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Ocena odczynu fagocytarnego i leukergicznego u krolikéw po kumarynie
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nocne NPUMEHEHUs KymapuHa

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 maja wieloraki wplyw
na organizm zwierzecia. Zwigzki te dzialajg spazmolitycznie, zélcio- i limfopednie,
zmieniajg przepuszczalno$é¢ $rodblonka, dzialajg takze uspokajajace (1, 2, 10, 11, 15).
Wykazano rowniez, ze zar6wno kumaryna, jak i wycigg z nostrzyka wplywaija
korzystnie na przebieg miejscowych proces6w zapalnych i ropnych (2, 3, 4, 8). Zwr6-
cono tez uwage na lagodniejszy przebieg salmonellozy u kur otrzymujacych kuma-
ryne doustnie (8). W innych obserwacjach stwierdzono, ze dootrzewnowe lub do-
zylne podanie kumaryny w ilosci 0,025 g/kg powodowalo leukocytoze, ktérej towa-
rzyszyt wzrost iloSci granulocytéw obojetnochlonnych. Najwieksze nasilenie tych
zmian nastepowalo po 6 godzinach od podania preparatu (12).

Biorgc pod uwage korzystny wplyw kumaryny na przebieg niektérych procesOw
chorobowych i fakt ze powoduje ona wzrost iloéci komérek o zdolnogciach zernych,
postanowiono prze$ledzi¢, czy taki charakter jej dzialania nie wiaze sie z wplywem
na odezyn fagocytarny i leukergiczny.

MATERIAL I METODY

Doéwiadczenia przeprowadzono na 20 kroélikach obu plci, mieszancach, wieku
okoto jednego roku, o ciezarze 2,8—35 kg. Zywiono je ustalong dietg. Zwierzeta
podzielono na trzy grupy. Pierwsza liczyla 10 krolikéw. Podawano im jednorazowo
dootrzewnowo najpierw plyn fizjologiczny, a nastepnie roztwér kumaryny. Druga,
zlozona z 5 sztuk, otrzymywala trzykrotnie w odstepach 24 godz. dootrzewnowo plyn
fizjologiczny, a nastepnie roztwér kumaryny. Trzecia, liczaca 5 sztuk, otrzymywala
oba roztwory jednorazowo w iniekcjach dozylnych. Plyn fizjologiczny podawano
w ilo$ciach takich jak roztwér kumaryny. Kumaryne rozpuszczong w 0,9% NaCl
otrzymywaly zwierzeta w roztworze 0,5% w ilodci 0,025 g/kg.
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U badanych zwierzat oznaczano ilo§¢ krwinek bialych, obraz Schillinga, odeczyn
fagocytarny i leukergiczny. Oceniano najpierw wymienione wskazniki u zwierzat
przed iniekcjg, a nastepnie po podaniu 0,9% NaCl i z kolei po wprowadzeniu roztwo-
ru kumaryny. Po kazdej iniekcji przeprowadzano oznaczenia po 6 i 24—36 godzi-
nach, pobierajac krew do oceny z zyly brzeznej ucha.

Ilo§¢ krwinek bialych i obraz Schillinga okre$§lano wedlug ogdélnie przyjetych
zasad. Odczyn leukergiczny wykonywano w oparciu o metode podang przez Pin-
kiewicza (13). Odezyn fagocytarny przeprowadzano wedlug Huddlesona (7)
i Harrisa (6) metodg podang rowniez przez Woloszyna (15). Odeczyn tea
przeprowadzano z gronkowcem zlocistym, pochodzgcym ze szczepu wzorcowego Sta-
phylococcus aureus 209 P. Poslugiwano sie spluczyng bakteryjng, o gesto$ci 900 000 000
komérek w 1 ml zawiesiny, ktoérg sporzgdzano w dniu pobierania krwi z 24-godz.
hodowli agarowej. Odpowiednig ilo§¢ zawiesiny bakteryjnej, zmieszanej z krwig,
. wstawiano na 30 minut do lazni wodnej o temp. 37°C. Potem sporzgdzano rozmazy
i barwiono preparat. W trzech rozmazach kazdej prébki krwi odszukiwano po 50
granulocytow obojetnochtonnych, obliczajage w kazdym z nich ilo§é sfagocytowa-
nych bakterii, a wynik koncowy fagocytozy zapisywano jako $rednig otrzymang
z trzech preparatow. .

Stopien fagocytozy u kazdego kroélika okreS§lano przez ustalenie liczby granulo-
cytow obojetnochtonnych, w ktoérych nie stwierdzono bakterii oraz liczby leukocy-
tow, ktore sfagocytowaly od 1 do 5 bakterii, od 6 do 15, od 16 do 30 i powyzej 30.
Nastepnie obliczano wskaznik fagocytarny dla kazdego zwierzecia przy zastosowa-
niu wspolezynnika, przyjetego dla niefagocytujgcych granulocytéw, za 0, dla leuko-
cytow fagocytujgcych bakterie od 1 do 5 za 1, od 6 do 15 za 2, od 16 do 30 za
3, a powyzej 30 za 4. Wskaznik fagocytarny jest sumg wszystkich fagocytu-
jacych leukocytow, a sposob jego obliczania podaje tab. 1. Wyniki poddano analizie
statystycznej. Kumaryna pochodzila z firmy The General and Pharmaceutical Co Ltd.
Zawiesine szczepu wzorcowego przygotowano w Instytucie Choréb ZakaZnych Wydz.
Wet. AR w Lublinie.

Tab. 1

: Ilo§¢ fagoeytujg- e T, i
Tlo&é sfagocytowa- cych leukoeytow Wsp6lezyn- iy )b

nych bakterii §rednia z 3 roz- nik ilosci fagocytu’ja—
cych leukocytow

mazoéw
0 38 0 0
1—5 6 1 6
6—15 3 2 6
16—30 2 3 6
<30 1 R 1
Wskaznik fagocytarny = 22
WYNIKI

Wartoéci wyjéciowe badanych parametréw obliczono z oznaczen wy-
konanych przed i po podaniu plynu fizjologicznego, poniewaz ksztalto-
waly sie one podobnie u wszystkich krolikow. Nie stwierdzono tez istot-
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nych réznic w wynikach po jednorazowym lub trzykrotnym podaniu
kumaryny w iniekcjach dootrzewnowych i dozylnych, a wiec i w tym przy-
padku wyniki oceniano lacznie z kazdego oznaczenia.

Poréwnujgc wartosci wyjsciowe badanych wskaznikow z otrzyma-
nymi po 6 i 36 godzinach od podania 0,025 g/kg kumaryny, stwierdzono
ze ilo$¢ krwinek bialych wzrosla znamiennie po 6 godzinach z 7000 do
10000 w 1 mm? i powrdcila do wartosci wyjsciowej po 36 godz. Jedno-
cze$nie nastgpil istotny wzrost ilosci granulocytéw obojetnochlonnych
z jadrem paleczkowatym z 3% do 20%, a granulocytéw z jgdrem segmen-
towanym z 34% do 50%. Powr6t do wartosei wyjsciowej nastepowal po
36 godzinach. Zmianom tym towarzyszyl! w pierwszych 6 godzinach spa-
dek ilosci limfocytow z 58% do 29%, a ponowny wzrost do wartosci nor-
malnej nastepowal takze po 36 godzinach. Otrzymane wyniki dotyczace
krwinek bialych sg przedstawione jako $rednie wartosci ze wszystkich
oznaczen (ryc. 1, tab. 2).

Przeprowadzona ocena wskaznika fagocytarnego wykazala, ze po 6
godzinach od podania kumaryny wzrost on trzykrotnie w poréwnaniu z
wartos$cig wyjsciowa (z 10,3 do 30). Przede wszystkim wzrosla znacznie
iloé¢ granulocytéw fagocytujacych bakterie od 6 do 15 i od 16 do 30. Poja-
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Ryc. 1. Liczba krwinek bialych (1), granulocytéw obojetnochlonnych z jadrem pa-

teczkowatym (2) i segmentowanym (3) oraz limfocytéw (4); A — przed iniekcja

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. Ilo§¢ krwinek bialych oraz granulocytow obojetnochionnych z jadrem patecz-
kowatym, segmentowanym oraz limfocytow
Number of leucocytes, lympho-indifferent granulocytes with bacilliform and segment-

ed nucleus and lymphocytes

Granulocyty obo- Granulocyty

jetnochlonne z ja- obojetnochtonne

Leukocyty drem paleczkowa- 1z jadrem seg- Limfocyty
tym mentowanym
s : o 3] 3] (3]
Czas pobierania & = e T ot L ® g
: N o [ o~ [ N [ N o
krwi gz 8 2 @ B 9 2 @ B 9 2 g B O 2
Ch B UL = 0 Brao = (e = @ 3
= H w 20 = 8 © g = 2 © g5 = 2 ) =1
M @ U M a U a U b U
< © [] — o 2 2 (] — 9 Q o L~ ] 2 Q (o] —
2% 2 >y &N o P et o o Sl o > g
Lo e S ictannigg pe Macs gota, ped ocirand yil et = g
o %] o 153 o (%3 o O
B T ST, BRH BEUER SR Gt 8 o 8 o
T L\ Y e Citn wdt B iree Olin il Bin@iol o ordnaideR® Eode o B
Przed iniekcjg ku-
3 50 4 000 +0,15 3 +043 34 +1,22 58 +1,10

maryny (norma)

6 godzin po iniek-
cji kumaryny
24—36 godzin po
iniekeji  kuma- 7200 0,2 +0,49 4 0,1 +0,54 36 0,3

ryny

10000 0,001* %0,13 20 0,001* +0,86 50 0,001*

+1,21 29 0,001* +1,24

+26 5301 +1,73

* Zmiany wysoce znamienne.
* A high degree of changes.

Tab. 3. Wskaznik fagocytarny
Phagocytic index

I10&¢ leukocytow fago-
cytujgeyeh od 0 do 30

Tlo§¢ fagocytujgeych

i> 30 leukocytow
Ilo$¢ sfagocytowanych Wspolezyn-
bakterii @ -y nik © W
R G ey B g8 N
g Qo8 goo Beap. e D oo
5 o B '?" [=} o S o E, 8’ (=] g
g Gne iaaN Sl e A S
0 41,4 26,6 39,5 0 0 0
1=5 6,4 (i 6,7 1 6,4 7.1 6,7
6—15 2,5 10,6 3.8 1,5 3,7 15,9 5,7
16—30 0,1 3,9 2 0,2 7.8
< 30 1,2 3 3,6

Wskaznik fagocytarny

10,3 30,0 12,4
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wily sie réwniez leukocyty fagocytujace powyzej 30 bakterii. Wraz z
powrotem do wartosci wyjsciowych krwinek bialych wskaznik fagocy-
tarny malal i po 36 godzinach ksztaltowal sie podobnie jak przed poda-
niem kumaryny. Wskaznik fagocytarny przedstawiono jako $rednig ze
wszystkich oznaczen w poszcezegolnych okresach (tab. 3). Nie stwierdzo-
no odczynu leukergicznego krwinek bialych po kumarynie i po 0,9%
NaCl.

OMOWIENIE

Stwierdzono, ze podanie kumaryny dootrzewnowo lub dozylnie w
ilosci 0,025 g/kg powoduje leukocytoze ze znacznym wzrostem procentu
granulocytéw obojetnochlonnych z jadrem paleczkowatym i segmento-
wanym, czemu towarzyszy spadek ilosci limfocytéw. Zmiany te nara-
stajg w ciggu 6 godzin od iniekcji i po 36 godzinach wracajg do stanu
wyvjsciowego. Charakter tych przesunie¢ w obrazie bialokrwinkowym w
peini potwierdza wyniki otrzymane poprzednio (12).

Jednoczesnie wykazano, ze z pojawieniem sie leukocytozy i granu-
locytozy po iniekcji kumaryny zwieksza sie rowniez zdolnosé¢ fagocytarna
mikrofagow krwi w stosunku do zjadliwego gronkowca zlocistego, co
wykazano w badaniach in vitro. Potwierdza to trzykrotny wzrost wskaz-
nika fagocytarnego w ciaggu 6 godzin od podania kumaryny. Zwiekszona
jego warto$¢ powraca do normalnej po 36 godzinach od iniekcji.

Podkre$lany przez wielu autoréw korzystny wplyw kumaryny i po-
chodnych w procesach zapalnych i ropnych (2, 3, 4, 5, 9) oraz w sal-
monelozie kur (8) wigze si¢ prawdopodobnie ze zwiekszeniem zdolnosci
zernych granulocytéw obojetnochlonnych. Mozliwosé takiego dzialania
kumaryny potwierdzily wyniki uzyskane z gronkowcem zlocistym.

Dzialanie bodzcze kumaryny na wzrost zernosci mikrofagow krwi
moze by¢ uwarunkowane réowniez jej wplywem na przepuszczalnosé srod-
blonkéw, na co zwrécono juz dawniej uwage (2, 15). Mozna sadzi¢, ze
kumaryna zmienia takze wlasciwos$ci blony pélprzepuszczalnej komorki
bakteryjnej, przez co bakterie stajag sie bardziej podatne i latwiej ule-
gaja sfagocytowaniu. Obserwacje nad dzialaniem kumaryny wydajg sie
potwierdzaé jej korzystny wplyw na czynno$¢ niektorych ukladéw orga-
nizmu zwierzecia. Nalezaloby to chyba wiaza¢ z faktem, ze kumaryna
lub jej pochodne moga wplywaé¢ na poziom grup — SH i na tej drodze
oddzialywaé na procesy metaboliczne organizmu (11, 14).

Podanie plynu fizjologicznego nie wplywa na iloé¢ krwinek bialych,
obraz Schillinga, odczyn fagocytarny i leukergiczny. Natomiast kuma-
ryna daje istotne zmiany w obrazie bialokrwinkowym i w odczynie fa-
gocytarnym, nie wplywa jednak na odczyn leukergiczny.
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WNIOSKI

1. Kumaryna podana dozylnie lub dootrzewnowo w dawce 0,025 g/kg
powoduje znamienny wzrost ilo$ci granulocytow obojetnochlonnych z
jadrem paleczkowatym i segmentowanym i spadek ilosci limfocytow, przy
og6lnym zwiegkszeniu liczby krwinek bialych. Zmiany te osiggaja swoje
maksimum po 6 godzinach od iniekcji preparatu. Po 36 godzinach zmie-
nione wartosci krwinek bialych wracajg do wyjsciowych.

2. Powyzsza dawka kumaryny powoduje réwniez wzrost wartosci
wskaznika fagocytarnego, ktéory osiaga swoje maksimum po 6 godzinach
od iniekcji i wraca do normy po 36 godzinach.

3. Kumaryna pobudza zdolnoé$¢ fagocytarna mikrofagéw krwi wobec
zjadliwego gronkowca zlocistego.

4. Kumaryna w dawce 0,025 g/kg nie wplywa na odczyn leukergiczny.
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PE3KOME

Onbitam nogseprau 20 kponukos. XXMBOTHbIE NONYYUNAU BHYTPUBEHHO MU
sHyTpubprowHo 0,025 r/kr kymapuHa B pactsope 0,5%. Kymapun pactsops-
1 B (PM3MONOrMYECKOM pacTBope.

OnpepeneHo konuuectBo nerkouutos, kaptuHy Lllennuura, darouutap-
HYIO U NeHMKepruyeckyto peakuuio. MaroumuTapHyo peakuuio OUeHMBanu ny-
TeM NOACYUTLIBAHUS (haroLUTapHOro nokasartens, ynorpebnss saoBuTbId 30-
NOTUCTBIM CTa(PUNOKOKK. BbilueynomMsiHyTble nokasaTtenu onpeAensnu y Mu-
BOTHbIX neped uHbekuuew, nocne 0,9% NaCl, a zatem nocne sseseHus pact-
BOPa KyMapuHa.

OnpepgeneHo, 4TO (HU3UONOrMYECKHUI PACTBOP HE M3MEHSET BeNUUYMHBI MC-
cnefoBaHHbIX napameTpos. 3aro pactsop kymapuHa B pose 0,025 r/kr no-
ENIUSN HA POCT KONUYECTBa JIEWKOLMTOB, HEMTPOMMUNIbHBLIX NEWKOLMUTOB C na-
numeouutos, Camoe Bonblwioe nepemeleHne B NEHKOUMTHON CUCTEME Ha-
NOYKOBUAHLIM M CErMEHTMPOBAHHBIM SAPAM, @ TakXXe Bbl3Ban yMeHblUeHue
CTYNUNO NO UCTEYEHMM 6-TU YACOB NOCNE UHBEKLMU KYyMapHHA.

BosBpalieHue K MCXOAHOM BenuumHe HacTynano nocne 36 4acos OT Npu-
meHeHus npenapata. OQHOBPEMEHHO C M3MEHEHWUSIMM B NEHKOLMTHOM Kap-
TUHe BO3pacTan arouuTapHbli Mokasarenb, YTo 3aBMCMIO OT POCTa Npo-
YOPNUBOCTU MUKPOGAroB KPOBM, Mo OTHOLUEHMIO K SAOBUTOMY 30NI0TMCTO-
MY CTadMNOKOKKY. ‘

[MoBbIWeHHbIH (harouuTapHbIi NOKA3aTeNnb CHUMKANCA K UCXOAHOW Benuuu-
He nocne 36 vacos. [NpumeHsemas [03a KyMapuHa He Bbi3biBana M3MeHe-
HUW NEeHKEePruyecKom peaxLium.

SUMMARY

Experiments were carried out on 20 rabbits. The animals received
intravenously or intraperitoneally 0.025 g'’kg 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 QUTEUS.

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.



