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Ocena odczynu fagocytarnego i leukergicznego u królików po kumarynie 
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The Evaluation of Phagocytic and Leukergic Reaction in Rabbits 
after the Administration of Coumarin 

Kumaryna (a-benzo-piron; C,H;O>) i szereg jej pochodnych mają wieloraki wpływ 
ną organizm zwierzęcia. Związki te działają spazmolitycznie, żółcio- i limfopędnie, 
zmieniają przepuszczalność śródbłonka, działają także uspokajające (1, 2, 10, 11, 15). 
Wykazano również, że zarówno kumaryna, jak i wyciąg z nostrzyka wpływają 
korzystnie na przebieg miejscowych procesów zapalnych i ropnych (2, 3, 4, 8). Zwró- 
cono też uwagę na łagodniejszy przebieg salmonellozy u kur otrzymujących kuma- 
rynę doustnie (8). W innych obserwacjach stwierdzono, że dootrzewnowe lub do- 
żylne podanie kumaryny w ilości 0,025 g/kg powodowało leukocytozę, której towa- 
rzyszył wzrost ilości granulocytów obojętnochłonnych. Największe nasilenie tych 
zmian następowało po 6 godzinach od podania preparatu (12). 

Biorąc pod uwagę korzystny wpływ kumaryny na przebieg niektórych procesów 
chorobowych i fakt że powoduje ona wzrost ilości komórek o zdolnościach żernych, 
postanowiono prześledzić, czy taki charakter jej działania nie wiąże się z wpływem 
na odczyn fagocytarny i leukergiczny. 

MATERIAŁ I METODY 

Doświadczenia przeprowadzono na 20 królikach obu płci, mieszańcach, wieku 
około jednego roku, o ciężarze 2,8—3,5 kg. Żywiono je ustaloną dietą. Zwierzęta 
podzielono na trzy grupy. Pierwsza liczyła 10 królików. Podawano im jednorazowo 
dootrzewnowo najpierw płyn fizjologiczny, a następnie roztwór kumaryny. Druga, 
złożona z 5 sztuk, otrzymywała trzykrotnie w odstępach 24 godz. dootrzewnowo płyn 
fizjologiczny, a następnie roztwór kumaryny. Trzecia, licząca 5 sztuk, otrzymywała 
oba roztwory jednorazowo w iniekcjach dożylnych. Płyn fizjologiczny podawano 
w ilościach takich jak roztwór kumaryny. Kumarynę rozpuszczoną w 0,9% NaCl 
otrzymywały zwierzęta w roztworze 0,5% w ilości 0,025 g/kg. 
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U badanych zwierząt oznaczano ilość krwinek białych, obraz Schillinga, odczyn 
fagocytarny i leukergiczny. Oceniano najpierw wymienione wskaźniki u zwierząt 
przed iniekcją, a następnie po podaniu 0,9% NaCl i z kolei po wprowadzeniu roztwo- 
ru kumaryny. Po każdej iniekcji przeprowadzano oznaczenia po 6 i 24—36 godzi- 
nach, pobierając krew do oceny z żyły brzeżnej ucha. 

Ilość krwinek białych i obraz Schillinga określano według ogólnie przyjętych 
zasad. Odczyn leukergiczny wykonywano w oparciu o metodę podaną przez Pin- 
kiewicza (13). Odczyn fagocytarny przeprowadzano według Huddlesona (7) 
i Harrisa (6) metodą podaną również przez Wołoszyna (15). Odczyn tea 
przeprowadzano z gronkowcem złocistym, pochodzącym ze szczepu wzorcowego Sta- 
phylococcus aureus 209 P. Posługiwano się spłuczyną bakteryjną, o gęstości 900 000 000 
komórek w 1 ml zawiesiny, którą sporządzano w dniu pobierania krwi z 24-godz. 
hodowli agarowej. Odpowiednią ilość zawiesiny bakteryjnej, zmieszanej z krwią, 
wstawiano na 30 minut do łaźni wodnej o temp. 37”C. Potem sporządzano rozmazy 
i barwiono preparat. W trzech rozmazach każdej próbki krwi odszukiwano po 50 
granulocytów obojętnochłonnych, obliczając w każdym z nich ilość sfagocytowa- 
nych bakterii, a wynik końcowy fagocytozy zapisywano jako średnią otrzymaną 
z trzech preparatów. . 

Stopień fagocytozy u każdego królika określano przez ustalenie liczby granulo- 
cytów obojętnochłonnych, w których nie stwierdzono bakterii oraz liczby leukocy- 
tów, które sfagocytowały od 1 do 5 bakterii, od 6 do 15, od 16 do 30 i powyżej 30. 
Następnie obliczano wskaźnik fagocytarny dla każdego zwierzęcia przy zastosowa- 
niu współczynnika, przyjętego dla niefagocytujących granulocytów, za 0, dla leuko- 
cytów fagocytujących bakterie od 1 do 5 za 1, od 6 do 15 za 2, od 16 do 30 za 
3, a powyżej 30 za 4. Wskaźnik fagocytarny jest sumą wszystkich fagocytu- 
jących leukocytów, a sposób jego obliczania podaje tab. 1. Wyniki poddano analizie 
statystycznej. Kumaryna pochodziła z firmy The General and Pharmaceutical Co Ltd. 
Zawiesinę szczepu wzorcowego przygotowano w Instytucie Chorób Zakaźnych Wydz. 
Wet. AR w Lublinie. 
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WYNIKI 

Wartości wyjściowe badanych parametrów obliczono z oznaczeń wy- 
konanych przed i po podaniu płynu fizjologicznego, ponieważ kształto- 
wały się one podobnie u wszystkich królików. Nie stwierdzono też istot- 
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nych różnie w wynikach po jednorazowym lub trzykrotnym podaniu 
kumaryny w iniekcjach dootrzewnowych i dożylnych, a więc i w tym przy- 
padku wyniki oceniano łącznie z każdego oznaczenia. 

Porównując wartości wyjściowe badanych wskaźników z otrzyma- 
nymi po 6 i 36 godzinach od podania 0,025 g/kg kumaryny, stwierdzono 
że ilość krwinek białych wzrosła znamiennie po 6 godzinach z 7000 do 
10000 w 1 mm? i powróciła do wartości wyjściowej po 36 godz. Jedno- 
cześnie nastąpił istotny wzrost ilości granulocytów obojętnochłonnych 
z jądrem pałeczkowatym z 3% do 20%, a granulocytów z jądrem segmen- 
towanym z 34% do 50%. Powrót do wartości wyjściowej następował po 
36 godzinach. Zmianom tym towarzyszył w pierwszych 6 godzinach spa- 
dek ilości limfocytów z 58% do 29%, a ponowny wzrost do wartości nor- 
malnej następował także po 36 godzinach. Otrzymane wyniki dotyczące 
krwinek białych są przedstawione jako średnie wartości ze wszystkich 
oznaczeń (ryc. 1, tab. 2). 

Przeprowadzona ocena wskaźnika fagocytarnego wykazała, że po 6 
godzinach od podania kumaryny wzrósł on trzykrotnie w porównaniu z 
wartością wyjściową (z 10,3 do 30). Przede wszystkim wzrosła znacznie 
ilość granulocytów fagocytujących bakterie od 6 do 15 i od 16 do 30. Poja- 

CA 
tys/imm 60 AB c 

11000 55 4 RJ 
N 4 

10000 Ba 50: N 

9000 45 o 

8000 40 i 
"| | 

7000 ” 35 

6000 30 LB | 

5000 25. A 
4000. 204 N A 

4 

30001 15 * 
mk 

2000 10- RRC 

WI 

         
  

E]-- Ol M-s (CI 

Ryc. 1. Liczba krwinek białych (1), granulocytów obojętnochłonnych z jądrem pa- 
łeczkowatym (2) i segmentowanym (3) oraz limfocytów (4); A — przed iniekcją 
kumaryny, B — 6 godz. po iniekcji kumaryny, C — 36 godz. po iniekcji kumaryny 
Number of leucocytes (1), lympho-indifferent granulocytes with bacilliform (2) and 
segmented nucleus (3) and lymphocytes (4); A — before a coumarin injection, B — 

6 hours after a coumarin injection, C — 36 hours after a coumarin injection 
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Tab. 2. Ilość krwinek białych oraz granulocytów obojętnochłonnych z jądrem pałecz- 
kowatym, segmentowanym oraz limfocytów 

Number of leucocytes, lympho-indifferent granulocytes with bacilliform and segment- 
ed nucleus and lymphocytes 
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* Zmiany wysoce znamienne. 
* A high degree of changes. 

Tab. 3. Wskaźnik fagocytarny 
Phagocytic index 

 

Ilość leukocytów fago- 
cytujących od 0 do 30 Ilość fagocytujących 
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wiły się również leukocyty fagocytujące powyżej 30 bakterii. Wraz z 
powrotem do wartości wyjściowych krwinek białych wskaźnik fagocy- 
tarny malał i po 36 godzinach kształtował się podobnie jak przed poda- 
niem kumaryny. Wskaźnik fagocytarny przedstawiono jako średnią ze 
wszystkich oznaczeń w poszczególnych okresach (tab. 3). Nie stwierdzo- 
no odczynu leukergicznego krwinek białych po kumarynie i po 0,9% 
NaCl. 

OMÓWIENIE 

Stwierdzono, że podanie kumaryny dootrzewnowo lub dożylnie w 
ilości 0,025 g/kg powoduje leukocytozę ze znacznym wzrostem procentu 
granulocytów obojętnochłonnych z jądrem pałeczkowatym i segmento- 
wanym, czemu towarzyszy spadek ilości limfocytów. Zmiany te nara- 
stają w ciągu 6 godzin od iniekcji i po 36 godzinach wracają do stanu 
wyjściowego. Charakter tych przesunięć w obrazie białokrwinkowym w 
pełni potwierdza wyniki otrzymane poprzednio (12). 

Jednocześnie wykazano, że z pojawieniem się leukocytozy i granu- 
locytozy po iniekcji kumaryny zwiększa się również zdolność fagocytarna 
mikrofagów krwi w stosunku do zjadliwego gronkowca złocistego, co 
wykazano w badaniach in vitro. Potwierdza to trzykrotny wzrost wskaź- 
nika fagocytarnego w ciągu 6 godzin od podania kumaryny. Zwiększona 
jego wartość powraca do normalnej po 36 godzinach od iniekcji. 

Podkreślany przez wielu autorów korzystny wpływ kumaryny i po- 
chodnych w procesach zapalnych i ropnych (2, 3, 4, 5, 9) oraz w sal- 
monelozie kur (8) wiąże się prawdopodobnie ze zwiększeniem zdolności 
żernych granulocytów obojętnochłonnych. Możliwość takiego działania 
kumaryny potwierdziły wyniki uzyskane z gronkowcem złocistym. 

Działanie bodźcze kumaryny na wzrost żerności mikrofagów krwi 
rnoże być uwarunkowane również jej wpływem na przepuszczalność śród- 
błonków, na co zwrócono już dawniej uwagę (2, 15). Można sądzić, że 
kumaryna zmienia także właściwości błony półprzepuszczalnej komórki 
bakteryjnej, przez co bakterie stają się bardziej podatne i łatwiej ule- 
gają sfagocytowaniu. Obserwacje nad działaniem kumaryny wydają się 
potwierdzać jej korzystny wpływ na czynność niektórych układów orga- 
nizmu zwierzęcia. Należałoby to chyba wiązać z faktem, że kumaryna 
lub jej pochodne mogą wpływać na poziom grup — SH i na tej drodze 
oddziaływać na procesy metaboliczne organizmu (11, 14). 

Podanie płynu fizjologicznego nie wpływa na ilość krwinek białych, 
obraz Schillinga, odczyn fagocytarny i leukergiczny. Natomiast kuma- 
ryna daje istotne zmiany w obrazie białokrwinkowym i w odczynie fa- 
gocytarnym, nie wpływa jednak na odczyn leukergiczny. 
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WNIOSKI 

1. Kumaryna podana dożylnie lub dootrzewnowo w dawce 0,025 g/kg 
powoduje znamienny wzrost ilości granulocytów obojętnochłonnych Z 
jądrem pałeczkowatym i segmentowanym i spadek ilości limfocytów, przy 
ogólnym zwiększeniu liczby krwinek białych. Zmiany te osiągają swoje 
maksimum po 6 godzinach od iniekcji preparatu. Po 36 godzinach zmie- 
nione wartości krwinek białych wracają do wyjściowych. 

2. Powyższa dawka kumaryny powoduje również wzrost wartości 
wskaźnika fagocytarnego, który osiąga swoje maksimum po 6 godzinach 
od iniekcji i wraca do normy po 36 godzinach. 

3. Kumaryna pobudza zdolność fagocytarną mikrofagów krwi wobec 
zjadliwego gronkowca złocistego. 

4. Kumaryna w dawce 0,025 g/kg nie wpływa na odczyn leukergiczny. 
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PE3IOME 

Onbiram noą4sBeprnu 20 kponukoB. HKMBOTHbie NOJYUMNIM BHyTPKBEHHO MNM 
BHyTpuóproluHo 0,025 r/kr kymapuHa B pacTBope 0,5%. KymapuH pacTBopa- 
nn B (bM3MONOTMUECKOM pacTBope. 

OnpeąeneHo KONMUECTBO NEKKOLMTOB, KapTuHy LllennuHra, QarounuTap- 
Hyro u nehkepruueckyło peakliuio. DarouuTapHyo peakuuro OoLeHuBan ny- 
TEeM NOĄCHHMTbIBAHMA (baroLiuTapHOro noka3aTena, ynoTpeónaa AĄOBMTbIK 30- 
NOTMCTBIA CTA(DHNOKOKK. BbiLieynoMAHyTbie nokazaTenu onpeqenanu y u- 
BOTHbix nepeĄ uHbekujnek, nocne 0,9% NaCl, a zarem nocne BseqąeHua pacT- 
BOopa kyMmapuHa. 

OnpeqeneHo, uTo (bhHZMONOTHUECKHM PACTBOP HE MZMEHAET BEJIMUMHbI KC- 
CHEĄOBAHHbiX napaMeETpoB. JaTo pacTBop kyMapuHa B 4o3e 0,025 r/kr no- 
EnNMan Ha POCT KONMUECTBA NEKKOLKTOB, HEMTPOQKNLHbIX NEKKOLIMTOB C nNa- 

nuM(poLMTOB. Camoe Gonbiuoe nepemelieHue B NeńKOLIMTHOM CMCTEME Ha- 
NOUKOBHĄHbIM M CETMEHTUPOBAHHbIM AĄPAM, A TakKXKE Bbi3BA] yYMEHblUeHue 
cTynuno no MCTEUEHMU 6-TH UACOB NOCJIE WHLEKLIMM KYMAPNMHA. 

BosBpalieHne K MCXOĄHOK BENMUMHE HacTynano nocne 36 4acoB OT npu- 
meHeHua npenapaTa. OĄHOBPeMEHHO C MIZMEHEHKAMM B NEKKOLMTHOKM Kap- 
TuHe Bo3pacTan (barouMTapHbih noka3aTenNb, UTO 3ABKCHNO OT pocTa npo- 
*OPNUBOCTH MMKPOJPAToB KPOBM, NO OTHOLJEHMIO K AĄOBHTOMY 3ONOTKCTO- 
My CTADMNOKOKKY. 

FloBbiiueHHbiń cbarouuTapHbih noka3aTeNb CHWKANCA K MCXOĄHOŃ BENKUK- 
He nocne 36 uacoB. [lpumeHaeMmaa Ą03a kyMapnuHa He Bbi3biBana M3MEHE- 
Hnh nehkeprnuueckoń peaklinu. 

SUMMARY 

Experiments were carried out on 20 rabbits. The animals received 
intravenously or intraperitoneally 0.025 gkg of coumarin in a 0,5% so- 
lution. Coumarin was dissolved in physiological fluid. 
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The number of leucocytes, Schilling's image, phagocytic and leuker- 
gic reactions were determined. Phagocytic reaction was estimated by 
calculating the phagocytic indices using a virulent strain of staphylo- 
coccus aureus. 

The indices mentioned above were determined in the animals before 
injection, and then after the administration of 0.9% NaCl and introduction 
of coumarin solution. 

It was shown that the physiological fluid did not change the values 
of the parameters studied. However, coumarin at a dosage of 0.025 g/kg 
caused a significant increase in the number of leucocytes, lympho indif- 
ferent granulocytes with bacilli form and segmented nucleus, and a 
decrease in the number of lymphocytes. The largest change in the leuco- 
cytic system took place after 6 hrs. from the injection of coumarin. The 
return to the initial values occurred after 36 hrs. from the application 
of the preparation. Simultaneously with the changes in the leucocytic pic- 
ture the phagocytic index increased, which was conditioned by the in- 
crease of phagocytosis of blood macrophages in relation to the virulent 
staphylococcus aureus. The above phagotic index returned to the initial 
state after 36 hrs. The dose of coumarin used did not cause any changes 
in the leukergic test. 


