 3 show the relationships between CP and TP
contents determined by various procedures. Theoretically it is more appropriate to calibrate the infraanalyzers for the content
of true protein (TP) in milk according to KM. But applying a practical procedurs, there was no closer relationship between
infraanalyzer readings and TP content according to KM in comparison with CP content according to KM: r = 0.947 > 0.937
(Figs. 1 and 2). Manual analytical inaccuracies at KM method when determining TP content in curd (direct) may be a reason.
Determination of TP content by Kjeldahl method is more labor- and time-consuming than the determination of CP content.
These inaccuracies may overlap the theoretico-practical and expected effect of natural variability of NN on the agreement of
infraanalysis and reference method (RM = KM). Although the better agreement of IM x RM was not achieved empirically,
further evaluations show (Figs. 4, 5 and 7) that an improvement should be achieved theoretically. It is possible that determi-
nation of NN content (by KM) in filtrate that decrease the risk of inaccuracies, could help to improve empirically the IM x
RM relationship. TP content for the purposes of IM calibration could be calculated as the difference: total N (by KM) minus
NN (by KM), i.e. indirect. The relationships between the content of NN and/or urea (U) and the difference between the content
of crude protein determined by infraanalysis and Kjeldahl method (CP, MSc — CP, KM) were as follows: r = -0.38 and
r=-0.33 (p <0.001), resp., Figs 4 and S, resp. A relationship between U and difference CP, MSc -~ TP, KM was insignificant
(Fig. 7). These three evaluations (Figs. 4, 5 and 7) confirm the theoretical assumptions for improvement of the IM x RM
relationship at IM calibration for TP content by KM. On the other hand, the theoretical assumptions were not confirmed by
evaluation in Fig. 6, which can also result from the methodical procedure of protein N determination by KM in filter curd.
Eg. Grappin etal (1980), Grappin (1992) and Grappin and Lefier (1993) did not confirm in several cases, but
mostly they did the better agreement between IM and RM at IM calibration for TP content by KM. Therefore this procedure
has been used for about 20 years in the only country — in France. Barbano and Lynch (1990, 1992) also recommend
this procedure in theoretical discussions. Discussion of dairy specialists about this problem is going on, each system (calib-
ration for CP or TP) has its pros and cons. But the reason for TP to be accepted as a calibration basis for IM seem to more
serious. The relationships between the particular nitrogen matters are shown in Tab. III. The highest correlation was found
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between crude protein and true protein: r = 0.96. All important correlation coefficients are positive, except one coefficient.
The relationship between U and NN content was relatively close: » = 0.45. In order to decide what calibration basis for IM
should be accepted in future, it is important to know the relationships between nitrogen matters of milk and methods of their

determination. So this paper could contribute to the knowledge of this problem.

is: reference method: Kjeldahl method: calibration: crude protein;

milk: nitrogen matters: instrumental method; infraanaly
true protein; nonprotein nitrogen; urea; whey protein; casein

ABSTRAKT: V mlékaiském oboru se jiz deli dobu diskutuje o vhodném zdkladu kalibrace pro obsah bilkovin mléka
rutinnich nepiimych instrumentdlnich metod (IM), kalibrovanych podle metod referencnich. Konvencné je obsah bilkovin
mléka v procentech vyjadioviin jako obsah tzv. hrubych bilkovin, tj. celkovy dusik (podle Kjeldahlovy metody) x 6,38. Na
tyto hodnoty jsou vétSinou kalibroviny nepfimé metody. V rutinnich analyzdich mléka na obsah bilkovin pomoci nepfimych
metod jsou v podstaté dvé moznosti jejich kalibrace podle metody referencni: 1. na obsah hrubych bilkovin (obsah celkového
dusiku podle Kjeldahla x 6,38): 2. na obsah ¢istych bilkovin (obsah bilkovinného dusiku podle Kjeldahla x 6,38). Béhem
roku byla 11krdt provedena kalibrace infraanalyzdtoru mléka Milko-Scan 133 B (MSc. Foss Electric Ddansko) na obsah
hrubych bilkovin (HB), ktery byl urcovin Kjeldahlovou metodou (KM) na piistroji Kjeltee (Tecator AB, Svédsko). Pribéhy
a vysledky provedenych kalibraci byly velmi dobré. Uprostfed mezikalibracnich intervalti bylo analyzovino 288 (12 x 24)
vzorku kravského mléka. Analyzy byly provedeny Kjeldahlovou metodou, kalkulaci a fotometricky tak, aby byly kvantifiko-
viny jednotlivé dusikaté litky mléka. Bilkovinny dusik tvoril pramérmé 96,3 % celkového dusiku. Podil kazeinového N
z bilkovinného N byl 82.6 %. Mocovinovy N ¢inil 72 % nebilkovinného dusiku (NN). Mezi ur¢enim HB referenéni metodou
(RM), resp. Kjeldahlovou metodou (KM) a MSc byl nevyznamny (p > 0,05) rozdil 0,006 + 0,081 %. Pfi praktickém postupu
nebyl zjistén 1&snéjsi vztah mezi méFenim infraanalyzdtoru a obsahem Cistych bilkovin (CB) podle KM v porovnini k obsahu
HB podle KM: r = 0,947 > 0,937. Ackoliv prakticky nebylo dosaZeno lepsi shody mezi instrumentdlni a referen¢ni metodou
(IM x RM), dalsi vyhodnoceni naznacuji, Ze zlepSeni by teoreticky mélo byt dosaZeno. Vztahy mezi obsahem NN, resp.
mocoviny (M) a diferenci mezi obsahem hrubych bilkovin infraanalyzou a Kjeldahlovou metodou (HB. MSc¢ — HB, KM)
Cinily: r = —0,38, resp. r = -0.33 (p < 0,001). Byl zjistén nevyznamny vziah (p > 0,05) mezi M a diferenci HB, MSc - CB.
KM. Tato tii vyhodnoceni tak potvrzuji teoretické predpoklady pro zlepseni vztahu IM x RM pii kalibraci IM na obsah CB
podle KM. Nejvyssi korelace byla mezi hrubymi bilkovinami a Cistymi bilkovinami: r = 0,96. Viechny vyznamné korela¢ni
koeficienty byly kladné, vyjma jednoho. Vztah mezi obsahem M a NN byl pomérné tésny: r = (0.45.

mléko; dusikaté ldtky; instrumentdlni metoda; infraanalyza: referenéni metoda; Kjeldahlova metoda: kalibrace: hrubé bilko-

viny: ¢isté bilkoviny: nebilkovinny dusik: mocovina: syroviitkové bilkoviny: Kazein

UvoD

Konvencné je obsah bilkovin mléka v procentech
vyjadfovan jako obsah tzv. hrubych bilkovin (celko-
vych dusikatych ldtek). Jednd se o ndsobek faktoru
6.38 a celkového obsahu dusiku urceného v nativnim
mléce Kjeldahlovou metodou. Néktefi autofi (Klos-
termeyer, 1979 — cit. Renner, 1980) povazuji
hodnotu faktoru jiz za zastaralou z divodu napf. Slech-
téni populaci skotu a doporucuji proto jeji revizi pro
soucasné podminky. Karman a Van Bockel
(1986) uvedli, Ze piepoctové faktory pro kazein, syro-
vitkové bilkoviny a nebilkovinny dusik cinily 6,34;
6,38 a 3,60 a naznacili, Ze celkovy faktor pro mlécné
bilkoviny by mél byt spiSe v hodnoté 6,34 nez 6,38.
Obsah veskerého N zahrnuje kromé dusiku bilkovinné-
ho (asi 94 %) také dusik nebilkovinny (asi 6 %; De
Peters a Ferguson,1992; Grappin a Blau,
1981). Po prepoctu ,veskery N x 6,38 pak nebilkovin-
ny N tvoii asi 0,17 % bilkovin. Sezonni kolisdni obsa-
hu nebilkovinného N uvedli Barbano a Lynch
(1990, 1992) véené vlivu, ktery ma tato variabilita na
piesnost méfeni infraanalyzdtorem. Jsou toho ndzoru.
ze jedina cesta, jak odstranit tyto disproporce ovliviu-
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jici mlékdrensky pramysl i farmdre, je pfechod na ob-
sah cistych bilkovin jako zikladny pro kalibraci tech-
niky. Dal&i piiklad vlivu variability nebilkovinného
resp. mocovinového N na presnost infraanalyzy mlcka
béhem jara uvedli Hanu§ aj. (1995). Pokus s vlivem
umélého stuptiovancho pifdavku mocoviny do mléka
na urceni hrubych bilkovin Kjeldahlovou metodou i in-
fraanalyzou demonstrovali De Peters a Cant
(1992). Popsali vzrast v obsahu hrubych bilkovin mé-
fenych Kjeldahlovou metodou asi o 0,28 % pfi piidav-
ku 86 mg mocoviny na 100 g mléka, zatimco infracer-
vené méfeni zistalo neovlivnéno. Ani infracervend ani
barvivovazebnd procedura neméfi frakei nebilkovinné-
ho dusiku mlcka, ackoliv tato maze pFispét k nepre-
snosti méfeni hrubych bilkovin, kdyz pristroje jsou ka-
libroviny ke Kjeldahlové metodé s odhadem hrubého
proteinu (Ng-Kwai- -Hang aj., 1985). Jak meto-
da infracervené analyzy. tak barevné vazebn¢ metody
(napf. amidocernovd, Pro- -Milk, Foss Electric, Ddnsko)
totiz zachycuji specificky pouze obsah Cistych bilko-
vin. To bylo rozvedeno v pracech Biggs aj. (1985):
Renner a Omeroglu (1971) a Grappin aj.
(1980). Napf. proteinovii absorpee IR zifeni pfi obecné
uzivané specifické vinové délee 6460 nm se uskuteciiu-
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je v peptidickém fetézei, v misté amidoskupin
(CONH). Dal3i upfesnéni poznatkl na toto téma prines-
ly price autort De Peters a Cant. (1992)
a Grappin (1992). Klostermeyer (1979 — cit.
Renner, 1980) uvedl, Ze kdo pouziva rychlé analy-
tické metody mlcky predpokladd. Ze pomér N cisté bil-
koviny/N nebilkovinny je stily. ProtoZe tento predpo-
klad neplati, neuspokojuje cejchovdni pristroja na
celkovy dusik. Grappin a Blau (1981) uvedl, ze
pii kalibraci pfistroju na hrubé bilkoviny se ke kazdé-
mu méfeni pauddlné pricitd obsah nebilkovinného N
7 kalibracnich vzorka, které jsou pravé k dispozici.
Protoze individudlni vzorky mléka vykazuji velmi roz-
diln¢ obsahy nebilkovinného N, neni mozna uspokojivd
shoda mezi méfenim celkového N podie Kjehdahla
a hodnotami pfistroje. Dale plati, Ze 25-75 % nebil-
kovinného dusiku tvoii N mocoviny (Suchdnek
a Gajdusck, 1991; Woolfschoon-Pombo
aj., 1981). Zbyly nebilkovinny dusik pfipadd na volné
aminokyseliny. amoniak, kyselinu mocovou, orotovou,
hipurovou, kreatin, kreatinin atd. (Wolfschoon-Po-
mbo a Klostermeyer, 1981). Obsah mocoviny
v mléce silné kolisd v zavislosti od vyZzivy jak uvddéji
Kaufmann (1982), Erbersdobler a Zuc-
ker (1980)., Refsdal (1983) a Refsdal aj.
(1985), Kirchgessner aj. (1985) a dalsi. Ponévadz
je siln¢ zavisly na poméru protein/energie v krmné div-
ce krav (r = 094; Oltner a Wiktorsson,
1983). kolisda mocovinovy N rovnéz znacné ve vazbe na
sezonu (Wolfschoon-Pombo aj., 1981; Buch-
berger aj., 1988; Rauramaa a Rajamaki,
1988; LKV in Bayern, 1991; Hanu§ aj., 1994a, b).

Cilem sdéleni je diskutovat problémy: analyz dusi-
katych latek v mléce, vztzhtt nékterych metodickych
postupt pii analyzdch dusikatych litek v mléce. vzi-
jemnych vztaht mezi dusikatymi latkami v mléce a do-
lozit diskusi vysledky pro tento problém pomérné roz-
sdhlého souboru dat.

MATERIAL A METODY

Béhem jednoho pokusného roku byla asi v mési¢-
nich intervalech (11x do roka) provdadéna kalibrace
(diprava sckunddrni strmosti a biasu; Barbano
a Clark, 1989 a Biggs aj., 1985) automatického
absorpcniho transmisniho jednopaprskového jednoky-
vetového infraanalyzatoru mléka s referencni a vzorko-
vou vinovou délkou: Milko-Scan 133 B (ddle MSc,
Foss Electric, Dansko). V automatickém procesu podle
ndavodu vyrobce bylo dosahovdno pfiznivé shody mezi
referencni, resp. Kjeldahlovou metodou (RM, resp.
KM) a instrumentdlni metodou (IM), resp. MSc. Ke
kalibraci bylo pouZito vZdy deset vzorka bazénového
a individudlniho mléka konzervovaného bronopolem
(0,08%). ulozeného 24 h pri teploté 4 °C. Charakteris-
tika mlé¢nych kalibracnich sad v jednotlivych mésicich
z hlediska KM je obsaZena v tab. L.

Kjeldahlova metoda (KM) byla provddéna na polo-
automatickém zafizeni Kjeltee (Tecator AB, Svédsko).
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Konvenéné byl pro kalibraci MSc urcovdn obsah cel-
koveho dusiku v mléce a faktorem prepoditavan na ob-
sah celkovych, resp. hrubych bilkovin (HB, N x 6,38)
vyjadieny v g/100g (%). Pristroj byl obsluhovin podle
navodu vyrobce. Proces mineralizace organického du-
siku byl provddén takto: navdzka mléka 1-3 g; 10 ml
koncentrované H,SOy; jako katalyzdtor dvé komercni
selenové tablety (Tecator AB): teplotni kiivka v kro-
cich: 1. teplota (T) 200 °C, nabéh (N) 10 min. , cas (C)
30 min.: 2. T 300, N 5, C 30; 3. T 420, N 12, C 40.
Pro zajisténi presnosti a spolehlivosti hodnot obsahu N
v kalibra¢nich standardech byl titracni roztok (H,SO,4)
faktorovdn na indikdtor metylCerven i na smésny indi-
kator podle ndvodu vyrobce. Pri pripravé kalibracnich
vzorkt je pro zajiSténi spolehlivosti vysledki vzdy sou-
Casné provdadéna kontrolni destilace a titrace obsahu N
ze zndamého mnoZstvi siranu Zeleznato-amonného.

Z casovcho hlediska asi uprostied kazdého mezika-
libracniho intervalu byl po dobu jednoho roku v sou-
bézném pokuse provadeén rozbor individudlnich vzorka
mléka od krav ve 3. az 5. mésici laktace. Mé&si¢né se
provadél rozbor 24 vzorkd mléka ze (i stdd (celkem
n =12 x 24 = 288). Krdvy patfily ke dvéma plementim:
Ceske strakaté a cernostrakaté nizinné, pri¢emz vSech-
ny byly na druhé a vy$Sich laktacich. Analyza mléka
byla provedena na obsah:

— hrubych bilkovin (HB) - soubéZné na kalibrovaném

MSc a metodou podle Kjeldahla (celkovy N x 6,38

v %) - Barbano aj. (1991),
~ Cistych bilkovin (CB) - podle Kjeldahla ve sraZeni-

n¢ na filtru po srdzeni bilkovin Alménovym rozto-

kem a odfiltrovanni nebilkovinného N (bilkovinny

N x 6,38 v %),

- kazeinu (K) — podle Kjeldahla ve srazenin¢ na filtru
po srdzeni kazeinu 10% roztokem kyseliny octové

a odfiltrovdni nebilkovinného N a syrovitkovych

bilkovin (kazeinovy N x 6,38 v %),
~ syrovdtkovych bilkovin (SB) — kalkulaci podle vzor-

ce: (dusik CB - kazeinovy N) x 6,38 v %,
— nebilkovinného dusiku (NN) — rovnéz kalkulaci

podle vzorce: celkovy N — dusik CB v mg/100 g,
—~ mocoviny (M) — pomoci fotometrické metody mé-

fenim extinkce produktu barevné reakce mocoviny

s p-dimethylaminobenzaldehydem ve filtrdtu po srize-

ni mléka 12,5% roztokem TCA pri 420 nm na spek-

trofotometru Spekol 11 (Carl Zeiss, Jena, Némecko),
uvedeno v mg N/100 g, nebo mg/100 ml mléka.

Ke statistickému vyhodnoceni vysledka byly pouzi-
ty zdkladni statistické metody, parovy t-test, korelacni
analyza a metoda linedrni regrese. Pii hodnoceni dispés-
nosti kalibrace MSc na KM v HB plati vztah (tab. I) mezi
smérodatnou odchylkou priméru individudlnich diferenct
z rozdilu IM = RM (s,) a rezidudlni smérodatnou odchyl-
kou z linedrni regrese mezi RM x IM (R,):

(_\-d)z:(b_ ])E.SE+R3
(Seeger, 1979 —cit. Sjaunja, 1984),

kde: b~ koeficient regresni pfimky (smérnice)

s; - variance méfené slozky.
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1. Vysledky mésicnich kalibraci infraanalyzdtoru mléka Milko-Scan 133 B (MSc) podle obsahu hrubych bilkovin (HB; %) uréenych referenéni Kjeldahlovou metodou (KM) v pribéhu pokusu — The results of
monthly calibrations of a Milko-Scan 133 B (MSc) milk infraanalyzer according to crude protein content (CP: %) determined by reference Kjeldahl method (KM) during the trial

Pofadi Mésic HB, KM Pied kalibraci® Ziskan4 kalibra&ni Pii kalibraci® Po kalibraci®
kalibrace' kalibrace? et 5 MSc—KM; d + s, rovnice MSc* r: KM x MSc R KM x MSc MSc-KM: d + s,
I 9. 1993 325+0,12 0,068 + 0,032 v =0959% + 0,30 0,972* 0,027 0,010 £ 0,027
2 10. 337+0,15 -0,009 £ 0,033 y =0.961x + 0,30 0,983* 0,028 0,007 £ 0,036
3 1. 3,32+0,20 0,002 £+ 0,031 y=0961x + 0,30 0,992* 0.026 0,004 + 0,029
4 12. 343 +0,12 0,022 + 0,040 y=0953x + 0.30 0,956* 0,035 0.010 + 0,039
5 2. 1994 3,35 +0,07 0,061 + 0,031 ¥y =0936x + 0,30 0,934* 0,025 0,010 £ 0,030
6 3: 3,25:+°0i15 -0,074 £ 0,031 y = 0.958x + 0,30 0,981* 0,030 -0,001 £ 0,033
7 4. 322+029 0,016 + 0,025 ¥y =0953x + 0,30 0.997* 0,021 0,010 £ 0,027
8 S. 3,12+ 0,11 0,018 +0.023 y =0.948x + 0.30 0,982* 0,021 0,010 £ 0,024
9 6. 3,26 £ 0,28 ~0,089 + 0,040 y=0.975x + 0,30 0.994* 0,031 0,002 £ 0.036
10 T 3,13 £0.,16 -0.013 £ 0.031 y =0,979x + 0.30 0.984* 0.028 0,009 + 0,032
I 8. 3,20+ 0,32 -0,020 + 0,037 ¥ = 1.065x + 0.07 0.996* 0,027 0,009 £ 0,028

x = aritmeticky primér, s, = smérodatnd odchylka; d = aritmeticky pramér individudlnich diferenci. s, = smérodatnd odchylka praiméru individudlnich diferenci. r = korelagni koeficient. R, = rezidudlni smérodatnd
odchylka z linedrni regrese mezi metodou referencni a instrumentdlni; * = p < 0,001

x = arithmetical mean, s, = standard deviation; d = arithmetical mean of individual differences; s, = standard deviation of the mean of individual differences; r = correlation coefficient, R, = residual standard
deviation from linear regression between the reference and the instrumental method; * = p < 0.001

'calibration no., “month of calibration, *before calibration, *acquired MSc calibration equation. “at calibration, “after calibration
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VYSLEDKY A DISKUSE
Vyhodnoceni ¢asové dynamiky a uspéSnosti kalibrace

Celkovy vyvoj kalibrace instrumentdlni metody
(MSc) ur¢eni obsahu bilkovin v mléce na metodu refe-
renéni (KM) béhem ro¢niho pokusu je shrnut v tab. .
Je patrné, Ze potiebné posuny hladiny méfeni z mésice
na mésic byly malé. Pouze ve tiech mésicich (kalibrace
1., 6.29.) byly v&si nez 0,05 %. Prubéh vztahu hladin
referenéni (RM) a instrumentdlni metody (IM) v case
Ize tak oznacit za pomérné vyrovnany a plynuly. Také
vysledky provedenych kalibraci byly velmi dobré: ko-
relaéni koeficient mezi RM a IM ¢inil pramérné 0,979
(p < 0.,001) a kolisal od 0,934 do 0,997 (p < 0,001);
hodnota rezidudlni smérodatné odchylky z linedrni re-
grese mezi RM a IM ¢inila pramérné 0,027 % a koli-
sala od 0,021 do 0,035 % (< 0,06 %); pramérnd od-
chylka po kalibraci v absolutni hodnoté byla od 0.001
do 0,01 % (< 0,03 %). RovnéZ smérodatna odchylka
pruméru individudlnich diferenci mezi IM a RM po ka-
libraci vykazovala velmi dobré hodnoty (< 0,06 %),
kdyZ kolisala od 0,024 do 0,039 % s prumérem
0,031 %. Je tak jednoznac¢né doloZena nejen dobra
kvalita provedenych referen¢nich analyz (KM), ale také
funkce a presnosti pouzitého infraanalyzdtoru MSc.
Vsechny parametry provedenych kalibraci tak lze ozna-
¢it za bohaté uspokojujici normované pozadavky
(CN 57 0536; van de Voort, 1980; Biggs.
1979; Grappin, 1985).

Zikladni slozeni dusikaté frakce mléka
Absolutni i relativni zastoupeni jednotlivych dusika-

tych latek v mléce je shrnuto v tab. II. V porovnani
k vysledkim autor Scbela a Pavel (1965),

Sehela a Gajdasek (1969)a Pavel aj. (1967)
jsou zde uvedené absolutni hodnoty hladin vétSiny du-
sikatych ldtek zfetelné niZsi, coZ je ddno jednak stfedn{
¢isti laktace pri odbéru vzorki mléka a ddle pravdépo-
dobné nizsi uzitkovosti krav pri drivéjsich sledovanich.
Rovnéz v porovndni k vysledkim autori Cerbulis
a Farrell (1975) jsou zde uvddéné hladiny dusika-
tych ldtek niZ8i, av§ak jsou pIné srovnatelné absolutné
i relativné k hladindm zjisténym pro plemeno hols-
tynské v téze prdci. Bilkovinny dusik tvofil primérné
96,3 % celkového dusiku. Podil kazeinového N z cel-
kového N byl primérné 79.6 % a z bilkovinného N
82,6 %. Lacroix aj. (1993) uvedli vyznamné sezon-
ni a regiondlni vlivy na vSechny dusikaté frakce vcetné
kazeinovych ¢isel v cisternovych vzorcich mléka. Re-
lativni podil kazeinového N na celkovém N, resp.
N cistych bilkovin, ¢inil v jejich vysledcich 78,69 %,
resp. 83,16 % a byl blizky zde uvedenym hodnotdm,
tzn. 79,6 %, resp. 82,6 %. Mocovinovy dusik tvofil
v priméru 72 % nebilkovinného N a 2,7 % celkového
dusiku. Z hlediska konvencéni kalibrace nepfimych in-
strumentdlnich metod (napf. MSc) méficich pouze Cisté
bilkoviny na obsah HB urcenych referen¢ni Kjeldahlo-
vou metodou je duleZité védét, jaky podil a variabilitu
vykazuje obsah nebilkovinného dusiku.V tomto sledo-
vani tvofil nebilkovinny N 3,7 % z celkového, coZ pie-
poc¢teno na bilkovinny obsah (x 6,38) piedstavovalo
0,12 %. Z toho znaény podil (0,09 %) ptipadal v hru-
bych bilkovindch na mocovinovy dusik. Béhem poku-
su, kdy mezi mésicné provedenymi kalibracemi MSc
na HB podle KM byly méfeny v jinych saddch vzorku
mléka obsahy HB na MSc a HB a CB metodou podle
Kjeldahla, byla zjiSténa statisticky nevyznamnd pri-
mérnd diference mezi HB na MSc a HB podle KM v hod-
not¢ 0,006 £ 0,081 % (p > 0,05; tab II). Vysledek do-
klddd velmi dobrou shodu mezi stanovenim HB mléka
referencni metodou (KM) a pravidelné na HB kalibrova-
nou instrumentdlni metodou, resp. infraanalyzou (MSc),
v del$im Casovém obdobi. Dalsi dvé diference (tab. II)
mezi HB na MSc a CB a mezi HB podle KM a CB Cinily

1. Primérné zastoupeni dusikatych ldtek v mléee kray ze stiedni &dsti laktace (individudlni vzorky mléka béhem roku, n = 288) — Average
composition of the nitrogen matters of cow’s milk from the middle part of lactation (individual milk samples within the year, n = 288)

l’uc:;:;](:),“ Dusikati frakee? N mg/100 g
1 celkovy dusik (N)® 502.04 + 39.34
2 bilkovinny N° 483.39 + 38.40
3 kaseinovy N’ 399,37 + 35,11
4 dusik syrovitkovych bilkovin® 84.02 = 18.81
5 nebilkovinny NY 18,65 + 11,29
6 mocovinovy N 13,42 + 4,64
v = =

100
96
79
16
3
2

Relativné %* Konvenéni oznaceni* N x 6,38; %

- - hrubé bilkoviny' 3.20+ 0,25

3| 100 - cisté bilkoviny'? 3,08 £ 0,25
6 82,6 - kazein"? 2,55+ 0.22
7 17.4 - syrovdtkové bilkoviny' | 0.54 £ 0.12
J 100 - 0,12+ 0,07
. & 72 = 0,09 + 0,03
- - hrubé bilkoviny' 3.20 +£ 0,23

1, 2 a 3 - stanoveno Kjeldahlovou metodou: 4 a 5 — stanoveno kalkulaci z Kjeldahlovy metody; 6 - stanoveno fotometricky: 7 — stanoveno
piistrojem Milko-Scan 133 B — no. |, 2 and 3 — determined by Kjeldahl method; 4 and 5 — determined by calculation from Kjeldahl method;
6 - determined photometrically; 7 - determined on a Milk-Scan 133 B instrument

2w s " ; 4 4 . 5 . 6 . < s .

'no.. nitrogen fraction, "% in relative values. “conventional designation. “total nitrogen (N), “protein nitrogen, Tcasein nitrogen, P‘whcy
" Y . 10, . 1 i 12 13 P E] .

protein nitrogen, ‘nonprotein nitrogen, — urea nitrogen. — crude protein, “true protein, “casein. whey proteins
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1. Vztah mezi uréenim hrubych bilkovin (HB) ve vzorcich kravskeho
miéka referenéni Kjeldahlovou metodou (KM) a na infraanalyzitoru
Milko-Scan 133 B (MSc) kalibrovaném na HB podle KM - A rela
tionship between determination of crude protein (CP) in samples of
cow’s milk by reference Kjeldahl method (KM) and on a Milk-Scan
133 B (MSc) infraanalyzer calibrated for CP by KM
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3. Vztah mezi urenim hrubych bilkovin (HB) a ¢istych bilkovin
(CB) ve vzorcich kravského mléka referenéni Kjeldahlovou metodou
(KM) - A relationship between determination of crude protein (CP)
and true protein (TP) in samples of cow's milk by reference Kjeldahl
method (KM)

0,112 £0,085 % a 0,119 2 0,072 %. Obe byly statisticky
vyznamné (p < 0,001), coZ je logické, nebof predstavuji
frakci NN v prepoctové verzi (N x 6,38).

Stanoveni hrubych a ¢istych bilkovin

Vysledky linedrni regrese vztahi z mezikalibracni-
ho obdobi mezi obsahy HB podle KM, HB podle MSc
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2. Vztah mezi uréenim cistych bilkovin (CB) ve vzorcich kravského
miéka referencni Kjeldahlovou metodou (KM) a hrubych bilkovin
(HB) na infraanalyzatoru Milko - Scan 133 B (MSc) kalibrovaném
na HB podle KM - A relationship between determination of true
protein (TP) in samples of cow's milk by reference Kjeldahl method
(KM) and crude protein (CP) on a Milko-Scan 133 B (MS¢) in-
fraanalyzer calibrated for CP by KM
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4. Vztah mezi obsahem nebilkovinného dusiku (NN) v kravském
miéee a rozdilem v urceni hrubych bilkovin (HB) infraanalyzdtorem
(MSc¢) a referenéni Kjeldahlovou metodou (KM, 1zn. HB, MSc
HB, KM)
gen (NN) m cow’s milk and the difference m determination of crude
protein (CP) on an infraanalyzer (MSc) and reference Kjeldahl
method (KM, i¢e. CP, MSc - CP. KM)

- A relationship between the content of nonprotein nitro-

a CB podle KM jsou zobrazeny v obr. 1, 2 a 3. Teore-
ticky spravnéjsi je provddét kalibraci infracervenych
pristroji na obsah cistych bilkovin podle Kjeldahlovy
metody, nez hrubych bilkovin jak je uvedeno ve vice
pracech (Grappin a Blau, 1981; Klosterme-
yer, 1979 —cit. Renner. 1980: Grappin aj.. 1980;
Biggs aj., 1985; Ng-Kwai-Hang aj., 1985;
Barbano a Lynch, 1990, 1992: Grappin

a Lefier, 1993; van den Berg, 1993). Aviak
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5 Vztah mezi obsahem mocoviny (M) v kravském mléce a rozdilem
v uréeni hrubych bilkovin (HB) infraanalyzdtorem (MSc) a refe-
renéni Kjeldahlovou metodou (KM, tzn. HB, MSc - HB, KM)
A relationship between urea (U) content in cow's milk and the dif-
ference in determination of crude protein (CP) on an infraanalyzer
(MSc) and by reference Kjeldahl method (KM, 1.e. CP, MS¢ - CP.
KM)

HB,MSc - CB.KM; %
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7. Vztah mezi obsahem mocoviny (M) v kravském miéce a rozdilem
v ur¢eni hrubych bilkovin (HB) infraanalyzitorem (MSc) a istych
bilkovin (CB) referencni Kjeldahlovou metodou (KM, tzn. HB.
MSc — CB. KM) - A relationship between urea (U) content in cow's
milk and the difference in determination of crude protein (CP) on an
infraanalyzer (MSc) and true protein (TP) by reference Kjeldahl
mcthod (KM, 1.e. CP. MSc - TP. KM)

vysledky provedeného pokusu doklddaji, ze pit Kjel-
dahlové¢ analyze cistych bilkovin miéka ve srazeniné na
filtru (piimo) nebylo prakticky dosazeno t¢snéjSiho vzta-
hu s vysledky infracervend analyzy, nez pii urCeni hru-
bych bilkovin KM: » = 0,947 > 0,937 (obr. | a 2). Toto
ize vysvétlit tim, 7e pii analytické manipulaci se vzorky
mléka pri stanoveni CB Kjeldahlovou metodou. kterd
je zdlouhava a obsahuje vice manudlnich dkonu, dojde
ke vnosu nepresnosti lidského faktoru. Ten zpusobi
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6. Vztah mezi obsahem nebilkovinného dusiku (NN) v kravském
mléce a rozdilem v uréent hrubych bilkovin (HB) infraanalyzitorem
(MSc¢) a cistych bilkovin (CB) referenéni Kjeldahlovou metodou
(KM, tzn. HB. MSc¢ — CB, KM) - A relationship between nonprotein
nitrogen (NN) content in cow’s milk and the difference in determi-
nation of crude protein (CP) on an infraanalyzer (MSc) and true
protein (TP) by reference Kjeldahl method (KM. i.e. CP. MSc - TP.
KM)

Vysvétlivky pro obr. 1-7 = Explanatory notes to Figs. 1-7:

R~ = koeficient determinace - coefficient of determination: r = koe-
ficient korelace - correlation coefficient: n = pocet piipadu — number
ol cases

Hladiny vyznamnosti — Significance levels: *** = p < 0.001; ns =

nevyznamné — insignificant, p > 0.05

ztratu teoretického predpokladu o zvySeni piesnosti od-
hadu bilkovin infraanalyzou piti jeji kalibraci na obsah
CB. Tyto nepfesnosti jsou patrné vélsi, nez prirozené
kolisdani obsahu NN mezi vzorky mléka, které je teore-
tickym faktorem nepfesnosti ve vztahu mezi vysledky
infracervené analyzy konvencné Kalibrované na obsah
HB a skute¢nym obsahem hrubych bilkovin v mléce.
Tento zivér je v souladu s vysledky pokusi autord
Grappin aj. (1980), ktefi uvedli, ze predpovédi in-
fraanalyzy nebyly zlepSeny prostfednictvim kalibrace
k cistym bilkovindm namisto k hrubym. Je pravdépo-
dobné, 7e ¢dstecného odstranéni zminénych nepresnosti
by mohlo byt dosazeno analyzou N (podle KM) ve
filtratu po oddéleni srazeniny ¢istych bilkovin a stano-
veni jejich obsahu jako rozdilu: celkovy dusik — nebil-
kovinny dusik, tzn. nepiimo. V neddvné studii uvedli
Grappin a Lefier (1993), Ze pokud se tykd vlivu
sezony, nalezli (€méF (fikrdt niZsi sezonni variace pri-
meérné diference mezi infraanalyzou a KM v pripadé,
kdy7 piistroj byl kalibrovdn na CB namisto HB. Van
den Berg (1993) uvedl, Ze lepsi odhad kazeinu je
realizovin, kdyz infracerveny pfistroj je kalibrovan na
obsah CB v kalibra¢nich vzorcich. To povazuje za da-
lezité, nebol kazein je nejduleZitéj§im bodem vSech
mlckarskych technologickych kalkulaci. Ndzor dokldda
vysledky, kde sezonni variace kazeinového ¢isla na ba-
zi ¢istych bilkovin jsou relativné 1 absolutné mnohem
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mensi, neZ kazeinového ¢isla na bdzi hrubych bilkovin
(to odpovidd rovnéz vysledkim autord Lacroix aj.,
1993). Nejvétsi rozdily v uvedené prdci ¢asové kore-
sponduji se sezonnim zvySenim podilu nebilkovinného
N na celkovém. Terminem se toto zvySeni dobie kryje
se sezonnim rustem obsahu mocoviny v mléce (Ha-
nus aj., 1994a, b). Ackoliv v praktickém pokuse (obr. |
a 2) nebylo dosaZeno lep$iho vztahu infraanalyzy k ur-
ceni Cistych bilkovin (podle KM) neZ hrubych bilkovin
(podle KM), dalsi vyhodnoceni vysledkt naznacuji. Ze
teoreticky by ke zlep3eni vlivem kalibrace IM na ¢isté
bilkoviny (podle KM) mélo dojit. Z vysledki. které by-
ly ziskany v tomto ohledu v nasi prdci vyplyvd takovy
zdver, i kdyZ té€snost prokdzancho vztahu je niZsi nez
v praci autort Grappin (1992) addle Grappin
a Lefier (1993; r = -0,80), jak zachycuje obr. 4. Pfi
vypoctu linedrni regrese vztahu mezi obsahem NN a di-
ferenci mezi obsahem hrubych bilkovin podle infraana-
lyzy a Kjeldahlovou metodou (HB, MSc-HB, KM) byl
zachycen korelacni koeficient r = -0,38 (p < 0,001).
Znamena to, ze 14% variaci v diferenci (MSc-KM) lze
vysvétlit variabilitou obsahu NN. NiZsi tésnost vztahu
v porovndni k vysledkim autort Grappin a Le-
fier (1993) je mozné vysvétlit jednak vys$$im poctem
a individudlnimi vzorky mléka (vice interferenénich
vlivii z variability sloZeni mléka) a ddle tim, Ze vysled-
ky byly ziskdany uprostfed mezikalibraéniho obdobi,
tzn. na zcela jinych vzorcich nez kalibracnich. Na obr.
5 je zachycen a vyhodnocen vliv variability v pfiroze-
ném obsahu mocoviny ve vzorcich mleka na diferenci
HB, MSc - HB, KM. Korela¢ni koeficient r = ~0.33
(p < 0,001) naznaduje, Ze variabilitou v obsahu moco-
viny je mozné vysvétlit 11 % z diferenci mezi nepfi-
mou a referenéni metodou v obsahu HB. Vysledek je
svou orientaci korelacniho koeficientu v souladu s na-
zory autort De Peters a Cant (1992) a Ha-
nu$ aj. (1995).

Pro dokresleni hodnoceni byly provedeny vypocty
vztahti diference HB, MSc-CB, KM k obsahiim NN
a M ve vzorcich mléka (obr. 6 a 7). Piekvapivé byl
zachycen vyznamny pozitivni vztah mezi obsahem NN
a rozdilem HB, MSc-CB, KM (obr. 6), ktery neodpo-
vidd teoretickym predpokladiim. Vysvétleni lze snad
spatfovat v diive uvedenych nepfesnostech pfi pouZité

analyze CB podle KM, kdy obsah NN byl metodicky
zikdvan jako rozdil: celkovy dusik podle KM-N ¢is-
tych bilkovin podle KM. Logicky je to moZné kvanti-
tativai chybou (ibytkem hmoty = nejpravdépodobné)si
chyba pouzitého postupu) pii prevodu sraZeniny Cis-
tych bilkovin na filtracni papir, ktery je dile zpracovan
podle KM na obsah CB. Naopak, logicky podle teore-
tickych ptedpokladi, dopadlo vyhodnoceni na obr. 7,
kde byl zjistén nevyznamny vztah mezi obsahem mo-
¢oviny a rozdilem HB, MSc—-CB. KM, coZ je v proli-
kladu ke vztahu obsahu M k diferenci HB, MSc-HB,
KM (obr. §). Ze ¢tyf provedenych vyhodnoceni tii (obr.
4,5 a7) podporuji teorctické predpoklady a jedno (obr.
6) je v protikladu. Neddvno Grappin (1992) poop-
ravil ndzor, Ze infracervend analyza nerecaguje na obsah
NN v mléce, kdyz pomoci infraspekter uved! silnéjsi
interferencni vliv absorpce mocoviny na pouZitou refe-
rencni a nepatrny vliv na méfici vinovou délku. Zda se,
7¢ tyto vztahy mezi infraanalyzou a referenéni meto-
dou jsou komplikovanéjsi, ne7 se difve pfedpokladalo,
nebo v porovnidni k barvivovazebné metodé.

Vztah mezi dusikatymi latkami v mléce

Vzajemné vztahy mezi sledovanymi dusikatymi ldt-
kami v kravském mléce podle KM a fotometricky jsou
shrnuty v tab. 1I1. Nejvyssi korelaéni koeficient byl vy-
pocten mezi obsahy HB x CB = 0,96 (p < 0,001). na-
opak nejniz§i mezi SB x M (p > 0,05). Celkové byly
stiedni az vysoké — od 0,33 do 0.96 (p < 0,001)) kore-
lacni koeficienty uvnitf bilkovinnych dusikatych frakei
(HB. CB. K. SB) a nizsi mezi nchilkovinnymi a bilko-
vinnymi dusikatymi frakcemi (od 0 do 0.45). Vicechny
vyznamné korelacni koeficienty byly kladné, vyjma
jednoho: SB x NN = -0,25 (p < 0,001). Pomérné tésny
(0,45: p < 0.001) byl vztah mezi nebilkovinnym N
a moc¢ovinou. To naznaCuje na vliv mocoviny (tzn. také
zprostiedkované sezony, resp. vyzivy krav) na nebilko-
vinny dusik, jeho7 variabilita je tak z 20 % vysvétlitel-
nd variabilitou mlécné mocoviny. Tento fakt muze
zprostiedkovat pomérné zjevny vliv sezonniho kolisdani
mocoviny na pfesnost odhadu mlé¢nych bilkovin infra-
analyzou pfi jeji kalibraci na obsah HB (celkovy N x
6,38) podle KM, jak uvedli Hanu$ aj. (1995: empi-

I11. Korela¢ni koeficienty mezi dusikatymi ldtkami v individudlnich vzorcich mi¢ka krav (n = 288) - Correlation cocfficients between the

nitrogen matters in individual samples of cow’s milk (n = 288)

CB B K | SB_ | NN | MoEovina (M)" |
Hrubé bilkoviny (HB)! 0.96"" 0,88""" 033" 021" 026"
Cisté bilkoviny (CB)? = 0,88""" 041" ~0.08™ 013"
Kazein (K)? = - -0,06" 0,05™ 0,13
Syrovitkové bilkoviny (SB)* = - L0257 0.00™
Nebilkovinny dusik (NN)* - - = = 045"

*** = p <0,001; * = p <0,05; ns =p> 005

N frakce byly uréeny Kjeldahlovou metodou primo (HB, CB, K), resp. kalkulaci (SB a NN) a fotometricky (M) — N fractions were determined
by Kjeldahl method directly (CP, TP, C) and/or by calculation (WP and NN) and photometrically (U)

'crude protein (CP), %true protein (TP), Feasein (C). ~’whcy protein (WP). gnnnpmlcin nitrogen (NN), “urea (U)
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ricko-teoreticky odhad vlivu ¢inil asi 0.06 % bilkovin
pii predpoklddaném zvySeni koncentrace mocoviny
v mléényeh vzorcich o 20 mg/100 ml), resp. Grap-
pin a Lefier (1993). Z hlediska propliceni mleka
7a obsah hrubych bilkovin (v protikladu k ndavrhim na
¢isté bilkoviny) je pro mlékdrenské technology pfizni-
vy vziah r = 0,88 K x HB, jehoZ (€snost je podle vy-
sledki tohoto pokusu shodnd se vztahem K x CB (tab.
I11). To je pfislibem prakticky stejné tésné vazby obsa-
hu HB i CB k syraiské vytéZnosti, tzn. podobné pomé-
ry k mlékdrenské technologii pii obou systémech kalib-
race (zdiklad HB nebo CB) nepiimych metod analyz
vykupovaného miéka. Rozdil s vyznamem pro mlékd-
renské technologické kalkulace by pak vyplyval pouze
7 absolutniho rozdilu hladin, kdy HB > CB. Argumen-
tace je podporovina i tésnosti vztahu HB x CB, kde r =
096 (p < 0.001: obr. 3). Logické je srovndni tésnosti
vztahii pro SB x HB : SB x CB=033:041 (p<0,001;
tab. II1). Vliv variability obsahu NN sniZuje vztah SB
k HB ve prospéch tésnéjsi vazby CB k SB. Tésnéjsi
vztah 0,88 @ 041 pro K x CB : SB x CB ovliviuje
zejména VELSI absolutni. 1 kdyz mensi relativni variabi-
lita K, nehot obé slozky, tj. K a SB, tvoii CB.

ZAVER

Vysledky studie prispivaji k rozsifeni pohledu na
rozporuplnou problematiku presnosti stanoveni mléc-
nych bilkovin vzhledem Kk teoretickym i praktickym
a chovatelskym i technologickym pozadavkim. Avsak
prakticka otdzka volby vhodného zdkladu pro kalibrac
nepifimé instrumentdlni techniky pii analyze bilkovin
mléka mezi hrubymi a ¢istymi bilkovinami zustava sti-
le oteviend. Pravdépodobné bude predmétem dalSich
jedndni a diskusi. Argumentace pro i proti zméné zd-
kladu kalibraci z hrubych bilkovin na isté 1ze rozdélit
na technologickou (praktickou, ckonomickou) a analy-
tickou se dvéma strinkami — praktickou a teoretickou.
U posledné jmenované praktickd stranka spocivid v la-
boratorni zkuSenosti, Ze vétsi manipulacni ndroky zaté-
zuji analyzu cistych bilkovin Kjeldahlovou metodou
jistymi nepiesnostmi, které prekryji piirozené kolisdani
nebilkovinného dusiku jako faktoru nepfesnosti pfi ka-
libracich na hrubé bilkoviny. Neprosazuje se tak jedno-
znac¢né zména hrubych bilkovin na cisté pii zdkladu
kalibrace. Teoretickd stranka spoc¢iva ve faktu, ze po-
uzivané nepiim¢é metody méii koncentraci Cistych bil-
Kovin a kopiruji teorcticky pievizné pouze jejich varia-
bilitu — doporucuje se tak za zdklad kalibraci obsah
cistych bilkovin uréenych referenéni metodou namisto
obsahu hrubych bilkovin. Nékteré prdce i prakticky do-
cilily zvySeni presnosti infracervené metody pfi této
zméné. Z Francie jsou zprivy (Grappin. 1992)
0 Uspésném rutinnim nasazeni cistych bilkovin jako za-
kladu kalibrace ve dvacetiletém obdobi, kdy jedinou
nevyhodou je ciste¢nd nesrovnalost vysledk v obsahu
bilkovin s ostatnim chovatelskym svétem. Technolo-
gicka argumentace pozaduje presné)si vysledky pro vy-
robni kalkulace vyteznosti. Upfednostiuje tak rovnéz
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zdklad Cistych bilkovin. Aspekt historické kontinuity
vysledku pfi §lechténi skotu na obsah bilkovin v mléce
a pii posuzovini potravindiského ndkupu ¢i spotieby
mléka, 1 pii hodnoceni vyvojovych trendi, uprednos-
tiuje naopak tradi¢ni obsah hrubych bilkovin. Toto je
také v souladu s faktem, Ze kalibrace na hrubé bilkovi-
ny je méné ndrocnd, pracni i zdlouhavd, a je tim padem
i levnéj&i, coZ rovnéz neni zanedbatelné hledisko. Jis-
tou moznost lze spatfovat v kalibraci podle hrubych
bilkovin korigovanych sezonné proménlivym faktorem
dle kolisdani obsahu nebilkovinného dusiku na ,Cisté
bilkoviny*. Byla by zachovdna ekonomika kalibrace,
vylouceny laboratorni chyby pii ndaro¢néjSim postupu
a do zna¢né miry naplnény teoreticko-analytické
i technologické pozadavky. Dostateéné podklady pro
stanoveni takovych sezonné proménlivych faktorh
existuji napi. v pracech autord Szijarto aj. (1973),
Ng-Kwai-Hang aj. (1985), Barbano a Lynch
(1990. 1992), Wolfschoon-Pombo a Klos-
termeyer (1982) nebo Grappin (1992) pro pod-
minky Kanady, USA, Némecka nebo Francie. Pro pod-
minky Ceské republiky existuje zdklad v podobg
mendiho souboru autord Suchdnek a Gajda-
Sek (1991), ktery by pravdépodobné vyzadoval kvan-
titativni roz§iteni pro vyssi spolehlivost. Velmi pravdé-
podobn¢ do budoucna vsak je, ze vSechny pozadavky
a idedlni stav v této oblasti nebudou nikdy naplnény.
Jde vyslovené o optimalizaci poméru.
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Casopis uverejiiuje plivodni vEdecké price, kritkd sdéleni a vybe-
rové i prehledné referdty, tzn. prdce, jejichZ podkladem je studium
literatury a které shrnuji nejnovEjsi poznatky v dané oblasti. Price
jsou uvefejiiovdny v Cesting, slovenstiné nebo anglictiné. Rukopisy
musi byt doplnény kritkym a rozsifenym souhrnem. Casopis zvefej-
fiuje i ndzory, postfehy a pfipominky ctendfti ve formé kurzivy, glosy,
dopisu redakci, diskusniho pfisp&vku, kritiky zdsadniho ¢ldnku apod.,
ale i zkuSenosti z cest do zahrani¢i, z porad a konferenci.

Autofi jsou pIn& odpovédni za pilivodnost price a za jeji vécnou
i formadlni sprivnost. K prdci musi byt pfiloZeno prohldSeni o tom, Ze
price nebyla publikovina jinde.

O uvefejnéni price rozhoduje redakéni rada Casopisu, a to se zfe-
telem k lektorskym posudkiim, védeckému vyznamu a pfinosu a kva-
lit€ price. Redakce prijimd price imprimované vedoucim pracovisté
nebo prdce s prohldSenim viech autoril, Ze se zvefejnénim souhlasi.

Rozsah piivodnich praci nemd presdhnout 10 stran psanych na stro-
ji v&etné tabulek, obrizki a grafii. V prici je nutné pouZivat jednotky
odpovidajici soustav€ mérovych jednotek SI (CSN 01 1300).

Vlastni tiprava price rukopisu md odpovidat stitni normé CSN
88 0220 (formdt A4, 30 fidek na strinku, 60 thozi na fidku, mezi
fidky dvojité mezery). K rukopisu je vhodné priloZit disketu s praci
porizenou na PC v nékterém textovém editoru, nejlépe v T602. Tabul-
ky, grafy a fotografic se doddvaji zv1a3(, nepodlepuji se. Na viechny
prilohy musi byt odkazy v textu.

Pokud autor pouZivi v prici zkratek jakéhokoliv druhu, je nutné,
aby byly alespoii jednou vysvétleny (vypsdny), aby se pfedeSlo omy-
lim. V ndzvu price a v souhrnu je vhodné zkratek nepouZivat.

Niizev price (titul) nemd presdhnout 85 dhozi a musi dit pfesnou
predstavu o obsahu préce. Jsou vylou€eny podtitulky ¢linki.

Kritky souhrn (Abstrakt) musi vyjddfit viechno podstatné, co je
obsaZeno v prici, a md obsahovat zikladni Ciselné ddaje véetné sta-
tistickych hodnot. Nemd pfekrocit rozsah 170 slov. Je tfeba, aby byl
napsin celymi vétami, nikoliv heslovité.

Roz3ifeny souhrn praci v ¢estiné nebo slovensting je uvefejiiovin
v angli¢tiné, mély by v ném byt v rozsahu cca 1-2 strojopisnych stran
komentoviny vysledky price a uvedeny odkazy na tabulky a obrizky,
popf. na nejdileZitéjsi literdrni citace. Je vhodné jej (vcetné ndzvu
price a klicovych slov) dodat v angli¢ting, popf. v ¢edtiné ¢i sloven-
§tin€ jako podklad pro pieklad do angli¢tiny.

Literarni pfehled md byt kratky, je tieba uvddét pouze citace
majici izky vztah k problému. Tato dvodni ¢ist pfindsi také informa-
ci, pro¢ byla price provedena.

Metoda sc popisuje pouze tehdy, je-li plivodni, jinak postacuje
citovat autora metody a uvddét jen pripadné odchylky. Ve stejné ka-
pitole se popisuje také pokusny materidl a zpisob hodnoceni vysled-
ki.

Vysledky tvofi hlavni &dst prdce a pfi jejich popisu se k vyjadieni
kvantitativnich hodnot ddva prednost grafim pred tabulkami. V tabul-
kdch je tfeba shrnout statistické hodnoceni naméfenych hodnot. Tato
¢ést by neméla obsahovat teoretické zdvéry ani dedukce, ale pouze
faktické ndlezy.

Diskuse obsahuje zhodnocenf price, diskutuje se o moZnych nedo-
statcich a vysledky se konfrontuji s ddaji publikovanymi (poZaduje se
citovat jen ty autory, jejichZ price maji k publikované prici blizsi
vztah). Je pfipustné spojeni v jednu kapitolu spolu s vysledky.

Literatura musf odpovidat stdtni normé CSN 01 0197. Citace se
fadi abecedné podle jména prvnich autorii. Odkazy na literaturu v tex-
tu uvddéji jméno autora a rok vyddni. Do seznamu se zafadf jen price
citované v textu. Na prace v seznamu literatury musi byt odkaz v tex-
tu.

Kli¢ova slova maji umoZnit vyhleddni prdce podle sledovanych
druhii zvifat, charakteristik jejich zdravotniho stavu, podminek jejich
chovu, ldtek pouzitych k jejich ovlivnéni apod. Jako kli¢ovi slova
neni vhodné pouZivat terminy uvedené v nadpisu prdce.

Na zvlaStnim list€ uvdd{ autor plné jméno (i spoluautorii), akade-
mické, védecké a pedagogické tituly a podrobnou adresu pracovisté
s PSC, &fslo telefonu a faxu, popF. e-mail.

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Original scientific papers, short communications, and selectively
reviews, that means papers based on the study of technical literature
and reviewing recent knowledge in the given field, are published in
this journal. Published papers are in Czech, Slovak or English. Each
manuscript must contain a short or a longer summary. The journal
also publishes readers’ views, remarks and comments in form of a text
in italics, gloss, letter to the editor, short contribution, review of a ma-
jor article, etc., and also experience of stays in foreign countries,
meetings and conferences.

The authors are fully responsible for the originality of their papers,
for its subject and formal correctness. The authors shall make a writ-
ten declaration that their papers have not been published in any other
information source.

The board of editors of this journal will decide on paper publica-
tion, with respect to expert opinions, scientific importance, contribu-
tion and quality of the paper. The editors accept papers approved to
print by the head of the workplace or papers with all the authors’
statement they approve it to print.

The extent of original papers shall not exceed ten typescript pages,
including tables, figures and graphs.

Manuscript layout shall correspond to the State Standard CSN
88 0220 (quarto, 30 lines per page, 60 strokes per line, double-spaced
typescript). A PC diskette should be provided with the paper, written
in an editor program, preferably T602. Tables, figures and photos shall
be enclosed separately. The text must contain references to all these
annexes.

The title of the paper shall not exceed 85 strokes and it should
provide a clear-cut idea of the paper subject. Subtitles of the papers
are not allowed either.

Abstract, It must present information selection of the contents and
conclusions of the paper, it is not a mere description of the paper. It
must present all substantial information contained in the paper. It shall
not exceed 170 words. It shall be written in full sentences, not in form
of keynotes and comprise base numerical data including statistical
data.

Introduction has to present the main reasons why the study was
conducted, and the circumstances of the studied problems should be
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