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Wplyw réznych dawek heparyny na wyniki testu NBT v bydta

Katedra Fizjopatologlih Wydziatu Weterynaryinego AR, ul Norwlda 31, 50-375 Wroclaw

Test NBT (nitro-blue tetrazolium test) stano-
wi jeden ze sposobéw oceny zdolnoéci bakterio-
bdjezych granuloeytéw obojetnochlonnych.

Test NBT wykonywany wg Park i wsp. (9)
jest zbyt skomplikowany, aby mogl byc pow-
szechnie stosowany w praktyce weterynarynej,
dlatego Nikolajezuk (8) wprowadzila modyvTi-
kacje testu, dzieki ktorej wykonanie jego jest
znacznie uproszezone i mozliwe do przeprowa-
dzenia w warunkach terenowych.

Wérdd czynnikéw pozaustrojowych, mogacych
powodowaé niewiarygodnosé testu, mozna wy-
mienié: niedokladno$é podeczas rozpoznawania
testowanych komérek, opéZnienia w wykony-
waniu tesiu po pobraniu prébek krwi, wplyw
antykoagulantéw (11), mozliwos¢ zanieczy-
szezen (np. pylem) podezas pobierania krwi w
terenie.

Stwierdzono (11), ze stosowanie antykoagu-
lantéw wiazacych Ca™* powoduje wystepowa-
nie nizszych wynikéw testu od {ych, w ktéryeh
jako antykoagulanta uzywano heparyny. W ba-
daniach prowadzonych u ludzi obserwowano
falszywie wysokie wyniki testu, gdy uzywa-
no wysokich koncentracji heparyny (3, 11).
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Wplyw heparyny na wyniki testu NBT jest
zwigzany z mechanizmem transportu tego barw-
nika do wnetrza komorek,

Heparyna jest silnie naladowanym polianio-
nem, a NBT w wolnej postaci dwuwartoscio-
wym kationem, latwo wiec tworzy kompleksy
pod postacia zélawych precypitatow.

Heparyna ma by¢ transportowana do wnetrza
komorek po zwigzaniu z innymi makromoleku-
jami (Fabian i wsp., Shen i Ryser, Morad i wsp.
eyt. 12). Wstepnym etapem do endocytozy he-
paryny przez komdrki ssakéw ma by¢ zwigza-
nie sie jej ze swoistymi powierzchniowymi re-
ceptorami (1, 12), Najprawdopodobniej role tych
recepetorow spelnia fibronektyna powierzchnio-
wa (12). Internalizacja heparyny po polgczeniu
jej z receptorami powierzchniowymi zalezy od
konfiguracji powierzehni komérki (12). Czy ten
mechanizm ma zastosowanie réwniez w przy-
padku internalizowania komplekséw NBT-he-
paryna?

Celem pracy bylo ustalenie, jaki wplyw na
wyniki testu NBT u dorostego, klinicznie zdro-
wego bydia ma wielko§¢ dawlki heparyny uzy-
tej jako antykoagulant.
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Material i metody
{

Badania przeprowadzono na 19 sztukach bydla obu
plei, rasy ncb w wieku powyzej 18 miesiecy, stano-
macior i plodéw oraz w plynie owodniowym i omocz-
(Kliniki {1 RZD).

Krew pobierano z v. jugularis externa do strzykaw-
ki, z ktbrej natychmiast odmierzano po 1 ml do szkla-
nych, niesilikonowych probbéwek zawierajacych 1; 2,5;
3; 16; 20; 50 jednostek heparyny (Polfa-Warszawa).

Spontaniczny test NBT wykonano wg metody upro-
szezonej {(8), po ok. 60 min. od pobrania. Zabarwione
preparaty ogladano przy powiekszeniu 1200 razy. Gra-
nulocyty obojetnochlonne klasyfikowano jako reduku-
iace NBT (+4), slabo redukujgce NBT (%), nie redu-
kujgce NBT (—) blekitu nitrotetrazoliowego do for-
mazanu,

W ocenie statystveznej wynikéw wykorzystano test
t Studenta.

Wyniki i oméwienie

Wyniki przedstawiono na rye. 1, 2 i 3,

Z badan wynika, ze koncentracja heparyny
od 1 do 50 jednostek w 1 ml wplywa znaczaco
na wyniki testu NBT wykonanego u tych sa-
mych, klinicznie zdrowych zwierzat. W obec-
nej oracy nawet przy najnizszych wynikach,
jakie uzwyskano przy 1 j. heparyny/ml, Sredni
poeziom neutrofildw NBT (+) bvt wyzszy od
pozioméw referencyjnych (13, 14). Srednia kon-
centracja neutrofilow NBT (+) przy 1 j. hepa-
ryny/ml wynosita 36,95%, przy 50 j./ml 63,41%.
Réznica ta byla istotna (n<Z0,05). Gdy jako kry-
terium pordwnawecze przyieto caloié leukocy-
téw, wvniki wahaly sie od 14,8% przy 1 i./ml
do 24,93% przy 50 j./ml. Réznica ta byla istot-
ra (p<<0,05).

U zwierzat, ktére mimo klinicznego braku ob-
jawdw chorobowych mialy podwyzszona liczbe
komérek NBT (), szezegdlnie przy koncen-
tracjach 20 i 50 j./ml, do redukeji dochodzilto
takze w czeSci eozynofiléw i limfocytow. U ta-
kich zwierzat pobudzajacv wplvw wzrastaja-
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Ryc. 3, Procentowy wudzial granulocytéw obojetno-
chlonnych NBT dodatnich wiréd leukocytéw u buha-
jow i krow
cyeh dawek heparyny byl mniej widoczny, niz
u zwierzat o nizszym poziomie komérek redu-
kujacych. Stwierdzono rOwniez wyzszg procen-
towa zawartosé komorek NBT () u buhajow

w poréwnaniu z krowami (ryc. 2 i 3).

Uzyskane wyniki wykazujg zbieznosé z do-
niesieniem Cliandlera i wsp. {3), ktorzy w
tescie NBT wykonywanym u zdrowych ludzi
dorostych i noworodkéw stwierdzili, ze przy
stosowaniu heparyny w koncentracji 1 j./ml,
wyniki testu byly najnizsze i mieSecily sie w
nermie (ponizej 5% u dorostych i ok. 13,5% u
noworodkéw).

W przedstawionych badaniach u bydla zdro-
wego liczba komoérek redukujgeych NBT rosla
wraz ze wrzrostem konceniracji heparyny, osig-
gajac najwyzszy poziom przy koncentracjach
20 i 50 j/ml krwi badanej. Przy zastosowaniu
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1 j. heparyny/ml wyniki testu NBT byly naj-
nizsze (rye. 1—3), jednak odchylenie i blad
standardowy byly tu wyzsze miz przy 2,5 i
j. heparyny/ml. Wyniki uzyskane przy 2,515 j.
heparyny na ml krwi wykazuja duza zbiei-
noéé i sa tylko nieco wyzsze niz przy 1 j./ml
Biorge to pod uwage mozna sugerowac, aby w
praktyce terenowej do testu NBT stosowaé kon-
centracje okolo 3 j. na ml. krwi (tj. 25 j. na
probéwke o pojemnosci 8 ml; odpowiada to jed-
nej kropli handlowej heparyny rozcienczonej
1:10 solg fizjologiczna). Dzieki temu mozna
unikngé niebezpieczehsiwa krzepniecia niedo-
kladnie rozmieszezonych probek, ktore istniato-
by przy uzyciu 1 j. heparyny/ml.

Bardzo podobne hyly wyniki testu NBT przy
20 i 50 j. heparyny/ml krwi. Uzywanie tych
dawek powoduje jednak tak znaczny wzrost
ilo$ci komoérek redukujacych NBT, ze wartosc¢
kliniczna takich wynikow stoi pod znakiem za-
pytania. Wyniki otrzymane przy tych koncen-
tracjach nie roznig sie istotnie od wynikow
zwierzat z infekcja bakteryjng (obserwacje
wlasne mniepublikowane).

Wytiumaczenia tego zjawiska mozna by szu-
kaé w doniesieniu Rothwell i Doumas (11}, kto-
rzy stwierdzili, ze najwyzsza intensywnos¢ po-
wstawania precypitatow NBT-heparyna wyste-
puje przy 60—80 j. heparyny/ml. W badaniach
tych autoréw wykonanych wg metody Park i
wsp. (8), najwyzsze wyniki uzyskiwano przy
40 i 60 j. heparyny/ml krwi, czyli w koncen-
tracjach zblizonych do tych, w ktérych naj-
intensywniej powstaja precypitaty NBT-hepa-
ryna.

Stwierdzone réznice w wynikach testu NBT
miedzy krowami i buhajami (ryc. 2 i 3) naleza-
toby wigzaé miedzy innymi z odmiennym spo-
sobem ich utrzymania (7). Te roznice ujawnily
sie najsilniej przy koncentracjach 1—10 j. he-
paryny/ml krwi, ale byly statystycznie nie-
istotne i zacieraly sie stopniowo przy wyzszych
koncentracjach. Te odmienno$¢é niwelowal
prawidopodobnie wplyw wyzszej koncentracji
heparyny stymulujacy neutrofile do wzozonej
fagocytozy.

Oprocz zmian ilosciowych zauwazono tez
prawidlowo$é polegajgca na intensywniejsze]
redukeji NBT przez neutrofile przy wyzszych
koncentracjach heparyny/ml krwi, niz przy
koncentracjach nizszych. W preparatach, w
ktoryeh uzywano 1, 2,5 i 5 j. heparyny/ml ko-
moérki sklasyfikowane jako NBT dodatnie za-
wieraly ztogi formazanu nieregularnie rozmie-
szezone w cytoplazmie. Barwnik nie przesta-
nial calej cytoplazmy, a jadro komorki bylo
dobrze widoczne. Neutrofile nieredukujgce NBT
do formazanu zachowywaly klasyczny dla nor-
malnych komorek ksztalt i proporcje.

Gdy uzyto 20 i 50 j. heparyny/ml krwi, ko-
morki NBT dodatnie miaty najezeSciej cyto-
plazme wypelniong licznymi zlogami formaza-
nu, ktoére czesto przestanialy jadro komébrkowe.

.
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Jadra neuirofiléw sprawialy wrazenie ,rozde-
tych”, niekiedy réznily sie znacznie od spoty-
kanych w normalnych rozmazach, co ufrudnia-
lo réznicowanie paleczek od granulocytow wie-
loptatowych. Komoérki NBT ujemne nierzadko,
mimo braku widzialnyen zlogéw {formazanu,
mialy jadro powiekszone (rozpulchnione).

U czesci zwierzat wyniki testu NBT byly wy-
sokie juz przy najnizszych dawkach heparyny,
mimo ze nie zauwazono i nich cdehylen w sta-
nie zdrowia. Wzrost dawek heparyny nie po-
wodowal u nich tak wyraznych zmian w wy-
nikach testu, jak to wynika z ryc. 1. Przyczy-
na podwy#szenia wynikow byla prawodopodoh-
nie jakaé miejscowa (ograniczona) infekeja bak-
teryjna nieuchwytna w badaniu klinicznym.
Mozna domniemywaé, ze oddzialywanie czyn-
nikéw towarzyszacych infekeyjnemu zapaleniu
pobudzalo neutrofile do zwiekszonej redukeji
NBT. Nie mozna wykluczyc, iz na wyniki testu
NBT wplywala koncentracja fibrynogenu (kon-
centracja fibrynogenu znacznie ro$nie u bydia
w stanach zapalnych).

Zauwazono takze, ze w przypadku silnego
przesuniecia obrazu Arnetha-Schillinga w lewo
(ok. 30% neurofiléw o jadrze w formie patecz-
ki) mlodociane komérki nie redukewaty NBT
do formazanu. Nalezaloby sprawdzi¢c innymi
metedami (5), czy to dotyczy tylko zdolnosci
redukeyjnych, czy takze niemoznosci wehlonie-
cia barwnika przez granulocyty paleczkowate.

Wniosii

1. Stosowanie heparyny jako antykoagulanta
w koncentracji 1—5 j. na ml nie zniekszialca
wynikoéw testu NBT u bydia.

9. Dla zwiekszenia wiarygodnosci wynikow
testu NBT nalezy stosowaé stala dawke hepa-
ryny. Na podstawie wynikéw przedstawionych
w niniejszej pracy proponowana jest koncen-
tracja 3 j. heparyny na ml krwi badanej.

3. Przy uzyeciu heparyny w koncentracji 2,5
i 5 j/ml krwi u bydia doroslego (rasy nch) re-
dukcje NBT wykazato ok. 19% ogétu krwinek
hiatych, tj. ok. 45% ogélu neutrofilow.
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Credansax T. — BamaHEue Da3HbIX A03 remapina Ha
pe3yasTaTel Kpurepua NBT y cgorta

[ess paboTel cocTOsna B OIEHKE BAMSHMA Ha pe-
3yapTaTel KpuTepua NBT y B3pocnoro, KAMHUYECKH
370POBOTO CKOTa IENapMHA, IPHMEHEHHOTO Kak aHTH-
KOQHTYJAT B 103ax 1—50 e./Mi Kposu.

Kpurepuit BBIIONHEHO B MOAMMDMKALMM, DPEKOMEH-
AyeMo¥M B MeCcTHO!M mpakTure. OTMEYEeHO, YTO B MCCHe-
AYEMBIl MePHond n03a IenapuHa CYIUIECTBEHHO BIUAET
Ha pesynnTaTel xputepua NBT (P meunspe 0,05). Das
YIpaKTHECKOr0 IpPUMEHeHus B KpuTepuu NBT peko-
MEHAVETCH 7032 3 e. remapusa/Ma MCCIenyeMoil KPOBIL.

Rok XLII

Stefaniak T. — Effect of different doses of heparin
on the resulis of NBT test in cattle

The purpose of the work was to estimate whether
heparin used in doses from 1 to 50 ITJ/ml of blood
had any effect on the NBT test in healthy cattle. The
modified test used in field practice was employed. It
was found that a dose of heparin influenced the re-
sults of NBT test (P << 0.05). According to the author
heparin should be administered in a dose of 3 TU/ml
of blood.

ZAGADNIENIA SPOLECZNO-ZAWODOWE

WLADYSEAW LUTYNSKI

Weterynaryjne decyzje administracyjne dotyczqce przedsiebiorstw

panstwowych gospodarstw rolnych

Katedra Patologii Wydzialu Weterynaryjnego SGGW-AR, ul, Grochowska 272, 03-§48 Warszawa

Stosownie do przepisow ustawy z dnia 25.09.
1981 r. o przedsiebiorstwach panstwowych (Dz.
U. oir 24, poz, 122 z 1982 r. nr 45, poz. 289 z
1983 r., nr 36 poz. 165 i nr 39 poz. 176) przed-
siebiorstwa panstwowe, a wiec miin. i przed-
siebiorstwa pansiwowych gospodarstw rolnych,
prowadza swg dzialalno$¢ na zasadach samo-
dzielnosci, samorzadnosci i samofinansowania

. 1), a organy panstwowe moga podejmo-
decyzje w zakresie dzialalnosSci przedsie-
va panstwowego tylko w wypadkach

i ] isami ustawowymi (art. 4
1 przepisow wynikaja wiee

ust, 2). Z powyzszyc
nastepujgce wnioski:

1. podstawg prawng do wydawania przez or-
gan weterynarii decyzji administracyjnej w
stosunku do przedsiebiorstwa pgr w zakresie
zwalczania zarazliwych choréb zwierzecych i
choréb zakainych przenoszacych sie na ludzi,
nadzoru sanitarnego nad produkejg zywnosci
pochodzenia zwierzecego itp. moga by¢ wylacz-
hie przepisy okreslonych ustaw (rozporzgdzen
Prezydenta Rzeczypospolitej) bgdz normatyw-
nych aktéw wykonawczych wydanych na pod-
stawle 1 w granicach wyraZnego upowaznienia

ustawowegeo, gtéwnie rozporzadzen Ministra
Rolnictwa;

2. decyzje te, jako jedne z form wladezej
konkretyzacji obowiazkéw przedsiebiorstwa,

muszg by¢ wydane w trybie, na zasadach i przy
zastosowaniu form przewidzianych przez Ko-
deks postepowania administracyjnego;

3. w wypadku, gdy okreslone przepisy praw-
e upowazniajg organy administracji do podej-
mowania rozstrzygnie¢ w zaleznosci od ich uz-
nania (tzw. swobodne uznanie administracyjne
— tres¢ wydawanych decyzji uzaleiniona jest
wowezas np. od uzasadnionych wzgledéw  spo-

lecznych, czy gospodarczych) obowigzkiem or-
ganu administracji jest wzigé pod uwage skut-
ki wydanej decyzji i jezeli bedzie ona w istot-
nym stopniu rzutowac¢ na przebieg i rezultaty
podstawowej dzialalnosei przedsiebiorstwa, to
decyzja powinna by¢ zgodna nie tylko z trescig
okreslonego przepisu, ale w ramach ewentual-
nego swobodnego wuznania administracyjnego
powinna uwzglednia¢ ,,ducha” i cele reformy
gospodarczej, chyba Ze interes spoleczny stoi
temu na przeszkodzie,

Posta¢ zaleznoéci miedzy przedsiebiorstwem
panstwowym a organem zaltozycielskim czy
sprawujacym nadzér, jest obecnie inna niz
przed laty i w wyniku przeprowadzenia refor-
my gospodarczej zakres samodzielno$ci przed-
siebiorstw panstwowych ulegl wydatnemu roz-
szerzeniu, Przedsiebiorstwa majg obecnie gwa-
rancje tej samodzielno$ci, m.in. majg one Srod-
ki prawne wobec organdéw sprawujacych mad-
zor 1 mozliwosé dochodzenia odszkodowania w
razie doznania szkody 2z powodu wykonania
decyzji organu nadzorujacego. Sytuacja ta po-
woduje, ze wplywanie przez organy weteryna-
ryjne na procesy zachodzace w przedsiebior-
stwach pgr majace znaczenie dla ochrony zdro-
wia zwierzgt drogg wydawania nakazéw za po-
$rednictwem organéw sprawujacych nadzor
nad tymi przedsigbiorstwami, jest obecnie ogra-
niczone. Wydaje sie tez, ze co najmniej dysku-
syjna jest obecnie mozliwos¢ wydania przez
Ministra Rolnictwa, Leénictwa i Gospodarki
Zywnosciowe]j zarzadzenia nie opartego na pod-
stawie ustawowej, ustanawiajagcego w stosunku
o przedsiebiorstw pgr okreslone obowigzki w
sferze weterynarii. Powszechnie obowiazujace,
oparte o odpowiednie ustawy weterynary ne,
przepisy prawne dotyczace profilaktyki choréb
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