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SAŽETAK

Fizički i psihološki stres mogu poremetiti imunosne funkcije u mlade prasadi iz industrijskog uzgoja. Tako je i u prasadi u dobi od 12 tjedana, prosječne težine 25 kg, iz industrijskog uzgoja utvrđena imunodeficijencija na temelju citometrijskih vrijednosti pojedinih subpopulacija limfoidnih stanica (9.7% CD4+, 8.0% CD8+, 36.9% CD5a+, 20.3% CD16+, 6.9% CD21+, 86.3% CD45+, 41.8% CD45RA+, 48.3% CD45RC+ te 6,9% 0-stanica periferne krvi) i mijeloidnih stanica (23.7% CD11b+ i 5.4% SwC3a+). 

UVOD

Primarne imunodeficijencije u prasadi visoko selekcioniranih pasmina uzgajane u mnoštvenoj proizvodnji mogu biti na genskoj osnovi  ili posljedica poremetnji u embrionalnom razvitku. Sekundarne imunodeficijencije mogu biti uzrokovane paragenetskim činiteljima (hranidbeni i ambijentalni uvjeti, zarazne i neoplastične bolesti, lijekovi i sl.). Kvalitativno nedostatna hranidba i stres vjerojatno su glavni uzroci oštećenja imunosnog sustava prasadi držane u velikim aglomeracijama. Naime, poznata je pojava imunodeficijencije staničnog tipa zbog nedostatka cinka, sastavnog dijela timusnog hormona timulina odgovornog za regulaciju diferencijacije i sazrijevanja T-stanica (NAGLIĆ i HAJSIG, 1993). 

MATERIJALI I METODE

Prasad

U pokusu je bilo 15 prasadi križanaca iz farmskog uzgoja, u dobi oko 12 tjedana prosječne tjelesne mase 25 kg. Prasad je odbijena u dobi od oko 25 dana, a nakon odbića hranjena je odgovarajućom krmnom smjesom. 

Uzorci krvi 

Venepunkcijom je iz vene jugularis izvađeno po 20 ml krvi uz dodatak 0,2 ml antikoagulansa (Heparin, BELUPO, Koprivnica ).

Monoklonska protutijela

Monoklonska protutijela za ova istraživanja dobivena su od različitih davatelja (vidi Tablicu 1.) u svrhu testiranja za potrebe 1st Swine CD Workshop-a (Budimpešta, 1992), 2nd Swine CD Workshopa (Davis, CA, SAD, l995) i 3rd Swine CD Workshopa (New Delhi, 1998).

Sekundarno protutijelo

Kunićji IgG protiv mišjeg IgG konjugiran fluorescein-izotiocijanatom (FITC) (Imunološki zavod, Zagreb). 

TABLICA 1. Osobitosti monoklonskih protutijela (mPt) primjenjenih u identifikaciji diferencijacijskih CD antigena subpopulacija svinjskih limfoidnih i mijeloidnih stanica iz periferne krvi metodom jednobojne protočne citometrije.

CD antigen
Izotip
Oznaka
Prisutnost na 
Davatelj

CD4a
IgG2b
74-12-4
Th stanice, monociti., makrofagi
Pescovitz, Lunney

CD5a
IgG2a
1H6/8
T-limfociti
Dominiguez


IgG1
PG116A

Davis


IgG1
b53b7

Saalmüller

CD8a
IgG2a
76-2-11
Tc stanice
Lunney

CD11b
IgG1
2F4
monociti, granulociti, makrofagi, NK
Dominiguez

wCD21
IgG1
BB6-11C9
B stanice
Pescovitz

CD45
IgG1
K252 1E4
mijeloidne i limfoidne stanice
Haverson

CD45RA
IgG1
MIL13
subpopulacije T-limfocita, B-limfocita, makrofaga
Haverson

CD45RC
IgG1
MIL5
B-limfociti, CD4 limfociti
Haverson

non T non B
IgG2a
PT 79A
0-limfociti (TcR,γ?)
Davis

SWC3a
IgG2b
74-22-15
makrofagi
Pescovitz


IgG1
6F3

Pescovitz

CD16
IgG1
G7
makrofagi
Kim

Izdvajanje limfocita iz periferne krvi

Uzorke periferne krvi razrijeđene fiziološkom otopinom (1:1) nadslojili smo na Histopaque (SIGMA) u omjeru 2:1 te nakon centrifugiranja izdvojili limfocite, isprali ih dva puta u Mediju 199 (Imunološki zavod, Zagreb). Potom smo talogu dodali RPMI 1640 medij (Imunološki zavod, Zagreb) obogaćen 20%-tnim fetalnim telećim serumom (SIGMA). Vijabilnost limfocita u suspenziji provjerili smo nakon bojenja tripanskim modrilom (SIGMA) brojanjem u hemocitometru (B(rker-T(rkova komorica).

Jednobojna protočna citometrija

Limfocite (1 x 106 stanica/ml) obilježili smo s pomoću odabranih mPt protiv svinjskih CD+ stanica, inkubirali ih, isprali i dodali sekundarno protutijelo. Nakon inkubacije i ispranja dodali smo PBS i odredili kvantitativni odnos pojedinih subpopulacija limfocita u protočnom citometru (EPICS, Coulter, Hialeah, SAD). 

REZULTATI 

TABLICA 2. Srednje vrijednosti (%) udjela  subpopulacija limfoidnih i mijeloidnih stanica iz periferne krvi prasadi u dobi 12 tjedana iz farmskog uzgoja određen citometrijskom metodom.

Subpopulacija
Stanice
Broj pretraženih uzoraka /broj prasadi 
Srednja vrijednost (%)

CD4+
Th
15/15
9.7

CD5a+
T
12/15
36.9

CD8+
Tc
15/15
8.0

CD21+
B
12/15
6.9

CD16+
limfoidne
4/15
20.3

CD45+
limfoidne
3/15
86.3

CD45RA+
limfoidne
8/15
41.8

CD45RC+
limfoidne
8/15
48.3

nonT nonB+
0-stanice
12/15
6.9

SwC3a+
mijeloidne
12/15
5.4

CD11b+
mijeloidne
4/15
23.7

RASPRAVA

Fizički i psihološki stres česti su čimbenici koji mogu poremetiti imunosne funkcije u mlade prasadi iz industrijskog uzgoja i izazvati imunodeficijenciju. Na temelju rezultata dobivenih istraživanjem subpopulacija limfoidnih i mijeloidnih stanica periferne krvi, može se reći da je sva prasad u našem pokusu bila imunodeficijentna u usporedbi s podacima iz literature (NAGLIĆ i HAJSIG, 1993; TIZARD, 1996; MARKOWSKA-DANIEL i sur., 1998). Ta pojava može biti posljedica visoke selekcioniranosti i produktivnosti prasadi, ali i proizvodno-tehnoloških uvjeta na farmi (rano odbiće, podno držanje na betonskim rešetkama, veliki broj prasadi u odjeljku, hrana i dr.). Tako se pokazalo da je udio CD4+ stanica u perifernoj krvi prasadi u našem pokusu bio prosječno 9.7%, dakle manji u odnosu na podatke opisane u literaturi, gdje se navode vrijednosti od 23% do 43% za odrasle svinje (TIZARD, 1996). Udio B-limfocita u perifernoj krvi svinje je od 13% do 38% (TIZARD, 1996), a promjene u njihovoj populaciji praćene su u našem pokusu na temelju promjene udjela CD21+ stanica i utvrđeno je znatno manje (6.9%) CD21+ stanica. Udio CD8+ Tc -stanica bio je također niži (8.0%) od vrijednosti opisanih u literaturi (17% do 39%) (MARKOWSKA-DANIEL i sur., 1998). Prema rezultatima dobivenim u našem pokusu vidi se se da je udio djevičanskih i pamtećih CD45RA+ i CD45RC+stanica bio niži od očekivanog za ovu dobnu kategoriju svinja. Međutim, udio CD45+ stanica kretao su se u rasponu od 69 do 98.2 % (prosječno 86.3 %) što je sukladno vrijednostima za mPt K252 1E4 (91%) (HAVERSON i sur., 1994). Slično je i s 0-stanicama kojih je u promatrane prasadi bilo 6.9% dok se u literaturi navodi oko 5% od ukupnog broja limfocita. Nalaz CD5a+ i CD16+ stanica ne možemo usporediti sa vrijednostima za ovu dobnu kategoriju jer ih nismo pronašli u nama dostupnoj literaturi. 
Podaci za mijeloidne stanice u suglasju su s rezultatima drugih autora. Tako je udio SWC3a+ makrofaga/monocita bio je 5.7% (3% do 18% BLECHA i sur. 1994), dok su CD11b+ stanice bile zastupljene s 23.7 % (18% do 24% prema istim autorima).
ZAKLJUČAK

Na temelju analize dobivenih podataka možemo zaključiti da se u istraživane prasadi, s obzirom na pripadnost adultnoj kategoriji svinja, ne radi o nezrelosti imunosnog sustava već vjerojatno o pojavi imunosupresije.
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