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Summary

Time and thermic conditions of blood samples storage and
the values of acid-basic balance in cows

The influence of time in the storage of blood samples
at from 0°C to 5°C on the parameters of acid-basic ba-
lance, ie. pH, pCO, and act-HCO;— in the blood of
47 samples, collected at random from cows, was assessed.
The determinations of pH and pCO, were done twice.
First after 3 hour transportation in a cool box and later
after 21 hour storage in a refrigerator at 5°C. No statisti-
cally significant differences were found. The findings indi-
cate that under proper conditions the above parameters
can be performed up to 24 hours since the collection of
blood samples.

W  diagnostyce wecterynaryjnej pomiar rownowagi
kwasowo-zasadowe] (rkz) przewaznie nie jest wykony-
wany bezposrednio w terenie, a dokonuje sie go po
przewiezieniu prob do laboratorium. Temperatura oto-
czenia, w jakim przebywaja proby krwi podczas tran-
sportu i czas uplywajacy od momentu ich pobrania do
wykonania oznaczen moga by¢ zroédiami bledow przed-
laboratoryjnych w pomiarach parametrow rkz (1, 3, 6).
Pinkiewicz zalcca, w tej sytuacji, przechowywanic préb
w temp. ok. +4°C, nic podajac bezpiecznej diugo$ci cza-
su. Zalezno$eig parametrow rkz krwi kréw od czasu ich
przechowywania zajmowali sie Chyla i wsp. (2) oraz
Krokavec i wsp. (4). Chyla i wsp. (2) nie stwierdzili réz-
nic statystycznie istotnych miedzy pomiarami wykony-
wanymi bezposrednio po pobraniu krwi a pomiarami
wykonywanymi po uptywie 0,5, 3, 6 1 8 godzinach prze-
chowywania préb w lodéwce w temperaturze —+5°C.
Natomiast Krokavec 1 wsp. (4) stwicrdzili istnienie sta-
tystycznie istotnych zmian w wartosciach parametréw
rkz w 6 godzinie przebywania préb w temperaturze od
0 do +4°C. Proponuja oni wykonywaé¢ pomiary parame-
trow rkz w czasie do 5 godzin od momentu pobrania
prob krwi.

Celem pracy bylo okreslenie mozliwosci przediuze-
nia czasu przechowywania préb krwi w tcmperaturze
nie przekraczajacej +5°C bez ujemnego wplywu na
wartos¢ trzech podstawowych parametréw rkz tj. pH,
preznosci dwutlenku wegla (pCO,) i aktualnego steze-
nia wodoroweglanow (akt. HCO,7).

Material i metody

Badania obejmowaly proby krwi zylnej pobrane od 47 lo-
sowo wybranych krow, ktére pochodzily z 5 réznych gos-
podarstw rolnych. DosSwiadczenie przeprowadzano w mie-
sigcach letnich: czerwiec-sierpien. Krew pobierano z zyly
jarzmowej, bez komtaktu z powietrzem, do 2 ml caloszkla-
nych strzykawek Rekord. Strzykawki byly wyposazone w
szklane peretki — mieszalniki. Koncowki strzykawek wy-
pelniano 50 ul roztworu heparyny po 25 jednostek i za-
mykano metalowymi kapturkami. Proby krwi, po uprzed-
nim zabeznieczeniu koncowek strzykawek metalowymi kap-
turkami przed dostepem powietrza, mieszano w celu row-
mnomierneso rozprowadzenia heparyny w prébie i mnatych-
miast schtadzano poprzez umieszczenie ich w torbie chiodni-
czej pomiedzy dwoma zamarznietymi akumulatorami chlod-

niczymi. W taki sposdb zabezpieczone préby krwi dowozono
niezwiocznie do laboratorium. Pomiaréw pH i pCO. doko-
nywano w pelnej krwi heparynizowanej metadg bezposred-
nig 'przy pomocy mikroelektrod do pomiaréw PH i pCOs,
ktore stanowily wyposazenie Bieologicznego Mkroanalizatora
typu OP 210/3 f-my Radelkis — Budapeszt. Stezenie akt.
HCO;— odczytywano z nomogramnu ,kwas — zasada”, sta-
nowigcegzo dodatkowe wyposazeaie mikroanalizatora. War-
toéci pH i pCO; w rprébach krwi mierzono dwukrotnie.
Pierwszy raz po 3 godzinach transportu i przechowywania
préb w torbie chlodniczej, a drugi raz w 24 godziny od
momentu pobrania i1 dalszego przechowywania w lodowcee
w temperaturze +5°C.

Oceng istotnosci rdznic dwoch wartosei $rednich z 47 po-
miaréw dokonano testem t-Studenta dla obserwaciji sparo-
wanych. Istoinos$é statystyczng uznawanmo przy poziomie
prawdopodobienstwa 95%a.

Wyniki i omdowienie

Wartodei pH i pCO, oraz wyliczoncj wartosci akt.
HCO,~ ilustruje tab. 1. Srednic wartosei pH préb krwi
ksztattowaly sie po 3 i po 24 godzinach odpowicdnio
na poziomach 7,403 * 0,049 1 7,408 % 0,040. Srednia roéz-
nic wynosila 0,005. Stwierdzono, ze réznice w pomia-
racn pil nie sa istotne stalystycznie. Analizujgc wartosé
pH krwi poszezegélnych kréw stwierdzono po 24 go-

zinach jej wzrost w 24 przypadkach, obnizenia w 18,
a brak zmian w 3. Omawiane zmiany pH byly bardzo
mazle i statystycznie nieistotne, co $wiadezy, ze w przy-
jetych warunkach do$wiadczalnych nic mial miejsca
wzrost kwasnosci prob jako nastepstwo przemian meta-
bolicznych.

Tab. 1. Wartosci parametréw réwnowagi kwasowo-zasado-
wej we krwi 47 kréw, ktérg przechowywano w temperaturze
nie przekraczajacej +5°C

| Czas Rozrzut
Parametr | przechowywa- | wartasci w ba- x+s
rkz nia prob danej grupie
B (godz.)__ _ ewierzat | -
- | 3 | 730— 740 | 7403+0,049
o |24 | 73— 749 | 7408+0040
pCO, ‘ E [ 6,00— 9,07 | 741 +069
(kPa) 24 | 627—880 | 731 0,71
akt. HCO,— ‘ 3 | 255415 ! 330 +52
(gsmrolo)l ) 24 | 240—470 | 325 60

Srednie wartosci pCO, préob krwi ksztaltowaly sie po
3 1 24 godzinach na nastepujgcych poziomach: 7,41 %
0,69 i 7,31 £0,71 kPa. Srednia réznic dla tego para-
metru wynosita 0,10 kPa i byta réwniez nieistotna sta-
tystycznie. Ogélnie stwierdzono nieznaczne wahania
wartosci pCO,. Obnizenie wartosci nastapito w 25 przy-
padkach, w 16 podwyzszenie, a brak zmian w 5. Po-
dobnie, jak w przypadku pH nie stwierdzono zdecydo-
wanego wzrostu pCO, spowodowanego przemianami me-
tabolicznymi in witro.

Srednie wartosci akt. HCO,~ po uplywic 3 i 24 go-
dzin byly na poziomie 33,0£52 i 325460 mmol/l,
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a $rednia réznic wynosita 0,50 mmol/l. Réznice pomie-
dzy stezeniami akt. HCO, - nie byly istotne statystycznie.

Przedstawione wyniki dowodzg, ze przechowywanie
prob krwi w odpowiednich warunkach przez okres 24
godzin nie wywiera ujemnego wplywu na wartosci
uzyskiwanych wynikow. Do warunkéw tych nalezy za-
liczy¢ przede wszystkim natychmiastowe schiodzenie
zakonserwowanych heparyng préb i ich przetrzymywa-
nie podezas transportu do laboratorium w torbie chtlod-
niczej w temperaturze od 0 do +4°C, a nastepnie w lo-
dowce w temperaturze +5°C. Stwarza to mozliwosci
wydhuzenia czasu przetrzymywania prob krwi w niskiej
temperaturze do +5°C przez okres dluzszy niz zalecali

Chyla i wsp. (2) oraz Krokavec 1 wsp. (4), bo do 24 go-
dzin.
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Summary

Evaluation of nitroblue tetrazolium reduction by sheep
polymorphonuclear neutrophils in cytochemical and spec-
trophotometric techniques

Reduction of NBT by polymorphonuclear neutrophils was
determined by means of two techniques: cytochemical
according to Park and spectrophotometrical according to
Raman and Poland. Thirty two tests were performed on
healthy lambs. A considerable correlation was observed
between the results obtained using these two techniques.
The authors suggest that spectrophotometric technique is
easier, more objective and requires less blood for testing.

Granulocyty obojetnochlonne, okreslane réowniez jako
neutrofile lub komoérki PNL (Polymorphonuclear Ncu-
trophil Leukocytes), reprezentuja pierwszg linie obrony
przeciwzakaznej. Biorac udzial w fagocytozie, pierwsze
pojawiaja sie w miejscu uszkodzenia tkanek (10, 15).
W procesie likwidowania drobnoustrojéw, dzieki obec-
nosci swoistych receptorow, wspoldzialajg z dopelnia-
czem (Cye) 1 immunoglobulinami (Fc) (2, 12). Wazna
role w ich fagocytarnej stymulacji odgrywaja limfoki-
ny: CF (Chemotactic Factor) i LIF (Leukocyte Inhibi-
tory Factor) (14). Obojetnochlonne granulocyty charak-
teryzuja sie zdolnoscig rcedukceji blekitu nitrotetrazolio-
wego (NBT). Fakt ten zostal wykorzystany w diagnos-
tyce laboratoryjnej do oceny czynnosci i wykrywania
zaburzen neutrofili oraz do réznicowania zakazen wiru-
sowych, bakteryjnych i chordéb nowotworowych (6, 8,
9, 18). Wprowadzona przez Parka (8) metoda opiera sie
na mikroskopowej ocenie odsetka granulocytow zawie-
rajacych zredukowany barwnik. Za pomocg tej meto-
dy okreslono we weczedniejszych badaniach czynnosci
granulocytéw u cielat chorych na enzootyczng broncho-
pneumonie, stymulowanych P. acnes (t. 2) CN 5936 oraz
u owiec z endemiczng formg listeriozy, leczonych tym
preparatem. W obu przypadkach odnotowano statys-
tycznie istotny wzrost liczby komorek redukujacych
NBT (4, 5).

Metoda spektrofotometryczna polega na ekstrahowa-

* Badania wykonano w programie CPBP (05.06.4.

niu zredukowanego barwnika rozpuszczalnikiem orga-
nicznym (dwumetyloformamidem) i pomiarze spektro-
fotometrycznym (1, 11). Wykazujc ona korelacje z me-
todg cytochemiczng. Jest jednak dokladniejsza i szyb-
sza. Dane te dotycza jednak badan wykonywanych
z granulocytami ludzkimi (3, 6) oraz bydlecymi (13).
Celem badan wlasnych byla ocena testu redukeji
blekitu nitrotetrazoliowego przez granulocyty owcze w
metodach cytochemicznej i spektrofotometrycznej.

Material i metody

Badania przeprowadzono réwnolegle 2 metodami (cytoche-
miczng i spekirofotomeryczng) na 32 klinicznie zdrowych
jagnietach rasy merynos, bedgcych w wieku 4 tygodni.
Oznaczenia wykonano we krwi zylnej heparynizowanej,
uzywajac do tego celu plastykowych probéwek.

Metoda cytochemiczna wg Parka (8). Do 0,1 ml krwi do-
dawzno 0,1 ml 0,2% roztworu NBT. Tak przygotowang
prébe inkubowano w 37°C przez 30 min. Nastepnie spo-
rzadzono rozmazy utrwalane alkoholem metylowym 1 bar-
wione przez 10 min. barwnikiem o nastepujacym sktadzie:
zieleAh metylowa — 0,015 g, pyronina — 0,25 g, fenol krysta-
liczny — 0,5 g, alkohol etylowy — 0,5 ml, woda destylo-
wana — 100 ml.

Granulocyt uwazano za NBT dodatni, o ile wielkos¢ zto-
g6w przewyzszala ziarnistosci granulocytéw obojetnochlon-
anych. Ustalono procent komdrek formazanowych, liczac w
mikroskopie $wietlnym co majmniej 200 granulocytoéw.

Metoda spektrofotometryczna wg Ramana i Polanda (11).
Do 0,2 ml 0,1% Ttoztworu NBT dodawano 0,2 ml pelnej
krwi zylnej. Probe inkubowano w cieplarce o temp. 37°C
przez 30 min., a nastepnie przez dalsze 30 min. w temp.
pokojowej (20°C). Roéwolegle z probg badang wykonywano
prébe kontrolng (,,zerowsg”), dodajgc zamiast roztworu NBT,
bufor fosforanowy o PH = 6,8. Po inkubacji, do plastyko-
wej probéwki przenoszono po 0,05 ml mieszaniny krwi
i barwnika i ekstrahowano w 1 ml NN-limetyloformamidu
(DMF). Analogiczne czynnosci wykonywano z probami kon-
trolnymi. Nastepnie obie proby odwirowywano (2000 obr/
/min przez 10 min.) i mierzono gestos¢ optyczng wobec DMF
przy diugosci fali 600 nm. Roéwnclegle oznaczano ogoélng
ilo$¢ leukocytow oraz wykonywano leukogram.

Wyniki i oméwienie

poszczegolnych prob
obojetnochion-

Warto$¢ gestosci optycznej
przeliczano na 10000 granulocytow



