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ZAWARTOSC WYBRANYCH METALI CIEZKICH
W MLEKU PRZEZUWACZY (KROW I KOZ)

Z REJONOW PRZEMYSLOWYCH

I CZYSTYCH EKOLOGICZNIE

Zbigniew Dobrzanski, Magdalena Skiba, Aleksandra Brozynska,

Monika Kowalska-Goéralska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Celem doswiadczenia byla ocena zawarto$ci wybranych metali cigzkich
(otowiu, kadmu, miedzi i niklu) w mleku przezuwaczy (kréw i ké6z), a takze porownanie
poziomdw tych metali u zwierzat pochodzacych z réznych regionéw — zanieczyszczonego
i uwazanego za wolny od zanieczyszczen przemystowych. Zawarto$¢ metali cigzkich zo-
stata oznaczona w probkach mleka surowego krowiego i koziego. Zanotowano nastgpujace
$rednie zawartosci pierwiastkow (odpowiednio Cu, Ni, Cd i Pb): w mleku krowim z terenu
przemystowego 0.659, 0.2358, 0.007, 0.042 mg/kg; w mleku krowim z terenu uznawanego
za czysty 0.227,0.065, 0.003, 0.019 mg/kg; w mleku kozim z terenu przemystowego 0.671,
0.226, 0.007, 0.043 mg/kg; w mleku kozim z terenu uznawanego za czysty 0.248, 0.063,
0.003, 0.021 mg/kg. Pomigdzy zawartoscia metali cigzkich w mleku z terenu industrialnego
i uznawanego za wolny od zanieczyszczen przemyslowych wykazano wysoko istotne roz-
nice. Zawarto$¢ wszystkich metali w wyraznym stopniu byta wyzsza w mleku od zwierzat
z terenu przemystowego. Niepokojacy jest fakt, iz urzgdowo dopuszczalna zawartos¢ Pb
(0.02 mg/kg) zostata przekroczona w probkach z obu rejonow.

Stowa kluczowe: przezuwacze, mleko, miedz, nikiel, kadm, otow

WSTEP

Metale cigzkie naleza do jednych z najgrozniejszych zanieczyszczen $rodowiska,

cho¢ wiele z nich przy odpowiednich warunkach pelni rolg biopierwiastkow niezbed-
nych do prawidlowego funkcjonowania organizmu, jak np. cynk, zelazo, miedz i selen.
Dotychczas nie wykazano zadnej roli biologicznej, jaka mogtyby penic rteé, kadm, arsen
i otdéw, przez co uwaza si¢ je za substancje catkowicie obce dla organizmu i szkodli-
we, nawet przy bardzo matych stezeniach. Pierwiastki te naleza do grupy o najwyzszym
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4 Z. Dobrzanski i in.

wspotezynniku kumulacji, wynoszacym 10—600. Do cech wspolnych rteci, otowiu i1 kad-
mu zalicza si¢ fatwos¢ absorpcji z powietrza atmosferycznego i przewodu pokarmowego,
fatwosc¢ przechodzenia przez tozysko, barierg biologiczng krew-moézg (Hg, Pb), zdolnosé¢
tworzenia potaczen z makroczasteczkami, a takze uszkadzanie budowy tancucha kwasow
nukleinowych (Cd, Hg) [Senczuk 2005, Pyrz 2006].

Pierwiastki szkodliwe, jak np. kadm, pobierane sa z pozywieniem i woda pitna. Moga
wigc ulega¢ bioakumulacji w produktach pochodzenia zwierzgcego i wlaczeniu do tan-
cucha pokarmowego cztowieka [Pyrz 2006]. Dlugotrwate narazenie ustroju na mate na-
wet dawki metali cigzkich, wynikajace ze statego przebywania w skazonym $rodowisku,
moze by¢ przyczyna subklinicznych zmian w organizmie, czgsto nieodwracalnych, ujaw-
niajacych si¢ po wielu latach, jak np. biataczka [Madej i1 in. 1994]. Objawy chorobowe
pojawiaja si¢ dopiero, gdy stan zmian jest juz zaawansowany i sa charakterystyczne dla
poszczegodlnych szkodliwych pierwiastkow [Oledzka 1999]. Aby przeciwdziata¢ bioaku-
mulacji metali cigzkich w tkankach zwierzat, podejmuje si¢ proby wykorzystania réznego
rodzaju interakcji zachodzacych pomigdzy nimi. Sa to interakcje typu antagonistycznego
i synergistycznego pomigdzy sktadnikami dawki pokarmowej. Rownolegle prowadzone
sa badania nad wykorzystaniem wtasciwosci kompleksotworczych, sorpcyjnych i jono-
wymiennych glinokrzemiandéw, kwasé6w huminowych i flawonoidow [Dobrzanski i in.
1996].

Metale cigzkie moga przedostawac si¢ do organizmu poprzez skorg (np. Ni), dro-
ga pokarmowa (Cu, Cd, Pb), a takze inhalacyjna (Pb, Cd i inne). Przedostawanie si¢
metali cigzkich do organizmu zwierzat nastgpuje gtéwnie droga pokarmowa, w wyniku
spozywania duzej iloSci paszy zawierajacej metale cigzkie pobrane z gleby lub zanie-
czyszczonej gleba. Pewna rolg odgrywa takze pobieranie grudek ziemi podczas wypasu.
Na obszarach o zanieczyszczonej glebie, od 9 do 80% otowiu i 34-90% arsenu zostaje
wprowadzone do organizmu ta droga. Wiele metali wykazuje dodatnia zalezno$¢ liniowa
pomigdzy zawarto$cia w glebie a w ziarnie zb6z [Pulina i in. 2008]. Po strawieniu paszy
zwiazki mineralne sa wchlaniane przez §luzéwke jelita, a nastgpnie wraz z krwia dostaja
si¢ do gruczolu mlekowego, dlatego tez osocze krwi i surowica sa najczesciej badane
w celu okreslenia koncentracji tych pierwiastkow zarowno u ludzi, jak i u zwierzat. Jed-
nakze mleko, jako pokarm, ktory pelni najwazniejsza rolg w dostarczaniu biatka do orga-
nizmu dzieci i jest podstawa dla produkcji przetworow takich jak np. sery, kefiry, masto
itd., rownoczesnie jest glownym zrodlem metali cigzkich i powinno by¢ objgte stata kon-
trola stgzenia tych metali [Ry$ 1999]. Badania monitoringowe produktéw pochodzenia
zwierzgeego (mleko, jaja) wskazuja na znaczne zréznicowanie koncentracji Cd, Hg, Pb
oraz innych metali cigzkich, od $ladowego do wielokrotnie przekraczajacego wartosci
fizjologiczne [Kabata-Pendias 1999].

W mleku wystgpuje okoto 25 pierwiastkow sladowych. Ich koncentracja jest zmienna
i zalezy od wielu czynnikow, glownie od zawartosci danego pierwiastka w glebie, paszy,
wodzie i powietrzu, stopnia ich bioprzyswajalnosci, a takze zjawiska interakcji migdzy-
pierwiastkowej [Gorska i Litwinczuk 1996, Dobrzanski i in. 2005, Dz. U. Nr 37 poz. 325
1 326]. Sktadniki mineralne, a w tym pierwiastki sladowe, wywieraja istotny wptyw na
wlasciwosci fizyczne, stabilnos¢ bialek oraz ksztaltowanie si¢ smaku mleka, a takze kata-
lizg niektorych reakcji chemicznych zachodzacych w mleku [Rys$ 1999]. Trudno ustali¢,
ktore z pierwiastkow $sladowych i w jakich ilo$ciach sa naturalnymi sktadnikami mleka,
a ktore pochodza z zanieczyszczef. Sposrod pierwiastkow wystepujacych w mleku moz-

Acta Sci. Pol.



Zawartos¢ wybranych metali ciezkich w mleku ... 5

na wyroznic¢ takie, ktore maja znaczenie fizjologiczne (zelazo i kobalt), technologiczne
(zelazo, miedz) i toksykologiczne (cynk, fluor, kadm, otow). Pierwiastkami szczegdlnie
niepozadanymi w mleku sa: arsen, fluor, otow i rtec.

Przechodzenie do mleka réznych pierwiastkéw oraz substancji zalezy w duzym stop-
niu od selektywnej przepuszczalnosci btony komorkowej pgcherzyka mlekowego. Utrata
tej cechy wskutek dziatania czynnikéw biologicznych, takich jak mastitis, albo chemicz-
nych (alkohol, benzen, ksylen) umozliwia przedostawanie si¢ do mleka nie tylko metali,
ale takze r6znych zanieczyszczen chemicznych i organicznych.

Sam mechanizm przedostawania si¢ pierwiastkow toksycznych do mleka jest wciaz
niedokladnie poznany. Uwaza sig, Zze moze on polegac¢ na laczeniu si¢ metali z nieswo-
istymi lub swoistymi no$nikami biatek w osoczu krwi— metalotioneinami. Miedz podlega
selektywnej przepuszczalnosci blony komorkowej pecherzyka mlekowego. Wystgpujaca
,.haturalnie”, czyli w paszy, taczy si¢ z tluszczami, a ,,dodana” (np. w formie premiksu)
— z biatkami. Przenikanie kadmu do mleka zachodzi na drodze transportu ulatwionego
dzigki wiazaniu si¢ z réznymi biatkami. Olow najpierw jest deponowany w tkankach
(np. kosci, watroba), a dopiero pozniej przenika¢ moze do mleka. Uwaza sig, ze gruczot
mlekowy dla tego metalu jest skutecznym filtrem. Nie ma natomiast doktadnych danych
na temat mechanizmu warunkujacego przechodzenie do mleka niklu [Grega i in. 1977,
Gorska i in. 1996].

Na podstawie wynikow wielu badan stwierdzono, ze zawarto$¢ kadmu i otowiu
wzrasta na terenach uprzemystowionych, natomiast samego olowiu — w poblizu duzych
szlakéw komunikacyjnych. W badaniach przeprowadzonych na terenie GOP [Bodak
i Dobrzanski 1997] zawarto$¢ kadmu w trawach porastajacych pobocza drog, w miejscu
stanowiacym czg¢ste miejsce wypasu, wynosita od 0,31 do 1,68 mg/kg s.m. i byta przekro-
czona w porownaniu do naturalnych zawartosci (0,2 mg/kg s.m.) az o$miokrotnie, nato-
miast otowiu dwukrotnie (7,3 do 26,4 mg/kg przy normie wynoszacej 10 mg/kg s.m.).

Z analiz prowadzonych w ostatnich latach wynika, ze w zbiorczych probkach mleka
krowiego zawarto$¢ metali toksycznych sporadycznie przekraczata dopuszczalne stgze-
nia [Litwinczuk i in. 1999].

Badania Popiotek-Pyrz [1998] przeprowadzone na terenie sSrodkowo-wschodniej Pol-
ski wykazaty wzglednie niska zawarto§¢ tych metali w mleku surowym. Wystgpowanie
wysokich stgzen metali cigzkich w jednostkowych probach w stosunku do prob zbior-
czych autorzy tlumacza wptywem zanieczyszczenia antropogenicznego w $rodowisku
bytowania zwierzat. Kotacz i in. [2004], a takze Vidovic i in. [2005], badajac zawartos¢
olowiu i kadmu w mleku kréw utrzymywanych w réznych regionach (przemystowych
i typowo rolniczych), wykazali statystycznie istotnie wyzsze poziomy otowiu w mleku
krow utrzymywanych w rejonach przemystowych.

MATERIALY I METODY

Badany materiat stanowity probki mleka krowiego oraz koziego, pochodzace z go-
spodarstw z woj. $laskiego i dolnoslaskiego. Pobrano po 12 probek mleka z kazdego
gospodarstwa. W sumie pobrano 48 probek (24 mleka koziego i 24 mleka krowiego). Na
terenie Gornego Slaska mleko uzyskano z gospodarstw potozonych w poblizu tras prze-
lotowych w Pyskowicach (krowy) i Zbrostawicach (kozy), oddalonych od siebie o 15 km.
Na Dolnym Slasku mleko pobrano w Bystrzycy, z sasiednich gospodarstw.

Medicina Veterinaria 8(1) 2009
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Zwierzgta byty karmione paszami gospodarskimi pochodzacymi z whasnych upraw.
W zywieniu krow dodatkowo stosowano mtoto. Wszystkie zwierzgta miaty zadawa-
na paszeg tresciwa dwa razy na dobg po udoju. Sianokiszonka dla krow zadawana byta
w miarg potrzeb. Kozy mialy staty dostgp do siana. Wszystkie zwierzgta przez wigkszosc¢
dnia przebywaly na pastwisku — krowy w systemie uwigziowym, a kozy na wybiegu
grodzonym elektrycznie (tab. 1).

Tabela 1. Rodzaje pasz zadawanych zwierzgtom
Table 1. Kind of fodder served to animals

Gospodarstwo Gatunek Pasza

Pyskowice krowy sianokiszonka, mieszanka zbozowa, otrgby, mtéto, pastwisko
Zbrostawice kozy mieszanka zbozowa, siano, pastwisko

Bystrzyca 1 krowy sianokiszonka, mieszanka zbozowa, mtoto, pastwisko
Bystrzyca 2 kozy owies, siano, pastwisko

Koncentracje metali cigzkich w roztworach badawczych oznaczono metoda spektro-
metrii absorpcji atomowej [Dittrich 1988] w aparacie SpectrAA 220 FS, firmy Varian,
w obecnos$ci proby $lepej 1 proby referencyjnej. Referencja byta watroba rekina psiego
(dog fish liver ,,DOLT-3”) firmy NRC CNRC Canada, zatwierdzona przez Commision of
the European Communities- Community Bureau of Reference B.C.R

W mleku oznaczono st¢zenia miedzi, niklu, kadmu i otowiu. Wyniki zestawiono sta-
tystycznie (obliczenia warto$ci $rednich, odchylen standardowych, istotno$ci rdznic mig-
dzy danymi), wykorzystujac program Statystica ver.7.0 i Statgraphic ver.5.0.

WYNIKI I OMOWIENIE

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w tabelach 2—4.

Dane zestawiono pod wzglgdem miejsca pochodzenia probek, a takze gatunku zwie-
rzat. Nie wystapily istotne rdznice pomigdzy gatunkami w obrgbie danego rejonu. Poziom
metali w probkach mleka koziego i krowiego byt zblizony. Wysoko istotne statystycznie
roznice wystapity natomiast pomigdzy badanymi rejonami. W probkach mleka pobranych
na Goérnym Slasku zawartoé¢ badanych pierwiastkéw byla zdecydowanie wyzsza niz
w mleku z Bystrzycy. Nie zostaly odnotowane istotne korelacje pomigdzy wystgpowa-
niem poszczegolnych pierwiastkow.

Pomimo wysokiej istotnosci réznic pomigdzy zawarto$ciag badanych metali w mleku
pochodzacym z tych rejonow — stgzenia Cd nie przekroczyly i ksztattowaly si¢ znacz-
nie ponizej dopuszczalnego limitu, ktoéry wynosi 0,001 mg/kg [Rozp. Min. Zdr. 2003].
Poziom Ni nie roznit si¢ bardzo od danych podawanych w dostgpnym pismiennictwie.
Stgzenie dopuszczalne przez normy przekroczyl natomiast poziom Cu w mleku krow
1 k6z z woj. $laskiego. Odpowiednio $rednie poziomy tego pierwiastka wyniosty 0,6591
10,6992 mg/kg przy dopuszczalnym 0,5 mg/kg [Zarzadzenie Ministra Zdrowia i Opieki
Spotecznej 1993]. Otéw przekroczyt limit dopuszczalnego stgzenia, ktore wynosi 0,02
mg/kg [Rozp. Min. Zdr. 2004], zar6wno w mleku zwierzat z terenu przemyslowego, jak
1 czystego ekologicznie. Zalecane normy przekroczyly koncentracje dwoch pierwiast-

Acta Sci. Pol.
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kéw: Cu w mleku z terenéw przemystowych zaré6wno krowim, jak i kozim oraz Pb
w obu regionach. W mleku kozim i krowim z terenu przemystowego zostata przekro-
czona istotnie norma dla zawartosci Pb w mleku [Rozp. Min. Zdr. 2003, Rozp. Min. Zdr.
2004, Senczuk 2005], ktéra wynosi 0,02 mg/kg. Nie zanotowano rdéznic istotnych staty-
stycznie pomigdzy zawartosciami Pb dla mleka koziego i krowiego.

Proby byly wyréwnane w grupach, nie zaobserwowano duzego odchylenia standardo-
wego ani istotnych wariancji. Brak wyraznych r6znic pomigdzy zawarto$ciami badanych
metali w mleku koz i krow wskazuje na podobienstwo dzialania mechanizmu przecho-
dzenia tych pierwiastkow do mleka przezuwaczy.

Tabela 2. Zawarto$¢ Cu, Ni, Cd i Pb w mleku krowim i kozim z rejonu zanieczyszczonego i czystego
Table 2. Content of Cu, Ni, Cd and Pb in cow’s and goat’s milk from polluted and unpolluted area

Parametry
statystyczne Rejon badan Rodzaj mleka Cu Ni Cd Pb
Statistical Researches area Milk type [ppm] [ppm] [ppb] [ppm]
parameters
MIN zanieczyszczony krowie 0582 0.199 6.6 0.038
' polluted cow’s > i i i
kozie 0,619 0211 6.8 0,039
goat’s
czysty krowie 0,206 0,060 3,5 0,018
unpolluted COW’sS
kozie 0,230 0,059 3,2 0,018
goat’s
MAX zanieczyszczony krowie 0,724 0,401 8,3 0,047
i polluted cow’s i i i ?
kozie 0,754 0,245 7.9 0,048
goat’s
czysty krowie
s 0,261 0,069 4,2 0,022
unpolluted cow’s
kozie 0277 0,070 43 0,024
goat’s
SD zanieczyszczony krowie 0.047 0.055 05 0.003
polluted cow’s ’ ’ ’ ’
kozie 0,038 0,009 0.4 0,002
goat’s
czysty krowie 0,015 0,003 02 0,002
unpolluted COW’s
kozie 0,015 0,003 03 0,002
goat’s
— zanieczyszczony krowie 0,659 + 0,236 = 74502 0,043 +
X +SEM polluted COW’sS 0,014 0,016 ’ ? 0,001
kozie 0,672 + 0,226 + 0,043 +
goat’s 0,011 0003 PELL 001
czysty krowie 0,228 + 0,065 + 39401 0,019 +
unpolluted CoOwW’s 0,004 0,001 > ’ 0,001
kozie 0,249 + 0,063 + 0,021 =
goat’s 0,004 0001 >7E®L 001

X £ SEM - érednia oraz blad standardowy dla $redniej — the average and the standard error for average
SD — standardowe odchylenie — standard deviation
MIN.-MAX. — minimalny i maksymalny poziom danego pierwiastka w mleku

— minimum and maximum of the element in milk

Medicina Veterinaria 8(1) 2009
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Zestawienie parametrow statystycznych charakteryzujacych zawartos¢ Cu, Ni, Cd i Pb
w mleku krowim i kozim z obu rejondw objetych doswiadczeniem

Table 3. Specification of statistical parameters which describe Cu, Ni, Cd and Pb content in cow’s
and goat’s milk from both experimental areas
Metal firartnetzrr}ll Mileko Mileko Mileko Mileko
Metal ssatyts. )t/c le krowie 1 kozie 1 krowie 2 kozie 2
et atistica Cow’s milk 1 Goat'smilk 1 Cow’s milk 2 Goat’s milk 2
parameters
MIN.- MAX. 0,582-0,724 0,619-0,754 0,206-0,260 0,230-0,277
[ppm]
Cu SD 0,047 0,038 0,015 0,015
X +SEM 0,659+ 0,014 0,672+ 0,011 0,228 = 0,004 0,249 + 0,004
MIN.- MAX. 0,199-0,401 0,211-0,245 0,060-0,069 0,059-0,0702
[ppm]
Ni SD 0,055 0,009 0,003 0,003
X +SEM 0,239 + 0,016 0,226 + 0,001 0,065 + 0,001 0,0635 + 0,001
MIN.- MAX. 6,6-8,3 6,8-7,9 3,5-4,2 32-43
[ppb]
Cd SD 0,519 0,350 0,19 0,30
X +SEM 7,39 +£0,15 3,73 +£0,08 3,88 £ 0,05 3,73 £ 0,08
MIN.- MAX. 0,038-0,047 0,039-0,048 0,018-0,022 0,018-0,024
[ppm]
Pb SD 0,003 0,002 0,001 0,002
X +SEM 0,042 + 0,001 0,042 + 0,001 0,020 + 0,001 0,0211 + 0,001

X + SEM - érednia oraz blad standardowy dla $redniej
— the average and the standard error for average
SD — standardowe odchylenie — standard deviation

MIN.-MAX. — minimalny i maksymalny poziom danego pierwiastka w mleku
— minimum and maximum of the element in milk
1 — mleko pochodzace z terendéw zanieczyszczonych — milk from polluted areas

2 — mleko z terenéw uznawanych za czyste — milk from areas recignized as free of pollution

Acta Sci. Pol.
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Tabela 4. Porownanie mleka krowiego oraz koziego pod wzglgdem zawartosci poszczegdlnych
metali i rejonu badan

Table 4. Comparison of cow’s and goat’s milk regarding to concentration of particular metals and
examination area

Grupa WSk:tZy‘l‘an;my' . Cu Ni cd Pb
Group Statistical ratio [ppm] [ppm] [ppb] [ppm]
Krowy — 0,659 + 0,239 + 0,042 +
—rejon 1 X +SD 12 0,041 0,055 7,39£0,52 0,003
Krowy _ 0,228 + 0,065 + 0,020 +
+
~rejon 2 X £8D 12 0,015 0,003 3.88+0,19 0,001
g::f;:ryni p 12 P<00001  P<0,0001 P <0,0001 P < 0,0001
Kozy _ 0,672 + 0,226 + 0,043 +
~rejon 1 X £8D 12 0,038 0,009 749035 0,002
Kozy _ 0,249 + 0,063 + 0,021 +
+
—rejon 2 X +8D 12 0,015 0,003 3,73030 0,002
gf:f;:ryni P 12 P<00001  P<0,0001 P <0,0001 P < 0,0001

rejon 1 — obszar zanieczyszczony, Pyskowice i Zbrostawice — area 1- polluted area
rejon 2 — obszar czysty, Bystrzyca — area 2 — area free of pollution
X £ SD - érednia zawarto$¢ pierwiastka oraz standardowe odchylenie
— average content of element and standard deviation
p — wspotczynnik istotnosci — Index of relevance

Wyniki badan wlasnych wskazuja na istnienie wysoko istotnych réznic w zawartos$ci
metali ci¢gzkich w mleku pochodzacym z regionéw o zréznicowanym stopniu zanieczysz-
czenia (uprzemystowienia). Dos¢ wysokie stezenia tych pierwiastkdéw mozna ttumaczy¢
lokalizacja gospodarstw, ktore sgq potozne w regionie przemyslowym. Dodatkowo na
podwyzszenie olowiu w mleku mogta wptywac blisko§¢ szlakéw komunikacyjnych.
W przypadku regionu uznawanego za czysty nalezy sadzi¢, ze zanieczyszczenie moze
by¢ spowodowane nienalezytym przestrzeganiem higieny doju oraz sprz¢tu uzywanego
w budynkach gospodarczych. Kolejnym aspektem moze by¢ wplyw zanieczyszczen na-
noszonych przez wiatr, np. pylow z terendw przemystowych.

Poniewaz zwierzgta byly karmione gtownie paszami gospodarskimi, a wigc nie byto
doplywu ,,obcej lokalizacyjnie” paszy, mozna zalozy¢, ze zanieczyszczenia mleka sa
zwiazane przede wszystkim z wptywem czynnikéw regionalnych takich jak np. zanie-
czyszczenie powietrza, gleby i roslin przez przemyst oraz inne czynniki odpowiedzialne
za kontaminacj¢ metalami cigzkimi.

Mleko krowie charakteryzuje si¢ naturalng zawarto$cia miedzi w ilosci 0,2 mg/1 [Jan-
dal 1996]. Polska norma [Zarzadzenie MZiOS, 1993] zawarto$¢ miedzi w mleku suro-
wym okres$la na poziomie 0,5 mg/l, lecz obecnie nie jest przedmiotem Rozporzadzenia
MZ [2004]. Badania Dobrzanskiego i in. [2005] przedstawiaja wartosci dla mleka krow
z regionu $laskiego na poziomie 0,0796 mg/l. Podobne wyniki otrzymali Rodriguez i in.
[2001] dla mleka kréw z Wysp Kanaryjskich — 0,076 mg/l. Erdogan i in. [2004], poréwnu-
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jac dwa regiony tureckie, przemyslowy i wolny od zanieczyszczen, nie wykazali wystg-
powania statystycznie istotnych réznic pomigdzy nimi, ani pomigdzy pora roku, w ktorej
byly przeprowadzane badania. Srednia zawarto$é¢ Cu dla regionu przemystowego w zimie
i lecie wyniosta odpowiednio 0,133 mg/l i 0,136 mg/l, a dla rejonu wolnego od zanie-
czyszezen: 0,134 mg/11 0,131 mg/l. Tripathi [1999] podaje w swoim zestawieniu zawar-
to§¢ Cu w mleku niemieckich i indyjskich krow. Wartosci mieszcza si¢ w zakresie od
0,033 do 0,043 mg/l. Ten sam badacz stwierdzil, ze w zaleznosci od stopnia uprzemysto-
wienia regionu stgzenie Cu moze przyjmowaé wartosci od 0,39 do 0,96 mg/kg.

W mleku kozim naturalna zawarto$¢ miedzi wynosi ok. 0,5 mg/l [Jamroz 1990, Niz-
nikowski i in. 2007]. Giiler [2007] w badaniach wtasnych stwierdzil bardzo zblizone
stezenie Cu w mleku kozim — 0,48 mg/1. Olano i in. [1997] w pracy porownawczej mleka
owczego 1 koziego z rejonu Madrytu podaja nastgpujace wartosci: dla mleka owczego
0,41 mg/l (0,48-0,32), a dla koziego 0,28 mg/1 (0,25-0,35). Wyzsze wyniki otrzymali
wloscy naukowcy, ktorzy takze porownywali mleko tych dwoch gatunkéw [Coni i in.
1996]. Zawartos¢ Cu w mleku owezym, w zaleznosci od pory roku i fermy, wahata si¢ od
0,453 mg/kg do 0,784 mg/kg, natomiast w kozim od 0,605 do 0,615 mg/kg. Poréwnujac
otrzymane wyniki z wezesniejszymi badaniami mleka krowiego stwierdzili, ze zawar-
tos¢ Cu, Ni jest duzo wyzsza w mleku owczym i kozim. Nie odnotowali oni natomiast
istotnych réznic w zawarto$ci metali cigzkich w paszy pobieranej przez wszystkie trzy
gatunki zwierzat. Na podstawie powyzszych danych postawiono hipotezg, ze réznice
w zawartosci badanych pierwiastkow w mleku sa wynikiem roznic o podtozu metabolicz-
nym pomigdzy tymi gatunkami.

Zawarto$¢ Ni w ilosci 0,027-0,1 mg/l oznaczyt Grega [1977]. Dobrzanski i in. [2005]
podaja srednia zawarto$¢ Ni w mleku krowim z regionu $laskiego na poziomie 0,061
mg/l. Praktycznie identyczne wyniki otrzymali Coni i in. [1996], ktorzy dla mleka owcze-
go oznaczyli zawarto§¢ Ni w zakresie 0,040—0,064 mg/l, a w mleku kozim 0,015-0,230
mg/l. W badaniach przeprowadzonych przez Giiler [2007] nikiel w mleku kozim wystg-
powal w wigkszym stgzeniu i oznaczony zostal na poziomie 1,38 mg/kg.

Koncentracje ofowiu i kadmu w réznych rodzajach mleka poréwnali Rodriguez
1 in. [1999]. Ilo$¢ kadmu w mleku krowim wyniosta 4,88 ng/l (0,7-23,1 pg/l, n = 47),
a w mleku kozim 7,81 pg/l (1,0-18,4 pg/l, n = 38). W opracowaniu przedstawionym
przez tego samego autora, najwyzsze stgzenie Cd wystgpowalo w mleku krowim pocho-
dzacym z Wtoch (7 pg/kg), a najnizsze w mleku dunskim — 0,035 pg/l.

Rubio i in. [1998] w badaniach mleka krowiego z okolic Santa Fe oznaczyli $rednia
zawarto$¢ kadmu w ilosci 24,6 ng/ml przy zakresie od 0,0 do 106,0 ng/ml (n = 50).
Vidovic i in. [2005] przedstawili wyniki badan mleka z Vojevodiny — gtéwnego spichle-
rza dla Serbii i Czarnogory, a rownoczesnie bardzo silnie uprzemystowionego rejonu. Ba-
dania byly przeprowadzane w okolicy miasta Kikinda, terenu przemystowego, w ktorego
obrgbie zlokalizowana jest duza ilo§¢ farm mlecznych. Zawarto§¢ kadmu w probkach
mleka krowiego wyniosta $rednio 0,0077 pg/l (0,001-0,016 pg/l, n = 96). Litwinczuk
i in. [1999] w badaniach poréwnawczych mleka krowiego z terenéw przemystowych
i typowo rolniczych otrzymali wyniki zawartosci kadmu: dla terenéw przemystowych
srednia wyniosta 3,0 pg/1 (0,0-26,7 pg/l, n=103), natomiast dla rejonu rolniczego 1,4 pg/l
(0,0-9,2 ng/l, n=101). Gorska i in. [1996] podczas badan mleka krowiego pochodzacego
zwoj. siedleckiego okreslili srednig zawarto$¢ kadmu na poziomie 0,0035 mg/kg (0,0028-
0,0042 mg/kg). Triphati i in. [1999] podaja zawarto§¢ Cd w mleku pochodzacym z r6z-
nych panstw w przedziale od 0,07 do 0,1 ng/kg.
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Wyniki czeskich badan dla mleka koziego podaja Ayar i in. [2008]. Wedtug autorow
zawarto$¢ kadmu ksztattuje si¢ w zakresie 0,001-0,003 mg/kg, natomiast w badaniach
wlasnych mleka krowiego wykazali obecnos¢ kadmu w ilosci 0,017 mg/kg. Coni i in.
[1996], poréwnujac mleko kozie i owcze pod wzgledem zawartosci metali ci¢zkich,
otrzymali koncentracj¢ Cd od 0,130 do 0,161 pg/g w mleku kozim oraz od 0,128 do
0,183 pg/g dla mleka owczego. Wysoka zawartos¢ kadmu w mleku kozim zanotowat
Giiler [2007] — 0,63 mg/kg. Autor thumaczyt zaistniaty stan faktem, ze badany przez
niego rejon Turcji charakteryzuje si¢ duzym zapyleniem pochodzenia przemystowego,
a takze skazeniem gleb na skutek stosowania nawozow fosforowych. Kozy sa wypasane na
poboczach drog, co dodatkowo naraza zwierzg¢ta na przedostawanie si¢ kadmu do orga-
nizmu.

Zawarto$¢ otowiu w mleku krowim w badaniach przeprowadzonych w Indiach przez
Swarup i in. [2005] wahata si¢ od 0,00 do 0,79 pg/ml na terenach nieuprzemystowionych
oraz od 0,03 do 2,70 pg/ml w poblizu zaktadéw przemystowych. Autorzy zauwazyli,
ze zachodzi zalezno§¢ pomigdzy zawarto$cia otowiu we krwi i mleku; jezeli wzrasta
zawarto$¢ otowiu we krwi powyzej 0,20 pg/ml, to obserwuje si¢ natychmiastowy wzrost
zawartosci tego pierwiastka w mleku.

Na podstawie zestawienia opracowanego przez Rodriguez i in. [1999] mozna stwier-
dzi¢, ze najsilniej skazone otowiem jest mleko krowie pochodzace z Japonii (260 pg/l),
a najmniej mleko dunskie (0,78 pg/l). Autorzy podaja rowniez srednia zawarto$¢ otowiu
dla mleka polskiego w ilosci 20 pg/kg. W badaniach wlasnych mleka krowiego Rodriguez
iin. [1999] stwierdzili zawarto$¢ tego pierwiastka na poziomie od 12,21 do 17,31 pg/ml,
natomiast w mleku kozim od 4,34 do 19,02 pg/ml. Srednia zawarto$é otowiu w mleku
kozim pochodzacym z tureckiego rejonu rolniczego wyniosta 0,06 mg/kg [Tripathi i in.
1999], natomiast w krowim 0,103 mg/kg (0,02-0,05 mg/kg) [Ayar i in. 2008]. W Cze-
chach zawarto$¢ Pb w mleku kozim waha si¢ w zakresie 0,02—0,04 mg/kg, natomiast we
Wtoszech w zalezno$ci od pory roku wynosita 0,050 pg/g w mleku kozim i 0,059-0,109
pg/g w mleku owczym.

W Polsce badania nad zawarto$cia metali cigzkich w mleku krowim prowadzili mig-
dzy innymi Litwinczuk i in. [1999]. Porownywali zawarto$¢ Pb i Cd w mleku pochodza-
cym z terenéw przemystowych i rolniczych; na terenach przemystowych poziom otowiu
w mleku wyniost 15,3 pg/l (0,1-59,7 pg/l), wzdhuz szlakéw komunikacyjnych 15,7 pg/l
(0,1-98,1 pg/l), natomiast na terenach rolniczych — 6,2 pg/l (0,0-23,8 pg/l).

W badaniach wlasnych zawarto$¢ otowiu w mleku krowim pochodzacym odpowied-
nio z terenu przemystowego i uwazanego za czysty ekologicznie wyniosta 0,042 1 0,021
mg/kg.

PODSUMOWANIE

1. Rejon, w ktoérym uzytkuje si¢ zwierzgta przezuwajace ma istotny wplyw na sktad
mleka pod wzgledem zawartos$ci metali cigzkich (Cd, Cu, Ni, Pb).

2. Ustalone w aktach prawnych (rozporzadzeniach) krajowych i unijnych wartos$ci
graniczne dla Pb (0,02 mg/kg) zostaly przekroczone, zarowno w rejonach przemysto-
wych, jak i ekologicznie czystych. Natomiast st¢zenie Cd nie osiagato wartoSci granicz-
nych (0,01 mg/kg) okreslonych w rozporzadzeniu z 2003 r.
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3. Stgzenie badanych pierwiastkow osiagaty w mleku zblizone wartosci u zwierzat
utrzymywanych w podobny sposéb i w tym samym regionie, co sugeruje iz mechanizm
przechodzenia metali cigzkich do mleka u kréw i1 koz jest podobny.
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THE EVALUATION OF MILK SELECTED TRACE
ELEMENTS LEVELS IN RUMINANTS (COWS AND GOATS)
REARED IN INDUSTRIAL AND NONPOLLUTED AREAS

Abstract. The aim of the examination was to evaluate the contamination of cow’s and
goat’s milk. The following Cu, Ni, Cd and Pb mean concentrations was recorded: in cow’s
milk from polluted area 0.659, 0.2358, 0.007, 0.042 mg/kg; in cow’s milk from area free
of industrial pollution 0.227, 0.065, 0.003, 0.019 mg/kg; in goat’s milk from industrial
zone 0.671, 0.226, 0.007, 0.043 mg/kg; in goat’s milk from area free of industrial pollution
0.248, 0.063, 0.003, 0.021 mg/kg.

The trace elements concentrations in milk from industrial area were significantly higher
than the concentrations observed in samples from area free of industrial pollution. How-
ever, the Pb levels (0.02 mg/kg) exceeded the limit in both regions.

Key words: ruminants, milk, copper, nickel, lead, cadmium

Zaakceptowano do druku — Accepted for print: 12.03.2009

Do cytowania — For citation: Dobrzanski Z., Skiba M., Brozynska A., Kowalska-Goralska
M., 2009. Zawartos¢ wybranych metali ci¢gzkich w mleku przezuwaczy (krow i koz)
z rejonow przemystowych i czystych ekologicznie. Acta Sci. Pol., Med. Vet. 8(1), 3—14.

Acta Sci. Pol.



UM Pg
x?‘g CO"I/‘
£ %
g %

~
8ACT & Acta Sci. Pol., Medicina Veterinaria 8(1) 2009, 15-26

STATUS SEROLOGICZNY POJEDYNCZEGO OSOBNIKA
W KONTEKSCIE INTERPRETACJI BADAN
W KIERUNKU NEOSPOROZY BYDLA*

Katarzyna Ptoneczka-Janeczko'!, Krzysztof Ryputa',
Krzysztof Janeczko?

''Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
2Vet-Trade Polska Sp. z 0.0., Lesznowola

Streszczenie. Zarazenia pierwotniakiem Neospora caninum sa w stadach bydla jedna
z przyczyn strat w sektorze rozrodu (ronienia, resorpcje i powtarzanie rui, rodzenie cielat
z objawami klinicznymi neosporozy lub zdrowych klinicznie, ale trwale zarazonych). Obec-
no$¢ w stadach nawet jednego osobnika, bedacego Zrodtem inwazji i rezerwuarem pierwot-
niaka (ang. ,,single reactor”’) determinuje utrzymywanie si¢ inwazji w stadzie. Przyjmujac
powyzsze zatozenie, w roku 2007 badaniami przegladowymi w kierunku neosporozy obje-
to 47 stad bydta (n = 476),w tym 25 stad matych ,,M” (n> 20 <50) oraz po 11 stad $rednich
,,S” (n>50<150) i duzych ,,D” (n>150). Materiat do badan stanowita surowica, w ktorej
obecnos¢ przeciwciat oceniano testem ELISA (Idexx Herd Chek, USA), przyjmujac jako
poziom cut-off §redniq wartos¢ s/p > 0,5, wyliczana ze wszystkich prob indywidualnych dla
danego stada. Interpretujac wyniki indywidualnie, ich odsetek siggat 27,73% badanej po-
pulacji (132/476), jednak przyjmujac jako jednostke podstawowa do badan stado, w ponad
80% stad wykazano obecno$¢ przynajmniej 1 sztuki, dla ktorej wynik badania serologicz-
nego byt dodatni. W poszczegdlnych typach stad taczna liczba pojedynczych seroreagen-
tow w odniesieniu do ilo$ci zwierzat badanych wynosita odpowiednio 45/241 w stadach M,
41/110 w stadach S 1 46/125 w stadach D. Liczba seroreagentéw dodatnich w pojedynczym
stadzie wahata si¢ od 1 do 10 sztuk.

Stowa kluczowe: Neospora caninum, bydto, ELISA, pojedynczy seroreagent

*Praca finansowana z grantu nr 415/GW/07.
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WSTEP

W produkcji bydta straty w sektorze rozrodu pociagaja za soba zawsze konsekwen-
cje ekonomiczne. Oprocz infekcji wirusowych czy bakteryjnych przyczyna omawianych
probleméw sa takze inwazje pasozytnicze. Pierwotniak Neospora caninum (Protozoa,
Apicomplexa, Coccidia, Eucoccidiorida, Eimeriorina, Sarcocystidae, Neospora) uzna-
wany jest powszechnie na §wiecie za jedna z gtéwnych przyczyn ronien [Armengol
iin. 2006, Bascadi i in. 2001, Campero i in. 1998, Dubey i Lindsay 1996, Pitel i in. 2001,
Reiterova i in. 2009, Thompson i in. 2001]. Straty dla hodowcy wynikaja nie tylko z po-
ronien, ale i z kosztow ponownego zacielania krow, zmienionego i zaburzonego okresu
laktacji czy spadku mlecznosci [Moskwa i Cabaj 2004]. Badania dotyczace wystepo-
wania w stadzie neosporozy nie sa w naszym kraju wykonywane czgsto. Mimo coraz
szerszej $wiadomosci praktykujacych lekarzy wet. gtlownym problemem kojarzonym
z ronieniami pozostaje nadal wirusowa biegunka bydta i choroba bton §luzowych (ang.
Bovine Viral Diarrhea, Mucosal Disease BVD/ MD) oraz zakazne zapalenie nosa i tcha-
wicy i otret bydta (ang. Infectious Bovine Rhinotracheitis, Infectious Pustular Vulvovagi-
nitis IBR/IPV). Zatem dane nt. neosporozy, jakimi dysponujemy z terenu kraju, sa dany-
mi fragmentarycznymi. W okolicach Polski Potnocno-Wschodniej (rejon Wielkich Jezior
Mazurskich, Gdanska, Bydgoszczy, Bialegostoku, Moraga) odsetek surowic, w ktorych
wykazano obecno$¢ swoistych dla N. caninum przeciwcial, siggat od kilku do kilkudzie-
sigciu procent [Moskwa i Cabaj 2004]. W 2006 roku Wierzchon i in. oceniajac 32 stada
(n = 416), badali w kierunku neosporozy wyselekcjonowane osobniki, u ktérych odno-
towano poronienia lub inne problemy zwiazane z rozrodem. Wyniki dodatnie uzyskano
u okoto 9% badanej populacji [Wierzchon i in. 2006]. Kolejne badania przeprowadzone
w roku 2007 w okolicach Lublina w matych i $rednich gospodarstwach wykazaty sero-
prewalencjg na poziomie 3,72% (7/188) [Tomczuk i in. 2007].

Problem neosporozy w naszym kraju nie stanowi zagrozenia na skalg masowa, jednak
zarazenie wydaje si¢ utrzymywaé w opisywanych stadach na poziomie od kilku do kil-
kudziesigciu procent. Tak pojeta ,,stabilizacja” wynikaé moze z utrzymywania w stadach
nawet pojedynczych osobnikow, bedacych zrodlem inwazji i rezerwuarem pierwotniaka
(ang. single reactor). Kontrolg zarazenia utrudnia dodatkowo brak szczepien oraz staby
monitoring stad w tym kierunku. Celem niniejszej pracy byta ocena wystgpowania w sta-
dzie neosporozy w kontekscie obecnosci w nim pojedynczych seroreagentow dodatnich
oraz przedstawienie r6znych mozliwosci interpretacji zagadnienia, zaleznie od przyjg-
tych kryteriow.

MATERIALY I METODY

Badania w kierunku neosporozy prowadzono w roku 2007 przy wspotpracy tereno-
wych lekarzy weterynarii, opiekujacych si¢ stadami. Stada kwalifikowano na podstawie
wystgpowania w nich probleméw w rozrodzie, w tym ronien. Podstawowa jednostka
zbiorcza, jaka przyj¢to dla poroéwnania uzyskanych wynikéw, byto stado kréw mlecznych
(n=47). Wybrane do badan stada ze wzgledu na ich zréznicowanie pod wzgledem liczeb-
nosci podzielono na trzy grupy:

— stada mate (M) liczace od 20 do 50 sztuk bydta,
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— stada $rednie (S) >50 i <150 sztuk oraz
— stada duze (D) > 150 sztuk bydta.

Uwzgledniajac powyzszy podzial, badania objely ostatecznie 25 stad ,,M” oraz po 11
stad ,,$” i ,,D”. Ich liczebnos¢ i lokalizacje w poszczegolnych wojewoddztwach przedsta-
wia schemat 1.

m stada duze (D) W stada $rednie (S) O stada mate (M)

Schemat 1. Lokalizacja zakwalifikowanych do badan w kierunku neosporozy stad matych, $red-
nich i duzych
Scheme 1. Location of the small, medium and large herds examined for the presence of neosporosis

Materiat do badan stanowita surowica. Krew pobierano od wybranych losowo krow
powyzej 2 roku zycia (n = 476), znajdujacych si¢ w okresie laktacji. Surowice oceniano
ilosciowym testem ELISA (Idexx Herd Chek, Lab. Inc. Westbrook, Maine, USA), kto-
ry wykonano wg instrukcji producenta. Wynik testu kwalifikowano jako dodatni przy
s/p> 0,5, przyjmujac w tym wypadku warto$¢ progowa testu zalecana przez producenta.
Probobranie przeprowadzano kazdorazowo na poziomie 10% stada. Lacznie sposrod 476
prob — 125 pochodzito ze stad M, 110 prob ze stad S i 241ze stad D.

Medicina Veterinaria 8(1) 2009



18 K. Ploneczka-Janeczko i in.

Interpretacja wynikow badan na poziomie stada

Za podstawowa jednostke przyjeto w badaniach stado. Jego status okres$lano na pod-
stawie wynikow uzyskanych w probach indywidualnych. Stado kwalifikowano jako ,,se-
rologicznie dodatnie”, przy rownoczesnym spetnieniu 2 zalozen:

— co najmniej jednym indywidualnym wyniku dodatnim (ang. single-reactor) oraz
— $redniej s/p wyliczanej ze wszystkich prob indywidualnych dla danego stada > 0,5
(cut-off).

WYNIKI I OMOWIENIE

Wystgpowanie przeciwcial anty-Neospora caninum powyzej przyjgtego do badan
progu wykrywalnosci (s/p> 0,5 ) w obrebie stad matych, $rednich i duzych obrazuja ryc.
1, 21 3. Przyjmujac zatozone do interpretacji badan poziomy, catkowita seroprewalencja
wykazana na poziomie stad przekraczata 80%. Na 47 przebadanych stad — trzydziesci
osiem (80,85%) sklasyfikowano jako ,,serologiczne dodatnie”. Odsetek stad z wynikiem
dodatnim stanowit odpowiednio 72,72% wsrdd stad duzych D (8/11), 90,09% w stadach
srednich S (10/11) i 84% w stadach matych M (21/25). Krzywe na ryc. 4 prezentuja uzy-
skane w badaniach wartosci s/p dla stad ,,serologicznie dodatnich” réznej wielkoSci.

$rednie wartosci s/p w stadach matych (M)
average value s/p of small herds (M)

12 34 567 8 91011 121314151617 18 19 2021 22 2324 25

stada — herds

Ryc. 1. Wystgpowanie przeciwciat anty-Neospora caninum w stadach matych (M)
Fig. 1. Antibodies specific to Neospora caninum in the small herds (M)
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$rednie wartosci s/p w stadach Srednich (S)
average value s/p of mean herds (S)

2,57

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1"
stada — herds

Ryc. 2. Wystepowanie przeciwciat anty-Neospora caninum w stadach $rednich (S)
Fig. 2. Antibodies specific to Neospora caninum in the medium herds (S)

Srednie wartosci s/p w stadach duzych (D)
average value s/p of big herds (D)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
stada — herds

Ryc. 3. Wystgpowanie przeciwcial anty-Neospora caninum w stadach duzych (D)
Fig. 3. Antibodies specific to Neospora caninum in the large herds (D)
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Ryc. 4. Warto$ci s/p obrazujace wystgpowanie przeciwcial anty-Neospora caninum w stadach
matych (serie 1), $rednich (serie 2) i duzych (serie 3)

Fig. 4. S/Pratio as positive for Neospora caninum antibodies in the small (line 1), medium (line 2)
and large (line 3) herds

Rownoczesnie odsetek indywidualnych wynikow dodatnich stanowit 27,73% badane;j
populacji (132/476). W stadach D przeciwciata wykazano u 45 sposrdd 241 badanych
sztuk bydta (18,67%), w stadach § u 41 kréw na 110 badanych (37,27%), a w stadach M
u 46 na 125 badanych (36,8%). Porownanie odsetka indywidualnych wynikow dodatnich
dla stad M, S i D obrazuje ryc. 5. Liczba pojedynczych sztuk bydta, dla ktérych w bada-
niu uzyskano wynik dodatni, wahata si¢ w stadach od 0 do 10. Tabela 1 odzwierciedla
czgstotliwos¢ wykrywania minimum jednej takiej sztuki w poszczegdlnych typach stad.

100 §
80 1
60 - am
ms
40 1 mD
20 1
0.

Ryc. 5. Poréwnanie odsetka wynikow dodatnich uzyskanych w ocenie indywidualnej bydta ze stad
M.SiD
Fig. 5. Percentages of individual positives results in the M, S and D cattle herds
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Tabela 1. Liczba pojedynczych wynikow dodatnich (,,single reactor”) w poszczegdlnych typach
stad

Table 1. The number of single seropositive results (,,single reactor”) in the particular types of
herds

Czgstotliwos$¢ wykrywania pojedynczych wynikéw dodatnich w poszczegdlnych typach stad
Frequency of detection single positives results in the particular types of herds

Liczba wynikéw dodatnich
The number of positives
results

14
2(H)
3
4
51
6 (+) -
7() -
8(H) -
o) -
10 (+) -

stada mate M stada $rednie § stada duze D
small herds M medium herds S large herds D

— N[00 ]| W

olo|—|lolo|M|w|—=|r]|o
—|—|o|~|loclo|md| |~

Ocena rozprzestrzenienia w stadzie neosporozy i jej ewentualnego zwiazku z wy-
stegpowaniem problemoéw w rozrodzie oparta jest najczgsciej o badania serologiczne.
Od ich wynikow uzaleznia si¢ tez dalsze postgpowanie w stadzie, np. eliminacjg krow,
u ktorych wykazano przeciwciata oraz potomstwa od takich matek. Wazna jest jednak
interpretacja badania — czy oceniamy stado, traktujac je jako jednostke podstawowa,
czy tez ocena serologiczna odnosi si¢ do poszczegdlnych osobnikéw badanej populacji?
W dostgpnym pismiennictwie pojecia te sa wyraznie oddzielone. Porownawcze dane nt.
rozprzestrzenienia zarazenia w krajach o wysoce rozwinigtej hodowli bydta (Niemcy,
Holandia, Hiszpania i Szwecja) prezentowat w 2005 r. Bartels i in. [Bartels i in. 2006].
Badania te wykazaty wyrazne zrdéznicowanie nie tylko pomigdzy seroprewalencja noto-
wana w poszczeg6lnych krajach, ale takze w odniesieniu do typow stad (mleczne, migsne).
Roznice wystgpowaly takze pomigdzy badanymi stadami w obrgbie tego samego kraju.
W odniesieniu do stad mlecznych seroprewalencja ksztattowata si¢ w przedziatach: od 10
do 24% w Szwecji, od 39 do 59% w Niemczech, od 57 do 69% w Hiszpanii iod 67 do 84%
w Holandii. Rozpatrujac zagadnienie w odniesieniu do wynikow indywidualnych, r6zni-
ce pomigdzy stadami byly jeszcze bardziej wyraziste. O ile w Szwecji w bardzo nielicz-
nych fermach wykazano ponad 10% wynikow dodatnich, to w Hiszpanii w ponad 10%
stad wykazano seroprewalencjg na poziomie 50% do nawet 100% stada.

W konteks$cie oceny stada rozumianego jako jednostka podstawowa, w badaniach
coraz czgsciej zwraca sig¢ uwagg na obecnos¢ w takim stadzie nawet jednego osobnika,
u ktorego wykazane zostana swoiste przeciwciata. Wykazanie w stadzie nawet jednego
wyniku dodatniego moze juz stanowi¢ podstawe do uznania catego stada za ,,serologicz-
nie dodatnie” [Peregrine i in. 2004, Rinaldi i in. 2005]. Podobng interpretacje przyjgto
w programie zwalczania choroby Aujeszky’ego, cho¢ dotyczyto to sytuacji, gdy poje-

Medicina Veterinaria 8(1) 2009



22 K. Ploneczka-Janeczko i in.

dyncze reakcje ujawniano w kolejnych etapach badan monitoringowych. W przypadku
neosporozy przyjecie powyzszego kryterium tlumaczy epidemiologia zarazenia i drogi
rozprzestrzeniania si¢ inwazji — nie tylko jej transmisja pionowa (przez tozysko), ale
i zarazenia droga pozioma. Rozrdznia si¢ nawet kolejne pojecia: endogennych i egzogen-
nych inwazji transplacentarnych, precyzujac tym samym zrodfa i drogi zarazenia [Trees
i Williams 2005]. Méwiac o drodze poziomej — dotyczy to zarazenia oocysta wydala-
na przez psy, ale takze zarazenia cielat mlekiem/ siara od matek czy krow dorostych
fragmentami tozyska, zawierajacymi tachyzoity pierwotniaka. Tachyzoity wielkosci
2—-6 um stanowia stadium inwazyjne — ksztaltem przypominaja potksigzyc z centralnie
umieszczonym jadrem komorkowym. Namnazaja si¢ one intensywnie wewnatrz komo-
rek, przenikajac migdzy innymi do trofoblastu i tozyska. Sugeruje si¢ rowniez obecno$é
w lozyskach innego stadium inwazyjnego — bradyzoitow, ktore takze zachowuja zdolnos¢
replikacji. Z punktu epidemiologii juz sama masa lozyska przy potencjalnej obecnosci
w nim pierwotniaka Neospora bytaby waznym ogniwem w rozprzestrzenianiu si¢ neo-
sporozy [Dubey i in. 2006]. Badania dotyczace wystgpowania pierwotniaka Neospora
caninum w tozyskach pochodzacych ze spontanicznych ronien bydta prowadzono z za-
stosowaniem roznorodnych technik diagnostycznych, m.in. immunohistochemii (IHC)
i PCR. Wykrywalno$¢ pierwotniaka réznita si¢ znacznie — IHC w porownaniu z technika
molekularng charakteryzuje si¢ duzo nizsza czutoscia. Z kolei w PCR zmienny odse-
tek wynikéw dodatnich w PCR (od 40 do 100%) uzalezniony jest od typu zastosowanej
reakcji (PCR, nested PCR) czy rodzaju i sposobu przygotowywania prob (skrawki pa-
rafinowane, material $wiezy, mrozony) [Baszler i in. 1999, Bergeron i in. 2001, Shiva-
prasad i in. 1989]. Waznym wydaje si¢ natomiast fakt, iz pierwotniaki izolowano nawet
z kotyledonow tozysk wydalanych przy porodach klinicznie zdrowych cielat z wrodzona
neosporoza [Fioretti i in. 2000].

Zaroéwno zarazenia pionowe, jak i poziome stanowia wigc czynnik podtrzymujacy
inwazj¢ w stadzie. Nawet jezeli ich zrodlem jest pojedynczy osobnik, stanowi on niejako
ogniwo krytyczne w rozprzestrzenianiu si¢ choroby [French i in. 1999]. Oceniajac stada
wg zalozonego powyzej kryterium (przynajmniej jeden osobnik, u ktérego w badaniach
serologicznych wykazano przeciwciala), ich liczba i odsetek jest z reguty wysoki. Przy-
ktadowo: Wtochy — 63/ 81 stad badanych (77,8%), Anglia 107/114 stad badanych (94%),
Stany Zjednoczone 48/57 stad badanych (84,2%) [Rinaldi i in. 2005, Peregrine i in. 2004,
Woodbine i in. 2008]. Przy takiej interpretacji rowniez w Polsce mamy do czynienia
z wysokim odsetkiem stad, w ktorych przynajmniej jeden osobnik moze stanowi¢ re-
zerwuar 1 zrodlo szerzenia si¢ choroby. Przeprowadzone badania wlasne potwierdzaja
obecnos¢ pojedynczych seroreagentéw w ponad 80% stad badanych. Interpretujac uzy-
skane w badaniach rezultaty w konteks$cie odsetka wynikow indywidualnych, wykazana
seroprewalencja nie przekraczataby 30%.

Roznice i rozbieznosci — jesli porownac tu dane z terenu Polski — wydaja si¢ wynikaé
ze sposobu, w jaki dobiera si¢ proby do badan. W badaniach wtasnych osobniki dobie-
rano losowo pod katem identyfikacji w stadzie pojedynczych seroreagentow dodatnich —
niemniej maksymalna liczba prob z danego stada stanowita 10% jego liczebnosci. Ocena
seroprewalencji w oparciu o wyniki indywidualne na poziomie stad nie przekroczytaby
zatem nigdy 10% — tyle bowiem przy zatozonych kryteriach mozna bylo uzyska¢ mak-
symalnie wynikéw pozytywnych w kazdym z badanych stad. Podobny sposob doboru
(losowy) stosowat Tomczuk i in., wykazujac 3,72% wynikow pozytywnych (7/188),
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przy czym na poziomie stada odsetek wynikow dodatnich siggat od 0 do 14,3% [Tom-
czuk i in. 2007]. Trudno jednak poréwnywac uzyskiwane na terenie Polski wyniki takze
iz tego powodu, iz najczesciej w opisywanych pracach ocenie podlegaja tylko krowy po
poronieniach. Automatycznie rozprzestrzenienie neosporozy jest wigc oceniane w wy-
selekcjonowanej i zarazem mniejszej grupie osobnikéw [Cabaj i in. 2000, Moskwa i in.
2002]. Jak zaznaczaja sami autorzy — nieprzypadkowy wybor krow do badan nie pozwala
na wyciagnigcie wnioskow w stosunku do catosci pogtowia w badanych stadach, a raczej
na ocen¢ udziatu neosporozy w problemach zwigzanych z rozrodem bydta [Wierzchon
iin. 2006]. Uwzgledniajac wyzej opisany dobor prob do badan, odsetek wynikow dodat-
nich ksztattuje si¢ od kilku procent (2,6% — 3/114) do dwudziestu kilku procent (26,5%
—119/449) [Moskwa i in. 2002, Cabaj i in. 2000].

Kolejnym waznym kryterium diagnostycznym w interpretacji badan jest przyjgcie
okreslonego putapu cut-off (warto$¢ odcigcia) dla wykonywanego testu. Miana swo-
istych przeciwciat wykrywalnych u osobnikéw badanych nie utrzymuja sig na stabilnych
poziomach (fluktuacja). Nie koresponduja zatem tez z wystapieniem lub mozliwoscia
wystapienia poronienia. W infekcjach postnatalnych przeciwciata anty- Neospora ca-
ninum utrzymuja si¢ nawet do 3,5 roku. U czeSci zwierzat z inwazja przejsciowa ich
koncentracja narasta w trakcie serokonwersji, po czym stopniowo po 6—27 miesiacach
stopniowo zanika (ujemne wyniki badan) [Dijkstra i in. 2008]. Wcze$niejsze badania
Dijkstra i in. potwierdzity natomiast, ze to infekcjom postnatalnym czgsciej towarzysza
w stadach ronienia [Dijkstra i in. 2001]. Innymi stowy — poroni¢ mogta zardwno krowa,
u ktorej w chwili badania koncentracja przeciwciat byta niska, jak i taka, u ktorej wykaza-
ne warto$ci s/p odzwierciedlaja wysoka koncentracj¢ przeciwciat. Dla wigkszosci analiz
wynik badania surowicy uznaje si¢ za dodatni powyzej wartosci s/p > 0,5, ustalonej jako
wartos¢ progowa cut-off (ELISA) przez producentéw testow. Wyniki uznawano jednak
takze za dodatnie, kwalifikujac je przy s/p > 4,5 — czego konsekwencja przy analizach
poréwnawczych z innymi badaniami bylby automatyczny wzrost odsetka osobnikow
z wynikiem dodatnim, a wigc 1 wyzsza seroprewalencja [Peregrine i in. 2004]. Sugeruje
si¢ takze wprowadzenie umownego podziatu na wyniki stabo dodatnie (s/p od 0,5 do
1,5) oraz wysoce dodatnie (s/p > 1,5) [Dijkstra i in. 2003]. Nawiazujac do tak ustalonego
kryterium kwalifikacji stad i biorac pod uwagg $rednie wartosci s/p w ich poszczegdlnych
typach (ryc. 4), prawie 30% stad badanych (14/47, tj. 29,78%) nawet przy probobraniu
na poziomie tylko 10% zostataby zakwalifikowana jako stada wysoce dodatnie. Stano-
wityby one odpowiednio 24% (6/25) stad matych, 27% (3/11) stad $rednich i 36% stad
duzych (4/11).

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania aktualizuja dane nt. rozprzestrzenienia neosporozy w na-
szym kraju. Ocena skali wystgpowania tego problemu w stadach jest w duzej mierze
uzalezniona od kryteriow przyjetych do interpretacji badania. Liczba indywidualnych
wynikéw dodatnich i okres$lana na tej podstawie seroprewalencja bedzie zawsze nizsza
w poréwnaniu z wynikami, ktdre uzyskiwane sa, gdy za jednostke podstawowa do badan
przyjmie si¢ stado, a obecno$¢ w nim juz jednego wyniku dodatniego bedzie kwalifiko-
watla stado jako ,,serologicznie dodatnie”. Na 25 przebadanych w kierunku neosporozy
stad w 19 potwierdzono wczesniej wystgpowanie BVD, a w 23 IBR (informacje uzy-
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skane od lekarzy opiekujacych si¢ stadem). Przeciwciata anty-Neospora caninum wy-
stgpowaty jednak niezaleznie od opisanych zakazen. W $wietle uzyskanych wynikoéw
(ponad 80% stad z przynajmniej jednym wynikiem dodatnim), w przypadku wystgpowa-
nia ronien w stadzie, celowym wydaje si¢ poszerzenie diagnostyki o badanie w kierunku
neosporozy. Uwzgledniajac 95% czy 99% prawdopodobienstwo wykrycia zarazenia na
poziomie 10%, liczba prob pobranych szczegdlnie ze stad matych moze nie wystarczac
do wyciagnigcia wnioskow nt. rozprzestrzenienia w nim choroby w oparciu o wykazana
seroprewalencje stada. Z tego powodu rowniez wyliczenie wspotczynnika zarazenia stad
byloby nieprecyzyjne. Niemniej cel badan zaktadat oceng statusu stada w kontekscie wy-
kazania w nim przynajmniej jednego seroreagenta dodatniego. Liczba prob niezbgdnych
do badan zmniejsza si¢ jednocze$nie ze wzrostem wielkosci stada, w praktyce koszty wy-
konania takich badan bylyby wigc i dla hodowcy bardziej korzystne. Badanie wszystkich
osobnikow stada dla oceny ryzyka rozprzestrzenienia choroby wydaje si¢ zasadniczo ko-
nieczne tylko w koncowym etapie zwalczania neosporozy, przed uznaniem go za ,,wolne”
od pierwotniaka Neospora caninum.
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THE SEROSTATUS OF THE SINGLE ANIMAL
REGARDING BOVINE NEOSPOROSIS
AND INTERPRETATION OF STUDY RESULTS

Abstract. Neospora caninum infection is one of the significant cause of losses in the cattle
reproduction (abortion, resorption and repeat breeding, born congenitally infected calves
with clinical symptoms of neosporosis or clinically normal but persistently infected calves).
Even one animal, who is a source and reservuar of protozoon (single reactor) determined
the stability of infection within the herd. In 2007 forty seven cattle herds were examined in
the screening study to bovine neosporosis. Sera were obtained from 25 small herds (“M”,
n> 20< 50), 11 medium (“S”, n>50<150) and large herds (“D”, n> 150) respectively. Four
hundred and seventy six serum samples were examined for the presence of N. caninum
antibodies by an ELISA (Idexx, Cherd Check, USA). Results were considered positive
at a cut-off level of s/p > 0,5. The antibody concentration was established for each of ex-
amined herds as a mean value of individual results. Of the 476 serum samples investigated,
27,73% (132/476) were confirmed to be positive. However et least one seropositive animal
was identified in approximately 80% of all herds, for the herd-level. The number of sero-
positive reagents respectively to all examined animals was 45/241 within D, 41/110 within
§ and 46/125 within M herds. The minimum recorded number of positive results obtained
in the single herd was 0 and the maximum was 10.

Key words: Neospora caninum, cattle, ELISA, single seropositive reagent
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PROTEINOGRAM JAKO BADANIE UZUPEENIAJACE
W DIAGNOSTYCE MONOCYTARNEJ
ERLICHIOZY PSOW*

Katarzyna Ptoneczka-Janeczko

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Zachowanie si¢ biatek surowicy oceniano u psow (n=21) z erlichioza (Ehrli-
chia canis) potwierdzong serologicznie testem immunofluorescencji posredniej IFAT (mia-
na od 1:20 do 1:1280). W poréwnaniu z grupa kontrolna 20 zdrowych klinicznie pséw
(wynik badania testem IFAT ujemny) — w grupie psow zakazonych wykazano statystycznie
istotne zmniejszenie koncentracji biatka catkowitego (p<0,05), albumin ((p<0,001), wskaz-
nika albuminowo-globulinowego (p<0,001) i gamma globulin (p<0,001). W odrdznieniu
od poprzednich frakcje alfa-2 globulin i beta globulin u psoéw zakazonych byly wyraznie
podwyzszone (p<0,01). Reasumujac, proteinogram moze by¢ zalecany w klinicznej dia-
gnostyce erlichiozy jako badanie uzupetniajace, poréwnywalne z badaniem hematologicz-
nym czy ocena rozmazu Krwi.

Stowa kluczowe: erlichioza monocytarna, Ehrlichia canis, biatka surowicy krwi, proteinogram

WSTEP

Monocytarna erlichioza psow (ang. CME Canine Monocytic Ehrlichiosis) wywotywa-
na przez Ehrlichia canis mimo coraz szerszej, teoretycznej znajomos$ci tematu praktycz-
nie bywa nadal czgsto nierozpoznana. Wynika to przede wszystkim z faktu, ze klinicznie
CME przypomina wiele innych choréb natury zakaznej. Infekcja dotyczaca poczatko-
wo tylko komérek krwi wraz z uplywem czasu rozprzestrzenia si¢ na caly organizm,
przechodzac w trudno uleczalne schorzenie wielonarzadowe [Greene i Harvey 1994].
Objawy ,,grypopodobne” obserwowane w pierwszym okresie zakazenia zanikaja wraz
z przejsciem infekcji w stadium subkliniczne. Jesli choroba przejdzie dalej, w stadium
przewlekte, rokowania odnos$nie stanu zdrowia psa nie sa, niestety, pomyslne.

*Praca finansowana z grantu nr 3 PO6K 015 23.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Katarzyna Ploneczka-Janeczko, Katedra Epi-
zootiologii 1 Administracji Weterynaryjnej z Klinika, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu,
pl. Grunwaldzki 45, 50-366 Wroctaw, e-mail: ploneczka@poczta.onet.pl
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Malo charakterystyczny obraz kliniczny narzuca w praktyce konieczno$¢ zastosowa-
nia kompleksowej diagnostyki przy potwierdzaniu rozpoznania. Erlichioza diagnozowa-
na jest glownie za pomoca testow serologicznych wykonywanych w specjalistycznych
laboratoriach, sposrod ktorych ,,ztotym standardem™ jest immunofluorescencja posrednia
(IFAT). Wyniki PCR sa uzaleznione od tego, czy w momencie pobierania materiatu uda-
to si¢ uchwycié¢ okres bytowania riketsji we krwi (erlichemia). Sugeruje si¢, Zze ma ona
charakter przejsciowy, rzadko kiedy udaje si¢ wigc tez wykazac riketsje w monocytach,
w rozmazie krwi (ok. 5% psow zakazonych).

Pozadana cecha metody badawczej jest mozliwo$¢ uzyskiwania obiektywnego wy-
niku, niezaleznie od fazy zakazenia. Proteinogram jest badaniem krwi, pozwalajacym
na okres$lenie procentowej zawartosci poszczegdlnych frakcji biatka w surowicy. W we-
terynarii nie jest jak dotad badaniem czgsto zalecanym przez lekarzy mimo stosunkowo
niskich kosztow w poréwnaniu z badaniem serologicznym czy PCR. Dysproteinemie
begdace wskaznikiem réznych proceséw chorobowych towarzysza chorobom o stabo
wyrazonych objawach, jak rowniez chorobom o przebiegu przewlektym. Pojawiaja si¢
takze w chorobach przebiegajacych z zaburzeniami odpornos$ci. Erlichioza jest na tyle
specyficzna jednostka, ze laczy w sobie wszystkie wymienione przyczyny dysproteine-
mii. Przeprowadzone badania miaty na celu ustalenie odchylen w proteinogramie psow,
u ktorych w badaniu testem immunofluorescencji posredniej IFAT wykazano rownolegle
specyficzne dla Ehrlichia canis przeciwciata. Pozwoliloby to oceni¢ przydatno$¢ prote-
inogramu jako uzupetniajacej metody diagnostycznej stosowanej zamiast np. zlecanego
o wiele czg$ciej rozmazu, ktory z reguly daje wynik negatywny.

MATERIALY I METODY

Analiza obje¢to tacznie 41 psoéw, w tym 21 pséw w grupie badanej i 20 w grupie kon-
trolnej. Do grupy badanej zakwalifikowano 21 osobnikoéw, wybranych sposrod popula-
cji poddanej uprzednio serologicznym badaniom przesiewowym w kierunku obecnoS$ci
przeciwciat dla Ehrlichia canis. Badania te przeprowadzono przy uzyciu testu immuno-
fluorescencji posredniej IFAT uznawanego za ,,ztoty standard” w diagnostyce erlichiozy
[VMRD, Pullman, USA] [Ploneczka i Smielewska-Eo$ 2003]. Aktualne dane na temat
stanu zdrowia pséw (w tym dane z ankiet dla wiascicieli) i wykazane miana swoistych
przeciwcial przedstawia tabela 1. Grupg kontrolnag (n = 20) stanowity psy zdrowe kli-
nicznie, bez odchylen w badaniach hematologicznych i biochemicznych krwi, nie wy-
kazujace obecnosci swoistych dla Ehrlichia canis przeciwcial. Analizy przeprowadzo-
no w specjalistycznym, medycznym Centrum Laboratoryjnym DIAGNOSTYKA przy
Instytucie PAN we Wroctawiu, kazdorazowo oceniajac koncentracj¢ biatka catkowitego,
albumin (Alb.), globulin (Glob.), stosunek albumin do globulin (Alb./ Glob.) oraz frakcje
alfa 1, alfa 2, beta i gamma globulinowa. Koncentracje¢ biatka catkowitego okreslano
metoda biuretowa. Rozdziat elektroforetyczny biatek prowadzono w zelu SDS-PAGE
(sodium dodecyl biacrylamide gel electroforesis), oceniajac ilosciowo koncentracjg po-
szczegblnych frakcji metoda densytometrii. Obliczenia statystyczne wykonano w progra-
mie Statistica.
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Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej: aktualny stan zdrowia pséw oraz miana swoistych dla
Ehrlichia canis przeciwciat wykazanych w tescie immunofiuorescencji posredniej (IFAT)

Table 1. The characteristic of examined group: present clinical health-status of the dogs and titres of
specific to Ehrlichia canis antibodies detected by indirect fluorescent antibody test (IFAT)

Lp. Stan kliniczny psow w grupie badanej Miano
No. Clinical health-status in examined group Titre
1. problemy zwigzane z zaburzeniami rozrodu, niedonoszona cigza 320
2. nawracajaca goraczka i kulawizna 320
3. zmiany skorne z ktorych wyizolowano Staph. aureus 1280
4. przewlekle, nawracajace zmiany zapalne btony $luzowej jamy ustnej, anoreksja 20
5. wymioty i biegunka, podejrzenie infekcji przewodu pokarmowego 1280
6. klinicznie brak zmian, wizyta kontrolna 20
7. klinicznie brak zmian, wizyta kontrolna 20
8. klinicznie brak zmian, wizyta kontrolna 20
9. klinicznie brak zmian, wizyta kontrolna 20
10.  klinicznie brak zmian, wizyta kontrolna 320
11.  klinicznie brak zmian (wizyta przed szczepieniem profilaktycznym) 320
12.  anoreksja, spadek masy ciata, duszno$¢ i drzenia, domieszka krwi w kale 1280
13.  klinicznie brak zmian — wizyta kontrolna 20
14.  poliarthritis, apatia, utrata masy ciata, anoreksja, zmiany skorne 320
15.  kaszel i duszno$¢, anoreksja, okresowe wymioty i biegunki 20
16.  dusznos¢, kaszel, op6znione reakcje na bodzce 320
17.  Kklinicznie brak zmian — wizyta kontrolna 320
18.  bolesnos¢ okolicy miednicy, pies trafit do lecznicy z podejrzeniem urazu 20
19.  zapalenie gardta i podraznienie tchawicy, kaszel, sztywno$¢ chodu, PUPD 20
20.  Kklinicznie brak zmian (wizyta przed szczepieniem profilaktycznym) 320
21.  klinicznie brak zmian, wizyta kontrolna 20
WYNIKI I OMOWIENIE

Zestawienie wartosci $rednich parametréw badanych, uzyskanych u pséow z grupy
badanej w odniesieniu do grupy kontrolnej przedstawiono w tabeli 2.

Analizujac wyniki proteinogramu psow z grupy badanej, zmiany w koncentracji bia-
ek surowicy wydaja si¢ wystgpowac niezaleznie od ich stanu zdrowia, stadium choroby,
w ktorym pies mogt si¢ znajdowac w chwili badania czy wysokosci wykazanych testem
IFAT mian swoistych przeciwcial.

Roéznice pomigdzy poziomem biatka catkowitego w obu grupach obrazuje wyraznie
ryc. 1. Hypoproteinemia moze by¢ wynikiem goraczki towarzyszacej erlichiozie, wy-
stepujacej we wszystkich jej stadiach, niemniej jest to objaw trudny do uchwycenia dla
whascicieli psow. Srednia warto$¢ poziomu biatka u pséw badanych wynosita 72,04 gL,
podczas gdy w grupie kontrolnej ponad 79 (79,45gL"). Jeszcze wigeej informacji dostar-
cza analiza wartosci mediany ukazujaca, ze u 75% psoéw zakazonych koncentracja biatka
miedcita si¢ ponizej $redniej grupy kontrolne;.

Przyjmuje sig¢, ze w stanach goraczkowych podstawowa przemiana metaboliczna
BMR (Basal Metabolic Rate) wzrasta o 11 do 13% na kazdy, przypadajacy powyzej
prawidtowej temperatury ciata stopien Celsjusza, co wymagatoby zwigkszenia kon-
centracji biatka pod postacig aminokwasow o 10% [Allen 1991]. Nasilone procesy glu-
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koneogenezy watrobowej w stanach goraczkowych mobilizuja biatka organizmu. Kli-
nicznie utrata biatka na tym tle uwidacznia si¢ z jednak duzym opéznieniem i dopiero
stadium chroniczne erlichiozy sugerowaloby taka mozliwos¢. Proteinogram pozwalal-
by wigc uchwyci¢ w tym przypadku zmiany o charakterze hypoproteinemii duzo wcze-
$niej, zanim bedzie to widoczne w sensie klinicznym. Fakt ten wynika z wystgpujacej
w CME, rownolegle ze stanem goraczkowym, anoreksji. Podobne warto$ci hypoprote-
inemii uzyskali w swoich badaniach Harrus i in., wérod psow zakazonych Ehrlichia canis
w Izraelu [Harrus i in. 1996].
Koncentracjg albumin w grupie badanej wobec kontrolnej odzwierciedla rycinie 2.

Tabela 2. Proteinogram pséw, u ktorych stwierdzono obecno$¢ swoistych dla E. canis przeciwciat
(IFAT) i grupy kontrolnej

Table 2. Serum protein profile in dogs with specific for E. canis antibodies (IFAT) and in the con-
trol group

Wyszczegolnienie Srednia + SD
Specification Mean values + SD

GRUPA BADANA - EXAMINED GROUP

biatko catkowite [gL"] total protein

72,04 £10,06*

albuminy [gL'] albumin [gL]

28,63 £ 5,59%**

globuliny [gL"] globulin [gL'] 43,40 £ 7,41
albuminy/ globuliny albumin/ globulin 0,66 + 0,15%**
globuliny alfa 1 [gL'] alpha 1 globulin [gL"] 3,89+ 1,70
globuliny alfa 2 [gL'] alpha 2 globulin [gL"'] 12,38 £ 3,84%**
globuliny beta [gL'] beta globulin [gL'] 16,35 £4,04**
globuliny gamma [gL'] gamma globulin [gL"] 9,59 + 4,33%**

GRUPA KONTROLNA — CONTROL GROUP

biatko catkowite [gL'] total protein 79,45+ 12,73
albuminy [gL'] albumin [gL"] 36,16 £5,22
globuliny [gL'] globulin [gL"] 43,28 +9,17
albuminy/ globuliny albumin/ globulin 0,85£0,16
globuliny alfa 1 [gL"] alpha 1 globulin [gL"'] 4,07 + 1,64
globuliny alfa 2 [gL"] alpha 2 globulin [gL"'] 9,18 £2,84
globuliny beta [gL'] beta globulin [gL'] 12,86 + 3,09
globuliny gamma [gL'] gamma globulin [gL"] 17,19 £4,22

* rdznica statystycznie istotna przy p < 0,05 — significance in relation to the control group at p < 0,05

** rdznica statystycznie istotna przy p < 0,01 — significance in relation to the control group at p < 0,01

**% roznica statystycznie istotna przy p < 0,001 — high significance in relation to the control group
atp <0,001

SD — odchylenie standardowe — standard deviation
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Ryc. 1. Biatko catkowite (gL ') w grupie kontrolnej (n = 20) i badanej (n = 21)
Pict. 1. Total protein (gL ') in the control group (n = 20) and in examined group (n =21)
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Ryc. 2. Koncentracja albumin (gL ') w grupie kontrolnej (n = 20) i badanej (n = 21)
Pict. 2. Albumine concentration (gL ') in the control (n = 20) and in examined group (n =21)

Hypoalbuminemia zaznacza si¢ w grupie badanej jeszcze wyrazniej niz hypoprote-
inemia. Maksymalna koncentracja albumin u pséw zakazonych Ehrlicha canis nie osiaga
nawet warto$ci §redniej grupy kontrolnej, wynoszacej 36,16 gL' i jest zblizona do warto-
sci mediany uzyskanej w tej grupie (37,23 g/L). Odnoszac si¢ do wartosci referencyjnych,
proponowanych w analizach biochemicznych przez Mollereau 1 in. [1978], wynosza-
cych od 51 do 53% biatka calkowitego, hypoalbuminemia wystapita u wszystkich psow
w grupie badanej [Mollerau i in. 1978]. W ujeciu patofizjologicznym hypoalbuminemia
wynika albo ze zwigkszonej utraty albumin, albo z obnizonej ich syntezy w watrobie
[Allen 1991]. W przypadku erlichiozy jej przyczyny mozna upatrywaé w towarzysza-
cej chorobie anoreksji, wystepowaniu tendencji do krwawien czy w zmianach zapalnych
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w naczyniach (vasculitis). To glownie te zmiany powoduja przemieszczanie si¢ albumin
z surowicy do tkanek objetych procesem zapalnym. U do$wiadczalnie zakazonych psow
odnotowywano albuminurig¢ nawet przy niewielkich zmianach w kigbuszkach nerkowych
[Harrus i in. 1996]. Uruchamiany jest tez prawdopodobnie mechanizm kompensacyjny,
zwiazany z obnizeniem syntezy frakcji albumin, pozwalajacy na utrzymanie cisnienia on-
kotycznego oraz zapobiegajacy wzrostowi lepkosci krwi [Allen 1991, Harrus i in. 1996].
Klinicznie anoreksja zauwazona zostala u 4 pséw. U jednego odnotowano poliuri¢ z po-
lidypsja (PU/PD), gdzie przyczyna hypoalbuminemii moga by¢ zmiany w obrgbie ne-
rek. U pozostatych psow wystgpowaty objawy ze strony uktadu oddechowego, zapalenia
stawow badz psy nie wykazywaly objawow klinicznych. Nie jestesmy jednak w stanie
okresli¢ rozlegtosci zmian naczyniowych, a zatem i utraty albumin surowicy przemiesz-
czajacych sig ta droga w trakcie trwania choroby do tkanek.
Poréwnanie koncentracji globulin dla obu grup obrazuje rycina 3.
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Ryc. 3. Koncentracja globulin (gL ') w grupie kontrolnej (n = 20) i badanej (n = 21)
Pict. 3. Globuline concentration (gL ') in the control (n = 20) and in examined group (n =21)
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W odniesieniu do catkowitej frakcji globulin proteinogram nie wykazat istotnych
zmian u psow, ktore miaty swoiste przeciwciata, mimo iz w zakazeniach doswiadczal-
nych, opisywanych przez Wanera, odsetek psow z hyperglobulinemia towarzyszaca erli-
chiozie wynosit 30% [Waner i in. 1997]. Srednia koncentracja globulin byta praktycznie
identyczna (43,40 gL 'u psow badanych i 43,28 gL ' w grupie kontrolnej). Przeprowa-
dzone badania nie uwzgledniaty dynamiki narastania frakcji globulin, zatem jedynie stan
kliniczny i znajomo$¢ przebiegu choroby moga lekarzowi sugerowac¢ przypuszczalne jej
stadium. Hyperglobulinemia moze ujawni¢ si¢ w przyszlosci, jednorazowa ocena tego
parametru proteinogramu nie moze zatem by¢ wyraznym wskaznikiem diagnostycznym
erlichiozy.

Wskaznik albuminowo-globulinowy (ryc. 4) u pséw z grupy badanej byt obnizony, co
wiaze sig istotnie z wykazana u nich hypoalbuminemia.
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Ryc. 4 Wskaznik albuminowo-globulinowy w grupie kontrolnej (n = 20) i badanej (n = 21)
Pict. 4. Albumin/Globulin ratio in the control (n = 20) and in examined group (n = 21)

Przesunigcia w alfa 1, alfa 2 i beta i gamma globulinach obrazuje rycina 5.
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Ryc. 5. Koncentracja alfa 1, alfa 2, beta i gamma globulin (gL ') w grupie kontrolnej (n = 20)
i badanej (n=21)

Pict. 5. Alpha 1, alpha 2, beta and gamma globulin concentration (gL ') in the control group
(n =20) and in examined group (n =21)

Srednia koncentracja alfa 1 globulin w grupie pséw badanych nie odbiegata od $red-
niej uzyskanej dla grupy kontrolnej (4,07 gL !). Ten sam parametr badany u psow zaka-
zonych doswiadczalnie w Izraelu byt jednak na nieco wyzszym poziomie, byly to jed-
nak badania eksperymentalne, a nie infekcja naturalna [Harrus i in. 1996]. Mimo réznic
w koncentracji alfa 1 globulin u pséw zdrowych i zakazonych, odnotowywanych przez
innych autoréw, w badaniach wlasnych nie wykazano zmian istotnych statystycznie,
umozliwiajacych jednoznaczna interpretacje.

Przesunigciom we frakcji alfa 2 globulin (oraz czesciowo alfa 1) towarzyszy¢é moze
synteza biatek ostrej fazy (BOF), ktore w rozdziale elektroforetycznym wykazuja czyn-
nos$¢ tych frakcji. Harrus i in. w eksperymentalnej erlichiozie zanotowali wzrost koncen-
tracji alfa 2 globulin w grupie pséw zakazonych, ktore rownolegle nie wykazywaty zmian
o charakterze pancytopenii, co sugerowato wczesna faze zakazenia [Harrus i in. 1996].
Rowniez badania wlasne wykazaty, iz alfa 2 globuliny sg wyraznie podwyzszone u psow
z erlichioza ($rednia koncentracja w grupie badanej wynosita 12,38 gL !, podczas gdy
w kontrolnej 9,18 gL.-!). Ponad 50% psow zakazonych wykazywato koncentracj¢ powy-
zej wartosci 11,32 gL ! charakteryzujacej wg statystyki kwartyl gorny dla grupy kontrol-
nej. Przeprowadzone badania nie uwzgledniaty réwnoleglego wystgpowania pancytope-
nii, niemniej stosunkowo niskie miana wykazanych przeciwciat oraz stan kliniczny psow
z grupy badanej sugeruja raczej wczesna, a nie przewlekla faze zakazenia. Rozszerze-
niem badania alfa 2 globulin mogtaby by¢ ocena BOF, niemniej i bez tego parametr ten
wydaje si¢ mie¢ duza wartos¢ diagnostyczna.

Globuliny beta w proteinogramie obrazuja czgsciowo syntezg BOF (podobnie jak alfa
2), czgSciowo za$ moga odzwierciedla¢ syntezg wezesnych klas immunoglobulin klasy
IgM czy IgA, ktore w elektroforezie wykazuja czynno$¢ w regionie beta do gamma.
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W zakazeniach naturalnych E. canis nie okreslono jednak czasu utrzymywania si¢
i eliminacji przeciwciat klasy IgM, ktorym by¢ moze towarzysza juz 1gG. Przeciwciala
klasy IgG w zakazeniach do$wiadczalnych wykazywano bowiem testem IFAT stosun-
kowo wczesnie, bo juz od 4 dnia p.i. [Harrus i in. 1998]. Frakcja globulin beta 2 byta
obnizona w do§wiadczalnych badaniach Wanera nad faza subkliniczna erlichiozy [Waner
iin. 1997]. W badaniach wlasnych globulin beta nie rozdzielono na podfrakcje. Analiza
proteinogramu wykazala natomiast hyperglobulinemi¢ w obrgbie catkowitej frakcji glo-
bulin beta, korelujaca prawdopodobnie z mechanizmami uruchamianymi w zakazonym
orga-nizmie we wczesnych fazach infekcji. Srednia koncentracja beta globulin w grupie
psow badanych wynosita 16,35 gL ! wobec 12,86 gL' u pséw z grupy kontrolnej. Ocena
bytaby doktadniejsza, przy uwzglednieniu w badaniach serologicznych dynamiki prze-
ciwciat klasy IgM, wykraczalo to jednak poza ramy przeprowadzonych badan. Przesunig-
cie we frakcji beta wydaje si¢ wigc by¢ ewidentnym dla choroby, niemniej jego charakter
(hyper- badz hypoglobulinemia frakcji beta) sa zalezne juz od fazy zakazenia.

Waner i in. [1997] wykazali w swoich badaniach kolejna cechg erlichiozy — narasta-
jacej stopniowo koncentracji specyficznych dla E. canis globulin gamma, moze towa-
rzyszy¢ nieadekwatna produkcja przeciwcial nieswoistych. Rezultatem moze zatem by¢
hyperglobulinemia, ktora notowano, ale dopiero w fazie subklinicznej choroby [Codner
iin. 1985]. Badania wlasne wykazaly obnizona koncentracjg frakcji gamma ($rednia kon-
centracja 13,19 gL' wobec 21,51 gL' w grupie kontrolnej) — parametr ten zachowywat
si¢ zupelnie inaczej niz w badaniach przeprowadzonych przez Burghena i in., ktorzy
wykazali hypergammaglobulinemig¢ [1971]. Niemniej w badaniach wlasnych analizg
wykonano tylko jednorazowo. Podobnie jak frakcja beta wskaznik ten wydaje si¢ by¢
zalezny od stadium zakazenia, wymagaltby wigc dalszego monitorowania. Niskie miana
wykazanych dla E. canis przeciwciat (od 1:20 do 1:1280) pozwalaja domniemywac, ze
wigkszo$¢ psow jest jeszcze w poczatkowej fazie zakazenia, gdyz nie koresponduja one
z mianami z zakazen do$wiadczalnych, uzyskiwanych w pézniejszych stadiach choroby
(od 1:2560 do 1:20480) [Waner i in. 1997].

PODSUMOWANIE

Zmiany we frakcjach biatek surowicy zauwazalne w proteinogramie psow zakazo-
nych Ehrlichia canis wystgpowaly u wigkszo$ci osobnikow bez wzgledu na fakt, czy psy
wykazywaty objawy kliniczne mogace sugerowac erlichiozg, czy byly to psy klinicznie
zdrowe. W wigkszosci przypadkéw wykazano tez, iz byly to roznice istotne statystycz-
nie w poréwnaniu z grupa kontrolng. Warto$¢ diagnostyczna proteinogramu wydaje si¢
by¢ poréwnywalna z badaniem hematologicznym (anemia czy trombocytypenia moga
sugerowac erlichiozg) czy analiza rozmazu, niemniej rzadko kiedy lekarze praktykuja-
cy zalecaja wykonanie takiego testu przy podejrzeniu erlichiozy [Kuehn i Gaunt 1985].
Wobec trudnego do zdiagnozowania klinicznie obrazu choroby kompleksowe badania
diagnostyczne warto bytoby rozszerzy¢ o opisywang analizg, wprowadzajac ja do czg-
sto rutynowo stosowanego panelu. Bez wzgledu na charakter (wzrost badz spadek kon-
centracji) — przesunigcia wykazane u psow zakazonych zwigkszaja precyzj¢ stawianego
rozpoznania.
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SERUM PROTEIN PROFILE
AS A SUPPLEMENTARY EXAMINATION IN DIAGNOSE
OF CANINE MONOCYTIC EHRLICHIOSIS

Abstract. Serum protein alterations in dogs (n = 21) with Ehrlichia canis infection de-
termined by indirect fluorescent antibody test IFAT (titres 1:20 to 1:1280) were studied.
Compared to the control group of 20 clinically healthy dogs (with the negative results in
IFAT), significant decreases in the mean concentration of total protein (p<0,05), albumin
((p<0,001), albumin/globulin ratio (p<0,001) and gamma globulin (p<0,001) in the infec-
ted group were determined. In contrast alpha-2 globulin and beta globulin fractions were
significantly higher in infected group. In conclusion, serum protein profile can be used in
the clinically diagnosis of monocytic canine ehrlichiosis as a supplementary examination,
comparable with haematological or blood smears examinations.

Key words: monocytic ehrlichiosis, Ehrlichia canis, serum protein, serum protein profile
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ZASTOSOWANIE ROZNYCH FORM
UODPORNIANIA BIERNEGO PROSIAT

W OKRESIE PRZEDODSADZENIOWYM

W WARUNKACH HODOWLI WIELKOSTADNEJ

Krzysztof Ryputa', Tadeusz Stefaniak', Barbara Kotwica-Wojewoda',
Marek Poptawski', Joanna Btach', Jarostaw Kaba?

"Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
2Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. W warunkach hodowli wielkostadnej czgsto spotykanym problemem jest
niedostateczne przekazywanie odpornosci siarowej na potomstwo, zatem uzywanie prepa-
ratow zawierajacych w swoim sktadzie immunoglobuliny powoduje wzrost st¢zenia kraza-
cych w organizmie przeciwciat ochronnych. Zastosowanie w warunkach do§wiadczalnych
preparatow zawierajacych w swoim sktadzie frakcje immunoglobulin powodowato wzrost
liczby komorek uktadu bialokrwinkowego. Podobnie obserwowano zmiany w stezeniu al-
bumin oraz frakcji a-, B- i y-globulin w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Koncentracja
przeciwciat IgA, IgM i IgG przeciwko E. coli, Streptococcus suis typ 2 i Erysipelothrix
rhusiopathiae ulegta wahaniom w poszczeg6lnych grupach, ale obserwowane wartosci nie
byty w kazdym z badanych okresow istotne statystycznie.

Stowa kluczowe: bakterie, odpornos$¢, immunoglobuliny, §winie

WSTEP

Noworodki przychodza na swiat z wyksztatconym uktadem odpornosciowym i juz
jako ptody sa zdolne do reakcji na kontakt z antygenem poprzez produkcje swoistych
przeciwcial i wyksztatcenie odpowiedzi komorkowej. Jednakze zarowno w zyciu ptodo-
wym, jak i w pierwszych tygodniach zycia uktad odpornosciowy nie ma wyksztatconych
mechanizméw odpornosci swoistej, by w petni zabezpieczy¢ organizm przed ,,naporem
patogendéw $rodowiskowych”. Dodatkowo, nie u wszystkich gatunkdéw zwierzat, w tym
przypadku $win, nie dochodzi do transferu przeciwciat poprzez tozysko. Mechanizm ten
jest jedynym naturalnym zabezpieczeniem biernym mlodego organizmu w przeciwciata

Adres do korespondencji — Corresponding author: Krzysztof Ryputa, Katedra Epizootiologii i Ad-
ministracji Weterynaryjnej z Klinika, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, 50-366 Wroctaw,
pl. Grunwaldzki 45, e-mail: krzysztof.ryputa@up.wroc.pl
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i inne czynniki odpornosci przekazywane przez matke¢ [Hatawa i1 Stefaniak 2000, Kaper
iin., 2004, Rooke i Bland 2002, Soto i Hultgren 1999].

Ponadto, w warunkach hodowli wielkostadnej czgsto spotykanym problemem jest
niedostateczne przekazywanie odpornosci siarowej na potomstwo. Konsekwencja po-
wstalego niedoboru jest staba ochrona btony §luzowej noworodka i wezesne zasiedlanie
drobnoustrojami chorobotworczymi poprzez wiazanie adhezyn bakteryjnych z ligandami
btony §luzowej [Jakobisiak 1998, Pejsak 1 Truszczynski 2007, Stefaniak i in. 2004].

Zagrozenie nowo narodzonych prosiat w warunkach fermowych odnosi si¢ do ko-
nieczno$ci ochrony mlodego organizmu przed patogenami obecnymi w srodowisku.
Dziatanie to jest jednym z elementéw zwigkszania statusu zdrowotnego stada, do ktorych
zaliczamy takze poprawg warunkow utrzymania oraz czynnosci pielggnacyjne [Deptula
i Buczek 1981, Wisniewski i in. 2004].

Celem przeprowadzonych u prosiat badan jest ocena efektywno$ci stosowania r6z-
nych form uodporniania biernego oraz czasu utrzymywania si¢ odpornosci w okresie od
urodzenia do momentu odsadzenia.

MATERIALY I METODY

Charakterystyka gospodarstwa. Stado podstawowe podczas obserwacji liczyto 450
loch rasy pbz x wbp (polska biata zwistoucha x wielka biata polska). W gospodarstwie
nie przestrzega si¢ zasady cate pomieszczenie petne — cate pomieszczenie puste. Grupy
technologiczne liczace po 20 loch tworzone sa w cyklu tygodniowym.

Prosigta odsadzano od loch miedzy 21. a 28. dniem zycia, Srednio w wieku 24 dni.
Dokarmianie prosiat rozpoczynano od 7. dnia zycia pasza petnoporcjowa. Do momentu
odsadzenia prosigta wraz z matka przebywaty w boksach porodowych. Srednia liczba
prosiat urodzonych od lochy wynosita 10,7. Srednia liczba prosiat odsadzonych — 9,5,
a indeks wyproszen liczony na przestrzeni roku — 2,1.

Status zdrowotny stada. Ogdlny stan zdrowotny zwierzat w okresie obserwacji byt
dobry. W celu ograniczenia strat wykonywane sa cykliczne szczepienia ochronne wérod
zwierzat stada podstawowego przeciwko zakazeniom: Escherichia coli, wtoskowcem
rozycy (Erysipelothrix rhusiopathiae), parwowirusem (Porcine parvovirus) oraz Pasteu-
rella multocida typ D. Prosiat nie szczepiono przeciwko mykoplazmozie (Mycoplasma
hyopneumoniae), a preparat zelazowy podawany jest migdzy 4—5 dniem zycia.

Do badan wykorzystano 5 miotéw po 10 prosiat pochodzacych z tej samej grupy
technologicznej loch. W obrebie kazdego z miotdow prosigta przydzielono losowo do grup
doswiadczalnych. Zatem kazda z grup do§wiadczalnych wyjéciowo liczyta po 12 prosiat
w grupach A, B, C, D, ktore otrzymywaty:

— grupa A w 48 godz. zycia preparat SUIGLOBIN,

— grupa B w 48 godz. zycia preparat SUIGLOBIN oraz dekstran zelaza (Fe),
— grupa C w 48 godz. zycia preparat SUIFERROVIT,

— grupa D w 72 godz. zycia dekstran zelaza (Fe).

Przed rozpoczeciem obserwacji kazda grupa prosiat zostata trwale oznaczona przez
zatozenie numerowanego kolczyka. Grupa A, B, C stanowily grupy doswiadczalne,
a grupa D byta grupa kontrolna.
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Badanie kliniczne i pobieranie krwi do badan laboratoryjnych przeprowadzano w na-
stgpujacych terminach:

— dla oceny parametréw hematologicznych krew pobierano w dniu rozpoczgcia obser-
wacji (48 godz. zycia zwierzgcia) dla zwierzat w grupie A, B, C i 72 godz. zycia dla
zwierzat w grupie D, w 24 godz. po podaniu preparatow, a nastgpnie w 7., 14. dniu
zycia oraz w dniu odsadzenia.

— do badan immunologicznych krew pobierano w dniu rozpoczgcia obserwacji, a na-
stgpnie w 14. dniu zycia i w dniu odsadzenia.

Podczas badania klinicznego prosiat prowadzonych oddzielnie dla kazdego zwierzg-
cia wykonywano pomiar: wewngtrznej cieptoty ciata, liczby oddechow, apetytu, pragnie-
nia, taknienia, aktywno$ci ruchowej oraz nadwrazliwosci ogoélnej (obecno$¢ wymiotow,
biegunki, kaszlu) i obecnos¢ objawdéw chorobowych (kaszel, duszno$¢, wymioty, biegun-
ka i odwodnienie).

Krew do badan pobierano do sterylnych probéwek nieoptaszczonych i optaszczonych
antykoagulantem (EDTA K,) z podcisnieniem, uzywajac jalowych igiet ¢ 0,9 mm z v. ce-
phalica antebrachii. Z pozyskanej krwi wykonano badanie hematologiczne przy uzyciu
analizatora hematologicznego Cell-Dyn 3500 (Abbott), wykorzystujac do oceny badanej
krwi technologig optyczna M.A.P.S.S. i impedancjg. Oceniano nast¢pujace wskazniki he-
matologiczne: liczbg erytrocytow (RBC), hematokryt (HT), stgzenie hemoglobiny (HB),
MCV, MCH, MCHC, liczbg ptytek krwi (PLT) oraz ogdlna liczbg leukocytow (WBC),
w tym liczbg neutrofili (NEU), limfocytow (LIMF), monocytow (MON), eozynofili (EZ)
i bazofili (BAZ). Natomiast z pozyskanej surowicy wykonano proteinogram uwzgled-
niajacy stgzenie biatka catkowitego i poszczegolnych frakcji w elektroforezie bibutowe;j,
a takze koncentracjg przeciwciat klas IgA, IgG, IgM dla antygenow E. coli, Streptococcus
suis typ 2, Erysipelothrix rhusiopathiae przy uzyciu testu ELISA.

Oznaczanie IgG w surowicy wykonywano na szkielkach podstawowych zalewanych
1,2 % agarem w 0,05M buforze weronalowym o pH 8,2, do ktérego dodawano surowicg
krolicza anty IgG $wini. Po zastygnigciu wycinano baseniki o $rednicy 4 mm, do kto-
rych nanoszono badane probki. Po natozeniu materiatu badanego — szkietka zawierajace
przeciwciata inkubowano przez 24 godz. w temperaturze pokojowej. Po uptywie zaleco-
nego czasu dokonywano odczytu. Odczytywano srednicg pierscienia precypitacyjnego.
Obliczano pole powierzchni i odczytywano koncentracjg¢ immunoglobulin klasy I1gG na
podstawie poréwnania z krzywa standardowa.

Do obliczen statystycznych dane transformowano wg wzoru 70,5 + x. Analize staty-
styczna wykonano, wykorzystujac analiz¢ wariancji z analiza post hoc oraz test Turkey’a
dla réwnych lub nieréwnych grup. Powyzsze obliczenia wykonano przy uzyciu programu
Statistica 6.0 dla p<0,05, p<0,01 i p<0,001.

WYNIKI I OMOWIENIE

W tabelach 1-5 przedstawiono przeprowadzona analizg statystyczna uzyskanych wy-
nikow. Rozna liczebno$é prob badanych wynika z faktu, iz pozyskana od zwierzat krew
ulegata hemolizie uniemozliwiajacej wykonanie badan.

W tabelach 1 i 2 zestawiono wyniki badan hematologicznych prosiat objetych obser-
wacja. Po podaniu preparatow w poszczegdlnych grupach do§wiadczalnych odnotowano
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wzrost liczby erytrocytow oraz wzrost stgzenia hemoglobiny i hematokrytu. Statystycz-
nie istotne zmiany (p<0,05) liczby krwinek czerwonych w kolejnych terminach badan
oznaczono indeksem od ¥ do ¥. Natomiast zmiany p<0,01 oznaczono indeksem od "
do ™. W kolejnych grupach widoczne sa réznice migdzy wartosciami poszczegdlnych
parametrow. Szczegolnie nizsze sa wartosci w kolejnych terminach u zwierzat w grupie
C. Natomiast wyzsze warto$ci uzyskiwane byly w grupach A i B. Wskazniki uktadu bia-
tokrwinkowego przedstawione zbiorczo w tab. 3 wskazuja na wzrost liczby leukocytow
w 48 godz. zycia zwierzat we wszystkich grupach A, B i C oraz grupie D. Uzyskane
réznice migdzy grupami byly statystycznie istotne p<0,01 i p<0,05. Podobnie w gru-
pach A, B, C nastapit po podaniu preparatow wzrost liczby neutrofili, limfocytéw oraz
krotkotrwaty wzrost liczby monocytow. Nie obserwowano statystycznie istotnych zmian
po 24 godz. od podania preparatow i utrzymujacego si¢ wzrostu ocenianych elementow
morfotycznych krwi (tab. 3).

W grupach A, B, C i D po podaniu preparatow obserwowano spadek st¢zenia biatka
catkowitego, ktore w poszczegolnych grupach byly statystycznie istotne (* > * 1) (tab.
4). Podobnie we wszystkich grupach odnotowano wzrost stgzenia albumin, widoczny
szczegolnie wysoki w grupie B i C, tu takze zmiany w poszczegolnych terminach badan
byly statystycznie istotne ("™°). Frakcja a-globulin ulegta statystycznie istotnym zmia-
nom jedynie w okresie migdzy dniem podania a 48 godz. (¢“**), po czym odnotowano
jej dalszy wzrost, jednakze zmiany te nie byly statystycznie istotne. Podobnie frakcja
fB-globulin ulega statycznemu obnizeniu w grupach A, B, D (7)) w okresie migdzy po-
daniem preparatéw a pierwszym badaniem. W kolejnym dniu badania parametry wzrosty
w grupach B i1 D, jednak réznica nie byla statystycznie istotna migdzy II a III badaniem.
Takze frakcja y-globulin podlegata podobnym wahaniom, a roznice byly statystycz-
nie istotne w grupach A, B i C (*!:®!- ¢l dl.eL. 1) "Koncentracja przeciwciat IgA przeciwko
E. coliulegta obnizeniu w grupie A, B i C, a zmiany nie byty istotne statystycznie. Podob-
nie wahania aktywnosci przeciwciat przeciwko Streptococcus suis typ 2 i Erysipelotrix
rhuisopathiae byty podobne jak w przypadku reakcji wobec E. coli.

Wahania w koncentracji przeciwciat klasy IgM byly w kolejnych terminach badan
statystycznie istotne u zwierzat w grupach A (*°°¢), C (¢ ") oraz grupie D (*). Zmiany
w grupie B nie byly statystycznie istotne. Podobnie nie odnotowano roznic statystycznie
istotnych w aktywnosci przeciwciat przeciwko Erysipelothrix rhusiopathiae w grupach
A, BiD. Z kolei w grupie C zmiany te byly statystycznie istotne migdzy wartosciami
w pierwszych dwoch pomiarach (%). Aktywnos¢ przeciwciat klasy IgG przeciwko E. coli
byla takze statystycznie istotna u prosiat w grupach A (¢), C ('), a w grupie A () i C
(%) przeciwko Erysipelothrix rhusiopathiae. Natomiast u prosiat we wszystkich grupach
w odniesieniu do antygenu Streptococcus suis typ 2 nie obserwowano roznic statystycz-
nie istotnych (tab. 5).

Statystycznie istotne roznice (p<0,001) stgzenia albumin wykazano migdzy prosigta-
mi w grupach A, B i C w stosunku do grupy D w dniu rozpoczgcia obserwacji. Podobnie
wykazano réznice statystycznie istotne (p<0,001) dla poziomu globulin migdzy grupami
A1iD oraz BiD. Rdznice statystycznie istotne wykazano migdzy grupami B i C (p<0,05).
W kolejnym terminie badania nie wykazano statystycznie istotnych réznic, natomiast
w trzecim terminie badania r6znice te odnotowano migdzy st¢zeniem albumin w grupie
A1iB,AiD (p<0,001) oraz migdzy grupami B i D, B i C, a takze C i D przy poziomie
ufnosci p<0,05. Roéznice statystycznie istotne odnotowano takze dla frakeji a-globulin
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Tabela 5. Koncentracja przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom E. coli, Streptococcus
suis typ 2 oraz Erysipelothrix rhusiopathiae u prosiat
Table 5. Concentration of antibodies directed against antigens E. coli, Streptococcus suis

type 2 and Erysipelothrix rhusiopathiae in piglets

Grupa Klasa Termin Ilos¢ przeciwciat skierowanych przeciwko antygenowi
zwierzat  przeciwcial badania Quantifity of antibodies directed against antigens
Group of Class of Test . Streptococcus suis Erysipelotrix
animals  antibodies date E. coli typ 2 rhuisopathiae

1 10 0,136+0,007 0,236+0,015 0,266+0,021
IgA 11 10 0,131+0,020 0,209+0,031 0,203+0,032
11 10 0,187+0,023 0,256+0,034 0,292+0,031
I 10 0,113+0,007 » 0,176+0,008 © 0,202+0,014
A IgM 1T 10 0,111+0,013 » 0,236+0,022 © 0,213+0,015
11T 10 0,226+0,051%" 0,211+0,014 0,200+0,018
I 10 1,677+0,165 1,243+0,124 1,457+0,164
IgG I 12 1,022+0,083 © 1,036+0,085 0,921+0,070 )
i 10 1,879+0,262 © 1,568+0,230 1,754£0,215
1 10 0,173+0,027 0,235+0,022 0,248+0,022
IgA 11 10 0,165+0,025 0,280+0,042 0,259+0,032
11 10 0,128+0,012 0,221+0,018 0,224+0,017
1 10 0,129+0,013 0,185+0,012 0,197+0,011
B IgM it 10 0,102+0,012 0,205+0,022 0,19620,011
11 10 0,163+0,027 0,188+0,014 0,193+0,022
I 10 1,468+0,198 1,300+0,159 1,466+0,180
IgG 11 10 1,236+0,137 1,161+0,100 1,089+0,127
11T 10 1,648+0,177 1,237+0,146 1,387+0,168
I 10 0,150+0,012 0,241+0,015 0,241+0,017
IgA I 10 0,137+0,010 0,233+0,016 0,217+0,015
I 10 0,152+0,009 0,219+0,019 0,238+0,014
I 10 0,102+0,007 &M 0,184+0,008 0,198+0,014
C IgM 11 10 0,121+0,015 ¥ 0,209+0,010 0,229+0,015 9
11 10 0,224+0,027 V 0,204+0,011 0,182+0,007 ¢
I 10 1,461+0,113 1,262+0,090 1,337+0,110
IgG 11 10 1,260+0,086 " 1,199+0,069 1,11440,090 ©
11 10 1,802+0,136 " 1,399+0,122 1,564+0,124 9
I 10 0,162+0,013 0,261+0,021 0,257+0,020
IgA I 10 0,167+0,024 0,249+0,027 0,246+0,035
11T 10 0,175+0,018 0,258+0,028 0,230+0,022
I 10 0,110+0,016 0 0,192+0,020 0,194+0,019
D IgM 11 10 0,135+0,014 0,218+0,019 0,256+0,026
I 10 0,327+0,069 9 0,259+0,031 0,216+0,024
1 10 1,764+0,209 1,400+0,156 1,611£0,189
IeG it 10 1,183+0,154 1,19620,100 1,108+0,139
111 10 1,82140,239 1,396+0,186 1,646+0,197
Objasnienia:
Explanations:

n — liczba zwierzat w grupie

n — number of animals in a group

ab,c,d) _ pSO’OS
ehehiih _p<,01
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—grupa A1 C oraz A i D. Migdzy uzyskanymi warto$ciami frakcji B-globulin nie odnoto-
wano statystycznie istotnych réznic. Z kolei ré6znice migdzy wartosciami y-globulin byty
statystycznie istotne (p<0,001) migdzy grupami AiB, AiCorazAiD.

Poréwnujac uzyskane wyniki pomiaru w poszczeg6lnych grupach w kolejnych termi-
nach badan, widoczny jest wzrost poziomu IgG dla E. coli, Erysipelothrix rhusiopathiae
oraz Streptococcus suis typ 2. Natomiast analizujac uzyskane wartosci dla klas IgA i IgM
w kolejnych terminach, widoczne sa utrzymujace si¢ na statym, zblizonym do siebie
poziomie warto$ci dla obu klas immunoglobulin E. coli, Erysipelothrix rhusiopathiae
1 Streptococcus suis typ 2.

PODSUMOWANIE

Celem stosowania preparatow zawierajacych w swoim sktadzie immunoglobuliny jest
wzrost krazacych w organizmie przeciwcial ochronnych, a tym samym poprawa ochrony
zdrowia zwierzat i niedopuszczenie do ich zakazenia. Podczas prowadzonej obserwa-
cji notowano wzrost liczby komorek uktadu biatokrwinkowego, w tym takze istotnych
z punktu obrony organizmu neutrofili, monocytéw oraz limfocytow. Podobnie wzrost
koncentracji albumin widoczny byt we wszystkich grupach, a zmiany w poszczegolnych
terminach badan byty statystycznie istotne (p<0,01 i p<0,05). Frakcja a-globulin ulegta
statystycznie istotnym zmianom jedynie w okresie migdzy dniem podania a 48 godz. po
podaniu preparatow. Takze frakcja y-globulin podlegata tym samym wahaniom, a zmiany
te byly statystycznie istotne w grupach A, B i C.

Natomiast w kolejnych terminach badan statystycznie istotne réznice (p<0,001) dla
poziomu albumin wykazano migdzy grupami A, B i C w stosunku do grupy D, a takze
migdzy grupa A i D, B i D oraz B i C dla poziomu globulin. Migdzy poszczegdlnymi
frakcjami globulin rdznice statystycznie istotne odnotowano miedzy frakcja a-globulin
(grupy A1 C, AiD)iy-globulin (grupy Ai B, AiC, AiD). Poziomy swoistych prze-
ciwcial wskazywaty na roznice w kolejnych terminach badan oraz migdzy grupami A,
B i C a grupa otrzymujaca tylko zelazo (grupa D), jednakze uzyskane wartosci nie byty
statystycznie istotne.

Podsumowujac uzyskane wyniki, ktére poddano analizie statystycznej, nalezy wska-
zaC, ze w sytuacjach obnizenia odpornosci, ztych warunkéw utrzymania zastosowanie
tych preparatow jest dziataniem warunkujacym skuteczna ochrong mtodego organizmu
przed zachorowaniami nie tylko drobnoustrojami chorobotworczymi, ale i warunkowo-
chorobotwoérczymi, ktore stanowia istotny problem w chowie $rednio- i wielkotowaro-
wym §win.
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APPLICATION OF VARIOUS FORMS OF PASSIVE
IMMUNIZATION OF PIGLETS IN THE PERIOD BEFORE
WEANING IN THE CONDITIONS OF PIG BREEDING FARMS

Abstract. In the conditions of pig breeding farms insufficient transfer of colostrum immu-
nity onto the progeny is a frequently encountered problem, therefore application of prepa-
rations containing (in their composition) immoglobulins brings about increase of protective
antibodies circulating in a piglet’s organism. Application of the preparations containing in
their composition fractions of immunoglobulins in experimental conditions caused increase
cells of white blood system. Similarly, changes in the concentration of albumins and frac-
tions a-, B- and y-globulin as compared to the control group, were observed. Concentration
of antibodies IgA, IgM and IgG against E. coli, Streptococcus suis type 2 and Erysipeloth-
rix rhusiopathiae ranged in individual groups, but the observed values were not statistically
significant in each of the tested periods.
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POROWNAWCZE BADANIA ZAWARTOSCI
MAKROELEMENTOW W SUROWICY
1 0SOCZU KRWI KONI

Krystyna Pogoda-Sewerniak, Ewa Popiela, Witold Janeczek,
Anna Burek, Marta Swiezowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Celem badan byto poréwnanie zawartosci okreslonych sktadnikow mineral-
nych w surowicy oraz osoczu krwi 12 klinicznie zdrowych koni, utrzymywanych w jed-
nakowych warunkach §rodowiskowych. Na podstawie wykonanych analiz stwierdzono, iz
zawarto$¢ wszystkich badanych pierwiastkow w surowicy miescita si¢ w granicach norm
podawanych w pismiennictwie. W dwoch probach zawartosé¢ Ca, Mg i Fe w osoczu byta
nizsza niz granica wykrywalno$ci aparatu. Stwierdzono natomiast statystycznie istotne ob-
nizenie zawartosci Ca, Fe i chlorkéw oraz podwyzszenie zawartosci K w osoczu, w po-
réwnaniu z wynikami uzyskanymi po analizie surowicy. Réznice te zostaty spowodowane
obecno$cia w osoczu wersenianu potasu (EDTA-K,), ktory jako antykoagulant zaburzyt
wyniki oznaczen elektrolitow.

Slowa kluczowe: sktadniki mineralne krwi, osocze, surowica, EDTA, konie

WSTEP

Zwiazki mineralne warunkuja prawidtowe funkcjonowanie kazdego organizmu zy-
wego. Uczestnicza w licznych procesach fizjologicznych i biochemicznych: wchodza
w sktad enzymatycznych kofaktorow, sa sktadnikami budulcowymi kosci i tkanek migk-
kich, uczestnicza w przemianach energetycznych, odgrywaja znaczaca rolg¢ w syntezie
niektorych witamin, aminokwasoéw i hormonow, a takze biora udziat w regulacji pH oraz
ci$nienia osmotycznego [Wisniewski 1999, Kosla 1999, Odrowaz-Sypniewska i in. 2005,
Jamroz i in. 2005, Gruszka i in. 2005].

Nawet niewielkie zmiany ich st¢zenia w organizmie powoduja zaburzenia w pracy
waznych dla zycia uktadow, takich jak uktad nerwowy, migsniowy, kostny, a takze narza-
dow, m.in. serca i nerek [Tomaszewski 2001, Dembinska-Kie¢ i Naskalski 2002, Schott-
dorf-Timm i Maier 2004, Stewart i in. 2004].

Adres do korespondencji — Corresponding author: Krystyna Pogoda-Sewerniak, Zaktad Higieny
Zwierzat 1 Srodowiska, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Chelmonskiego 38c, 51-630
Wroctaw
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Pierwiastkami niezbgednymi dla prawidlowego funkcjonowania organizmu koni oraz
najczgsciej oznaczanymi dla celow diagnostycznych sa migdzy innymi nalezace do ma-
kroelementow: Ca, P, Na, Mg, K oraz Cl. Nie mniej istotne funkcje spetniaja takze mikro-
elementy takie jak Fe, Mn, Cu, Zn, I, Co czy Se [Kania 1998, Ko$la 1999].

Ich niedobor lub nadmiar moze by¢ przyczyna réoznych zaburzen od zmniejszenia wy-
dajnosci pracy do chorob i upadkéw koni. W celu uzyskania informacji o ogélnym stanie
zdrowia zwierzgceia 1 ewentualnego zdiagnozowania wczesnego stanu chorobowego wy-
konuje si¢ badania laboratoryjne, w trakcie ktorych oznacza si¢ migdzy innymi sktadniki
mineralne we krwi [Neumeister i in. 2001, Szarska 2003].

Zalecanym materialem badawczym jest surowica, poniewaz antykoagulanty po-
wszechnie stosowane w celu zapobiegania krzepnigciu osocza moga wplyna¢ na wy-
niki oznaczen elektrolitow w tym materiale. Aby wyeliminowac btedy, konieczne jest
zapoznanie si¢ z zagadnieniami przedlaboratoryjnych problemow diagnostyki medycznej
[Dembinska-Kie¢ i Naskalski 2002].

Celem niniejszych badan byto poréwnanie zawartosci okreslonych sktadnikéw mi-
neralnych w surowicy oraz osoczu krwi 12 klinicznie zdrowych koni, utrzymywanych
w jednakowych warunkach srodowiskowych.

MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono na 12 klinicznie zdrowych koniach, pochodzacych z obsza-
ru Dolnego Slaska. Sposob utrzymania i zywienia byt jednakowy dla wszystkich osob-
nikow. Krew do badan biochemicznych pobrano jednorazowo we wczesnych godzinach
rannych przed zadaniem obroku i pojeniem, z zyly szyjnej zewnetrznej (vena jugularis
externa). Od kazdego konia uzyskano po dwie probki krwi.

W celu otrzymania osocza krew pobrano do dostgpnej na rynku gotowej probowki
zawierajacej odmierzona ilo$¢ antykoagulantu — wersenianu potasu (EDTA-K,). Do ana-
liz surowicy materiat pobrano na skrzep do probowek z granulatem i natychmiast probki
zostaty przewiezione do laboratorium analitycznego, gdzie pobrang krew odwirowano,
a pozyskana surowice i osocze zamrozono w -20°C do czasu wykonania oznaczen.

W surowicy jak i osoczu oznaczono stezenie: Ca, P, Mg, Na, K, Fe oraz CI- przy
uzyciu aparatu analitycznego ABX Pentra 400 (Horriba ABX). Oznaczenie Ca, Mg, P,
Fe wykonano metoda kolorymetryczna, stosujac komercyjne odczynniki firmy Horriba
ABX, natomiast Na, K i Cl- — wykorzystujac metod¢ potencjometryczna przy uzyciu
przystawki jonoselektywnej na tym samym aparacie. Uzyskane wyniki poddano analizie
statystycznej i scharakteryzowano za pomoca wartosci $rednich oraz odchylen standar-
dowych. Oceny porownawczej migdzy osoczem a surowica dokonano metoda jedno-
czynnikowej analizy wariancji, przeprowadzajac oceng statystyczna istotnosci roznic dla
srednich testem t-Studenta (Statistica 8.0).

WYNIKI I OMOWIENIE

Srednie stezenia wybranych sktadnikow mineralnych w surowicy krwi koni we wszyst-
kich przypadkach miescity si¢ w zakresach wartosci referencyjnych, podawanych w litera-
turze krajowej i $wiatowej. Wyniki badan wtasnych zostaty przedstawione w tabeli 1.
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Tabela 1. Zawarto$¢ wybranych sktadnikéw mineralnych w surowicy i osoczu krwi koni (n = 12)
Table 1. Content of selected mineral component in blood serum and plasma of horses (n = 12)

Materiat biologiczny

Biological material
Sktadnik mineralny tologieal materta

Mineral component Surowica Osocze
Serum Plasma
x +SD x+SD
K (mmol/l) 3,37 +0,62A 15,64 = 1,5B
Cl (mmol/l) 106,14 £2,41A 95,35+ 5,988
Mg (mmol/l) 0,85+0,10 pgw
Ca (mmol/l) 3,16+0,15 pew
P (mmol/l) 0,98 £0,18 0,95+ 0,20
Na (mmol/l) 137,64 + 2,74A 129,93 + 8,50B
Fe (umol/l) 29,33 +£7,73A 3,30 +2,48B

AB — istotno$¢ réznic migdzy grupami przy p< 0,01
AB - significant differences between groups at p< 0,01

pgw — ponizej granicy wykrywalnosci
pgw — below limit detection

Zawarto$¢ Ca w badaniach wlasnych wyniosta $rednio 3,16 mmol/l. Podobne wyniki
uzyskali Colahan i in. [1991], Lopez i in. [2006] oraz Mohri i in. [2007].

Fosfor ksztaltowat si¢ na srednim poziomie 0,98 mmol/l, natomiast Mohri i in. [2007]
donosza, ze poziom tego pierwiastka we krwi koni wynidst §rednio 1,2 + 0,44 mmol/l.
Colahan i in. [1991] oznaczyli t¢ wartos¢ na poziomie od 0,5 do 1,3 mmol/l, a Rose
i Hodgson [1994] miedzy 0,75 a 1,25 mmol/l. Szerszy zakres wartosci referencyjnych
podaja Porter i McCashin [1997] — 0,39 do 2,10 mmol/l.

Stezenie sodu w badaniach wlasnych w surowicy wyniosto $rednio 137,64 + 2,74
mmol/l. Wedlug Winnickiej [2002] stezenie tego pierwiastka u koni kliniczne zdrowych
nie powinno wychodzi¢ poza zakres 139,1-156,5 mmol/l, natomiast Colahan i in. [1991]
wyznaczyli zakres wartosci referencyjnych mieszczacy si¢ w granicach 132—140 mmol/I.
Nieco szerszy przedziat podaje Eikmeier [1982], 125-150 mmol/l. Stgzenie jonow Na
zwigzane jest z aktywno$cia Na+K+ — ATP-azy, ktorej aktywnos¢ z kolei zalezy od ga-
tunku, ptci, wieku osobnika oraz intensywnosci treningu fizycznego. Stad moga pojawiac
sig roznice w zakresach zawartosci Na w surowicy krwi przedstawianych przez r6znych
autorow [Everts 2001].

Zawartos¢ potasu w badaniach wiasnych wyniosta $rednio 3,37 £ 0,62 mmol/l. Zakres
stezenia jonow pierwiastka w surowicy krwi koni, wg Winnickiej [2002], powinien sig
miesci¢ w przedziale od 3,5 do 4,7 mmol/l. Colahan i in. [1991] uzyskali wyniki w za-
kresie 3,1-4,8 mmol/l. Eikmeier [1982] podaje zakres fizjologiczny od 2,8 do 4,5 mmol/l,
natomiast Toribio i in. [2007], 4,2 + 0,3 mmol/I.

Stezenie chlorkow w badaniach whasnych stwierdzono na poziomie $rednio106,14 +
2,41 mmol/l. Winnicka [2002] podaje przedziat od 90,2 do 107,2 mmol/l. Krumrych i in.
[1995] oznaczyli zawarto$¢ Cl- w surowicy krwi konikéw polskich na poziomie 99,37 +
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8,44 mmol/l. W literaturze §wiatowej stgzenie Cl- w surowicy krwi koni okreslane jest na
podobnym poziomie [Rose i Hodgson 1994, Colahan i in. 1991, Eikmeier 1982].

W badaniach wtasnych stgzenie Mg wyniosto §rednio 0,85 £ 0,10 mmol/l. Wedtug
Winnickiej [2002] warto$¢ ta nie powinna wykraczac¢ poza przedziat 0,70—1,15 mmol/l.
Podobne wartosci podaja Lopez i in. [2006], Toribio i in. [2007] oraz Mohri i in. [2007].

Zawartos¢ Fe w badaniach wtasnych wyniosta $rednio 29,33 + 7,73 pmol/l. Wedtug
Winnickiej [2002] zakres stgzenia tego pierwiastka w surowicy krwi koni powinien si¢
miesci¢ w zakresie 13,1-25,1pmol/l. Wyzsza s$rednia koncentracj¢ zelaza stwierdzili
Kumrych i in. [1995] u konikéw polskich 26,97 £ 8,25 umol/l oraz Cies$la i Janiszewska
[2001] u klaczy wyzrebionych w ciagu 12 godz. — 45,7 pmol/l. Mohri i in. [2007] poda-
ja zawarto$¢ tego parametru w przedziale 45,26 = 4,21 umol/l. Stgzenie Fe oznaczone
w badaniach wymienionych autoréw, pokrywato si¢ z wynikami uzyskanymi w bada-
niach wilasnych.

W osoczu krwi $rednie stgzenie wybranych sktadnikoéw mineralnych koni znaczaco
roznito si¢ od warto$ci podawanych w piSmiennictwie. Wyniki uzyskane w badaniach
wlasnych rdéznia si¢ od tych podawanych przez Pikulg i in. [2001], uwazanych za refe-
rencyjne. Szczegdlnie jest to widoczne w stezeniach Ca, Mg, Fe oraz K. Stg¢zenie tych
pierwszych pierwiastkow bylto za niskie, natomiast potasu za wysokie; jest to zwiazane
z obecnoscia jondw tego pierwiastka w EDTA-K, uzytego przy pobieraniu surowicy. Po-
nadto st¢zenie Ca i Mg, jak i st¢zenie Fe w 2 sposrod 12 probek, w osoczu byto ponizej
wykrywalnosci aparatu.

Zawarto$¢ fosforu wyniosta $rednio 0,95 £ 0,20 mmol/l, sodu129,93 £ 8,50 mmol/l,
potasu 15,64 £ 1,5 mmol/l, natomiast zawarto$¢ chlorkéw w badaniach wtasnych ozna-
czono $rednio na poziomie 95,35 £ 5,98 mmol/l. Srednie stezenie Fe wyniosto 3,30 £
2,48 umol/l. Dla porownania, wyniki uzyskane przez Pikulg i in. [2001] w badaniach
na koniach rasy wielkopolskiej i szlachetnej potkrwi pokazuja, ze zawarto$¢ Fe we krwi
koni rasy wielkopolskiej wyniosta $rednio 35,13 + 3,56 mmol/l, podobnie w osoczu koni
rasy szlachetnej potkrwi 34,50 + 3,41 mmol/l. Nizsze warto$ci w swoich badaniach uzy-
skali Mohri i in. [2007], 22,83 + 3,54 pumol/l.

Zawarto$¢ Mg oznaczona przez Pikule i in. [2001] ksztattowata si¢ Srednio w grani-
cach 0,92 £+ 0,08 mmol/l dla pierwszej rasy i 0,89 + 0,08 mmol/l dla drugiej. Mohri i in.
[2007] podaje stgzenie Mg w osoczu krwi koni na poziomie 0,12 £ 0,02 mmol/l. W bada-
niach wlasnych zawarto$¢ tego pierwiastka byta ponizej granicy wykrywalnosci.

Stezenie Ca w osoczu krwi koni wielkopolskich wyniosto $rednio 2,63 £ 0,16 mmol/l,
natomiast koni rasy szlachetna pétkrew 2,65 + 0,17 mmol/l [Pikuta i in. 2001]. Wedlug
Mohri i in. [2007] stezenie Ca w osoczu krwi koni wyniosto 0,26 + 0,06 mmol/l. Srednia
zawarto$¢ fosforu i chlorkow dla koni rasy wielkopolskiej liczyta odpowiednio 1,41 +
0,21 mmol/l i 102,46 mmol/l, a dla koni rasy szlachetnej potkrwi 1,28 + 0,16 mmol/l oraz
102,86+ 3,87 mmol/l. Podobna warto$¢ dla tego pierwiastka podaja Mohri i in. [2007],
1,17 + 0,37 mmol/l.

Poréwnujac zawartos¢ wapnia w badanym materiale, stwierdzono, ze jego $rednie
stezenie w surowicy wyniosto 3,16 £ 0,15mmol/l, natomiast w osoczu nie stwierdzono
obecnosci tego pierwiastka, poniewaz jego stezenie bylo ponizej wykrywalnosci aparatu.

Nie odnotowano rdznic statystycznie istotnych migdzy $rednim stgzeniem fosforu
w surowicy krwi — 0,98 + 0,18 mmol/l a st¢zeniem w osoczu — 0,95 = 0,20 mmol/l.
Wykazano natomiast statystycznie istotnie nizsze (p<0,01) srednie stezenie Na w oso-
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czu, ktore wyniosto 129,93 £ 8,50 mmol/l w poréwnaniu z zawartoscia tego pierwiastka
w surowicy — 137,64 + 2,74 mmol/l.

Stwierdzono statystycznie istotnie wyzsze ( p <0,01) stgzenie potasu w osoczu krwi
koni, gdzie liczyto $rednio 15,64 + 1,5 mmol/l w poréwnaniu z surowica, gdzie st¢zenie
tego pierwiastka bylo znaczaco nizsze i wynosito $rednio 3,37 £ 0,62 mmol/l.

Srednia zawarto$¢ chlorkow w surowicy krwi, oznaczona w badaniach wtasnych,
ksztattowata si¢ nastgpujaco 106,14 + 2,41 mmol/l i byla statystycznie istotnie wyzsza
(p<0,01) od $redniego stgzenia w osoczu, gdzie wynosita 95,35 £ 5,98 mmol/l.

Wedtug przeprowadzonych badan $rednie st¢zenie Mg w surowicy krwi koni wyno-
sito 0,85 £ 0,10 mmol/l, natomiast w osoczu nie stwierdzono obecnosci magnezu, ponie-
waz jego stezenie nie miescilo si¢ w granicy wykrywalnosci aparatu.

W przypadku Fe stwierdzono statystycznie istotnie wyzsze (p<0,01) stgzenie tego
pierwiastka w surowicy krwi koni, gdzie srednio wynosito 29,33 £+ 7,73 umol/l niz
w osoczu — 3,30 = 2,48 umol/I.

PODSUMOWANIE

Stezenie Ca, Mg, Fe, Na oraz CI' w osoczu krwi, w badaniach wlasnych, jest zbyt
niskie w poréwnaniu ze stezeniami odnotowanymi w surowicy krwi, jak rowniez z dany-
mi w piSmiennictwie fachowym. Przyczyna tego sa wlasciwosci chelatujace wersenianu
potasu (EDTA-K.), ktore polegaja na tworzeniu kompleksow z jonami metali. Stezenie
potasu w osoczu krwi koni jest znacznie podwyzszone w poréwnaniu z jego st¢zeniem
W surowicy, co takze jest spowodowane oznaczaniem potasu w obecnosci wersenianu
potasu.

Oznaczanie sktadnikow mineralnych w materiale biologicznym, jakim jest osocze, ze
wzgledu na uzywanie proboéwek z antykoagulantem nie jest zalecane. Antykoagulanty, do
ktorych zaliczamy m.in. EDTA-K,, stosowane w trakcie pozyskiwania osocza powoduja
zaburzenia w oznaczaniu stezenia sktadnikoéw mineralnych, a tym samym uzyskiwanie
btednych wynikow. W celu pozyskania jak najbardziej miarodajnych wynikoéw zaleca-
nym materiatem badawczym jest surowica krwi.
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COMPARATIVE STUDIES OF THE CONTENT OF CALCIUM,
MAGNESIUM, SODIUM, PHOSPHORUS, POTASSIUM, CHLORIDES
AND IRON IN HORSES BLOOD SERUM AND PLASMA

Abstract. The aim of this study was compared the content of the mineral components in
twelve clinically healthly horses, kept under the same environment conditions. The concen-
tration of all analyzed elements in serum was within normal range according to professional
literature. Whereas, content of Ca, Mg and Fe in two samples of blood plasma was below
the minimum detection limit of a device .On the other hand, it was detected significantly
decrease of Ca, Fe and chlorides contents and increase of K content in plasma in compari-
son with performances of serum analyses. These differences were affected by the presence
of Ethylenediaminetetraacetic acid dipotassium salt dehydrate (EDTA -K,), which as an
anticoagulant disturbed results of electrolyte determination.

Key words: horses, blood plasma, blood serum, blood mineral components, EDTA
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