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Wptyw doswiadczalnej endotoksemii na niektore wskazniki
krzepnigcia krwi u koni
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Summary

Influence of experimental endotoxaemia on some indices
of blood coagulation in horses

The studies were carried out on 8 horses including two
controls. Three nimals were given E. coli endotoxin twice
at 24-hour intervals intravenously in a dose of 1.0 Lg/kg
of body weight. The other three received the endotoxin 3
times in doses of 0.2 pg and 0.1 pg (after 3 hours) and
0.2 pg after 24 hours. In all six horses the signs of
endotoxaemia of a different extent were observed. In the
first group (3 horses) only insignificant statistical altera-
tions were noticed regarding blood coagulation indices,
while in the second group significant disturbances were
found, i.d. a decrease in the number of thrombocytes, an
increase of fibrinogen concentrations, the prolongation of
the prothrombin and, in some animals, also of coalin-kep-
halin times and a drop of AT III activity that indicate the
occurrence of DIC syndrome.

Zaburzenia krzepniecia krwi towarzyszg wielu chorobom
koni. Jednym z czynnikow wyzwalajacych wymienione za-
burzenia sa endotoksyny uwalniane ze Scian bakterii w trakcie
ich rozpadu, co wystgpuje w przebiegu niektérych proceséw
chorobowych. U koni endotoksyny s uwalniane najcz¢$ciej
z bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (2, 3, 12, 14). Ich
pojawicnie sig we kiwi doprowadza do uszkodzenia srédbtonka
naczyn krwionosnych. odslonigcia kolagenu i zapoczatkowa-
nia proceséw wykrzepiania. Szczegélnie duze zagrozenie dla
zdrowia i zycia zwierzgeia ma miejsce wiedy, gdy endotoksyny
znajdujg si¢ we krwi w duzym st¢Zzeniu i sg uwalnianc do
krwiobiegu preez dluzsey czas. W takich przypadkach docho-
dzi do rozsianego wewngtrznaczyniowego wykrzepiania (DIC
- Disseminated Intravascular Coagulation). Powstajace skrze-
pliny utrudniajg mikrokrazenie, gromadzg sig 1 zaczopowujg
naczynia krwionosne najpierw malego, a p6Zniej wigkszego
kalibru. Aby w wyniku niedotlenienia nie doszto do martwicy
narzadowe), uruchammany jest uktad fibrynolityczny, majacy
za zadanic ruzpuszezenie powstalych skrzeplin. Nie zawsze
Jednak jest mozliwa kompensacja tego ukladu. W migdzyczasie
~Zuzywa si¢” pula czynnikdw krzepnigcia niezbgdnych do
prawidtowej hemostazy 1 dochodzi do krwawien, kiére moga
by¢ groZne dla zycia, bowiem organizm nie moze ich zatrzymac
(9, 10). Zespot DIC nie jest samodzielna jednostka chorobowa,
ale komiplikuje wigkszosé choréb systemowych u koni, co
niejednokrotnie przedstawiono w pismiennictwie (1, 4, 8, 11,

13, 15). Proces ten moze by¢ wywotany przez wiele r6znych
stymulatoréw, ktére uszkadzajg srédblonek naczyri krwionos-
nych i/lub aktywuja ptytki krwi i biatka krzepnigcia. Oprécz
endotoksyn naleza do nich rowniez: kwas mlekowy, krgzace
kompleksy antygen-przeciwciato, tromboplastyna tkankowa
uwalniajaca si¢ na skutek urazéw lub obumierania tkanek (9).

Klinicznymi objawami DIC sg czesto wybroczyny, plamica,
sgczenie z ran chirurgicznych, krwawienia z miejsca naktucia
zyly lub wyraZzne wewngtrzne krwawienia. Zwykle sa to krwa-
wienia naczyii kapilarnych z wielu nie powiazanych ze sobg
miejsc (17). Diagnoza jest gléwnie wysuwana na podstawie
licznych laboratoryjnych badar koaguologicznych, gdyz nie
ma jednego swoistego testu do rozpoznawania tego stanu.

Poniewaz endotoksyny sa najczgScie] wymieniane przez
roznych autoréw jako czynnik komplikujgcy wiele choréb u
koni, postanowiono na do§wiadczalnym modelu endotoksemii
prze$ledzic ich wplyw na niektére wskaZniki krzepnigeia krwi
koni.

Material i metody

Eksperyment prowadzono na 8 klinicznie zdrowych koniach
réznej ptei, w wieku od 5 do 15 lat, odrobaczonych, w dobrym
stanie odzywienia i utrzymania. Do badan uzyto Pyrogen Stan-
dard (1 ampulka zawiera 500 gamma lipopolisacharydu z E.
coli, Kroeger 08), produkeji Wytwérni Surowic i Szczepionek
w Krakowie. Najmniejsza dawka pirogenna (MPD — Minimal
Pyrogenic Dose) tego preparatu dla krélika wynosi 0,1 gamma
(ug)kg m.c. Przed inickcja endotoksyng rozpuszczono w 500 ml
jatowego ptynu fizjologicznego. Badania wykonano na dwdéch
grupach zwierzat:

W grupie | trzem koniom podano dozylnic we wlewie kro-
plowym 0,1 pg/kg m.c. endotoksyny E. coli dwukrotnie w
odste¢pach 24 h. Badania kliniczne i pomiary wskaZnikéw krze-
pnigcia krwi (czasy krzepnigcia, kaolinowo-kefalinowy, pro-
trombinowy, trombinowy, st¢zenie fibrynogenu, liczbg ptytek
krwi, aktywnos¢ AT III) wykonano przed podaniem endoto-
ksyny, 3 h po wlewie, a nastgpnie w odstgpach 24 h przez 4 dni.
Eksperyment prowadzono w obecnodei 1 konia kontrolnego.

W grupie 2 kolejnym trzem koniom podano dozylnie endo-
toksyng E. coli trzykrotnie w dawkach: 0,2 pg/kg m.c., po
trzech godzinach dodano po 0,1 pg/kg m.c., a nastgpnie po 24
h od pierwszego podania jeszcze po 0,2 hg/kg m.c, Te same
badania, co w pierwszej grupie wykonano przed wlewem en-
dotoksyny, po 3, 6, 24, 27, 48, 50, 72 godzinach. W badaniach
uczestniczyl 1 kor kontrolny. Oznaczenia wykonuano przy uzy-
ciu metod opisanych we wcze$niejszej publikacji (6).
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U wszystkich koni wykonano pomiary: temperatury wewne-
trznej, hiczby tetna i oddechéw, czasu wypelniania naczyi
kapilarych, badano spojéwki oczu i blong §luzowa jamy ustne;j.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzy-
ciu testu t-Studenta, majacej na celu stwierdzenie istotnosci
roéznic pomigdzy wartoscia wyjsciowg (przed podaniem endo-
toksyny) a rezultatami kolejnych badan.

Wyniki i oméwienie

U koni doswiadczalnych, juz w kilka minut po iniekcji
endotoksyny, obserwowano krotkowrwate pobudzenie 1 niepo-
ko) ruchowy, po ktérym wystgpowata senno$é, ziewanie, ste-
kanie, czeste oddawanie katu, dreszcze, a nastgpnie poty.
Zwierzela te mialy gorgezke, wzrosta liczba tetna i oddechéw,
wydluzyi si¢ czas wypelniania naczyf kapilarnych, zaobser-
wowanotezsinicg blon sluzowych. Opisane zmiany sg klinicznym
b (18). kidrej seczegolowy przcbieg u
pojedynczych koni réznic rozktadal si¢ w czasie, a nasilenie
zmian uzalezmone bylo od wrazliwosci osobniczej danego
zwierzgela oraz wysokosci stosowanej dawki endotoksyny. U
koni kontrolnych nie stwierdzono zmian klinicznych przez caly
okres trwama doswiadczenia.

Badania laboratoryjne krwi koni doswiadczalnych, ktére
otrzymaly mzsza dawke endotoksyny (grupa 1), wykazaly nie-
wielkie (statystycznie nieistolne) zmiany badanych wskaznikéw
krzepnigcia. Miescily sig one w granicach norm fizjologicznych
wyznaczonych we wezesniejszych badaniach (6).

W drugiej grupie zwierzat, gdzie dawka i czestotliwosé
podawania endotoksyny byla wigksza, zanotowano u koni
doswiadezalnych statystyczaie istotne (przy p<0,05) wydtu-
zenie sig czasu protrombinowego w 50. godzinie badania, a
w 48 h spadek liczby plyvtek krwi i wzrost stezenia fibrynogenu
w stosunku do pomiaréw wyjsciowych (ryc, 1-3). U poszcze-
gdlnych koni zauwazono przejsciowe znaczne wydiuzenie sig
crasu kaolinowo-kelalinowego i duzy spadek aktywnosci AT
I, ale w uSrednionych wynikach réznice te nie byly staty-
stycznie istotne. Wyniki koni kontrolnych w obydwu badanych
grupach me odbiegaly od norm uznanych za fizjologiczne dla
tego gatunku.

W picrwsze) grupic koni zaburzenia krzepnigcia krwi, po-
mimo wystagpienia klinicznych objawéw endotoksemii, byty
niewiclkie, gdyz dawka endotoksyny potrzebna do wywolania
tych zmian byla prawdopodobnie zbyt mala i organizm przy
pomocy mechanizmow obronnych (detoksykacja poprzez wa-
trobe. hemo- i homeostaza) nie dopuscil do ich wyzwolenia.

Przy wyzszveh dawkach i zwickszonej czestotliwoscei roz-
winal si¢ typowy obraz DIC (grupa 2). Swiadczy o tym znamienny
spadek liczby piytek krwi, wzrost stgzenia fibrynogenu, wydlu-
Zenie si¢ czasu protrombinowego, a w niektérych przypadkach
rowniez spadek aktywnosci AT III oraz wydtuzenie sig¢ czasu
kaolinowo-kefalinowego.

Zesp6l DIC diagnozowano migdzy innymi w przebiegu
ochwatu (4, 8, 9, 11), schorzed przewodu pokarmowego (11,
13, 15) oraz salmonelozy. kolisepticemii, bronchopneumonii,
wstrzgsu 1 zapalen naczyn (11).

Trombocytopenia jest charaklerystycznym objawem ostrej
postaci DIC u ludzi, ale stwierdza jg tez wielu badaczy u koni
na chsperymentalnych modelach chordb, jak réwnieZ w natu-
ralnych preypadkach cachorowarn (1, 10, 11). W przewleklych
kompensacyjnych koagulopatiach najczesciej spadek liczby
plytek krwi jest minimalny. Je§li dojdzie do znacznego zreduko-
wania liczby plytek krwi (<40x10°/1), to stan taki grozi rozle-
glymi krwotokami w roznych miejscach (3, 9, 10, 12, 14, 16).
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Ryc 1. Srednie wartodci czasu protrombinowego po trzykrotnym podaniu
endotoksyny E. coli w tacznej dawce 0,5 pg/kg m.c.

21011
180

m
160

r
150 -
16y~
1304
!’D |
21
110',

-

ol

50+

3 L) 24 17 (] 56 7 h

e

Ryc. 2. Srednia liczba piytek krwi po trzykrotnym podaniu endotoksyny
E. coli w lacznej dawce 0,5 pg/kg m.c.
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Ryc. 3 Srednie stezenie fibrynogenu w osoczu krwi po trzykrotnym poda-
niu endotoksyny w tacznej dawce 0,5 pg/kg m.c.

U koni w ostrym DIC moze doj$¢ tez do hiperfibrynoge-
nemii. Nickt6rzy autorzy przypisujg ten fakt temu, ze DIC
wystgpuje u koni czesto w przebiegu choréb infekcyjnych,
ktérym towarzyszy stan zapalny (9). Twierdza, ze w ostrej
fazie zapalenia watroba syntetyzuje duze ilosci fibrynogenu,
aby kompensowa¢ jego nadmierne zuzycie na obwodzie. Jesli
jednak proces jest nieodwracalny, dochodzi do drastycznego
spadku si¢zenia fibrynogenu w osoczu krwj (7, 12, 14, 16).
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U ludzi w trakcie DIC dochodzi tez do obnizenia aktywnosci
AT 1L, ale u koni nie jest to tak jednoznaczne. W naszych
badaniach zareagowaly w ten sposéb tylko niektére konie.
Wielu autoréw stwicrdzito obnizenie aktywnoéci AT III u
koni w przebiegu réznego rodzaju schorzeri jelita grubego,
ale tez w doswiadezalnym podwigzaniu jelita cienkiego i spo-
wodowaniu niedroznosci (5, 16). Natomiast w erlichiozie nie
obserwowano statystycznie istotnego spadku aktywnosci tego
enzymu (14). Antytrombina III jest inhibitorem wielu czyn-
nikdw zaréwno wykrzepiania, jak i fibrynolizy, dlatego w
procesie rozsianego wewnagtrznaczyniowego wykrzepiania zu-
Zywa si¢ jej szezegdlnie duvo.

Wydluzenie sig czasu protrombinowego i kaolinowo-kefa-
linowego nie zawsee jest rejestrowane w przebiegu DIC, ale
lesli ma miejsce, to wskazuje na proces postepujgcego zuzycia
poszezegdlnych biatek krzepnigeia krwi, co moze doprowadzié
w koncu do wyczerpania sig ich puli i nieodwracalnych krwa-
wiefi (7, 9, 10, 12, 14, 16).

Doswiadczalny model endotoksemii nie odzwierciedla w
pelni toczacego sig naturalnego procesu, gdzie endotoksyny
sy uwalniane do krwiobiegu w duzych stezeniach, przez dlugi
okres czasu i w sposéb ciggly. Dlatego zanotowane przez nas
zmiany, jakkolwiek wyraine, byly tylko przejéciowe. Oprocz
dawki 1 sposobu podania w interpretacji wynikéw nalezy wziad
pod uwage rasg¢, osobniczg wrazliwo§é naendotoksyng i spraw-
nos¢ mechanizméw obronnych poszczegdlnych koni. W przy-
padku naszych badan na wyniki szczegélnie w grupie pierwszej
mogh wplynac réwniez stan pewnej tolerancji na endotoksyng
swlgzany z wezesniejszym jej stosowaniem u tych koni. W
obawie 0 zycie zwierzat nie zaryzykowano podawania endo-
loksyny w wigksze) dawce 1 w inny sposob.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badai mozna
wnioskowad¢ o zwigzku endotoksemii z zaburzeniami krze-
pnigcia krwi u koni. Endotoksyna E. coli podana dozylnie w
tacznej dawce 0,5 pg/kg m.c./24 h, wywoluje u koni zaburzenia
charakterystyczne dla zespotu DIC,
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Przezywalnos$é larw nicieni zotadkowo-jelitowych owiec
W procesie suszenia traw
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Summary

Survival of larvae of gastro-intestinal nematodes during
grass drying

In June and August, grass cut on the ground level from
experimental fields on which gastro-intestinal nematodes
have been cultivated was dried under room temperature
(day and night temperature differences 16-26°C). A total
of 13 samples of 10 g each were prepared. One sample of
raw grass was kept in the Baerman apparatus and after
12 h the number and species of larvae were determined.
Other samples were collected into large Petri dishes and
one sample was examined every 2 days for the number of
larvae both on the grass and the dish bottom.

In one sample of raw grass 254 invasive larvae were
present. They were determined as Haemonchus contortus
- 64%, Ostertagia circumcincta - 13%, Trichostrongylus
sp. — 11%, Chabertia ovina — 10% and Oesophagostomum
venulosum — 2%. After 6 days of the experiment the grass
was dry and contained only 16.5% of viable larvae. At

the same time on the bottom of the dish as much as 47.2%
of the viable larvae were found. After 12 days of the
experiment viable larvae were absent on grass and after
18 days of drying viable larvae on the dish bottom were
not found.

Nicienie Zotagdkowo-jelitowe owiec nalezg do pasozytéw, ktdre
wystepujg powszechnie u tego gatunku zwierzat i powoduja
najwieksze straty materialne. Z tego tez powodu podejmowane
sg rézne czynnosci, ktére majg w znacznym stopniu ograniczy¢
inwazjg tych pasozytéw. Jedyna i najbardziej rozpowszechniong
metoda walki z tym pasozytami jest ich niszczenie w organizmie
zywiciela przy uzyciu ré6znych chemioterapeutykéw (2, 3, 4, 20,
21, 22,°23,:24,°25,°21).

Od szeregu lat czynione s3 proby zastosowania szczepionek
przeciw inwazjom nicieni zoladkowo-jelitowych. Badania te
jednak pozostaja ciagle w sferze préb i nie doczekaly si¢
powszechnego ich zastosowania, a to ze wzgledu na duze
trudnosci z otrzymywaniem petnowarto$ciowych antygendéw,



