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Rok XIII

W przypadkach podejrzenia choroby hemolitycznej
nowonarodzonych prosiat Pracownia Immunologiczna
Zakladu Hodowli Do$wiadczalnej Zwierzat P, A. N.,
Bydgoszcz, ul. Swierczewskiego 5, tel. 30-93, chetnie
udzieli — w miare mozno$ci — pomocy w ustaleniu
rozpoznania.
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IloSciowe oznaczanie zmian poszezegblnych
frakeji bialkowych surowicy krwi w odniesieniu
do ich prawidlowych wartosci oraz do wzajem-
nych stosunkéw pomiedzy poszezegélnymi frak-
cjami w roznych stanach fizjologicznych i pato-
logicznych wzbudza coraz wieksze zainteresowa-
nie w medycynie wetervnaryjnej (2, 3, 5, 7, 8,
10). Klasyczng metoda oznaczania frakeji bial-
kowych surowicy krwi jest ich wysalanie. Wg
Hofmeistra i Spiro polega ona na tym,
ze po dodaniu do roztworu bialek soli w odpo-
wiednim steZeniu, szczegélnie soli metali lek-
kich, s6l powoduje odciaganie wody od czaste-
czek bialka, wskutek czego cialo staje sie nieroz-
puszczalne i wypada jako osad. Nowsze metody
frakejonowania biatek krwi to wytracanie alko-
holem w niskiej temperaturze kolejno réznych
frakcji, elektroforeza, w ktérej oddzielenie po-
szezegolnych frakeji oparte jest na réznych la-
dunkach elektrycznych tych frakeji, ultrawiro-
wanie i inne. Te metody frakcjonowania pozwo-
lity znacznie poglebi¢ nasza wiedze o biatkach;
jednak badania takie sa mozliwe w dobrze wy-
posazonych laboratoriach dysponujacych dosé
skomplikowang aparatura i wieloma odczynni-
kami, poza tym przeprowadzenie analizy wy-
maga dluzszego czasu.

Zadaniem niniejszej pracy bylo oznaczenie
frakcji b'atkowych surowicy krwi u kréw i $win
w oparciu o metode Aull i Mc Cord (1) w mody-
fikacji Garleja (4), ktéra ze wzgledu na prosty
sposéb przeprowadzenia analizy oraz atwo do-
stepny sprzet i odezynniki wydaje sie godna
uwagi. Z tego tez wzgledu przytaczamy opis me-
tody: ’

Przyrzady: kolorymetr Dubosqua (prod. krajowej),
pinety, probéwki. Odezynniki: roztwér zawiersjacy
2268 g fosforanu potasu pierwszorzedowego (KH:POs)
1335 g tugu sodowego (N2aOH) w 5000 ml. wody. W 4000
ml wody rozpuszezamy na goraco najpierw tug sodo-
wy a nastepnie fosforan. Po dokladnym rozpuszezeniu
roztworu_dedajemv wody do 5000 ml, Jest to roztwor
pod_stawowy, 2z kidrego sporzadzamy 4 roztwory roz-
cieficzone, B
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Roztwér nr 1 zawiera 1235 g roztw. podst.

+ wody do 1 litra
Roztwér nr 2 zawiera 1000 g roztw. podst.

-+ wody do 1 litra
Roztwor nr 3 zawiera 785 g roztw. podst.

+ wody do 1 litra

Roztwoér nr 4 zawiera 625 g roztw. podst.
-+ wody do 1 litra

Sposéb wykonania analizy: po ustawie-
niu w stelazu 5 probéwek do czterech pierwszych wle-
wamy po 10 ml poszczegdlnych rozcieniczen. Do ostat-
niej 1 ml surowicy + 1,5 ml wody + 7,5 ml roztworu
podstawowego, mieszamy przez odwracanie i przenosi-
my po 1 ml mieszaniny do czterech pierwszych probd-
wek. Mieszamy je przez odwracanie i odstawiamy na
15 minut. Przez ten czas nastepuje wysolenie poszcze-
gélnych frakeji biatkowych. W roztworze nr 1 wysala
sie cale bialko, w roztworze nr 2 wysalajg sie tylko
globuliny (albuminy sie rozpuscity), w roztworze nr 3
wysalaja sie tylko f i v globuliny (rozpuscily sie takze
o globuliny), w roztworze nr 4 wysalajg sie tylko v
(rozpudcity sie albuminy i a oraz f globuliny).

Przez okres 15 minut przewidziany na wysalanie mo-
zna oznaczyC stezenie biatka catkowitego w surowicy
krwi metodg Philipsa i Van Slyke‘a. Metoda ta jako
niezwykle prosta i szybka wystarcza z powodzeniem
w praktyce klinicznej. Jedyny odczynnik sporzadza sie
nastepujgco: robi sie nasycony roztwor siarczanu mie-
dzi, a z niego roztwér podstawowy o ciezarze wlasci-
wym 1,100 (100 ml tego roztworu ma wazyé 110 g).
W tym celu w zalezno$ci od temperatury bierze sie przy:

15°C — 529 ml  21°C — 480 ml 26°C — 447 ml
16°C — 521 ml 22°C — 473 ml 27°C — 442 ml
17°C — 512 ml  23°C — 466 ml  28°C — 436 ml
18°C — 504 ml 24°C — 460 ml 29°C — 431 ml
19°C — 496 ml  25°C — 453 ml  30°C — 425 ml
20°C — 488 ml

nasyconego roztworu i dopeilnia wodg destylowang do
1000 ml. Roztwory wzorcowe siarczanu miedzi od c.
wi 1,020 do c. wt 1,040 sporzadzamy z roztworu pod-
stawowego o c. wl 1,100, na przykiad: roztwér wzorco-
wy o c. wil 1,028 otrzymuje sie przez zmieszanie 27 ml
siarczanu miedzi o c¢. wi 1,100 z 73 ml wody destylo-
wanej, roztwdr o c. wi. 1,035 przez dodanie do 34 ml
siarczanu miedzi o c. wl, 1,100 66 ml wody. Takie roz-
twory wzorcowe stuza do okolo 100 oznaczen. Majac
sporzadzone w szklanych butelkach roztwory wzorco-
we o wzrastajacym c. wl wpuszezamy do nich kolejno
krople surowicy. Ciezar wlasciwy surowicy badanej
jest réwny c. wi roztworu wzorcowego tam — gdzie
Kropla surowicy wpuszczona-do naczynka z wysokoéel
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1 cm utrzymuje sie w potowie wysokos$ci stupa roztwo-
ru miedzy 5 a 15 sekundag tworzac przy tym réwny nie-
rozplywajacy sie pierScien ze Scietego bialtka. Stezenie
biatka w surowicy krwi obliczamy wg wzoru (6,9):

/0 biatka sur. krwi = 360 x (c. wl. surowicy krwi —
1,007),

Po 15 minutach wysalania frakcji poréwnuje sie
w kolorymetrze stopien zmetnienia rozecienczed nr. 2,
3 1 4 w odniesieniu do zmetnienja roztworu nr 1. Nur-
nik (pret szklany) zanurzamy w kiuwecie z roztworem
nr 1, np. nx odlegtosé 10 mm od dna kiuwety, a w dru-
gim tak aby zréwnaé zabarwienie obu pdl. Nalezy pa-
mieta¢ o przeptukaniu kiuwet roztworem badanym,
oraz o tym Ze pola optyczne sg przeciwlegle do kiuwet.
Czynros¢ zrowhania zabarwienia w kiuwecie z roztwo-
rem 2, 3 i 4 w odniesieniu do kiuwety z roztworem 1
powtarzamy 2 do 3-ch razy odczytujgc kazdorazowo
wysoko§¢ zanurzonego preta szklanego, a przy ewen-
tualnie roznych odezytach bierzemy $rednig, Oblicza-
my biorgc pod uwage, Ze stezenie wysolonej frakcji
zmienia sie odwrotnie proporcjonalnie do kwadratu
wysoko$ci warstwy przeSwietlanej a nie wprost pro-
porcjonalnie jak w zwyklej kolorymetrii.

Przyktad: w roztworze nr 1 ustawiliSmy nurnik
w odlegtc$ei 10 mm od dna kiuwety. W roztworze nr 2
po zréwnaniu barwy obu pdl nurnik znalazl sie na wy-
sokosci 14 mm od dna kiuwety, w roztworze mr 3 na
wysokosci 17 mm, a w roztworze nr 4 na wysokosci 22
mm. Zawartosé biatka w surowicy krwi obliczona met.
Philipsa i Van Slyke‘a wyniosta np. 7,2 g*/. W roztwo-
rze nr 1 jest 7,2 g% biatka. W roztworze nr 92 wysolily

10\2
—) X 72 =
14
3,66 g0, wobec czego albuminy stanowig 7,2 — 3,66 =
3,54 g% W roztworze nr 3 wysolity sie B i v globuliny,
92

X 7,2 = 2,48 g%, wobec

tego o globuliny stanowia 3,66 — 2,48 = 1,18% g.
W roztworze nr 4 wysolily sie v globuliny, ktérych ste-
10\2

X 7,2 = 1,48 g%, wobec tego f glo.
1,0 g%,

sie globuliny, ktérych stezenie wynosi

ktérych stezenie wynosi

zenie wynosi
22

buliny stanowig 2,48 — 1,48 =

Badania wtasne

Przebadano surowice krwi 48 krow i 45 swin
roznego wieku pochodzacych z materiatu rzez-
nianego. W badanych surowicach stezenie bial-
ka caltkowitego obliczone met. Philipsa i Van
Slyke’a wynosito u kréw od 6,84 do 7, 56, u §win
od 7,2 do 7,92 g%. W ponizszej tabeli zesta-
wiono wyniki badan przeprowadzonych przez
nas w poréwnaniu z wynikami otrzymanymi me-
toda elektroforezy bibulowej przez W. Stéckla
(7). Poziom poszczegdblnych frakeji wyrazony jest
w stosunku procentowym do biatka catkowitego.

Rok XIII
Krowy Swinie
Wysa~- |Elektro-| Wysa- | Elekro-
lanie foreza lanie | foreza

-|38,8——55,8|31,'?-—55,2 3[),8—65,6:31,2—59,[)
11,3——22:2I 9,3—22,4/ 9,3—26,3 13,8—21,1

8.1-—23,6| 5,8—18,4| 8,8—23,3 10,6—19,9
15,9—30,7/19,0—44,3 15,1—30,6 15,8— 32,4

Albuminy

a—Globuliny
B—Globuliny
T—Globuliny

Wnioski

Poréwnanie oznaczen frakcji biatkowych
u kréw i swin uzyskanych wysalaniem wg met.
Garleja z metodg elektroforezy bibulowej wy-
kazuje dos$¢ znaczng zgodnos¢ wynikéw, co poz-
wala spodziewa¢ sie, ze powyzsza metoda moze
znalez¢ roéwniez zastosowanie w badaniach kli-
nicznych frakcji biatkowych surowicy krwi
u zwierzat.
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B. BAPHELIKH, 3. BAJIMLUKH

ONNPEOEJIEHNE BEJIKOBBIX ®PAKIINN
CHIBOPOTKI KPOBU KOPOB 1 CBUHEN

AeToptl cpaBHANW pesynsTaTH onpefenenuid 6enkoseix

GpPAKUMH B CHIBOPOTKE KPOBH KOPOB W CBHMHEH NyTém Bbi-
CAAMBAHUA M NyTém ByMA>kHOro anexTpodopesda U onpeae-
NIMAY, YTO METOA BHICAJIMBOHWA MOXXET HOWTHU NMPpUMEHEHHe
Ona KIMHUYECKUX yCnewn.

W. BARNECKI and Z. WALICKI

DETERMINATION OF PROTEIN
FRANCTIONS OF THE SERA OF COWS
AND PIGS

Summary

A comparative study of results of the determination
of protein fractions of sera of cows and pigs by using
the salting out method and paper electrophoretic
method. The salting out method can be applied to
clinical examinations.
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