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Hemuyk P., Ccbemtanbcxka B. — IIpocreifiilie B macexax
Humxuein Cunecun.
ABTODBL TIPOBEJIM MCCHEJOBAHUA TI0 IIOARJEHUIHO V

B3pocnblx miyen (Apis mellifica L. Tpex 6oae3nei
OYIEBapUTEeNIbHOTO TPaKTa, a MMeHHO: H03eMaTcsa,
amebmoza M 3ab0JieBaHMA BhIZBAHHOIO IKIYTUKOBBIMH,
IlosiRJieHMe OBYX TEPEBLIX YCTAHCBUJIMU C 1962 r. a 11ocC-
neguent ¢ 1970 r. IlapazuTel HPOXKMBAIOIIMe B KJeT-

Kax SHUUTeIMA T[IUUIIeBAPUTENLHCIO KMUIIeYHMKa, Ka-
Hanacoer MaJabouru M TOHEKMX KMIIEK BbI3bIBAIOT
TAJKeNbIC PaccTpolicTBa B MeTaboim3me ITdesi, HajeHue
OpONYyKIMM TIACeKM a 4acTo TaKkzke 3aMupaHne I4Hesn-
BbIX poeB. IIPOTUB OMUCAHHBIX GCJE3ZHEM MMEIOTCA yiKe
sdhek TUBHEBIE TepaneBTMHECKMe CPEeACTBA HO Haja uX
[IPUMEHATE BMECTE C A€3UHM.KIMEN 3apameHHLIX Ia-
CCIT.

Niemczuk R., Sokieszczanska B. -— Prolozoa in the
Lower Silesia apiaries.

The authors have analyzed the occurrence of three
protozoan diseases of the digestive tract of adull bees
(Apis mellifica L.): nosema disease, amoeba disease
and leptomoniase. Nosema and amocba diseases were
diagnosed sincec 1¢62 and leptocmoniase sinc> 1970.
The parasites infectivg the epitheliuvm of the ven-
triculus, Malpighian tubes and the small intestine
cause serious disturbances in the metabolism of in-
fected insects, decrease their produclivity and de-
struct of a family. The diseases are now efflectively
treated, but the drugs should be applied simulta-
neously with disinfection of infected apiaries.

PRAKTYKA LABORATORYIJNA

JANUSZ WIERCINSKI, ANDRZEJ SZEWCZUK

Przygotowywanie préb a precyzja i doktadnosé
w metodzie ASA.
l. Oznaczanie Cu, Zn i Fe w surowicy krwi

Z Centralnepo Laboratorinm

Atomowa  spektrofotometria  absorpcyjna
(ASA) zostala wprowadzona do analizy ma-
terialu klinicznego w 1960 r. (20, 21, 22, 23).
Doniesienia o podobnym zastosowaniu tej me-
tody w Polsce majag miejsce w 10 lat poézniej
(4, 9;.

Atomowg spektrofotometrie absorpcyjna wy-
korzystano w pierwszym rzedzie do analizy
skladnikéw mineralnych surowicy krwi. Zalety
tej metody — wysoka czulodé 1 swoistosé, pros-
tota postepowania — zdecydowaly, ze wyparla
ona klasyczne metody spekirofotometryczne 1
jest preferowana zaréowno w rutynowych, jak
i naukowych laboratoriach klinicznych (1).

Mimo swoich ogromnych zalet metoda ASA
posiada pewne niedogodno$ci. Wymaga utrzy-
mywania $cisle powtarzalnych warunkéw po-
miarowych oraz wlasciwego przygotowywania
prob do analizy. Z ostatnim zagadnieniem wigze
sie eliminacja szeregu czynnikéw pogarszajg-
cych precyzje i dokladnosé metody.

O ile warunki zwigzane z pomiarem stano-
wig ogdlne zasady pracy ze spektrofotometrem
absorpcji atomowej i zwykle sg przestrzegane,
o tyle mozliwo$é¢ wyboru rdéznych sposobdw
przygotowywania surowicy (3, 5, 6, 8, 12, 14,
15, 18) jest powodem uzyskiwania czesto nie-
porownywalnych wynikéw. Ta sama przyczy-

Aparatarovweso AR w Lublinde

na sprawia, ze wartosci stezen skladnikéw mine-
ralnych okreslanych w surowicy sa w wielu
przypadkach bardzo odlegie od ich rzeczywiste-
go poziomu (6, 13, 17, 18). Taki stan rzeczy uza-
sadnia potrzebe porownania stosowanych dotad
sposobow przygotowawczych i wybrania poste-
powania dajacego wyniki najbardziej precyzyj-
ne 1 doktadne.

Materiat i metody

Do badan wzieto 1600 ml mieszane] surowicy krwi
bydlecej. Objetoéé¢ te podzielono na 8 jednakowych
czeSci (grup) po 100 prob kazda.

Stezenie Cu, Zn i Fe oznaczano plomieniowa meto-
da atomowe] spektrofotometrii absorpcyjnej po przy-
gotowaniu surowicy wg nizej wymienionych sposo-
bow:

1. grupa prob — surowica bez przygotowania, za-
sysana wprost do rozpylacza, wg postepowania Rod-
gersona i Helfera (12);

2. grupa prob — surowica zliofilizowana { rozpusz-
czona w wodzie do objetosci wyjSciowej;
3. grupa prob — surowica rozcienczana wodg w

stosunku 1:3 (1 cz. surowicy + 2 cz. wody), wg po-
stepowania Slavina (15);

4. grupa préb — surowica zliofilizowana i rozpusz-
czona w wodzie w stos. 1:3 (biorgc za podstawe jej
objetoéé przed liofilizacja);

5. grupa prob — surowica mineralizowana ,.na mo-
kro”, wg procedury podanej przez Sundermana i Ro-
szela (18);
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6. grupa prob — surowica mineralizowana ,na su-
cho”, wg Krupinskiego i Saby (6);
7. grupa pr¢h -— surowica odbiatezana przy pomo-

cy 10% TCA, wg postepowania Przesmyckiego i Kro-
la (10, 11).

W 8. grupie préb dokonano oznaczen plerwiastkow
przy pomoccy metod kolorymetrycznych.

Miedz cznaczano wg metody opracowanej przez
Wiercinskiego (19), cynk wg postepowania podanego
przez Snella (16), a zelazo wg Laubera (7).

Oznaczenia prowadzono na spektrofotometrze ah-
sorpcji atomowej EEL240/2 prod. Evaus Electroseleninm
Ltd — Anglia, metoda krzywej wzorcowej.

Zakresy stosowanych diugo$ei fal i pradu lamp:

Cu: 324,7 nm, 7 mA,

Zn: 213,9 nm, 10 mA,

Fe: 248,3 nm, 15 mA.

Pozosfale warunki pomiarowe:

— $rednica kapilary: 0,5 mm

— szybko$§¢é zasysania: 4 ml/min.

— rozciagniecie skali absorbaneji: 5X

Standardy przygotowywano:

dla 1. 1 2. grupy préb — w 12% roztworze dekstra-
ra (M.cz. 110.600)

dla 3.1 4. grupy préb — w 3.5% roztworze deksira-
nu (Cu i Zn) oraz w 2% woziw. albuminy surowicy
wolowej (fe)

dla 5., 6. 1 8. grupy préb — w wodzie

dia 7. gruny prab — w 5% roztworze TCA

Wyniki i
Wyniki oznacrzea zawarlosci Cu, Zn i Fe,
okreSlanych w surowicy przy pomocy plomie-
niowej metody ASA po przygotowaniu prch
réznymi sposchami, zestawiono w tah. 1. Obok
nich — dla kazdej grupy prob (sposobu przy-
gotowawczego) — umieszczono wartoécel odchy-
lenia standardowego obliczonego z serii 100
oznaczen. Dla pordéwnania zestawiono rezultaty
analiz pierwiastkéw tych samych prob surowi-
¢y, uzyskane przy pomocy metod koloryme-
trycznych.

omowienie

Tahb. 1. Zawarto§¢ Cu, Zn i Fe w probach surowicy
mieszanej, przygotowywanej roéznymi sposobami

Grapa|  $poscs prrygotomymania | LA Zn 8

prot prdop Jgfaﬁt'cg? T eI
1 |bez przygofomwania 1101608 |228|223 |112 |13
2 lofilizaga ( rezpuszczenie. | _a) _w) .a

W Wod2é Go obf. wyfsccomes

rozccenczenie wodq w stos. 1:3 | 118|002 (232 009!14,23 0,08

llofilezaesa ( rozpuszcrenie i |
w 'Nao'z::'é/w séa’:ounkuzlg 106|005 | 2,44 |0,14 |421 |07

3
4
$ | mineralizaga, na mokra” 133|005 |240|018 I/,52 :0,:'5
3

mperalizaga , na mokro” | 121 |009|151 0261186 |35

7 odbialczarie z 7CA 129|0051253|914 | 134 | 12

8 parawnaicze metosy
Kofortyemetrye;

175|010 | 221 | 223|128 | G5

i

cnjar X = warlodci Srednie w  meg'ml  surowicy;
vlenie standardowe; n = 100; a = zbyt duza lepkosc
© uniemozliwiata zasysanie prob.

Ogoblna analiza tych wynikow wskazuje, ze
wszystkie postepowania przygotowawcze suro-
wicy — z wyjatkiem jej mineralizacji ,,na su-
cho’” — dajag dla tych samych pierwiastkéw sla-
dowych wartodci stezeti odlegte — od okreslo-
nych poréwnawczymi metodami kolorymetry-
cznymi — nie wiecej niz o +18%. Minerali-
zacja préb ,na sucho” (6 grupa prob), prowa-
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dzona w piecu elektrycznym w temp. do 500°C,
odbija sie ujemnie na zawarto$ci cynku (32%
strat) daje zawyzone wyniki w przypadku ze-
laza (0 45%). Dla wszystkich oznaczanych pier-
wiastkéw, takie przygotowywanie préb cha-
rakteryzuje sie najwiekszg wartoscig odchyle-
nia standardowego. Dane te calkowicie dyskwa-
lifikuia mineralizacie ,,na sucho”, jako sposéb
przygotowywania préb surowicy do oznaczen
w niej Zn i Fe.

Zabezpieczanie surowicy na drodze liofili-
zacji (2 grupa prob) prowadzi do wzrostu lep-
ko§ci uzyskanych z niej potem roztworow.
Utrudnia to lub wrecz uniemozliwia jej aspi-
racje do rozpylacza, gdy objeto$é surowicy do-
prowadzimy do poziomu sprzed procesu subli-
macyjnego suszenia. Nastepstwa liofilizacji po-
garszajg precyzje oznaczen takze w przypadku,
gdy objetos¢ rozpuszezonej pozostaloei suro-
wicy uzupelnimy woda do osiagniecia stosunku
rozcienczenia 1 : 3 (4 grupa prob).

Pozostale 3 sposoby przygotowawcze — mi-
neralizacja préb ,,na mokro” (5 grupa prab),
odbialczanie 1 uwalnianie okreslanych skladni-
kéw kwasem trdjchlorooctowym (7 grupa
préh) oraz postepowanie z rozciericzeniem su-
rowicy woda w stos. 1:3 (3 grupa préb) —
dajg bardzo zblizone rezultaty oznaczen dla
poszezegolnych  pierwiastkow. Sposréd  tych
sposobow -— mineralizacja ,,na mokro” daje
najwyzsze wartosci cdchylenia standardowego,
co jesl zrozumiale, gdy przyjmie sie, iz jest
ono najbardziej skomplikowang wprocedurg
przyvgolowaweza 1 stwarza mozliwosé wprowa-
dzenia zanieczyszezen z uzywanymi odczynni-
kami.

W rezultacie przeprowadzonej eliminacji
mozna bra¢ pocd uwage jedynie dwa sposoby
przygotowaweze — postepowanie z wykorzy-

staniem TCA oraz proste rozcienczenie préb
woda. Sposoby te, obok stosunkowo najniz-
szych wartoéel odchylenia standardowego, pro-
wadzg do wynikéw zgodnych z rezultatami
specyficznych metod kolorymetrycznych,
Traktowanie surowicy TCA umozliwia jej
odbialczenie i calkowite uwolnienie pierwiast-
kow $ladowych z komplekséw. Z teoretyczne-
go punktu widzenia usuniecie bialtka wyklucza
jego interferencje chemiczng na oznaczane
pierwiastki oraz bledy wynikle z réznic w wy-
dajnoéciach procesu rozpylenia surowicy i
standardéw. W praktyce jednak ten sposéb
przygotowawczy doprowadza do tzw. efektu
zmiany objetosci surowicy (2), powodujac, ze
w wytrgeconym biatku sktadniki drobnocza-
steczkowe wystepuja w znacznie nizszym ste-
zeniu niz w supernatancie. Nieuwzglednienie
tego efektu daje wyniki niedokladne. Oznaczo-
ne stezenia pierwiastkoéw surowicy po tej pro-
cedurze przygotowawczej sa o ok. 9% wyzsze
od otrzymanych w nastepstwie rozcieficzenia
prob woda. Wieksza ilo§¢ manipulacji wyko-
nywana podeczas odbialczania préb doprowa-
dza réwniez do uzyskiwania wynikéw mniej
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precyzyjnych (odchylenie standardowe w tym
procesie przygotowawczym nie osigga najniz-
szych wartosci).

Przeprowadzona analiza uzyskanych wyni-
koéw przemawia za wyzZszodcig przygolowania
prob surowicy, polegajacego na ich rozciencze-
niu woda. Stosujac le prosta procedure przy-
gotowawczg nalezy pamieta¢ o doprowadzeniu
lepkosci roztworow standardowych do war-
tosci lepkosci rozcienczonej surowicy i uwzgled-
nieniu wplywu pozostalego bialtka na zelazo.
Mozna to osiagna¢ w nieskomplikowany spo-
séb przez dodanie do standardéow Cu i Zn
dekstranu, glicerolu lub innych koloidéw i
wzbogacenie roztworéw standardowych Fe
sktadnikiem bialkowym.

W naszym Laboratorium — oznaczenia Cu i
Zn w surowicy rozciericzanej w stos. 1:3 —
prowadziliSmy wobec standardéw sporzadzo-
nych w 3,5% roztworze dekstranu (M. cz.
110 000). Podczas oznaczen Fe w surowicy roz-
clenczanej woda w tym samym stosunku, po-
slugiwaliSmy sie roztworami standardowymi
tego pierwiastka, zawierajagcymi 2% wolnej od
zelaza (przedializowanej) albuminy krwi wo-
towej. Roztwory zabezpieczano azydkiem sodu
w stezeniu 0,05%.

Nie stwierdzilimy zadnych réznic w pozio-
mie oznaczanych skladnikéw w surowicy éwie-
zej i przechowywanej w ciggu 1 tygodnia w
temp. 4°C. Okres ten jest wystarczajacy dla
dokonania oznaczenn w duzych seriach prob
surowicy i nie zachodzi potrzeba jej innego
zabezpieczania przed zmianami.

Wnioski

1. Przygotowanie préb surowicy do ozna-
czen Cu, Zn i Fe prowadzonych plomieniowa
metodg ASA, polegajace na rozcieniczenju ich
woda w stos. 1:3, daje wyniki najbardziej pre-
cyzyjne i dokladne, pod warunkiem, ze po-
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miary prowadzi sie wobec standardéw posia-
dajacych lepko$é réwna lepkosci rozeienczonej
surowicy. W przypadku standardéw Fe, sub-
stancja ustalajaca te wielkos$é fizveznag oraz eli-
minujaca réznice w oznaczeniach tych samych
poziomow pierwiastka w surowicy i wzorcach,
jest albumina surowicy wolowej.

2. Traktowanie surowicy TCA daje rezul-
taty o podobnym stopniu precyzji i doklad-
nosci, z tym zastrzeZzeniem, ze wprowadzi sie
poprawke uwrgledniajaca nierdwnemiernosé
rozmieszezenia jonow w osadzie i roztworze.

3. Mineralizacja préb ,na sucho” nie moze
by¢ stosowana jako proces przygotowawczy
siirowicy do oznaczania w niej Zn i Fe.
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DUBEY J. P.: Odpornesé u Lotéw na rzakazenie Fzm-
imondia hammondi. (Lvmunity to Hammondia ham-
mondii infection in cats). J. Am. vet. med. Ass. 167,
373—3717, 1975 (5).

Nabywanie odpornosci przez koty po zakaZeniu
Hammondia hammondi przeéledzono na 18 kotach
SPF w wieku 3-—36 miesiecy. Jedna sztuke zakaZono
jednorazowo doustnie, 11 sztuk zakazono dwukrotnie
i 1 sztuke zakaZono trzykrotnie homogenatem tkanek
myszek zarazonych pasozytern na drodze naturalnej.
U wszystkich zakaZonych kotéw wydalanie oocyst no-
towano po 6—8 dniach po zakafeniu. Wydalanie to
utrzymywalo sie przez okres 1—2 tygodni. Z 11 ko-
téw zakazonych dwukrotnie 5 wydalalo oocysty mie-
dzy 7—14 dniem po zakaZeniu powtérnym. Sponta-
niczne wydalanie oocyst przeSledzone na 9 zakazo-
nych kotach w okresie 9 miesiecy. Jeden kot wydalal
oocysty po 21, 24, 31—33, 49--50, 118—120 dniach po
zakazZeniu. Drugi kot zakazony dwukrotnie (6 dni po
pierwszym zakaZeniu) wydalal oocysty po 38—48,
85—89, 133—136 dniach po pierwszym zakazeniu.
Przebieg zakazenia prze$ledzono réwniez u kotéw,
ktére otrzymaly iniekcje 6-metyloprednizolonu w od-
stepach tygodniowych w okresie 7 tygodni. Induko-

wany w len sposéb hyperadrenokortycygm nie wp?y—
wal zaréwno na okres prepatentny jak i na przebieg
zakazenia narzaddéw migZszowych. G.

WHITLOCK R. H., DELLERS R. W,, SHIVELY J. N.:
Adenowirusowe zapalenie pluc u 7Zrebiccia. (Adene-
virus pneumonia in a feal). Cornell vet., 65, 393-401,
1975 (3).

Badania przeprowadzono na 3 tygodniowym Zrebie-
ciu, u ktorego przed padniecciem wystepowaly cbiawy
zaburzen ze strony ukiadu oddechowego. Mimo stoso-
wania antybiotvkéw o szerokim -spektrum dzialania,
lekéw rozszerzajacych okrzela i preparatéw antyhista-
minowych Zrebie padio. Na czoln zinian sekeyjnych
wysuwalo sie ogniskowe zaggszczenie tkanki plucnej.
Badania histopatologiczne wykazaly zluszezanie na-
btonka oskrzelikéw, hyperplazje matych coskrzeli i
oskrzelikéw oraz ohecno$é $&rédjadrowych  cialek
wtretowych typu A i B Cowdry w komérkach nabton-
ka oskrzeli i oskrzelikéw. Wokél drzowa oskrzelowego
gromadzily sie neutrofile i mak gi. Sradjadrowe
ciatka wtretowe wystepowaly réwnie? w komérkach
nablonka $linianek i w trzustce. Z wymazéw z jamy
nosowej i gardzieli oraz z narzaddéw wewnetranych
wyizolowano wirus z grupy adenowiruséw. G.
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