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LYSINE-SALICYLATE BASED ANTIPYRETIC IN CLINICAL
AND LABORATORY EVALUATION OF TOLERANCE IN CALVES

ANTIPYRETIKUM NA BÁZE LYZÍN-SALICYLÁTU V KLINICKOM 
A LABORATÓRNOM HODNOTENÍ ZNÁŠANLIVOSTI U TELIAT

J. Lehocký, O. Nagy, G. Kováč

University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: In clinical experiments with 26 clinically healthy calves, 2 to 4 months old. Black Spotted Lowland, Slovakian 
Spotted cattle and their breeds of live weight 60 to 85 kg, clinical and laboratory methods were used to study the effect of 
combined antipyretic preparation lysine-salicylate (LS) with 20% content of salicylic acid and 1-lysine (Biotika, a.s., Slovenská 
Lupča, SR) on the local and total tolerance, changes of triad values (body temperature, breath and heart rates), parameters of 
haematological (Er - erythrocyte counts, Lc - leucocyte counts, Hb - haemoglobin concentration, Hk - haematocrit value) 
and acid-base blood profile (pH, CO2, BE - base excess, SB - standard bicarbonate) and their possible changes from the side 
of circadian effects were compared. Haematological examinations were performed on automatic analyzer of blood cells 
SERONO system 150 and blood for acid-base analysis was examined on the apparatus ABL 4, manufactured by Radiometer 
Copenhagen, Denmark. Calves divided into three groups were examined by intramuscularily administered LS in the dose 
0.5 ml per 1 kg of live weight (group 1, n = 11), by the same dose of physiological solution (ER, group 2, л = 9) and calves 
without examination (group 3, л = 6). Maximum applied dose of preparations per 1 site of administration was 20 ml. 
Intramuscular LS administration, similar to FR, induced short-time (1-1.5 minute) psychomotoric uneasiness (3 calves in 
group 1, 2 calves in group II) without significant influence on the triad value or clinically detectable reaction of site of 
administration. Dynamics of the triad values in calves of all groups (Tab. I) did not exceed physiological standards, including 
consideration of daily rhythms. Haematological profile (Figs. 1-4) in evaluated time intervals showed significant differences 
neither in calves of different groups, nor among groups, except leukocytes whose counts significantly increased six hours 
after LS administration (group 1, p < 0.01) with subsequent decrease on eighth hour of observation. Insignificant changes 
were also found in evaluation of parameters of acid-base profile, which in groups and among groups with small fluctuations 
ranged within initial values. The total values of clinical and metabolic reactions of calves to LS administration as efficient 
antipyretic in the given therapeutic dose confirmed its good tolerance as well as unburdening effect on studied parameters of 
internal medium.

calves; lysine-salicylate; clinical evaluation; haematological profile; acid-base profile

ABSTRAKT: V klinických pokusoch na 26 klinicky zdravých teFatách vo veku dva až štyri mesiace, plemena NČS, SS 
dobytka a ich krížencoch o živej hmotnosti 60 až 85 kg sme klinickými a laboratórnymi metodami sledovali vplyv kombi­
novaného antipyretického přípravku lyzín-salicylátu (LS) s obsahom 20 % kyseliny salicylovej a 1-lyzínu (Biotika, a. s.. 
Slovenská Lupča, SR) na lokálnu a celkovú znášanlivosť, změny triasových hodnot (telesná teplota, frekvencia dychu a pulzu), 
parametre hematologického (Er, Lc, Hb, Hk) a acidobázického profilu (pH, pCO2, BE, ŠB) s porovnáním ich možných zmien 
zo strany cirkadiánnych vplyvov. TeFatá rozdělené do troch skupin boli ošetřené intramuskulárne podaným LS v dávke 0,5 ml 
na kg živej hmotnosti (1. skupina, л = 11), rovnakou dávkou fyziologického roztoku - FR (2. skupina, л = 9) a teFatá bez 
ošetrenia (3. skupina, л = 6). Maximálna aplikovaná dávka prípravkov najedno aplikačně miesto bola 20 ml. Vnútrosvalové 
podanie LS, podobné ako aj FR, vyvolalo krátkodobý (1-1,5 min) psychomotorický nepokoj (tri teFatá v 1. skupině, dve teFatá 
v 2. skupině) bez významného vplyvu na hodnoty triasu, resp. na klinicky zistiteFnú reakciu miesta aplikácie. Dynamika 
triasových hodnot u teliat všetkých skupin (tab. I) nevybočovala z fyziologických noriem, vrátane zohFadnenia denných 
rytmov. Hematologický profil (obr. 1-4) v hodnotených časových intervaloch nevykázal u teliat jednotlivých skupin ani 
medzi skupinami významné rozdiely s výnimkou leukocytov, ktorých počet významné stúpol v 6. hodině po aplikácii LS 
(1. skupina, p < 0,01) s následným poklesom v 8. hodině sledovania. Nevýznamné změny sme zistili aj při hodnotení parametrov 
acidobázického profilu, ktoré v skupinách i medzi skupinami boli s malými výkyvmi v rozmedzí východiskových hodnot. 
Celkové hodnotenie klinických a metabolických reakcií teliat na podanie LS ako účinného antipyretika v uvedenej terapeu- 
tickej dávke potvrdilo jeho dobrú znášanlivosť, ako aj nezaťažujúci vplyv na sledované parametre vnútorného prostredia.

teFatá; lyzín-salicylát; znášanlivosť; klinické hodnotenie; hematologický profil; acidobázický profil
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ÚVOD

Rožne infekčně a neinfekčné ochorenia zvierat sú 
spravidla sprevádzané alteráciou zdravotného stavu najmá 
v spojení s vysokou febrilitou. Zníženie vysilujúcej ho- 
rúčky a úprava celkovej reaktívnosti organizmu so 
zlepšením spontánneho příjmu krmivá a tekutin má mi- 
moriadny význam pre další priebeh ochorenia a konečný 
efekt použitej liečby. Kombinovaná terapia s použitím 
antibakterík a antipyretík aj na základe skúseností z hu- 
mánnej medicíny umožňuje zefektivnit’ a skrátiť obdobie 
liečby. Hlavně v začiatkoch ochorenia predstavujú an- 
tipyretiká účinný prostriedok na prekonanie nežia- 
ducich komplikácií následkom vyčerpania organizmu 
pri horúčkových stavoch spojených s dalšími systémo­
vými změnami (К a s t i n g a M ar t i n , 1983).

Veterinárna medicína v súčasnosti nedisponuje špeci- 
fickým veterinárnym antipyretickým prípravkom. V pra­
xi malých zvierat sa využívá kyselina acetylsalicylová 
vyrábaná pre humánně účely, v praxi velkých zvierat 
sa používajú v súčasnosti niektoré přípravky s primár­
ným analgetickým a antiflogistickým účinkom zahřňa- 
júce aj posobenie antipyretické (Analgin, Novalgin, Fi- 
nadyne, Novacoc forte). Salicylany sú však stále 
objektom záujmu lekárskej praxe a patria к velmi často 
používaným liečivám vóbec. Účinok salicylanov na or­
ganizmus je mnohostranný a zostáva faktom, že patria 
к naj stabil nej šej skupině liekov. Samotné alebo v kom- 
binácii s inými liečivami majú svoje opodstatnenie v tera­
pii horúčkových, zápalových a reumatických stavov 
(Haggag a i., 1986). Osobitný význam majú v pre- 
vencii srdcovocievnych ochorení vzhladom na ich an- 
tikoagulačné účinky (Hromec, 1985) a u pacientov 
s chronickou nedostatočnosťou srdca sa používajú ako 
periférne hemodynamikum alebo ako inhibitor cyklo- 
oxygenázy (Van Wijngaarden, 1994). U teliat 
v kardiovaskulárnych implantačných pokusoch (Jaar- 
sma a i., 1993) sa využívá aspirin ako efektívny pro- 
tizrážavý prostriedok. Priaznivé účinky málo podanie 
salicylanu sodného pri liečbe akútnych mastitíd kráv 
(Morкос a i., 1993), ako aj kyseliny salicylovej pri 
subklinicky prebiehajúcich zápaloch mliečnej žlázy 
(Malinowski, 1992).

Cielom práce bolo posúdiť vplyv parenterálne (intra- 
muskulárne) podaného množstva odporúčanej terapeutic- 
kej dávky kombinovaného antipyretického přípravku na 
báze lyzín-salicylátu na hodnoty triasu, lokálnu a celkovú 
znášanlivosť, hematologický a acidobázický profil u te­
liat. Zámerom bolo posúdiť požadovanú toleranciu příp­
ravku a súčasne hodnotením uvedených metabolických 
profilov, ako aj běžných ukazovatelov reaktibility, vrá- 
tane možných cirkadiánnych zmien, dokázat’ jeho neza- 
ťažujúci vplyv v uvedenej dávke a zložení na vybrané 
parametre vnútorného prostredia ošetřených zvierat.

MATERIÁL A METÓDY

Pokus bol vykonaný na klinike Katedry vnútorných 
chorob prežúvavcov a ošípaných ÚVL v Košiciach na

26 kusoch klinicky zdravých teliat plemena NČS, SS 
dobytka a ich krížencoch vo veku dva až štyri mesiace 
s hmotnosťou 60 až 85 kg. Telatá boli rozdělené do 
troch hmotnostně vyrovnaných skupin a před pokusom 
im neboli podávané žiadne iné liečivá.

1. skupině teliat (л = 11) bol aplikovaný v i. m. 
injekcii do svaloviny krku kombinovaný antipyretický 
prípravok na báze lyzín-salicylátu - LS (20% kyselina 
salicylová a 1-lyzín; Biotika, a. s., Slovenská Lupča, 
SR) v dávke 0,5 ml/kg ž. hm., maximálně 20 ml na 
jedno miesto aplikácie.

2. skupině teliat (n = 9) bola za rovnakých podmienok 
podaná rovnaká dávka fyziologického roztoku - FR.

3. skupina teliat (n = 6) bola kontrolně (K), bez 
akejkol vek aplikácie a slúžila na porovnanie vo vztahu 
к možným cirkadiánnym vplyvom zmien hodnotených 
ukazovatelov.

Vo všetkých skupinách teliat sme sledovali a porov­
návali hodnoty triasu (telesná teplota, frekvencia dychu 
a pulzu) před aplikáciou a 5, 10, 30 a 60 minút po po­
daní roztokov. Lokálnu a celkovú znášanlivosť na po­
dané roztoky sme sledovali hněď po aplikácii ďalej 2, 
4, 8 a 24 hodin po aplikácii. Krv na sledovanie paramet­
rov hematologického a acidobázického profilu sme odo- 
berali z v. jugularis před podáním prípravkov a 2, 4, 6 
a 8 hodin po aplikácii. Uvedené vyšetrenia sme robili 
běžnými klinickými vyšetřovacími metodami (Slani­
na, Lehockýai., 1993).

Hematologické vyšetrenie bolo vykonané na auto- 
matickom analyzátore krviniek SERONO systém 150. 
Vyšetrenie zahfňalo hodnotenie počtu erytrocytov (Er), 
leukocytov (Lc), koncentrácie hemoglobinu (Hb) a hod­
noty hematokritu (Hk).

Krv na acidobázické vyšetrenie bola odoberaná do 
sklených striekačiek o objeme 1 ml s vyplněným mrtvým 
priestorom roztokom heparínu o koncentrácii 500 m. j. 
a analyzovaná na přístroji ABL 4 fy. Radiometer Co­
penhagen, Dánsko, hned po odbere. V acidobázickom 
profile sme hodnotili hodnoty aktuálnej acidity (pH), 
parciálneho tlaku oxidu uhličitého (pCO2), štandardné- 
ho bikarbonátu (ŠB) a prebytok báz (BE).

Výsledky boli matematicky a Statisticky spracované 
v programe QPRO a Statgrafics s hodnotením priemer- 
ných hodnot, smerodajnej odchýlky a párového í-testu.

VÝSLEDKY

Lokálna znášanlivosť aplikovaných preparátov pri 
použitej dávke bola dobrá. U dvoch teliat v 1. skupině 
a u jednoho telata v 2. skupině bolo miesto aplikácie 
palpačne citlivejšie s miernou edematizáciou po dobu 
štyroch hodin od podania. Celková reakcia ošetřených 
teliat zodpovedala bežnej reakcii na vnútrosvalovú in- 
jekciu. Tri tel'ata v 1. skupině a dve telatá v 2. skupině 
prejavili krátkodobý psychomotorický nepokoj (1 až 
1,5 min) hned po aplikácii roztokov. V ďalšom období 
všetky telatá normálně přijímali krmivo a pili. Ani u te­
liat s miernymi lokálnymi krátkodobými reakciami sa

2 Vet. Med. - Czech, 43, 1998 (1): 1-6



po 24 hodinách nepozorovali žiadnc klinické změny, resp. 
oneskorené prejavy iritácie tkaniva v micste aplikácie.

Vnútorná telesná teplota teliat (tab. I) sa počas celé­
ho sledovaného obdobia vo všetkých troch skupinách 
pohybovala priemerne v rozmedzí 38,6 až 39,4 °C. Ne­
boli zaznamenané významné rozdiely v ich dynamike 
ani v rámci skupin, ani medzi skupinami. Priemerné 
hodnoty frekvencie pulzu (tab. I) v sledovaných inter- 
valoch kolísali od 72 do 84 pulzov za minútu bez vý­
znamných zmien v rámci skupin i medzi skupinami. 
Podobný trend sme zaznamenali aj pri hodnotení frek­
vencie dychu, ktorá sa v skupinách pohybovala v prie­
meroch v rozmedzí 28 až 36 za minútu bez významných 
zmien v dynamike medzi skupinami, resp. v rámci 
nich. Mierne nesignifikantné zvýšenie hodnot frekven­
cie pulzu a dychu sme zaznamenali len v 5. minúte 
sledovania v 1. a 2. skupině teliat.

Sledované parametre hematologického profilu 
u hodnot erytrocytov (obr. 1), hematokritu (obr. 2) a kon- 
centrácie hemoglobinu (obr. 3) nevykázali v hodnote- 
ných intervaloch významné změny oproti východiskovým 
hodnotám vo všetkých troch skupinách teliat. Hodnoty 
počtu leukocytov v 1. skupině teliat (obr. 4) zaznamenali 
mierny nevýznamný nárast už v 2. a 4. hodině s dalším 
štatisticky významným vzostupom (p < 0,01) v 6. ho­
dině pokusu a následným poklesom к 8. hodině po ap- 
likácii. V 2. a 3. skupině teliat dynamika počtu leuko­
cytov mala vyrovnaný trend bez významných zmien 
počas celého sledovaného obdobia.

I. Hodnoty triasu u teliat pódia skupin a jednotlivých časových in­
tervalov - Triad values in calves according to groups and different 
time intervals

Čas po aplikácii1 1. skupina 
(LS)2

2. skupina 
(FR)3

3. skupina 
(K)4

Telesná teplota5 (x ± sď)
0 38,9 ± 0,3 39,2 ± 0,2 38,8 ± 0,3

5 39,0 ± 0,2 39,1 ± 0,3 38,9 ±0,2

10 38,8 ± 0,3 39,4 ± 0,1 38,6 ± 0,3

30 38,9 ± 0,2 38,9 ± 0,2 38,8 ± 0,2

60 38,7 ± 0,3 38,8 ± 0.3 38,9 ± 0,3

Frekvencia dychu6 (x ± sď)
0 28,2 ± 1,4 30.2 ± 2.0 32,1 ± 1,5

5 32,5 ± 1.6 33,1 ± 1.8 34,3 ± 1,7

10 30,3 ± 2,1 30,8 ± 1,6 36,4 ± 1,3

30 29,1 ± 1,5 31,3 ± 2,0 34,6 ± 1.9
I 60 28,4 ± 1,3 32,6 ± 1,7 34,1 ± 1,4

Frekvencia pulzu7 (x ± sď)
0 76,3 ± 3,1 78,2 ± 3,2 78,4 ± 2.8

5 72,4 ± 2,8 79,9 ± 2,9 82.8 ± 2.5

10 78,1 ± 2,9 83,3 ± 3,1 79,3 ± 2,9

30 76,2 ± 2.4 78,5 ± 2,5 83,8 ± 2,8

60 78.3 ± 2,7 80,6 ± 2.7 81,5 ± 2,6

'time after application, 2group I (LS), 3group 11 (FR), 4group HI (K), 
' body temperature, 6brealh rate, 7heart rate

Pri hodnotení parametrov acidobázického profilu 
(obr. 5, 6, 7, 8) sme počas celého obdobia po aplikácii 
preparátov nezistili ani v jednej zo sledovaných skupin 
teliat s aplikáciou LS a FR významné změny v dyna­
mike hodnotených ukazovatelov v porovnaní s kontrol- 
nou skupinou. Vo všetkých troch skupinách bol preu- 
kázaný takmer vyrovnaný trend hodnot len s miernymi 
nevýznamnými odchýlkami v porovnaní s východisko­
vými hodnotami počas celého obdobia sledovania.

DISKUSIA

Parenterálne formy liečiv okrem deklarovaného účin­
ku, sterility a apyrogenity by po podaní odporúčanej dáv­
ky mali čo najmenej poškodit' tkanivo v mieste apliká­
cie a nepřekročit’ nevyhnutná mieru lokálnej a celkovej 
reakcie ošetřeného zvieraťa. Praktické skúsenosti uká­
zali, že vnútrosvalová injekcia u teliat podaná v množ- 
stve do 20 ml na jedno miesto je spravidla dobré tole­
rovaná. Váčšie množstvá sa neodporúčajú pre možné 
kompresné podráždenic tkaniv a následné, váčšinou krát­
kodobé a přechodné iritačné změny. Nevyhnutná mani- 
pulácia so zvieratami v súvislosti najmá s parenterálnou 
aplikáciou zvyšuje ich iritačné prejavy a móže najmá 
neurohumorálnou cestou ovplyvniť nielen lokálnu, ale 
aj celkovú reakciu zvieraťa na podaný prípravok. Z toh- 
to aspektu, ako ukázali naše sledovanania u teliat, je 
intramuskulárna aplikácia LS v uvedenej terapeutickej 
a aplikačnej dávke vhodná. U ošetřených teliat sme ne­
zaznamenali žiadnc negativné reakcie pri posudzovaní 
lokálnej a celkovej reakcie na podaný prípravok (LS 
a FR). Krátkodobý nepokoj niektorých teliat 1. a 2. 
skupiny tesne po aplikácii, vrátane mierneho zvýšenia 
frekvencie pulzu a dychu, súvisel s individuálnou reak- 
ciou teliat už na samotnú fixáciu a injekciu. Nevýznam- 
nosť reakcie potvrdzuje dynamika triasových hodnot 
a negativny klinický nález v mieste aplikácie aj po 24 
hodinách.

Pri hodnotení dynamik vnútornej telesnej teploty zis- 
tených v rámci skupin sú vo fyziologickom rozmedzí 
a podanie LS podobné ako FR ich významné neovplyv- 
nilo. Podobné výsledky bez významných zmien dyna­
miky sledovaných parametrov hematologického a aci­
dobázického profilu počas osemhodinového denného 
intervalu sme v žiadnej skupině teliat nezaznamenali 
s výnimkou dynamiky leukocytov.

Kcďže z dostupných literárnych údajov je zřejmé, že 
pri hodnotení fyziologických, ale aj metabolických pa­
rametrov móžu mať cirkadiánne změny určitý vplyv, 
naše výsledky sme hodnotili aj z tohto hladiska (3. sku­
pina teliat - kontrolná). Odběry krvi a klinické vyšet- 
renia sme robili medzi 7.-15. hodinou tak, ako sa tieto 
úkony v klinickej praxi bežne dodržiavajú. Zohíadňuje 
sa pri nich denný a krmný režim, resp. v terénnych po- 
kusoch technologické postupy, věková tvorba skupin 
zvierat a pod. (Aurich a W e b e r, 1994; Hoso­
kawa a i., 1992). Autoři prezentujúci výsledky vply- 
vov cirkadiánnych zmien interpretujú svoje poznatky
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1 .-4. Dynamika hematologických ukazovatefov v sledovaných skupinách teliat - Dynamics of haematological parameters in studied groups 
of calves

1. skupina - group 1
—♦” 2. skupina - group 2
-*- 3. skupina - group 3

rožne. Výraznejšiu dynamiku v hladinách róznych mi- 
nerálnych látok v krvi dojnic zistili při sledovaní od 8. 
do 18. hodiny Unshelm a R ар pon (1968) a pre 
aktivitu enzýmov Hagemeister a Unshelm 
(1968). Gabriš a Duran (1987), ktorí vyššieuve­
dených autorov citujú, při sledovaní obsahu bielkovín, 
glukózy, popola a sušiny v jednotlivých intervaloch po- 
čas 24 hodin nezistili výraznú cirkadiánnu dynamiku. 
Odporúčajú však při odbere vzoriek brať do úvahy den- 
nú dobu, aby sa predišlo možným, ťažko vysvětlitel­
ným nezrovnalostiam vo výsledkoch. Naše pozorovania 
konané v čase od 7. do 15. hodiny nepotvrdili významný 
vplyv cirkadiánnych zmien na sledované parametre uve­
dených metabolických profilov. V hematologickom 
profile sa zisťované hodnoty Er, Hb a Hk pohybovali

vo všetkých skupinách zvierat v oblasti východiskových 
hodnot. Statisticky významný vzostup leukocytov 
(p < 0,01) sme zistili v 6. hodině po podaní LS s násled­
ným poklesem к 8. hodině. LS má okrem antipyretické- 
ho, analgetického, substitučného, aj stimulačný účinok 
vrátane vplyvu na celulárnu obranu organizmu. Zazna­
menaný vzostup leukocytov mohol byť vyvolaný aj sa­
motnou aplikáciou použitého objemu přípravku do sva­
lu. Je známe, že aj nenáročné krátkodobé zákroky móžu 
viesť к leukocytóze sposobenej neutrofíliou (M u d r o ň 
a i., 1994). Vzhladom na krátký časový interval sledova- 
nia a použité klinicky zdravé telatá vyžaduje toto zis- 
tenie opakované a cielene postavené experimenty.

V acidobázickom profile LS za sledované osemho- 
dinové obdobie nemal významnější vplyv na referenč-
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5.-8. Dynamika parametrov acidobázického profilu krvi v sledovaných skupinách teliat - Dynamics of acid-base profile in blood in studied 
groups of calves

■■ 1. skupina - group 1
~*- 2. skupina - group 2
-*- 3. skupina - group 3

né hodnoty a dynamiku uvedených parametrov. Úro­
veň zmien v jednotlivých časových intervaloch v 1. 
a 2. skupině bola podobná ako v skupině kontrolnej. 
Hodnoty pH krvi namerané počas celého experimentu vy­
kazovali tendenciu к miemej acidóze (Vrzgula a So­
kol, 1987; Slanina a Lehocký a i., 1992). 
V dostupných literárnych zdrojoch sme nezaznamenali 
poznatky s hodnotením acidobázických pomerov po pa- 
renterálnom podaní salicylátov. Castejšie sa popisuji) ot­
ravy salicylátmi u ludí po perorálnom příjme vysokých 
dávok, připadne aj v kombinácii s alkoholom, kde sa 
popisuje vznik metabolickej acidózy (Bartels 
a Lund-Jacobsen, 1986). Eppler a i. (1996)

hodnotili na modeli ošipaných perorálne podávanie vy­
sokých dávok kyseliny acetylsalicylovej a konštatujú 
jej dobrú toleranciu, keď i pri dávke 500 mg/kg nekles­
lo pH venóznej krvi pod 7,2 a bikarbonáty boli vyššie 
než 15 mmol/l.

Z našich výsledkov je teda zřejmé, že LS ani meta- 
bolicky nezaťaží ošetřené zvieratá a dynamika sledova­
ných biochemických parametrov sa nelíši v porovnaní 
s ostatnými hodnotenými skupinami. Ani možné cirka- 
diánne vplyvy, ktoré sme však v našom pokuse nepotvr­
dili, negativné neovplyvňujú použitie LS. Lyzín-salicy- 
lát v danej indikácii, dávke a forme aplikácie nenarúša 
aktuálny stav vnútorného prostredia ošetřených zvierat.
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IMMUNOREACTIVITY OF INTERLEUKIN-8 AND ABSENCE
OF INTERFERON-ALPHA IN PORCINE BRONCHOALVEOLAR 
LAVAGE CELLS INFECTED WITH PRRS VIRUS*

* Supported by (he Grant Agency of the Czech Republic (Grants Nos. 524/97/0533 and 508/95/0337).

IMUNOREAKTIVITA INTERLEUKINU-8 A NEPŘÍTOMNOST 
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ABSTRACT: lnterleukin-8 immunoreactivity was detected in porcine bronchoalveolar lavage (BAL) cells as soon as three 
hours postinfection in vitro with porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), using the immunofluores­
cence method. Also the number of TGF-ß but not that of TNF-a BAL cells slightly increased after the infection. No IFN-a 
cells were detectable.

swine; alveolar macrophages; PRRS virus; interleukin-8

ABSTRAKT: Imunoreaktivita interleukinu-8 (IL-8) byla detekována již za tři hodiny v buňkách prasečích bronchoalveolár- 
ních laváží (BAL) in vitro infikovaných virem reprodukčního a respiračního syndromu prasat (PRRSV) pomocí imunofluo- 
rescence. Také procento TGF-ß+ buněk se zvýšilo po infekci, avšak ne procento buněk obsahujících TNF-a. Nebyly nalezeny 
buňky produkující IFN-a.

prase; alveolární makrofágy; PRRS virus; interleukin-8

INTRODUCTION

Porcine reproductive and respiratory syndrome 
(PRRS) was first reported in the United States in 1987 
(Ke ff aber, 1989). Outbreaks of this diseaese were 
recorded in the nineties in many European countries. 
PRRS virus (PRRSV) isolated at the Central Veterinary 
Institute at Lelystad (the Netherlands) was designated 
as aetiological agent of this disease (W ensvoort et 
al., 1991; Tcrpstra et al., 1991). Its classification 
with the arterivirus group of Togaviridae is based on 
biochemical and morphological characterics 
(Meulenberg et al., 1993). In the Czech Republic 
PRRS was diagnosed for the first time in 1995 
(Valíček et al., 1995).

PRRSV elicits immunosuppresive effects in their 
hosts causing a marked change in the CD4+/CD8+ ratio 
in peripheral blood T cells in the first week after infec­
tion (Shimizu et al., 1996). Destruction of lung 
macrophages leads to fatal respiratory infections in 
young animals.

Porcine bronchoalveolar lavages (BAL) contain 
macrophages and lymphocytes (null, T and NK cells). 
Neutrophils occur mostly in the course of bacterial in­
fections. Alveolar macrophages clear and inactivate air­
borne viral particles. They act as scavengers, antigen 
presenting and effector cells. Paradoxically enough, the 
same cells also represent the major target cell type for 
many viruses. In swine, African swine fever iridovirus 
replicates in monocytes/macrophages, and transmissi­
ble gastroenteritis coronavirus (Gendelman and 
Morahan, 1992), porcine cytomegalovirus 
(Valíček et al., 1977), and PRRS arterivirus in al­
veolar macrophages.

Antiviral immunity is regulated by cytokines in­
duced within the infected cells. The most important 
antiviral cytokines interferon-a (produced by macro­
phages) and interferon-y (secreted by NK and T cells) 
upregulate MHC class II expression on macrophages 
and increase their ability to present viral antigens to T 
cells. Interferon-y uprcgulates macrophage expression 
of IL-8, a chemokine attracting neutrophils. Further
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two cytokines play an important role in the regulation 
of antiviral immunity: IL-4 inhibits the production of 
IL-8 and IFN-y, and IL-12 upregulates IFN-y and 
stimulates antiviral activity of NK cells (Biron, 
1997). Antiviral role of other cytokines has not yet 
been elucidated, but it is known that inflammatory 
monokines increase the resistance against secondary 
bacterial infections.

PRRSV replicates in porcine alveolar macrophages 
and blood monocytes (Voicu et al., 1994). Infection 
of these cells is likely to cause the production of a num­
ber of monokines. The aim of this study was to detect 
cytokines induced in porcine BAL cells infected in vitro 
with the PRRSV strain Lelystad.

MATERIAL AND METHODS

Bronchoalveolar lavage (BAL) cells

Five-week-old piglets (Landrace x White Improved 
crosses) free of PRRSV antibodies and negative for 
Pasteurella were killed under anaesthesia. Their lung 
airways were lavaged twice with phosphate buffered 
saline (PBS) as described elsewhere (Šmíd et al., 
1977). BAL cells were seeded in Nunclon 50ml poly­
styrene flasks (1.5 million cells/ml RPMI-1640 me­
dium with antibiotics supplemented with 10% of bo­
vine foetal serum). In vitro infection of BAL cells were 
repeated three times.

Cell infection

BAL cells were infected in vitro with the Lelystad 
strain of PRRS virus (105 TCID50/ml). Neither bre- 
feldin nor monensin were used for the inhibition of 
Golgi function. The cells were rinsed with PBS 3, 12 
and 24 hours after the infection and fixed one day with 
1% paraformaldehyde in PBS at 4 °C. The fixed cells 
were scraped off, thoroughly washed in PBS and incu­
bated with anti-cytokine antibodies containing 0.1% 
saponin.

Mouse monoclonal anti-cytokine antibodies:
- anti-pig TNF-a was purchased from Endogen (Wo­

burn, MA, USA);
- anti-pig IFN-a (Fl7 and K9 clones) antibodies were 

kindly donated by Dr. B. Charley (INRA, Jouy-en- 
-Josas, France);

- cross-reactive (80% homology) anti-human IL-8 and 
cross-reactive (100% homology) anti-human TGF- 
-ß 1,2,3 were purchased from Genzyme Diagnostics 
(Cambridge, USA).

Immunofluorescence

Washed cells were permeabilized (Sander et al., 
1991; Trebichavský et al., 1995). Anti-cytokine 
antibodies were diluted 1 : 10 with PBS containing 
0.1% buffered saponin. Mouse antibodies were de­

tected with porcine anti-mouse immunoglobulin la­
belled with FITC (Medicamenta, Vysoké Mýto, Czech 
Rep.) 1 : 20 diluted with PBS containing saponin. This 
latter antibody does not bind to porcine cells.

Cell smears were examined in an Orthoplan fluores­
cence microscope (Leitz, Wetzlar, Germany) equipped 
with a FITC specific filter system. Two hundred cells 
were counted in each sample. Negative controls con­
sisted of an irrelevant antibody of the same isotype. 
Both the anti-IFN-a antibodies used in this study were 
tested in porcine cells infected with TGE virus.

RESULTS

BAL cells consisted of macrophages (31-90%) and 
lymphocytes. Neither neutrophils nor any other cell 
types (e.g. eosinophils or mast cells) were found in cell 
smears stained with May-Grünwald stain. Non-infected 
cells and BAL cells 3 hours postinfection showed nor­
mal morphological patterns. On the contrary, all mac­
rophages collected 12 and 24 hours postinfection were 
seriously damaged. Lymphocytes in all the samples ex­
pressed the normal phenotype.

Cytokine staining:
IL-8 and TGF-ß positivity increased with postinfec­

tion time. On the contrary, the TNF-a+ cells were rare 
in all the samples and IFN-a was not expressed at all.

Mean percentagess of positive cells were as follows: 
IL-8 control 1.1 ± 0.9% weak cytoplasmic staining

3 hours 4.6 ± 1.7% perinuclear, Golgi and 
membrane staining
12 hours 16.6 ± 7.9% cytoplasmic staining
24 hours 61.0 ± 33.1% strong cytoplasmic staining 

TGF-ß control 1.2%
3 hours 1.4%
12 hours 4.3 ± 1.5%

TNF-a control 0.3 ± 0.2%
3 hours 0.4 ± 0.2%
24 hours 0.5 ±0.1% 

IFN-a all samples negative

DISCUSSION

To our knowledge, little is known about porcine IL-8. 
We found IL-8 immunoreactivity in bronchoalveolar 
lavage cells infected with PRRSV as early as three 
hours postinfection but not in non-infected cells 
(Fig. 1-3). Strong positivity of all macrophages one 
day postinfection (Fig. 4) could be explained either by 
non-specific binding to dead cells (not seen with other 
anti-cytokine antibodies, however), by external IL-8 
molecules bound to macrcrophage IL-8 receptors, or by 
an irreversible block of IL-8 secretion.

Anti-human IL-8 stains both human and porcine pe­
ripheral blood mononuclear cells stimulated with bac­
terial substances (unpublished results). IL-8 is induced
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I. Negative non-infectcd cells (8()()x) 2. Membrane positivity 3 hours postchallenge (lOOOx)

in macrophages by viral RNA in the course of some 
viral infections, including HIV. Recombinant porcine 
IL-8 shows 80% similarity with human IL-8 which re­
cruits porcine neutrophils as efficiently as human cells 
(Murtaugh. 1994). It seems very probable that anti­
human IL-8 recognizes porcine IL-8 molecules.

Porcine lung perivascular and alveolar macrophages 
form an important part of antibacterial resistance 
(Pabst. 1996). Consequently. PRRSV cytotoxicity 
enhances secondary respiratory infections which aggra­
vate the prognosis of the disease. IL-8 produced by 
lung macrophages may explicate fever observed in pig­
lets affected by PRRS.

TNF-a was not uprcgulated in infected BAL cells. 
This cytokine is often elicited by some bacterial sub­
stances as lipopolysaccharide and may be produced in 
PRRS during secondary bacterial infections.

The absence of IFN-a was surprising and could be 
explicated either by macrophage necrosis (cells are 
dead 12 hrs postinfection and IFN-a is produced in 
slower rate than other cytokines studied) or by cytokine 
inhibition in cellls infected with PRRSV.

The frequency of TGF-ß correlated with that of IL-8. 
Porcine TGF-ß and human TGF-ß share a 100% ho­
mology and therefore antibodies reacting with one spe-
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cies are applicable for both of them. TGF-ß was found 
also in the cytoplasm of damaged macrophages.

Finally, it should be mentioned that elevated con­
centrations of IL-8 correlated with cytomegalovirus 
replication in HIV infected cells. This suggests that 
cytokine induction can be used by infectious agents for 
their survival and could be responsible for at least some 
adverse effects of immune reactions observed in the 
course of viral diseases.

Notes in proof

It is noteworthy in this context that IFN-a was not 
detected by an ELISA in lavages of lungs taken from 
pigs infected with PRRSV. Furthermore, IFN-a induc­
tion in porcine BAL cells infected with an irrelevant 
virus was suppressed by PRRSV (Charley - per­
sonal communication).

In the time of reviewing of this manuscript, Whittali 
and Parkhouse published in Immunology (97, 1997: 
444-449) similar results with another virus infecting 
porcine alveolar macrophages - African swine fever 
virus (ASFV). Porcine macrophages infected with 
ASFV in vitro did not produce TNF-a. On the contrary, 
TGF-ß was induced. Transforming growth factor-ß 
alone induced suppression in uninfected macrophages.
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OEDEMA DISEASE OF SWINE: FORMATION OF ANTIBODIES 
NEUTRALIZING SHIGA-LIKE TOXIN IIv IN PIGLETS IMMUNIZED 
WITH THE TOXOID SLTII

EDÉMOVÁ NEMOC PRASAT: PROTILÁTKY NEUTRALIZUJÍCÍ 
SHIGA-LIKE TOXIN IIv PO IMUNIZACI TOXOIDEM SLTII

P. Alexa1, E. Salajka1, J. Hamřík1, M. Žižlavský2

1 Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic
“Veterinary and Pharmaceutical University, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Induction of antibodies neutralizing the Shiga-like toxin IIv (SLTIIv) in piglets was attempted by immmuni- 
zation of suckling piglets intramuscularly with the SLTII toxoid completed with a lipoid adjuvant or aluminium hydroxide 
adjuvant. The piglets coming from dams with detectable antibodies neutralizing SLTII and SLTIIv produced antibodies to 
SLTII. but only a part of them produced antibodies to SLTIIv. The piglets coming from dams free of the neutralizing 
antibodies did not produce any neutralizing antibodies following the immunization with the toxoid completed with the 
aluminium hydroxide adjuvant. The production of antibodies neutralizing SLTIIv was demonstrable in 10 of the 54 immunized 
piglets, it is concluded that the immunization of piglets with SLTII did not induce sufficient production of antibodies 
neutralizing SLTIIv.

Escherichia coli; verotoxin; SLTII; SLTIIv; immunity; piglets

ABSTRAKT: Pokusy byly zaměřeny na ověřeni možnosti navodit u selat tvorbu protilátek neutralizujících Shiga-like toxin 
IIv (SLTIIv). Sající selata byla intramuskulárně imunizována toxoidem SLTII s lipoidním adjuvans nebo AI(OH)3. Selata 
pocházející od matek, které měly detekovatelné množství neutralizačních protilátek v séru, tvořila neutralizační protilátky 
proti SLTII. ale jen část těchto selat tvořila protilátky proti SLTIIv. Selata od matek bez neutralizačních protilátek imunizovaná 
preparátem s AI(OH)3 netvořila žádné neutralizační protilátky. Selata imunizovaná preparátem s lipoidním adjuvans tvořila 
protilátky proti SLTII, ale protilátky proti SLTIIv tvořila selata od matek s protilátkami a jen ojedinělá selata od matek bez 
protilátek. Celkově tvořilo protilátky proti SLTIIv 10 z 54 imunizovanách selat. Z pokusil vyplývá, že imunizace selat 
toxoidem SLTII nestačila к navozeni dostatečné tvorby protilátek neutralizujících SLTIIv.

Escherichia coli; verotoxin; SLTII; SLTIIv. imunita; selata

INTRODUCTION

Oedema disease of weaned piglets is associated 
with the growth of certain scrogroups of Escherichia 
coli in the intestine. The strains of these serogroups 
produce a toxin earlier designated as oedema disease 
principle (EDP) - C lugs ton and Nielsen 
(1974). Like the toxins of some human strains of E. 
coli, the toxins of the strains isolated from swine af­
fected by oedema disease show a characteristic cyto­
toxic effects in Vero cells (Konowalchuk et al., 
1977) and are therefore designated as verotoxins (VT). 
Owing to its similarity with the toxin of Shigella dysen- 
teriae, this group of toxins is also designated as Shiga­
-like toxins (SLT) - O’Brien and La Vock (1983). 
Several SLT types differing in their reactions in neu­
tralization test and in heat inactivation have been iden­
tified. SLTI and SLTII differ from each other in their

genomic and antigenic structures (Strockhine et 
al.. 1986).

Of the strains associated with oedema disease of 
swine, the production of SLT is most frequently found 
in the serogroups 0138, 0139, and 0141. The toxicity 
of EDP for Vero cells correlates well with the potency 
of SLT to induce neurological disorders and death in 
mice (Dobrescu, 1983). SLT of strains associated 
with oedema disease is identical with EDP, shows an­
tigenic relationship to SLTII and has been designated 
Shiga-like toxin II variant (SLTIIv) - Marques et 
al. (1987). SLTIIv. the causative agent of oedema dis­
ease of weaned pigs, is neutralized by antibodies to 
SLTII (Marques et al., 1987) and shows a 90% ho­
mology in nucleotide and amino acid sequences with 
SLTII (Gyles et al., 1988). The two toxins differ 
from each other in the rate of heat inactivation (G a n - 
n о n and Gyles. 1990).
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SLTIIv induces in pigiets characteristic lesions in­
cluding fibrinoid necrosis of arterioles, brain haemor­
rhages and, at higher doses, surface necrosis of the 
colon epithelium and damage to kidneys (Gannon et 
al., 1989). Absence of antibodies neutralizing SLT is 
considered the decisive factor in the pathogenesis of 
oedema disease (Gannon et al., 1988).

Shiga-like toxins are strongly immunogenic. The re­
ported weak immunogenicity of SLTIIv is apparently 
due to the fact that crude preparations contain only 
small amounts of this toxin (Smith et al., 1983), as 
confirmed also by unpublished results of our investiga­
tions (Tab. I).

Sarišské Michal'any, Slovak Republic). The cultures 
were incubated in a shaking machine at 37 °C for 18 
hours. The grown cultures were treated with polymyxin 
(100 pg/ml) for 1 h and then centrifuged at 8000 g for 
15 min. The supernatant was supplemented with peni­
cillin (1000 U/ml) and neomycin (1000 pg/ml). Mi­
crotitre plates with 96 flat-bottomed wells (NUNC Cam- 
strup, Denmark) were used for the titration of verotoxins. 
Serial dilutions starting from I : 5 were prepared of the 
antibiotic-treated supernatants in test tubes using MEM 
supplemented with antibiotics. Volumes 30 pl of each 
dilution were transferred into microtitre wells and com­
pleted with a suspension of Vero cells (90 pl, density

I. SLT titres in field strains of E. coli

Serogroup
Titre

20 40 80 160 320 640 1280 2560 5120

No.
of strains

0139

OI4I

1 3 13

1 9

3

1

1

2

2

The aim of the experiments presented in this paper 
was to test the possibility of inducing in piglets suffi­
cient production of antibodies neutralizing SLTIIv by 
immunization with SLTII.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains

Strains of Escherichia coli, designated in our labo­
ratory’s collection as 5120 and 6006, were used in the 
experiments. The strain 5120 (E32511) 0157 : H-, pro­
ducing SLTII in high titres, was obtained from the Central 
Health Laboratory, London. The strain 6006 - 0139 is 
an SLT-producing isolate from a piglet affected by oe­
dema disease. The toxin of this strain was classified as 
SLTIIv on the basis of heat inactivation and neutrali­
zation tests.

Cell cultures

Verotoxins and neutralizing antibodies were demon­
strated in Vero cells (clone Moredun provided by the Col­
lection of Animal Pathogenic Microorganisms at the Vete­
rinary Research Institute, Brno). The cells were grown 
in Eagle’s minimal essential medium (MEM) supple­
mented with 5% bovine foetal serum and the antibiotics 
gentamycin (50 pg/ml) and tylosin (50 pg/ml).

Verotoxins

Crude verotoxin was prepared from cultures of the 
above strains grown in nutrient broth (Immuna,

3 x 10s per 1 ml). The results were read after 72 h of 
incubation at 37 °C and 5% carbon dioxide using an 
inversion microscope. The toxin titre was defined as 
the highest dilution inducing a 50% degeneration of the 
cells. This value is also equivalent to 50% cytotoxic 
dose (CD50).

Titration of verotoxin neutralizing antibodies

Blood sera were inactivated by heating to 56 °C for 
30 min and dilution series starting from 1 : 2 were 
prepared in test tubes using antibiotic-supplemented 
MEM. Then an equal volume of verotoxin at a concen­
tration 10 CD50 in MEM was added and the mixture 
was left to stand at 4 °C overnight. On the subsequent 
day, 60 pl of each dilution were pipetted into micro­
plate wells and completed with 90 pl of a Vero cell 
suspension with a density of 3 x I05 per I ml. The 
results were read microscopically after 72 h of incuba­
tion at 37 °C and 5% carbon dioxide. The titre of neu­
tralizing antibodies was defined as the highest dilution 
inhibiting the degeneration of Vero cells by 50%.

Immunization of piglets

SLTII prepared from the strain 5120 with a titre of 
650 000 inactivated with 0.3% glutaraldehyde was used 
as the vaccine for immunization of 16- to 21-day-old 
suckling piglets coming from a herd affected by oe­
dema disease. The inactivated supernatant was mixed 
and homogenized with an equal volume of a lipoid ad­
juvant on the basis of Freund’s incomplete adjuvant, or 
of aluminium hydroxide gel before the inoculation. All 
the piglets were vaccinated intramuscularly with a dose 
of 2 ml.
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Experiment I

The piglets were divided into 2 experimental groups 
of 12 and one control (non-treated) group of 7 animals. 
Group I and group II were immunized with the vaccine 
completed with the lipoid adjuvant and aluminium hy­
droxide, respectively, and the treatment was repeated 
14 days later.

Experiment II

A group of 24 piglets was vaccinated with the vac­
cine completed with the lipoid adjuvant 14 days before 
weaning (approx, age 14 days). The group was divided 
into two equal subgroups and the treatment was re­
peated after 7 and 14 days, respectively.

Experiment III

A group of 6 piglets was vaccinated with the vaccine 
completed with the lipoid adjuvant 14 days before 
weaning (approx, age 14 days) and the treatment was 
repeated after 14 days. Another 6 piglets served as non­
vaccinated controls.

Blood samples were collected from the experimental 
and control piglets before the vaccination and the sam­
pling was repeated 5 times at weekly intervals thereaf­
ter. A single blood sample was collected from their 
dams before the experiment. The blood sera were inac­
tivated at 56 °C for 30 min and tested for the content 
of antibodies neutralizing SLTIIv and SLTII.

RESULTS

Experiment I

Nine of the experimental piglets came from dams 
positive for antibodies neutralizing Shiga-like toxins. 
No such antibodies were demonstrated in blood sera of 
the dams of the remaining 14 piglets. One piglet died 
during the experiment. The piglet died on the weekend, 
in the farm, just 4 days after vaccination. Therefore 
necropsy could not be performed to determine the pre­
cise cause of death.

Antibody responses in piglets coming from the dams 
free of antibodies and vaccinated with SLTII completed 
with the lipoid adjuvant arc shown in Fig. 1. A rise of 
antibodies neutralizing SLTII was observed on post­
- vaccination day 14. No antibodies to SLTIIv were de­
monstrable throughout the observation period in 5 pig­
lets. Variable increases of antibodies to SLTIIv were 
apparent in 3 piglets on post-vaccination day 14.

No antibodies to any SLT were demonstrable in any 
of the piglets coming from antibody-free dams and vac­
cinated with SLTII completed with aluminium hydroxide.

The piglets coming from the serologically positive 
dams showed a marked increase in titres of antibodies 
to SLTII on post-vaccination day 14. An increase of 
antibodies to SLTIIv could be observed only from post­
- vaccination day 21 and no antibodies to SLTIIv were 
demonstrable in 4 piglets throughout the observation pe­
riod. A rise of antibodies to SLTIIv was demonstrated in 
the piglets vaccinated with SLTII completed with the

Titre

I. Antibody responses in piglets coming from dams negative for antibodies to SLT and immunized with SLTII completed with the lipoid 
adjuvant; * antibodies to SLTIIv. О antibodies to SLTII
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Titre
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2048

1024

512

256 О
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Post-vaccination 
Day

2. Antibody responses in piglets coming from dams positive for antibodies to SLT and immunized with SLTII completed with the lipoid 
adjuvant; * antibodies to SLTIIv, О antibodies to SLTII

Titre
8192

4096 О О

2048 о о

1024 О ОО

512 о о ОО

256 ООО

128 оо е

64 оо о»

32 о о ее

16 оо

8 о о ее е

4 ое е е

0 ___ ÍŽSSSo._____ нем______ ш________ м_________ нм_
7 14 21 28 35 Post-vaccination

Day

3. Antibody responses in piglets coming from dams positive for antibodies to SLT and immunized with SLTII completed with the aluminium 
hydroxide; * antibodies to SLTIIv, О antibodies to SLTII
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lipoid adjuvant (Fig. 2). A moderate increase of anti­
bodies to SLTIIv was observed in the piglets vaccinated 
with SLTII completed with aluminium hydroxide on post­
vaccination day 21 (Fig. 3). No antibodies to SLTIIv 
were demonstrable in 2 piglets throughout the observa­
tion period.

No antibodies to any SLT were detectable in any of 
the control piglets.

Experiment II

Two piglets coming from a dam positive for neutral­
izing antibodies were in each of the two groups. The 
remaining piglets came of dams free of antibodies neu­
tralizing SLT. No antibodies to SLT were detectable in 
any of the piglets throughout the observation period.

Experiment III

Transient rises of titres of antibodies to SLTII (128 
and 32, respectively) were observed in two piglets on 
post-vaccination day 14. The titres dropped below the 
detection limit by post-vaccination day 21, however. 
One of them was positive for antibodies to SLTIIv (titre 
32) on post-vaccination day 14, but the antibodies vani­
shed by post-vaccination day 21. No antibodies to SLT 
were demonstrable in any of the remaining piglets.

DISCUSSION

Several attempts to immunize piglets against oedema 
disease were carried out in the past. A w ad - M a s a 1 - 
meh and W i 11 i n g e r (1987) succeeded in reducing 
the death rate by vaccination of piglets before weaning 
with supernatants of cultures of SLT-producing strains 
isolated in the respective herd.

Good immune responses were reported by MacLeod 
and Gyles (1991), who immunized piglets with the 
toxoid of purified SLTIIv. However, the purification step 
is laborious and expensive and therefore a wide use of 
such vaccines is not feasible.

The production of neutralizing antibodies was rather 
variable in our experiments. Relatively high titres of 
antibodies to SLTII were obtained in Experiment I, but 
the presence of neutralizing antibodies was demonstrated 
only sporadically in the subsequent experiments. In se­
rologically positive piglets, the titres of antibodies to 
SLTIIv were lower than of those to SLTII. A similar 
result was reported by Gannon and Gyles (1990) 
who used a different (long-term) immunization scheme 
and a smaller number of piglets.

No antibodies neutralizing SLTIIv or SLTII were 
detectable in a considerable number of the piglets. In 
addition to the adjuvant, immune responses are apparently 
influenced by a number of other factors. Considerably 
stronger immune responses were observed in the piglets 
coming from dams with detectable levels of antibodies 
to SLT in their blood sera.

Genetic resistance to oedema disease (Smith and 
Halls, 1968) consisting in the resistance to the colo­
nization of the small intestine (Bertschinger et al., 
1993) is presumed. The resistance of piglets to oedema 
disease may be associated with the level of natural an­
tibodies in dams’ blood sera.

Acknowledgements

We thank to Dr. S. M. Scotland from the Central 
Public Health Laboratory, London for sending the stra­
in E. coli E325W - 0157:H.

REFERENCES

AWAD-MASALMEH. M. - WILLINGER, H. (1987): Un­
tersuchungen zur Prophylaxe der Ödemkrankheit des Absetz­
ferkels. Wien. Tierärztl. Mschr., 74. 422-426.
BERTSCHINGER. H.U.-STAMM, M.-VÖGELI. P. (1993): 
Inheritance of resistance to oedema disease in the pig: expe­
riments with an Escherichia coli strain expressing fimbriae 
107. Vet. Microbiol., 35, 79-89.
CLUGSTON. R. E. - NIELSEN. N. O. (1974): Experimental 
edema disease of swine (E coli enterotoxemia). I. Detection and 
preparation of an active principle. Can. J. Comp. Med.. 38, 
22-28.
DOBRESCU. L. (1983): New biological effect of oedema 
disease principle (Escherichia co//-neurotoxin) and its use at 
an in vitro assay for this toxin. Am. J. Vet. Res., 44, 31-34. 
GANNON. V. P. J. - GYLES. C. L. (1990): Characteristics 
of the Shiga-like toxin produced by Escherichia coli associated 
with porcine edema disease. Vet. Microbiol., 24, 89-100.
GANNON. V. P. J. - GYLES. C. L. - FRIENDSHIP, R. W. 
(1988): Characteristics of verotoxigenic Escherichia coli 
from pigs. Can. J. Vet. Res., 52, 331-337.
GANNON. V. P. J. - GYLES. C. L. - WILCOCK. В. P. 
(1989): Effects of Escherichia coli Shiga-like toxins (vero­
toxins) in pigs. Can. J. Vet. Res.. 53, 306-312
GYLES. C. L. - De GRANDIS. S. A. - MacKENZIE, C. - 
BRUNTON, J. L. (1988): Cloning and nucleotide sequence 
analysis of the genes determining verocytotoxin production 
in a porcine edema disease isolate of Escherichia coli. Mic- 
rob. Pathogenesis, 5, 419-426.
KONOWALCHUK. J. - SPEIRS. J. I. - STAVRIC. S. (1977): 
Vero response to a cytotoxin Escherichia coli. Infect. Im­
mun.. 18. 775-779.
MacLEOD, D. L. - GYLES. C. L. (1991): Immunization of 
pigs with a purified Shiga-like toxin 11 variant toxoid. Vet. 
Microbiol., 29, 309-318.
MARQUES. L. R. M. - PEIRIS. J. S. M. - CRYZ. S. J. - 
O’BRIEN, A. D. (1987): Escherichia coli strains isolated 
from pigs with edema disease produce a variant of Shiga­
-like toxin II. FEMS Microbiol. Lett., 44, 33-38.
O BRIEN. A. D. - LaVECK. G. D. (1983): Purification and 
characterization of a Shigella dysenteriae I-like toxin produ­
ced by Escherichia coli. Infect. Immun., 40, 675-683.
SMITH, H. W. - GREEN. P. - PARSELL, Z. (1983): Vero 
cell toxins in Escherichia coli and related bacteria: Transfer

Vet. Med. - Czech. 43, 1998 (I): 11 -16 15



by phage and conjugation and toxic action in laboratory ani­
mals, chickensand pigs. J. Gen. Microbiol., /29, 3121-3137. 
SMITH, H. W. - HALLS, S. (1968): The production of oe­
dema disease and diarrhoea in weaned pigs by the oral ad­
ministration of Escherichia coli: factors that influence the 
course of the experimental disease. J. Med. Microbiol., /, 
45-59.

STROCKBINE, N. A. - MARQUES. L. R. M. - NEWLAND. 
J. W. - SMITH, H. W. - HOLMES, R. K. - O'BRIEN. A. D. 
(1986): Two toxin-converting phages from Escherichia coli 
OI57:H7 strain 933 encode antigenically distinct toxins with 
similar biologic activities. Infect. Immun., 53, 135-140.

Received: 97-08-20
Accepted after correction: 97-10-30

Contact Address:

MVDr. Pavel Alexa, CSc., Výzkumný ústav veterinárního lékařství. Hudcova 70. 621 32 Brno, Česká republika 
Tel. 05/41 32 12 41, fax 05/41 21 12 29, e-mail: olma@vuvel.anet.cz

INFORMATION INFORMACE

CIVIL CORPORATION BIOTREND

OBČANSKÉ SDRUŽENÍ BIOTREND

Vědečtí pracovníci některých univerzitních pracovišť a ústavů Akademie věd České republiky založili Občan­
ské sdružení BIOTREND se sídlem v Praze (Viničná 5, 128 44 Praha 2) s cílem poskytovat odborné i laické 
veřejnosti a orgánům státní správy informace o biotechnologiích a přispět к přípravě zákonů a předpisů, upravu­
jících výzkum a použití geneticky modifikovaných organismů. Bílá kniha BIOTREND. vydaná v září 1997, 
přináší články J. Drobníka, Z. Storchové, M. Ondřeje a S. Rakouského (Co jsou genetické modifikace), M. On­
dřeje (Transgenní rostliny: obavy nebo perspektiva?), K. Kopce (Jakost transgenového ovoce a zeleniny), J. R. 
Beringera (Obchodování s geneticky modifikovanými organismy). Dále obsahuje seznam vědeckých institucí 
a pracovišť v České republice zabývajících se geneticky modifikovanými mikroorganismy, rostlinami a živočichy, 
přehled dosud geneticky modifikovaných odrůd v USA, Kanadě, Japonsku, Evropské unii, Velké Británii a Holan­
dsku, některé články z českého tisku a výkladový slovník některých pojmů, často používaných v biotechnologii.

Prof. MVDr. Karel Hruška, CSc.

16 Vet. Med. - Czech, 43, 1998 (Q: 11-16

mailto:olma@vuvel.anet.cz
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VÝSKYT KARCINOGENNÍCH POLYCYKLICKÝCH AROMATICKÝCH 
UHLOVODÍKŮ (РАН) NA FARMÁCH PRASAT A SKOTU

J. Raszyk1, R. Ulrich1, V. Gajdůšková1, J. Salava2, J. Palác2

1 Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic
"District Veterinary Administration, Hodonín, Czech Republic

ABSTRACT: Concentrations of 16 polycyclic aromatic hydrocarbons (U.S. EPA priority pollutant PAHs) were studied in feedstuffs 
(л = 12), drinking water (n = 21), stable dust (n = 17), porcine liquid manure (/z = 16), road dust (л = 14) and soil (л = 11) on 
three pig farms (D., M., T.) and two cattle farms (Na., Ne.) in Hodonín district in 1995 and 1996. Seven out of the studied PAHs 
are considered as animal carcinogens (International Agency for Research on Cancer, 1983), namely benzo(a)anthracene (BaA), 
chrysene (Chry), benzo(b)fluoranthene (BbF), benzo(k)fluoranthene (BkF), benzo(a)pyrene (BaP), dibenzo(a,h)anthracene (DBahA) 
and indeno(l,2,3-cd)pyrene (IcdP). The average sum of 16 PAHs for feedstuffs was 207.7 pg/kg, the average sum of seven 
carcinogenic PAHs made 7.4 pg/kg and average BaP concentration was lower than 0.1 pg/kg. Sixteen PAH average sum for drinking 
water amounted to 51.6 ng/1, average sum of seven carcinogenic PAHs made 8,4 ng/1 and average BaP concentration was 1.1 ng/1. 
The respective values for stable dust were 2 147.9 pg/kg, 178.0 pg/kg and 5.6 pg/kg. The average sum of 16 PAHs for porcine 
liquid manure was 543.2 pg/kg of dry matter, average sum of seven carcinogenic PAHs amounted to 47.0 pg/kg of dry matter and 
average BaP concentration made 2.3 pg/kg of dry matter. Sixteen PAH average sum for road dust amounted to 13 142.7 pg/kg, 
average sum of seven carcinogenic PAH was 4 597.2 pg/kg and average BaP concentration made 384.0 pg/kg. The respective 
values for soil were 3 542.8 pg/kg, 1 767.1 pg/kg and 187.1 pg/kg. Chrysene, benzo(a)anthracene and benzo(b)fluoranthene are 
dominant PAH carcinogens in the stable environment and in the environment on pig and cattle farms. Among the other PAHs, 
phenanthrene, fluoranthene and pyrene are dominant. A permanent goal of veterinary service is to seek additional sources and to 
reduce the penetration of carcinogenic PAHs into livestock herds. Data on carcinogenic PAH concentrations in the stable environ­
ment on pig and cattle farms collected within a pilot study can also be used by medical service (preventive and occupational 
medicine).

pig and cattle farms; polycyclic aromatic hydrocarbons; carcinogens; feedstuffs; drinking water; stable dust; porcine liquid 
manure; road dust; soil; health hazard

ABSTRAKT: V průběhu let 1995 a 1996 byl v okrese Hodonín ve třech chovech prasat (D., M., T.) a dvou chovech skotu (Na., 
Ne.) sledován obsah 16 polycyklických aromatických uhlovodíků (U.S. EPA „priority pollutant PAHs“) v krmivu (л = 12), napájecí 
vodě (л = 21), stájovém prachu (л = 17), prasečí kejdě (л = 16), vozovkovém prachu (n = 14) a půdě (л = 11). Sedm ze sledovaných 
PAH je považováno za živočišné karcinogeny (International Agency for Research on Cancer, 1983) a to benzo(a)antracen (BaA), 
chrysen (Chry), benzo(b)fluoranten (BbF), benzo(k)fluoranten (BkF), benzo(a)pyren (BaP), dibenzo(a,h)antracen (DBahA) a inde- 
no(l,2,3-cd)pyren (IcdP). V krmivu byla zjištěna průměrná suma 16 РАН 207,7 pg/kg, průměrná suma sedmi karcinogenních РАН 
činila 7,4 pg/kg a průměrná hladina BaP byla nižší než 0,1 pg/kg. V napájecí vodě byla zjištěna průměrná suma 16 РАН 51,6 ng/1, 
průměrná suma sedmi karcinogenních РАН činila 8,4 ng/1 a průměrná hladina BaP byla 1,1 ng/1. Ve stájovém prachu byla zjištěna 
průměrná suma 16 РАН 2 147,9 pg/kg, průměrná suma sedmi karcinogenních РАН činila 178,0 pg/kg a průměrná hladina BaP 
byla 5,6 pg/kg. V prasečí kejdě byla zjištěna průměrná suma 16 РАН 543,2 pg/kg sušiny, průměrná suma sedm karcinogenních 
РАН činila 47,0 pg/kg sušiny a průměrná hladina BaP byla 2,3 pg/kg sušiny. Ve vozovkovém prachu byla zjištěna průměrná suma 
16 РАН 13 142,7 pg/kg, průměrná suma sedmi karcinogenních РАН činila 4 597,2 pg/kg a průměrná hladina BaP byla 384,0 pg/kg. 
V půdě byla zjištěna průměrná suma 16 РАН 3 542,8 pg/kg, průměrná suma sedmi karcinogenních РАН činila 1 767,1 pg/kg 
a průměrná hladina BaP byla 187.1 pg/kg. Ve stájovém a mimostájovém prostředí farem prasat a skotu z karcinogenních РАН 
převládají chrysen, benzo(a)antracen a benzo(b)fluoranten. Z ostatních sledovaných РАН dominují fenantren, fluoranten a pyren. 
Trvalým úkolem veterinární služby zůstává dohledávání zdrojů a omezování pronikání karcinogenních PAH do chovů hospodář­
ských zvířat. Poznatky o obsahu karcinogenních РАН ve stájovém prostředí farem prasat a skotu, získané v rámci pilotní studie, 
jsou využitelné i lékařskou službou (preventivní a pracovní lékařství).

farmy prasat a skotu; polycyklické aromatické uhlovodíky; karcinogeny; krmivo; napájecí voda; stájový prach; prasečí kejda; 
vozovkový prach; půda; zdravotní riziko
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ÚVOD

Polycyklické aromatické uhlovodíky (РАН) patří 
mezi prioritní polutanty životního prostředí. Vznikají 
během spalování, pyrolýzy a pyrosyntézy organické 
hmoty. Některé z nich mají mutagenní (Marvin aj., 
1995; G ab b a n i aj., 1996), karcinogenní (Ralston 
aj., 1995; Cui aj., 1995; Mass aj., 1996) a imuno- 
supresivní účinky (S i I kworth aj., 1995; Davila 
aj., 1996).

Jedním z nejzávažnějších negativních účinků někte­
rých РАН jsou jejich karcinogenní účinky. Mechanis­
mus karcinogeneze lze doložit na příkladu benzo(a)py- 
renu (BaP). Při biotransformaci BaP (ve které hrají 
důležitou roli cytochrom P 450 1A1 a enzym aryl hyd­
rokarbon hydroxyláza) vzniká elektrofilní metabolit 
7,8-dihydrodiol 9,10 epoxid (S u r h aj., 1996), který je 
schopen vazby na DNA, přičemž vznikají DNA adduk- 
ty, které charakterizují biologicky účinnou dávku geno- 
toxických látek. Pokud DNA addukty nejsou elimino­
vány v procesu reparace ještě před replikaci buňky 
představují první krok v indukci genových mutací 
a eventuální iniciace karcinogeneze (Šrám, 1995; 
Šrám aj., 1996).

V České republice byly v poslední době zveřejněny 
shrnující poznatky o výskytu РАН v hydrosféře (K u ■ 
žílek, 1994), atmosféře (Holoubek, 1995a, b), 
půdě (Strnad aj., 1994) a vybraných potravinách, 
především rostlinného původu (Drápal a Válci, 
1996). Dále byly specifikovány negativní účinky РАН 
na zdraví lidí (Hrubá, 1993) a vyhodnoceny biomar- 
kery expozice РАН u lidí (B i n к o v á aj., 1996).

O výskytu РАН na farmách hospodářských zvířat 
máme doposud velmi málo informací. Při sledování 
mutagenní aktivity stájového prostředí (Raszyk aj., 
1995, 1996) jsme v létě roku 1994 orientačně vyšetřili 
čtyři vzorky stájového prachu na obsah sumy osmi 
РАН (fenantren, antracen, fluoranten, pyren, diben- 
zo(a,h)antracen, chrysen, benzo(a)pyren a diben- 
zo(a,h)antracen. Zjištěné hodnoty sumy osmi РАН se 
pohybovaly v rozsahu od 100 do 8 200 pg/kg.

V odborné literatuře se nám doposud podařilo za­
chytit jednu práci, hodnotící sumu 16 РАН v některých 
složkách zemědělského prostředí ve Švýcarsku (B e r - 
set a H о I z e r, 1995). Obsah sumy 16 РАН v pra­
sečí kejdě byl v rozsahu 66 až 339 pg/kg a v půdě 
v rozpětí 60 až 575 pg/kg.

Při posuzování obsahu РАН v jednotlivých složkách 
životního prostředí se obvykle postupuje tak, že je sle­
dováno 16 individuálních PAH (U.S. EPA „priority po­
llutant PAHs“), mezi které patří naftalen (Na), acenaf- 
tylen (Асу), acenaften (Ace), fluoren (Fl), fenantren 
(Fen), antracen (An), fluoranten (Fa), pyren (Pyr), ben- 
zo(a)antracen (BaA), chrysen (Chry), benzo(b)fluoran- 
ten (BbF), benzo(k)fluoranten (BkF), benzo(a)pyren 
(BaP), dibenzo(a,h)antracen(DBahA), benzo(g,h,i)pe- 
rylen(BghiP) a indeno(l,2,3-cd)pyren(IcdP). Mezi ži­
vočišné karcinogeny je dle 1ARC, 1983 (International 
Agency for Research on Cancer, Lyon, France) zařazo­

váno sedm individuálních РАН, a to BaA, Chry, BbF, 
BkF, DBahA a IcdP.

Při posuzování obsahu 16 РАН v jednotlivých slož­
kách životního prostředí je vhodné hodnotit: (1) celko­
vou sumu 16 РАН; (2) celkovou sumu sedmi karcinogen­
ních РАН; (3) procentuální zastoupení karcinogenních 
РАН z celkové sumy РАН; (4) hladinu benzo(a)pyre- 
nu. Tento postup umožňuje srovnání dosažených vý­
sledků s obdobnými projekty realizovanými v České 
republice či v zahraničí (Watts aj., 1994).

Cílem předkládané pilotní studie bylo zhodnocení 
výskytu karcinogenních РАН ve složkách stájového 
prostředí (krmivo, napájecí voda, stájový prach, prasečí 
kejda) i mimostájového prostředí (vozovkový prach, 
půda) tří chovů prasat a dvou chovů skotu v okrese 
Hodonín v letech 1995 a 1996.

MATERIÁL A METODY

Výskyt 16 PAH (U.S. EPA „priority pollutant 
PAHs“) byl sledován ve stájovém a mimostájovém 
prostředí tří chovů prasat (D., M., T.,) a dvou chovů 
skotu (Na., Ne.) v okrese Hodonín v průběhu let 1995 
a 1996.

Stručná charakteristika sledovaných chovů

V chovu prasat D. je chováno 17 000 výkrmových 
prasat. Výkrmové haly mají hliníkový plášt a jsou vy­
baveny okny. Ventilace je regulována čidlem dle aktu­
ální teploty v hale. Ke krmení jsou používány sypké 
krmné směsi (Al, A2, CDP), pouze ve dvou halách 
z 15 je tekuté krmení systém Schauer. Voda к napájení 
pochází z veřejného zdroje, používají se prstové napá- 
ječky. Kejda z celého chovu se odvádí do separační 
stanice. Jako palivo se používá lignit a hnědé uhlí.

V chovu prasat M. je chováno 10 000 výkrmových 
prasat. Výkrmové haly mají hliníkový plášť a jsou vyba­
veny okny. Ventilace je regulována čidlem dle aktuální 
teploty v hale. Používá se tekuté krmení systém Schauer 
(krmné směsi Al, A2, CDP). Voda к přípravě tekutého 
krmení pochází z vlastního zdroje. Kejda z celého cho­
vu se odvádí do separační stanice. Jako palivo se po­
užívá zemni plyn.

V chovu prasat T. je chováno 1 650 výkrmových 
prasat. Výkrmové haly jsou zděné a jsou vybaveny 
okny. Větrání hal je podtlakové. Používá se tekuté kr­
mení (krmné směsi Al, A2, CDP), prasata však mají 
к dispozici i prstové napáječky. Voda к napájení prasat 
pochází z veřejného zdroje. Kejda z celého chovu se 
shromažďuje ve dvou sběrných jímkách. Jako palivo se 
používá hnědé uhlí.

V chovu skotu Na. je chováno 338 krav. Stáje mají 
plechový plášť, volné ustájení, pouze v porodnách je 
vazné. Větrání je přetlakové. Krmnou dávku tvoří ku­
kuřičná siláž, zelená vojtěška (v zimě vojtěškové seno), 
ječná sláma (v zimě řepné skrojky) a krmná směs pro 
dojnice. Chlévská mrva se shromažďuje ve čtyřech
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sběrných jímkách. Jako palivo se v chovu skotu Na. 
používá černé uhlí.

V chovu skotu Ne. je chováno 265 krav. Stáje jsou 
sestaveny z montovaných prefabrikátů. Větrání je pod­
tlakové. Krmnou dávku tvoří kukuřičná siláž, zelená 
vojtěška (v zimě vojtěškové seno), pšeničné otruby, 
ovesné slupky a krmná směs pro dojnice. Voda к na­
pájení krav pochází z veřejného zdroje, používají se 
miskovité napáječky. Chlévská mrva se shromažďuje 
v jedné sběrné jímce. К vytápění farmy se používá 
elektrická energie.

Odběry vzorků

Vzorky krmi v (и = 12) byly odebírány přímo z koryt 
či krmných žlabů. V případě tekutého krmení byly 
vzorky suchých krmných směsí odebírány v přípravně 
tekutého krmivá. Byly vyšetřeny čtyři vzorky objem­
ných krmiv pro skol a osm vzorků krmných směsí (dva 
vzorky krmných směsí pro skol a šest vzorků krmných 
směsí pro prasata).

Vzorky napájecí vody (n = 21) byly odebírány z na- 
páječek přímo ve stájích, ev. v přípravně tekutého kr­
mivá.

Vzorky stájového sedimentovaného prachu (n = 17) 
byly odebírány elektrickým vysavačem z vnitřního za­
řízení stájí. Získaný stájový prach jsme přesívali přes 
síto o velikosti oka 0,7 mm. К analýze byly používány 
částice prachu menší než 0,7 mm.

Vzorky tekuté neseparované kejdy (n = 16) byly 
odebírány v chovech prasat v kejdových hospodář­
stvích. Kejda byla před odběrem homogenizována.

Vzorky prachu usazeného na vozovkách (n = 14) 
byly odebírány v areálech sledovaných chovů prasat 
a skotu. Vozovkový prach byl zpracován stejným způ­
sobem jako stájový prach.

Vzorky půdy (n = 11) byly odebírány uvnitř areálu 
jednotlivých sledovaných chovů prasat a skotu, a to ve 
vzdálenosti 10 až 15 m od stájí z hloubky 15 cm pod 
povrchem.

Stanovení РАН v indikátorech z prostředí

Použitelnost metody

Metoda je vhodná pro kvalitativní a kvantitativní 
stanovení 16 PAH (U.S. EPA „priority pollutant 
PAHs“) v krmivu. napájecí vodě, sedimentovaném pra­
chu, prasečí kejdě, různých typech půd a kalech.

Princip metody

РАН se extrahují z upravených vzorků dichlorme­
thanem, koextrakty se separují gelovou permeační 
chromatografií a rezidua РАН se stanovují technikou 
GC-MS. Z napájecí vody se РАН extrahují do malého 
objemu cyklohexanu a přímo stanoví GC-MS.

Přístroje a chemikálie

Plynový Chromatograf Varian model 3400 (Varian, 
USA) s injektorem split/splitless/on-column dle Laube- 
ra, spojený s hmotnostním spektrometrem model Trac­
ker (ion-trap system) (Finnigan MAT, USA) a datasta- 
nici se software Magnum System verze 2.4 (Finnigan, 
U.S.A.).
Kapilární kolona DB-5, 60 m x 0,25 mm, film 0,25 pm. 
Zařízení pro extrakci vzorků organickými rozpouštědly 
Soxtec system НТ 1043 (Tecator, Švédsko).
Rotační vakuová odparka (RVO).
Laboratorní třepačka typ 3006 (GFL, Německo). 
Čerpadlo LPC 4000 (ECOM, ČR).
Preparativní kolona 500 x 8 mm. Bio-Beads S-X3, 
200-400 mesh (Labio, ČR).
Standardní roztok PAH-MIX 9 (směs 16 РАН v cyklo­
hexanu, koncentrace 10 pg/ml) - Dr. Ehrenstorfer, Ně­
mecko.
Rozpouštědla: cyklohexan, dichlormethan (čistoty p.a.) 
před analýzou redestilovaná ve skleněné aparatuře. 
Aktivní prášková měď (Lachema, ČR).

Úprava vzorků před analýzou

Vzorky sedimentovaného prachu (stájový a vozov­
kový prach) se přesijí přes síto o velikosti oka 0,7 mm 
а к analýze se použije frakce částic pod 0,7 mm. Vzor­
ky krmiv, prasečí kejdy, půdy a kalů se před analýzou 
suší při teplotě 50 °C v sušárně.

Pracovní postup

A. Napájecí voda
Vzorek vody (2 000 ml) se po dokonalém promíchá­

ní převede do baňky pro provádění mikroextrakce. 
РАН se extrahují 2 ml cyklohexanu intenzivním třepá­
ním asi 5 min v uzavřené baňce. Pak je к baňce připo­
jen nástavec pro mikroextrakci dle Hrivniaka a orga­
nická fáze je vytěsněna destilovanou vodou do 
zúženého prostoru nástavce. Objem organické fáze je 
upraven nebo přímo injikován alikvot pro GC-MS sta­
novení.

B. Krmivo, sedimentovaný prach, prasečí kejda, půda, 
kaly

Množství 2 až 5 g vysušeného vzorku se extrahuje 
dichlormethanem na zařízení Soxtec tři hodiny. Extrakt 
se zahustí a injikuje přes dávkovači smyčku na kolonu 
plněnou gelem. Eluát je při průtoku mobilní fáze (cyk­
lohexan : dichlormethan, 1:1) 0,7 ml/min rozdělen na 
dvě frakce (0 až 28 min a 28 až 60 min), přičemž druhá 
frakce obsahující PAH je jímána. Eluát se zahustí na 
RVO a pomocí proudu dusíku se odpaří do sucha. Od­
parek se rozpustí v 0,2 až 1 ml cyklohexanu pro GC- 
-MS analýzu. Pokud vzorek obsahuje elementární síru, 
která ruší stanovení РАН na kapilární koloně při GC-
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-M S analýze, redukuje se rušivý vliv síry přidáním ma­
lého množství aktivní mědi к odparku rozpuštěnému 
v cyklohexanu a obsah se třepe 1 h na laboratorní tře­
pačce. Cyklohexanová vrstva se použije přímo к inji- 
kování do GC.

Podmínky GC-MS stanovení

Teplotní program kolony: 50 °C (2 min), pak vzestup 
při 20 °C/min. na 150 °C a při 7 °C/min na 250 °C (30 
minut), teplota injektoru 225 °C, nástřik 2 pl/on column, 
nosný plyn helium o průtoku 1 ml/min, pracovní tlak 10-5 
Torr, teplota zdroje 200 °C, interface 250 °C.

Selektivní ionty pro hodnocení РАН: 128-naftalen; 
152-acenaftylen; 154-acenaften; 166-fluoren; 178-fenan- 
tren, antracen; 202-fluoranten, pyren; 228-benzo(a)antra- 
cen, chrysen; 252-benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluo- 
ranten, benzo(a)pyren; 276-indeno(l,2,3-cd)pyren, 
benzo(g,h,i)perylen; 278-dibenzo(a,h)antracen.

Podmínky QA/QC, parametry metody

Jednotlivé analyty jsou identifikovány porovnáním 
jejich hmotnostních spekter a retenčních časů se spek­
try z knihovny spekter a časy standardů. Kalibrační 
přímky se sestrojují v rozmezí koncentrací 0 až 1 ng/ná- 
střik, ke kvantitativnímu hodnocení se používají plochy 
píků molekulových iontů. Hodnocení se provádí pomo­
cí datastanice se software Magnum System verze 2.4.

Výtěžnost byla testována na vzorku stájového pra­
chu (šest paralelních stanovení) po přídavku jednotli­
vých РАН v koncentraci 10 pg/kg a pohybuje se v roz­
mezí 64 až 98 %. Limit detekce jednotlivých РАН 
v krmivu, sedimentovaném prachu, prasečí kejdě, růz­
ných typech půd a kalech dosahuje hodnoty 0,1 až 
0,5 pg/kg původní hmoty dle typu PAH. U vzorků vo­
dy, analyzovaných mikroextrakcí, je výtěžnost РАН 
nad 90 % a limit detekce 1 až 5 ng/l vody dle typu 
РАН.

Hodnocení výsledků

К hodnocení výsledků byl použit program STÁT 
Plus, verze 1.01 (Matoušková aj., 1992). Výsledky 
v tabulkách jsou vyjádřeny takto: počet vyšetřených 
vzorků (n), medián, průměr, směrodatná odchylka, mi­
nimální a maximální hodnota. Obsah vybraných РАН 
v napájecí vodě byl posuzován dle CSN 751111.

VÝSLEDKY

Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků 
(РАН) v krmivu je uveden v tab. I. V krmivu byla zjiš­
těna průměrná suma 16 РАН 207,7 pg/kg, průměrná 
suma sedmi karcinogenních РАН činila 7,4 pg/kg 
a průměrná hladina BaP byla nižší než 0,1 pg/kg. Kar­
cinogenní РАН tvořily 3,6 % z celkové sumy РАН 
v krmivu.

Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků 
(РАН) v napájecí vodě je uveden v tab. II. Nejvyšši 
mezná hodnota (NMH) pro BaP v napájecí vodě 
(10 ng/l) byla mírně překročena pouze u jednoho vzor­
ku (11.0 ng/l) z chovu skotu Ne. V napájecí vodě byla 
zjištěna průměrná suma 16 РАН 51,6 ng/l, průměrná 
suma sedmi karcinogenních РАН činila 8,4 ng/l a prů­
měrná hladina BaP byla 1.1 ng/l. Karcinogenní РАН 
tvořily 16,3 % z celkové sumy РАН v napájecí vodě.

Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků 
(РАН) ve stájovém prachu je uveden v tab III. Ve stá­
jovém prachu byla zjištěna průměrná suma 16 РАН 
2 147,9 pg/kg, průměrná suma sedmi karcinogenních 
РАН činila 178,0 pg/kg a průměrná hladina BaP byla 
5,6 |lg/kg. Karcinogenní РАН tvořily 8,3 % z celkové 
sumy РАН ve stájovém prachu.

Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků 
(РАН) v prasečí kejdě je uveden v tab. IV. V prasečí 
kejdě byla zjištěna průměrná suma 16 РАН 543,2 
pg/kg sušiny, průměrná suma sedmi karcinogenních 
РАН činila 47,0 pg/kg sušiny a průměrná hladina BaP 
byla 2,3 pg/kg sušiny. Karcinogenní РАН tvořily 
8,6 % z celkové sumy РАН v prasečí kejdě.

Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků 
(РАН) ve vozovkovém prachu je uveden v tab. V. Ve 
vozovkovém prachu byla zjištěna průměrná suma 16 
РАН 13 142,7 pg/kg, průměrná suma sedmi karcino­
genních РАН činila 4 597,2 pg/kg a průměrná hladina 
BaP byla 384,0 pg/kg. Karcinogenní РАН tvořily 
35,0 % z celkové sumy РАН ve vozovkovém prachu.

Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků 
(РАН) v půdě je uveden v tabulce VI. V půdě byla 
zjištěna průměrná suma 16 РАН 3 542,8 pg/kg, prů­
měrná suma sedmi karcinogenních РАН činila I 767,1 
pg/kg a průměrná hladina BaP byla 187,1 pg/kg. Kar­
cinogenní РАН tvořily 49,9 % z celkové sumy РАН 
v půdě.

DISKUSE

Jsou shrnuty výsledky dvouleté pilotní studie, jejímž 
cílem bylo přinést základní informace o výskytu 16 РАН 
(U.S. EPA „priority pollutant PAHs“) ve stájovém 
a mimostájovém prostředí farem prasat a skotu.

Hygienické limity pro obsah РАН v krmivu, stájo­
vém prachu, prasečí kejdě a vozovkovém prachu dopo­
sud nejsou stanoveny. Pro pitnou vodu je stanovena 
nejvyšši mezná hodnota (NMH) pro fluoranten 
(50 ng/l) a pro benzo(a)pyren (10 ng/l), a to dle CSN 
757111. Pro půdu byly navrženy (Podlešáková, 
1995) následující limity kontaminace (LK) pro 12 in­
dividuálních PAH (pg/kg), a to: fluoranten (300), py­
ren (200), fenantren (150), benzo(a)fluoranten (100), ben- 
zo(a)antracen (100), antracen (80), indeno(l,2,3-cd)pyren 
(100), benzo(a)pyren (75), benzo(g,h,i)perylen (60), ben- 
zo(k)fluoranten (50), chrysen (50) a naftalen (30).

Průměrná celková suma 16 РАН (v jednotlivých ko­
moditách) bude v dalším textu označována jako celko-
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I. Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků (pg/kg) v krmivu 
(/i = 12) odebraném v chovech prasat (D., M.. T.) a skotu (Na., Ne.) 
v okrese Hodonín v letech 1995 a 1996 - Concentrations of poly­
cyclic aromatic hydrocarbons (pg/kg) in feedstuffs samples (л = 12) 
taken on pig farms (D., M.. T.) and cattle farms (Na., Ne.) in Hodo­
nín district in 1995 and 1996

II. Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků (ng/l) v napájecí 
vodě (/i = 21) odebrané v chovech prasat (D.. M., T.) a skotu (Na., 
Ne.) v okrese Hodonín v letech 1995 a 1996 - Concentrations of 
polycyclic aromatic hydrocarbons (ng/l) in feed water samples 
(/i = 2l) taken on pig farms (D.. M.. T.) and cattle farms (Na., Ne.) 
in Hodonín district in 1995 and 1996

E 
£

К

^E -o

E
E

Ž

E
E

5

Na 2,0 4,3 5,6 0,1 19,8

Асу 0,7 0,6 0.4 0.1 1.0

Асе 1.0 3.7 6,1 0.1 19,3

Fl 2.0 5,6 8.2 0.4 27.3

Fen 27,0 95,7 151.5 0.3 517.2

An 1.0 60,3 149,8 0.1 486,9

Fa 9,0 14.3 17,4 0.1 61,4

Руг 9,5 15,8 27,0 0.1 97,2

BaA* 1.0 2,8 5,9 o.l 20,7

Chry* 1.0 4.6 9.3 0.1 32,8

BbF* - <0,1 - - -

BkF* - <0,1 - -

BaP* - <0.1 - -

DBahA* - <0.2 - - -

BghiP - <0.2 - -

IcdP* - <0.2 - -

< Ž
E

E-_
1 i

-o
E
E

Š

E
E

S

Na 4.0 11.0 I3,3 l.O 5 l.O

Асу 0,6 1.4 2.I 0,2 7.4

Асе 1,0 3.9 7,9 0,2 36.2

Fl 1.0 2.1 2,7 0.2 9.5

Fen 4.2 1 l.l 14.4 0.5 4I.9

An 1.0 3.5 8.7 0.2 40.2

Fa 1.7 3,8 5.5 0.7 25,5

Pyr 3,4 5.7 8.8 0.4 41.7

BaA* 0,6 1.8 3.3 0,2 12,6

Chry* 1.0 1.7 3,0 0,3 12,7

BbF* 0.9 1.0 I.6 0,3 8.0

BkF* 0.9 0,9 I.6 0,3 7.9

BaP* 1.1 1.1 2.3 0,3 l l.O

DBahA* 1.2 1.2 I.9 0.5 9.2

BghiP 0.8 0.7 0.2 0.5 l.O
1 IcdP* 0,7 0.7 0.2 0.5 l.O

Vysvětlivky použitých značek a zkratek - Symbols and abbrcvia 
tions used:
* živočišné karcinogeny - animal carcinogens
Na = naftalen - naphthalene
Асу = acenaftylen - acenaphthylene
Ace = acenaften - acenaphthene
Fl = fluoren - fluorene
Fen = fenantren - phenanthrene
An = antracen - anthracene
Fa = fluoranten - fluoranthene
Pyr = pyren - pyrene
BaA = benzo(a)antracen - benzo(a)anthracene
Chry = chrysen - chrysene
BbF = benzo(b)fluoranten - benzo(b)fluoranthene
BkF = benzo(k)fluoranten - benzo(k)fluoranthene
BaP = benzo(a)pyren - benzo(a)pyrene
DBahA = dibenzo(a,h)antracen - dibenzo(a,h)anthracene
BghiP = benzo(g,h,i)perylen - benzo(g,h,i)perylene
IcdP = indeno( l,2.3-cd)pyren - indeno(l.2.3-cd)pyrene

'analyte, 2median, 'average, 4standard deviation

vá suma PAH, průměrná celková suma sedmi karcino­
genních jako celková suma karcinogenních РАН a prů­
měrná hladina BaP jako hladina BaP.

Česká zemědělská a potravinářská inspekce (ČZPI) 
od roku 1993 sleduje obsah 12 РАН ve vybraných po­
travinách rostlinného původu (jablka, zelí, rýže, pšenič­
ná mouka a rostlinné oleje). Z těchto komodit lze 
v krmných směsích (KS) pro hospodářská zvířata vy­
užít pšeničnou mouku, a to jako vehikulum doplňku 
biofaktorů (tvoří 1 až 3 % KS). Pšeničná mouka (и = 48) 
vyšetřená v České republice v roce 1995 obsahovala 
průměrně 1,864 pg/kg sumy 12 РАН. Nejvíce byly

Vysvětlivky použitých značek a zkratek viz tab. I - Symbols and 
abbreviations see Tab. I

v pšeničné mouce zastoupeny fenantren, fluoranten 
a pyren, které tvořily 89 % celkové sumy 12 РАН 
(Drápal a Válci, 1996).

Ve vyšetřených krmivech byla celková suma РАН 
(207,7 pg/kg) i celková suma karcinogenních РАН 
(7,4 pg/kg) nízká. Karcinogenní РАН tvoří přibližně 
3,6 % z celkové sumy РАН v krmivech. Hladina BaP 
v krmivech byla pod limitem detekce metody. Z nekar- 
cinogenních РАН v krmivech převažují fenantren, an­
tracen a pyren, které dohromady tvoří 83 % z celkové 
sumy РАН v krmivech.

Nej vyšší celková suma РАН (1 091 pg/kg) byla zjiš­
těna ve vojtěškovém seně na farmě skotu Ne. Vojtěš- 
kové seno bylo sklizeno z pole, které se nachází v těsné 
blízkosti Hodonínské tepelné elektrárny. Elektrárny 
spalující uhlí patří mezi významné zdroje РАН v ov­
zduší, nelze však opomenout ani lokální topeniště, kte­
rá při zhoršených podmínkách spalování rovněž produ­
kují vysoce toxické РАН (Šrám aj., 1996).

Nejvyšší mezná hodnota (NMH) pro BaP v napájecí 
vodě byla mírně překročena pouze u jednoho vzorku 
(11,0 ng/l) z chovu skotu Ne. Rovněž v napájecí vodě 
byla celková suma РАН (51,6 ng/l) i celková suma 
karcinogenních РАН (8,4 ng/l) nízká. Karcinogenní 
РАН tvoří přibližně 16,3 % z celkové sumy РАН v na­
pájecí vodě. Průměrná hladina BaP v napájecí vodě či­
nila 1,1 ng/l.
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III. Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků (pg/kg) ve stájo­
vém prachu (// = 17) odebraném v chovech prasat (D., M., T.) a školu 
(Na., Ne.) v okrese Hodonín v letech 1995 a 1996 - Concentrations 
of polycyclic aromatic hydrocarbons (pg/kg) in stable dust samples 
(/, = 17) taken on pig farms (D., M., T.) and cattle farms (Na., Ne.) 
in Hodonín district in 1995 and 1996

IV. Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků (pg/kg sušiny) 
v prasečí kejdě (// = 16) odehrané v chovech prasat (D., M.. T.) v 
okrese Hodonín v letech 1995 a 1996 - Concentrations of polycyclic 
aromatic hydrocarbons (pg/kg) of dry mater in porcine liquid manu­
re in pig slurry samples (// = 16) taken on pig farms (D„ M.. T.) and 
cattle farms (Na.. Ne.) in Hodonín district in 1995 and 1996

Vysvětlivky použitých značek a zkratek viz tab. I - Symbols and 
abbreviations see Tah. I

2
1

E
E

i s
Na 4.4 212.8 375.4 0,6 1 356.0

0.6 7.9 14.8 0.1 51.0

Асе 7.0 31,1 49.9 0.6 169.0

Fl 18,0 73,2 153.5 0,2 571.0

Fen 186,6 689,6 1 839.8 0,2 7 774.0

An 1 1.1 510.6 1 637.7 0.2 6 810,0

Fa 142,0 299.4 422,2 39.5 1 598,0

Pyr 74,0 127.6 134.4 6.0 493.7

BaA* 18,0 32.6 52,4 0.2 225,0

Chry* 33,0 51.0 69,1 8,0 302.6

BbF* 20,0 45.8 88.2 0.3 372.8

BkF* 1.2 15.1 30.0 0.3 120,0

BaP* 8,6 5.6 4.7 0,3 14.4

DBahA* 3.6 6.9 9.4 0.5 38.9

BghiP 8,0 17.7 32,3 0.5 137.8
1 IcdP* 9.0 21.0 38.8 0.5 166.7

Vysvětlivky použitých značek a zkratek viz lab. I - Symbols and 
abbreviations see Tah. I

Ž E -o S 2

Na 124.0 153.7 181.3 4.0 588.0

Асу 9.0 7.6 8.6 0.2 35.0

Асе 12.5 15.0 12.4 1.2 39.0

Fl 16.0 18.0 13.0 1.8 43,0

Fen 135,0 142.9 109,5 0.2 401,0

An 10.3 42.4 66.4 0.2 202.0

Fa 70,0 72.3 54.3 27,0 215,6

Pyr 25.5 38.7 33.0 4.5 119,7

BaA* 10.5 10.4 12.5 0.2 55.0

Chry* 10,0 12.8 13,9 0.2 60.0

BbF* 9.0 10.4 8.3 0.3 32.4

BkF* 0.6 3.2 2.3 0,3 5.0

BaP’ l.l 2.3 2.1 0.3 5.9

DBahA* 0.9 2.0 1.9 0.5 5.0

BghiP 4.0 5.6 3.3 0.5 16.0

IcdP* 4.1 5.9 4.3 0.2 19.9

Z nekarcinogennich PAH v napájecí vodě převažují 
fenantren, naftalen a pyren, které dohromady tvoří 
54 % z celkové sumy РАН. Z karcinogenních РАН 
v napájecí vodě převládají benzo(a)antracen a chrysen.

Nejvyšší celková suma РАН v napájecí vodě 
(232 ng/1) byla zjištěna na farmě prasat M., ve které se 
používá к napájení prasat vlastní zdroj (studna). Sou­
časně byla v chovu prasat M. prokázána Amosovým 
testem zvýšená mutagenní aktivita napájecí vody 
(Raszyk aj., 1995, 1996).

Koncentrace celkové sumy РАН ve stájovém prachu 
(2 148 pg/kg) byla přibližně desetkrát vyšší než v kr- 
mivu (208 pg/kg). Celková suma karcinogenních РАН 
(178 pg/kg) tvoří přibližně 8,3 % z celkové sumy РАН 
ve stájovém prachu. Hladina BaP ve stájovém prachu 
činí 5,6 pg/kg. Z nekarcinogennich РАН ve stájovém 
prachu převládají fenantren, antracen a fluoranten, kte­
ré dohromady tvoří přibližně 70 % z celkové sumy 
РАН. Z karcinogenních РАН ve stájovém prachu pře­
važují chrysen a benzo(b)fluoranten.

Nejvyšší celková suma РАН (17 546 pg/kg) byla 
zjištěna ve stájovém prachu odebraném v kravíně na 
farmě skotu Ne. Do kravína zajíždí třikrát denně traktor 
při navážení krmivá. Traktory používají jako pohonnou 
hmotu motorovou naftu. Bylo zjištěno, že motorová 
nafta obsahuje vysokou koncentraci celkové sumy 
27 PAH, a to 7 341 mg/1 (Lee aj., 1995). Emise z die­

selových motorů z hlediska obsahu РАН obsahují ze­
jména benzo(a)pyren, bcnzo(b,j,k)nuoranteny a chry­
sen (Savci a aj.. 1995). Vysoké koncentrace РАН 
rovněž obsahuje vyjetý (upotřebený) motorový olej 
(С 1 o n fe r o aj., 1996). Může tedy docházet ke konta­
minaci stájového prostředí unikajícím motorovým ole­
jem při netěsnosti motoru.

Dalším zdrojem РАН ve vnitřním stájovém prostře­
dí může být asfalt používaný jako izolační či spárovací 
materiál. V asfaltu se může nacházet až 2 g/kg РАН 
(Kužílek. 1994).

Celková suma РАН v prasečí kejdě (543 pg/kg su­
šiny) byla přibližně 2,6krát vyšší než v krmivu 
(208 pg/kg) a celková suma karcinogenních РАН 
(47 pg/kg sušiny) tvoří přibližně 8,6 % z celkové sumy 
РАН v prasečí kejdě. Hladina BaP v prasečí kejdě činí 
2,3 pg/kg sušiny.

Z nekarcinogennich РАН v prasečí kejdě dominují 
naftalen, fenantren a fluoranten, které dohromady tvoří 
68 % z celkové sumy РАН. Z karcinogenních РАН 
v prasečí kejdě převládají chrysen. benzo(a)antracen 
a benzo(b)fluorantcn.

Nejvyšší celková suma РАН v prasečí kejdě (1 018 
pg/kg sušiny) byla zjištěna na farmě prasat D. Kcjda 
byla odebrána z otevřené sběrné nádrže v zimním ob­
dobí. РАН. které se vyskytují v prasečí kejdě. mohou 
pocházet z krmivá, napájecí vody, stájového prachu.
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V. Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků (gg/kg) ve vo- 
zovkovém prachu (л = 14) odebraném v chovech prasat (D.. M., T.) 
a skotu (Na., Ne.) v okrese Hodonín v letech 1995 a 1996 - Con­
centrations of polycyclic aromatic hydrocarbons (pg/kg) in road dust 
samples (л = 14) taken on pig farms (D., M., T.) and cattle farms 
(Na., Ne.) in Hodonín district in 1995 and 1996

VI. Obsah polycyklických aromatických uhlovodíků (pg/kg) v půdě 
(л = II) odebrané v chovech prasat (D., M., T.) a skotu (Na., Ne.) 
v okrese Hodonín v letech 1995 a 1996 - Concentrations of poly­
cyclic aromatic hydrocarbons (pg/kg) in soil samples (л = 11) taken 
on pig farms (D., M., T.) and cattle farms (Na., Ne.) in Hodonín 
district in 1995 and 1996

Vysvětlivky použitých značek a zkratek viz tab. I - Symbols and 
abbreviations see Tab. I

< S
E

S-»

ii
E
E

í

E
E

1

Na 65,1 862,7 2 419,6 2,7 9 148,0

Асу 5,2 10,8 13,5 0,2 38,0

Асе 7.0 207,5 647,9 0.7 2 452,0

Fl 28,3 299,5 806,5 3,5 3 047,0

Fen 704,5 1 868,9 2 974,5 194,0 10 488,0

An 45,4 899,8 2 426,9 5,0 9 188,0

Fa 1 315,5 2 491,4 3 185,9 242,4 11 515,0

Руг 736,4 1 436,4 1 928,8 231,0 7 331,0

ВаА* 372,0 989,8 1 206,1 81,0 3 347,0

Chry* 830,0 1 167,1 1 386,5 135,0 4 511,4

BbF* 430,0 869,9 1 367,3 10,0 4 606,0

BkF* 103,0 523,7 650,7 5,0 1 812,0

BaP* 173,5 384,0 516,3 5,0 1 870,0

DBahA* 27,0 122,6 202,6 5,0 635,0

BghiP 104,0 468,5 826,1 5,0 2 798,1

IcdP* 138,0 540,1 841,7 5,0 2 293,5

Vysvětlivky použitých značek a zkratek viz tab. I - Symbols and 
abbreviations see Tab. I

< Ž
E g

1- E
1
S

E
E
S

Na 5,2 79,8 116,6 2,5 297,0

Асу 3,8 7,2 7.5 0,6 21,0

Асе 4,0 6,8 7.6 0,5 20,2

Fl 5,9 8,3 11.4 0,3 39,0

Fen 77,0 172,5 300,9 8,2 1 005,0

An 10,4 136,8 275,1 0,2 880,0

Fa 189,0 606,7 918,5 19,3 2 954,0

Руг 142,0 558,1 834,2 13,0 2 847,0

ВаА* 99.7 294,2 359,8 8,7 1 160,0

Chry* 115,7 345,4 404,4 10,0 1 254,0

BbF* 423,0 455,8 558,6 18,0 1 832,0

BkF* 60,2 194,6 334,7 2,5 1 164,0

BaP* 80,1 187,1 285,5 7.7 949,0

DBahA* 35,6 61,1 69,3 2,3 236,0

BghiP 79,0 199,5 347,5 5,0 1 189,0

IcdP* 108,1 228,9 297,2 6,7 1 033,0

asfaltu použitého na podlahách či kanalizaci vedoucí 
kejdu ze stájí do sběrné nádrže. Dalším zdrojem РАН 
v kejdě uložené v otevřených sběrných nádržích je at­
mosferický spad.

V zemědělských farmách ve Švýcarsku byla zjištěna 
průměrná hladina 16 РАН v prasečí kejdě 143 pg/kg 
(Berset a Holzer, 1995), byla tedy 3,8krát nižší 
než obsah 16 РАН v kejdě prasat v okrese Hodonín 
(543 pg/kg sušiny).

V prachu odebraném z vozovek lokalizovaných na 
farmách prasat a krav byla zjištěna nejvyšší celková 
suma РАН (13 143 pg/kg), která byla 6krát vyšší než 
ve stájovém prachu (2 148 pg/kg). Celková suma kar­
cinogenních РАН (4 597 pg/kg) tvoří přibližně 35 % 
z celkové sumy РАН ve vozovkovém prachu. Hladina 
BaP ve vozovkovém prachu (384 pg/kg) byla téměř 
70krát vyšší než ve stájovém prachu (5,6 pg/kg).

Z nekarcinogenních РАН ve vozovkovém prachu 
převažují fluoranten, fenantren a pyren, které dohroma­
dy tvoří 44 % z celkové sumy РАН. Z karcinogenních 
РАН ve vozovkovém prachu převládají chrysen, ben- 
zo(a)antracen a benzo(b)fluoranten, které představují 
23 % z celkové sumy РАН a 66 % z celkové sumy 
karcinogenních РАН.

Nejvyšší celková suma РАН ve vozovkovém prachu 
(67 638 pg/kg) byla zjištěna v chovu skotu Na. Vzorek 
vozovkového prachu byl odebrán před opravárenskými

dílnami, které se nacházejí ve vzdálenosti 15 m od kra­
vína.

Hlavním zdrojem РАН ve vozovkovém prachu jsou 
emise z automobilové dopravy (Smith aj., 1995). By­
lo zjištěno, že ve velkých městech (Kodaň) dieselové 
motory produkují dvě třetiny РАН, které vznikají veš­
kerým dopravním provozem (Nielsen aj., 1996). 
Rovněž Yang a Bauman (1995) prokázali, že fe­
nantren, pyren a fluoranten převládají v silničním pra­
chu a lze jich využít jako indikátory kontaminace vo­
zovkového prachu РАН.

Navržené limity kontaminace РАН v zemědělské 
půdě (Podlešáková, 1995) byly překročeny u nafta- 
lenu u tří vzorků, u fenantrenu u dvou vzorků, u fluoran- 
tenu u tří vzorků, u pyrenu u tří vzorků, u benzo(a)an- 
tracenu u pěti vzorků, u chrysenu u devíti vzorků, 
u benzo(b)fluorantenu u devíti vzorků, u benzo(k)fluo- 
rantenu u šesti vzorků, u benzo(a)pyrenu u šesti vzor­
ků a u benzo(g,h,i)perylenu u sedmi vzorků z celkové­
ho počtu 11 vyšetřených vzorků půdy z okolí vepřínů 
a kravínů.

Celková suma РАН v půdě (3 543 pg/kg) byla při­
bližně čtyřikrát nižší než ve vozovkovém prachu 
(13 143 pg/kg), ale celková suma karcinogenních РАН 
tvořila zhruba 50 % celkové sumy РАН v půdě. Hladi­
na BaP v půdě (187 pg/kg) byla přibližně poloviční ve 
srovnání s vozovkovým prachem (384 pg/kg).
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Z nekarcinogenních РАН v půdě převládají fluoran­
ten, pyren a fenantren, které dohromady tvoří 38 % 
z celkové sumy РАН v půdě. Z karcinogenních РАН 
v půdě převažují benzo(b)fluoranten, chrysen a ben- 
zo(a)antracen které společně tvoří 31 % z celkové su­
my РАН a 62 % z celkové sumy karcinogenních РАН.

Nejvyšší celková suma РАН v půdě (15 965 pg/kg) 
byla zjištěna na farmě skotu Na., kde byla současně 
zjištěna i nejvyšší koncentrace celkové sumy РАН ve 
vozovkovém prachu (67 638 pg/kg).

Hlavním zdrojem РАН v půdě je jejich atmosferická 
depozice (Smith aj., 1995). V plynné fázi ovzduší 
dominují nízkomolekulární РАН, zatímco v pevné fázi 
ovzduší převládají РАН s vyšší molekulovou hmotnos­
tí (Jones aj., 1995). Na okrese Teplice, s využitím 
osobních odběrových souprav, bylo zjištěno, že prů­
měrná suma 16 РАН v ovzduší byla 131 ng/m3, z toho 
zhruba 50 % tvořila suma sedmi karcinogenních РАН 
(Watts aj., 1994).

Vzhledem ke skutečnosti, že na našem pracovišti 
není к dispozici zařízení к odběrům vzorků ovzduší 
(např. Versatile Air Pollution Sampler - VAPS) nebylo 
provedeno stanovení koncentrace РАН v ovzduší.

Ve městě Brně, v blízkosti frekventovaných vozo­
vek, činila suma 16 РАН v půdě 3 780 pg/kg (Str­
nad aj., 1994), byla tedy přibližně stejná jako v půdě 
v okolí vepřínů a kravínů (3 543 pg/kg).

V zemědělské půdě ve Švýcarsku (Berset 
a Holzer, 1995) byla zjištěna průměrná koncentrace 
sumy 16 РАН pouze 175 pg/kg, byla tedy 20krát nižší 
než v půdě v okolí vepřínů a kravínů.

Dalším nezanedbatelným zdrojem РАН na farmách 
může být spalování stohů slámy. Zejména při hoření 
ječné a pšeničné slámy dochází ke vzniku velkého 
množství PAH (Jenkins aj., 1996). Konečně к zátě­
ži farem hospodářských zvířat РАН přispívá i spalová­
ní uhlí či zemního plynu při získávání tepelné energie 
к zabezpečení provozu farmy.

Vysoké koncentrace РАН ve stájovém prachu, vo­
zovkovém prachu a v půdě v okolí vepřínů a kravínů 
dokládají, že prostředí farem hospodářských zvířat je 
značně zatížené rizikovými РАН. Z nekarcinogenních 
РАН zde převažují fenantren, fluoranten a pyren. 
Z karcinogenních РАН převládají chrysen, benzo(a)an- 
tracen a benzo(b)fluoranten.

Řešení problematiky karcinogenních РАН pokraču­
je a je zacílené především na odhalování zdrojů РАН 
a na omezování jejich produkce či pronikání do vnitř­
ního stájového prostředí.

Stájové prostředí je současně pracovním prostředím 
pro ošetřovatele hospodářských zvířat, proto jsou po­
znatky o výskytu karcinogenních РАН v tomto prostře­
dí bezprostředně využitelné i lékařskou službou (pre­
ventivní a pracovní lékařství).
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APPLICATIONS OF FENCL’S EQUATIONS IN THE ACID-BASE 
BALANCE CHANGES RELATED TO PREGNANCY ON EWE

POUŽITÍ FENCLOVÝCH ROVNIC U ZMĚN ACIDOBAZICKÉ 
ROVNOVÁHY VE VZTAHU К BŘEZOSTI U BAHNIC

C. Castillo1, P. Garcia-Partida , J. Hernández1, J. L. Benedito1

1 Department of Animal Pathology, Veterinary Faculty, University of Santiago 
de Compostela, Lugo, Spain

" Department of Animal Pathology, Veterinary Faculty, University Complutense, Madrid, 
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ABSTRACT: The Fencl’s equations consider variables controlling the blood pH such as SID, proteins (mainly albumin) and 
pCO2. Our objective is to apply this new approach to acid-base balance during pregnancy in ewes, and to consider the 
differences that appear in late pregnancy. Results showed that during late pregnancy there is an increase in the levels of 
ummeasured anions and albumin which are the primary causes of metabolic acidosis status. This fact affects internal balance 
with a decrease in buffer bases. Fencl’s equations showed that the components involved in buffer base deviation were albumin, 
unmeasured anions and free-water. This last parameter, combined with Na+, reflects a compensatory alkalosis concentration. 
We conclude that the homeostatic changes that occur before delivery appear in the fourth month of pregnancy and are mainly 
due to modifications in SID and albumin. The other independent variable pCO2, only has an effect in the last fortnight, and 
both gave the same explanation: a respiratory compensatory mechanism to restore normal blood pH through an increased 
elimination of CO2.

sheep; physiological periods; Fencl’s acid-base approach

ABSTRAKT: Fenclovy rovnice vycházejí z proměnných řídících pH, jako je S1D, proteiny (hlavně albumin) a pCO2. Naším 
cílem bylo aplikovat tento nový přístup к acidobazické rovnováze během březosti u bahnic a vzít v úvahu změny, které se 
objevují v pozdní březosti. Výsledky ukázaly, že během pozdní březosti dochází ke zvýšení hladin neměřených aniontů 
a albuminu, které jsou primární příčinou metabolické acidózy. Tato skutečnost ovlivňuje rovnováhu vnitřního prostředí 
s poklesem pufrových bází. Fenclovy rovnice prokázaly, že odchylky pufrových bází byly způsobeny albuminem, neměřenými 
anionty a prostou vodou. Poslední uvedený parametr odráží spolu s Na+ kompenzační koncentrační alkalózu. Došli jsme 
к závěru, že homeostatické změny, vyskytující se před porodem v pátém měsíci březosti, jsou způsobené hlavně změnami 
SID a albuminu. Další nezávislá proměnná, pCO2, měla vliv pouze v posledních dvou týdnech. Vysvětlením je respirační 
kompenzační mechanismus, směřující к obnovení normálního pH zvýšenou eliminací CO2.

ovce; fyziologická období; Fenclův acidobazický přístup

INTRODUCTION

The pH of a solution is a measure of its acidity, and 
is equal to the negative decadic logarithm of hydrogen 
ion concentration (H+), being inversely proportional to 
it (Tasker, 1980).

The Henderson-Hasselbalch equation evaluates the 
acid-base status considering the interaction between pH, 
pCO2 and HCO3, but blood plasma is a very complex 
solution, containing strong ions (Na+ and СГ)» weak 
acids and CO2, thus, there are more variables, appart from 
the forementioned ones that control H+ concentration.

Stewart’s quantitative approach to acid-base chemistry 
provides a mathematical explanation for the relevant vari­

ables that control pH in body fluids and their interac­
tions (Stewart, 1981). These studies show that the 
value of H+ is determined by, and only by, the differ­
ence between strong ions, mainly Na+ and СГ, proteins 
and pCO2, which are, in turn, determined by the bal­
ance between tissue metabolism and respiration. Ste­
wart introduces new concepts, like the classification of 
variables in a system, such as plasma, as independent 
or dependent. The first group is made up from strong ion 
difference (SID), proteins (mainly albumin) and pCO2; in 
the second group one can find HCO3, among others. 
The first ones can be altered from outside the system 
without affecting each other, while the dependent vari­
ables are thought of as internal to the system; their
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values depend on the values of the independent vari­
ables and reflect the behavior of the equilibrium reac­
tions in the system.

Some authors have developed the clinical applica­
tion of Stewart’s method (Fe n с I and Leith, 1993), 
establishing equations based on physical chemistry and 
on data from human patients. According to the reports 
of Kowalchuk and Scheuermann (1994), Fencl’s 
and Stewart’s methods provide a good estimate of the H+ 
and HCO3 concentrations measured in plasma. However, 
these equations have not been critically evaluated in 
Veterinary Medicine.

With this aim Whitehair et al. (1995) and 
Fed de and Pi esc hl (1995) showed how these prin­
ciples can be easily applied and showed the clinical use­
fulness of this approach in the evaluation of the acid­
-base balance in a variety of species (dog, cat, bovine 
and horse) disease statuses and physiological circum­
stances, like the exercise.

The purpose of this article is to apply these equations 
to sheep, considering their changes during pregnancy, 
and specially from the baseline status (anoestrus period) 
until the last days of this. Prior studies, carried out by 
us on this matter, and considering only the Henderson- 
-Hassclbalch equation (Castillo, 1994), revealed 
that towards the end of pregnancy there are important 
changes in internal balance as a consequence of the 
modifications that the energetic metabolism shows. 
However, taking into account the new acid-base bal­
ance approach, showed by Stewart and Fenci, we are 
induced to think that there are more variables that could 
control H+ at such periods.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Acid-base and electrolyte measurements were per­
formed on samples collected from 40 healthy ewe of 
Gallega breed, a native breed typical of Galicia (N. W. 
of Spain), ranging from 2 to 4 years of age. The diet 
of these grazing animals was based on fresh grass (ad 
libitum) from natural pasture without any other supple­
ments and, during the last month of pregnancy, silage 
(4 kg/day/ewe; 20% dry matter) from the same pasture.

To establish similar physiological and nutritional con­
ditions, the ewes were synchronized using a progestagen 
administered by intra-vaginal sponges, and PMSG, ac­
cording to literature (Britt, 1989).

Sample collection and analysis

Sampling began on the day we applied the intra­
-vaginal sponges and it was considered as a baseline 
sampling, another blood samples were taken in the fourth 
month of pregnancy and two weeks before parturition 
(the last one is reflected in the table as b.p.).

Samples were taken on selected ewes between 8.00 
and 10.00 prior to the morning feeding. They had pre­
viously been separated from the flock the night before 
to minimize the effect of stress.

Blood samples were collected by jugular venipuncture 
taking into account all the precautions necessary for 
avoiding interferences in the measurements specially in 
the acid-base parameters (S z e n c i and Besser, 1990; 
Prüden et al., 1994). Whole blood was used to study 
the parameters related to acid-base balance (pH, pCO2, 
HCO3, PCV, BE (BEobservet|), Na+, K+), all of them 
measured with a blood gas analyzer (BGE electrolytes, 
I.L.-1400); serum and plasma was used to measure the 
СГ and albumin concentrations, respectively, using an 
electrolyte analyzer (AVL 983-S, Scientific Corpora­
tion), and protein electrophoresis procedure with ace­
tate plates and Pounceau-S staining (Helena Laborato­
ries), in each case.

Calculated parameters were done using Fenci equa­
tions (Tab. I) and they were the following: change in 
BE due to free-water (BEfw), chlorine ion (BEC| ), un­
measured anions (BEua) and albumin (BEa|b) abnorma­
lities. We prefered to use the albumin measurement 
rather than total protein determination because it is the 
only significant element, among the total proteins, that 
contributes to the variable negative charges in the acid­
-base equilibria in plasma (Figgc ct al., 1991). The 
SID and AG (anion gap) values were calculated by the 
formulas (Na+- СГ) and [(Na++ K+) - (СГ + HCO3)], 
respectively, and z. value, necessary for the BEfw deter­
mination, was calculated using the formula z = SID/Na+ 
normal for species (W h i t e h a i r et al., 1995). We em­
ployed, for calculated parameters, reference values which 
were obtained, monthly, for a year, from the blood of 
fifty healthy ewes of the same breed and environmental 
conditions, using the same analytical techniques. These 
mean values were: 146.55 ± 5.47 mmol/l for Na+, 
112.36 ± 0.80 mmol/l for СГ and 31.75 ± 0.22 g/1 for 
albumin.

Statistical procedure

The reported values are mean ± standard error. A sta­
tistical test was performed using a one-way analysis of 
variance and statistical differences were established 
using Scheffc F-tcst (p < 0.05) included in the statisti-

I. Fend equations for evaluating acid-base status (W h i t e h a i r el 
al., 1995)

BEiw = z value for sheep (Na*mc„„n;d - Na* ormal lor species)

BEcr — Cl normal tor species — Cl corrected

BEalh = 3.7 (albuminnormal - albuininmcasurcd)

BEua = BEncl - (BEfw + BEC| + BEalb)

BEI)C1 = observed base excess
*CI corrected = Cl measured ^a norma/^3 measured)
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cal program Statview 512+™ (Version 1.0) of Macin­
tosh (W i 11 i a m s , 1994).

RESULTS

Results (p. ± std. error) are presented in Tab. II. In 
this table it can be appreciated that pregnancy modifies 
the evolution of several parameters, with ascending or 
descending behavior.

Towards the end of gestation, and specially two weeks 
before parturition, the ewe shows a metabolic acidosis 
status, according to pH, pCO2, HCO3 and BE evolu­
tion, accompanied by a significant increase in blood

DISCUSSION

Acid-base balance and electrolyte evolution during 
pregnancy have been studied by us in previous reports 
(Castillo, 1994; Castillo et al., 1996). In them 
we established a relationship between these and energy 
metabolism concluding that in late pregnancy, specially 
the last days, lipid mobilisation is the source of an 
overproduction of metabolic strong acids and, as a con­
sequence, the organism tends to divert the acid-base 
balance towards a metabolic acidosis status. At the 
same time, respiratory system acts by compensating 
with a hyperventilatory response to remove excessive 
metabolic acids and causing a decrease in pCO2 values.

II. Mean values (p ± std error) obtained using Fencl equations on sheep

Parameter Baseline 4th month 15 days b.p.

Venous pH 7.41 ± 0.02“ 7.39 ± 0.01“ 7.36±0.0lb

1 pco2 (kPa) 5.52 ± 0.25* 5.34 ±0.10“ 5.09 ± 0.06b

HCO3 (mmol/l) 26.75 ± 0.76“ 24.68 ± 0.48b 22.91 ± 0.67е

BE. (mmol/l) 2.47 ± 0.96“ 0.03 ± 0.60b -1.63±0.95h

PCV (%) 45.97 ± 1.1 la 43.30 ± 1.10“ 39.45 ± 1.0 lb

Na* (mmol/l) 144.25 ± 1.04“ 146.29 ± 0.50h 148.60 ± 0.68е

K* (mmol/l) 5.53 ± 0.24“ 5.33 ±0.11“ 5.71 ± 0.22“

cr (mmol/l) 112.0± 1.12“ 111.93 ± 0.94“ 113.48 ± 0.99“

Albumin (g/l) 30.73 ± 0.84* 32.13 ± 0.63b 32.82 ± 0.77b

SID 32.25 ± 1.67“ 34.36 ± O.83b 35.11 ± 0.63b

BE|W -0.26 + 0.21* 0.07 ±0.11“ 0.62 ± 0.15b

AG (mmol/l) ll.03± 2.22“ 15.01 ± 0.9lb 17.92 ± 0.94b

BEcr -1.09 ± 1.52“ 0.66 ± 0.83“ 0.87 ± 0.65“ i

BE„a 0.78 ± 0.92“ 0.46 ± 1.77* 0.10±0.63b i

BEalb 3.04 ± 3.72“ -1.16 ± 1.90* -3.23 ± 2.32b

z. value 0.22 ±0.01“ 0.23 ±0.01* 0.24 ±0.01“

Note: The characters a, b and c within the same row indicate different statistical groups (7? < 0.05)

volume, reflected by the PCV behavior. In relation to 
the calculated parameters, we appreciated a descending 
evolution in BEua and BEa,b, reaching the lowest values 
a fortnight before parturition, indicating that at that mo­
ment there are the major levels of unmeasured anions 
and weak acids in the blood, respectively.

On the other hand, the highest levels in sodium and 
albumin concentrations appear two weeks before par­
turition, parallel to SID and AG evolution. The BEfw 
behavior is a consequence of Na+ evolution reflecting 
a decrease in blood free-water, specially towards the 
end of pregnancy.

Finally there are three parameters that have not shown 
significant changes during the experiment; they are СГ 
and K+ ions and z value. In relation to last one, the 
mean z value for the sheep was 0.23 ± 0.01, but in this 
report we have considered z values for each physiological 
condition.

We can establish that homeostatic changes, which 
become more evident a fortnight before parturition, be­
gin in the fourth month of pregnancy. The clearest fac­
tor is a venous pH decrease, reflecting an increase in 
blood H+ concentration. The Henderson-Hasselbalch 
approach to acid-base analysis considers only the effect 
of HCO3 and pCO2; according to this approach the 
decrease in HCO3 values results from its buffer activity 
of H+ and it is parallel to BE decrease. The pCO2 be­
havior shows that the respiratory system contributes to 
remove the H+ excess through a hyperventilatory re­
sponse. Really, the acid-base abnormality at this moment, 
interpreted by the conventional approach, is a metabolic 
acidosis and a compensatory respiratory alkalosis.

But the application of Fenci equations, based on 
Stewart’s principles, allowed us to detect which meta­
bolic element it was that influenced this blood H+ in­
crease, and to estimate the magnitude of it.
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Firstly, the evolution shown by BEua and BEa|b re­
flects that there is a progressive increase in unmeasured 
anions (which includes organic acids) and weak acids 
(like albumin) and they are the primary causes of the 
metabolic acidosis shown in the last days of pregnancy. 
The increase in unmeasured anions is a consequence of 
endocrine changes that occur during pregnancy and 
which promote gluconeogenesis, ketogenesis, and fatty 
acids mobilisation (Herdt, 1988) and are the source of 
an overproduction of metabolic strong acids (Herdt, 
1988; Clarenburg, 1992). The increase in albumin 
concentrations has been reported in pregnant ewes by 
other authors (P i e r a g o s t i n i et al., 1991; Hen­
shaw, 1995).

The rise in blood H+ concentration will affect the 
internal balance through a consumption of buffer bases, 
reaching BE parameter negative values in the last days 
of pregnancy. This data, calculated by the analyzer, is 
a measure of the deviation of buffer bases from their normal 
values, and develops from pCO2 and HCO3 (IL, 1991; 
Tietz et al.. 1994) and does not reflect the specific 
component which is involved.

Using Fencl’s method we found that metabolic aci­
dosis was connected with significant changes in plasma 
osmolality too, reflected in BEtw evolution. This pa­
rameter, combined with an Na+ increase, shows that there 
is a concentration alkalosis, because the free-water deficit 
(reflected in a positive BEfw) will increase the Na+con­
centration (Whitehair et al., 1995). Tietz et al. 
(1994) show that during metabolic acidosis the kidneys 
attempt to restore the normal blood pH by increased 
excretion of acids and preservation of bases and thus, 
in the renal tubules hydrogen ions from the tubular 
cells can be exchanged for sodium from the tubular 
fluid (Tietz et al., 1994). Also the decrease in the 
PCV percentage indicates a hemodilution state which 
means an increase in plasmatic volume. This is the sum 
of free-water and water bound to Na+; thus, sodium 
behavior is the main cause of SID changes because 
chlorine did not show significant modifications.

For these reasons, we conclude that the components 
that affect the buffer base deviation in late pregnancy 
are albumin, ummeasured anions and free-water.

According to Figge et al. (1991) the value of calcu­
lated AG correlates well with the serum albumin concen­
tration; also AG rises because of the HCO3 changes, 
a dependent variable that is used in the calculation of 
AG; although AG has demonstrated to possess a lim­
ited usefulness in our study as it did not give informa­
tion about the unmeasured anions that affected to ve­
nous pH. This coincided with previous reports on this 
matter (While hair et al., 1995).

The effect of the other independent variable, pCO2, 
only appears in the final days, and the conventional and 
the Fenci approach give us the same explanation: the 
respiratory mechanism contributes to the restoration of 
normal blood pH through increased elimination of CO2 
which can also contribute to the decrease in HCO3 values 
(Tietz et al., 1994).
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