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Préba oceny metody cytochemicznej i mikroilosciowej

testu redukcji NBT

Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Gdarnisku *

Powszechnie wiadomo, ze intensyfikowanie
produkcji zwierzecej zwieksza ryzyko zachwia-
nia réwnowagi fizjologicznej organizméw zwie-
rzecych. Nowe technologie chowu wywoluja
liczne zaburzenia przemiany materii, stanowia-
ce tlo przyczynowe takich zjawisk, jak: pogor-
szenie wydajnosci i rozrodczosci, rodzenie stabe-
go potomstwa oraz oslabienie odpornosci na cho-
roby zakaZne.

Badania nad wplywem zaburzeri metabolicz-
nych na zdolnoéci obronne wlaczono do badan
algorytmicznego programu diagnostycznego w
stadach kréw mlecznych, realizowanego przez
Oddzial Weterynaryjnej Ochrony Produkcji
Zwierzecej ZHW w Gdansku (13, 14).

W praktyce weterynaryjnej przyjeto empi-
rycznie, Ze zaburzenia metaboliczne stanowia
czesto pierwotng przyczyne oslabienia odpor-
nodci zwierzat na zakazenie, W pismiennictwie
zagadnieniu temu przypisuje sie niewielka wa-
ge, a badania odnosza sig¢ prawie wylgcznie do
zagadnien empirycznych i epizootycznych.

Jedna z metod badania nieswoistej odpornosci
komorkowej jest test redukeji biekitu nitrotetra-
zoliowego (NBT), zastosowany po raz pierwszy
przez Parka i wsp. w 1968 r. (8). Test ten pozwa-
la na oceng funkeji fagocytéw w procesie odpor-
nosci. Istota testu polega na wniknieciu do ko-
moérki podezas fagocytozy blekitu nitrotetrazo-
liowego 1 jego redukcji do formazanu NBT.
Barwnik jest redukowany w ukladzie enzyma-
tycznym wewnatrzkomoérkowego unieszkodli-
wiania drobnousrojéow, a kompleks barwny od-
klada sie w postaci ztogdw w cytoplazmie.

Jak dotad niewiele jest danych na temat zasto-
sowania testu redukcji NBT w diagnostyce we-
terynaryjnej. Poli i wsp. stosowali ten test w
wykrywaniu zakazen bakteryjnych u pséw i ko-
tow (9, 10). Renshaw i wsp. w 1977 r. zastosowali
test NBT w klinicznych przypadkach zespolu
granulocytopatii u pséw (12).

W Polsce Nikolajezuk w 1978 r. przedstawita
wyniki testu redukeji NBT zastosowanego do
oceny funkcji granulocytéw obojetnochlonnych
u cielat w pierwszych dniach zycia (6).

Test wykonywany jest dwoma podstawowymi
metodami: cytochemiczng wg Parkaiwsp. (8) i
ilosciowa opracowang przez Baehnera i Natha-
na (1). Metoda cytochemiczna wraz z jej mody-
fikacjami (2, 19), polega na inkubacji mieszani-
ny krwi z roztworem NBT i wykonaniu prepa-
ratu mikroskopowego, w ktérym oblicza sie od-
setek granulecytéw zawierajacych zlogi forma-
zanu NBT. Zmodyfikowana metodg cytoche-
miczng postugiwala sie m.in. Nikolajezuk (7). W
1968 r. Baehner i Nathan (1) opracowali metode

iloSciowa, ktéra polegala na jnkubacji wyizolo-
wanych granulocytéw obojetnochlonnych z roz-
tworem NBT i ekstrakcji powstalego formazanu
NBT z komoérek rozpuszczalnikiem organicznym
w temp. 100°C. W 1974 r. Raman i Poland (11)
opisywali nowa metode mikroilosciowa. Postugi-
wali sie nig m.in. Sychlowy i Lukas (18).

Celem podjetych badan wlasnych bylo okres-
lenie praktycznej przydatno$ci testu NBT wyko-
nywanego metodami cytochemiczng i mikroilos-
ciowa.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 78 krowach mlecz-
nych rasy ncb, klinicznie zdrowych, w wieku 3 lat,
pochodzgcych z 3 stad PGR. Krew Zzylng pobierano
jalowo do probdéwek plastikowych lub silikonowanych
z heparyng (20 j.m./ml krwi). Badania wykonywano
po uplywie 2—3 godz. od pobrania krwi.

Metode cytochemiczng stosowano wg Parka i wsp.
(8). Krew pelng w ilosci 0,1 ml mieszano w rownej
objetosci z 0,2% roztworem NBT w PBS o pH 7,.
Probki inkubowano przez 15 min. w temp. 30°C i
przez 15 min. w temp. pokojowej. Nastepnie wyko-
nywano rozmazy na szkielkach podstawowych, ktore
utrwalano alkoholem metylowym i barwiono odczyn-
nikiem Giemsy. Preparaty oglgdano pod immersja,
obliczajac odsetek granulocytéw obojetnochlonnych,
zawierajacych wytrgcony formazan.

Metode mikroilosciowg wykonywano wg Sychlo-
wego 1 Lukas (18). Krew pelng w iloéci 0,1 ml mie-
szano z 0,1 ml 0,2% roztworu NBT w ‘PBS o pH
7,2. Prébki inkubowano przez 15 min, w temp. 37°C
i przez 15 min. w temp. pokojowej. Po inkubacji
do mieszaniny dodawano rozpuszczalnik formamid i
wytrzasano przez okres 5 min. Po odwirowaniu mie-
rzono natezenie powstalego zabarwienia na spektiro-
fotometrze ,,Specol” wobec proby zerowej, przy diu-
gosci fali 546 nm. Zawarto$é wg formazanu NBT w
ieukocytach powstalego po inkubacji odczytywano z
wykresu kalibracyjnego. Nastepnie ilos¢ formazanu
NBT przeliczano na pg/104 granulocytéw/min,

Wyniki i omoéwienie

W celu dokonania oceny metod obliczono pod-
stawowe wartoSci statystyczne (rye. 1). W meto-
dzie cytochemicznej érednia artymetyczna X wy-
nosila 24, przy odchyleniu standardowym s=15.
W metodzie mikroilo$ciowe]j érednia artymetycz-
na wynosita x=0,079 przy odchyleniu standar-
dowym 0,041, Wspodtczynnik korelacji (r), bedacy
odzwierciedleniem zaleznoéci miedzy wynikami
uzyskanymi przy zastosowaniu obu metod wy-
nidst +0,64.

Przeglad piSmiennictwa wskazuje, ze wyniki
obu metod uzyskane przez réznych autordéw nie
sg jednakowe. Raman i Poland (11) wykazali ko-
relacje wyzsza, w ktérej r= 0,94, natomiast w
pracy Sychlowego i Lukas (18), korelacja byla
niska. Istota tych rozbieznosci jest prawdopo-
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dobnie spowodowana tym, ze stezenie formaza-
nu NBT okreglane w metodzie mikroilosciowej
nie ma Scislego zwiagzku z odsetkami komoérek
NBT dodatnich oznaczonych w metodzie cyto-
chemicznej, Wéréd komorek NBT dodatnich
znajduja sie fagocyty zawierajace rézne ilosci
formazanu NBT (18). Ponadto na wyniki uzys-
kane w metodzie mikroilosciowej moga rzutowac
nieznaczne iloéci formazanu NBT wytwarzane
przez monocyty i ptytki krwi, nie uwzgledniaja-
ce w metodzie cytochemiczne]j (5).
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Ryec. 1. Schemat zaleznosci miedzy wynikami testu
redukcji, NBT wykonanego mefoda cytochemiczng i
metodg mikroilosciowa

Tlos¢é komdérek NBT dodatnich §wiadezy o ak-
tywnosci komérkowego systemu obrony nieswo-
istej. Przyjeto, ze prawidlowa liczba komorek
NBT dodatnich w organizmie zdrowym wynosi
okolo 10% (8). W badaniach wlasnych stwierdzo-
no u pewnej grupy kréw zwiekszony odsetek ko-
mérek formazanowych pomimo, ze probki krwi
pochodzily od kréw, u ktérych nie stwierdzono
objawow chorobowych. Przy doborze kréw nie
uwzgledniano jednak mozliwodci wystgpowania
zaburzeri podklinicznych. Mozna wigc przypusz-
czaé, ze oprocz czynnikéw zakaznych i ewident-
nych choréb klinicznych, wystgpujg jeszeze inne
czynniki, ktére takze moga wplywaé na meta-
bolizm fagocytéw. Przypuszczenie to, odnoszace
sie do podklinicznych zaburzen homeostazy wy-
maga uécidlen i stanowi przedmiot badan wlas-
nych.

Wynikj przeprowadzonych badan zdaja sig
potwierdza¢ dane pismiennictwa (3, 4, 15, 16, 17),
ze metoda cytochemiczna, mime swej prostoty
w wykonaniu, posiada pewne mankamenty. Na-
lezy do nich zaliczy¢ przed wszystkim sklonnosé
krwinek do tworzenia aglomeratow, ktore opa-
dajg na dno probéwki i utrudniaja prawidlowe
wykonanie preparatu. Ponadto, przy wykony-
waniu preparatu komorki moga ulega¢ uszko-
dzeniu, a to sprawia, ze kompleks barwny NBT
wydostaje sie na zewnatrz, co zmniejsza liczbe
rejestrowanych komoérek formazanowych. Do-
datkowe trudnosci ze znalezieniem odpowied-
niej iloéci granulocytow wystepuja w przypad-
kach granulocytopenii oraz u bydla.

Test redukeji NBT wykonywany metoda mi-
kroilo$ciowa zdaje sie mie¢ pewna przewage nad
metodg klasyczng Parka i wsp. Zaleta metody
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mikroilo§ciowej jest wiekszy obiektywizm w
ocenie wynikow, gdyz odczyt odbywa sie przy
uzyciu kolorymetru (5). Metoda jest jednak
bardziej czasochlonna i by¢é moze dlatego nie
zawsze zalecana.

Wnioski

1. Metoda cytochemiczna jest metoda prosta
i szybka w wykonaniu, jednak stwarza mozli-
wosci popelnienia bledu, wynikajacego z subiek-
tywizmu badan mikroskopowych preparatu.

2. Metoda mikroilo$ciowa pozwala na wiekszy
obiektywizm w ocenie wyniku, dzigki zastoso-
waniu kolorymetrii.

3. Stwierdzono, ze we krwi niektérych krow
klinicznie zdrowych ma miejsce wzrost komérek
NBT dodatnich. Mozna przypuszcza¢, ze jest to
spowodowane wystepowaniem choréb podkli-
nicznych. Przypuszczenie to stanowi przedmiot
dalszych badan.
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Canbea A. — IloublTKa ONCHKR UUTOXHUMHYECKOro M

MHUKPOKOGJINYECTBEHHOI0 METOI0B TecTa PEeAYEUHH HH-
TPOTETPA30JILHOTO CHMHMA,

CpaBHMBANMCh LNUTOXMMUYECKMI A M MUKDOKOIIIHE-
CTBHEHHBII METOJALI TeCTa PeAYKIMUM HHUTDOTETRAZ0NB-
HOrO CuHWA, NPMMEHEHHOTO B OIeHKe (haronurapHoN
AKTUBHOCTY HEMTPOMUNLHBIX JEKOLUMUTOB y KAMHUHYE-
CKU 20DOBLIX MOJIOYHEIX KODOB M3 CTaJ TOCXO3O0B.

TlonytesHLle Pe3yAbTaThl TOKA3AMM, UTO MUKPOKO-
JMHecTRenHsl MeTOX ApjsfercH 0Oojee OOBEKTHBHBIM
Gnaromapd TPUMEHEHMIO KOJIOPMMETPMM M IOKa3bIBaeT
XOpOIIO KODPeNfluyio ¢ UUTOXMMUIECKMM METOHoM
(r=-0,64), B uccnenosanuiax oDHADPYIKMIOCH TOABJE-
HMe IOBBIIEHHBIX 3HAWTEeHKI Tecra PERYKIMM HHUTPO-
TeTPA3OJLHOTO CHHMS, He HalreAmmuX O0OCHOBAaHMA B
KAVHUYECKOM KapTuHe.

Salwa A. — Appraisal of cyfochemical and micro-
guantitative test of NBT reduction.

Cytochemical and microguantitative NBT tests were
compared in reference to the phagocytic activity of
neutral granulocytes in normal cows of large scale
breeding. It was found that microquantitative method
was more objective due to colorymetry application and
showed a good correlation with cytochemical method
(r=-+0.64). The examinations revealed an increased
values of NBT test which did not find the confirma-
tion in clinical pictures of the animals.



