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Wstepne badania nad czynnoscig fagocytarng granulocytéw

obojetnochtonnych we krwi cielgt noworodkéw

Zaklad Higieny Weterynaryjnej,

Funkeje granulocytow obojetncchlonnych i
makrofagéw odgrywajg wazna role w zjawis-
kach odpornosciowych ustroju. Fagocytoza
jest procesem zlozonym, obejmujacym szereg
zjawisk komoérkowych, takich jak: opsoniza-
cja drobnoustroju, chemotaksja, pochlanianie
oraz wewngtrzkomorkowe unieszkodliwianie
drobnoustrojow (6, 22). W czasie fagocytozy
nastepuje w komérce nasilenie aktywnosci
procesdw metabolicznych, polegajacych glow-
nie na spalaniu glukozy w cyklu pentozowym,
w ktérym wytwarzany jest NADPH+H*, ka-
talizujagey synteze H,0, (1, 6, 17, 22). Stwier-
dzono, ze komérki fagoeytujace maja zdolno$é
do redukowania bilekitu nitrotetrazaliowego
(NBT) do granatowych wewnatrzkomérko-
wych ziarnisto$ei formazanu NBT (1, 11).
Wiasciwosei te zostaly wykorzystane w tescie
stuzacym do oceny stanu komérki fagoeytu-
jacej. Test NBT moze by¢ wykonywany jako:
test spontaniczny i pobudzany czasteczkami
lateksu, bakteriami albo toksynami bakteryj-
nymi (1, 7, 11, 20). Jak stwierdzono w licz-
nych badaniach nad testem NBT, w zakaze-
niach bakteryjnych wzrasta we krwi odsetek
granulocytéw obojetnochlonnych zdolnych do
redukeji NBT. Uwaza sie, ze obecno$é powy-
zej 8—10% komoérek NBT dodatnich wskazu-
Je na wystepowanie zakazenia bakteryjnego.
Z kolei brak wzrostu odsetka komoérek redu-
kujgcych NBT po stymulacji moze Swiadezyé
o obnizeniu fagocytozy (1, 4, 7, 11, 20).

Celem pracy bylo okreflenie dynamiki ak-
tywnosci fagocytarnej granulocytéw obojetno-
chlonnych we krwi obwodowej cielgt w pier-
wszych dniach zycia. Szezegélng uwage po-
stanowiono zwrécié na zdolnos¢ granulocytéow
obojetnochlonnych do redukeji blekitu nitro-
tetrazoliowego (test NBT).

Material i metody

Badania przeprowadzono na 23 cieletach rasy nch
pochodzgeych z gospodarstw PGR. Nowo narodzone
cielgta byly oddzielane od kréw-matek i umieszecza-
ne w klatkach indywidualnych. Cieleta otrzymywaly
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pierwszg porcje siary do 2 godzin po  urodzeniu,
W czasie pierwszych 48 godzin zycia siare podawano
3-krotnie na dobe. W nastepnych dniach cieletom
podawano mleko pelne 2—3 razy na dobs. Krew do
badan lahoratoryjnych pobierano w 1, 3, 7 i 14 dniu
zycia. Probki krwi pobieranc do probéwek plastilo-
wych lub silikonowanych z heparyng (20 jm./ml krwi).
Badania laboratoryjne obejmowsaly oznaczenia: liczhy
leuokeytow, leukogramu, odezynu fagocytarnege oraz
spontanicznego i pobudzanego testu NBT. Oznacza-
nie liczby leukeeyldw wykonywano przy uizyciu licz-
nika elektronowego Coulter Counier {yp DN. Roz-
mazy krwi barwiono metods May-Griinwald-Giemsy.
Odczyn fagoeytarny wykonywano weg metody La
Motte (8). Test NBT sponianiczny i pobhudzany wy-
konywano wg metody iloSciowej Baehnera i Nathana
(1) w modyfikacii Jarstrand (7). Do testn przygoto-
wywano zawiesing leukoeytéw izolowanych wg meto-
dy zaadaptowanej do krwi bydla przez Renshaw
i wsp. (13).

W trakeie prowndzenia badafi, cieleta podzielono na
grupe zwierzat chorych (13 sztuk) i zdrowych (10
sztuk). Grupa cielat chorych ohejmowala zwierzeta,
ktére zachorowaly w okresie od 3 do 5 dnia DO uro-
dzeniu., U zwierzat tych stwierdzano biegunke, brak
apetytu i podwy#szona temperature ciala, W trakeie
trwania choroby cicleta chore byly leczone: surowica
Bocolin, antybiotyltami 1 preparatami sulfonamido-
wymi. Uzupelniajaco i sporadyeznie podawano wita-
miny i roztwory soli mineralnych. U pieciu sztuk
cielat, kiére padly w czasie badania stwierdzono na
sekeji niezyty i stany zapalne blony $luzowei do
krwotoeznego wiacznie. Przeprowadzone rutynowe
badania bakteriologiczne wycinkéw narzadéw wew-
netrznych  w  posiewach wykazaly wystepowanie
szezepow E. coli f-hemolitycznych.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badan przedstawiono w tab. 1 i na
ryc. 1, 2, 3. Analiza dynamiki zmian w obra-
zie bialokrwinkowym cielat w pierwszych
dniach Zycia wykazala wahania w zakresie
ogblnej liczby leukocytéw, limfocytéw i gra-
nulocytéw  obojetnochionnych. Stwierdzono
brak istetnych réznic statystycznych (p>
=>0,05) miedzy érednimi wartoSciami leuko-
cytow w zaleznosci od stanu zdrowia. Ogoélna
liczba leukocytéw u zdrowych cielat nie ule-
gala wigkszym wahaniom. U cielgt chorych
natomiast w 3 dniu zycia stwierdzono niezna-
czny spadek liczby krwinek bialych. W tym

Tab. 1. Liczba leukocytéw, odczyn fagocytarny i test NBT w pierwszych dniach zycia cielat
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samym czasie rozpoczal sie wzrost odsetka
limfocytéw oraz spadek liczby granulocytow
obojgtnochlonnych.

Uzyskane wyniki badan, szczegdlnie za$ zja-
wisko neutrofilii stwierdzone w pierwszych
dniach zycia, znajduja potwierdzenie w pis-
miennictwie (9, 14, 17, 21). Uwaza sie, ze
wzrost procentu granulocytow obojetnochion-
nych po urodzeniu moze by¢ zwigzany zo
wzrostem poziomu kortykoidéw we krwi, kté-
rych stezenie wzrasta w czasie porodu (3, 8).

Stopien fagocytozy okreSlany za Ppomoca
odezynu fagocytarnego nie wykazal réznic
statystycznie istotnych (p>>0,05) miedzy
dwiema grupami cielat. Stwierdzono wzrost
érednich wartoéei odezynu w 3 dniu Zycia, 2
nastepnie spadek w 7 dniu zycia i ponowny
wzrost wartosci w 14 dniu zycia. Wyniki
przeprowadzonych badan sg zhlizone do wy-
nikéw badan innych autoréw, ktérzy wykaza-
li 4cisly zaleznoé miedzy stopniem fagocytozy
a podawaniem siary nowo narodzonym ciele-
tom (8, 9). Z licznych danych pismiennictwa
wynika, ze zmienno$¢ odezynu fagocytarnego
moze byé powodowana wieloma czy nnikami,
jak np. poziomem immunoglobulin w siarze
(8, 9), poziomem kortykoidéw (5, 8) oraz sta-
nem odpornosci immunologicznej krow matek
w czasie ciazy (12, 13).

Interesujacym elementem badan wlasnych
zdaje sie by¢ pewna zalezno§¢ miedzy zmia-
nami w obrazie bialokrwinkowym a wartos-
ciami wskaznika fagocytarnego. Zaleznos¢ te
ilustruja rye. 1 i 2. Stwierdzono mianowicie,
ze spadkowi ogélnej liczby leukocytow w 3
dniu zycia cielat towarzyszy! wzrost wartosel
odezynu fagocytarnego. Z kolei przy wzroscie
liczby leukocytéw miegdzy 3 a 7 dniem zycia
warto$ci odezynu obnizaly sie. Stwierdzono
takze, z& w kolejnych dniach Zycia cielat od-
setek komérek fagocytujacych wykazal znacz-
ne wahania, natomiast ogélna liczba tych ko-
morek w krwiobiegu malala (ryec. 3). Powsta-
je wiec pytanie czy warunki zywienia i utrzy-
mania nowo narodzonych cielgt, a zwlaszcza
ilo§¢ i sposéh podawania siary wplywaja na
zdolnodei zerne granulocytéw? Zagadnienie to
jest przedmiotem dalszych badan.

Ksztaltowanie sie S$rednich wartosel testu
NBT u cielgt w zalezno$ci od stanu kliniczne-
go i wieku przedstawiono w tab. 1. Poréwnu-
jac dwie grupy cielat stwierdzono isinienie
nieznaeznych réznic miedzy Srednimi.

Interpretacja uzyskanych wynikéw jest fru-
dna z uwagi na dos¢ szeroki zakres wartoéel
indywidualnych testu. W tescie NBT sponta-
nicznym najwieksze réinice zaobserwowano w
3 i 7 dniu zycia cielat. W tescie NBT pobu-
dzanym najwieksze roéznice mialy miejsce W
1, 31 7 dniu zycia cielat. W dostepnym pis-
miennictwie istnieja nieliczne dane dotyczace
wykorzystania testu NBT do diagnostyki roz-
nicowej zakazen bakteryjnych, wirusowych 1
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Ryc. 3. Wykres ogblnej liczby granulocytow obojet-
nochlonnych we krwi cielat w pierwszych dniach
zycia

pasozytniczych. Zaobserwowano podwyzszone
wyniki testu w chorobach bakteryjnych i pa-
sozytniczych, natomiast w chorobach wiruso-
wych i chorobach wirusowych powiklanych
czynnikiem bakteryjnym wyniki byly nie-
jednoznaczne (12, 13, 16). Z analizy pismien-
nictwa wynika, ze na akiywnosé metaboliczng
komoérek fagocytarnych moze wplywac szereg
bardzo réznych czynnikéw, jak np.: podawa-
nie chemoterapeutykéw, toksyczne produkty
rozpadu tkanek w procesach nowotworowych
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i oparzeniach, poziom immunoglobulin w su-
rowicy krwi i inne (10, 15, 16, 18, 20). W cza-
sie zakazenia bakteryjnego nastepuje wzrost
liczby Jeukocytéw wraz z uruchomieniem re-
zerw granulocytéw obojetnochlonnych. W na-
stepstwie tego w krwiohiegu pojawiaja sie
rozne postacie granulocytow o roznym nate-
zeniu przemian metabolicznych. Mozna przy-
puszcza¢, ze trudno$ei w interpretowaniu wy-
nikow testu NBT spowodowane sga brakiem
pelnego poznania zalezno$ei miedzy komoérka
fagocytujgeq a otaczajacym ja srodowiskiem,
zwlaszeza gdy warunki bytowania cielat nie
odpowiadaja potrzebom [izjologicznym tych
zwierzat.

Przedstawione wyniki badan ze wzgledu na
niewielky ilo§¢ materialu nie pozwalaja na
pelng i szezegélowa ocene przedstawionych
zjawisk u cielgt noworodkéw. Poczynione
wstepne badania staly sie przyczynkiem do
dalszych badan, ktére sg kontynuowane.

Wnioski

1. Najwieksza aktywnos¢ fagocytarng gra-
nulocytéw ohojetnochlonnych we krwi cielat
noworodkow stwierdzono w trzecim dniu zy-
cia.

2. Odezyn fagocytarny i test redukeji NBT
u badanych cielgt zdrowych i chorych nie
wykazywaly rdznic.

3. U cielat noworodkéw zdrowych i chorych
stwierdzono odwrotna zaleino$é miedzy liczbg
leukocytéw a odezynem fagocytarnym.
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CanpBa A. — BerTymHTenLHBIE MCCTETOBAHMI (aromm-
TapHol (YHKuUMM HEATDODOHIBHLIX TPaHyJIOOUTOB B
KPOBM HOBODOIKJAEHHBIX TEJAT

Ha 23 renstax wa 1, 3, 7 u 14 JAeHb ZXM3HM ucCJe~
AOBANIOChL HMCI0 JNEHKOHMTOB, JEHKOWMTOR KapPTMHBI,
haromuTaAPHON PEAKLMY 1 TeCcT moctanobienyus NBT.
Ormernmics 3HaguTeNLHbLIE KONeGanus Pe3vIbTaToB U
OTCYTCTENME CYLIECTBeHHBIN DAa3HML MEXAY pe3yibTa-
TaMit haronuTApHON PEARKIMM ¥ TecTta BOCCTAHOBJIEHUSA
NBT y 310poBeIXx 1 GOJBHBIX TejaT. OHOBPEMEHHO
1abmoganocs, 4TO mpM pOCTe uHena JeVIKOMTOB o~
HVZRAIMCEH BeIMYIHHBEI (arouMTaPHON DeaxI[Mi.

Salwa A. — Preliminary examinations on the pha-
gocytic activity of neutrophiles in the blood of new-
born calves

The examinations were carried out on 93 calves
in the 1Ist, 3rd, 7th, and 14th day of their life to
assess the number of leukocytes, leukocytic picture,
phagocytosis and NBT {est. The results showed large
fluctuations and the differences between the findings
regarding phagocytosis and NBT in normal and di-
seased calves were not significant. It was found that
along with an increase of leukocytes the values of
phagocytosis went down.

OULDRIDGE E. J., FRANCIS M. I, BLACK L.: Od-
powiedz humoralna presiat na szezepionke przeciw-
pryszczycowa w emulsii olejowej: udzial réomych klas
przeciweial (Antobody response of pigs to fot-and-
mouth disease o0il emulsion vaceine: the antibody
classes involved). Res. Vet. Sci. 32, 327—331, 1982 (3).

W badaniach stosowano szczepionke przeciwprysz-
czycowy oparta o szezep Ol, A24 i C3 wirusa namno-
zony na hodowli nerki plodu chomika, zawieszona w
zawiesinie Marcolu 52, Arlacelu A i Tween 80, War-
chlaki w wieku 10 dni zyeia szezepiono domiesniowo
2 ml szezepionki i rewakcynowano po 21 i 148 wzgle-
dnie 106 dniach po pierwszym szezepieniu. Pierwoi-
na odpowiedZ immunologiczna pojawila sig po &
dniach po szezepieniu, osiagala maksymalny poziom
migdzy 14 i 21 dniem i utrzymywata sig¢ na wysokim
poziomie do rewakcynacji. Przeciwciala zebojetniaja-
¢e wirus, ktére pojawily sie 9 dnia po szczepieniu na-
lezaly do klasy IgM. Natomiast przeciwciala ktére po-
jawily sie miedzy 10 i 14 dniem PO szezepieniu wy-
stgpowaly w klasie IgM i IgG immunoglobulin. Po
25 dniach po szezepieniu wszystkie przeciweiala neu-
tralizujace wirus wystgpowaly w klasie IgG. Rewa-
keynacja powodowala wzrost miana przeciwcial zo-
bojetniajacych wirus. Wystepowaly one zaréwno w
klasie IgM jak i IgG immunoglobulin.

G.
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TOOFANIAN F., TARGOWSKI 5. P.: Rozwéj w zy-
ciu plodowym i rozmieszezenie fosfatazy zasadewyeh
w jelitach krélika. (Fefal development and distribut-
inn of intestinal alkaline phosphatase in the rabbit).
Res. Vel, Sci, 32,30 3—305, 1982 (3).

Aktywnos¢ fosiatazy zasadowej siwierdzons w je-
litach cienkich 14-dniowych plodow kréliczyeh (14,7
i/mg bialka). W okresie 14—20 dni zycia plodowego
aktywnosé tego enzymu w jelitach cienkich nie ule-
gala wiekszym zmianom. Wynosila ona okolo 40%
aktywnosci stwierdzanej w jelitach noworodkow. Od
22 dnia Zycia plodowego akiywnosé fosfatazy zasado-
wej w jelitach wazrastala z 0,520,5 j/mg biatka do
29,8+2.0 j/mg bialka u 28 dniowego plodu. U nowo-
rodkéw wynosila ona w dwunastnicy 40,1+22,9; w
jelicie czezym 28,3135 i w jelicie biodrowym 18,2%3,5
j/mg bialka. Nie obserwowano statystycznie istot-
nych réinic w aktywnosei fosfatazy zasadowej w je-
litach noworodkow, krélikéw w wieku 4 tygodni zy-
cia i krolikbw dojrzalych. Zaréwno u plodéw jak i u
noworedkéw najwyzsza aktywnoscig fosfatazy zasa-
dowej cechuje sie dwunasinica, za$ u miodych i doj-
rzalych krélikéw jelito ezcze (45,1+8,0 i 51,6%5,1 j/mg
biatka).

G.



