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Normy laboratoryjne proteinogramoéw surowicy krolikow
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Zwierzeta laboratoryjne uzywane do badan
doswiadczalnych (3) wykazujg bardzo zroznico-
wang wrazliwos¢ na otaczajgce je $srodowisko.
Czynniki te wywolujg caly szereg najprzeroz-
niejszych zaburzen, ktéore ze wzgledu na swoj
zlozony charakter, sg bardzo trudne do uchwy-
cenia a najczesciej w wielu wypadkach jedynie
z duzymi trudnosciami, mozliwe do udowod-
nienia, dostepnymi i stosowanymi metodami
laboratoryjnymi oraz posiadang aparaturg po-
miarowo-kontrolng. Zwigzane jest to nie tylko
z bledami wynikajgcymi z samej metody, ale
rowniez z wrazliwoscia osobniczg, ktora cod-
grywa nie mniejszg role, od wyze] wspomnia-
nych bledéw metody i samej techniki poste-
powania w trakcie wykonywania badan.

Z przegladu pismiennictwa wynika, ze naj-
czesSciej brak jest odpowiednich opracowan,
méwigcych o wartosciach prawidlowych, jakie
powinno sie otrzymaé u zwierzat laboratoryj-
nych w stanie zdrowia (10). Stan taki tym bar-
dziej komplikuje interpretacje wynikéw, otrzy-
manych na podstawie przeprowadzonych do-
$wiadezen 1 zmusza do opracowywania
we wlasnym zakresie pewnych wartosci, ktore
w przyblizeniu mozna nazwaé¢ wartodciami pra-
widlowymi, obowigzujgcymi w danym labora-
torium czy zakiadzie naukowym, dla danego
gatunku i rodzaju zwierzat laboratoryjnych.

Celem pracy jest oznaczenie wahan ilo$cio-
wych i podanie wartoséci érednich frakeji biat-
kowych surowicy krwi krolikow zdrowych wy-
razonych w gramoprocentach (g%), czyli proba
ustalenia normy, wynikajgcej z badan wilas-
nych, wykonywanych w czasie jednorazowego
pobierania krwi od zwierzat badanych.

Materiat i metody

Badania przeprowadzonc u 85 klinicznie zdrowych
krolikow, mieszancow w wieku od okolo 6 miesiecy
do 1 roku, byly to samce o ciezarze najmniej 3 kg.
Na zwierzetach tych nie przeprowadzano poprzednio
zadnych do$wiadczen, Kroliki umieszczone byly w

Tab. 1.

Podstawowe charakterystyki statystyczne wartosci

klatkach w suchym pomieszczeniu z pelnym dostepem
Swiezego powietrza 1 Swiatla dziennego. Wiwarium
bylo budynkiem izolowanym od ubocznych czynni-
kow 1 posiadato ono réwniez ogrodzony wybieg
z ktorego kroliki czesto korzystaty.

Zwierzeta przed doéwiadczeniem wystandaryzowa-
no, karmiac je dieta o okreSlonym skiladzie przez
4 tygodnie. Dieta pokrywala zapotrzebowanie zwie-
rzat na kalorie i skladniki odzywcze. Jedno zwierze
otrzymywato 470 g diety na dobe zawierajacej:

pasza graunlowana LSK 200 g
marchew lub buraki ¢wiklowe czerwone 150 g
siano * 120 g
woda ad libitum

Codziennie kontrolowano ciezar ciata zwierzat. Do
doswiadczenia wybrano zwierzeta o zblizonym cie-
zarze ciala.

W czasie poprzedzajgcym dany eksperyment po-
bierano krew od krolikéw do sprawdzenia poziomu
poszezegblnych frakeji biatkowych w surowicy krwi.
Sprawdzenie poziomu frakcji biatkowych przepro-
wadzono przy pomocy elektroforezy bibutowej.

Surowice otrzymywano z krwi krélikéw zdrowych
wedlug ogdlnie przyjetych metod. Rozdzialu biatka
surowicy ma frakcje bialkowe dokonywano za pomocg
elektroforezy bibutowej wedlug ogélnie znanej i przy-
jetej metodyki w komorze wilgotnej, seryjnym apa-
ratem produkeji krajowej (4, 7). Czas trwania roz-
dzialu bialka surowic mna frakcje biatkowe wynosil
13 godzin, przy napieciu 175 V, okolo 6 V/em.

Badajac obraz biatek krwi wykonany elektrofo-
rezg bibulowa, oznaczono jednocze$nie poziom biatka
calkowitego przy pomocy refraktometru firmy Zeissa,
poniewaz sam rozdzial elektroforetyczny dostarcza
jedynie danych do obliczenia procentowej zawartoseci
poszczegolnych frakcji (4). Pragnac otrzymaé liczby
absolutne dla poszczegdlnych frakcji nalezy oznaczyé
bialko catkowite i z tego wyliczyé wartosci bezwzgle-
dne dla poszeczegélnych frakeji (7).

Uzyskane wyniki mogg by¢ obarczone bledem wy-
nikajgcym ze zmiany wartoSci badanej cechy w
czasie, jak tez z réznic miedzy badanymi osobnikami.
Przyjeto 5% ryzyko bledu i przy takim poziomie
obliczono zasieg éredniej arytmetycznej i zasieg 95%
wartosci wynikéw indywidualnych — norma, Ozna-
cza to, Ze oszacowanie $redniej arytmetycznej obar-
czone jest 5% ryzykiem bledu, w podanym zasiegu
poszezegdlnyeh wynikéw powinno sie znajdowaé 95%
wszystkich oznaczen, wykonanych dla badanej popu-
lacji zwierzat w podanych warunkach (9). Po prze-
prowadzeniu analizy statystycznej otrzymane dane ze-
brano w tab. 1.

$rednich arytmetycznych bialka calkowitego

i frakeji bialkowych krwi krolikéw (w gl%)

. | Bialko . Globuliny
Oznaczenia | O ], Albuminy A | o | P
Srednia arytmetyczna (X) ' 5,87 3,00 0,91 0,85 ‘ 1,08
Blad Sredniej arytmetycznej (m) | 0,04 0,03 0,02 | 0,02 | 0,02
Odchylenie standardowe (o) | 0,37 0,25 0,19 0,21 0,20
Wspodlezynnik zmiennoSci (v) 6,34 8,47 20,47 25,30 18,34
Oszacowanie (zasieg) Sredniej arytmetycznej
w populacji 5,79 — 5,95 | 2,94 — 3,06 | 0,87 — 0,95 | 0,81 — 0,89 | 1,04 — 1,12
Oszacowanie (zasigg) 95% wartoéci wynikéw
indywidualnych w populacji 5,13 — 6,61 | 2,49 — 3,51 | 0,64-—1,28 I 0,42 — 1,28 i 0,69 — 1,49
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Wyniki i omdéwienie

Otrzymano 85 indywidualnych, réznych
elektroforogramow biatek surowicy krwi kréli-
kow zdrowych. Wykonano z tego 85 analiz,
uzyskujac wartosci wyrazone w procentach
bezwzglednych (g%), dla kazdej z frakcji bial-
kowych zawartych w poszczegdlnych biatkach
surowicy krwi.

Rozstep uzyskanych wartosei dla poszeze-
gélnych frakeji biatkowych surowicy krwi
obliczony w gramoprocentach byl nastepujgcy:
albuminy 2,16—3,73%, alfa-globuliny 0,65—
1,30 g%, beta-globuliny 0,44—1,36 g% gamma-
-globuliny 0,48—1,74 g% oraz bialko catkowite
5,01—6,98 gl.

W wyzej opisanych warunkach uzyskano na-
stepujace wartosci Srednich arytmetycznych,
czyli tak zwana norme, dla badanej populacji
podane w tab. 2.

Tab. 2. Wartosci $rednich arytmetycznych (norma)
frakeji bialkowych w surowicy krwi krélika

Frakecje biatkowe w surowicy kirwi krolika

Albuminy ‘ = —
| alfa — | beta gamma—

| &
|
S
0,91 0,38 g4| 0,84 +-0,42 g%' 1,08 £

3,00 + 0,60 gf
0,40 g%

biatko

587 +0,74 g%
catkowite

Wartosci srednie frakeji biatkowych w suro-
wicy krwi krolika zdrowego wyrazone w pro-
centach wzglednych, podano w stosunkowo
wielu opublikowanych pracach, natomiast na
temat tych samych wartosci wyrazonyeh w
wartosciach bezwzglednych (gramoprocentach)
brak bylo odpowiednich danych (10).

Antonini (2) podaje, ze biatko calkowite w
surowicy krwi krélikow wynosi 5,6 g, Cho-
pard (6) okredla jego wartoé¢ na 5,64 g%, na-
tomiast Klieneberger (8) stwierdza, ze jest ono
zawarte w granicach 6,27—7,53 g%. W stosunku
do Antoniniego (2) i Choparda (6) badania wias-
ne wykazaly wyzszy poziom biatka catkowi-
tego, natomiast w stosunku do Klienebergera
(8) poziom ich byl nizszy. Wedlug danych opu-
blikowanych, przez Albritton (1) bialko catko-
wite ma wartosé 5,7 g% i jest ona nicznacznie
mniejsza cd warlosci otrzymanych w badaniach
witasnych. Autor ten podaje rdéwniez wartosci
dla niektorych frakeji bialtkowych surowicy
krwi i tak dla albumin ustala on wartosé
4,2 g%, podczas kiedy w badaniach wlasnych
otrzymano warto$¢ wynoszgcg 3,00 £0,50 g%
Wedtug Albrittona (1) frakcja globulin suro-
wicy krwi ma poziom 1,5 g%, natomiast wedlug
badan wlasnych otrzymano wartosé¢ 2,84 g%
Chodera i wsp. (5) dla biatka calkowitego po-
dajg warto$ci wynoszgce 4,85—5,25 gh w
ktorych wartosé éredniej wynosi 5,1 gl a wiec
sa one znacznie nizsze niz wartosei otrzymane
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w badaniach wlasnych. Ziarek i wsp. (1) uzys-
kali inne wartosci dla biatka calkowitego,
ktore byly zawarte w granicach 6,0—7,2 g%,
byly one wige wyzsze od otrzymanych wartosci
podanych w tej pracy. Dla frakcji bialkowych
surowicy krwi Ziarek i wsp. (11) podajg nato-
miast wartosci: dla albumin 1,5—3,25 g%,
ktore sg nizsze od wartosci podanych w tej
pracy, natomiast dla globulin podajg oni war-
tose 3,75—5,20 g% ktére sg wyzsze od poziomu
globulin oznaczonego w badaniach wlasnych.
Wartos¢ gamma-globulin jest wedlug tych
ostatnich autoréw, wynoszgca 1,10—2,70 g%
rowniez wyzsza od wartosci otrzymanych
w badaniach wlasnych.

Duza trudnosé w poréownaniu podanych przez
wymienionych autorow wartosci poziomow
biatka catkowitego 1 poszczegolnych frakeji
bialkowych surowicy krwi sprawial fakt, ze
nie podane byly metody przy pomocy ktorych
ie oznaczano, jak réwniez w zasadzie brak byto
informacji o ilosci zwierzat na ktorych prze-
prowadzono powyzsze badania.

Wydaje sie sprawg intersujgca fakt, ze po-
ziom biatka catkowitego oznaczony przez roz-
nych autoréw (1, 2, 5, 6) w kilkuietnim odste-
pie czasu, wykazuje niemal identyczne war-
todei, natomiast warto$ci otrzymane w latach
poZniejszych (11), jak i wezeéniejszych (8), sto-
sunkowo znacznie od nich odbiegajg. Nalezy
sgadzi¢ ze metody oznaczania biatka catkowitego
roznily sie miedzy sobyg i dawaly odmienne
wyniki.

Brak danych w dostepnym pismiennictwie
o wartosci poziomoéw frakeji biatkowych suro-
wicy krwi zwierzat laboratoryjnych, wigze sie
prawdopodobnie z szybkim a tym samym, moze
malo wnikliwym rozwojem metody elektrofo-
rezy bibutowej, ktéra zdecydowanie wyparla
z wielu pracowni badawczych inne metody,
stosowane poprzednio co frakcjonowania suro-
wic. Konieczncéé przeprowadzenia badan nad
zackowaniem sie i zmianami we frakcjach bial-
kowych surowicy krwi wykazala brak wyzej
wymienionych danych.

Wnioski

1. Wartocsci érednich arytmetycznych frakeji
biatkowych surowicy krwi krélikow zdrowych,
obliczone w gramoprocentach (wartosciach bez-
wzglednych), byly nestepuigce: albuminy 3,00
g%, alfa-globuliny 0,91%, beta-globuliny 0,85
g%, gamma-globuliny 1,08 g% oraz biatko cal-
iowite 5,87 gl.

2. Kroliki nadajg sie do badan nad biatkami
surowicy krwi, nalezy jednak wartosci sred-
nich arytmetycznych ustalic na wiekszej
ilosci zwierzat doswiadezalnych.

3. Interpretacja wynikow elektroforetycz-
nych w chwili obecnej, mozliwa jest w opar-
ciu o wlasne wartosci srednich arytmetycz-
nych, czyli o wlasng norme laboratoryjna.



Nrd

4. Wltasnych wynikéw badan nie powinno
sie interpretowa¢ w oparciu o wartosci srednich
arytmetycznych (normy) innych pracowni.

5. W wiekszosci opublikowanych prac prze-
prowadzone badania mialy charakter krotko-

trwaty.
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Bacomoecku T. — JlaGopaTopHple HOPMBI ITPOTEUHO-
rPaAMOE CHIBOPOTKN KPOJIMKOB.

VccenenoBany KOJMUECTBEHHbIE KOJNEeGaHMA WM Cpej-
HUUM BEJMYMHBI OENKOBBIX (PPaKLUM CBIBOPOTKM KPOBU
3[I0POBBIX KPOJMKOB, 1.€. IIbITAJMUCH YCTAHOBUT IJIA
OTMX BEJIWYMH HOPMbI HA OCHOBAHMU COBCTBEHHDLIX
vccaenoBaumil. IlosydeHHBIE pPE3YJbTAThI IIOJBEPIJIN
cratucTrudeckoir obpaborke. Cpenume BeIMUMHBI CO6-

paHbl B Tabeayu PaBHAWOTCA: AJad anbOyMmMHOB — 3,00
r%, masa anbda-raobyaumaos — 0,91 r%, pasa Gera-riao-
oyauaoe — 0,85 r%, ana ramma-raobyauHoB — 1,08

r% u gna nonsoro Gemxa — 5,87 r%.

Wesolowski T. — Laboratory norms of proteinograms
of rabbit sera.

The aim of the work was to establish the quantita-
tive fluctuations and mean values of proteinic frac-
tions of sera from healthy rabbits. The results of the
examinations were analysed statistically. The main
statistical characteristics were calculated. The mean
values of individual proteinic fractions of sera from
healthy rabbits are presented in table 1 and 2. The
mean values calculated on the strenght of investiga-
tions are: albumins 3.00 g%, alfa-globulins 0.91%,
beta-globulins 0.85 g%, gamma-globulins 1.08 g% and
total protein 5.87 g%.

PRAKTYKA LABORATORYIJNA

HANNA LEWKCWICZ

W sprawie zgodnosci aglutynacji probowkowej
nastawionej metoda klasyczng i za pomoca mikropipet

Zaklad Higieny Weterynaryjnej w Foznaniu
Kierownik: dr T. LOSINSKI

Wobec duzego nasilania badan serologicz-
nych w kierunku brucelozy, od dawna ujaw-
niala sie daznos¢ badaczy do uproszczenia
techniki stosowanych metod w tych badaniach
i w wielu krajach na tym odcinku wprowa-
dzono szereg ulepszen (1, 3, 4, 5, 6, 7).

W odniesieniu do aglutynacji probéwkowej
po raz pierwszy w Polsce — Anczykowski
i Murat (2) podali w udokumentowany sposéb
celowose postugiwania sie mikropipetami przy
nastawianiu préb; badania wykonano na_ dos¢
licznym materiale i w ujednoliconych warun-
kach krajowego osérodka do spraw brucelozy.
Te uproszczong technike zlecono urzedowo (9)
w badaniach rutynowych w Polsce.

W niniejszej pracy zamierzano sprawdzi¢
zgodnos$¢ wynikow aglutynacji probdéwkowej,
nastawianej techniky standardowg i za pomoca
mikropipet w warunkach i przy wyposazeniu
naszego laboratorium.

Podjecie tego tematu z inicjatywy 1 przy
wskazéwkach doc. dr Feliksa Anczykowskiego
(ktéremu za to serdecznie dziekuje), posiadato
szczegoOlny aspekt praktyczny, zwigzany bez-
posrednio z biezacymi zadaniami Pracowni
Serologicznej w Poznaniu, w ktorej zastoso-
wano do masowych badan serologicznych apa-

rature automatycznie rozlewajacg plyny. Przy
postugiwaniu sie tego typu zautomatyzowang
techniks, odmierzanie odpowiednich dawek
surowicy przy pomocy mikropipet, bylo jedynag
do przyjecia, racjonalng metods.

Materiatimetody

Jako material stuzyly wybrane surowice bydlece
otrzymywane z prob nadsylanych do rutynowego ba-
dania, o okreS§lonej zawartoSci aglutynin w grani-
cach od 50 do 400 j. m. ze wzgledu na mozliwoéé bez-
poéredniego odmierzania materialu mikropipetami w
tym zakresie mian, Wymienione surowice zakonser-
wowane fenolem w stosunku 1:1000, przetrzymywano
w chiodni w temp. okolo +4°C. Do rozcienczania
surowicy w melodzie klasycznej, jak réwniez do roz-
cieficzania antygenu w obu metodach stosowano 5%
roztwér NaCl z dodatkiem 0,5% fenolu. Antygenem
byla standaryzowana barwna zawiesina Brucella
abortus, produkeji Biowet —Pulawy, rozlewana w
rozcienczeniu 1:10 w metodzie klasycznej, a w roz-
cieftczeniu 1:20 przy uzyciu mikropipet.

Technika nastawiania proéb

Odczyn aglutynacji metodg uproszczong nastawia-
no w trzech powtérzeniach w wystandaryzowanych
przez Anczykowskiego i Murat (2) probdéwkach aglu-
tynacyjnych di. 100 mm, $rednicy 10 mm o dnie wy-
pukiym bez wklesnieé i pofatdowan posiadajacych na
krawedzi weciecie do oparcia pipety. Wciecie to za-
pewnia umieszczenie na tym samym miejscu kra-
wedzi zaréwno pipety odmierzajgcej materiat jak i
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