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DI-2-ETHYLHEXYL PHTHALATE AND DI-N-BUTYL PHTHALATE 
IN THE TISSUES OF PIGS AND BROILER CHICKS AFTER THEIR 
ORAL ADMINISTRATION*

* Supported by the Czech Ministry of Agriculture (Project RE 5562) and Internal Grant Agency of the Czech Ministry of Health (Project No. 
3429-3).

DI-2-ETHYLHEXYL FTALÁT A DI-N-BUTYL FTALÁT VE TKÁNÍCH 
PRASAT A KUŘECÍCH BROJLERŮ PO ORÁLNÍM PODÁNÍ

A. Jarošová1, V. Gajdůšková1, J. Raszyk1, K. Ševela"

1 Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic
"lind Clinic of Internal Diseases, St. Ann’s Faculty Hospital, Faculty of Medicine of 

Masaryk University, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: The distribution and cumulation of the most toxic phthalates di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) and di-n-hutyl 
phthalate (DBP), were followed up in the tissues of pigs and broiler chicks after their oral application. Besides, the presence 
of mono-2-ethylhexyl phthalate (MEHP). a metabolite of DEHP, in the blood and urine was investigated. Phthalates were 
orally administered to pigs, at a dosage of 5 g each, daily, for 14 days (dissolved in edible oil and added to the first part of 
the feed), and to broilers at 100 mg each, daily (in a gelatine capsule) directly to the crop. In pigs, phthalates were analyzed 
in the liver, kidneys, lungs, brain, heart, muscle, renal and subcutaneous fats. While in broilers, they were examined in the 
muscle, skin, liver and mesenterial fat tissue. The analysis was performed just after the 14 days of application and then 14 and 
28 days after the last day of phthalate application. During the experiment, the animals showed no clinical symptoms of disease. 
DEHP was present in the blood and urine of pigs, whereas broiler’s blood was positive for MEHP. The lipophilic character 
of DEHP and DBP was confirmed. After 14 days of DEHP and DBP application, the highest concentration was found to he 
in the muscle and adipose tissue of the experimental pigs (DEHP: 1.22 and 1.43 in the muscle. 14.37 and 12.20 in the adipose 
tissue; DBP: 1.44 and 1.83 in the muscle. 9.42 and 9.64 in the adipose tissue - in mg/kg of the original sample). Total amount 
of DBP in broilers was eight fold less than DEHP. DBP was equally distributed in all the followed tissues, while DEHP was 
mainly accumulated in the fat tissue. After 14 days of application, DBP content in the skin was 0.9, muscle 0.19. mesenterial 
fat 3.13 and in the liver 0.27 mg/kg. DEHP content in the skin was 8.28, muscle 1.93, mesenterial fat tissue 18.20 and in the 
liver 0.32 mg/kg of the original sample (average from six experimental broilers). Fourteen and twenty eight days after the 
last application, a high persistence of both phthlates was detected in the body of broilers. The adipose tissue is the best 
indicator for the presence of phthalates in the organism. The tissues of control pigs and broilers contained both DEHP and 
DBP in detactable concentrations and also the presence of phthalates originating from the contaminated feed was confirmed. 
All samples collected from the feed mixtures currently available on the market, which were used for the feeding of experi­
mental and control animals, contained DEHP and DBP (DEHP 0.24-1.77, DBP 0.06-2.37 mg/kg of feed). These are original 
results since phthalate fate in the body of livestock animals had not been studied previously. Confirmation of the presence 
and distribution of toxic phthalates in the body of livestock animals after peroral administration is very important for the 
safety of raw ingredients and animal food products.

phthalates; feed; distribution and cumulation; pigs; broiler chicks; analysis; biological material

ABSTRAKT: Po perorální aplikaci byla sledována distribuce a kumulace nejtoxičtějších ftalátů di-2-ethylhcxyl flalátu (DEHP) 
a di-n-butyl ftalátu (DBP) ve tkáních prasat a kuřecích brojlerů. V krvi a moči byl vedle DBP a DEHP sledován i mono-2- 
-ethyhexyl ftalát (MEHP), metabolit DEHP. Ftaláty byly aplikovány per os po dobu 14 dní prasatům v dávce 5 g na kus 
a den (rozpuštěné v jedlém oleji a přidané do prvního podílu krmivá) a brojlerům v dávce 100 mg na kus a den (v želatinové 
tobolce) přímo do volete. Ftaláty byly analyzovány u prasat v játrech, ledvinách, plicích, mozku, srdci, svalovině, ledvinovém 
a podkožním tuku; u brojlerů ve svalovině. kůži, játrech a mesenteriálním tuku, a to po I4denní aplikaci a dále za 14 a 28 dní 
od ukončení aplikace. Pokusná zvířata byla v průběhu pokusu bez klinických příznaků onemocnění. Po aplikaci DEHP byl 
zjištěn v krvi a moči prasat a v krvi brojlerů metabolit MEHP. Byl potvrzen lipofilní charakter DEHP a DBP. Po I4denní 
aplikaci DEHP a DBP byly nalezeny nej vyšší koncentrace ve svalovině a podkožním tuku pokusných prasat (DEHP: svalovina 
1,22 a 1,43. podkožní tuk 14,37 a 12,20; DBP: svalovina 1,44 a 1.83, podkožní tuk 9,42 a 9,64 mg/kg původního vzorku).
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Kumulace DBP u brojlerů byla v průměru osmkrát nižší než DEHP. V těle brojlerů se DBP distribuoval rovnoměrně ve všech 
sledovaných tkáních. DEHP se kumuloval převážně v tukové složce. Po 14denni aplikaci byl obsah DBP v kůži 0.90. ve 
svalovině 0,19, v mesenteriálním tuku 3,13 a v játrech 0,27 mg/kg původního vzorku, obsah DEHP byl v kůži 8,28, ve 
svalovině 1.93, v mesenteriálním tuku 18,20 a v játrech 0,32 mg/kg původního vzorku (průměry ze šesti pokusných brojlerů). 
Za 14 a 28 dní od ukončeni aplikace byla zjištěna vysoká perzistence obou ftalátů v těle brojlerů. Tukové tkáně jsou vhodnými 
indikátory při zjišťování obsahu ftalátů v organismu. Ve tkáních koňtrolnich prasat a brojlerů byly nalezeny měřitelné kon­
centrace DEHP a DBP a potvrzena kumulace ftalátů z kontaminovaného krmivá. Všechny vzorky komerčních krmných směsi, 
použité ke krmení pokusných a kontrolních zvířat, obsahovaly DEHP a DBP (DEHP 0,24 až 1,77, DBP 0,06 až 2.37 mg/kg 
krmivá). Dosažené výsledky jsou původní, osud ftalátů v těle hospodářských zvířat nebyl dosud studován. Potvrzení kumulace 
a distribuce toxických ftalátů v těle hospodářských zvířat po perorálni aplikaci je významné z hlediska zdravotní nezávadnosti 
surovin a potravin živočišného původu.

ftaláty; krmivá; distribuce a kumulace: prasata; kuřecí brojleři; analýza; biologický materiál

INTRODUCTION

Phthalic acid esters (PAE) are compounds which have 
been largely used in the chemical industry (because of 
their plasticizing and adhesive properties). However, 
they belong to the most hazardous environmental pol­
lutants (Warns, 1987; Tan, 1995). PAEs from packaging 
materials can penetrate into food (Page and Lacroix, 
1992; Nerin et al„ 1993) whereas PAEs from PVC 
tubings used for health care purposes can migrate into 
the human body (Khaliq et al„ 1992; Plonavit et al„ 
1993). PAEs are non-genotoxic carcinogens. It has been 
demonstrated on laboratory animals (mice, rats, mon­
keys, guinea pigs) that they have embryotoxic and tera­
togenic effects (Hellwig et al., 1997; Ema et al., 1997), 
spermiotoxic (Fukuoka et al., 1994; Zhou et al., 1990; 
Parmar et al., 1995), nephrotoxic (Crocker et al„ 1988), 
hepatotoxic (Okita and Okita, 1992; Canning et al., 
1989) and/or carcinogenic ones (Klaunig et al., 1988; 
Eagon et al., 1994) and that they disturb membrane 
functions (Kelleret al., 1991; Bojes and Thurman, 1994). 
In the recent years a proof was furnished of estrogenic 
effects produced by some phthalates (Jobling et al., 
1995; Roy et al„ 1997). The most common and toxic 
phthalates are di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) and 
di-n-butyl phthalate (DBP). The lipophilic character of 
the above phthalates and thus cumulation in the adipose 
tissue of biological materials are due to their chemical 
structure. Data about the cumulation of these esters in 
the organism are mostly encountered in the metabolic 
studies on laboratory animals (Chu et al., 1978; Albro 
and Lavenhar, 1989; Barron et al., 1989, 1995). So far 
there has not been any information obtained on these 
esters cumulation in organs and tissues of livestock 
animals. Phthalic acid diesters are equally metabolized 
in the organism regardless of the animal species. The 
hydrolase group is catalysed in the pancreas and GIT 
by means of esterase into biologically reactive 
monoester. During DEHP metabolism, there is a release 
of mono-2-ethylhexyl phthalate (MEHP) and 2-ethyl- 
hexanol, which is carcinogenic, active element in the 
oxidative phosphorylation and decrease of the ion-gradi­
ent in the mitochondria (Keller et al„ 1991). Monoesters 
after being reabsorbed from the gastrointestinal tract to

the liver, kidney and urinary bladder, are metabolized 
by the isoenzymes cytochrome P450 into many oxi­
dated metabolites. The amount of these metabolites and 
mode of excretion of PAE residues differ in various 
animals. For example rats excrete more metabolites 
through the urine, in a conjugated form (glucuronides) 
than monkey and man (Dirven et al., 1993; Keller et 
al„ 1991; Albro and Lavenhar, 1989; Egestad et al., 
1996). Barron et al. (1989, 1995), described similar 
metabolism in the bile of fishes.

The aim of this investigation was to study the dis­
tribution and cumulation of DEHP and DBP in the tis­
sues of pigs and broiler chicks after the repeated oral 
administration, and assess PAE level in the body of 
livestock animals from the point of view of safety of 
food of animal origin.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

Phthalic acid esters (DEHP and DBP) from Merck 
Co (Germany) were used. The concentration of DEHP 
was 98% and that of DBP 99%. For PAE analysis in 
biological materials, we used standards with 99.9% pu­
rity, DEHP and DBP supplied by Supelco (USA). MEHP 
was synthesized at the University of Chemical Tech­
nology, Department of Organic Chemistry. Prague.

Experiments - pigs

Phthalates application (DEHP and DBP) was fol­
lowed in two independent experiments. In each experi­
ment 6 piglets from the same litter of Large White 
breed (3 boars and 3 gilts) were used. Prior to the 
experiment, piglets were kept separetely and later were 
put in the experimental room of the institute. DBP was 
applied in April and May, 1996, and DEHP in Novem­
ber and December, 1996. The weight of pigs before the 
experiment is given in Tab. III. Pigs were fed with 
commercial feeds according to the age category.

DEHP and DBP were dissolved in edible sunflower 
oil and added to the first portion of feed ration in the
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morning feed at an amount of 5 g per head, daily. 
Phthalate was orally applied to four experimental pigs 
for 14 days. Two control pigs received sunflower oil. 
Before starting the experiment, 7 and 14 days after the 
application, blood samples (from the superior vena cava) 
and urine collected spontaneously were analyzed for 
DEHP. DBP, and MEHP presence. After 14 days of 
administration, two experimental and two control pigs 
were killed. The remaining two experimental pigs were 
fed with commercial feeds, and killed fourteen and 
twenty-eight days after the last day of phthalate appli­
cation. Blood and urine samples were colllected before 
slaughtering. After slaughtering, the following samples 
were collected for PAE analysis: liver (right lobe), kid­
ney (right), lungs (right lobe), brain (right hemisphere), 
heart (right ventricle), muscle (caudal femoral muscles 
of the right lower limb), adipose tissue (subcutaneous 
tissue at the level of thoracic vertebrae and renal fat).

Experiment - broiler chicks

ISA Vedette broilers were bought from Ing. J. Ko- 
ciana’s farm in Brno. Prior to the experiment, broiler 
chicks were kept in the experimental room for a week 
so as to acclimatize. Later they were divided into groups, 
each group contained 6 broilers. All were kept in cages. 
The average broiler weight before the experiment was 
750 g (Tab. V).

DEHP and DBP, each in a dose of 100 mg, were 
separately added to the contents of gelatinous capsules 
filled with the BR2 feed mixture for broiler chicks. The 
gelatine shells, typically enclosing medicinal drugs, were 
used in the experiment to administer the abovemen­
tioned, exactly weighed out quantity of a phthalate. 
Everyday, one capsule was applied to each of the ex­
perimental broilers directly to the crop before morning 
feed. The control group broilers received capsules filled 
with feed only.

Each phthalate was orally administered to 18 broilers 
for 14 days. After this treatment, six broilers were 
killed. Fourteen days after the last day of phthalate 
application, other six broilers were killed. The remain­
ing six broilers were slaughtered twenty-eight days af­
ter the last application of a phthalate. Both DEHP and 
DBP experiments were performed simultaneously. Con­
trol animals were also 18, which were slaughtered with 
the same time interval as the experimental broilers. Ex­
periments had been conducted in March and April, 1997.

Before slaughtering, animals were weighed and blood 
samples were collected by heart puncture for DEHP, 
DBP and MEHP analysis. Broilers were clipped with­
out using hot water and samples were collected for 
PAE analysis. Livers were individually weighed and 
pooled samples were analyzed due to their small weight 
(six livers from each group). Muscle (pooled samples 
of breast and thigh muscles), skin (thoracic area), and 
mesenterial fat were examined for DEHP and DBP. In 
broilers, which were killed immediately after the phtha­

late application, tissues (besides liver) and blood were 
used for the determination of DEHP and DBP. While 
in the rest (i.e. groups slaughtered 14 and 28 days after 
the last day of phthalate administration respectively) of 
broilers and the control group, the samples to be ana­
lyzed were prepared by pooling 6 individual samples 
of blood, muscle, skin and mesenterial fat in proportion 
to their respective mass values.

All samples of the feed mixtures used throughout 
our experiments on pigs and broiler chicks were con­
trolled for DEHP and DBP content.

Applied methods

Tissue samples were immediately collected after the 
slaughtering. Then, they were homogenized, put in 
Petri dishes and left to freeze. Frozen samples and feed 
samples were lyophilized and subsequently PAE resi­
dues were extracted by n-hexane. PAE was separated 
from its co-extracts by means of gel permeation chro­
matography into gel Bio beads S-X3. To complete the 
cleaning of feed eluates, concentrated sulphuric acid 
was used. PAE was determined by high-performance 
liquid chromatography on Separon SGX C 18 with UV 
detection at 224 nm (diode array detector).

Blood samples were analyzed immediately after the 
collection. For the quick determination of blood DEHP, 
DBP and MEHP a procedure based on the extraction 
of PAEs by ethyl acetate was used. MEHP was ex­
tracted after DEHP and DBP by adding citrate buffer. 
The applied methods have been developed and vali­
dated by the same team of authors as referred below 
(Jarošová el al., 1998).

Determination of DEHP, MEHP and DBP in urine

Urine samples were examined immediately after col­
lection. An amount of 250-500 ml of urine was diluted 
with the same quantity of distilled water. DEHP and DBP 
are extracted by 30, 20 and 20 ml of dichlormethane in 
a funnel. All the extracts are then concentrated in a heart­
-shaped flask on the rotary vacuum evaporator (water­
-bath temperature 40 °C), and are evaporated until dry 
under the pressure of a nitrogen stream. The evaporated 
substance is dissolved in 100-500 pl of acetonitrile for 
HPLC determination. After DEHP and DBP extraction, 
phosphoric acid was added to the urine solution to bring 
it to a pH of 2. Then. MEHP was extracted by dichlor­
methane using the same procedure mentioned previously. 
PAE determination by HPLC method is in accordance 
with PAE determination in blood (Jarošová el al.. 1998). 
The limit of detection for DEHP, MEHP and DBP in 
urine is I pg/1. For a concentration of 2 pg/l of urine, 
the obtained PAE is ± R.S.D. (%) as follows: DEHP 
98.0 ±9.7; DBP 100.0 + 10.1; MEHP 89.0 ± 10.9 (n = 8).

All feed and tissue samples were analyzed in trip­
lets, and blood and urine samples in duplicates. DEHP 
and DBP are found in tissues and calculated both in

VET. MED. -CZECH. 44. 1999 (3): 61-70 6.3



I. Concentration of DEHP and MEHP in tisues (A = mg/kg extracted fat, В = mg/kg original sample) blood (ng/g whole blood), urine (pg/l) of controls (C), experimental (E) pigs after 14 days of application (5 g 
per head, daily) and 14 and 28 days after the last application

Concentration of DEHP and MEHP*

14 days of application - days after the last application - days
Sample 0 7 14 14 28

El E2 E3 E4 El E2 E3
El E2 E3 E4 Cl C2 E3 E4

A В A В В В A В A В A В A В

Muscle 29.58 1.22 23.51 1.43 2.43 0.10 1.65 0.09 13.20 0.48 4.88 0.46

Renal fat 22.55 18.17 28.05 20.03 0.37 0.18 0.30 0.15 9.02 6.41 9.20 6.90

Subcutaneous fat 19.21 14.37 18.24 12.20 0.68 0.42 <0.20 0.07 10.05 5.63 8.30 6.31

Kidneys 1.40 0.12 3.29 0.31 <0.20 <0.01 <0.20 <0.01 0.91 0.08 <0.20 <0.01

Lungs 14.56 0.89 13.00 1.14 0.23 0.01 0.25 0.01 4.69 0.20 3.21 0.20

Brain 0.37 0.03 0.21 0.02 0.22 0.02 <0.20 0.02 <0.20 <0.01 <0.20 <0.01

Heart 11.42 0.36 13.04 0.92 <0.20 <0.01 <0.20 <0.01 7.09 0.31 <0.20 <0.01

Liver 0.80 0.20
0.20+ 0.48 0.01

0.50+ <0.20 <0.01,
<0.0Г <0.20 <0.01

<0.01+ 0.15 <0.01
<0.01+ <0.20 <0.01

<0.0 Г

Blood <30
<30*

<30 
29l +

91 
309+

56 
25O+

136 
484+

<30
<30+

<30
<30+

<30
123*

<30
248+

<30
<30*

<30
<30+

<30
<30+

<30
<30+

Urine
<1

<r 23+ 19* 714* 1354*

<1 

163*

<1 

161*

<1

900+

<1

670+

<1

<1+

<1

<r

<1

<1 +

<1

<r

Detection limit for DEHP in adipose tissues - 0.20 mg/kg, DEHP and MEHP+ in tissues with low fat content - 0.01 mg/kg
Detection limit for DEHP and MEHP+ in the blood - 30 ng/g of whole blood, in the urine 1 pg/l of urine
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II. Concentration of DBP in tissues (A = mg/kg extracted fat, В = rng/kg original sample), blood (ng/g whole blood), urine (|ig/l) of controls (C) experimental (E) pigs after 14 days of application (5 g per head, 
daily) and 14 and 28 days after the last application

Sample

Concentration of DBP

14 days of application - days after the last application - days
0 7 14 14 14 28

El E2 E3 E4 El E2 E3 E4
El E2 E3 E4 Cl С2 E3 E4

A В A В В В А В А В A В A В
Muscle 22.80 1.83 28.40 1.44 0.38 0.05 1.28 0.02 17.20 1.04 8.34 0.46
Renal fat 0.24 0.19 0.19 0.11 0.30 0.19 0.10 0.06 0.37 0.30 0.85 0.77
Subcutaneous fat 10.20 9.64 10.00 9.42 1.15 1.09 0.29 0.20 2.40 2.04 2.40 2.01
Kidneys 2.50 0.05 1.68 0.04 1.34 0.05 0.92 0.02 1.82 0.04 1.21 0.02
Lungs 4.16 0.09 1.15 0.02 1.02 0.02 1.90 0.03 2.05 0.03 1.36 0.02
Brain 4.00 0.36 1.37 0.11 <0.20 <0.01 <0.20 <0.01 5.66 0.48 1.36 0.12
Heart 5.18 0.18 1.29 0.02 1.32 0.02 3.92 0.08 7.53 0.32 10.27 0.38
Liver 3.33 0.07 0.51 0.02 <0.20 <0.01 <0.20 <0.01 2.55 0.11 0.76 0.04
Blood <30 <30 <30 <30 <30 <30 <30 <30 <30 <30
Urine <1 3 - 3 12 40 18 4 6 <1 <1 <1 <1

Detection limit for DBP in adipose tissues - 0.20 mg/kg. in tissues with low fat content - 0.01 mg/kg
Detection limit for DBP in the blood - 30 ng/g of whole blood, in urine I pg/l of urine



relation to the extracted fat amount (values in A) and 
to the original sample mass (values in B). In the case 
of feed and urine samples, PAE is calculated in relation 
to the original sample mass, while in blood samples 
PAE is calculated in relation to the whole blood. Since 
the MEHP metabolite appears to be a polar compound, 
its concentration in liver, blood and urine is calculated 
in relation to the mass of the original sample.

For the assessment of results the program STAT 
Plus, version 1.01 (Matoušková et al., 1992) was used. 
The following mathematico-statistical parameters were 
used in the paper: arithmetical mean, number of sam­
ples - л, standard deviation - S.D., significance level - 
p (when assessing the groups by Students’s r-distribu- 
tion test).

RESULTS

During the experiment, animals showed no clinical 
signs of any disease. The distribution of DEHP, MEHP 
and DBP in the tissues, in the original sample, the phtha­
late level in the blood and urine of experiment and 
control animals at day 14 of application, and 14 and 
28 days after the last day of administration are given 
in Tabs. I and II. During the 14 days of phthalate ap­

plication, DEHP was confirmed in the blood and urine 
by the presence of MEHP. The level of blood and urine 
DEHP and DBP in the samples was mostly below the 
detection threshould of the applied methods.

The weight values of organs (g) of the experimental 
and control pigs along with the values of the total body 
weight of pigs before the experiment and slaughtering 
are given in Tab. III.

The distribution of DEHP and DBP in the tissues 
and the results of blood analysis of broilers and control 
group at day 14 of application, and 14 and 28 days after 
the last application are summarized in Tab. IV. After 
14 days of DEHP and DBP application, no phthalate 
residues were demonstrated in the blood of experimental 
broilers. Blood MEHP concentrations (detection thresh­
old 30 pg/kg of blood) after 14 days of DEHP applica­
tion varied from undetectable levels below 30 up to 
223 pg/kg (< 30, < 30, < 30, 60, 150, 223).

Tab. V shows the average weight of liver (g), S.D. 
and average body weight (kg) of broilers before the 
experiment and killing. The only observed statistically 
significant difference in liver weight was between the 
control and experimental animals (p = 0.01) after 14 days 
of DBP application. However, no significant difference 
was observed in the total average body weights of ex­
perimental and control broilers.

III. Weight of organs (g) of killed pigs, total body weight (kg) of control (C) and experimental (E) pigs after 14 days of oral DEHP and 
DBP application (5 g per head, daily) and 14 and 28 days after the last application

1 Phthalate
Weight

after 14 days of application
after last application

14 days 28 days

DEHP El E2 Cl C2 E3 E4

Organs (g)

1 170 900 980 960 790 1 100

kidney - right 100 100 95 100 70 105

: kidney - left 105 100 100 100 70 105

! heart 225 200 190 200 170 270

! lungs 570 460 460 465 480 580

: brain 110 80 80 90 90 90

■ Body weight (kg)

before experiment 50 39 36 39 33 41

- before slaughter 53 43 40 43 43 56

DBP El E2 Cl C2 E3 E4

Organs (g)

1 4(X) 1 760 1 950 1 450 1 8(X) 1 800

kidney - right 132 150 190 170 190 200

kidney - left 130 158 162 172 180 200

heart 375 385 465 405 260 510

lungs 685 560 620 850 1 230 950

brain 100 105 105 110 120 110

Body weight (kg)

; before experiment 65 80 110 90 100 117

before slaughter 80 90 120 100 110 135
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IV. Concentration of DEHP. MEHP and DBP in tissues (A = mg/kg of extracted fat. В = mg/kg of original sample) and blood (ng/g whole 
blood) of control (C) and experimental (E) broilers after 14 days of oral application (100 mg DEHP or DBP per head, daily) and 14 and 28 
days after the last application

Phthalate

Sample

Phthalate concentration

after 14 days of application
after the last application

14 days after 28 days after

E C E C E C

A В A В A В A В A В A В

DEHP

Muscle 25.96 
(11.32-44.30)

1.93 
(0.84-3.30) 2.54 0.11 9.37 0.42 0.78 0.02 8.78 0.22 1.15 0.04

Skin 26.59 
(9.95-41.79)

8.28 
(3.41-14.34) 3.08 1.07 9.03 3.20 0.68 0.23 8.21 2.75 0.53 0.18

Adipose tissue 31.00 
(14.99-48.94)

18.20 
(8.80-28.73) 0.33 0.24 14.40 10.65 0.41 0.30 7.94 5.95 0.55 0.41

Liver 6.31 0.32 0.47 0.02 3.45 0.25 0.32 0.02 0.57 0.04 0.29 0.02

Blood <30 <30 <30 <30 <30 <30

MEHP

Liver 0.15 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

Blood «30-223) <30 <30 <30 <30 <30

DBP

Muscle 3.79 
(2.36-7.05)

0.19 
(0.12-0.35) 1.03 0.05 3.35 0.11 2.34 0.20 2.48 0.08 2.14 0.10

Skin 3.02 
(2.22-4.88)

0.90 
(0.64-1.41) 1.10 0.38 1.88 0.63 2.02 0.22 1.80 0.62 0.42 0.15

Adipose tissue 4.39 
(3.59-5.54)

3.13 
(2.56-3.95) 0.75 0.54 2.04 1.54 0.30 0.26 1.16 0.82 0.92 0.64

Liver 4.47 0.27 1.63 0.07 1.51 0.09 0.51 0.03 0.90 0.07 0.25 0.02

Blood <30 <30 <30 <30 <30 <30

Detection limit for DEHP and DBP in adipose tissues - 0.20 mg/kg, for DEHP. MEHP and DBP in tissues with low fat content - 0.01 mg/kg
Detection limit for DEHP. MEHP and DBP in the blood - 30 ng/g of whole blood

V. Average liver weight (g) of slaughtered broilers and average body weight (kg) of experimental and control (C) broilers after 14 days of 
DEHP and DBP oral application (100 mg per head, daily) and 14 and 28 days after last application (» = 6)

Sample

Weight

after 14 days of application
after the last application

14 days after 28 days after

DEHP DBP C DEHP DBP C DEHP DBP C

Liver (g)

mean 51.0 56.0* 49.0 67.5 59.3 63.5 90.8 75.0 82.5

S.D. 2.4 7.0 1.2 8.6 6.4 7.1 16.9 12.7 14.3

Average live weight (kg) 

before experiment 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75

before slaughter 1.65 1.65 1.62 2.65 2.90 2.70 3.80 3.65 3.70

• p< 0.01

The values of DEHP and DBP content (mg/kg feed) 
in the combined feed mixtures for pigs and broilers, 
which were used for feeding both experimental and 
control animals, are given in Tab. VI. All samples of 
commercial feeds were positive for phthalates, and the 
total DEHP and DBP concentration in most samples 
exceeded I mg/kg.

DISCUSSION

The dosage of DEHP and DBP applied repeatedly 
per os to the pigs (5 g per head daily) and broilers 
(100 mg per head daily) was chosen in such a way so 
as to avoid intoxication, however to ensure measurable 
levels of phthalates in the analyzed organs and tissues.
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VI. DEHP and DBP content (mg/kg of feed) of the feed provided to 
control and experimental pigs and broilers

Sample
Phthalate concentration

DEHP DBP E DEHP+ DBP

1 - cos 0.49 0.45 0.94

2-Al 0.24 0.47 0.71

3 - A2 0.35 0.61 0.96

4- A3 0.44 0.66 1.10

5 - A3 0.34 0.32 0.66

6 - A3 0.45 0.52 0.97

7 - A3 0.33 0.96 1.29

8 - BR2 1.77 2.37 4.14

9 - BR2 0.24 0.06 0.30

Detection limit for DEHP and DBP - 0.02 mg/kg of feed

The common dosage of DEPH and DBP applied per os 
to rats is 1-3 g/kg of body weight (Thomas and Northup, 
1982; Albro and Lavenhar, 1989). The dose of DEHP 
or DBP applied in our experiments was 20-60 fold less 
than that applied in rats.

The concentration of DEHP and DBP in the blood 
and urine of pigs during the 14 days of application 
(Tabs. I and II) was quite low, the values being distrib­
uted closely to the detection threshold of the applied 
methods. High exposure of an organism to DEHP can 
be confirmed by the analysis of blood and urine MEHP, 
which is formed very fast during DEHP metabolism in 
the gastrointestinal tract by the enzyme esterase 
(Dirven et al., 1993). This is supported by our results 
in Tab. I.

Similar results were obtained from the assessment 
of DEHP and DBP distribution in the organs and tis­
sues (Tabs. I and II). The highest DEHP level was in 
the subcutaneous and renal fat, muscle, heart and lungs. 
DEHP amount in liver and kidney was low, probably 
due to MEHP formation, which was found in the liver 
at a concentration of 0.2 and 0.5 mg/kg after the 14-day- 
-period of DEHP application. Fourteen and twenty-eight 
days after the last application, DEHP concentration in 
the organs decreased significantly. In muscle and adi­
pose tissue the DEHP value decreased by about 50%. 
The highest DBP amount was in the muscle and sub­
cutaneous tissue. While in the renal fat, it was signifi­
cantly less when compared to DEHP. We have no ex­
planation for this case. DBP, in comparison with DEHP, 
is uniformely distributed in the organs and tissues. 
Thus, we can assume that it has higher persistence in 
the organs and tissues than DEHP. Concerning the rate 
of DBP metabolism, its half-time elimination and spe­
cific metabolites (for example the monobutylester) no 
pharmacokinetic studies were available. The confirma­
tion of lipophilic character of DEHP and DBP and their 
presence and distribution in tissues and organs in de­
pendence on fat amount and DEHP or DBP persistence 
(values determined after 14 and 28 days from the ap­
plication period in tissues and some organs) can be

considered as original results about phthalate cumula­
tion in the body of pigs. Accordingly, the presence of 
toxic phthalates in the adipose tissue and muscle of 
pigs can be considered as an alarming situation from 
the point of view of food hygiene. After all, the said 
parts form the major edible portion of the slaughtered 
pig bodies.

Although the number of experimental pigs was 
limited (six piglets from one litter), and the individual 
variation in the cumulation and metabolical degrada­
tion of xenobiotics have to be accounted for, the ob­
tained results provide sufficient information for general 
conclusions about the general DEHP and DBP distri­
bution in the body of experimental pigs.

The investigation about the distribution of DEHP 
and DBP in broiler chicks was performed in broilers 
divided into groups, each containing six birds, includ­
ing the control group. Daily, over a 14-days period, 
100 mg phthalate were applied to each broiler. There 
was high cumulation of DEHP in the mesenterial fat. 
skin and muscle (Tab. IV) after its application. The 
DEHP level in the liver was low. MEHP concentration 
in the liver after 14 days of DEHP administration was 
0.15 mg/kg of the original sample. Fourteen and twenty­
-eight days after the last application of DEHP, the amount 
of DEHP decreased in all examined tissues (Tab. IV). 
This is attributed to the formation of MEHP and the so 
called „diluting factor“ due to increased weight of broil­
ers (Tab. V). Although equal dosage of DBP was ap­
plied orally, distribution results of DBP in the liver and 
tissues were significantly different from those of DEHP 
(Tab. IV). DBP cumulation was eight times lower than 
DEHP. DBP is equally distributed in adipose tissues, 
muscle and liver. Fourteen and twenty-eight days after 
the last application, there was a high DBP level due to 
the increased weight of broilers (Tabs. IV and V). The 
detected values in the muscle and skin indicate the per­
sistence of DBP and its slow metabolism. No DEHP 
and DBP were detected in the blood of experimental 
and control broilers. In the analysed individual broiler’s 
blood samples (slaughtered immediately after 14 days 
of DEHP application), MEHP level ranged from non­
-detectable concentration to 223 ng/g of whole blood 
(Tab. IV). Also, DEHP and DBP concentration in the 
tissues of these broilers had a wide range. The average 
and range of concentration of DEHP and DBP (n = 6) 
in the tissues are given in Tab. IV. The variability in 
the tissue DEHP and DBP concentration and blood 
MEHP in the broilers of one group, is probably at­
tributed to the various individual enzyme activities, and 
other body functions which are involved in the metabo­
lism of xenobiotics and excretion of organism. During 
their study, Barron et al. (1995), confirmed the large 
difference in DEHP level in the tissues of fishes.

Difference in the distribution, cumulation and per­
sistence of DEHP and DBP in the body of broilers and 
pigs could be caused by the different metabolism in 
mammals and birds, and partially due to distinct physico­
-chemical characters of both phthalates. DBP is a small
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molecule with short unbranched chain, allowing its par­
tial water solubility. While DEHP is water insoluble. 
Since the knowledge about the distribution and cumu­
lation of DEHP and DBP in the tissues and organs of 
pigs and broilers is original, results could not be com­
pared with other data. Facts about distribution and cu­
mulation of phthalates are not extensive even in other 
species of animals. During DEHP application to rats 
(1 g/kg body weight for 35 days), residues of DEHP 
were detected in fat and liver. Its biological half-time 
is 1-2 days in the liver and 3-5 days in fat (Albro and 
Lavenhar, 1989). In long-term DEHP administration to 
monkeys, DEHP residues were present in the liver, fat, 
heart and testicles even 14 days after its last application 
(Thomas and Northup, 1982). Barron et al. (1995) proved 
the highest DEHP cumulation in the bile of fishes.

Experimental and control animals were fed on com­
mercial feeds which contained DEHP and DBP 
(Tab. VI). In the most of the feed mixtures the concen­
tration of summed DEHP and DBP exceeded I mg/kg 
of feed. According to Law No. I 10/1997 on food and 
tobacco products and Ordinance No. 298/1997 by the 
Czech Ministry of Agriculture on food safety of vari­
ous foods and ingredients, the maximum allowed phtha­
late amount (expressed as the sum of DEHP and DBP) 
in the muscle of livestock animals is 2 mg/kg of the 
original sample and 4 mg/kg in fats. The ratio between 
these concentrations does not correspond to the experi­
mental level in the organism during the DEHP and 
DBP distribution in the tissues. From Tabs. I, II and IV 
it is obvious that when the concentration of DEHP in 
the muscle exceeds I mg/kg, its concentration in fat 
overpasses the limit 4 mg/kg. This reveals the incorrect 
stipulation of the phthalate limit in food and suggests 
a purely theoretical, inexact approach to the hygienic 
standards.

During the organ and tissue analysis of control pigs 
and broilers (Tabs. I, И, IV), measurable levels of DEHP 
and DBP were detected. In our case, contaminated feeds 
may be considered as the main source of phthalates, 
which may be contaminated in many ways. Besides this 
primary, most relevant source, dyes, paints, which are 
donors of high concentration of phthalates, could be 
regarded as secondary sources of contamination (i.e. 
plastics softened by DEHP up to the 40% of weight).

Results obtained in our study, concerning the distri­
bution and cumulation of DEHP and DBP are valuable 
from the point of view of food safety and protection 
against toxic phthalates.
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DEVELOPMENT OF A SENSITIVE RADIOIMMUNOASSAY
FOR IGF-I DETERMINATION IN SAMPLES FROM BLOOD PLASMA
AND CELL-CONDITIONED MEDIUM

ROZPRACOVANIE CITLIVÉ! RADIOIMUNOANALÝZY
PRE STANOVENIE IGF-I VO VZORKÁCH KRVNEJ PLAZMY
A BUŇKAMI KONDICIOVANÉHO MÉDIA

A. Makarevich, A. Sirotkin

Research Institute of Animal Production, Nitra, Slovak Republic

ABSTRACT: This paper describes the development of a versatile non-equilibrium RIA for measurement of IGF-I concentra­
tions in animal samples obtained from both in vivo and in vitro sources. Assay parameters for this IGF-I RIA indicated that 
the assay is accurate (96.2% of IGF-I recovery), precise (intra- and interassay coefficients of variation < 10 and 16% resp.) 
and sensitive (0.1 ng/ml at the 95% confidence limit). Determination of IGF-I concentration in blood plasma of sheep and 
nutria, serum of adult goat and bovine fetuses, as well as in bovine and nutria granulosa cell-conditioned medium demonstrated 
the validity of this assay system. From the results, we conclude that this IGF-1 assay will be useful for analysis of samples 
obtained from in vivo or in vitro systems. -

IGF-I; radioimmunoassay; blood plasma; cell incubate; nutria; cow; goat; sheep

ABSTRAKT: Táto práca popisuje rozpracovanie neekvilibrovanej metody RIA pre všestranné stanovenie IGF-I vo vzorkách 
zvierat získaných v pokusoch in vivo alebo in vitro. Vyhodnotenie parametrov analýzy ukazuje, že táto metoda má vyhovujúcu 
presnosť (odhalitefnosť IGF-I vo vzorkách 96,2 %), preciznost (vnútri- a medziskupinové variačně koeficienty < 10, resp. 
16 %) a citlivost 0.1 ng/ml pri 95% doveryhodnosti). Použitetnosť metody bola preukazná pri stanovení koncentrácie IGF-I 
v krvnej plazme oviec a nutrií, krvnom sére dospělých koz. fetálnom telacom sére. a taktiež v médiu kondiciovanom granu- 
lóznymi buňkami krav a nutrií. Výsledky testov ukazujú, že táto procedura móže být vhodná pre analýzu vzoriek získaných 
pri experimentech in vivo aj in vitro.

IGF-I: radioimmunoassay; krvná plazma: buňkový inkubat; nutria; krava; ovca

INTRODUCTION

Growth factors are the main stimulators of cell pro­
liferation and secretory activity, and furthermore have 
been shown to increase body weight, meat and milk 
production and reproduction in animals and humans.

The most recognized member of the growth factor 
family is insulin-like growth factor I (IGF-I), which 
was isolated and sequenced from amniotic fluid by Rin­
derknecht and Humbel (1978). IGF-I is a low-molecu­
lar weight peptide (MW 7500), whose structure and 
effects are similar to proinsulin and insulin. The pro­
duction of IGF-I has been reported in various tissues 
including ovarian granulosa cells from cattle (Spicer el 
al., 1993) pig (Hammond et al., 1991), rabbit (Herrler 
et al., 1992) rat (Hernandez et al„ 1988) and human 
(Giudice, 1992; Sirotkin and Schaeffer, 1995), as well 
as oviductal cells of cattle (Schmidt et al„ 1994; 
Makarevich and Sirotkin, 1997) and pig (Lee et al., 
1992). Moreover, the presence of IGF-I has also been 
documented in human blood serum (Blum et al., 1992),

bovine milk (Schams, 1994), ovarian follicular fluid of 
cattle (Spicer et al.. 1988), pig (Hammond. 1981) and 
sheep (Basiouni et al., 1994) as well as porcine oviduc­
tal fluid (Wiseman et al., 1992).

Synthesis of IGF-I in the ovary and other tissues is 
regulated by growth hormone, gonadotropins and ster­
oids (Giudice, 1992; Hammond et al., 1991), suggest­
ing that IGF-I may be the messenger between the clas­
sical endocrine system and animal production. Due to 
the important role of IGF-I. the development of a sen­
sitive assay for the IGF-I is necessary. At present, suf­
ficiently sensitive and acceptable IGF-I assay for both 
in vivo and in vitro samples has not been developed yet. 
Most commercial kits for the determination of IGF-I 
concentration are intended mainly for measurement in 
blood plasma or serum (in vivo system), where these 
levels are relatively high. The IGF-I concentrations in 
conditioned media are 10-100 times lower than in 
blood or plasma, making the use of existing commer­
cial kits invalid. Thus, the development of an assay, 
which could measure low IGF-I concentrations in the
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samples produced from in vivo or in vitro sources, is 
needed. In the present study, we developed a sensitive 
radioimmunoassay (RIA), which enabled us to deter­
mine the IGF-I concentrations in both blood and cell- 
conditioned medium.

MATERIAL AND METHODS

Reagents

All inorganic components used for preparation of 
assay buffers and salt solutions, if not specified other­
wise, were purchased from Lachema (Brno. Czech Re­
public).

Human recombinant IGF-I (MW 7500) was pur­
chased from Sigma (St. Louis, USA); rabbit anti-hu­
man IGF-I antiserum (UB2-495) was kindly provided 
by L. Underwood and J. Van Wyk (University of North 
Carolina, Chapell Hill); carrier-free NaI125 (tracer) 
was provided by Lacomed (Prague, Czech Republic); 
swine anti-rabbit antiserum (SwAR/G RIA) was pur­
chased from Sevac (Prague, Czech Republic). Normal 
rabbit serum from non-cycling New-Zealand rabbit fe­
males was kindly provided by Dr. J. Rafay (Research 
Institute of Animal Production, Nitra, Slovakia). Fetal 
calf heat-inactivated serum was purchased from Sigma.

Preparation of Il25-labelled IGF-I (tracer)

I125-labelled IGF-I was prepared by a chloramine 
T procedure (Wilson & Miles, 1977) modified as follows:

1 m Ci or 0.5 m Ci of carrier-free Na I125 was added 
to 10 pg of human recombinant IGF-I diluted in 20 pL 
of 0.2M phosphate buffer, pH 7.4 (with phenol red). 
The reaction was initiated by addition of 40 pg of 
chloramine T (Fluka, Buchs, Switzerland) in 10 pl of 
deionized water and stopped after 60 sec with 10 pl of 
sodium metabisulphite (5 mg/ml in 0.2M-phosphate 
buffer). The reaction mixture was brought up to 100 pl 
with phosphate buffer containing phenol red and fraction­
ated immediately on a GlasPac Column 0.8 cm x 30 cm 
(LKB, Bromma, Sweden) of Sephadex G-50 fine (Sigma). 
Collection of the labelled IGF-I fractions (MW > 7648) 
was completed when the phenol red (MW 366) reached 
the bottom of column. The presence of labelled ligand 
in eluate fractions was determined by TCA- (tri­
chloracetic acid) test (Wilson and Miles, 1977).

Sample preparation

In vivo samples
The samples of nutria blood plasma were kindly pro­

vided by D. Mertin (Department of Fur Animals, Re­
search Institute of Animal Production, Nitra, Slovakia). 
Venous blood was collected from arcus venosus dor­
salis digitalis of females from control group (normal

diet) and experimental group (food restriction up to 1/3 
normal diet) before (day 1), during (days 3 and 5) and 
at the end (day 7) of food restriction period. Plasma 
was collected after addition of 5% sodium citrate solution 
followed by a 30 min centrifugation at 2 000 g at 4 °C.

The samples of sheep blood plasma were kindly pro­
vided by A. Gladycz (The Kielanowski Institute of 
Animal Physiology and Nutrition, Jablonna, Poland). 
The jugular vein of non-cycling Polish Lowland ewes 
was canulated 24 hours before blood collection. Blood 
samples were collected at 15 min intervals over 4 hours 
and centrifuged at 2 000 g at 4 °C. Goat serum was 
prepared from the blood of adult Angora goat as de­
scribed previously (Makarevich et al., 1994).

In vitro samples
For in vitro samples, we collected medium DME/F 

12 conditioned by bovine granulosa cells, that was pre­
pared as described previously (Sirotkin and Nitray, 1994).

After in vivo experiment nutria were slaughtered and 
the recovered ovaries were used for the in vitro study. 
Ovarian granulosa cells were isolated from the preovu­
latory ovarian follicles by aspiration and cultured in 
24-well plates (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) 
in the DME/F 12 culture medium (Sigma) for 3-4 days. 
Afterwards, the incubation medium was collected by 
careful aspiration and stored as described below.

Immediately after collection, samples of blood 
plasma (100 pl). serum (100 pl) or conditioned medium 
(500 pl) were mixed with 20 pl of 2.5% Triton XI00 
(Serva, Heidelberg, Germany) in deionized water to 
inhibit protease activity and stored at -20 °C until use. 
Before IGF-I determination, the samples were thawed 
at room temperature, and IGF-I was separated from the 
binding proteins by the following extraction-neutraliza­
tion procedure: 100 pl of sample was added to 400 pl 
of acid-ethanol solution (87.5% of ethanol + 12.5% 2N 
HCI, v/v) for 30 min and centrifuged at 2 500 g for 60 
min. Then 100 pl of the supernatant was neutralized by 
adding of 200 pl of O.855M Tris-base (Sigma).

RIA was carried out by using the assay buffer. pH 
7.4 containing 0.03M sodium phosphate (monobasic, 
Sigma). 0.02% prolamin sulphate (grade I, Sigma), 0.02% 
sodium azide (Merck, Darmstadt, Germany), 0.0IM 
EDTA (Serva), and 0.05% Tween 20 (Sigma).

RIA procedure

A non-equilibrium assay procedure (Furlanetto et 
al., 1977, with our modifications) was carried out as fol­
lows: 100 pl of standards (human recombinant IGF-I di­
luted with the assay buffer to 100, 50, 25 10, I, 
0.1 ng/ml) or sample extracts, in triplicates, were added 
into assay tubes. Since expected concentrations of IGF- 
I in plasma are higher than the highest standard con­
centration given in our assay (100 ng/ml), plasma sam­
ples were diluted 1 : 20 in assay buffer. Thereafter, 100 
pl of a specific antiserum (rabbit anti-human IGF-I
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antiserum UB2-495) at working dilutions ranging from 
1 : 5 000 to 1 : 240 000 was added into the plastic tube. 
This antiserum at the dilution I : 18 000 exhibited 
1.5-1.9% cross-reactivity towards IGF-II and negli­
gible cross-reactivity with EGF and GH. After incuba­
tion at room temperature for 1 day, 100 p.1 of Nal125- 
IGF-I in the assay buffer was added to give a final 
radioactivity of 20 000-120 000 cpm/tube. After a fur­
ther 24 h incubation, the complex ligand/antiserum was 
precipitated using a 1 h incubation with reaction mix­
ture containing 100 ml of swine anti-rabbit antiserum 
(SwAR/G RIA, precipitating antiserum) diluted to 1 : 15 
with assay buffer and 100 pl of normal rabbit serum 
(NRS) diluted 1 : 50. To enhance the separation be­
tween bound and unbound radiolabelled ligands, the 
precipitated complex was sedimented after a 20 min 
incubation with 500 pl of 17% PEG 6000 (Fluka, Swi­
tzerland) and subsequent 20 min centrifugation at 2 500 g.

For cell-conditioned medium, normal rabbit serum 
at the dilutions I : 10 to 1 : 100 was added to the 
mixture with precipitating antiserum, to promote sepa­
ration of bound and unbound fraction.

Radioactivity was measured using a gamma-counter 
Cobra 2001 (Canberra-Packard, Meriden, USA) with 
automatic estimation of IGF-I concentration in ng/ml.

RESULTS AND DISCUSSION

Evaluation of labelling technique

The chloramine-T technique used in our procedure 
was found to be successful for IGF-I labelling. This 
technique provided a high yield of peptide-isotope 
binding (specific activity 74.6 pCi/pg), as determined 
by TCA precipitation test.

We tested two concentrations of Il25-sodium to se­
lect the appropriate dose for optimal iodination of IGF- 
I peptide. At a dose of 40 MBq (1 mCi), a 50% of 
isotope was incorporated probably due to a disbalance 
between ligand and isotope amounts. Consequently, ex­
cessive Nai125 passed through the column as a free 
isotope (4th and 5th peaks, Fig. la.; 2nd peak, Fig. lb). 
When a lower amount of isotope was used for the la­
belling, the first peak labelled IGF-I product was preva­
lent, and less than 20% of isotope appeared to be un­
bound (Fig. Ic).

The evaluation of 1251 IGF-I purification procedure

The ratio of bound radioactivity (labelled peptide) 
to total radioactivity after gel separation at the Nai125 
activity of 20 MBq or 0.5 mCi (Fig. 1c) are presented 
in Tab. I. Gel-filtration allowed the collection of the 
labelled IGF-I product in fractions 18-20. which cor­
responded to the first peak of radioactivity. The activity 
of labelled IGF-I in eluate was 0.33 mCi (or 4.5 pg/ml, 
as determined by TCA precipitation test). Approxi-

a

----- at 0.5 mi/ fraction

I. Purification of l25l-labelled IGF-I by gel filtration on Sephadex 
G-50:
a: 125-Iodine at dose of 40MBq (I inCi); the peaks of radioactivity 
are mean: I - labelled IGF-I associated in complex with BSA mole­
cules. I! - pure l25I - labelled IGF-I. Ill - degraded '“l-IGF-l 
products, IV and V - free isotope
b: 125-Iodine at dose of 40MBq (1 mCi); the peaks of radioactivity 
are mean: I - pure l25l-labelled IGF-I, II - free isotope
c: 125-Iodine at dose of 20MBq (0.5 mCi); the peaks of radioactivity 
are mean: 1 - pure l25I-labelled IGF-I. II - labelled products of 
IGF-I degradation. Ill - free isotope
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I. TCA-precipitation lest of fractions after gel separation on column with Sephadex G50

Number 
of fraction

Number 
of peak

Total radioactivity 
(cmp x 10-3)

TCA precipitate (bound radioactivity), (/i = 4) 
‘ (%)

i251-IGF-I in fractions (0.5 ml) 
<Mg)

18 1 1590.12 97.6 ± 6.4 1.9

19 1 2547.05 98.0 ± 8.9 3.04

20 1 1613.62 94.8 ± 5.2 1.87

21 1 721.103 93.8 ± 9.8 0.82

29 II 425.615 12.1 ± 1.5 0.106

40 111 444.818 5.3 ±0.15 0.046

mately 7.7 pg of IGF-I (0.57 mCi) were recovered in 
purified fractions. Fractions 18, 19 and 20 were used 
for RIA.

Thus, the procedure of Sephadex chromatography, 
used in our laboratory, assures that the assay is started 
with an almost pure labelled peptide product without 
overiodination and with practically no contamination 
with damaged components of free isotope. The final 
yield of eluates from Sephadex column has always 
been about 95-98% from the total radioactivity of 
125lodine presented in the respective eluates (Tab. I).

The extraction of the IGF-I from serum samples

IGF-I in blood and tissue fluids is presented mainly 
as a complex with specific binding proteins. These 
binding proteins can interfere with the IGF-I determi­
nation, which may give incorrect (higher or lower) 
IGF-I value (Blum et al., 1992; Bang el al., 1994). 
Therefore, we studied the influence of extraction pro­
cedure on the measurable level of IGF-I in samples 
from both fetal calf serum (FCS) and adult goat serum. 
As shown in Fig. 2, separation of IGF-I from the pro­
tein complex with our extraction procedure resulted in 
a significant increase of amount of IGF-I-anlibody- 
-bound tracer (labelled IGF-I, cpm), therefore suggest­
ing that actual value of detected IGF-I (unlabelled IGF-I) 
in FSC and goat serum samples after extraction pro­
cedure is lower when compared with samples from 
whole unextracted sera. These data suggest the neces­
sity of IGF-I extraction procedure in samples from 
blood serum prior to IGF-I RIA.

Assay optimisation

The optimal concentration of the tracer for the assay 
was determined by preliminary incubation of decreas­
ing amounts of labelled IGF-I in the range from 240 000 
cpm to 20 000 cpm in the presence of decreasing dilu­
tions of antiserum (from 1 : 5 000 to 1 : 200 000). As 
shown in Fig. 3a, the decrease of tracer concentration 
(total radioactivity - T) in the presence of the antiserum 
at dilutions of 1 : 5 000 or 1 : 10 000 resulted in an

—— FCS whole —•— FCS extr
-*- goat ser whole -в- goat ser extr

2. The influence of extraction procedure on labelled 1GF-I/IGF-I 
antibody binding in serum samples

FCS whole - fetal calf serum without extraction
FCS extr - extracted samples of fetal calf serum 
goat ser whole - adult goat serum without extraction 
goat ser extr - extracted samples of adult goat serum 
* significant differences (.P < 0.05) with parallel groups in non-ex- 
tracted control (FCS whole and goat serum whole)

increase in bound radioactivity (B/T). Moreover, de­
tectable differences in ligand binding were observed al 
different dilutions of antiserum. Higher ligand binding 
(65.5%) was observed at a dilution of 1 : 5 000, 
whereas dilutions at 1 : 50 000, 1 : 100 000 and I : 200 
000 decreased percentage of bound ligand to less than 
20%. The ligand binding under these conditions was 
not dependant on tracer concentration.

The results of the testing of antiserum binding at 
different dilutions with tracer at dose of 18 000 cpm 
(the effective dose determined in the previous test) are 
shown in Fig. 3b. It was demonstrated that the anti­
serum at dilution of I : 10 000 provided as much as
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a

-*- 115.000 cpm -9- 240.000 com

b

----- Tracer 10.000 cpm
C

3. The influence of labelled ligand (tracer), unlabelled ligand and 
antiserum concentrations on optimal ligand/antiserum binding:
a: the results of ligand binding with different amounts of tracer 
(20 000, 60 000, 115 000 and 240 000 cpm) and IGF-I-antiserum; 
unlabelled IGF-I was ommited (zero standard)
b: the results of ligand binding with optimal dose of tracer (18 000 
cpm) and different titers of IGF-I-antiserum; unlabelled IGF-I was 
ommited (zero standard)
c: the results of ligand binding (calibration curve) with optimal doses 
of the tracer (18 000 cpm) and antiserum dilution (I : 10 000) in the 
presense of logarithmically increasing amounts of unlabelled ligand

42% of ligand binding at the zero standard and showed 
a correct slope of calibration curve for the assay 
(Fig. 3c). These observations demonstrate the influence 
of concentration of both tracer and antiserum on RIA 
results. The optimal concentration of the II25-IGF-I and 
anti-IGF-I antiserum is shown to be near the 18.000 
cpm at the dilution of 1 : 10 000, respectively.

The reliability of the RIA for determination of IGF-I, 
as standardised in our laboratory, was evaluated by its 
specificity, non-specific binding (NSB), sensitivity, ac­
curacy and precision.

Antiserum specificity

Cross-reactivity of anti-IGF-I antiserum with IGF-II 
was 1.5-1.9%. Our tests for EGF and bGH indicated 
negligible cross-reactivity.

The non-specific binding (NSB) in reaction system

In our work, we studied effect of rabbit serum 
(NRS) and tracer concentration on non-specific bind­
ing. We observed, that NRS increased separation be­
tween bound complex and unbound tracer and reduced 
non-specific binding from 7.3% to 4.7% at the tracer 
activity of 25 000 cpm/tube. NSB in our assay was not 
influenced by tracer concentration and, in the presence 
of normal rabbit serum (I : 25), it did not exceed 6% 
(data not shown).

Assay sensitivity

When tracer at the activity of 18 000 cpm and anti­
serum at the dilution of 1 : 10 000 were given in the 
assay, the lowest detectable level of IGF-I that can be 
distinguished from the zero standard was 0.128 ng/ml 
at the 95% confidence limit (data not shown).

Assay accuracy

The accuracy in our assay was determined by recov­
ery of added IGF-I (Tab. II).

Accuracy, as determined in 9 recovery experiments, 
was examined and shown to be excellent. The percent­
age of recovery of IGF-I in samples after addition of 
exogenous IGF-I varied between 84.6 and 116% with 
an average 96.2%. The correlation coefficient (r) be­
tween the theoretically and determined values of IGF-I 
was 0.982, indicating a high level of accuracy.

Assay precision

As determined from the mean of 10 replicate sam­
ples (data not shown), intraassay coefficient of vari­
ation did not exceed 10%, whilst interassay coefficient 
of variation did not exceed 16%. These data demon­
strate appropriate precision of the assay.
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IL Recovery of added IGF-I from samples with endogenous IGF-1

Number 
of sample

Endogen. IGF-I in medium 
(ng/ml)

IGF-1 added 
(ng/ml)

Expected level 
(ng/ml)

Determined level 
(ng/ml)

Recovery 
(%)

5 7.8 7.2 92.3
1 2.8 20 22.8 19.3 84.6

40 42.8 38.5 90

5 11.4 9.7 85.1
2 6.4 20 26.4 24 90.9

40 46.4 49.7 107.1

5 17.3 15 86.7
3 12.3 20 32.3 36.4 112.7

40 52.3 60.7 116.1

г = 0.982

III. Effect of food restriction on plasma IGF-I level in nutria

Experimental groups
Plasma IGF-I level (ng/ml)

days of experiment

1 3 5 7

Control (normal food)

Food restriction

247.7 ±31.1

234.8 ± 30.1

230.4 ± 32

270.8 ± 16.3

204.7 ± 37.6

234.5 ± 27.5

297.4 ± 30.7
157.2 ±48*

* difference is significant (P <0.05) compared with control

Measurement of IGF-I in samples

Human IGF-I is assumed to be suitable as a tracer 
or standard for the determination of IGF-I in other spe­
cies because of the extremely high homology in protein 
and amino acid sequences between IGF-I molecule of 
human and other mammals (Jansen et a!., 1983; Francis 
et al., 1989a, b; Fotsis el al., 1990). To evaluate the 
suitability of human IGF-I for the measurement of IGF-I 
in species others than human, we attempted to analyze 
samples from cattle, sheep and nutria (both from in 
vitro or in vivo experiments) using human IGF-I as 
labelled ligand and protein standard. In our in vivo ex­
periments we analyzed samples of blood plasma col­
lected from nutria kept under the conditions of food 
restriction. As shown in Tab. Ill, our RIA system was 
able to measure IGF-I in nutria plasma, as well as to 
indicate differences in IGF-I levels between nutria kept 
under the conditions of normal feeding (control) and of 
food restriction. It was observed that food deprivation 
initially increased IGF-I plasma concentrations until 
day 3 (with no significant difference with control), af­
terwards IGF-I was gradually decreased from 3rd to 7th 
day of starvation period. At the end of the experiment 
a significant difference (p < 0.001) compared to control 
(animals without food restriction) was found.

Our RIA was able to detect IGF-I in sheep plasma 
samples at concentrations ranging from 540 to 995 
ng/ml (data not presented).

We analyzed IGF-I in media after incubation with 
bovine and nutria granulosa cells (conditioned media).

IV. The dynamics of IGF-I accumulation in the bovine granulosa 
cell-conditioned and cell-free medium (ng/ml)

Incubation period (h) 
(control)

Medium analysed

cell-conditioned cell-free

0 0.12 ±0.003 0.12 ± 0.003

24 1.67 ± 0.5* 0.17 ± 0.0034

48 1.25 ± 0.44* 0.15 ± 0.15

72 1.38 ± 0.29* 0.22 ± 0.033

96 3.86 ± 0.5* 0.2 ± 0.2

120 1.90 ± 0.32* 0.15 ± 0.15

144 1.44 ±0.17* 0.05 ± 0.05

* difference is significant (P < 0.05) compared with cell-free control

Our assay was able to detect the time dependent 
changes in IGF-I accumulations in bovine granulosa 
cell-conditioned medium throughout culture: from 0.12 
ng/ml at 0 h of culture to a peak of 3.86 ng/ml after 
96 h and a decrease in IGF-I level at 120 h (1.90 
ng/ml) and 144 h (1.44 ng/ml) (Tab. IV). The decrease 
of IGF-I concentration in the medium after 96 h of 
culture may be due to utilisation by cells and/or due 
degradation. The non-specific binding found in the 
blank control (cell-free medium) may be due to a some 
cross-reactivity of IGF-I antiserum with peptides others 
than IGF-I. '

These results show that the samples obtained from 
in vitro system (medium conditioned by bovine and 
nutria granulosa cells) exhibited about 80-100-fold less 
IGF-I immunoreactivity when compared with in vivo
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samples from nutria and 200-350-fold less than that of 
sheep plasma. Our obtained data on IGF-I detection in 
samples from cattle, sheep and nutria indicate that our 
RIA using human IGF-I as labelled ligand and protein 
standard is able to measure IGF-I in specimens origi­
nated from different species.

The evaluation of the parameters of the IGF-I RIA 
indicated that this assay is accurate, specific, precise 
and sensitive. Therefore, the developed RIA may be 
utilized for analysis of IGF-I in the samples of blood 
plasma (in vivo) and of cell-conditioned medium (in 
vitroY IGF-I measurement using this RIA may be use­
ful for studies of regulation of growth, meat and milk 
performance in farm and laboratory animals and hu­
mans, for breeding, as well as for the detection of re­
productive disorders in veterinary and human medi­
cine.
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SHORT
COMMUNICATION

KRÁTKÉ 
SDĚLENÍ

DETECTION OF HUMAN PROTEIN C GENE INTEGRATION IN 
TRANSGENIC RABBITS BY POLYMERASE CHAIN REACTION

DETEKCIA INTEGRÁCIE GENU HUMÁNNEHO PROTEINU C
U TRANSGÉNNYCH KRÁLIKOV METODOU POLYMERÁZOVEJ 
REŤAZOVEJ REAKCIE

P. Chrenek, D. Vašíček, A. Makarevich, T. Gajarská, I. Gastnerová, J. Bulla

Research Institute of Animal Production, Nitra, Slovak Republic

ABSTRACT: From a total of 200 rabbit pronuclear stage zygotes microinjected with WAP-hPC gene (mouse whey acid 
protein promoter - human protein C) were obtained 21 liveborn descendants after transfer to recipients. The integration of 
the WAP-hPC gene in the genome of born rabbits was determined in samples of DNA, isolated from tissue or blood by PCR 
method. The integration was confirmed in 2% (4/200), or in 19% (4/21) of Fo rabbits, in 11% (5/46) of F, and in 31% (4/13) 
of Ft generation using two primer sets.

rabbit zygotes; microinjection; WAP-hPC; integration; PCR

ABSTRAKT: Z celkového počtu 200 zygot v Stádiu prvojadier, mikroinjektovaných génom WAP-hPC (promotor myšieho 
kyslého srvátkového proteinu - fudský protein C), bolo po přenose do recipientiek získaných 21 živonarodených jedincov. 
Integrácia WAP-hPC génu v génome narodených králikov bola zisťovaná pomocou PCR metody, kde DNA bola izolovaná 
z tkaniva alebo z krvi. Integrácia bola potvrdená u 2 % (4/200), resp. u 19 % (4/21) králikov z Fo, u I i % (5/46) v případe 
F| a u 31 % (4/13) v případe F2 generácie.

králičie zygoty; mikroinjekcia; WAP-hPC; integrácia; PCR

INTRODUCTION

Human protein C (hPC) is a vitamine K-dependent 
glycoprotein, present in plasma, which is normally syn­
thesized in the liver and takes part in the process of 
blood clotting (Lubon et al., 1996). Human protein C 
consists of a heavy chain (Mr 41000) and light chain 
(Mr 21000) linked by a disulfide bond (Kisiel, 1979). 
The deficiency of hPC is inherited as an autosomal 
dominant disease and it is associated with thromboem­
bolic complications. The replacement therapy using 
a concentrate of human protein C was shown to be 
more effective in protecting patients. However, because 
of the short half-life of hPC (6 hours), frequent infu­
sions are required. Therefore the interest in the devel­
opment of an alternative means for the production of 
hPC has been arising. One of such ways could be real­
ized through the transgenic animals.

A number of factors can limit the efficiency of pro­
duction of transgenic animals. The greatest limiting 
factor is a low rate of incorporation of transgenes into

the genome of microinjected embryos. The mechanism 
by which injected DNA integrates into a chromosome 
is unknown. Injected DNA usually integrates in a sin­
gle site on a chromosome but multiple integration can 
occur as well (Wilmut et al., 1991). The DNA integra­
tion frequency is also affected by improper injection, 
dilution of DNA, insufficient purity of DNA, etc. 
(Mann and McMahon, 1993).

The aim of the present work was to create rabbits 
with the integration of hPC gene. We detected hPC 
gene integration in various generations of rabbits born 
after transfer of microinjected embryos to recipients. 
Two pairs of primers were used for detection by PCR 
method.

Zygote collection

Zygotes in the pronuclear stage were flushed from 
the oviduct of the hormonally treated and slaughtered 
New Zealand White and California rabbits by Dul-
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becco’s PBS (Sigma, St. Louis, USA) supplemented 
with 10% FCS (University of Veterinary Medicine, 
Brno, Czech Republic). The zygotes were fixed with 
holding pipette by suction, and gene construct was in­
jected by air pressure. After microinjection, the zygotes 
were cultured at 39 °C in culture medium (DME/F12 
with 1.5% BSA and growth factors: EOF 10 ng/ml, 
insulin 5 Hg/ml, transferrin 5 pg/ml and sodium se­
lenite 5 |lg/ml, all purchased from Sigma) during 2­
6 hours and transferred into the oviduct of recipients 
under general anesthesia.

Gene construct for microinjection

The construct used for microinjection was 13.4 kb 
linear DNA fragment consisting of genomic human 
protein C (hPC) under control of the murine whey 
acidic protein (WAP) promoter. This construct was de­
signed by Dr. Henryk Lubon (Holland Laboratory, 
American Red Cross, USA). The construct was cloned, 
purified and diluted in buffer (10 mM Tris-HCI, 0.2 mM 
EDTA, pH 7.5) to give a final concentration of 5 |ig/ml 
(345 copies/pl). DNA solution at 1-2 pl was injected 
into the pronuclei of zygotes.

Analysis of hPC gene integration

Total DNA was isolated from the tissue or blood of 
born rabbits by lysis (lysis solution and proteinase 
К 100 pg/ml, Boehringen Mannheim, Mannheim, Ger­
many) and phcnol/chloroform extraction (Sambrook el 
al., 1989). Integration events of hPC gene in samples 
were detected by PCR using hPC primers 5’ - CAG 
CAC AGC СТС CCC ТАС TCA AA - 3' and 5’ - 
CTC CGC CCC CTC AAG ACT CAT TC - 
3’(Chrenek et al., 1997), where the PCR product was 
amplified in 35 cycles under the following conditions: 
denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 68 °C for 
1 min and extension at 72 °C for I min. The integration 
of this gene was confirmed using other HPC primers 5’ 
- CAG TCA CTT GCC TGA CAC CGG TAC - 3’ and 
5’- GCC ACT GTG CAT TTG ACT AGG GGA - 3’ 
(Drohan et al., 1994). PCR product was amplified un­
der the same temperature conditions, besides tempera­
ture of annealing (58 °C). PCR products were identified 
and evaluated by comparing with positive and two 
negative controls on 1.5% agarose gel (Serva, Heidel­
berg, Germany) stained with EtBr.

Preliminary analysis of hPC gene expression in milk

Milk letdown was induced by intramuscular admi­
nistration of 4 IU of oxytocin on the tenth day of lac­
tation. Milk was sampled directly into coagulation 
buffer (100 mM Tris-HCI, 200 mM NaCI, pH 6.5) at 
a 1 : 1 buffer to milk ratio. Fat and precipitate were

1. Results of the integration of hPC gene in genomes transgenic 
rabbits

Generation No. of born 
descendants

No. of rabbits 
with integration

No. of living 
rabbits

F» 21 4/21 (19%) 4/21 (19%)

F, 46 5/46 (11%) 2/46 (4.3%)

f2 13 4/13 (31%) 1/13 (7.7%)

removed by centrifugation (12 000 g) and samples were 
stored at -196 °C until SDS-PAGE. Immediately be­
fore PAGE procedure the samples of rabbit milk from 
founders were mixed in electrophoresis buffer without 
ß-mercaptholethanol and electrophoresed using SDS- 
PAGE (10% resolving gel) in non-reducing conditions.

A total of 200 zygotes in pronuclear stage were mi­
croinjected and transferred to the infundibulum part of 
oviduct of hormonally stimulated recipients. We trans­
ferred about 16 embryos per recipient, of which 45% 
became pregnant and delivered a total of 21 descen­
dants. The integration of the hPC gene construct in the 
genome of born rabbits was determined by PCR 
method. The resulting size of the PCR product of hPC 
by first set primers (Chrenek et al., 1997) was 811 bp. 
The integration of hPC gene in rabbit genomes was 
confirmed by amplification of the PCR product at size 
of 501 bp using second set primers (Drohan et al., 
1994). Representative results of the PCR assay are 
shown in Fig. 1.

The integration events were confirmed only in 
4 (19%) rabbits (3 females and 1 male) using two 
primer sets (Tab. I). The rabbits with gene integration 
(F„ generation) were used for breeding with normal 
rabbits.

The samples of rabbit milk from founders were elec­
trophoresed using SDS-PAGE (10% resolving gel) in 
non-reducing conditions. The protein bands at size 62 
kDa (Fig. 2, lines 2, 4, and 5) corresponding to the 
complex of both chains of human protein C were found 
in three females with no specific bands observed in 
negative control, submitting a preliminary evidence for 
hPC production in milk of transgenic rabbits.

The data demonstrating different efficacy of gene 
integration depending on gene construct and animal 
species are reported. Burdon and Wall (1992) using the 
PCR detected microinjected DNA (WAP gene) in 17% 
of transgenic mice. Page et al. (1995) the using same 
method found 22% integration of WAP-hPC gene in 
transgenic mice. The integration of hPC gene and its 
expression were also confirmed in mice by Velander et 
al. (1992a) and Drohan et al. (1994), in pigs (Velander 
et al. 1992b) and in bovine zygotes (Krisher et al., 
1994). The integration frequency for other gene con­
structs was reported as 12.8% in rabbit, 1.3% in sheep 
and 10.4% in swine ova (Hammer et al.. 1985). The 
percentage of gene-injected embryos that developed 
into transgenic animals varied from 0.31 to 4.03% in 
pigs. 0.1 to 4.45% in sheep, 1.0 to 1.7% in goats, and
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I. Representative results of the PCR. Samples 
are distributed as follows: line I - molecular 
marker PhiX174/Haeltl. line 2, 3 - negative 
controls, line 4 - positive control for the first 
primer set (811 bp), line 5, 6 - DNA rabbit 
samples, line 7 - positive control for the sec­
ond primer set (501 bp), line 8. 9 - DNA rab­
bit samples

2. Results of the SDS-PAGE. Samples are dis­
tributed as follows: line I - molecular weight 
marker, line 2 - female no. I. line 3 - negative 
control, line 4 - female nd. 2. line 5 - female

Я

0.34 to 2.63% in cattle (Pursei, 1995). Lower percent­
age of gene integration 2% (4/200) from all micro­
injected zygotes in our study in comparison with an­
other report in rabbits (12.8%) may be explained by the 
reason that injected DNA is not always destined di­
rectly to the pronucleus but to the cytoplasm.

The results of PCR assay confirm only the presence 
of injected DNA in the cell, regardless of integration 
status. It is known, that in mice and in livestock ani­

mals the expression of non-milk proteins in the mam­
mary gland, using regulatory elements of milk protein 
genes was demonstrad (Houdebine, 1993). Although 
we detected integration also in F| and F2 generation, it 
is not still quite clear whether the gene is active or not. 
In our SDS-PAGE study we submit a preliminary evi­
dence for the secretion of hPC in rabbit milk. The 
analysis by ELISA test and Western blot for direct con­
firmation of hPC secretion is now our actual task.
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REVIEW ARTICLE PŘEHLED

ALTERNATIVES FOR NEMATODE CONTROL IN CONNECTION
WITH ANTHELMINTIC RESISTANCE

ALTERNATIVY PRE TLMENIE NEMATODÓZ V SÜVISLOSTI
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ABSTRACT: Short introduction to chemotherapy as well as a list of the most frequently used anthelmintics are given in the 
first part of the paper. Chemotherapy has been used as the only means of parasite control in many cases, which results in 
development of resistance of some nematode parasites to anthelmintic drugs. Furthermore, there is a considerable problem 
of residues both in animal tissues and on pasture. Options for other chemotherapeutical approaches, in case that anthelmintic 
resistance occurs, are discussed (using another drug, combinations of drugs, possibilities of reversion to susceptibility, 
prospects for development of new drugs). The main goal of the paper is to introduce non-chemotherapeutical methods for 
helminth control - vaccines against helminths, genetic approaches (selection for helminth-resistant hosts and genetic mani­
pulations of the parasite), alternative chemicals (growth regulators), biological control (nematophagous fungi). However, the 
most of these methods are in the stage of intensive research and it probably takes some time before they become a part of 
reliable helminth control systems. Therefore, there are a few short recommendations presented how to maintain the sufficient 
efficacy of anthelmintics and to prevent or delay the development of anthelmintic resistance.

nematode control; anthelmintic drugs; anthelmintic resistance; vaccines; genetic selection; growth regulators; nematophagous 
fungi

ABSTRAKT: Prvá časť článku patří krátkému historickému prehladu antihelmintických chemoterapeutik a sú tu uvedené aj 
najčastejšie používané antihelmintiká a ich liekové formy. Chemoterapia je v mnohých pripadoch dlhdobo jedinou metodou 
tlmenia helmintóz, dósledkom čoho sa u niektorých parazitických nematódov vyvinula rezistencia voči antihelmintikám. 
Dalším negatívom sú rezidua liečiv, a to tak v živočišných produktoch, ako aj na pasienku. Rozoberajú sa iné chemoterapeu- 
tické možnosti pre případy, že sa rezistencia voči antihelmintikám v chove vyskytuje (použitie iného liečiva, kombinácie 
liečiv, možnost reverzie к vnímavosti, vyhliadky na vývoj nového liečiva). Hlavným cielom článku bolo představit neche- 
moterapeutické metody tlmenia helmintóz - vakciny proti helmintom, genetické přístupy (selekcia helminto-rezistentných 
hostitelov a genetické manipulácie s parazitom), alternativně látky (regulátory rastu), biologická kontrola (nematodofágne 
plesne - fungi). Tieto metody sú váčšinou v štádiu intenzívneho výskumu a zrejme ešte nějaký čas potrvá, kým sa stanů 
spolahlivou súčastou komplexných protiparazitárnych systémov. Preto sa uvádzajú aj stručné doporučenia, ako dlhodobo 
udržať dostatočnú účinnost antihelmintík a tak predísť alebo aspoň oddialiť nástup rezistencie.

tlmenie nematodóz; antihelmintiká; rezistencia voči antihelmintikám; vakciny; genetická selekcia; regulátory rastu; nemato­
dofágne plesne (fungi)
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1. ÜVOD

Metody, ktoré sa v súčasnosti používajú pri tlmení 
helmintóz hospodářských zvicrat. spočívajú prevažne 
v chemoterapii. Najstaršími antihelmintikami boli far- 
maká rastlinného povodu, ktoré sú dnes už obsolétne. 
Éra syntetických látok. chemoterapeutik, sa pri liečeni 
helmintóz začala v 20. rokoch nášho storočia. keď sa 
ako antinematodiká a antitrematodiká začali používat' 
chlórované uhlovodíky. Postupné sa potom zavádzali 
na trh nové látky: v 40. rokoch fenotiazín, v 50. rokoch 
organofosfáty, v 60. rokoch tiabendazol, pyrantel a tet- 
ramizol, v 70. rokoch mórantel, levamizol a nové benz- 
imidazoly a v 80. rokoch avermektíny (Campbell, 1986).

Trh dnes ponuka dostatek prípravkov v roznych ce­
nových reláciách a s rozličnou šířkou spektra účinnosti. 
Najpoužívanejšie sú širokospektrálne antihelmintiká, dě­
lené podlá chemickej štruktúry a mechanizmu účinku 
do troch skupin:
- benzimidazoly: u nás například albendazol (příprav­

ky ALDIFAL, Mevak: VALBAZEN, SmithKline Be­
echam; VERMITAN, Sanofi), fenbendazol (FENBI­
ON. Mevak: PANACUR, Hoechst), mebendazol 
(MEBENVET, Gedeon Richter; TELMIN, Janssen) 
a iné;

- imidotiazoly a tetrahydropyrimidíny: levamizol 
(NILVERM, Bioveta; REVLIN, Mevak), mórantel 
(PARATEC, Pfizer);

- avermektíny a milbemycíny: ivermektín (IVOMEC. 
MSD AgVet), doramektín (DECTOMAX. Pfizer), 
moxidektín (CYDECTIN, Fort Dodge).
Poslednú skupinu tvoria avermektíny a milbemycí- 

ny. ktoré sú popři svojom širokospektrálnom účinku na 
endoparazity účinné aj na ektoparazily. Aplikácia a dáv- 
kovanie antihelmintik nie sú komplikované, najbežnej- 
šie sú do krmivá, injekcia, připadne per os (roztoky, 
suspenzie) a v poslcdnom období sú to tiež pasty a gé- 
ly, například ivermektín pre копе (EQVALAN pasta; 
Merial) alebo fenbendazol pre mladý dobytok (PANA­
CUR pasta; Hoechst). Zaujimavým riešením boli intra- 
ruminálne kapsuly s protrahovaným účinkom (postup­
ným uvolňováním liečiva), například albendazolový 
PROFTRIL-CAPTEC (SmithKline Beecham). Posled- 
nou snahou farmaceutických firiem je poskytnúť lieko- 
vú formu pour on a spot on. Účinná látka je v tekutom 
nosiči a aplikuje sa na kožu zvieraťa pozdlž chrbtice 
(pour on) alebo najedno miesto medzi lopatkami (spot

on). Výhody aplikácie pour on sa uplatnili aj pri aver- 
mcktínových a milbemycínových antiparazitikách iver­
mektín a moxidektín (Corba, 1994) a tiež novom epri- 
nomektíne (IVOMEC EPRINEX; Merial).

Chemoterapia teda skutočne představuje vcelku jed­
noduchý a pohodlný sposob, ako sa vysporiadať s pa- 
razitárnou infekciou v chove. Z dlhodobého hladiska 
nie je však rozumné spoliehať sa na tento jediný, i keď 
stále vysoko účinný spósob liečenia či prevencie hel­
mintóz. Po tom, ako sa objavili prvé správy o zlyhaní 
chemoterapie, začal sa v 70. rokoch intenzívny výskům 
rezistencie parazitických nematódov voči antihelminti- 
kám, ktorá bola potvrdená aj u nás (Várady a i.. 1993; 
Praslička a i., 1994a, 1995; Várady a Corba, 1997). Te­
rapia pri takýchto infekciách potom nie je jednoduchá, 
ak je vóbec možná (Corba a i., 1993; Várady a i., 1994; 
Praslička a i.. 1994b). Rezistcncia je následkům najma 
nesprávného dávkovania antihelmintik (poddávkovanie, 
časté podávanie. neobmieňanie podávaných liečiv). Re­
zistentně nematódy sa možu do chovu dostat' aj pria- 
mou introdukciou nákupom alebo presunmi nakaže­
ných zvierat z iných chovov (Praslička, 1994a, 1995a).

Antihelmintiká majú ešte jedno nezanedbatelné ne­
gativum - rezíduá. Rezíduá liečiv a ich metabolitov sú 
nachádzané vo vnútorných orgánoch, svalstvo, živočiš­
ných produktech a tiež v exkrementech, ktoré sa dostá- 
vajú na pasienok a možu mať negativny vplyv na pědnu 
mikroflóru.

Preto sa do popredia vědeckého, ale už aj praktic­
kého záujmu dostávajú popři chemoterapii a cielených 
pasienkových systémech iné, alternativně metody tlme- 
nia parazitóz. Je to vakcinácia, šfachtenie plemien odol­
ných voči helmintom, podpora rastlín s antihelmintic- 
kým účinkom na pasienku, či biologická kontrola. 
Niektoré z týchto alternatívnych metod budú předsta­
vené v nasledujúcich kapitolách.

2. INÉ CHEMOTERAPEUTICKÉ MOŽNOSTI

2.1. Použitie iného širokospektrálneho antihelmintiká

Pri rezislencii voči určitému typu antihelmintiká 
može byť efektívne použitie liečiva z inej chemickej 
skupiny, s iným mechanizmem účinku. Po istom čase 
výlučného používania tohto druhého liečiva sa však 
može rezistcncia vyvinúť aj voči němu, čo vedie ku 
vzniku polyrezistencie (McKenna, 1990).
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2.2. Použitie úzkospektrálneho antihelmintika

Ak ide o kmene rezistentně voči všetkým trom sku­
pinám širokospektrálnych antihelmintík (benzimidazol, 
levamizol a avermektín), je možné použit’ liečivá s užším 
spektrom účinnosti (Coles a Roush, 1992). Například 
klosantel a niektoré iné nitrofenyly a salicylanilidy sú 
efektívne proti Haemonchus contortus (Hall a i., 1981).

2.3. Kombinácie antihelmintík

Zdá sa, že súčasné podanie dvoch účinných zložiek 
s róznym mechanizmem účinku má lepší efekt, než ich 
striedavé používanie. Kombinácie liečiv sú výhodné 
v tom, že jedna zložka posobí aj na tie jedince parazi- 
tov, ktoré móžu byť odolné voči druhej zložke, alebo 
sú heterozygotmi nesúcimi recesívny gén pre rezisten- 
ciu. Avšak aj tu existuje riziko, že po istom čase sa 
vyvinie rezistencia tiež proti účinnej zložke kombiná­
cie. Použitie kombinácie liečiv je proti rezistentným 
helmintom najúčinnejšie vtedy, ak účinnost' každého 
liečiva v kombinácii je vysoká (Prichard, 1990).

2.4. Možnost’ reverzie к citlivosti

V súvislosti s výskytem rezistentných nematódov sa 
často diskutuje o možnosti reverzie, t.j. obnovenia vní­
mavosti к antihelmintiku. Najednej straně sa například 
Martin (1990) zamýšla nad možnosťou vmiešania vní­
mavých jedincov do rezistentnej populácie parazitov 
a poukazuje na istý úspěch, ktorý v tejto oblasti do- 
siahli Van Wyk a Schalkwyk (1990). Reverziu benz- 
imidazol-rezistentných kmeňov po prechodnom použí­
vaní iných látok, najma levamizolu, potvrdili aj další 
autoři (Kelly a Hall, 1979; Donald a i., 1980; Waller 
a i., 1983). Výrazná reverzia by mala praktický vý­
znam, pretože by vznikla možnost' obnoveného použí- 
vania antihelmintika.

Na druhej straně však práce na příklade benzimida- 
zolov dokumentujú, že ak raz preukázatelná forma re- 
zistencie vznikne, už „neodíde“ (Borgsteede a Duynn, 
1989). Citlivost benzimidazol-rezistentného kmeňa Hae­
monchus contortus к benzimidazolom u oviec sa neobno­
vila ani po šesťročnom výlučnom podávaní levamizolu. 
Pokusy o preukázanie reverzie zlyhali aj v dalších prí- 
padoch (Hall a i.. 1982; Herd a i., 1984; Maingi a i., 
1990).

Tieto kontroverzně výsledky možno pripísať na vrub 
individuálnym rozdielom medzi populáciami. Súčasné 
poznatky však naznačujú, že rezistencia voči benzimi­
dazolom sa po opätovnom zavedení benzimidazolov 
znovu rýchlo vyvinie (Coles a Roush, 1992).

3. NOVÉ ANTIHELMINTIKA

Otázka vývoja nových účinných antihelmintík je 
problematická a pri dnešnej nasýtenosti trhu a extrém­
ně vysokých ekonomických nárokoch aj riskantná. Vý­

voj nového liečiva trvá 6 až 10 rokov a celkové náklady 
možu dosahovat až 100 miliónov USD (Waller, osobné 
zdelenie). Nádejnými sa zdali liekové formy, ktoré za- 
bezpečujú protrahovaný kontakt liečiva s parazitem 
a predlžujú tak dobu jeho pósobenia. Tieto intrarumi- 
nálne alebo subkutánne formy ostávajú v tele hostitelů 
dlhší čas a majú perzistentný účinok. Avšak, stále sú to 
len iné liekové formy už existujúcich antihelmintík 
a s prihliadnutím na fenomén polyrezistencie, ako aj 
skríženej rezistencie v rámci tej istej chemickej skupi­
ny liečiv, sa ani od nich nedá očakávať velký přínos 
(Waller, 1987).

4. VAKC1NY PROTI HELMINTOM

Vývoj vakcíny proti helmintom hospodářských zvie- 
rat sa ukázal byť obzvlášť zložitým problémom. Od vak- 
cín sa očakáva, že budú vhodnou alternativou, připadne 
doplnkom chemoterapie nielen z cenového hladiska, 
ale aj z hladiska účinnosti. Vakcinácia má v porovnaní 
s podáváním antihelmintík aj ďalšie výhody - žiadne 
rezíduá. Sú viac špecifické a riziko nástupu rezistencie 
je minimálně.

Pri ektoparazitoch sa zadal úspěšně používá jediná 
vakcína, a to proti kliešťom hovädzieho dobytka Boop- 
hilus microplus v Austrálii (Willadsen, 1997). S vakci- 
náciou proti helmintom sa už dosiahli určité úspěchy. 
Je to najma radiáciou atenuovaná larválna vakcína proti 
plucnym červom Dictyocaulus viviparus u hovädzieho 
dobytka (Jarrett a i., 1955; Peacock a Poynter, 1980; 
Procházka a Tománek, 1968; Tománek. 1971), která sa 
používá už tri desaťročia a v menšom rozsahu aj vak­
cína proti D. filaria u oviec alebo koz (Sharma, 1994). 
S velkým očakávaním sa pieto přistupovalo к vývojů 
vakcín proti dalším povodcom závažných, najma gastro- 
intestinálnych helmintóz podobnými atenuačnými proce- 
dúrami a v poslednom období aj pomocou molekulár- 
nych postupov pri použití antigénových frakcií z tkaniv 
cudzopasníkov. V slubnom štádiu vývoja je v súčas- 
nosti vakcína proti Haemonchus contortus, závažnému 
endoparazitovi oviec. Nedospělo sa však zadal к vý­
sledkem, ktoré by mohli byť základom pre nový ko- 
merčný produkt (Waller, 1997). Pretrvávajú problémy 
vyplývajúce z komplexnosti imunitnej odpovede, iden- 
tifikácie protektívnych protilátek a zložitých helminto 
-hostitelských vzťahov a pomalého nástupu imunity. 
Parazity sú schopné modulovat alebo potlačit' imunitný 
systém hostitela a překonat' taktiež vplyv výživy, hor- 
monálneho stavu a veku hostitela (Dineen, 1985). Prá­
vě imunitná odpověď u mladých zvierat, ktoré najviac 
potrebujú ochranu, je slabšia a na rozdiel od viruso­
vých či bakteriálnych infekcií získaná imunita nie je 
dostatečné stála (Waller, 1987).

Situácia však nie je taká nepriaznivá. Prudký rast 
poznatkov v imunologii, molekulárnej genetike a v 
příslušných technológiách dává nádej, že vývoj mole­
kulárnej vakcíny proti nematódom zvierat bude napo- 
kon úspěšný (Smith a Munn, 1991). Nedávne pokroky
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v izolácii a klonovaní umožňujú výrobu značného 
množstva purifikovaných protektívnych antigénov pro­
ti jednotlivým druhom nematódov (Emery a Wagland, 
1991). '

Prísíubom sú tiež vakcíny proti hematofágnym ar- 
tropódom, ktorí pósobia ako vektori niektorých parazi- 
tárnych infekcií (Fuhrman a i., 1992; Shahabuddin a i., 
1996).

Ako výzva pre další výskům teraz ostává objaviť 
medzidruhové imunogény a vyvinúť transportně systé­
my, ktoré budú optimalizovat' přísun antigénov do imu- 
nitného systému hostitel'a (Murray. 1989).

5. GENETICKÉ PŘÍSTUPY

5.1. Selekcia odolných hostitefov

Reakcie na vakcináciu proti parazitárnym infekciám 
u prirodzených plemien zvierat nic sú vždy rovnaké. 
Zistenie, že tieto rozdiely sú pravděpodobně geneticky 
kódované, viedlo к zvýšenému zaujmu o možnost' prak­
tického využitia tohto fenoménu pomocou genetického 
výběru zvierat, ktoré sú dědičně odolné voči parazitom 
(Dineen, 1985). Najlepším príkladom sú plemena zvie­
rat žijúce v regiónoch, kde sú vystavené extrémně vyso­
kým koncentráciám inváznych štádií parazitov a v procese 
prirodzenej selekcie nadobudli odolnost' voči parazitom, 
například helminto- a trypano-tolerantný N’Dama doby- 
tok v západnej Afrike, helminto-rezistentný červený ma- 
saiský dobytok vo východnej Afrike alebo ovce plemien 
St. Croix a Barbados Belly v karibskej oblasti. Sú zná­
me aj lokálně africké plemená oviec odolné voči hae- 
monchóze (Schillhorn van Veen, 1997).

Avšak okrem tejlo vítanej vlastnosti sú takéto ple­
mena zvyčajnc chovatelsky nevýhodné - pomaly do- 
spievajú a majú menší telesný rámec (Waller, 1993). 
Pri úžitkových plemcnách by sa snáď dali pomocou 
genetických manipulácií vyšlechtil' kmene zvierat, kto­
ré by boli rezistentně voči nematódom. Dědičnost' re- 
zistencie je vysoká a dobré výsledky sa móžu dosiah- 
nuť nielen proti jednému druhu parazitov, ale aj proti 
ich širšej škále, ktorá sa hežne vyskytuje v teréne (Di­
neen, 1985). Dotcrajšie štúdie potvrdzujú dědičnost' 
odolnosti voči parazitom (Dineen a Wagland, 1982), 
avšak proces genetickej selekcie odolných zvierat je 
vzhladom na dlhý generačný interval značné pomalý. 
Nadej na urýchlenie dávajú metody embryomanipulá- 
cie, ktoré móžu ulahčiť disemináciu želaného genofon­
du v populácii hostitelských zvierat (Waller. 1987).

5.2. Genetické manipulácie s parazitom

Le Jambre (1984) sa pokúšal znížiť patogenitu Hae- 
monchus contortus u oviec jeho hybridizáciou s hovin- 
ným druhom H. placet. V laboratórnych podmienkach

sa to podařilo a naviac nový hybrid bránil ďalšej infek- 
cii H. contorus. Žiaí, tieto postupy sa v praxi nepotvrdili.

6. ALTERNATIVNĚ LÁTKY

Sem patria látky, ktoré nie sú konvenčnými antihel- 
mintikami a ktoré prerušujú životný cyklus parazita po- 
čas endogénnej alebo exogénnej fázy. Tieto látky sú 
všeobecne pomenované ako regulátory rastu nemató­
dov a zahřňajú rózne hormony, ich analogy aj ich an- 
tagonistov, inhibitory rastu a feromóny (Waller a La­
cey, 1985). Doposial' najslubnejšou látkou sa zdá byť 
triflumoron. regulátor rastu hmyzu (Waller a Lacey, 
1986). Táto látka má silné účinky proti volné žijúcim 
larvám Trichostrongylus colubriformis, avšak jej účin­
ky nie sú až tak přesvědčivé pri iných, blízko příbuz­
ných nematódoch.

7. BIOLOGICKÁ KONTROLA - 
NEMATODOFÁGNE PLESNE (FUNGI)

Podobné ako regulátory rastu, aj metody biologickej 
kontroly sa sústrcďujú na volné žijúce štádiá na pasien- 
ku - vajíčka, aktivně rastúce štádiá (larvy LI a L2) 
a invázne štádiá. Ako prostriedky biologickej kontroly 
prichádzajú do úvahy rózne baktérie, virusy a protozoa.

Najslubnejšou skupinou sú nematodofágne plesne, 
ktoré sa bežne vyskytujú v rostlinných zvyškoch, od- 
státych fekáliách a v pode. V posledných rokoch sa na 
ne sústreďuje pozornost' v súvislosti s ich využitím ako 
biologického nepriatefa parazitických nematódov 
zvierat.

Cielom je, aby plesne přešli neporušené cez gastro- 
intestinálny trakt hostitel'a a boli schopné ďalej rásť vo 
faeces po vylúčení do vonkajšieho prostredia (na 
pasienku) a likvidovat' tam přítomné štádiá parazita. 
Pódia spósobu a charakteristiky nematodofágnej akti­
vity (spósob chytenia a deštrukcie parazita) sú tieto 
plesne rozdělené do troch skupin (Barron, 1977; Nor­
dbring-Hertz, 1988):
- dravé plesne (predátory): vytvárajú Specifické štruk- 

túty, sieťovité alebo slučkovité pasce, do ktorých sa 
parazit zamotá;

- endoparazitické (endozoické) plesne: invadujú do 
parazita lepkavými sporami, ktoré adherujú na kuti- 
kulu, alebo prcnikajú do telovej dutiny parazita;

- plesne parazitujúce na vajíčkách nematódov: majú 
schopnost atakovat’ parazita v jeho Stádiu vajíčka. 
Nematofágna aktivita sa zistila u niekol'ko sto dru- 

hov plesní, z ktorých najlepšie výsledky naznačujú zá- 
stupcovia rodov Arthrobotrys a Duddingtonia (Larsen 
a i., 1991). Plesne po aplikácii prežúvavcom (ako naj- 
lepšia sa zatiaf javí forma přídavku do krmivá) a ná- 
slednej pasáži cez ich tráviacu sústavu dokážu zredu­
kovat' počty volné žijúcich Stádií nematódov až o 75 % 
(Gronvold a i., 1985).
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Aj v tejto oblasti je ešte viacero nedokončených 
úloh. Je potřebné identifikovat' najvhodnejšie druhy 
plesní, ktoré dokážu prežiť pasáž tráviacim traktem 
hostitela a rásť vo faeces a overiť ich druhovú špecific- 
kosť (vo vztahu к parazitovi i к hostitelovi), ktoré budú 
účinné proti parazitom, ale neškodné pre hostitelský 
organizmus a mikroflóru a mikrofaunu na pasienku. 
Taktisto ešte nie je presne vyriešená frekvencia, dávko- 
vanie a spósob aplikácie, ako aj ich komerčná příprava 
(Larsen, 1991 - nepublikované).

Biologickí nepriatelia len zriedka úplné eliminujú 
ciefové organizmy, sú však schopní redukovat' ich poč­
ty na prijatelnú mieru. Nebudú teda úplnou náhradou 
za chemoterapiu, ale možu sa úspěšně zařadit' do kom­
plexu opatření na účinné zvládnutie helmintóz zvierat 
(Waller a Larsen, 1993). Pri podaní v správnom čase, 
keď počasie vyhovuje rastu plesní, sa dá předpokládat', 
že množstvá lariev budú permanentně redukované. Za 
takéhoto ideálneho stavu by sa dalo predchádzať klinic­
kým formám helmintóz a stratám na úžitkovosti, ale 
súčasne by sa zachoval dostatek lariev na to, aby sti­
muloval tvorbu prirozdenej imunity.

8. ZÁVĚR

Vačšina týchto alternatívnych metod je v súčasnosti 
v štádiu vývoja a intenzívneho výskumu. Pravděpodobně 
potrvá ešte určitý čas, kým sa z nich stanů komerčně, 
spolahlivé, účinné a zdravotně i environmentálne vy- 
hovujúce súčasti komplexných protiparazitárnych 
programov.

Preto by málo byť společnou snahou chovatelov, ve- 
terinárnych lekárov a napokon i samotných výrobcov 
liečiv, postupovat' pri chemoterapeutických odčervova- 
cích akciách tak, aby sa nevytvárali předpoklady pre 
vznik rezistencie voči používaným antihelmintikám.

V súčasnosti sa nevyužívá dostatečné celý sortiment 
prípravkov, ktoré náš trh ponúka. Hoci účinnost’ benz- 
imidazolových a avermektínových antihelmintík je zatiaf 
viacmenej spolahlivá, při spösobe, akým boli používa­
né doteraz, hrozí, že rezistencia voči nim može v blíz- 
kej budúcnosti negativné ovplyvniť ekonomiku našich 
chovov. Příčiny vzniku, výskyt a opatrenia proti nástu­
pu rezistencie voči antihelmintikám sú podrobnejšie 
opísané aj v nasej tlači (Veselý a i., 1992; Praslička 
a Várady, 1993; Praslička 1994b, 1995b; Praslička 
a Corba, 1995). Opátovne připomínáme niekofko opat­
ření, pomocou kterých možno nástupu rezistencie pre- 
dísť, alebo ho aspoň oddialiť. Týkajú sa správného po- 
užívania liečiv, chovatelských opatření a prevencie.
• Používanie správných dávok účinných antihelmin­

tík. Podanie nízkej dávky liečiva odstráni len najcit- 
livejšie jedince z populácie parazitov. Tie, ktoré má­
jů určitý stupeň odolnosti, ostávajú a dajú základ 
novým, rezistentným generáciám.

• Zníženie frekvencie dehelmintizácií. Častý kontakt 
liečiva s parazitom umožňuje jeho rýchlejšiu adap- 
táciu, urýchluje selekciu odolných jedincov a nástup 
rezistencie.

• Striedanie používaných liečiv. Použitie iného liečiva 
odstráni aj tie jedince, ktoré získali určitý stupeň 
odolnosti voči predtým používanej látke.

• Aplikácia iných metod. Rožne chovatelské a pastev- 
né opatrenia (primeraná intenzita chovu, zoohygie- 
na, striedanie pasienkov) znižujú možnost' reinfekcie 
a móžu znížiť potřebu častých dehelmintizácií.

• Opatrenia pri presunoch zvierat. Před a najlepšie aj 
po presunoch by sa mali zvieratá odčerviť a po pre­
sunoch na iné farmy dodržiavať karanténně opatre­
nia. Sú to opatrenia proti priamej introdukcii rezis- 
tentných parazitov prostredníctvom nakažených 
zvierat.

• Monitorovanie účinnosti dehelmintizácie. Aspoň raz 
ročně, asi dva týždne po podaní liečiva, urobit' para- 
zitologické koprologické vyšetrenie. Užitečné je tiež 
viesť dlhodobé záznamy o tom, ktoré přípravky 
a kedy boli aplikované.
Vysoká prevalencia helmintóz v našich chovoch, 

ako to dokumentujú práce z róznych období (Hovorka, 
1963; Várady a Praslička, 1993), je dlhodobá. Je preto 
potřebné i naďalej dodržiavať zaužívanú schému jar- 
ných a jesenných dehelmintizácií. Má sa dodržať pra­
vidlo obmieňania antihelmintík, u nás to prakticky zna­
mená striedanie benzimidazolových a avermektínových 
liečiv. Ak sa jedná o monoinfekciu, možno uplatnit' aj 
liečivá s užším a Specifickým spektrom účinnosti. Po­
klať ide o dávkovanie antihelmintík, tu platí zásada, že 
je lepšie mierne predávkovať ako poddávkovať.
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INFORMATION INFORMACE

GRANT AGENCY OF THE CZECH REPUBLIC: INCREASING
INFLUENCE ON RESEARCH

VÝZNAM GRANTOVÉ AGENTURY ČESKÉ REPUBLIKY STOUPÁ

Grant Agency of the Czech Republic has an increasing influence on research by supporting the research projects in all 
fields of science, including agriculture and veterinary medicine. Budgets of both research institutes and universities are 
supported through grant resources for purchasing scientific instruments and materials and for increasing salaries of resear­
chers. Subsequently required research outputs are publications in peer reviewed journals.

Grantová agentura České republiky podporuje svými 
granty výzkum ve všech oborech. Získání grantu závisí na 
schopnosti navrhovatelů projektů prokázat předpoklady dob­
rého využití poskytnutých prostředků. Především musí pře­
svědčivě uvést CO hodlají sledovat, PROČ to považují za 
důležité a JAK chtějí svoje hypotézy ověřit. Důležité je také 
KDO a KDY se bude na řešení podílet. Zkušení pracovníci, 
kteří již svými výsledky, uveřejněnými v časopisech s nároč­
ným lektorským řízením, prokázali schopnosti a spolehlivost, 
mají jednoznačnou výhodu před začátečníky, kterým je nutno 
doporučovat, aby svoje síly a nápady spojili nejprve s těmi, 
o jejichž předpokladech pro řízení výzkumného týmu nemo­
hou být pochybnosti. Naopak těm, kteří již možnost použití 
finančních prostředků Grantové agentury ČR nebo jiných 
zdrojů měli a nenaplnili svoje sliby, musí být přístup к dal­
ším prostředkům omezen nebo zcela uzavřen. Hodnocení ná­
vrhů není jednoduché a nikdy nebude zcela objektivní. Ná­
roky na oponenty, zpravodaje a členy podoborových 
a oborových komisí však musí být jednoznačné: nelze pod­
porovat návrhy, které neobsahují jasné záměry a návrhy ex­
perimentálního postupu a které tak předem vylučují možnost 
hodnocení, zda řešení probíhalo podle představ navrhovatelů, 
schválených vstupním hodnocením projektu. Nové uveřejně­
né informace i vlastní výsledky mohou být vážným důvodem 
pro změnu původně předpokládaného postupu. Nezbytné 
změny je však vždy možné zdůvodnit a bylo by zcela pošetilé 
nebrat pádné a podložené důvody pro změny projektu v úva­
hu. Proto nelze připustit názory, že podrobný projekt omezu­
je tvůrčí svobodu řešitelů nebo že je možné podávat pouze 
návrhy na financování již provedených pokusů.

Hodnocení ukončených projektů musí být založeno na 
uveřejněných a lektorovaných výsledcích. Lektorské řízení, 
zejména v mezinárodních a zahraničních časopisech, je ne­
závislé na pracovištích autorů i na grantovém systému, který 
projekt financoval. Časté námitky, že není možné publikace 
pro nedostatek času předložit již při ukončení tříletých grantů 
neobstojí, protože výsledky lze doložit i rukopisem zaslaným 
nebo již přijatým к uveřejnění a dodatečným předložením se- 
parátu. Pokud jsou autoři věrohodní, jakými měli být již při 
posuzování přihlášky, a během řešení vyšly jejich další práce 
z předchozí činnosti, je jen malé riziko, že jejich práce bude 
odmítnuta. Přesto je třeba za přesvědčivé výsledky považovat 
až publikace, doložené separátními výtisky třeba i za jeden 
až dva roky po ukončení řešení. Za nedostatek není považo­
váno financování projektu z více zdrojů, musí však být zaru­
čeno, že rozsah řešení a souhrn výsledků odpovídají souhrnu 
prostředků. Výsledky, související s grantovým projektem,

mohou být uveřejněny již v prvním roce řešení, ačkoliv jejich 
část mohla být získána již před přidělením grantu. Většina 
dobrých projektů nevzniká náhlým osvícením navrhovatelů 
a je založena na jejich dlouhodobé a cílevědomé činnosti. 
Přesah publikací přes časové hranice grantů je proto příčinou 
i důsledkem odpovědně uděleného grantu. Nezbytný je však 
vždy údaj o podpoře projektu Grantovou agenturou CR 
a soulad metodiky a zaměření uveřejněné práce s projektem.

Casto bývá kladena otázka, jak posuzovat náročnost a vý­
znam časopisů. Jejich impakt faktor je rozhodně důležitým 
kriteriem, protože časopis s vysokým impakt faktorem sotva 
uveřejní špatnou práci. Zcela vyloučeno není naopak odmít­
nutí dobré práce a autoři musí někdy hledat pochopení jinde. 
Schopnost odhadnout svoje možnosti a předpoklad úspěchu 
je však jednou z důležitých vlastností dobrého vědeckého 
pracovníka. Při posuzování hodnoty impakt faktoru se také 
musí přihlížet к oborům, protože hodnoty impakt faktoru nej- 
iepších časopisů oboru se mezi obory velmi liší. Zcela se 
musí opustit přijímání výsledků, uveřejňovaných v odbor­
ných časopisech bez lektorského řízení nebo s lektorským 
řízením velmi tolerantním, výsledků zveřejněných plakáto­
vým sdělením na konferencích nebo uveřejněných jako ab­
strakt přednášek bez popisu metodiky a doložení získaných 
výsledků. Tyto publikace mají určitý význam pro celkové 
zhodnocení aktivity řešitelů, ale nemohou nahradit publikaci 
výsledků v dobrém časopisu. Účast na mnoha zahraničních 
konferencích bez uveřejnění původních experimentálních 
prací může být někdy i příčinou nedostatečné intenzity expe­
rimentální práce, věnované vlastnímu řešení projektu. Může 
být také projevem neodpovědného hospodaření nebo zbyteč­
ným rizikem zneužití dosažených výsledků, protože jejich 
přednesení na konferenci nezajišťuje autorům prioritu. Gran­
tová agentura ČR podporuje účast řešitelů na konferencích v 
zahraničí. Očekává však zřetelné ovlivnění řešení projektu 
zlepšením interpretace dosažených výsledků, navázáním no­
vých kontaktů, předložením návrhů společných projektů, po­
zváním к přednáškám, nabídkou studijních pobytů i zájmem 
o pobyt na našich pracovištích. Je na řešitelích, kteří se 
s podporou Grantové agentury ČR zúčastnili konference 
v zahraničí, aby podrobnou zprávou, kterou by stejně měli 
předložit svému zaměstnavateli a která je vyžadována jako 
příloha ke zprávě o řešení grantu, přesvědčili o dobře vy­
naložených prostředcích. Lakonické sdělení, že bylo vy­
staveno plakátové sdělení a nic neříkající abstrakt o deseti 
řádcích by rozhodně neměly stačit ke kladnému hodnocení 
cesty a neměly by umožňovat financování účasti na dalším 
kongresu.
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U projektů, které nemají experimentální charakter nebo 
při jejichž řešení byly získány výsledky, které je nutno pa­
tentovat, jsou samozřejmě možné odchylky od požadavku 
publikací jako základního kritéria hodnocení výsledků. Výji­
mečně mohou být oponentním projednáním ukončeny pro­
jekty, které neposkytly výsledky vhodné к uveřejnění. 
V těchto případech by oponentní jednání mělo doložit, že 
řešitelé skutečně vycházeli ze správných předpokladů, že spl­
nili všechny v návrhu uvedené postupy 21 přesto není jejich 
chybou, že výsledkem řešení nejsou požadované publikace.

Výzkumné zprávy ze šedesátých až osmdesátých let nebo 
referáty na konferencích, uskutečněných před několika lety, 
jejichž výsledky nebyly dosud publikovány, nemohou nahra­
zovat nedostatek věrohodných publikací nejen v přehledech 
literatury grantových přihlášek, ale ani v životopisech navrho­
vatelů. O podobné citace se nemohou opírat ani uveřejněné vý­
sledky řešení grantu, protože zcela zpochybňují věrohodnost 
jejich lektorského posouzení. Zpravodajové a hodnotitelé vý­
sledků musí také sledovat, zda uveřejněné výsledky odpoví­
dají projektu. Musí se к záměrům projektu а к nákladům vy­
naloženým na jeho řešení vrátit a musí slibované postupy 
v předložených publikacích vidět. Jen takto komplexně po­
souzené výsledky řešení mohou být podkladem pro vyslovení 
absolutoria řešitelům.

Grantové projekty jsou vynikajícím stimulem к zvýšení 
publikační aktivity а к výchově odpovědných řešitelů 21 ná­
ročných 21 objektivních hodnotitelů. Kromě publikací vedou 
také к vytváření pracovních týmů z různých pracovišť, umož­
ňují získání nových přístrojů, usnadňují konfrontaci s řešiteli 
podobných problémů v zahraničí. To všechno jsou nesporné 
přínosy к postupnému zlepšování výsledků našich pracovišť 
а к vyrovnání rozdílů, které jsou mezi námi a vyspělým svě­
tem. Přihlášky grantu i výsledky jeho řešení musí být kriticky 
posuzovány. Nejde jen o vytvoření pestrého pracovního týmu 
z mnoha pracovišť. Každý spoluřešitel musí mít konkrétní 
a kontrolovaný úkol. Řešitelé „pro jméno“ nebo „pro pří­
stroj“ 21 pracovníci s vědeckými hodnostmi, vykonávající 
technické nebo rutinní práce, nemají být vydáváni za tvůrčí 
spolupracovníky. Publikace deseti nebo patnácti autorů jsou 
často podezřelé a stojí za to si všimnout, jaký je podíl jed­
notlivých autorů na dosažených výsledcích. Pořízené přístro­
je, zakoupená pokusná zvířata a drahé chemikálie musí být 
při řešení použity. Cesty do zahraničí musí být ve výsledcích 
také vidět, např. v uskutečněné spolupráci, v projednaných 
studijních pobytech, v připomínkách к rukopisům publikací, 
ve společných projektech podaných v zahraničí nebo doma, 
v přínosu nových prostředků, ve využití u nás nedostupných 
metod, v pozvání к přednáškám, ve vyžadovaných lektor­
ských posudcích, ve jmenování do redakčních rad, progra­
mových 21 organizačních výboru kongresů, v pověření mode­
rováním diskusí apod. To vše zvyšuje mezinárodní kredit

navrhovatelů 21 řešitelů a musí to být při jejich hodnocení 
oceňováno.

Pokud budou přihlášky zpracovávány a výsledky hodno­
ceny s dodržováním uvedených zásad, bude mít Grantová 
agentura CR méně problémů. I řešitelé budou mít méně dů­
vodů к pocitu neobjektivního hodnocení a vynaložené pros­
tředky, které již dosahují téměř jedné miliardy korun ročně, 
budou vysoce návratné. Výzkum je dnes velmi náročnou čin­
ností. usnadňovanou současnými informačními technologiemi 
a přístroji. O to víc musí být projekt dobře připraven a hy­
potéza stanovami po důkladném studiu literatury. Řešení mu­
sí být dohře promyšleno a rozděleno mezi členy týmu tak. 
aby umožňovalo potvrzení nebo jednoznačné vyvrácení hy­
potézy. Kvantitativní výsledky je třeba kvalifikovaně statis­
ticky vyhodnotit 21 připravovat к uveřejnění ve správně vy­
braném časopisu již při plánování pokusů 21 v průběhu řešení. 
Nestačí, aby o výjimečnosti výsledků byli přesvědčeni jejich 
autoři. Naopak autoři musí o věrohodnosti výsledků přesvěd­
čit lektory a odbornou veřejnost. V současné době nelze oče­
kávat objevy, získané odvážným vyjetím do málo známého 
teritoria 21 zběsilým máváním síťkou na motýly v naději, že 
v ní uvízne dosud nepopsaný exemplář, s jehož určením po­
může chudý, ale hodný univerzitní profesor, který si po ná­
vratu „badatele“ z exotické ciziny bude pokládat za čest mu 
pomoci s připojením jeho jména к jménu nově objeveného 
druhu.

Musíme skončit s někdy až neuvěřitelnou neznalostí 
problému před začátkem jeho řešení a s vydáváním výsledků, 
které je možno zjistil už i v Internetu, za převratné objevy. 
Musíme podporovat činnost již úspěšných 21 vznik nových 
vědeckých škol, kde doktorand! navazují na znalostní soubo­
ry úspěšných předchůdců, kde možnostmi současné techniky 
a moderními metodami se doplňují metodiky po léta použí­
vané a dokonale zvládnuté, kde správná laboratorní praxe 
není teprve předmětem školení, kde zkušení považují za svoji 
povinnost vrátit nováčkům to. co sami považovali za samo­
zřejmé při svých začátcích. U nás je často osamocenost prog­
ramem. Starší se nechtějí o svoje zkušenosti dělit - přece je 
také museli sami pracně získat - a mladí nechtějí být zavá­
záni к „vděčnosti“ a raději vyhledají vlastní kolej, která je 
často notně zrezivělá 21 nikam nevede. Tam se plahočí a jsou 
spokojeni když svůj vozík postrčí o píci 21 ani jim nevadí, že 
po hlavních kolejích frčí moderní rychlovlaky. Casto si však 
stěžují, že jsou umazáni od Smíru 21 nemají parádní uniformu.

Jistě trochu přeháním, aleje na nás všech svými výsledky 
stále dokazovat, že přeháním zbytečně. Rozhodně prosím, 
aby se zbytečně necítili dotčeni ti. kterých se nic z uvedeného 
netýká 21 aby moje poznámky nebyly zneužily к znev2ižení 
činnosti Grantové agentury CR. Nebylo by to spravedlivé, 
protože к překonávání problémů našeho výzkumu Grantová 
agenturo CR od svého vzniku hodně přispěla.

Karel H г и š к a
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