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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 *)
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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
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§pektrofotomettyczna
(gęstość optyczna)

Tab. 1. Średnie wartości wyników testów NBT

Spektrofotometryczna l l
(przeliczona na 0/o) l eZ | 21.8 | . rr,rn,

Qe,stDLc oplyczaoE
Ryc. 1. Zależność odsetka kornórek formazanowych od

gęstości optycznej badanej próby

nych. W tym celu określano ogolną ilość leukocytów
i leukogram. Uwzględniając rozcieńczenie krwi i obję-
tości dokonano ostatecznego przeliczenia wg wzoru (3):

F 
-I.E,o 

"o 
: 

H )' 40 000

Ero ooo - gęstość optyczna na 10 000 komórek
Eb - gęstośc optyczna próby badanej wyrażona w 0/o

Eo - gęstość optyezna próby kontrolnej wyrażona
w t/o

L
S - liczba krwinek białych w 1 ml

- odsetek granulocytow obojętnochłonnych
(segmentów)

Uzyskarre wyniki przedstawiono w tabeli 1,

Obliczono również współczynnik korelacji r dla obu
metod i wykreślono krzywą regresji. Analiza danych
wykazała daleko idącą zbieżność między porównywa-
nymi metodami. Współczynnik korelacji r : 0,845, jest
więc zbliżony do je,drrości, co oznacza, że istnieje ścisły
związek między analizowanymi metodami. Ponadto wy-
kazano, że istnieje statystycznie istotny (p Ś 0,01) zwią-
zek pomiędzy gęstością optyczną próby badanej a war-
tością odsetkową komórek formazanowych. Różnica po-
między wartościami średnimi może być dziełem przypad-
ku, a może też wyrrikać z subiektywnej oceny odsetka

granulocytów NBT{odatnich. Na podstawie obserwa-
cji własnych i danych literaturowych (11, 16, l7) moż-
na założyć, że powodem rozbieżności wyników pomię-
dzy obiema metodami jest często fałszywie dodatnie
bądż też ujemne określenie rezultatów cytochemiczne-
go testu NBT. Wykres linii regresji (ryc. 1) i określa-
jące ją r-ó,wnanie: y : 40,460x - 4,862 daje swobodną
możliwośc przechodz,enia z gęstości optycznej do bar-
dziej komunikatywnej wartości odsetka komórek for-
mazanowych.

Analizując metodę spektrofotornetryczną należy
stwierdzić, że DX,IF jest dobrym rozpuszezalnikiem
organicznym formazanu NBT, ktory w sposób powta-
rzalny i oałkowity przechodzi do DMF (11). Powtarzal-
ność wyn.ików związana jest również ze stałym czasem
wyko,nywania badania od momentu pobrania krwi.
PropoĄowana metoda określania granulocytów NBT-
-doddtńich,,rłlyda_je się być metodą czu\szą (mniejszy
błąd popełniany przy okreśIaniu gęstości optycznej na
spekolu) anizeld, metoda cytochemiczna i pomimo zasto-
sowania dwóch dodatkowych badań (określenie ogolnej
liczby leukosytów i odsetka granulocytów obojętno-
chłonnych), jest godna rozpropagowania, tym bardziej,
że oba te badania czĘśto są wykonywane w diagno-
styce laboratoryjnej w sposób rutynowy.

Reasumując nalef stwierdzić, że w celu oceny testu
redukcji błękitu nitrotetrazoliowego przez obojętno-
chłonne granulocyty owcze można zalecić metodę
spektrototometryczną, }rtora ]est pal,crzIeJ czulit i do-
kładna anlżel1 cyIocnelIrlczrla.
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GOGOLEWSKI R" P., COOK R. W., O'CONNELL C. J.:
Serotypy Streptococcus suis wywołujące choroby warclrla-
ków. (Streptococcus suis serotypes associated with diseases
in weaned pigs). Aust. vet. J. 67,202 04, 1990 (6)

Streptococcus suis wyizolowano od padłych prosiąt z g0
ognisk posocznicy i zapalenia opon mózgowych u odsadzo-
nych prosiąt. Badarria obejmowały 13 ferm, w których
przebywało od 30 do 2500 zwierząt, Piętnaście izd,atów
wyosobnionych w 7 ogniskach zidentyfikowarro jako S. suis
typ 9, 3 izolaty pochodzące z dwóch ognisk zidentyfikowa-
no jako S. sui,s typ 2. Trzy szczepy S. suis typ 2 i jeden
szczep S. suis typ 3 pochodziły od świń z objawami odo-
skrzelowego zapalenia płuc. Wyosobnienie S. suis z ptzy-
padków odoskrzelowego zapale,nia płuc wskazuje na udział
tego drobnoustroju w etiologii choroby,
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