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Parameters of non-specific immunity after ovariohysterectomy in bitch

Summary

Ovariohysterectomy is the treatment of choice for pyometra and a common contraceptive method for bitches.
The effectiveness of preventing the postoperative complications depends largely on the proper monitoring
of the health condition of bitches. The non-specific immunity parameters in the postoperative period are
evaluated using the NBT test as well as determining the phagocytic index, percentage of phagocytizing cells,
lysozyme activity, serum levels of total protein and its globulin fraction.

Our study shows that the values of selected parameters of non-specific immunity provide valuable infor-
mation concerning the end of inflammatory reaction caused by the discontinuity of tissues in the normal
postoperative course. Moreover, the data obtained indicate that such parameters may be used in routine
diagnostic procedures of early postoperative complications.
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Psy jako zwierzgta towarzyszace staly si¢ nieodzow-
nym elementem zycia cztowieka 1 sa czgsto traktowa-
ne na rowni z cztonkami rodziny. Sprawia to, ze pro-
blemy zdrowia tych zwierzat, w tym schorzenia ukta-
du rozrodczego, staja si¢ niezmiernie wazne dla ich
wilascicieli. W ostatnich latach obserwujemy dwa zja-
wiska dotyczace psow. Z jednej strony, stosunkowo
szybko ros$nie liczba pséw prawidlowo zywionych
1 pielggnowanych, z drugiej zas, coraz czgsciej poja-
wia si¢ problem ich bezdomnosci. Niekontrolowana
liczba urodzen wsrdéd pséw bezdomnych jest przyczy-
na nadmiernego wzrostu ich populacji. Stad tez w celu
ograniczenia ich liczebnosci, a w przypadku pséw po-
siadajacych wiascicieli — kontrolowania liczby uro-
dzen, stosowana jest antykoncepcja. Znane sa dwie
gléwne metody antykoncepcji: farmakologiczna oraz
chirurgiczna. Pomimo szerokiego wyboru i dostepnos-
ci preparatow farmakologicznych przeznaczonych dla
celow antykoncepcyjnych u suk, ich stosowanie nadal
nie jest w petni bezpieczne. Zastosowanie antykoncep-
cji farmakologicznej u tego gatunku zwierzat w nie-
odpowiednim momencie cyklu rujowego moze pro-
wadzi¢ do zmian w blonie §luzowej macicy i rozwoju
ropomacicza. Druga metoda antykoncepcyjna — chi-
rurgiczna, ma na celu trwate pozbawienie suk zdol-
nosci rozrodczych. Jest to zabieg ovariohysterectomii
(sterylizacji), polegajacy na operacyjnym usunigciu ma-
cicy wraz z jajnikami. Ovariohysterectomia jest row-
niez metoda z wyboru w leczeniu ropomacicza u suk,

ktore nalezy do najczestszych schorzen uktadu rozrod-
czego (10).

Przebieg okresu pooperacyjnego jest scisle zwiaza-
ny ze stanem odpornosci organizmu, zwlaszcza z jej
nieswoistymi mechanizmami komoérkowymi. Gtow-
nym komorkowym mechanizmem odpornosci natural-
nej bioracym udzial w eliminacji infekcji jest fagocy-
toza, w ktorej najwazniejsza rolg odgrywaja neutrofile
stanowiace pierwsza lini¢ obrony (3, 8, 13, 15, 22).
W nieswoistej odpornosci komdrkowej uczestnicza
rowniez makrofagi, jednakze ich udziat w procesie fa-
gocytozy jest mniejszy i przebiega wolniej w poréw-
naniu do komorek polimorfonuklearnych (PMN) (2,
7, 22).

Z przegladu pisSmiennictwa wynika, ze sprawno$¢
oraz wzajemna harmonia pomig¢dzy humoralnymi i ko-
moérkowymi mechanizmami odpornosci nieswoistej
warunkuje szybki powrdt pacjenta do zdrowia po za-
biegach chirurgicznych. Wszelkie zaburzenia funkcji
tych mechanizméw w okresie pooperacyjnym sa glow-
na przyczyna rozwoju infekcji przyrannych, wywoty-
wanych zwlaszcza przez drobnoustroje oportunistyczne
(16, 18, 23). Ponadto, rozwijajace si¢ w tym okresie
infekcje, przy braku zastosowania wiasciwej terapii
przyczynowej prowadza do wydtuzenia okres rekon-
walescencji, niekiedy moga by¢ rowniez bezposred-
nig przyczyna zgonu pacjenta (4, 16, 26, 28). Dlatego,
mozliwo$¢ zapobiegania wystapieniom komplikacji po
zabiegach chirurgicznych zalezy w duzym stopniu od



wlasciwego monitoringu stanu czynnosciowego ukta-
du immunologicznego. Stala jego kontrola umozliwia
wczesne wykrycie zaburzen homeostazy wewngtrznej
organizmu oraz podjgcie szybkiej interwencji w celu
jej przywrocenia (20).

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie
ksztaltowania si¢ wybranych wskaznikow nieswoistej
odpornosci komorkowej i humoralnej po zabiegach
ovariohysterectomii u suk.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 20 sukach r6znych ras oraz
bezrasowych. Zostaty one podzielone na dwie grupy doswiad-
czalne. Grupg I (n = 10) stanowity suki pochodzace ze Schro-
niska dla Bezdomnych Zwierzat w Lublinie, ktore w okresie
poprzedzajacym zabieg zostaty poddane badaniu kliniczne-
mu, zgodnie z planem badania ginekologiczno-potozniczym
oraz badaniom dodatkowym. W oparciu o uzyskane wyniki
badan zwierzeta zakwalifikowano do grupy suk zdrowych
znajdujacych si¢ w fazie anoestrus, u ktoérych wykonano
zabieg sterylizacji chirurgicznej (ovariohysterectomii). Grupg
II (n = 10) stanowity natomiast suki z ropomaciczem, u kto-
rych wykonano zabieg amputacji chorobowo zmienione;j
macicy i jajnikow.

Obie grupy zwierzat zostaly poddane zabiegowi ovario-
hysterectomii zgodnie z og6lnie przyjetymi zasadami w za-
biegach chirurgicznych. Przed przystapieniem do operacji
zwierzgta poddano premedykacji przy uzyciu ksylaziny
w dawce 2 mg/kg m.c. (prep. Rometar 2%® — Spofa, Repub-
lika Czeska) 1 atropiny w dawce 0,05 mg/kg m.c. (prep. Atro-
pinum sulfuricum® — Polfa, Polska). Nastepnie suki wpro-
wadzono w stan znieczulenia ogdlnego dysocjacyjnego przy
pomocy ketaminy (prep. Narkamon 5%® — Spofa, Republi-
ka Czeska) w dawce od 5 do 15 mg/kg m.c. w zaleznos$ci od
indywidualnych reakcji zwierzat poddanych znieczuleniu.
Od wszystkich suk do§wiadczalnych pobierano krew z zyty
dostopowej (vena saphena) w nastgpujacych przedziatach
czasowych: przed zabiegiem (proba 0), a nastgpnie 24 godz.
(I pobranie), 72 godz. (II pobranie), 120 godz. (III pobra-
nie), 240 godz. (IV pobranie) oraz 408 godz. (V pobranie)
po ovariohysterectomii. Krew pobierano kazdorazowo do
jalowych probéwek wirdwkowych oraz jatowych probowek
silikonowych typu vakuette-9 ml (Greiner Labortechnik
GmbH, Austria), zawierajacych heparyng w ilosci 20 j.m.
na 1 ml krwi. Surowicg uzyskiwano po odwirowaniu pelne;j
krwi przez 10 minut (3000-4000 obr./min.), po czym zamra-
zano ja w temperaturze —76°C (Polar 110 H) i przetrzymy-
wano do momentu wykonania oznaczen. W petnej krwi wy-
konano test redukcji NBT metoda cytochemiczna w warian-
cie spoczynkowym i stymulowanym wg Parka i wsp. (19),
okreslono aktywno$¢ fagocytarng oraz indeks fagocytarny
przy uzyciu standardowego szczepu Staphylococcus aureus
206P (6). Ponadto w surowicy krwi oznaczano aktywno$¢
lizozymu metoda turbidymetryczna (21), poziom biatka cal-
kowitego i jego frakcje¢ globulinowa metoda Lowry (11).
Wyniki badan poddano analizie statystycznej obliczajac $red-
nia, odchylenie standardowe oraz istotnos$¢ roznic. Porow-
nanie $rednich parametréw wewnatrzgrupowych do wartos-
ci wyjsciowej (przed zabiegiem) dokonano na podstawie
analizy zmienno$ci (test t-Studenta). Istotno$¢ rdznic okres-
lono przy p < 0,051ip < 0,01.
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Wyniki i omowienie

Sprawny uktad komorek fagocytarnych stanowi je-
den z podstawowych mechanizméw odpornosci prze-
ciwzakaznej macicy. W przypadku wystapienia infekcji
dominujaca populacja komoérek zernych w macicy sa
neutrofile przenikajace z krwi obwodowej do ogniska
zapalnego, ktére stanowia mechanizm szybkiego reago-
wania (5, 12, 13, 14, 22). W badaniach wlasnych wyka-
zano (ryc. 1, ryc. 2), ze u suk z ropomaciczem (grupa II)
przed zabiegiem $rednie wartosci badanych wskazni-
kéw komorkowej odpornosci nieswoistej byty nizsze
w poréwnaniu do ich warto$ci w grupie suk zdrowych
(grupa I). Parametrem okreslajacym aktywnos$¢ meta-
boliczna neutrofiléw jest zdolnos¢ redukcji bigkitu ni-
trotetrazoliowego okreslana za pomoca testu NBT. Spad-
kowi wartosci testu NBT towarzyszyt 2-krotny spadek
odsetka komorek fagocytujacych (ryc. 3) 1 wartosci in-
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Ryec. 1. Spontaniczna zdolno$¢ komoérek PMN krwi obwodo-
wej u suk do redukcji NBT w przebiegu doswiadczenia (%)
Objasnienia: grupa I — suki zdrowe poddane sterylizacji chirur-
gicznej; grupa II — suki z ropomaciczem poddane zabiegowi ova-
riohysterectomii; A —roznice statystycznie istotne w porownaniu
do wartosci wyjsciowej (p < 0,05); B — rdznice statystycznie
istotne w poréwnaniu do warto$ci wyjsciowej (p < 0,01); Kolej-
no$¢ pobran: 0 — przed zabiegiem, 1 — 24 godziny po zabiegu
(1. doba), 2 — 72 godziny po zabiegu (3. doba), 3 — 120 godzin po
zabiegu (5. doba), 4 — 240 godzin po zabiegu (10. doba), 5 — 408
godzin po zabiegu (17. doba)
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Ryc. 2. Stymulowana zdolno$¢ komoérek PMN krwi obwodo-
wej u suk do redukcji NBT w przebiegu doswiadczenia (%)
Objasnienia: jak przy ryc. 1
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deksu fagocytarnego (ryc. 3). Mozna zatem sadzi¢, ze
zaobserwowany u suk chorych spadek aktywnosci tle-
nowej neutrofildéw w tescie NBT szczegdlnie w wersji
stymulowanej, aktywnosci fagocytarnej 1 indeksu fago-
cytarnego w poréwnaniu do suk zdrowych, przemawia
za imnunosupresja nieswoistych mechanizméow obron-
nych uktadu immunologicznego. Podobne wyniki uzys-
kali Krzyzanowski i wsp. (9), MojziSova i wsp. (15) oraz
Vandeplassche i wsp. (27). Potwierdzeniem wystgpo-
wania immunosupresji u suk z ropomaciczem jest utrzy-
mywanie si¢ rOwniez niskiego poziomu surowiczego
biatka catkowitego i1 spadek st¢zenia jej frakcji globuli-
nowej (ryc. 5).

Wiasciwa funkcja komoérek fagocytarnych stanowi
jeden z podstawowych mechanizméw warunkujacych
prawidlowy przebieg okresu pooperacyjnego u suk po
ovariohysterectomii. Efektem dysfunkcji neutrofilow
w okresie pooperacyjnym moze by¢ infekcja, co w kon-
sekwencji moze prowadzi¢ do wydtuzonego okresu hos-
pitalizacji, rekonwalescencji, a niekiedy nawet do zejs¢
smiertelnych. U suk z ropomaciczem (grupa II) w pierw-
szej dobie po ovariohysterectomii zaobserwowano istot-
ny wzrost, w poréwnaniu do wartosci przed zabiegiem,
srednich wartosci PMN NBT dodatnich (ryc. 1, ryc. 2),
odsetka komorek wykazujacych aktywnos¢ fagocytar-
ng (ryc. 3) i wartosci indeksu fagocytarnego (ryc. 3).
Natomiast u suk zdrowych (grupa I) w pierwszych pig-
ciu dobach po zabiegu stwierdzono istotny spadek $red-
nich wartosci testu NBT w wersji spoczynkowej przy
utrzymujacych SIQ na zblizonym poziomie wartosci tes-
tu NBT w wersji stymulowanej w stosunku do wartos$ci
przed zabiegiem (ryc. 1, ryc. 2). Towarzyszyt temu nie-
znaczny wzrost odsetka komoérek fagocytujacych oraz
warto$ci indeksu fagocytarnego (ryc. 3). Wzrost aktyw-
nosci metabolicznej i fagocytarnej neutrofilow u suk
grupy II w pierwszych dniach po zabiegu ovariohyste-
rectomii moze §wiadczy¢ o stopniowym przywracaniu
prawidtowych mechanizméw komorkowej odpornosci
nieswoistej. Natomiast u suk zdrowych, w prawidtowym
okresie pooperacyjnym obnizona aktywno$¢ tlenowych
mechanizmow bojczosci neutrofilow po ovariohysterec-
tomii moze wynika¢ z samego stresu, jakim jest zabieg
chirurgiczny oraz z rozwoju miejscowego odczynu za-
palnego wywotanego przerwaniem ciaglosci tkanek.
Zdaniem MojziSova i wsp. (14), Nishina i wsp. (17) oraz
Vallejo 1 wsp. (25), ostabienie aktywnosci metabolicz-
nej neutrofildow w pierwszych godzinach po zabiegu
chirurgicznym moze by¢ dodatkowo efektem dziatania
lekow anestezjologicznych.

W ostatnich dwdch terminach badan, u suk w grupie
IT nastapit dalszy wzrost srednich wartosci testu NBT
w obu jego wersjach oraz indeksu fagocytarnego i byly
one najwyzsze w toku catego doswiadczenia, jednakze
nizsze w poréwnaniu do suk grupy I. Swiadczy to o przy-
wracaniu prawidtowych funkcji biologicznych komo-
rek fagocytarnych w obu grupach suk w wyniku stop-
niowego ustgpowania miejscowego odczynu zapalne-
go spowodowanego zabiegiem, a w przypadku suk gru-
py II dodatkowo likwidacja odczynu zapalnego w dro-
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Ryec. 3. Ksztaltowanie si¢ odsetka komdérek fagocytujacych
oraz Srednie wartosci indeksu fagocytarnego komorek PMN
krwi obwodowej u suk w przebiegu do$wiadczenia
Objasnienia: jak przy ryc. 1
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Ryc. 4. Bakteriolityczna aktywnos¢ lizozymu w surowicy krwi
suk w przebiegu do$wiadczenia (ng/ml)
Objasnienia: jak przy ryc. 1
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Ryc. 5. Surowiczy poziom biatka calkowitego (g/1) i frakcji
globulinowej (g/1) u suk w przebiegu do$wiadczenia
Objasnienia: jak przy ryc. 1

gach rodnych. Podobne wyniki uzyskali MojZiSova
1 wsp. (14, 15).

W badaniach wlasnych stwierdzono, ze zmianom
wartos$ci parametrow nieswoistej odpornosci komorko-
wej u suk doswiadczalnych towarzyszyly zmiany oce-



nianych wskaznikow humoralnych. Pierwszym z nich
byta aktywno$¢ lizozymu (LZM). U suk w obu grupach
doswiadczalnych przed zabiegiem $rednie wartos$ci li-
zozymu utrzymywaty si¢ na podobnym poziomie
(ryc. 4). W grupie I suk, po zabiegu ovariohysterecto-
mii $rednie wartosci LZM we wszystkich terminach
oznaczen ksztaltowaty si¢ na poziomie zblizonym do
wartosci wyjsciowych, co §wiadczy, ze zabieg chirur-
giczny nie wptywa na zmiany bakteriolitycznej aktyw-
nosci lizozymu. Natomiast u suk grupy II po zabiegu
ovariohysterectomii stwierdzono w kolejnych terminach
oznaczen stopniowy wzrost §rednich wartosci LZM
w stosunku do wartosci poczatkowej. Wzrost aktywnos-
ci lizozymu u suk grupy I w poszczeg6lnych dniach po
zabiegu dodatnio korelowal ze wzrostem aktywnosci fa-
gocytarnej neutrofilow. Mozna zatem przypuszczac, ze
wzrost poziomu LZM byl wynikiem stopniowego przy-
wracania prawidtowej funkcji biologicznej neutrofilow,
ktore sa gtbwnym zrodtem jego produkcji.

Kolejnym ocenianym parametrem w surowicy krwi
u suk doswiadczalnych byto biatko catkowite oraz jego
frakcja globulinowa (ryc. 5) Z danych literaturowych
wynika, ze oznaczanie poziomu biatka ca{kownego jest
przydatne w diagnostyce toczacego si¢ zapalenia (1).
Za syntezg oraz rozpad biatka catkowitego i jego frakcji
odpowiedzialna jest przede wszystkim watroba, jednak-
ze duzy udzial w jego produkcji ogrywa réwniez uktad
siateczkowo-$rodbtonkowy. Jednym z podstawowych
mechanizmow regulujacych poziom biatka w organizmie
jest przeciwstawne zachowanie si¢ albumin i globulin,
z ktorych za produkcje przeciwcial odpowiedzialna jest
przede wszystkim frakcja gammaglobulinowa (24). Za-
obserwowane w dniu rozpoczgcia doswiadczenia wy-
raznie nizsze stgzenie biatka catkowitego w surowicy
krwi u suk grupy I w poréwnaniu do suk zdrowych
(ryc. 5) mozna thumaczy¢ spadkiem poziomu albumin
na skutek ich przesunigcia do przestrzeni pozanaczy-
niowych spowodowanego ropomaciczem oraz ich
zwigkszonym wydalaniem z organizmu przez uszkodzo-
ne w wyniku intoksykacji nerki (9, 24). Towarzyszyt
temu rowniez spadek st¢zenia frakcji globulinowe;j
w surowicy krwi (ryc. 5), co prawdopodobnie byto zwia-
zane ze wzmozonym przenikaniem immunoglobulin,
zwlaszcza klasy IgG, z surowicy do ogniska zapalnego
w macicy. W stanach zapalnych oprocz infiltracji neu-
trofilow do endometrium, ktore uczestnicza we wczes-
nej fazie odpowiedzi immunologicznej macicy na za-
kazenia bakteryjne, nastgpuje dodatkowo bierny trans-
port surowiczych immunoglobulin klasy IgG. Potwier-
dzeniem tego jest utrzymujace si¢ u suk grupy II,
w pierwszych trzech dobach po zabiegu nizsze st¢zenie
biatka catkowitego i jego frakcji globulinowej. Nato-
miast stw1erdzony w tej gruple suk w ostatnim terminie
oznaczen wzrastajacy poziom biatka caikownego 1 frak-
cji globulinowej wskazuje na wygasanie odczynu za-
palnego.

Podsumowujac uzyskane wyniki badan wilasnych
nalezy stwierdzi¢, ze ropomacicze jest schorzeniem,
w przebiegu ktérego dochodzi do supresji komoérkowych
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1 humoralnych mechanizméw odporno$ci nieswoiste;.
Ksztaltowanie si¢ poziomoéw wybranych wskaznikow
odpornosci nieswoistej w prawidlowym przebiegu okre-
su pooperacyjnego dostarcza cennych informacji odnos-
nie do czasu wygasania odczynu zapalnego u suk po
ovariohysterectomii spowodowanego przerwaniem ciag-
tosci tkanek. Uzyskane dane wskazuja jednoczesnie na
mozliwo$¢ ich wykorzystania jako przydatnych wskaz-
nikdw w monitorowaniu okresu pooperacyjnego u suk.
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