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GOAT lODOPENIA AS A CAUSE OF CONGENITAL STRUMA IN KIDS

JÓDOPÉNIA KÓZ PŘÍČINOU KONGENITÁLNEJ STRUMY U KOZLIAT

J. Bíreš1, P. Bartko1, T. Weissová1, A. Michna1, T. Matišák2

1 University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic
"District Veterinary Administration, Spišská Nová Ves, Slovak Republic

ABSTRACT: The objective of the paper was to assess the occurrence of congenital struma in kids in relation to the clinical 
and biochemical finding in their mothers. Observations involved 46 imported goats of Saanen and Alpine breeds in the course 
of kidding and their kids. Thyroid gland hypertrophy (39 goats) and somewhat worse or even bad state of nutrition were 
dominant clinical findings in pregnant goats and in goats after kidding. Abortions in the last month of pregnancy were recorded 
in 14 goats, and 14 goats delivered stillborn kids. Eighteen goats delivered 26 liveborn kids, but 18 out of them died within 
12 to 24 hours after birth. Dead kids were hairless, they had skin edema, and very shortened thoracic as well as pelvic limbs. 
The thyroid gland was well visible and palpable. Surviving kids lagged behind in their growth and often suffered from 
bronchopneumonia as an additional disease. Iodine concentration in the blood serum of goats (5.58 ± 2.14 p.mol/1) was 
significantly lower (P < 0.01) in comparison with kids (133.4 ± 15.61 pmol/l). This state was characterized by adequate T3 
and T4 concentrations in the blood serum of goats (1.78 ± 0.59 and 4.53 ± 4.44 nmol/1, resp.) and of kids (4.66 ± 2.26 and 
182.93 ± 2.59 nmol/1, resp.). Iodine content in the thyroid gland of the seven kids that died was 1.86 ± 0.96 mg/kg fresh 
tissue. Examination of indicators of the internal environment in the blood serum showed alternate statistical differences 
(P < 0.01) between adult goats and their kids in erythrocyte counts, hemoglobin, hematocrit value, leucocyte counts, activities 
of aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, gamma-glutamyl transpeptidase, alkaline phosphatase, concentrations 
of total protein, albumin, total immunoglobulins, total lipids, cholesterol, phosphorus, copper, iron and zinc, while the explicit 
relation to disorders of iodine metabolism and thyroid hormones was not confirmed. The average content of iodine in the 
examined samples of soil (14.67 mg/kg) and alfalfa hay (0.1 mg/kg) demonstrated that primary deficiency of iodine in goats 
was the cause of congenital struma in kids.

goats; iodine deficiency; thyroid gland hypertrophy

ABSTRAKT: CieFom práce bolo posúdiť výskyt kongenitálnej strumy u kozliat vo vztahu ku klinickému a biochemickému 
nálezu ich matiek. Sledovania prebehli na 46 importovaných kozách plemena sánskeho a alpínskeho v priebehu kotenia a ich 
kozfatách. Dominantný klinický nález u gravidných koz a koz po vykotení bola hypertrofia štítnej žlázy (39 kusov) a menej 
dobrý, až zlý výživný stav. 14 koz potratilo v poslednom mesiaci gravidity a 14 kozám sa rodili mrtvé kozFatá. 18 koz porodilo 
26 živonarodených kozliat, z ktorých 18 uhynulo v priebehu 12 až 24 hodin po narodení. Mrtvé kozlatá boli neosrstené, 
s kožným edémom a mali výrazné skrátené hrudníkové aj pánvové končatiny. Štítná žFaza bola dobře viditeFná a palpovateFná. 
Prežívajúce kozFatá zaostávali v raste a najčastejším přidruženým ochorením bola bronchopneumonia. Koncentrácia jódu 
v krvnom sére koz (5,58 ± 2,14 pmol/1) bola v porovnaní s kozFatami (133,4 ± 15,61 pmol/1) signifikantně nižšia (P < 0,01). 
Uvedenému stavu zodpovedali hladiny T3 a T4 v krvnom sére koz (1,78 ± 0,59 resp. 4,53 ± 4,44 nmol/1) a kozliat (4,66 ± 
2,26 resp. 182,93 ± 2,59 nmol/1). Obsah jódu v štítnej žláze siedmich uhynutých kozliat bol 1,86 ± 0,96 mg/kg čerstvého 
tkaniva. Zo sledovaných parametrov vnútorného prostredia v krvnom sére boli striedavo zaznamenané štatistické rozdiely 
(P < 0,01) medzi dospělými kozami a ich mláďatami pri erytrocytoch, hemoglobine, hematokrite, leukocytoch, aktivitě 
aspartátaminotransferázy, alanínaminotransferázy, gamaglutamyltranspeptidázy, alkalickej fosfatázy, koncentrácii celkových 
bielkovín, albuminu, celkových imunoglobulínov, celkových lipidov, cholesterolu, fosforu, médi, železa a zinku, pričom 
jednoznančná súvislosť na poruchy metabolizmu jódu a tyroidných hormónov sa nepotvrdila. Priemerné množstvo jódu vo 
vyšetřovaných vzorkách pódy (14,67 mg/kg) a lucernového sena (0,1 mg/kg) poukázali, že příčinou kongenitálnej strumy 
u kozliat bola primárná karencia jódu u koz.

kozy; karencia jódu; hypertrofia štítnej žFazy

ÜVOD

Jód ako esenciálny mikroprvok potřebný pře vývoj 
štítnej žlázy zasahuje do syntézy tyroxínu a trijódtyro-

nínu. Prostredníctvom tyreoidnych hormónov ovplyv- 
ňuje jód celkový vývoj a rast tkaniv, celulárnu spotřebu 
kyslíka, rast a zrenie buniek, metabolizmus lipidov, sa- 
charidov, minerálnych látok a vitamínov (Davis a i.,
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1988; Kanagawa a i., 1990; Rhine! a i., 1991; 
Thilly a i.. 1992; Bíreš a i.. 1993). Bezprostředný 
vztah jódu bol potvrdený najma к reprodukčnému apa­
rátu samic a samcov a v ostatnom období sa sleduje 
jeho úloha pri obranných reakciách organizmu (Ras­
togi a Agarwal. 1990; Cole a i.. 1994).

Primárná alebo sekundárná karencia jódu je spojená 
so zvýšenou sekréciou tyroid-stimulujúceho hormonu, 
hyperpláziou štítnej žlázy, hypotyroidizmom, pokle- 
som tyroxínu a normálnou alebo mierne zvýšenou kon- 
centráciou trijódotyroninu v krvnom sére alebo plazme 
(Hetzel. 1989; Janssen a i., 1994). Výsledkom 
uvedených biochemických zmien je zastavenie alebo 
spomalenie rastu zvierat, kreténizmus, zníženie pro- 
dukcie, dystrofické procesy v parenchýme pečene, ob- 
ličiek, svalovine srdca a hyperplázia hypofýzy (Mano 
a i.. 1985; Ramakrishna a Prasad, 1992). 
U zvierat trpiacich deficienciou jódu sa znižuje vitálna 
kapacita pluc, je narušený termoregulačný systém 
a zvyšuje sa náchylnost' к iným ochoreniam (Jones 
a i.. 1986; Beard a i.. 1989). Najnáchylnejšic na ne- 
dostatočný přívod jódu sú mladé zvieratá s vysokou 
produkciou a v priebehu gravidity.

Cielom práce bolo posúdiť výskyt kongenitálnej 
strumy u kozliat vo vztahu ku klinickému a biochemic­
kému nálezu ich matiek.

MATERIÁL A METÓDY

Sledovanie prebehlo v chove importovaných kóz 
plemena sánskeho (18 kusov) a alpínskeho (28 kusov) 
vo veku 18 až 24 mesiacov. Vyšetrenia pozostávajúce 
z klinického pozorovania, odběru biologického mate­
riálu, biochemických analýz a patologicko-anatomickej 
pitvy sa robili v priebehu kotenia sedem mesiacov po 
přivezení kóz na Slovensko z Marseille. Chov impor­
tovaných kóz na Slovensku sa realizoval v podhorskej 
oblasti stredného Spiša. Křmna dávka v letnom období 
pozostávala z pastvy, počas zimy kozy dostávali lucer­
nové seno (4 kg/kus/deň), jačmenný šrot (0,6 kg/kus/deň), 
nejodidovanú kusovú sol' a vodu (ad libitum').

Pódne vzorky za účelom analýzy jódu boli odobraté 
z troch stanovišť (pastva, porasty pre výrobu objemo­
vého a jádrového krmivá) sondovacimi tyčami do 
híbky 20 cm, pričom na jednu pódnu vzorku bolo uro­
bených 25 až 30 vpichov. Odobraté vzorky sa po vy­
sušení homogenizovali a preosiali cez šito o priemere 
ók 2 mm. Hmotnost' vzorky určenej pre analýzu tvořilo 
400 g jemnozeme. Stanovenie I bolo robené taktiež 
v krmivé (lucernové seno, jačmenný šrot a kusová sol ).

Klinické vyšetrenie sa robilo tak u kóz, ako i kozliat 
počas celého obdobia kotenia (február-marec). Krv pre 
biochemické vyšetrenie sa odobrala z v. jugularis od 
20 kóz (10 ks plemena sánskeho a 10 ks plemena al­
pínskeho) s rožnou formou klinickej manifestácie stru­
my 7 až 14 dní po fyziologickom porode alebo potrate. 
Krv od 8 kozliat vo veku 4 až 8 dní sa získala vene- 
punkciou z v. jugularis. Vzorky štítnej žlázy, pravého

pečeňového laloku a kórovej časti právej obličky sa 
odobrali pri pitvě siedmich mřtvonarodených kozliat.

Hematologické vyšetrenie (Er - erytrocyty, Hb - 
hemoglobin, Ht - hematokrit, Lc - leukocyty) sa robilo 
na přístroji Serno-S-150. Aktivita enzýmov aspartáta- 
minotransferázy - AST (E.C. 2.6.1.1.), alanínaminotrans- 
ferázy - ALT (E.C. 2.6.1.2.), gamaglutamyltranspep- 
tidázy - GMT (E.C.2.3.2.1.) a alkalickej fosfatázy - 
ALP (E.C. 3.1.3.1.) sa stanovila Bio-La testom (Lache­
ma Brno). Celkové imunoglobulíny (IgC) sa analyzo­
vali v krvnom sére turbidimetricky (M c Ewan a i., 
1970), albumin (ALB) fluorometricky na přístroji JAS- 
CO EP 550, celkové bielkoviny (CB) Bio-La testom 
(Lachema Brno) a celkový bilirubin (C. bil.) fotomet- 
ricky podlá J e n d r a s s i к a a Grofa(1938).

Analýza glukózy (Gluk), celkových lipidov (TL) 
a cholesterolu (Chol) bola v krvnom sére robená Bio-La 
testom (Lachema Brno). Stanovenie Ca, P, Mg. Cu, Fe, 
Zn a Se sa v krvnom sére a vyšetřovaných orgánoch 
robilo metodou atómovej absorpčnej Spektrofotometrie 
na přístroji Perkin Elmer 1100 a 4100 ZL. Samotná 
mineralizácia pečene, obličiek a štítnej žlázy prebiehala 
v zmesi HNOj a H->O-> v Microwawe Laboratory System 
(Milestone mls 1200). Jód v pode, krmivách, krvnom 
sére a biologickom materiáli kóz sa stanovil kolorimet­
ricky (T u š I. 1981, 1983). Pre stanovenie koncentrácie 
trijódtyronínu a tyroxínu sa použil RIA-test T3 a T4 
(ÜRVJT Košice). Komparácia výslcdkov analýz bola 
robená Studentovým Mestom.

VÝSLEDKY

Koncentrácia jódu v pode a krmivách

Priemerné množstvo jódu vo vyšetřovaných vzorkách 
pódy bolo 14,67 mg/kg. lucernovom sene 0,1 mg/kg, jač- 
meni 0.6 mg/kg a kusovej soli 0,7 mg/kg.

Klinický obraz

Gravidné kozy a kozy po vykotení boli v menej 
dobrom až zlom výživnom stave. U 39 sledovaných 
kóz sa pozorovalo zváčšenie štítnej žlázy, ktorej vel­
kost' sa pohybovala od fazule až po semenníky dospě­
lého barana. Hypertrofovaná štítná žláza bola na po- 
hmat tuhoelastická až tuhá a nebolestivá. Zváčšenie 
štítnej žlázy bolo váčšinou symetrické. Příjem krmivá 
a správanie postihnutých kóz nebolo změněné. Z ostat- 
ných zmien boli u 30 kóz chakteristické alopetické lo- 
žiská na koži hlavy, krku, hrudníka a chrbta, ktorých 
vei'kost’ bola hrášku až detskej dlaně. Zistcný klinický 
nález nebol závislý na plemennej příslušnosti.

Strnásť kóz potratilo v poslednom mesiaci gravidity 
a dalším 14 kozám sa narodili mřtve kozlátá. Ostat- 
ných 18 kóz porodilo 26 živonarodených kozliat, z kto­
rých 18 uhynulo v priebehu 12 až 24 hodin po narode- 
ní. Mřtve kozlátá boli neosrstené, s kožným edémom 
a mali výrazné skrátené hrudníkové i pánvové končati-
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ny. U 20 kusov bol v dósledku objemnej hlavičky po­
zorovaný nepoměr medzi telom. Štítná žláza dosahova­
la velkost' holubacieho vajca a na pohmat bola mákkej 
konzistencie. Živé kozlatá mali nižšiu porodná hmot­
nost' (3.6 + 0,9/kg) a boli málo životaschopné. Reflex 
cicania bol často vymiznutý a tri kusy sa nevedeli 
vóbec postavit'. Rektálna teplota pri narodeni sa pohy­
bovala od 39 do 39,4 °C. počet pulzov 140 až 190/min 
a počet dychov 70 až 100/min. Zvýšený bronchiálny 
tonus bol dobře počutelný na obidvoch stranách plúc- 
neho polá. Štítná žlaza bola dobré viditelná a palpova- 
telná. Najčastejším přidruženým ochorením bola bron­
chopneumonia. Prežívajúce kozlatá zaostávali v raste 
a zvýšila sa u nich náchylnost' к ostatným ochoreniam.

Laboratórny nález

Výsledky biochemických vyšetření krvi a krvného 
séra sú uvedené v tabulkách I až VII.

Hodnoty Er, Hb a Ht u dospělých koz boli v porovna­
ní s kozlatami signifikantně vyššie (P < 0,01) - tab. I. 
Počet Lc bol u koz 13,04 ± 1,87 G/l a u ich mláďat 
17,35 ± 0,35 G/l. Rozdiel v uvedenom parametri medzi 
porovnávanými skupinami ležal na hladině významnos­
ti P < 0,01. Preukazne nižšia aktivita bola u matiek 
oproti kozlátám u AST a ALP (P < 0,01) a vyššia pri 
ALT (P < 0,01) - tab. II. Aktivita GMT a koncentrácia 
C bil. u kóz a ich kozliat bola vyrovnaná. Ukazovatele 
bielkovinového profilu (CB. ALB. IgC) dosahovali 
v krvnom sére kóz statisticky vyššie hladiny ako u ich 
mláďat (P < 0,01) - tab. 111. Parametre energetického 
profilu (Gluk, TL, Chol) boli v krvnom sére kóz v po­
rovnaní s kozlatami signifikantně nižšie (P < 0,01 - 
tab. IV). Sérová koncentrácia fosforu u kóz bola oproti 
mláďatám preukazne nižšia (P < 0,01) - tab. V. Množ­
stvo vápnika v krvnom sére nebolo medzi porovnáva­
nými skupinami signifikantně rozdielne. Obsah horčíka 
v krvnom sére matiek a mláďat bol vyrovnaný (1,15 ± 
0,13 resp. 1,07 ± 0,06 mmol/l). Hladiny stopových prv- 
kov (Fe, Cu, Zn) v krvnom sére kóz signifikantně pře­
vyšovali ich množstvo u kozliat (P < 0,01) - tab. VI. 
Koncentrácia jódu v krvnom sére kozliat přesahovala 
jeho hladiny u kóz 26-násobne (133,4 ± 15,61 resp. 
5,58 ±2,14 jtmol/l). Rozdiel bol Statisticky významný 
(P < 0,01). Uvedenému stavu zodpovedal obsah T3 
a T4, ktorý bol v krvnom sére kozliat v porovnaní 
s matkami signifikantně vyšší (P < 0,01) - tab. VIL 
Koncentrácia selénu v krvnom sére kóz bola 1,71 + 
0,27 pmol/l a u kozliat 1,58 ± 0,48 pmol/l.

Biochemické změny neboli ovplyvnené plemennou 
príslušnosťou.

Koncentrácia Ca, P, Mg, Cu, Fe, Zn, Se а I vo vyšet­
řovaných orgánech kozliat je zaznamenaná v tab. VIII. 
Pre vyšetřované tkanivo štítnej žlázy bola charakte­
ristická najvyššia kumulácia jódu (1,86 ± 0,96 mg/kg), 
selénu (0,068 ± 0,048 mg/kg), fosforu (1 818,13 ± 
524,38 mg/kg) a vápnika (79,83 ± 21,48 mg/kg). V pe­
čeni sa pozorovali najvyššie hodnoty Mg, Cu, Fe a Zn.

DISKUSIA

Obsah jódu v troch analyzovaných vzorkách pódy 
zo sledovanej oblasti spínal minimálně požiadavky, 
pretože výskyt strumy vzniká už na pódach s obsahom 
okolo 10 mg/kg (Vrzgu 1 a a Jagoš a kol., 1986). 
Uvedenému pódnemu jódu zodpovedala i jeho koncen­
trácia vo vyšetřovaných krmivách, pričom najchudob- 
nejšie bolo lucernové seno. Pre optimálně zásobenie 
prežúvavcov je však potřebné, aby křmna dávka obsa­
hovala 0,2 až 0,6 mg/kg jódu (Groppel a i., 1986; 
Jenkins a Hidiroglou.l990; Swanson a i., 
1990).

Z pohladu nameraných hodnot jódu v póde a krmi­
vách bola pravděpodobnou příčinou porúch metaboliz- 
mu jódu u importovaných kóz jeho primárná karencia. 
Tá sa manifestovala u dospělých kóz hyperplastickou 
strumou, častými abortami a neuspokojivým výživným 
stavom. Zistený klinický nález je u zvierat trpiacich 
deficienciou jódu spojený s poruchou jodizácie a dejo- 
dizácie tyroidných hormónov v štítnej žláze a naruše­
ním celkového metabolizmu (Leirer a i., 1983; 
Janssen a i., 1994). Zvlášť citlivé na nedostatočný 
přívod jódu sú gravidné zvieratá, čo sa v sledovanom 
chove prejavilo potratmi a rodením mrtvých kozliat. 
Tie boli neosrstené a malformované.

Kongenitálna agenéza štítnej žlázy je okrem fyzic­
kého zastavenia vývoja plodu doprevádzaná v dósledku 
poruchy syntézy mozgovej DNA kreténizmom (Pé­
rez a i., 1984; Hetzel. 1990). Příčinou pozorovanej 
generalizovanej alopécie u mřtvonarodených kozliat je 
podia autorov Ramakrishna a Prasad (1992) 
pri intrauterinnej karencii jódu hyperkeratóza epidermy 
a keratinizácia vlasových folikulov, čo len potvrdzuje 
úlohu tyroxínu pri formovaní epidermálnych útvarov.

U ósmich živých kozliat dominovala struma rózneho 
rozsahu, celková slabost', nevyvinutý reflex cicania 
a vysoká predispozícia к ochoreniam dýchacieho sys­
tému. Zistený nález je výsledkom agenézy alebo hypo- 
genézy štítnej žlázy u vyvíjajúceho sa plodu, pretože 
syntéza tyroidných hormónov začína za normálnych 
podmienok v druhom až treťom mesiaci gestácie (Pe­
rez a i., 1984; Hetzel, 1989). Navýše kompenzácia 
nedostatočnej tvorby tyroidných hormónov vo féte je 
zo strany matky limitovaná, nakol'ko ich přechod pla­
centou je obmedzený (J o s t, 1966). Perzistencia námi 
zaznamenaných zvýšených triasových hodnot u kozliat 
po narodeni (frekvencia dychu a pulzu) je taktiež pri 
nizkej syntéze tyroxínu výsledkom poruchy termoregu- 
lácie (Bate a i., 1993). Respiračné poruchy sú po­
dobné pri karencii jódu spósobené nízkými hladinami 
tyroidných hormónov, ktoré počas intrauterinného vý­
voja negativné ovplyvňujú vývoj plucnych lalokov vo 
féte (Jones a i.. 1986).

Popisanému klinickému nálezu u vyšetřovaných 
zvierat laboratorně zodpovedali hladiny jódu a tyroid­
ných hormónov v krvnom sére dospělých kóz. Name­
tané hodnoty jódu v krvnom sére kóz sú charakteris­
tické pre rozsiahlu karenciu s negativným dopadom na
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I. Hematologický profil - Hematologie profile

UkazovateF1
Er
T/l

Hb 
g/dcl

Ht
1/1

Lc
G/l

Kozy2 x 15,45** 8,92** 0,31” 13,04“

n = 20 ± .v 1,41 0,76 0,03 1,87
KozFatá3 7 9,02 11,27 0,23 17,35
Л = 8 ±5 0,88 0,18 0,02 0,35

** = p < 0,01; 'indicator, 2goats, 3kids

II. Enzymatický profil v krvnom sére (|ikat/l) - Enzymatic profile in blood serum

UkazovateF1 AST ALT GMT ALP
Kozy2 X 0,323** 0,373** 0,727 0,365**

л = 20 + v 0,049 0,077 0,305 1,329
KozFatá3 л 0,764 0,146 0,737 4,72
л = 8 ± 5 0,251 0,027 0,073 _______ 1,63__________1

= p < 0,01; For 1-3 see Tab. I

III. Koncentrácia celkových bielkovín (CB), albuminu (ALB), celkových imunoglobulinov(IgC) a celkového bilirubinu (C. bil.) v krvnom 
sére - Concentrations of total protein (CB), albumin (ALB), total immunoglobulins (Ige) and total bilirubin (C. bil.) in blood serum

UkazovateF1 СВ 
(g/l)

ALB 
(g/l)

igc
(U ZST)

C. bil. 
(цто1/1)

Kozy2 "i 69,79** 49,19** 23,48“ 6,55
л = 20 ±5 6,39 4,16 3,91 1,94
KozFatá3 л- 55,85 39,75 12,64 6,44

\ „ = 8 ± .v 3,71 6,53 5,46 l.H

** = p < 0,01; For 1-3 see Tab. 1

IV. Koncentrácia glukózy (Gluk), celkových lipidov (TL) a cholesterolu (Choi) v krvnom sére - Concentrations of glucose (Gluk), total 
lipids (TL) and cholesterol (Choi) in blood serum

UkazovateF1 Gluk 
(mmol/l)

TL 
(g/l)

Chol 
(mmol/l)

Kozy* X 0,48** 2,41“ 2,39**

л = 20 + v 0,48 0,42 0,54
KozFatá3 X 3,0 4,36 3,21
л = 8________ ± 5 1,10 1,12 1,16

** = p < 0.01; For 1-3 see Tab. 1

V. Makrominerálny profil v krvnom sére (mmol/l) - Macromineral profile in blood serum

UkazovateF1 Ca P Mg
Kozy2 X 2,52 2,21** 1.15
n = 20 + 5 0,11 0,37 0,13
KozFatá3 X 2,71 3,17 1.07
л = 8 ± 5 0,27 0,39 0,06

**=p< 0,01; For 1-3 see Tab. I

VI. Mikrominerálny profil v krvnom sére (|imol/l) - Micromineral profile in blood serum

UkazovateF Cu Fe Zn Se J
Kozy2 X 16,26“ 24.02** 9,6 Г* 1.71 5,58“
л = 20 + у 1,58 2,19 1,54 0,27 t 2.14
KozFatá3 9.45 17,46 6,12 1,58 133.4
л = 8 ± .v 1,11 1,90 1,08 0.48 15,61 1

** = p< 0,01; For 1-3 see Tab. I
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VII. Koncentrácia trijódtyronínu (T3) a tyroxínu (T4) v krvnom sere 
(nmol/1) - Concentrations of triiodothyronine (T3) and thyroxine 
(T4) in blood serum

UkazovateF1 T3 T4
Kozy2 л 1.78** 4.53**

л = 20 ± 5 0.59 4,44

KozFatá3 X 4,66 182,93

и = 8 ± 5 2,26 2,59

** = p < 0,01; For 1-3 see Tab. I

U obidvoch vyšetřovaných kategorií koz bola zazna­
menaná výrazná karencia zinku. Laboratórnemu nálezu 
Zn v krvnom sére a analyzovaných orgánoch zodpove- 
dali i alopetické ložiská na koži. Deficiencia zinku 
u zvierat s jodopéniou podia autorov Oliver a i. 
(1987), Smit a i. (1993) zvyšuje vylučovanie tyreo- 
tropínu a cestou inhibičného vplyvu na periférnu dejo- 
dinizáciu tyroxínu sposobuje pokles sérového trijódty­
ronínu. Rozsiahla hypoimunoglobulinémia, ktorá sa 
potvrdila u vyšetřovaných kozliat na základe koncen-

Vlll. Koncentrácia Ca, P, Mg, Cu, Fe, Zn, Se a 1 v štítnej žláze, pečeni a obličkách mftvonarodených kozliat (mg/kg čerstvého tkaniva) - 
Ca, P, Mg, Cu. Fe. Zn, Se and I concentrations in the thyroid gland, liver and kidneys of stillborn kids (mg/kg fresh tissue)

UkazovateF* Ca P Mg Cu Fe Zn Se 1

Štítná žFaza2 л 79,83 1 818,13 156,88 1,84 65,76 23,39 0,068 1,86

n = 7 ± 5 21,48 524,38 79,80 0,75 21,01 18,60 0,048 0,96

Pečen3 x 62,55 125,65 1 553,85 31,85 649,20 28,90 0,035 1,10

n = 7 ±5 14,71 40,65 368,29 14,52 234,21 7,09 0,022 0,58

Obličky4 x 54,0 1 125,36 124,31 1,56 51,80 13,36 0,025 0,78

Я = 7 ±5 7,82 505,03 14,03 0,40 18,33 2,21 0,001 0,64

'indicator, "thyroid gland, "liver, 4kidneys

produkciu T3 a T4 (Körber a i.,1984; Mano a L, 
1985; Bíreš a i., 1993). Koncentrácia uvedených pa­
rametrov bola v krvnom sére štvor- až osemdňových 
kozliat v porovnaní s matkami signifikantně vyššia 
(.P < 0,01) a predovšetkým hladiny jódu (133.4 ± 
15,61 pmol/l) a T3 (4,66 ± 2,24 nmol/1) indikovali len 
okrajová jodopéniu (D u rd e v i č a i., 1980; R as to - 
gi a A g a r w a 1, 1990). Naproti tomu množstvo jódu 
v štítnej žláze (1,86 + 0,96 mg/kg), ale i v pečeni a ob­
ličkách poukazuje na základe zistení autorov Grop­
pel a i. (1986) u kozliat na rozsiahlu deftcienciu jódu 
spojená s hypotyreózou. Statisticky vyššie hodnoty jó­
du a jeho metabolitov v krvnom sére kozliat ako u ma- 
tiek boli pravděpodobně viazané na příjem jódu v mle- 
dzive resp. mlieku a intenzivnejšou metabolickou 
aktivitou štítnej žlázy mláďat reagovat' na deficitný pří­
jem jódu.

Zo sledovaných parametrov vnátorného prostredia 
boli striedavo zaznamenané Statistické rozdiely medzi 
dospělými kozami a ich mláďatmi, pričom jednoznačná 
sávislosť na primárnu karenciu jódu sa nepotvrdila. 
Všeobecne ukazovatele hematologického profilu, akti­
vita enzýmov, koncentrácia CB, ALB, IgC. Cu, Fe a Zn 
dosahovali u kóz v porovnaní s kozlatami fyziologic- 
kejšie, hladiny. Najvyššie vybočenie z referenčného 
rozpátia sa u kozliat zistilo v počte Lc, aktivitě ALP. 
koncentrácii Ht, IgC, Cu, Fe, Zn a u dospělých kóz 
v obsahu glukózy a Zn. U mláďat a matiek sa pozoro­
vala okrajová hyperbilirubinémia. Namerané hodnoty 
ostatných biochemických ukazovatefov tak u kóz ako 
u ich mláďat sa pohybovali v rámci fyziologického 
rozpátia, ktoré v našich chovatelských podmienkach 
udávajá Bíreš a i. (1993), Martinko a Kro­
k a v e c (1993).

trácie IgC v krvnom sére (12,64 ± 5,46 ZST) je u zvie­
rat trpiacich karenciou váčšinou spojená s nedosta- 
točným formováním obranných reakcií (Schöne a i., 
1987; Woods a Woodward, 1991). Mierne vy­
bočenie ostatných vyšetřovaných indexov v krvi, krv­
nom sére z referenčného rozpátia u kóz a kozliat, ako 
i analyzovaných minerálnych prvkov v orgánoch uhy­
nutých kozliat, možno považovat' za nešpecifický vý­
sledek narušenia celkového metabolizmu pri primárnej 
deficiencii jódu.
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THE EFFECT OF VITAMIN E ON THE QUALITY
OF FAT COMPONENT OF BROILER CHICKEN MEAT

VPLYV VITAMÍNU E NA KVALITU TUKOVEJ ZLOŽKY MÄSA 
BROJLEROVÝCH KURČIAT

J. Kušev, J. Jantošovič, J. Šály, M. Kozák

University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: The effect of vitamin E on the quality of meat stored for a short and a long time was investigated in chickens 
of Hybro hybrid. Vitamin E was added to drinking water from the 42nd to the 49th day of chicken age at a dose 40 mg per 
bird/day, in form of Tocoferolum aceticum (Combinal E) within 7 days. The chickens were slaughtered and the carcasses 
were dressed at the age of 56 days. A kilogram of feed mix contained 186 g crude protein, 12.28 MJ ME and 8 mg of vitamin 
E. Vitamin E was found to have positive effects on acid number and peroxide value of meat at a short-time storage of broiler 
meat for 72 hours at 4 °C. When meat was stored in a freezer at a temperature of -20 °C for 6, 8 and 10 weeks, the meat 
from chickens with vitamin E administration had the acid number of fat lower and the peroxide value highly significantly 
(P < 0.001) lower than control chickens. After ten-week storage the acid number of experimental chickens was 0.888 and 
the peroxide value amounted to 12.78 while these values of control chickens were 1.034 and 21.55, respectively. There were 
no significant differences between the experimental and control chickens in sensory evaluation of roasted chickens.

chickens; vitamin E; peroxide value; acid value of fat; sensory evaluation

ABSTRAKT: U kurčiat hybridu Hybro sme sledovali vplyv vitamínu E na kvalitu krátkodobo a dlhodobo uskladňovaného 
mäsa. Vitamín E bol přidávaný do pitnej vody od 42. do 49. dňa veku kurčiat v dávke 40 mg na kus a deň vo forme 
Tocoferolum aceticum (Combinal E) po dobu 7 dní. Kurčatá boli odporazené a jatočne opracované vo veku 56 dní. Kilogram 
kfmnej zmesi obsahoval 186 g NL, 12,28 MJ ME a 8 mg vitamínu E. Pri krátkodom uskladňovaní brojlerového mäsa po 
dobu 72 hodin pri +4 °C mal vitamín E podávaný kurčatám priaznivý vplyv na číslo kyslosti a peroxidové číslo v mase. Pri 
mraziarenskom skladovaní mäsa pri teplote -20 °C po dobu 6, 8 a 10 týždňov bolo od kurčiat s prídavkom vitamínu E číslo 
kyslosti tuku nižšie a peroxidové číslo vysoko preukazne (P < 0,001) nižšie ako u kontrolných kurčiat. Po 10 týždňoch 
skladovania bolo u pokusných kurčiat číslo kyslosti 0,888 a peroxidové číslo 12,78 a u kontrolných kurčiat 1,034 a 21,55. 
Pri senzorickom hodnotení pečených kurčiat neboli preukazné rozdiely medzi pokusnými a kontrolnými kurčatami.

kurčatá; vitamín E; peroxidové číslo; číslo kyslosti tuku; senzorické hodnotenie

ÚVOD

Při technologickom spracovaní jatočnej hydiny do- 
chádza к hydrolytickým a oxidačným premenám tu- 
kov, čo má za následok zmyslové změny (chuť, voňa) 
a následné znehodnotenie potraviny (C ab ad aj a Tu­
rek, 1992), zníženie rozpustnosti bielkoviny, odbúra- 
nie pigmentov, vitamínov, narušenie bunečnej integrity 
a nutričnej hodnoty potravin (F e n n e m a . 1973). Pře­
lo studium chemických zmien lipidov vo vztahu к anti- 
oxidantom pri skladovaní hydinového mäsa je stále ak- 
tuálnym problémom.

Oxidácia tukov pri technologickom spracovaní ja­
točnej hydiny sa ovplyvňuje zavádzaním vhodnej tech­
nologie (P i s к a r e v a i., 1976) a přidáváním róznych 
antioxidačných látok. Ako antioxidačné látky sa použí­
vají! látky prírodného (tokoferoly, lecitin, xantofyly.

gossypol a iné) a syntetického póvodu (kyselina askor- 
bová, deriváty fenolu, viacmocných fenolov, fenylen- 
diamínu, chinolínové deriváty atď.). Antioxidačné 
účinky majú aj niektoré farbivá, ako metylénová mo­
drá, toluidinová modrá, metylénová violet, rosanilín 
a iné (Moore a i., 1953, 1954; Dam, 1957). Prak­
tická aplikácia antioxidačných aditívných látok naráža 
na problémy hygienické, ale aj technologické. Je preto 
výhodné, keď krmná zmes obsahuje přírodně antioxi­
dačné látky v koncentrácii postačujúcej pre stabilizáciu 
tukovej zložky mäsa. Prírodné antioxidačné látky, ktoré 
sú súčasťou rastlinných buniek, sú tokoferoly.

Vo výživě zvierat antioxidačné látky svojim účin­
kem znižujú tvorbu peroxidov v tukoch, chránia lipo- 
fílne vitamíny, pósobia synergicky s vitamínom E, ma­
jú tiež vplyv na pigmentáciu koze brojlerov. sfarbenie 
zítka, zlepšujú stabilizáciu xantofylov a zvyšujú kon- 
verziu krmivá (N aj m a n a H e r z i g , 1975).
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Obsah antioxidantov v hydinovom mäse je najvhod- 
nejšie zabezpečit' v požadovanom množstve ich skrmo, 
váním. Za týmto účelom sme v našej práci sledovali 
možnost' využitia vitamínu E.

MATERIÁL A METÓDA

Pokusné a kontrolně kurčatá hybridu Hybro vo veku 
42 dní boli krmené ad libitum krmnou zmesou BR2. 
Krmná zmes obsahovala v 1 kg 186 g NL. 12,28 MJ 
ME, 36 g tukov, 33 g vlákniny, 8 mg vitamínu E, 
11,2 g vápnika, 6,5 g anorganického fosforu. Hlavnými 
komponentami křmnej zmesi bola kukurica (55 %). ex­
trahovaný sójový šrot (19 %) a pšenica (15 %). V kon- 
trolnej a pokusnej skupině bolo po 24 kurčiat.

V pokusnej skupině kurčiat bol do pitnej vody při­
dávaný Combinal E (Tocoferolum aceticum) v dennej 
dávkc 40 mg/kus po dobu 7 dní od 42. do 49. dňa veku 
kurčiat. Jedendňová dávka vitamínu E pre celú skupinu 
kurčiat bola podaná v 2 1 vody. Každý deň před podá­
ním Combinalu E bola voda odobraná na jednu hodinu. 
Po vypití vody s Combinalom E kurčatá dostávali pitná 
vodu bez Combinalu E. Vo veku 56 dní kurčatá boli 
odporazené a po jatočnom opracovaní boli uložené 
v chladničke. Po 72 hodinách skladovania pri teplote 
4 °C boli ďalej skladované v polyetylénových obaloch

pri teplote -20 °C. Vzorky sme vyšetřovali po 72 ho­
dinách, 6, 8 a 10 týždňoch.

Hydrolytické a oxidačně změny tukovej zložky boli 
stanovené na základe čísla kyslosti a obsahu peroxidov 
v chloroformovom extrakte podlá postupu Pearso- 
na (1973).

Senzorické hodnotenie pečených kurčiat (A - čer­
stvé, В - po 10 týždňoch) robila 6-členná komisia, a to 
párovou skúškou a 5-bodovým systémom hodnotenia 
akosti (Tilgner, 1961). Matematicko-štatistické vy- 
hodnotenie bolo vykonané podlá Eckschlagera 
(1971).

VÝSLEDKY

Závislost' kyslosti tukov od doby uskladnenia masa 
brojlerových kurčiat je uvedená v tab. I. Z dosiahnu- 
tých výsledkov pri krátkodobom a dlhodobom uskladnění 
je zřejmé, že číslo kyslosti tuku u pokusných kurčiat 
bolo nižšie. Statistická významnost' bola zaznamenaná 
len po 10-týždňovom uskladnění.

Priemerne hodnoty peroxidového čísla sú uvedené 
v tab. II. Z prezentovaných výsledkov je zřejmé, že 
peroxidové číslo u pokusnej skupiny, ktorej bol skřmo- 
vaný vitamín E v dávke 40 mg/ks a deň, je pozitivně 
ovplyvnené už 72 hodin po porážke. Napriek tomu, že

I. Prieinerné hodnoty kyslosti tukov v priebehu krátkodobého* a dlhodobého** skladovania brojlerových kurčiat - Average values of fat acid 
number during short-time* and long-time** storage of broiler chicken meat

Doba 
skladovania1

Skupina kurčiat2 Relativná hodnota oproti 
kontrole5 (%)pokusnáxxx3 kontrolná4

72 hodin*6 0,894 0,937 95,411

6týždňov7 0,708 0,827 85,611

8 týždňovs 1,025 1,205 85,062

10týždňov9 0,888+ 1,034 85,880

Vysvětlivky pre tab. I a It - Explanatory notes to Tabs. I and II:
x = skladovanie pri teplote +4 °C - storage at a temperature +4°C
xx = skladovanie pri teplote -20 °C - storage at a temperature -20 °C
xxx = pokusná skupina kurčiat jeden týždeň před porážkou dostávala vitamín E 40 mg/kus a deň po dobu 7 dní - experimental group of 

chickens a week before slaughter received 40 mg/bird vitamin E for 7 days
+ = P < 0.05

'storage time, "group of chickens, "experimental***, "control, "relative value against control. 672 hours, 76 weeks. *8 weeks, y10 weeks

II. Priemerne hodnoty peroxidového čísla v priebehu krátkodobého* a dlhodobého** skladovania masa brojlerových kurčiat - Average 
peroxide values during short-time* and long-time** storage of broiler chicken meat

Doba 
skladovania1

Skupina kurčiat2 Relativná hodnota oproti 
kontrole5 (%)pokusnaxxx3 kontrolná4

72 hodin*6 7,69+ 13,96 55,086

6týždňov7 9,85+ 18,60 52,957

8 týždňovx 10,07+ 19,60 65,204

10týždňov9 12,78+ 21,55 46.728

+ = P < 0,001

For 1-9 see Tab. I
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po 10 týždňoch uskladňovania sme u pokusnej skupiny 
zaznamenali skoro 80% zvýšenie peroxidového čísla 
(7,69 z 12,78). Toto číslo bolo vysoko preukazne nižšie 
(P < 0,001) ako u kontrolných kurčiat. Aj po 10 týž­
dňoch uskladňovania bolo peroxidové číslo u pokus­
ných kurčiat nižšie (12,78) ako u kontrolných kurčiat 
po 72 hodin od porážky (13,96).

Skladovanic masa kontrolně) skupiny kurčiat vy­
kazovalo pri každom vyšetření (po 72 hodinách, 6, 8 
a 10 týždňoch) preukazne vyššie peroxidové číslo 
v porovnaní s pokusnými kurčatami.

Senzorické vyšetrenie kurčiat je uvedené v tab. III. 
Ako z tabulky vyplývá, bodovým hodnotením sme

nenie oproti kontrolně] skupině bolo zachované aj 
pri dlhodobom uskladnění počas 10 týždňov pri teplote 
-20 °C. Pri 10-týždňovom uskladnění sme zaznamenali 
taktiež signifikantně významné změny v čísle kyslosti 
tukov.

Výsledky vo vzostupe čísla kyslosti tuku a vzostupe 
peroxidového čísla sa zhodujú s údajmi autorov Ris­
tic (1975) a Stankovský a Sásik (1979). 
Uvedení autoři zároveň upozorňuji!, že peroxidové čís­
lo a číslo kyslosti má byť směrodatným pre vyhodnote- 
nie akosti masa. Vitamín E a dalšie antioxidanty podá­
vané počas života statisticky významné zvyšuji! 
oxidační! stabilitu aj počas skladovania masa (Lina i.,

III. Senzorické hodnotenie pečených kurčiat podfa 5-bodovej stupnice s párovým r-testom - Sensory evaluation of roasted chickens by 
a 5-score scale with paired t-test

UkazovateF1
A В

Kontrola2 Pokus3 Kontrola2 Pokus3

X 5 x 5 x 5 x 5

Vóňa4 3,55 0,51 3,55 0,85 3,41 0,51 3,5 0,52

Chutnost'5 3,81 0,7 3,61 0,6 3,76 0,43 3,41 0,51

Šťavnatost"6 3,83 0,7 3,61 0,77 3,25 0,42 3,08 0.66

Konzistencia - křehkost'7 3,61 0,69 3,88 0,67 3,66 0,65 3,55 0,52

Celkový počet bodovK 14,82 14,65 14,08 13,49

Preferencia9 v. h. 10 8 11 7

Straty po upečení111 (%) 30,5 1,58 31.1 1,87

A = čerstvé kurčatá - fresh chickens
В = skladované 10 týždňov pri teplote -20 °C - 10-week storage at -20 C
v.h. = pri IS párových skúškach - at 18 paired tests

'indicator, ’control, 'experiment. 4flavor, "taste, juiciness, ’consistency - tenderness, "total scores, ‘’preference, "’shrinkage loss after 
roasting

u pečených kurčiat nezaznamenali statisticky význam­
né rozdiely. Kvalita bola v oboch skupinách z hladiska 
percentuálnych strát, bodového a párového testu peče­
ných kurčiat bez preukáznych rozdielov.

DISKUS1A

Negativny vplyv lipidov pri krátkodobom a dlhodo­
bom skladovaní hydiny je známy (C a b ad aj a Tu­
rek, 1992). U jednotlivých druhov hydiny a zvierat sú 
známe taktiež rozdiely v kvalitě tukov (Mecchia 
a i., 1956; К e s к i n e 1 a i., 1964). Frigg a i. (1990, 
1991) a Yamauchi a i. (199) lepšiu stabilitu tukov 
dávajú do súvislosti so zvýšeným obsahom tokoferolov 
v hydinovom mase.

Vychádzajúc z uvedených údajov sme sa zamerali 
na ovplyvnenie kvality mása a tukov brojlerových kur­
čiat formou 7-dňového predporážkového skfmovania 
zvýšeného obsahu vitamínu E (40 mg kus/deň). Z do- 
siahnutých výsledkov je zřejmé, že vitamín E ovplyvnil 
najmá peroxidové číslo tukov po skladovaní hydiny pri 
teplote 4 °C po dobu 72 hodin. Toto pozitivně ovplyv-

1989; Yamauchi a i., 1991). Tito autoři skřmovali 
vitamín E dva týždne před porážkou v dávke 100, 250, 
500 a 1 000 mg/kg křmnej zmesi. V našom experimen­
te sme aplikovali vitamín E do pitnej vody v dávke 40 
mg/kus po dobu sedem dní. Z dosiahnutých výsledkov 
vyplývá, že už táto dávka vitamínu E priaznivo ovplyvní 
oxidáciu tukov pri krátkodobom a dlhodobom skladovaní 
mása brojlerových kurčiat. Avšak, ak chceme udržať hod­
notu peroxidového čísla 10-12, doba aplikácie a dávka 
zdá sa. že nie je dostačujúca.

Pri krátkodobom skladovaní námi sledovaného mása 
brojlerových kurčiat sme nezaznamenali senzorické 
změny. Naše výsledky sa zhodujú s výsledkami auto­
rov Blum a i. (1992), ktori skřmovali křmnu zmes 
s obsahom vitamínu E 20, 40, 80 a 160 mg/kg křmnej 
zmesi od 14. dňa veku až po porážku. Po 6- a 13-me- 
sačnom skladovaní pri teplote -18 °C neboli zistené 
rozdiely v senzorickej kvalitě mása (šťavnatost' a chuť) 
brojlerových kurčiat. Naše výsledky ukázali, že skřmo- 
vanie vitamínu E vo zvýšenej dávke týždeň před poráž­
kou hydiny by mala byť akceptovaná u brojlerových 
kurčiat, ktoré plánujeme dlhodobo mraziarensky usklad­
ňovat'.
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ENHANCEMENT OF ANTIBODY RESPONSE TO BOVINE
HERPESVIRUS 1 WITH NON-SPECIFIC IMMUNOSTIMULANTS

ZVYŠOVÁNÍ PROTILÁTKOVÉ ODPOVĚDI PROTI VIRU BHV-1 
NESPECIFICKÝMI IMUNOSTIMULáCNÍMI LÁTKAMI

J. Hampl, J. Franz, J. Štěpánek, M. Toman

Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Stimulatory effects of aluminium hydroxide, lipopolysaccharide (LPS), muramyldipeptide (MDP), and empty 
liposomes on the antigenicity of inactivated bovine herpesvirus 1 were tested in mice. Compared with the standard effect of 
aluminium hydroxide, stronger antibody responses were observed in mice treated with empty liposomes or LPS alone, or 
a combination thereof. The strongest antibody response was recorded in mice treated with a combination of inactivated 
BHV-1, MDP and empty liposomes.

bovine herpesvirus I: antibody response; aluminium hydroxide: lipopolysaccharide; muramyldipeptide; liposomes

ABSTRAKT: Imunogenita živého a inaktivovaného viru BHV-1, resp. kombinace s dalšími nespecifickými adjuvantnimi 
látkami, a to prázdnými liposomy. lipopolysacharidem (LPS). muramyldipeptidem (MDP) a hydroxidem hlinitým (Aluxid). 
byla testována na BALB/c myších, které byly rozděleny do osmi patnáctičlenných skupin. Imunizace a reimunizace byly 
provedeny subkutánnč dávkami 0.2 ml suspenze inaktivovaného viru s obsahem I pg bílkovin. 21. den pokusu byly myši 
reimunizovány stejnou dávkou. Z každé skupiny bylo 21.. 35. a 49. den usmrceno pět myši a získaná krevní séra byla použita 
к sérologickému vyšetřeni metodou ELISA. Bylo zjištěno, že ve srovnání se standardním imunopotenciačním efektem hyd­
roxidu hlinitého byla vyšší protilátková odpověď zaznamenána již po aplikaci inaktivovaného viru BHV-1 a prázdných 
liposomů nebo samotného LPS, resp. LPS v kombinaci s prázdnými liposomy. Imunizačni dávka sestávající z inaktivovaného 
viru BHV-1, MDP a prázdných liposomů měla imunizačni efekt nejvyšší.

virus BHV-1; protilátková odpověď; hydroxid hlinitý; lipopolysacharid; muramyldipeptid; liposomy

INTRODUCTION

The basic tool of immunoprophylaxis of infectious 
diseases in farm animals is live and inactivated vac­
cines inducing specific protective immunity. The fact 
that the immunogenicity of inactivated or subunit anti­
gens is lower than that of live vaccines has motivated 
the efforts to innovate biologicals of the former type. 
Their common feature have been attempts to increase 
the immunogenicity of inactivated antigens, originally 
with Freund's adjuvant or aluminium hydroxide and 
recently replaced by new carrier types, such as 
liposomes (G r e g o r i a d i s , 1990), microparticles 
(Kreuter et ак, 1986) or structures of the ISCOM 
type (More in et al., 1984), completed with immu­
nostimulants. such as muramyldipeptide (Ulrich and 
Fidler. 1992), lipid A (V e r m a et al., 1992; Alv­
ing, 1993), avridine (Fatunmbi et al.. 1992) and 
other substances enhancing the activity of the immune 
system of animals (Allison and Byards, 1986; 
Warren and C h e d d i d , 1988; В o m f о r d , 1992).

Only vaccines containing inactivated antigens of bo­
vine herpesvirus 1 (BHV-1) with aluminium hydroxide 
as the most common adjuvant are currently used for

specific prophylaxis of infectious bovine rhinotrachei­
tis (IBR) within herd sanation programmes.

Both the intensity of the antibody response and dy­
namics and persistence of immunity induced by inacti­
vated vaccines are rather limited. The enhancement of 
the immunogenicity of inactivated IBR vaccines is still 
a topical task and has become the subject of our inves­
tigations. The aim of our experiments was to define in 
mice the effects of empty liposomes, lipopolysaccha­
ride and muramyldipeptide, which are known to stimu­
late the immune response (Gregoriadis, 1990). on 
the antigenicity of purified inactivated BHV-1 by com­
paring them with the effects of aluminium hydroxide.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

The following chemicals were used in our experi­
ments: egg phosphatidyl choline (PC), muramyldipep­
tide (MDP), tetramethylbenzidine (TMB, Sigma, St. 
Louis, USA), cholesterol (C, Flow, High Wycombe,
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U.K.), aluminium hydroxide (Aluxid, Bioveta, Nitra, 
Slovak Republic), and lipopolysaccharide (LPS). The 
latter was prepared from a culture of Bordetella bron- 
chiseptica by phenolic extraction as described by 
Westphal et al. (1952). Its detailed characteristics 
are described elsewhere (Toman et al., 1994).

Virus

A strain of BHV-1 was propagated in the calf kid­
ney cell line MDBK. The cell cultures were inoculated 
with a defined dose of BHV-1 (3 to 5 TCIDS0 per cell) 
and were repeatedly frozen-thawed as soon as a marked 
cytopathic effect developed, i. e. 24 to 36 hours after 
the inoculation. The cell debris was removed by cen­
trifugation (25 min at 7,000 rpm, rotor JS-7.5, Beck­
man J2-21M), the suspension was concentrated by ul­
trafiltration (Amicon) and the virus was purified by 
velocity ultracentrifugation in a discontinuous potas­
sium tartrate density gradient (30/50% w/v, 2 h at 4 °C 
and 27,000 rpm, rotor SW 28, Beckman L8-80M) 
(Trudel et al., 1987). The virus-containing fractions 
were pooled and centrifuged (90 min at 100,000 x g, 
rotor Sw 55 Ti. Beckman L8-80M) and the sediment 
was resuspended in TEN buffer (0.15 M NaCI. 0.05 M 
Tris-HCl, 0.01 M EDTA, pH 7.4) to obtain 1 per cent 
of the original volume.

The concentrated virus was inactivated with 0.05% 
formaldehyde at 4 °C for 3 days and the inactivation 
was checked by reinfection of cell cultures.

Protein concentration was determined (Bradford, 
1976) in the resulting suspension which was subse­
quently diluted to contain I pg protein per 1 dose. 
Non-inactivated BHV-1 was prepared in the same way 
and used in immunization experiments as a live virus.

Liposomes

Multilamellar liposomes were prepared from egg 
phosphatidyl choline (PC) and cholesterol (C) at the 
molar ratio 0.5;0.5 using the method of Kirby and 
Gregoriadis (1984). The mice were immunized 
with liposomes free of virus protein (empty liposomes). 
One dose contained I mg of the freeze-dried product.

Immunization

The antigenicity of the live and the inactivated 
BHV-1 and of the combinations of the latter with non­
-specific adjuvants including liposomes, LPS, MDP 
and aluminium hydroxide was tested in BALB/c mice 
divided into eight groups with fifteen animals in each. 
Each mouse received subcutaneously 0.2 ml of the in­
activated virus suspension containing 1 pg of protein. 
Reinoculation with the same dose was made on Day 21. 
Five mice of each group were sacrificed to collect 
blood samples for serological examinations on Days 
21, 35 and 49.

The following inocula were used in the eight groups:

1 - live virus (1 pg protein)
2 - inactivated virus (1 pg protein)
3 - inactivated virus (1 pg protein) + 0.1 ml Aluxid
4 - inactivated virus (I pg protein) + 10 pg LPS (dry 

matter)
5 - inactivated virus (1 pg protein) + 1 mg empty li­

posomes
6 - inactivated virus (1 pg protein) + I pg LPS (dry 

matter) + 1 mg empty liposomes
7 - inactivated virus (1 pg protein) + 10 pg LPS (dry 

matter) + 1 mg empty liposomes
8 - inactivated virus (1 pg protein) + 10 pg MDP + 

I mg empty liposomes.

Titration of antibodies

Titres of antibodies to BHV-1 were determined by 
indirect ELISA using the complete BHV-1 and a sus­
pension of non-infected MDBK cells, processed in the 
same way as the positive and the negative control an­
tigens, respectively. Blood sera were assayed in two­
fold dilution series within the range 1 : 100 - endpoint. 
Mean values and standard deviations were calculated 
for each group from all recorded antibody titres includ­
ing the negative ones. Porcine antibodies to murine 
IgG, purified by affinite chromatography and labelled 
with horse-radish peroxidase (Farr and Nakane, 
1991), were used as the conjugate. The reaction was 
visualized with hydrogen peroxide and tetramethyl­
benzidine. Differences between the mean values of 
Groups 1, 2, and 4 through 8 and that of Group 3 were 
analysed by the Z-test.

RESULTS

The results obtained in Groups 1 through 8 inocu­
lated and reinoculated with live or inactivated BHV-1 
alone or inactivated BHV-1 combined with aluminium 
hydroxide as the conventional adjuvant, or with LPS 
are shown in Tab. I.

The significantly weakest antibody response was 
found in all three samplings of the mice immunized 
with inactivated virus alone (Group 2), in which no 
marked rise in antibody titres was observed even after 
reimmunization. A marked rise in antibody titres after 
reimmunization recorded in the mice treated with live 
virus (Group I) was followed by an apparent decrease 
on Day 49. However, the differences were insignificant 
when compared with Group 3.

A gradual increase in antibody titres up to Day 49 
was demonstrated in the mice treated with inactivated 
BHV-1 combined with aluminium hydroxide (Group 3) 
or LPS (Group 4). The strongest antibody responses 
were observed in the latter group. Compared with 
Group 3, the differences were significant in the samples 
collected on Days 21 and 35.

Empty liposomes or their combinations with LPS or 
MDP were used as components of inocula in Groups 5
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I. Antibody responses in mice immunized with BHV-1

Group Treatment
Antibody titres on days

21 35 49

1 live virus 240 ± 285 11 040 ± 8 769 640 ± 480

2 inactivated virus 20 ± 24* 260 ± 120* 190 ± 120*

3 inactivated virus + A1(OH)3 60 ± 20# 880 ±391# 3 040 ± 1 920#

4 inactivated virus + 10 pg LPS 180 ± 40** 7 040 ± 3 135* 10 880 ± 7 993

5 inactivated virus + liposomes 100 ± 63 3 520 ± 1 567* 640 ± 196*

6 inactivated virus + liposomes + 1 pg LPS 20 ±40 5 120 ± 1 567** 2 400 ± 2 023

7 inactivated virus + liposomes + 10 pg LPS 520 ± 240* 12 800 ± 7 010* 8 320 ± 3 840*

8 inactivated virus + liposomes + 10 pg MDP 640 ± 195** 17 920 ± 8 960* 8 960 ± 3 135**

Legends:
Each group consisted of 15 mice
• = P< 0.05
•• =P< 0.01
# = reference values for tests of significance

through 8. It is evident from the results that even empty 
liposomes enhanced significantly the formation of an­
tibodies, although the effect was only short (Group 5). 
LPS increased significantly the antibody response 
reaching its maximum on Day 35. The strongest re­
sponses and similar dynamics of antibody titres were 
recorded in Group 8, in which LPS was replaced by 
MDP.

DISCUSSION

Effective inactivated vaccines and continuous sero­
logical monitoring are the essential prerequisites of 
success in programmes aimed at stepwise sanitation of 
cattle herds and elimination of IBR. The immunization 
should induce a solid and permanent protective immu­
nity in the vaccinates and thus prevent the circulation 
of the causative agent in animal populations. Therefore, 
studies aimed at the enhancement of immunogenicity 
of inactivated BHV-1 antigens are of considerable im­
portance for the current epidemiological practice.

Significant enhancing effects of incorporation of 
BHV-1 proteins in ISCOMs or liposomes on their im­
munogenicity were published earlier (H a m p 1 et al., 
1992; Franz et al., 1992). However, the prospects of 
commercial manufacture of such biologicals are limited 
owing to the rather sophisticated procedure for isola­
tion of viral proteins to be incorporated.

Our investigations into the stimulation of antibody 
responses concentrated on the effects of empty lipo­
somes, MDP and LPS isolated from Bordetella bron- 
chiseptica. LPS and MDP are immunostimulants with 
pronounced adjuvant activities (Gregoriadis. 1990). 
Both activate macrophages and stimulate the produc­
tion of interleukin 1 triggering the whole chain of regu­
latory events. LPS, containing lipid A as the immu­
nologically active component, is also known for its 
mitogenic effects on В lymphocytes. Several immu­
nostimulant activities were demonstrated in MDP

(Maeda et al., 1989; Gregoriadis and Pana- 
g i o t i d i, 1989). Relevant to its use as an adjuvant is 
its enhancing effect on cell-mediated immunity. The 
use of empty liposomes as immunostimulants is not 
common (de Haan et al., 1995a, b), but was moti­
vated by the known fact that macrophages are activated 
by the uptake of liposomes.

Therefore the adjuvant activities of LPS and MDP 
in combinations with empty liposomes and possible cu­
mulative effects were investigated in our experiments. 
Mice were chosen as experimental animals to test the 
effects in the simplest possible way although this species 
is not a natural host of BHV-1. ELISA, as a method 
with a sufficient specificity and sensitivity, was used 
for the evaluation of the level and dynamics of anti­
body titres. ELISA is used currently within IBR herd 
control programmes and its results correlate well with 
those of neutralization test (Suri baru et al., 1984; 
Cho and Bohac, 1985; Pechman et al., 1995).

Mean titres obtained in Group 3, treated with the 
vaccine containing aluminium hydroxide gel as the 
conventional adjuvant, were taken as reference values 
and differences found in the remaining groups were 
tested for significance. Our results have confirmed the 
finding of Naylor et al. (1982) that the adminis­
tration of virus protein alone induces only a weak an­
tibody response. A considerably stronger immu­
nostimulatory effect, evident from an increase of 
antibody titres in blood sera collected after the first 
immunization and their persistence, was observed after 
the administration of the vaccine containing LPS.

Simple procedures of preparing multilamellar 
liposomes, their prolonged storability in dehydrated 
state led us to tests of a vaccine prepared from inacti­
vated virus and empty liposomes. Although the mean 
peak value of antibody titre induced by such a vaccine 
was significantly higher, the persistence of antibodies 
in blood serum was shorter than after the treatment 
with the vaccine containing aluminium hydroxide. Sig­
nificantly stronger immunostimulatory effects were ob-
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served in both the primary and the secondary responses 
to treatments with vaccines containing liposomes and 
LPS or MDP. The highest antibody titres and longest 
persistence in blood sera were recorded in Group 8 
treated with the vaccine containing inactivated virus, 
empty liposomes and MDP. Similar results were re­
ported, among others, by Tsujimoto et al. (1989) 
and Nerome et al.. (1990), who used derivatives of 
MDP and antigens of hepatitis В viruses and influenza 
virus, respectively. No data on such potentiating of an­
tigenicity of BHV-1 were found in available literature.

Some of the differences found in our investigations 
were insignificant owing to a high standard deviation 
of antibody titres resulting from a considerable varia­
tion of immune responses in individual mice, evident 
particularly in Groups 2 and 6, in which antibody re­
sponses were demonstrable in 2 and 1 animals, respec­
tively, on post-immunization Day 21. Another example 
thereof are blood sera collectd in Group 4 on Day 49.

The enhancement of antigenicity of inactivated 
BHV-1 by the combinations of preformed liposomes 
with LPS or MDP, demonstrated in our experiments, 
allows us to expect that such supplementation could 
increase the potency of the existing biologicals. If the 
results presented here are confirmed by long-term ex­
periments in larger animals and natural hosts of BHV-1. 
such vaccines could replace the vaccines with added oil 
adjuvants that are not currently approved for use in the 
Czech Republic owing to frequent adverse reactions.
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SURVIVAL OF MODEL BACTERIAL STRAINS AND HELMINTH
EGGS IN THE COURSE OF MESOPHILIC ANAEROBIC DIGESTION
OF PIG SLURRY

PREŽÍVANIE MODELOVÝCH BAKTERIÁLNYCH KMEŇOV A VAJÍČOK 
HELMINTOV V PRIEBEHU ANAERÓBNEJ STABILIZÁCIE TEKUTÝCH 
EXKREMENTOV OŠÍPANÝCH

P. Juris1, F. Tóth2, A. Lauková3, P. Plachý1, P. Dubinsky1, J. Sokol4

1 Parasitological Institute of the Slovak Academy of Sciences, Kosice, Slovak Republic 
"Institute of Experimental Veterinary Medicine, Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic 
3Institute of Physiology of Farm Animals, Košice, Slovak Republic 
4State Veterinary Administration of the Slovak Republic, Košice

ABSTRACT: The effect of methanogenesis on the survival of model bacterial strains (Escherichia coli EC 5, Staphylococcus 
aureus SA 11, Enterococcus faecium CCM 4231) and non-embryonated helminth eggs (Ascaris suum) was investigated in 
pig slurry. Two pilot-plant experiments were carried out in two anaerobic digesters (800 and 1 000 litre) in a mesophilic 
thermal range (35-37 °C). The mean hydraulic retention time of the digesters was 20 days. The methanogenesis process was 
monitored by determining the following chemical parameters: pH, N-NH3, total dry matter (kg/day), organic matter (kg/day) 
production of methane by supplied and degraded organic matter (m3/kg). The results obtained allow us to state that the 
anaerobic stabilization of pig slurry in the mesophilic temperature range resulted in total devitalization of model bacterial 
strains E. coli EC 5 and Ent. faecium CCM 4231. St. aureus SA 1 1 cells, exposed to the above mentioned conditions, were 
also reduced in their number from 10.04 to 3.27 and from 8.69 to 2.77 log cfu/ml. It is assumed that the longer retention 
time of excrements in the digester could also result in total devitalization of St. aureus SA 11 cells. From the microbiological 
point of view, the above mentioned facts indicate a sufficient hygienization effect of the anaerobic fermentation on the 
contaminated pig excrements. The survival of A. suum eggs was little affected by the 20-day anaerobic mesophilic digestion 
of pig slurry. Only 17 or 18% (Fl. F2) of the non-embryonated A. suum eggs were damaged after the 20-day exposure.

pig slurry; anaerobic mesophilic digestion; survival; Escherichia coli EC 5; Staphylococcus aureus SA 11; Enterococcus 
faecium CCM 4231; non-embryonated Ascaris suum eggs

ABSTRAKT: V poloprevádzkových experimentoch v dvoch anaeróbnych fermentoroch (800 a 1 000 1), ktorých pracovny 
režim prebiehal v mezofilnom teplotnom pásme (35-37 °C) sa sledoval vplyv metanogenézy tekutých exkrementov ošípaných 
na vitalitu modelových mikrobiálnych zárodkov (Escherichia coli EC 5, Staphylococcus aureus SA 11, Enterococcus faecium 
CCM 4231) a neembryonovaných vajíčok Ascaris suum. Doba zdržania tekutých exkrementov ošípaných bola u oboch 
fermentorov 20-dňová. Sledováním vybraných chemických parametrov: pH, N-NH3, celkovej sušiny (kg/deň), organických 
látok (kg/deň), produkcie metánu na přivedené organické látky (m /kg), bol monitorovaný priebeh anaeróbnej stabilizácie. 
Na základe výsledkov možno konštatovať, že vplyvom anaeróbnej stabilizácie tekutých exkrementov ošípaných v mezofilnej 
teplotnej oblasti došlo к totálnej devitalizácii modelových bekteriálnych kmeňov E. coli ЕС 5 a Ent. faecium CCM 4231. 
Počty St. aureus SA 11 sa po tejto expozícii redukovali z 10,04 na hodnotu 3,27 (Fl) a z 8,69 na hodnotu 2,77 log cfu/ml 
(F2). Je předpoklad, že predížením doby zdržania exkrementov vo fermentore by došlo aj u kmeňa St. aureus к totálnej 
devitalizácii. Z vyššie uvedeného vyplývá, že anaeróbna stabilizácia má z aspektu mikrobiologického dostačujúci hygienizač- 
ný efekt na kontaminované exkrementy ošípaných. Vitalita vajíčok A. suum v priebehu 20-dňovej anaeróbnej stabilizácie 
tekutých exkrementov ošípaných nebola preukázne ovplyvnená. Po 20-dňovej expozícii bolo devitalizovaných len 17 resp. 
18 % (Fl, F2) neembryonovaných vajíčok A. suum.

tekuté exkrementy ošípaných; anaeróbna stabilizácia; prežívanie; Escherichia coli EC 5; Staphylococcus aureus SA 11; 
Enterococcus faecium CCM 4231; neembryonované vajíčka Ascaris suum
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INTRODUCTION MATERIAL AND METHODS

The increase in farm animal stocks results in the 
production of excessive amounts of organic manure in 
the form of slurry, dung, and dung water in some areas 
which, considering the environmental protection regu­
lations, cannot be applied to the soil. Litterless tech­
nologies of rearing, mainly on large-scale farms for 
pigs, poultry and cattle, cause considerable accumula­
tion of excrements of farm animals in the form of slurry 
which, contrary to completely recyclable dung, may 
have considerable effects on the living environment. 
The untreated and difficult to store slurry from litterless 
houses for farm animals contributes with its odour, risk 
of seepage into ground water, and contamination of 
surface water to the evident decrease of the quality of 
the environment (St rauch , 1991; Venglovský 
et al., 1994; Borso, 1994). Moreover, it can serve as 
a medium of spreading of numerous pathogens.

One of the possible approaches of solving these 
problems consists in the utilization of various methods 
of the treatment of slurry. The purpose of this treatment 
of slurry is the improvement of its properties and handle­
ability at simultaneous preservation of its manuring 
value. The objective of the treatment methods is to treat 
the liquid component of the excrements, obtained after 
separation, to such a degree that it can be applied to the 
soil or discharged into water courses. During the treat­
ment the dissolved organic substances undergo oxida­
tion and change to biomass which has to be removed 
from the treatment process. The difficult to decompose 
portion of the excrements consists of fibres composed 
of cellulose, hemicellulose and lignin (Zapletal, 
1988). The dry matter content, which is usually in the 
range of 4.5-7.0% in dung water and higher than 9.5% 
in liquid manure, is important in view of the subsequent 
treatment. The content of organic matter in this me­
dium is a multiple of the common concentration of 
organic contaminants in sewage. The properties of 
slurry also depend on the animal species that produce 
the slurry in question.

The anaerobic stabilization is a process during 
which, under the action of microorganisms, the organic 
substances are decomposed at the development of 
biogas. The aerobic and anaerobic processes differ not 
only in the organisms which induce and carry out the 
reactions but also in the products which are obtained in 
these processes. The final products of aerobic stabiliza­
tion are CO2, H2O and NO2. One of the disadvantages 
of anaerobic stabilization is the relatively high concen­
tration of organic substances in the effluent and lower 
effectiveness of the treatment in comparison with the 
aerobic process (Dohányoš and Zábranská, 
1991; Ondrašovičová et al., 1994; Ondrašovič 
et al., 1994).

The aim of this study was to determine the effect of 
methanogenesis in pilot-scale experiment in the meso- 
philic thermal range on long-term survival of selected 
model bacterial strains and helminth eggs.

Liquid manure (fugate) from a large-capacity farm, 
not subjected to any previous treatment, was used in 
anaerobic stabilization experiments (methanogenesis). 
The process took place in two pilot-plant anaerobic 
digesters (Fl: with a bed - 800 I, F2: without a bed - 
1 000 1, Institute of Experimental Veterinary Medicine, 
Ivanka pri Dunaji, Slovakia, Fig. I) operating in 
a mesophilic thermal range (35-37 °C). Stabilized 
sludge from a sewage treatment plant, pretreated an­
aerobically, was injected into the digester.

A gas meter PL (Východočeské plynárny к. p. 
Skuteč, Czech Republic) was used to measure the vo­
lume of the produced gas.

Dry matter, organic substances, total nitrogen, lower 
fatty acids and ammonia were determined according to 
the Standard Methods for the Examination of Water 
and Wastewater (1980). The pH value was measured 
using a digital pH meter mfd by Radelkis equipped 
with a glass electrode. To detect the microbial survival, 
the following model strains were used: Escherichia coli 
EC 5, Staphylococcus aureus SA 11, and Enterococcus 
faecium CCM 4231 (Institute of Animal Physiology 
SAS, Košice. Slovakia). The selection of model bacte-

F1

F2

I. Two pilot-plant anaerobic digesters (Fl: with a bed - 800 I, 
F2: without a bed - 1 000 1. Institute of Experimental Veterinary 
Medicine. Ivanka pri Dunaji. Slovak Republic)
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I. The survival of model strains Eni. faecium CCM 4231, E. coli EC 5 and St. aureus SA 11 during anaerobic mesophilic digestion of pig 
slurry in the fermentor of 800 1 volume (log cfu/ml)

Exposure 
(Day)

Escherichia coli 
EC 5 Control St. aureus

SA 11 Control Ent. faecium 
CCM 4231 Control

1 7.30 6.76 10.04 8.15 9.51 6.73

6 6.12 5.97 9.1 1 8.13 7.06 6.66

11 2.65 4.30 7.76 7.09 4.51 3.53

17 1.02 3.02 5.79 5.34 2.11 1.07

18 0 2.02 5.61 5.06 0 0

20 0 0 3.27 2.97 0 0

rial species used in the experiments was based on the 
knowledge that these bacterial strains are natural com­
ponents of animal excrements (Khalaf and Mu­
hammad, 1989). The pig slurry was inoculated with 
1 liter of a 24 hr culture of individual model strains 
(1010 cfu/ml) cultivated in Nutrient Broth No. 2 as well 
as in Todd-Hewith Broth (Imuna, Šarišské Michal'any, 
Slovakia).

The total number and survival of the model bacterial 
strains were observed during the entire experiment in 
1-3 day intervals. Samples were diluted in a saline so­
lution (ratio 1 : 9). Individual dilutions (100 pl) were 
spread on appropriate selective media.

The total number of E. coli EC 5 strains was deter­
mined on MacConkey agar (Imuna). St. aureus SA 11 
strain was grown on Mannitol Salt Agar (oxoid). Se­
lective medium for faecal streptococci (Imuna) with an 
addition of 20 g of pure agar, 60 g of sodium chloride 
and 10% of defibrinated sheep blood per 1000 ml was 
used for determination of Ent. faecium CCM 4231 
strain.

Non-stabilized excrements inoculated with the same 
model bacterial strains and stored at laboratory tem­
perature were used as control samples.

Model, non-embryonated eggs of Ascaris suum, ob­
tained by dissection of the distal uterine end of adult 
female A. suum were used in the experiments. The vi­
ability of A. suum eggs was determined by their culti­
vation at 26 °C for 21 days until embryonation.

Non-stabilized excrements inoculated with non-em- 
bryonated A. suum eggs and stored at laboratory tem­
perature were used as control samples.

RESULTS

The anaerobic stabilization process was monitored 
by determining the following chemical parameters: pH, 
N-NHj, total dry matter (kg/day), organic substances 
(kg/day) production of methane by supplied and de­
graded organic matter (m3/kg).

Results of the testing of the effect of anaerobic sta­
bilization on model microbial strains are summarized 
in Tabs. I and II. The total growth inhibition of E. coli 
EC 5 and Ent. faecium CCM 4231 strains was recorded 
on days 18 and 20 of the anaerobic mesophilic stabili­

zation. St. aureus SA 11 strain was not eliminated com­
pletely at the end of experiment (20th day), although 
the growth of this strain was suppressed during the 
stabilization process in both digestors (Tabs. I and II). 
Therefore the total number of SA II strains decreased 
from the initial 10.04 to 3.27 or 8.69 to 2.77 (log 
cfu/ml).

The most pronounced devitalization effect of the 
process of anaerobic stabilization was observed in the 
strain EC 5. As soon as on day 9 of the stabilization in 
the fermentor No. 1 marked inhibition of its growth 
was detected in comparison with the non-stabilized 
control sample (from 3.86 to 4.49 log cfu/ml).

The results obtained suggest that the prolongation 
excrement retention in an anaerobic digester could 
achieve complete devitalization of St. aureus SA 1 1 
cells. Regarding the results, it was revealed that Gram­
-negative, aerobic or facultatively anaerobic bacteria 
are more susceptible to this technological process than 
the facultatively anaerobic, Gram-positive species.

The proportion of viable and damaged eggs of Ä5- 
caris suum expressed in per cent, observed in the 
course of anaerobic digestion of pig slurry, is illus­
trated in Tab. III. The 20 day period of action of the 
fermentation process tn a stable temperature range 
35-37 °C resulted in devitalization of only 17 or 18% 
(Fl, F2) of the Ascaris suum non-embryonated eggs 
present in the slurry.

DISCUSSION

Mesophilic temperature range of 35-37 °C is favour­
able for the growth of facultatively anaerobic micro­
organisms. which include all tested strains E. coli, St. 
aureus and Ent. faecium. The principal factor for the 
further survival of these strains is their transfer into 
anaerobic conditions during methanogenesis. Their sur­
vival is determined primarily by the presence of certain 
substances in culture medium. Thus e.g., St. aureus 
inevitably requires uracil for its anaerobic growth, 
some other strains require in addition biotin and pan­
tothenic acid. The same situation is with the other 
strains tested. The supposition is that the disappearance 
of these substances from culture medium entails the 
destruction of pathogens. The effect of mesophilic tern-
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II. The survival of model strains Ent. [aecium CCM 4231. E. coli EC 5 and St. aureus SA 11 during anaerobic mesophilic digestion of pig 
slurry in the fermentor of I 000 1 volume (log cfu/ml)

Exposure 
(Day)

Escherichia coli 
EC 5 Control St. aureus

SA II Control Ent. faecium 
CCM 4231 Control

1 6.78 5.90 8.69 8.63 8.19 8.69

6 5.77 5.30 8.60 8.16 5.18 8.0

11 2.30 3.0 8.0 8.0 3.10 7.03

17 1.02 1.60 7.07 7.14 2.14 4.77

18 0 1.60 5.47 4.45 1.10 4.49

20 0 0 2.77 4.15 0 2.77

III. Survival of non-embryonated Ascaris suum eggs in the course of anaerobic mesophilic digestion of pig slurry

Fermentor Fl, F2 Fl, volume 800 1 F2, volume 1 000 1

Exposure 
(Day) viable damaged % (n = 2) viable damaged % (n = 2)

1 90.0 90.0 10.0 95.5 4.5 4.5

6 91.5 8.5 8.5 94.0 6.0 6.0

11 87.5 12.5 12.5 92.0 8.0 8.0

17 84.5 15.5 15.5 91.5 8.5 8.5

18 83.5 16.5 16.5 84.5 15.5 15.5

20 82.0 18.0 18.0 83.0 17.0 17.0

Controls 92.5 7.5 7.5 95.0 5.0 5.0

peralure on the survival of microorganisms is therefore 
not decisive. This is supported also by control results 
in strain E. coli EC 5, with the increase from 3.8 to 
4.49 log cfu/ml. Mesophilic temperatures are favour­
able both for the activity of methanogenous microor­
ganisms and for the survival of pathogens during 
methanogenesis. The time of survival of facultatively 
anaerobic microorganisms is, however, determined by 
the presence of vital nutrients. It is then more under­
standable that termophilic temperature range at 48 °C 
(Carrington, 1992) even more shortens the time 
for destruction of Salmonella strains to 1.4 days, com­
pared to 1.6 days at 35 °C at mesophilic range.

Olsen et al. (1985) observed that Mycobacterium 
tuberculosis survived for 21 days in cattle slurry sub­
jected to anaerobic stabilization, their initial number 
being 3.3. IO3—2.7.104. The prolongation of the reten­
tion time to 28 days resulted in their total disinfection. 
Eggs of helminths also exhibit high tenacity in the en­
vironment. The time of survival of some bacteria (Sal­
monella typhimurium. E. coli, St. aureus") at anaerobic 
storage of slurry was observed by Larsen and 
Munch (1983).

The bacteria investigated were disinfected within 
several hours under thermophilic conditions, within 
several days under mesophilic conditions and after se­
veral weeks in the low temperature range. This implies 
that from the practical point of view the anaerobic sta­
bilization, which occurs in the mesophilic temperature 
range, has no marked lethal effect on helminth eggs.

In addition, Kearney et al. (1993) observed the 
survival of some bacteria (E. coli, S. typhimurium. 
Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, and 
Campylobacter jejuni) in the course of anaerobic meso­
philic stabilization in a digester of volume 210 m3 at 
the mean hydraulic retention time 24 days. Of all germs 
observed in the environment of the digester the least 
resistant was Yersinia enterocolitica with the decima­
tion time Tg0 equal to 18.2 days, more resistant was 
E. coli with Tg0 76.9 days, and the most resistant was 
Campylobacter jejuni with Tg0 438.6 days.

Black (1982) stated that the vitality of eggs of the 
genus Ascaris was preserved in the course of anaerobic 
stabilization at the temperature 35 °C. Only 23% eggs 
were devitalized. The data of the author mentioned 
above correspond to our results which were obtained in 
the pilot plant experiment. After a 20-day exposure (at 
35-37 °C) in an anaerobic digester only 18% non-em- 
bryonated A. suum eggs were devitalized.

Animal excrements are considered to be lifeless vec­
tors of the transfer of agents of various diseases. They 
contain a wide range of microorganisms. It was deter­
mined that approximately 1010 microorganisms are 
found in 1 g of slurry dry matter and out of that 3^1% 
are pathogenic or potential pathogenic microorganisms. 
The floor of an animal house becomes in this way the 
pool of all infectious agents which occur in the con­
fined house and on animals. For this reason, in the case 
of all the infections which arise in the livestock, ma­
nure and slurry should be considered as infected. Be-
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sides these infections which must be reported, a whole 
range of other infectious diseases, which commonly 
occur in farm animals, enters the manure and slurry via 
animal excrements. In view of protection of the envi­
ronment from dangerous infections one must keep in 
mind that it is necessary to determine experimentally 
the optimum exposure time (retention time of the ex­
crements in the digester) needed for anaerobic stabili­
zation of liquid excrements of farm animals which 
occurs in various temperature zones. This exposure 
time must ensure a reliable hygienization effect. It is 
a well known fact that the temperature level of the sta­
bilization process affects directly the disinfection of 
pathogenic germs.
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SHORT COMMUNICATION-KRÁTKÉ SDELENI

INTERACTIONS OF LACTOBACILLUS SPP.
AND ENTEROPATHOGENIC ESCHERICHIA COLI
UNDER IN VITRO AND IN VIVO CONDITIONS

EFEKT LACTOBACILLUS SPP. PROTI ENTEROPATOGÉNNYM
ESCHERICHIA COLI V PODMIENKACH IN VITRO A IN VIVO

A. Bomba1, R. Němcová1, R. Kastel’2, R. Herich1, J. Pataky1, M. Čížek2

1 Research Institute of Experimental Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic 
"University of Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: In the present study, the effect of Lactobacillus spp. against enteropathogenic Escherichia coli 08:K88+Ent 
under in vitro and in vivo conditions has been compared and the effect of inoculation of Lactobacillus spp. upon the 
colonization of both the jejunum and ileum by enteropathogenic E. coli 08:K88+Ent+ in 9 gnotobiotic pigs has been observed. 
Under in vitro conditions, the strain Lactobacillus spp. showed the inhibition of 2.1 ± 0.1 mm against enteropathogenic E. coli 
08:K88+Ent+. Two days after the inoculation, the enteropathogenic E. coli 08:K88+Ent+, inoculated to the control group of 
gnotobiotic pigs (E), colonized the mucosa of both jejunum and ileum of gnotobiotic pigs at counts of 6.41 and 6.08 log 
10/cm2, respectively. In experimental group (L-E), the counts of adhered enteropathogenic E. coli in the identical sections of 
the small intestine, following the inoculation by Lactobacillus spp., amounted to 6.35 and 6.43 log/cm , respectively. In both 
groups, numbers of E. coli in the intestinal content of both jejunum and ileum were nearly the same (group E 9.03 and 9.31 
log 10/ml; group L-E 8.97 and 9.11 log 10/ml). Two to five days after E. coli inoculation, Lactobacillus spp. counts adhered 
to the jejunal wall ranged from 5.4 to 6.49 log 10 cm2; in the ileum they ranged from 6.05 to 6.77 log 10 cm2. In the jejunal 
content, the lactobacilli counts ranged from 6.81 to 8.86 log 10/ml and in the ileum from 8.5 to 8.98 log 10/ml. Two days 
after the E. coli inoculation, the concentration of lactic acid in the content of jejunum in gnotobiotic pigs of the groups E 
and L-E was 16.3 mmol/1 and 23.6 mmol/1, respectively. The concentration of acetic acid in the jejunum of the pigs of E and 
L-E groups was 15.9 mmol/1 and 19.6 mmol/1, respectively. Similarly, the higher concentrations of both acids were found 
also in the ileum of the L-E pigs. The results obtained indicate that the used strain of Lactobacillus spp. which has been 
preventively inoculated to gnotobiotic pigs, did not prevent the adhesion of enteropathogenic E. coli 08:K88+Ent+ to the 
mucosa of both jejunum and ileum also despite of the demonstrated inhibitory effect against enteropathogenic E. coli under 
in vitro conditions and despite good adherent ability in vivo. In both groups of animals, the diseases with pronounced clinical 
signs as well as losses have occurred.

bacterial interactions; gnotobiotic pig; Lactobacillus spp.; enteropathogenic E. coli; colonization; digestive tract

ABSTRAKT: V predloženej práci bol porovnávaný efekt Lactobacillus spp. proti enteropatogénnym E. coli 08:K88+Ent+ 
v podmienkach in vitro a in vivo a bol sledovaný vplyv inokulácie Lactobacilus spp. na kolonizáciu jejúna a ilea enteropa- 
togénnymi E. coli 08:K88+Ent+ u deviatich gnotobiotických ciciakov. Použitý kmeň Lactobacillus spp. v podmienkach in 
vitro vykazoval voči enteropatogénnym E. coli 08:K88+Ent+ inhibiciu 2,1 ±0,1 mm. Enteropatogénne E. coli 08:K88+Ent+ 
inokulované kontrolnej skupině gnotobiotických ciciakov (E) kolonizovali, dva dni po inokulácii, sliznicu jejúna a ilea 
gnotobiotických ciciakov v počtoch 6,41 a 6,08 log 10/cm2. V pokusnej skupině (L-E) dosiahla populácia adherovaných 
enteropatogénnych E. coli v rovnakých úsekoch tenkého čreva, po predchadzajúcej inokulácii Lactobacillus spp., počtov 6,35 
a 6,43 log 10/cm2. Aj počty E. coli v črevnom obsahu jejúna a ilea oboch skupin boli přibližné rovnaké (skupina E 9,03 
a 9,31 log 10/ml, skupina L-E 8,97 a 9,11 log 10/ml). Dva až páť dní po inokulácii E. coli, adherovali Lactobacillus spp. na 
stenu jejúna v počtoch 5,4-6,49 log 10/cm2 a v ileu 6,05-6,77 log 10/cm2. V obsahu jejúna sa počty laktobacilov pohybovali 
v rozpatí 6,81-8,86 log 10/ml a v ileu 8,5-8,98 log 10/ml. Koncentrácia kyseliny mliečnej, dva dni po inokulácii E. coli, bola 
v obsahu jejúna gnotobiotických ciciakov skupiny E 16,3 mmol/1 a v skupině L-E 23,6 mmol/1. Koncentrácia kyseliny octovej 
v jejúne dosiahla u ciciakov skupiny E 15,9 mmol/1 a v skupině L-E 19,6 mmol/1. Podobné aj v ileu boli zistené vyššie 
koncentrácie oboch kyselin u ciciakov skupiny L-E. Dosiahnuté výsledky poukazujú na to, že použitý kmeň Lactobacillus
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spp., ktorý bol preventivné inokulovaný gnotobiotickým ciciakom, nezabránil adherencii enteropatogénnych E. coli 
08:K88+Ent+ na sliznicu jejúna a ilea aj napriek preukázanému inhibičnému efektu proti enteropatogénnym E. coli v pod- 
mienkach in vitro a dobrej adherenčnej schopnosti in vivo. U oboch skupin zvierat došlo к ochoreniu s výraznými klinickými 
príznakmi a úhynu.

bakteriálně interakcie; Lactobacillus spp.; enteropatogénne E. coli; kolonizácia; tráviaci trakt

INTRODUCTION

Pathogenic E. coli present the most frequent diar­
rhoea-causing agents in young animals (Tzipori, 
1981). Employing probiotics seems to be a very effica­
cious method of preventing and treating diseases 
caused by pathogenic microorganisms, mainly the diar­
rhoeic syndrome in the young of farm animals.

Some authors explain the antibacterial effects of pro­
biotics to result from the production of organic acids (lac­
tic, acetic and formic acids) and a decrease in pH (B a - 
bei, 1977); the production of hydrogen peroxide, free 
radicals and their bacteriostatic or bactericidal effect 
(Piard and Desmaze aud, 1991); the production 
of natural antibiotic substances - bacteriocins (Van­
denbergh, 1993); competitive exclusion (Chau- 
viere et al., 1992) and antienterotoxic activity 
(Mitchell and Kenworthy, 1976).

The present knowledge obtained when studying the 
micro-ecology of the digestive tract as well as the in­
ter-relationships of the microflora indicate that the bac­
terial interactions under in vivo conditions may have 
a different mechanism from that under in vitro condi­
tions.

Gnotobiotic animals present the optimum model for 
the exact investigation into the interactions of natural 
microflora and pathogens under in vivo conditions 
since they enable to study the inter-relationships of the 
microorganisms.

The aim of our work was to compare the interactions 
of Lactobacillus spp. and enteropathogenic E. coli 
O8:K88+Ent+ under in vitro and in vivo conditions as 
well as to observe the effect of Lactobacillus spp. ino­
culation upon the colonization of digestive tract in gno­
tobiotic pigs.

The testing of inhibitory effect of Lactobacillus spp. 
against E. coli 08:K88+Ent+ under in vitro conditions 
was done by the well method of Czarnocka- 
-Roczniakowa and Kujawa (1983). The in­
hibitory effect of Lactobacillus spp. against entero­
pathogenic E. coli in vivo was evaluated on gnotobiotic 
animals.

Nine gnotobiotic pigs were included in the experi­
ment. They were obtained by hysterectomy and reared 
in the isolators. The animals were divided into two 
groups. In the group E there were four and in the group 
L-E five animals, reared in two isolators in groups.

Group E of pigs was inoculated at 5 days of age with 
enteropathogenic E. coli O8:K88+Ent+. The group L-E 
was inoculated with Lactobacillus spp. at the age of 2, 
3 and 4 days. On day 5 this group was inoculated with

enteropathogenic E. coli O8:K88+Ent+. Each inoculum 
contained I x 108 germs in 1 ml. The animals received 
it at a dose of 2 ml. The strain of Lactobacillus spp. 
was isolated from the gut mucosa of the pig and strain 
E. coli 08:K88+Ent+ from the rectal swab of diarrhoeic 
pigs.

In both groups, 2 animals were sacrificed at the age 
of 7 days. In the L-E group, a pig at the age of 8 days 
immediately before the perishing, as well as 1 animal 
at the age of 10 days were sacrificed. Another pig in 
this group as well as 2 animals from the group E could 
not be sacrificed because of their sudden perishing.

When testing the inhibitory effect of the strain used 
under in vitro conditions using the well method, the 
tested strain of Lactobacillus spp. showed the inhibi­
tion 2.1 ± 0.1 mm (the size of the inhibitory zone) 
against enteropathogenic E. coli 08:K88+Ent+.

In the experiment on gnotobiotic pigs, the number 
of enteropathogenic E. coli adhered to the mucosa of 
the jejunum at the age of 7 days in groups E and L-E 
amounted to 6.41 log 10/cm2 and 6.35 log 10/cm2, 
respectively (Fig. I). At the age of 8 and 10 days, the 
numbers of E. coli colonizing the mucosa of the jeju­
num in gnotobiotic pigs of group L-E were 6.1 and 
5.2 log 10/cm*. E. coli adhered to the mucosa of the 
ileum at the age of 7 days in groups E and L-E in 
counts of 6.1 log 10/cm2 and 6.4 log 10/cm2, respec­
tively. At the age of 8 and 10 days, the E. coli counts 
on the mucosa of the ileum in pigs of the group L-E 
amounted to 6.5 and 5.9 log 10/cm2, respectively.

In the content of jejunum, the E. coli counts in pigs 
of the group E were 9.0 log 10/ml at the age of 7 days. 
In group L-E, from day 7 to day 10 of age, the E. coli 
counts ranged from 8.97 to 7.26 log 10/ml (Fig. 2). In 
pigs of the group E, at the age of 7 days the numbers 
of E. coli in the content of the ileum were 9.3 log 
10/ml. In group L-E from day 7 to 10 of age, the num­
bers of E. coli decreased from 9.1 log 10/ml to 8.4 log 
10/ml.

In pigs of the group L-E, the counts of lactobacilli 
adhered to the wall of jejunum decreased from 6.5 log 
10/cm2 at the age of 7 days to 5.4 log 10/cm2 at the 
age of 10 days. In the content of the jejunum, the lac­
tobacilli counts decreased from 8.9 to 6.8 log 10/cm2 
(Fig. 3). The population of lactobacilli adhered to the 
mucosa of the ileum at the age of 7, 8 and 10 days 
amounted to 6.6; 6.8 and 6.1 log 10/cm*. respectively; 
in the content of ileum the values being 9.0; 8.9 and 
8.5 log 10/cm2, respectively.

Lactic acid (LA) level in the content of jejunum of 
E pigs at the age of 7 days was 16.3 mmol/1. In group
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1- Colonization of jejunal mucosa by E. coli 08:K88*Ent* in gnoto- 
biotic pigs

2. Population of E coli 08:K88+Ent* in the jejunal content of the 
gnotobiotic pigs

Legend to Figs. 1 and 2:
E = group of pigs inoculated by E coli 08:K88+Ent+
L-E = group of pigs inoculated by Lactobacillus spp. and E. coli 08:K88*Ent+

log 10/cm2

3. Colonization of jejunal mucosa and population of Lactobacillus 
spp. in the jejunal content of gnotobiotic pigs

Legend:
M = mucosa. C = content

L-E. it decreased from 23.6 mmol/l at the age of 7 days 
and 24.5 mmol/l at the age of 8 days to 3.5 mmol/l at 
the age of 10 days. In E pigs, the level of acetic acid 
in the content of jejunum was 15.9 mmol/l at the age 
of 7 days. In L-E pigs it decreased gradually from 
19.6 mmol/l at the age of 7 days to 6.0 mmol/l at the 
age of 10 days.

The results obtained by several authors point out to 
the unequal mechanism of bacterial interactions under

in vitro and in vivo conditions and they also spur on to 
study these problems as a whole. The strain of Lacto­
bacillus spp. used in the present study showed a pro­
nounced inhibition against E. coli O8:K88+Ent+ 
(2.1 mm in average). The inhibition was quantified by 
the size of the inhibitory zone. The observation of the 
interactions of the identical strains in gnotobiots while 
at first Lactobacillus spp. and subsequently E. coli 
were inoculated to germ-free pigs, has not confirmed 
the inhibitory effect of lactobacilli found in vitro. The 
E. coli counts adhered to intestinal mucosa as well as 
in the content of jejunum and ileum were nearly the 
same both in the group of gnotobiotic pigs, to which 
merely E. coli had been inoculated and in the group 
where Lactobacillus spp. had been applied preven­
tively.

It can be concluded on the basis of our results that 
competition for adhesion receptors on intestinal mu­
cosa is unlikely to play a decisive part in the mecha­
nism of the inhibition of the enteropathogenic E. coli 
adherence to the intestinal mucosa by lactobacilli. Our 
previous results suggest that significantly higher levels 
of organic acids produced by lactobacilli in the mucosal 
film in comparison with the small intestine content may 
form the efficient inhibitory barrier against digestive 
tract pathogens (Bomba et al., 1995).

The results obtained can also be used for the selec­
tion of strains for probiotic purposes. The results of our 
study point to the fact that the efficacy of the bacterial 
strain which had been chosen for probiotic purposes 
should be tested not only by in vitro methods but also 
by in vivo ones. The gnotobiotic animals present an 
optimum experimental model to verify the inhibitory 
effect of probiotics against pathogens in vivo as they
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enable the selective observation of mutual interactions. 
The gnotobiots exceedingly facilitate also the determi­
nation of the adherence ability of bacterial strains in 
vivo.

In the following study the attention will be paid to 
the selection of lactobacilli strains with good adherence 
ability and considerable inhibitory effect against patho­
gens of the digestive tract in pigs using in vitro and in 
vivo methods.
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REVIEW ARTICLE PŘEHLED
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IMOBILIZACE V ALGINÁTOVÝCH GELECH
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ABSTRACT: Summarization of literary data on immobilization in calcium alginates as published in the last two years. The 
review focuses on those papers in which the new knowledge of immobilized enzymes, cells and tissues expands their 
biotechnological applications.
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ABSTRAKT: Byly sumarizovány literární údaje o imobilizaci ve vápenatých alginátech tak, jak byly publikovány v průběhu 
asi dvou let. Rešerše je směrována na ty práce, ve kterých nové poznatky o imobilizovaných enzymech, buňkách a tkáních 
rozšiřuji možnosti jejich biotechnologické aplikace.
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ÚVOD

К dávno známým aplikacím látek, tvořících koloidní 
systémy typu gel, jako je želatina, agar a další, patřily 
i algináty v potravinářských technologiích. Jejich indi- 
ferentnost vůči živým buňkám vyústila nakonec ve snahu 
vytvářet z nich „lože“ pro prostorovou determi- 
novatelnost suspenzního prostoru, obsahujícího mikro­
organismy nebo živé buňky rostlin i živočichů. V sou­
časné době je poznatků o „imobilizovaných“ buňkách 
tolik, že si logicky vynutily i práce sumární. Jejich za­
měření je různé. Za nejzajímavější lze považovat apli­
kaci „imobilizátů“ v rozvíjejících se biotechnologic­
kých procesech.

Na toto téma byla například uveřejněna rozsáhlá re­
šeršní práce (Praš, 1992), zdůrazňující právě tento typ 
aplikace. Najdeme v ní opodstatněné tvrzení, že jen ve­
lice malý podíl enzymatického potenciálu rostlin je do­
sud využíván к selektivní přeměně prekurzorů na hle­
dané sloučeniny. Je zřejmé, že imobilizace aktivních 
buněk či tkání může být klíčem к propracované prů­
myslové formě nejrůznějších biotechnologických pro­
cesů, do této doby nejen neuskutečněných, ale ani ne­
předpokládaných. Prasova práce je zaměřena na 
možnosti přeměny prekurzorů na farmaceuticky vý­
znamné látky s využitím stereospecificity enzymatic­
kých přeměn. Její existence byla impulsem к pokusu 
shrnout následné poznatky, jejichž šíře autory tohoto 
přehledu někdy až udivila.

Přesto hlavním tématem většiny prací zůstává imo- 
bilizace buněk, tkání a enzymů. Jsou studovány i se­
kundární vlivy, jako je například vliv ošetření kvasinek

před imobilizaci v alginátech pro využití jejich inver- 
tázy (P i r a aj., 1991).

OBECNÉ POZNATKY

Imobilizované tkáně nebo buňky jsou velmi vhod­
ným objektem pro ty typy výzkumných metodik, které 
na volné buňky nelze aplikovat. Imobilizace umožňuje 
využít například „scanning" elektronové mikroskopie 
některých plísní pěstovaných za různých podmínek 
(Federici aj., 1991).

Vzrůst viskozity alginátů z Pseudomonas aeruginosa 
byl pozorován při přídavku mucinu a exopolysacharidů 
z Pseudomonas cepacia (Allison a Matthews. 
1992). Zároveň se snižuje difúze a antimikrobiologická 
aktivita imobilizovaných buněk.

Polyfaktoriální analýzu vlivu koncentrace alginátů 
sodného, chloridu vápenatého a buněk kvasnic na sta­
bilitu získaného gelu a imobilizaci buněk provedli J a­
m u n a aj. (1992a, b). Koncentrace alginátů a chloridu 
spolu s dobou tvorby gelu mají zřetelný vztah ke sta­
bilitě gelu, koncentrace imobilizovaných buněk ovliv­
ňuje stabilitu gelu nejednoznačně.

Rozsáhlá je práce autorů Kurillova aj. (1992) 
zabývající se vlastnostmi vytvrzených vápenatých pek- 
tátů jako loží pro imobilizaci buněk.

J o u e n n e aj. (1993) agarové lože obsahující různá 
množství (od 103 do 106 buněk v 1 ml agaru) Escheri­
chia coli inkubovali v živném médiu a jejich vývoj 
a množení sledovali ve srovnání s volnými buňkami. 
Imobilizované buňky rostly exponenciálně s vyšším
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koeficientem než buňky volné (0,0115 a 0.0145 oproti 
0,011) bez zřetelné závislosti na počáteční koncentraci.

IMOBILIZACE NA JINÝCH MATERÄLECH

[mobilizace buněk je možná i na jiných ložích. Po­
lyamidová vlákna (kaprolaktamová), sloužící jako lože 
pro Streptomyces rochei 303 se ukázala jako velmi 
vhodná pro degradaci polychlorfenolů v koncentraci 
I g v litru a při průtoku 80 ml/h. Po 75 dní byl systém 
schopen degradovat polychlorfenoly intenzitou 36 mg 
PCF na den a gram nosiče (Golovleva aj., 1993). 
Jako zvláštnost byla v literatuře uvedena možnost imo- 
bilizace buněk Leuconostoc mesenteroides v porézní ne­
rezové oceli (Elsayed aj., 1992). V kontinuálním bio- 
reaktoru pro studium degradace fenolů při teplotě 35 °C 
bylo použito granulovaného aktivního uhlí (GAC). 
Kultura bakterií velmi dobře rostla na nosiči a vytvořila 
vrstvu na granulích (Craik aj., 1992). Účinnost lože 
se pohybovala kolem 20 mg fenolu na mg lože a den. 
Byla provedena měření mechanických vlastností.

IMOBILIZACE SLOUČENIN

Zajímavá publikace o imobilizovaných látkách ve 
vápenatém alginátu (S i r ag u s a aj., 1992) uvádí zvý­
šenou účinnost kyseliny mléčné a octové (asi 2%) na 
inokulované Listeria monocytogenes (Lm) v libovém 
mase. Účinnost imobilizovaných kyselin je o mnoho 
řádů vyšší.

IMOBILIZACE ENZYMŮ

Aminoacyláza (3.5.1.14) při imobilizaci ve vápena­
tém alginátu je vhodným producentem fenylalaninu 
z N-acetyl fenylalaninu. Byly proměřeny optimální 
podmínky (Lee aj., 1992a, b) a ověřeno, že enzym 
ztrácí asi 10 % aktivity po deseti cyklech. Potažení po­
vrchu polyetylenimincm se neosvědčilo. Lože z vápe­
natého alginátu, připravené při pH 7 a stabilizované 
poly-L-lyzinem, bylo použito pro imobilizaci aminoacy- 
lázy(Lee a Lее , 1993). Lože je stabilní, aktivita en­
zymu vysoká. Biotechnologické využití imobilizovaných 
buněk kvasnic, resp. jejich enzymů zasahuje i neběžné 
příklady, jako je štěpení cellobiózy beta-glukosidázou, 
zachycenou v kombinovaném loži propylenglykolalgi- 
nátu a kostní želatiny. Lože má sférický tvar (Wood­
ward a Cappas, 1992).

IMOBILIZACE MIKROORGANISMŮ

Imohilizace kvasinek

Počet případů imobilizace kvasinkových buněk trva­
le roste. Liší se často pouze typem využívaného enzy­
mu, což lze ovlivnit specifikací podmínek (Ramak­
rishna aj., 1992).

Optimalizace průběhu reakcí v bioreaktorech, „vy­
bavených“ buňkami kvasnic imobilizovaných ve vápe­

natém alginátu. vyžaduje studium fyzikálních vlastnos­
tí médií procházejících reaktorem v závislosti na jejich 
hmotnostním průtoku. Zvláště reaktory s fluidní imobi- 
lizovanou fází vyžadují přesné dodržováni podmínek 
toku médií. Výpočty a experimenty v této oblasti se 
zabývala studie autorů Bejar aj. (1992).

Pokusy s kontinuální fermentací v reaktoru s imobili- 
zovanými Saccharomyces cerevisae v kapsulích o prů­
měru I mm, ve kterých byla sledována kinetika, ukázaly 
(Vives aj., 1993), že kinetika biochemické přeměny je 
velmi podobná pro volné a imobilizované buňky.

[mobilizované schizosacharomycety v alginátovém 
loži byly s úspěchem využity pro štěpení (rozklad) ky­
seliny jablečné. Metodika byla zkoumána z hlediska 
možnosti využití v biotechnologických pochodech 
(T a i 11 a n d i e r aj.. 1991).

Imobilizace bakterií mléčného kvašení

[mobilizace mléčných bakterií v alginátovém gelu 
byla využita pro výrobu kyseliny mléčné (Dong aj., 
1991). Lipáza buněk, imobilizovaných v analogickém 
loži, je schopna katalyzovat hydrolytické reakce i ve 
dvoufázovém systému voda - organické rozpouštědlo 
(Hertzberg aj., 1992).

Zajímavá je studie o uvolňování imobilizovaných 
buněk Lactococcus lactis, původně imobilizovaných 
v loži alginátu vápenatého. Lactococcus. imobilizova- 
ný pro tvorbu jogurtu, uvolňoval při intenzivním využi­
tí zpočátku 1 x 106, později 3 x 107 CFU/ml. Na uvol­
ňování buněk nemělo vliv omytí lože mezi šaržemi, 
počáteční koncentrace alginátu, ani koncentrace buněk. 
Zato silně počet buněk závisel na kyselosti dávky. Po­
kryti lože poly-L-lyzinem se ukázalo jako úspěšné te­
prve po dvojím opakování (kontrolováno v průběhu pě­
ti dávek), ale snížilo acidifikaci produktu. Ponoření 
lože do etanolu zničilo buňky povrchových vrstev, ale 
acidifikační aktivita zůstala zachována (Champag­
ne aj., 1992a).

Při výrobě mléčných kvašených výrobků (jogurty) 
pomocí Lactococcus lactis subsp. biovar diacetylactis 
byla vyzkoušena metodika imobilizovaných buněk ve 
dvouvrstvém loži z vápenatého alginátu. Z pasterizova­
né smetany o obsahu 31 % tuku byl po inokulaci vol­
nými buňkami získán produkt ve třikrát kratším čase, 
přičemž počet volných buněk v produktu byl o dva až 
tři řády nižší. Proces vyžaduje ošetření produktu pro 
zvýšení stálosti (Pre v o s t a D i v i e s , 1992).

Buňky Lactococcus lactis byly imobilizovány ve vá­
penatém alginátu a vneseny do růstového média. Po 
určité etapě růstu byla biomasa lyofylizována. Byl sle­
dován podíl buněk, které přežily (62-79 %). Dále byly 
sledovány senzorické vlastnosti, proteolytická aktivita 
a tvorba kyselin ve srovnání s buňkami jenom imobili- 
zovanými a buňkami volnými, [mobilizované buňky 
přežily lépe než volné, zvláště za přítomnosti sacharózy 
a vitaminu C. Stabilita při teplotě 45-55 °C byla vyšší 
pro buňky lyofylizované imobilizované. Produkované 
sýry byly rovněž lepší z buněk IFD (immobilization
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freeze drying), právě tak jako byla vyšší odolnost proti 
fágům (C h a m p ag n e aj., 1992b).

Pěstování laktobacilů v loži vápenatého alginátu se 
jeví jako jedna z cest, jak získat koncentrát buněk bez 
odstřeďování nebo odfiltrovávání z média. Pokusy au­
torů Morin aj. (1992) ukázaly, že komerční médium 
Gold Complete není ovlivňováno přídavkem vápníku, 
zatímco při náhradě média extraktem z kvasnic nebo 
masa se jeho účinnost zvýšila.

Jiné mikroorganismy a jejich imobilizace

U mikroorganismů Bacillus subtilis a Serratia mar- 
censes byla po jejich imobilizaci studována rychlost difú­
ze proteázy alginátovým ložem. Byl vytvořen i matema­
tický model děje (Longo aj., 1992). Difuzní koeficienty 
jsou podobné jako u nízkomolekulárních látek.

Optimalizací podmínek činnosti imobilizovaného 
acetobakteru se zabývali Fumi aj. (1992).

Že by imobilizace měnila vlastnosti imobilizovaných 
mikroorganismů není běžný jev. Byl prokázán u Tetra- 
hymena thermophila. kdy vápenatým alginátem obale­
né buňky měly dvojnásobnou délku oproti suspendova­
ným buňkám neošetřeným a měnila se i jejich aktivita 
ve tvorbě enzymů (K i у a Ti ed t к e . 1993).

Britští vědci Mollah a Stuck ley (1993) vy­
zkoušeli kontinuální reaktor s imohilizovanými bakte­
riemi Clostridium acetobutylicum ve vápenatém alginá­
tu a zjistili, že maximální konverze glukózy dosahovala 
0,72 g/l/h. Ve stejných jednotkách byla nejnižší pro­
dukce 0,12 a trvale udržitelná 0,58 g rozpouštědel z 1 I 
za hodinu. Vypadá to na málo, ale při objemu suspense 
1 000 I by činila standardní produkce více než 4 kg za 
8 h bez vysokých nároků na energii.

Novinkou v imobilizaci mikroorganismů v alginátech 
je použití stronciového alginátu (Zakaria aj., 1993). 
Lipolytické bakterie Pseudomonas byly imobilizovány 
za účelem produkce lipáz. Výsledky byly označeny za 
výborné, optimální byl 3% gel s 20% obsahem buněk. 
V 72hodinovém cyklu bylo lože recyklováno po dobu 
24 dní, kdy jeho pevnost klesla na nulu. Recyklace byla 
doprovázena (prováděna) aerací.

Aspergillus огуме, produkovaný ze spor, byl inkor- 
porován do vápenatého alginátu a použit pro produkci 
„kojové“ kyseliny. Kyselina byla zakoncentrována na 
hodnotu 83 g v litru, kdy začíná krystalovat. Kultura 
byla po izolaci přenesena do čerstvého média. Produk­
ce je vysoká - vyšší proti volným organismům, ale 
intenzita imobilizátů klesá po třetí dávce (opakování) - 
Kwak a Rhee (1992a).

Konidie Aspergillus огуэде byly imobilizovány ve vá­
penatém alginátu s cílem získat imobilizovaný biokataly- 
tický systém pro tvorbu „kojové“ kyseliny (orig. kojic 
acid). Produkt po přečištění měl vysokou aktivitu a kon­
verze glukózy na cílovou sloučeninu byla vysoká. Účin­
nost je závislá na podmínkách růstu a silně závisí na kon­
centraci dusíku v médiu (K w а к a Rhee, 1992b).

Při imobilizaci Escherichia coli v loži vápenatého 
alginátu bylo zjištěno, že dochází ke změnám ve slože­

ní izolovaných mastných kyselin (MK) lipidů z imobi­
lizovaného mikroorganismu. Jelikož je zastoupeni MK 
typické pro jednotlivé mikroorganismy, jsou změny ve 
složení MK zavádějícím artefaktem. Příčinou byly ne­
čistoty alginátu odstranitelné extrakcí chloroformem 
a etanolem (D i e f e n b ac h aj., 1992a, b).

Stormo a Crawford (1992) navrhli velmi 
úspěšnou metodu pro imobilizaci (modelově Flavo- 
bacterium), spočívající ve vstřikování suspenze buněk 
do vodné fáze, kde želatinací či zesítěním matrice 
vznikají disperzní částice suspenze. Imobilizované 
buňky mají stejnou aktivitu jako volné.

Inkorporace buněk Pseudomonas fluorescens do al- 
ginátového gelu před jejich rozptýlením do půdy silně 
zvyšuje jejich životaschopnost a buňky déle přežívají 
(V a ne Is as aj., 1992). Zvýšení je prokazatelné a ko­
lonizace rhizoplanu je možná i po sedmi týdnech od 
vnesení buněk do půdy.

Zvláštní aplikace alginátů byla provedena při poku­
su připravit suchý inokulační materiál ze rhizobií i A ra­
chis hypogaea), imobilizovaných ve vápenatém alginá­
tu s peralitem. Připravené granule s obsahem 9.1010 
rhizobií na gram jsou stabilní po dobu šesti měsíců, kdy 
obsah klesá na 8.1010. Granule nemají kontaminanty 
a jsou dobře skladovatelné (H e g d e a Brahmap­
r а к a s h , 1992).

Jako modelový systém pro zjištění vlivu alginátů na 
fyziologii mykobakterií si autoři Smith aj., (1993) 
zvolili konverzi propenu na 1,2-epoxypropan. vyžadu­
jící NADH za přítomnosti glukózy a za její absence. 
Pokud byla glukóza přítomna, nebyl žádný rozdíl mezi 
volnými a imobilizovanými buňkami. Za nepřítomnosti 
glukózy byl rozdíl v aktivitě nakonec přičten Ca ion­
tům, nikoli alginátu.

Proteus vulgaris imobilizovaný v alginátu, kappa- 
-carrageenanu, chitosanu, polyuretanu a polyakrylamid 
acylhydrazidu vykázal nižší aktivitu, s výjimkou pos­
ledně jmenovaného lože. V chitosanu a polyuretanu se 
podařilo obnovit aktivitu a použít imobilizované buňky 
několikanásobně. Po třiceti cyklech se snížila aktivita 
asi o 30-40 % (К arsten a Simon, 1993).

Samotný růst počtu mikroorganismů při jejich kulti­
vaci není imobilizaci ve vápenatém alginátu pozitivně 
ovlivňován a je závislý na kvalitě živného média. 
Morin aj. (1992) ověřili, že při dávkové kultivaci 
v mléce či v komerčně používaném živném médiu 
(Gold Complete, Nordica) nevzrůstal prokazatelně po­
čet buněk (původní počet 3,3-7,8.1010 g) v dalších dáv­
kách. Vzrostl počet volných buněk a po třetí dávce tvo­
řil více jak 50 % celkového počtu. Přitom komerční 
Gold médium bylo vhodnější než mléko. Přesto pova­
žují technologii s použitím imobilizovaných buněk za 
vhodnou pro průmyslové využití.

IMOBILIZACE BUNĚK A TKÁM ROSTLIN

Mezofylové protoplasty cukrové řepy včleněné do 
lože vápenatého alginátu a kultivované v Schenk-Hil-

Vet. Med. -Czech, 41. 1996 (5): 159-164 161



debrant médiu vykázaly vyšší schopnost tvorby kořenů 
(Schlankstedt aj., 1992).

Sekrece solavetivonu. phytoalexinu, buňkami H^oscy 
amus muticus byla podstatně zvýšena inkorporací do vá­
penatého alginátu. Imobilizované buňky zvýšily produkci 
o 53 % oproti kontrole (R a m ak r i s h n a aj.. 1993).

Srovnáním výsledků výzkumu v alginátech imobili- 
zovaných buněk Catharanthus roseus se zabývá přehle­
dová práce autorů Buitelaar a Tramper (1992). 
V porovnání se suspenzními kulturami sledovali ze­
jména produkci alkaloidů, například berberinu. Imobi- 
lizované buňky poskytovaly většinou vyšší produkci.

Při imobilizaci buněk Chlorella salina ve vápenatém 
alginátu bylo pomocí radioizotopů kobaltu, manganu 
a zinku (60Co, HMn a 65Zn) zjištěno (G a r n h a m aj., 
1992), že imobilizace zvyšuje prokazatelně akumulaci 
uvedených kovů. Jejich desorpce je závislá na klesají­
cím pH.

Při zkoumání intenzity růstu „Kallar gras“ bylo zjiš­
těno (Ueckert aj., 1992), že suspendovaný subjekt 
akumuluje amoniak dvakrát rychleji než imobilizova- 
ný. Pro všechny účely asi nebude imobilizace tkání 
a buněk optimální.

Vědci, pracující v oblasti biologie rostlinných bu­
něk. by velmi rádi používali metodiku identifikace typů 
protoplastů v kulturách. V práci autorů Golds aj. 
(1992) je podobná metodika popsána. Její podstatou je 
imobilizace protoplastů v agaróze nebo alginátu s po­
užitím polypropylenové sítě jako nosiče. Pomocí počí­
tačem kontrolovaného pohybu mikroskopu lze odlišit 
jednotlivé protoplasty. Jejich registrace byla modelově 
provedena na mezofylových protoplastech tabáku 
a suspenzi protoplastů ječmene.

Kolonie protoplastů slunečnice (Helianthus annuus L.) 
z kotyledonů vykázaly ve vzrůstu závislost na fyzikál­
ních vlastnostech prostředí (Fischer, 1992). Oproti 
agaróze byly kolonie pěstované v alginátech podstatně 
kvalitnější.

IMOBILIZACE BUNĚK A TKÁNÍ HUB

Jsou i poznatky opačné, například mycelia entomo- 
patogenních hub Metarhizum anisopliae a Beauveria 
hassiana v 1% vápenatém alginátu produkovala méně 
konidií a mycelium pomaleji rostlo ve srovnání s my- 
celii pěstovanými v gelu pšeničného škrobu. Pro algi- 
nátový gel je pozitivní vyšší odolnost proti teplotám 
a proti ozařování slunečním světlem (Pereira a 
Roberts, 1991).

Imobilizace buněk hub (Filamentous fungi) může být 
využita pro výrobu organických kyselin. Je lepší než apli­
kace suspenze buněk. Optimum podmínek se liší podle 
kvality buněk (V a s s i I e v a V as s i 1 e v a. 1992).

IMOBILIZACE BUNĚK A TKANÍ ŽIVOČICHŮ

V alginátovém gelu byly imobilizovány králičí 
chondrocyty (Tamponnctt aj., 1992). Vykázaly 
standardní jevy činnosti, až. na to, že po 38 dnech pro­

dukovaly kolagen typu II - chrupavkový. Výzkum 
v tomto směru pokračuje.

Analogické problémy řešili Mano aj. (1992). Kul­
tivovali hybridomové buňky myší ve vápenatém algi­
nátu. Ověřili jejich normální funkci včetně nárůstu tká­
ně za těchto podmínek: 0,8% alginát, viskozita 
60-100 cP, přidáno 0,2 % polyakrylátu. Tvorba „anti­
body“ nepoškozuje alginát po dobu jednoho měsíce, 
ani buňky nebyly poškozeny. Alginátová imobilizace 
snad nikdy nepodpoří negativně směrované genetické 
pokusy, když jedna z publikací (Nebel, 1993) pojed­
nává o imobilizaci moruly myšího zárodku. Zatím není 
jasné z jakého důvodu.

Polyvinylamin a algináty byly použity jako materiál 
pro imobilizaci v mikrokapénkách pro buňky IW32 
(erytroleukemie). Hustota imobilizovaných buněk 
8.106/ml je čtyřicetinásobná oproti běžným kulturám 
a koncentrace erytropoietinu v mikropartiích byla až 
čtrnáctinásobně vyšší (Wang aj., 1992).

Lidské a zvířecí chondrocyty kultivované v alginá­
tovém loži si zachovávají svoji sférickou stavbu (právě 
tak jako při kultivaci v agaróze). Produkuji aggrecan, 
glykoprotein, který je ihned asociován v agregáty, izo- 
lovatelné z lože. Hausselmann aj. (1992) popisují 
asociaci agregátů do buněčné matrice a jejich možné 
změny.

Buňky psích intervertebrálních disků, izolované pů­
sobením pronázy a kolagenázy, byly imobilizovány do 
alginátového lože za přítomnosti vápníku a projevova­
ly některé nové biosyntctické vlastnosti (Maldona­
do a O e g e m a , 1992).

Algináty byly použity i pro pokryti (enkapsulaci) ji­
ných útvarů než buněk. Zekorn aj. (1992) se poku­
sili pokrýt povrch Langherhansových ostrůvků. Pokryté 
ostrůvky vykázaly neporušenou aktivitu a jsou vhod­
ným materiálem pro transplantace.

Již zmíněná imobilizace pankreatických ostrůvků do 
vápenatého alginátu se dočkala další mechanizace. By­
la popsána metodika (W o 11 e r s aj.. 1992) spočívající 
v rozstřiku připravené suspenze tryskou, kdy vytvořené 
kapičky jsou stabilizovány v roztoku 0,1 M chloridu vá­
penatého. Velikost a tvar závisí na rychlosti průchodu 
vzduchu a na dalších kritériích. V práci jsou hledány opti­
mální podmínky pro mechanizovanou tvorbu kapiček.

JINÉ APLIKACE

Při imobilizaci hybridoma buněk ve vápenatém algi­
nátu dochází v určité míře к jejich poškození. Pro mini­
malizaci těchto poškození bylo zkoušeno ošetření buněk 
chloridem vápenatým. Roztoky chloridu vápenatého 
o koncentraci 1,3-1,5 % vykazují poškození buněk, které 
se zvyšováním koncentrace stoupá (Lee aj„ 1992b).

Jednou z novějších aplikací alginátu se zabývá ja­
ponská práce (Y a m a m o t o aj., 1992), ve které autoři 
popisují značné prodloužení doby vzniku krystalické 
formy fosforečnanu vápenatého z formy amorfní pří­
davkem alginátu. Zjistili, že alginát byl stejně účinný 
jako poly-L-glutamát a citrát.
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Bezpečnost a přesnost ohřevu potravin v mikrovln­
ných troubách lze porovnat s použitím imobilizovaných 
mikroorganismů. Principem je sledování počtu organis­
mů, které přežijí ohřev (Holyoak aj., 1993).
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