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Zachowanie sie odezynu Middlebrooka-Dubosa pod wplywem
ostrego zatrucia olowiem u szczuréow

Maniére d’agir du titre Middlebrook-Dubos sous l’'influence de Pintoxication
aigué par l'acétate de plomb chez les rats

Wplyw zatrué chemicznych na odczyny serologiczne u ludzi sygnalizowany jest
w literaturze i potwierdzaja go obserwacje wlasne (7, 14). Przedmiotem obecnej
pracy byio przesledzenie jak zachowuje sie odczyn Middlebrooka—Dubosa u szczu-
row pod wplywem wprowadzonych duzych toksycznych dawek olowiu.

ORGANIZACJA I METODYKA BADAN

Dla uzyskania odpowiedzi na postawione pytanie nalezalo stworzyé warunki,
w ktorych zwierzeta o okreslonych mianach Middlebrooka poddawane bylyby za-
truciu otowiem, a nastepnie obserwowanoby zachowanie sie tych mian.

1. Rozporzadzajgc wylgcznie hodowlyg bialego szczura laboratoryjnego o blizej
nieokres§lonych cechach fenotypowych nalezalo przeprowadzié szereg obserwacji
wstepnych uwzgledniajgc jednoczeénie, ze male wymiary tego zwierzecia pozwalajg
na pobieranie, bez wywolania zmian w obrazie krwi, jedynie 0,5 ml krwi w odste-
pie 5—7 dni. Z tego wzgledu w toku wykonywanych badan zwierzeta dzielone byly
na mate grupy (4 eksperymentalne i 1 kontrolne), co pozwalato na bardzo dokladne
uwzglednianie podanych wyzej warunkéw. W calo$ci badan uzyto 80 bialych szczu-
réw laboratoryjnych, ktére stanowily drugie pokolenie wlasnego chowu. Zwierzeta
otrzymywaly stale pasze granulowang (20 g dziennie), mleko (10 ml dziennie), wode
w dowolnych ilosciach oraz okresowo marchew. Badane szczury, plci obojga,
byty w wieku 5—9 miesiecy (58% 5-miesiecznych), o wadze 150-—350 g (40% — 270 g).
Badania wykonane byly w okresie od marca do lipca 1966 r.

2. Zwierzeta zatruwano 10% roztworem octanu olowiawego, podawanego jedno-
razowo w ilosci 150 mg/kg wagi ciala, droga dootrzewnowg. Wg Spectora (18),
po zastosowaniu takiej dawki polowa zwierzat powinna pas¢ po uptywie 3—4 dni,
niezaleznie od plei szczura. Dla skontrolowania reakcji zwierzat na czynnik to-
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ksyczny poddano =zatruciu 32 szczury, dodatkowych 8 przyjeto za kontrolne.
U wszystkich zwierzat obserwowano: czas padania, wage ciala, poziom hemoglobiny,
liczbe czerwonych cialek krwi i wystepowanie porfiryn w moczu. (Hemoglebing
oznaczano fotoelektrycznym hemoglobinomierzem typu Haemotest przy uzyciu amo-
niaku w stezeniu 0,04%, przyjmujac za norme 80—100% hemoglobiny (1), czerwone
ciatka krwi obliczano w komorze Thoma—Zeissa i za norme przyjeto 7—9 milionow
w mm?3 (1), porfiryny w moczu oznaczano wg metody de Langen’a i Ten Berg'a (2) —
(mocz zbierano w klatkach metabolicznych w warunkach zabezpieczajacych przed
dzialaniem promieni ultrafioletowych). Otrzymane wyniki wykazaly zgodnosé reakcji
naszej hodowli z obserwacjami innych autoréw (18, 19) w odniesieniu do DL, oraz
typowe odchylenia dla zatrucia olowiem. Ilo$¢ zwierzat padlych w okresie 3—4 doby
utrzymywala sie w normie (50%). Sredni spadek wagi ciala wynosilt 13,7% (kontrole
wykazaly wzrost wagi o 0,9%), spadek hemoglobiny 10,56% (kontrola — wzrost
poziomu hemoglobiny o 2,03%), liczba czerwonych cialek krwi spadla S$rednio
o 12,64% (u zwierzat kontrolnych wzrost liczby czerwonych cialek krwi o 0,17%).
W moczu wszystkich zatrutych zwierzqt pojawily sie porfiryny w wartosciach od
++ do -+++, (u zadnego ze zwierzat kontrolnych porfiryny nie wystapity).

3. Dla oznaczenia poziomu cial przeciwgruzliczych zastosowano odczyn Middle-
brooka-Dubosa (4, 3, 10, 11), ktéry wykonywano uzywajac jako antygenu krwinek
ludzkich grupy 0 uczulonych starg tuberkuling Kocha i trzykrotnie przemytych 1,2%
roztworem NaCl. Surowice rozciericzano od 1:4 do 1:1024 i pozostawiano w tem-
peraturze pokojowej. Wyniki odczytywano po uptywie 18 i 24 godz.

Poniewaz w warunkach naturalnych u szczurdéw nie wystepuje odczyn Middle-
brooka, co jest zgodne ze spostrzezeniami innych autorow (12, 13, 22) i badaniami
wlasnymi, zwierzeta poddano szczepieniu szczepionka BCG typu brazylijskiego.
Wykonano prébne szczepienie 4 siedmiomiesiecznych szczuréw wybranych losowo,
podajac dootrzewnowo kazdemu inng, od 0,1 do 0,4 dawke szczepionki BCG.
U wszystkich tych szczuréw obserwowano w 6 tygodniu po szczepieniu pojawienie
sie dodatnich odczynow Middlebrooka, odpowiednio kolejno: 1:32, 1:128, 1:16,
1:64. Wykonane kontrole metodyczne wykazaly mozliwo$§é przeprowadzenia ekspe-
rymentu celem odpowiedzi na postawione we wstepie pytanie.

WYKONANIE I WYNIKI BADAN

Grupe 30 zwierzat w wieku trzech miesiecy i wadze 105—220 g za-
szczepiono dootrzewnowo 0,2 ml BCG i okresowo kontrolowano nara-
stanie miana Middlebrooka (tab. 1, czes¢ I). Zwierzeta uznano za przy-
gotowane do wprowadzenia olowiu w czasie, gdy dwa kolejne oznaczenia
odczynu Middlebrooka wykazywalty spadek lub brak narastania miana.
Odpowiadato to 7—9 tygodniowi od chwili wprowadzenia szczepionki.
W tym okresie zwierzeta byly juz dojrzale i mialy wiek 5 miesiecy
i wage 150—280 g (270 g — 43,3%). Z grupy tej 24 szczurom podano 10%
roztwor octanu olowiawego, a 6 sztuk przyjeto za kontrole. Nastepnie
wykonano testy diagnostyczne. Otrzymano wyniki: 50% zwierzat padlo
do okresu miedzy 3—4 dobg, spadek wagi 4,5%, spadek hemoglobiny
9,26%, spadek liczby erytrocytow 7,92% oraz u wszystkich zwierzat za-
trutych stwierdzono obecno$é¢é porfiryn w moczu od ++ do +-++.
Jednoczesnie u 6 zwierzat kontrolnych obserwowano: utrzymywanie sie
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wagi ciala na stalym poziomie, wzrost poziomu hemoglobiny srednio
o 0,5%, wzrost ilosci czerwonych ciatek krwi o 0,7%. Porfiryn w moczu
nie stwierdzono.

W tab. 1 (cz. II) zestawione sg dane serologiczne i czas padania zwie-
rzat. Wynika z nich, ze na 24 szczury, ktérym wprowadzono octan olo-
wiu, w wyznaczonym terminie mozna bylo wykona¢ badania jedynie
u 15 zwierzat.

Biorgc pod uwage zachowanie sie odczynu Middlebrooka u kazdego
szczura w calym okresie obserwacyjnym mozna zauwazyé¢:

1. U 9 szczurow w przebiegu obserwacji wystapila zwyzka miana
Middlebrooka w stosunku do najnizszej wartosci przed zatruciem (szczury
nr 2, 9, 12, 15, 16, 17, 18, 20 i 24), przy czym u szczura nr 17 wartosé
miana po zatruciu przekroczyla najwyzszy poziom uzyskany po szcze-
pieniu.

2. U czterech szczurow (nr: 1, 6, 11, 14) poziom miana nie przekroczy!
poziomu przed zatruciem. Szczur nr 1 w pierwszej dobie mial obniZzone
miano 1:8 (wobec stanu przed zatruciem 1 :16). Miano 1:16 obserwo-
wano w 4 dniu. Padl w czwartej dobie. Szczur nr 6 w drugiej dobie mial
miano obnizone (1 :8), ktore poziom przed zatruciem osiggnelo w pigtej
dobie (1:16). Padl w szdstej dobie. Miana u szczuréw 11 i 14 badane
w drugiej i trzeciej dobie odpowiadaly wartosciom przed zatruciem.
Szczury te padly w drugiej i czwartej dobie.

3. U dwoch szeczuréw (nr 3 i 5) wystapil spadek miana przy czym
u szezura nr 3 w pierwszej dobie miano wynosito 1:4, w czwartej 1:8
i podobnie w czternastej dobie, przy najnizszej wartosci przed zatruciem
1:16. Szczur nr 5 byl raz badany w drugiej dobie. Padl w piatej dobie.

W badanym materiale u zwierzat reagujacych zmiang miana u 82%
(9 na 11) wystgpita zwyzka, a tylko u 18% spadek. Wobec tego wzrost
miana wystepuje w istotny sposéb czesciej niz spadek.

X2 (Chi-kwadrat) = 4,455 p <{0,05

Poza tym biorge pod uwage czas uplywajgcy od momentu zatrucia
i poréwnujgc rejestrowane poziomy miana z najnizszymi wynikami przed
zatruciem, mozna powiedzie¢, ze:

— w pierwszej i drugiej dobie na 9 szczuréw badanych 2 wykazaly
wzrost, 4 spadek a 3 zachowanie sie odczynu na tym samym poziomie;

— w trzeciej dobie na 6 szczuréw badanych 4 wykazaly wzrost, 2 za-
chowanie uprzedniego poziomu. Spadku miana nie notowano.

— w okresie od czwartej do czternastej doby wtacznie obserwowano
9 zwierzat. 6 wykazalo wzrost miana, 2 utrzymywanie sie na tym samym
poziomie i spadek u jednego szczura. W tym czasie u zwierzat kontrol-
nych ilos¢ cial przeciwgruzliczych utrzymywala sie na niskim poziomie.
Wzrostu miana nie obserwowano w zadnym przypadku.
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Oméwienie

Ilos¢ przeciwcial po szczepieniu BCG stopniowo narasta osiagajac
swoéj szczyt okolo szostego tygodnia, po czym powoli opada. Wlasne
kontrole wykazujg regularnos¢ spadku ilosci ciat przeciwgruzliczych
krazgcych we krwi, przy czym niZzsze miana odeczynu Middlebrooka
utrzymuja sie dluzej niz wysokie (5). Na naszym materiale zwyklego bia-
lego szczura laboratory jnego dootrzewnowe wstrzykiwanie 10% octanu oto-
wiawego w jednorazowej dawce 150 mg/kg okazalo sie bodZcem wywotu-
jacym zwiekszenie ilosci cial przeciwgruzliczych rejestrowanych metoda
Middlebrooka. Poza tym zebrane obserwacje zdaja sie wskazywaé¢ na
znaczenie czasu, jaki uplyngl od wprowadzenia octanu otowiawego do wy-
stapienia wzrostu miana Middlebrooka, jako czynnika niezbednego do
wywolania tego zjawiska. Z danych, jakie uzyskano na 12 szczurach
obserwowanych od trzeciej do czternastej doby wiacznie wynika, ze
8 zwierzat zareagowalo wzrostem miana, 3 — brakiem wplywu zastoso-
wanego bodzca a jeden spadkiem miana. Roznice te (czeSciej wystepujacy
wzrost niz spadek) sg statystycznie istotne (X2>5, p <C0,04). Blizsza
analiza przemawia za wystapieniem reakcji na bodziec réwniez u 2 z 3
szczuréow, ktére nie wykazaly wzrostu miana (nr 1, 6 i 14). Szczur nr 1
w pierwszej dobie mial spadek (1:8) i dopiero w czwartej dobie wy-
stapil wzrost do 1 : 16 (stan jak przed zatruciem). Podobnie szczur nr 6 —
spadek w drugiej dobie (1 :8), wzrost w piatej (1 : 16), — stan jak przed
zatruciem. Szczura nr 3 zaliczono do zwierzat ze spadkiem miana.
U niego réwniez obserwuje sie wystapienie w czwartej dobie zwyzki
miana, ktére nie osiagnelo jednak stanu przed zatruciem (przed zatru-
ciem 1:16, w pierwszej dobie 1 :4, w czwartej 1:8, w czternastej 1: 8).
Szczur nr 18 w trzeciej dobie mial miano réwne stanowi przed zatru-
ciem, to jest 1:4, a zwyzka miana wystapila dopiero w siédmej i czter-
nastej dobie — 1:8. Podobnie szczury nr 2 i 17. Spostrzezenia te mogag
przemawia¢ za opodznieniem reakcji immunologicznej na naszym mate-
riale o okolo 4 dni.

Wnioski

1. Wykazano znamienno$¢ wzrostu miana odezynu Middlebrooka po
jednorazowym wstrzyknieciu dootrzewnowo 10% octanu olowiawego
(DLs53) u bialych szczurow laboratoryjnych poddanych uprzednio szcze-
pieniu BCG.

2. Zachowanie sie odczynu Middlebrooka w pierwszych trzech dobach
jest nietypowe. Wzrost miana wystepuje wyrazniej od trzeciej doby, co
moze przemawiaé za opdznieniem reakcji immunologicznej u szczura.
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Peakuusa Munnﬁpyxa-lluﬁoca IIPpU OCTPOM OTPABJIEHUM CBMHIIOM Yy KPBbIC
Pezwme

IIpy nomoluy AMArHOCTMHECKMX TECTOB AJA caTypHu3Ma Oblia mpoBe-
peHa TMNMYHOCTL peakKuyyu OelbIX JIaGOpaTOPHBIX KpbIC HAa alleTaT CBUH-
Ua, BBEJEHHbUI BHYTpuOpIOLMHHO. BTOpoit rpynne sKclIepMMEHTAJBHBIX
XKMBOTHBIX Oblna mpusBura BI2K 6pasummiickoro tuma. B To Bpemsd, Kak
IBe IocyeAyioue peakuyu Muanbpyka HOATBePAMIIM CHMIKEHME TUTPA
MM OTCYTCTBME €r0 pOCTa, BHOBbB OBLIO BBeJEH BHYTPUOPIOUIMHHO
10%-un1i1 Pb(CH3C0O0),. YeraHoBIeHO, 4TO NOBhILIeHne TuTpa Muanbpyka
ABJIAETCA XapaKTEepHOV peaKLyel, dyero He OoOHapyXeHO HM y OJHOM U3
KpbIC KOHTPOJBHOM rpymmbi. V3 maHHBIX Tabiuubl, IPMBENEHHONK B pa-









