
Nr 12 MEDYCYNA WETERYNARYJNA R.ok XXXVi

ANDRZEJ ,.]ALW,A

Próbo oceny mełody cyiochemicznei i mikroiIościowei
leslu redukcii NBT

z zakladru Higieny weterynaryjnej w Gdańsku

Powszechniewiadomo, że intensyfil<owanie
produkcji zvńerzęcej zwiększa ryzyko zachwia-
nia równowagi f izjolog icznej organizrnów zwie-
rzęcych. Nowe technologie chowu wywołują
liczrre zabutz,enia przemiany materii, stanowią-
ce tło przyczpowe takich zjawisk, jak: pogor-
szenie wydajności i tozrodczości, rodzenie słabe-
go potornstwa oraz osłabierrie odporności na cho-
toby zakaźne.

Badania nad wpływem zaburzeń metabolicz-
nych na zdolności obronne włączono do badań
algorytrnicznego programu diagnostycznego w
stadach krów mlecznych, realizowanego ptzez
Oddział Weterynaryjnej Ochrony Produkcji
Zlvierzęcej ZHW w Gdańsku (13, 14).

lM praktyce weterynaryjnej przyjęto empi-
tycznie, że zaburzenia metaboliczne stanowią
często pierwotną przyczynę osłabienia odpor-
ności zwierząt na zakazenie, W piśmiennictwie
zagadnieniu temu przypisuje się niewielĘ wa-
gę, a badania odnoszą się prawie wyłącznie do
zagadnień empirycznych i epizootycznych.

Jedną z metod badania nieswoistej odporności
kornól,kowej jest test redulrcji błękitu nitrotetra-
zoliowego (NBT), zastosowany po,raz pierwszy
przezPatka i wsp. w 1968 r. (B). Test ten pozwa-
la na ocenę funkcji fagocytów w pro,cesie odpor-
ności. Istota testu polega na wniknięoiu do ko-
mórki podczas fagoclĄozy bł{kitu nitrotetrazo-
liowego i jego redukcji do formazanu NBT.
Barwnik jest redukowany w u[<ladzie enzyma-
tycznym wewnątrzkomórkowego unieszkodli-
wiania drobnousrojów, a komplel<s barwrry od-
kłada się w postaci złogów w cytoplazmie.

Jak dotąd niewiele jest darrych na temat zasto-
s,owania testu redukcji NBT w diagnostyce we-
terynaryj,nej. Poli i wsp. stosow,ali ten test w
,"vykrywanil zakażeń bakteryjnych u psów i ko-
tów (9, 10). Renshaw i wsp. w 1977 r. zastosowali
test NBT w kliniczrrych przypadł<ach zespołu
granuJ.ocytopatii u psów (12).

W Polsce Nikołajczuk w 1978 r. przedstawiła
rvyniki testu redukcji NBT zastosowanego do
oceny f unkcji granulocytów oboj ętnochłonnych
u cieląt w pierwszych dniach życia (6).

Test wykonywany jest dwoma podstawowymi
metodami: cytochemiczną wg Parka i wsp. (B) i
ilościową opTacowaną przez Baehnera i Natha-
na (1), Metoda cyto,chemiczna wTaz z jej mody-
fikacjami (2, 19), polega na inkubacji mieszani-
ny krwi z roztwotem NBT i wykonaniu prepa-
ratu mikr,oskop,owego, w którym oblicza się od-
setek granu_locytów zawierając5rch złogt forma-
zanu NBT, Zmodyfikowaną metodą cytoche-
miczną posługiwała się rn.in, Nikołajczuk (7). W
1968 r. Baehner i Nathan (1) opraccwali nretodę

ilościową, która polegała na inkubacji wyizolo-
wanych granulocytów obojętnochłonnych z roz-
tworem t{BT i ekstralkcji powstałego torrnazanu
NB'I z komórek rozpł.rszczalnikiem organic znyrn
w ternp. 100oC. W 1974 r. Raman i Potrand (11)
opisywali nową m,etodę mikroi]ościową. Posługi-
wali się nią m.in. Sychłowy i Lukas (18).

Celem podjętych badań własnych było okreś-
Ienie praktycznej przydatności testu NBT wyko-
nywanego m,etodami cytochemiczną i milrroiloś-
clową.

NIa,teriał i met,ody

Badania przeplr,owadzono na 78 krowach mlecz-
nych rasy ncb, klinicznie zdrowy,ch, w wieku 3 lat,
pocho,dzących ,z 3 sta,d PGR, Krew żytrną pobierano
jałowo do probówek plastikowych lub silikonowanych
z heparyną (20 j,m./ml krwi). Badania wykonywano
po upływie 2-3 g,odz.,od pobrania krwi.

Nletqdę cyto,chemiczną stosowano wg Parka i wsp.
(8), Krew pełną w ilości 0,1 ,ml mieszano w równej
objęto,ści z 0,2% roztworem NBT w PBS o pH 7,2.
P,róbki inkulbowarno ptzez !5 rnin. w ,temp. 30oC i
przez L5 min. w ternp. pokojowej. Na,stępnie wyko-
nywano rov:ynazy na szkiełkach po,dstawo,wych, które
utrwalano alkoholem ,metylowym i barwiono odczyn-
nikiem Giemsy. Preparaty oglądano pod immersją,
olbliczając odsetek grarnu1o,cytów,obojętnochłonnych,
zawierający,ch wytrąc,ony jormazan.

Metodę mikroilościową w$kolnywano wg Sychło-
wego i Lukas (1B). Krew pełną w iloścd 0,1 mI mie-
szafto z 0,1 ml 0,2oh roztworu NBT w ,PBS o pII
?,2. Próbki inkubowano przez 15 rrrin. w temp. 37oC
i przez 15 min. w temp. pokoj,owej. Po inkubacj!
do mieszalrriny dodawalno rozpuszczalnik formamid i
wytrząsano przez okres 5 ,rnin. Po odwirowaniu mie-
rzo,no natężenie po,wstałego zabarwienia na Lspektro-
1otometrze ,,Specoil" wobec próby zerowej, przy dłu-
gości fali 546 nm, Zawartość pg tor,mazanu NBT w
ieuko,cytach powstałego po inkubacji od,czytywano z
wykresu ka.Iihracyjnego. Następnie ilość forma,za,rru
NBT przeliczaio na 4,19/104 granulocytów/min,

\Myniki i omówienie

W celu dokonania oceny metod obliczono pod-
sta-wowe wartoś,ci statystyczne (ryc. 1). lil/ meto-
dzie cytochemicznej średnia artył,netyczna x wy-
nosiłą 24, przy odchyleniu standardowym s:15.
W metodzie mikroilościowej średnia artymetycz-
na wynosiła x:0,079 przy odchyłeniu standar-
dowym 0,041. Współczy,nnik korelacji (r), będący
odzwierciedleniem zależności między wynikami
uzyskanymi przy zastosowaniu obu metod wy-
niósł *0,64.

Przegląd piśmiennictwa wskazuje, że wy,niki
obu metod uzyskane przez tó,żnych autorów nie
są jednakowe. Raman i Poland (11) w/kazali ko-
relację wyższą, w której r:*0,94, natomiast w
pracy Sychłowego i Lukas (18), korelacja była
niska. Istota tych rozbieżności jest prawdopo-
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dobnie spowodowa,na tyrn, że stężenie fotrrtaza-
nu NBT określane w metodzie mikroilościowej

nieznaczne ilości formazanu NBT wytwarzane
przez rnonocyty i płytki krwi, nie uwzględniają-
ce w metodzie cytochemicznej (5).

mikroilościowej jest większy obiel<tywizm w
ocenie ywa się przy
użyciu ig.t jednak
baidzie dlatego nie
zawsze za\ecana,

Wnioski

obiektyłvizm w ocenie wyniku, dzięki zastoso-
waniu koi.orymetrii.

3. Stwierózono, że we krwi niektórych krów
klinicznie zdrowych ma miejsce wzrost komórek

ypusz,czać, że jest to
ern chorób podkli-
o stanowi przedmiot

dalszych badań.
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Causga A. 
- 

IIonrrT Ka oqellxil Ill,rToxllMl(qecKoro u
MrIKpoKoJIlIrłecTBeEHoro MeToAoB TecTa peAyltqfi,t HII-

TporeTpa3o JIbHoro clrIII4g.

Cpaeulrnarrcb ll]4Toxr{Mu,łecrwit u MIłKpoKo,Il4tłe-
ctsHeu,Hsrż MeToAEI TecTa peAyKlłłrl H
lĘolo ClH}l.El [prlMeHeHHoro B oqeHKe
aKTrlBHocTr{ Herłrpo $rłnrHrrx leit<oq],{To B y r<JlrlrIz.łe-
cKvI x MoJIoqH u3 c,IaE locxo3oB,

IIo Ie pe3yJlb 3aJLI, rłTo M]4KpoKo-
llrTłe ń ueto4 6olee o6rerTrrtsHBlM
dłaro,qapa npr{Meneulłlo KoJloprłMeTp,f,r rł IIoKa3BGaeT
xopouo Me
(r: * 0,64 rro

Br{e IIoBb H

TeTpa3oJlbtlolo cllHvIt,, He EauleAull4x o6ocrrosauT R e
xnrrłlqecroż KapTilHe.

Salwa A. - Appraisal of cytochemical antl micto-
quantitative test of NBT reduction.

tion in clinical pictures of the animals.

Ryc. 1. Scheimat zależlo wynrikami testu
redukcji, NBT wykonane cytochemiczną i

metodą m ą

I1ość komórek NBT dodatnich świadczy o ak-

wydostaje się na zewnątrz, co zmniejsza liczbę
rejestrowanych komórek formazanowych. Do-
datkowe trudności ze znalezieniem odpowied-
niej ilości granulocytów wysiępują w przypad-

mi-
nad
ody
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