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

The inf]uence of time in the storage of b1ood samples
at from OoC to 5oC on the parameters of acid-basic ba-
lance, i.e. pH, pCO, and act . HCO3- in the blood of
47 samples, col]ected at random from cows, was assessed.
The determinations of pH and pCO2 were done twice.
First after 3 hour transportation in a cool box and later
after 2,1 hour storage in a refrigerator at 5oC. No statisti-
cally signiflcant differences were found. The findings indi-
cate that under proper conditions the above parameters
can be performed up to 24 hours since the co]lection of
blood samples"

W diagnostyce wcterynaryjne j porniar równowagi
k,łasowo-zasadowej (rkz) przewaznie nie jest wykony-
v;arry bezpośrednio r,v tcrenie, a dokonu je się go po
pizewiezieni,,r prób do laboratorium. Temperatura oto-
czcnia, rv jakim przebywają próby krrvi podczas tran-
sportu i czas upł;vwający oC momenttr ich pobrania do
.,1,ykonania oznaczeh mogą być żrodłami błędów przed-
laboratoryjnych w pomiarach parametrów rkz (1, 3, 6).
Pinkiewicz zalcca, w tej sytuacji, przccholvywanic prób
w tcmp. ok. ł-4"C, nic podając bezpiecznej długości cza-
su. Zalezr-rością parametrów rkz krwi krów od czasu ich
przechowylvania zajmowali się Chyla i wsp. (2) oraz
i{rokavec i wsp. (4), Cl-ryla i wsp. (2) nie stwierdzili róż-
nic statystycznie istotnych między pomiarami wykony-
T,vanymi bezpośrednio po poblani.u krwi a pomiarami
r,vykonywanvmi po upływie 0,ó, 3, 6 i B godzinach prze-
cho "vywania prób ,w lodó-wce ,"v temperaturzę -l5oC.
Natomiast Krokavec i wsp, (4) stwicrdzili istnienie sta-
tystycznie istotnych zmian w wartościach parametrów
rkz w 6 godzinie przebywania prób w temperaturze od
0 do +4oC. Proponują oni wykonywać pomiary parame-
trów rkz w czasie do 5 godzin od momentu pobrania
prób krwi.

Celem pracy było okreśIenie możliwości przedłuze-
nia czasu przcchowywania prób krwi rv tcmperaturze
nie przekraczającej *5oC bez lr jemnego wpływu na
wartość trzech podstawowych parametrów rkz tj. pH,

Nlateriał i met,cdy
Badaria obejmowały próby krwi żylnej pobrane od 4? 1o-

sowo wybralrrych krów, które pochodziły z 5 różnych gos-
podarstw rolnych. Doświadczenie przeprowadzano w mie-
siącach letlnich: czerwiec-sierpień. Knew pobierano z żyły
jarzrnowej. bez kontaktu z powietrzern, do 2 ml całoszkla-
nych strzykawek Rekord. Strzykawki były wyposażone łv
saklaine perełki - mieszalniki. Końcówki strzykawek wy-
pełniano 50 pł1 roztworu heparyny po 25 jednostek i za-
mykano metalowyrni kap,turkarni. Próby krwi, po uprzed-
nim zabez,:jeczeniiu końcówek strzykawek rnetalowymi kap-
turkami przed dostępern powiietrza, mieszano w celu rów-
lrrromierne,do rozprołvadzenia heparyny w próbie i natych-
mia,st schładzano poprzez umieszczenie ich w torbie chło,dni-
czej pornięd,zy dworna zamarzniętymi akumulatora,mi chłod-

niczymi. W taki sposób zabezpieczone próby krnvi dowożono
niezwłocznie do labora:iorium. pomiarów pH i pcoz doko-
nywano w peł,nej krwi heparyrrizołvanej metodą bezlośred-
nią ]przy porrtocy nikroelektrod do pomiarów PH i pCOz,
które stanowiły wyposażenie Bio.1ogiczrrego Mkroanalizato;ra
typu OP 2I013 f-rny Radelkis ,_ Budapeszt. Stężeinie akt.
HCOs- odczytywa;ro z norrogram,.r ,,kwas - zasada", sta-
t-lowiącego dodatkowe wyposaże:ie mikroanalizatoł:a. War-
tości pH d pCOz w próbach krwi mierzono d,wukrotnie.
Pierwszy raz po 3 godzinach tralsportu i przechowywania
prób w tor,b:e chłodriczej, a drugi raz w 24 godziny od
mo:nentu poibralia i dałszego przechowywania rv lo,,lówce
w temperaturze -|SoC.

Ocenę istortności różlic dwóch wartości średnich z 47 po-
miarów dokonaeo testern t-Studerta dla obserwacji sparo-
warych. Istoirność statystyczną uz!awano przy poziornie
prawdor_co d obieństrł-a 950/o.

Wyniki i omówienie

Wartcści pH i pCO, oraz wyliczoncj wartości akt.
HCO3- ilustruje tab. 1. Średnic wartości pH prób krwi
kształtowały się po 3 i po 21 godzinach odpowicdnio
na poziomach 7,z103 t 0,049 i ?,408 t 0,040. Średnia róż-
nic wynosiła 0,005. Stwierdzono, że różnice w pomia-
racir piI nie są istotne staiystycznie, Analizując wartość
pH krwi poszczcgóln5,,ch kró,ł stwierdzono po 24 go-
dzinach jej wzrost w 24 przypadrach, obniżenia w 18,
a brak zmian w 3. Omawiane zmiany pFI były bardzo
rnałe i statystycznie r-rieistoinc, co ś1,1riadczy, że w przy-
jętych ,,varunkach doświadczalnych nic miał mie jsca
wzrost kwaśności prób jako następstr,vo przemian meta-
bolicznyclT .

Tab. 1. Wartości parametrów równowagi kwasowo-zasado-
wej we krwi 47 krów, którą przechowywano w temperaturze

nie przekraczającej ł5oC

Parametr
rkz

Czas
przechowywa-

nia prób
(godz.)

xtś

pH I l,so- l,+s I z,łos + 0,049

l z,ss- l,ąs I z,ąos + 0,040

i o,oo- g,oz I z,ąr + o.ogtrCOz
(kPa)

prężności dwutlenku rvęgla (pCOr) i aktualnego stęże- akt. HCo3_nia wodoro-uvęglanów (akt. HCO,-). 1mmol/I) 94 i 24,0-47p i 32,5 t6,0

24 l o.zz- a,so | ?,31

3 l 2ó,5-41,,5 |ss.o
+ 0,71

+ĘD

SreCnie wartości pCO, prób krwi kształtowały się po
3 i 24 godzinach na następujących poziomach: 7,41 t
+ 0,69 i 7,31 -| 6,71 kPa. Średnia różnic dJ,a tego para-
rrretru wynosiła 0,10 kPa i była rórł,nież nieistotna sta-
tystycznie" Ogólnic stwicrdzono nieznaczne wahania
rvartości pCOr. Obniżenie wartości nastąpiło w 25 przy-
padkach, w 16 podwyższenie, a brak zmian w 5. Po-
dobnie, jak w przypadku pH nie stwierd_zono zdecydo-
wanego wzrostu pCO, spowodowanego przemianami me-
tabolicznymi in uitro.

Srednie wartości akt. HCO'- po upłyu,ic 3 i 24 go-
dzin były na poziomie 33,0 t 5,2 i 32,5 t 6,0 mmol/l,
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a średnia rożntc rvynosila 0,50 mmol/l. Różnice pomię-
dzy stężeniami akt. HCO'- nie były istotne statystycznie.

Przedstawione wyniki dowodzą, że przechowywanic
prób krwi rv odpowiednich warunkach ptzez okres 24
godzin nie wyŃiera ujemnego wpły\,lu na wartości
uzyskiwanych wyników. Do u,arunkór,v tych należy za-
Iiczyć przcde wszystkim natychmiastowe schłodzenie
zakonserwowanych heparyną prób i ich przetrzymvwa-
nie podczas transportu do laboratorium w torbie chłod-
niczej w temperaturze od 0 do -l4"C, a następnie w lo-
dówce w temperaturze t5oC. Strł,arza to możliwości
wydłużenia czasu przetrzymyrvania prób krwi w niskiej
tempcraturze do *5oC przez okres dłuższy niż zaLecali
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Chyla i wsp. (2) oraz Krokavec i rvsp. (1), bo do 24 go-
dzin,
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błękitu niłrołetrozoliowe9o przez oboiętnochłonne

nilr zrcdukowanego barwnika rozpl-tszczalnikiem orga-
nicznym (dwumetyloformamidem) i pomiarze spektro-
fotomctrycznym (1, 11). Wykazujc ona korelację z rr'e-
todą cytochemiczną. Jest jednak dokładniejsza i szyb-
sza. Dane te dotyczą jednak badań wykonywanych
z granulocytami ludzkimi (3, 6) oraz bydlęcymi (13).

Celem badań własnych była ocena testu redukcji
błękitu nitrotetrazoliowego przez granulocyty owcze w
metodach cytochemicznej i spektrofotometrycznej.

Materriał i met,cdy

Badania przeprowadzono równołegle 2 metod,arni (cytoche-
micz,ną i spektrofotornenyczną) na 32 klinicznie zdrowych
jagniętach rasy melynos, będących w wieku 4 tyg,odnri"
Oznacze:ria wykonano we krwi żylnei heparynizowanej,
używając do tego celu plastył<owych proibówek.

Metoda cytocherniczna wg Parka (B). Do 0,1 rnl krwi do*
dawano 0,1 rnł 0,żolo roztworru NBT. Tak przygotoĄManrą
próbę iłrkubou/ano łv 37oC przez 30 min. Następnie spo-
rządzono Tozrnazy utrwalane a]ko,holern metylowyrn i ban-
wione przez 10 miln. barwnikiern o następującym składzie:
zieleń rnety,lowa - 0;015 g, pyroirrina - 0,25 g, fenol krysta-
liczry - 0,5 g, alkohol etylowy - 0,5 ml, woda destylo-
1v3l]1A - 100 ,m1.

Graintrlocyt uważano za NBT ,do,datrni, o ile wielkość zło,
gów p,rzewyżsLzała ziarndstości granulocytów o,bo jętnochłon-
aych. Ustaloro procerrrt kornórek foł:rnazan,owych, licząc rv
mikroskopie §q7ięf]lnym co rrajrnniej 200 granulocytów.

Metoda spektrofo,tornetryczna wg Ramalna ,i Poianda (11).
Do 0,2 m1 0,10/o rożtworu NBT do,dawano 0ź rnl pełnej
krwi żylnej. Próibę inlkub,owarro w ciepłarce o ternp. 37"C
prłez 30 min., a ,następnie prze,z dalsze 30 min. w terngr"
po,kojowej (20OC), Rówrolegle z próbą bada,ną wykonywarro
pnóbę kołrtrolrną (,,zerową"), dodając zamiast roztworu NBT,
bufor fosforanov/y o PH:6,8. Po irnkubacji, do plastyko-
wej pro ówki prrze,noszolno po 0,05 ml ,mieszalniny krwi
i barwrika ( ekstrahowano w l rnl NN-limetyloformamidu
(DMF). Analo3iczne czyn,rrości wy[<,o,nywa,no z próbami kon-
trolnyrni. Następnie obie pró,by o,d,\MiJ:owywano (2000 obr/
lmin ptzez 10 min.) i rnierzono gęsrtorść optyczną wo,bec DMF
p,rzy długości fali 600 rnrm. Rówrr,o]egle o,znaczaino ogółłrą
ilość le,ukocytów oraz wykoinywarro leukoIgram.

Wyniki i omówienie

Wartość gęstości opbycznej poszczególnych prób
przeliczano na 10 000 granulocyŁów obojętnochłon-

gronulocyly owcze w metodoch cylochemicznei i spekłrofołornetrycznei *)

I<ate.ila Immunologii i Miklobiclogii lł'ydziału Zootecliniczne8o AR
ul. Dcktola Judyma 21,71-160 Szczecin

Summar_u:

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 orr
healthy 1ambs. A considerab]e correlation was observed
between the results obtained using these two techniques.
The authors suggest that spectrophotornetric technique is
easier, more objective and requires ]ess blood for testing.

Granulocyty obojętnochłonne, określane również jako
neutrofile ]ub komórki PNL (Polymorphonuclear Ncu-
trophil Leukocytes), reprezentują pierwszą linię obrony
przeciwzakaźnej. Biorąc udział w fagocytozie, pierwsze
pojawiają się w miejscu uszkoclzenia tkanek (10, 15),
W procesie likwidowania drobnoustrojów, dzięki obec-
ności swoistych receptorów, rvspółdziałają z dopełnia-
czem (Cre) i immunoglobulinami (Fc) (2, ),2). Ważną
rolę w ich fagocytalnej stymulacji.odgrywają limfoki-
ny: CF (Chemotactic Factor) i LIF (Leukocyte Inhibi-
tory Factor) (14). Obojętnochłonne granulocyty charak-
teryzują się zdolnością rcdukcji błękitu nitrotetrazolio-
wego (NBT). Fakt ten został wykorzystany w diagnos-
tyce laboratoryjnej do oceny czynności i wykrywania
zaburzeń neutrofili oraz do róznicowania zakażeń wiru-
sowych, bakteryjnych i chorób nowotworowych (6, B,

9, 1B). Wprowadzona przez Parka (B) metoda opiera się
na mikroskopowej ocenie odsetka granulocytów zawie-
rających zredukowany barwnik. Za potrlocą tej meto-
dy okreśIono we wcześniejszych badaniach czynności
granulocytów u cieląt chorych na enzootyczną broncho-
pneumonię, stymulowanych P. acnes (t. 2) CN 5936 oraz
u owiec z endemiczną formą listeriozy, leczonych tym
preparatem. W obu przypadkaclr odnotowano statys-
tycznie istotny wzrost liczby komórek redukujących
NBT (4, 5).

Metoda spektrofotometryczna polega na ekstrahowa-

Badania \\,ykonano w pro8lamie c PBP C5,06.4


