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Préby bezstresowego pobieranio krwi u prosiat
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Pobieranie prébek krwi u zwierzat jest za-
biegiem dos¢ klopotliwym i — zaleznie od ga-
tunku zwierzecia, jego wieku i metody —
trwajageym od kilkudziesieciu sekund do kilku
minut. Zabiegi te lgcza sie zawsze z chwyta-
niem zwierzecia, jego unieruchomianiem i na-
kluciem zyly. Manipulacje te wywoluja u zwie-
rzat stany mapiecia emocjonalnego (bojazn,
strach), wysitelc fizyezny i odruchy ucieczki,
wycofania sie lub unikniecia zabiegu. Wszysi-
kie te sytuacje wywoluja w cigzu killcudziesie-
ciu sekund stany stresowe, ktore — jezeli po-
bieranie krwi trwa dluzej — przyczyniaja sie
do zmian skladu i wlasciwosci fizyikcchemicz-
nych surowicy (3). Tradycyjny sposéb pobiera-
nia krwi od zwierzat moze zmieni¢ poziom ta-
kich gktadnikow jak: glukoza, cholesterol, bial-
ko, elektrolity, aktywnosé niektoryeh enzymow
np. CPK, AP, AIAT, AspAT, jak rowniez
wskaznik hematokrytu, liczbe erytroeyvtow i leu-
kocytow, szyhikosé opadu krwi itp. Szczegolnie
nasilone zmiany powstaja w tych sytuacjach
w poziomie hormondéw biorgcych udzial w me-
chanizmach wyzwalania stresu np. katechola-
minach, kortykoidach, hormonach tarczycy, se-
rotoninie, opiatach moézgowych, ACTH, TSH
oraz gonadotropinach, prolaktynie itp. Z tego
wzoledu dla unikniecia tych zmian i uzysikania
prawidlowych wynikow w wielu badaniach nie-
zZbedne jest pmobieranie krwi w warunizach naj-
bardziej zblizonych do bezstresowych.

Pobieranie krwi w v arunkach wzzlednie bez-
stresowych mozliwe j st przy pomocy kaniulo-
wania zvl. Opracowa p szereg metod kaniulo-
wania zyl u zwierza' - do§wiadczalnych i go-
smodarskich do ciggl go lub czestego pobiera-
nia krwi. Warunkietar miezbednym o dziata-
nia kaniuli jest odpowiednie jej zabezpiecze-
nie przed wvpadaniem (bandazowanie, wszv-
wanie pod skoére, izolowanie zwierzat), czeste
pobieranie krwi i zabezwvieczenie hevnarynowe.
Kaniulowanie zwierzat w warunkach chowu
srupowedo w Kkojcach mapotyka ma mowazne
trudnogci. Zwierzeta zsrupowane w kojcach,
czuiae krew u kaniulowanych zwierzat i za-
pach ranv, miszeza kaniule, wyrywaija ja z ra-
ny, a nawet kanibalizujg osobnika. Weiscie do
koica grupowego dla dokonania pobrania krwi,
podobnie iak i przy rutynowei metodzis po-
bierania, laczy sie zawsze z zabiegiem chwv-
tania i unieruchomienia zwierzecia, co wvzwala
stres i odpowiednie zmiany we krwi. Z tego

powodu metoda kariulowania zwierzat w cho-
wie grupowym nie jest przydatna gdy chodzi
o uzycizanie krwi w warunkach bezstresowych.

Celem niniejszych badan bylo ustalenie w
doswiadczeniu ma prosietach, czy i w jakim
stopniu pobieranie krwi metods naklucia zyly
czczej przedniej jest zabiegiem stresowym. Ja-
ko kryterium stresu mpostuzono sie {oziomem
hormionéw katecholowych i kortyzolu we krwi.
Badania te stuzyé mialy do udoskonalenia me-
tod pobierania krwi w dalszych etapach pracy
nad poziomem tych hcrmonéw u prosigt w wa-
runkach stresu technologicznego.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 6 prosietach w wieku
28 dni w fermie tuczu przemystowego w Knopinie.
Prosieta wytypowano z 6 miotow przebywajgeych z
maciora w kojcach porodowych. Wybrano prosigta
obu pilci bedace w dobrej kondyeji i zywolnosci.
Przed do$wiadczeniem zwierzeta wypoczywaly po na-
karmieniu i nie wykazywaly najmniejszych objawéw
niepokoju i nietypowych zachowan. Do pobierania krwi
zwierzeta chwytano nagle, z zachowaniem ciszy 1
spokoju. Od momentu uchwycenia zwierzgeia (czas
zero”) odmierzano czas kolejno wykonywanych
czynno$ci zakonczonych pobraniem krwi. Zatozono po-
bieranie krwi w terminach: 25 sek., 60 sek., 95 sek,
120 sek., 180 sek. i 300 sek. przez wprowadzenie igly
o wymiarach 1,4X40 mm do zyly czczej przedniej.
Igly nie wyjmowano z zyly az do zakonczenia wszy-
stkich pobran. jej $wiatlo zatykano w przerwach
miedzy pobraniami, Przecietny czas od momentu
uchwycenia zwierzecia do wprowadzenia iglty do na-
czynia i wyplywu strumienia krwi wynosit 8—12 sek,,
do zakonczenia pierwszego pobrania 20—23 sek., dru-
giego 50—55 sek., trzeciego 80—85 sek., czwartego
110—115 sek., piatego 200—210 sek. i széstego 300
sek. Pobrang krew, po wstepnym przygotowaniu w
fermie (odbialczanie, odwirowanie w temp. 4-2°) prze-
wozono w stanie zamrozenia do laboratorium Zakla-
du do analizy.

We krwi pobranej od zwierzat oznaczano poziom
amin katecholowych (adrenaliny i noradrenaliny) me-
toda spektrofluorymeiryczna wg Campuzano 1 wsp.
(1) oraz poziom kortyzolu metodyg radiokomupetycyina
(8). Analiza zawartosei katecholamin polegala na od-
biataczaniu surowicy krwi, absorpcji amin na tlen-
ku glinu, elucji kwasem nadchlorowym, a nastepnie
utlenianiu zwiagzké6w do pochodnych tr6jhydroksyin-
dolowych. Fluorescencje tych zwigzkéw mierzono
spektrofluorymetrem . Baird-Nova” prod. f-my Baird-
-Atomic (Anglia). Czuloié metody do 0,1 ng sub-
stancji. Kortyzol oznaczano technika izotopowag z za-
stosowaniem standardowej metody radiokompetycyj-
netj. Znakowany trytem kortyzol uzyskano z firmy
Amersham (Anglia). Czuto$é metody: 0,1 ng/ml. Od-
czynniki uzyte do analiz posiadaly wysoki stopien
czystosei chemicznej. Rozpuszczalniki i wode odpo-
wiednio redestylowano w szkle (wode czterokrotnie).
Liczbowe wyniki badan poddano analizie statystycz-
nej obliczajac odchylenie standardowe.
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Tab. 1. Zawarto$é¢ hormonoéw stresowych w surowicy
krwi prosigt poddanych zabiegowi pobierania Krwi 30
= kort
Termin g /\ RO
pobrania | Adrenalina | Noradrena- Kortyzol 20 ¢ /
krwi w | nmol/1 lina nmol/l nmol/1
sekundach |
—— e - = = = I — % _ W — d L\
25 4,11 42,0 956436 | 1317+ 57 1 foradrenahne
50— 55 17,15 15,5 9,75 +1,3 14,76 £ 5,4 "““-—-—-_.__,_h_'ﬂdm"lal“"-a
80— 85 4,31 £1,6 12,58 18,2 | 24,76 £10,7
110—115 8,92 £3,2 1164 +5,8 | 1503 % 7,3
200—210 | 834%29 | 10,8530 | 2033 % 95 o s
300—320 6,17 £5,0 9,10 2,6 25,75 11,8 sekundy

Wyniki i omoéwienie

Poziomy hormonéw stresowych w surowicy
krwi prosiat poddanych zabiegom ipobierania
krwi w badanych odstepach czasu podaje tab. 1,
natomiast dynamike ich zmiennosci przedsta-
wiono na ryc. 1.

7 danych tabeli wynika, ze najszybciej, bo
juz po 20—25 sek. od zadzialania stresora (u-
chwycenie zwierzecia) wystepuje szybkie pod-
wyzszenie poziomu adrenaliny we krwi obwo-
dowej (z poziomu 4,11 do 17,15 nmol/l po
50 sek), a nastepnie réownie gwaltowne obni-
zenie do poziomu Wwyjsclowego 1 ponowny
wazrost do wartosei 8,92 nmol/l po koto 110—
115 sek. z tendencjg do nieznacznego i powol-
nego spadku do koricowego czasu b min.

Przebieg krzywej zawartosci noradrenaliny
wekazuje, ze wzrost zawartosci tego hormonu
we krwi nastepuje po ckoto 50 sek. Z poziomu
9,75 nmol/l osigga on warto§¢ 12,56 nmol/l po
80—85 sck., po czym nastepuje powolny spa-
dek do wartosci wyjsciowych przed uplywem
badanego dkresu.

Krzywa poziomu Kkortyzolu wykazuje po-
czatkowo przyblizony ksztalt do krzywej adre-
naliny, jednakze wyrazny wzrost zawartosci te-
go hormonu we krwi zaczyna sie po okolo
50 sek. (14,76 nmol/l) i osigga szczyt po 80—85
sek. (24,76 nmol/l). Po okolo 110 sek. doswiad-
czenia nastepuje obmizenie poziomu kcrtyzolu
do wartosci wyjsciowej, a nastepnie znaczny
i staly jego wzrost do konca okresu badan.

Godny uwagi jest odmienny przebieg kirzy-
wej poziomu adrenaliny i kortyzolu w poczat-
kowych okresach badan uwidaczniajacy opoz-
nione wydzielanie kortyzolu w stosunku do
adrenaliny.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze ,,bez-
stresowe’ pobieranie krwi od prosigt w miocie
mozliwe jest tylko w ciggu pierwszych 20—25
sek. trwania zabiegu. Stosowana procedura mie
powoduje w tym czasie u prosigt podwyzsze-
nia poziomu katecholamin i kortykoidow.

Krzywa poziomu hormonoéw w czasie 9 min.
stresu manipulacyjnego wskazuje dos¢ wyraz-
nie na dwuetapowosé przebiegu reakeji. W
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Ryec. 1. Dynamika uwalniania adrenaliny, noradrena-
liny i kortyzolu podczas zabiegu pobierania krwi me-
toda tradycyina

pierwszej fazie, juz po 25 sek., nasila sie gwal-
townie stezenie adrenaliny we krwi obwodo-
wej. W drugim etapie, dopiero po 80—85 sek.
stwierdza sie podwyzszenie poziomu noradre-
naliny i kortyzolu. Badania nasze potwierdza-
ja w pewnej mierze wczesniejsze stwierdzenia
niektorych autoréw (2, 4) o dwuetapowym prze-
biegu stresu. Zjawiska te zalezne sg prawdo-
podobnie od kolejnego uruchomienia w stresie
dwoéch mechanizméw adaptacyjno-obronnych:
jako pierwszego — ukltadu wepotczulno-rdze-
niowonadnerczowego z wyrzutem adrenaliny
i w dalszej kolejnosei — ukladu podwzgorzo-
wo-przysadkowo-korowonadnercznego z wyrzu-
tem glownie kortyzolu.

Zmiennos¢ poziomu hormonow w dalszych
minutach trwania stresu jest réwniez intere-
sujgca. Wrzrastajgey poziom kortyzolu i obni-
zenie sie zawartosci katecholamin wskazuje na
przechodzenie zwierzgt w drugi etap stresu tj.
w stadium przystosowania — wg klasycznej
teorii stresu Selyego (5). Zjawisko to godne
jest zatem dalszych, poszerzonych badan w
roznych warunkach stresu u zwierzat gospo-
darskich.

Wnioski

Przeprowadzone badania upowazniaja do po-
stawienia nastepujacych wnioskow:

1. Odpowiedz hormonalna prosigt w postaci
podwyzszonego poziomu katecholamin i korty-
zolu we krwi pojawia sie dopiero po 20—22 sek.
wykonywania zabiegu pobierania krwi rutyno-
wa metodg naklucia zylty. W tym czasie mozli-
we jest bezstresowe pobieranie krwi.

2. Wyrzut hormondéw stresowych do krwi ma
u prosigt w okresie 5 min. pobierania proéb
przebieg dwufazowy.
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Koranberuit ‘A., dutko P., Benununckuit ., Pomiko 3.
_ IlombITKM OGeCcTpEeccOBOro B3MMAaHHA KpOBuM y IIO-
pocAT

IIpoBeay OLEHKY PYTMHOBOTO METOJA B3MMaHMUA KPO-
BM M3 IICPEeAHel II0JION BeHbl Yy MOPOCAT ¥ BIMAHNA
3TOTO MEpPOUPUATUE Ha [MHAMUKY OCBOBOXKIEHMA
CTPECCOBRIX TOPMOHOB (afpexamuila, HOpaApPeHafHa,
KOPTH30Ja) B KpoBb, Kpoeh Opannu IO MCTETEUHH 25
cex.. 50 cek., 85 cex., 115 cek., 200 cex. u 300 cex.
cuuTad BpeMsa OT MOMeHTa IIOMMKM KMBOTHOTO.

UccnegoBaHusl IIOKAa3aiay, 4YTO TOPMOHAJbHAg DeaK-
uuA Ha B3ATME KPOBM IpoTeKala B 2 dazax. OT™me-
yaayu OTYEeTIMBOe OBLICTPOE INOBBINIEHME YDPOBHS OIIpPe-
nelseMBIX TOPMCHOB BO BpeMs 55—85 cek., 3areM
noHnxenue uepesd 85—115 cex. A0 MCXOAHBIX BEJIUHMH
M TIOBTODHBIA (38 MCKJ. HOPajpeHaJuHa) POCT COACD-
aumd B KPOBM. YCTAHOBMIM, 4UTO B3ATHME KPOBM U3
nepeiHeN IOJOM BEHbI ¥y 28-AHEBHBIX IIOPOCAT B Te-

geaue 20—25 ceX, OT BXOAa [epcoHajla B KJIETKYy U
ODOMMKM KMBOTHOTO J0 OKOHYaHMus cbopa KpoBuM HeE
BBLI3LIBAST M3MEHEHMII B YPOBHAX MCCIEOYEMBIX TOD-
MOHOB.

Kowalski A. Fitko R., Zielinski H., Roszko E. —
Trials of a stresless method of blsod collection in
riglets

The authors evaluated a routine method of blood
collection from the vena cava cranialis in piglets and
effects of blood colection on dynamics of a release of
stress hormones (adrenalin, noradrenalin, cortysol) intc
blood. Blood was collected after 25, 50, 85, 115, 200
and 300 sec. after catching of piglets. It was found
two stage hormonal reaction on blood collection. It
was found a significantly faster increase of the level
of these hormones after 55—83 sec. then their de-
crease after 85—115 sec. to the basal values and then
(except noradrenalin) their increase in blood. Blood
collection from the vena cava cranialis in 28 days old
piglets in 20—25 sec. since the entrance of the per-
sons into the box and catching of piglets not affect
the level of the examined hormones.

STANISEAW BARANOW-BARANOWSKI, KRZYSZTOF JANUS, DOROTA JAKUBOWSKA

Ksztaltowanie sie zawartosci sodu, potasu i chlorkéw w plynie

pozakomérkowym - organizmu cielgt w pierwszym miesigcu ich zycia

Katedra Fizjologii Zwierzat Wydziatu Zootechnicznego AR,
ul. Doktora Judyma 6, 71-466 Szczecin

Zmiany zawantosci jonéw sodu, potasu i chlo-
ru w osoczu krwi cielat wraz z wiekiem byty
juz przedmiotem badan wielu autorow (1, %,
3, 8, 9). Uzyskane wyniki wskazujg na wzzled-
na stabilnosé poziomu Na i Cl w osoczu W
trakecie postnatalnego rozwoju cielat (2, 3, 10),
oraz na stopmiowe obnizanie gie koncentracji
jondéw potasu (1, 3, 10).

W dostepnym piSmiennictwie nie natrafio-

no natomiast na publikacje omawiajgce w SpO-
sob kompleksowy zmiany zawartosci Na,
i Cl w osoczu, razem ze zmianami objgtosci
plynu pozakomorkowego i osocza. Celem prze-
prowadzonych badan bylo znalezienie odpowie-
dzi na pytanie, czy zawartost jonéow sodu, po-
tasu i chloru w ptynie pozakomoérkowym orga-
nizmu cielat ulega w pierwszym miesigcu ich
zycia zmianom i czy zmiany te sa statystycznie
istotne.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 12 cieletach-byczkach
rasy ¢b w wieku 5—31 dni. W czasie trwania do-
Swiadczenia zwierzeta utrzymywano w kojcach po-
jedynczych i zywiono zgodnie z ogolnie przyjetymi
normami.

Ogodltem dokonano 144 oznaczen poziomu sodu, po-
tasu i chlorké6w w osoczu oraz objetosSci plynu poza-
komorkowego (ECF) i osocza (PV). Stezenie Na i K
oznaczano metoda fotometrii plomieniowej, a Cl me-
toda potencjometrycznego miareczkowania azotanem
srebra. Zawartosé plynu pozakomoérkowego okreslano

metoda rodankowa (4), a osocza przy zastosowaniu
blekitu Evansa T-1824 (12). Stosowano nastepujace
dawki substancji testowych:

— 500 mg rodanku sodowego

NaSCN)

— 95 mg T-1824 (5 ml 0,5% roztworu barwnika w

0,8% NaCl)

Przeprowadzone badania wstgpne (na 6 cielgtach)
dowicdly, ze juz w 24 godziny po dozvinej iniekeji
95 mg blekitu Evansa osocze nie zawiera sladow
barwnika. W przypadku infuzji 500 mg rodanku so-
dowego, okres ten wynosil 36 godzin. Biorge pod
uwage przytoczone wyniki i uwzgledniajae tzw.
_margines bezpieczefistwa’, postanowiono dokonywac
aznaczen wielkosri badanych przedzialow plynowych
w odstepach minimum 48 godzin.

Obijetodé plvnu $rédmigszowego  (ISF) wyliczano
jako roéznice miedzy objetoSciami plynu pozakomor-
kowego i osorza (ISF = ECF — PV).

Stezenie sodu, polasu i chlorkéw w plynie srod-
migzszowym obliczano za pomoca wspolezynnikow
podanych przez Kokota (7), wynoszacveh dla Na i K
1,02, a dla Cl 1,12,

Badania przeprowadzono w 5, 7, 10, 12, 14, 17, 19,
21, 24, 26, 28 i 31 dniu zycia cielat.

Uzyskane wyniki poddano opracowaniu statystycz-
nemu za pomoca analizy wariancji jednoczynnikowe]
i testu welokroinego rozstepu D-Duncana.

(10 ml 5% roztworu

Wyniki 1 omowienie

Poziom sodu w osoezu krwi badanych cie-
lat ulegt w badanym okresie niewieliciemu pod-
wyzszeniu (tab 1). Zadna ze stwierdzonych roz-
nic nie diazala sie statystycznie istotna. Takze
Dalton (3) zaobhserwowal statystycznie nieistol-
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