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Streszczenie. Okreslono iloSciowe zmiany frakcji biatek surowicy u prosiat w okresie neonatal-
nym. Przebadano 2 grupy prosiat rasy polskiej biatej zwistouchej. Pierwsza stanowity prosigta
12 godzin po urodzeniu, drugg prosicta w wieku dwoch tygodni. W surowicy kazdego prosigcia
oznaczano poziom bialka catkowitego. Nastgpnie wykonywano rozdziat elektroforetyczny suro-
wicy i dokonywano jego analizy densytometrycznej. Zaobserwowano znaczne roznice w steze-
niach frakeji biatkowych pomigdzy dwoma grupami wiekowymi badanych zwierzat. Najwickszy
kontrast w stezeniu biatek stwierdzony zostat we frakcjach albuminowej i y-globulinowej. Sred-
nie stezenie frakcji albuminowej w surowicy prosigt w dniu urodzenia wynosito 13,5 gL, a u pro-
sigt 2-tygodniowych 29,07 gL.. Rdznice w stezeniach frakeji y-globulinowej zaobserwowane w czasie
2 tygodni wynosily srednio 21,35 gL. Ponadto, odnotowana zostata duza zmienno$¢ stezen frak-
cji albuminowej i frakcji gamma u prosiat w tym samym wieku. Réznice wynosity odpowiednio:
u prosiat w dniu urodzenia dla albuminy 22,66 gL, a dla frakcji y-globulinowej 22,02 gL; u prosiat
2-tygodniowych dla albuminy 14,01 gL i dla y-globulin 9,69 gL.
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WSTEP

Analize biatek przeprowadza si¢ w surowicy, badz w osoczu krwi i mozna ja podzie-
li¢ na trzy podstawowe etapy. Pierwszym jest okreslenie stezenia biatka catkowitego, dru-
gim — stezenia poszczeg6lnych frakeji biatkowych, za$ trzecim — koncentracji wybranych
biatek [Dembinska-Kie¢ i Drozdz 2002]. Interpretacja sktadu biatek surowicy taczy oceng
zmiany st¢zenia indywidualnych biatek w przebiegu procesu chorobowego z funkcja jaka
te biatka pelnig w organizmie. Oznaczenia biatek osocza u swin wykorzystuje si¢ gtow-
nie jako wskaznik zdrowotno$ci stada [Janowski i in. 1997]. Oznaczenie niektorych bia-
fek jak np. biatka C-reaktywnego (CRP) i haptoglobiny (Hp) jest szczegdlnie przydatne
do wykazania stanow zapalnych towarzyszacych bezobjawowym zakazeniom u tych zwie-
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rzat. Pomiary bialek surowicy wykorzystuje si¢ rowniez do oceny stopnia zaawansowa-
nia, procesow patologicznych w diagnostyce rdéznicowej zakazen wirusowych i bakteryj-
nych oraz generalnie w ocenie zdrowia zwierzat. W ostatnich latach coraz czgéciej do
diagnostyki weterynaryjnej wprowadza si¢ oznaczanie w surowicy stezen niektorych bia-
tek ostrej fazy, jako jednego z kryteriow oceny zdrowotno$ci zwierzat [Kostro i in. 2003].

Celem pracy byto okreslenie ilo§ciowych zmian poszczegdlnych frakcji biatek suro-
wicy u prosiat w okresie neonatalnym.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowily surowice, uzyskane z pelnej, niezhemolizowanej krwi, po-
branej na skrzep od 18 prosiat rasy polska biata zwistoucha (pbz). Wszystkie zwierzeta wy-
korzystane do badan, pochodzity z tego samego gospodarstwa, przy czym kazde prosi¢
pochodzito z innego miotu. Krew, z ktorej pozyskiwana byta surowica pobierana byta od
prosiat w dwoch punktach czasowych: 12 godzin i dwa tygodnie po urodzeniu. Zwierzgta
objete do§wiadczeniem, nie wykazywaly zadnych objawdw, §wiadczacych o stabej kondy-
¢cji lub toczacym sig procesie chorobowym, a ich pordd przebiegal w prawidlowy sposob.

Dla kazdej proby surowicy przeprowadzono pomiar stezenia biatka catkowitego me-
toda biuretowa, przy dtugosci fali 540 nm i wykonywano rozdziaty elektroforetyczne na
zelu agarozowym. Ponadto, okreslano stgzenie poszczegdlnych frakcji. Odczyt stezenia
biatka catkowitego przeprowadzono przy uzyciu plaskodennych mikroptytek 96 dotko-
wych (Nunc) w czytniku EL,800 (Bio-Tek Instruments INC., Universal Microplate Rea-
der). Do utworzenia krzywej kalibracyjnej, jako wzorca biatkowego, uzyto roztworu
krystalicznej albuminy bydlecej — BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma). Rozdzialu elek-
troforetycznego dokonywano na zelu agarozowym (Protein Gel 100, Cormay) przez 20
minut przy napieciu 100V. Odczyt densytometryczny wykonywano w aparacie DS-3 (Cor-
may). Do obliczen wykorzystywano program GraphPad Prism. Analizg statystyczng prze-
prowadzono w oparciu o test -Studenta, przy poziomie istotnosci p < 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

W literaturze dotyczacej rozdziatu elektroforetycznego biatek surowicy $win liczba
frakcji waha si¢ od 5 do 7, cho¢ najczgsciej przyjmowanym modelem jest podziat na 6
frakcji [Eder 1987]. W wykonanych rozdziatach wyodrebniono u wszystkich badanych
zwierzat sze$¢ frakcji: albuminowa, o,-globulinowa, a,-globulinows, B;-globulinowa,
B,-globulinowy i y-globulinowa.

Fizjologicznie, prosigta rodza si¢ prawie catkowicie pozbawione wtasnych immuno-
globulin w osoczu, zatem znajdujg si¢ w stanie glgbokiej hipogamaglobulinemii. Wraz
z pierwszymi porcjami siary, otrzymuja niezbedne do zycia biatka, przede wszystkim prze-
ciwciala.

Acta Sci. Pol.



Analiza frakcji biatkowych surowicy zdrowych prosiqt w okresie neonatalnym 5

Bialko calkowite
Stezenie biatka catkowitego, podobnie jak stezenie poszczegdlnych frakcji biatkowych,
jest waznym wskaznikiem stanu fizjologicznego, w jakim znajduja si¢ badane zwierzeta.
Wartos$ci stezen biatka catkowitego u 12-godzinnych i 2-tygodniowych prosiat przed-
stawione sg na rys. 1.
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Rys. 1. Stezenie biatka catkowitego u 12-godzinnych i dwutygodniowych prosiat (warto-
$ci §rednie +— SEM, p < 0,05 test #-studenta, n = 18)

Fig. 1. Total protein concentration of 12 hours and 2 weeks old piglets (mean +— SEM,
p < 0,05 t-student test, n =18)

Otrzymane warto$ci st¢zenia biatka catkowitego w surowicy prosiat w dniu urodzenia
wahaty si¢ od 58,82 gL do 73,95 gl.. Zarowno maksymalne, jak i $rednie (65,33 gL.) war-
tosci miescily si¢ w zakresie warto$ci fizjologicznych (64,3 — 85 gL) [Eder 1987, Bog-
dzinska 1994, Winnicka 1997, Przata 1998].

W 2. tygodniu zycia prosiat zaobserwowano zmniejszenie stezenia biatka catkowitego
do $redniej wartosci 59,72 gL (roznice statystycznie istotne).

Postgpujace wraz z wiekiem zmniejszanie si¢ stezenia biatka catkowitego mogto wy-
nika¢ z malejagcego w surowicy stezenia immunoglobulin matczynych, ktore u mtodych
prosiat, podobnie jak i u innych ssakéw, stanowia w tym okresie, znaczny procent catej
puli biatek surowicy [Lechowski i in. 1998]. Warto$ci uzyskane przez Green i in [1982],
ktorzy oznaczali biatko catkowite u starszych, pieciotygodniowych prosiat, okazaty sig¢
zblizone do wynikéw z badan wiasnych [Glinski i Kostro 2003].

Zootechnica 7 (2) 2008
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Frakcje bialek
Wartosci stezen frakcji biatkowych u prosiat u 12-godzinnych i 2-tygodniowych prosiat
przedstawione sg na rys. 2.
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Rys. 2. Stezenia frakcji biatkowych u prosiat 12-godzinnych i 2 tygodniowych (wartosci
$rednie +— SEM, p < 0,05 test #-studenta, n = 18)

Fig. 2. Protein faction concentration of 12 hours and 2 weeks old piglets (mean +— SEM,
p < 0,05 ¢-student test, n = 18)

Albumina

Zawarto$¢ albuminy w surowicy prosiat w dniu urodzenia wahata si¢ od 4,68 gL. do
27,34 gL. Srednie stezenie albuminy nie miescilo si¢ w normach opracowanych dla dorostych
$win. Otrzymane wyniki byly zbiezne z rezultatami cytowanymi przez Kostro i in. [2003],
w ktorych $rednie stezenie albuminy w surowicy nowonarodzonych prosiat wynosito 1,8 gL.

U jednodniowych zwierzat obserwowano bardzo duza rozpigto$¢ wynikow w tej frak-
cji (powyzej 20 gL). Stwierdzono, ze 60% badanych prosiat charakteryzowato si¢ bardzo
matym stezeniem albuminy (hipoalbuminemia). Wartosci tego parametru u pozostatych
osobnikdéw miescity si¢ w normach dla zwierzat dorostych [Eder 1987, Bogdziniska 1994,
Winnicka 1997]. U prosiat, ktore miaty duze stgzenie albuminy obserwowano mate ste-
zenie immunoglobulin i vice versa. Wskazuje to na wykorzystanie frakcji albuminowej
jako tatwo dostgpnej rezerwy biatkowej zapobiegajacej znacznym wahaniom biatka cat-
kowitego [Harfenist i Murray 1995, Minakowski i Weidner 1998]. Wydaje sig, ze jezeli
z siary nie zostaly pozyskane w dostatecznym st¢zeniu przeciwciata, to zwigkszenie stg-
zenia albuminy mogto zapobiec zbyt duzemu zmniejszeniu koncentracji biatka ogoélnego,
a tym samym chorobie, a nawet $mierci zwierzat.

U wszystkich 2-tygodniowych prosiat stezenie albuminy zwickszylo si¢ w poréwna-
niu do prosiagt 12-godzinnych, przekraczajac 20 gL.. Uzyskane wartosci miescily si¢ lub
byty tylko nieznacznie nizsze od norm fizjologicznych [Eder 1987, Bogdzinska i in. 1994,
Winnicka 1997]; byly rowniez zbiezne z wynikami otrzymanymi przez Green i in. [1982],
ktérzy badali prosigta w podobnej grupie wickowej. U zwierzat z tej grupy podobnie jak
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u noworodkéw, w dalszym ciagu odnotowywano duza rozbiezno$¢ pomigdzy minimal-
nymi a maksymalnymi st¢zeniami albuminy.

Poréwnujac $rednie stezenia albuminy w surowicy badanych prosiat, stwierdzono jej
zwickszanie si¢ wraz z wiekiem. Podobne zaleznosci uzyskali rowniez Bogdzinska [1994].
Roéznice w stezeniu tego biatka w surowicy prosigt w dniu urodzenia i 2 tygodnie po uro-
dzeniu byly istotne statystycznie.

Frakcja o,-globulinowa

Stezenie frakeji a,-globulinowej u prosiat w dniu urodzenia miescito si¢ w granicach
1,56-3,23 gL. Srednia warto$¢ stezenia biatek tej frakcji byta mniejsza od wartosci poda-
wanych przez Eder [1987]. Wedtug Kostro [2003], a,-kwasna glikoproteina, ktora jest
jednym z biatek tej frakcji, u nowonarodzonych prosigt moze przyjmowac wartosci sig-
gajace nawet 12,4 gl.. Jednak wedlug Szutowicz [1997], biatko to nie ma duzego znacze-
nia w rozdziatach elektroforetycznych ze wzgledu na stabe wigzanie barwnika, przez co
jest wykrywane w niewielkim stopniu.

Wraz z wiekiem koncentracja frakcji a;-globulinowej zwigkszyta si¢. U prosiat dwu-
tygodniowych w poréownaniu do 12-godzinnych st¢zenie tej frakceji byto wicksze §rednio
0 0,56 gL. Uzyskane roznice byly istotne statystycznie.

Frakcja o,-globulinowa

Stezenie frakeji a,-globulinowej u prosiat 12 godzin po urodzeniu wahato si¢ od 5,37 gL
do 8,53 gL. Srednie stezenie biatek fakcji a,-globulinowej oraz ich maksymalne wartosci
miescity si¢ w zakresie wartosci podawanych przez Eder [1987]. Przez dwa tygodnie zycia
prosiat stezenie tej frakcji nie zmienito si¢ i byto zblizone do wartosci uzyskanych przez
Green i in. [1982], ale mniejsze od wartosci podawanych przez Winnicka [1997].

Frakcja B,-globulinowa

Stezenie frakcji f;-globulinowej w surowicy prosigt w dniu urodzenia oscylowato od
3,40 gL do 4,57 gL, mieszczac si¢ w zakresie norm fizjologicznych [Eder 1987]. Na ksztal-
towanie si¢ tej frakcji najwigkszy wptyw ma transferyna, bedaca jej gtdéwnym biatkiem
[Hitzig 1983, Szutowicz 1997, Dabrowski 2002]. St¢zenie tej frakcji, mieszczace sig¢
w gornych granicach norm uznanych za fizjologiczne, zwigzane byty najprawdopodobniej
z obnizong koncentracja zelaza w surowicy prosiat.

Srednie stezenie frakcji B;-globulinowe;j u prosiat 2-tygodniowych ksztattowato si¢ na
zblizonym poziomie do $rednich wartosci uzyskanych u zwierzat w dniu urodzenia.

Wszystkie wartosci $rednie oraz maksymalne miescily si¢ w normach podawanych
przez Eder [1987]. Nie stwierdzono istotnych roznic w st¢zeniach frakcji B; migdzy grupa
prosiat jednotygodniowych a dwutygodniowych.

Frakcja B,-globulinowa

St¢zenie frakcji B,-globulinowej w surowicy prosiat w dniu urodzenia wahalo si¢
w granicach 6,58-8,78 gL.. Zaréwno $rednie jak i minimalne wartosci stezen ksztattowaty
si¢ ponizej dolnej granicy norm fizjologicznych ustalonych przez Eder [1987].

Zootechnica 7 (2) 2008
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U prosiat starszych o 2 tygodnie stg¢zenie frakcji B,-globulinowej ksztaltowato si¢ od
4,41 gl do 8,20 gL.

Uzyskane wyniki dotyczace koncentracji frakcji B-globulinowej byty zbiezne z wyni-
kami otrzymanymi przez Green i in. [1982] oraz podawanymi przez Winnicka [1997].

Frakcja y-globulinowa

W grupie prosiat 12-godzinnych zaobserwowano duze roznice, si¢gajace nawet do 22 gL,
w koncentracji frakcji y-globulinowe;.

Srednie i maksymalne stezenia y-globulin byly bardzo duze i pomimo, Ze przekraczaty
wartosci fizjologiczne ustalone dla dorostych §win [Winnicka 1997], to byty zblizone do
warto$ci $rednich otrzymanych przez innych autorow, ktérzy badali stezenie immuno-
globulin w surowicy prosiat [Krakowski i in. 1998, Zachwieja i Knecht 1999].

U czterech 12-godzinnych zwierzat stezenie y-globulin bylo nizsze niz zaktadaja
normy fizjologiczne [Winnicka 1997]. Najwazniejszym czynnikiem determinujacym sku-
tecznos$¢ pobierania immunoglobulin z siary jest czas, jaki uptynal pomiedzy wyprosze-
niem si¢ a pobraniem przez prosi¢ta siary. Dlatego niski poziom przeciwcial w surowicy
czterech nowo narodzonych prosiat moze mi¢dzy innymi $wiadczy¢ o zbyt péznym po-
braniu przez nie siary.

Nizsze st¢zenie y-globulin moze by¢ tez wynikiem zaburzenia procesu wchtaniania
przeciwciat [Horsch 1985]. Na procesy wchtaniania immunoglobulin zawartych w siarze
zasadniczy wptyw ma temperatura pobieranej siary. Zbyt niska temperatura powoduje bie-
gunki, co uniemozliwia mtodym zwierz¢tom nabycie dostatecznej odpornosci laktogen-
nej [Grudniewska 1998]. Biegunki moga by¢ réwniez jedna z przyczyn wzrostu stezenia
albumin [Winnicka 1997].

Wigksze wartosci dla y-globulin od uzyskanych w badaniach wtasnych, otrzymali Kra-
kowski 1 in. [1998], ktdrzy stwierdzili u prosiat Srednie stezenie y-globulin na poziomie ok.
35 gl.. Zachwieja i Knecht [1999] odnotowali w swoich badaniach, Ze $rednie stezenie im-
munoglobulin klasy G u jednodniowych prosiagt wynosito 26,37 gL. Biorac pod uwagg, ze
frakcja y-globulinowa zawiera przede wszystkim IgG, to rezultaty uzyskane w badaniach
wlasnych sg zblizone do wynikdéw otrzymanych przez Zachwieje¢ i Knechta [1999].

U prosiat dwutygodniowych stezenie frakcji y-globulinowej ksztaltowato si¢ w za-
kresie 6,29 — 15,98 gL.. Uzyskane wyniki byly nieco mniejsze od otrzymanych przez Kra-
kowskiego i in. [1998] i bardzo zblizone do wynikdw uzyskanych przez Green i in. [1982].

Immunoglobuliny dostarczone z siarg podobnie jak i inne biatka ulegaja strawieniu przez
enzymy proteolityczne w rozwijajacym si¢ przewodzie pokarmowym prosiat. U nowonaro-
dzonych prosiat, w przewodzie pokarmowym wystepuje inhibitor trypsyny, ktory hamuje
rozpad immunoglobulin. W momencie zahamowania wchlaniania przeciwcial jego poziom
gwaltownie spada [Burrin i in. 1997, Jansen i in. 2001]. Tak wigc mozna zatozy¢, ze zmniej-
szenie frakcji y-globulinowej u 2-tygodniowych prosiat zwigzane byto z rozpadem immuno-
globulin matczynych i nie wystarczajaca synteza wtasnych. Obnizenie stezenia przeciwciat
we krwi ma charakter spadku logarytmicznego, a szybkos¢ jego jest rozna dla poszczegolnych
klas immunoglobulin i zalezy od okresow ich pottrwania. Wedtug Curtis i Bourne oraz
Prochazki i in. [cyt. za Kostro 2003] okres pottrwania dla siarowych IgG prosiat wynosi od
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6,5 do 22,5 dnia. Zmniejszenie st¢zenia przeciwcial w surowicy odnotowuje si¢ juz w 6.—7.
dniu Zycia prosigt, natomiast do ich zaniku dochodzi miedzy 2. a 3. tygodniem zycia. Wy-
twarzanie wlasnych immunoglobulin rozpoczyna si¢ w drugim tygodniu zycia: klasy G mig-
dzy 14. a 21. dniem od urodzenia, klasy M od 10. do 12. dnia, a klasy A miedzy 10. a 22.
dniem zycia [Grudniewska 1998, Krakowski i in. 1998, Van de Perre 2003].

Porownujac stezenia frakcji y-globulinowej u jednodniowych i dwutygodniowych pro-
siat, odnotowano znaczny spadek stezenia tej frakcji u prosiat w drugim tygodniu zycia.
Obserwowane roznice zostaty potwierdzone statystycznie.

PODSUMOWANIE

Uzyskane warto$ci stezen poszczegdlnych frakcji biatek §wiadcza, ze surowice cha-
rakteryzuje duza zmienno$¢ sktadu, wywotywana wiekiem prosiat, jak rowniez obecno-
$cig stresu, jakim sg narodziny.

Gamma-globuliny przekazywane prosigtom przez loch¢ w siarze rekompensujg nie-
dojrzatos¢ ich uktadu immunologicznego w pierwszym okresie Zycia.

W miar¢ uptywu czasu koncentracja immunoglobulin pochodzacych od lochy stopniowo
zmniejsza si¢, czemu towarzyszy zwickszenie stezenia frakcji albuminowej w surowicy prosiat.
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SERUM FRACTION ANALYSIS OF HEALTHY PIGLETS IN THE NEONATAL
PERIOD

Abstract. The quantitive changes of protein fractions of piglets in the neonatal period were de-
fined, the research being based on 2 groups of Polish Landrace piglets. The first group consisted
of piglets 12 hours old while in the second group 2 weeks old. Total protein concentration was
measured in all examined sera premising the electrophoresis and densitometric reading. Signif-
icant differences in serum protein fraction concentration were observed between the first and the
second group. The contradistinction in serum protein concentration was confirmed in albumin
and y-globulin fractions. The mean albumin concentration in the 12 hour old piglet was 13,5 gL
and in 2 week old 29,07 gL. The mean difference in y-globulin concentration between the groups
was 21,35 gL. Moreover, great variability was observed according to albumin and y-globulin
fractions in piglets of the same age. The differences were as follow: 22,66 gL — albumin,
22,02 gL —y-globulin fraction in 12 hour old piglets and 14,01 gL — albumin, 9,69 gL — y-globu-
lin fraction in 2 week old animals.

Key words: electrophoresis, proteinogram, serum fraction, total protein

Zaakceptowano do druku — Accepted for print: 16.05.2008

Acta Sci. Pol.



