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Test redukeji blekitu nitrotetrazolowego
(NBET) opiera sie na okresleniu natezenia pro-
cesow oksydoredukeyjnych w cytoplazmie leu-
kocytow krwi obwodowej. Pobudzenie leukocy-
tow jest reakeja na obecne w ustroju czynniki
bakteryjne, pasozytnicze lub kompleksy immu-
nologiczne. Aktywnos¢ metaboliczna granulo-
eytow odgrywa duza role w procesie fagocy-
tozy, a tym samym w mechanizmach obron-
nych organizmu.

Ocene redukeji blgkitu nitrotetrazolowego
mozna przeprowadzi¢ metodg cytochemiczng
lub spektrofotometryczng. Istota metody cyto-
chemicznej testu redukeji NBT wprowadzone-
go do badan przez Parka i wsp. (6) jest reduk-
cja barwnika w komorkach fagocytujacych,
ktora objawia sie zmiang jego zabarwienia. Ob-
serwuje sie wowcezas w mikroskopie $wietlnym
czarne zlogi formazanu w cytoplazmie granu-
locytéw obojetnochlonnych i monocytow. Wy-
nik podaje sic w postaci procentu komoérek ze
zlogami (komorki NBT+) na 100 liczonych ko-
morek fagocytujacych.

Metode spektrofotometryczng zwang mikro-
ilosciowa metodg redukcji NBT wprowadzili
Bacher i Nathan (2). Zostala ona pozniej zmo-
dyfikowana przez Ramana i Polanda (8).

Test NBT jest obecnie dos¢ czgsto stosowa-
nym badaniem w diagnozowaniu niektorych
stanow patologicznych u ludzi (2, 3, 5, 12, 14)
przy wykrywaniu utajonych infekeji przed
operacja dzieci (15, 16), a takze ma on zastoso-
wanie w medyeynie weterynaryjnej (7, 9, 10).

Celem pracy byla ocena obu metod badania
aktywnosci metabolicznej granulocytow krwi
obwodowej karpi w zaleznosci od por roku
i temperatury oraz w stanie choroby.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 220 karpiach pocho-
dzacych z gospodarsiw rybackich wojewadztwa -
belskiego, Po 2-tygodniowym okresie adaptacji ryb
do warunkéw akwariowych, do badan pobierano krew
z serca, do probbwek silikonowych z heparyna (10 j/
jml).

Uzyskany material poddawano badaniom testowym
NBT, wykonujae reakcje spontaniczne i stymulowane
lateksem.

W I czedci pracy zastosowano metode cytochemiczng
redukeii NBT jako najczedeciej stosowana (6). Uiy-
waige do testu krwi rybiej nalezalo wprowadzi¢ mo-
dyfikacie dotyczaca przediuzonego czasu inkubacji
mieszaniny krwi z barwnikiem nitroterazolowym. Ba-
dania przeprowadzane wicsna, latem, jesienig i zimg
u ryb w wieku 9, 12, 16 i 18 miesiecy. Po Jednogo-

*) Praca finansowana przez Instytut Rybactwa Srédlgdowe-
go w Olsztynie.
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dzinne] inkubacji w temperaturze 256°C, probowke
delikatnie mieszano i wykonywano rozmaz, Po za-
barwieniu odezynnikiem Mansona obliczano odsetek
ltomorek ze ziogami sredukowanego barwnika (ko-
morek NBT4) na 100 leukocytow fagocytujgeych.

W II czescl pracy zastosowano metodg mikroilos-
ciows redukcji NBT wedlug Ramana i Polanda (8),
z uzyeiem N, N dwumetyloformamidu do ektrakejl
formazanu. Krew pobierano od ryb w wieku 9 mie-
sigey (narybek) oraz 17 miesieey (kroczek). Probki
krwi wraz z barwnikiem NBT inkubowano w iem-
peraturze 4°C, 10°C, 15°C, 25°C, 37°C w ciagu 1 go-
dziny. Ten czas inkubacji byt przedtuzony w poréw-
naniu z metods Ramana i Polanda, co okazalo sie
lkonicezne w wyniku badan wlasnych. Ekstynkcje od-
czylywano na spekolu Carl Zeiss-Jena przy diugosel
fali 546 nm woebec proby Slepej. Granulocyty reago-
waly z barwnikiem zaréwno sponianicznie, jak i po
stymulacii lateksemn. Kazde badanie powtarzano frey-
Krotnie.

W III czefei pracy wykonano test redukeji NBT
metoda mikroilosciowa u ryb chorych na erythroder-
matitis, botriocefaloze i branchionekroze. W tej czesel
pracy Tyby kontrolne oraz ryby chore byly w zbli-
zonej grupie wiekowej 9—11 miesigey. Ryby kontrolne
nie wykazywaly zadnych zmian chorobowych, U ryb
chorych na erythrodermatitis obserwowano ZNaczne
zmiany skérne w postaci przekrwien, wybroczyn oraz
siebokich owrzodzen, Przy podejrzeniu hotriceelalozy
po pobraniu krwi, dekenywano sekeyjnie kontroli za-
razenia. Do badan wykorzystywano krew pochodzgca
wylacznie od ryb, u kiorych w przewodzie pokarmo-
wym stwierdzono obecnost tasiemecdw (T—15 sziuk).
Zmiany kliniczne karpi chorych na branchionekroze
wskazyvwaly na forme ostra tej choroby. Obserwowa-
no obrzek tkanki skrzelowej, wybroczyny. przekrwie-
nia i mwiekszong ilodé Sluzu na powierzehni skrzeli,
Uzyskane wyniki w tej czefei pracy poddano ana-
lizie statystveznej stosuijae test {-Studenta.

Wyniki i omowienie
Przeprowadzone badania cytochemiczne tes-

Tab. 1. Wyniki cytochemicznego testu NBT u karpia
w okresie rocznym (%)

| i Kombérki formazanowe

Okres | Liczba Reakeja Reakcja
badania | ryb spontaniczna | stymulowana
‘ X + s X + 8
Wiosna | |
(luty,
marzec) | 24 5,25 2,85 | 18,54 5,95
Lato
(czerwiec,
lipiec) 20 17,55 3,79 | 38,80 6,66
Jesien
(pazdzier-
nik) 28 18,28 4,48 | 32,85 4,63
Zima
(grudzien) 15 6,93 1,94 | 12,38 2,93
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Tab. 2. Wpilyvw temperatury inkubacji na wyniki mikroiloSciowego testu NBT u karpi
(ekstynkcja przy di. fali 546 nm)

Narybek (n=230)
Miary = .O B -] = .ﬂ -] i FF o N
statystyezne 4°C ! 10°C 15°C 25°C | 37°C
sp. | st. \ sp. | st. sp. | st. sp. st. [ Sp. st.

X 0,158 0,414 0,258 0,760 0,272 0,978 0,419 1,131 0,506 0,754

8 0,061 0,064 0,065 0,140 0,088 0,171 0,060 0,228 0,163 0,232
Kroczek (n=230)

X 0,115 0,380 ‘ 0,329 0,504 0,438 0,942 0,472 1,030 0,780 1,335

s 0,025 0,057 ‘ 0,052 0,068 0,083 0,129 0,082 0,160 0,106 0,139
Objasnienia: sp: — reakcja spé}mténic_zna, st. — reakcja sty mulowana.

tu NBT w roznych porach roku (tab. 1) wyka-
zaly, ze uzyskane warto$ci wyraznie zalezg od
stanu fizjologicznego ryb w danym sezonie ro-
ku. W przebiegu reakeji spontanicznej w okre-
sie zimy i wezesne] wiosny, kiedy procesy me-
taboliczne s3 znacznie obnizone réwniez aktyw-
nosé¢ granulocytéw i monocytéw jest znacznie
nizsza, Kazdorazowe podanie lateksu zwieksza-
to aktywnosé¢ fagocytujgcych leukocytéw. Dosé
duzy rozrzut uzyskanych wynikéw w kazdym
okresie badania (tab. 1) sugeruje, ze przy-
puszczalnie nie zawsze komérki traktowane
jako NBT+ byly nimi rzeczywiscie. W pi$mien-
nictwie spotyka sie liczne doniesienia o falszy-
wie dodatnich i ujemnych wynikach testu oce-
nianego wedlug cytochemicznej metody Parka
i wsp. (4, 5, 12, 13).

Dokladniejszg od cytochemicznej metody oka-
zala sie metoda mikroiloSciowa Ramana i Po-
landa redukcji NBT przez granulocyty. Wplyw
réznych temperatur inkubacji rzutuje na war-
tosei ekstynkeji formazanu w sposéb wyrazny
(tab. 2). W granicach temperatur 15—25°C
wartoséci te sy zblizone. Zaré6wno u ryb mtod-
szych jaK i starszych skrajnie niskie wartosei
i skrajnie wysokie otrzymano w temperaturze
4°C i 37°C. Uzyskane wyniki wskazujg, ze u
ryb test ten nalezaloby wykonywaé w zakre-
sie temperatur 15—25°C.

Zastosowanie mikroiloSciowej metody testu
NBT w diagnostyce niektérych choréb ryb
{cz. III rpracy) dalo pozytywne rezultaty. Sred-
nia arytmetyczna wynikéw (tab. 3) uzyska-
nych od ryb w grupie kontrolnej wynosila
0,366+ 0,930. Warto$ci te byly zblizone do
uzyskanych od ryb badanych w II cz. pracy
(tab. 2). W grupie II ryb z wyraznymi obja-
wami wskazujgcymi na erythrodermatitis sred-
nia wynikéw byla w poréwnaniu z grupg I
istotnie wyzsza 0,824 £ 0,187 (p < 0,01). W gru-
pie III ryb z objawami botriocefalozy wartosé
ekstynkeji wykazala réwniez cechy statystycz-
nej istotnosci (p <<0,01). Wynik ten $wiadezy
0 tym, ze czynnik pasozytniczy nie powoduje
tak silnej stymuiacji aktywnosci metabolicz-
nej granulocytow jak czynnik bakteryjny. W
grupie IV ryb z objawami branchionekrozy
uzyskano warto$ci ekstynkcji wynoszace dla

Tab. 3. Zestawienie wynikéw testu mikroiloSciowego
NBT przy erythrodermatitis (II), botriocefalozie (III),
branchionekrozie (IV) (ekstynkcja przy di. fali 546 nm)

Liczba s

4 ¥ — Wartosci

Grupa baa..anych x 4+ s skraine

ryb

1 Kontrola 10 0,3662 0,093 | 0,200-0,470
I 14 0,824° 0,187 | 0,650—1,200
111 30 | 0,526% 0,144| 0,300—0,650
v 18 |o,271'*'d 0,145 | 0,080—0,550

Objasnienie: a, b, ¢ — $rednie oznaczone réznymi literami
roznia sie istotnie przy p < 0,01.

$redniej arytmetycznej 0,271 X 0,145. Sa to
wartosci niskie §wiadeczace o obnizonej aktyw-
nosci metabolicznej granulocytéw ryb chorych
na te chorobe. Poréwnanie tych wartosci u ryb
z infekejg bakteryjng (erythrodermatitis) i in-
wazjg pasozytniczg (botriocefaloza) swiadczy o
braku stymulacji aktywnosci metabolicznej
przez czynnik etiologiczny branchionekrozy.
Wyniki te sugerujg, ze czynnik ten nie jest
tla bakteryjnego oraz, ze test NBT jest szcze-
gblnie przydatny do oceny wzmozonej aktyw-
nosci komAdrkowej granulocytow w przebiegu
infekeji bakteryjnej. Duzy rozrzut (0,080—0,550)
wyniké6w w grupie IV $wiadezy o tym, ze ma-
terial ten nie byl jednorodny. Nie mozna wy-
kluezyé, ze u ryb tej grupy zmiany kliniczne
byly wywolane réznymi czynnikami etiologicz-
nymi.

Wnioski

1. Metoda mikroiloSciowa redukeji NBT jest
czulsza i dokladniejsza od metody cytochemicz-
nej; pozwala ona na stwierdzenie wyraZnej za-
leznosci pomiedzy aktywnoscia metaboliczng
granulocytow a temperaturg inkubacji probek
krwi z barwnikiem NBT; inkubacja ta powinna
byé prowadzona w temperaturze 15°C—25°C.

2. Aktywnos¢ metaboliczna granulocytow
okreslana testem NBT wzrasta wyraznie pod
wplywem dzialania lateksu. Swiadezy to o moz-
liwosci wywotania stymulacji obrony komor-
kowej u karpi pod wplywem tego czynnika, a
takze o mozliwosci oceny jej testem NBT.
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3. U karpi zdrowych najwyzsza aktywnos¢
metaboliczna granulocytow oceniana testem
NZ1 wystepuje latem i jesienig.

4. Test redukeji NBT, wykonany zwiaszcza
metoda mMikroilosciows, jest szezegolnle przy-
datny do oceny akiywnosci obrony komorko-
wej u karpia w przebiegu infekcji bakteryj-
nych.
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Comuubckaf A. — IIpuroguocrs Tecra NBT aasa mc-
CJeA0BaHKMA METadoJIM1ecKoil AKTHMBHOCTH rpasyJaonm-
TOB YiepH(PePHIECKOil KPOBM KapiloB

Miceaenopaniach Merafonmueckas aKTUBHOCTB HEPU-
(heprHIecKoi KPOBM 370POBLIX M O0JbHBIX KapIOB Lu-
TOXMMHIECKMM MeT0A0M ¥ CHEKTDO(GQOTOMETPMIECKNUM
merofom pezyruum NBT.

Y 30DOBEIX KapHOOB BLUIONHAJICH TECT PEAyRLN
NBT LMTOXMMMYECKMM METOJOM B pasibie BPEMEid
roja. OuenuBazach MeTabomMieckas aKTHUBHOCTL TRa-
HYJOLKTOB B HOKOE, a TAKIKE IOCje CTUMYJAnMM ja-
regcoM. Hauppicilad AaKTUBHOCTH OTMEYalach JETOM

) OCeHblo. B KaxXJ0€ BpEMs roja HaOJI0AaJCA €e DOCT
[IUC/Ie CTMMYAALME JaTEKCOM.

COeKTPOROTOMETPUHECKMM METONOM PeAYELMA NBT
OTMEYEHO OTHeTHMBYI0 3MBMCHMOCTE METADOJIMIECKON
AKTUBIOCTH IPay JOOMI0B 01 TeMICpalyphl MHKY DaLluu
[poo KpoBu ¢ Kpacuresem NBT. lojytiesbble pesyiib-
paThl LOKAZBIBAKT, 910 ¥ Pbi0 MHKYOAUMIO CASLyeT
MPOBOAMTE B HMAIAZ0HE TemMiIepaTyp 15—25~C.

vicegenoBaiia MeTaboIMHeckod aKTHBHOCTH rpasy-
0L Kapnos TecloM NBl B xoge spMlIpodepuMali-
Ta, OPauXMOHEKPOZa W forpuiedaniess NOKashBa0T,
3P0 9TOT TeeT ocobenno OpurojieHr B xXole DaKTepualib-
HOM HH(eRIII,

Pesyupralibl cOOCTBEHHBIX yCCHenoBatuil HBIAIOTCH
JIOKA3aTenbeTBOM IIPATOJHOCTI TecTa NBET pnsa OLEHKM
MeTabo/MuecKoil AaKTUBHOCTM  IPAaHyJOLMI0OB  KDPOBU
KapIIoB.

Sopinska A. — The usefulness of the NBT test in the
stuaies of metabolic activity of bleed granulocytes in
the carp

The metabolic activity of granulocytes of the peri-
pheral blood taken irom normal and alseased carps
was assessed by means ol cylochemical and spec-
trophotometric method of NBL reduclion, ln healthy
carps the cytochemical reduction test of NBT was
performed 1n diflerent seasons of a year. The me-
tabolic acuivily orf granulocyies was examined in the
state of repose and alfter stimulation with latex. The
highest aciivily was ohserved in summer and au-
tumn. In each season it grew aller stimulation with
latex. A distinct dependence of metabolic activity
of granulocytes upon the incubation temperature of
blood samples with NBT was noted using spectro-
photometric method. The [indings indicate that the
temperature of incubation in fish should {luctuate
between 157 and 25°C. The examinailions of meta-
bolic activity by the NBT test in the course of ery-
throdermatitis, bronchionecrosis and botriocephalosis
give evidence that this tesi is particularly useful
i case of baeterial infeciions. The results of own
examnations conlirm the usefulness of the NBT
test for metabolic assessment of granulocytes ol
the carp.

GABEL G., MARTENS H.: Abserpcja magnezu Zz¢
iwacza jalowek., (Magnesium absorption from the ru-
men of heifers), Zbl. Vet, Med. A, 32, 636—639,
1985 (8).

Absorbeja megnezu z przedzoladkow Prezywaczy
odgrywa kluczows role w utrzymaniu slezenia fizjo-
logicznego tego pierwiastka we krwi Tempo absorp-
cii Mg ze zwacza-czepca przebadano u 2 jalowek z
przetoka gornego odcinka iwacza, Jaléwkom podano
2 | wody z dodatkiem 80—§00 mM MgCl, i Ch-EDTA
(jako rozpuszeczalny marker) do doinego odcinka zwa-
cza. Stosunek Mg:Cr po 6 h wynosil przy dawce
80 mM Mg 0,34%0,12, przy dawce 140 mM Mg 0,26
+0,08, przy dawce 300 mM Mg 0,4810,08, 600 mM Mg
0,63%0,11 i przy dawce 900 mM Mg 0.62£0,1, co wska.
zuje na adsorpeje Mg ze ZwacCza.

G.

GAJADHAR A, A, CARON J. P, ALLEN J. R:
Kryptosporidioza u dwaoch Zrebiat. (Cryptosporidiosis
in two foals), Can. vet, J. 26, 132—134, 1985 (4).

Oocysty Cryptosporidium sp. stwierdzono pray uzy-
ciu mikroskopu fazowo-konirastowegzo w rozmazach
z osadu kalu poddanege flotacji, pochodzacego od
dwoch zrebiat. U jednego Zrebiecia w wieku 7 dni
wystapilo oslabienie, utrata laknienia i épiaczki, kio-
ra przypisang posocznicy. Pomimo zastosowania an-
tybiotykow Zrebie padlo. W skrawkach jelit cienkich
w mokroskopie $wietlnym i elektronowym wykazano
obecnosé Cryptosporidium sp. w komoérkach nablon-
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ka kosmkow jelitowych, U drugiego Zrebiecia z bie-
gunks o miernym nasileniu wystapilo samowylecze-
nie. Badania kalu przeprowadzone po miesigcu nie
wylkazalo obecnosci oocyst pasozyta.

G.

ABDELSALAM E. B., FAROL E. J, H.: Prawidlowa
aktywnosé esterazy w plazmie, pelnej krwi i w tkan-
kach bydla. (Normazal esierase activity in the plasma,
whole blood and in tissues of cattle). Zbl, Vet. Med.
A, 32, 518—525. 1985 (7).

Esterazy stanowig duza grupe enzymow ktore wy-
stepuja w tkankach zwierzat, roslin i w drobnoustro-
jach, Katalizuja one hydrolize estrow aromatycznych
i alifatycznyeh, tioesirow 1 am idow roznyeh substan-
cil, w tym zwigzkow fosforoorganicznych. We wszyst-
kich tkankach buhajkow i cielat wystepuje aktyw-
nodé elsterazy cholinowej. Najwyzsza aktywnost tego
pnzymu stwierdzono w mozgu (cielefa 3—6 mies.
3.28+0,5. buhajki 1—2 lat 33410,6 mM(min/g). w jeli-
{ach cienkich (odpowiednio 35007 i 3,8040,9 mM
(min/g), w nerkach (0,86%0,3 i 0,88%0,1 mM(min/g),
sercu (0,8220,1 i 0,8+0.1 mM(min/g) i W mieéniach
przepony (0,85=0,1 i 081x0,1 mM(min/g). NajwyzZsza
akiywnose karboksylesterazy wystepowala w watro-
bie (cieleta 300,83=33,7, puhajki 394,69129,14 mM
(min/g), najnizsza w plaimie krwi (cieleta 0,35%0.1,
buhajki 0.33%0,1 mM(min/g).

G.



