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Strach S., Bohosiewicz M. —Untersuchungen iiber
Toxizitit des Unkrauttilgungspriparats ,Pielik” bei
Schweinen.

Im Laufe von 40 Tagen wurde 16 Ferkeln das
Futter mit Zusatz von 15—100 mg Praparats , Pielik”
(2,4 — D) pro 1 kg Gewicht verabreicht. Sowohl in
der Versuchszeit wie auch in der Kontrollperiode
ist kein Abweichen vom normalen Benehmen der
Tiere wahrgenommen worden. Die Zahl der Erytro-
und Leukocyten, das Niveau von Hb und die innere
Korpertemperatur haben im Laufe und nach Ab-
schluss der Untersuchungen keine wesentlichen Dif-
ferenzen im Vergleich zu den Ausgangswerten erwie-
sen. Die Gewichtszunahme gestaltete sich in den
Versuchsgruppen hoher als in der Kontrollgruppe.

Das mit 200 mg Préparat pro 1 kg Gewicht versetzte
Futter wurde von Tieren innerhalb 5 Tage aufge-
no~men, das mit 400—800 mg pro 1 kg Gewicht im
Laufe von 1—3 Tagen verzehrt, dagegen das nor-
male Futter nahmen die Tiere gierig auf. Futterge-
ruch mit Zusatz von betrdchtlichen Gaben ,Pielik”
ist derart durchdringend und abstossend, dass die
Ferkel keine Lust zeigen es aufzunehmen.

Eine langdauernde Verabreichung des Préparats
in Dosen bis 100 mg pro 1 kg Gewicht sowie eine
einmalige Verabreichung desselben in hoheren Ga-
ben ruft keine Vergiftungserscheinungen hervor.
Tatsichlich das in normalen Umstdnden verabreichte
Priparat ,Pielik” hat keine tddliche Intoxikation
bei Ferkeln zur Folge.

FELIKS NAGORSKI
Warszawa

Teoretyczne podstawy metod klinicznego badania biatek
surowicy krwi (refraktometria, elektroforeza)

Oznaczanie iloSci biatka w surowicy jest poitgczone
z licznymi trudno$ciami, ktére zwigzane sga z tym, ze
bialka na o0g6él nie oznacza sie wprost, lecz jedynie
pewne jego skladniki, lub charaxterystyczne wiasci-
wosci fizyczne (zawarto$é azotu, wigzania peptydowe,
ciezar wiasciwy, refrakcja $wiatta, lepkosc¢ itd.). Kazda
z tych metod posiada dobre strony i braki. Nie bedg
tu one jednak omawiane, poniewaz biatko catkowite
w rutynowych badaniach klinicznych oznacza sie naj-
cze$ciej metodyg refraktometryczng i tej to metodzie
poswiecono gidwnie uwage.

Podstawyg refraktometrii jest zdolnoé¢ niejednako-
wego zalamywania sie promieni §wietlnych w réznych
§rodowiskach. Promienie $wietlne przechodzgc przez
rozne $rodowiska, zmieniajg swoj kierunek i zatamu-
jg sie. Stosunek sinusa kata padania do sinusa kata
zalamania nosi nazwe wspoéiczynnika refrakeji,
ktory dla danej substancji zalezy od diugosci
fali §wiatta. Im dlugose fali jest kroétsza, tym silniej
zostaje zalamany promieh §wiatta i tym wiekszy jest
wspOtezynnik zatamania. Wspotczynnik zatamania
zmienia sie w zalezno$ci od temperatury i dla réznych
substancji waha sie w granicach 1,3 do 1,8, przy tym
wysoki wspolczynnik zdarza sie rzadko.

Wispblczynnik zaltamania surowicy jest sumg wspoi-
czynnikow zatamania poszczegblnych skiadnikow. Przy
oznaczaniu wspoélczynnika zatamania surowicy dodaje
sie do wspoiczynnika zatamania wody destylowane]
nD = 1,33320 warto$§ci poszczegbélnych skladnikéw po-
danych przez Reissa:

dla 1% bialka 0,00195
dla 1% NaCl 0,00160
dla 1% KCl1 0,00134
dla 1% mocznika 0,00145
dla 1% cukru gron. 0,00142

Wspotczynnik refrakeji surowicy normalnej jest za-
tem sumg wartosci dwoéch grup skladnikéw: krysta-
loidow i biatka. Krystaloidy przy jednakowym steze-
niu posiadajg prawie taki sam wplyw na wspolczynnik
zalamania, jak biatko. Jednak krystaloidy znajdujg sie
w surowicy w o wiele wiekszym rozcienczeniu, anizeli
biatko (NaCl w stezeniu 0,65%, glukoza 0,10%s, biatko
natomiast w 6—=8%). Dlatego wspodiczynnik refrakeji
surowicy zalezy giéwnie od wahan stezenia bialka.

Znaczna ilo$¢ lipoproteidéw w surowicy moze wply-
wa¢é na dokladno$§é oznaczania zawarto$ci biatka i nie
zawsze pokrywajg sie one w fych przypadkach z da-
nymi otrzymywanymi metodg Kjeidahla. Metoda po-
siada jednak te dobrg strone, ze jest prosta w uzyciu
i do badan wystarczy tylko jedna kropla surowicy.
Wedilug Siebemanna (1937) cyt. wg Kirka), metoda
refraktometryczna, przy zachowaniu pewnych ostroz-
nosci, moze byé stosowana do oznaczania biatka suro-
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wicy, na réwni z innymi metodami. Szczegblnie waz-
nym warunkiem przy oznaczaniu wspotczynnika zata-
mania jest utrzymanie stalej temperatury (17.5°€).
Ilosci biatka otrzymuje sie z tablic Reissa.

biatek surowicy
elektroforezy.

Pod terminem elektroforeza rozumiemy zjawisko
wedrowania natadowanych czasteczek koloidéw w po-
lu elektrycznym, przy czym czasteczki naladowane
ujemnie wedruja do anody, a natadowane dodatnio do
katody.

Rozdziat bialek w polu elektrycznym pradu statego
jest dzieki temu mozliwy, Ze biatka posiadaja nature
amfolitu, i ze wlasnosci buforowe biatek opierajg sie
na budowie tzw. dipolu, ktérego wzor przedstawia sie
nastepujgco:

Rozdziatl Zza pomoca

R — CH — COO—
|
NH;t+

W roztworze zatem wystepujg dwie postacie dysocja-
cji: dysocjacja grupy karboksylowej (R 00),
jak i dysocjacja zasadowa grupy aminowej (R — NH;1).
f.adunek czasteczki bialkowe] zalezy od ilosci grup
kwaénych i zasadowych, jakie znajduja sie w czg-
steczce biatkowej oraz od stezenia jonow wo-
dorowych $rodowiska (pH). Biorac dla przyktadu naj-
bardziej prosty aminokwas glicyne, ktorego wzér jest
CH, — COOH, mozna ujgé¢ zmiane tadunku w zalezno-
|
NH, .
$ci od pH w spos6b nastepujgcy:

a) przy niskim, tj. kwasnym pH,
H,C — COO— + Ht = H,C —COOH

l I .
NH;+ NH;+
Glicyna w grupie aminowej posiada tadunek dodat-
ni i jako kation wedruje do katody.
b) przy pH wysokim, tj. zasadowym reakcja
przebiega:
H,C —COO— + OH— = HZ(IJ — COO— + H;0
|
NH;+ NH,
gdzie grupa karboksylowa posiada ladunek ujemny
i glicyna jako anion wedruje do anody.
¢) przy pH obojetnym grupa aminowa i karbo-
ksylowa ulega dysocjacji i wtedy reakcja prze-
biega nastepujgco:
H,C —COO0—
|
NH,;+
Padunek dodatni i ujemny wzajemnie sie wtedy
zobojetniajg i glicyna przy tym pH posiada tadunek
0.
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Kiedy czgsteczki bialka w polu elektrycznym nie
przejawiajg ruchu, to takie pH, przy ktorym w ten
sposoOb bialko sie zachowuje, nazywa sie punktem izo-
elektrycznym. Punkt taki-jest swoisty dla kazdego
bialka. Podobnie jak glicyna zachowuje sie wiekszos¢
biatek, szczegblnie za§ biatka surowicy krwi. Dla bia-
lek osocza okreslono nastepujgce wartosci punktu izo-
elektrycznego:

Albumina pH 4,64
a~globuliny pH 4,80
p-globuliny pH 5,20
Fibrynogen pH 5,40
y-globuliny pH 6,40

Badanie elektroforetyczne biatek surowicy przepro-
wadza sie zreguly w érodowisku zasadowym i wszyst-
kie bialka w tych warunkach wedrujg do anody. Szyb-
ko$¢ wedrowki czasteczek biatkowych jest jednak roz-
na, zalezna od ladunku czasteczki i od sity pola elek-
trycznego. Z tych podstawowych zatozen wynikajg
gléwne mozliwosci zastosowania elektroforezy, jako
metody analitycznej do badan bialek krwi. Mozliwo$ci
te idg w kilku kierunkach: 1) okres$lenia punktu izo-
elektrycznego biatek, 2) rozdzialu mieszaniny biatek
przeprowadzonego gléownie w badaniach biochemicz-
nych i klinicznych, 3) uzyskiwanie frakcji biatkowych
dla celéow preparatywnych.

Za pomoca elektroforezy biatka sa rozdzielone na
podstawie ich wtasnosci fizycznych, tj. tadunku elek-
trycznego czasteczki bialkowej. Wiasno§¢ ta nie cha-
rakteryzuje jednak czasteczki biatkowej pod kazdym
wzgledem i frakcje biatkowe o jednakowe] szybkosci
w polu elektrycznym nie moga by¢ uwazane za iden-
tyczne ciala bialkowe. Moga sie one rozni¢ niejedna-
kowym stopniem strgcalnosci, czy tez dyfuzji, albo
wreszcie posiadaé mogg roézne wiasciwosci immunobio-
logiczne. Dlatego tez przy badaniu biatka za pomocg
elektroforezy nalezy zdawaé sobie sprawe, ze nie po-
siadamy w tej metodzie $rodka do doktadnej analizy
chemicznej.

a) Elektroforeza ,wolna’ wg Tiseliusa

Pionierskie prace Hardy’ego i Michaelisa (cyt. wg
Tiseliusa) dotyczace wedrowki bialek w polu elek-
trycznym, ich charakterystyczna zalezno$é¢ od pH §ro-
dowiska, wskazywaly ma wazno§¢ tego zjawiska dla
oceny bialek i enzyméw, Tiselius kontynuujgc prace
Swedberga i jego szkoly podjat w latach 1925—1930
badanie biatek za pomocg metody fizykochemicznej —
elektroforezy. Glownym celem tych pionierskich prac
byly préby charakterystyki bialek pod wzgledem ja-
ko$ciowym, tj. oznaczenia gérnej granicy pH, w ktore]
bialka nie podlegaty zmianom (punkt izoelektryczny).
Te pierwsze poczynania byly wstepnym krokiem do
podejmowania prob w kierunku ich podziatu. Dla
przeprowadzenia tych badan Tiselius skonstruowat
przyrzad w postaci rurki szklanej, wygigte] w ksztat-
cie litery U.

Dolna polowa U — rurki (lewa) jest wypelniona
mieszaning bialek surowicy skladajgcej sie z 3 sktad-
nikéw A, B, C. Goérna polowa zawiera roztwor bufo-
TOWY.

Poczatkowo wszystkie frakcje A, B i C sa wymie-
szane réwnomiernie. Wedrowka czasteczek biatkowych
w roztworze alkalicznyim pH buforu odbywa sie w
kierunku anody. Pod wplywem dzialania pola elek-
trycznego frakcje A, B i C wedruja z rézng szybkodcig
ku gorze do buforu (rarmie wstepujace), w ramieniu
katodowym matomiast w kierunku przeciwmnym od
buforu ku dotowi (ramie zstepujgce). Frakcja A we-
druje najszybciej, a frakcja C najwolniej. W koncu
proby wystepuja w obu ramionach U — rurki dwa
odwrbécone szeregi warstw. Podzial na frakcje odbywa
sie jednoczeénie w ramieniu katodowym i anodowym.
Dla prawidlowego przebiegu rozdzialu przy pomocy
wolnej elektroforezy, badanie przeprowadza sig W
temperaturze 4°C, w ktorej woda posiada optymalne
zageszczenie, bowiem zmiany temperatury moga po-
wodowaé prady konwekcyjne.
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13';;67 1. Schematyczne przedstawienie przebiegu ,,wolnej”
elektroforezy (wg Riva)

Ujemng strong wolnej elektroforezy sa trudnoéci za-
chowania wyraznej granicy miedzy frakcjami. Do bar-
dziej ,czystych” frakcji nalezg te frakcje, ktore we-
drujg najszybciej. W pozostalych frakcjach granice sie
zacierajg. Przyczyna niezupeinego rozdzialu poszcze-
gbélnych frakeji w wolnej elektroforezie jest i ten fakt,
ze granice migdzy warstwami ustalajg sie m. in. dzig-
ki dziataniu sity ciezko$ci. Dzieki temu biatka warstw
dolnych latwie] miedzy siebie przenikaja 1 granice
miedzy nimi tracg na wyrazistosci. Rejestracja wy-
nikow rozdziatu odbywa sie na drodze optyczne],
przez mnaniesienie granic poszczegbdlnych frakeji na
papier swiattoczuly.

b) Elektroforeza bibulowa

W 1944 r. Consden i wspblpracownicy (cyt. weg
Riva) opisali sposob wykorzystania bibuty filtra-
cyjnej do elektroforezy bibutowej, ktora stata sig
najczesciej stosowang metodg analizy bialek. Bibu-
ia filtracyjna przepojona roztworem buforowym
stanowi system porowatych przestrzeni pijnych, w
ktorych kazda z nich moze byé rozpatrywana jako
oddzielny zbiornik. Przez taki uklad drogg elektro-
forezy wedruje mieszanina bialek. Rurka w ksztal-
cie litery U w elektroforezie wolnej zostala za-
stapiona przez pasek bibuly. Poszczegélne frakcje
po zakonczeniu rozdzialu nie granicza ze sobg bez-
poérednio, ale sa rozmieszczone wzdiuz paska w
roznej od siebie odlegtosci.

A m B
1 & 2.

Ryec. 2. Schematyczne przedstawienie zasady elel;troforezy
bibutowej: 1. przed préba, 2. po probie poszczegoédlne frak-

cje sa zupelnie od siebie oddzielone (poréwnac¢ z elektro-
forezg wolna).

Ryc. 3. Komora wilgotna do elektroforezy bibutowej z plek-
siglasu. Scianka dzialowa pozwala na uzytkowanie kazdej
polowy niezaleznie od siebie. (Konstrukcja wlasna).
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Drugim czynnikiem roéznigcym obie metody jest
ilo$¢ surowicy, potrzebnej do przeprowadzania badan.
Do aparatu Tiseliusa potrzeba okoto 12 ml surowicy,
gdy do elektroforezy bibutowej wystarczy 0,01 ml
(0,6 mg biatka). Ma to te dobrg strone, Ze ilos¢ biatka
w stosunku do buforu nasycaiscego bibule jest tak
mala, ze mozna pomingé zjawisko dializy. Metoda jest
tania, wystarcza bowiem pewna ilo§¢ paskéw bibuty,
komora wilgotna, prostownik i fotometr do oznaczen
ilosciowych

Po zakonczeniu rozdziatu otrzymuje sie dobrze od-
dzielone od siebie frakcje, czego nie udaje sie uzyskaé
w wolnej elektroforezie (ryc. 2).

Za pomoca barwienia, ktérego zasada oparta jest na
barwieniu stosowanym w histologii, mozna uwidocznic
nie tylko biatka, ale takze lipoproteidy, glikoproteidy,
a nawet fosfolipidy i prze$ledzi¢ z jakimi frakcjami
one wedrujg. Elektroforeza bibulowa pozwala poza

tym lokalizowaé¢ pierwiastki znakowane, zwigzane
z poszczegblnymi frakcjami bibulowymi. Metoda ta
jest obecnie szeroko stosocwana zaréwno w badaniach
chemicznych, jak i klinicznych i pozwala wyja$nié¢

szereg probleméw tak ztozonych substancji jakimi
sg biatka.
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Enterokoki oraz ich znaczenie z punktu widzenia higieny
produkiow zwierzecych
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Okreslenie enterokoki wuzywane jest
niekiedy blednie jako réwnoznaczne z pojeciem
paciorkowce katowe lub pacior-
kowce grupy D. W roku 1937 Sherman (38)
usystematyzowal drobnoustroje nalezgce do
rodzaju Streptococcus na podstawie ich wias-
nosci fizjologicznych i podzielit je na 4 grupy:
Pyogenes, Viridans, Lactis, Enterococcus. Gru-
pa Enterccoccus chejmowata wtedy takie pa-
ciorkowce jak Str. faecalis, Str. zymogenes,
Str. liquefaciens i Str. durans. Drobncustroje
te odpowiadaly tzw. kryteriom Shermana dla
grupy Enterococcus (40) co oznacza, ze po-
siadaty one nastepujace wlasciwosci fizjologicz-
ne: wzrost w obecncéci 6,5% NaCl, wazrost
w temp. 45° jak rowniez 10°, wzrost w bulio-
nie z dodatkiem 40% zéici, przezywalno$¢ w
temperaturze 60° przez 30 minut, wzrost w
$rodowisku o pH 9,6 oraz przynaleznc$¢ do
grupy D Lancefield. Dalsze badania wykazaly,
ze Str. zymogenes i Str. liquefaciens sg bardzo
blisko spokrewnione ze Str. faecalis i ze te
trzy typy paciorkowcow réznig sie miedzy so-
by tylko wlasciwosciami hemolitycznymi i
proteclitycznymi. Wszystkie opisane powyze]
paciorkowce zostaly uwzglednione w ostatnim
wydaniu systematyki bakteriologicznej Ber-
gey’a (Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology, 1957), w ktorej grupa enteroko-
kéw obejmuje nastepujgce typy: Str. faecalis,
Str. faecalis var. liquefaciens, Str. faecalis var.
zymogenes oraz Str. durans. Okazalo sie na-
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stepnie (17), ze réwniez Str. faecium z grupy
D paciorkowcéow odpowiada kryterium Sher-
mana i moze on by¢ wlaczony do grupy en-
terokokow. Sherman (40) i Niven (26) stwierdzi-
li nastepnie na podstawie wlasciwosci serolo-
gicznych, ze réwniez Str. bouis posiada anty-
gen odpowiadajacy grupie D Lancefield. Po-
dobnie badania Smith i Shattock (37) wyka-
zaly obecnoéé antygenu D u Str. equinus. J ed-
nak zarowno Str. bovis jak i Str. equinus nie
odpowiadajg niektérym kryteriom Shermana
i dlatego nie mogg by¢ wlgczone do grupy
Enterococcus. Historyczne okre$lenie Entero-
coccus Shermana utrzymuje sie do dzisiaj w
pi$miennictwie i zgodnie z kryteriami przyje-
tymi przez tego autora nalezg tu: Str. faecalis,
Str. faecalis war. liquefaciens, Str. faecalis
var. zymogenes, Str. durans i Str. faecium.
Pojecie paciorkowce kalowe z punk-
tu widzenia taksonomii jest bardzo trudne do
sprecyzowania. Mozna by przyja¢, ze wszyst-
kie drobnoustroje z rodzaju Streptococcus,
ktorych naturalnym siedliskiem jest przewod
pokarmowy ludzi i zwierzat cieplokrwistych
lub czesto spotykane w przewodzie pokarmo-
wym, sg paciorkowcami kalowymi i wowczas
praktycznie paciorkowce prawie wszystkich
grup miescilyby sie pod tym pojeciem. Dzis
przyjmuje sie jednak (22,35), ze mianem p a-
ciorkowce katowe objgé mozna tylko te
paciorkowce spotykane w przewodzie pokar-
mowym, ktére posiadajg antygen D Lancefield,



