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URINARY IODINE LEVEL AS AN INTAKE INDICATOR IN DAIRY 
COWS*

* The project was supported by the Grant Agency of the Czech Republic (Grant No. 505/93/013).

HLADINA JODU V MOCI DOJNIC - UKAZATEL JEHO PŘÍJMU

I. Herzig, J. Říha, B. Písaříkova

Veterinary Research Institute, Brno, Clech Republic

ABSTRACT: Urinary iodine concentrations were determined in 672 dairy cows of 22 herds. Less than 20 p.g per L, 20 to 
50 pg per L, 50 to 100 pg per L and more than 100 pg per L were found in 27.5, 24.6, 16.8, and 31.3% of the cows, 
respectively. In terms of the ICCIDD grading, moderate iodine deficiency was recorded in 68.9% and normal iodine intake 
in 31.3% of the cows. The mean urinary iodine concentrations were 94.8 pg per L at the peak of the lactation period (zi = 300), 
82.3 pg per L immediately before drying off (л = 122), 92.5 pg per L in the cows fed summer rations (л = 267), and 79.2 pg 
per L in those fed winter rations (zi = 405). The differences in mean values were nonsignificant. Urinary iodine concentrations 
were examined in the herd LOS in cows fed iodine-supplemcnted (LOS E) or nonsupplemented (LOS C) rations. Mean 
concentrations were 316.2 pg per L for LOS E (zi = 46) and 52.3 pg per L for LOS C (zi = 41). The difference was highly 
significant (P < 0.01). The status of the group LOS C was classified as a medium iodine deficiency. The mean iodine 
concentrations at the peak of the lactation period and immediately before drying off were also significantly higher (P < 0.01) 
in this group. The supplementation of iodine resulted in an increase of urinary iodine concentration and, in terms of ICCIDD, 
the increase of iodine intake to the normal range. The ICCIDD classification scheme was also used in ten selected herds. At 
least 25 cows were examined in each of them. Normal intake and moderate, medium and serious deficits were found in three, 
two, one. and four herds, respectively. Special attention should be paid to herds showing higher grades of iodine deficiency.

iodine supplementation; summer rations; winter rations; lactation performance; drying off; ICCIDD classification

ABSTRAKT: Byla stanovena koncentrace jodu v moči 672 krav z 22 lokalit v České republice. Do 20 pg/1 jodu bylo zjištěno 
u 27,5 % krav, v rozmezí 20-50 pg/1 u 24,6 %, mezi 50-100 pg/1 u 16,8 % a nad 100 pg/1 u 31,1 % krav. Posouzeno metodou 
ICCIDD byl u sledovaného souboru prokázán mírný deficit jodu u 68,9 %, příjem normální u 31,1 % případů. V období 
maximální dojivosti, tzn. do 60 dní po porodu, byla průměrná hodnota jodu v moči 94,8 pg/1 (n = 300), před zasušením 82,3 
pg/1 (n = 122). Při zkrmování letní krmné dávky byla průměrná hodnota 92,5 pg/1 (л = 267), při zimní krmné dávce 79,2 pg/1 
(zi = 405). Rozdíly průměrů nejsou statisticky významné. V lokalitě LOS byly sledovány hladiny jodu v moči dojnic krmených 
krmnou dávkou bez suplementace jodem a při jeho doplňku. Kontrolní skupina LOS К (л = 41) měla průměrnou hodnotu 
jodu v moči 52,3 pg/1, pokusná LOS P (л = 46) 316,2 pg/1. Rozdíly mezi průměry jsou vysoce statisticky významné 
(P < 0,01). U skupiny LOS К lze zjištěný stav klasifikovat jako střední deficit. Rovněž hodnoty do 60 dní po porodu a před 
zasušením byly statisticky významně vyšší (P < 0,01) u skupiny LOS P. Suplementace jodu krmnou dávkou se odrazila 
v hladině vylučovaného jodu v moči a posunula, hodnoceno systémem ICCIDD, skupinu zvířat LOS P do oblasti s normálním 
příjmem. V deseti lokalitách ČR, kde počet sledovaných dojnic přesáhl 25 kusů, jsme koncentrace jodu v moči klasifikovali 
rovněž metodou ICCIDD. Normální příjem byl nalezen ve třech lokalitách, mírný deficit ve dvou, střední v jedné a těžký ve 
čtyřech lokalitách. V případě nálezu vyššího stupně deficitu jodu by takto vytypovaným lokalitám měla být věnována zvýšená 
pozornost.

suplementace jodem; letní krmná dávka; zimní krmná dávka; dojivost; stání na sucho; metoda ICCIDD

INTRODUCTION

Recent surveys of WHO have shown that the whole 
Central Europe should be regarded as an area affected 
by endemic struma (Luckas, 1986). This view is also 
supported by results of extensive investigations of hu­
man struma in Germany, demonstrating that the inci­
dence rose from 4% at the sea coast to 32% in the

inland (Kühne et al., 1993). Endemic 1st grade 
struma, affecting particularly young women, was also 
reported from Austria (Eber et al., 1990). The con­
clusions of the Czech Endocrinological Society 
(Anonym, 1992) indicate that the intake of food­
borne iodine is insufficient in the Czech Republic. En­
largement of the thyroid gland was found in 10 to 20% 
of pubertal school children and thyroid dysfunctions
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were diagnosed in 0.75% of the population living in the 
environs of Prague (Kimlová and Procház­
ková, 1993).

Surprisingly enough, moderate, medium and occa­
sionally serious iodine deficiencies are still reported 
from many parts of Europe, including developed coun­
tries, such as Germany, Italy or Belgium (De lange 
and В ürgi, 1989; Delange et al., 1993).

According to the Food and Drug Administration of 
the United States, more than 40% of the iodine intake 
come from milk (Franke et al., 1983) and it has been 
generally accepted that milk and milk products are the 
most important foodborne sources of iodine, particularly 
in children. Although the milk iodine level depends on 
a number of factors, a close relationship between oral 
intake and secretion in milk can be postulated 
(Hemken, 1980; Pennington, 1990). All data 
on milk iodine levels reported from developed coun­
tries are higher than those recorded in the Czech Re­
public. The difference is obviously due to iodine (or­
ganic iodine in the U.S.A.) supplementation of rations 
for dairy cows.

A steady rise in the incidence of struma in animals, 
reaching currently 8 to 10%, has been observed in the 
Czech Republic since 1988 (H u m 1, 1992; К u r s a et 
ah, 1994). Relative iodine insufficiency can develop 
also outside the regions with low natural contents of 
iodine in soil, water and plants if animals consume 
excessive amounts of strumigenic feeds, such as cab­
bage, field mustard, rapeseed meal, or glycosinolate- 
-containing leguminoses. Similar effects can be induced 
in humans by further natural or „anthropogenic“ stru- 
migens, including nitrates, iodates, aniline derivatives, 
p-aminobenzoic acid, phenothiazine, sulfonamides, an­
tibiotics, some pesticides and insecticides, polychlori­
nated biphenyls, phthalic acid esters or combinations 
thereof.

One of the causes may have been the limitation of 
the use of iodine-containing mineral supplements and 
the replacement of iodine-containing disinfectants used 
in milking parlours by iodine-free products should also 
be considered. Insufficient iodine supply can affect not 
only the health of cattle, but also participate in the 
worsening of iodine deficiency in man.

Farm animals are ideal indicators of iodine status in 
a given area because they consume mostly feeds pro­
duced in that area.

The aims of our investigations were to assess, by the 
determination of urinary iodine, the iodine status in 
cattle in various regions of the Czech Republic, and to 
test the method of assessment of iodine intake recom­
mended for the human population.

MATERIALS AND METHODS

A total of 672 samples of urine were collected from 
dairy cows in 22 herds. The proportions of five groups 
characterized by stages of the reproductive cycle (Days

56-60 after calving; bred; open; repeat breeders; imme­
diately before drying off; dry period) were approxi­
mately equal in all the herds. The samples were col­
lected with a catheter between 9 and 12 a.m. and the 
sampling period extended from September 1993 to 
January 1995.

Iodine was determined by the alkaline combustion 
method as described by Bednář et al. (1964).

The method recommended by the International 
Council for Control of Iodine Deficiency Disorders 
[ICCIDD] (Delange et al., 1993; Bourdoux, 
1993) was used for the assessment of iodine intake and 
distribution in the cattle under study.

Information on the iodine status of a given population 
can be obtained by the analysis of 50 to 100 randomly 
collected samples (Bourdoux, 1988) and their results 
are classified as follows (Bourdoux, 1993):

Urinary 
iodine 

(ng per L)

Normal 
iodine status moderate

Deficiency 

medium serious

<20 20-30% 30-50% >50%

<50 <70% >70% >80%

<100 <50% >50% >80% >90%

The classification, which is unaffected by statistical 
processing, is very simple and allows to determine the 
percentage of subjects passing from one category to 
another as a result of iodine supplementation.

The condition is classified as a moderate, mediím 
and serious deficiency when the urinary iodine concen­
tration <20 pg per L in 20 to 30, 30 to 50 and mt re 
than 50% of the samples, respectively.

The condition is classified as a moderate, mediím 
and serious deficiency if the urinary iodine concentra­
tion <50 pg per L in less than 70, 70 to 80 and mt re 
than 80% of the samples, respectively.

The iodine intake is classified as normal when the 
urinary iodine concentration <100 pg per L in 50% of 
the samples and the condition is classified as a moce- 
rate, medium and serious deficiency if such concentra­
tions are found in more than 50, more than 80 and mire 
than 90% of the samples, respectively.

The Bourdoux’s method of classification of iodiie 
intake was used in our experiment in the herd LOS in 
which the iodine status was investigated in dairy covs 
fed unsupplemented or iodine-supplemented ratiois. 
The cows fed the supplemented ration received 52 ng 
of potassium iodide, or 40 mg iodine, per 1 kg concen­
trate. This method was further used for the assessment 
of the iodine status in dairy cows in ten selected herds, 
as well as in the basic experiments carried out in tie 
facilities of this institute.

RESULTS

Urinary iodine concentrations in the investigated :et 
of 672 dairy cows and their classification in terms of 
the obtained values were as follows:
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Urinary iodine 
(Pg per L) n %

<20 185 27.5

20-50 165 24.6

50-100 113 16.8

>100 209 31.1

Total 672 100.0

The distribution of urinary iodine findings in terms 
of Bourdoux’s classification were as follows:

Urinary iodine 
(p per L) n %

<20 185 27.5

<50 350 52.1

<100 463 68.9

>100 209 31.1

In this set (n = 672). moderate iodine deficiency and 
normal iodine intake were found in 68.9 and 31.1% of 
the dairy cows, respectively.

Urinary iodine concentrations at the time of the 
maximum milk yield (up to post-calving Day 60) and 
immediately before drying off were compared in a sub­
set of 422 cows. No significant effects of the milk yield 
on the urinary iodine concentrations were demonstra­
ble.

Group n
Iodine (pg per L)

Up to post-calving Day 60 300 94.8 ± 96.5

Before drying off 122 82.3 ± 89.3

Urinary iodine concentration in dairy cows (n = 672) 
was lower during the summer period (1st May to 31 st 
October) than during the winter period (1st November 
to 30th April), but the difference was nonsignificant.

Ration n
Iodine (pg per L)

Summer 267 92.5 ± 109.0

Winter 405 79.2 ± 74.9

Urinary iodine concentrations (pg per L) in control 
dairy cows (C) and dairy cows (n = 87) fed a ration 
supplemented with potassium iodide (E) arc given in 
the following table:

LOSc LOSE

it 41 46

A 52.3* 316.2a
5 83.3 139.5

min. 0.01 64.0

max. 292.0 581.5

The difference between the values with the same
superscripts was highly significant (P < 0.01).

In terms of Bourdoux's (1993) classification of iodi­
ne intake, based on the concentration of urinary iodine, 
the intake was normal in all cows of the group fed the

supplemented ration (LOS E), while a medium deficit 
was found in the control group (LOS C).

Urinary 
iodine 

(ng per L)

Control group 
LOS C

Experimental group 
LOS E

<20 23 56.0 0 0.0

<50 9 78.0 0 0.0

<100 2 82.9 2 4.3

>100 7 17.1 44 95.7

Total 41 100.0 46 100.0

No significant differences in urinary iodine concen­
trations were found between the postparturient and the 
drying off periods in the control (LOS C) and the ex­
perimental (LOS E) groups. On the other hand, the 
between-group differences were highly significant in 
both periods.

Group/Period л
Urinary iodine 

(ng per L)

LOS C

Up to post-calving Day 60 21 45.8a ± 75.5

Before drying off 7 40.8h ± 80.3

LOS E

Up to post-calving Day 60 21 299.5a ± 125.2

Before drying off 9 283.5h + 171.0

Differences between the values with the same super­
scripts were highly significant (P < 0.01).

More than 25 dairy cows were examined in each of 
10 selected herds to assess the iodine supply. The re­
sults are shown in Tab. 1.

In terms of the ISSIDD classification (1993), the 
supply was normal in three herds (D.DUB. DYJ. POD) 
and moderate, medium and serious iodine deficiencies 
were diagnosed in two (SVÉ), one (NÍŽ) and four 
(D.RED, HRA, ROŽ, UHR) herds, respectively 
(Tab. II).

DISCUSSION

Determination of the urinary iodine concentration is 
currently the most reliable method of assessing the in­
take of this element (Bourdoux, 1993). The method 
recommended by the International Council for Control 
of Iodine Deficiency Disorders (De lange et al., 
1993) and applied in human populations was chosen to 
asses the iodine status in dairy cows in the Czech Re­
public. Our results have confirmed the fact that unsup­
plemented rations consisting of only natural components 
do not ensure the desirable concentration of urinary 
iodine.

Within our set of 672 dairy cows, moderate iodine 
deficiency was found in 68.9% and normal iodine in­
take in 31.1% of animals. As shown in Tab. I, indivi­
dual herds could be classified with different categories, 
however. Thus, serious iodine deficiency was diagnosed
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I. Percentages of animals in terms of urinary iodine concentrations in selected herds (/i > 25 in each herd)

Herd п
Urinary iodine (pg per L)

<20 20-50 50-100 >100

d Red 27 37.0 44.5 18.5 0.0

D. DUB 42 0.0 2.4 11.9 85.7

DYJ 57 8.8 10.5 1.8 78.9

HRA 37 27.0 37.9 27.0 8.1

NÍŽ 51 17.6 41.2 27.5 13.7

OLB 44 36.4 15.9 22.7 25.0

POD 52 11.5 11.5 • 21.2 55.8

ROŽ 40 90.0 10.0 0.0 0.0

SVÉ 48 18.8 43.7 16.7 20.8

UHR 25 56.0 _______ 16.0_______ 28.0 0.0

II. Evaluation of iodine status in selected herds in terms of Bourdoux’s (1993) classification

Herd n
Urinary iodine (pg per L)

Iodine status
<20 <50 <100 >100

d Red T1 37.0 81.5 100.0 0.0 S
D. DUB 42 0.0 2.4 14.3 85.7 N

DYJ 57 8.8 19.3 21.1 78.9 N
HRA 37 27.0 64.9 91.9 8.1 S

NÍŽ 51 17.6 58.8 86.3 13.7 Me

OLB 44 36.4 52.3 75.0 25.0 Mo

POD 52 11.5 23.0 44.2 55.8 Mo

ROŽ 40 90.0 100.0 0.0 0.0 S

SVĚ 48 56.0 72.0 100.0 0.0 S

S = serious deficiency; Me = medium deficiency; Mo = moderate deficiency; N = normal intake

in four herds. Special attention should be paid to herds 
showing a higher degree of iodine deficiency.

The information of iodine supply in a given human 
population can be obtained by examining 50 to

Man

A set of 50-100 individuals is recommended

The set includes both sexes

Wide diversity of the origin and composition of food 
sources

Amount of strumigenic food components and intake 
periods are rather limited in the major part of the 
population

Intake of further strumigenic factors

Iodine excretion with milk is limited to a short 
breast feeding period

100 randomly collected urine samples (Bour­
doux, 1993). The following specific differences 
should be considered when investigating dairy cow 
populations:

Dairy cow

The optimal number of individuals is 
sought-regarding the nutrition and water sources and 
the limitation to females, 25 will probably be enough

The set includes only adult females

Uniform rations fed over prolonged periods - most 
of feeds are produced in the environs of the herd site

Seasonal variations in the intake of strumigenic 
feeds; the intake may be prolonged and strumigenic 
feeds may constitute a considerable part of the ration.

Intake of further strumigenic factors

Iodine excretion with milk is prolonged and 
dependent on the stage of the reproductive cycle 
repeating at approx, annual cycles
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The iodine status can be significantly influenced by 
strumigenic substances present in the ration. Attention 
should be paid both to natural and to anthropogenic 
factors and possible synergism in their combinations. 
Thus, for instance, rapeseed contains not only glycosi- 
nolates known for their noxious effects, but also cumu­
late strumigenic nitrates, the contents of which depend 
on the phase of vegetation, the use of nitrogen fertili­
zers and weather. The effects of performance enhance­
ment and stress associated with large scale animal hus­
bandry should also be considered.
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Řada „Agriculture, Biology and Environmental Sciences" je od roku 1994 к dispozici i s ab­
strakty. Obě tyto řady vycházejí 52krát ročně a zahrnují všechny významné časopisy a pok- 
račovací sborníky z uvedených oborů.

Uložení informací z Current Contents na disketách umožňuje nejrozmanitější referenční 
služby z prakticky nejčerstvějších literárních pramenů, neboť báze dat je doplňována každý 
týden a neprodleně expedována odběratelům. V systému si lze nejen prohlížet jednotlivá 
čísla Current Contents, ale po přesném nadefinování sledovaného profilu je možné adresně 
vyhledávat informace, tisknout je nebo kopírovat na disketu s možností dalšího zpracování 
na vlastním počítači. Systém umožňuje i tisk žádanek o separát apod. Kumulované vyhledá­
vání v šesti číslech Current Contents najednou velice urychluje rešeršní práci.

Přístup к informacím Current Contents je umožněn dvojím způsobem:
1) Zakázkový přístup - po vyplnění příslušného zakázkového listu (objednávky) je vhodný 

především pro mimopražské zájemce.
Finanční podmínky: - použití PC - 15 Kč za každou započatou půlhodinu

- odborná obsluha - 10 Kč za 10 minut práce
- vytištění rešerše - 1 Kč za 1 stranu A4
- žádanky o separát - 1 Kč za 1 kus
- poštovné + režijní poplatek 15 %

2) „Self-service“ - samoobslužná práce na osobním počítači v ÚZLK.
Finanční podmínky jsou obdobné. Vzhledem к tomu, že si uživatel zpracovává rešerši 
sám, je to maximálně úsporné. (Do kalkulace cen nezapočítáváme cenu programu a da­
tabáze Current Contents.)

V případě Vašeho zájmu o tyto služby se obraťte na adresu:
Ústřední zemědělská a lesnická knihovna
Dr. Bartošová
Slezská 7
120 56 Praha 2
Tel.: 02/25 75 41, I. 520, fax: 02/25 70 90

Na této adrese obdržíte bližší informace a získáte formuláře pro objednávku zakázkové 
služby. V případě „self-servisu“ je vhodné se předem telefonicky objednat. V případě zájmu 
je možné si objednat i průběžné sledování profilu (cena se podle složitosti zadání pohybuje 
čtvrtletně kolem 100 až 150 Kč).



EFFECT OF EMISSIONS FROM A MERCURY TREATING
METALLURGICAL WORKS ON THE INTENSITY
OF EXPERIMENTAL FASCIOLA HEPATIC A INFECTION IN SHEEP

VPLYV IMISIÍ Z KOVOHÜT NA VÝROBU ORTUTI NA INTENZITU 
EXPERIMENTÁLNĚ! INFEKCIE FASCIOLA HEPATIC A U OVIEC

I. Krupicer1, S. Velebný1, J. Legáth“

'Parasitological Institute, Slovak Academy of Sciences, Kosice, Slovak Republic 
"University of veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: A group of 14 improved Valashka lambs, aged 4 months, body weight 14-16 kg, were used in the experiment 
studying the effect of subchronic heavy metal intoxication on the course of experimental fasciolosis (Fasciola hepatica). The 
animals were divided into two groups, each of 7 lambs, 3 lambs - ewes and 4 lambs - rams. Each animal in group I was given 
orally for 27 days gelatinous capsules containing heavy metal emissions of the following composition: 4.5 mg Hg, 2.9 mg 
Pb, 147.8 mg Cu, 9.8 mg Zn, 0.9 mg Cr and 0.04 mg Cd per animal and day. Group II served as control. On Day 27, when 
the administration of heavy metals ceased, each animal in both groups received 250 F. hepatica metacercariae. The animals 
were sacrificed on Day 110 post infection, their liver necropsied and parenchymatous organs and muscles taken to examine 
the content of heavy metals. The heavy metal concentrations are presented in Tab. I. In the emission-intoxicated group, the 
maximum permissible reference level of mercury in the kidneys, liver and muscles was exceeded on the average by 1.94, 
0.87 and 0.020 mg Hg/kg, respectively. Cu exceeded the reference level only in the liver, with 261.3 mg Cu/kg. In the kidneys 
and mucsles, Cu was below the reference levels. An analogous situation was with Zn, Cr and Cd. The F. hepatica infection 
mean intensity in this animal group was 38.3 ± 3.01 specimens (min. 34 - max. 46 specimens). In control group, the heavy 
metal levels were several times lower than the reference values and the infection mean intensity was 27 ± 5.4 (min. 19 - 
max. 35 specimens). In subchronically intoxicated animals, the reference values for mercury were exceeded and so were 
partially those of copper in the parenchymatous organs and muscles. The F. hepatica infection mean intensity also increased, 
compared with control. The results have proved the negative effect of the metal emissions on the animal immune system, 
which was manifested by the increased infection intensity.

sheep; heavy metals; infection intensity

ABSTRAKT: Na súbore 14 jahniat vo veku štyri mesiace, plemena zošlachtená valaška, živej hmotnosti 14-16 kg, bol 
zisťovaný vplyv subchronickej intoxikácie imisiami ťažkých kovov na priebeh experimentálnej fasciolózy (Fasciola hepatica). 
Zvieratá boli rozdělené do dvoch skupin po sedem jahniat, v každej skupině boli tri jahničky a štyri barančeky. Prvej skupině 
bola individuálně, po dobu 27 dní aplikovaná perorálne v želatinových tobolkách zmes imisií ťažkých kovov v tomto zložení: 
4,5 mg Hg, 2,9 mg Pb, 147,8 mg Cu, 9,8 mg Zn, 0,9 mg Cr a 0,04 mg Cd na zviera a deň. Druhá skupina služila ako kontrola. 
Na 27 deň, v deň skončenia aplikácie ťažkých kovov, bolo obom skupinám zvierat individuálně podané po 250 metacerkárii 
F. hepatica. Zvieratá boli na 110. deň po infekcii usmrtené, bola vykonaná helmintoiogická pitva pečene, zo súčasným 
odberom parenchymatóznych orgánov a svaloviny na vyšetrenie obsahu ťažkých kovov. Koncentrácie kovov v parenchyma- 
tóznych orgánoch a svalovine uvádzame v tab. I. kde sme v skupině ktorej boli podávané imisie, zaznamenali prekročenie 
maximálně přípustných (referenčných) hodnot ortuti v obličkách priemerne 1,94 mg Hg/kg, v pečeni 0,87 mg Hg/kg a v sva­
lovine 0,020 mg Hg/kg. U Cu sme zaznamenali prekročenie referenčných hodnot len v pečeni 261,3 mg Cu/kg. v obličkách 
a svalovine bolo množstvo Cu pod referenčnými hodnotami. Obdobné tomu bolo i u Zn, Cr, Cd. Priemerná intenzita infekcie 
F. hepatica bola u tejto skupiny zvierat 38,3 ± 3,01 (min. 34. max. 46 exemplárov). V kontrolnej skupině zvierat, boli hodnoty 
ťažkých kovov niekolkonásobne nižšie ako referenčně hodnoty a priemerná intenzita infekcie bola 27 ± 5,4 (min. 19, max. 
35 exemplárov). Pri subchronickej intoxikácii bolo zaznamenané prekročenie referenčných hodnot ortuti a čiastočne médi 
v parenchymatóznych orgánoch a svalovine oviec, zo súčasným zvýšením priemernej intenzity infekcie F. hepatica v porov­
naní s kontrolou. Výsledky potvrdzujú negativny vplyv imisií kovov na imunitný systém zvierat, čo sa prejavilo zvýšenou 
intenzitou infekcie.

ovce; ťažké kovy; intenzita infekcie
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ÚVOD

Negativné antropogénne vplyvy na vonkajšie pros­
tredie, chemický priemysel, metalurgia, priemyselné 
hnojivá pesticidy a iné spósobuju kumuláciu ťažkých 
kovov v organizmoch, hlavně volné žijúcich zvierat 
a domácích prežúvavcov. Tieto hospodářské zvieratá 
sú dóležitou súčasťou potravinového reťazca, preto je 
potřebné sledovat" obsah ťažkých kovov v tkanivách 
a orgánoch zvierat a to nielen vzhladom к možným 
imunopatologickým změnám a intoxikáciam, ale 
i z hladiska potencionálneho ohrozenia zdravia člově­
ka. Toxicita kovov závisí od ich chemickej zlúčeniny, 
druhu zvierat, dávky a od dížky posobenia na organiz­
mus zvierat (Underwood, 1977; Páv a Máro vá, 
1988; Krupicer a Peťko, 1992; Borošková 
a i., 1993; Krupicer, 1995). Z imisií sú najčastejšie 
intoxikácie, ortuťou, olovom a kadmiom.

Zlúčeniny ortuti patria medzi toxikologicky najvý- 
znamnejšie kontaminanty životného prostredia. Vysoké 
koncentrácie ortuti vo vonkajšom prostředí zvyšujú ri­
ziko poškodenia fyziologických funkcií organizmov 
(Trump a i., 1966; Ramel, 1969; Bencko a i.. 
1984; В uko vj an a i., 1991, 1992 a iní). Na možnú 
interakciu intoxikácie a iných negativných vplyvov 
imisií kovov poukazujú Krupicer a Peťko 
(1992), Krupicer (1995), ktorí zistili zvýšenú pre- 
valenciu a priemernú intenzitu infekcie pasienkových 
helmintov oviec v imisnej oblasti ťažkých kovov s do- 
minanciou ortuti.

Na overenie tejto skutočnosti sme zisťovali vplyv 
subchronickej intoxikácie imisiami kovov z oblasti zá­
vodu na výrobu ortuti na priebeh experimentálnej fas- 
ciolózy (F hepatica) u oviec.

MATERIÁL A METÓDY

Do experimentu bolo zařáděných 14 jahniat vo veku 
štyroch mesiacov, plemena zošlachtená valaška o živej 
hmotnosti 14 až 16 kg a krmené podlá ČSN 46 70 70. 
Voda bola podávaná ad libitum. Zvieratá boli rozdělené 
do dvoch skupin po sedem jahniat, z toho tri jahničky 
a štyri barančeky. Prvej skupině bola individuálně, po 
dobu 27 dní, aplikovaná perorálne v želatinových to­
bolkách zmes imisií ťažkých kovov v tomto zložení: 
4,5 mg Hg, 2,92 mg Pb, 147,8 mg Cu, 9,8 mg Zn, 
0,90 mg Cr a 0,04 mg Cd na zviera. (Množstvo imisií 
bolo stanovené z 1 000 mg trávnatého porastu, nachá- 
dzajúceho sa 1 000 m od metalurgického závodu. Zistené 
množstvo bolo podávané individuálně denne pokusným 
zvieratám.) Druhá skupina slúžila ako kontrola, bez po- 
dávania imisií.

Na 27. den, v den skončenia aplikácií imisií kovov, 
bolo obom skupinám individuálně podané po 250 mc- 
tacerkárií F. hepatica na zviera.

Zvieratá boli na 110. deň po infekcii usmrtené, bola 
vykonaná helmintologická pitva pečene. Súčasne boli 
odobraté vzorky parenchymatóznych orgánov a svalo-

viny na vyšetrenie obsahu ťažkých kovov. Množstvo 
ortuti v odohratých vzorkách biologického materiálu 
bolo stanovené metodou atómovej absorbčnej Spektro­
fotometrie na jednoúčelovom analyzátore TMA 24 (fy 
Tesla Praha-Holešovice) a ostatných uvedených kovov 
na Varian Spektr. AA 30 P. Koncentrácie Hg a ostat­
ných sledovaných kovov boli vyjádřené na 1 kg čerstvo 
analyzovaného tkaniva.

Referenčně hodnoty (maximálně přípustné hodnoty) 
boli určované podlá Hygienických predpisov č. 69, sv. 
61/1986 (Směrnice o cudzorodých látkách v poživati­
nách). Pre námi sledované platia v parenchymatóznych 
orgánoch respektive svalovine ticto hodnoty (v mg na 
kg hmotnosti): Hg 0,1 resp. 0,01; Pb 1,0 resp. 0,5; Cd 
0.5 resp. 0,05; Cu 60 resp. 5.0; Zn 80 resp. 50; Cr 0.5 
resp. 0,2.

VÝSLEDKY

Konccntráciu kovov v parenchymatóznych orgá­
noch a svalovine jahniat po odporazení, na 1 10. deň po 
infekcii metaccrkáriami F. hepatica uvádzamc v tab. I. 
Najvyššie koncentrácie Hg a Cu sme zistili v parenchy­
matóznych orgánoch, menej v svalovine. Obsah Hg 
klesal v poradí obličky - pečen - svalovina. Priemerné 
hodnoty Hg boli v obličkách 1,943 ± 0,090 mg/kg, 
v pečeni 0.873 ± 0,071 mg/kg a svalovine 0,020 ± 
0,008 mg/kg. Zistené hodnoty v obličkách, pečeni a čia- 
stočne svalovine viacnásobne překračovali referenčně 
hodnoty. Koncentračný spád u Cu postupoval v poradí 
pečeň, obličky a svalovina. Referenčně hodnoty obsa­
hu médi boli překročené len v pečeni (261,271 ± 
63,28 mg/kg). V obličkách a svalovine boli množstvá 
Cu nižšie ako referenčně hodnoty. U Pb, Zn, Cr a Cd 
boli namerané množstvá nižšie ako referenčně hodnoty, 
len u Cr v svalovine bolo zaznamenané mierne prckro- 
čenie referenčných hodnot. Priemerné hodnoty intenzi­
ty infekcie trematódom F. hepatica boli po uplynutí 
prepatentnej periody na I 10. deň po infekcii 38,3 ± 
3,01 (min. 34, max. 46 excmplárov).

V kontrolnej skupině zvierat, klorej neboli podávané 
emisie, boli hodnoty ťažkých kovov niekolkonásobne 
nižšie ako referenčně hodnoty, len u Zn sa približoxali 
hodnotám zisteným v pokusnej skupině: pečeň 28,6 
resp. 22,8 mg/kg, obličky 18,8 resp. 20,1 mg/kg, sva­
lovina 30,1 resp. 23,2 mg/kg.

Obsah kovov v krmivách bol niekolkonásobne nižší 
ako referenčně hodnoty, resp. bol pod hranicou záchyt- 
nosti prístrojov.

Priemerné hodnoty infekcie trematódom F. hepat.ca 
boli v kontrolnej skupině 27 ± 5,4 excmplárov (mm. 
19, max. 35 excmplárov).

DISKUSIA

Bol sledovaný vplyv imisií kovov na priebeh expe­
rimentálnej infekcie trematódou F. hepatica u jahniat.
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I. Koncentrácie ťažkých kovov v parenchymatóznych orgánoch a svalovine oviec na 110. den po experimentálnej infekcii F. hepatica 
a ukončení podávania imisii - Concentrations of heavy metals in the parenchymatous organs and muscles of sheep on day 110 post 
experimental F. hepatica infection

Kov1 Orgán2 x ±SD Min. Max.

pečeň3 0,873 0,071 0,73 0,97

Hg obličky4 1,943 0,090 1,80 2,10

svalovina5 0,020 0,008 0,01 0,03

pečeň 0,387 0,217 0,26 0,38
Pb obličky 0,526 0,167 0,36 0,51

svalovina 0,343 0,129 0,10 0,41

pečeň 261,271 63,283 180,41 384,12
Cu obličky 5,000 1,557 3,0 6,21

svalovina 1,257 0,661 0,4 2,51

pečeň 28,643 4,193 21,6 36,14
Zn obličky 18,757 1,640 16,1 21,61

svalovina 30,114 7,883 20,4 37,81

pečeň 0,144 0,028 0,10 0,18
Cr obličky 0,247 0,049 0,18 0,34

svalovina 0,238 0,054 0,19 0,31

pečeň 0,347 0,053 0,28 0,41
Cd obličky 0,393 0,139 0,26 0,51

svalovina 0,004 0,002 0,003 0,008

1 metal, “organ, "liver, 4kidneys, 5muscles

Podávanie imisii kovov s překročením maximálnych 
přípustných hodnot ortuti a čiastočne médi, spósobilo 
zvýšenie priemernej intenzity infekcie F. hepatica 
u jahniat. Bolo to pravděpodobně spósobené porušením 
obranyschopnosti organizmu jahniat. Na imunosupre- 
sívne pósobenie imisii ťažkých kovov poukazuje H a r - 
van (1990), ktorý uvádza, že imisie ťažkých kovov 
atakujú jednotlivé obranné zložky, ktoré sú zodpověd­
né za udržiavanie homeostázy v organizme.

Borošková a i. (1993), Krupicer a Boroš- 
ková (1994) podávali imisie ťažkých kovov s překro­
čením referenčných hodnot ortuti morčatám a zisťovali 
po experimentálnej nákaze intenzitu infekcie Ascaris 
suum v plucach nespecifického hostitela. Uvádzajú až 
8-násobné zvýšenie priemernej intenzity infekcie A. su­
um u morčiat v porovnaní s kontrolnou skupinou. 
Krupicer a Peťko (1992) na základe ovoskopic- 
kého vyšetrenia oviec v oblasti s imisným spádom or­
tuti zistili zvýšená prevalenciu váčšiny pasienkových 
helmintov oviec v porovnaní so skupinami oviec po- 
chádzajúcich s oblasti mimo emisného spádu ortuti.

Tieto údaje potvrdil Krupicer (1995), ktorý na 
základe pitevných analýz oviec v imisnej oblasti ťaž­
kých kovov s překročením referenčných hodnot ortuti 
zistil zvýšenú prevalenciu a intenzitu infekcie váčšiny 
pasienkových helmintov.

V našom experimente sme zistili zvýšenú intenzitu 
infekcie u jahniat pri subchronickej intoxikácií imisia- 
mi ťažkých kovov s překročením referenčných hodnot 
ortuti a čiastočne médi. Zvýšenie intenzity infekcie 
v porovnaní s kontrolou (38,3-27 exemplárov) nebolo

tak signifikantné, ako pri váčšine gastrointestinálnych 
nematódov oviec v imisnej oblasti (Krupicer, 
1995), alebo pri experimentálnej infekcii morčiat Asca­
ris suum (Borošková a i., 1993; Krupicer 
a Borošková, 1994). Možeme však předpokládat', 
že voči toxickému prejavu, v našom případe Hg, póso- 
bia i účinky esenciálnych mikroelementov Cu a Zn. 
ktoré pri vyššom obsahu ortuti túto potláčajú a čiastoč­
ne vytesňujú z organizmu (A o i a i., 1985). Ďalej je 
potřebné vziať do úvahy i zložitý mechanizmus migrá- 
cie juvenilných stádií tohto trematóda.

Prezentované výsledky poukazujú na skutočnosť, že 
imisie ťažkých kovov s překročením referenčných 
hodnot ortuti a čiastočne médi negativné vplývajú na 
imunitný mechanizmus oviec, čo sa v našom případe 
prejavilo zvýšenou intenzitou infekcie trematódom 
F. hepatica u imisně zatažených zvierat.

Poďakovanie

Autoři ďakujú MVDr. К. В a b í č к o v i, CSc. z Jí­
lového u Prahy za poskytnutie metacerkárií Fasciola 
hepatica.

LITERATÚRA

AOI. T. - HIGUCHI. I. - KIDOKORO, R. - FUKUMURA.
R. - YAGI. A. - OHGUCH1, S. - SASA. A. - HAYHASI, 
H. - SAKOMOTO, N. - HANA1CHI, T.: An assotiation of

Vet. Med. -Czech. 41. 1996 (4): 103-106 105



mercury with selenium in anorganic mercury intoxication. 
Human. Toxicol., 1985: 637-642.
BENCKO, V. - CIKRT, M. - LENER, J.: Toxické kovy 
v pracovním a životním prostředí člověka. Praha, Avicenum 
1984: 1-264.
BOROŠKOVÁ, Z. - BENKOVÁ, M. - ŠOLTÝS, J. - KRU- 
PICER, I. - ŠÍMO, K.: Effects of heavy metals imission on 
the cellular imunity of Guinea pigs with experimental asca- 
riosis. Vet. Parasit., 47, 1993: 245-251.
BUKOVJAN, K. - PÁV, J. - KARPENKO, A.: Zjišťování 
reziduí chemických prvků v orgánech a svalovině srnčí zvě­
ře. Folia Venat., 27, 1991: 67-74.
BUKOVJAN, K. - BUKOVJANOVÁ, E. - ŠEBESTA, J. - 
BRYCKOVÁ, E.: Obsahy vybraných těžkých kovů v orgá­
nech a svalovině volně žijících zajíců polních (Lepus euro- 
paeus Pall.) z oblasti východních Cech. Folia Venat., 22, 
1992: 101-112.
HARVAN, M.: Imunomodulácia ťažkými kovmi a PCB. In: 
Zboř. Ref. Zdravie zvierat, biotechnické a biotechnologické 
metody intenzifikácie produkcie. 18.-20. September, Košice, 
1990: 23-24.
KRUPICER, I.: Vplyv imisií ťažkých kovov s dominanciou 
ortuti na priebeh pasienkových helmintóz oviec. Vet. Med. - 
Czech, 40, 1995: 11-15.

KRUPICER, I. - PETKO, B.: Pasienkové helmintózy oviec 
v imisnej oblasti závodu na výrobu ortuti. In: Zboř. Abstr. 
Aktuálna problematika v diagnostiko, prevencii a terapii 
vnútorných chorob prežúvavcov. 3.-4. jún, Košice, 1992: 67. 
KRUPICER, I. - BOROŠKOVÁ, Z.: Vplyv imisií ťažkých 
kovov s dominanciou ortuti na priebeh experimcntálnej in- 
fekcie Ascaris suum u morčiat. In: Zboř. Ref. Ekológia a ve- 
terinárna medicína. 24.-25. máj, Košice, 1994: 145-148.
PÁV, J. - MÁROVÁ, M.: Výskyt olova, kadmia a rtuti v or­
gánech a svalovině zajíců. Folia Venat., 18, 1988: 151-167. 
RAMEL, C.: Genetic effects of organic mercury compunds 
I. Cytological investigation on Allium roots. Hereditas, 67, 
1969: 208-230.
TRUMP, B. F. - GOLDBLATT. P. J. - STOWEL. R. C.: 
Studies on necrosis of mouse liver in vitro; Ultrastructural 
alternations in the mitochondria hepatic parenchymal cells. 
Lab. Invest., 14, 1966: 343-371.
UNDERWOOD, E. J.: Trace Elements in Human and Animal 
Nutrition. New York, San Francisko, London, Academic 
Press 1977: 95-99.

Došlo 9. 10. 1995

Kontaktná adresa:

MVDr. Ivan Krupicer, CSc., Parazitologický ústav SAV, Hlinková 3, 040 01 Košice, Slovenská republika 
Tel. 095/633 14 11-13, fax 095/314 14

106 Vet. Med. - Czech, 41, 1996 (4): 103-106



TESTS OF ANNUAL IMMUNITY IN FOXES AFTER ORAL
IMMUNIZATION AGAINST RABIES

OVĚŘENÍ ROČNÍ IMUNITY U LIŠEK PO ORÁLNÍ IMUNIZACI 
PROTI VZTEKLINĚ

V. Vrzal1, O. Matouch“

'Bioveta, s.r.o., Ivanovice in Haná, Czech Republic 
"State Veterinary Institute, Liberec, Czech Republic

ABSTRACT: Ten young foxes were orally immunized with a „Rabies vaccine for oral immunization of foxes - LYSVULPEN 
por. a.u.v.“, batch 69 10 93, commercially manufactured by the company Bioveta, s.r.o. at Ivanovice in Haná. The vaccine 
contained 1.8 x 1075 TKID50 of rabies vaccination virus, strain SAD-Bern, in a vaccination dose. Three foxes were used as 
control animals without vaccination. Blood samples were taken before the beginning of the experiment in all test foxes, and 
then in three-month intervals. The last blood samples were taken just before the beginning of a challenge experiment and two 
months after challenge in the foxes that survived. A challenge test was done in all foxes (vaccinated and nonvaccinated ones) 
a year after single oral immunization against rabies. Challenge virus was prepared from the salivary gland of a naturally 
infected fox living in the territory of the Czech Republic. Street virus was applied to each fox i.m. to a great depth to both 
masticatory muscles (musculus masseter) at a total dose of 10,000 MICLD50. The experimental animals were 60 days under 
observation. Tab. I shows the titers of virus-neutralizing rabies antibodies after oral immunization against rabies in all 
experimental foxes. Except fox no. 8, the formation of specific virus-neutralizing rabies antibodies was recorded in all animals 
after they had eaten vaccination baits. The antibodies were detected throughout the whole year of observation. Tab. Il shows 
the results of challenge test. Out of the nine vaccinated foxes (fox no. 9 died before infection) only fox no. 8 died from rabies, 
the other treated foxes were protected from rabies (89% rate of protection). Tab. Ill presents the results of laboratory 
examination. Tetracycline was demonstrated in all treated foxes (a vaccination proof). Death due to rabies was demonstrated 
in control animals without vaccination and in fox no. 8. The results achieved in the Czech Republic for oral immunization 
of foxes against rabies with the vaccination strain SAD-Bern document very good efficacy of the vaccine manufactured by 
the company Bioveta, s.r.o., in Ivanovice in Haná since 1992. Oral immunization largely improved the infection situation in 
the Czech Republic. A total of 1,501 cases of rabies infection were recorded at the start of vaccination in 1989 while it was 
only 221 cases in 1994 (a decrease in the number of foci by 85%).

fox; rabies; oral immunization; challenge

ABSTRAKT: V pokusu na liškách obecných byla ověřena účinnost Vakcíny proti vzteklině к orální imunizaci lišek - 
Lysvuipen por. a.u.v., komerčně vyráběné v Biovetě, s. r. o. Ivanovice na Hané (Česká republika), při použití švýcarského 
kmene SAD-Bern. Bylo zjištěno, že za jeden rok po jednorázovém příjmu návnad bylo protekčně chráněno osm z devíti 
(89 %) vakcinovaných lišek. V čelenžním testu bylo použito 1040 MICLD50 uličního viru vztekliny, aplikovaného každé 
lišce intramuskulárně. Všechny tři nevakcinované kontrolní lišky uhynuly v pozorovací době na vzteklinu. Vakcinovaná liška, 
která uhynula při čelenži, si nevytvořila specifické protilátky. Ostatní vakcinované lišky měly detekovatelné protilátky po 
celou dobu pokusu.

liška obecná; vzteklina; orální imunizace; čelenž

ÜVOD

Orální imunizace lišek proti vzteklině je velmi efek­
tivní metodou boje proti této nebezpečné nemoci. 
V České republice orální vakcinace lišek započala 
v roce 1989 v západních Čechách a postupně se rozší­
řila na celé území státu. Od roku 1992 se používá vý­
hradně Vakcína proti vzteklině к orální imunizaci lišek - 
Lysvuipen por. a.u.v., komerčně vyráběná v Biovetě,

s. r. o. Ivanovice na Hané, při použití švýcarského vak- 
cinačního kmene SAD-Bern. Vhodnost vakcinačního 
kmene SAD-Bern pro účely orální imunizace lišek byla 
dokonale ověřena v laboratorních i terénních podmín­
kách (Steck aj., 1982). Rozsáhlé ověřování proběhlo 
i před registrací imunobiologického přípravku s tímto 
kmenem v České republice (Dedek aj., 1992). Sou­
částí tohoto ověřování bylo i laboratorní stanovení 
imunogenních a protekčních schopností na cílovém
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druhu zvířat - lišce obecné (Vrzal aj., 1993). V dalších 
pokusech bylo provedeno ověření jednoroční imunity po 
jednorázové aplikaci vakcíny Lysvulpen por. a.u.v. liš­
kám. Tento pokus měl za cíl prakticky stanovit procento 
protekčně chráněných lišek zajeden rok po jednorázovém 
příjmu vakcinačních návnad. Dosažené výsledky nebyly 
dosud publikovány a jsou obsahem tohoto sdělení.

MATERIÁL A METODA

Pokusná zvířata

V pokuse bylo použito 13 lišek obecných (Vulpes 
vulpes) z několika jarních vrhů ve věku asi šest měsíců. 
Lišky nebyly před zahájením pokusu vakcinovány proti 
vzteklině. Pro stanovení litru antirabických protilátek 
a titrace viru vztekliny bylo použito laboratorních myší 
z vlastního chovu Biovety, s. r. o. Ivanovice na Hané, 
o hmotnosti 10-12 g, obojího pohlaví.

Použitá vakcína

V pokuse byla použita Vakcína proti vzteklině 
к orální imunizaci lišek - Lysvulpen por. a.u.v., šarže 
69 10 93, komerčně vyrobená v Biovetě, s. r. o. Ivano­
vice na Hané. Vakcína obsahovala v 1 ml 107,5 TKID50 
viru vztekliny kmene SAD-Bern. Při titraci na myších 
byla dosažena hodnota 105”37 MICLDSq/0,03 ml.

Imunizace

Vakcína proti vzteklině к orální imunizaci lišek byla 
podána 10 liškám (č. 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11), tři 
lišky (č. 12, 13, 14) sloužily jako nevakcinovaná kon­
trolní zvířata. Návnady byly předloženy liškám samo­
statně chovaným ve voliérách o rozměrech 2,5 x 2,5 m 
položením na betonovou podlahu. Návnady byly polo­
ženy do voliér v odpoledních hodinách, příjem návnad 
byl kontrolován druhý den ráno. Příznakem pozření ná­
vnad liškou byly nalezené deformované plastikoalumi- 
niové tobolky v jednotlivých voliérách.

Odběry krve

Krev byla ode všech lišek zařazených do ověřování 
odebrána před zahájením pokusu (0 - iniciální odběr) 
a pak u vakcinovaných lišek jednou za tři měsíce. Po­
slední odběr byl uskutečněn opět ode všech lišek těsně 
před zahájením čelenžního pokusu. Poslední odběr u pře­
živších lišek byl uskutečněn dva měsíce po čelenži.

Krev byla odebrána z vena saphena a získané sérum 
bylo skladováno v mrazicím pultu při teplotě -20 °C 
až do doby vyšetření.

Sérologické vyšetření

Titr protilátek v sérech byl stanoven virusneutrali- 
začním testem na myších shodným s metodou, kterou

popsal A tanas i u (1973). Séra byla ředěna 5x, 25x, 
125x a 625x. Do reakce bylo použito 20-50 MICLDS() 
viru vztekliny kmene CVS. Titr protilátek byl vypočten 
metodou podle R ее da a Mucnch а (1938).

Čelenžní test

Zátěžová infekce byla provedena u všech vakcino­
vaných lišek (mimo č. 9 - úhyn před infekcí) a všech 
kontrolních nevakcinovaných lišek za jeden rok po 
orální imunizaci proti vzteklině. Čelenžní virus vztek­
liny byl připraven jako 20% suspenze slinné žlázy při­
rozeně infikované lišky obecné z území České republiky 
(příprava v SVÚ Liberec). Virus byl aplikován každé­
mu zvířeti hluboko i. m. do obou žvýkacích svalů (mus­
culus masseter) v dávce 1 ml. Celková čelenžní dávka 
pro lišku byla 10 000 MICLD5() uličního viru vztekli­
ny. Čelenžované lišky byly sledovány po dobu 60 dní.

Průkaz viru

Mozky a slinné žlázy všech lišek, vakcinovaných 
i nevakcinovaných, zařazených do čelenžního testu, 
byly po jejich úhynu či utracení po uplynutí sledovací 
doby vyšetřeny na přítomnost vzteklinového antigenu 
imunofluorescenčním vyšetřením (Dean a A b e I - 
seth, 1973).

Průkaz tetracyklinu

Tetracyklin (průkaz příjmu vakcinační návnady liš­
kou) byl prokazován ve výbrusech kosti dolní čelisti 
fluorescenční metodou (Capt, 1981) u všech lišek za­
řazených do ověřování.

VÝSLEDKY

Titry antirabických protilátek po orální imunizaci 
proti vzteklině jsou u všech lišek uvedeny v lab. I. 
Z tabulky je patrné, že mimo lišku č. 8 došlo u všech 
lišek po pozření vakcinačních návnad к tvorbě speci­
fických virusneutralizačních antirabických protilátek. 
Tyto protilátky byly zjišťovány po celou dobu jedno­
ročního ověřování po příjmu návnad. Po provedené če­
lenži uličním virem vztekliny došlo u všech pokusných 
lišek к vzestupu litru antirabických protilátek.

Výsledky čelenžních testů u všech lišek zařazených 
do ověřování jsou uvedeny v tab. II. V čelenžním po­
kusu došlo к úhynu všech tří nevakcinovaných kontrol­
ních lišek na vzteklinu. Z devíti vakcinovaných lišek 
uhynula na vzteklinu pouze liška č. 8, ostatní vakcino- 
vané lišky byly chráněny před tímto onemocněním 
(89% chráněnost).

Výsledky laboratorního vyšetření jsou uvedeny 
v tab. III. U všech vakcinovaných lišek byl prokázán 
tetracyklin, lišky kontrolní nevakcinované byly na te­
tracyklin negativní. U všech kontrolních nevakcinova­
ných lišek a vakcinované lišky č. 8 bylo prokázáno
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I Stanoveni litru antirabických virusneutralizačních protilátek u vakcinovaných a nevakcinovaných lišek - Determination of the titer 
of virus-neutralizing rabies antibodies in treated and untreated foxes

Orální 
imunizace1

Liška,
Odběry krve/titry protilátek3

0 - iniciální 
(říjen 1993)4

za 3 měsíce 
(leden 1994)5

za 6 měsíců 
(duben 1994)6

za 9 měsíců 
(červenec 1994)7

za 12 měsíců 
(říjen 1994)8

za 2 měsíce po čelenži 
(prosinec 1994)9

1 0 25 25 8 8 35

2 0 87 74 21 20 40

4 0 125 125 85 60 125

5 0 12 9 5 5 9

Říjen 19931" 6 0 25 15 15 10 18

7 0 85 81 61 50 120

8 0 0 0 0 0 úhyn

9 0 90 130 115 úhyn -

10 0 30 30 25 12 22

11 0 40 155 110 85 90

Nevakcinované
12 0 - - - 0 úhyn

kontroly11 13 0 - - - 0 úhyn

14 0 - - - 0 úhyn

* = úhyn před čelenží, vzteklina neprokázána - death before challenge, no rabies proof
** = úhyn po čelenži, vzteklina prokázána - death after challenge, rabies proof

‘oral immunization. "fox no., 3blood samples/antibody titers, 40 - initial (October 1993), 5in 3 months (January 1994), 6in 6 months (April 
1994), ' in 9 months (July 1994). “in 12 months (October 1994), ‘in 2 months after challenge (December 1994), ’’’October 1993, 1 ’untreated 
controls

onemocnění vzteklinou imunofluorescenčním vyšetře­
ním mozků a slinných žláz.

Vyšetření monoklonálnimi protilátkami prokázalo ve 
všech případech vztekliny u lišek uliční virus vztekliny.

DISKUSE

Účinnost orální imunizace lišek proti vzteklině je 
založena na proniknutí vakcinačního viru vztekliny do 
orální dutiny, jeho penetraci přes sliznici dutiny ústní 
do přilehlých tkání s následnou protilátkovou odpovědí 
a vznikem protekční imunity zvířete. Efektivnost této 
metody popsala řada autorů (В a e r aj., 1971; Schnei­
der a Cox, 1983; Wandeler, 1991).

Výsledky našeho pokusu ukázaly dobrou protekční 
účinnost vakcíny s kmenem SAD-Bern, kdy za jeden 
rok po jednorázovém příjmu návnad bylo osm z devíti 
vakcinovaných lišek chráněno proti čelenži uličním vi­
rem vztekliny. Procento chráněnosti lišek v námi pro­
váděném experimentu je vyšší, než udávají autoři ob­
dobných ověřování s jinými vakcinačními kmeny viru 
vztekliny (A r t o i s aj., 1993; Svrček aj., 1995).

Dosažené výsledky potvrzují přímou závislost mezi 
tvorbou specifických virusneutralizačních protilátek 
a protekcí proti vzteklině. Jsou však známy i případy, 
kdy vakcinovaná zvířata bez detekovatelných antirabic­
kých protilátek přestála čelenžní test při současném 
úhynu nevakcinovaných kontrol (B u n n . 1987). Liška 
č. 8 prokazatelně přijala vakcinační návnadu (deformo­
vaný vakcinační blistr, stanovení tetracyklinu v kos­

tech), přesto však u tohoto jedince nedošlo к tvorbě 
specifických virusneutralizačních antirabických proti­
látek a liška uhynula při kontrolní čelenžní zkoušce. 
V tomto případě se může jednat o nedostatečný příjem 
(rozkousání) vlastního vakcinačního blistru a tím sní­
žení efektu orální vakcinace, nebo o zvíře se sníženou 
imunitní schopností. Takové případy v souvislosti 
s onemocněním vakcinovaných zvířat na vzteklinu po­
psali Blancou aj. (1983).

Na účinnost orálních vakcín proti vzteklině z hledi­
ska mechanismu vzniku imunity má největší vliv stu­
peň atenuace a litr (množství) vakcinačního kmene 
vztekliny ve vakcinační dávce. Vzhledem к použití ži­
vých orálních antirabických vakcín pro extrémně vní­
mavý cílový druh zvířat - lišky obecné, musí být ate­
nuace kmene dokonale ověřena a dále kontrolována. 
V průběhu vakcinačních kampaní (jaro 1992 až jaro 
1995) bylo v České republice celkem použito 4 700 000 
vakcinačních návnad s kmenem SAD-Bern. Všechny te­
rénní izoláty případů vztekliny za toto období byly 
identifikovány pomocí monoklonálních protilátek ne­
přímým imunofluorescenčním testem. Výsledky vyšet­
ření prokázaly, že u všech izolátů se jednalo o uliční 
virus evropského typu. V žádném případě se nevyskytl 
případ infekce vakcinačním virem.

Výslednou účinnost vakcíny v terénních podmín­
kách ovlivňuje i řada dalších faktorů. Jde zejména o at­
raktivnost návnad pro lišky obecné a teplotní stabilitu 
vakcinačního viru.

V důsledku orální imunizace došlo v České republi­
ce к výraznému zlepšení nákazové situace. Při zahájení
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III. Výsledky průkazu vzteklinového viru a tetracyklinu u pokusných 
lišek - The results of rabies virus and tetracycline proof in experi­
mental foxes

'fox no . 2vaccinated, 3control, immunofluorescence examination 
for rabies, 5brain, 6salivary gland, 7tetracycline determination

vakcinace v roce 1989 bylo registrováno 1 501 případů 
vztekliny, v roce 1994 to bylo jen 221 případů (snížení 
ohnisek o 85 %) - Mat o uch (1995).

Výsledky dosažené v České republice s orální imu­
nizací lišek proti vzteklině s vakcinačním kmenem 
SAD-Bern svědčí o splnění základních parametrů kla­
dených na tento druh veterinárního imunobiologického 
přípravku.
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THE EFFECT OF SILYMARIN ON CONCENTRATION AND TOTAL 
CONTENT OF NUCLEIC ACIDS IN TISSUES OF CONTINUOUSLY 
IRRADIATED RATS

VPLYV SILYMARINU NA KONCENTRÁCIU A CELKOVÝ OBSAH 
NUKLEOVÝCH KYSELIN V TKANIVÁCH KONTINUÁLNĚ 
OŽAROVANÝCH POTKANOV

H. Háková, E. Mišúrová, K. Kropáčová

P. J. Šafárik University, Faculty of Sciences, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: The effect of the hepatoprotective drug silymarin (Flavobion) on the radiation injury of rats continuously 
irradiated with gamma rays (60Co) was studied. The rats were irradiated during 14 days by the dose rates of 0.2 and 0.6 
Gy/day. In the course of irradiation the animals were treated with silymarin twice daily (70 mg/kg p. o. by tube). Silymarin 
effect was evaluated on the basis of quantitative changes of nucleic acids in the regenerating liver (after 70% hepatectomy), 
spleen, bone marrow and blood. Silymarin administration in the course of continuous gamma irradiation influenced benefi­
cially the radiation-induced changes of DNA and RNA especially in the bone marrow.

silymarin; continuous irradiation; nucleic acids; rat

ABSTRAKT: Sledovali sme účinok hepatoprotektívnej látky silymarinu (Flavobion) na radiačně poškodenie potkanov kon­
tinuálně ožarovaných gama lúčmi (6uCo). Zvieratá boli ožarované počas 14 dní dávkovými príkonmi - 0,2 Gy/deň a 0,6 
Gy/déh. V priebehu ožarovania sme zvieratám podávali silymarin 2x denne v dávke 70 mg/kg p. o. sondou. Účinok silymarinu 
sme hodnotili na základe zmien koncentrácie a celkového obsahu RNA a DNA v regenerujúcej pečeni (po 70% hepatektómii), 
slezino, kostnej dřeni a krvi. Zistili sme. že podávanie silymarinu počas kontinuálneho ožarovania pozitivně ovplyvnilo 
radiáciou vyvolané změny nukleových kyselin najma v kostnej dřeni.

silymarin; kontinuálně ožarovanie; nukleové kyseliny; potkan

INTRODUCTION

For the therapy of the liver diseases, silymarin is 
regarded to be the most frequently used agent. Silyma­
rin represents the complex of flavonoides - silybin. 
silydianin and silychristin isolated from Silybum ma- 
rianum (L.) Gaertn. (W agner et al., 1968). It renders 
the direct protection to hepatocytes due to its influence 
on the cell membranes. Silymarin stabilizes the en­
doplasmic reticulum and other membrane structures of 
the cell by moderating the lipid changes in membranes 
(Seeger, 1971) and decreasing efficiently the mem­
brane permeability. In this way, it prevents the leakage 
of enzymes from the membrane structures (F a s s a t i 
and F a s s a t i . 1973).

It was found that prophylactic as well as therapeutic 
application of silymarin reduced the injury of mito­
chondria, endoplasmic reticulum and other cell struc­
tures being induced in the rat liver by tetrachlor­
methane and flyagaric toxins (Vogel and Temme, 
1969). In addition to the cell membranes, silymarin

influenced the intracellular metabolism, including 
RNA synthesis (Háková and Mišúrová, 1993; 
Sonnenbichler et al.. 1975). Besides the allevia­
tion of changes caused by the chemical noxa, silymarin 
administration also reduced the injury caused by ioniz­
ing radiation. Peroral administration of silymarin to ir­
radiated mice moderated the body weight reduction, 
increased the survival percentage and stimulated the 
recovery of the surviving animals (Flemming, 
1971). Administration of silymarin before irradiation of 
rats influenced the liver regeneration after 70% 
hepatectomy demonstrating the proliferative activity 
increase and DNA and histone change reduction in the 
regenerating liver rest (Háková and Mišúrová, 
1992; Kožurková et al., 1992; Kropáčová and 
Mišúrová, 1992). Silymarin administration 1 h be­
fore single wholebody irradiation also reduced the ra­
diation changes of nucleic acids in the spleen and bone 
marrow (Háková and Mišúrová, 1993).

During the protracted continuous irradiation the 
similar changes arose as after the single one, but the
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course of changes revealed some specific signs. For the 
haemopoietic and other proliferating tissues the initial 
gradual development of the injury and following steady 
state of the values of various parameters were charac­
teristic. The length and the level of the steady state 
were dependent on the dose rate and demonstrated 
a kind of equilibrium between the arising injury and its 
recovery occurring during the continuous irradiation 
(Lamerton, 1966; Praslička and Chlebov- 
s к ý, 1976; M i š ú r o v á et al., 1989). In the slowly 
proliferating liver tissue no steady state occurred as the 
injury accumulated in the course of the continuous or 
fractionated irradiation. The most of the liver injury 
occurred in the latent form and was detectable only 
after the stimulation of cells to division by the partial 
hepatectomy (M i š ú r o v á et al., 1974; Kropáčo- 
vá and Mišúrová, 1994).

In this experiment, we tried to find out whether the 
changes induced by continuous gamma irradiation can 
be alleviated by the treatment with silymarin.

MATERIAL AND METHODS

The white rat males of Wistar strain (SPF) from 
Velaz Prague (Czech Republic), weighing 350-380 g 
were used. The animals were kept within the standard 
conditions, fed the standard laboratory food and tap 
water ad libitum.

The animals were divided into 6 groups with 6-8 ani­
mals in each of them.

The rats of the first (non-radiated) group were given 
silymarin during 14 days. The rats of the second and 
third groups were continuously irradiated by gamma 
rays from 60Co source on the open experimental 
gamma field during 14 days by the daily dose rates of 
0.2 Gy and 0.6 Gy (total dose 2.8 Gy and 8.4 Gy re­
spectively). The rats of the fourth and fifth groups were 
given silymarin in the course of continuous irradiation 
by the same daily dose rates. Together with the experi­
mental animals, the control animals kept within the 
similar conditions were investigated.

Silymarin (Flavobion, Czech Republic) was applied 
twice daily in the suspension form (70 mg/kg p. o. by 
tube).

The rats were continuously irradiated by gamma 
rays from 60Co source on the experimental field.

Immediately after irradiation, all rats underwent 
70% hepatectomy according to Higgins and An­
derson (1931). The rats were investigated at the 
postoperation hour 30, i. e. after the first wave of syn­
chronized DNA synthesis (Carter et al., 1956; В a r - 
bason et al., 1983) induced by the partial hepatecto­
my in the regenerating rest of the liver. Simultaneously 
with the liver the spleen, bone marrow and blood were 
also examined in the same animals.

The concentration and the total content of RNA and 
DNA were determined in the purified alkaline and acid 
hydrolyzates of tissue samples respectively, by spectro­

photometric measurement (Hitashi, Japan) at two wave 
lenghts (Tsanev and Markov, 1960).

Synthesis of DNA in the blood nuclear cells was 
investigated after 4 h incubation (37 °C) in the EPL 
culture medium containing 9 kBq 3H - methylthymid­
ine (the specific activity 729 GBq/mmol) (Institute of 
Nuclear Research. Praha, Czech Republic). The eryth­
rocytes were haemolyzed by the saponine solution in 
the distilled water (1:8 000) at the end of incubation. 
The activity of incorporated 3H was determined in the 
samples of extracted DNA by liquid scintillation 
counter (Rack-Beta 1219, LKB Broma. Sweden).

The results were statistically evaluated by Peritz' F- 
-test (Harper, 1984).

RESULTS

Liver

Silymarin administration induced an increase in con­
centration and total content of RNA and to a less extent 
of DNA in the regenerating rest of the liver (Fig. 1).

The continuous irradiation (0.2 Gy/day. 0.6 Gy/day) 
induced no changes in RNA concentration. However. 
RNA total content was slightly increased due to the 
more intensive enlargement of the mass of the regener­
ating liver rest comparing to non-treated rats (Tab. I). 
DNA concentration in the irradiated animals decreased 
but the total DNA content in the regenerating liver rest 
remained in the control value range.

The beneficial effect of silymarin manifested itself 
after irradiation with both dose rates in the mild, statis­
tically non-significant increase in concentration and 
content of RNA and DNA as compared with the unpro­
tected irradiated animals.

Spleen

In the spleen of non-irradiated rats, silymarin admi­
nistration induced a mild increase in concentration as 
well as total content of both nucleic acids, however, 
only the increase in DNA content was statistically sig­
nificant (Fig. 2).

RNA concentration and content in continuously ir­
radiated animals decreased very deeply, especially in 
the group of rats irradiated with the higher daily dose 
rate (0.6 Gy), where the RNA total content decreased 
to 36% of control values. Quantitative changes of DNA 
were less profound as compared with those of RNA.

Silymarin administration to the rats irradiated with 
both dose rates resulted in the moderation of nucleic 
acid post-irradiation loss in the spleen.

Bone marrow

In the bone marrow of unirradiated rats, silymarin ad­
ministration caused an increase of RNA and DNA con­
centration and total content by more than 40% (Fig. 3).
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LIVER

I. Ihe concentration and total content of RNA and DNA in the regenerating liver of rats after application of silymarin and continuous 
gamma irradiation (in percentage of control values):
C = 6.61 1 ± 0.674 mg RNA/g
C = 0.653 ± 0.073 mg DNA/g

Explanatory notes for Figs. I to 4:
C = control
I 0.2 = continuous irradiation 0.2 Gy/d
I 0.6 = continuous irradiation 0.6 Gy/d
x = P < 0.05
xx = P < 0.01 as compared with control

C = 33.452 ± 4.401 mg RNA/org
C = 3.304 ± 0.413 mg DNA/org

S = silymarin 70 mg/kg b.w. (daily twice)
1 0.2 + S = continuous irradiation 0.2 Gy/d + silymarin 70 mg/kg b.w. (daily twice)
1 0.6 + S = continuous irradiation 0.6 Gy/d + silymarin 70 mg/kg b.w. (daily twice) 
о = P < 0.05
oo = P < 0.01 as compared with unprotected irradiated animals

I Weight of the regenerating liver and femoral bone marrow of rats after application of silymarin and continuous irradiation (mean ± SEM)

Groups Regenerating liver (mg) Bone marrow (mg)

C 5 060 ± 450 42.4 ± 3.5

S 4 920 ± 190 43.6 ± 2.8

I 0.2 Gy 5 920 ± 290 34.8 ± 2.5X

I 0.2 Gy + S 5 280 ± 240 40.7 ± 3.2

I 0.6 Gy 5 960 ± 180х 34.7 ± 4.5х

I 0.6 Gy + S 5 540 ± 180 39.7 ± 3.2

Explanatory notes:
C = control
S = silymarin 70 mg/kg b.w. (daily twice)
I 0.2 = continuous irradiation 0.2 Gy/d
I 0.2 + S = continuous irradiation 0.2 Gy/d + silymarin 70 mg/kg b.w. (daily twice)
I 0.6 = continuous irradiation 0.6 Gy/d
I 0.6 + S = continuous irradiation 0.6 Gy/d + silymarin 70 mg/kg b.w. (daily twice) 
x = P < 0.05 as compared with control
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SPLEEN

2. The concentration and total content of RNA 
irradiation (in percentage of control values):
C = 12.079 ± 0.283 mg RNA/g
C = 4.373 ± 0.356 mg DNA/g

and DNA in the spleen of rats after application of silymarin and continuous gamma

C = 7.363 ± 0.521 mg RNA/org
C = 2.666 ± 0.116 mgDNA/org

For details see Fig. I

The effect of continuous irradiation with the both 
dose rates was demonstrated by the decrease in the 
femur bone marrow mass (expressed as a difference 
between the weight of femur diaphysis before and after 
expiration of the bone marrow) - Tab. I. The decrease 
in the bone marrow mass resulted in the consequent 
moderate decrease in the total content of the both nu­
cleic acids.

Administration of silymarin in the course of con­
tinuous irradiation caused the increase in RNA and 
especially DNA concentration and total content which 
was statistically significant in comparison to the non- 
-protected rats even after irradiation with the higher 
dose rate.

Blood

Silymarin administration did not influence the nu­
cleic acids in the blood of non-irradiated rats (Fig. 4).

The continuous irradiation induced a decrease in 
DNA concentration and an increase in DNA specific

activity. After treatment with silymarin, the concentra­
tion of nucleic acids and specific activity of DNA in 
the rats irradiated with the dose rate of 0.6 Gy/day were 
higher than in non-protected ones.

DISCUSSION

Our results demonstrated the stimulating effect of 
silymarin on the bone marrow; the effect on other tis­
sues including liver was less expressed. The beneficial 
effect of this hepatoprotective drug on the non-target 
haemopoietic tissues was also found in previous experi­
ments on animals (Háková and M i š ú r o v á , 1992. 
1993) and in patients treated with silymarin (Holz­
g a r t n e r, 1970).

Silymarin effect was demonstrated by the increase 
in concentration and total content of nucleic acids in 
the organs of the irradiated and non-irradiated animals. 
We believe that the silymarin effect in the irradiated 
animals was mainly through its antioxidative capability.
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BONE

%

3. The concentration and total content of RNA and DNA
irradiation (in percentage of control values):

in the bone marrow of rats after application of silymarin and continuous gamma

C = 9.691 ± 1.238 mg RNA/g
C = 2.950 ± 0.363 mg DNA/g

C = 0.411 + 0.061 mg RNA/org
C = 0.125 ± 0.016 mg DNA/org

For details see Fig. I

Free radicals, especially peroxiradicals arising in the 
course of irradiation, can affect the cells by interaction 
with the fundamental biological targets such as mem­
brane proteins, lipids and nucleic acids. Flavonoids in­
cluding silymarin can influence oxidative processes by 
means of metal ion chelatization or by oxigen radical 
scavenge (Bors et al., 1992). In this way they can 
prevent the changes in the membrane structures and 
functions being the prerequisite to secure the normal 
metabolism and special organ activities. The antioxi­
dant effect of silymarin is confirmed indirectly also by 
the fact that the radiation injury alleviation occurred in 
the tissues with different proliferative activity.

We suppose, however, that the effect would be less 
expressed if silymarin acts only as a scavenger of radi­
cals. The increase in the content of nucleic acids after 
silymarin administration to unirradiated animals as well 
as to continuously irradiated animals suggests that the 
silymarin intervenes also in the cell metabolism in its 
central part.

The RNA changes in the spleen and partially also in 
the bone marrow of the irradiated animals (both sily­
marin protected and unprotected) were more profound 
as compared with the DNA changes. We believe this 
finding is due to the RNA loss resulting from the re­
lease of the immature forms of erythrocytes into the 
blood stream. Hematological, histological and bio­
chemical examinations of the blood and blood forming 
tissue of the single irradiated animals (Praslička 
and Chlebovský, 1976; Macková and Mi su­
rová, 1987; Kaczmarek, 1988) revealed that the 
premature release of the reticulocytes in the earlier 
stage and with the higher RNA content into the blood 
signalized the initiation of the regeneration of 
haemopoiesis. The release of the less mature blood ele­
ments with the higher RNA content into the circulation 
in our experiments is confirmed indirectly by the rela­
tively higher RNA concentration as compared with 
DNA concentration in the blood of the irradiated and 
by silymarin protected or unprotected animals.
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BLOOD

4. The concentration of RNA and DNA and specific activity of 
DNA in the blood of rats after application of silymarin and con­
tinuous gamma irradiation (in percentage of control values):
C = 0.211 ± 0.034 mg RNA/ml
C = 0.057 ±0.012 mg DNA/ml
C = 1895 ± 361 (.10’0 DPM/mg DNA

For details see Fig. 1
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VARIATION IN TITRATABLE ACIDITY OF YOGHURT CULTURE
AFTER NANO3 AND NANO2 ADDITION

ZMĚNA TITRAČNEJ KYSLOSTI JOGURTOVÉ! KULTÜRY PRÍDAVKOM 
NANO3 A NANO2

M. Baranová1, O. Burdová1, P. Mala1, P. Turek1, I. Žežula2

1 University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic
"P. J. Šafárik University, Faculty of Sciences, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: The objective of our work was to determine variations in titratable acidity of yoghurt culture RX after NaNO3 
and NaNO2 addition to inoculated milk as well as to determine the content of sodium nitrate and sodium nitrite residues in 
the test samples of inoculated milk after thermostat incubation (13 °C/3.5 h) and after refrigerator storage (6 °C and 24 h). 
Restituted milk prepared from Sunar (baby milk powder) and whole milk were used to determine the variations in titratable 
acidity of yoghurt culture RX due to nitrate and nitrite addition. After thermal treatment (45 min at a temperature of 95 °C 
and cooling down to 43 °C) the milk was inoculated with 2% yoghurt culture RX and sodium nitrate or sodium nitrite was 
added to the inoculated milk to establish terminal concentrations 100; 50; 15; 10 and 5 mg NaNO3/l and 50; 10; 5; 1 and 
0.5 mg NaNO2/l. One sample without nitrate or nitrite addition was control. After stirring, the samples were poured by 
50 ml to yoghurt pots and incubated in a thermostat at a temperature of 43 °C for 3.5 hours. Titratable acidity of yoghurt culture 
and nitrate and nitrite residues were determined in samples taken from each concentration of sodium nitrate and sodium nitrite 
addition to inoculated milk and from control after incubation termination. Identical determinations were done after 6 and 
24 hour storage in refrigerator at a temperature of 6 °C. Fig. 1 shows the variations in titratable acidity of yoghurt culture 
RX due to sodium nitrate addition. A minute decrease in yoghurt culture titratable acidity was determined after addition of 
100 and 50 mg NaNO3/l to milk inoculated with yoghurt culture RX. On the other hand, the additions of 15; 10 and 5 mg 
NaNO3/l slightly increased yoghurt culture titratable acidity. The titratable acidity of yoghurt culture with addition of 15; 10 
and 5 mg NaNO3/l gradually increased by 2.20; 3.88 and 4.64% after incubation termination in comparison with the titratable 
acidity of yoghurt culture without any addition of sodium nitrate. A decrease in the content of sodium nitrate residues was 
observed in all samples of milk inoculated with yoghurt culture with sodium nitrate addition (Fig 2). It was most marked in 
samples with addition of 100 mg NaNO3/l, where after 3.5 hour incubation in a thermostat at a temperature of 43 °C the 
content of 52.6 g NaNO3/kg was found out only. The content of sodium nitrate residues after 24 h storage in a refrigerator 
decreased to 15.23 mg NaNO3/kg. A decrease in yoghurt culture titratable acidity after incubation and storage termination 
was recorded in samples with additions of 50; 10; 5 and 1 mg NaNO2/l in comparison with yoghurt culture titratable acidity 
without any sodium nitrite addition. Addition of 50 mg NaNO2/l in samples of inoculated milk resulted in 26.46% inhibition 
of yoghurt culture titratable acidity, but the addition of 0.5 mg NaNO2/l led to a decrease in yoghurt culture titratable acidity 
by 3.26 °SH on average (Fig. 3). Fig. 4 shows the content of residual sodium nitrite in the examined milk samples inoculated 
with yoghurt culture RX in relation to NaNO2 addition after termination of incubation, 6 and 24 hour storage. Similarly like 
in milk samples inoculated with yoghurt culture with NaNO3 addition, the largest drop of residual nitrite content was recorded 
in samples with the highest concentration of NaNO2/l addition.

yoghurt culture; fermented milk products; fermentation activity of milk; titratable acidity; milk; nitrates; nitrites

ABSTRAKT: Ciefom našej práce bolo stanovit' změny titračnej kyslosti jogurtovej kultúry RX prídavkom NaNO3 a NaNO2 
do inokulovaného mlieka, ako aj stanovit’ obsah reziduí dusičnanu a dusitanu sodného v sledovaných vzorkách inokulovaného 
mlieka po inkubácii v termostate (43 °C/3,5 h) a skladovaní v chladničke (6 °C/6 a 24 h). Na zisťovanie zmien titračnej 
kyslosti jogurtovej kultúry RX prídavkom dusičnanov a dusitanov sme použili obnovené mlieko připravené zo Sunaru ako 
mlieko plnotučné. Po tepelnom ošetření (45 min pri teplote 95 °C a ochladem' na 43 °C) sme mlieko inokulovali 2 % 
jogurtovej kultúry RX а к jednotlivým vzorkám inokulovaného mlieka sme přidali dusičnan alebo dusitan sodný tak, aby 
výsledné koncentrácie boli 100, 50, 15, 10 a 5 mg NaNO3/l a 50, 10, 5, 1 a 0,5 mg NaNO2/L Jedna vzorka bez přídavku 
dusičnanu alebo dusitanu sodného slúžila ako kontrola. Po premiešaní, sme vzorky rozliali po 50 ml do jogurtových kelímkov 
a inkubovali v termostate pri teplote 43 °C 3,5 hodiny. Po ukončení inkubácie sme vo vzorkách z každej koncentrácie 
přídavku dusičnanu a dusitanu sodného do inokulovaného mlieka a kontroly stanovili titračnú kyslosť jogurtovej kultúry 
a reziduá dusičnanov a dusitanov. Rovnaké stanovenia sme previedli aj po 6 a 24 h skladovania v chladničke pri teplote 6 °C. 
Změny titračnej kyslosti jogurtovej kultúry RX prídavkom dusičnanu sodného znázorňuje obr. 1. Po přidaní 100 a 50 mg
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NaNO3/l к mlieku inokulovanému jogurtovou kultúrou RX sme zaznamenali nevýrazný pokles titračnej kyslosti jogurtovej 
kultúry. Pridavok 15, 10 a 5 mg NaNO3/l však naopak sposobil mierne zvýšenie titračnej kyslosti jogurtovej kultury. Titračná 
kyslosť jogurtovej kultúry s prídavkom 15. 10 a 5 mgNaNO3/l po ukončeni inkubácie sa zvýšila postupné o 2.20; 3,88 
a 4,64 % oproti titračnej kyslosti jogurtovej kultúry bez přídavku dusičnanu sodného.Vo všetkých vzorkách mlieka inokulo- 
vaného jogurtovou kultúrou s prídavkom dusičnanu sodného sme po ukončení inkubácie a skladovania pozorovali pokles 
obsahu rezidui dusičnanu sodného (obr. 2). Najvýraznejšie sa to prejavilo vo vzorkách s prídavkom 100 mg NaNO3/l, kde 
po 3,5-hodinovej inkubácii v termostate pri teplote 43 °C sme stanovili len 52,6 g NaNO3/kg. Obsah rezidui dusičnanu 
sodného po 24 h skladovania v chladničke klesol na 15,23 mg NaNO3/kg. Pokles titračnej kyslosti jogurtovej kultúry po 
ukončení inkubácie a skladovania sme zaznamenali vo vzorkách s prídavkom 50, 10, 5 a 1 mgNaNO2/l oproti titračnej 
kyslosti jogurtovej kultúry bez přídavku dusitanu sodného.Pridavok 50 mgNaNO2/l vo vzorkách inokulovaného mlieka 
znamenal 26,46% inhibiciu titračnej kyslosti jogurtovej kultúry ale pridavok 0,5 mg NaNOVI už sposobil zvýšenie titračnej 
kyslosti jogurtovej kultúry priemerne o 3,26° SH (obr. 3). Reziduálny dusitan sodný v sledovaných vzorkách mlieka inoku­
lovaného jogurtovou kultúrou RX v závislosti na přídavku NaNO, po ukončeni inkubácie. 6- a 24-hodinovom skladovaní 
znázorňuje obr. 4. Rovnako ako vo vzorkách mlieka inokulovaného jogurtovou kultúrou s prídavkom NaNO3 aj v tomto 
případe sme najvyšši pokles v obsahu reziduálneho dusitanu zaznamenali vo vzorkách s najvyššou koncentráciou přidaného 
NaNO2/l.

jogurtová kultura; fermentované mliečne výrobky; kysacia aktivita; titračná kyslosť; mlieko; dusičnany; dusitany

ÚVOD

Kyslomliečne výrobky majú významný dieteticko- 
fyziologický vplyv na zdravic člověka a z toho dóvodu 
majú i svoje nezastupitelné miesto vo výživě. Zo zdra- 
votného hladiskaxbaktérie mliečneho kysnutia priazni- 
vo podporujú trávenie, majú vysoký retenčný koefi­
cient voči mnohým živinám a majú dieteticko-liečebné 
účinky.

Výroba fermentovaných mliečnych výrobkov je 
však z hl'adiska požiadaviek na kvalitu suroviny jednou 
z najnáročnejších potravinářských technologií, lebo je 
založená na biologickom procese, ktorý sa móže usku- 
točniť len v štandardných podmienkach.

V charakteristike kvalitatívnych ukazovatelov mlie­
ka ako suroviny na výrobu mliečnych výrobkov prio­
ritně postavenie zaujímajú senzorická kvalita, obsah zá­
kladných zložiek a kysacia schopnost' mlieka, ktoré 
navzájem úzko súvisia a vzájomne sa ovplyvňujú (H e - 
rian, 1990; Larsen, 1990).

Všetky základné technologické vlastnosti mlieka - 
titračná kyslosť, kysacia aktivita, syritelnosť, termosta- 
bilita, ale i ďalšie sú polyfaktoriálne vlastnosti, ktoré 
móžu byť ovplyvnené radom faktorov súvisiacich aj 
s metabolizmom, teda aj s výživou dojnic (Števon- 
k o v á a S e d 1 i а к , 1993).

Pre výrobu mliekárenských výrobkov, ktorých tech- 
nológia spracovania mlieka závisí na výbornom raste 
a aktivitě mliekárenských kultúr, sa ako kritérium tech- 
nologickej vhodnosti mlieka sleduje jeho kysacia 
schopnost' (Genčúrová a i., 1992; Hanuš a i., 
1993).

Hlavnou příčinou zhoršenia kysacej schopnosti mlie­
ka je přítomnost’ cudzorodých inhibičných látok, ktoré 
brzdia alebo úplné zastavujú rast mikroorganizmov. Ne­
vyhnutnou požiadavkou je, aby mlieko neobsahovalo 
antibiotiká a chemické reziduá, látky ako sú sulfonami­
dy, nitrofurany, kvartérne amónne soli a to dokonca 
i v extrémně nízkých koncentráciách, pretože tieto lát­

ky inhibujú pomnoženie baktérií (Gajdů šek a i.. 
1988; Her i an, 1990). Nedosiahnu sa technologicky- 
žiadúce parametre ani organoleptické vlastnosti mlieč­
neho výrobku (titračná kyslosť. konzistencia, chuť 
a aroma). Z celkového počtu cudzorodých látok v mlie­
ku zasluhujú v tejto súvislosti pozornost' aj dusičnany, 
dusitany a niektoré ďalšie nebielkovinné formy dusíka, 
vzhl'adom na ich rozšírenie v životnom prostředí 
(Cvak a i., 1990).

Podhorský (1984) vo svojej práci uvádza. že 
mnoho porúch vo výrobě kysaných mliečnych výroh- 
kov je sposobených zvýšeným obsahom dusičnanov vo 
výživě dojnic a ich následnom výskyte v mlieku.

Tiež Kuhnert a Fuchs (1983), Gajdůšek 
a i. (1988) a Geissler a i. (1991) naznačujú mož­
nost' inhibičného účinku čistých mliekárenských kultúr 
dusičnanmi, ktoré sa objavujú v mlieku v případe zvý­
šeného obsahu dusičnanov v krmivé a napájacej vodě 
alebo sa dostávajú do mlieka z výplachových vod. Brz­
dia rast čistých mliekárenských kultúr a móžu nepriaz- 
nivo ovplyvniť kvalitu a hygienickú nezávadnost' finál- 
nych výrobkov.

Cielom našej práce boló stanovit' změny titračnej 
kyslosti jogurtovej kultúry RX prídavkom NaNO3 
a NaNO2 do inokulovaného mlieka. ako aj stanovit' ob­
sah reziduí dusičnanu a dusitanu sodného v sledova­
ných vzorkách inokulovaného mlieka po inkubácii 
v termostate (43 °C/ 3,5 h) a skladovaní v chladničke 
(6 °C/6 a 24 h).

MATERIÁL A METODY

Na zisťovanie zmien titračnej kyslosti jogurtovej 
kultúry RX prídavkom dusičnanov a dusitanov sme po­
užili obnovené mlieko připravené zo Sunaru ako mlie­
ko plnotučné. Po tepelnom ošetření - 45 min pri teplote 
95 °C a ochladení na 43 °C sme mlieko inokulovali 
2 % jogurtovej kultúry RX a rozliali ako jedenlitrové
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vzorky do sterilných odmerných nádob. К jednotlivým 
vzorkám inokulovaného mlieka sme přidali dusičnan 
alebo dusitan sodný tak, aby výsledné koncentrácie boli 
100. 50. 15. 10 a 5 mg NaNO3/l a 50, 10. 5. 1 a 0,5 mg 
NaNO2/l. Jedna vzorka bez přídavku dusičnanu alebo 
dusitanu sodného slúžila ako kontrola. Po premiešaní 
sme vzorky rozliali po 50 ml do jogurtových kelímkov 
a inkubovali v termostate pri teplote 43 °C 3,5 hodiny.

Po ukončení inkubácie sme vo vzorkách z každej 
koncentrácie přídavku dusičnanu a dusitanu sodného 
do inokulovaného mlieka a kontroly stanovili titračnú 
kyslosť jogurtovej kultúry a reziduá dusičnanov a dusi- 
tanov.

Rovnaké stanovenia sme previedli aj po 6 a 24 h 
skladovania v chladničku pri teplote 6 °C.

Titračnú kyslosť jogurtovej kultúry sme stanovili 
metodou podia Soxhlet-Henkela a vyjádřili v °SH.

Reziduá dusičnanov a dusitanov vo vzorkách mlieka 
inokulovaného jogurtovou kultúrou RX sme stanovili 
modifikovanou IDF a ISO metodou pre mlieko a mliečne 
výrobky (C vak a i.. 1985).

Výsledky boli spracované metodou analýzy rozptylu 
a regresnou analýzou pomocou programového systému 
Prophet firmy BBN.

VÝSLEDKY

Změny titračnej kyslosti jogurtovej kultúry RX prí­
davkom dusičnanu sodného znázorňuje obr. I. Po při­
daní 100 a 50 mg NaNO3/l к mlieku inokulovanému 
jogurtovou kultúrou RX sme zaznamenali nevýrazný 
pokles titračnej kyslosti jogurtovej kultúry. V porovna­
ní s titračnou kyslosťou vzoriek bez přídavku dusična­
nu alebo dusitanu sodného, najvačšie zníženie titračnej 
kyslosti jogurtovej kultúry sme zaznamenali vo vzor­
kách s prídavkom 100 mg NaNO3/l po 24 h skladova­
nia v chladničko pri 6 °C. Priemerná hodnota titračnej 
kyslosti šiestich vyšetřených vzoriek s prídavkom

100 mg NaNO3/l bola 37,30 °SH, čo představuje 
4,36% zníženie oproti priemernej hodnotě titračnej 
kyslosti vzoriek bez přídavku dusičnanu sodného, ktorá 
holá 39 °SH.

Prídavok 15, 10 a 5 mg NaNO3/l však naopak 
sposobil mierne zvýšenie titračnej kyslosti jogurtovej 
kultúry. Titračná kyslosť jogurtovej kultúry s prídav­
kom 15. 10 a 5 mg NaNO3/l po ukončení inkubácie sa 
zvýšila postupné o 2,20; 3,88 a 4.64 % oproti titračnej 
kyslosti jogurtovej kultúry bez přídavku dusičnanu sod­
ného. Najvačšie zvýšenie titračnej kyslosti sme zistili 
vo vzorkách s prídavkom 5 mg NaNO3/l inokulovaného 
mlieka. Po 6 h skladovania v chladničke rozdiel v tit­
račnej kyslosti jogurtovej kultúry s prídavkom 5 mg 
NaN03/l a bez přídavku dusičnanu dosiahol maxi­
mum - 5,04 %. Priemerná hodnota titračnej kyslosti 
bola v tomto případe 38,76 °SH. Po 24 h skladovania 
tento rozdiel sa znížil na 3,58 %. Vplyv prídavkov a ča­
su bol posúdený pomocou modelu dvojitého triedenia, 
pričom sa zohladnilo, že merania v různých časoch sa 
uskutočnili na rovnakých subjektoch. Vplyv prídavkov, 
času i ich interakcie boli vysoko významné (p < 0,0001), 
pričom sa ukazovala přibližné lineárna závislost' kys­
losti na čase. Preto sme ďalej robili analýzu kovariancie, 
kde regresnou premennou bol čas. Závislosti kyslosti na 
čase pre rožne hodnoty přídavku dusičnanov boli rov­
noběžné priamky (p = 0,533), a tak můžeme hovořit' 
o ich účinkoch nezávisle od času. Pri hodnotách 15. 10 
a 5 mg NaN03/l bola kyslosť vyššia ako pri kontrole, 
pričom rozdiel medzi účinkom 10 a 15 mg nebol Sta­
tisticky významný; pri hodnotách 100 a 50 mg NaNO3/l 
bola kyslosť nižšia ako pri kontrole, pričom rozdiel me­
dzi ich účinkom tiež nebol Statisticky významný. Roz- 
diely oproti kontrole boli statisticky významné (spoloč- 
ná hladina všetkých porovnaní medzi skupinami bola 
p = 0.05).

Vo všetkých vzorkách mlieka inokulovaného jogur­
tovou kultúrou s prídavkom dusičnanu sodného sme po 
ukončení inkubácie a skladovania pozorovali pokles

1. Změny titračnej kyslosti jogur­
tovej kultúry RX prídavkom 
dusičnanu sodného - Variations in 
titratable acidity of yoghurt culture 
RX after sodium nitrate addition

Vysvětlivky к obr. 1 až 4 - Explana­
tory notes to Figs. 1 to 4:
(53 - inkubácia 3,5 h/43 °C - incu­

bation 3.5 h/43 °C
I I - skladovanie 6 h/6 °C - storage 

6 h/6 °C
^^ ■ skladovanie 24 h/6 °C - stor­

age 24 h/6 °C
kontrola - control
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2. Rezidua dusičnanu sodného v sle­
dovaných vzorkách mlieka inoku- 
lovaných jogurtovou kultúrou RX - 
Sodium nitrate residues in the exam­
ined samples of milk inoculated 
with yoghurt culture RX

m
g/

kg
 

m
g/

kg

3. Změny titračnej kyslosti jogur- 
tovej kultury RX pridavkom dusi­
tanu sodného - Variations in titrat­
able acidity of yoghurt culture RX 
after sodium nitrite addition

4. Rezidua dusitanu sodného v sle­
dovaných vzorkách mlieka inoku- 
lovaných jogurtovou kultúrou RX - 
Sodium nitrite residues in the exam­
ined samples of milk inoculated 
with yoghurt culture RX
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obsahu reziduí dusičnanu sodného (ohr. 2). Najvýraz- 
nejšic sa to prejavilo vo vzorkách s přídavkem 100 mg 
NaNO3/l kde po 3,5-hodinovej inkubácii v termostate 
pri teplotě 43 °C sme stanovili len 52,6 mg NaNO3/kg. 
Obsah reziduí dusičnanu sodného po 6 h skladovania 
v chladničko klesol na 31,39 mg NaNO3/kg a po 24 h 
sme vo vzorkách stanovili 15,23 mg NaNO3/kg.

Po 24 h skladovania obsah reziduí dusičnanu sodné­
ho u všetkých ostatných vzortek mlieka inokulovaného 
jogurtovou kultúrou bol nižší ako 15 mg NaNO3/kg. 
Hodnoty reziduálneho dusitanu v sledovaných vzor­
kách sa pohybovali do 0,3 mg NaNOVkg. Najlepším 
modelom závislosti reziduí dusičnanov na počiatočnom 
přídavku vzhladom к obmedzenému počtu pozorovaní 
sa ukázala byť priamka prechádzajúca počiatkom so 
smernicou b = 0.154. Koeficient determinácie bol 
95,3 %, čo je hodnota vysoko významná (p < 0,0001), 
svedčiaca o dobrej kvalitě modelu.

Pokles titračnej kyslosti jogurtovej kultúry po ukon­
čení inkubácie a skladovania sme zaznamenali vo vzor­
kách s přídavkem 50, 10, 5 a 1 mg NaNO2/l oproti 
titračnej kyslosti jogurtovej kultúry bez přídavku dusi­
tanu sodného (obr. 3). Najváčšie zníženie titračnej kys­
losti jogurtovej kultúry sme zistili vo vzorkách inoku­
lovaného mlieka s přídavkem 50 mg NaNOVl. 
Priemerná hodnota titračnej kyslosti po 3,5-hodinovej 
inkubácii v termostate pri teplotě 43 °C v tomto přípa­
de bolu 25,74 °SH. čo znamenalo 26,46% inhibíciu 
titračnej kyslosti jogurtovej kultúry. Rozdiel v titračnej 
kyslosti vzoriek s přídavkem dusitanu sodného a kon­
troly klesal so znižovaním přídavku dusitanu sodného. 
Přídavek I mg NaNOVl к inokulovanému mlieku 
spósobil len 1.1% inhibíciu jogurtovej kultúry a přída­
vek 0,5 mg NaNOVl už sposobil zvýšenie titračnej kys­
losti jogurtovej kultúry priemerne o 3,26 °SH. Priemer­
ná hodnota titračnej kyslosti šiestich vyšetřených 
vzoriek s přídavkem 0,5 mg NaNOVl po ukončení in- 
kubáce bola 38,26 °SH. Priemerná hodnota titračnej 
kyslosti jogurtovej kultúry bez přídavku dusitanu po 
ukončení inkubácie bola 35 °SH. Použité statistické 
metody boli rovnaké ako v případe dusičnanov. Vplyv 
prídavkov, času i ich interakcie boli takisto vysoko vý­
znamné (p < 0,0001), pričom aj tu bola závislost' kys­
losti na čase přibližné lineárna. Pri analýze kovariancie 
závislosti kyslosti na čase pre rózne hodnoty přídavku 
dusitanov boli opat' rovnoběžné priamky (p = 0,521), 
preto aj tu móžeme hovořit' o ich účinkoch nezávisle od 
času. Pri hodnotě 0.5 mg NaNOVl bola kyslosť vyššia 
ako pri kontrole a při hodnotách 50, 10 a 5 mg NaNOVl 
bola kyslosť nižšia ako pri kontrole, pričom rozdiel me- 
dzi kontrolou a prídavkom I mg NaNOVl nebol statis­
ticky významný. Ostatné rozdiely boli Statisticky vý­
znamné, pričom výrazné najvačší pokles kyslosti bol 
pri přídavku 50 mg NaNOVl (spoločná hladina všet­
kých porovnaní bola p = 0,05).

Reziduálny dusitan sodný v sledovaných vzorkách 
mlieka inokulovaného jogurtovou kultúrou RX v zá­
vislosti na přídavku NaN02 po ukončení inkubácie, 
6- a 24-hodinovom skladovaní znázorňuje obr. 4. Rov-

nako ako vo vzorkách mlieka inokulovaného jogurto­
vou kultúrou s prídavkom NaNO3 aj v tomto případe 
sme najvyšší pokles v obsahu reziduálneho dusitanu 
zaznamenali vo vzorkách s najvyššou koncentráciou 
přidaného NaNO2/l. Reziduálny dusitan však aj po 24- 
-hodinovom skladovaní v chladničke pri teplete 6 °C 
okrem vzoriek s prídavkom 0,5 NaNOVl bol nad povo­
lenou hladinou 0,1 mg. NaNOVkg. Regresný model 
v tomto případe mal smernicu priamky b = 0,453. Koe­
ficient determinácie bol 97,7 %, čo je takisto hodnota 
vysoko významná (p < 0.0001).

DISKUSIA

Dnes je najpopulárnejšim fermentovaným mliečnym 
výrobkom jogurt. Vyrába sa takmer na celom svete a sú 
známe rožne miestne druhy pod rozličnými názvami 
(Herian, 1990; Larsen. 1990). Vo všetkých fer- 
mentovaných mliečnych výrobkoch je přítomná kyseli­
na mliečna a je to právě ona, ktorá dává týmto výrob­
kom osviežujúcu chuť a dobrú trvanlivost'. Za mliečne 
kvasenie v jogurte zodpovedajú dva druhy mikroorga- 
nizmov: Lactobacilluss delbrueckii subsp. Bulgariens 
a Streptococcus thermophillus. Mlieko představuje fer- 
mentačné médium, ktoré obsahuje všetky rastové fak­
tory potřebné pre baktérie mliečncho kvasenia.

Prvou požiadavkou, ktorá musí byť splněná pri vý­
robě kvalitného finálneho fermentovaného výrobku, 
okrem použitia aktívnych kultúrnych baktérií, je použi- 
tie mlieka vysokej kvality (Havlová a Cvak, 
1990; Hylmar, 1992). Vhodnost' mlieka pre výrobu 
kysaných mliečnych výrobkov umožňuje posúdiť sta- 
novenie kysacej schopnosti mlieka (Genčúrová 
a i., 1992; Hanuš a i., 1993).

Podia STN 57 0529 Surové kravské mlieko na mlie- 
kárenské ošetrenie a spracovanie, schopnost' kysnutia 
jogurtovou kultúrou vyjádřená metodou Soxhlet-Hen- 
kela musí byť najmenej 25 °SH. To znamená, že mlieko 
musí vytvárať vhodné prostredie pre rast přidaných 
mikroorganizmov. V mlieku teda nesmú byť přítomné 
žiadne prirodzené inhibičné alebo cudzorodé látky, kto­
ré brzdia, alebo úplné zastavujú rast mikroorganizmov.

Gajdůšek a i. (1988), Podhorský (1988), 
Cvak a i. (1990) a další uvádzajú ako inhibičné látky, 
ktoré móžu byť příčinou zhoršeného kysnutia mlieka aj 
dusičnany a dusitany, ktoré sa dostávajú do mlieka ná- 
sledkom zvýšeného obsahu dusičnanov vo výživě doj­
nic.

Podhorský (1984) uvádza, že dusičnany v mlie­
ku v koncentrácii 5 až 10 mg/1 znižujú kysaciu schop­
nost'jogurtovej kultúry o 15 až 20 %, koncentrácie 20 
až 30 mg/1 potláčajú túto kultúru až o 50 %.

V našej práci pri sledovaní vplyvu dusičnanov a du­
sitanov na změny titračnej kyslosti jogurtovej kultúry 
RX sme zistili nevýraznú inhibíciu titračnej kyslosti 
jogurtovej kultúry po přídavku dusičnanu sodného 
v koncentráciách 100 a 50 mg NaN03/l (obr. I). Pri 
nižších koncentráciách přidaného dusičnanu sodného
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к mlieku inokulovanému jogurtovou kultúrou RX na­
stalo postupné zvýšenie titračnej kyslosti jogurtovej 
kultury o 2,20; 3,88 a 4,64 %.

Klupsch (1988) vo svojej práci poukazuje na to, 
že metabolizmus termofilných baktérii mliečneho kys- 
nutia Lactobacillus bulgaricus a Streptococcus ther- 
mophillus pósobí navzájom synergicky. Integrácia me- 
tabolizmu sa prejavuje v tom, ako sa každý druh 
využívá a akým sposobom prebieha ich pomnožovanie 
v zmesnej kultúre. Bolo dokázané, že posobenie lacto- 
bacilov štiepením bielkovín proteázami v bunečnej ste­
ne stimuluje streptokoka a dodává mu tak peptidy 
a aminokyseliny len čo sa vyčerpá v mlieku nebielko- 
vinná dusíkatá frakcia. Bolo tiež dokázané, že Strepto­
coccus thermophillus móže povzbudzovať Lactobacil­
lus bulgaricus к tvorbě kyseliny mravčej v mlieku. 
Podobné aj Hanuš a i. (1993) pri sledovaní vzťahov 
medzi kysacou schopnosťou bazénového kravského 
mlieka, jeho zložením a obsahom niektorých metaboli- 
tov hodnotil vzťah „jogurtový test к obsahu dusična­
nov“ ako nevýznamný (p < 0,05). Pokles obsahu dusič­
nanu sodného vo vzorkách po ukončení inhibície 
a skladovania v porovnaní s východzím obsahom. ako 
aj nízký obsah reziduálneho dusitanu v týchto vzorkách 
možno spájať s mikrobiálnou redukciou.

Stein ka a Przybylowski (1993) pri sledo­
vaní zmien v obsahu dusičnanov v jogurte a kefíre po- 
ukazujú na možnost' metabolizovania NOX látok pří­
slušným lactobacilom. Prídavok dusitanov к mlieku 
inokulovanému jogurtovou kultúrou v našom pokuse 
zapříčinil pokles titračnej kyslosti jogurtovej kultury 
v závislosti od zvyšujúcej sa koncentrácie přídavku 
NaNO2/l, avšak aj tu došlo к výraznému poklesu rezi­
duálneho dusitanu pósobením mikroorganizmov. 
M I o d e с к i (1984) zistil, že dochádza v procese mi- 
krobiologickej redukcie dusičnanov aj к javu amonifi- 
kácie v ktorom baktérie využívajú zredukované dusita­
ny ako zdroj dusíka. V případe nepřítomnosti 
dusitanov vo fermentovaných médiách by nemálo dójsť 
к dodatečnému vytvoreniu karcinogénnych zlúčenín.

Z uvedených výsledkov je vidieť, že к výraznej inhi- 
bícii čistej mliekárenskej kultúry RX používanej к vý­
robě kyslomliečnych výrobkov a tým aj к zmene kva- 
litatívnych ukazovatefov fermentovaných mliečnych 
výrobkov, dochádza len pri koncentráciách dusičnanov 
a dusitanov, ktoré sů v bežnej praxi v mlieku nereálne, 
vyskytujú sa velmi zriedka a zvyčajne sa používajú len 
v případe modelových pokusov. Rovnaký názor zdielajú 
aj Pleva a i. (1992), Hanuš a i. (1993) а К o r é - 
neková a i. (1994). Sledovania s prídavkami močo­
viny, dusičnanov a dusitanov do mlieka pri fermentácii 
jogurtovou kultúrou ukázali, že inhibícia spósobená tý- 
mito látkami vzniká až pri vysokých, v praxi málo zachy­
távaných koncentráciách.

Kalble (1990) však konštatuje, že problematika 
dusičnanov a dusitanov v mliekárskom priemysle 
a vplyv na titračnú kyslosť je stále aktuálna, pretože 
dusitany predstavujú vážné riziko ako prekurzory kar­
cinogénnych nitrozamínov. V tejto súvislosti sa dostá­

vá do popredia úloha fermentovaných mliečnych vý­
robkov využívajúcich čisté mliekárenské kultúry. ktoré 
sú schopné pósobiť inhibične na nitrozamíny. rozkládat" 
ich v tráviacom trakte a svojimi účinkami pozitivně 
vplývať pri nádorových ochoreniach (Hosono a i.. 
1990; Jodl a Hylmar, 1991; Polívka a. i., 
1993).
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INFORMATION INFORMACE
České veterinární publikace ve světové informační bázi

Úvod

Do nedávné doby žily naše veterinární védy novými 
nadějemi. Některé z nich odvál čas, jiné byly překoná­
ny. některé naplněny. Mnoho jich však bylo, a to do 
značné míry i vlastní vinou, promrháno a zmarněno. 
Náhle se objevivších možností a šancí a nebývalých, 
nově se otevírajících a skýtaných příležitostí nebylo 
využito. A tak se po prvních kontaktech a konfronta­
cích s realitami tržního hospodářství u nás i ve světě 
u mnohých pracovníků počala šířit skepse se všemi dů­
sledky; od stesků a nářků nad nedostatkem prostředků, 
o něž se mnozí dodnes nedovedou kvalifikovaně uchá­
zet, až po beznaděj. Cesta, po které jsme vykročili, je 
mnohem delší a klikatější, než si mnozí byli ochotni 
připustit. V této atmosféře úvah o nových realitách 
světa někteří naši účastníci soutěží a střetů počali sel­
hávat, sami vyklizovat pozice, které byli vázáni, a to 
nejen morálně, hájit. Nebylo dost dobré vůle, ochoty, 
rozhledu a mnohdy snad ani dost sil к tomu, aby se 
usilovně soutěžilo nejen o stále ještě dobré jméno naši 
veterinární vědy, ale i celého českého zvěrolékařství.

Jednou z příčin těchto výkyvů ve vědomí našich 
pracovníků, najedná straně nezdůvodnitelného podce­
ňování a na druhé nepodloženého zdůrazňováni význa­
mu našich vědeckých cílů či úrovně řešení výzkum­
ných programů a úkolů, je nepochybně i fakt, že 
v kritické, zlomové fázi vývoje naší veterinární medi­
cíny nebyla provedena objektivní analýza jejího stavu, 
možností a perspektiv. Nebyly ani vytyčeny mety, 
к nimž bychom chtěli cílit. Jedním ze startovních kro­
ků takového rozboru mělo být objektivní srovnání 
vlastní práce s veterinárním děním ve světě.

Úplně jsme nebyli izolováni nikdy. I někteří naši 
zvěrolékaři si byly vědomi toho, že pracují v neviditel­
ném kolektivu vědců, kteří o sobě vědí, bez ohledu na 
státní hranice se citují s vědomím, že i ve veterinární 
medicíně je pokrok nedělitelný.

To se ovšem v minulosti nerado slyšelo. I když vý­
znam mezinárodní spolupráce nikdy oficiálně popírán 
nebyl, byl deformován. Byly preferovány především 
styky se zeměmi bývalé RVHP, krátkodobé návštěvy, 
reciproční výměny, zčásti i společné výzkumné progra­
my a projekty. Ke skutečným výsledkům této aktivity 
se přihlíželo jen málo. O jejích nositelích se rozhodo­
valo na základě kritérií, majících s vědeckou kvalifika­
cí vysílaných málo společného. Direktivně se určovaly 
počty vzájemných výměn, počty pobytových dnů na 
zahraničních pracovištích i tematické okruhy, v nichž 
se tyto málo účinné formy vědecké kooperace realizo­
valy. Často nízká úroveň spolupracujících pracovišť, 
postihovaných obdobnými neduhy, byla pro nás někdy

spíše přítěží než přínosem. Společné vědecké publikace 
se zahraničními pracovníky byly proto velmi vzácné 
a hodnocení dosažených výsledků ve světě užívanými 
parametry nebylo doceňováno.

I dnešní veterinární lékařství je výsledkem globální­
ho vědeckého úsilí. Nezná ideologické či státní bariéry. 
Proto je nezbytné posuzovat i u nás, pro domo, výsled­
ky našich výzkumných zvěrolékařských pracovišť me­
zinárodně užívanými měřítky, ve světě uznávanými pa­
rametry.

Aplikovaný výzkum

Jednoduché a jednoznačné je hodnocení výzkumu 
aplikovaného. Jeho cílem je totiž zvyšování zisků. Zá­
kazník, který si jeho výsledky objednává, je sám deter­
minován pravidly tržního hospodářství. Objednané po­
stupy uplatňuje, jen když jsou pro něho ziskové. Lze je 
tudíž měřit bezprostředními ekonomickými parametry, 
poměrem inputu a outputu (cost/benefit analysis). 
I zdraví zvířat možno interpretovat jako finanční polož­
ku. a to nejen v agrobyznysu. ostatně výlučné pojetí 
veterinární péče quod ad peeuniam není ani u nás nové. 
Jeho pamětníci ještě žijí. A tak dnes klienti praktikují­
cích zvěrolékařů právem předpokládají, že též aktivita 
naši vědecké základny podléhá zákonům trhu. Není-li 
tomu tak, je ignorována. Nakupuje se jinde.

Základní výzkum

Poněkud jinak je tomu u veterinárního výzkumu zá­
kladního, i když jej od výzkumu užitého, jako v bio- 
medicínských vědách obecně, lze často rozlišit jen ne­
snadno; pokud rozdíly existují, týkají se spíše jen 
časového horizontu uplatnění. Cílem badatelského, zá­
kladního výzkumu je samo poznání. Směřuje tudíž do 
vědy samé, ukájí její vnitřní potřeby, posunuje její hra­
nice a přetváří její jednotlivé obory tak, že z nich po­
sléze vznikají nové.

Přes četné kritické hlasy jsou dodnes nejobvyklejší 
cestou šíření vědeckých informací periodika. I veteri­
nární vědecké poznatky se zveřejněním stávají zbožím, 
které je marketingováno. Je nabízeno široké vědecké 
obci. Taje buď využije, pomine nebo odmítne. Analýza 
takového počínání není snadná. V poslední době se jí 
věnuje mnoho pozornosti, stala se vědním oborem. 
Značný zájem se na ni soustřeďuje i v naší vědecké 
komunitě (Jirás к o vá , 1989; Zicha a Vysko­
čil. 1990; Tondl. 1990).

Základní poznatky o produkci nových vědeckých 
poznatků z veterinárních výzkumných pracovišť, tedy
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o jejich publikační aktivitě, výkonu, outputu. skýtají ve 
světě báze vědeckých dat, např.: AGRICOLA, AGRIS. 
BIOSIS (jsou dvě, americká vydává Biological Ab­
stracts a britská Zoological Record), CAB. CA SEARCH. 
EMBASE, ESTA, INIS a MEDLINE. Další nově vzni­
kají. Dnes jsou jich již tisíce.

Vydávají se i četné referátové časopisy. Patří mezi 
né zejména: Biological Abstracts. Chemical Abstracts. 
Current Awareness of Biological Sciences (CABS), 
Current Contents/Agriculture, Biology and Environ­
mental Sciences (CC/ABES), Current Contents/Life 
Sciences (CC/LS), Focus on - Veterinary Science and 
Medicine™. Index Medicus, Index Veterinarius, Quar­
terly Index. Research AlertR, SciSearchR, Small Ani­
mal Practice, Veterinary Bulletin, Veterinary Reference 
Service a další (V ee n s t ra a Wright. 1990; 
Prosbová, 1990).

Tato činnost je v posledních letech stále efektivněji 
komputerizována. Technické vybavení umožňuje pří­
mý vstup do zmíněných informačních bází i našim ve­
terinárním pracovištím. Cena služeb těchto institucí je 
však stále nemalá a velmi různá. V jakém rozsahu jsou 
s to naše potřeby uspokojovat však nezáleží jen na je­
jich velikosti a zaměření, ale i na tom, jak kvalifikova­
ně dovedou naši pracovníci jejich nabídku využívat.

Nejvíce vlastních zvěrolékařských titulů je excerpo­
váno v Index Veterinarius. Zcela mimořádný význam 
však má i pro naše vědy mohutný komerční producent 
vědeckých informací na světě, Institute for Scientific 
Information (ISI). V sedmi řadách vydává Current 
Contents. Z nich jsou pracovníkům ve veterinárních 
vědách zvlášť užitečné již zmíněné dvě, CC/ABES 
a CC/LS. ISI poskytuje komplex informačních služeb 
rychle, a to jak v tradiční (tištěné), tak v komputerizova- 
né formě, na disketách. Vydává i citační rejstřík (Science 
Citation Index, SCI), informující o publikujících, citují­
cích i citovaných autorech a jejich pracovištích.

Důležité je, že ISI podchycuje informace z celé ob­
lasti věd biologických, biomedicínských. zeměděl­
ských, o životním prostředí atd., tedy nejen veterinár­
ních. Mnoho pro zvěrolékařství významných 
a podnětných informací se totiž objevuje v neveterinár- 
ních publikacích. Ve výzkumu orientovaném na zdraví 
zvířat se proto hojně používá multidisciplinárních in­
formačních zdrojů a naopak, zvěrolékařské časopisy 
jsou často citovány v literatuře biomedicínské a země­
dělské. Takovýmto mezioborovým propojením připo­
míná naše profese některé specializace medicíny hu­
mánní. např. zubní lékařství (Garfield, 1982).

O rozsahu činnosti ISI svědčí, že do konce osmde­
sátých let zpracoval na 18 milionů vědeckých článků 
z mnoha tisíc časopisů a víc než 217 milionů citací 
(Garfield, 1990). V SCI bylo v první polovině 
osmdesátých let excerpováno i 76 periodik, pokláda­
ných ve světě za publikační jádro veterinárních věd. 
V roce 1980 z nich bylo zpracováno 4 346 titulů, které 
představují 1,8 % veškerých zachycených publikací. 
Plná čtvrtina těchto titulů vyšla v pěti následujících pe­
riodicích; Journal of Animal Sciences, American Jour­

nal of Veterinary Research. Veterinary Record. Journal 
of the American Veterinary Medical Association 
a v Research in Veterinary Science.

I ve veterinární medicíně se tedy uplatňuje koncen­
trační efekt scientometricky dokumentovaný i v jiných 
vědních oblastech.

V SCI byla zpracovávána i dvě česká veterinární pe­
riodika: Chemizace a biologizace živočišné výroby - 
Veterinaria (po změně titulu od roku 1991 Biopharm; 
nyní již nevychází) a Veterinární medicína (Praha).

V nich publikovali a publikují i pracovníci dnešní 
fakulty veterinárního lékařství Veterinární a farma­
ceutické univerzity v Brně (VFU) a Výzkumného ústa­
vu veterinárního lékařství (VÚVeL) v Brně, které tvoří 
jádro vědecké základny českého zvěrolékařství (Ho­
lub. 1 996). V letech 1970 až 1993 se pracovníci jme­
novaných brněnských institucí podíleli na vědecké pro­
dukci zpracovávané v SCI 819 případně 802 (VF 381 
či 364. VÚVeL 438), za rok průměrně 31 až 34 prace­
mi. V roce 1980 jich bylo 57, tedy 1,3 % veškeré vě­
decké produkce v SCI podchycené.

V průběhu let se vědecká produkce VFU a VÚVeL 
zachycená v SCI během posuzovaného údobí měnila 
(tab. I). Až do roku 1978 kolísala mezi 4 a 14 tituly za

I. Počet prací VFU a VÚVeL v Science Citation Index v letech 
1970 až 1993

Rok VFU VÚVeL Celkem

1970 1 4 5

1971 7 6 13

1972 0 4 4

1973 1 7 8

1974 0 11 11

1975 1 11 12

1976 0 14 14

1977 0 9 9

1978 1 12 13

1979 21 36 57

1980 25 32 57

1981 12 35 47

1982 20 30 50

1983 28 24 52

1984 40 23 63

1985 39 27 66

1986 34 27 61

1987 21 24 45

1988 31 21 52

1989 21 22 43

1990 15 8 23

1991 16 18 34

1992 22 (13) 16 38 (29)

1993 25 (17) 17 42 (34)

1994 20 (12) 20 40 (32)

Celkem 401 (376) 458 859 (834)
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rok. Zřejmé to souviselo více s technikou zpracováváni 
pramenů v ISI než s vlastní produktivitou analyzova­
ných brněnských institucí. Od roku 1979, kdy se začalo 
s prezentaci pracovišť ve zvláštní zeměpisné sekci SCI 
(Corporate Index, Geographic Section), se roční záchyt 
publikací zvýšil na 23 až 66. Od poloviny osmdesátých 
let však vykazuje prudký pokles, na méně než polovi­
nu. Tato negativní tendence se u VÚVeL začala proje­
vovat časněji, od začátku osmdesátých let, ale u školy 
byla zřejmější. V sedmdesátých letech převažovaly 
práce z VÚVeL. V osmdesátých letech na tom byla obě 
pracoviště zhruba stejně (tab. II).

II. Vzájemný podíl VFU a VÚVeL (%) na pracích zachycených 
v Science Citation Index v letech 1970 až 1993

Rok VFU VÚVeL

1970 20 80
1971 38 62

1972 0 100

1973 12 88

1974 0 100

1975 8 92

1976 0 100

1977 0 100

1978 8 92

1979 37 63

1980 44 56

1981 26 74

1982 40 60

1983 54 46

1984 63 37

1 1985 59 41

1986 56 44

1987 47 53

1988 60 40

1989 49 51

1990 60 40

1991 47 53

1992 58 (45) 42 (55)

1993 60 (50) 40 (50)

1994 50 (38) 50 (62)

Průměr 36 (34) 64 (66)

ISI však zpracovává i další veterinární periodika, 
nejen již zmíněná, pokládaná za publikační jádro vete­
rinárních věd. V roce 1980 bylo takovýchto časopisů 
uváděno 19 (Garfield, 1982). Nebyla sice zahrno­
vána do SCI, ale byla zpracovávána v jiných infor­
mačních dokumentech ISI. Mezi nimi byla i Acta ve- 
terinaria (Brno), která byla pokládána pro SCI za 
vhodná, ale z důvodů kapacitních byla zpracovávána 
do CC/ABES, SciSearch® a Research Alert®. Nyní 
jsou však do SCI zahrnuta také a od roku 1993 jsou

zachycena i ve Focus on-Veterinary Science and Medi­
cine™, jenž pokrývá řadu vybraných zvěrolékařských 
periodik. Po jejich započítání stoupá podíl českých ve­
terinárních časopisů na celkovém počtu zvěrolékař­
ských vědeckých publikacích zpracovávaných ISI až na 
3 %.
. Zaznamenán byl i další pozoruhodný fenomén, po­
zorovaný i v jiných oborech, že totiž vědecká produkce 
brněnské veterinární báze podchycená ISI byla výsled­
kem tvůrčí aktivity poměrně malého počtu pracovníků. 
Častěji než pětkrát se za pětadvacet let v analyzovaných 
údajích objevuje jen kolem dvaceti jmen z VÚVeL 
a z VFU pouze asi tucet. Proto značnou část pracovní­
ků těchto institucí, kterým byla propůjčena vědecká 
hodnost, dle světových kritérií za vědecké pracovníky 
pokládat nelze.

Publikační činnost

Československo patřilo v letech 1981 až 1985 mezi 
36 vědecky nejproduktivnějších států. Počtem publika­
cí evidovaných ISI (19 153) však bylo až za některými 
méně lidnatými zeměmi, jako Nizozemsko, Švédsko 
a Izrael. V bývalé RVHP je vedle dřívějšího SSSR 
předstihovala bývalá NDR a Polsko. Jak je zřejmé 
z nedávných rozborů 3 300 časopisů vybraných z více 
než 70 000 vědeckých periodik celého světa, je naše 
vědecká produkce sužována nejen lingvistickými prob­
lémy, ale i nezájmem a předsudky předních světových 
informačních center. V důsledku tohoto přezírání i ně­
které naše vědecké poznatky vysoké inovační hodnoty 
lidstvu unikají, ztrácejí se a nevratně mizí (Gibbs, 
1995).

Celý problém je násoben tím, že počet a ohlas na­
šich publikací v průběhu osmdesátých let klesal. Byla 
vyslovena hypotéza, že hlavní příčinou tohoto jevu byl 
nedostatek mezinárodních kontaktů a spolupráce. Na­
svědčuje tomu skutečnost, že země, které se otevřely 
světové vědě dřív, např. Maďarsko, tento nepříznivý 
trend překonaly časněji (T o n d 1. 1990).

Ústup z pole světové vědy se projevil i v našem lé­
kařství (Schreiber, 1990). Postihl též brněnskou 
veterinární výzkumnou základnu (Holub, 1996). Po 
eliminaci skokovitého zvýšeni na konci sedmdesátých 
let. které bylo zřejmě důsledkem změn ve zpracováváni 
dat, se počet prací zachycených ISI již zmíněným způ­
sobem snižoval (tab. I).

Jak je patrné, analyzovaná brněnská veterinární vý­
zkumná aglomerace zapadá do hodnocení zveřejněného 
v USA. Z něho vyplývá, že v bývalých komunistic­
kých zemích sice působili i brilantní vědci s vynikají­
cími. mezinárodně uznávanými výsledky, a odbornici 
velmi úspěšní při řešení domácích, lokálních inovač­
ních problémů, ale že zhruba polovina výzkumníků 
těchto zemí americká kritéria vědeckých pracovníků 
nesplňovala (Garfield, 1991 a, b).

Důsledky popisovaných negativních trendů vědecké 
produkce VFU a VÚVeL podchycené v pramenech
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a zdrojích ISI, jsou pro naši veterinární medicínu o to 
závažnější, že se - až na aplikační výzkum veterinár­
ních léků a biopreparátů - pro ni žádoucí prostor nevy­
tvořil a že navíc snahy o rozvoj základního výzkumu 
ve VÚVeL byly sice v minulosti opakovaně proklamo­
vány, ale fakticky tam byla badatelská práce vesměs jen 
dočasně trpěna, většinou tlumena a někdy brutálně, 
a to i justičně, likvidována. Na VFU pak postupná by­
rokratizace výzkumu vedla к vědecké pseudoaktivitě 
malého okruhu vzájemně provázaných a zavázaných 
účastníků ústící v oponování výzkumných zpráv, které 
nepřekračovaly rámec dokumentů vyhotovovaných 
z administrativních důvodů a zůstávaly pouhými inter­
ními informacemi. Ke zveřejňování dosahovaných vý­
sledků se přistupovalo tak omezeně, že převážně zůstá­
valy širší vědecké obci nepřístupné, do světového 
fondu vědy nevstupovaly a ISI nemohly být registrová­
ny (Holub. 1996). Věc o to fatálnější, že se dnes 
informaci ISI obecně využívá při rozhodování o uvol­
ňování finančních prostředků na výzkumné programy.

Závěr

Vstoupili jsme do věku globální ekonomické inte­
grace, kdy geografické hranice ztrácejí na významu. 
Skončila polarita supervelmocí. Vstupujeme do multi- 
polárního světa, kdy nedostatek surovin a zdrojů či 
ideologická diference a skepse přestává být rozhodují­
cím problémem, ale stává se jím heterogennost jednot­
livých členů tohoto nového světa. Globálně roste vý­
znam šíření informaci, i vědeckých. Kontrola jejich 
toku pozbývá na striktnosti. Dosah vědecké spolupráce 
roste, její posuzování je stále náročnější a kritičtější.

Tyto trendy zasahují i do veterinární medicíny, od 
přípravy nových generací odborníků, přes orientaci vě­
dy a jejího užití až po zaměření, organizaci a technizaci 
zvěrolékařské praxe. Máme-li v této globální soutěži 
obstát, musíme i vývoj brněnské veterinární báze změ­
nit. Je nutné opustit cesty neplodné extenze a omeze- 
neckého poručníkování, byť byly zakrývány a masko­
vány sebehorlivěji a sebeumněji, rozejít se s hlásáním 
dezinformací, byť byly odívány do sebelákavějších slo­
ganů, zbavit se starých dogmat a omšelých mýtů, bořit 
staré administrativní bariéry a nebudovat nové, byť by 
vypadaly sebeatraktivněji. ale ve své podstatě byly 
prostoduché, naivní, s novými směry vývoje neslučitel­
né, a proto ve svých důsledcích záhubné. Je třeba skon­
covat s marněním umenšujících se prostředků a mrhá­
ním slábnoucích sil.

Proto by bylo velmi neprozřetelné se к součinnosti 
s veterinárními obcemi vyspělých zemí nepřidružit. Ne­
lze jí uhnout. Nemožno ji uniknout. Je třeba ji uvítat, 
pokládat za výzvu. Vyhýbat se jí a stranit by znamena­
lo posouvat se na periferii rozhodujícího dění ve vete­
rinárních vědách a předem se rozhodnout pro prohru. 
Pak by se brněnská pracoviště na pokrocích veterinár­
ních věd světa přestala podílet. Neplnění obecně uzná­
vaných parametrů vědecké produktivity by i nadále do­
kumentovalo jejich rozklad a vedlo by к jejich 
přezírání. Konečným výsledkem takového destruktivní­
ho vývoje by mohlo být nanejvýš hledání alternativních 
řešení, pokusy o harmonický rozvoj české veterinární 
vědy na jiné bázi novými cestami.
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