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Kamyszek F. — The house-fly (Musca domestica) as
a carrier of fungi.

795 flies on artificial media infected with the fun-
gus Trichophyton acuminatum (Sabouraud) were in-
vestigated. On the basis of the ‘investigations, the
following conclusion were drawn:

1. There are pocssibilities for the passive carrying
by flies of pathogenic fungi (Trichophyton acumina-
tum Sabouraud) into artificial media suited to their
growth.

2. The number of carrier-flies (vectors) is directly
proportional to the length of their stay on media
infected with these fungi.

Kamyszek F — La mouche domestique (Musca dome-
stica) comme vecteur de mycetes.

Les recherches embrassérent 795 mouches, en-
tretenues sur des milieux artificiels infectés par
Trichophyton acuminatum (Sabouraud). L’auteur

tire les conclusions suivantes de investigations:
1. Les mouches peuvent étre des vecteurs passifs

specjalnie do tej techniki przygotowany zel krze-
de mycétes pathogénes (Trichophyton acuminatum
Sabouraud) sur des milieux artificiels, convenables
a leur développement.

2. Le nombre des vecteurs est directement pro-
portionnel a la période de temps, passée par les
mouches sur les milieux infectés par le myceéte.

Kamyszek F. — Hausfliege als Ubertriger der Pilze.

Die Untersuchungen betreffen 795 Hausfliegen auf
kiinstlichen mit Trichophyton acuminatum (Sabou-
raud) infizierten N&hrboden.

Auf Grund der Untersuchungen konnen nachstehen-
de Folgerungen gezogen werden:

1. Es besteht die Moglichkeit einer passiven Uber-
tragung durch Fliegen der krankhaften Pilze (Tri-
chophyton acuminatum Sabouraud) auf entsprechen-
de ihrer Entwicklung passende kiinstliche N&hrboden.

2. Die Menge der ibertragenden Fliegen ist direkt
proportional zum Zeitraum ihres Verweilens auf mit
diesem Pilz infizierten Nahrboden.

PRAKTYKA LABORATORYJNA

HENRYK KRACZKOWSKI

Zastosowanie elektrochromatografii cienkowarstwowe;

do identyfikacji aminokwasow.

. Oznaczanie wolnych

aminokwasdw osocza krwi
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Poznanie skladu aminokwasowego rozwigzuje wiele
zagadnien w badaniach biochemicznych i w klini-
kach, pozwala bowiem dokladniej pozna¢ zachodzgce
przemiany wewnagtrzustrojowe i w duzej mierze
utatwia diagnoze. Badania nad skladem aminokwa-
sowym, tak we krwi, jak i w moczu prowadzi sie
wieloma metodami. Jedng z nich jest chromatogra-
fia bibulowa. Pozwala ona na rozdzielenie, iden-
tyfikacje i niekiedy iloSciowe oznaczanie aminokwa-
sow. Dla usprawnienia i udoskonalenia oznaczen
stosuje sie takze elektrochromatografie bibulowa,
to jest polgczenie elektroforezy §rednionapigciowej
z chromatografig jednokierunkows. Polega ona na
dwuetapowym rozdziale badanych substancji. Naj-
pierw rozdziela sie aminokwasy elektroforetycznie,
otrzymujgc oddzielone grupy aminokwaséw kwas-
nych, obojetnych i zasadowych, a w drugim etapie
uzyskane grupy poddaje sie rozdzialowi chromato-
graficznemu 1 otrzymuje, w zalezno$ci od stosowa-
nego ukladu, pojedyncze aminokwasy. Wyniki roz-
dzialu na bibule zalezne sg od stosowanych buforéow
przy elektroforezie i od ukladow dla chromatografii.

Od kilku lat do rozdzielania substancji stosuje sie
nowg metode chromatograficzng, przeprowadzang na
plytkach szklanych pokrytych warstwg proszku czyli
adsorbenta, zwang chromatografiag cienkowarstwowa.
Metoda ta opracowana przed 25 laty przez Izmai-
lowa (2) i uzywana przez Meinharda i Halla (4)
oraz Kirchnera, Millera i Kellera, (3) do rozdziela-
nia terpenow, przez dlugie lata byla zapomniana.
Dopiero w 1958 r. E. Stahl (5, 6) doktadnie opraco-
wat zasady, przeprowadzit standaryzacje i wskazat
na mozliwo$ci szerokiego zastosowania tej metody.
Obecnie coraz cze$ciej uzywa sie jej do wykrywa-
nia jonéw nieorganicznych oraz do rozdzielania wielu
substancji organicznych. Znalazta zatem zastosowa-
nie w chemii, biochemii, farmacji, medycynie i od-
daje wielkie ustugi w badaniach skladu lekow i w
toksykologii. Rozdzial w tej metodzie przeprowadza
sie na warstwach adsorbenta, ktérym moze byé¢
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specjalnie do tej techniki przygotowany zel krze-
mionkowy, tlenek glinu, ziemia okrzemkowa lub
sproszkowana celuloza, w odpowiednio dobranych
uktadach. Technike te cechuje, w odréznieniu od
chromatografii bibutowej, krotszy czas rozwijania,
lepsze efekty rozdzialu, mmniejsza ilo§¢ badanego
materialu, wieksza czulo$¢, stosowanie stosunkowo
silnie dzialajgcych wywolywaczy, np. stezonego kwa-
su siarkowego, solnego i innych. Dla dokladnej
analizy badanej substancji, a zatem i aminokwasow
wymagane jest — podoknie jak w chromatografii
bibulowej — stosowanie rozdzialéw dwukierunko-
wych. Czesto zachodzi potrzeba kilkakrotnego roz-
wijania w tym samym ukladzie. Ponadto plyny
biologiczne, przed przeprowadzeniem rozdziatu chro-
matograficznego, musza byé pozbawione soli. Wszyst-
kie te czynno$ci pochlaniajg duzo czasu. Dlatego tez,
podobnie jak wprowadzono to w chromatografii bi-
bulowej, czynione sg préby przeprowadzania roz-
dzialu metody elektrochromatografii cienkowarstwo-
wej, ktéra usuwa miedzy innymi z badanego ma-
terialu sole mineralne. Elektroforeze na warstwach
pokrytych adsorbentami stosowano do rozdziatu sub-
stancji w plynach biologicznych w nielicznych ba-
daniach z dobrymi wynikami. Elektrochromatografie
natomiast w badaniach plynéw biologicznych zaczeto
wprowadza¢ od niedawna (1).

Celem niniejszej pracy byla proba zastosowania
elektrochromatografii cienkowarstwowej do rozdzie-
lania a nastepnie identyfikacji wolnych aminokwa-
sOw w osoczu Krwi.

Badania wlasne
Material i metody

Do badan brano osocze krwi kur, a rozdzial prze-
prowadzano na plytkach pokrytych zelem krzemion-
kowym i sproszkowang celulozg, w odpowiednio do-
branych buforach i ukladach rozdzielajgcych,

Do probéwki z heparyng pobierano od kury krew
w ilo§ci 3 ml, wirowano przez 15 minut przy 3000
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obr./min, a oddzielone osocze odpipetowano. W uzys-
kanym osoczu strgcano bialtko 15% kwasem troj-
chlorooctowym (3 ml), ktére nastepnie odwirowano.
Plyn znad osadu zlano, wytrzasnieto kilkakrotnie
z podwédjnymi ilociami bezwodnego eteru w celu
usuniecia kwasu trbéjchlorooctowego, a warstwy ete-
rowo-kwasowe dokladnie odpipetowano. Po usunie-
ciu kwasu tréjchlorooctowego, reakcja badanego roz-
tworu wynositla okolo pH = 5. Otrzymany plyn od-
parowano w prézni, na lazni wodnej w temperaturze
50°. Suchg pozostalo§é rozpuszczano w 0,2 ml wody
redestylowanej i nakraplano na plytki szklane, z
ktorych jedne powleczone byly zelem krzemionko-
wym, a drugie sproszkowang celulozg.

Do pokrywania plytek uzyto zelu krzemionkowego
z gipsem (preparat Mercka). Do 40 graméw zelu
dodano 80 ml wody redestylowanej i wytrzasano
przez 60 sekund w erlenmajerce ze szlifowanym
korkiem. Otrzymang zawiesine rozprowadzano na
plytkach ze szkla krysztalowego, o wymiarach 30 X
X 17 em, uzyskujge warstwe o gruboSci 0,45 mm.
Plytki ogrzewano w temperaturze 105° przez 15
minut (aktywacja).

Inne plytki o tych samych wymiarach pokrywano
sproszkowang celulozg MN 300 bez gipsu (f-my
Macherey Nagel). Do 30 graméw celulozy dodano
180 ml wody redestylowanej, homogenizowano przez
90 sekund, a nastepnie pokryto plytki warstwa
o grubosci 0,55 mm. Plytki poddano aktywacji przez
ogrzewanie w temperaturze 105° przez 20 minut.
Adsorbenty rozprowadzano na plytkach za pomoca
powlekacza z regulacjg grubofeci warstwy f-my
Desaga.

Do rozdzialow elektroforetycznych uzywano bu-
foru pirydynowego o pH = 4,0, sporzgdzonego z 7,5
ml pirydyny, 25 ml kwasu octowego lodowatego
i 12175 ml wody redestylowanej. Do rozwiiania
chromatogramoéw stosowano uklad: n-butanol-kwas
octowy lodowaty-woda w stosunku 4:1:1. Chro-
matogramy rozwijano trzykrotnie.

Rozdzial elektroforetycznv przeprowadzono w ko-
morach wlasnej konstrukeji, chlodzonych wodg bie-
7acy, posiadajacych dwa podwoéine naczynia z bu-
forem i elektrodami weglowymi. Zasilano wvradem
stalym =z prostownika o napieciu roboczym do 1000
volt i natezeniu do 500 mA. Plytki do elektroforezy
orzygotowano tak, by unikngé przeptywu buforu
przez calg warstwe adsorbenta. a wiec przez te, na
ktérej przeprowadza sie rozdzial chromatograficznv.
Bufor wolywa bowiem niekorzysthie na ten roz-
dziat. W tym celu mplytke pokryta adsorben-
tem rozdzielono rylcem na trzy pola A, B i C. Po-
wierzchnie brzeine mialy szeroko§¢ 5 cm i na nich
przeprowadzono elektroforeze. Pivtke ustawiano no-
ziomo. pole B przykrywano plvtka szklang, a oola
A i C spryskiwano buforem. Plytke w ten sposéb
réwnomiernie nawil7ong wktadano do komorv elek-
troforetycznej. Na obydwa kotice vola A i C pivtki
nakladano zwilzone buforem paski bibulty Whatman
nr 3 o szeroko$ei 4.8 cm. Paski bhibuly stvkaly sie
z warstwa adsorbenta na dlugosci 1 ecm. Wolne kon-
ce paskoéw bibuly zanurzono w wanienkach z bu-
forem virydvnowym 1 wilgczano prad o napieciu
300 volt na 15 minut. po czym nanoszono na miejsca
X 1 Y, znajdujace sie w odleglo$ci 8 cm od anody,
po 15 ml badanego roztworu.

Plytke =z adsorbentem nakrywano na wysoko§ci
okolo 8 cm piytka szklana, komore szczelnie zamy-
kano i wlaczano orad o napieciu 300 volt orzez 15
minut, a nastepnie zwiekszano napiecie do 750 volt,
vrzy natezeniu wvnoszgcym okolo 26 mA. Elektro-
foreze vprzeprowadzano przez 45 minut. Po jei za-
koniczeniu plytke suszono W suszarce z wyciggiem
w temperaturze 60° vbrzez 60 minut, w celu usunie-
cia $ladéw buforu. Pole C plvtki sprvskiwano 0.2 %
roztworem ninhvdryny w acetonie. Pole to uwazano
za kontrolne dla sprawdzenia prawidlowej iloSci
naniesionego materialu badanego i nalezytej drogi

rozdziatu elektroforetycznego. Po powtérnym wy-
suszeniu plytki, na miejsce rozdzielajgce pola A od
B (na linii L—M), nanoszono suchy zel krzemion-
kowy lub celuloze, by utrzymaé kontakt mie-
dzy warstwami adsorbenta. Plytke wstawiano do ko-
mory chromatograficznej, cze$cig A zanurzano w
ukladzie butanolowym i trzykrotnie rozwijano. Czas
rozwijania na drodze 10—15 cm od linii startu wy-
nosit okolo 5—6 godzin. Po rozdziale plytke suszono
do usuniecia skladnikéw ukladu butanolowego. Pla-
my aminokwaséw wywolywano zmodyfikowanym
odezynnikiem ninhydrynowym, ktéry otrzymuje sie
przez zmieszanie 50,0 ml 0,2% roztworu ninhydryny
w alkoholu absolutnym, 10 ml kwasu octowego lo-
dowatego i 2 ml 2-4-6-kollidyny. Po spryskaniu
wywolywaczem, obserwowano w temperaturze po-
kojowej pojawianie sie barwnych plam, rejestro-
wano barwy wystepujgeych aminokwaséw oraz za-
kreélano, na powierzchni piytki nie pokrytej ad-
sorbentem, ,,jgdra” pojawiajacych sie plam. W dal-
szym ciggu plytke ogrzewano w suszarce w tempe-
raturze 80° az do zupelnego wystgpienia barw. Pla-
my aminokwaséw stabilizowano odczynnikiem mie-
dziowym, przygotowanym przez zmieszanie 1 ml
nasyconego Cu(NO;);-3H.0 z 02 ml 10% HNO,
i 4 ml wody destylowanej oraz dopelnienie do 100,0
ml alkoholem metylowym.

Wyniki badan

Badania przeprowadzono na dwu rodzajach
adsorbentow: zelu krzemionkowym i sprosz-
kowanej celulozie. )

Fot. 1 przedstawia chromatogram otrzyma-
ny na zelu krzemionkowym. Na nim zidenty-
fikowano nastepujace aminokwasy: kwas as-
paraginowy, kwas glutaminowy, cystyne, se-
ryne -+ glicyne (wspélna plama), fenyloala-
nine, leucyne z izoleucyna, proline, tyrozyne,
metionine + waline (wspélna plama), argini-
ne i histydyne wraz z lizyng i ornityng. Ami-
nokwasy zasadowe rozdzielily sie w dwu pla-
mach. Rozdzielone aminokwasy tworzylty pla-
my zwarte, ostro odgraniczone,

Fot. 1. Elektrochromatogram na 2Zelu krzemionkowym 1 —

kwas asparaginowy, 8 — kwas glutaminowy, 3 — cystyna,

4 — seryna + glicyna, 5 — treonina, 6 — prolina, 7 --

tyrozyna, 8 — metionina + walina, 9 — fenyloalanina, 10 -—

leucyna -+ izoleucyna, 11 — arginina <+ histydyna, 12 —
lizyna <+ ornityna

Fot. 2 przedstawia chromatogram uzyskany
na sproszkowanej celulozie. Rozdzial amino-
kwasow jest zblizony do rozdzialu ma zelu
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Fot. 2. Elektrochromatogram na sproszkowanej celulozie

krzemionkowym, jednak plamy sg raczej roz-
lane i wykazuja zacieki tzw. ,,ogony’.

7 przeprowadzonych badan wynika, ze do
rozdzialu aminokwasow w osoczu krwi, w za-
stosowanym buforze i uzytym ukladzie roz-
dzielajgcym, nadaje sie bardziej zel krzemion-
kowy z gipsem, niz sproszkowana celuloza.

Préby rozdzialu aminokwaséw metodg elek-
trochromatografii cienkowarstwowej, na po-
wszechnie w tej technice stosowanych wars-
twach o grubosci 0,3 mm, nie dawaly dobrych
rezultatow. Dlatego tez w niniejszych bada-
niach zastosowano warstwy o grubosci od
0,45 do 0,55 mm. Przeprowadzenie w wyzej
opisany sposob rozdziatu aminokwasow w 0so-
czu krwi na warstwach zelu krzemionkowego
wymaga szesciokrotnie kroétszego czasu od po-
dobnego w technice bibulowe], nie wymaga
przeprowadzania klopotliwej procedury odsa-
lania i ulatwia bardziej dokladne oznaczenie
wyrazniej odgraniczonych aminokwaséw, niz
to ma miejsce na bibule.

Préby rozdzielania aminokwaséw w buforze
o pH = 2,0, dajacym na bibule lepszy roz-
dzial aminokwaséw obojetnych oraz w innych
ukladach jest w toku opracowywania.
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ZAGADNIENIA SPOLECZNO-ZAWODOWE

TADEUSZ BORY-MIACZYNSKI
Krakdéw

Rozwdj zaktadéw choréb ryb w Polsce™)

U zrédel powstania zorganizowanego zwalczania
chorob ryb w Polsce lezg prace rozpoczete przez prof.
Spiczakowa w Zakladzie Ichtiobiologii i Rybactwa UJ
w Krakowie. Wkroétce po przybyciu swym do Polski
(w 1925 r.) zainteresowal sie on szczegodlnie dzialem
cherdb ryb, a réwniez wplywem na gospodarke rybng
zanjeczyszezen wod wywotanych przez rozwijajgcy sie
przemyst. Z chordb ryb opracowal zasady zwalczania
schorzenia skrzel wywolanego przez przywre Daktylo-
gyrus, ktorej rozwdj w warunkach zageszczenia ryb
na tarliskach i 1. przesadkach stawial wiele gospo-
darstw przed konieczno$cig sprowadzania obsady z
zewnatrz, wobec wyniszczenia obsady wiasnej. Przede
wezystkim jednak zainteresowal sie on coraz silniej
rozprzestrzeniajgcg sie chorobg ryb, posocznicg karpi.
W jego poszukiwaniach nad wlaSciwymi metodami
diignozowania tej choroby bralem udziat od r. 1930.
Po stwierdzeniu przez niego, Ze choroba przerzucala
sie¢ wskutek nie kontrolowanych przerzutéw ryb zara-
zonych na odlegte gospodarstwa, zaczal on dazyé do
ujecia w karby tego handlu obsadg drogg zorganizo-
wania kontroli badawczo-rozpoznawczej, tak nad
materiatem obsadowym, jak rowniez nad warunkami
higienicznymi w gospodarstwach produkujgcych ob-
sade. To stalo sie podstawg do zaliczenia posocznicy
karpi do chordb podlegajacych obowigzkowi zglasza-
nin. Odno$ne Rozporzadzenie Ministerstwa Rolnictwa
i Ref. Rol. ukazalo sie z datg 27.VIL.1937 (Dz. U. R. P.
nr 57). Zaznaczyé nalezy, ze duze trudnosci towarzy-

*) Referat wygloszony na Zjezdzie Towarzystwa Naukp—
wego oraz Zrzeszenia Lekarzy Weterynaryjnych w dniu
18.V1.1965 r. w Gotyszu.
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szyly powstaniu tego rozporzadzenia, gdyz wiele 0s6b,
a zwlaszcza prof. Spiczakow, ktéry brat czynny udzial
w jego redagowaniu, zdawalo sobie doskonale sprawe
z tego, ze do chor6b ryb, jako zwierzgt zyjacych w
innym $rodowisku, nalezy podej§¢ zupelnie odmiennie
niz do zwalczania chorob zwierzat zyjgcych w $rodo-
wisku powietrznym. Z tymi trudnosSciami wynikajg-
cymi z podciggniecia posocznicy karpi pod schemat
choréb zwierzat cieptokrwistych trzeba sie jednak byto
pogodzié. Dopiero wtedy, po ustawowym uchwyceniu
spraw posocznicy, moozna bylo mySle¢ o tworzeniu
placéwek badawczo-rozpoznawcezych dla jej diagnozo-
wania i zwalczania. Niemniej jednak trudno$ci pozo-
staly i okazala sie konieczno§é zlagodzenia przepisow,
gdyz §ciste przestrzeganie ustawy musiatoby doprowa-
dzié do okresowej likwidacji produkeji obsady w coraz
to dalszych gospodarstwach 1 tym samym do znacznego
zmniejszenia sie produkecji ryb w calym panstwie.
W wyniku tej potrzeby zostaly dokonane pewne ko-
rekcje przez wydanie Rozporzadzenia Ministra Rol-
nictwa nr 109 z dn. 18.VI1.1954. Nie rozwigzalo to jednak
wszystkich trudnoseci. Okazalo sie, ze posocznica karpi
nie jest chorobg zbyt trudng do zwalczenia w gospo-
darstwach moggcych stworzyé nalezyte warunki pod
wzgledem sanitarnym, a réwniez przestrzegajacych
przy produkecji ryb pewnych metod, jak wykluczenie
jakichkolwiek okreséw glodowania ostabiaigcych ry-
by, zastosowanie podkarmiania ryb przed i po zimo-
waniu, uchwycenie wtasciwego momentu odlowu ryb,
tym wiecej za$§, ze obecnie ma sie do pemocy moznosé
zastosowania u ryb o gorszym stanie zdrowotno$ci
antybiotykow. Procz tego stwierdza sie, ze przebudowa



