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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
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Tab. 1. Srednie wartosci wynikéw testow NBT granulocytéw NBT-dodatnich. Na podstawie obserwa-

7 —— ¢ji wlasnych i danych literaturowych (11, 16, 17) moz-

Metod: l | ks . y 9 »

Metoda m_ | = _ L na zalozyé, ze powodem rozbieznosci wynikow pomig-
Cytochemiczna (") | B2 | 225 | +18281 dzy obiema metodami jest czesto falszywie dodatnie
Spektrofotometryczna l - | | ) badZz tez ujemne okre$lenie rezultatéw cytochemiczne-
s_'gglftSLofSEfgpt);cma) 32 | 0402 | = 026831 g5 testu NBT. Wykres linii regresji (ryc. 1) i okresla-

pektrofotometryczna ; : T By - 9 .
[ —— Y I 32 l 218 ! +13.103 jace ja rownanie: y = 40,460x ,4.’86 daje §wobodna
- mozliwosé przechodzenia z gestoSci optycznej do bar-
dziej komunikatywnej wartosci odsetka komorek for-

st E mazanowych.

Analizujgc metode spektrofotometryczng nalezy
stwierdzi¢, ze DMF jest dobrym rozpuszczalnikiem
50 % organicznym formazanu NBT, ktéory w sposob powta-
rzalny i catkowity przechodzi do DMF (11). Powtarzal-
15 v=40 4608x-4,862 nos¢ wynikéw zwigzana jest rowniez ze stalyn} czasem
wykonywania badania od momentu pobrania krwi.

o Propenowana metoda okre$lania granulocytow NBT-

40 S -dodatnich .wydaje sie byé metoda czulszg (mniejszy

2 IXWy

¥ blad popelniany przy okreslaniu gestosci optycznej na

35 g spekolu) anizeli metoeda cytochemiczna i pomimo zasto-
] g sowania dwoch dodatkowych badan (okreslenie ogolnej
g liczby leukocytow i odsetka granulocytéw obojetno-
04 & chlonnych), jest godna rozpropagowania, tym bardziej,
t_: ze oba te badania czesto sa wykonywane w diagno-
2% i styce laboratoryjnej w sposéb rutynowy.
(g) Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze w celu oceny testu
B0 redukeji blekitu nitrotetrazoliowego przez obojgtno-~
204 50 chionne granulocyty owcze mozna zalecic metode
spektrofotometryczna, ktora jJest pardzie] czuia i do-
45 kladna anizeli cytocnerutcza.
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gestosci optycznej badanej proby

nych. W tym celu okreslano ogélng ilos¢ leukocytow
i leukogram. Uwzgledniajgc rozcienczenie krwi i obje-
tosci dokonano ostatecznego przeliczenia wg wzoru (3):
_E,—E

Em tco

I.XS %40 000

10000 — Bestos¢ optyezna na 10 000 komérek

— gesto$¢ optycezna proby badanej wyrazona w %o

— gesto§¢ optyczna proby kontrolnej wyrazona
w Yo

— liczba krwinek biatych w 1 ml

— odsetek granulocytéw obojetnochtonnych
(segmentoéw).

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 1.
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I=2
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GOGOLEWSKI R. P, COOK R. W.,, O'CONNELL C. J.:
Serotypy Streptococcus suis wywolujace choroby warchla-
kow. (Streptococcus suis serotypes associated with diseases
in weaned pigs). Aust. vet. J. 67, 202—204, 1990 (6)

Streptococcus suis wyizolowano od padilych prosiat z 90
ognisk posocznicy i zapalenia opon moézgowych u odsadzo-
nych prosigt. Badania obejmowaly 13 ferm, w ktérych
przebywalo od 30 do 2500 zwierzat. Pietnascie izolatow
wyosobnionych w 7 ogniskach zidentyfikowano jako S. suis
typ 9, 3 izolaty pochodzgace z dwoéch ognisk zidentyfikowa-
no jako S. suis typ 2. Trzy szczepy S. suis typ 2 i jeden
szczep S. suis typ 3 pochodzily od swin z objawami odo-
skrzelowego zapalenia pluc. Wyosobnienie S. suis z przy-
padkéw odoskrzelowego zapalenia pluc wskazuje na udzial
tego drobnoustroju w etiologii choroby.
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