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Wplyw lipopolisacharydu na aktywnosé
fagocytarna neutrofilow koni

Zaklad Choréb Koni Bydgoskiego Oddziatu Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Powstaricéw Wlkp. 10, 85-090 Bydgoszcz

Summary

The effect of lipopolysaccharide on the phagocytic
activity of neutrophilic granulocytes in horses

The examinations were done on 7 healthy Polish
ponies from 1.5 to 14 years of age. The experimental
animals were intravenously injected Escherichia coli
LPS at a dose of 0.1 pg/kg b.w. Clinical observations
and blood collection for laboratory examinations from
the external neck vein were done just before endotoxin
injection and then for 8 hours at one hour intervals
and after 24, 48, 72 and 96 hr. from endotoxin
application. All horses were examined routinely cli-
nically (rectal temperature, pulse, respiration rate)
and hematologically (total number of leukocytes, dif-
ferential leukocyte count). Phagocytic activity of neu-
trophilic granulocytes was evaluated on the basis of
the percentage of phagocytic cells (KF) and the pha-
gocytic index (IF) using a standard Staphylococcus
aureus strain. Moreover, the nitrotetrazolium blue
reduction test (NBT) was done by a microquantity
method. Clinical observations and hematological exa-
minations in the experimental animals were typical
for endotoxemia of horses. It was also found that
LPS of E. coli at the administered dose stimulates
unspecific immunity because it increases the value of
KF, IF and NBT during the whole period of experi-
mentation.

Wigkszos¢ bakterii gramujemnych, stanowiac przy-
czyng wielu choréb ludzi i zwierzat, posiada w swej
$cianie komérkowej lipopolisacharydy (LPS), ktére uwal-
niaja si¢ podczas lizy komdrki bakteryjnej. Te toksyczne
heteropolimery, dzigki zewngtrznej lokalizacji, uczest-
nicza w interakcjach komérki ze Srodowiskiem, w tym
takze z uktadem immunologicznym. Lipopolisacharydy
sa bardzo silnymi stymulatorami wielu humoralnych i
komérkowych reakcji odpornos$ciowych organizmu.
Stwierdzono bowiem, ze pobudzaja synteze i uwalnianie
szeregu mediatoréw, takich jak: interleukina 1 (IL-1),
czynnik nekrotyzujacy nowotwory (TNF-a), czynnik
aktywujacy plytki krwi —PAF (11, 12, 14, 19). W wyniku
ich dzialania nastgpuje m.in. aktywacja spoczynkowych
komérek T (17), pobudzenie limfocytéw B do proliferacji
i réznicowania (1), wzrost syntezy biatek ostrej fazy (11,
23), zwigkszenie aktywnoé$ci fagocytarnej komoérek zernych
oraz wytwarzania czynnikéw chemotaktycznych (10).

Wyniki wielu badari wskazuja, ze konie sa gatunkiem
szczegllnie wrazliwym na dziatanie endotoksyn (2, 4,
21). Udziat LPS w wiktaniu choréb morzyskowych, sta-
néw zapalnych jelit i macicy, a takZze w patogenezie
ochwatu toksycznego oraz we wstrzasie septycznym zo-

stal w pelni udowodniony (3, 5, 15, 16, 18). Pomimo
duzego znaczenia lipopolisacharydéw w schorzeniach
koni, stosunkowo niewiele prac dotyczy tych zagadniet,
a szczeg6lnie malo jest ich w piSmiennictwie krajowym.
W Polsce wigkszo§é dotychczas prowadzonych badan
dotyczyta probleméw klinicznych, hematologicznych i
biochemicznych w endotoksemii koni (24-26), natomiast
nie ukazata si¢ Zadna praca dotyczaca wplywu LPS na
uktad odpornosciowy koni. Stato si¢ to przyczynkiem
do podjecia badari nad ocena wptywu LPS na ksztatto-
wanie si¢ wybranych wskaZnikéw odpornosci komérko-
wej u koni.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 7 klinicznie zdrowych klaczach
rasy konik polski w wieku od 1,5 do 14 lat. Do badan uzyto
liofilizowana endotoksyne Escherichia coli (Kroeger O8), wy-
produkowang przez Krakowska Wytwérni¢ Surowic 1 Szcze-
pionek pod nazwa ,,Pyrogen Standard”. Po rozpuszczeniu w
apirogennym, izotonicznym roztworze chlorku sodowego, en-
dotoksyng tg podano 5 koniom do§wiadczalnym w jednokrot-
nym wlewie dozylnym w ustalonej przez Wisniewskiego (25),
bezpiecznej dla zycia koni dawce 0,1 pg/kg m.c.

Badania kliniczne oraz pobieranie krwi z zyly szyjnej zew-
netrznej wykonywano bezposrednio przed podaniem LPS, a
nastepnie przez kolejnych 8 godzin od wlewu w odstgpach
1-godzinnych oraz po 24, 48, 72 1 96 godzinach. Analogiczne-
mu cyklowi badari (bez iniekcji endotoksyny) podlegaty 2
zwierzeta kontrolne. Rutynowe badania kliniczne obj¢ty po-
miar temperatury rektalnej oraz liczbg t¢tna i oddechéw.

W badaniach hematologicznych okreslono liczbe krwinek bia-
tych (WBC) przy uzyciu analizatora ZH 82M?2 oraz przeprowa-
dzono oceng obrazu biatokrwinkowego wg Arnetha-Schillinga.

W pelnej krwi zylnej, pobranej do plastikowej probéwki z
heparyna (10 j./ml), oznaczono wskaZzniki aktywnosci fagocy-
tarnej granulocytéw oboje¢tnochionnych. Objely one ocene
zdolnosci tych krwinek do pochtaniania standardowego szcze-
pu Staphylococcus aureus wg Wisniowskiego i wsp. (27). W
rozmazach ogladanych pod imersja okreslono udziat komérek
fagocytujacych (KF) oraz wartosci indeksu fagocytarnego (IF),
ktéry przedstawia Srednia liczbg bakterii wchlonigtych przez
jeden granulocyt. Wyniki obu wskazZnikéw uzyskano ogladajac
200 granulocytéw obojgtnochtonnych w kazdym rozmazie.

Wykonano ponadto metoda mikroilo§ciowa test redukcji bie-
kitu nitrotetrazoliowego (NBT) przez komérki zerne wg Ra-
mana i Polanda (20). Wyniki przedstawiono w postaci pomiaru
gestodcei optycznej (OD), odczytanej przy dtugosci fali Swiatta
wynoszacej 546 nm, zredukowanego NBT (formazanu) przez
10" granulocytéw obojetnochlonnych. Nastgpnie wyliczono
warto$ci indeksu stymulacji (SI) redukcji NBT spowodowany
iniekcja LPS, korzystajac ze wzoru (9):

_ OD stymul.
S1(%) = OD spont. —

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej testem

t-Studenta przy p< 0,05 i przedstawiono w formie tabel.
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Tab. 1. Wyniki podstawowych badar klinicznych i hematologicznych u koni doswiadczalnych (n=5)
po dozylnym wlewie 0,1 pg/kg m.c. LPS E. coli (X % s)

Badania kliniczne Oznaczenia hematologiczne
Czas
(h) Temp. rekt. Tetno Oddechy WBC Limfocyty G. obojetnocht.
(C) (/min.) (/min.) (x 10°4) (x 10°4) (x 10°4)
0 37,50 + 0,43 38,40 + 3,29 18,40 £ 1,67 894 + 1,53 4,59 £ 1,55 4,02 + 1,04
1 37,88 + 0,29 46,40* £ 6,07 22,40% £+ 2,19 4,58*% + 1,90 3,93 £ 1,75 0,47* + 0,13
2 37,88 + 0,43 52,00% + 2,83 26,00*% + 2,00 3,86% £ 1,09 3,03 £ 0,84 0,74* + 0,25
3 38,02 + 0,36 49.20*% + 4,82 24,00 + 2,83 3,78% + 1,10 2,60 £ 0,79 1,06* * 0,38
4 38,34* + 0,39 48,00* £ 8,48 26,00*% £ 4,00 3.80* = 1,51 2,05% + 0,90 1,66* + 0,77
5 38,48* £ 0,29 41,20 £ 6,57 22,00 = 4,00 4,08* = 1,49 1,73* £ 0,50 2,28 + 1,15
6 38,44*% £ 0,42 38,80 £ 5,21 21,20 + 2,68 5,06% + 1,78 1,62* + 0,64 3,23 £ 1,10
7 38,44* £ 0,41 40,80 £ 4,38 21,60*% + 2,19 5,98* + 1,69 1,64* £ 0,38 420 + 1,43
8 38,44* + 0,44 38,00 = 2,00 18,80 £ 1,79 7,38 £ 1,51 1,77* £ 0,40 553 £ 1,26 o
Z 37.64 + 030 41,60 £ 3,58 20,40 + 2,97 13,60* £ 2,51 495 + 3,14 8,32% £ 2,03
48 37,54 £ 0,18 38,40 + 1,67 20,40 £ 2,61 13,70% + 2,12 530 + 271 8,03% + 1,48 -
72 37,58 + 0,19 40,40 + 2,61 19,60 £ 0,89 10,52 + 3,06 . 471 £ 2,73 546 £ 1,76
96 37,66 = 0,17 ;8,80 + 1,79 19,20 £ 1,09 9,00 £ 2,96 4,36_i 2,43 4,32 £ 1,04

Objasnienie: * — réznica statystycznie istotna przy p < 0,05.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badan klinicznych oraz oznaczen hematologicznych
u koni do$wiadczalnych zestawiono w tab. 1. Stwierdzono,
ze przed podaniem endotoksyny (godz. ,,0”) oraz w catym
przebiegu badan zwierzeta kontrolne nie wykazywaty odchyleri
od ogélnie przyjetych norm dla koni zdrowych. Po wlewie
0,1 ug/kg m.c. LPS E. coli zarejestrowano wzrost temperatury
rektalnej juz w pierwszej godzinie, przy czym byt on staty-
stycznie istotny w okresie od 4 do 8 godziny. Po 24 godzinach
nastgpito obnizenie temperatury do stanu wyjsciowego. Po-
danie endotoksyny spowodowato takze przyspieszenic tgtna
1 oddechéw, ktdre utrzymywato si¢ przez 4 godziny. Znaczacy
wzrost liczby oddechéw odnotowano takze po 7 godzinach.

Przedstawionym badaniom klinicznym towarzyszy} poczat-
kowo niepokdj koni, dreszcze, oddawanie luznego katu. Wraz
ze wzrostem goraczki zwierzeta byty bardziej apatyczne i nie
przyjmowaly pokarmu. Zarejestrowane objawy kliniczne byly
typowe i pokrywaty si¢ z wezesniejszymi obserwacjami Wis-
niewskiego (24, 25).

Analiza wynikéw badan hematologicznych wykazata juz
w godzing po iniekcji endotoksyny spadek WBC. Wyrazna
leukopenia utrzymywata si¢ przez 7 godzin, aby po 24 go-
dzinach przejsé¢ w leukocytoze, utrzymujaca si¢ do 4 dnia
doswiadczenia. Przedstawiona odpowiedZ leukocytarna byta
efektem zmian zachodzacych w skladzie krwinek biatych. Po
podaniu LPS stwierdzono bowiem spadek liczby limfocytéw,
ktéry utrzymywat si¢ w pierwszym dniu badania. Juz w godzine
od wlewu endotoksyny zarejestrowano ponadto najnizsza liczbe
granulocytéw obojgtnochtonnych, a nastepnie tendencje wzro-
stowa liczby tych krwinek. W drugiej i trzeciej dobie wystapita
wyraZna neutrofilia. Wyniki oznaczen pozostatych elementéw
sktadowych obrazu biatokrwinkowego (granulocyty kwaso- i
zasadochtonne oraz monocyty) nie wykazaly réznic statysty-
cznie istotnych.

Spadek liczby granulocytéw obojetnochtonnych w krwi spo-
wodowany jest przyleganiem komérek do srédblonka naczyn
krwiono$nych oraz ich migracja do otaczajacych tkanek i
przestrzeni migdzytkankowych (13) lub tez ich zatrzymaniem
w drobnych naczyniach (22), co indukowane jest za posred-
nictwem TNF-ocoraz IL-1 (19). Dopiero w p6Zniejszym okresie
dochodzi do uruchomienia rezerw tych krwinek ze szpiku
kostnego, a co za tym idzie — leukocytozy. Rezultat badan
wlasnych w zakresie oznaczefi hematologicznych jest zatem
typowy i koresponduje z wynikami uzyskanymi przez wielu
autoréw u koni i innych gatunkéw zwierzat (5-8, 13, 25, 26).

Wyniki badan najwazniejszej funkcji czynnosciowej gra-
nulocytéw obojetnochtonnych, jaka jest fagocytoza, przedsta-
wiono w tab. 2. Po podaniu LPS stwierdzono zwiekszenie
procentowego udzialu komdrek fagocytujacych (KF), ktdre
utrzymywato si¢ w ciagu catego doswiadczenia, przy czym
na przyjetym poziomie istotnosci, wzrost ten byt istotny w
okresie od 5 do 8 godziny oraz po 48, 72 i 96 godzinach.
Inickcja endotoksyny spowodowata takze wyrazny wzrost in-
nego wskaZnika aktywnosci fagocytarnej, jakim jest indeks
fagocytarny (IF). Statystycznie istotne zwickszenie wartosci
tego indeksu zarejestrowano juz po godzinie i utrzymywato
sig ono w przebiegu catego doswiadczenia.

W czasie trawienia we wngetrzu granulocyta wzrasta zuzycie
glukozy i tlenu, produkcja kwasu mlekowego, H2Q2 oraz
przyspiesza si¢ fosforylacja glukozy i tworzenie CO2. Wszy-
stkie te zjawiska metaboliczne powoduja wzrost aktywnosci
oksydazy NADH-zaleznej i maja sScisty zwiazek z cyklem
glutationu (22). Warunkiem prawidlowego zniszczenia bakterii
jest zatem pobudzenie metabolizmu energetycznego komérki.
Posredniag miarg aktywnosci oksydazy NADH-zaleinej jest
cytochemiczne badanie redukcji biekitu nitrotetrazoliowego
(NBT) do barwnego formazanu. Wyniki przeprowadzonego
testu NBT wykazaty u koni dos§wiadczalnych juz w godzine
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Tab. 2. Srednie warto§ci oznaczonych wskaZznikéw aktywnosci fagocytarnej u koni doswiadczalnych (n=5)
po dozylnym wlewie 0,1 pg/kg m.c. lipopolisacharydu E. coli (x*5)
C(ff;s Udzial kom. fagocyt. — KF (%) Indeks fagocyt. — IF Test NBT (OD/10% kom. fagocyt.) | Indeks stymul, red. NBT — SI (%)
0 86,00 + 4,00 13,42 £ 2,99 0,10 £ 0,03 100,00 = 0,00
1 90,00 £ 4,00 21.69* + 3,99 0,85*% + 0,17 879,86* + 287,29
2 89,60 + 4,56 22,28* £ 6,62 0,66* 0,24 690,39* + 330,56
3 91,60 = 3,29 19,52% + 4,04 0,36* + 0,16 352,64* + 161,23
4 91,60 + 4,34 23,17* + 523 0,32* + 0,12 328,58* + 153,52
5 92,00* + 2,83 22,44* + 398 0.18 + 0,08 179,83 £ 84,22
6 92,80* £ 2,68 24,69% + 3,61 0,13 £ 0,05 130,03 £ 59,14
7 93,20* + 2,28 22,96* + 5,79 0,09 £ 0,03 93,89 * 31,33
8§ | 91,60* + 1,67 23,99* £ 3,34 0,10 £ 0,03 103,86 + 33,24
24 91,20 = 3,03 24,72% + 6,04 0,06 £ 0,02 59,44* + 33,43 -
48 92,40* £ 2,97 24,60* + 6,38 0,05 + 0,02 54,78* + 21,55
72 92,40*% + 3,29 22,92% £ 5,06 0,05* £ 0,01 54,72* £ 22,26
96 93,20% £ 2,28 24,16* = 4,33 0,06* £ 0,01 62,42% + 21,73

Objasnienie: * — jak w tab. 1.

po wlewie LPS statystycznie istotny wzrost redukcji NBT,
wyrazajacy si¢ zwiekszeniem gestosci optycznej (OD). Stan
ten utrzymywat sie¢ do 4 godziny i po okresic wzglednej
stabilizacji nastgpowat spadek redukcji NBT w 2-5 dobie.
Obliczony indeks stymulacji (SI) redukcji NBT, spowodowa-
nej dozylnym wlewem endotoksyny, wykazal takze bardzo
wyrazne (niemal 9-krotne w 1 godzinie) pobudzenie granu-
locytéw obojetnochtonnych, ktére trwato przez 4-5 godzin.
W kolejnych dniach badania stwierdzono utrzymujacy sig
spadek SI o okoto potowg w stosunku do wartosci poczatkowe;.

Obnizenie aktywnosci metabolicznej granulocytéw obojet-
nochtonnych, obserwowane w tescie NBT (OD, SI), poczawszy
od 2 doby bada#, przypuszczalnie zwiazane jest z uwolnieniem
do krwiobiegu, w nastepstwie gwaltownej mobilizacji, komo-
rek niedojrzatych i (lub) niezdolnych do niszczenia czynnika
patogennego. Zdaje si¢ wskazywac na to zarejestrowany w
badaniach wzrost ogdlnej liczby krwinek biatych oraz granu-
locytéw obojetnochtonnych w tym okresie. Interpretacja pro-
ceséw metabolicznych okreslanych metoda mikroiloSciowa
NBT wymaga zatem réwnoczesnego uwzglednienia oceny
WBC oraz granulocytéw obojetnochtonnych.

W podsumowaniu wynikéw przedstawionych badan nalezy
stwierdzié, ze jednorazowe, dozylne podanie LPS E. coli w
dawce 0,1 [Lg/kg m.c. powoduje znaczacy wzrost procentowego
udziatu komérek fagocytujacych oraz zwigkszenie indeksu
fagocytarnego i redukcji NBT. Badania te dowodza, ze lipo-
polisacharydy takze u koni stymuluja aktywnos¢ fagocytarng
granulocytéw obojetnochtonnych. Uzyskane wyniki w petni
odzwierciedlaja reakcje obronne organizmu. Stwierdzono
ponadto, ze zastosowane metody oznaczania aktywnosci fa-
gocytarnej moga by¢ przydatne w ocenie stanu odpornosci
komdérkowej koni.
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