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LIGHT AND SCANNING ELECTRON MICROSCOPY
OE ENDOMETRIUM OF OVARIECTOMIZED COWS
TREATED WITH OESTRADIOL

SVĚTELNÁ A RASTROVACÍ ELEKTRONOVÁ MIKROSKOPIE 
ENDOMETR1A OVARIEKTOMOVANÝCH KRAV PO APLIKACI
ESTRADIOLU

V. Kummer, Z. Zralý, J. Canderle, J. Mašková

Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Histomorphoiogica! and histochemical investigations showed that a single intramuscular dose of 3 mg or oral 
dose of 10 mg oestradiol were sufficient to induce physiological oestrogenization of endometrium in ovariectomizcd cows. 
The first signs of endometrial activation were observed already on post-treatment Day 2. The resumption of secretory activity 
of surface epithelium cells and epithelial cells of proximal segments of uterine glands, active hypcraemia, slight oedema of 
lamina propria, and infiltration with cells responsible for non-specific resistance of endometrium (lymphocytes, lymphoid 
cells, monocytes, macrophages, mast cells) were the typical signs of oestrogenic stimulation. Morphological and activation 
signs of the effects of oestradiol persisted up to post-treatment Day 9. High doses of oestradiol (10 mg intramuscularly or 
intravenously, 20 mg orally) induced non-physiological hyperoestrogenization of uterine mucosa.

cow; oestradiol; endometrium; histology; histochemistry; scanning electron microscopy; ovariectomy

ABSTRAKT: U sedmi ovariektomovaných krav byly sledovány účinky různých dávek a způsobů aplikace estradiolu (estra- 
diolpropionát 3 a 10 mg i. m., 10 mg i. v.; estradiolbenzoát 10 a 20 mg p. o.) na morfologickou a funkční aktivaci endometria. 
Vzorky endometria byly odebírány biopsií nebo po odporažení krav v období 2. až 9. dne po aplikaci estradiolu. Prvé známky 
aktivace endometria při aplikaci nižších dávek estradiolu (3 mg i. m. a 10 mg p. o.) byly zjištěny již od 2. dne po ošetření. 
Typickým obrazem estrogenní stimulace je nárůst výšky a obnovení sekreční aktivity buněk povrchového epitelu a epitelu 
horních úseků děložních žiázek, aktivní hyperemie horních vrstev stratum compactum, lehká edcmatizace a v celém rozsahu 
lamina propria infiltrace buňkami, které tvoří základ nespecifické rezistence endometria. Infiltrát tvoří převážně mononuk- 
leární buňky (lymfocyty, lymfoidní buňky, monocyty), dále makrofágy a žírné buňky, výskyt polymorfonukleárních buněk 
je nízký. Infiltrující buňky postupně prostupují do horních vrstev endometria a mají sklon к tvorbě nezřetelně ohraničených 
lymfoidních nodulů (obr. 1 až 3). Projevy estrogenizace endometria vrcholí 4. až 5. den a účinky estradiolu přetrvávají až do 
9. dne po ošetření. Dynamiku sekrece buněk povrchového epitelu názorně dokumentují snímky rastrovací elektronové mik­
roskopie (obr. 5, 6). Rychlou funkční responzi endometria na estradiol dokládá vysoký vzestup aktivity nespecifické esterázy 
a alkalické fosfatázy v povrchovém epitelu a cévním systému již od 2. dne po ošetření. V celém rozsahu endometria vykazují 
makrofágy vysokou aktivitu nespecifické esterázy a kyselé fosfatázy. Výsledky histomorfologického a histochemického vy­
šetření prokázaly, že к dosažení fyziologického stupně estrogenizace endometria je dostatečná jednorázová aplikace 3 mg i. m., 
resp. 10 mg p. o. estradiolu. Aplikace vyšších dávek (10 mg i. m., 10 mg i. v. a 20 mg p. o.) již vyvolává stavy hyperestro- 
genizace, které se projevují vakuolární degenerací buněk povrchového epitelu s narušením jeho integrity, rozsáhlejšími 
subepiteliálními hemoragiemi, masivní buněčnou infiltrací lamina propria, cystickou dilatací děložních žiázek a hyperplazií 
stromatu (obr. 4, 7, 8).

kráva; estradiol; endometrium; histologie; histochemie; rastrovací elektronová mikroskopie; ovaricktomie

INTRODUCTION

Oestrogens play the key role in the dynamics of 
cyclic morphological and activity changes of bovine 
uterine mucosa. Their effects on individual cell types 
of endometrium during the oestrous cycle have been 
outlined in histomorphological (V о 11 m c r h a u s ,

1957; Věžník et al., 1970) and histochemical 
(Skjerven, 1956; Kummer, 1971) studies and 
completed by electron microscopic investigations 
(M a r i n o v and Lovell, 1968; Kojima and Se­
lander, 1970).

Much less attention has been paid to the effects of 
exogenous oestrogens in ovariectomizcd cows (Lar-
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son ct al., 1965; Věžník et al.. 1973) and to the 
assessment of hyperoestrogenization of uterine mucosa 
(Věžník el al., 1979).

Oestrogens stimulate the activity of endometrial 
non-specific defense mechanisms (Nicol et al., 1965; 
Hussain, 1989), thus enhancing the uterine resis­
tance to natural or experimental infections (Broome 
ct al., 1960; Carson et al.. 1988).

The effects of the hygienically safe natural oestro­
gens have motivated the efforts to use them in practical 
gynaecology, particularly as causal substitutes in fe­
males suffering from oestrogenic deficiencies (K u m - 
mer et al.. 1991; Zralý ct al., 1993 and others). In 
such cases, the timing and dosage are the decisive fac­
tors for successful treatment.

The aim of our experiments was to assess the effects 
of oestradiol on endometrium of ovariectomized cows 
at various dosage levels and ways of administration.

MATERIALS AND METHODS

Animals

The effects of oestradiol on uterine mucosa were 
investigated in seven ovariectomized, clinically normal 
cows - crosses of the Black Pied Lowland and Czech 
Pied breeds in their second to third lactation with mean 
liveweight of 580 kg. The cows were monitored for 
cyclic ovarian activity and ovariectomies were made 
three to five months after parturition. The first treat­
ment with oestradiol was made at least six weeks after 
the ovariectomy. An interval of at least thirty days was 
observed in repeatedly treated cows.

Hormones and ways of administration

Oestradiol propionate (Agofollin inj. ad us. vet., Bio- 
tika) was administered in 10 experiments (5, 3 and 
2 experiments with 3 mg and 10 mg intramuscularly 
and 10 mg intravenously, respectively).

Oestradiol benzoate (Agofollin coated tablets, Léčiva) 
was administered in 8 experiments (5 and 3 experi­
ments with 10 mg orally and 20 mg orally, respec­
tively).

Sampling

Bioptic samples of endometrium were collected 
from the middle segment of uterine horns before the 
treatment and on post-treatment Days (henceforth only 
Day/Days) 2, 3. 4, 7 and 9. The samples for scanning 
electron microscopy were collected from cows slaugh­
tered on Days 2 or 3, except for two orally treated 
cows in which the treatment-to-slaughter interval was 
9 days.

Sample processing

The samples for histological examinations were 
fixed in Bouin's solution and stained with haema- 
toxylin-cosin, or with toluidine blue to set off mast 
cells. The samples for histochemical examinations were 
fixed in chilled Baker's solution. Alkaline and acid 
phosphatases and non-specific esterase were visualized 
by the azocopulation and the indigogenous methods, 
respectively (L о j d a and Papoušek, 1967).

The samples for scanning electron microscopy were 
rinsed with water and fixed in 3% glutaraldehyde. The 
preparations were dehydrated and dried in the conven­
tional manner, plated with gold (Polaron) and viewed 
with the electron microscope Tesla BS 300.

RESULTS

The first signs of the effects of exogenous oestradiol 
on endometrium were demonstrable by histological 
examinations already on Day 2. In the cows treated 
with the lower doses of oestradiol (3 mg intramuscu­
larly or 10 mg orally), the flat, quiescent monolayer 
surface epithelium thickened and here and there trans­
formed into cylindrical epithelium. Dilatation of blood 
vessels, slight oedema and in some cases active hyperae- 
mia in upper parts of stratum compactum were observed 
in lamina propria. Beginning infiltration of stratum com­
pactum by mononuclear cells (lymphocytes, lymphoid 
cells, monocytes) was a typical finding. On the other 
hand, polymorphonuclear cells were rather scarce. Ampli­
fication of mast cells and activated histiocytes (macro­
phages) was evident in all endometrial layers.

The first signs of secretory activity of surface epi­
thelium and epithelium of proximal segments of uterine 
glands were observed from Day 3. Mobile cells mi­
grated towards the upper parts of uterine mucosa and 
cumulated there forming bands in subepithelial layers. 
Mononuclear cells showed a tendency to the formation 
of noduli. Beginning metachromasia of cytoplasmatic 
granules and scarcely degranulation and release of the 
cell contents into the adjacent tissues were seen in mast 
cells. At this time also hyperaemia and oedema of lami­
na propria culminated (Fig. 1-3).

Secretory activity of cells of surface epithelium, but 
not that of the epithelium of proximal segments of uter­
ine glands, was evident between Days 7 and 9. Hy­
peraemia and oedema of endometrium disappeared 
slowly, but increased cellular infiltration of the upper 
layers of stratum compactum persisted. Here and there, 
round-nucleate cells cumulated massively in the subepi­
thelial space and penetrated into uterine lumen. Lym­
phoid nodules with indistinct demarcation were seen 
frequently. The release of granules from mast cells was 
more frequent and the number of macrophages decreased.

The basic histological pattern and dynamics of en­
dometrial changes were similar in the cows receiving 
the oral dose of 20 mg oestradiol, but signs of
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I. Subepithelial cumulation of 
mononuclear cells penetrating spo­
radically through the surface epithe­
lium; numerous macrophages and 
mast cells. Endometrium of an 
ovariectomizcd cow 3 days after oral 
administration of 10 mg oestradiol 
(toluidine blue, 250x)

2. Formation of indistinctly demar­
cated lymphoid noduli in stratum 
compactum. Endometrium of an 
ovariectomizcd cow 3 days after oral 
administration of 10 mg oestradiol 
(toluidine blue, 250x)

3. Numerous mast cells and macro­
phages; oedema and hyperaemia of 
stratum spongiosum. Endometrium 
of an ovariectomizcd cow 3 days 
after intramuscular administration of 
3 mg oestradiol (toluidine blue, 
250x)

a stronger oestrogenization were evident particularly in 
the surface epithelium (suhnuclear vacuolar degenera­
tion, release of cells resulting in partial disintegration 
of the surface epithelium). The penetration of mononu­

clear cells through the epithelium and small subepithelial 
haemorrhages were more frequent.

The intramuscular and intravenous treatments of 
ovariectomizcd cows with 10 mg oestradiol induced
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apparent signs of hypcroestrogenization. A high degree 
of vacuolar degeneration of surface epithelium cells, 
their release and the resulting large areas of disinte­
grated epithelium were seen already on Days 2 to 3. 
Also frequent were cystic dilatations of glandular lu­
mina and subcpithelial haemorrhages contributing to 
the disintegration of surface epithelium. Endometrium 
was massively infiltrated by lymphocytes and lym­
phoid cells forming here and there large accumulations 
(Fig. 4). Areas of hyperplasia of connective tissue were 
apparent in basal parts of stratum spongiosum.

Dynamics of changes in surface epithelium, as seen 
in scanning electron micrographs, confirmed the find­
ings obtained by the conventional histological tech­
nique. Formation and accumulation of secretions in 
apical parts of cells as signs of activation of surface 
epithelium were evident 2 to 3 days after the intramus­
cular and oral administrations of 3 and 10 mg oestra­

diol, respectively. The activation started in smaller, ir­
regularly demarcated areas in which the secreting cells 
protruded over the flat, still quiescent cells (Fig. 5). 
The activation was more pronounced in caruncular 
areas.

Advanced stages of secretory activity and numerous 
post-secretion cells were observed on Day 9 (Fig. 6). 
Oral administration of 20 mg oestradiol resulted in hy­
perstimulation of endometrial surface epithelium, cha­
racterized by extensive desquamations in caruncular 
areas (Fig. 7). Intramuscular administration of 10 mg 
oestradiol induced conspicuous non-physiological en­
dometrial reactions evident from ruptures and disinte­
gration resulting from enormous afflux, extensive epi­
thelial desquamation, wide dilatation of orifices of 
uterine glands, formation of deep crypts, and penetra­
tion of erythrocytes, or even haemorrhages on the sur­
face of uterine mucosa (Fig. 8).

4. Extensive aggregation of mononu­
clear cells; cystic dilatation of uter­
ine glands; marked oedema and hy- 
peracmia of stratum spongiosum. 
Endometrium of an ovariectomized 
cow 2 days after intramuscular ad­
ministration of 10 mg oestradiol 
(toluidine blue, !60x)

5. Resumption of activity of surface 
epithelium; cumulation of secretions 
in apical parts of cells. Intercaruncu- 
lar area of endometrium of an ovariec­
tomized cow 3 days after oral admi­
nistration of 10 mg oestradiol (SEM, 
l500x)
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The rapid response of endometrium to exogenous 
oestradiol was also Confirmed by increased enzymatic 
activity. A high increase of the non-specific esterase 
activity was recorded in surface epithelium and proxi­
mal segments of uterine glands already on Day 2. High 
activity was also observed in cells of the endometrial 
vascular system and macrophages. An increase of alka­
line phosphatase activity was evident in apical parts of 
surface epithelial cells, the capillary network, cells of 
Stratum compactum and basal parts of stratum spongio­
sum. On the other hand, the activity of acid phos­
phatase was low in all endometrial structures except for 
macrophages showing intensive reactions. Within the 
used dosage range, the enzymatic activities were appar­
ently dose-independent. A decrease of enzymatic ac­
tivities, particularly in surface and uterine gland epithe­
lium, was observed on Days 7 to 9, but increased 
alkaline phosphatase activity persisted in hyperplastic 
areas of endometrial stroma.

DISCUSSION

Intramuscular and oral administrations of 3 and 10 mg 
oestradiol, respectively, were found to be sufficient to 
induce in ovariectomized cows histomorphological and 
activity changes in endometrium corresponding to 
those resulting from the effects of endogenous oestro­
gens during a spontaneous ovarian cycle. In addition to 
active hyperaemia of endometrial stroma and slight oe­
dema, the treatments induced apparent responses of 
surface epithelium cells and cell populations responsi­
ble for the non-specific resistance of endometrium.

Growth of the flat, quiescent cells of surface epithe­
lium in ovariectomized cows treated with oestradiol 
was described earlier by Larson et al. (1965) and 
Věžník et al. (1973). In our experiments, the re­
sumption of the secretory activity of surface epithelium

and epithelium of proximal segments of uterine glands 
was apparent already on Day 3. The earlier resumption 
of the secretory activity in caruncular areas is obvious­
ly associated with the more abundant blood supply. 
Věžník et al. (1973), who administered lower doses 
of oestradiol (0.5 or 2 mg), observed secretion in sur­
face epithelium cells, obtained by uterine washing or 
microabrasion of endometrium, from post-treatment 
Day 7. Compared with the conventional histological 
technique, scanning electron microscopy of uterine epi­
thelium yielded a more detailed picture, similarly like 
reported by F a t h a 11 a et al. (1975) and В о 11 o et 
al. (1990).

The rapid activation of surface epithelium was also 
evident from the increase of enzymatic activity already 
on Day 2. Larson et al. (1970) and Věžník et al. 
(1973) also described a cumulation of glycogen and 
PAS-positive material. The increase of enzymatic ac­
tivity extended also to the epithelium of proximal seg­
ments of uterine glands. It is therefore evident that, at 
the lower dosages, oestradiol induced metabolic activa­
tion of cells in an extent and degree corresponding to 
those seen in the follicular and oestral stages of the 
ovarian cycle in intact cows (Vollmerhaus, 1957; 
Hacket and Hafs, 1969; Kummer et al., 1971 
and others). The morphological and functional pattern 
of oestrogenic stimulation of epithelial endometrial 
cells persisted in the ovariectomized cows up to Day 9.

One of the typical features of the oestrogen-stimu- 
lated endometrium is the activation of mobile cells as 
a component of the „clearance mechanisms“ described 
by Grunert (1961) and Schulz (1961). The dy­
namics of the occurrence of the mobile cells in bovine 
endometrium during the ovarian cycle was described 
already earlier by Skjerven (1956). Polymorphonu­
clear and mast cells and histiocytes dominated in the 
cell population during the follicular and oestral stages 
of the ovarian cycle. Contrary to these findings,

6. Surface epithelium cells, mostly 
after the release of secretions. Mar­
ginal caruncular area of endometrium 
of an ovariectomized cow 9 days 
after oral administration of 10 mg 
oestradiol (SEM, 5000x)
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7. Extensive desquamation of surface epithelium. Caruncular area of 
endometrium of an ovariectomized cow 9 days after oral adminis 
tration of 20 mg oestradiol (SEM, 2000x)

8. Disintegration of surface epithelium and small haemorrhages re­
sulting from enormous afflux and hyperaemia. Caruncular area of 
endometrium of an ovariectomized cow 2 days after intramuscular 
administration of 10 mg oestradiol (SEM. 20()0x)

mononuclear cells (lymphocytes, lymphoid cells and 
monocytes), histiocytes and mast cells prevailed in the 
infiltrations seen in our experimental cows, while 
granulocytes occurred much less frequently. We can 
also confirm the high activity of lysosomal enzymes 
(acid phosphatase and non-specific esterase) in histio­
cytes as described by Hermanns et al. (1987).

Our findings allow us to conclude that the amount 
and composition of the cell infiltrate in ovariectomized, 
oestrogen-treated cows resembled the pattern of en­
dometrial restoration as seen in cows with undisturbed 
puerperium on post-partum Days 15 to 20 (K u m m c r 
et al., 1989). The basal progesterone and elevated 
17beta-oestradiol concentrations generated a similar 
endocrinological background. The increased number of 
neutrophil granulocytes in endometrium may have re­
sulted from a higher bacterial contamination of the 
uterine environment.

The way of administration of the lower doses oes­
tradiol (3 mg intramuscularly or 10 mg orally) had no 
marked effects on the endometrial response. Oestradiol 
concentrations in blood plasma of ovariectomized heif­
ers and post-parturient cows treated with low doses 
(Zralý et al., 1992) did not significantly exceed the 
values normal for the oestrus stage and their dynamics

was not thus different to induce significantly different 
endometrial responses. The treatments of ovariecto­
mized cows with the higher doses of oestradiol (10 mg 
intramuscularly or 20 mg orally) induced apparent 
signs of endometrial hyperoestrogenization.

The results presented here have completed the cur­
rent knowledge of endometrial responses to the treat­
ment with oestrogens. The effects of various dose le­
vels and ways of administration can serve as criteria for 
the application of oestrogens in therapy and prevention 
of reproductive disorders.

Acknowledgement

The authors wish to thank Mr. Jiří К u d r n a for his 
excellent technical collaboration in sample processing 
and making of scanning electron micrographs.

REFERENCES

BOLLO, E. - BIOLATT1, B. - PAU, S. - GALLON1, M.: 
Scanning electron microscopy of pathologic changes on the 
epithelial surfaces of the uterus and uterine tubes of cows. 
Amer. J. Vet. Res., 5/, 1990: 137-142.

270 Vet. Med. - Czech. 40, 1995 (9): 265-271



BROOME, A. W. - WINTER, A. J. - McNUTT, S. H. - 
CASIDA, L. E.: Variations in uterine response to experimen­
tal infection due to the hormonal state of the ovaries. II. The 
mobilization of leukocytes and their importance in uterine 
bactericidal activity. Amer. J. Vet. Res., 2/, 1960: 675-681. 
CARSON, R. L. - WOLFE, D. F. - KLESIUS, P. H. - 
KEMPPAINEN, R. J. - SCARLAN, С. M.: The effects of ova­
rian hormones and ACTH on uterine defense to Corynebac- 
terium pyogenes in cows. Theriogenology, 30, 1988: 91-97. 
FATHALLA, M. A. - LIPTRAP, R. M. - GEISSINGER, H. 
D.: Combined scanning electron and light microscopy of bio­
psy samples of bovine uterus. Can. J. Comp. Med., 39, 1975: 
457-461.
GRUNERT, E.: Zur sogenannten endometrialen Selbstrei­
nigung beim Rind (Teil I). In: Proc. IVth Int. Congr. Anim. 
Reprod., Hague, 1961: 312-315.
HACKETT. A. J. - HAFS, H. D.: Biochemical and morpho­
logical changes in bovine tubular genitalia during the estrous 
cycle. J. Anim. Sei., 29, 1969: 35-38.
HERMANNS, W. - SCHMELZER-PERSICKE, I. - 
SCHRÖDER, A.: Enzymhistologische Untersuchungen am 
Endometrium des Rindes. Tierärztl. Umsch., 10, 1987: 
806-813.
HUSSAIN, A. M.: Bovine uterine defense mechanisms: 
A review. J. Vet. Med. B, 36, 19 89: 641-651.
KOJIMA, Y. - SELANDER, U.: Fine structure of bovine 
surface endometrial cells in the estrous and luteal phases. Z. 
Zellforsch. Mikrosk. Anat., 104, 1970: 557-571.
KUMMER, V.: Histochemie endometria skotu. [Disertační 
práce.] VÚVeL, Brno 1971. 135 pp.
KUMMER, V. - ZRALÝ, Z. - ČANDERLE, J.: Histologie 
endometria krav v průběhu fyziologického a patologického 
puerperia. Veter. Med. (Praha), 34, 1989: 603-612.
KUMMER, V. - ZRALÝ, Z. - ČANDERLE, J.: Použití pří­
pravku Agofollin inj. ad usum vet. (Biotika) к prevenci a te­
rapii poruch puerperia krav. Biopharm, 27, 1991: 249-256. 
LARSON, L. L. - MARION, G. B. - GIER, H. T.: Cyclic chan­
ges in the bovine endometrium. J. Anim. Sei., 24, 1965: 923. 
LARSON, L. L. - MARION, G. B. - GIER, H. T.: Glycogen 
metabolism in bovine endometrium. Amer. J. Vet. Res., 31, 
1970: 1929 - 1935.

LOJDA, Z. - PAPOUŠEK, F.: Histochemie enzymů. 1. vyd. 
Brno, 1967. 110 pp.
MARINOV, U. - LOVELL, J. E.: Cytology of the bovine 
uterine epithelium during the estrous cycle. Amer. J. Vet. 
Res., 29, 1968: 13-30.
NICOL, T. - VERNON-ROBERTS, B. - QUANTOCK, D. 
C.: The influence of various hormones on the reticulo-endo- 
thelial system: endocrine control of body defence. J. Endo­
crinol., 33, 1965: 365-383.
SCHULZ, L. C.: Zur sogenannten endometrialen Selbstrei­
nigung beim Rind (Teil II). In: Proc. IVth Int. Congr. Anim. 
Reprod., Hague, 1961: 316-323.
SKJERVEN, O.: Endometrial biopsy studies in reproduc- 
tively normal cattle - clinical, histochemical and histological 
observations during cycle. Acta Endocrin, 22, 1956, Suppl. 
26: 1-101.
VĚŽNÍK, Z. - HRUŠKA, К. - KUMMER, V. - VRTĚL, M.: 
Význam laváže a mikroabrase endometria v diagnostice 
poruch plodnosti. [Výzkumná zpráva.] Brno, Výzkumný 
ústav veterinárního lékařství 1970. 94 pp.
VĚŽNÍK, Z. - KUMMER, V. - ŠVIHÁLKOVÁ, A. - 
HRUŠKA, K. - SCHLEGELOVÁ, J.: Stanovení ukazatelů 
insuficience endometria. [Výzkumná zpráva.] Bmo, Výzkumný 
ústav veterinárního lékařství 1973. 40 pp.
VĚŽNÍK, Z. - HRUŠKA, K. - KUMMER, V.: Endometri- 
umsreaktionen unter dem Einfluss von Biotechnika. Mh. 
Veter.-Med., 34, 1979: 924-929.
VOLLMERHAUS, B.: Untersuchungen über die normalen 
zyklischen Veränderungen der Uterusschleimhaut des Rin­
des. Zbl. Veter. Med., R. A, 4, 1957: 18-50.
ZRALÝ, Z. - KUMMER. V. - ČANDERLE, J. - RASZYK, 
J. - ŠIŠÁK, M.: Vliv estrogenů na fagocytární aktivitu 
krevních leukocytů jalovic a krav. Veter. Med. (Praha), 37, 
1992: 65-74.
ZRALÝ, Z. - KUMMER. V. - ČANDERLE, J. - MAŠ­
KOVÁ, J. - ŠIŠÁK, M.: Využití perorální aplikace estradi- 
olbenzoátu při terapii a prevenci poruch puerperia krav. 
Veterinářství, 43, 1993: 214—217.

Arrived on 29th May 1995

Contact Address:

MVDr. Vladimír Kummer, CSc., Výzkumný ústav veterinárního lékařství, Hudcova 70, 621 32 Brno, Česká republika, 
Tel. 05/41 3 2 12 41, fax 05/41 3 2 12 29

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (9): 265-271 271



ENVIRONMENTAL HEALTH PERSPECTIVES

Journal of the National Institute of Environmental Health Sciences,
Research Triangle Park, N.C., U.S.A.

Měsíčník pro uveřejňování výsledků výzkumu, diskusi, rozšiřování nových informací a myšlenek je novým 
pravidelným přírůstkem knihovny Výzkumného ústavu veterinárního lékařství v Brně. U.S. Department of Health 
and Human Services, které je vydavatelem časopisu, tak vyjádřilo uznání výsledků dosažených v tomto ústavu. 
Zařazení ústavu do adresáře pracovišť, kterým je časopis bezplatně poskytován, doporučil člen redakční rady 
MUDr. Radim Šrám, DrSc., koordinátor mezinárodního výzkumného programu Teplice, na kterém se úspěšně 
podílí tým Dr. J. Rubeše. Díky jeho vynikajícím výsledkům tak ústav získal důležitý zdroj informací.

Časopis uveřejňuje vědecká sdělení (Research Articles and Research Advances), která podrobuje náročnému 
lektorskému řízení a autorům poskytuje 200 separátních výtisků jejich článku. Dále uveřejňuje názory, myšlenky 
a perspektivy (Editorial Statements, Reviews and Commentaries, Correspondence and Meeting Reports), nové 
informace o životním prostředí (Environews) a monografie (Supplements, Symposia and Conference Procee­
dings). Z dalších informací jsou zajímavé National Institute of Environmental Health Science News, New Books, 
Announcements of Conferences, Fellowships, Grants & Awards, Position Announcements aj.

Environmental Health Perspectives je uváděn v Current Contents a v roce 1993 měl impact faktor 1,481.

V 6. čísle 103. svazku, které má 96 stran, vychází mj.:
Effects of Coumestrol on Estrogen Receptor Function and Uterine Growth in Ovariectomized Rats
Fertility in Mice after Prenatal Exposure to Benzopyrene and Inorganic Lead
Xenoestrogens Released from Lacquer Coatings in Food Cans

Zájemci o pravidelné zasílání obsahu tohoto časopisu nebo o zaslání kopie uveřejněných článků, se mohou 
obrátit na knihovnu Výzkumného ústavu veterinárního lékařství, Hudcova 70, 621 32 Brno (tel. 05/41 32 12 41, 
fax 05/41 21 12 29, e-mail: kahr.@vuvel.anet.cz).

Karel Hruška

vuvel.anet.cz


MUTAGENICITY OF STABLE DUST AND DRINKING WATER 
ON SWINE AND CATTLE FARMS*

* The work was financially supported by the Ministry of Agriculture of the Czech Republic (Project No. A 093 95 0048) and the Ministry of 
Environment of the Czech Republic (Project GA/1650/93).

MUTAGENNÍ AKTIVITA STÁJOVÉHO PRACHU A NAPÁJECÍ
VODY V CHOVECH PRASAT A SKOTU

J. Raszyk1, Z. Pokorná", V. Strnadová1, V. Gajdůšková1, R. Ulrich1, A. Jarošová1,
J. Salava\ J. Palác3

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

ABSTRACT: Single pilot examinations of mutagenicity of stable dust and drinking water were made on three swine farms 
(D., M., T.) and one cattle farm (N.) in the district of Hodonín in summer 1994. The mutagenicity was examined by the Ames 
test using the indicator strains Salmonella typhimurium TA 98 and TA 100 with (+S9) or without (-S9) metabolic activation. 
At the same time the contents of selected pesticides (PES) and polychlorinated biphenyls (PCB) in stable dust and drinking 
water and that of polycyclic aromatic hydrocarbons in stable dust were determined. Increased mutagenicity was demonstrated 
in drinking water (strain TA 98 with metabolic activation; index Rt/Rk 3.6-7.7) and stable dust (strain TA 100 with metabolic 
activation; index Rt/Rk 2.2) collected on the swine farm M. High contents of PAH (8.246 mg/kg) and PCB (0.263 mg/kg) 
were also found in the dust samples collected on this farm. Only drinking water showed mutagenic activity (strain TA 98 
without metabolic activation; index Rt/Rk 2.6) on the swine farm D. On both the farms, the number of revertants was 
dose-dependent. Increased content of PAH (2.553 mg/kg) was also demonstrated on the dust samples collected on the farm 
D. No significant increase (twofold or higher when compared with negative controls) of mutagenic activity of stable dust or 
drinking water was demonstrable on the swine farm T. and the cattie farm N. Substances responsible for the mutagenicity of 
drinking water on the farms D. and M. have not yet been identified. Anyway, the increase of mutagenicity of stable dust and 
drinking water should be taken as a warning that mutagens that can jeopardise animal and human health have penetrated into 
the stable environment.

mutagenicity; Ames test; stable dust; drinking water; polycyclic aromatic hydrocarbons; polychlorinated biphenyls; pesticides; 
swine; cattle; health risks

ABSTRACT: Ve třech chovech prasat (D., M., T.) a v jednom chovu skotu (N.) na okrese Hodonín bylo v letním období 
roku 1994 provedeno orientační, jednorázové vyšetření mutagenní aktivity stájového prachu a napájecí vody. Mutagenní 
aktivita byla posuzována Amesovým testem s využitím indikátorových kmenů Salmonella typhimurium TA 98 a TA 100 
s metabolickou aktivací (+S9) a bez ní (-S9). V odebraných vzorcích stájového prachu a napájecí vody byly současně stanoveny 
vybrané pesticidy (PES) a polychlorované bifenyly (PCB). Polycyklické aromatické uhlovodíky (РАН) byly stanoveny pouze 
ve stájovém prachu. V chovu prasat M. byla zjištěna zvýšená mutagenní aktivita napájecí vody (na kmeni TA 98 s metabo­
lickou aktivací; index Rt/Rk 3,6 - 7,7) a stájového prachu (na kmeni TA 100 s metabolickou aktivací, index Rt/Rk 2,2). 
Současně byla zaznamenána závislost počtu revertant na dávce. V chovu prasat M. byly ve stájovém prachu nalezeny nejvyšší 
koncentrace РАН (8,246 mg/kg) a PCB (0,263 mg/kg). V chovu prasat D. byla zjištěna pouze mutagenní aktivita napájecí 
vody (na kmeni TA 98 bez metabolické aktivace; index Rt/Rk 2,6), která se současně projevila závislostí počtu revertant na 
dávce. Rovněž v chovu prasat D. byla zjištěna ve stájovém prachu zvýšená koncentrace РАН (2,553 mg/kg). V chovu prasat 
T. a v chovu skotu N. nebyla zjištěna zvýšená mutagenní aktivita (ve smyslu dvojnásobného a vícenásobného vzestupu počtu 
indukovaných revertant vzhledem к negativní kontrole) stájového prachu a napájecí vody. Doposud nevíme, které látky 
(mutageny) jsou zodpovědné za zvýšenou mutagenní aktivitu napájecí vody v chovech prasat D. a M. Zjištění zvýšené 
mutagenní aktivity stájového prachu či napájecí vody pro nás představuje varovný signál, že do stájového prostředí pronikly 
mutageny, které mohou ohrožovat zdraví zvířat i jejich ošetřovatelů.

mutagenní aktivita; Amesův test; stájový prach; napájecí voda; polycyklické aromatické uhlovodíky; polychlorované bifenyly; 
pesticidy; prasata; skol; zdravotní riziko
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INTRODUCTION

Numerous xcnobiotics, such as heavy metals, pesti­
cides, herbicides, polycyclic aromatic hydrocarbons 
(PAH), polychlorinated biphenyls (PCB), mycotoxins, 
etc., some of which are known as mutagens (R a s z у к 
et al., 1994), can penetrate into premises of animal 
husbandry.

The pollutants may be present in feeds, drinking 
water or paint coats, can be introduced into the envi­
ronment of farm animals as drugs (e.g. lindane), disin­
fectants, disinsectants or rodenticides, or produced by 
fungi (mycotoxins). Other sources of pollutants are agri­
cultural machines and mechanisms contaminating the 
environment with exhaust gases, fuel, lubricants, brake 
or hydraulic fluids, etc.

A suitable indicator of environmental pollution is 
the sedimented stable dust (Raszyk et al., 1986, 
1989). Xcnobiotics that have penetrated into stables are 
usually demonstrable in the dust.

The presence of mutagens in premises for farm ani­
mals can be demonstrated by cytogenetic tests (Ru­
beš et al., 1988, 1992).

Direct evidence of the presence of mutagens in the 
environment can be obtained by Ames test (Maron 
and Ames, 1983) The test is suitable for the demon­
stration of the general genotoxic effect, but not for the 
identification of mutagens which are responsible for it. 
A preliminary estimation can be made on the basis of 
results obtained with various indicator strains. Thus, 
reversions in the strains TA 98 and TA 100 arc indicative 
of the presence of substances or mixtures thereof inducing 
frameshift and substitution mutations, respectively.

Mutagenicity of drinking water in the Czech Repub­
lic has been systematically monitored by Černá (1986, 
1993), Černá et al. (1987, 1994).

No systematic investigations of the mutagenicity of 
individual components of the environment of farm ani­
mals have been conducted in the Czech Republic so far.

The aim of our investigations was to obtain pilot 
data on mutagenicity of stable dust and drinking water 
on four farms in the district of Hodonín.

MATERIAL AND METHODS

FARMS

1. The pig fattening farm D housed 17,000 animals in 
15 halls. The halls had windows in aluminium mant­
les. Ventilation was controlled by temperature sen­
sors. Dry feed was fed in 13 halls and a liquid diet 
(system Schauer) in the remaining 2 halls. Drinking 
water came from a public source and the pigs were 
watered from small troughs or valve or bowl drin­
kers.

2. The swine farm M. housed 20,500 animals, of which 
10,000 were fattened pigs. The construction and

ventilation of the halls were the same as described 
for the farm D. Fattened pigs were fed a liquid diet 
(system Schauer) which completely covered the re­
quirement for water. Water used for the preparation 
of the liquid feed came from the farm’s own source.

3. The swine farm T. housed 2,000 animals, out of
which 1,600 were fattened pigs. The masonry fatten­
ing houses with windows were ventilated with an 
exhaust system. Although the fattened pigs were fed 
a liquid diet, they had access to valve-type drinkers. 
Drinking waler came from a public source.

4. The farm N. housed 340 dairy cows, 30 calves (up 
to 20 days old) and 108 breeding heifers. The ani­
mals were housed in loose barns with metal sheet 
mantles and only dams in the farrowing house were 
tied. The houses were ventilated with a pressure sys­
tem. The dairy cows were fed roughage and concen­
trates according to milk production and watered 
from drinking bowls. Drinking water came from 
a public source.

SAMPLING

Stable dust samples were collected with a vacuum 
cleaner, or, from places with a difficult access, with 
a short-handled brush and shovel. The collected dust 
was screened through a 0.7 mm mash. The larger par­
ticles were discarded and the smaller ones, making ap­
prox. 85% of the total amount, were used for analyses. 
On the swine farms, the samples were collected in fat­
tening houses 10 to 14 days before the end of the fat­
tening period. On the cattle farm, the dust sample was 
collected in the farrowing house.

The samples of drinking water were collected from 
outlets other than the drinkers, because it was impos­
sible to connect the sampling sets to the watering sys­
tem. The sampling was made by the standard method 
(AHEM, 1989) using a metal sampling set with a se­
parable column filled with a sorbent (Separon). The 
pollutants were separated by passing a 200-L volume 
through the column connected to a water outlet. The 
sampling was continuous lasting 8 to 24 hours depen­
ding on the actual water pressure.

MUTAGENICITY TESTS

Ames test (Maron and Ames, 1983) was used 
for the demonstration of mutagenicity of the stable dust 
and drinking water. The samples were extracted with 
organic solvents and evaporated and the residue was 
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). Water sam­
ples were prepared by separating the mostly organ.c 
particles in a column of Separon (TESSEK, Prague) 
with particle size of 0.125 to 0.200 pm and extracticn 
with acetone (AHEM, 1989). The Ames lest uses 
a set of strains of Salmonella typhimurium with various 
types of mutation in the histidine operon causing the
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failure to propagate in histidine-free media. The induc­
ed mutation results in the resumption of histidine pro­
duction by the strain associated with a loss of depen­
dency on endogenous histidine. The Salmonella 
typhimurium strains TA 98 (frameshift mutations) and 
TA 100 (substitutions) were used for the demonstration 
of mutagenicity. The strains (Cat. Nos. CCM 3811 and 
3812, respectively) were obtained from the Czech Col­
lection of Microorganisms at the Faculty of Sciences, 
Masaryk University, Brno, Czech Republic. The sam­
ples were classified as positive in the number of rever- 
tants increased to at least a twofold when compared 
with negative controls and was dose-dependent at the 
same time. A twofold or higher increase of the number 
of induced revertants is regarded as a sign of signifi­
cant genotoxic activity.

CHEMICAL ANALYSES

Chlorinated pesticides, polychlorinated biphenyls (PCB) 
and polycyclic aromatic hydrocarbons were chosen as 
the typical hazardous contaminants to be determined in 
samples of stable dust. The analyses of drinking water 
were limited to chlorinated pesticides and PCB.

Chlorinated pesticides and PCB were determined 
with the capillary gas chromatograph Varian VISTA 
with 63Ni electron capture detector (Gajdůšková 
and Ulrich, 1992) and the analytes were evaluated 
with the chromatographic set SCW 1.0 (Apex). The 
pollutants were extracted from the samples with orga­
nic solvents (acetone or petroleum aether), co-extracted 
substances were separated by absorption chromatogra­
phy in a column of Florisil and the pollutants were 
detected by capillary gas chromatography with an elec­
tron capture detector. The content of PCB was expres­
sed as a sum in terms of Delor 103, and Dolor 106, 
representing the lower-chlorinated and the higher-chlo­
rinated PCB, respectively. The sum of DDT includes 
o,p’-DEE, p,p’-DDE, o,p’-DDT. p,p'-DDT, o,p’-DDD, 
and p,p’-DDD.

Polycyclic aromatic hydrocarbons were determined 
only in dust samples. Prior to analysis, the samples 
were dried at 50 °C. Two grams of the dry sample were 
extracted with dichloromethane in the apparatus SOX- 
TEC. Elementar sulfur in the extract was reduced by 
the addition of active copper during one hour of shak­
ing. The condensed extract was purified by adsorption 
chromatography in a column of silicagel. Residues of 
PAH were eluted with dichloromethane and PAH were 
separated by capillary gas chromatography (Varian 3400) 
and detected by mass spectrometry (Finnigan MAT, 
Model Tracker). The sum of PAH included phenanthre­
ne, anthracene, fluoranthene, pyrene, benzo(a)anthrace- 
ne, chrysene, benzo(a)pyrene, and dibenzo(a,h)anthra- 
cene. The method for the determination of PAH was 
modified and tested within the project A 093 95 0132 
of the Ministry of Agriculture of the Czech Republic 
(team headed by Ing. Věra Gajdůšková, CSc.).

Conventional methods were used for statistical pro­
cessing of the results. Mutagenic activity was evaluated 
by the standard procedure of Ames test (AHEM, 1989).

RESULTS

Mutagenicity tests on the swine farm D.

Only a weak but dose-dependent mutagenic effect 
of water on the strain TA 98 without metabolic activa­
tion was demonstrable (index Rt/Rk 2.6).

Stable dust did not induce mutations in any of the 
two test strains (TA 98 and TA 100).

Mutagenicity tests on the swine farm M.

Drinking water induced a significant and dose-de­
pendent increase of the number of revertants in the 
strain TA 98 with metabolic activation (index Rt/Rk 
3.6 to 7.7), indicating a significant genotoxic activity 
of the drinking water.

Approx, twofold and dose-dependent increases in 
the number of revertants were induced by stable dust 
only in the strain TA 100 without metabolic activation 
(index Rt/Rk 1,9) or with metabolic activation (index 
Rt/Rk 2.2). The twofold and higher increases in the 
numbers of induced revertants are evidence of signifi­
cant genotoxic effects of the examined stable dust.

Mutagenicity tests on the swine farm T.

Neither drinking water nor stable dust induced mu­
tagenic effects in any of the test strains (TA 98 and 
TA 100).

Mutagenicity tests on the cattle farm N.

Drinking water did not induce mutations in any of 
the test strains (TA 98 and TA 100). No Rt/Rk values 
were calculated for stable dust, because the sample was 
contaminated by bacteria and no correct reading of the 
number of revertant colonies was possible.

Contents of selected pesticides and PCB in drinking 
water

The results are shown in Tab. I. The concentrations 
permissible in the Czech Republic (Czech Standard 
ČSN 75 7111 Drinking Water) were not exceeded in 
any of the samples of drinking water. Among the herds 
under study, the highest concentrations of DDT (10.3 ng/1) 
and PCB (40.9 ng/1) were found on the swine farm T. 
and the highest concentration of gamma HCH (48.0 ng/1) 
in the cattle farm N.
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Contents of selected pesticides, PCB and PAH in stable 
dust

The results of analyses are shown in Tab. II. Among 
the farms under study, the highest concentrations of 
PAH (8.25 mg/kg) and PCB (0.26 mg.kg"1) were found 
on the swine farm M. and increased concentrations of 
PAH (2.55 mg/kg) also on the swine farm D. The high­
est concentration of gamma HCH (0.139 mg/kg) was 
found on the cattle farm N.

DISCUSSION

Ames test detects primarily organic non-polar or weakly 
polar lipophilic compounds including the majority of 
mutagens (Černá, 1986, 1993), such as pesticides 
(DDT), polychlorinated biphenyls, polycyclic aromatic 
hydrocarbons, etc. The test yields general information 
on mutagenicity without identifying the organic conta­
minants responsible for the effect.

Several dozens of substances with demonstrated mu­
tagenic activity have been detected as contaminants of 
drinking water. It is probable, however, that many sig­
nificant mutagens contaminating drinking water have 
not yet been identified (Černá, 1993). In recent years, 
considerable attention has been paid to mutagenic sub­
stances resulting from the effects of chlorination of drinking 
water on organic substances, such as trihalomethanes, 
haloacetonitriles and chlorinated hydroxyfuranoncs 
(Gi 11 i etal., 1991; Černá, 1993; Koivusalo et 
al., 1994). Chlorinated hydroxyfuranoncs may be res­
ponsible for a considerable part of the mutagenic acti­
vity of drinking water. Much attention has been paid 
particularly to the compound MX, which is [3-chloro- 
-4-(dichloromethyl)-5-hydroxy-2(5H)-furanone]. MX 
was demonstrated in water in Finland, the United Sta­
tes, Great Britain and Japan (Koivusalo et al., 
1994) in concentrations varying between 0 and 33 ng/l 
(Ki пае et al., 1992) and its presence has been linked 
with tumours of the urinary and digestive organs.

The mutagenic activity of drinking water may also 
result from the presence of phenylalanine, which is one 
of its natural components. Mutagenic effects on the 
indicator strains TA 98 and TA 100 were demonstrated 
in phenylalanine-containing water after UV irradiation 
(Moriske et al., 1993) and 22 chlorinated organic 
compounds, including chloroform, 3-chlorotoluene, 
benzaldehyde, etc.were identified in phenylalanine- 
containing water after chlorination (L a h a n i a t i s et 
al., 1994).

The occurrence in drinking water for farm animals 
of organic pollutants has not been systematically inves­
tigated in the Czech Republic. Five samples of drinking 
water were tested for the presence of chlorinated pesti­
cides and PCB in 1993 (V a 1 с I et al., 1994). Mutage­
nicity was tested in samples of drinking water for hu­
man consumption collected in the districts of Teplice 
and Prachatice within the international project „The 
Teplice Programme“. Significant mutagenicity, i.e. 
a twofold or higher increase of the number of revertant 
colonies of the strain TA 98 (without metabolic activa­
tion) was demonstrated in 64.42 and 15.00% of the 
samples collected in the districts of Teplice and Pracha­
tice, respectively (Černá et al., 1994).

Effects of stable dust on the health of farm animals 
have been investigated in the author's laboratory since 
1982. Dust samples collected on farms contained 
a number of organic and inorganic pollutants, such as 
mercury, cadmium, lead, arsenic, chromium, chlorina­
ted pesticides, herbicides, aflatoxin B| and the non-an­
tibiotic growth promotor Nitrovin (Raszyk et al., 
1986, 1989). Attention is also paid to the presence in 
stable dust of bacterial endotoxin (Dutkiewicz et 
al., 1994). Adverse effects of stable dust on the health 
of farm animals (Robertson, 1989) and the person­
nel (L a r s о n et al., 1994) were demonstrated. No stu­
dies of mutagenicity of stable dust have been made in 
the Czech Republic so far.

Out of the four farms under study, the highest envi­
ronmental mutagenic activity was found on the swine

I. Contents of selected pesticides and polychlorinated biphenyls (ng/l) in drinking water collected on three swine farms (D., M., T.) and one 
cattle farm (N.)

Farm HCB a, ß HCH Y HCH sum DDT sum PCBs
D. 1.130 0.830 4.500 3.430 31.740
M. 0.640 0.320 1.990 1.600 25.900
T. 0.400 1.100 6.600 10.300 40.900
N. 1.800 1.300 48.000 _______ 3.400_______ 15.600

11. Contents of selected pesticides, polychlorinated biphenyls and polycyclic aromatic hydrocarbons (mg/kg) in the stable dust collected on 
three swine farms (D., M., T.) and one cattle farm (N.)

Farm HCB a, ß HCH у HCH sum DDT sum PCBs sum PAHs
D. 0.001 0.001 0.033 0.013 0.040 2.553
M. 0.001 0.002 0.022 0.023 0.263 8.246
T. 0.016 0.008 0.011 0.007 0.019 0.135
N. 0.005 0.003____ 0.139 0.034 0.078 0.095
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farm M. The activity of drinking water was demonstra­
ted using the test strain TA 98 with metabolic activati­
on (Rt/Rk 3.6 to 7.7) and that of stable dust using the 
strain TA 100 with metabolic activation (Rt/Rk 2.2). 
Also on this farm, the highest concentrations of PAH 
(8.25 mg/kg) and PCB (0.26 mg/kg) were found in 
stable dust. No significant differences in the contents 
of chlorinated pesticides and PCB in drinking water 
were found between the four farms. Increased concen­
trations of DDT and PCB and of gamma HCH were 
demonstrated only on the swine farm T. and the cattle 
farm N., respectively. The farm M. used a private well 
for watering of pigs and the water was not treated by 
chlorination. Therefore, mutagens resulting from such 
treatment should be ruled out. The substances respon­
sible for the mutagenicity of drinking water on the farm 
M. have not yet been identified.

Mutagenicity was also demonstrated in drinking wa­
ter on the swine farm D. using the test strain TA 98 
without metabolic activation (Rt/Rk 2.6). Also on this 
farm, the source of the mutagenic activity has remained 
unknown. The farm is supplied with water from a pub­
lic source and the water is treated by chlorination. Hen­
ce, mutagenicity induced by this treatment cannot be 
ruled out. A high concentration of PAH (2.55 mg/kg) 
was found in the stable dust collected on the farm D. 
Therefore, their presence in the drinking water will be 
investigated in the ongoing monitoring.

No mutagenicity was demonstrable in drinking wa­
ter or stable dust collected on the remaining two farms 
T. and N.

Seasonal factors should be considered when evaluat­
ing the mutagenicity of water. Usually, higher mutage­
nicity is recorded in spring and during the subsequent 
months; this is probabably due to intensive agricultural 
activity associated with rinsing and seepage of pestici­
des through the soil (Cerna et al., 1993). Our inves­
tigations were made in summer - a fact that should be 
taken into consideration in the interpretation of our re­
sults.

Similar seasonal variations were also reported for 
the contents of extractable substances in drinking wa­
ter. The lowest values are found in winter. Attention 
should therefore be paid to the possible relationship 
between the contents of the extractable substances in 
and mutagenic activity of drinking water (Cerna et 
al., 1994).

Water is a complex mixture of substances with va­
riable composition and concentrations of natural and 
anthropogenic pollutants. In such a mixture, additive, 
synergetic and antagonistic effects between the compo­
nents and formation of new chemical structures resul­
ting from the interactions can be presumed. The overall 
genotoxic effect is then a result of mutual reactions of 
the components (Černá, 1993).

The demonstration of mutagenic activity of indivi­
dual components of the environment of farm animals 
should be taken as a warning that animal and human 
health can be endangered by mutagens. Therefore, the

pilot investigations should be followed by systematic 
chemical analyses of drinking water and stable dust 
with the aim to identify substances or groups thereof 
which are responsible for the demonstrated mutageni­
city. It should be borne in mind, however, that not all 
the significant mutagens, penetrating into the environ­
ment of farm animals, have been identified.
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EMBRYOTOXIC EFFECTS OF THE COMBINATION
OF ZEARALENONE AND VOMITOXIN (4-DEOXYNIVALENOL)
ON CHICK EMBRYO

EMBRYOTOXICKÝ ÚČINEK KOMBINACE ZEARALENONU
A VOMITOXINU (4-DEOXYNIVALENOLU) NA KUŘECÍ ZÁRODEK

D. Veselý, D. Veselá

Institute of Experimental Medicine, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague, 
Czech Republic

ABSTRACT: Mycotoxins zearalenone and vomitoxin (4-deoxynivalenol) are often joint contaminants of grains infested by 
micromycetes of the genus Fusarium. Toxic effects of both mycotoxins on experimental organisms and farm animals are well 
known, but we have not found any literary reference to toxic effects of the combination zearalenone and vomitoxin. Embryo­
toxic effects of zearalenone, vomitoxin and combinations of various doses of zearalenone with constant addition of vomitoxin 
were studied in a three-day chick embryo. The objective of the study was to determine the coaction of vomitoxin on 
zearalenone embryotoxicity. Thermostat-incubated fertile eggs of White Leghorn hens were candled after three-day incuba­
tion, the shell above the embryo was removed, and within the embryotoxicity range zearalenone, vomitoxin and various doses 
of zearalenone with constant addition of 2 pg vomitoxin were applied to morphologically normal embryos. The groups of 
ten embryos were applied mycotoxins and their combinations in 10 pl of their solutions to amnions using a special glass 
micropipette. Control group comprised twenty embryos which were applied 10 pl of solvents used, 1% NaHCO3 and 10% 
ethanol. The eggs were covered with glass plates and their incubation was going on until the eighth day of their development. 
The embryos that died during incubation were discarded. On the eighth day of development, surviving embryos were taken 
out from the eggs and malformations of head, orofacial region, body wall, limbs and heart were determined microscopically. 
Tab. I shows total numbers of dead and malformed embryos after application of the particular doses of zearalenone, vomitoxin, 
their combinations and control solvents. The embryotoxicity range started at a dose of 5 to 20 pg per embryo. Zearalanone 
did not have any teratogenic effects on chick embryos. Applications of high doses of zearalenone (100 and 30 pg) instantly 
caused arrhythmia, atrio-ventricular dissociation or even heart stoppage. The beginning of the embryotoxicity range for 
vomitoxin was found to be within the narrow range of 1 to 3 pg per embryo. Among malformations, only a defect of the 
interventricular septum of the heart was found in 4% of the cases. The combined embryotoxic effects of zearalenone and 
vomitoxin were of additive, and mostly embryolethal nature. Among the malformations searched for, only 5% of the embryos 
exhibited a defect of the interventricular septum of the heart. Due to the good prediction fitness of chick embryo that has 
been proved by estimates of mycotoxin toxicity to mammals it is possible to suppose that toxic effects of the frequently 
occurring combinations of zearalenone and vomitoxin in fusarium-infected feeds will also be of additive nature for farm 
animals.

embryotoxicity; chick embryo; zearalenone; vomitoxin (4-deoxynivalenol); joint effect

ABSTRAKT: Třídenním kuřecím zárodkům byly v rozmezí pásma embryotoxicity podány intraamniálně fuzáriové mykoto- 
xiny zearalenon, vomitoxin a různé dávky zearalenonu s konstantním přídavkem 2 pg vomitoxinu na zárodek. Zárodky se 
dále inkubovaly a uhynulé vyřazovaly. V osmém dni vývoje se přežívající zárodky vyjmuly z vajec a pod mikroskopem 
odečetly malformace hlavy, orofaciální oblasti, tělní stěny, končetin a srdce. Počátek pásma embryotoxicity zearalenonu byl 
nalezen v rozmezí 5 až 30 pg na zárodek. Zearalenon neměl na kuřecí zárodky teratogenní účinky. Počátek pásma embryo­
toxicity vomitoxinu byl v úzkém pásmu 1 až 3 pg na zárodek. Z malformací se vyskytoval u přežívajících zárodků po podání 
vomitoxinu ve 4 % pouze defekt mezikomorové srdeční přepážky. Kombinovaný účinek zearalenonu s vomitoxinem byl 
aditivní a 5 % zárodků mělo defekt mezikomorové srdeční přepážky. Z predikční schopnosti kuřecího zárodku při stanovení 
toxicity mykotoxinů na savce lze předpokládat, že toxický účinek často se vyskytující kombinace zearalenonu a vomitoxinu 
v zaplísněných krmi věch bude aditivní také pro hospodářská zvířata.

embryotoxicita; kuřecí zárodek; zearalenon; vomitoxin (4-deoxynivalenol); společný účinek
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ÚVOD

Mykotoxiny zearalcnon a vomiloxin jsou častými kon- 
taminanty obilovin napadených mikromycetami rodu 
Fusarium. Jeden z nejběžnějších zástupců těchto mi- 
kromycet, F. graminearum, může syntetizoval oba my­
kotoxiny (Veselá aj., 1981; Veselá a Veselý. 
1983; Gilbert. 1989; Müller a Schwadorf, 
1993). Zearalcnon je možné stručně charakterizovat ja­
ko sloučeninu s velmi nízkou toxicitou pro savce ale 
s významnými estrogenními účinky. Zearalcnon způso­
buje svými estrogenními účinky ztráty v chovech hos­
podářských zvířat. Při vyšších dávkách zearalenonu 
v krmivech dochází u intoxikovaných zvířat ke snižo­
vání fertility a resorpcím plodu. Teratogenní účinek zea­
ralenonu na savčí zárodky nebyl zjištěný. U plodů po­
kusných zvířat kterým byl podáván extrakt z kultur 
fuzárii o známém obsahu zearalenonu nebo přirozeně 
kontaminovaná krmivá se někdy projevovaly poruchy 
osifikace. Mírné teratogenní účinky těchto extraktů fu­
zárií produkujících zearalcnon se přičítaly přítomnosti 
dalších mykotoxinů syntetizovaných fuzárii (Long 
a Diekman, 1984; К ui per - Go odman aj., 
1987; Smith aj., 1990). Vomitoxin má dráždivě 
účinky na pokožku a trávící ústrojí zvířat, spojené se 
zvracením a odmítáním kontaminovaného krmivá. Při 
delším podávání způsobuje poruchy krvetvorby a imu- 
nosupresi. Podobné radiomimetické účinky mají i ně­
které další trichotheceny, ke kterým se vomitoxin svou 
strukturou řadí. Vomitoxin snižuje užitkovost chovů 
tím, že zvířata odmítají kontaminovaná krmivá. Tera­
togenní efekt vomitoxinu na embryonální vývoj savců 
nebyl pozorován. Po vysokých dávkách se projevují 
u pokusných zvířat poruchy gestace spojené s akutním 
toxickým účinkem vomitoxinu na organismus matky 
(Khera aj.. 1984; Friend aj., 1983; Morrissey 
a Ve sonder. 1985).

Embryotoxicitou zearalenonu a vomitoxinu na kuře­
cím zárodku jsme se zabývali v práci Veselý a Ve­
selá (1991). Teratogenní účinky obou mykotoxinů na 
kuřecí zárodky uvedeného stáří jsme nepozorovali. Pro­
tože společný výskyt zearalenonu a vomitoxinu na 
cereáliích napadených fuzárii je častý, otestovali jsme 
embryotoxické účinky různých dávek zearalenonu s 
konstantním přídavkem vomitoxinu na třídenním kuře­
cím zárodku. Cílem práce bylo zjistit spolupůsobení 
vomitoxinu na embryotoxicitu zearalenonu.

MATERIÁL A METODY

Zearalcnon jsme izolovali z kultury F. culmorum, 
kultivované na pšenici (V e s e 1 á aj., 1981), vomitoxin 
z izolátu F. graminearum kultivovaného na sterilní rýži 
(Veselá a V e s e 1 ý , 1983). Základní roztok zcara- 
lenonu o koncentraci 100 pg/10 pl jsme připravili roz­
puštěním 100 mg zearalenonu v 10 ml sterilního roztoku 
1% NaHCO3. Základní roztok vomitoxinu o koncentra­
ci 10 pg/10 pl rozpuštěním 10 mg vomitoxinu v 1 ml 
ethanolu a doplněním redestilovanou vodou na objem

10 ml. Roztoky mykotoxinů nižších koncentrací jsme 
získali ředěním základních roztoků redestilovanou vo­
dou. Ke studiu společného účinku obou mykotoxinů 
jsme připravili roztoky o koncentracích 0,3 až 30 pg/10 pl 
zearalenonu s konstantním přídavkem 2 pg vomitoxi­
nu/10 pl.

Skupinám deseti morfologicky normálních třídenních 
kuřecích zárodků bílých leghornek z farmy Dobřenice 
jsme aplikovali intraamniálně 10 pl roztoků mykotoxi­
nů o zvolené koncentraci. Kontrolní skupiny tvořilo 
20 zárodků, kterým jsme aplikovali 10 pl 1% NaHCO3 
nebo 10% ethanol. Po aplikaci jsme vejce dále inkubo- 
vali, uhynulé zárodky průběžné vyřazovali a osmý den 
vývoje jsme přežívající zárodky vyjmuli z vajec. Pod 
mikroskopem jsme odečetli malformace hlavy, orofaciá- 
Iní oblasti, tělní stěny, končetin a srdce. Technické prove­
dení je podrobněji popsáno v práci Veselý aj., (1992).

VÝSLEDKY A DISKUSE

Součty uhynulých a malformovaných zárodků po 
aplikaci jednotlivých dávek zearalenonu, vomitoxinu 
a jejich kombinací jsou uvedeny v tab. I. Bezpro­
středně po podání vysokých dávek zearalenonu (100 
a 30 pg) kuřecím zárodkům docházelo к arytmii, síňo- 
komorové disociaci až к zástavám srdce. Poměrně úzké 
rozmezí počátku pásma embryotoxicity 5 až 30 pg od­
povídá vlastnostem slabě cytotoxické látky s malým 
teratogenním potenciálem. U přežívajících zárodků 
jsme při vyhodnocení nenalezli žádné ze sledovaných 
malformací. Zcaralenon neměl na třídenní kuřecí zá­
rodky teratogenní účinky.

Při vyhodnocování malformací vyvolaných aplikací 
vomitoxinu kuřecím zárodkům jsme nalezli malý podíl 
zárodků s defektem mezikomorové přepážky srdce 
(4 %). Počátek pásma embryotoxicity vomitoxinu leží 
v úzkém rozmezí 1 až 3 pg. Ani vomitoxin nemá na 
kuřecí zárodky významný teratogenní efekt a silně pře­
važuje jeho účinek embryoletální.

Společný účinek různých dávek zearalenonu s kon­
stantním přídavkem 2 mg vomitoxinu znázorněný v tab. 1 
je aditivní. Také spektrum malformací v porovnání s jed­
notlivými mykotoxiny zůstalo stejné. U 5 % přežívají­
cích zárodků v pásmu počátku embryotoxicity jsme po­
zorovali defekty mezikomorové přepážky srdce.

O spolupůsobení vomitoxinu a zearalenonu na em­
bryonální vývoj jsme nenalezli přímý literární odkaz. 
Friend aj. (1983) studovali vliv vomitoxinu na fetál- 
ní vývoj prasat. Součástí diety byla pšenice přirozeně 
kontaminovaná vomitoxinem a malým množstvím zea­
ralenonu. V krmné dietě byl obsah zearalenonu deseti 
až třicetinásobně nižší než vomitoxinu. Proto se zeara- 
lenon vzhledem ke své nízké toxicitě v pokuse ani ne­
projevil. Rotter aj. (1991) studovali účinek podání 
vomitoxinu se dvěma mykotoxiny trichothecenového 
typu na mortalitu kuřecích zárodků. Toxický účinek 
těchto kombinací byl aditivní. Arora aj. (1983) na­
opak zjistili inhibiční efekt zearalenonu na teratogenitu 
ochratoxinu A u pokusných myší.
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1. Toxicita zearalenonu, vomitoxinu a zearalenonu s konstantním přídavkem vomitoxinu na třídenní kuřecí zárodek - The toxicity of 
zearalenone, vomitoxin and zearalenone with constant addition of vomitoxin to a three-day chick embryo

Dávka (pg/zárodek)1
Počet uhynulých a malformovaných zárodků2 (%)

zearalenon zearalenon + 2 pg vomitoxinu vomitoxin
100 100 -
30 90 100
20 80 100
15 80 100
10 60 90 100

7 10 70 100
5 10 50 100
3 0 40 90
2 0 50 40
1 - 40 10
0,5 - 40 0
0,3 - 40 0

10 pl
1 % NaHCO3 5

10 % ethanol 0

’dose (pg/embryo), 2number of dead and malformed embryos

O biologických účincích mykotoxinů významných 
z hlediska toxicity a výskytu existuje rozsáhlá literatu­
ra. Mechanismus spolupůsobení dvou nebo více myko­
toxinů, který může být inhibiční, aditivní nebo syner- 
gický nelze předem odhadnout. Ačkoliv se kombinace 
mykotoxinů v přirozeně zaplísněných substrátech mo­
hou běžně vyskytovat, společné toxické účinky myko­
toxinů nejsou zatím dostatečně popsané. Protože kuřecí 
zárodek prokázal dobré predikační schopnosti při sta­
novení toxicity mykotoxinů na savčí organismus, před­
pokládáme že toxický účinek kombinace zearalenonu 
a vomitoxinu na hospodářská zvířata bude aditivní.
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ANATOMICAL POSSIBILITIES OF ACCESS TO 
AND BLOCKADE OF N. FEMORALIS IN THE DOG

MOŽNOSTI PŘÍSTUPU A NÁSLEDNÁ BLOKÁDA
N. FEMORALIS U PSA

D. Mihelič, M. Zobundžija, A. Brkic, V. Gjurčevič-Kantura, A. Slavica, G. Bačič, 
Z. Matolek, S. Brozovié
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of Zagreb, Republic of Croatia
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ABSTRACT: The anesthesia (blockade) of canine n. femoralis may be performed either from lumbar or inguinal region. The 
insensibility of skin in the medial part of the thigh, tibia and tarsus as well as the akinesia of m. quadriceps femoris are 
attained by the anesthesia. The blockade of n. femoralis from the lumbar region often attains n. obturatorius as well. If the 
blockade of n. femoralis and n. ischiadicus was performed at the same lime, almost all muscles of the hind limb (except m. pectineus, 
m. gracilis, m. obturatoris internus and m. adductor') would be inactivated; which may considerably facilitate minor surgical 
and postoperative interventions on the canine hind leg. Acces to femoral nerve from lumbar can be recommended because 
of better results and easier performance and after the aplication of anesthetic the effect is faster and more efficient. The signs 
of the obturator nerve blockade were obtain in some dogs especially in dogs with long legs.

dog; anesthesia; n. femoralis

ABSTRAKT: Anestezii (blokádu) n. femoralis u psa lze provést buď v oblasti lumbální nebo inguinální. Anestezii docílíme 
necitlivost kůže v mediální části stehna, holeně a chodidla jakož i akineze m. quadriceps femoris. Blokáda n. femoralis 
provedená v oblasti lumbální často také zasáhne n. obturatorius. Kdybychom zároveň prováděli blokádu n femoralis a n. ischia­
dicus, došlo by ke znehybnění téměř všech svalů zadní končetiny (s výjimkou svalů m. peclineus, m, gracilis, m. obturatoris 
internus a m. adductor), což může do značné míry usnadňovat provádění menších chirurgických a pooperačních zákroků na 
zadní končetině psa. Můžeme doporučit přístup ke stehennímu nervu v lumbální oblasti, protože tento způsob nabízí lepší 
výsledky a snazší provedení zákroku. Po podání anestetika je jeho účinek rychlejší a vyšší. U některých psů, zejména u vel­
kých plemen, jsme pozorovali příznaky blokády nervu n. obturatorius.

pes; anestézie; n. femoralis

INTRODUCTION

Canine n. femoralis is formed by junction of ventral 
branches of the 4th, 5th and 6th lumbar nerve 1 — 10 and 
others. However, Miller et al. (1964) described the 
formation of n. femoralis by junction of ventral 
branches of the 4th and 5th lumbar nerve, although it 
may include the weak branch of the 3rd lumbar nerve. 
Havelka (1975) quotes that n. femoralis was formed 
by ventral branches of the 3rd-5th and the 3rd-6th lum­
bar nerve, although the ventral branch of the 4th lumbar 
nerve does not always participate in its formation. Betty 
(1975) described the formation of the same nerve from 
ventral branches of the 4th lumbar nerve, while the 
branches of the 3rd and of the 5th nerve were not al­
ways present. According to the branches participating

in the formation of n. femoralis, Fletcher (1970) 
classified such formations as: prefixed (3rd, 4th and 5th 
lumbar nerve), medially fixed (4th, 5th and 6th lumbar 
nerve) and postfixed (5th, 6th and 7th lumbar nerve). 
These formations appear in the proportion 1:3:1.

Canine n. femoralis, formed in a height of the plane 
proximal to the junction place of the 6th and 7th lumbar 
vertebra bodies, is orientated caudally and laterally 
through m. iliopsoas, so that both the muscle and the 
nerve come out from the ventral cavity into the lacuna 
musculorum. Then the nerve comes out from the mus­
cle forming n. saphenus and splits in two terminal 
branches for m. sartorius and m. quadriceps femoris.

The possibility of access and blockade of equine, 
bovine and porcine n. ischiadicus in its initial part was 
described by Zobund’ija and Babic (1985),
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Brkic et al. (1991a, b, 1992, 1993), Brkié and Mi- 
helic (1992). The access to canine, bovine and 
equine n. femoralis, namely in view of resections in its 
terminal part where the nerve enters in the spatium 
femorale, was described by few authors: W о r t h m a n 
(1957), Voughan (1964), Marolt et al. (1982) 
and Constantinescu (1991). No data concerning 
the access to n. femoralis, in view of its blockade, could 
be found in the available literature. That was the main 
reason motivating our investigations of the possibilities 
to approach this nerve from the lumbar and the inguinal 
region.

MATERIAL AND METHODS

Before the practical performance, and considering 
the possible orientational points, the position of canine 
n. femoralis and its anatomic connections were studied 
on a compound canine skeleton as well as on dead dogs 
in view to reach this nerve. Then the 10% methylene 
blue was applied to the conjectured location of the 
nerve on 5 dead dogs. On 5 dogs the origin and location 
of femoral nerve was reached by the dissection and 
osseous protuberances of exactly site of acces to the 
femoral nerve. The some orientational points of acces 
to the femorel nerve were tested on the compound ca­
nine skeleton, too. The location of the nerve and the 
place to which the methylene blue had to be applied 
were determined by sections so that, finally, the way of 
access to the nerve could be precised from lumbal and 
inguinal regions. After all, an experimental blockade 
of n. femoralis was practised on 12 dogs during 8 
weeks by application of 5 ml of 2% xylocain 3 limes 
a week. All together 288 tests were made. After the 
application of 5 ml of 2% xylocain, either from lumbar 
or from inguinal region, the appearance and the dura­
tion of anesthesia was controlled as well as the possi­
bility of using the anesthetized limb for standing and 
movement.

RESULTS AND DISCUSSION

the femoral duct being determined by means of palpa­
tion, the beginning of the femoral duct should be cov­
ered by a finger in the place where it can touch the 
ventral wall, and then the needle should enter cranio- 
laterally along the lateral side of the finger tip about 1 
cm deep reaching the nerve in the place where it comes 
out from m. iliopsoas.

The first blockade symptoms may be noted 6-8 minu­
tes after the application of 5 ml of 2% xylocain at the 
indicated place. At first a slight knee abduction (Fig. 2) 
is observed and then it progresses, manifesting a com­
bined limping emphasized as the animal supports and 
shortens the backward-pace walking with an absolute 
insecurity. As to the length of the limb, there are some 
differences concerning dog's reactions to the blockade 
of n. femoralis. Therefore the dogs were classified as 
short-legged, medium-legged and long-legged. The 
blockade of n. femoralis from the regio inguinalis was 
followed by the most rapid reaction in short-legged 
dogs. Such reaction appeared as soon as 6 minutes after 
the application of anesthetics. In these dogs the knee 
abduction was more manifest, with a very short phase 
in which the dogs did not strain the anesthetized leg 
(Fig. 3), and in 15 minutes they were able to lift the 
anesthetized leg by means of the crupper musculature

1. Orientational points of acces to the femoral nerve from the ingui­
nal area. 1 - needle-position of m. pectineus, 2 - needle-position of 
Canalis femoralis, 3 - needle-position of femoral nerve

The access to n. femoralis is possible from the regio 
inguinalis (ventral access) and from the regio lumbalis 
(dorsal access). In ventral acces to n. femoralis, orien­
tational points were such as: m. pectineus (that can be 
well palpated from the medial side of the thigh), in. 
iliopsoas (in which the terminal part can be palpated 
by the femoral duct), and the femoral duct itself (which 
is located cranially from m. pectineus and caudally 
from the ending of m. iliopsoas; Fig. 1). The easiest 
way to find these points is when the dog lies on its back 
and if its hind legs are maximally extended, the knee 
joint gently flectioned, with a slight abduction of the 
hind leg. Following such a procedure, the access to the 
regio inguinalis and to the femoral duct is completely 
free. The position of nt. pectineus and the beginning of 2. Blockade of n. femoralis sinister. Abduction of the knee articulate
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so that they could walk on three legs (Fig. 4). The 
canine breeds with medium-long legs reacted slowlier 
to the application of anesthetics, and the lifting of the 
leg was observed rather late. Long-legged dogs dragged 
their limbs as they paced, although sometimes the pas­
sive bringing of a leg was not evident, the limping be­
ing emphasized while walking ahead. While sitting the 
dogs strained their unanesthetized leg, rather turning 
inside out the knee joint and tucking the distal parts of 
the anesthetized limb under their body. After standing 
up the animals were not able to use the anesthetized 
limb. By means of palpation it was stated that, even 
35 minutes later, m. quadriceps femoris still conserved 
some tonus, the skin being unsensible in the medial part 
of the thigh in its proximal and distal half, which was 
stated by slightly pricking the skin with a needle. 
Blockade symptoms of n. femoralis were slowly disap­
pearing and, 130 minutes after the application of anes­
thetics, the animals could walk with no signs of limp­
ing.

In dorsal access to n. femoralis, i. e. from the flank 
region, orientational points were such as: processus spi- 
nosus of the 7th lumbar and of the 1st sacral vertebra 
(that can be well palpated in dorsal median plane), cra­
nial edge of the crista iliaca, and processus transversus

3. Unsteadiness in the moving and impossibility of loading leg after 
blockade of n. femoralis

4. Impossibility of loading and lifting left leg after л. femoralis 
blockade

of the 7th lumbar vertebra (Fig. 5). In this way of 
application the dog has to lie on its opposite flank. The 
processus spinosus of the 7th lumbar and of the 1st 
sacral vertebra as well as the crista iliaca may be pal­
pated. An 8 cm long needle penetrates cranio-latero- 
ventrally a finger wide medially from the crista iliaca 
through the skin, m. longissimus lumborum and m. ilio­
costalis lumborum, reaching the processus transversus 
of the 7th lumbar vertebra; then, along its caudal edge 
through the ligamentum iliolumbale, from the dorsal 
side, it enters into m. iliopsoas a little bit more crania- 
lly from the place where n. femoralis is coming out; 
and there the anesthetics should be applied.

After the application of anesthetics as described 
(i. c. 5-8 cm deep, which depends on the tallness and 
obesity of the animal), the first blockade symptoms of 
n. femoralis may be noted 2-3 minutes later as the dog 
shows some troubles while pacing and straining the 
knee joint. In 6-8 minutes some considerable troubles 
in pacing and straining on the anesthetized limb appear 
as the animal turns inside out the knee joint and the 
upper leg; finally, the animal almost drags the leg 
which is rather abductioned and so as if it were „escap­
ing“ outward (Fig. 6). Such symptoms are particularly 
manifest in long-legged dogs (Fig. 6), other symptoms 
being the same as in the case of ventral access. In 
short-legged dogs straining and pacing troubles appear 
rather late, after 6-8 minutes, the blockade symptoms 
of n. femoralis being less manifest. Although some pa­
cing troubles and straining on the leg in which the 
nerve blockade was performed are equally evident in 
short-legged canine breeds, it seems that such breeds 
are able to compensate this handicap. The abduction of 
knee joint is well manifest although the limb is less 
abducted and it does not „escape“ so laterally as in long­
-legged dogs. In this access, like in the previous one, 
the symptoms gradually disappear so that, 130 minutes 
after the application of 5 ml of 2% xylocain, the ani­
mals are able to walk with no signs of limping.

When n. femoralis was reached from the flank re­
gion at the level of the 6th and 7th lumbar vertebra, 
about 5 cm deep, 5 minutes after the application of 
anesthetics some troubles in pacing and in straining of 
the treated leg appeared indicating certain weakness of 
the knee joint, and soon they were manifesting a com­
bined limping emphasized while walking ahead. A total 
impossibility of using the limb for standing and move­
ment appeared some 8 minutes after the application of 
anesthetics, and very so on the animal was not able to 
use neither the limb on the opposite side of the body. 
The symptoms were such as if the blockade were 
doubly applied to both zi. femoralis (Fig. 7). About 
10 minutes after the application of anesthetics, the ani­
mal was unable to control its hind legs, its tail muscles 
being without tonus and the anus was opened as in the 
case of epidural anesthesia.

When n. femoralis was reached from the inguinal 
region, dogs reacted slowlier to anesthetics. Short-le­
gged dogs could compensate their limping by lifting

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (9): 283-287 285



5. Orientational points of acces to the femoral nerve from the lumbar 
area. I - needle-proceessus spinosus of 7th lumbal vertebra, 2 - 
needle-proceessus spinosus 1st saeral vertebra. 3 - needle-cranial 
margin of crista iliaca, 4 - needle-acces to the femoral nerve

6. Blockade of n. femoralis sinister from lumbar region. Impediment 
in stepping forward and loading leg with very outstanding abduction

7. Impossibility of using back legs after too medial and superficial 
approach to the n. femoralis sinister

the limb by means of its thigh and crupper muscles, so 
they walked on three legs. Medium-legged canine breeds 
present rather late the blockade symptoms of n. femora­
lis, at the same time as they lift their leg. Long-legged 
canine breeds often drag the limb emphasizing their 
limping while walking ahead, because for a while their

thigh and crupper muscles are not probably strong 
enough to lift and sustain a big mass of their leg in this 
position. This can be explained by the length of their 
legs and, consequently, by an elevated gravity centre. 
In short-legged canine breeds the gravity centre is near 
the ground, so that for them it is more easy to compen­
sate a temporary loss of one of their supports. On the 
contrary, in long-legged canine breeds the gravity cen­
tre being higher, therefore their walk is not sure, so that 
the swerving of the rear part of their body is more 
pronounced (Če rm a к ct al., 1972 and Getty, 1975).

The tonus of m. quadriceps femoris was perceptible 
even 35 minutes after the application of anesthetics. 
We suppose that it is due to the construction and the 
position of this muscle, because m. quadriceps femoris 
pertains to a group of statodynamic muscles that, 
owing to the inserted connective tissue, never lose 
completely their tonus (Klimov, 1947).

In the access to n. femoralis from the Hank region, 
the insensibility of skin and the limping that are due to 
anesthetics appear earlierand more intensively in long- 
-leggcd than in short-legged dogs. Namely, the access 
from the inguinal region cannot count with any fixed 
orientational point on the basis of which one might 
know for sure whether n. femoralis is actually reached. 
So, if the anesthetic is applied rather far from the nerve, 
the anesthetic needs more time to reach n. femoralis 
through ///. iliopsoas in which it is enveloped.

A stronger abduction, i. e. the turning inside out of 
the knee joint and of a hind leg, after the application 
of anesthetics through the lumbar region, especially in 
long-legged canine breeds, is probably due to the fact 
that a. obturatorius might be partly reached as well. N. 
obturatorius is formed by ventral branches of the same 
lumbar nerves as n. femoralis, being dominant the ven­
tral branch of the 6th lumbar nerve. We think that some 
fibres from the cranial part of plexus (4th and 5th lum­
bar nerves) which participate in the forming of n. ob­
turatorius may he affected by anesthetics, namely be­
cause in long-legged canine breeds ventral roots are 
more oblique and they arc orientated ventro-caudally, 
while in short-legged breeds they arc vertical so that n. 
femoralis is formed more cranially within m. iliopsoas. 
Such a conclusion is indicated by some symptoms ob­
served in a bitch of Labrador breed that, after the ap­
plication of anesthetics, presented signs of blockade of 
her и. femoralis and n. obturatorius. After the euthana­
sia, the dissection showed that n. obturatorius was 
formed by the ventral roots of the 4th, 5th and 6th 
lumbar nerve more cranially and more ventrally than in 
other dissected dogs.

We observed that, in lumbar access, out of function 
actually remain all muscles enervated by n. obturato­
rius as well as the regions enervated by n. saphenus, 
i. c. a superficial branch of the femoral nerve setting 
apart distally from the place in which n. femoralis can 
be reached.

During the effect of the anesthetic, the symptoms 
were very similar to those described after the resection
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of bovine, equine and canine n. femoralis and n. 
saphenus (Worth man, 1957; Voughan, 1964; 
Marolt et al., 1982). The symptoms partly concord 
with the descriptions of the authors that have per­
formed the blockade of n. saphenus (W e s t h u e s and 
Fritsch, 1960; Magda, 1960; De Lahunta and 
Habel, 1986). .

In one case, in which we were not able to determine 
exactly the orientational points, the access to n. femo­
ralis from the lumbar region presented the symptoms 
that were alike to those that may appear when an 
epidural anesthesia is applied; however, n. femoralis 
was approached more cranially and more medially and, 
what is even more important, the reach within m. iliop­
soas was too shallow. According to our opinion the 
acces from lumbar area is simpler and more secure 
because of the osseous orientational points and faster 
beginning of anesthesia then from the inguinal area. 
Acces from inguinal area is more difficult since all the 
orientational points are made of soft tissue and become 
of that the needle could go to the wrong direction and 
miss the nerve.
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ÚSTŘEDNÍ ZEMĚDĚLSKÁ A LESNICKÁ KNIHOVNA, 
PRAHA 2, SLEZSKÁ 7

Ústřední zemědělská a lesnická knihovna v Praze (dále jen ÚZLK), která je jednou z největších zemědělských 
knihoven na světě, byla založena v roce 1926. Již od počátku šlo o knihovnu veřejnou. Knihovna v současné době 
obsahuje více než jeden milion svazků knih, cestovních zpráv, dizertací, literatury РАО. svázaných ročníků časopisů 
z oblasti zemědělství, lesnictví, veterinární medicíny, ekologie a dalších oborů. V letošním roce knihovna odebírá 
750 titulů domácích a zahraničních časopisů. Informační prameny získané do fondu jsou v ÚZLK zpracovávány do 
systému katalogů - je budován jmenný katalog a předmětový katalog jako základní katalogy knihovny a dále různé 
speciální katalogy a kartotéky. Počátkem roku 1994 přistoupila ÚZLK к automatizovanému zpracování knihovního 
fondu v systému CDS/ISIS.

Pro informaci uživatelů o nových informačních pramenech ve fondech ÚZLK zpracovává a vydává knihovna násle­
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IMPORTANCE OF FLIES (DIPTERA - BRACHYCERA)
IN THE DISTRIBUTION OF HELMINTH EGGS
FROM MUNICIPAL SEWAGE TREATMENT PLANTS

VÝZNAM MÚCH (DIPTERA - BRACHYCERA) PRI ŠÍŘENÍ VAJÍČOK 
HELMINTOV Z ČISTIARENSKÝCH KALOV*

* Výsledky boli získané pri riešení grantu 2/2078/95 Grantovej agentury pre vedu.

P. Juris, I. Világiová, P. Plachý

Parasitological Institute of the Slovak Academy of Sciences, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: Screenings were carried out in four mechanico-biological municipal wastewater treatment plants in two clima- 
tico-geographic regions of Slovakia (submontane region: Levoča, Poprad and Tatranská Lomnica, lowland region: Michalov- 
ce). Ovoscopical studies traced the occurrence of helminth eggs in stabilized sludges in sludge beds. The flies (Diptera - 
Brachycera) are considered as potenciál biological vectors of helminth eggs. The stabilized sludges in sludge beds showed 
the presence of a wide range of helminth eggs Ascaris sp. 0-184 spec. Hymenolepis sp. 0-5 spec. Toxocara sp. 0-17 spec. 
Taenia sp. 0-2 spec. Trichuris sp. 0-17 spec, a Capillaria sp. 0-4 spec./lOO g of sample dry matter. In the areas of four 
sewage treatment plants 461 Пу specimens (358 females, 103 males) were captured, belonging to 31 species. On three 
specimens of Protophormia terraenovae ectoparasites (mites) were detected. No eggs were found on the body surface of the 
flies.

helminth eggs; flies (Diptera - Brachycera); epidemiology; municipal wastewater plants

ABSTRAKT: V rámci depistážnych vyšetření sme na štyroch mechanicko-biologických čističkách komunálnych odpadových vod 
(ČOV) z dvoch klimaticko-geografických oblastí Slovenska (podhorská oblast’: Levoča, Poprad a Tatranská Lomnica; nížinná 
oblast’: Michalovce) ovoskopicky zisťovali výskyt vajíčok hclmintov v stabilizovaných kaloch na kalových poliach a výskyt 
much (Diptera - Brachycera) ako potenciálnych prenášačov vajíčok helmintov. V stabilizovaných kaloch z kalových polí 
sme zisťovali širokú škálu vajíčok hclmintov (Ascaris sp. 0-184 ex.. Hymenolepis sp. 0-5 ex., Toxocara sp. 0-17 ex., Taenia 
sp. 0-2 ex., Trichuris sp. 0-17 ex. a Capillaria sp. 0-4 ex. v 100 g sušiny vzorky). V areáloch štyroch ČOV sme odchytili 
461 jedincov much (358 samičiek. 103 samčekov) patriacich к 31 druhom. Na troch jcdincoch Protophormia terraenovae 
sme našli ektoparazitov (roztoče). Výskyt vajíčok hclmintov na povrchu těla odchýlených much sme nezaznamenali.

vajíčka helmintov; muchy (Diptera - Brachycera); epizootológia; komunálně čističky; odpadové vody

ÚVOD

Zvýšený hygienicko-cpidcmiologcký záujem o dvoj- 
krídly hmyz vyplývá zo známého faktu, že muchy sú 
biologickými vektormi povodcov mnohých infekčných 
ochorení člověka i domácích zvierat (Daniel a i., 
1989; Šrámová a i., 1992).

Je všeobecne známe, že na organicky znečistěných 
micstach, ako sú kanalizácie, latríny, skládky domové­
ho odpadu, hnojiská, okolie fariem hospodářských zvie­
rat, maštafné priestory, kafilérie, okolie čističiek odpa­
dových vod ap. je spravidla vysoky výskyt múch. Tu 
sa súčasne vyskytuje množstvo róznych povodcov in­
fekčných ochorení. Na značnú mikrobiálnu a parazitár- 
nu kontamináciu komunálnych odpadových vód, kalo­
vých polí, ale aj pevných resp. tekutých odpadov 
z fariem hospodářských zvierat, ako obligátnych stano­

višť múch, sme spolu s inými autormi poukázali vo 
viacerých publikáciách (Juris a i., 1991; Horák, 
1992; Venglovský a i., 1992; Plachý a Ju- 
riš, 1994; Ondrašovič a i., 1994; Novák a i., 
1994 a iní).

Náš výskům sme sústredili na problematiku epide­
miologického významu múch (Diptera - Brachycera) 
při přenose vajíčok parazitických červov z kalových po­
lí pri komunálnych čistiarniach odpadových vod.

MATERIÁL A METODY

Cistiarenské kaly o hmotnosti 100 g (priemerná vzor- 
ka z kalového роГа - 1 000 g) sme vyšetřovali metodou 
podfa Čerepanova (1982), ktorá je modifikáciou 
motódy podfa Romanenka (1968). Metoda je za­
ložená na principe sedimentácie a flotácie nasýteným
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roztokem sacharózy mernej hmotnosti 1,30. Vyflotova- 
né vajíčka helmintov sme zachytávali na sklenu plat- 
nicku s rozmermi 5x5 cm a diagnostikovali pomocou 
světelného mikroskopu.

Odchyt dvojkrídlovcov v areáloch komunálnych čis- 
tiarní odpadových vód sme vykonávali za slnečného 
počasia a bezvetria v čase ich maximálneho výskytu 
v mesiacoch júl a august. Odchyt sme vykonávali dvo­
jakým spösobom, na návnady a do entomologických 
sietí. Muchy holi usmrcované éterom, každý jedinec 
bol deterimnovaný pod mikroskopom a prchliadnutý na 
přítomnost’ vajíčok helmintov na povrchu těla.

VÝSLEDKY

Výsledky vyšetření kontaminácie kalových polí va- 
jíčkami helmintov sú uvedené v obr. 1. Vo vyšetřova­
ných vzorkách sa vyskytovali vajíčka nasledovných 
rodov resp. druhov: Ascaris sp., Toxocara sp., Hyme- 
nolepis sp., a Trichuris sp. v intenzito od 0-184 ex. 
v 100 g sušiny kalu.

V okolí kalových polí pri komunálnych čistiarniach 
odpadových vód sme odchytili 461 jcdincov (358 sa- 
mičiek a 103 samčekov) dvojkrídlovcov (Diptera - Bra- 
chycera) patriacich do 10 čefadí a 31 druhov. Ich kva­
litativně a kvantitativné zastúpenic je uvedené v tab. I.

V odchytcnom súbore much sú dominatne zastúpené 
jedince z čeFadc Muscidac, Calliphoridae a Sarcopha- 
gidae. Vyskytli sa tu aj zástupcovia patriaci do syste­
maticky nižších doladí, ako sú Psychodidae, Syrphidae,

Ulidiidae a Anthomyiidae. Z čelade Muscidac sa vyskytli 
okrem eusynantropnej Musea domestica aj ďalšic dve 
pastviskové synbovilné druhy (M. autumnalis, M. osi- 
ris\ Zástupcovia rodu Muscina sa vyskytujú volné 
v prírode. Druh Muscina stabulas je však cusynantrop- 
ný, zaletujúci až. do ludských obydlí. Ostatně dva druhy 
iM. levida, M. prolapsa) sú hemisynantropné. Do čelade 
Muscidac patří aj rod Hydrotaca. ktorý bol v našom sú­
bore zastúpcný druhmi //. dentipes, H. floccosa, H. me- 
teorica. Z čelade Sarcophagidae reprezentovanej piatimi 
druhmi je najznámejšia Sarcophaga carnaria (mäsiarka 
obyčajná). V odchytenom súbore múch mal z aspektu hy­
gieny a epidemiologie najviičší význam druh Lucilia seri- 
cata, ktorý sa tu vyskytol aj v najvačšom počte.

U troch jedincov druhu Protophormia terraenovac 
sme na ich povrchu (v oblasti abdomena) zistili rozto­
če. Išlo o nymfy - šesťnohé vývinové štádiá roztočov, 
ktoré vyhíadávajú muchy. Tie im zabezpečujú ďafšie 
rozširovanie sa v prírode. Výskyt roztočov na synan- 
tropných muchách nie je častým javom, dává sa však 
do súvislostí s ich synantropizáciou. Vajíčka helmitov, 
ktoré sme pravidelné diagnostikovali vo vzorkách sta­
bilizovaných kalov z kalových polí, sa na povrchu těla 
odchýlených múch nezitili.

DISKUSIA

Úlohou výskumu bolo zistiť stupeň kontaminácie ka­
lových polí vajíčkami helmintov a určit’ zloženic popu- 
lácic múch v areáloch sledovaných COV, v súvislosti

I. Vajíčka helmintov v stabilizovaných kaloch - Helminth eggs in stabilized sludges
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I. Kvalitativně a kvantitativné zastúpenie Diptera - Brachycera 
v odchytenom súbore múch - Qualitative and quantitative represen­
tation of Diptera - Brachycera in a group of captured flies

Druhy múch1
Počet2

samičky3 samčeky4

Psychodidae 7 4

S у rp h i d ae

Eristalis tenax (Linné, 1758)

Eumeris sp.

Ulidiidae

Phystophora demandata (Fallén, 1817)

В i o p h i 1 i d a e

1

22

1

Parapiophila vulgaris (Fallén, 1820)

Anthomyiidae

2

Delia sp. 3

Anthomyiidae spp. 12 2

Fa n n i i d ae

Fannia canicularis (Linné, 1761) 10

Fannia manicata (Meigen, 1826) 6

M u s c i d ae

Musea domestic« (Linné, 1758) 24 7

Musca autumnalis (Le Geer, 1776) 6

Musea osiris (Wiedermann, 1830) 1

Muscina stabulans (Fallén, 1817) 7

Muscina prolapsa (Harris, 1780)

Muscina levida (Harris, 1780) 1

Hydrotaea ignava (Harris, 1780) ■ 3

Hydrotaea dentipes (Fabricius, 1805) 13

Hydrotaea meteorica (Linné, 1758) 17 2

Hydrotaea floccosa (Macquart, 1835) 

Calliphoridae

20

Lucilia sericata (Meigen, 1826) 140 41

Lucilia caesar (Linné, 1758) 16 13

Lucilia silvarum (Meigen, 1826) 1

Calliphora vidná (Robineau-Désvoidy, 
1830) 1 4

Cynomia mortuorum (Linné, 1761) 1

Pollenia rudis (Fabricius, 1794) 17

Phormia regina (Meigen, 1826) 2

Protophormia terraenovae (Robineau- 
Désvoidy, 1830) 21 1

Sarcophagidae

Helicophagella melanura (Meigen, 
1826) 4

Helicophagella sp. 1

Parasarcophaga albiceps (Meigen, 
1826) 1

Sarcophaga carnaria (Linné, 1758) 3

Sarcophaginae gen. sp. 10 6

Tac h i n i d ae 5

Spolu5 358 103

'fly species, 2number, 3 females, 4males, 5total

s ich epidemiologickým významom při šíření helmin- 
tóz v životnom prostředí. Pri zostavovaní vyššie uve­
deného ciefa práce sme vychádzali z viacerých literár- 
nych údajov. Zaujímavé sú informácie Rosického 
a i. (1994) o úlohe synantropných múch v epidemiolo­
gii. Autoři uvádzjú, že na přenose salmonel z hnojísk, 
fekálií a róznych organických odpadov sa podiefajú 
exofilné, fakultativně cndofilné a obligátně endofilné 
formy synantropných múch. Súčasne však upozorňuje 
na problém nízkej populačnej hustoty synantropných 
múch a na otázku schopnosti transportu dostatočného 
množstva salmonel, ktoré je potřebné к vyvolaniu in- 
fekcie. Na nutnost’ vykonania tohto prieskumu nás 
okrem iných informačných zdrojov upozornila citácia 
vyššie uvedených autorov. Uvádza sa tu tiež, že synan- 
tropné muchy prenášajú póvodcov infekčných, ale aj 
parazitárnych ochorení.

Z nášho prieskumu vyplynulo, že v súbore 461 je- 
dincov múch z areálov COV sme na ich povrchu nezis- 
tili výskyt vajíčok hclmintov. Najma hrubostenné va­
jíčka parazitických nematódoV, ktoré sme v kalových 
poliach pravidelné diagnostikovali (Ascaris sp., Toxo­
cara sp. a pod.) majú schopnost’ prichytávať sa svojim 
bielkovinovým obalom. Náš negativny nález však ne­
vylučuje možnost' mechanického přenosu vajíčok geo- 
helmintov pomocou biologických vektorov. Odchyty 
múch sa vykonávali v letnom období, kedy vplyvom 
vysokých teplot dochádzalo к rýchlcmu vysušovaniu 
kalových polí. Na ich povrchu sa potom vytvárala kóra, 
ktorá zabraňovala mechanickému přenosu vajíčok. 
Dalším z faktorov přenosu je stupeň kontaminácie ka­
lového pofa vajíčkami hclmintov.

Přenos vajíčok hclmintov v životnom prostředí 
prostrcdníctvcm múch sa móže uskutečňovat’ aj po vy- 
skladncní organických zvyškov kalového pofa. Pla­
chý a Juriš (1995) uvádzajú, že niektoré vajíčka 
hclmintov sa vyznačujú vysokou tenacitou (Ascaris sp.) 
aj v prostředí kalových polí. Aj po 320 dňoch tu přeží­
vá viac ako 36 % vajíčok. Hygienicko-epidemiologic- 
ký problém može vzniknúť vtedy, ak sa organická hmo­
ta kalových polí kontaminovaná vajíčkami hclmintov 
používá v pofnohospodárskej krajině к hnojným úče- 
lom už po krátkom čase (asi šest’ mesiacov).

Výsledky nášho výskumu nevylučujú možnost’ me­
chanického přenosu vajíčok geohelmintov muchami. 
Súčasne však nepředpokládáme, že by synantropné mu­
chy hráli významná úlohu pri šíření geohelmintóz v ži­
votnom prostředí. Z aspektu parazitologického niektoré 
druhy múch zistené i v našom súbore (Musea autum- 
nalis, M. osiris) majú dóležitý význam pri šíření bio- 
helmintózy - telaziózy u hovädzieho dobytka (Thelazia 
rhodesi, T. gulosa, T. skrjabini) (V i I ág i o v á , 1969; 
Čorba, 1969, 1970).

V odchytnom súbore múch boli zastúpené aj menej 
významné, druhy z pohfadu hygieny a epidemiologie. 
Například druhy Hydrotaea dentipes, H. floccosa, H. 
meteorica sa podlá našich zistení vyskytujú na pastvis­
kách, kde vyhfadávajú hovadzí dobytok, ale nemajú 
vačší epizootologický význam.
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Z hFadiska schopnosti prenášať patogenně mikroby 
sú veFmi nebezpečné najmä druhy Lucilia sericata, L. 
ceasar, Musea domestica, Calliphora vicina, Fannia 
canicularis a Muscina stabulans. Z nich boli izolované 
rožne patogénne resp. podmienečne patogénne mikroby 
ako napr. E. coli, salmonely, stafylokoky, streptokoky, 
pneumokoky a pod. (Gregor a Povolný, 1961).
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EFFECT OF FATTY ACID COMPOSITION, CADMIUM
AND VITAMIN E INTAKE ON PROOXIDATIVE-ANTIOXIDATIVE
STATE OF RAT LIVER

VPLYV ZLOŽENIA MASTNÝCH KYSELÍN, PŘÍJMU KADMIA
A VITAMÍNU E NA PROOXIDAČNO-ANTIOXIDAČNÝ STAV PEČENE
POTKANOV

M. Krajčovičová-Kudláčková, E. Ozdín

Research Institute of Nutrition, Bratislava, Slovak Republic

ABSTRACT: The effect of cadmium intake (100 pg/kg body weight/day as cadmium chloride over a period of three months) 
on the prooxidative-antioxidative state of liver was studied in 30 days old weaned male rats. Animals were fed a nutritionally 
balanced lacto-vegetable diet containing high-quality amino acid mixture (casein + gluten 1:1), lipids in form of either pork 
fat PF (% of polyunsaturated fatty acids PUFA = 11.9; unsaturation index UI = 72), margarine MA (% PUFA = 21.9; UI = 
98), or soybean oil SO (% PUFA = 61.2; UI = 156) and vitamin E at amount of 60 mg/kg of food (groups PF, PF + Cd, 
MA, MA + Cd, SO, SO + Cd) or 600 mg (groups PF + Cd + E, MA + Cd + E, SO + Cd + E) in form of a-tocopheryl acetate. 
The following parameters were measured: conjugated dienes of fatty acids (CD), activities of superoxide dismutase (SOD), 
catalase (CAT) (as relative generation of H2O2) and glutathione peroxidase (GSH-Px). A direct relation between lipoperoxi- 
dation values and unsaturation index of lipids was found both in spontaneous (PF, MA, SO - control) and cadmium-induced 
generation of free oxygen radicals. Cadmium intake resulted in a disbalance in prooxidative-antioxidative processes which 
was manifested in a significant increase of CD in all fat sources (the degree of increase was directly proportional to UI and 
PUFA), in similar values of relative H2O2 generation and in a nonsignificant increase of GSH-Px in animals with most 
developed lipoperoxidation (SO). A tenfold increase in the administered dose of vitamin E restored a prooxidative-antioxi­
dative equilibrium disturbed by cadmium intake in the liver of rats fed the diet with animal fat (PF + Cd + E) and margarine 
(MA + Cd + E) (reduction of CD to the level of control groups, decrease of relative generation of H2O2 - significant in MA). 
In animals fed with soybean oil, a vitamin E - induced reduction of CD was significantly over the control level simultaneously 
with significant stimulation of GSH-Px activity. No changes in H2O2 generation together with CD levels and GSH-Px activity 
indicated that a synergic effect of several antioxidants is essential in the case of high lipoperoxidation. Presented results are important 
with respect to possible control or regulation of the equilibrium between prooxidative and antioxidative processes by nutrition.

cadmium; vitamin E; pork fat; margarine; soybean oil; young rats; liver; conjugated dienes of fatty acids; superoxide 
dismutase; catalase; glutathione peroxidase

ABSTRAKT: Na odstavených potkanoch, samcoch, veku 30 dní sa študoval 3-mesačný vplyv příjmu kadmia (100 pg/kg 
telesnej hmotnosti/deň; ako chlorid kademnatý) na prooxidačno-antioxidačné parametre v pečeni. V podmienkach na živiny 
vyváženej mliečno-rastlinnej potravy s kvalitnou aminokyselinovou zmesou (kazeín + glutén 1 : 1), so zdrojom tukov 
bravčová mast’ PF (% polynenasýtených mastných kyselin PUFA = 11,9; index nenasýtenosti UI = 72), margarín MA (% 
PUFA = 21,9; UI = 98), sójový olej SO (% PUFA = 61,2; UI = 156) a príjmom vitamínu E 60 mg/kg potravy (skupiny PF, 
PF + .Cd, MA, MA + Cd, SO, SO + Cd) a 600 mg E (vo forme a-tokoferolacetátu)/kg (skupiny PF + Cd + E, MA + Cd + 
E, SO + Cd + E). Boli merané: konjugovavané diény mastných kyselin CD, aktivita superoxiddismutázy SOD, katalázy CAT 
(relativná tvorba H2O2) a glutatiónperoxidázy GSH-Px. Zistila sa priama závislost’ hodnot lipoperoxidácie na indexe nenasý­
tenosti tukov u spontánnej (PF, MA, SO) aj kadmiom indukované) tvorby vofných kyslíkových radikálov. Příjem kadmia mal 
za následok vznik nerovnováhy v prooxidačno-antioxidačných pochodoch v zmysle významného zvýšenia CD u všetkých 
tukových zdrojov (miera zvýšenia priamo úměrná UI a PUFA), rovnakých hodnot relatívnej tvorby H2O2 a nevýznamného 
nárastu aktivity GSH-Px u najviac rozvinutej lipoperoxidácie (SO). Desaťnásobný příjem vitamínu E upravil vplyvom kadmia 
narušená prooxidačno-antioxidačnú rovnováhu v pečeni potkanov krmených živočišným (PF + Cd + E) a stuženým (MA + 
Cd + E) tukom (pokles CD na úroveň kontroly, pokles relatívnej tvorby H2O2 - u MA významný). U zvierat na sójovom 
oleji bol pokles CD vplyvom podávaného vitamínu E významné nad úroveň kontroly pri významné zvýšenej aktivitě GSH-Px. 
Nezměněná relativná tvorba H2O2 poukazuje spolu s hodnotami CD a GSH-Px, že u vysokej miery lipoperoxidácie je 
potřebné synergické pósobenie viacerých antioxidantov. Výsledky sú významné z hPadiska možností nutričného ovplyvnenia 
resp. regulácie rovnováhy prooxidačno-antioxidačných pochodov.

kadmium; vitamín E; bravčová mast’; margarín; sójový olej; rastúce potkany; pečeň; konjugované diény mastných kyselin; 
superoxiddismutáza; kataláza; glutatiónperoxidáza
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INTRODUCTION

Vegetarian nutrition can eventually impose certain 
health risk related to cadmium intake. Cadmium accu­
mulates in outer grain layers. By consuming products 
consisting of coarse-ground flour, vegetarians can be 
exposed to a risk of ingestion of deleterious amounts 
of this metal ion (D w у e r, 1988). Cadmium is one of 
the factors involved in generation of free oxygen radi­
cals (Halliwell and G u t te r i d g e , 1984; M i s - 
ra et al., 1990).

Reactive products of oxygen metabolism and toxic 
products of lipoperoxidation generated by their activity 
play a role in the etiology of several age-related disor­
ders and diseases, like cardiovascular diseases (Gey, 
1989, 1992, 1993), oncological diseases (Sun, 1990; 
S t ä h с I i n et al., 1989), diabetes and others (Sics, 
1991). Vegetarian nutrition is characterized by higher 
intake of polyunsaturated fatty acids resulting in higher 
plasma levels (Krajčovičová-Kudláčková et 
al., 1994a, 1995a) and these substances are particularly 
sensitive to an attack by free oxygen radicals.

The control over the levels of toxic intermediates of 
oxygen metabolism is provided by protective mecha­
nisms that include antioxidant enzymes, non-essential 
endogenous antioxidants and essential radical scaven­
gers (S u n , 1990; Sies, 1991). The group of essential 
antioxidants consists of vitamin E, ß-carotenc, vitamin 
A and vitamin C (Frei, 1991; di Macio et al., 
1991).

In the study presented here we investigated a pro- 
oxidative-antioxidative state of rat liver. Cadmium in­
take and lipid content in a balanced lacto-vegetable fo­
od with diverse unsaturation index and different 
content of polyunsaturated fatty acids is analogous to 
the situation in vegetarian nutrition. Increased intake of 
an antioxidant (IО-fold increase of vitamin E over the 
control group) is also similar to (he situation of vege­
tarians (Krajčovičová-Kudláčková et al., 
1994b). Conjugated dienes of fatty acids (the first pro­
duct of lipoperoxidation) were estimated as the prooxi­
dative parameter and relative generation of H2O2 (ac­
tivity of superoxide dismutase SOD/activity of catalase 
CAT) and the activity of glutathione peroxidase GSH- 
Px were chosen as indicators of the antioxidant enzyme 
status.

MATERIAL AND METHODS

The experiment was started on male rats (Wistar 
strain, breeding station Velaz, Praha) of the initial age 
30 days and body weight 66 ± 6 g. Animals were fed 
for 90 days a diet with optimal nutrient composition 
(Krajčovičová-Kudláčková, 1990). A com­
bination of vegetable and animal (milk) nutrition was 
provided by a 1 : I mixture of animal milk protein 
concentrate (casein) and wheat proteins (gluten) in an 
optimal protein dosage (N R C , 1978; standard labora­

tory diet). Calculation of the optimal dosage of gluten 
relative to casein was described by Krajčovičo­
vá-Kudláčková and Ozdin (1993). Amino acid 
mixture in gluten and casein (1:1) had a high biolo­
gical value (BVp = 83) and a high amino acid score of 
the limiting amino acid AS (Met + Cys/2) = 69 (K raj - 
čovičová-Kudláčková and Bobek, 1994). 
Following ingredients were used as fat sources: pork 
fat PF (unsaturation index UI =72, content of polyun­
saturated fatty acids PUFA = 1 1.9), margarine MA (UI 
= 98, PUFA = 21.9) and soybean oil SO (UI = 156, 
PUFA = 61.2) - Tab. I. Saccharose and wheat starch 
(I : 6.2) were used as carbohydrate sources. Composi­
tion of the diet was as follows (in g/kg): casein 60, 
gluten 90, fat 120, saccharides 500, mineral salt mixture 
40, agar 190. A standard vitamin mixture was added to 
the diet just before the daily administration to the ani­
mals.

Each experimental group consisted of 8 animals. 
The control groups were fed a diet with PF, MA or SO 
as a lipid source and were labelled as PF, MA, SO. 
Other groups (PF + Cd, MA + Cd, SO + Cd) received 
daily 100 pg of cadmium per kg of body weight in form 
of cadmium chloride dissolved in a small volume of

I. Composition of dietary fats

g/lOOg PF MA SO
Total lipids 99.7 82.0 99.9
Triacylglycerols 99.2 81.4 99.2

Phospholipids 0.33 -
ß-sitosterol - 0.04 0.30
Cholesterol 0.10 -
Fatty acids 95.8 78.1 94.9
% of total fatty acids
10 : 0 0.1 traces

12 : 0 0.6 traces
14 : 0 1.4 0.4
16 : 0 25.3 12.1 10.6
18 : 0 13.0 9.2 4.0
20 : 0 0.8 1.4 0.6

22 : 0 - 0.3 0.5
16 : 1 2.6 1.2 0.2
18 : 1 43.4 51.9 21.2
20 : 1 - 1.3 0.6
22 : 1 - traces
18 : 2 10.0 20.7 53.6
18 : 3 1.4 - 7.6
20 : 2 - 1.2 1.8
20 : 4 0.5 - -
Saturated 41.2 23.4 15.7
Monounsaturated 46.0 54.4 22.0
Polyunsaturated 11.9 21.9 61.2
Polyunsaturated/saturated 0.26 0.94 3.90
Unsaturation index 72 98 156

PF = pork fat, MA = margarine, SO = soybean oil
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drinking water. Drinking water was filled up when cad­
mium solution was consumed. The third group (PF + 
Cd + E, MA + Cd + E, SO + Cd + E) received in the 
diet a higher dose of vitamin E in addition to cadmium 
(100 pg/kg of body weight). Normal dose of vitamin E 
for the control and cadmium groups was 60 mg (in 
form of ot-tocopheryl acetate) per kg of diet with each 
fat source; groups with higher vitamin E intake were 
fed a diet fortified with 600 mg of vitamin E/kg (Mur­
ray, 1991).

Animals were kept individually in cages with mesh 
floor. All regulations for animal breeding were follo­
wed. Consumption of food was controlled daily and 
body weight was determined every week. Food and 
water were administered ad libitum, except of the last 
day of experiment when the animals were fasted for 
16 hours before decapitation.

After decapitation of animals, liver was withdrawn, 
chilled quickly and samples were taken for the estima­
tion of lipoperoxidation and of the antioxidant enzyme 
activities. Conjugated dienes of fatty acids CD were 
measured according to Recknagel and G lende 
(1984). Activity of superoxide dismutase SOD 
(E.C. 1.15.1.1) was estimated with a commercial kit 
(Randox Lab. Ltd.) and catalase activity CAT 
(E.C. 1.11.1.6) by the method of Cavarocchi et al. 
(1986). Activity of glutathione peroxidase GSH-Px 
(E.C. 1.11.1.9) was measured according to Paglia 
and Valentine (1967).

RESULTS

Characteristics of the used fat sources are shown in 
Tab. I. Pork fat (PF) as an animal fat has a high content 
of saturated fatty acids and is poor in polyunsaturated 
fatty acids. Therefore its unsaturation index is low. 
Margarine (MA) has an increased content of polyunsa­
turated fatty acids when compared to pork fat, it does 
not contain any linolenic acid C 18 : 3 (fat hardening) 
and has the highest content of oleic acid C 18 : 1 (main­
ly from rapeseed oil, low in erucic acid C 20 : 1). 
Compared to pork fat, margarine has a double content 
of linoleic acid C 18 : 2, total content of saturated fatty 
acids reduced to a half and a threefold higher ratio of 
polyunsaturated to saturated fatty acids. Similarly, the 
unsaturation index is increased. Soybean oil (SO) as 
a typical plant oil has a high content of polyunsaturated 
fatty acids, with 53.6% of total fatty acids being lino­
leic acid and 7.6% linolenic acid. The content of mo­
noene and saturated fatty acids is the lowest of all fat 
sources used. Soybean oil has a high unsaturation index 
and high ratio of polyunsaturated to saturated fatty 
acids - increased by a factor of 15 and 4 when compa­
red to pork fat and margarine, respectively.

Tab. II presents the values of the first product of 
lipoperoxidation in the liver - conjugated dienes (CD) 
of fatty acids. CD in the control groups fed individual 
fat sources (PF, MA, SO) reflected the corresponding 
content of polyunsaturated fatty acids. Compared to PF

II. Content of conjugated dienes of fatty acids (CD) in the liver of rats

Generation of free oxygen radicals
spontaneous (control) cadmium induced cadmium induced + vitamin E

groups CD (D/g) groups CD (D/g) groups CD (D/g)
PF 6.53 ± 0.36 PF + Cd 8.63 ± 0.322 PF + Cd + E 6.27 ± 0.25z

MA 7.69 ± 0.21A MA + Cd 14.72 ± 0.653 MA + Cd + E 8.65 ± 0.33LZ

SO 9.81 ± 0.46е SO 4- Cd 26.16 ± I.263 SO + Cd + E 14.13 ± 0.923z

± = standard error of the mean
А, В, C = in control groups (MA, SO vs. PF)
1, 2, 3 = cadmium induced groups and cadmium induced + vitamin E groups vs. control groups
X, Y, Z = cadmium induced + vitamin E groups vs. cadmium induced groups
A, 1 = P < 0.05; 2 = P < 0.01; C, 3, Z = P < 0.001

III. Activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GSH-Px) in rat liver

SOD CAT SOD/CAT GSH-Px

(U/g) (U/g) (U/g)
PF 4- Cd 1 386 ± 48 735 ± 40 1.88 ± 0.07 28.2 ± 1.8

. PF 4- Cd 4- E 1 299 ± 36 743 ± 22 1.74 ±0.05 26.3 ± 1.3
MA 4- Cd 1 428 ± 42 732 ± 28 1.95 ± 0.06 27.3 ± 2.0
MA 4- Cd 4- E 1 346 ± 51 764 ±32 1.76 + 0.06X 31.0± 1.7
SO 4- Cd 1 345 ±38 687 ± 17 1.96 ± 0.06 36.2 ± 3.2
SO 4- Cd 4- E 1 411 ± 41 702 ± 30 2.01 ± 0.08 45.3 ± 2.4y

+ Cd = cadmium induced generation of free oxygen radicals
+ Cd + E = cadmium induced generation of free oxygen radicals + vitamin E 
X, Y, Z = + Cd + E groups vs. + Cd groups
x = P < 0.05, Y = P < 0.01
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group, the increase in MA was on the limit of signifi­
cance and the increase in SO was significant. Cadmium 
intake caused a significant increase in the content of 
conjugated dienes in all three types of fats (PF + Cd, 
MA + Cd, SO + Cd) and a direct correlation with the 
content of polyunsaturated fatty acids in the diet was 
observed. A tenfold increase in the dose of vitamin E, 
applied simultaneously with cadmium, caused a signi­
ficant reduction in CD compared to groups with the 
low vitamin E dose. However, control levels were rea­
ched only in the group fed with pork fat. The reduction 
of CD was sligthly above the control for margarine 
(P < 0.05) and highly significant over the control group 
for soybean oil (P < 0.001).

Activities of antioxidant enzymes in groups recei­
ving cadmium ± vitamin E are shown in Tab. III. Im­
portant information is provided by the evaluation of 
activities using the relative generation of H2O2 (SOD/ 
/CAT). This parameter was at the same level in all 
groups supplemented by cadmium and normal vitamin 
E dose. Increased vitamin E intake caused a reduction 
of H2O2 generation in groups fed PF and MA (signifi­
cant in the latter case). The value of SOD/CAT in soy­
bean oil was the same for groups SO+Cd and SO + Cd 
+ E. The activity of GSH-Px did not change significant­
ly in PF and MA groups (with only slight increase in 
MA). On the contrary, for SO fed animals the activity 
of this enzyme increased significantly in group SO + 
Cd + E compared to SO + Cd.

DISCUSSION

Disturbed equilibrium between the generation of re­
active oxygen products and their neutralization by the 
processes of detoxification results in oxidative damage 
of membranes and in defects of the integrity of subcel­
lular organelles (Bowles et al., 1991). Aggressive 
oxygen radicals can cause damage to all biochemical 
components of the cell (DNA, RNA, proteins, saccha­
rides, unsaturated lipids, micronutrients). Peroxidation 
of unsaturated fatty acids is initiated by the effect of 
reactive radical that tears off hydrogen atom from me­
thylene groups in carbon chains. Carbonyl radical is 
stabilized by shifts in double bond pattern producing 
conjugated diene as the first product of lipoperoxida- 
tion. Peroxidation results in the depletion of unsatura­
ted fatty acids in membranes which causes loss of their 
integrity and dysfunction of receptors. Toxic products 
of lipoperoxidation inhibit proteosynthesis and enzyme 
activities. They are responsible for the induction of se­
veral disorders and diseases, including processes of at- 
herogenesis and carcinogenesis, as already mentioned 
in the section Introduction.

A daily dose of 100 pg of cadmium per kg of body 
weight induces cadmium intoxication in rats after 
6 months (V e r a n j a n et al., 1989). Low protein con­
tent in the diet increases the toxicity of cadmium after 
oral administration while a balanced diet reduces both

cadmium absorption and toxicity. In our experiment, 
animals were fed a lacto-vegetable diet balanced in nu­
trients with a content of limiting amino acid that was 
favourable with respect to the intensity of proteosyn­
thesis (K r a j č o v i č o v á - К u d I áč к o v á and Bo­
bek. 1994). This diet was analogous to the proper 
lacto-vegetarian diet also in the content of fat. with the 
predominance of polyunsaturated fatty acids. To esti­
mate the dependence of spontaneous and exogenously 
stimulated lipoperoxidation on the intake of fats diffe­
ring in variable unsaturation index, we included a diet 
containing animal fat in addition to the diets with mar­
garine and soybean oil, respectively (analogous to lac­
to-vegetarian nutrition). A direct relation between lipo­
peroxidation values and the content of polyunsaturated 
fatty acids was found in spontaneous and cadmium-in­
duced lipoperoxidation.Compared to animals fed with 
pork fat, the increase in conjugated dienes produced by 
spontaneous lipoperoxidation was enhanced 1.2 times 
in the liver of animals receiving margarine and 1.5 
times in animals receiving soybean oil. When the ge­
neration of free oxygen radicals was stimulated by cad­
mium intake, the level of lipoperoxidation increased in 
the liver of animals fed margarine 1.7 times and in 
animals fed soybean oil 3.1 times. This finding is sig­
nificant with respect to potentially increased intake of 
cadmium in vegetarian nutrition. During our investiga­
tion of the nutritional and health status of the vegetarian 
population (n = 257) we did not register any increase 
in lipoperoxidation. This could be probably explained 
by favourable antioxidative parameters in vegetarians - 
significantly higher plasma levels of vitamin C, ß-ca- 
rotenc, vitamin E, vitamin A, and of selenium - com­
pared to the population with normal nutrition (Kraj- 
čovičová-Kudláčková et al., 1994d, 1995a).

Cadmium-stimulated relative generation of H2Oi 
was similar for all three fat sources. This indicates that 
the process of lipoperoxidation depends predominantly 
on the availability of substrates, i. e. on the content of 
polyunsaturated fatty acids, and not on the amount of 
free radicals. Similarly. Rojas et al. (1993) and 
S a I v a t i et al. (1993) considered the unsaturation in­
dex and the content of polyunsaturated fatty acids as 
major factors contributing to the sensitivity to lipid pe­
roxidation. Glutathione peroxidase is specific both for 
H2O2 and lipid hydroperoxides (Himeno et al., 
1993). Consequently, we found the increase of its acti­
vity in the liver of animals maintained on the soybean 
oil diet, where the level of lipoperoxidation was high

Vitamin E is one of essential radical scavengers. It 
is characterized as a chain-breaking antioxidant in li­
pid-soluble phase (D i Mac io et al.. 1991). The most 
important attribute of vitamin E is its ability to react 
with lipid peroxyradicals thus inhibiting peroxidation 
before generation of conjugated dienes (Fuzukawa 
et al.. 1985; Tiidus et al., 1993). High biological 
activity of a-tocopherol is determined by its ability to 
quench singlet oxygen. High cytotoxicity of single: 
oxygen can be attributed to its behaviour as an aggres-
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sive oxidant of unsaturated lipids, proteins, amino 
acids, cholesterol and of other biologically important 
substrates (Gey, 1993).

Undesirable prooxidative-antioxidative parameters 
in the liver of rats treated with cadmium were restored 
by the 10-fold elevated intake of vitamin E. Complete 
restoration of the equilibrium between generation of 
toxic products of oxygen metabolism and processes lead­
ing to their detoxification was achieved in groups fed 
diets with pork fat and margarine, respectively (reduc­
tion of conjugated dienes to the control level for animal 
fat and close to the limit of significance (P < 0.05) for 
hardened fat, reduced relative generation of H2O2 
which was statistically significant for margarine toge­
ther with an insignificant increase of GSH-Px activity). 
In animals fed the diet with soybean oil the equilibrium 
between prooxidative and antioxidative processes in 
the liver was not achieved (decrease in conjugated die­
nes significantly above the control level - P < 0.001, 
no change in relative generation of H2O2, significantly 
higher activity of GSH-Px). Increased activity of GSH- 
Px was not sufficient for a significant reduction of 11- 
poperoxidation. Higher intake of vitamin E could not 
restore the prooxidative-antioxidative equilibrium in 
the case of highly developed peroxidation induced by 
the composition of soybean oil. These results are in 
agreement with (hose presented by Nardini et al. 
(1993), who found increased lipoperoxidation of liver 
microsomes in animals fed for 6 weeks a diet with soy­
bean oil compared to animals fed olive oil (UI = 94.5) 
and coconut oil (UI = 14.4) at the same dose of vitamin 
E in diets. Microsomes of animals fed olive oil and 
coconut oil revealed higher protection against lipid pe­
roxidation. A limitation to soybean oil only in the diet 
would be an extreme situation in human vegetarian nut­
rition. In addition, the effect of vegetarian nutrition 
involves both the intake and higher plasma levels of all 
antioxidant compounds compared to non-vegetarians 
(K r a j č o v i č o v á - К u d 1 áč к o v á et al., 1995b).

CONCLUSIONS

We have found a direct correlation between lipope­
roxidation values (conjugated dienes of fatty acids CD) 
in rat liver and the degree of unsaturation of dietary fat 
in the case of both spontaneous lipoperoxidation and 
lipoperoxidation induced by cadmium intake. Increase 
in CD caused by cadmium was more pronounced. Re­
lative generation of H2O2 in exogenous stimulation of 
free oxygen radical generation was the same for pork 
fat PF, margarine MA and soybean oil SO as fat sour­
ces, with just an insignificant increase of GSH-Px ac­
tivity in the case of SO. A 10-fold increase of vitamin 
E intake (together with cadmium intake) restored the 
equilibrium of prooxidative-antioxidative parameters in 
animals fed PF and MA (decrease in relative generation 
of H2O2, CD reduced to control levels). Cadmium-in­
duced high lipoperoxidation in the liver of animals fed

a diet with soybean oil (PUFA = 61.2% vs 11.9 and 
21.9% in PF and MA, respectively) was only slightly 
affected by vitamin E (CD significantly higher than in 
the control group in spite of a significantly higher ac­
tivity of GSH-Px). No change in the relative generation 
of H2O2 in a SO diet together with other results shown 
here indicates a synergic effect of several antioxidants.
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PŘEHLED
NEUROSURGICAL TREATMENT OF INTERVERTEBRAL
DISC DISEASE IN THE DOG

NEUROCHIRURGICKÁ LÉČBA ONEMOCNĚNÍ
MEZIOBRATLOVÝCH PLOTÉNEK U PSŮ

A. Nečas

University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic
ABSTRACT: Intervertebral disc degeneration and protrusion or extrusion of disc material into the vertebral canal cause focal 
compressive myelopathy and radiculopathy, the most common neurological syndrome in dogs. Clinical findings are variable 
depending on duration and location of the lesion, volume of the mass and dynamic considerations (peracute massive extrusion, 
chronic partial extrusion, chronic progressive extrusion). Aim of this article is to provide compendium of at-the-present-time 
recommended methods of surgical treatment of intervertebral disc disease in the dog. In the case of compression of spinal 
cord is performed decompressive surgery (ventral cervical decompression, hemilaminectomy, minihemilaminectomy, dorsal 
laminectomy and foramenotomy). Fenestration is the only method of prophylaxis.

dog; spinal cord; intervertebral disc; fenestration; hemilaminectomy; dorsal laminectomy; foramenotomy

ABSTRAKT: Degenerace meziobratlových ploténck a protruze nebo extruze hmot disku do páteřního kanálu je příčinou 
lokální kompresní myelopatie a radikulopatie, nejčastějšího neurologického syndromu u psů. Klinické projevy se liší v zá­
vislosti na délce trvání a lokalizaci léze, objemu vyhřezlých hmot disku a dynamice výhřezu (tj. perakutní masivní extruze, 
chronická parciální extruze, chronická progresivní protruze). Smyslem tohoto článku je podat přehled v současné době 
doporučovaných chirurgických metod léčby onemocnění disků u psů v jednotlivých úsecích páteře. Komprese míchy se řeší 
dekompresními operacemi (ventrální krční dekomprese, hemilaminektomie, minihemilaminektomie, dorzální laminektomie 
a foraminotomie). Často diskutovaná fenestrace disků není metodou léčebnou, ale profylaktickou.

pes; mícha; meziobratlová ploténka; fenestrace; hemilaminektomie; dorzální laminektomie; foraminotomie

ÚVOD

KRČNÍ PÁTEŘ

Fenestrace krčních disků

Kandidáty pro fenestraci jsou psi s mineralizací, pří­
padně protruzí disku, projevující se návratnou bolesti­
vostí krku a svalovými spasmy. Cílem tohoto chirurgic­
kého zákroku je prevence možné herniace disků. 
Rutinně se fenestrují disky v meziobratlových prosto­
rech C2-C3 až C6-C7 (Toombs, 1992). Fenestrace 
se neprovádí u zvířat s příznaky komprese míchy (kom­
presní myelopatie). Neurologické komplikace spojené 
s fenestraci krčních disků vznikají jen zřídka. V úvahu 
přichází tetraparéza vzniklá sekundárně po iatrogenní 
extruzi hmot disku do páteřního kanálu.

Operační technika

Při fenestraci krčních disků se využívá ventrální pří­
stup ke krčním obratlům (Tomlinson a S c h w i n к ,

1993). Pacienta v inhalační anestézii umístíme do hřbet­
ní polohy s hrudními končetinami nataženými dozadu 
podél těla. Krk podložíme tak, aby krční páteř byla 
v extenzi. Kůži a podkoží incidujeme ve ventrální střed­
ní linii v rozsahu od hrtanu po manubrium sterni. Tím 
obnažíme párový m. sternomastoideus a m. sternohyo- 
ideus. Separací těchto svalů v mediánní linii obnažíme 
průdušnici. V preparaci pokračujeme po její pravé stra­
ně, přičemž nesmíme porušit a. carotis a n. laryngeus 
recurrens. Odtažením průdušnice na levou stranu chrá­
níme jícen a zároveň zpřístupníme párový m. longus 
colli, upínající se na ventrální plochu obratlů. Orientač­
ními body pro identifikaci obratlů a meziobratlových 
prostorů jsou křídla atlasu a velké příčné výběžky šes­
tého krčního obratle. Meziobratlová ploténka leží vždy 
těsně kaudálně od tuberculum ventrale každého obratle. 
Tupou preparací obnažíme ligamentum longitudinale 
ventrale a anulus fibrosus. Hrotnatým skalpelem vyříz­
neme ve ventrální části anulu pravoúhlé okénko (obr. 1) 
a srpkem nebo malou ostrou lžičkou vyjmeme co nej­
větší množství nucleus pulposus.

Jednotlivými stehy vstřebatelným materiálem sešije­
me m. sternohyoideus a m. sternomastoideus a pokra-
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čovacím stehem podkoží. Kůži šijeme jednotlivými ste­
hy nevstřebatelným materiálem. Stehy vyjímáme za 14 
dnů.

Ventrální krční dekomprese

Indikací pro ventrální dekompresi jsou extrudované 
masy uvnitř páteřního kanálu, které způsobují kompresi 
míchy s příznaky tetraparézy až tetraplegie. V případě 
lateralizované leze se objevují příznaky poškození míš­
ního kořene na jedné hrudní končetině. Rozsáhlá mani­
pulace s míchou během operace může být příčinou fa­
tální zástavy dechu, hypotenze a bradykardie (Toombs, 
1992). Proto je při provádění ventrální krční dekom­
prese nezbytné pečlivé předoperační vyšetření a moni­
torování srdeční činnosti během operace.

Operační technika

Poloha pacienta a operační přístup jsou podobné 
jako při fenestraci krčních disků (Tomlinson 
a S c h w i n к , 1993). Po vypalpování ventrálních vý­
běžků obratlů tupě odpreparujeme m. longus colli od 
ventrální plochy těla obratle kraniálně a kaudálnč od 
postiženého disku. Kostními kleštěmi odštípneme ven­
trální výběžek a vysokootáčkovou frézou vyfrézujeme 
pravoúhlou longitudinální drážku v místě meziobratlo- 
vé ploténky a přilehlé části těl obratlů. Délka drážky by 
neměla přesáhnout jednu třetinu délky každého z ob­
ratlů a její šířka by neměla být větší, než je polovina 
šířky obratle. Hloubku frézování kontrolujeme podle 
charakteru kosti. Nejdříve je vidět bílá vrstva vnější 
kortikalis, poté silnější červenohnědá spongiózní vrstva 
a nakonec tenká vnitřní vrstva bílé kortikální kosti, kte­
rá přiléhá к ligamentum longitudinale dorsale. Střídavé

lavážc a odsávání v průběhu frézování brání spálení 
kosti a zlepšují přehlednost operačního pole. Krvácení 
z obnažené spongiózy můžeme zastavit vtlačením ma­
lého množství kostního vosku do krvácející kosti 
(Toombs a Bauer, 1993). К odstranění prvních 
dvou vrstev kosti se obvykle používá oválná frézka. 
Tenkou vnitřní vrstvu kosti odstraňujeme pomocí malé 
kulaté frézky. Zbytky dorzální části annulus fibrosus 
a ligamentum longitudinale dorsale je třeba s nejvyšší 
opatrností odstranit moskytem a hrotnatým skalpelem 
nebo malými kostními klíšťkami. Je třeba se vyvarovat 
porušení vertebrálních venózních sinů. Hmotu extrudo- 
vaného disku vyjmeme tupým háčkem nebo tupou neu- 
rochirurgickou sondou nejprve z centrální a poté z la- 
terální části páteřního kanálu. Správně provedená 
dekomprese je taková, kdy po vyjmutí hmot disku a tká­
ňového detritu přes brázdu zcela jasně vidíme duru ma­
ter. Po dekompresi je možno fenestrovat zbývající krč­
ní disky.

Chronické extruzc disků doprovází výskyt zánětli- 
vých reakcí a adhezí na duře a venózních sinech. Od­
stranění ulpělých mas často způsobí značné krvácení 
z venózních sinů. Pro zástavu krvácení je obvykle nut­
né vyplnit brázdu na několik minut tukem a uvolnit tlak 
na jugulární vény. V době, kdy čekáme než se zastaví 
krvácení, můžeme fenestrovat okolní disky. Po dokon­
čení dekomprese vyplníme dekompresní brázdu tuko­
vým štěpem, abychom předešli možné kompresi míchy 
fibrózní tkání, která v průběhu hojení přemostí defekt 
v kosti. Ránu uzavřeme podobně jako po ventrální fe­
nestraci krčních disků.

Dorzální krční dekomprese

Laterální nebo intraforaminální extruze disku vyža­
duje dekompresi laminektomií, případně hemilami-

I. Excize ventrální části anulus 
fibrosus při fenestraci krčního 
disku - Excision of ventral par 
of anulus fibrosus during cervi­
cal disc fenestration
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nektomií. I když je dorzální přístup (Tomlinson 
a Sch wink, 1993) technicky náročnější, je jedinou 
cestou jak se dostat к extrudovanému disku.

Operační technika

Psa umístíme do hrudní polohy a krk podložíme tak, 
aby krční úsek páteře byl ve flexi. Kůži incidujeme 
v dorzální střední linii v rozsahu od protuberantia oc­
cipitalis po processus spinosus prvního hrudního obrat­
le. Incizi prohloubíme až к ligamentum nuchae. Pojed­
ná straně od ligamentum nuchae incidujeme dorzální 
krční svaly až do úrovně trnových výběžků a poté svaly 
uvolníme od trnových výběžků a oblouků obratlů. Ší­
jový vaz s připojenými svaly odtáhneme laterálně. Ob­
louky obratlů obnažíme laterálním směrem až do úrov­
ně příslušného processus articularis. Odstraňujeme-li 
jen jednu stranu oblouku obratle, jedná se o hemilami- 
nektomii, resckujeme-li celý oblouk, včetně trnového 
výběžku, mluvíme o dorzální laminektomii. Z nástro­
jového vybavení je к tomuto účelu nej vhodnější kostní 
fréza, použít můžeme i Kerrisonovy kostní kleště. Ex- 
trudovaný disk vyjmeme moskytem nebo tupým háč­
kem. К případné durotomii slouží pravoúhlé kardiovas­
kulární nůžky.

Součástí uzávěru chirurgické rány je vložení volné­
ho tukového štěpu do laminektomického defektu z dů­
vodu prevence tvorby jizvovité tkáně. Dorzální krční 
svaly přišijeme к mediánnímu vazivovému septu а к li­
gamentum nuchae, pak sešijeme podkožní fascii, pod­
koží a kůži.

TORAKOLUMBÁLNÍ PÁTEŘ

Dorzolaterální fenestrace torakolumbálních disků

Pacienty vhodnými pro tento operační zákrok jsou 
psi s návratnou bolestivostí v torakolumbálním úseku 
páteře a psi s mírnou ataxií, kteří neodpovídají na léčbu 
konzervativní. Při rtg vyšetření se zjistí kalcifikovaný 
disk (disky) bez kompresní léze uvnitř páteřního kaná­
lu. Fenestraci se může předejít budoucí možné herniaci 
disku. Při fenestraci disků v rozsahu od T10-T1I po 
L4-L5 je možné zvolit přístup separace dorzolaterál- 
ních svalů (To m 1 i n s o n a S c h w i n к , 1993). Vý­
hodou tohoto přístupu, oproti přístupu dorzálnímu, je 
zkrácení doby operace a omezení traumatizace tkání 
(Walker a Betts. 1985). Ke komplikacím dochá­
zí jen zřídka. Patří mezi ně pneumotorax (během fenes­
trace hrudních disků) a paralýza ventrálních břišních 
svalů (způsobená poškozením míšního nervu).

Operační technika

Psa umístíme do břišní polohy a kůži incidujeme 
těsně laterálně od střední linie v rozsahu od středu hrud­
níku po lumbosakrální spojení. Podkoží a tuk odprepa- 
rujeme laterálně, a tím obnažíme v kaudální části incize

hlubokou vnější povázku trupu a v kraniální části incize 
m. spinalis et semispinalis. Hlubokou povázku protne­
me ve vzdálenosti půl až jednoho centimetru laterálně 
od střední linie, paralelně s trnovými výběžky lumbál- 
ních obratlů, a poté incizi v jejím kraniálním konci 
v oblasti m. spinalis et semispinalis vedeme blíže 
к mediánní linii. Oddělíme m. multifidus (mediálně) 
a m. longissimus (laterálně), čímž obnažíme šlachy 
m. longissimus, upínající se na processus accessorii 
obratlů. Raspatoriem nebo moskyto-peancm jemně od­
táhneme svaly, povázku a míšní nerv tak, že obnažíme 
prostor disku, který je vždy ventrálně od úponu m. lon­
gissimus. Abychom nepoškodili míšní nerv a cévu, od­
táhneme je neurologickým háčkem kraniálně. Hrotnatým 
skalpelem vyřízneme do anulu okénko a malou ostrou lžič­
kou nebo zahnutým srpkem vybavíme nukleus.

Uzávěr operační rány spočívá v sešití okrajů pováz- 
ky jednotlivými stehy vstřebatelným materiálem a v ru­
tinní sutuřc podkoží a kůže.

Ventrální fenestrace torakolumbálních disků

Tento způsob fenestrace vyžaduje torakotomii v 10. 
mezižeberním prostoru v kombinaci s parakostální la- 
parotomií. Pro komplikace spojené s torakotomii a ret- 
roperitoneální preparací tento přístup na našem praco­
višti nepoužíváme.

Hemilaminektomie

Hemilaminektomic představuje jednostranné odstra­
nění oblouku obratle. Je indikována u psů s kompresní 
myelopatií a radikulopatií, projevující se perzistentní 
torakolumbální bolestivostí, parézou nebo paralýzou pá­
nevních končetin a abnormální funkcí močového ústrojí. 
Výhodou této operační techniky, ve srovnání s dorzální 
laminektomii, je menší traumatizace tkání, menší pravdě­
podobnost tvorby jizvy v místě dekomprese, zachování 
dostatečné biomechanické stability obratlů, lepší pří­
stupnost pro současnou fenestraci disků (McKee, 
1992) a možnost šetrného odstranění ventrálně nebo 
ventrolaterálně od míchy extrudovaných hmot disku.

Operační technika

Pacienta uložíme do hrudní polohy. Knecht (1987) 
nedoporučuje podkládat břicho polštáři, protože se tím 
omezí návrat venózní krve přes v. cava caudalis, zvýší 
se průtok krve přes vertebrální venózní plexus a tím 
i krvácení v operačním poli. Kůži incidujeme těsně la­
terálně od dorzální střední linie. Incize by měla zasa­
hovat 5-10 cm kraniálně a kaudálně od postiženého 
mcziobratlového prostoru. Protneme podkoží až к liga­
mentum supraspinatum a hluboké povázce. Kolem tr­
nových výběžků incidujeme ligamentum supraspinatum. 
Raspatoriem uvolníme na jedné straně od trnových vý­
běžků a od oblouků obratlů m. multifidus lumborum, 
a to laterálně až к processus accessorius. Opatrně, aby­
chom se vyhnuli krvácení, odpreparujeme svalové apo-
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neurózy na každém processus mamini laris a processus 
accessorius. Jakmile svaly uvolníme z jejich úponů na kosti, 
rozevřeme je pomocí autofixů. Místo postižení, identi­
fikované na nativním rtg snímku - myelogramu (Bar­
ber aj., 1987), musíme přesné lokalizovat i během 
operace. Orientačním bodem pro vyhledání správného mc- 
ziobratlového prostoru je 13. (nebo poslední) žebro.

Jakmile identifikujeme daný meziobratlový prostor, 
odštípneme kostními kleštěmi příslušný processus arti­
cularis. Opatrně odfrézujeme kortikální kost a spongió- 
zu z laterální části laminy (obr. 2), a to v rozsahu od 
místa, kde se napojuje na tělo obratle a dorzálně až 
к bázi processus spinosus, kraniálně a kaudálně až к bázi 
processus articularis, před a za místem hemilaminek- 
tomie. Vnitřní kortikalis odštípemc malými kostními 
kleštěmi. Je-li to nezbytné, můžeme otvor prodloužit 
přes tři mcziobratlové prostory. U malých psů lze celou 
hemilamincktomii provést pouze kostními kleštěmi 
(Swaim, 1987). Je třeba zvláštní opatrnosti, abychom 
se vyvarovali jakéhokoli kontaktu kleští nebo hrotu fré­
zy s míchou. Další trauma, již i tak poškozené míchy, 
může způsobit prodloužení doby rekonvalescence ne­
bo může dokonce navodit trvalé neurologické deficity. 
К dodržení atraumatické chirurgické techniky přispívá 
pečlivá hemostáze.

Extrudované hmoty disku (obr. 3) vyjmeme z páteř­
ního kanálu tupým neurologickým háčkem tak. aby­
chom nepoškodili míšní kořeny a vertebrální siny. 
Drobné částečky vyhřezlého disku můžeme jemně vy­
pláchnout fyziologickým roztokem. Pro zlepšení pro­
gnózy u pacientů s dubiózní hlubokou bolestivostí mů­
žeme provést durotomii. Po dokončení dekomprese míchy 
(obr. 4) překryjeme hemilaminektomický defekt tuko­
vým štěpem, abychom zabránili vzniku adhezí.

Jednotlivými stehy vstřebatelným materiálem sešije­
me torakolumbální fascii v místě dorzální střední linie. 
Rutinním způsobem uzavřeme podkoží a kůži.

Minihemilaminektomie

Je modifikací klasické hemilaminektomie. Spočívá 
v odstranění laterální části laminy v místě foramen in­
tervertebrale. Processus articulares zůstávají nedotče­
ny, proto pooperační instabilita obratlů je minimální 
(Jeffery, 1988). Minihemilaminektomie je vhodná 
v případech stranových extruzí a snadněji se provádí 
u malých plemen psů (W heeler a S h a r p , 1994)

Dorzální laminektomie

Laminektomie je v úseku torakolumbálním chirur­
gickou metodou volby otevření páteřního kanálu. Před­
stavuje odstranění dorzálních trnových výběžků, dorzální 
laminy a v různém rozsahu i processi articulares a pedi- 
kulů přinejmenším dvou za sebou ležících obratlů.

Laminektomie typu A podle Funkquistové (cit. 
H o e r 1 c i n , 1971) spočívá v odstranění jak kraniální- 
ho, tak kaudálního processus articularis a v částečném 
odstranění pedikulů. Ačkoli poskytuje snadné obnažení 
míchy, je podle Funkquistové nejvíce náchylná na 
vznik konstrikční fibrózy.

Při typu В laminektomie podle Funkquistové 
(cit. H о с r 1 e i n , 1971) se zachovávají celé processus 
articulares craniales, větší část kaudálních kloubních 
výběžků a pedikulů. Při léto úzké laminektomii není 
problémem konstrikční fibróza, ale přístup do páteřní­
ho kanálu je omezený. Pokusy o odstranění ventrálnč 
nebo ventrolalcrálně ležících kompresních mas tímto 
omezeným přístupem mohou vést к iatrogennímu po­
škození míchy.

V případě modifikované dorzální laminektomie 
(Trotter. 1990) se odstraňuje processus articularis 
caudalis, ale ponechává se intaktní větší část každého 
processus articularis cranialis. Odfrézováním mediální 
plochy pedikulů lze dosáhnout lepšího obnažení páteř-

2. Hemilaminektomie: od­
stranění vnější kortikalis 
a spongiózy kostní frézou - 
Hemilaminectomy: removal of 
outer eortieal layer and cancel­
lous bone with a drill and bur
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3. Komprese míchy způsobená 
extrudovaným diskem (šipka) - 
The spinal cord compression 
caused by extruded disc (arrow)

4. Mícha po dekompresi a vy­
jmutí hmot disku - The spinal 
cord after decompression and 
mass removal

ního kanálu, než u laminektomie typu В bez zvýšeného 
rizika pooperační konstrikční fibrózy.

Žádná z popsaných technik dorzální laminektomie 
neumožňuje přímý přístup к ventrální ploše páteřního 
kanálu. Ve většině případů je přitom tento přístup zá­
kladním předpokladem úspěchu operace. Z toho důvo­
du dáváme v torakolumbálním úseku páteře přednost 
hemilaminektomii.

LUMBOSAKRÁLNÍ SPOJENÍ

Extruze (protruze) disku v meziobratlovém prostoru 
L7-S1 může být jednou z příčin syndromu cauda equi­

na. V tomto úseku páteře se к dekompresi používá dor­
zální laminektomie, která se v případě komprese v místě 
mcziobratlového otvoru doplňuje foraminotomií (rozšíře­
ní foramen intervertebrale').
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