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Kamyszeb F. - The house-fly (Musca domestica) as
a carrier of funłgi.

795 flies on artificial media infected with the
gus Trichophyton acuminatum (Sabouraud) were
ve."tigated. On ,the basis of the llnveisrtigations,
foli,o,"ving c,olnolu,siorr,were drarvrr:

1. T}rere are pos,sibilities for the passirze carrying
by flies of pathogenic fungi (Trichophytorr acumina-
tum Sabouraud) into artificial media suited to their
growth.

ż. The ,number of carrier-flies (vectors) is directly
prcportilonal to, the length of their stay on rnedia
infected with these fungi.

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

Les recherches embrassórent 795 mouches, en-
tretenues sur des milieux artif iciels infectós par
Tirńchophyton acurninaturn (Sabouraud). L'auteur
tire 1es conclusi,ons ,suivantes de investigations:

1. Les mouches peuvent ćtre des vecteurs passifs

specjalnie do tej techniki przygotowany żel krze-
d-e mycćtes pathogdnes (Trichophyton acuminatum
Sabouraud) sur des milieux artificiels, convenabIes
d leur dóveloppement.

2. Le nombre des vecteurs est directement pro-
portionnel d la póriode de temps, passóe par les
mouches sur les milieux infectós par le myióte.

Kamyszek F. - Hausfliege irls Ubertrńger der Pilze.
Die Untersuchungen betreffen 795 Hausfliegen auf

kiinstliche n mit Trichophyton acuminatum (Sabou-
raud) infizierten Niihrboden.
Auf Grund der Un,tersu,chu,rrgen kónnen nachstehen-

de, Folgerungen gezogen werden:
1. Es-besteht die Móglichkeit einer passiven Uber-

tragung durch Fliegen der krankhaften Pilze (Tri-
chophyton acuminatum Sabouraud) auf entsprechen-
de ihrer Entwicklung passende kiinstliche Ndhrbóden.

2. Die Menge der iibertragenden Fliegen ist direkt
proportional zum Zeitraum ihres Verweilens auf mit
diesem pitz infizierten Niihrbóden.
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Zastosowa n ie e lektroc h rom alog raf ii cien kowa rstwowej
do idenfyfikacji aminokwasów. l, Oznaczanie wolnych

||,Iamlnokwasow osocza krwl
Kate(tly chemii Fizjologicznej wydziału wet. wSR ,w Ltrblinie

łlierołvnik: prof. dr JÓZEr SKULMoWSKI

specjalnie do tej techniki przygotowany żeI krze,
mionkowy, tlenek gii.nu, ziemia okrzemkowa lub
sproszkowana celuloza, w odpowiednio dobranych
układach. Technikę tę cechuje, w o,dróżnie,niu od
chromatografii biŁlułowe j, krótszy czas rozwijania,
lepsze efekty rozdziału, mniejsza ilość badanego
mańeriału, większa czułość, stosowanie stosunkowo
silnie działających wywoływaczy, np. stężonego kwa-
su siarkowego, solnego i innych. Dia dokładnej
anaiizy badanej substancji, a zalem i aminokwasów
wymagane jest 

- podobnie jak w chromatografii
bibułowej - stosowanie rozdziałów dwukierunko-
wych. Często zachodzi potrzeba kilkakrotnego roz-
wijania w tym samym układzie. Ponadto płyny
biologiczne, przed przeprowadzeniem rozdziału chro-
matograficznego, muszą być pozbawione soli. Wszyst-
kie te czynności pochłaniają dużo czasu. Dlatego też,
podobnie jak wprowadzono to w chromatografii bi-
bułowej, czynione są próby przeprowadzania roz-
działu metodą elektrochromatografii cienkowarstwo-
wej, która usuwa między innymi z badanego ma-
teriału sole mineralne. Elektroforezę na warstwach
pokrytych adsorbentami stosowano do rozdziału sub-
stancji w płynach biologicznych w nieiicznych ba-
daniach z dobrymi wynikami. Elektrochromatografię
natomiast w badaniach płynów biologicznych zaczę|to
wprowadzać od niedawna (1),

Celem niniejszej pracy była próba zastosowania
elektrochromatografii cienkowarstwowej do tozdzie-
lania a następnie identyfikacji wolnych aminokwa-
sów w osoczu krwi.

Badania własne
Materiał i metody

Do badań brano osocze krwi kur, a rozdział prze-
prowadzano na płytkach pokrytych żelem krzemion-
kowym i sproszkowaną celuloąą,, w odpowiednio do-
branych buforach i układach rozdzielających.

Do próbówki z heparyną pobierano od kury krew
w iiości 3 ml, wirowano przez 15 minut przy 3000

PRAKTYKA LABORATORYJNA
HENRYK KRACZKo]^/SKi

Poznanie skladu aminokwasowego rozwiązuje wiele
zagadnień w bada,niach biochemicznych i w klini-
kach, pozwalir bowiern dokładniej poznać zachodzące
przemiany wewnątrzustrojowe i w dużej mierze
ułatwia diagriozę. Badania nad składem aminokwa-
sowym, tak we krwi, jak i w moczu prowadzi się
wieloma metodami. Jedną z nich jest chromatogra-
fia bibułowa. pozwala orna na rozdzielen'ie, iden-
tyfikację i niekiedy ilościowe oznaczanie aminokwa-
sów. Dia usprawnienia i udoskonalenia oznaczeń
stosuje się także elektrochromatografię bibułową.
to jest połączenie elektroforezy średnionapięciowej
z chromatografią jednokierunkową. Polega o1ne na
dwuetapowym rozdziale badanych substancji. Naj-
pierw rozdziela się aminokwasy elektroforetycznie,
otrzymując oddzielone grupy aminokwasów kwaś-
nych, obojętnych i zasadowych, a w drugim etapie
uzyskane grupy poddaje się rozdzialowi chromato-
graficznemu i otrzymuje, w zależności od stosowa-
nego układu, pojedyncze aminokwasy. Wyniki roz-
działu na bibule zależne są od stosowanych buforów
przy elektroforezie i od układów dla chromatografii.

Od kilku lat do rozdzielania substancji stosuje się
nową metodę chromatograficzną, przeprowadzaną na
płytkach szkianych pokry,tych warstwą proszku czyli
adsorbenta, zwaną chromatografią cienkowarstwową.
Metoda ta opracowana przed 25 laty przez lzmaż-
Lo,Llsa (2) i używana ptzez Meżnharda i Halla (4)

oraz^ Kżrchnera, Ml,LLera i Kellera, (3) do rozdziela-
nia terpenów, ptzez długie lata była zapomniana.
Dopiero w 1958 r. E. Stąhl (5, 6) dokładnie opraco-
wał zasady, przeprowadził standaryzację i wskazał
na moźliwości szerokiego zastosowania tej metody.
Obecbie coraz częściej używa się jej do wykrywa-
nia jonów nieorganicznych oraz do rozdzielania wielu
substanoji organicznych. Znalazła zatem zastosowa-
nie w chernii, biochernii, farmacji, medycynie i od-
daje wielkie usługi w, badaniach składu leków i w
toksykologii. F'ozdział w tej metodzie przeprowadza
§ię na warstwach adsorbenta, którym może być
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obr./min, a oddzielone osocze odpipetowano. W uzys-
kanym o§oczu strącano białko 150/e kwasern trój-
chlorooctowym (3 ml), które następnie odwirowano.
Płyn znad osadu zlano, wytrząśnięto kilkakrotnie
z podwójnymi ilościami bezwodnego eteru w celu
usunięcia kwasu trójchlorooctowego, a warstwy ete-
rowo-kwasowe dokładnie odpipetowano. Po usuhię-
ciu kwasu trójchlorooctowego, reakcja badanego roz-
tworu wynosiła około pH : 5. Otrzymany płyn od-
parowano w próżni, na łaźni wodnej w temperaturze
50". Suchą pozostałość rozpuszczano w 0,2 ml wody
redes ylowanej i nakraplano na płytki szklane, z
których jedne powleczone były żelem krzemionko-
wvm, a drugie sproszkowaną celulozą.

Do pokrywania rpłytek uż}łto żeiu .krzern,ionkowego
z gipsem (preparat Mercka). Do 40 gramów żelu
dodano B0 ml \^/ody redestylowanej i wytrząsano
przez 60 sekund w erlenmajerce ze szlifowanym
korkiem, Otrzymaną zawlesinę rozprowadzano na
płytkach ze szkła kryształowego, o wymiarach 30 X
X 1? cm, uzyskując warstwę o grubości 0,45 mm.
Płytki ogrzewano w temperaturz€ 105o przez. ],5

minut (aktywacja).
Inne płytki o tych samych wymiarach pokrywano

sproszkowaną celulozą MN 300 bez gipsu (f-my
Macherey Nagel). Do 30 g§amów celulozy dodatro
180 ml wody redestylowanej, homogenizowano przez
90 sekund, a następnie pokryto płytki warstwą
o grubości 0,55 mm. Płytki poddano aktywacji ptzez
ogrzewanie w temperaturze 1050 przez 20 minut.
Adsorbenty rozprowadzano na płńkach za pomocą
powlekacza z regulacją gruboŚci warstwy f-my
Desaga.
Do rozdztałów elektroforetycznych używano bu-

foru pirydynowego o pH - 4,0, sporządzonego z 7,5
ml pirydyny, 25 ml kwasu ootowego lodowatego
i 121?.5 ml wody redestylowanei. Do rozwiiania
chromatosramów stosowano układ: n-butanol-kwas
octowy lodowaty-woda w stosunku 4:1 :1. Chro-
matogramy rozwijeno trzykrotnie.

Rozdzia.ł elektroforetycznv przeprowadzono w ko-
morach wlasnej konstrukcji. chłodzonych \Modą bie-
źa,cą. posiadająeych dwa podwóine naczynia z bu-
forem i elektrodami \ł/ęglowymi. Zasilano orądem
stałrrm ,z prost,owtrika o n,apieoiu robo,czym do 1000
volt i nateżeniu do 500 mA. Płytki do elektroforezy
przygotowano tak, by unlknąć przepływu buforu
nrzez całą warstwę adsorbehta. a więe przez tę, łra
której przeprowadza sie rozdział chromatograficznv.
Rufor woływa bowiem niekorzystnie na ten roz-
daiał. W tyrn ,celu płńkę pokrytą adsorben-
tem rozdzie]ono rylcem na trzy pola A. B i C. Po-
wierzchnie brzeżno miały szerokość 5 cm i na nich
przenrowadzono elektroforezę. Płvtke ustawiano pc-
ziomo. pole B orzykrvwano płvtka szklaną, a oo]n
A i C spryskiwano buforem. Płytke w ten sposób
rórxmomiernie nawiiżoną wkładano do komOrv elek-
troforetycznej. Na obydwa końce r:ola A i C płvtki
nakładano zwilżone buforem paski bibułv wbatman
nr 3 o szerokoś.i 4,8 cm. Paski hibuły stvkały się
z warstwa atlsorbenta na długości 1 cm. wolne koń-
ce rrasków bibuły zanurzono w wanienkach z bu-
forpm oirydvnowym i włączano prad o napleciu
:ł00 volt na 15 minut. po czym nanoszono na mieisca
X i Y. znajdujące się w odległości 8 cm od anody,
po 15 ml badanego roztworu.

Płytkę z adsołbentem nakrywano na wysokości
około B cm płytka szklaną, komore szczelnie zamy-
kano i właczano orąd o napięciu 300 volt otzez 15
minut. a nastepnie zwiekszano napiecie do 750 volt,
orzy natężeniu wvnoszącym około 26 mA. Elektro-
foreze orzeprowadzano ptzez 45 minut. Po jei za-
kończeniu płytkę suszono w suszarce z wyciągiem
w temperaturze 600 przez 60 minut, w celu usunie-
cia śladów buforu. Pole C płytki sprysklwano 0.2 %

roztworem ninhvdryny w acetonle. Pole to uważano
za kontrolne dla sprawdzenia prawidłowej ilości
nanieslonego materiału badanego i należytej drogi

tozdzińu elektroforetycznego. Po powtórnym wy-
suszeniu płytki, na miejsce rozdzielające pola A od
B (na linii L-M), nanoszono suchy żel krzemion-
korłry lub celulozę, by utrzymać kontakt mię-
dzy warstwami adsorbenta. Płytkę wstawiano do ko-
mory chromatograficznej, częścią A zanurzano w
układzie butanolowym i trzykrotnie rozwijano. Czas
rozwijania na drodze 10-15 cm od linii startu wy-
nosił około 5-6 godzin. Po rozdziale płytkę suszono
do usunięcia składników układu butanolowego. P|a-
my aminofl<wasów wyl,uolywano zm,odyfikowanym
odczynnikiem ninhydrynowym, który otrzymuje się
ptzeż mieszanie 50,0 ml 0,2 % roztworu ninhydryny
w aikoholu absolutnym, 10 ml kwasu octowego 1o-
dowatego i 2 ml 2-4-6-kollidyny. Po spryskaniu
wywoływaczem, obserwowpno w temperaturz€ po:
kojowej pojawianie się barwnych plam, rejegtro-
wano barwy występujących aminokwasów oraz- za-
kreślano, na powierzchni płytki nie pokrytej ad-
sorbentem, ,,jądra" pojawiających się plam. W dal-
szym ciąFu płytkę ogtżewano w st!§zarce w tempe-
taturze 80" aż do zupełnego wystąpienia banrv. Pl.a-
my aminokwasów st,abitizówano o,dczynnikiem mie-
dziowym, przygotowanym przez zmieszanie 1 ml
nasyconego Cu(NO3)x. 3}0,0 z 0,2 ml 10 % HNO3
i 4 ml wodv destylowanej oraz dopełnienie do 100,0
ml alkbholem metylowym,

Wyniki badań
Badania przeprowadzono na dwu rodzajach

adsorbentów: żelu krzemionkowym i sprosz-
kowanej celulozie.

Fot. 1 przedstawia chromatogram otrzyrna-
nv na żelu krzemionkow}rm. Na nim zidenĘ-
fikowano następujące aminokwasy: kwas as-
paraginowy, kwas glutaminowy, cystynę, se-
Tynę + glicynę (wspólna plama), fenyloala-
ninę, leucynę z izoleucyną, pfolinę, tyrozynę,
metioninę * walinę (wspólna plama), argini-
nę i histydynę wraz z lizyrlą i ornityną. Ami-
nokwasy zasadowe rozdzieliły się w dwu pla-
nr,ach. Rozdzielone aminokwasy tworzyĘ pla-
my zwarte, ostro odgraniczone.

l'ot. 1. Elektrochlomatogram na żelu krzemionkowlrm 1 *.
k\łras asparaginowy, t _ k.ń/as glutaminowy, 3 - cystyna,
{ - seryna + slicyna, 5 - treonina, 6 - plolina, 7 --
tytozyna,8 - metionina + walina, 9 _ f€nyloalanlna, 10 --
leucyna * izoleucyna, 11 - arginina + histydyna, 12 -iizyna * ofnityna

Fot. 2 przedstawia chromatogram uzyskany
na sproszkowanej celulozie. RozdziaŁ amino-
kwasów iest zbliżony do rozdziału na żel,u
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Fot. 2. Elektrochromato8ram na sproszkowanej celulozie

klzemionkowyil, jednak plamy są raczej toz-
lane i wykazują zacieki tzw. ,,ogony".

Z przeprowadzonych badań w5mika, ze do
tozdziaŁu aminokwasów w osoczu krwi, w za-
slosowanym buforze i użytym układzie roz-
dzielającym, nadaje się bardziej żeI krzemion-
kowv z gipsem, niż sproszkowana celtrloza.

Próby rozdziału aminokwasów metodą elek*
trochromatografii cienkowarstwowej, na po-
wszechnie w tej technice stosowanych wars-
twach o grubości 0,3 mm, rrie dawały dobrych
rezultatów. Dlatego też w niniejszych bada-
niach zastosowano warst'wy o grubości od
0,45 do 0,55 mm. Przeprowadzenie w wyżej
opisany sposób rozdziału aminokwasów w oso-
cŻu kiwi-na warstwach żelu krzemionkowego
wymaga sześciokrotnie krótszego czasu od po-
dobnego w technice bibułowej, nie wymaga
przeprbwadzania kłopotliwei procedury odsa-
lania i ułatwia bardziej dokładne oznaczenie
wyraźniej odgraniczonych aminokwasów, niż
to ma miejsce na bibule.

próbv rozdzielania aminokwasów w buforze
o pH : 2,0, dającyln na bibule lepszy roz-
dział aminokwasów obojętnych oTaz w innych
ulrładach ;est w toku opracowywania.
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TADEU§Z BORY-MIĄCZYNSKI
Krakó,w

U żródeł powstania zorganlzowanego zwalczania
chorób ryb w Pols,ce leżą prace r,ozpoczęte p,rzez prof.
Spiczakowa w Zakłe,dzie lchtioiloiologii i Rybactwa UJ
w Krakowie. Wkrótce po przybyciu swym do Fokki
(rv 1925 r.) zainteresołv,ał s,ię ,on szczególnie działe,m
chcrÓb ryib, a ró-llnież wpływem na gospodarkę rybną
7,Ailie:czyszczeń wóC wywołanych p,rzez rozwijający się
przemysł. Z :h,wób ryb opracował zasa,dy zwalczania
scltorzenia skrzel wywołanego Wzez ptzywrę Daktylo-
gErus, kżótej r,orzwój w warunkach, zagęszczenia ryb
na tar,]iskach i 1. przesadkach stawiał wiele go,spo-
darstw przed kroniecznością sprowadzarrria obs,ady z
zewnątrz, wobec wy,n'iszczenia obsady włas,nej. Przede
wszystkim jednak zaintere.sował się on g9lą7 silniei
rozprzestrzeniającą się chorobą,ryb. po,soczn,icą karpj.
W' jego poszukiwaniach nad właści,wymi metodami
diirgn]ozowania tej chor,oby brałem udział od r. 1930.
Po stwier,dzeniu przez niego, że choroba przerzucała
siq wskutek nie kontr,oloiwanych przerzutów ry,b ząra-
żonych na odle,głe gospodarstwa, zaczął on dążyć do
uj()gia w karlby tego handlu oblsadą d,r,ogą z"orgarrizo-
wilniLa kontroli ba,dawczo-rozpozrtawczej, tak nad
mirteriałem obsadowym, jak równi,eż nad warunkał,ni
hirgieniczny,mi w gospodarstwach pro.dukujących ob-
sade. To stało się podstawą do z-aliozełria posocznicy
xarńi do chorób podlegających obowiązkow^i zgłasza-
niir. Odnośne Rozpon,ządzentie Minis,terstwa Ro,lnńctwa
i llef, nol. ul<azało się z datą 27.VIL1937 (Dz, U. R. P.
nr 57). Zaznaezyć należy, że daże trudności towarzy-

*) Ęeferat wygłoszony
wego oraz zrżesżenia
1!}.VI.1965 r. w Gołyszu.
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szyły powstaniu tego rozporządzertia, gdyż wiele osób,
a ,nł,rłaszcza prof, Spiczakow, który brał czynny udział
w jego redagowaniu, zdawało sobie d,oskonale sp,rawę
z tego, że do chorób ryb, jako zwierąt żyjących w
innym środowisku, należy podejść zupełnie od,miennie
niż d]o zwalczania chorób zw,ierąt żyjących w środo-
wislku powietrznym. Z ty,mi trudn,o,ściam,i wynikają-
cymi z p,odciągnięclia posocznicv karpi Fod s,chemat
chorób zwietząŁ ciepłokrwistych trzeba się jednak było
pogodzić. Dopiero lvted.y, po ustawowym ucŁwyceniu
spraw posoczrucy, mozna oylo myslec o tworzentu
placówek badawczo-r,o?Jpo zflaw czy ch dla je j diagnc zo-
wania i zwalczamia. Niemniej jednak trudności pozo-
stały i okazała ,się konie,cznaść złagodzelnia przepisów,
pdvż ścisłe przestrzegan,ie ustawy mnrsiałoby doprowa-
ózie olo ,ok,rćsowej likwidacji produkcjri obsady w coraz
to dalszych gos,poidarstwach i tym samym do znacznego
żmniej§zenia się produkcji ryb w ,całyrn państm/ie.
W w},inilku tej potrzeby zostały dokonane pewne ko-
rekcje przez wydanie Rozporządzenńa Ministra Ro!-
n]ictwa nr 109 z dn. 1B.VI.1'954. Nie ro,związało to jednak
wszyrstkich trudności. Oka,zało ,się, że posoczrri,ca karpi
n,ie jest chorobą zbyt tru,dną do zwalczenia w goslpo-
dars,twach mogących stworzyć należ}"te warunki pod
względem sanitarnym, a również przestrzegających
przv pro,dukcii ryb pewrrych rneto,d, jak wykluczerrie
jakichkolwiek okresó,w głodowania osłaibi,aiących ry-
by, zast]os]owaTlie po]dkarmiania ryb przed i po zimo-
wanlu, u,chwycenie właściwego m,ornentu odłowu ryb,
t:ryn Więcej zaś, że obecnie ma się do pomocy mofurość

zastosowania u ryb o ,gorszym stanie zdrowotności
antybioltyków. Prócz tego stwierdza się, że przełoud.owa

z^G ADN l EN lA SPoŁECzNo - z^woDovvE

Rozwoj zakładow chorob ryb w Polsce")
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