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THE EFFECT OF RESPIRATORY DISEASES IN CALVES
ON THE BLOOD GAS VALUES AND ACID-BASE BALANCE

VPLYV OCHORENÍ RESPIRAČNÉHO APARÁTU U TELIAT
NA HODNOTY KRVNÝCH PLYNOV A ACIDOBÁZICKU ROVNOVÁHU

О. Nagy, A. Michna, G. Kováč, H. Seidel, I. Paulíková

University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: In 43 calves at the age of 1-10 months with diagnosis of respiratory syndrome related to clinical finding, 
parameters of acid-base balance and blood gases: topical acidity - pH, partial pressure of carbon dioxide - pCO2, partial 
pressure of oxygen - pO2, saturation of blood haemoglobin by oxygen - SAT, topical bicarbonate - HCO3 and excess of 
bases - BE. Calves were hospitalized on the clinic, they were clinically examined before blood taking and according to the 
degree of affection of the respiratory system they were divided into three groups - respiratory syndrome of light degree - 
Rsd 1 (n = 13), medium degree Rsd 2 (л = 15) and heavy degree Rsd 3 (л = 15). Clinical examinations were performed by 
routine clinical examination methods. Arterial blood, taken by puncture from a. axillaris, was examined and after taking it 
was analyzed on automatic analyzer ABL4, manufactured by Radiometer Copenhagen. The results obtained were compared 
with the values obtained from clinically healthy calves - Rsd 0 (n = 20). It was found from the results attained (Tabs. I to 
II) that even in light degree of disease - Rsd 1 and 2 - significant changes were only in pO2 (72 < 0.001) and partial respiratory 
insufficiency occurs, while in the other investigated indicators more significant changes compared with healthy calves were 
found in heavy form of disease (Rsd 3) and were characterized by more significant decrease in pCO2, by increase of pCO2 
values on average to 7.51 kPa (p < 0.001) and incidence of global respiratory insufficiency. In addition, increase of the values 
of bicarbonates and BE proportionally with graveness of the disease (Rsd 3, p < 0.001) as a manifestation of compensatory 
controlling mechanisms of the body, responding to increasing pCO2 and occurrence of respiratory acidosis. This was shown 
by maintenance of blood pH within range of physiological values (7.36-7.44) almost in 50% of calves of the group Rsd 3. 
Acidemia (as a consequence of non-compensatory respiratory acidosis) was found in most severe statuses when pCO2 
achieved the values from 9 to 10 kPa. As follows from the results, significant trends related to the seriousness of disease 
were recorded not only in blood gases - pO2 and pCO2, but also in other parameters of acid-base balance - pH, HCO3 and 
BE, and these are presented in Tab. III. The results obtained deepened the current knowledge in the sphere of the effect of 
disease of the respiratory system on internal medium and showed that in diseases of respiratory system analysis of blood 
gases as well as investigated parameters of acid-base balance of arterial blood is a significant component of evaluation of the 
degree of affection what extends possibilities of diagnostics together with determination of prognosis before and during 
therapy.

calves; respiratory syndrome; arterial blood; blood gases; acid-base balance

ABSTRAKT: U 43 teliat vo veku jeden až 10 mesiacov s diagnózou respiračný syndrom sme vo vztahu ku klinickému nálezu 
hodnotili parametre acidobázickej rovnováhy a krvné plyny: aktuálnu aciditu - pH, parciálny tlak oxidu uhličitého - pCO2, 
parciálny tlak kyslíka - pO2, saturáciu hemoglobinu krvi kyslíkom - SAT, aktuálny bikarbonát - HCO3 a prebytok báz - 
BE. Tefatá boli hospitalizované na klinike, před odberom krvi boli klinicky vyšetřené a podlá stupňa postihnutia respiračného 
aparátu zaradené do troch skupin - respiračný syndrom fahkého stupňa - Rsd 1, stredného stupňa - Rsd 2 a ťažkého stupňa 
Rsd 3. Klinické vyšetrenia boli vykonávané běžnými klinickými vyšetřovacími metodami. Vyšetřovali sme arteriálnu krv 
odobratú punkciou a. axillaris a po odbere analyzovali na automatickom analyzátore ABL4 fy Radiometer Copenhagen. 
Získané výsledky boli porovnávané s hodnotami získanými od 20 klinicky zdravých teliat. Z dosiahnutých výsledkov sme 
zistili, že už i pri fahšom stupni ochorenia - Rsd 1 dochádza к významným změnám hodnot pO2 (/? < 0,001) a vzniká parciálna 
respiračná insuficiencia, kým u ostatných sledovaných ukazovatefov výraznejšie rozdiely oproti zdravým tefatám boli zistené 
až pri ťažkej forme ochorenia (Rsd 3) so vzostupom hodnot pCO2 a vznikom globálnej respiračnej insuficiencie. Zvýšenie 
hodnot bikarbonátov a BE úměrně so závažnosťou ochorenia je prejavom kompenzačných regulačných mechanizmov orga­
nizmu, odpovedajúci na zvyšujúci sa pCO2 a vznik respiračnej acidózy. To sa prejavilo udržiavaním pH krvi v medziach 
fyziologických hodnot aj takmer u 50 % teliat v skupině Rsd 3. Acidémia (ako následok nekompenzovanej respiračnej 
acidózy) bola zistená až pri najťažších stavoch, kedy pCO2 dosiahlo hodnot 9 až 10 kPa. Dosiahnuté výsledky rozšířili 
doterajšie poznatky v oblasti vplyvu ochorení respiračného aparátu na vnútorné prostredie a preukázali, že pri ochoreniach 
respiračného aparátu představuje analýza krvných plynov, ako aj sledovaných parametrov acidobázickej rovnováhy arteriálnej 
krvi, významná súčasť hodnotenia stupňa jeho postihnutia, čím rozšiřuje možnosti diagnostiky, ako aj stanovenia prognózy 
před, ako aj v priebehu terapie.

tefatá; respiračný syndrom; arteriálna krv; krvné plyny; acidobázická rovnováha
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ÚVOD

Ochorenia respiračného aparátu u teliat predstavujú 
závažný ekonomický problém živočíšnej produkcie. 
S tým súvisí aj neustála snaha o hladanie sposobov 
a ciest tieto ochorenia účinné zdolávat’ vzhl'adom na ich 
významný podiel aj na celkovej chorobnosti a stratách 
v chovoch hovädzieho dobytka. Najčastejším pomeno- 
vaním v literatúre pre toto ochorenie je „enzootická 
pneumonia, bronchopneumonia, resp. respiračný syn­
drom teliat“. Respiračný syndrom v užšom slova zmysle 
představuje komplex hromadných zápalových ochorení 
dýchacích orgánov vyvolaných patogénnymi a opor- 
túnnymi vírusmi a baktériami za nepriaznivého spolu- 
pósobenia faktorov ekosystému a za podmienok naruše- 
nej odolnosti teliat (Slanina, 1991). Výskytu ochorení 
respiračného aparátu predchádzajú často stresové stavy, 
napr. transport ako jeden z najčastejších fyzikálnych 
a psychických stresorov, s nepriaznivým účinkom na 
vnútorné prostredie organizmu - acidobázická, imuno­
logická, resp. hormonálna odozva apod. (Michna, 
1978; Breazile, 1988; Mudroň a i., 1994, 1996).

Napriek mnohým poznatkom v etiológii, metafylak- 
tickým a profylaktickým opatreniam zostáva terapeu­
tický efekt často menej uspokojivý. I keď sú známe 
rožne formy ochorenia dýchacích orgánov teliat, ich 
klinický přejav je často málo diferencovaný. Pretože 
respiračný aparát je velmi doležitý z hl’adiska jeho funk­
cie výměny plynov, jeho ochorenia móžu svojimi dosled- 
kami výrazné zasiahnuť do acidobázickej rovnováhy or­
ganizmu, oxygenácie tkaniv a vylučovania oxidu 
uhličitého. Literárně údaje poukazujú na to, že acido- 
báza u teliat postihnutých respiračným synrómom má 
trend к významným změnám hodnot krvných plynov 
(Collie, 1992; Schäfer a i., 1992; Reinhold 
a Födisch, 1993). Příčinou vzniku respiračnej aci- 
dózy je ťažké postihnutie plúc globálnou respiračnou 
insuficienciou (Deegen, 1983) a možný pokles pH 
je v tomto případe následkom vzostupu pCO2 arteriál- 
nej krvi a zlyhania regulačnej schopnosti obličiek (vy- 
lučovanie H+ a retencia HCO3).

Cielom našej práce bolo v rámci klinickej a laboratór- 
nej diagnostiky získat’ praktické poznatky o změnách sle­
dovaných parametrov vnútorného prostredia organizmu 
v priebehu patogenézy rózneho stupňa ochorenia respi­
račného aparátu, jeho odraze na funkčnú schopnost’ 
plúc (difúzia plynov), a prispieť tým к možnosti rozší- 
renia diagnostiky týchto ochorení u zvierat.

MATERIÁL A METÓDY

Klinické vyšetrenie teliat

U 43 teliat hospitalizovaných na klinike vo veku 
jeden až 10 mesiacov s diagnózou respiračný syndrom 
sme před odberom krvi vykonali klinické vyšetrenie 
a posúdenie stupňa postihnutia respiračného aparátu. 
Na základe získaných výsledkov vyšetrenia boli telatá 
zaradené do troch skupin: respiračný syndrom 1’ahkého

stupňa - Rsd 1, stredného stupňa - Rsd 2 a ťažkého 
stupňa - Rsd 3. Klinické vyšetrenia boli vykonávané běž­
nými klinickými vyšetřovacími metodami (Rosenber­
ger, 1990; Slanina, 1993) a klasifikácia jednotli­
vých stupňov respiračného syndromu bola vykonaná 
predtým, než boli к dispozícii výsledky vyšetření aci­
dobázickej rovnováhy a krvných plynov. Základnými 
kritériami pre posúdenie stupňa postihnutia bol klinic­
ký nález zohiadňujúci:
- vyšetrenie všeobecného stavu

- anamnéza: správanie sa a reakcie na okolie, pří­
jem krmivá, telesná teplota, výživný stav;

- vyšetrenie respiračného aparátu
- adspekcia: výtoky z nosných otvorov (charakter, 

množstvo), dýchanie (frekvencia, kvalita, typ), 
dyspnoe (expiračné, inspiračně,zmiešané), kašel 
(spontánnost’, frekvencia, charakter);

- auskultácia: zosiabenie, zosilnenie vezikulárneho 
alebo bronchiálneho šelestu, přídavné šelesty, roz­
sah nálezu;

- perkusia: rozsah a lokalizácia stemnenia, príp. tym- 
panického poklepu.

Odběr krvi a analyzované parametre

Krv na analýzu parametrov acidobázickej rovnováhy 
(ABR) a krvných plynov (KP) bola odoberaná z arte- 
ria axillaris jej priamou punkciou do sklených hepari- 
nizovaných kapilár alebo plastikových Iml striekačiek 
od fy Radiometer Copenhagen s vyplněným mrtvým 
priestorom roztokom heparínu o koncentrácii heparínu 
500 m. j. na I ml roztoku. Odobratá krv bola analyzo­
vaná do 10 min po odbere a analyzovaná na přístroji 
ABL 4 fy Radiometer Copenhagen. Hodnotili sme tieto 
parametre: aktuálnu aciditu - pH, parciálny tlak oxidu 
uhličitého - pCO2, parciálny tlak kyslíka - pO2, satu- 
ráciu hemoglobinu v krvi kyslíkom - SAT, aktuálny 
bikarbonát - HCO3 a prebytok báz - BE. pH, pCO2, pO2 
predstavujú analyzátorom priamo merané parametre, 
HCO3 , BE a SAT sú analyzátorom udané vypočítané 
hodnoty. Získané výsledky od chorých teliat boli po­
rovnávané s hodnotami získanými od 20 klinicky zdra­
vých teliat - Rsd 0.

Statistické vyhodnotenie

Statistické hodnotenie získaných výsledkov bolo vy­
konané v programe Statgraphics hodnotením aritme­
tických priemerov a smerodajných odchýlok sledovaných 
parametrov jednotlivých skupin teliat. Významnost’ roz- 
dielov priemerných hodnot ukazovatelov medzi skupina­
mi sme hodnotili Studentovým r-testom a významnost' 
vplyvu skupiny na sledované parametre bol testovaný jed­
norozměrnou analýzou rozptylu - ANOVA.

VÝSLEDKY

Dosiahnuté výsledky sú zhrnuté v tab. I a II. Vo 
všetkých troch skupinách teliat postihnutých róznym
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I. Hodnoty krvných plynov a acidobázickej rovnováhy pri respiračnom syndrome teliat podFa závažnosti ochorenia v porovnaní so zdravými 
teFatami (x ± sd) - Values of blood gases and acid-base balance in respiratory syndrome of calves according to the seriousness of disease 
compared with healthy calves (x + sď)

Parameter Rsd 0 
(л = 20)

Rsd 1
(л = 13)

Rsd 2
<n = 15)

Rsd 3 
(л = 15)

ANOVA

F P
pH (logmolc) 7,418 ± 0,015 7,406 ± 0,020 7,430 ± 0,029lx 7,400 ± 0,04 l2x 3,4 <0,05

pCO2 (kPa) 5,72 ± 0,27 5,77 ± 0,25 5,71 ± 0,45 7.51 + 1,37cJz2z 2,5 <0,001

pO2 (kPa) 11,82 ± 0,71 10,37 ± 0,5Iе 9,15 ± O.53clz 6,76 ± |,29cJz'2z 112,9 <0,001

SAT (%) 96,6 ± 0,6 95,2 ± 0,7е 93,7 ± l,3c'ly 83,3 ± 9,5c,Iz2z 26,3 <0,001

HCO3 (mmol/1) 27,9 ± 1,2 27,0 ± 2,2 28,3 ± 2,8 34,1 ± 4,3cJz2z 20,4 <0,001

BE (mmol/1) 3,2 ± 1,2 2,3 ± 2,2 3,7 ± 2,8 8.5 ± 3.6c lz2z 18,5 <0,001

c = p < 0,001 Statistická významnost" voči skupině zdravých teliat (Rsd 0) - p < 0.001 statistical significance against group of healthy 
animals (Rsd 0)

x, y, z = štatistická významnost" v rámci skupin teliat s respiračným syndrómom (Rsd 1, 2, 3 ) - statistical significance within groups 
with respiratory syndrome

x = p < 0,05
у = p < 0,01
z = p < 0,001

11. Analýza individuálnych hodnot acidobázickej rovnováhy a krvných 
plynov u sledovaných skupin teliat postihnutých respiračným syndró­
mom - Analysis of different values of acid-base balance and blood 
gases in studied group of calves affected by respiratory syndrome

Rozsah 
hodnot2

Skupina teliat1
Parameter Rsd 1 

(л = 13)
Rsd 2 

(л = 15)
Rsd 3 

(л = 15)

рн (logmolc)
>7,440

<7,360

0

0

7

0

4

4

>7 0 0 7
pCO, (kPa) >8 0 0 5

>9 0 0 3

<10 4 14 15
pO2 (kPa) <8 0 0 12

<6 0 0 5

<95 5 13 15
SAT (%) <90 0 0 11

<80 0 0 4

>30 0 3 12
HCOj (mmol/1) >35 0 0 6

>40 0 0 3

BE (mmol/1)
>10

1

0

3

0

1 group of calves, 2range of values

stupňom respiračného syndromu sa priemerné hodnoty 
pH krvi pohybovali v medziach fyziologického rozpátia 
a oproti skupině zdravých teliat neboli zaznamenané 
statisticky významné rozdiely. Váčšia hodnota štan- 
dardnej odchýlky pH v skupině Rsd 3 však poukazuje 
na širšie rozpátie individuálnych hodnot s minimom 
7,335 a maximom 7,460. Pri analýze individuálnych 
hodnot v skupině s ťažkým stupňom ochorenia sme 
v oblasti acidémie (pH < 7,360) zaznamenali štyri telatá

a alkalémie (pH > 7,440) tiež štyri telatá, kým ešte 
sedem teliat vykazovalo hodnoty v rámci referenčných 
hodnot (pH = 7,360 až 7,440). Rozdiely v priemerných 
hodnotách sme zaznamenali medzi skupinami Rsd 1 a Rsd 
2 (p < 0,05) a Rsd 2 a Rsd 3 (p < 0,05) a analýza rozptylu 
hodnot preukázala významnost’ vplyvu skupiny (p < 0,05).

Zhodnotením pCO2 sme u skupiny Rsd 1 a Rsd 2 
nezaznamenali významné rozdiely oproti skupině zdra­
vých teliat. V skupině Rsd 3 bola priemerná hodnota 
takmer o 2 kPa vyššia než v ostatných skupinách a ten­
to rozdiel bol statisticky vysoko významný (p < 0,001). 
Uvedená skupina vykázala takmer u polovice teliat vyš- 
šie individuálně hodnoty hodnoty ako 7 kPa a vitálně 
nebezpečná hranica 8 kPa (Slanina a i., 1993) bola 
zaznamenaná u piatich teliat skupiny Rsd 3. U skupiny 
Rsd I a Rsd 2 nebola u žiadneho zo sledovaných teliat 
nametaná vyššia hodnota ako 7 kPa. V rámci skupin 
chorých teliat významné rozdiely (p < 0,001) sme za­
znamenali tiež medzi skupinami Rsd 1,2 a Rsd 3.

Pri hodnotení pO2 bol pozorovaný výrazné klesajúci 
trend nametaných hodnot zodpovedajúci stupňu postihnu- 
tia respiračného aparátu. Vo všetkých troch skupinách 
chorých teliat boli získané hodnoty významné rozdielne 
oproti telatám zdravým (p < 0,001). Individuálně hod­
noty pO2 pod 10 kPa boli zaznamenané u skupiny Rsd 
I v 4, Rsd 2 v 14 a Rsd 3 v 15 prípadoch. V skupině 
Rsd 3 všetky individuálně hodnoty boli pod 9 kPa, 
pričom u piatich teliat nižšie ako 6 kPa, čo sa přibližuje 
hodnotám získávaným v dobré saturovanej venóznej krvi. 
Rozdiely priemerných hodnot boli medzi všetkými sku­
pinami chorých teliat vysoko významné (p < 0,001).

Podobný trend ako u pO2 bol zaznamenaný aj u SAT 
u všetkých troch skupin chorých teliat v porovnaní so 
skupinou zdravých teliat (p < 0,001). Optimálna satu- 
rácia hemoglobinu kyslíkom nad 95 % nebola dosiah- 
nutá v skupině Rsd 1 u 5, Rsd 2 u 13 a Rsd 3 u 15 
teliat. Individuálně hodnoty SAT sa medzi 90 až 95 % 
pohybovali v skupinách Rsd 1 a Rsd 2 u 5, resp. 13
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teliat, kým v skupině Rsd 3 u všetkých teliat a v 11 
prípadoch tejto skupiny až pod hranicou 90 %, s mini- 
mom 58,9 %, čo zodpovedá hodnotám dosahovaným 
vo venóznej krvi. Rozdiely priemerných hodnot medzi 
skupinami Rsd 1 a Rsd 2 holi významné (p < 0,01) 
podobné ako aj medzi Rsd 1,2 a Rsd 3 (p < 0,001).

Metabolické zložky acidobázickej rovnováhy zazna­
menali u aktuálneho bikarbonátu - HCO3, ako aj BE 
podobný trend s nevýznamnými rozdielmi priemerných 
hodnot medzi skupinou zdravých teliat a Rsd 1 a Rsd 2, 
kým u skupiny Rsd 3 bol rozdiel nameraných hodnot 
vysoko významný (p < 0,001). Vyššie hodnoty aktuál­
neho bikarbonátu než 30 mmol/1 boli namerané v sku­
pině Rsd 2 u troch teliat a Rsd 3 u 12 teliat, z čoho šesť 
resp. tri telatá z tejto skupiny mali hodnoty vyššie než 
35 resp. 40 mmol/1. Tomu zodpovedali aj hodnoty za­
znamenané pri BE v skupině Rsd 3 - u 12 resp. štyroch 
teliat viac ako +5 resp. +10 mmol/1. U oboch parametrov 
priemerné hodnoty skupiny Rsd 3 boli významné rozdiel- 
ne oproti hodnotám v skupinách Rsd 1 a 2 (p < 0,001). 
Analýza rozptylov hodnot preukázala významný vplyv 
skupiny u pO2, SAT, pCO2, HCO3 a BE (p < 0,001).

Celkové trendy u jednotlivých sledovaných para­
metrov v hodnotených skupinách chorých teliat na zá­
klade dosiahnutých výsledkov sú zhrnuté a schematic­
ky znázorněné v tab. III.

III. Trendy zmien sledovaných parametrov u teliat podlá závažnosti 
postihnutia respiračného aparátu - Trends of changes of studied pa 
rameters in calves according to the seriousness of affection of res­
piratory system

Skupina 
teliat* pH pCO2 pO, SAT HCO3

BE 1

Rsd I - - - г - J. -
Rsd 2 -T - U 11 -T -T
Rsd 3 - n 11 u u 11 11

- = nevýznamné změny parametrov - insignificant changes of pa­
rameters
T4 = možné mierne zvýšenie, resp. zníženie hodnot - possible 
slight increase or decrease of values, resp.
till = významné zvýšenie, resp. zníženie hodnot - significant in­
crease or decrease of values, resp.

'group of calves

DISKUSIA

Vysoká prevalencia chorobnosti zvierat vyžaduje 
neustále rozvoj a zdokonal'ovanie včasnej a správnej 
diagnostiky, ako aj získavanie nových poznatkov v ich 
patogenéze. Jedným z doležitých ukazovatelov klinic- 
ko-biochemických vyšetření je aj acidobázické vyšetre- 
nie krvi a stanovenie hodnot krvných plynov. Aj keď 
acidobázický profil má v patogenéze chorob teliat do­
minantně postavenie u metabolicky podmienených po-

rúch, nie zanedbatel né sú jeho změny v patogenéze in- 
fekčných chorob, kde odchýlky acidobázy možu proces 
komplikovat' a zintenzívňovať. Častý výskyt respirač­
ného syndromu u teliat v chovoch, ktorý často postihu­
je 30 až 40 % stavu zvierat (D o b š i n s к ý a i., 1977; 
Simko, 1983, 1989; Körner, 1993) poukazuje na 
potřebu štúdia jej patogenetických vzfahov, vrátane 
acidobázy a krvných plynov i vzhladom na často málo 
úspěšné terapeutické zásahy.

Klinický obraz bronchopneumónie u teliat je napriek 
širokej škále možných pósobiacich patogénov prevažne 
jednotný a najčastejšie sa pozorujú kašel’, výtoky z no­
sa, inapetencia, zvýšenie telesnej teploty, dyspnoe, ta­
chypnoe a změny auskultačných nálezov pluc (Tho­
mas a i., 1975; Jensen a i.. 1976; Bryson a i., 
1978; Allan a i., 1978; Eltze a Selbitz, 1993). 
V dósledku častej uniformity klinických príznakov 
dóležitou úlohou diferenciálnej diagnostiky je určenie 
lokalizácie ochorenia v respiračnom trakte ako aj stup- 
ňa postihnutia a intenzity priebchu ochorenia (Eltze 
a Selbitz, 1993).

Klinické vyšetrenie představuje, podobné ako v pred- 
chádzajúcom období, východiskový bod v diagnostike 
plucnych ochorení u zvierat. Adspekcia, palpácia, per- 
kusia a auskultácia, vrátane merania telesnej teploty, 
umožňujú však stanovit' len symptomatickú diagnózu 
(Dirksen a Stöber, 1981) a odhadnúť len čiastoč- 
ne vážnost' ochorenia. Neumožňuj ú však v dostatočnej 
miere posúdenie morfologických a funkčných zmien 
orgánov. Tento fakt vytvára předpoklad a potřebu rozší- 
renia uvedených vyšetření o iné doplňujúce a špecifickej- 
šie metody (Bryson, 1985). Tieto zahfňajú v sebe 
vyšetrenia na priamy alebo nepriamy dokaž póvodcov 
ochorení (výtery, krvné sérum, trus), vyšetrenie tracheo- 
bronchiálneho sekrétu, rontgenologické, endoskopické 
a sonografické vyšetrenie, biopsiu, funkčné vyšetrenia 
pluc, monofrekvenčnú oscilometriu. Pri použití všet­
kých dostupných diagnostických postupov dnes existu­
je možnost’ respiračný aparát podrobné vyšetřit' a za­
bezpečit" tým optimálnu terapiu a zdolávanie ochorenia 
(Hofmann, 1991).

V poslednom období v popředí funkčných vyšetření 
pluc hlavně u koní a hovädzieho dobytka je vyšetrenie 
krvných plynov arteriálnej krvi. Podlá Calderwoo- 
da (1972) analýza krvných plynov arteriálnej krvi je 
dóležitým prostriedkom na hodnotenie plucnych dys- 
funkcií. Viacerí autoři sa prikláňajú к názoru, že predov- 
šetkým pO2 poskytuje najcitlivejšie hodnotenie existencie 
a závažnosti respiračného ochorenia (Scholz a i., 
1987; Shäfer a i., 1992; Reinhold a Födisch, 
1993). Tento parameter sa mění v porovnaní s druhým 
krvným plynom - pCO2už pri miernom postihnutí pluc 
chorobným procesom a narušení výměny plynov v al- 
veolách. Okrem týchto dvoch parametrov a pH krvi sme 
u našich teliat doplnili vyšetrenia aj o SAT ako význam­
ného ukazovatela nasýtenosti arteriálnej krvi kyslíkom 
a HCO3 a BE ako metabolických zložiek acidobázickej 
rovnováhy. Pomocou nich sme sledovali možné kom­
penzačně regulačně procesy v organizme ako reakciu
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na předpokládané narušenie rovnováhy vnútorného pro- 
stredia v důsledku vzniku respiračnej acidózy. Ako z na­
šich výsledkov vyplývá, najvýraznejšie vo vztahu к stupňu 
postihnutia respiračného aparátu reagoval pO2 a SAT. Po­
dobné, ako na to poukázali aj Currle (1985), 
Scholz a i. (1987) a Collie (1992) u pO2, změny 
korelovali s klinickým obrazom poklesom hodnot pO2 
už pri miernom stupni ochorenia. V skupině teliat s ťaž- 
kým stupňom respiračného syndromu přibližné jedna tře­
tina zvierat dosahovala také hodnoty pO2, resp. SAT, 
ktoré sa zisťujú v dobré saturované] venóznej krvi. Na­
proti tomu, pri hodnotách pCO2 sme zaznamenali vý­
razné změny - vzostup hodnot - až pri ťažkom stupni 
ochorenia. Naše výsledky korešpondujú s hodnotami au- 
torov Currle (1985) a Scholz a i. (1987), ktorí, 
podobné ako my, hodnotili nálezy u zvierat v skupi­
nách podlá závažnosti ochorenia. Naproti tomu Collie 
(1992) a Reinhold a Födisch (1993) zaznamenali 
v skupině teliat postihnutých bronchopneumóniou bez ich 
rozdelenia podlá závažnosti ochorenia oproti zdravým 
telatám popři poklese hodnot pO2 vyššie hodnoty pCO2. 
Vestweber a i. (1977) v skupině teliat s chronickou 
bronchopneumóniou zaznamenali výrazné zníženie 
hodnot pO2, kým u pCO2 nezaznamenal zvýšenie, avšak 
nesignifikantne nižšie hodnoty než u skupiny zdravých 
teliat odóvodňujúc to ako následok tachypnoe a hyper- 
ventilácie. Pri výměně plynov v plúcach je významná 
tak úroveň ventilácie každého alveolu, ako aj jej perfú- 
zia (Trojan, 1988). Pri ochoreniach respiračného apa­
rátu dochádza к narušeniu distribúcie vzduchu do jednot­
livých alveol, ako aj perfúzie plucneho tkaniva krvou. 
Hypoventilačná porucha je sposobená zníženou ventilá- 
ciou alveol pri súčasne dobrej perfúzii a má za následok 
pokles alveolárneho pO2 a vzostup pCO2. Pri hypoper- 
fúznych poruchách dochádza к obmedzeniu až zastave- 
niu prúdenia krvi a v takýchto postihnutých oblastiach 
pluc nemóže prebiehať normálna výměna plynov alve- 
olokapilárnou membránou ani vtedy, keď sú alveoly 
dostatočne ventilované vzduchom. Ak podobný stav 
postihne rozsiahlejšie oblasti plucneho kapilárneho rie- 
čiska, dochádza к výrazným změnám celkového venti- 
lačno-perfúzneho poměru. К změnám v obsahu O2 
a CO2 arteriálnej krvi možu viesť aj venózno-arteriálne 
(právo-lavé) skraty (Trojan, 1988), ktoré pri chorob­
ných stavoch v plúcach možu zvýšit' podiel prímesy 
venóznej krvi (nižšie pO2 a vyššie pCO2) a ovplyvniť 
tak v konečnom dósledku namerané hodnoty pO2 
a pCO2 vo vyšetřované] arteriálnej krvi. Okrem toho 
uvedené rozdielne trendy v dynamike hodnot krvných 
plynov vyplývajú aj z rozdielnej difúznej kapacity pluc 
pre CO2 a O2, ktorá je pre oxid uhličitý asi 20x váčšia 
než pre kyslík, a preto sa CO2, na rozdiel od O2, nere- 
tinuje v organizme ani pri alveolárno-kapilárnom bloku 
(Trojan, 1988). Aj keď pO2 nie vždy priamo koreluje 
s klinickým obrazom ochorenia, představuje významný 
ukazovatef miery porúch difúznej kapacity pluc a tým 
aj čiastočne miery postihnutia plucneho parenchýmu 
(Scholz a i., 1987). Změny len v hodnotách pO2 bez 
zvýšenia pCO2 sú definované ako parciálna respiračná

insuficiencia. V případe výraznějších porúch alveolárnej 
ventilácie s vzostupom hodnot aj pCO2 hovoříme už 
o globálně] respiračnej insuficiencii (Deegen, 1983).

Ako vyplývá z hodnotenia pH, dosiahnuté výsledky 
ani v jednej zo skupin chorých teliat nevykazujú vý­
znamný trend к acidémii až na štyri telatá v skupině 
Rsd 3. Aj keď u teliat s najťažším postihnutím vykazuje 
pCO2 zvýšené hodnoty - trend к respiračnej acidóze, 
hodnoty pH krvi trend poklesu hodnot nezaznamenali. 
Obdobné výsledky dosiahli aj L u i t j e n s (1990) а С o 1 - 
lie (1992). Aj keď Vestweber a i. (1977) zistili 
u bronchopneumonických teliat v priemere nižšie hod­
noty pH oproti zdravým jedincom, avšak tieto sa pohy­
bovali ešte v rámci fyziologických hodnot. Udržiavanie 
pH krvi v rámci fyziologických hodnot aj u teliat s res- 
piračnou acidózou (zvýšenie hodnot pCO2 až na 7 až 
9 kPa) možno dať do súvisu s pósobením a účinnosťou 
regulačných (kompenzačných) mechanizmov organiz­
mu, pufračných systémov, hlavně CO2 - bikarbonát, 
ktoré v rámci možností kompenzujú vzniknuté naruše­
nie rovnováhy vnútorného prostredia organizmu. Je to 
přejav reakcie organizmu na vzniknutú respiračnú aci- 
dózu, a to pomocou renálneho systému zvýšením vylu- 
čovania vodíkových iónov a zadržiavaním bikarboná- 
tových iónov v organizme. Jeho výsledkem je korekcia 
acidobázickej rovnováhy - pH krvi zvýšením hodnot 
bikarbonátov a BE (Nejedlý, 1974). Nástup kom- 
penzácie porúch acidobázickej rovnováhy pri vzniknu­
té] respiračnej poruche je pomalší a trvá niekolko ho­
din až dní oproti kompenzácii respiračnej pri poruche 
metabolickej (Deegen, 1983). Přejav kompenzácie 
respiračnej acidózy sa v našom případe prejavil hlavně 
u skupiny s tažkým postihnutím respiračného aparátu 
(Rsd 3), kde napriek vysokým hodnotám pCO2 až na 
štyri telatá s miernym poklesom pH krvi pod 7,36, sme 
u ostatných zistili pH v rámci fyziologických hodnot, 
resp. mierne s trendom až do alkalémie. Tejto dynamike 
zodpovedajú hodnoty HCO3 a BE s nameranými vyššími 
hodnotami u teliat skupiny Rsd 3 a daný stav je hod- 
notený ako kompenzovaná respiračná acidóza. Podo­
bné trendy vo svojich prácach zaznamenali aj Currle 
(1985), Verhoeff ai. (1985) a Luitjens (1990).

Hodnotenie námi sledovaných ukazovatelov preuká- 
zalo, že pri ochoreniach respiračného aparátu předsta­
vuje popři základných klinických vyšetreniach analýza 
krvných plynov - pO2, a pCO2, významné parametre 
poukazujúce na poruchu ventilačných a perfúznych po- 
merov. Nemenej významnými sú aj ďalšie hodnotené 
parametre - pH, HCO3 a BE, u ktorých boli zistené 
taktiež významné trendy vo vztahu к závažnosti ocho­
renia.
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A DENSITOMETRIC ANALYSIS OF ALKALINE PHOSPHATASE
AND AMINOPEPTIDASE M IN THE JEJUNUM ENTEROCYTES
OF THE PIGLETS WITH RETARDED GROWTH

DENZITOMETRICKÁ ANALÝZA ALKALICKÉ! FOSFATÁZY
A AMINOPEPTIDÁZY M V ENTEROCYTOCH TENKÉHO ČREVA 
ODSTAVClAT ZOSTÁVAJUCICH V RASTE

E. Lenhardt, E. Dudriková

University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: The activity of alkaline phosphatase and aminopeptidase M in the jejunum enterocytes was determined in 
3 month old clinically healthy piglets with normal (12 animals, average body weight 30.7 kg) and retarded growth (12 animals, 
average body weight 16.9 kg). A densitometric analysis was used. A marked decrease in an average density of the alkaline 
phosphatase - Dx 51.3 as well as in the density/area ratio - DAx 1.48 was observed in the animals with retarded growth. 
This was in contrast with the results from weaned piglets with normal growth - Dx 94.7 and DAx 2.33, respectively. Similar 
results were observed during evaluation of aminopeptidase M (Dx 35.2 and DAx 1.05 versus Dx 81.62 and DAx 2.12, 
respectively). The obtained results point to a relationship between the amount of the investigated enzymes found in the 
microvillous zone of enterocytes and the functional state of enterocytes. These data can be used in the diagnose of the growth 
disturbances in weaned piglets.

alkaline phosphatase; aminopeptidase M; densitometric analysis; enterocytes; piglets

ABSTRAKT: Cielom práce bolo stanovit' metodou denzitometrickej analýzy aktivitu alkalickej fosfatázy a aminopeptidázy 
M v enterocytoch tenkého čreva u dvanástich trojmesačných, klinicky zdravých odstavčiat s normálnym rastom - kontrolná 
skupina (priemerná živá hmotnost' 30,7 kg) a odstavčiat zaostávajúcich v raste (12 ks zvierat, priemerná živá hmotnost 16,9 
kg). V kontrolnej skupině zvierat bol reakčný produkt alkalickej fosfatázy deponovaný v mikrovilóznej zóně enterocytov, 
kde bola evidentná jeho velmi silná aktivita (DX 94,7; DAx 2,33). U zvierat zaostávajúcich v raste sa v sliznici tenkého čreva 
prezentovala aktivita alkalickej fosfatázy výrazným znížením (Dx 51,3; DAx 1,48). Podobné výsledky sme zaznamenali aj 
v aktivitě aminopeptidázy M (Dx 81,62 a DAx 2,12 oproti Dx 35,2 a DAx 1,05). Dosiahnuté výsledky poukázali na vztah 
medzi množstvom sledovaných enzýmov pozorovaných v mikrovilóznej zóně enterocytov a ich funkčným stavom. Výsledky 
tejto práce poukazujú na možnost využitia denzitometrickej analýzy pri diagnostike zmien enzymatického vybavenia entero­
cytov u odstavčiat zaostávajúcich v raste.

alkalická fosfatáza; aminopeptidáza M; denzitometrická analýza; enterocyty

INTRODUCTION

Failure of absorbtion of nutrients from the intestinal 
tract results in clinical manifestations, generally called 
malabsorption syndrome. The clinical signs most evi­
dent in man and animals are persistent gastrointestinal 
upset (vomiting, diarrhea), change in eating habits, loss 
in weight, and steatorrhea (in some cases).

Lesions found in the small intestine include villous 
atrophy; the villi are shortened due to loss of epithe­
lium and broadened due to infiltration of leukocytes 
into the lamina propria.

The brush border of enterocytes contains many hy­
drolytic enzymes (disaccharidases, peptidases, and 
phosphatases) as well as nonenzymatic proteins, etc.

(Jones and Hunt, 1983). The alkaline phosphatase 
is found primarily in cell membranes where active trans­
port passes take place, e.g. in the brush border of entero­
cytes (L о j d a, 1974). Its significance is indicated by its 
presence in the digestive tract during embryonal develop­
ment or during postnatal period (K u d w e i s and L о - 
jda, 1989a, b). Importance in the overall metabolism of 
alkaline phosphatase is related to its role in the absorbtion 
of fats (Lin sheer et al., 1971).

Aminopeptidase M hydrolyzes various peptides and 
arylamides. The aminopeptidase M that hydrolyzes L- 
-leucyl- and L-alanyl-2-naphtyl-amide or -p-ni- 
trophenylanilide and L-leucyl-3-indolzamide is found 
mainly in the brush border of enterocytes and cells of 
the renal proximal tubules (Lojda et al., 1979).
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The aim of this study was to determine the activity 
of alkaline phosphatase and aminopeptidase M in the 
jejunum cnterocytes in piglets with retarded growth by 
a densitometric analysis.

MATERIAL AND METHODS

Twenty four 3 month old Slovak White x Landrace 
crossbreds weaned piglets maintained on a large- capa­
city farm in Košická Pohanka were used in this study. 
The animals showed no clinical symptoms of sickness 
and had negative bacteriological findings. The animals 
were divided into two groups per 12 animals. The first 
group (control group) consisted of clinically healthy, 
weaned piglets with normal growth (mean body weight 
30.7 kg). Weaned piglets with retarded growth (mean 
body weight 16.9 kg) were included into the 2nd group.

After the piglets had been sacrificed by the jugular 
incision, samples were taken from the jejunum, namely 
250 cm from ostium ileocoecale, and frozen in cold 
petroleum ether at -20 °C. Cryostat sections (thickness 
7 pm) were cut on a cryostat (Cryocut 27 000) al a ca­
binet temperature -21 °C. Sections were picked up onto 
clean glass slides (0.96 to 1.06 mm of thickness) and 
stored in the cryostat cabined until used. The cryostat 
sections were allowed to dry for 5 min al 37 °C and 
incubated for alkaline phosphatase (AP) and aminopep­
tidase M (AMP M) activity, respectively.

The incubation for AP activity was performed accor­
ding to Lojda el al. (1979). The medium consisted 
of veronal acetate buffer (pH 9.2) and naphlol-AS-MX 
phosphate (Fluka, Germany), and stable diazonium salt 
Fast Blue BB (Sigma, USA). The incubation lasted for 
less than 10 min at 37 °C. Control incubations were 
performed in the presence of the inhibitor, namely L- 
-cystein.

The reaction for AMP M activity was based on the 
method of Lojda et al. (1979). The incubation was 
performed for 25 min at 37 °C in cacodylate buffer (pH 
7.0) and L-Ala-4-metoxy-2-naphtylamid (Sigma. 
USA), and stable diazonium salt Fast Blue BB (Sigma, 
USA). Control incubations were performed in the pre­
sence of the inhibitor, namely 1. 10-phenanthroline.

After incubation, the sections were rinsed with dis­
tilled water in order to stop the reaction immediately. 
Postfixation of the sections was performed in a solution 
of 4% (v/v) formaldehyde for 10 h at a room tempera­
ture. The sections were rinsed in distilled water and 
mounted in glycerin jelly.

The activity of AP and AMP M was evaluated by 
means of an integrating microdensitometer Vickers-M- 
86 using an objective 20x and diafragm No. 2 (diameter 
2 pm). The measurements of the reaction product were 
taken at a wavelength of 480 nm.

The density of the enzymes investigated was deter­
mined in 5 jejunum sections from each of the piglets 
in 10 intestinal villi and 10 sites corresponding to the 
entcrocyte location. The data obtained were used to 
determine the average area (A), the average density of 
reaction product (Dx), and the density/area ratio (DAx).

Microdensitometric evaluation was carried out al 
Parasitological Institute in České Budějovice. Czech 
Republic.

RESULTS

A uniform distribution of alkaline phosphatase acti­
vity in terms of its location and magnitude was obser­
ved in the microvillous zone of healthy weaned piglets 
from the group with the normal growth. They exhibited 
considerably higher AP activity (Fig. 1) in comparison 
with the piglets with retarded growth (Fig. 2). The mic-

1 The activity of alkaline 
phosphatase in a microvillous 
zone of jejunum enterocytes 
in clinically healthy weaned 
piglets with normal growth 
(obj. 10. diaphragm 6.3)
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rodensitometric evaluation of AP activity is summari­
zed in Tab. I. Only weak activity of this enzyme was 
observed on the crypts level.

Microvilli of enterocytes in healthy weaned piglets from 
the group with the normal growth examined showed also 
uniform very high staining of aminopeptidase M. Re­
action product of this enzyme was observed in a heal­
thy mucuous membrane of the small intestine where it 
was presented in a very high activity (Fig. 3). In the 
intestinal crypts AMP M was detected in mild to high

up activity in comparison with the piglets with retarded 
growth. Goblet cells did not react (Fig. 4). Tab. II sum­
marizes the results of the microdensitometric evaluati­
on of AMP M.

Taking into consideration the values of average den­
sity Dx, area and the density/area ratio in the animals 
with normal growth, a considerable decrease in the 
microdensitometric parameters of both examined enzy­
mes activities was observed in the animals with retar­
ded growth.

2. The activity of alkaline 
phosphatase in a microvillous 
zone of jejunum enterocytes in 
clinically healthy weaned pig­
lets with retarded growth (obj. 
10. diaphragm 6.3)

3. A histochemical picture of 
the activity of aminopeptidase 
M in a microvillous zone of je­
junum enterocytes in clinically 
healthy weaned piglets with re­
tarded growth (obj. 10, dia­
phragm 6.3)

I. Microdensity of jejunum enterocytes in weaned piglets with normal and retarded growth

Piglets with growth

Alkaline phosphatase
normal

Area 
л ± SD

37.75 ± 1.86

33.09 ± 3.31

_ Dx
x± SD

86.34 ± 3.36

32.94 ± 1.82

_DAx 
x ± SD

2.29 ± 0.08

1.00 ± 0.09
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4. The mild to high up activity of 
aminopeptidase M in the intesti­
nal crypts of clinically healthy 
weaned piglets with retarded 
growth. Goblet cells did not re­
act (obj. 10, diaphragm 6.3)

II. Microdensity of jejunum enterocytes in weaned piglets with normal and retarded growth

Enzyme Piglets with growth x± SD
Dx 

x± SD
DAx 

x ± SD

Aminopeptidase M
normal

retarded

38.52 ±1.61

33.74 ± 2.41

81.62 ± 3.11

35.2 ± 2.72

2.12 ± 0.06

1.05 ± 0.08

DISCUSSION

Malabsorption syndromes usually result from short 
atrophic intestinal villi with flattened epithelium at the 
surface, a lesion that may be caused by many etiologi­
cal factors (Thompson, 1984). L о j d a (1969) ob­
served subtotal to total atrophy of villi and at an elec- 
tronmicroscopic level, he also observed defects in the 
microvillous zone of enterocytes. This suggests, that by 
comparing with the morphometric changes, reflecting 
the decrease in the overall absorption area, in greater 
detail the functional state in the digestive tract at the 
level of enterocytes is detected.

The results obtained in our experiments on weaned 
piglets with normal growth, point to a high activity of 
alkaline phosphatase which is in agreement with the 
results obtained by Kudweis and Lojda (1989a, 
b) using the semiquantitative and quantitative methods. 
A decreased alkaline phosphatase activity was recorded 
in piglets with retarded growth. These results are simi­
lar to those obtained from piglets with spontaneous and 
experimental viral, bacterial, and protozoal enteritis 
(Bodie el al., 1978; Kudweis etal.. 1987; Kud­
weis and Lojda, 1989b).

Aminopeptidase M is the enzyme of the microvil­
lous zone of enterocytes. It was observed a decrease of 
activity of this enzyme in the coeliacal sprue in the 
small intestine (L о j d a and Frič. 1964). Similar re­
sults were detected during experimental enteritis cau­
sed by virus IGO (Marcanik. 1980; Lojda, 
1983). It seems that deficiency of aminopeptidase M

causes dccreseing ability to break down shorter pepti­
des, thus total deficiency of digestion and absorption 
can be observed. Disturbance of the functional state of 
the digestive tract, accompanied by malabsorption and 
body weight decrease, occur during a reduction of al­
kaline phosphatase and aminopeptidase M activities in 
the microvillous zone of enterocytes caused by the di­
sease mentioned above. The decrease of alkaline phos­
phatase and aminopeptidase M activities in our experi­
ment allows to assume a similar degree of functional 
conditions in the digestive tract in animals with retar­
ded growth.
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Nejčerstvější informace o časopiseckých článcích 
poskytuje automatizovaný systém

Current Contents
na disketách

Ústřední zemědělská a lesnická knihovna odebírá časopis „Current Contents“ řadu 
„Agriculture, Biology and Environmental Sciences“ a řadu „Life Sciences“ na disketách. 
Řada „Agriculture, Biology and Environmental Sciences“ je od roku 1994 к dispozici i s abstrakty. 
Obě tyto řady vycházejí 52krát ročně a zahrnují všechny významné časopisy a pokračovací 
sborníky z uvedených oborů.

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

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

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

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

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

V případě Vašeho zájmu o tyto služby se obraťte na adresu:
Ústřední zemědělská a lesnická knihovna
Dr. Bartošová
Slezská 7
120 56 Praha 2
Tel: 02/24 25 79 39, I. 520, fax: 02/24 25 39 38

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



AN ULTRASTRUCTURE OF CELL DEATH IN A PIG MELANOMA

ULTRAŠTRUKTÚRA BUNKOVEJ SMRTI U MELANÓMU OŠÍPANEJ

M. Levkut, L. Kolodzieyski, O. E. Abdouslam, Z. Ševčíkové, V. Ledecký, M. Zibrín

University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: A form of cell death was studied electronmicroscopically in the regressive stage of 4 pigs melanoma. Basically, 
four types of cells were found: macrophages, large granular lymphocytes, melanocytes, and melanophages. Morphological 
changes in cell death were most frequently observed in the cytoplasm of tumour cells, in the form of dilatation of granular 
endoplasmic reticulum and/or vacuolation of cytoplasm close to the cell surface together with crater-like cavities. Rarely, 
condensation and margination of nuclear chromatin were observed without lesions in the cytoplasm. The above lesions are 
typical sings of cells undergoing apoptosis.

apoptosis; pigs; melanoma; electron microscopy

ABSTRAKT: V regresívnom štádiu rastu melanómu u štyroch kusov ošípanej sme elektrónovo mikroskopicky študovali 
formy odumierania nádorových buniek. V nádorovom tkanive sme pozorovali štyri typy buniek: makrofágy, velké granulárne 
lymfocyty, melanocyty a melanofágy. Morfologické změny bunkovej smrti boli najčastejšie pozorované v cytoplazme nádo­
rových buniek. Tieto boli pozorované vo forme dilatácie granulárneho endoplazmatického retikula, alebo vo forme vakuoli- 
zácie cytoplazmy pri bunkovom povrchu, spolu so vznikom dutin podobných kráterom. Vyššie popísané lézie sú typickými 
príznakmi buniek podliehajúcich apoptóze.

apoptóza; ošípaná; melanóm; elektronová mikroskopia

INTRODUCTION

Melanomas of pigs as congenital lesions occur spo­
radically in some breeds at all ages. A remarkable fea­
ture of such tumours is the high prevalence of sponta­
neous regression. This phenomenon is often used as 
a melanoma model in human medicine (Richerson 
and Misfeldt, 1989). Regression of melanomas is 
associated with cell death (Levkut et al., 1995).

Two forms of cell death have been described in ver­
tebrate tissue (Cohen, 1993); necrosis which is so­
metimes referred to as accidental cell death, and apo­
ptosis. The latter is a form of cell death in which the 
process is more subtle. Apoptosis has been defined on 
the basis of its morphology. It has been broken down into 
a series of steps including condensation of the chromatin 
about the nuclear membrane, shrinkage of cytoplasm, and 
fragmentation of the affected cell into apoptotic bodies. 
The organelles within the dying cell remain well pre­
served until heterophagic digestion, after phagocytosis 
of apoptotic bodies and dying cells by macrophages or 
neighbouring cells (U e d a and Shah, 1994).

Apoptosis is associated with a wide range of patho­
logical states such as viral infection (Lam et al., 
1995), irradiation (Lowe et al., 1993) and neoplasm 
(Trauth et al., 1989). In tumours, apoptosis and re­
gression of neoplastic tissue can be induced by cyto­
static drugs or irradiation. In endocrine-dependent neo­
plasia, apoptosis is induced by the withdrawal of

trophic hormones or the administration of hormone an­
tagonists (B u r s c h et al., 1992; Dive et al., 1992). 
Tumours rarely regress without treatment.

Apoptosis plays an important role in cell-mediated 
immunity. Many methods have been developed for the 
detection of apoptosis. Electron microscopy is one of 
the most sensitive morphological methods. The data 
presented in this report illustrate the form of cell death 
in spontaneously regressive pig melanoma.

MATERIAL AND METHODS

Melanomas

Four piglets with melanomas were obtained from 
each of three successive litters from one artificially ma­
ted Duroc and Slovak White crossbred sow. The mela­
nomas were located at various sites, including the dor­
sal region, neck, and legs. The melanomas were 
extirpated surgically from piglets aged 19-22 days in 
all three litters. One melanoma came from a piglet (se­
cond litter) aged 90 days.

Light and electron microscopy

Samples for light microscopy were fixed in 10% 
neutral formalin and embedded in paraffin wax. Sections 
5 to 6 pm thick were stained with hematoxylin-eosin.
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For electron microscopy small pieces of melanoma 
tissue were immersed in a mixture of glutaraldehyde 
2.5% and paraformaldehyde 2% in 0.IM cacodylate 
buffer (pH 7.2) immediately after excision. Samples 
were postfixed in 1.0% OsO4, dehydrated in increasing 
concentration of ethanol, and embedded in Durcupan. 
Semi-thin sections stained with 0.5 % toluidine blue 
were examined by light microscopy and ultrathin sec­
tions were examined in an electron microscope (JEOL 
1200 MX) with an accelerating voltage of 80 kV.

RESULTS

The melanomas were single/multiple on the skin of the 
piglets studied. At the time of birth, they were 1-2 cm in 
diameter. The melanomas increased in size with age.

Histologically, the tumorous cells in the progressive 
period (days 19-22 after birth) were mostly polygonal 
in shape, well pigmented, and central in position. How­
ever on the periphery of the main tumour mass, non­
pigmented tumorous cells were present. Both types of 
cells gave a positive reaction with melanoma HMB45 
antibody (Lcvkut et al., 1995). The tumorous cells 
exhibited many mitoses, some of abnormal type in this 
period. In the regressive period (day 90 after birth) spin­
dle-like melanocytes without mitotic figures were seen.

Basically electron microscopy revealed four types of 
cells present in melanomas; macrophages, large granu­
lar lymphocytes, melanocytes, and melanophages. Plas­
ma cells were observed occasionally. Macrophages 
with increased endoplasmic reticulum contained vacu-

1. Electron micrograph of a melanoma in the regressive stage 
Macrophage with increased endoplasmic reticulum and ingested col­
lagen microfibrils (*); enlarge 36 OOOx

oles filled with degraded melanin and ingested collagen 
microfibrils (Fig. 1). Large granular lymphocytes con­
tained electron-dense cytoplasmic granules and less 
round nuclei when compared to non-largc granular 
lymphocytes. Many macrophages/large granular lym­
phocytes were engaged a melanophage or melanocyte. 
In the progressive stage, melanophages and melanocy­
tes have largely cytoplasmic organelles including nuc­
lei intact (Fig. 2).

In the regressive stage, morphological changes in 
cell death were preferentially observed in the cyto­
plasm of tumour cells. Some melanocytes/melanopha- 
ges showed the characteristic features of cell death within 
the nucleus, without alteration in the cytoplasm. At this 
stage the changes in the cell cytoplasm are charac­
terized by dilatation of mostly granular endoplasmic 
reticulum (Fig. 3). Other cells showed vacuolation of 
cytoplasm close to cell surface together with crater-like 
cavities (Fig. 4). Two types of vacuoles could be seen; 
optically empty or with residual bodies which were 
mostly round (Fig. 5). On the periphery of tumour ceils 
apoptotic fragments predominantly cytoplasmic often 
hound to the membrane were seen (Fig. 6).

Condensation and marginalion of chromatin was the 
basic characterization of nuclear apoptotic changes

2. Electron micrograph of a melanoma in the progressive stage 
Melanocyte contains intact cytoplasmic organelles; enlarge 9 2()()x
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3. Electron micrograph of a melanoma in the regressive stage. Dila­
tation of granular endoplasmic reticulum in a melanocyte ( ); enlarge 
5 060x

4. Electron micrograph of a melanoma in the regressive stage. There 
are phagosomes in the cytoplasm of a melanophage as well as vacuo­
lation of its cytoplasm close to the cell surface ( ); enlarge 8 400x

(Fig. 7). Vacuolation and dilatation of the nuclear en­
velope were also observed (Fig. 3).

DISCUSSION

Cell death of tumour cells is observed predominant­
ly in the regressive stage of pig melanoma (Gosset 
et al.. 1996). Regression take place in two phases. Sig­
nificant increasing of lymphocyte numbers are rarely 
observed during both first and second phase of regres­
sion (Green et al., 1994). Immunohistochcmically, 
CD3 positive lymphocytes were proved (Levkut et 
al., 1995). It means that most of lymphocytes detected 
electronmicroscopically are CD3 negative. Most of the 
natural killer cells (NK) are morphologically classified 
as large granular lymphocytes and are CD3 negative 
(Lydy aid and Grossi. 1993). NK cells have a 
multifunctional repertoire of mechanisms for the stimu­
lation of apoptosis in target cell (L e v i t z et al., 1995). 
The activity of NK cells in the peripheral blood of pigs 
is age related. Significant lytic activity of these cells 
does not develop until 5 weeks of age (Evans and 
Jaso-Friedman, 1993) and NK activity in peri­

pheral blood is detected during tumour regression (R i - 
c h c r s о n and M i s f e 1 d t, 1989). The differentia­
tion and/or maturation of NK cells seems to be related 
also to exposure to environmental pathogens (Evans 
and J as о - F r i e d m a n , 1993).

According to Green et al. (1994) a rapid, massive 
infiltration of pigment-laden macrophages is charac­
teristic for the first phase of regression. The macropha­
ges contained more abundant endoplasmic reticulum, 
few phagosomes, and degraded collagen microfibrils. 
This favours both increased synthesis/secretion of pro­
teins and phagocytic activity. The structure of such cells 
corresponds to that of epithelioid cells (Barnetson 
and Gawkrodger, 1993). However, these cells 
have preserved obvious phagocytic activity in compa­
rison with epithelioid cells of granulomatous sensitivi­
ty. This suggests that these cells are derived from acti­
vated macrophages.

Morphological changes in melanoma cells during 
cell death indicate primary changes in the endoplasmic 
reticulum. Vacuoles observed in the cytoplasm of the 
tumour cells are probably of dual origin: (i) those ari­
sing from the dilatation of endoplasmic reticulum and 
(ii) those following the degradation of melanin pigment
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5. Electron micrograph of a melanoma in the regressive stage. One optically empty vacuole (e) and other with residual bodies (b) in the 
cytoplasm of a melanophage; enlarge 30 OOOx

6. Electron micrograph of a melanoma in the regressive stage. There 
are apoptotic fragments in melanophage cytoplasm bound to its 
membrane; enlarge 6 500x

in phagosomes. These vacuoles move to the cell mar­
gin. Crater-like cavities arise probably after fusion of 
vacuoles with the cell surface. The eruption of vacuoles 
at the periphery of the cell is proposed to be one of the 
causes of shrinkage in the tumour cells. Similarly the 
production of melanin pigment and other protein sub­
stances is broken down with the loss of endoplasmic 
reticulum function.

The fact that cytokine-mediated apoptosis can occur 
without a nucleus indicates that no specific gene induc­
tion is required for this death process. The cells seem 
to have an intrinsic death programme in the cytoplasm, 
which may be activated by cytokine (Nagata and 
Goldstein. 1995).

Less frequently, nuclear changes have been observed 
as condensation and margination of chromatin without 
vacuolation in the cytoplasm. The nucleus undergoes 
condensation as endonucleases are activated and begin 
to degrade nuclear DNA (Thompson. 1995).

Ultrastructural features of dying tumour cells found 
in pig melanoma are characteristic of apoptosis. How­
ever. there arc two different types of programmed cell 
death. Apoptotic changes in the nucleus of tumour cells 
without alteration of cytoplasmic structures indicate 
fast tumour cell damage. Consecutive alteration of 
some cell organelles, shrinkage of cells without apop­
totic changes in the nucleus indicate the slow killing 
mechanism of tumour cells.

Although regression of pig melanoma is the com­
plex event in which the immune system participates 
(G rce n el al.. 1994) it is not clear what immunocom-
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7. Electron micrograph of a melanoma in the regressive stage. There 
is a condensation and marginalization of nuclear chromatin in the 
melanocyte; enlarge 8 OOOx

petent cells in pig melanomas result in the fast and slow 
killing mechanisms of tumour cells, respectively. It 
should be taken into the account, that changes in the 
cytoplasm of tumour cells were connected with the bin­
ding of epithelioid cells to these cells. On the other 
hand, alteration of nuclear apparatus of the tumour cells 
was closely opposed to the NK cell. Duke ct al. (1988) 
showed that apoptosis-associated DNA fragmentation 
was a target mediated phenomenon inducible by cyto­
toxic T lymphocytes and other killer cells. Similarly, 
little is known about how epithelioid cells are involved 
in apoptosis, although their progenitors, i. e. activated 
macrophages arc the most important source of tumour 
necrosis factor.

REFERENCES

BARNETSON. R. - GAWKRODGER. D. (1993): Hypersensi­
tivity - Type IV. In: ROIT. I. - BROSTOFF, J. - MALE. D.

(eds.): Immunology. 2nd ed. London, Mosby-Year Book Eu­
rope Ltd, pp. 22.1.-22.12.
BURSCH, W. - OBERHAMMER, F. - SCHULTE-HER­
MANN, R. (1992): Cell death and its protective role against 
disease. Trends Pharmacol. Sei., 13, 245-251.
COHEN. J. J. (1993): Apoptosis. Immunol. Today, 14, 126-130. 
DIVE, C. C. - EVANS, A. - WHETTON, A. D. (1992): 
Induction of apoptosis - new targets for cancer chemothera­
py. Semin. Cancer Biol., 3, 417-427.
DUKE, R. C. - SELLINS, K. S. - COHEN, J. J. (1988): Cyto­
lytic lymphocyte-derived lytic granules do not induce DNA 
fragmentation in target cells. J. Immunol., 141. 2191-2194.
EVANS, D. L. - J ASO-FRIEDMAN, L. (1993): Natural killer 
(NK) cells in domestic animals: phenotype, target cell specificity 
and cytokine regulation. Vet. Res. Commun., 17, 429-447.
GOSSETT, R. - KIER, A. B. - SCHROEDER, F. - McCO- 
NILEY, D. - FADOIL, V. - AMOSS, M. S. (1996): Cyclo­
heximide-induced apoptosis in melanoma cells derived from 
regressing cutaneous tumours of Sinclair swine. J. Comp. 
Pathol., /75, 353.
GREENE, J. F. - TOWNSEND, J. S. - AMOSS, M. S. (1994): 
Histopathology of regression in Sinclair swine melanoma. Lab. 
Invest., 71, 17.
LAM, K. M. - VASCONCELOS, A. C. - BICKFORD, A. 
A. (1995): Apoptosis as a cause of death in chicken embryos 
inoculated with Newcastle disease virus. Microbi. Pathoge­
nesis, 79, 169-174.
LEVITZ, S. M. - MATHEWS, H. L. - MURPHY, J. W. 
(1995): Direct antimicrobial activity of T cells. Immunol. 
Today, 16, 387-391.
LEVKUT, M. - KOLODZIEYSKI, L. - LEDECKÝ, V. - 
DAXNEROVÁ, K. (1995): Familial melanoma in the proge­
ny of a Duroc and Slovak White crossbred sow. J. Comp. 
Pathol., 113, 233-239.
LOWE, S. W. - RULEY, H. E. - JACKS, T. - HOUSMAN, 
D. E. (1993): p-53-dependent apoptosis modulates the cyto­
toxicity of anticancer agents. Cell, 74, 957-967.
LYDYARD, P. - GROSSI, C. (1993): Cells involved in im­
mune responses. In: ROIT, I. J.- BROSTOFF, J. - MALE, 
D. (eds.): Immunology. 2nd ed. London, Mosby-Year Book 
Europe Ltd, pp. 2.2 - 2.20.
NAGATA, S. - GOLDSTEIN, P. (1995): The fast death fac­
tor. Science, 267, 1449-1456.
RICHERSON, J. T. - MISFELDT, M. L. (1989): Host envi­
ronment as a modulating factor of swine natural killer cell 
activity. Vet. Immunol. Immunopathol., 23, 309-319.
THOMPSON, С. B. (1995): Apoptosis in the pathogenesis 
and treatment of disease. Science, 267, 1456-1462.
TRAUTH, В. С. - KLAS, С. - PETERS, A. M. J. - MATZKU, 
S. - MOLLER, P. - FALK, W. - DEBATIN, К. M. - KRAM­
MER, P. H. (1989): Monoclonal antibody-mediated tumour re­
gression by induction of apoptosis. Science, 245, 301-305.
UEDA, N. - SHAH, S. V. (1994): Apoptosis. J. Lab. Clin. 
Med., 124, 169-177.

Received: 97-07-15
Accepted after corrections: 97-11-28

Contact Address:

Doc. MVDr. Mikuláš Le v к u t. CSc., Univerzita veterinárskeho lekárstva, Komenského 73, 041 81 Košice, Slovenská republika
Tel. +421 95 622 99 24. e-mail: levkut@vsvnov.uvm.sk

VET. MED. - CZECH, 43, 1998 (3): 81-85 85

mailto:levkut@vsvnov.uvm.sk


ÚSTAV ZEMĚDĚLSKÝCH A POTRAVINÁŘSKÝCH 
INFORMACÍ

Ústřední zemědělská a lesnická knihovna (ÚZLK)
Slezská 7, 120 56 Praha 2, tel.: 02/24 25 79 39, fax: 02/24 25 39 38

Máte zájem o pravidelné sledování nejčerstvějších informací ze zahraničních odborných 
časopisů?

Tento požadavek Vám rádi splníme, objednáte-li si naši informační reprografickou službu 
„Obsahy zahraničních časopisů a články“ typu „Current Contents“.

Vyberete-li si z každoročně aktualizovaného Seznamu časopisů objednaných do fondu 
ÜZLK sledování nejzajímavějších časopisů z Vašeho oboru, zašleme Vám nejprve kopie 
obsahů nejčerstvějších čísel časopisů a na základě výběru kopie požadovaných článků.

Chtěli bychom Vás také upozornit na další reprografickou službu ÚZLK, a to na posky­
tování kopií článků z knih a časopisů, které jsou ve fondu ÚZLK. Požadavky na tyto kopie 
můžete uplatňovat v průběhu celého roku na formulářích „Objednávka reprografické práce“, 
které si můžete objednat v Technickém ústředí knihoven, Solnični 12, 601 74 Brno, pod 
katalog, č. TÚK 138-0.

Veškeré další informace a objednávky na reprografické služby včetně Vašich připomínek 
Vám poskytneme na adrese:

Ústřední zemědělská a lesnická knihovna - ÜZPI
Odd. reproslužeb
Slezská 7, 120 56 Praha 2
Poštovní schránka 39
Telefonické dotazy: 02/24 25 79 39, linka 329,421 nebo 306



EXCEPTIONAL OCCURRENCE AND EXTENT OF MALIGNANT
MELANOMA IN PIG

VÝJIMEČNÝ VÝSKYT A ROZSAH MALIGNÍHO MELANOMU
U PRASETE

К. Fortýn1, V. Hruban , V. Horák1, J. Tichý3

1 Institute of Animal Physiology and Genetics, Academy of Sciences of the Czech Republic, 
Liběchov, Czech Republic

2 Czech University of Agriculture, Praha, Czech Republic
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ABSTRACT: The hereditary malignant melanoma (melanoblastoma) was recognised in a herd of miniature laboratory pigs 
kept at the Institute of Animal Physiology and Genetics, Academy of Sciences of the Czech Republic. These pigs genetically 
came from the original Hormel strain imported from the USA in 1967. Due to blood group studies, they were crossed with 
several other breeds and strains (Göttingen miniature pig strain, Canadian Landrace, Cornwall, Vietnamese pigs) during the 
past time. Selective breeding of animals bearing exophytic form of melanoma suggested a genetic basis to this disease. Mating 
of halfsiblings, which have been healed of tumours by surgical ischaemization (devitalization), proved a simple genetic 
predisposition. The segregation of tuberonodular form of melanoma in these families showed a simple mendelian character 
(1 : 1). The fast growth phase after birth, strong agressivity and severity of the tumour in some animals could be explained 
by matings of related parents and generally by inbreeding in our miniature pig line (F = 0.30). In one case, we observed an 
exceptionally large tumour and broad dissemination of the primary skin tumours. Metastatic lesions were greater in size and 
extent in comparison with cases published previously. The case report of this tumour is documented morphologically and 
histologically. The piglet with this tumour was strongly wasted and died at the 81st day after birth due to massive embolization 
of the arteria pulmonalis (sudden respiratory distress and dyspnoea). The two largest primary tuberonodular exophytic 
tumours (9 x 6 cm and 2.5 x 2.5 cm) were prominently elevated on the skin. Metastases were broadly disseminated in various 
organs and tissues: lungs, liver, gall-bladder, spleen, kidneys, adrenals, urinary-bladder, uterus, ovaries, pancreas, thymus, 
lymph nodes, thyroid gland and all segments of digestive tract including rectum. Great size and unusual locations of metastases 
were observed in organs where their occurrence in people or animal models is very rare or still has not been described (heart, 
diaphragm, aorta). Light microscopy confirmed the direct macroscopic examination and suggested that the histopathological 
features of the tumour are similar to human melanoma.

malignant melanoma; metastases; miniature pig

ABSTRAKT: V linii miniaturních laboratorních prasat, u kterých se vyskytuje hereditární maligní melanom (melanoblas­
tom), se narodilo sele s neobvyklou multiplicitou primárního kožního tumoru a s extrémním rozsahem metastáz, který nebyl 
dosud v literatuře zaznamenán. Kazuistika zvířete, jehož příčinou úhynu byla masivní embolizace arteria pulmonalis a mno- 
hočetná ložiska bronchopneumonie, je morfologicky a histologicky doložena. Metastázy byly pozorovány v tkáních a orgá­
nech (např. v aortě), kde se u člověka nebo živočišných modelů nevyskytují vůbec nebo jsou v masivním rozsahu vzácné 
(např. srdce a bránice).

maligní melanom; metastázy; miniaturní prase; kazuistika

ÜVOD

Kongenitální pigmentové tumory u prasat (maligní 
melanomy, syn. melanobiastomy) byly popsány před 
šedesáti lety u prasat plemene Duroc a Hampshire 
(Nordby, 1933). Heredidární forma tohoto nádoru je 
již přes dvacet roků sledována u kmene miniaturních 
laboratorních prasat Sinclair, která jsou přímými des- 
cendenty staršího kmene Hormel (Hook aj., 1982;

Oxenhandler aj. 1979; Millikan aj. 1974; 
Tissot aj., 1987). Kromě benigních névůjsou u těch­
to prasat morfologicky rozlišovány dvě maligní formy. 
První je tzv. „lentigo maligna melanoma“. Je podobná 
lidskému plošně se šířícímu tumoru. Druhý má nodosní 
formu s „exofytickým růstem“. Millikan aj. (1974) 
a Oxenhandler aj. (1979) se pokusili o srovnání 
prasečího maligního melanomu s lidskou formou nádo­
ru podle klasifikace Clark I-V. Jako nejmalignější je
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považována tuberonodulární (exofytická) forma (odpo­
vídající klasifikaci Clark IV-V), u které dochází к pro­
růstání do hloubky (vertikalizaci) a šíření metastáz. 
Oxenhandler aj. (1979) v 60 pitvách uhynulých 
prasat zjistili u 25 % výskyt orgánových metastáz. Me- 
tastázy byly pozorovány nejčastěji v lymfatických uz­
linách (55 %), na plicích (28 %), slezině (20 %), ját­
rech (18%) a brzlíku (12 %). Zřídka byly zjištěny na 
žaludku, tenkém střevě, ledvinách a dalších orgánech.

Prasečí maligní melanom má z hlediska histologic- 
kého mnoho shodných rysů s lidskou formou tumoru 
a díky hereditární predispozici představuje velmi cenný 
model (Hook aj., 1982; Misfeldt a Grimm, 
1994). U obou nádorů však existují určité odlišnosti. 
Prasečí melanoblastom se často tvoří již in utero, jeho 
výskyt není závislý na UV záření a s vysokou frekvencí 
podléhá spontánní regresi. Regrese vede zpravidla 
к částečné (vitiligo) nebo i totální depigmentaci. Spon­
tánní vymizení se pohybuje od 50 % (Oxenhan­
dler aj., 1982) až do 100 % (Greene aj., 1994). 
Podle posledně citovaných autorů se tak jedná o benig­
ní charakter nádoru. Tato představa je však v rozporu 
s nálezy, které jsme zaznamenali v naší linii miniatur­
ních prasat selektované na výskyt melanoblastomu, kde 
více jak polovina postižených a neléčených zvířat uhy­
ne během čtyř až šesti měsíců po narození. Malignitu 
prasečího melanoblastomu v této práci dokumentujeme 
kazuistikou zvířete, u něhož po nekropsii byl zazname­
nán neobvyklý rozsah nádoru.

MATERIÁL A METODY

U rezavé miniaturní prasničky (číslo В 166) z linie 
MLM (Melanoblastoma-bearing Liběchov Minipigs), která 
uhynula ve věku 81 dnů, byl zjištěn případ rozsáhlého 
melanoblastomu. Prasnička pocházela z vrhu šesti se­
lat, z nichž u tří se vyskytovaly melanomy exofytické- 
ho charakteru na končetinách. Tento vrh vznikl z páření 
prasnice nesoucí melanoblastom, která byla vyléčena de- 
vitalizační (ischemizační) technikou (F o r t ý n aj., 1995) 
a kance, který sice nádor neměl, ale přenáší genetickou 
dispozici pro toto onemocnění. Původ MLM linie mi­
niaturních prasat s hereditárním melanoblastomem je 
složitý. Na vzniku stáda miniaturních prasat chovaného 
v Ústavu živočišné fyziologie a genetiky A V ČR v Libě- 
chově se podílelo pět plemen a kmenů. Především to byli 
jedinci kmene Hormel (60,1 %), kteří byli importováni 
v roce 1967, a dále plemena Cornwall (1,6 %), Landra­
ce (2,5 %), vietnamské prase (25,4 %) a miniaturní prase 
kmene Göttingen (10,4 %). Z tohoto stáda byla selekcí na 
výskyt melanoblastomu vytvořena linie MLM, která je 
početně velmi omezená (asi 20 jedinců) a vykazuje vyso­
ký stupeň inbredizace (koeficient inbreedingu podle 
Wrighta F = 0,29 až 0,32). Základní morfologická a his- 
tologická charakteristika melanoblastomu u této linie mi- 
niprasat byla již publikována dříve (Fortýn aj., 1994).

Od prasničky В 166 byly po nekropsii odebrány vzor­
ky z primárních tumorů a z metastáz pro histologické vy­
šetření. Po jejich zmrazení v tekutém dusíku z nich by­

ly na přístroji Tissue-Tek II Cryostat (Miles, USA) při­
praveny 10 pm silné řezy, které byly fixovány v 96% 
etylalkoholu (15 min), barveny Weigertovým hemato- 
xylinem (10 min) a dobarveny cosinem (1 min).

VÝSLEDKY

Kazuistika - morfologický popis

U prasničky В 166 byly ihned po narození pozoro­
vány primární kožní tumory. Na hřbetě byl rozsáhlý 
melanoblastom velikosti 9x6x4 cm, 5 cm kaudálně 
na bedrech bylo další ložisko o průměru 2,5 cm. První 
z tumorů byl elevovaný a silně černě pigmentovaný. 
Na povrchu byl oploštělý a hrubě rozbrázděný, z fisu- 
rálních štěrbin prosakovala serózně hcmoragická teku­
tina místy až černě zbarvená. Tumor byl zřetelně ohra­
ničený a proti spodině celkem dobře pohyblivý. Sele 
špatně přijímalo krmivo a v dekrepidním stavu po 81 
dnech uhynulo na náhlou respirační příhodu prováze­
nou dyspnoickým záchvatem.

Při sekci se ukázalo, že tumor je kompaktní tubero- 
nodosní a plošně prorůstá do hloubky až к interkostál- 
ním prostorům, kde bylo našedlé zbarvení (okrajová 
melanoza). Pod uhlově černým tumorem byl interkos- 
tální prostor nápadně vyklenutý a palpačně zde bylo 
možno předpokládat tužší endothorakálně uloženou re­
zistenci. Při pitvě krku a hrudníku se objevily značně 
zduřelé lymfatické uzliny uložené i okolo trachey, kte­
rou zčásti komprimovaly.

V úrovni horní thorakální apertury uzliny splývaly s me- 
diastinálními lymfonody v paketovité útvary až 10 cm vel­
ké. Retrosternálně tvořily uzliny řetěz uložený podél 
sterna. Paravertebrálně zadní mediastinální uzliny tvo­
řily hrubý konvolut, který se plošně rozrůstal po celé 
ploše bránice na obou plochách. Bránice měla tloušťku 
dva až tři cm se značně sníženou elasticitou. Obě plíce 
byly málo vzdušné, poseté záplavou metastáz velikosti 
1,0 až 1,5 cm (melanoblastomový „tygroid“). Metastá- 
zy v plících byly uloženy ve všech vrstvách plicního 
parenchymu. Na několika místech, hlavně bazálně, byla 
nalezena ojedinělá bronchopneumonická ložiska. Na 
perikardu i epikardu byl bohatý rozsev melanoblasto- 
mových metastáz velikosti asi 3 až 4 mm. Na řezu 
v myokardu síní i komor byly dobře viditelné drobné 
metastázy. V pravé srdeční komoře byl masivní embo­
lus, který vyplňoval kmen i obě hlavní větve pulmonál- 
ní arterie. Nález ukazoval na masivní embolii arteria 
pulmonalis, která byla bezprostřední příčinou letálního 
konce. Na arcus aortae v blízkosti odstupu hlavních 
arteriálních větví bylo jedno metastatické ložisko asi 
0,5 cm velké a několik drobnějších v okolí.

Mediastinální tumorózní ložisko subfrenicky prorůs­
talo podél pars affixa hepatis i do jaterního parenchy­
mu na značnou vzdálenost ventrálním směrem. Podél 
vena cava caudalis se tumor rozprostíral v retroperito- 
neu. Podél ligamentum he patoduodenale se tumor roz­
růstal к duodenu a zaujímal ductus choledochus a oba 
ductii hepatici, které si i přes tento nález zachovaly
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1. Primární melanoblas­
tom na kůži s masivní in­
vazí do koria (barvení 
haematoxylin-eosin, 
230x) - Primary melano- 
blastoma on skin with in­
vasion to corium (haema­
toxylin-eosin staining, 
230x)

průchodnost. Žlučník byl silnč prostoupen hustým na­
hromaděním melanoblastomových metastáz. Pankreas 
byl lehce zvětšený, nápadně tuhé konzistence. Na po­
vrchu i ve všech vrstvách pankreatu byly na řezu pro­
kázány disperzně uložené metastázy. Slezina byla lehce 
zvětšená se záplavou nádorových metastáz. V hilu sle­
ziny byly nalezeny dvě uzliny s metastázami o průměru 
asi 3 cm. Obě ledviny byly hustě poseté metastázami. 
které byly uloženy disperzně i v renálním parenchymu. 
Močový měchýř byl lehce distendovaný a na ventrální 
ploše pokryt splývajícími metastázami šířícími se až. 
к chorda urachi. Uterus a obě tubae utetrinae byly ob­
klopeny disperzními drobnými metastatickými ložisky, 
stejně tak jako obě ovaria. Lymphonodi Hici externí, 
interní i paraaortici byly zduřelé s hojnými tumoroz- 
ními metastázami.

Na žaludku, duodenu, jejunu a ileu bylo pozorováno 
velké množství disperzně lokalizovaných metastáz 
o velikosti 0,5 až 1 cm, které byly uloženy ve všech 
vrstvách zmíněných částí gastrointestinálního traktu. 
Mezi jednotlivými záhyby na tračníku byl bohatý po­
vlak metastáz vyplňující hlavně prohlubně mezi jed­
notlivými odstavci. Jedna větší solitérní metastáza by­
la uložena na ventrálním obvodu rekta. Lymphonodi 
mesenterici i mesocolici byly také hustě prostoupeny 
četnými metastázami.

Histologické nálezy

Primární melanoblastomy na hřbetu vykazovaly tu- 
beronodulární formu nádoru hluboko prorůstající až 
к fascia dorsi. Kori um bylo značné zredukováno boha­
tou trabekulární i difuzní nádorovou infiltrací (obr. I). 
Na periferii po okrajích tumoru se oddělovaly pruhovi- 
té (trabekulární) odnože ze základního nádorového lo­

žiska. Na mnoha místech byla prokázána invaze mela- 
nomu do lumina cév. V koriu Stratum reticulare a těla 
subcutanea') byly nalezeny na mnoha místech četné shluky 
melanoblastů místy až v alvcolárních formacích. V podko- 
ží byly melanoblasty rozloženy disperzně (ve shlucích 
nebo jednotlivě) mezi fibrolipomatózními úseky vaziva.

Plíce byla prostoupena hustě uloženými nádorovými 
metastázami. které měly solidní charakter a melanob­
lastom difuzně pronikal plicním parenchymem. Četněj­
ší nahromadění melanoblastů bylo peribronchiálně hlav­
ně v místech ramifikace. Metastázy byly pozorovány 
i v plicních a hilových lymfonodech. Na periferii byla 
hustá infiltrace melanoblasty subpleurálně a v interseg- 
mentálních septech (obr. 2). Na srdci byly zjištěny su- 
bepikardiálně aglomerace melanoblastů v pruzích od­
dělených i splývajících. V myokardu byla disperzně 
uložena metastatická ložiska mezi svalovými vlákny. 
Podél aorty nalezená metastatická ložiska zasahovala 
do všech vrstev cévní stěny. V adventicii tvořila místy 
bohatou aglomeraci melanoblastů uložených v řídkém va­
zivu. Pod aortální intimou vytvářely nahromaděné mela­
noblasty místy shluky a pronikaly přes intimu až do 
cévního lumina.

V játrech tvořily melanoblasty početná kompaktní 
ložiska s difuzní tkáňovou infiltrací. Subkapsulárně by­
ly nalezeny pruhovité infiltráty z melanoblastů, které se 
propagovaly perilobulárně i v portobiliárních prostorech 
Kiernanových. Poměrně řídce byly zastiženy melanoblas­
ty solitárně mezi jaterními trámci. Ledviny v subkap- 
sulární zóně měly četná kompaktnější, difuzně uspořá­
daná ložiska melanoblastů s propagací řídkým 
peritubulárním pojivém do nitra renálního parenchymu. 
V centrálních partiích rcnální tkáně byla menší disper­
zně lokalizovaná ložiska tvořená shluky melanoblastů, 
které místy přecházely v pruhovité peritubulární infil­
tráty dřeňové i kortikální vrstvy. Pankreas vykazoval
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2. Plicní metastáza se sub- 
pleurální lokalizací 
(barvení hematoxylin-eo- 
sin, 250x) - Lung metas­
tasis of melanoblastoma 
at subpleural sites (hae- 
matoxylin-eosin staining. 
250x)

obdobné rozptýlení melanoblastů v povrchových i hlu­
bokých vrstvách parenchymu většinou s difuzní až dis­
perzní lokalizací.

Na gastrointestinálním traktu byla v celém jeho rozsa­
hu nalezena metastatická ložiska převážně subseróznč 
s difuzním nebo disperzním uspořádáním melanoblastů. 
Menší shluky melanoblastů byly uloženy v slizničním 
a podslizničním stromatu (obr. 3). Ojediněle byly pozo­
rovány disperzně rozmístěné melanoblasty v muscularis 
externa na tenkém i tlustém střevě. Na žaludku v muscu- 
laris externa byl podobný obraz metastáz. Výraznější aglo­
merace melanoblastů byly v místech, kde na sebe naléha­
ly jednotlivé oddíly tračníku. Zde v subserózním uložení 
tvořily melanoblasty i několikavrstevnaté plošné povlaky 
se známkami infiltrace přilehlých částí subserózního po­
jivá místy zasahující do muscularis externa.

Mízní uzliny z různých lokalizací byly vyplněny ve 
všech vrstvách hustým infiltrátem melanoblastů, což ved­
lo až к úplnému zastření vlastní struktury uzlin. Na ostat­
ních orgánech (glandula thyreoidea, thymus, nadledviny) 
byly nalezeny disperzně i difuzně lokalizované metastázy.

DISKUSE

Prasečí model maligního melanomu je postaven ze­
jména na využívání miniaturních prasat kmene Sinclair, 
která jsou chována především na Univerzitě v Missouri 
(Columbia) a na odvozené linii značené SMS-TAMU, 
držené na Univerzitě v Texasu (Texas A M University) - 
(Misfeldt a Grimm (1994), Tissot aj. (1987). Mni­
chovské miniaturní prase (Münchener Miniaturschwein 
Troll), u něhož se vyskytuje také hereditární forma me­
lanomu, nedoznalo žádného rozšíření a jako experi­
mentální model je zatím neznámé (Müller aj., 1995). 
Pokud jde o prasata Sinclair, je u nich popisována velmi 
častá (Oxenhandler aj., 1982; Misfeldt a Grimm,

3. Metastáza melanoblaslomu do jejuna s bohatou nádorovou infil­
trací mukozy (barvení hematoxylin-eosin. 230x) - Metastasis of pri­
mary melanoblastoma into the jejunum with rich tumour infiltration 
of mucosa (haematoxylin-eosin staining. 23()x)
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1994) nebo dokonce 100% spontánní regrese melanoblas- 
tomu (Greene aj., 1994). Tím byla navozena před­
stava, že prasečí melanoblastom představuje biologicky 
zcela jinou chorobu než lidský melanoblastom, přes­
tože oba mají shodnou morfologii. Domníváme se, že 
vinu na tomto názoru nese nepřesná interpretace nek- 
rotických povrchových změn pozorovaných citovanými 
autory u některých nádorových ložisek. Bylo zcela opo­
menuto, že každý maligní tumor má v centrálních parti­
ích obvykle hůře živené zóny nádorové tkáně a že částeč­
né regresivní změny ještě nemění nic na zhoubné povaze 
prasečího melanoblastomu. Povrchová hyperkeratóza s 
našedlou barvou zakrývá v hloubce a často i po stra­
nách bující nádorovou tkáň schopnou nejen růstové, ale 
i metastatické aktivity. V naší linii MLM miniaturních 
prasat se spontánní regrese vyskytovala jen výjimečně. 
Ze 76 postižených zvířat byla pozorována jen u tří je­
dinců dlouhodobě přežívajících. O malignitě nádoru 
u této linie svědčí mj. případ popsaný v této práci 
i skutečnost, že zhruba 70 % prasat s melanoblastomy, 
u kterých nebyl proveden devitalizační (devaskulari- 
zační) zákrok na primárním kožním nádoru (F o r t ý n 
aj., 1995), uhynulo.

Rozdíly ve výskytu spontánní regrese a v agresivitě 
melanoblastomu u miniprasat linie MLM a u kmene Sin­
clair mohou být dány geneticky. V naší linii miniprasat 
probíhá díky nízkému počtu jedinců inbreeding (F = 0,29 
až 0,32). V posledních generacích bylo používáno páření 
polosourozenců, kteří melanoblastom měli, ale byli vy­
léčeni devitalizační (devaskularizační, ischemizační) 
technikou (Fortý n aj., 1995). V těchto pářeních, kde 
se melanoblastom dědí jednoduše mendelisticky 1 : 1 
(připraveno pro publikaci), je zaznamenán časnější výs­
kyt primárních kožních nádorů (již při narození nebo 
krátce po něm), které vykazují zvýšenou agresivitu (pře­
vaha mnohočetných tuberonodulárních forem, generalizo- 
vaný výskyt metastáz a vyšší mortalita).

LITERATURA

BLANGERO, J. - TISSOT, R. G. - BEATTIE, C. W. - 
AMOSS, M. S. (1996): Genetic determinants of cutaneous ma­
lignant melanoma in Sinclair swine. Brit. J. Cane., 73, 667-671. 
FORTÝN, K. - HRUBAN, V. - HORÁK, V. - TICHÝ, J. 
(1995): Experimentální léčba zhoubného melanomu pomocí 
ischemizace (devitalizace). Klin. OnkoL, 8, 11-15.
FORTÝN, К. - HRUBAN, V. - HORÁK, V. - HRADEC­
KÝ, J. - TICHÝ, J. (1994): Melanoblastomová nemoc u la­
boratorních miniprasat: model pro studium lidských malig­
ních melanomů. Vet. Med. - Czech, 39, 597-604.
GREENE, J. F. - TOWNSEND, J. S. - AMOSS, M. S. 
(1994): Histopathology of regression in Sinclair swine model 
of melanoma. Lab. Invest., 71, 17-24.
HOOK, R. R. - BERKELHAMMER, J. - OXENHANDLER, 
R. W. (1982): Animal model of human disease. Melanoma. 
Am. J. Pathol., 108, 130-133.
MILLIKAN, L. E. - BOYLON, J. L. - HOOK, R. R. - 
MANNING, P. J. (1974): Melanoma in Sinclair swine: a new 
animal model. J. Invest. Dermatol., 62, 20-30.
MISFELDT, M. L. - GRIMM, D. R. (1994): Sinclair minia­
ture swine: an animal model of human melanoma. Vet. Im­
munol. Immunopathol., 43, 167-175.
MÜLLER, S. - WANKE, R. - DISTL, O. (1995): Segrega­
tion von Pigmentzellanomalien beim. Münchener Miniatur­
schwein (MMS) Troll in Kreuzungen mit der Deutschen Lan­
drasse. Dtsch. Tieräztl. Wschr., 102, 391-394.
NORDBY, J. E. (1933): Congenital melanotic skin tumors in 
swine. J. Hered., 24, 361-364.
OXENHANDLER, R. W. - ADELSTEIN, E. H. - HAIGH, 
J. P. - HOOK, R. R. - CLARK, W. H. (1979): Malignant 
melanoma in the Sinclair miniature swine. Am. J. Pathol., 96, 
707-714.
OXENHANDLER, R. W. - BERKELHAMMER, J. - 
SMITH, G. D. - HOOK, R. R. (1982): Growth and regres­
sion of cutaneous melanomas in Sinclair miniatureswine. 
Am. J. Pathol., 109, 259-269.
TISSOT, R. G. - BEATTIE, C. W. - AMOSS, M. S. (1987): 
Inheritance of Sinclair swine cutaneous malignant melanoma. 
Cane. Res., 47, 5542-5545.

Received: 97-09-22
Accepted. 97-11-24

Kontaktní adresa:

RNDr. Vratislav Horák, CSc., Ústav živočišné fyziologie a genetiky A V CR, 277 21 Liběchov, Česká republika
Tel. +420 206 69 70 24, fax +420 206 69 71 86, e-mail: horak@site.cas.cz

VET. MED. - CZECH, 43, 1998 (3): 87-91 91

mailto:horak@site.cas.cz


INFORMATION INFORMACE

ANIMAL PRODUCTION AND HEALTH NEWSLETTER
No. 27, Dec. 1997

In his Editorial address to the reader Martyn Jeggo, 
Head of the Animal Production and Health Section, 
evaluates the results of the last year. In reproduction 
and nutrition the section focused on using RIA mea­
surement of progesterone to identify alternative feed re­
sources and to start measuring the impact of using these 
on animal productivity. Progesterone measurement was 
used to identify problems with the delivery of artificial 
insemination services. In animal health, ELISA techno­
logy was used to continue monitoring national disease 
control/eradication programmes such as the FAO Glo­
bal Rinderpest Eradication Programme, control of bru­
cellosis, trypanosomosis, foot-and-mouth disease, con­
tagious bovine pleuropneumonia and bovine leucosis. 
The validation of an assay to measure purine derivatives 
in urine as an approach to determining the contribution 
of rumen microorganisms to the protein needs of live­
stock. Transfer and use of PCR within the context of

disease control/eradication programmes in developing 
countries has been commenced.

Support for the use of ELISA and RIA, use of purine 
derivatives measurement and PCR to deal with particu­
lar areas will be followed also in 1998. The programme 
on veterinary drug residue monitoring to help countries 
to improve food quality and environmental protection 
will be a new activity.

The Forthcoming Events, Past Events, Status of Exist­
ing Co-Ordinated Research Projects, New Co-Ordinated 
Research Projects, Computer Software Programs, Geo­
graphical Information Systems Update, and Publica­
tions printed, in press and in preparation are the sec­
tions of Animal Production and Health Newsletter 
No. 27, issued by Joint FAO/IAEA Division of Nuclear 
Techniques in Food and Agriculture and FAO/IAEA 
Agriculture and Biotechnology Laboratory.

Karel Hruška

REVUE SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE
An international journal published by OIE in a new 

format (three issues in April, August and December per 
volume) is indexed in a number of important databases 
and abstract journal. Instructions to Authors you can 
find on http://www.oie.int. The impact factor is 0.253.

Topics in 1997 to 1999 are as follows:
• Contamination of animal products: prevention and 

risk for animal health - Vol. 16 (1)
• Contamination of animal products: prevention and 

risk for public health - Vol. 16 (2)

• Genetic resistance to animal diseases - Vol. 17 (I)
• Veterinary laboratories for infectious diseases - 

Vol. 17 (2)
• Management of animal health emergencies -

Vol. 18 (1)
Each December issue presents papers submitted 

spontaneously by authors, and covers topics of great 
diversity, ranging from fields trials to specific research.

Karel Hruška
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PRELIMINARY
COMMUNICATION

PREDBEZNE
SDĚLENÍ

OCCURRENCE OF PHTHALIC ACID ESTERS (PAEs)
IN COMBINED FEEDSTUFFS AND ADIPOSE TISSUES
OF SWINE AND CATTLE*

* Supported by the Ministry of Agriculture of the Czech Republic (Projects RE 5562 and RE 5564) and the Grant Agency of the Czech Republic 
(Grant No. 525/96/0924)

VÝSKYT ESTERŮ KYSELINY FTALOVÉ (РАЕ) V KRMNÝCH SMĚSÍCH 
A TUKOVÉ TKÁNI PRASAT A SKOTU

J. Raszyk1, V. Gajdůšková1, A. Jarošová1, J. Salava“, J. Palác"

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

ABSTRACT: Pilot studies of concentrations of phthalic acid esters in combined feedstuffs (л = 21) and porcine (n = 6) and 
bovine (n = 6) adipose tissues were conducted in the district of Hodonín in 1997. The samples were collected repeatedly in 
two feed processing plants and three swine and two cattle farms. Mean concentrations (mg/kg of original sample) of di-n-butyl 
phthalate (DBF), di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) and sum of DBP + DEHP in combined feedstuffs were 0.207. 0.216 and 
0.423. respectively. The corresponding values for porcine adipose tissue (subcutaneous back fat) were 3.363, 0.505 and 3.868, 
respectively, and for bovine adipose tissue (fat capsule of right kidney) 2.537, 0.790 and 3.327, respectively. The concentration 
of the sum of DBP + DEHP in feedstuffs permissible in the Czech Republic, (4.0 mg/kg of original sample) was exceeded 
in three of six pigs (4.260, 4.520, 6.920) and one of six cows (4.750). The widespread environmental contamination by PAEs, 
their adverse effects on live organisms and our findings of impermissible concentrations in adipose tissues of food animals 
rank them among topical hazardous contaminants also in the Czech Republic.

phthalic acid esters; di-n-butyl phthalate; di-2-ethylhexyi phthalate; feedstuffs; animal fat; swine; cattle; health risks; legisla-

ABSTRAKT: V průběhu roku 1997 byla v okrese Hodonín uskutečněna pilotní studie zaměřená na sledování obsahu esterů 
kyseliny fialové (PAE) v krmných směsích (n = 21) a v tukové tkáni prasat (n = 6) a krav (n = 6). Vzorky byly průběžně 
odebírány ve dvou výrobnách krmných směsí, třech farmách prasat a dvou farmách skotu. V krmných směsích byly zjištěny 
následující průměrné hladiny ftalátů (mg/kg původní hmoty): dibutylftalát (DBP) 0,207; di-(2-ethylhexyl)ftalát (DEHP) 0,216 
a suma DBP a DEHP 0,423. V tukové tkáni výkrmových prasat (podkožní tuk z hřbetní části těla) byly zjištěny následující 
průměrné hladiny ftalátů (mg/kg původní hmoty): DBP 3,363; DEHP 0,505 a suma DBP a DEHP 3,868. Platné hygienické 
limity pro potraviny v České republice jsou pro PAE definovány jako suma DBP a DEHP v mg/kg původní hmoty. V tukové 
tkáni tří prasat, ze šesti vyšetřených, byla překročena nejvyšší přípustná hodnota PAE, která činí 4 mg/kg původní hmoty 
(4,260, 4,520, 6,920). V tukové tkáni krav (tukové pouzdro pravé ledviny) byly zjištěny následující průměrné hladiny ftalátů 
(mg/kg původní hmoty): DBP 2,537; DEHP 0,790 a suma DBP a DEHP 3,327. V tukové tkáni jedné krávy, ze šesti vyšet­
řených, byla překročena nejvyšší přípustná hodnota PAE (4,750 mg/kg původní hmoty). Plošná kontaminace prostředí PAE, 
jejich prokázané negativní účinky na živé organismy a naše výsledky o hladinách PAE v krmivech a následně v tukových 
tkáních hospodářských zvířat v nadlimitních koncentracích řadí estery kyseliny fialové mezi aktuální rizikové kontaminanty 
i v České republice.

estery kyseliny fialové; dibutylftalát; di-(2-ethylhexyl)ftalát; krmné směsi; živočišný tuk; prasata; skot; farmy; výrobny 
krmných směsí; zdravotní riziko; legislativa
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INTRODUCTION

Phthalic acid esters (PAEs) are widely used in the 
chemical industry as platicizers, additives to paints, inks, 
lacquers, glues, cosmetics, films, repellents, pesticides, 
etc., and have become an ubiquitous component of the 
environment in all industrial countries (Ševel a and 
Gajdůšková, 1996).

PAE are derivatives of phthalic acid with the sum­
mary formula C6H6(COOH)2. The w/w concentration 
of PAE in PVC reaches up to 40%. Since PAEs are not 
bound chemically to plastics, they can migrate and be 
eluted into hydrous, adipose and other milieus.

Most of the phthalates are lipid-soluble and can be 
absorbed by skin, mucous membranes and lung epithe­
lium. They cumulate mostly in the liver and adipose 
tissues. A significant metabolite of di-2-ethylhexyl 
phthalate is the toxic mono-2-ethylhexyl phthalate 
(MEHP). Most of the metabolites are excreted in urine 
(Thomas and Northup, 1982).

While the acute toxicity of PAEs is low, spermiotoxic, 
hepatotoxic, nephrotoxic, embryotoxic, teratogenic and 
cancerogenic effects were demonstrated after long-term 
exposures (Ševe 1 a and Gajdůšková, 1996).

Data on the contents of PAEs in food packaging 
materials (Gajdůšková et al., 1996), the human 
food chain (Sharman et al., 1994) and peritoneal 
fluid of patients treated by peritoneal dialysis 
(Ševel a et al., 1996) have been published recently. 
Permissible concentrations of PAEs have been set only 
for comestibles (HEM-3524-10. 10. 1996).

The objective of this pilot study was to obtain basic 
data on the presence of PAEs in combined feedstuffs 
and adipose tissues of swine and cattle.

MATERIAL AND METHODS

The contents of the two most frequently used PAEs 
di-n-butyl phthalate (DBP) and di-2-ethylhexyl phtha­
late (DEHP) - in combined feedstuffs (CF) and adipose 
tissues of swine and cattle were investigated.

CF samples were collected at three swine farms, two 
cattle farms and in two feed processing plants. Alto­
gether 13 samples of CF for swine, 4 samples of CF for 
cattle and 4 samples of CF for poultry were analysed.

Dorsal fat samples were collected upon slaughter 
from six finishing pigs aged 240-250 days with 
a liveweight of 110-120 kg coming from 3 farms.

Kidney fat samples were collected upon slaughter 
from six dairy cows aged 3-4 years with a liveweight 
of 400-500 kg coming from two farms.

The collection of the adipose tissue samples was 
independent from the collection of feed sampling.

Only CF manufactured in any of the two feed pro­
cessing plants were sampled at the farms.

PAEs were extracted from all the samples with or­
ganic solvents, co-extracts were removed by gel per­
meation chromatography (Bio-beads SX3) and the ex­
tracts of feedstuffs were cleaned with concentrated 
sulphuric acid and PAEs were determined by high per­
formance liquid chromatography with UV detection. 
Detailed description of the analytical method will be 
published elsewhere (Jarošová et al., in press).

The results were processed using the Stat Plus Ver­
sion 1.01 software (Matoušková et al., 1992) and 
a table containing the number of tested samples and 
mean, SD and range values was prepared. The findings 
of PAEs in animal fat samples were confronted with 
the order of the Chief Hygienist of the Czech Republic 
(HEM-3524 - 10th Oct. 1996).

RESULTS AND DISCUSSION

The concentrations of PAEs in the samples of com­
bined feedstuffs and adipose tissues of swine and cattle 
are presented in Tab. I.

The permissible concentration of PAEs in fat was 
exceeded in three pigs (4.260, 4.520, 6.920 mg/kg of 
original sample) and one cow (4.750 mg/kg of original 
sample).

The adipose tissue was chosen as the indicator of 
contamination of food animals, because PAEs are lipo­
philic and cumulate therein.

While the concentrations of DBP and DEHP in feed­
stuffs were approximately equal, the DBP : DEHP ra­
tios in the porcine and bovine adipose tissues were 7 : 
1 and 3:1, respectively. Compared with the bovine fat, 
the concentration of the sum DBP + DEHP in the por­
cine fat was higher by 16%.

No permissible concentration of phthalates in feed­
stuffs for food animals have been laid down in the

I. Contents of di-n-butyl phthalate (DBP) and di-2-ethlyhexyl phthalate (DEHP) in combined feedstuffs and adipose tissues of swine and 
cattle in the district of Hodonín in 1997

Material n DBP* DEHP* Sum of DBP + DEHP*

Combined feeds 21 0.207 ± 0.164 
(0.07-0.83)

0.216 ± 0.086 
(0.10-0.46)

0.423 ± 0.201 
(0.20-1.12)

Porcine fat 6 3.363 ± 1.759 
(1.37-6.12)

0.505 ± 0.206 
(0.20-0.80)

3.868 ± 0.844 
(1.79-6.92)

Bovine fat 6 2.537 ± 0.886 
(1.76-4.17)

0.790 ± 0.379 
(0.55-1.52)

3.327 ± 0.844 
(2.61-4.75)

* all values are given in mg per 1 kg of original sample
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Czech Republic. The current permissible concentration 
of the sum of phthalates in comestibles (4.0 mg/kg of 
original sample), including fats and oils, was exceeded 
in three pigs (50%) and one cow (17%).

The highest concentrations of the sum DBF + DEHP 
found within this study for combined feeds and animal 
fats were 1.12 mg/kg (chicken broiler mixture BR-2) 
and 6.92 mg/kg (porcine adipose tissue), respectively.

Combined feedstuffs are one of the major sources of 
contamination of food animals by phthalates cumulat­
ing predominantly in adipose tissues. Therefore, we re­
gard the high concentrations of the sum DBP + DEHP in 
combined feedstuffs found within this study as warning.

The existence in the agricultural production of fur­
ther sources of phthalates, such as plastics, paint coats 
or packaging materials, contributing to the overall bur­
den of food animals and the contamination of animal 
products must be presumed owing to the wide use of 
phthalates in many industrial branches.

The widespread environmental contamination by 
PAEs, their adverse effects on live organisms and our 
findings of impermissible concentrations in adipose tis­
sues of food animals rank them among topical hazard­
ous contaminants also in the Czech Republic. There­
fore, the activities should concentrate on 1) continuing 
detection of PAEs sources at farms and in feed proc­
essing plants and the food industry; 2) tests for PAEs 
of a representative number samples of feeds and animal 
products collected in various regions of the Czech Re­
public; 3) assessment of results of the tests referred to 
in point 2) with the objective to provide a reliable basis 
for drafting by legislative organs of the permissible 
concentration of PAEs in feedstuffs; 4) elaboration of 
measures aimed at the removal of PAEs risk to the food 
chain.
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CENTAUR NEWSLETTER FLASH INFORMATION

This new bulletin is distributed free of charge by an 
e-mail to the members of FAO Veterinary Biotechno­
logy Network in the Countries of Central and Eastern 
Europe (CENTAUR) and to anybody in the world who 
is registered. To subscribe CENTAUR NEWSLETTER 
FLASH INFO send an e-mail to the editor: centaur 
<kahr@vuvel.anet.cz>. Previous issues are available 
from http://www.clark.cz/vri/biotech.htm. The content 
of the Newsletter covers biotechnological methods used 
in veterinary research and diagnostics, information 
about workshops and conferences, information from 
member’s laboratories, advance contents of some sci­
entific journal, namely from Elsevier production, recom­
mended web sites and news from epidemiology of infec­
tious diseases, etc. Sources of information are FAO. 
WHO, IAEA, OIE, EMPRES, AnimalNet, ProMED, 
AfroNETS, and the members themselves.

The objective of FAO CENTAUR Veterinary Bio­
technology Network in the Countries of Central and 
Eastern Europe is to continue informal contacts bet­
ween the participants of FAO workshops organized un­
der the FAO TCP/RER/4551 Project “Regional Trai­
ning in Veterinary Biotechnology for Improved Control

of Livestock and Poultry Diseases“. These workshops 
have been oriented towards the vaccine production and 
modern diagnostic methods of infectious diseases. 
However, biotechnological methods and principles are 
widely used in all fields of veterinary medicine inclu­
ding the development and use of immunoassays in en­
docrinology, environmental analysis, recombinant anti­
bodies, biosensors, etc. People working in all these 
fields should be well informed on news not only in 
their own discipline. Therefore biotechnology in CEN­
TAUR project has no strict border and limitation. Effi­
cient information technology represented by Internet 
overcomes all borders between countries and individuals. 
Although CENTAUR Network has been established for 
professionals from Poland, Slovakia, Hungary and the 
Czech Republic, who participated in the past FACT pro­
ject, everybody can register himself or herself as a sub­
scriber of CENTAUR Newsletter Flash Information 
and as a member of the CENTAUR Network. Thus CEN­
TAUR activity is not limited by any border between 
countries or disciplines but it has to be based on the 
interest and activity of members.

CENTAUR NEWSLETTER FLASH INFORMATION

je nový bulletin, zasílaný elektronickou poštou členům 
sítě FAO pro veterinární biotechnologii (FAO Veterinary 
Biotechnology Network in the Countries of Central and 
Eastern Europe CENTAUR) a dalším zájemcům z ce­
lého světa. Přináší zajímavosti o infekčních a neinfekč- 
ních onemocněních, novinky z molekulární biologie, in­
formace o výskytu zvlášť nebezpečných nákaz, В SE, 
CJD, o chřipce ptáků v Honkongu, salmonelózách, vi­
rulentních E. coli a jiné aktuální zprávy. Čerpá ze zdrojů 
FAO, IAEA, OIE, WHO, informačních systémů Pro­
MED, AfroNETS, EMPRES, AnimalNet aj. Dále přiná­
ší informace z pracovišť členů sítě, zprávy o připravova­
ných seminářích, kongresech, obsahy některých časopisů 
až tři týdny před jejich vydáním a upozornění na zají­
mavé domácí stránky ve World Wide Web. Zájemci se

mohou přihlásit к registraci na adrese: centaur<kahr@vu- 
vel.anet.cz>. Dosud vydaná čísla je možné také získat na 
adrese http://www.clark.cz/vri/biotech.htm.

Prostřednictvím Národního koordinačního centra ve 
veterinární biotechnologii ve Výzkumném ústavu veteri­
nárního lékařství v Brně a za spolupráce členů redakční 
rady z České republiky, Maďarska a Polska pokračuje 
FAO ve snaze modernizovat veterinární výzkum a diag­
nostiku v zemích střední Evropy. Očekává se aktivní 
vstup do sítě CENTAUR kolegů ze Slovenska, Slovin­
ska, Litvy, Lotyšska, Estonska, Bulharska, Rumunska 
a Ukrajiny. CENTAUR NEWSLETTER FLASH IN­
FORMATION však již našel svoje odběratele i v USA, 
Kanadě a Japonsku.

Karel Hruška
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