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przed uplywem czasu adsorpcji wirusa, dodaé do po-
dwoéjnego ptynu Earla podwdjna ilo§é antybiotykéw
(po 200 j. na ml) oraz zwyklg ilo§é czerwieni fenolo-
wej. Odpowiednig ilo§é tego plynu przenie§¢ do jalto-
wego cylindra, nastepnie dodaé takg samg ilo§é od-
wirowanego ekstraktu embrionalnego i cylinder do-
stawi¢ do laZni wodnej o temperaturze 43—45°. Gdy
uptynie czas adsorpcji wirusa, dodaé¢ do cylindra na-
lezng ilo§¢ rozpuszczonego agaru, dokladnie wymie-
sza¢ i z cylindra pozostajgcego stale w lazni wodnej
rozlewaté zawartosé ciepls, lecz niegorgca pipeta na
plytki. Plyn nalewaé po §ciance, po czym zakrecié
plytks, celem wymieszania plynéw oraz celem po-
krycia warstwsg agaru takie i cze§ci $cianki piytki.
Chroni to przed podplywaniem na dno plytki plynéw
odzywczych, dodawanych pézniej na powierzchnie
warstwy agarowej. Po zakrzepnieciu agaru, plytki
ustawi¢ dnem do géry w cieplarce z doplywem CO..
Wytworzenie sie ,plaques” w przypadku wiruséw
ospy ptakéw wymaga przy tej metodzie 6—10 dni
inkubacji. Zachodzi wiec koniecznoéé ,dozywiania”
komérek w tym okresie czasu (18). W tym celu w
trzecim i sz6stym dniu inkubacji daé na powierzchnie
agaru plyn odzywczy o skladzie: jedna cze$§é ekstrak-
tu embrior~lnego i dwie czeéci zwyklego plynu
Earla. Na 1 ytki o $rednicy ca 40 mm daé 1,0—1,5 ml
plynu, na | ytki wieksze odpowiednio wiecej.

| : | koncentrat witamin 1)

20 ml
| roztwoér aminokwa-
80% pt. | séw L?) 20 ml
6 czesci | Eagla®) | glutamina 5% roztwér
e (pod- wodny 3) 6 ml
woéjny) antybiotyki po 200 000 j.
pl. Earla pod-
wojny ad 1000 ml
(NaHCO; pojedyriczo)
|_20% surowica cieleca
5 czeSci —| 2% agar Difco w wodzie redestylowanej

1y TC Vitamins Eagle 100 X, DIFCO. ? TC Amino Acids

L 100 X, DIFCO. 9% TC Glutamine Sterile 5% desiccated,
DIFCO. 9 W razie potrzeby pH powyiszego plynu mozna
korygowaé przez dodanie 8—10% NaHCOs.

W metodzie wzorowanej na metodzie Dulbecco (5),
yoverlay” sklada sie z podwéjnego plynu Eagla (przy-
gotowanego na podwédjnym ptynie Earla) i z surowicy
cielecej, zmieszanych w proporcji 6:5 z 2% agarem.
Dokladny sklad ilustruje nastepujgce zestawienie:

Technika wykonania jest analogiczna jak poprzed-
nio opisano. Przy tej metodzie ogniska wywolywane
przez wirusy ospy ptak6éw pojawiaja sie wezedniej, bo
na 5—6 dzien po zakazeniu hodowli i nie zachodzi
potrzeba dodawania plynéw odzywczych na po-
wierzchnie agaru. Metoda druga jest wygodniejsza,
wymaga jednak stosowania importowanych prepara-
tow, w metodzie pierwszej preparaty te zastepuje
ekstrakt embrionalny.
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Ocena metod oznaczania poziomu magnezu w surowicy

Katedra Farmakologii Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie
Kierownik: prof. dr G. STASKIEWICZ

Do oznaczania poziomu magnezu w surowi-
cy stosuje sie szereg metod i jak dotychczas
zadna z nich nie zostala uznana za metode
standardows.

W ostatnich latach za najbardziej przydatng
do badan klinicznych uwaza sie metode Lan-
ge’go (9) lub Andreansena (1). W pracy tej
zajeliSmy sie oznaczaniem poziomu magnezu
w surowicy szescioma metodami w celu wy-
brania jednej z nich nadajacej sie najlepiej do
rutynowych oznaczen.

Material i metody.

Badano surowice od 10 kréw rzeinych, w okresie
od 28.IX.—6.X.1966 r. nastepujacymi metodami:

1. Metoda posrednia przez oznaczanie fosforu (2, 6)
polega na wytrgcaniu magnezu w postaci osadu fos-
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foranu amonowo-magnezowego, kolorymetrycznym
okreflaniu zwigzanego fosforu metodg Fiskego-Sub-
barowa i obliczeniu réwnowaznej zawarto$ci magne-
ZU.
II. Metoda Carubelliego (4,10) 1 III. metoda Hola-
3ka i Flaschka (5). Polegajg na kompleksometrycznym
miareczkowaniu magnezu, kompleksonem III wobec
czerni eriochromowej T w $rodowisku amoniakalnym,
po uprzednim usunieciu wapnia.

IV. Metoda Biichnera i Schone (3) polega na spala-
niu surowicy z H,SO, i 30% H,0, w celu usuniecia
nadmiaru szczawianu amonu, ktéry tworzy z magne-
zem kompleks i utrudnia obserwacje miareczkowa-
nia (3). Po spaleniu plyn neutralizuje sie¢ i oznacza
magnez przez miareczkowanie kompleksonem III.

V. Metoda Lange’go (9).

VI. Metoda Andreansena (1). W obu metodach z61-
cieft tytanowa w érodowisku alkalicznym pH 11—12
tworzy z koloidalnie rozproszonym wodorotlenkiem
magnezowym czerwony zwigzek kompleksowy, kté-
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rego ekstyncje oznacza sie na fotometrze Pulfricha Obliczenia.
stosujae filtr S 53. Wiasciwosci te po raz pierwszy P ” — .
stwierdzil Kolthoff (7). — proby — & proby epe; .
L mgiMg E wzorca — E proby $lepej Bacyh WA
Wyniki i . _mg%Mg
Poziomy magnezu w Surowicy oznaczone przy po- ariMeg=""5

mocy tych metod podano w tabeli 1.

Tabela 1.
. -,!Eartoéci Mg (mg%) oznaczone metodami
suowiea "r T w |m [ | v | v

1 2,69 | 2,47 | 267 | 2,56 | 2,45 | 2,36
2 2,70 | 2,66 | 2,65 | 2,48 | 2,26 | 2,18
3 2,62 | 2,71 | 2,75 | 2,60 | 2,36 | 2,40
4 2,68 | 2,50 | 2,48 | 2,40 | 2,18 | 2,20
5 2,66 | 2,45 | 2,32 | 2,38 | 2,19 2,30
6 2,60 | 2,52 | 2,40 | 2,32 ' 2,20 | 2,28
7 2,60 | 2,38 | 2,40 | 2,35 | 2,30 | 2,32
8 2,65 | 2,60 | 2,58 | 2,51 | 2,10 | 2,14
9 2,60 | 2,45 | 2,44 | 2,35 | 2,20 @ 2,28
10 2,65 | 2,60 | 2,60 | 2,45 | 2,20 | 2,26

Wyniki otrzymane wg powyzszych metod sg zbli-
Zone, jednak metody polegajace na oddzielaniu wap-
nia od magnezu i na wytrgcaniu magnezu w postaci
fosforanu amonowo-magnezowego sg metodami pra-
cochlonnymi, wymagajacymi kilku dni oznaczen, zu-
zywajgeymi dosyé¢ duzg ilo§é odezynnikéw, poza tym
wytracanie wapnia szczawianem amonu jest niezu-
pelne (3), co z pewnofciag wplywa na wynik. W meto-
dach polegajacych na oznaczaniu magnezu przez mia-
reczkowanie kompleksonem III napotyka sie na pew-
ng trudnosé, gdyz przejscie barwy przy koncu mia-
reczkowania jest niezbyt wyrazne.

Poniewaz metody V i VI okazaly sie najbardziej
proste, dlatego w dalszej pracy zajeto sie tylko nimi.
W toku badan okazalo sie, ze zabarwienie roztwordw
w metodzie VI jest zbyt intensywne (ekstyncja 1,4—
1,5) dlatego ostatecznie wybrano metode Lange’go (5)
(ekstyncja 0,5—0,7).

Odczynniki.

1, Kwas tréjchlorooctowy 5%.

2. 0,1% wodny roztwér alkoholu poliwinylowego.

3. Roztwér zétcieni tytanowej — podstawowy. Roz-
puscié 75 mg zoblcieni tytanowej w 100 ml 0,1% roz-
tworu wodnego alkoholu poliwinylowego.

4. Roztwoér zoélcieni tytanowej — roboczy. Rozcief-
czyé roztwoér podstawowy w stosunku 1:10 roztwo-
rem 0,1% alkoholu poliwinylowego. Sporzadzaé w
dniu uzZycia.

5. 2,5 n wodorotlenek. sodu.

6. Wzorcowy roztwér magnezu — macierzysty.
1,0135 g MgSO,.7TH,0 rozpuszcza sie w wodzie i do-
pelnia w kolbie miarowej do 1 1. 1 ml tego roztworu
zawiera 0,1 mg Mg.

7. Wzorcowy roztwdér magnezu — roboczy. 20 ml
rogtworu wzorcowego Mg dopeini¢ woda w kolbie
miarowej do 100 ml. Otrzymuje sie roztwor 2 mg%
Mg.

Wykonanie

Do 1 ml surowicy doda¢ 5 ml kwasu tréjchlorooc-
towego, dobrze wymieszaé i odwirowaé. 3 ml super-
natantu odpipetowaé do probdwki, dodaé¢ 2 ml roz-
tworu roboczego zdélcieni tytanowej i 1 ml 25 n
NaOH. Analogicznie przygotowuje sie wzorzec i $le-
pa probe biorgc w miejsce surowicy 1 ml roztworu
wzorcowego roboczego magnezu i 1 ml wody do pro-
by §lepej. Po 10—20 minutach od momentu dodania
NaOH wykonuje sie oznaczenia na fotometrze Pul-
fricha wobec wody, stosujgc filtr S 53.

Aby przekonaé sie o powtarzalnoéci wynikéw uzy-
skanych t3 metodg wykonano 10 oznaczehn zawarto$-
ci magnezu w jednej surowicy. Uzyskano nastepujgce
'wyniki: 2,20, 2,00, 2,10, 2.17, 2,00, 2,16, 2,05. 2.09
2,10, 2,14 mg% Mg. Srednia 2,10 mgh * 0,12. Doklad-
noé¢ metody sprawdzono przez dodanie do badanych
Ppréb surowic standardowego roztworu magnezu (tab.
2).

Tabela 2.

Dodano Mg Znaleziono Mg T
mg mg Réznica
0 2,2 —
0,26 2,48 40,03
0,50 2,70 0
1,00 3,26 0,05
2,00 4,40 0,2

Sprawdzono takze czy poziom magnezu w surowicy
zmienia sie w zaleznoéci od czasu przechowywania su-
rowicy w lodéwce (0°—4°). Otrzymano nastepujgce
wyniki: warto§¢ pierwszego dnia — 2,16 mg%, dru-
giego — 2,15 mg%, trzeciego — 2,13 mg% i czwartego
— 2,10 mg%.

Wnioski.

Metoda Lange’go jest metoda szybks (jedno ozna-
czenie przy 20 probach trwa ok. 5 minut), dokladng,
nadaje sie do rutynowego oznaczania magnezu w su-
rowicy.

Pismiennictwo

1. Andreasen E.: J. Clin. Lab.

138—143,
1957.
2. Batachowskij S. A., Balachowskij M. C.: Mietody Chi-
miczeskogo analiza krowi. Medgiz. Moskwa, 1953.
3. Biichner H., Schéne W.: Pharmagzie 10, 190, 1955.
4. Corubelli R.,

Investigation 9,

Smith W, 0., Hammarsten J. F.. Clin.
Chem. 5, 45, 50, 1959.
5. HolaSek A., Flaschlika H.: Hope — Seyler’s Zetschrift

flir physiologische Chemie 290, 57, 1962.
6. Juszkiewicz T., Gorzelewske K., Madejskt Z.: Medycyna
Wet. 13, 546—549, 1957,
. Kolthoff J. M.: Biochem. Z. 185, 344, 1927,
. Marczenko Z.: Odczynniki organiczne w analizie nie-
organiczne]. Warszawa, 1959.
9. Steinbach G., Erler W., Meyer H., Schimmel D.: Archiv.
Exp. Vetmed. 18, 845, 1964.
10. Szczepanski L., Berbeé H., Wiéniewska M.: Pol. Arch.
Med. 33, 675, 1963.

@ =

Adres autora: mgr Krystyna Zimowska, Lublin, ul Aka-
demicka 11, Katedra Farmakologil.

CONNOLE M. D.,, LAWS L., HART R. K.: Zapale-
nie wymion bydla wywolane przez Mycoplasma sp.
(Mastitis in cattle caused by Mycoplasma sp.). Aust.
vet. J. 43, 157, 1967, (5).

Z 91 prébek mileka pochodzgeych od 23 kréw
mlecznych z objawami lagodnie przebiegajacego za-
palenia wymienia wyosobniono w 35 przypadkach
(14 kréw) drobnoustroje z grupy Mpycoplasma.
Wstrzykniecie hodowli wyizolowanych drobnoustro-
jow do éwiartki wymienia krowy w okresie laktacji
powodowalto lagodne zapalenie tej jak réwniez sa-
siedniej ¢éwiartki wymienia po tej samej stronie.
Wyosobnione drobnoustroje roéznily sie od Mycopla-~
sma mycoides, mimo Ze posiadaly pewne wspblne
z nig komponenty antygenowe. Byly one serologicz-
nie pokrewne (odczyn OWD) z Mycoplasma sp. wy-
izolowanymi w Queensland z przypadkéw zapalenia
stawéw u cielat. Z. G
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