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Niemczuk R,, Sol,.ieszczańska B. -- Protozoa in the
Lolver Silesia apiaries.

Ihe authors ha.,,c analyzłld tlrc occurrence of three
protozoatt diseases of the digestive tract of adult bees
(Apis mellifica L.): noselna disease, amoeba disease
arrd leptomolriase. Nosema and amocba diseases were
diiigrlosed sincec 1§62 and leptcmoniase sinc:1970,
The parasites in{ecting tlrc epithelitlm of the ven-
triculus, Malpighian tubes and the sma11 intestine
cause serious disturbances in the rnetabolism of in-
fected insects, Cecrease ihcir producii,,-ity ar.d de-
strltct o:[ a fanlily. The cliseases are nov/ ef|ectivcly
treated, bu_t the drugs shoulcl be applicd sinrulta-
neously rvith disinfection of infccted apiaries.
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PRAKTYKA LABORATCRYJNA
JANUSZ TIIIERCIŃSKI, ANDRZEJ SZEWCZIJK

Przygotowywonie prób o i dokłodność
w meiodzie ASA.

l. Oznoczonie Cu, Zn i Fe w surowicy krwi
Z Ct-]]lra!'ln(]i](] 1,al]l)ratoiil|]1l \l]i,l,i]l|_|ll)u (]{o ,\ti \\ Ltl],]ilric

Atomołva spektrof otometria absorpcyjna
(ASA) została lvprcrvadzona do atralizy ma-
teriału klinicznego w 1960 r,. (20, 2l, 22, 23),
Doniesienia o podobn5,m zastosowaniu tej me-
1ody rv Polsce mają miejsce w 10 lat późniei
(4, 9).

Atomową spektrofotometrię absorpcyiną wy-
korzystano w pierwszynr rzędzie do analiz1l
składnil<ów mineralnych surowicy krwi. Zalety
tej metody - wysoka czułość i srvoistość, pros-
tota postępowania - zdecydtlwaly, że wyparła
ona klasyczne metody spektrofotometryczne i
iest prefero,wana zarówno w rutynowych, iak
i naukowych laboratoriach kJinicznych (1).

Mimo swoich ogromnych zalet metoda ASA
posiacia pewne niedogodności. Wymaga utrzy-
nrywania ściśle powtarzalnych warunków po-
miarowych oraz vrłaściwego przygotowywania
prób do analizy. Z ostatni,m zagadnieniem wiąże
się eliminacja szeregu czynników pogarszają-
cych precyzję i dokładność metody.

O ile warurrki związane z pomiarem stano-
wią ogólrre zasacly pracy ze spektrofotometrem
absorpcji atomowej i zwykle są przestrzegane,
o tyle możliwość wyboru różnych sposobów
przygotowylvania surowicy (3, 5, 6, B, 12, 74,
15. 18) jest powodem uzyskiwania często nie-
porówrrywalnych wyników. Ta sama pIzyczy-

na spraulia-, że rvartości stężeii składników tnine-
laln;,rch okreś]irnvch w surou,icy są w rł,ielu
przvpaclkaclr ba.rdzo odlegle od ich rzeczywiste-
go poziomu (6. 13, 17. 18). Tal<i stan rzeczy uza-
sadnj.a potrzebę porótłrnania siosorvanych dotąd
sposobółv przygotowawczych i wybrania postę-
powania dającego łvyniki najbardziej precyzyj-
ne i cl,.lkładne

IvTateriał i netod.y

Do b,adań wzięto 1600 ml mieszanej surowicy ktw-i
;bydlęcej. Ob jętość tę podzłelono na 8 jednakowych
części (grup) po 100 prób każda.

Stężenie Cu, Zn i Fe oznaczano płomieniową meto-
dą atomowej spektrofotometrii absorpcyjnej po przy-
gotovzaniu sttrowicy rvg niżej wymieni.onych sposo-
bów:

1. grupa prób - surowjica bez przygotowania, za-
sysana wprost do rozpylacza, wg postępowania Rod-
gerso,na i He,].f,era (12);

2. ,grupa prób - surowi,ca zliofilizowana i, rozpusz-
czona w vlodz,ie do olbjętości łvyjściow,ej;

3. grupa prób - suroĄvica r,ozcieńczana wodą w
stosunku 1 : 3 (1 cz. surowicy ł 2 cz. wody), wg po-
stęcowania Slavina (15);

4. grupa prób - surowica zliofilizowana i rozpusz-
czona w v,nodz,ie w sto,s. 1 : 3 (bionąc za p,odstawę jej
objętość przed liofiilizacją) ;

5. grupa prób - surowica minera].izowana ,,na mo-
l<ro", rvg procedury poda,n,ej przez Surrdermana i Ro-
sze]a (18);
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6, grupa prób - -.urolł,ica mineralizorvana ,.na su-
clro", v,g Krupińskie5o i Saby (6);

7. gl,upa pról; -- surolvica odbiałczana pi]zy po1llo-
c), 100/o 'ICA, ił,g postępowania Przesmyckiego i Kró-
]a (10, 11).

W B, grupie prób doko,nano oznaczeti pierwiastków
przJl pomocy met,od ko],oryme|rycznych.

Miedż oznaczano wg rrretody opracorvane j pfzez
Wiercińskiego (19), cynk wg postęoowania podatlegrl
przoz Sne)la (16), ą ż,elazo wg Laubera (7).

Oznaczenia pro,ładzono na spektrof otometrze ab-
sorpcji atomowej EEL240|2 prod. Eva[s Electroseientum
Ltd - Angl,ia, metodą krzywej wzorcowej,

Zekrcsy stosou,enych dłttgości fal i prądr-r lamp:
Cu: 324,7 nm, 7 mA,
Zn: 273,9 nm, 10 mA,
Fe: 2,ł8,3 nm, 15 mA.
Pozcstałe rvarunki porniaroł,,,c:

- średnica kapilary: 0,5 mm

- sz;lbl<ość zasysania: 4 ml/min.

- rozciągnięcie skali absorbancji: 5X
Sta n cl,arcly przygotowy,vano :

cila 1. i 2. grupy pr,ół,- - l.z 129b roztworz.e Cckstra-
nu (M.cz, 110.000)

dla 3. i 4. g;lrpy prób - 
.v 3.5||ł, rozllvorzc dekstra-

nu (Cu i Z.n) oraz w 20h tozLvl. albuminy surowicy
.vołolvej (Fe)

dla 5., 6. i 8. gr,-lp;, prób - w \ł,odzie
d:a 7. grrilly piób - 

-w 5% roztworze TCA

Wyniki i omówienie
Wylrilri oz:naczln za$iźrftości Cu, Zn i lte,

olrreśIa.nych v./ sul,owicy przy ponocy płonie-
i'rioi,,1ei metcd-r' ASA po pr:zygotowaniu prób
rtizrivmi sposcbami, zestawiono w tab. 1. Obok
nich 

- 
cl]a każCei grupy prób (spostlbu przv-

gotowawczegc) 
- 

umieszczono w-artości odch-,l-
lt,.nia standarciorvego obliczonego z serii 10C
O7,Y\ac.Zeń, Dla porównania zestawiono rezultat;l,
llnaUz piel,wiast,ków tych samyr:fu plrl'b sttrowi-
(:,,y', l..]Zys,kF,ne pl,Zy po.mocy inetoc1 krlloi,1,1116-
trycznych.

Tab. ]. Zairlartość Ctl, 7n,i Fe rv pról;acil sttrorvic"t,
rnieszanej, przygotor.vy.,vanei różnvmi sposobami

óez p129goćor(dnćd

dzona w piecu elcktrycznym w temp. do 500"C,
odbija się ujenrnie na zawartości cynku (320/o

strat) daje zawyzone wyniki w przypadku że-
Jaza (o 45Vo), Dla wszystkich oznaczanych pier-
l^riastków, talrie przygotowywanie prób cha-
rakteryzuje się największą wartością odchyle-
nia standardowego. Dane te całkowicie dyskwa-
Iifikują mirreralizac.,jQ ,,na sucho", iako sposób
pr;lygotowy\Ą/ania prób surowicy do oznaczeń
,w niei Zn i Fe.

Zabezpiecz,anie si]rowicy na drodze liofili-
,,acji (2 gruira prrib) prołvadzi do wzrostu lep-
kości uzyskanych z :nie: potem roztworów.
Utrudnia to 1ub wręcz uniemożlirvia jej aspi-
rację do rozpvlacza, gdy obiętość surowicy do-
prowadzimy do poziomu sprzed procesu subli-
macyjnego suszenia. Następstwa liofilizacji po-
garrszaią precyzję oz:naczeń talrze w przypadku,
gdv objętość rozpuszczonei pozostałości suro-
wicy uzupełnimy wodą Co <_lsiąqnięcia stos,-lnktt
r-ozcieńczenia j : 3 (4 grupa prób).

Pozostałe 3 sposoby przygotowawcze - lni-
Ęeralizacja pj:óJ] ,,na mokro" (5 grr_lila p,."l!b),
oclblałczanie i uwa]_nianie określanyc)r skłaclni-
ków kwasera trójchlorooctowym (7 grupir
prób) ora;ł postępowanie z rozcieńczenienr su-
fowicy r,vodą w stos. 1 : 3 (3 grupa próh) -d,ają bardzo zb'tizone rezultaty oznaczeń dla
])cSZczególn}Ich pierwiast}^ów. Spośród tych
sposobów - m]ne]]allzacja ,,na mokro" daie
najwyższe war:i;ości rlCchylenia standardowego,
co jest zrozumiałe, gdy przyjurie się, iz iest
ono naibardziej skomplikowaną procedllr"ą
pi"z\,,goto\vawczą i st,tvarza możlir,vość wprowa-
c-lzcnia zaileczyszezeń z używa,nymi odczynni-
kami.

V/ l,ezltlta,cic przeprowadzonej eliminacji
nlożna lrrać pocl ll\ragę iedynie dwa sposoby
1lt,zvgotowav,Icze - postępowanie z wykorzy-
staniem TCA oraz proste rozcienczenie prób
vr'oilą. Sposoby te, obok stosunkowo najniż-
sz;;ch rrlartości odchyienia stand.ardorvego, pro-
wad,zą do wynikór,v zgoLlnych z rezvltatami
specyficznych metod koJ.orymetryc:znych.

Traktowanie surowicy TCA umozliwia jej
od]riałczenie i całkowite urvolnienie pierwiast-
ków ś]adowych z, kompleksów. Z teoretyczne-
go punktu widzenia usunięcie białka wyklucza
jego interfelencję chemiczną na oznaczalle
pierwiastki oraz błędy wynikłe z rożnic w wy-
dajnościach procesu rozpylenia surowicy i
standardów, W praktyce jednak ten sposób
przygotowawczy doprorradza do tzw. efektu
zmiany objętości suro-vvicy (2), powodując, że
w wytrąconyrn białku składniki drobnoczą-
steczkowe występtrją w znaczrlie niższym stę-
zeniu niż w supernatancie. Nieuwzględnienie
tego efektu daie wyniki niedokładne. Oznaczo-
ne stęzenia pierwiastków surowicy po tej pro-
ced_urze przygctowawczej są o ok. 90lo wyższe
od otrzymanych w następstwie rozcieńczenia
pi,ób wocią. Większa ilość manipulacii wyko-
nywana podczas odbiałczania prób doprołva-
dza również do uzyskiwania wyników mniej
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Cgólna a,naliza tych wyników wskazuje, że
wszystkie pcstępowania przygotowawcze suro-
wicy - z wyjątkiem jej mineralizacji .,na su-
cho" - dają dla tych samych pierwiastków śla-
ci<lwych wartości stęzeń odległe - od określo-
nych porćlwnałvczymi metodami kolorymetry-
czn5,ni - ilie vlięcej niż o | 1996. lWinerali-
zacja ptób ,,na sucho" (6 grupa prób), prowa-
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precyzyjnych (cldchylenie standardowe w tym
procesie przygotowa-wczym nie osiąga najniz-
szych wartości).

Przeprowadzona analiza r"rzyskanych wyni-
ków przemawta za lvyzszością przygoto,u.rania
prób sulowicy, polegającego na ich rozcieiicze-
niu wodą. Stosr-rjąc tę prostą proccclurę nrz.i-
gotowawczą należy pamiętać o doprowadzeniu
Iepkości roztworów standardowycil do war-
tości lepkości rozcieńczonej sttrcwic;r i urłrzględ-
nieniu wpłyłvtt pozcstałego białka na żelazo.
Można to osiągnąć w nieskomplikowany spo-
sób przez dodanie do starrdardów Cu i Zn
dekstranu, glicerolu lub inn_vch ko]oidóvr i
wzbogacenie roztworów standardowych Fe
składnikiem białkowym.

W naszym Laboratorium - oznaczełria Cu i
Zn w sur,owicy rozcieńczanej rv stos. 1:3 -prowadziliśmy wobec standardów sporządzo-
nych w 3,50/tl roztworze dekstranu (M, cz,
110 000). Podczas oznaczeń Fe w surowicy roz-
cieńczanej wodą w tym samym stosunku, po-
sługiwaliśmy się roztworami standardowymi
tego pierwiastka, zawierającymi Zalo wolnej od
żelaza (przedi.alizowanej) albuminy krwi wo-
łowej . Ir,tlztwory zabezpieczano azyclkiem sodlł
w stęzenitr 0,05%.

Nie strvierdziliśnry zadnych różnic w ,pozio-

mie oznaczanych składników w stlrowicy świe-
żejiprzech wciągtł
temp. 4oC, jest wys
dokonania o dużych
surowicy i nie zachodzi potrzeba_ je.j innego
zabezpiecza.nla pi:zed zmianami,

WniosL-i
1. Przygotowanie prób surowicy do ozna-

czeń Cu, Zn i Fe prowaclzonych płomieniową
metodą ASA, polegające na rozcieńczeniu ich
wodą rv stos, i:3. daje wyniki najbardziej pre-
cyzyjne i dokładne, pod warułrkiem, że po-

nfTEEY ,I. F.: Otlpornoói; u liotó.;v na z:k.,i.żel;._e FIąn__
irrondia lrarłmondi, (Inmunity to Elamlr:ondia harr-l-
ynondii irlfection in cats). J. Am. vet. med. Ass. 167,
373-377, 1975 (5).

Nabywanie odporności przez koty po zakażeniu
Ilammondia hammondi prześledzono na 18 lrotach
SPF w wieku 3-36 miesięcy. Jedną sztukę zakażono
jednorazov.ro doustnie, 11 sztuk zakażono dwukrotniei 1 sztukę zakażona trzykrotnie homogenatem tkanekmyszek pas lnej.
U wszys nyc no-to,wano ach e to
utrzymywało się przez okres 1-2 tygodni, Z 7I ko-tórv wukrotnie 5 ,ń,ydalało oocysty mię-dzy po zakażeniu por,vtórnym. Sponta-nicz ooeyst prześledzone na g zikaźo-
nych kotach w okresie 9 rniesięcy. Jeden kot vrydalał
oo_cysty po 27, 24, 31-33, 4-0--50, 118-120 dniach po
zakażeniu. Drugi kot zakażony dwukrotnie (6 dni po
pierwszym zakaźeniu) wydalał oocysty po 38-a8,
85-89, 133-136 dniach po pierwszym zakażeniu.
Przebieg za.każenia prześledzono ró,uvnież u kotóv.,,
które otrzymały iniekcje G-metyloprednizoiolru w od-
stępach tygodniowych w okresie ? tygodni, Induko-

niary prowadzi się wobec standardów posia-
dającvch lepkość równą lepkości rozcieńczonej
:;urowicy. W przypai]<u standardór,v Fe, sub-
stancją r_rstalająr:ą tę wielkość fizyczną oraz eli-
ilrinttjącą róznice w oznaczeniach tych samych
i:oziomów piervliastl<a w stłrowicy i l,rzorcach,
jest a]bumina suro.vicy wołowej.

2. Traktowanie surowicy TCA daie rezul-
taty o podobnym stopniu precyzji i dokład-
ircś:t, z tym zastrzeżeniem, ze wprow.ldzi się
popra,wkę uw}r§jlęclniaiącą nier:ti-g".ltonriernośĆ
|ozm.Leszczenia iclnr'lw w osadzie i roztworze.

3. Mineralizacja prób ,,na sucho" nie rnoże
być stosowana jako proces przygotowawczy
Slrt,o.,,vicy d.a oznecalnia \r/ niej Zrr i Fe.
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wany \^, ten sposób hyperadrenokortycyzm nie wpły-
wał zaró,*,no na okres prepatentny jak i na przebieg
zakażenia narzlclów miąższowych. G.

WIIITE,OCK R. H., DELI ER§ R, !V., SHIVELY J" l{.:
Adenowirusowe zapalenie .płuc u źrebięcia. (Adeno-
virus pneurnonia in a foal). Cornell vet,, 65, 393-401,
1975 (3).

Badania przeprorvadzono na 3 tygodniowym źrebię-
ciu, u którego przeC padnięciem występowały cbjawy
zabutzeń ze strony układu oddechowego. Minro stoso-
wania antybiotyków o szerokim ,spektrum działania,
l-c,kólv rozszerzających okrzela i preparatów anty|i.1"-
lninowych źrebię padło. Na czołc ziłian se}:cyjnych
wysuwało się ogniskowe zagęszczenie tkankl płucnąj,
Badania histopatolcgiczne l,vykazaly złtlszczanie na-
błonka oskrzeliliów, },,yperplazję rnałych cskrzeli i
oskizelików ota,z obecność śródjądrowych ciałek
wtrętowych typ,u A i B Corvdry v,, komórkach nabłon-
ka oskrzeli oskr.zelowegogromadziły Śl.,:.5djądrowe
ciałka wtrę w komórkacJr
nabłonka ślinianek i rv trzustce. Z llymazów z jamy
nOSOWej i gardz.ieli oraz. z narządóv,z urewt,r.ltrznych
wyizolowano wirus z grupy adenowirttsów. G.
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