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BauasgoBuak 3., AnercangpoBcka M., Aupgpynesuda T.,
MpBasoBcka J., Kamaamu M., Heryncku M., Cmexo-
Buyu ., Butkik A., 3enunncku O. — IlociueyGoiiHbie
IIOMEDH, BHIZBAHHEIE NAPA3NTAMM Y KPYNHOrO DOTaToroe
ckoTa B BelocTonkoM BOEBOICTRE.

Vccaenosanu 3 rpymnel no 500 IUTYK KPYIIHOTO
poratoro ckora: I —renara, II — womogmexk, III —
B3pocanlii cKOT. B I rpymme dalie Bcero ob0HapyzxRu-
Baamu mapasuta Dictyocaulus viviparus (7,8%) B cBasmu
¢ ueM HNoxBeprau KoHpuckare 10 Kr JIeTKMX TeJAT.
Bo II rpynme 4dallle BCero HaAXOOMAM IIapa3ura
Fasciola hepatica (21,4%) Ho camble Goabllme IIOMepM
BBI3BIBaN buHHO3. OOIMe IIOMepM B STO Tpynne
paBHAmuchk 12.472 z3a. B III rpynme, B3pOCIOTrO CKOTA,
yale Bcero moasiaaiica mapasur Nematodirus (20,6%),
a caMble OOJBIIME IIOMEPM ObIIM BBI3BAHLI (PMHHO-
3aM; IIoMepHU B STOi rpymme — 21,500 3. OOmue mo-

caey6oiiable moMepy 3a 1 rox B Benocroukom Msco-
KOMOMHAET II0 HpPUYMHE IIapa3uTOB M BBEIZBAHHBIX MMMU
M3MeHEeHMIT paHAnnchk OK. 1.692.064 3.

Walkowiak E., Aleksandrowska I. Andrulewicz T.,
Iwanowski E., Kawelicz M., Nietupskj M., Smiecho-
wicz J., Wityk A., Zielinski E, — Posi slaughter losses
caused by parasites occuring in cattle in the Bialy-
stok voivodship.

The examination has been carried out on three
groups of cattle: I-calves, II-young cattle and III-a-
dult cattle. The each group consisted of 500 animals
originating from the Bialystok voivodship. In the I
group Dictyocaulus viviparus was one of the most
prevelent parasites (7.8%). Consequently it was ne-
cessary to liquidate 10 kg of calt lungs. In the II
group the liver fluke was the most often parasites
observed (21.4%), but the heavest losses were caused
by cysticercosis. The general losses due to the above
parasites in that group were 12472 zi. In the adult
cattle the most prevelent parasite was Nematodirus
— 20.6%. All the same the greatest losses were cau-
sed by cisticercosis. The losses caused by the parasite
reached 21500 zt (III group). The post slaughter losses
in cattle due to parasites were 1692064 zl per year in
the Slaughter House in Bialystok.
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Sposrod licznych metod stuzgeych do ozna-
czania histaminy w plynach ustrojowych
i tkankach tylko niektére nadajg sie do ozna-
czania tego zwigzku w plynie zwacza (12) a
wiekszo$¢ z nich stosuje sie jedynie do ozna-
czenn jakosciowych lub orientacyjnych ijloscio-
wych. Najczesciej stosowana jest metoda bio-
logiczna (1), oparta na zjawisku kurczenia sie
wyosobnionego wycinka jelita biodrowego
$winki morskiej pod wplywem histaminy. Nie-
dogodnoscig tej metody jest duzy koszt, trud-
nosci techniczne w wykonaniu oraz fakt, Ze
w przypadku matych stezen histaminy w roz-
tworze pewne substancje jak np. duze stezenie
soli mogg hamowa¢ skurcze jelia. Metoda chro-
matograficznego rozdziatu histaminy (4) cechu-
je sie duza pracochlonnoscig — wymaga bo-
wiem wielokrotnego rozwijania w rozpuszczal-
nikach.

Obecnie najcze$ciej stosowana bardzo czula
i specyficzna metoda fluorometrycznego ozna-
czania histaminy (6) wymaga zastosowania
bardzo drogiego i trudno dostepnego na rynku
krajowym fluorymetru. W dostepnym nam
pi$miennictwie znalezli§my kilka prac (5, 7—12)
dotyczacych powstawania, przemian i oznacza-
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nia histaminy w ptynie Zwacza, nie napotka-
lismy jednak takiej, w ktérej oznaczania hista-
miny opieraloby sie na elektroforetycznym jej
wyosobnianiu.

Elektroforetyczny rozdziat histaminy z mie-
szaniny aminokwasow przeprowadzil Wronski
(15). Badania swoje wykonal on wytacznie na
mieszaninie aminokwaséw zawierajacej dwu-
chlorowodorek histaminy z uwzglednieniem
wplywu niektérych soli nieorganicznych na wa-
runki elektroforetycznego rozdziatu.

Celem niniejszej pracy bylo zaadaptowanie
metody do ekstrahowania histaminy z plynu
zwacza, wybor odpowiedniego sposobu zagesz-
czania roztworu do nakraplania, dobdr wilasci-
wego buforu i parametréw (napiecie, nateze-
nile, temperatura, czas itp.) — czyli opracowa-
nie odpowiednich warunkéow majacych istotny
wplyw na proces elektroforetycznego rozdzia-
hu histaminy z ptynu Zwacza.

Oznaczenie zawartodci histaminy przeprowa-
dzono w roztworach wzorcowych o zawartosci
1 vwg w 1 pl i plynie Zwacza zdrowe] krowy
stosujgc bufory o nastepujacym skladzie:

bufor o pH 5,7 — pirydyna, kw. octowy lo-
dowaty, glicerol, woda, (100:10 :10:880)
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bufor o pH 5,2 — pirydyna, kw. octowy
lodowaty, glicerol, woda, (25:15:10:950)

bufor o pH 1,9 — 2n kwas octowy, 0,6n kwas
mrowkowy, (1:1)

bufor o pH 1,5 — kwas octowy lodowaty,
kwas mrowkowy, woda, (200 :60 : 740).

Elektroforeze wysokonapieciowg (EWN) wy-
konano aparatem AEA produkcji Instytutu
Technologii Mleczarstv.. WSR w Olsztynie.

Material i metody

1. Ekstrakcja histaminy z pilynu zZwacza.

Tre$¢ iwacza pobierano sondg, saczono przez gaze
i wirowano przez 5 min. przy 3000 obr./min. Wydzie-
lenie histaminy przeprowadzano w taki sam sposéb
jak przy metodzie Shore (6) — 10 ml pilynu zwacza
wytrzasano z 1 ml 10 n HCIO, przez 10 min., a na-
stepnie wirowano — 10 min przy 3000 obr./min. Su-
pernatant zlewano do probéwki w ktoérej znajdowato
si¢ 3 g NaCl i 1 ml 5n NaOH, nastepnie dodawano
20 ml n-butanolu i wytrzasano przez 10 minut. Po
odwirowaniu frakCJe butanolowa, odwc-la‘gano i odparo-
wywano pod zmniejszonym ci$nieniem w kolbce
Cleysena (temp. 38—39°C). Suchg pozostalosé roz-'
puszczano w 0,5 ml wody redest. lub w 0,5 ml
buforu.

2. Nanoszenie badanych rozitworéw i
elektroforegramow.

Przygotowany roztwér nanoszono specjalnie wdosto-
sowanymj i wykalibrowanymi pipetkami, na wil-
gotny pasek bibuly Whatman Nr 3 o wymiarach
8 X 38 cm, w postaci cienkich kresek diugosci 1,5cm.
Linia startu znajdowalta sie na $érodku paska 1,5 cm

rozwijanie

od jego brzegu. Bibule zwilzano odpowiednim bufo-!

rem, a nastepnie stosujgc ustalony metodg préb staty
nacisk, przepuszczano jg miedzy dwoma walcami, co
miato na celu utrzymanie réwnomiernej wilgotnosci.

Elektroforeze prowadzono stosujac w zalezno$ci od
uzytego buforu odpowiednio ustalone parametry na-
piecia, czasu i temperatury. Przy dajacym najlepsze
wyniki buforze o pH 5,7 stosowano: napiecie 32V/em
dtugoéci, ok. 3 mA/cm szerokofci, czas rozwijania
20 min., temp. od 11 do 12°C,

3. Suszenie elektroforegraméw i wywolywanie (3, 13).

Rozwiniety elektroforegram umocowany byt miedzy
dwiema szklanymi bagietkami w ten sposéb by czeéé
paska na ktérej znajdowala sie histamina byla na
dole. Suszono strumieniem  powietrza o temp.
35°—40°C az do calkowitego odparowania buforu. Wy-
wolywanie odbywalo sie przez zanurzenie pasksa
w 0,5% acetonowym roztworze ninhydryny zawierajg-
cym 1% kwasu octowego a nastepnie przecigganie go
zgodnie z kierunkiem rozdziatlu histaminy. Po odpa-
rowaniu acefonu elektroforegram pozostawiono przez
30 min. w temp. 65°C. Uzyskiwano barwne plamy be-
dgce produktem reakeji ninhydryny z histaming.

4, Oznaczanie jakosciowe histaminy.

Identyfikacje histaminy przeprowadzono nastepujg-
cymi metodami: I. tzw. ,metoda §wiadka”: obok bada-
nego roztworu nakraplano réwnolegle wzorcowy roz-
twor hiis‘ta‘miny, lub dwuchlorowodorek  histaminy
(1 pg/nl) i po rozwinieciu -elektroforegramu przepro-
wadzono identyfikacje obu plam. II. Dodawaniem do
badanego roztworu, histaminy wzorcowej i poréwny-
waniu nasienia barwy frakeji histaminowej frakcja
uzyskang z tej samej ilo§ci badanego roztworu nie
zawierajgcegn jednak dodatku histaminy wzorcowej.
III. Uzycie nizej podanych odeczynnikéw dajgcych z
histaming reakcje barwne, lub powodujgcych jej §wie-
cenie w $wietle UV 365 nm.

a) 0,5% acetonowy roztwdr ninhydryny zawierajgcy
1% kw. octowego.

b) 270 mg ninhydryny, 130 mg izatyny, 2 ml tréjeta-
noloaminy, ad 100 ml n-butanolu.

¢) 0,2% roztwoér ninhydryny w 95 ml metanolu
+ 5 ml 2-4-6 kollidyny.
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d) 1,2 naftochinono 4-sulfonian sodowy.

e; Kwas sulfanilowy dwuazowany.

f) Odezynnik aldehydowy Erlicha.

5. Oznaczanie iloSciowe histaminy.

Oznaczanie ilosciowe wykonano wg zaadaptowanej
metody ilo§ciowego oznaczania aminokwaséw podanej
przez Zajcewag i wsp. (16). Polega ona na wycieciu
barwnych plam i ich eluacji w 4 ml metanolu z azo-
tanem miedzi (w 500 ml metanolu 0,2 ml nasyconego
wodnego roztworu azotanu miedzi), Czas ekstrahowa-
nig 1,5—2 godz. Pomiary byly dokonywane przy uzy-
ciu spektrokolorymetru Spekol, przy diugoéci fali
500 nm.

Stezenie histaminy wyliczono z krzywej kalibra-
cyjnej sporzadzonej dla wodnego roztworu histaminy
(stez. 1 pg/pl) od 1—10 ug. W celu sprawdzenig me-
tody wykonano 10 oznaczen zawarto§ci histaminy w
roztworze wzorcowym zawierajgcym 1 pg/pl, oraz
wykonujgc 10 oznaczen w plynie zwacza Kklinicznie
zdrowej krowy.

Wyniki

Otrzymane wyniki zblizone byly do wynikéw
otrzymanych przez innych autorow (5, 7—12)
stosujacych rézne techniki ilosciowego ozna-
czania histaminy w plynie zwacza. Dokladnos¢
otrzymanych wynikéw sprawdzono obliczajgc
blad max., odchylenie standardowe (d), zmien-
nos¢ (V) oraz odzysk — ktére to wartosci zesta-
wione zostaly w tab. 1.

Tab. 1.
Rozrzut , -
Materiat [€dn0 v | Biad | od
[ stka | mip, |max.| max. | zysk
Roztwoér | . : i
WEZOTCOWY J |
histaminy | pg/pl | 8,7 10,1 | 0,207/ 2,075 3,05 —

Piyn zwacza| pg/ml| 3,7 | 41 ’0147|38‘V | 562 89z

Omdbéwienie

Przy przeprowadzaniu oznaczen jakoscio-
wych i iloéciowych histaminy w ptynie zwacza,
najlepsze wyniki ofrzymano stosujge bufor
o pH 5,7, natomiast rozdziaty w pozostatych
buforach a zwlaszeza o pH 1,9 i 1,5 daty wy-
raznie gorsze wyniki. Poniewaz brak bylo da-
nych co do odczynnika z ktéorym histamina da-
walaby odpowiednio czulg reakcje barwng —
potrzebng do ilosciowego jej oznaczania, prze-
prowadzono proby z kilkoma odezynnikami stu-
zgcymi do wykrywania amin (3) (podanymi w
czesci doswiadczalnej).

Nie stwierdzono jednak aby ktéorykolwiek
z nich byt bardziej czuly w reakcji barwnej
z histaming niZz ninhydryna. Badany plyn uzy-
ty po zageszczeniu do nakraplania musi zawie-
ra¢ histamine w stezeniu powyzej 1 ng w 10 ul
roztworu. Ilo§¢ ta podyktowana jest czuloScig
reakcji histaminy z ninhydryna, ktéra to wg
Wronskiego- (15) wynosi 0,1 ug/10 mm?, Osigg-
niecie odpowiedniego stezenia histaminy w ba-
danym plynie pocigga za sobg koniecznosé
kilkunastokrotnego zageszczania go. Dlatego
tez przy roztworach zawierajacych stosunkowo
duze ilo$ci jak np. pltyn zwacza wystarczajgce
jest 20-krotne zageszczenie (w kolbce Clayse-
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na), natomiast przy zageszczaniu surowicy, lub
krwi zawierajgcej bardzo male jej ilosci na-
lezatoby zastosowaé specjalng aparature jak
np. zestaw Kundera-Danisch (14) dajacy mozli-
wos¢ wielokrotnego zageszczania. Szybkosé za-
geszczania uzalezniona jest od temperatury
z tym, ze w $rodowisku kwa$nym zapewnia-
jacym duzg trwalosé histaminy moze byé uzy-
ta temp. 70°C (3), podczas gdy w $srodowisku
obojetnym stosuje sie temp. ponizej 40°C. Wy-
ktadnik jonowodorowy pH wywiera istotny
wplyw na elekroforetyczny rozdzial badanych
substancji. Lepsze wyniki osiggano przy roz-
dziale z roztworow obojetnych niz kwasnych.
Temperatura rozdzialu w naszym przypadku
wynosita 11°—12°C. Poniewaz rozdzial amino-
kwaséw nie byl celem naszej pracy, czas ana-
‘lizy skrécono do 20 min., po kiérym to okre-
sie histamina wyraznie oddziela sie, podczas
gdy aminokwasy dopiero zaczely sie rozdzielaé
(widoczne dwie lub trzy frakcje ryc. 1).

Ryc. 1. Elekiroforegram z rozdzialu plynu zwacza

Hyy

By

|

1. Ak — amino_kwasji kwasne, 3. Az — aminokwasy =zasado-
we, 5. Hy, — histamina wzorcowa, 2. Ao — aminokwasy obo-
jetne, 4. Hp;, — histamina z treSci zZwacza

Przy wywolywaniu elektroforegramu stoso-
wano ogrzewanie w temp. 65°C przez 30 min.,
lub wzorujac sie na badaniach Blauth-Opien-
skiej i wsp. (2) (dotyczacych wywolywania
chromatogramoéw barwionych ninhydryng) po-
zostawiono je w ciemnosci na 12 godz. co byto
okresem czasu w pelni wystarczajacym dla wy-
stapienia barwnych plam. Bufory sporzadzone
z dodatkiem glicerolu dawaly wiekszg zwar-
tose frakecji histaminowe]. Przy identyfikacji
,met. swiadka” zauwazono, ze histamina czy-
sta uzyta jako kontrola ulokowata sie réwnole-
gle z plamg wyodrebniong z badanego plynu,
natomiast dwuchlorowodorek histaminy prze-
suwat sie wolniej.

Wnioski -

1. Opisana metoda moze by¢ stosowana do
jakosciowego i iloSciowego oznaczania hista-
miny w plynie zwacza. Zaletami jej sg: duza
specyticznos¢ rozdziatu w polu elektroforetycz-
nym, doktadnosé a jednocze$nie latwosé wyko-
nania.

2. Ujemna strong metody jest koniecznosé
wielokrotnego zageszczania plynu w przypad-
kach malego steZenia histaminy co wymaga
odpowiedniej aparatury i przedluza czas ana-
lizy.
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ITomopcknu 3., Tpyxanubcky E. — OnpepeneHne rucra-
MHUHZ B HKHMAKOCTH PYyOGia IIpM IIOMOIM BBICOKCBOJILT-
HEero 3JMEKTpothopeza.

TucTaMuHE M3 KMOKOCTM KIMHMYECKM 370POBOM KO-
POBBI 9KCTPATMPOBAIM IO IIPUCIIOCOOJNEHHOMY K 9TOi
3amade MeTomy Shore. JlcciefOBaHHYIO KUAKOCTE KCH~
NEeHTPHMPOBAaJY NPy [IOMOL BRIIAPUBAHMA B KoJbe
Cleysen’a B 38—39°C. QaekTpodoperniecKkoe pacipe-
mencHMe Oposoamau B anmapare AEA oTedecTBeHHOM
OPOAYKIMM Ha (QPUIbTPOBANBHONM Oymare Whatman 3
UPUMEHAA NUPUONHOBYI0 0yepHyIo KUAKocTh pH=5,7.
SnerrpodoperpaMMbl oKpammBaay 0,5% HUHIMIPUHOM
B areroEe ¢ 1% yKCycHOI KMCIOTHI. LIBeTHble (bpakx-
UM 2JYUPOBATM METAHOJOM C HOOABKOM BOIHOrO Pact-
BOPa Aa30THOKMUCJION MeIM M onpep,em'mm OpH IIOMGO-
I CHEeKTPORONopuMeTpa ,,Spekol”. KoHneHTparuio I~
CTaMMH2 BBICYUTBHIBAIM M3 KPMBOH IIOJYYCHHON AJNA
BOZHOIO pDaCTBOpa TIHMCTAMIUHA. BepPHOCTL WM3MEpPEeHIi
IPOBEPANM METOAOM pPereHepanyi a TaKxKe BBICUUTEI-
BaHMeM MAaKCHMMAJbHOM owmbru (5,6%), CTaHmgapTHOrO
orraoHenusa (0,147) u mamenumsocTH (3,3%).

Pomorski Z., Truchlinski J. — The determination of
histamine in the liquid conteni of rumen by means
of high voltage electrophoresis.

The qualitative and quantitative determination of
histamine in the liquid content of rumen of a clinical
healthy cow has been done by means of high voltage
electrophoresis. Histamine was exfracted from the
liquid content of rumen acc. to the modified method
of Shore. The examined solution was concentrated
in Cleysen’s flask under lowered pressure (38—39°C).
The electrophoretic separation was carried out on
Whatman’s paper No 3 in pyridine buffer at pH 5.7
by the use of AEA apparatus, Polish production. The
electropherograms were stained with 0.5% ninhydrine
solution in acetone with 1.0% of acetic acid. The
stained fractions were eluated with methanol with
water solution of copper nitrate, and determined
spectrocolorimetrically on ,,Specol”. The concentra-
tion of histamine was calculated from a calibrated
curve prepared for water solution of histamine. The
occuracy of the results was checked on the strength
of recovery test (89%), maximal error (5.6%), stan-
dard deviation (0.147) and lability (3.8%0).
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