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EUGENIUSZ WISNIEWSKI, WIESLAW KRUMRYCH, JANUSZ DANEK

Woptyw endotoksyny E. coli na czas krzepniecia krwi, zawarto$é fibrynogenu
i liczbe ptytek krwi u koni

Pracownia Badania Chordéb Koni Bydgoskiego Oddzialu Instytutu Weterynarii w Putawach,
Al. Powstancow WIlkp. 10, 85-090 Bydgoszcz

Summary

The influence of E. coli endrtoxin on blood coagulation,
the content of fibringgen and the number of blood platelets
in horses

Twenty sz2ven Small Polish Horses were given E. coli
endotoxin at the rats of 0.1 ug/kg body weight. The blood
was being taksn directly before and 10 times within 48
hours aft:r the endotoxin injzction. Temperature, the time
of blocd coagulation, conczntraticn of fibrinogen in the
plasma and the number of blood platelets wers examined.
It was found that E. coli endotoxin caused a statistically
significant increase of temperature (p << 0.05), shortening
time of coagulation, an increase of fibrinogen concentra-
tion, and a decreased numbezar of blood platelets.

Zaburzenia czasu krzepniecia krwi wystepujg u lu-
dzi i zwierzat w przebiegu wielu schorzen zakaznych
i niezakaznych (16, 22, 28). Jednym =z elementéw za-
burzajgcych prawidlowy przebieg proceséw krzepnie-
cia sa endotoksyny (9, 10, 36, 38). Sg cne wedlug nie-
ctorych autorow czynnikiem wyzwalajacym specyficz-
ny rodzaj zaburzen krzepniecia, jakim jest zespét
wewngtrznaczyniowego wykrzepiania (1, 14, 36). Zespot
ten (disseminated intravascular coagulation — DIC)
wysteouje wtornie w przebiegu wielu schorzen w po-
stacl ucgdlnionej lub miejscowej, a szczegdlnie czesto
obserwuje sie go u koni {22). Pomimo, ze konie sg
zwierzetami najbardziej wrazliwymi na endotoksyne
niewiele jest prac po$wieconych temu zagadnieniu
(3, 19, 27). W zwigzku z tym, Zze w kraju dotychczas
nie opublikowano badan dotyczacych zaburzen czasu
krzepniecia krwi w endotoksemii u koni, postanowiono
podjaé te tematyke uwzgledniajac w badaniach nie-
ktore skladniki krwi zwigzane z ukladem krzepniecia.

Celem badan bylo okreélenie wplywu endotoksyny
E. coli na czas krzepniecia krwi, zawarto$¢ fibryno-
genu w plazmie oraz liczbe plytek we krwi koni.
Oznaczanie wymienionych wskaznikéw ukladu krzep-
niecia moze mie¢ u koni pewne implikacje praktyczne,
gdyz pozwala wnioskowaé o ostrosei procesu zapal-
nego, natomiast zmmniejszenie liczby plytek we krwi
wskazuje na aktywacje krzepniecia, co powinno by¢
brane pod uwage w podejmowaniu terapii.

Materiatl i metody

Do badan uiyto 27 koni rasy komik polski, réznej pici
i wieku. W okresie poprzedzajacym dodwiadczenie zwie-
rzeta te byly dwukrotnie odrobaczane, a bezposrednio
przed rozpoczeciem doswiadczenia trzykrotnie badane kli-
nicznie oraz laboratoryjaie i uznane za zdrowe. Do badan
uzywano liofilizowanej endotcksyny Escherichia coli (lipo-
polisacharyd LLPS — Kroeger 08) produkowane] przez
Krakowska Wytwoérnie Surcwic 1 Szczepionek pod nazwag
,Pyrogen Standard” (seria 10581). LPS rozpuszczano w api-
rogeanym, izotoniczaym roztworze chlorku sodu do iniekcii
w takim stezeniu, aby 1 ml plynu fizjologicznego zawieral
1 ug LPS. Plyn fizjologiczny sprawdzano w kierunku
obecnosci cial pirogennych podajgc go koniowi kontrol-
nemu. LPS podawano dozylnie (do z. szyjne] zewngtrzne]),
uzywajgce strzykawek jednorazowego uzytku oraz katete-
réw typu Venflon @ 200/14G (Viggo, Szwecja). Sprzet ten

mial atest apirogennosci deklarowaay przez wytwores.

Po wprowadzeniu 0,1 ug/kg m.c. LPS E. coli pozosta-
wiono kateter venflonowy w zyle szyjnej zewnetrzaej, co
pozwalato (zaleznie od stanu krzepliwosci krwi) na pobie-
raaie 3 do 8 préb. Krew mwobierano do probéwek plasty-
kowych bezposrednio przed ianiekejag LPS oraz dziesiecio-
krotnie po iniekcjl: w odstepach godzinnych przez 8 go-
dzin oraz po 24 i 48 godzinach. W tych samych przedzia-
lach czasowych dokonywano pomiaru temperatury we-
wnetrznej tutowia. Jednorazowo pobierano 5 prébek krwi:
trzy w celu okreslenia czasu Kkrzepniecia metodg Lee
i White’a, czwartg na werseniaan sodowy celem obliczenia
krwinek ptytkowych melaodg bezposrednia w komorze
Birkera wg Deissi oraz piata na heparyne dla okreslenia
zawartoici fibrynozenu metodsg Pinkiewicza. Wyniki uzy-
skane bezgosredaio przed podaniem LPS stanowily kon-
trole rezultatéw zarejestrowanych po iniekeji. Z uzyska-
nych wynikow obliczono srednie arytmetyczne i odchylenia
standsrdowe. Srednie arytmetyczne wartoici pozzgtkowych
poréwaywano ze sredaimi wynikdw uzyskanych po 1, 2,
3, 4,5, 6, 7 8, 24 1 48 godzinach podajac je analizie staty-
stycznej przy uzyciu testu t Studenda.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badan zestawiono w tab. 1.

Dozylna iniekcja LPS spowosdowala wzrost tempe-
ratury wewnetrznej tulowia. Podobna reakcje gorgcz-
kowg po podaniu pirogenu, jakim jest LPS obserwo-
wano u ludzi, koni i wielu innych gatunkéw zwierzat
(3—17, 19, 27, 33). Wzrostowi temperatury towarzyszyly
zmiany czasu krzepniecia krwi oraz badanych elemsan-
téw uktadu krzepnigcia.

Endotoksyna wplynela w spcsob istoiny ma skroce-
nie czasu krzepniecia krwi. Reakcja ta nastepowala
bardzo szybko juz w godzine po> podaniu LPS i w
skrajnych przypadkach czas ten wynosit 2—3 minuty.
Dowodzi to, ze endctoksyna indukuje =zaburzenia
krzepniecia krwi, ¢o jest zgodne z wynikami badan
prowadzonymi przez innych autoréw u koni, bydla,
trz-dy, pséw i krélikow (9, 10, 17, 26, 32, 36, 38). Po-

Tab. 1. Temperatura wewnetrzna oraz czas krzepniecia krwi,
stezenie fibrynogenu w plazmie i liczba plytek krwi w prze-
biegu doswiadczalnej endotoksemii u koni (n =27 X ts)

‘ Tempera- ‘ Stezenie

>
5 Czas krzep- Liczba
S tura piecia krwi |fibrynogenu| trombocytow
o |wewngtrzna WS ‘ (/1) (1091
o w "t 1 |
37,8 0,179k| 8055 1914% | 263 162k 14063 4167k
0 37,9 0,240 701,1 1276 2,63 1,52 118,76 42,59
1 /382 0,306* 5456 1387 * 1383 307* 82,18 18,90 *
2 386 0,402* 5556 96,5* | 496 397* 82,13 2902*
3 1389 0,561* 531,9 141,4* | 438 3,62%* 7040 1264*
4 1389 0,558* 340,6 139,1* ‘ 432 215 % 7871 16,38 *
5 1387 0543*| 5744 1204* | 492 254* 7480 1617*
6 38,4 0,398* £608 100,7* 554 3,09* 92.89 2570
7 382 0,370* 5886 1112* 5,46 3,58* | 79,02 2861*
8 38,2 0,350* 6144 120,0* | 518 2,58* 86,04 21,68*
24 | 37,9 03117 I 616,7 1918* 5,51 2,91* 85,07 1540%
48 379 0,322 6356 145,3 4,74 3.09* 99,73 39‘62 .
Objasnienia: k — $redni wynik trzykrotnych badan kontrolnych
przed rozpoczeciem do$wiadezenia, * — istotnos¢ réznic przy
p < 0,05 w porownaniu do czasu liczby lub wartosci wyjsciowej,
godzina: 0 — wyjsciowa (przed podaniem LPS) i 1—48 — po po-
daniu LPS.
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woduje oma aktywacje komorkowych 1 osoczowych
czynnikow krzepniecia, prowadzacg do mnadkrzepliwosci
(21). Stanom tym zawsze towarzyszy trombocytopenia,
ktorg stwierdzono rowniez w badaniach wtasnych.

Prezentowany w do$wiadczeniu przebieg spadku
liczby ptytek krwi odpowiada charakterowi trombo-
cytopenii powstalej w nastepstwie do$wiadczalnej
endotoksemii, opisanej u koni przez Burrowsa (4, 5),
Frauenfeldera i wsp. {12) oraz Faselera i wsp. (11).

Endotoksyny powodujg aktywacje ptytek krwi, ktore
w tym stanie zdolne sg do fagocytozy bakterii, wiru-
sow i kompleksow antygen-przeciwcialo (40). Plytki
krwi wg Kemona i wsp. (21) majg wybiércza zdolnosé
wigzania endotoksyn. Aktywacja plytek powoduje
zmiane ich ksztaltu, adhezje 1 reakcje uwalniania,
czyli umozliwia ona spelnianie funkeji przynaleinej
tym elementom krwi (24, 40). Tak wiec spadek liczby
krazgcych we krwi plytek wykazany w badaniach
wlaznych zwigzany jest z ich aktywacja i zuzyciem w
procesie hemostazy (21, 26, 29, 39, 40). Mechanizm pro-
wadzgcy do trombocytopenii w przebiegu endotoksemii
nie zo:tal jednak do dzisiaj ostatecznie rozstrzygniety.
Istnieja prace wykazujace, ze endotoksyny, a S$cislej
okreslajgc indukowana przez nie kachektyna juz po
gedzinie powoduje uszkodzenia $frodblonka naczyn (2,
8, 18, 33). Jego zniszczenie prowadzi do odsloniecia
widkien kolagenu, co powoduje skupianie sie i adhezje
plytek w miejscu uszkodzenia naczynia (32). Jednocze$-
nie na skutek wydzielania z plytek substancji agreguja-
cych oraz cbecnoSci czynnikow osoczowych o takim
dzizlaniu nastepuje agregacja plytek i tworzenie czopu
w miejscu uszkodzonego naczynia (23, 39). Wydzielany
z pitytek tromboksan A,, cprocz silnego dzialania agre-
gujacego powoduje wraz z wydzielang réwniez przez
plytki serotoning skurcz naczyn krwiono$nych. W ten
sposob realizowana jest pierwsza faza hemostazy (he-
mostaza pierwotna), polegajgca na mechanicznym za-
czopoweaniu uszkodzenego naczynia, zwolnieniu prze-
plywu krwi i obkurczeniu naczynia. Prowadzi to do
powstawania zakrzepéw w mikrokrazeniu (13, 17, 26).
Spadek liczby plytek w krazacej krwi po iniekcji endo-
toksyny mozna wyjasni¢ ich zuzyciem w opisanym pro-
cesie, natomiast wspomniany uprzednio wzrost krzepli-
wosel krwi zwigzany jest z przebiegiem drugiej fazy
tzw. hemostazy ostatecznej, w ktorej gléwng role od-
grywa aktywacja osoczowych czynnikdéw krzepniecia,
prowadzgca do przyspieszenia krzepliwosei krwi (13,
24, 38, 40). Obnizenie liczby plytek we krwi moze byc
tez spowodowane Scistym wigzaniem sie endotoksyn
z plytkami. Wigzanie to aktywuje plytki do wydziela-
nia prekoagulantéw (czynnik plytkowy 3, adenozyno-
dwufesforan — ADP), ktére powoduja agregacje plytek
1 ich mi:zczenie przez makrofagi (20, 21, 30, 39). Endo-
teksyny powoduja réowniez aktywacje sktadnikoéw kom-
plementu, ktéra moze prowadzi¢ do uszkodzenia plytek,
ich agregacji i usuwania z krwiobiegu (15). Z badan
Mc Kaya i wsp. (cyt. 9) wiadomo, ze plytki krwi po
inickeji endotoksyny gromadzg sie w lozysku kapilar-
nym S$ledziony, watroby 1 pluc, co roéwniez moze byé
powodem cbnizenia liczby plytek. Przemawiajg za tym
inne badania, wg ktérych endotoksyny niszczone sa
w watrobie (35). Analizujgc wyzej wymienione mozliwe
reakcje plytek na endotoksyny, ktore réznymi droga-
mi prowadza do agregacji i usuwania plytek z krwio-
biegu nasuwa sie przypuszczenie, ze procesy te mogg
zachodzié¢ rownoczesnie, a stwierdzona w badaniach
wiasnych trombocytopenia moze byé¢ wypadkows tych

reakcji. Jednoczesnie wiadomo, ze spadek liczby kra-
zgcych plytek krwi stymuluje szpik kostny do podzialua
megakariccytow, z ktorych powstaja nowe plytki.
Reguluje to hormon trombopoetyna, ktory produko-
wany jest w merkach, a magazynowany w ptytkach
(21). Zniszczenie plytek (agregacja) pobudza uwalnia-
nie tego hormonu. Z drugiej strony wiadomo, ze
wyzwalana przez endotoksyny kachektyna powoduje
m.in. uszkodzenie nerek {7, 26). Laczac te fakty nalezy
spodziewac¢ sie, ze organizm z powyzszych przyczyn
nie byl w stanie szybko uvzupelni¢ powstatego niedo-
boru plytek +{40). Przemawia =za tym utrzymywanie
si¢ trombocytopenii jeszcze po 48 godzinach od czasu
wprowadzenia LPS.

Wielu autorow spadek liczby trombocytow wiaze
z zespoiem DIC, ktéremu nieodlgcznie towarzyszy
trombocytopenia (16, 22, 24, 36). Badania Thomsona
i wsp. (36) oraz innych dowodza, ze endotoksyny wy-
wotujg lub s zapalnikiem zespotu DIC (1, 14, 28).
Kociba 1 wsp. {22) stwierdzili go w #trakcie salmo-
nelozy, kolisepticemii, bronchcpneumonii, wstrzgsu,
ochwatu, zatkania jelit, wpochwien jelit i zapalenia
naczyn. Morris i Beach (28) opisali wspomniany zesp6t
w przypadkach septicemii, rozsianej postaci nowotwo-
row, ochwatu, biegunki, zapalenia pluc oraz morzy-
ska, a Gerhards (16) w zaburzeniach zoladkowo-jeli-
towych. Zespol DIC mozna okre§lic jako patologicznag
aktywacje krzepniecia, powodujgcg zaburzenie hemor
stazy wywolane wewngtrznaczyniowym zuzyciem ply-
tek i fibrynogenu, niedoborem niektérych oscczowych
czynnikow krzepniecia oraz pojawieniem sie w krwio-
biegu produktow degradacji fibrynogenu (28, 29). Pro-
wadzi to do tworzenia zakrzepow w tetniczkach 1 ka-
pilarach, w nastepstwie czego dochodzi do niewydol-
nosci objetych schorzeniem tkanek, czy narzgddéw oraz
do ich uszkodzenia z martwica wiacznie. Jest to pierw-
szy okres choroby. W drugim — organizm w obrocnie
przed dalszym wykrzepianiem uruchamia system fi-
brynolityczny, co w efekcie znacznie zmmniejsza krzep-
liwose¢ prowadzac do wybroczyn, wylewow 1 krwa-
wien.

Zaburzeniom  krzepniecia, obok trombocytopenii
i obecnosci produktéw rozpadu fibrynogenu w zespole
DIC, towarzyszy spadek stezenia fibrynogenu. Obni-
zong zawarto$¢ fibrynogenu stwierdzono réwniez w
deosdwiadezalne] endotoksemii m.in. u krélikow, psow,
bydia oraz w przebiegu zespotu DIC u ludzi (9, cyt. 28,
32, 38). Inaczej niz czlowiek 1 wymienione gatunki
zwierzat zareagowaly kcnie w badaniach wilasnych.
W odpowiedzi na wprowadzenie endotoksyny nastapit
szybki, statystycznie zmienny wzrest stezenia fibry-
ncgenu utrzymujacy sie wprzez caly okres badan.
Uzyskane wyniki nie odpowiadaja tez rezultatom ba-
dan Frauenfeldera i wsp. (12), ktorzy stosujagc u koni
0,2 mgkg me. LPS E. coli stwierdzili nieznaczny
spadek zawarto$ci fibrynogenu. Burrows (5, 6) po
0,3 mg LPS E. coli.kg mc. w jednym z do$wiadczen
wykonanym u koni nie wykazal zmian w stezeniu
fibrynogenu, natomiast w innym badaniu u jednej
z grup koni uzyskal po ten samej dawce minimalny
wzrost, podczas gdy w innej grupie, ktéra otrzymala
cztery dawki po 0,1 mg/kg m.c. co 3 godz. nastapit
istotny wzrost koncentracji fibrynogenu, ale dopiero
po 24 godzinach.

Zdaniem Schalma (31) oraz Morrisa i Beacha (28)
w trakcie ostrych reakcji, gléwnie zapalen, w watro-
bie konia nastepuje intensywne wytwiarzanie fibry-
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nogenu. W oparciu o powyzsze stwierdzenia mozna
sadzié, ze w przypadku wprowadzenia pirogennych
dawek endotoksyny podaz fibrynogenu przekracza jego
zuzycie zwigzane z zaburzeniami krzepnigcia. Brak
hiperfibrynogenii w badaniach Frauenfeldera i wsp.
(12) oraz Burrowsa, (6) zwigzany jest prawdopodobnie
ze stosowaniem dawek letalnych endotoksyny, po kto-
rych zuzycie fibrynogenu jest tak duze, ze nawet
znaczne mozliwo$ci konia dotyczace wytwarzania lub
uruchamiania rezerw fibrynogenu sg zaledwie wystar-
czajace do zniwelowania zwiekszonego zapoirzebowa-
nia. Inne gatunki zwierzgt prawdopodobnie nie majg
takiej latwo$ci wytwarzania fibrynogenu 1 dlatego
stezenie jego w tego typu zaburzeniach krwi jest zaw-
sze obnizone niezaleznie od stosowanej dawki. Wedlug
Schalma (31) zawarto$¢ fibrynogenu w plazmie koni
jest lepszym wskaznikiem ostroéci stanu zapalnego niz
ogélna liczba leukocytow. Stwierdzona w badaniach
wlasnych zawartosé fibrynogenu powyzej 5,0 g1 wska-
zuje wg tego autora na weczesny proces zapalny, pod-
czas gdy stezenie zblizone do 10,0 g1 $wiadczy o za-
awansowanym ostrym procesie lub o stanie chronicz-
nym. Wysoka produkcja fibrynogenu zdaniem Schalma
(31) utrzymuje sie przez okres 5—7 dni, co rowniez
wyjaénia dlugie utrzymywanie sie wyzsze] zawartoSci
fibrynogenu w przedstawionych badaniach wiasnych.
W przypadkach klinicznych schorzen u koni, szczegol-
nie ktéorym towarzyszy zespol DIC, stwierdza sig
wzrost stezenia fibrynogenu i trombocytopenig (16, 28,
37). Przytoczone naturalne zachorowania koni, u kto-
rych w wiekszo$ci stwierdzono zakazenia ogoéine lub
lokalne drobnoustrojami Gram-ujemnymi, sa odpo-
wiednim materialem do poréwnan z wynikami badan
doéwiadezalnych z uzyciem endotoksyny. W natural-
nym i sztucznym modelu choroby uzyskano wyniki
zbieine szczegolnie w  zakresie zaburzen hemostazy.

Reasumujgc mozna stwierdzi¢, ze u keni w wyniku
dzialania endotoksyny podanej dozylnie w dawce
0,1 ug/kg m.c. nastapil wzrost temperatury wewnetrz-
nej tulowia, skrocenie czasu krzepniecia krwi, wzrost

ELLIS W. A,, MONTGOMERY J. M., MC PARLAUD P. J.:
Studia eksperymentalne nad szczepionks zawicrajaca Lep-
tospira interrogans serovar. bratislava. (An experimental
study with a Leptospira interregans sercovar. bratislava
vaceine), Vet. Rec. 125, 319—321, 1989 (12)

Zakazenia $win wywotane przez leptospiry nalezace do
grupy serclegicznej Australia stanowis ostatnio bardzo po-
wazny problem w Eurcpie i w Ameryce Péinocne]j. Czesto
od maciar ze schorzeniami narzadu rodnego izoluje sig
sercvar. lora, muenchen i bratislava. Stad tez podjeto prébe
opracowania eksperymentalnej szezepionki zapobiegajgce]j
zakazeniom leptospirowym u $§win. Domieéniowe szczepienie
prosiat w wieku 16 tyg. zycia dwiema dawkami bakteryny
1.. intsrrogans serovar. bratislava w odstepie 2 tygodni
chroniio $§winie przed zakaz2niem nerek po challenge zja-
dliwym szczepem homologicznym przeprowadzonym po 6 ty-
godniach po zakonczeniu szczepienia. Jednakze szczepienie
nie chronilo przed zakazeniem przeprowadzonym po 26 ty-
godniach po szczepieniu. Pomimo, Ze szczepienie chronito
przed zakazenizm nerek, to jednak od dwéch szczepionych
zwierzat wyizolowano z krwi 3 dnia po zakazeniu serovar.
bratislava. Uzyty do challenge szczep namnazat sie w su-
rowicy krwi pomimo dos¢ wysokiego miana swoistych prze-
ciwcial.
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GUITTRE C., BLANCON J.,, CGAPPUIS G., DESMET-
TRE P., PASTORET P. P.: Skutecznos$¢ przynety w szcze-

Medyeyna Wet. 47 (3)

koncentracji fibrynogenu w plazmie oraz zmniejszenie
liczby krazacych we krwi plytek. Efektem dzialania
endotoksyny byla wiec indukcja proceséw zapalnych
oraz aktywacja uktadu krzepniecia krwi.
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pieniu lisow przeciwko wsciekliZnie zrekombinowanym wi-
rusem ospa-wsecieklizna, (Efficacy of a baiting-system for
vaecinating foxes rabies with vaccinia-rabies recombinant
virus). Vet. Rec. 127, 165—167, 1990 (7)

0d 1578 1. w licznych krajach Eurcpy sa stosowane pow-
szechnie peroralne szczepienia dzikich liséw przeciwko
wéciekliznie szezepionka SAD, szcezzpem standardowym lub
zmodyfikowanym B19 atenuowanym wirusa wécieklizny.
Jednakze uzycie szczepu atenuowanego budzi kcntrowersje
ze wzgledu na jego stabilno$é oraz bezpieczenstwo szcze-
pien. Uzyta szezepy sa przy tym patogenne dla gryzoni la-
borateryjnych i dzikich i s3 wrazliwe na ogrzewaniz. W ce-
iu unikniecia tych niedoboréw wyprodukowano szczepionkeg
zawizrajaca rekcmbinant wirus cspy-wirus wscieklizny
(10% TCID50). Skutzscznosé tej szczepionki zastosowane]j pz-
roralnie przebadano na lisach trzymanych w niswoli (3 gru-
py zwierzat). Lisy z grupy 1 otrzymaly jaedng, z grupy 2
dwiz, a z grupy 2 trzy dawki szczepionki przez trzy kolejne
dni. Zastosowanie w szczepicnc2 OTC jako markera biclo-
gicznego wskazuj2 na pobranie prz:z kazds zwierze co naj-
mniej j=dnej dawki szczepionki. Po 30 dniach po szczepie-
niu serokonwersja w stosunku do wirusa wécieklizny wy-
stapila u 15 (83%) liséw, a dla wirusa ospy o 14 (78%)
lisdbw. Szesnagcie z 18 lisow (88%0) byla odporna na zaka-
z2nie 30 dnia zjadliwym szczepem wirusa wscizklizny., Je-
den lis byl w pezini odporny pomimo braku w surowicy
przaciwcial dla wirusa wscieklizny.
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