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Celem pracy bylo przeprowadzenie analizy
spektrofotometrycznej w podczerwieni grzybni
Histoplasma farciminosum oraz dla poréwna-
nia innych grzybéw chorobotwérezych. Po-
stanowiono réwniez okresli¢ sktad wielocukréw
i aminokwaséw grzybni Hist. farciminosum
oraz Hist. capsulatum metodag chromatografii
bibutowej. Prace z tego zakresu w pismiennic-
twie mikologicznym sg stosunkowo nieliczne
(3, 4, 6, 7, 11, 13, 14, 16), a odnosnie Hist. far-
ciminosum brak jest w ogdle jakichkolwiek
danych na ten temat (1, 2, 15). W zwigzku
z tym, podjecie tego rodzaju badan wydalo sie
uzasadnione, tak ze wzgledéw poznawczych
jak i praktycznych.

ANALIZA ABSORPCYJNA W PODCZERWIENI
Materiat i metody

Zbadano 8 szczepdéw Hist. farciminosum (nr nr:
1,‘3, 5, 91-IP, 94-IP, 96-1P, V-4033, V-4788), 2 szczepy
Hist. capsulatum (Rv 11928, Rv 14665) oraz Crypt.
neoformans (3078), Crypt. terreus (A 933), Cand. albi-
cans (2293), Trich. mentagrophytes (3970) i Trich.
verrucosum (21/65). Pochodzenie szezepdw podano
W cz_es;ci drugiej pracy (17). Wymienione grzyby na-
mnazano na podlozach plynnych RTN (17) i Salvi-
naanttla _(12). Z odwodnionej acetonem i wysuszo-
nej w prézni grzybni przyvgotowano tabletki, przy
czym kaidorazowo brano po 2 mg substaneji bada-
nej i 300 mg KBr. Oznaczenia wykonano w speliro-
folometrze f-my C. Zeiss Jena, model UR-10 i po-
wtorzono je dla kazdego szezepu trzykrotnie.

Wyniki

Wyniki przedstawiono na spektrogramach
(fot. 1—6). Antygeny pelne postaci micelial-
nych (M) i drozdzowych (Y) Hist. farciminosum
wykazaly identyczny kontur widma w zakresie
czestosci v=4000—400 cm™!. Jak widaé na
fot. 1 i 2 dla Hist. farciminosum stwierdzono:

1. Intensywne pasma od 3600—3000 cm™1!

typowe dla wigzan wodorowych grup
hydroksylowych i aminowych,

2. Ostre pasmo w zakresie 3000—2800 cm™1,

typowe dla alifatycznych weglowodoréw,

Fot. 1. Spektogram postaci drozdzowej (Y)
Hist. farciminosum

fie

Fot 2. Spektogram postaci micelialnej (M)

Hist, farciminosum

3. Pasmo w zakresie 1680—1660 cm™!, ty-
powe dla grup karbonylowych typu ami-
dowego i deformacyjnych drgan grup NH,

4. Ponadto ekstrema absorpcji w pasmach:
1560 cm ! (wigzania amidowe II rzedu);
1450, 1420—1380, 1320 em™! (grupy CH,
deformac.), 1250, 1090-—1040 cm™! ktore
moga by¢ przypisane drganiom deforma-
cyjnym wegiel-tlen (grupy hydroksylo-
we, wigzania estrowe).

Antygeny pemle Hist. capsulatum (fot. 3) wy-
kazaty bardzo zblizony kontur widma ze
zwiekszong intensywno$cia w zakresie 1680—
1520 cm™ 1.

Fot. 3. Spektogram postaci drozdzowej (Y) Hist. capsulatum

Antygeny pelne Crypt. neoformans i Crypt.
terreus daty identyczny zarys widma (fot. 4).
W poréwnaniu z Hist. farciminosum i Hist.
capsulatum stwierdzono zwiekszong intensyw-
no$é przy 1160 1 1030 cm™! i trzy dodatkowe
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pasma absorpcji przy liczbach falowych 930,
860 i 770 ecm 1, a wiec w zakresie od 1000 do
700 cm ! typowym dla drgan CH.

Zarys widma Cand. albicans (fot. 5) byl
zblizony do widma grzybow rodzaju Crypto-
coccus z tym, ze widoczne jest dodatkowe
ostre pasmo przy 1760 cm~ 1. W pasmie tym,
typowym dla podwbdjnych wigzan karbonylo-
wych, widaé maksimum wolnej grupy karbo-
nylowej, ktérego brak przy Hist. farcimino-
sum. Ponadto w odrodznieniu od spektogramu
Cryptococcus spostrzegano w zakresie od 1000
de 700 em™! tylko jedno ostre pasmo przy
820 em™1. Trich. mentagrophytes i Trich. ver-
rucosum (fot. 6) wykazaly identyczne zarysy
widma, a w poréwnaniu z Hist. farciminosum
stwierdzono dwa ostre pasma od 3000—2800
cm™1 i dodatkowe pasmo przy liczbie falowej
1760 cm™1.

Fot. 4. Spektogram Cryptococcus neoformans

Fot. 5. Spektogram Candida albicans

Fot. 6. Spektogram Trichophyton verrucosum

Omowienie wynikow

Spektrofotometrie absorpcyjng w podczer-
wieni stosowano tak do identyfikacji bakterii
jak 1 do badania frakcji antygenowych i réz-
nych wyciggéw bakteryjnych. Riddle i wsp.
(10) przebadali tg metoda 650 szczepow
33 rodzajow bakterii i stwierdzili ze poszcze-
gblne rodzaje, gatunki, a niekiedy nawet typy,
posiadajg charakterystyczne widma absorpeji.

Na tej podstawie autorzy ci ulozyli katalog
widm, typowych dla badanych rodzajéw i pro-
ponuja uzycie go do szybkiej diagnostyki
bakteriologicznej. Metoda ta nie znalazla jesz-
cze pelnego potwierdzenia i szerszego zastoso-
wania ale spotkala sie z zywym zainteresowa-
niem. Bardzo istotnym momentem przy tego
rodzaju oznaczeniach jest Sciste ujednolicenie
sposobu hodowli 1 przygotowania proébek.
O’Connor i wsp. (8) wykazali, ze ekstrakty
acetonowe przygotowane w sposéb standardo-
wy, zachowujg widma charakterystyczne dla
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bakterii z ktérych sg przygotowane, a uzyska-
ne wyniki sg powtarzalne.

Analiza w podczerwieni wzbudzila réwniez
zainteresowanie mikologéw. Levine i wsp. (7)
stwierdzili, ze frakcje wielocukrowe poszecze-
golnych gatunkéw Cryptococcus daja podobne
widma roznigce sie jedynie intensywnoscig.
Spektrogramy drozdzakoéw oznaczyl Simons
(14), a niektérych dermatofitéw Carwley
i wsp. (3).

Antygeny pelne badanych szczepéw Hist.
farciminosum daly identyczne spektrogramy
niezaleznie od postaci wzrostowej i podtoza
uzytego do namnozenia grzybni. Wyniki te
byly powtarzalne. Z pozostalych, najbardziej
zblizony byl zarys spektrogramu Hist. capsula-
tum, natomiast wyrazne i tatwo uchwytne
roznice obserwowano u grzybow z rodzaju
Cryptococcus, Candida i Trichophyton. Wska-
zuje to na celowos$é badan w tym kierunku.
Ewentualna ocena przydatnosci tej metody
dla identyfikacji grzybéw, wymaga przebada-
nia wiekszej ilosci szezepoéw pokrewnych ga-
tunkéw 1 rodzajow. Zaleta tej metody jest
mozliwosé szybkiego wykonania oznaczen na
matej ilosci materiatu (kilka mg) co w bak-
teriologii czy mikologii jest sprawg bardzo
istotng. Spektrogramy stanowig obiektywng
i wygodng forme dokumentacji. Obserwowana
powtarzalnos¢ wynikéw wskazuje na mozli-
wos¢ stosowania tej metody dla szybkiej kon-
troli przygotowanych antygenéw, co zwlaszcza
dla badan nad strukturg antygenowg ma bar-
dzo istotne znaczenie,

CHROMATOGRAFICZNA ANALIZA
WIELOCUKROW

Materiat i metody

Do badan uzyto grzybnie postaci Y i M trzech
losowo wybranych szczepdéw Hist. farciminosum (nr
nr: 5, 94-IP, 402)) namnozonych na podilozu RTN
i Salvina-Hottla (SH) oraz frakcje wielocukrowe
(WW i Ck) tych samych szczepdéw, przygotowane
do odczyndéw serologicznych. Ponadto poddano anali-
zie grzybnie postaci Y Hist. capsulatum (Rv 14665).
Oznaczenia powtérzono dwukrotnie dla tych samych
szczepbw namnozonych na innych seriach podiozy.
20 mg suchej masy grzybni =zalewano 1 ml 1/N
H.SO, i hydrolizowano w lazni wodnej w 100° przez
12 godzin. Po ochlodzeniu hydrolizat ' filtrowano,
zobojetniano wodorotlenkiem baru do pH 4,5 i od-
dzielano osad przez wirowanie.

Chromatografie wykonywano w ukladzie opracowa-

nym przez Yermyn-Isherwooda (5) na bibule What-
man 4.
Poszezegblne cukry identyfikowano przez pordéwna-
nie ich wspoélczynniké6w rozdziatu (RF) z 0,5% roz-
tworem wzorcowych cukré4w nanoszonych na bibule
jednoczeénie z badanymi prébkami.

Wyniki

Wyniki chromatografii przedstwia tab. 1
oraz fot. 71 8.

Jak wiwaé¢ z tab. 1, fot. 7 i 8 analiza chro-
matograficzna grzybni postaci Y i M Hist. far-
ciminosum, namnozonej na podlozu RTN, wy-
kazala w kolejnosci od linii startu obecnos¢
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Tab. 1. Wyniki chromatografii wielocukréw Hist.
farciminosum, Hist. capsulatum oraz frakcji
antygenowych WW i1 CKk.

l Rodzaj cukrowcéw

l ryvbo-

Szczep galak-‘ gliko-i man- | ksy-
toza | 2a | noza | loza | za
| — - —_—

Hist. fare. Y i M ] -+ ‘ + | + ‘ L } (+)
(namn. na RTN)
Hist. farc. Y i M -+ -+ N
(namn. na SH) | |
Hist. caps. Y L | -+ = +
(namn. na SH) |
Antygeny WW i Ck. + 2 S

Hist. farc. | i

( ) oznacza nieregularne wystepowanie

z FRR

Sxlakioza
Gk

Maproza

i

- Ksylozax

R yé;_ga;

Fot. 7. Chromatogram wiclocukrow .
I — postaé Y Hist. farciminosum (RTN), II — posta¢ Y Hist
farciminosum (SH). IIT — posta¢ M Hist. farciminosum (SH)
Vi'g 7 i P
balaktoza
Glckozex
Marnozd
Ksyloze
Ryboza

Fot. 8. Chromatogram wielocukrow
IV — posta¢ M Hist. farciminosum (RTN), V — antygen WW
Hist, farciminosum (RTN), VI — posta¢ M Hist. capsulatum
(SH), VII — antygen Ck Hist. farciminosum (SH)

5 cukrowcow, a mianowicie: galaktoze, glikoze,
mannoze, ksyloze i ryboze. Ten ostatni wy-
stepowal jednak mieregularnie, gdyz na ogélng
ilos¢ 12 badanych prébek stwierdzono jego
obecnos¢ 9 razy, w tym u 2 szczepoéw postaci
Y i 1 szczepu postaci M dwukrotnie, a u po-
zostatych jednorazowo. W grzybni tych samych
szczepdbw Hist. farciminosum oraz Hist. cap-
sulatum, namnozonych na podlozu Salvina-
-Hottla stwierdzono w obydwu powtérzeniach
galaktoze, glikoze, mannoze i ksyloze. Podobne
wyniki data analiza chromatograficzna naj-

bardziej aktywnych i swoistych frakeji wielo-
cukrowych WW i Ck Hist. farciminocsum, po-
mimo ze w dwoch przypadkach grzybnia
wyjsciowa, z ktorej przygotowano te antygeny,
zawierata roéwnmiez ryboze. Przy pordéwnywa-
niu poszczegdlnych proébek spostrzegano nie-
jednakowg intensywnos$¢ plam, szczegdlnie w
odniesieniu do mannozy i ksylozy, ktore dia
postaci micelialnych byly wyraznie stabsze, co
wskazuje na pewne ro6znice ilosciowe. Naj-
intensywniej barwily sie plamy glikozy i ga-
laktozy, chociaz rozdzial ich byl staby.

Omoéwienie wynikdw

Przeprowadzone oznaczenia wykazaty, ze
grzybnia Hist. farciminosum namnozona na
podlozu syntetycznym Salvina-Hottla zawierata
zawsze te same cukrowce, niezaleznie od postaci
wzrostowe]j. W grzybni z podtoza RTN, w sklad
ktérego oproécz okreslonych chemicznie kompo-
nent wchodzita surowica cieleca, notowano do-
datkowo nieregularne wystepowanie rybozy, co
najprawdopodobniej zwigzane byto z rézng ilos-
cig kwasow nukleinowych w badanych préb-
kach. Wskazuje to na mozliwosci wystepowa-
nia réznic w skladzie chemicznym cukrowcdw
Hist. farciminosum, zaleznie od sktadu podloza
uzytego do namnazania grzybni. Droughet
i Segretain (4) stosujgc te samg metode chro-
matografii stwierdzili w grzybni Crypt. neofor-
mans kwas glukoronowy, mannocze i ksyloze,
za$ inni badacze (cyt. wg 12) rowniez galaktoze.

Stachow i Rzucidlo (16) badajge sktadniki cu-
krowcowe grzybni i konidii 7 szczepow Scopu-
lariopsis brevicalius, wyizolowanych z przypad-
kow akauliozy paznokci wykazali we wszyst-
kich te same cukrowce. W grzybni badacze ci
stwierdzili galaktoze, glikoze, mannoze, ksy-
loze, ryboze i ramnoze, a w konidiach te same
cukrowce procz ksylozy przy czym, podobnie
jak u Hist. farciminosum, najbardziej obficie
wystepowala galaktoza, glikoza 1 mannoza.
Wymienione cukrowce, a szczegélnie glikoze
i mannoze w zestawieniach z innymi, znajdo-
wano rowniez u grzybow innych rodzajow np.
Candida, Torulopsis, Trichophyton i Saccharo-
myces (Seeliger — 12, 13).

Nieznaczne roznice w skladzie chemicznym
pozwalajg przyjaé, ze probki grzybni Hist. far-
ciminosum i Hist. capsulatum mialy podobny
zestaw cukrowcoéw. Dla badan nad strukturg
antygenowa Hist. farciminosum istotny byt
fakt, ze najbardziej swoiste frakcje antygenowe
zawieraly te same cukrowece, niezaleznie od tego
z jakiej grzybni je uzyskano.

ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA
AMINOKWASOW

Material | metody

Do badan uzyto grzybnie w postaci Y i M dwoéch
szczepdw Hist. farciminosum (5, 94-IP) oraz 1 szcze-
pu Hist. capsulatum (Rv-14664) namnozonych na
podlozach RTN i Salvina-Hottla. Przygotowanie wy-
ciggéw. Sucha mase grzybni ekstrahowano kolejno

209



Nr 4

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

_ Rok XXIV

nastepujgcymi rozpuszczalnikami: 1) wodg dest. z do-
datkiem stezonego kwasu troéjchlorooctowego (10:1);
2) $6Y% etanolem; 3) woda potrojnie destylowana. Na
100 mg suchej masy grzybni uzywano do ekstrakeji
po 10 m] kazdego z w/w rozpuszczalnikow. Estrakcje
rozpuszczalnikami 14 3 przeprowadzano na iazni wod-
nej w 37°C przez 2 godz, a rozpuszczalnikiem
2 w temp. pokojowej w ciggu 4 godzin. Supernatant
odparowywano do sucha w temp. pokojowej. Celem
odpiatczenia, suchg pozostalo$¢ zalewano 10 ml 80%
etanolu i wirowano przez 20 min. przy 3000 obr/min.
Etanol odparowywano w suszarce proézniowej, a uzys-
kany osad rozpuszezano w 1 ml wody potrdjnie de-
stylowanej. Przy takim stezeniu w badaniach wstep-
nych uzyskano dobry rozdzial aminokwaséw wol-
nych.

500 mg suchej masy grzybni przemywano kolejno
w/w rozpuszczalnikami celem usuniecia wolnych
aminokwas6w. Hydrolize biatek przeprowadzano re-
destylowanym 6N HCl w zatopionych amputkach
w temp. 105—110°C w czasie 24 godzin. Celem
zmniejszenia strat tyrozyny, usunieto mozliwie jak
najdokladniej powietrze z ampulek przed zatopie-
niem. tzyskane hydrolizaty odparowano do sucha
pod proznia, rozpuszczono w 10 ml 96% etanolu, wiro-
wano 30 min. przy 3000 obr/min., a nastepnie super-
natanty odparowywano w temp. 40°C. Po wykona-
niu suchej pozostatoéci w 6 ml wody potrojnie desty-
aminokwas6w zwigzanych uzyskano po TI0zpuszcze-
niu suchej pozostaloéci w 6 ml wody potrojnie desty-
lowanej, co odpowiadaiv stezeniu 8,3 mg substancji
wyjsciowej w 0,1 ml wyciagu.

Aminokwasy rozdzielano metodg elektrochroma-
tografii bibulowe] w modyfikacji Fischl’a i Segala
zaadoptowanej przez Opienskg-Blauth (9). Na foto-
grafiach umieszczono skroty nazw aminokwasow, wg
zalecen Komitetu Biochemicznego PAN.

Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawia tab. 2 i fot.
8—14. W badanych probkach postaci Y i M
Hist. farciminosum, bez wzgledu na podtoze
uzyte do namnazania grzybni, stwierdzono 13
plam ninhydro-dodatnich (tab. 2), z ktérych
jednej nie zidentyfikowano. Pozostale utozsa-
miono z nastepujgcymi aminokwasami: gr. leu-
cyny, fenyloalaning, metioning+walina, tyro-
zyng (Slady), proling, alaning, kw.:glutamino-
wym +treoning, glicyna, seryng, kw. aspara-
ginowym, histydyng oraz argining+lizyna.
Plama niezidentyfikowana znajdowala sig tuz
pod glicyng. Przy poréwnaniu elektrochroma-
tograméw aminokwaséw wolnych (fot. 11)
i zwigzanych (fot, 13) zauwazono po hydroli-
zie pojawienia sie fenyloalaniny, tyrozyny
i proliny. Tyrozyna wystgpita w ilosciach Sla-
dowych, natomiast bardzo wyrazne plamy data
fenyloalanina oraz prolina w elektroforegra-
mach wybarwionych izatyna (fot. 10). Poza
tym na elektroforegramach wybarwionych nin-
hydryng (fot. 9)) widoczny jest po hydrolizie
wzrost aminokwaséw zasadowych (histydyny
i argininy+lizyny).

W grzybni postaci Y Hist. capsulatum
stwierdzono 21 plam ninhydryno-dodatnich,
z ktorych 4 nie zidentyfikowano (fot. 12, 14).
Jedna z tych plam umiejscowiona byla ponad,
a druga obok plamy gr. leucyny, natomiast
trzecia podobnie jak u Hist. farciminosum, po-
nizej plamy glicyny. Czwarta niezidentyliko-
wana plama, widoczna tylko w elektrochro-
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Tab. 2. Aminokwasy wolne i zwiazane Hist.
farciminosum i Hist. capsulatum
Aminokwasy Aminokwasy
wolne zwigzane
Hist. | Hist. | Hist. | Hist. | Hist. | Hist.
(.}atunelri farc. | farc. | caps. | fare. | fare. | caps.
i posta¢ | v ‘ M ‘ v v M ¥
| |
Oznaczenie ! '
prébki | 1w| 2w| 3w 1z 2z 3z
Iloé¢ nakrop-
lonej probki |60 wl| 60 pl | 60wl |5 pl | 5wl |5 ul
gr Leu + +‘|'|+ ++|++ | ++
Fen = |= |+ |++]|++]|++
Met + Wal |++4+|++|++|++|++|++
Try — — (== — - | +
u-NH, Bu — — + — = | —
Tyr = — = s HE ==
Pro. o R B N
Ala ++ |+ |+ ||
Gl + Tre |+ |4+ |+ |[++|++|++
Pro — OH — |- |+ |- |= |=
Gli el B e e e e
Ser — |+ |+ |+
Asp ++ |+ [+ |FFH[+F]+F
Hist + [+ |+ ||
arg +Liz |4+ |+ [+ |++|[++|++
BAJB — — — — — + )
Asp NH, = = = = = [=

— oznacza brak aminokwasow,
-+ Sladowa obecno$§¢ aminokwasow,
+ wyrazna obecnos$¢ aminokwasow,

+-+ bardzo wyrazna obecno$é aminokwasow.
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IFot. 9. Elektroforegramy — wybarw. ninhydryng
w — aminokwasy wolne, posta¢ Y Hist. farciminosum
— aminokwasy wolne, posta¢ M Hist. farciminosum
— aminokwasy wolne, posta¢ Y Hist. capsulatum
— aminockwasy zwigzane, posta¢ Y Hist. farci inosum
— aminokwasy zwigzane, postac M Hist. farciminosum
— aminokwasy zwigzane, posta¢ Y Hist. capsulatum
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Fot. 10, Elektroforegramy — wybarw. izatyng
w — aminokwasy wolne, posta¢ Y Hist. farciminosum
w — aminokwasy wolne, posta¢ M Hist. farciminosum’
W — aminokwasy wolne, posta¢ Y Hist. capsulatum
z — aminokwasy zwigzane, posta¢ Y Hist. farciminosum
z — aminokwasy zwigzane, posta¢ M Hist. farciminosum
z — aminokwasy zwigzane, postaé¢ Y Hist. capsulatum
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Fot, 11 Fot., 12
Fot. 11. Elektrochromatogram, — 2 w — aminokwasy wolne,
posta¢ M Hist. farc.
Fot. 12. Elektrochromatogram, — 3 w — aminokwasy wolne.

posta¢ Y Hist. caps.

matogramie aminokwaséw wolnych (fot. 12)
tuz ponad plama kwasu glutaminowego i treo-
niny byla najprawdopodobniej jakim$ pepty-
dem (intensywne wybarwienie ninhydryng).
U Hist. capsulatum utozsamiono wszystkie te
same co u Hist. farciminosum aminokwasy,
a ponadto tryptofan, kwas a-aminomastowy,
hydroksyproline oraz jako prawdopodobne
kwas B-aminomastowy i asparagine (tab. 2). Te
dwa ostatnie oraz tryptofan pojawily sie do-
piero po hydrolizie (fot. 14). Kwas «-amino-
masltowy i hydroksyprolina wystgpity jedynie
w elektrochromatogramie aminokwaséw wol-
nych (fot. 12). Zanikanie ich po hydrolizie ttu-
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Fot. 13 Fot. 14

Fot. 13. Elektrochromatogram, — 2 z — aminokwasy zwig-
zane, posta¢ M Hist. farciminosum

Fot. 14. Elektrochromatogram, — 3 z — aminokwasy Zwig-

zane, posta¢ Y Hist. capsulatum

maczy¢ mozina roéznicg stezen pomiedzy wy-
ciggami. Optymalne stezenie ustalone dla do-
brego rozdzialu aminokwasow zwigzanych
a rowniez ilos¢ nakroplonego materialu bytly
12-krotnie nizsze niz dla aminokwaséw wol-
nych. Prawodopodobnie w tym stezeniu byty
te dwa aminokwasy niewykrywalne. Nie
mozna rowniez wykluczyé, ze zostaly one
zniszczone w procesie hydrolizy.
Omoéwienie wymnikow

Pra‘c‘.e dotyczgce skladu aminokwasowego
grzybow chorobotworczych sa stosunkowo nie-
liczne. Uzman i wsp. (cyt. wg 13) stwierdzili
u Crypt. neoformans 16 aminokwasow, Przy
czym brak bylo roznic jakosSciowych i iloscio-
pomiedzy szczepami otoczkowymi a bezotocz-
gowymi. U Aspergillus usamii, Kotow i wsp.
(6) wykryli 17 aminokwasow z tym, ze noto-
wano wyrazne roznice ilosciowe, zaleznie od
wieku hodowli, Sarbhoy (11) badal wielocukry
i aminokwasy grzybow rzedu Mucorales i do-
szedl do wniosku, ze oznaczenie sktadu amino-
kwaséw moze by¢ przydatne w réznicowaniu
poszczegdlnych rodzajow, a nawet odmian.

U badanych szczepow Hist. farciminosum
niezaleznie od ich postaci wzrostowej wyka-
zano 15 aminokwasow, natomiast u postaci
drozdzowej Hist. capsulatum 20, w tym 18
utozsamionych Scisle i 2 jako prawdopodobne.
Uzyskane wyniki sa poréwnywalne, gdyz
uzyte podloza, wiek hodowli i metody do-
Swiadczenia byly identyczne. Trudno jest
oczywiScie oceni¢ czy ten bogatszy sklad
aminokwasowy Hist. capsulatum ma jakis
zwigzek z jego wiasciwosciami biologicznymi.
Warto jedynie wspomnieé¢, ze frakecje prote-
inowe (N) Hist. capsulatum byly w odczynie
immunoelektroforezy z homologiczng surowicyg
bardziej aktywne niz te same frakcje Hist.
farciminosum. Poza tym Hist. capsulatum po-
siadal znacznie silniejsze wlasciwosci imuno-
genne.

Mimo niewatpliwych waloréw jakie metoda
ta posiada dla poznania skladu chemicznego
grzybow, nie mozna przeceniaé¢ jej przydatno-
sci dla réznicowania gatunkéw, jak to czyni
Sarbhoy (11). Wprawdzie sklad aminokwaséw
jest uwarunkowany genetycznie, ale pelny ich
zestaw w mikroorganizmach zapewniaja tylko
optymalnie dobrane podloza. Poza tym zacho-
dzi¢ mogg pewne straty w procesie hydrolizy,
jak to obserwowano u Hist. capsulatum. Spo-
strzezenie to wskazuje na celowosé jedno-
czesnego analizowania précz aminokwaséw
zwigzanych (6, 11) réwniez aminokwaséow wol-
nych, gdyz pozwala to na poznanie bardziej
pelnego ich skladu w danym mikroorganizmie.
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Bogomiuy C. — CsBoiicTBa M AaHTUI€HHAs CTPYKTypa
Histoplasma farciminosum. III. CmexkrpodorTomerpu-
JecKMit u xpomatorpadmuecKmuii aHAIU3.

VCeTaQHOBMINM — METOHOM  CIIEKTPOOTOMETPUIECKOTO
aHaMIM3a B WMH@MPaAKpPacHOM M3yUeHMM XapaKTepuCTH-
YgecKMe CIIeKTPOrPaMMbl AJA MCCIEAOBAHHBIX IITAMMOB
pomoe Histoplasma, Candida u Trichophyton B gma-
mazode oT 4000 mo 400 cM !, 4TO IIOKa3bIBACT Ha BO3-
MOXKHOCTb MCIIOJbL30BAHMA 9STOTO MeToAa JAJdA KOH-
TPOJA TPUOKOBBIX AHTUIEHOB NPEIHA3HAYAEMBIX 1A
ceposornuecaux uccnepopanmit. Muuennit o6enx dopm
pocra (¥, M) Hist. farciminosum wnesn ONMHAKOBBIN
COCTAR MONMCAXAPHAOE M aMMHOEMCHOT. Mpnmenuit
HAMHOKEHHBI Ha cpege mo Salvin-Hottl comepzkaxn
rajakTo3sy, KO3y, MAaHHO3Yy M KCWUJIO3Y; B Pa3sBOIKEe
"a cpefe RTN wmabirogann uHODAA Takxke pubosy.

. PhAl, Meth + Wal, Tyro, Pro, Ala, Glu —+

dopm ¥ u M Hist. farciminosum 15 aMMHOKMCIOT
(gr Leu, Fen, Met+Wal, Tyr, Pro, Ala, Glu+Tre,
Gli, Ser, Asp, Hist, Arg+Liz). B muneann Hist. capsu-
latum (dopmbl ¥) Kpome BBINIEHA3BaHHBLIX 15 aMMHO-
gueaor Hauum eufe 5 (Try, —NH,, Bu, Pro—OH u Be-
poarno BAIB m Asp NH,). OnucanHble pPe3yJIbTATLL
HOKAa3bIBAICT HA BO3MOXKHOCTL IPMMEHEHMA B.H. Me-
TOZa B KA4YECTBE BCIOMATATENBHOTO ANA anuddgepen-
nuanmu oboux BULOB.

Woloszyn S. — The investigations on the nature and
antigenic structure of Histoplasma farciminosum.
Part III. The spectrophotometric and chroma +
-+ ographic analysis.

The spectrophotometric analysis in infra-red sho-
wed the characteristic spectrogrammes for the inves-
tigated fungi of the genus of Histoplasma, Cryptoco-
ccus, Candida and Trichophyton within the limits of
4000 — 400 ecm—'. This fact shows the possibility of
using this method in the control of mycotic antigens
destinated for the serological investigations. The my-
celium of both of the increasing forms (Y, M) Hist.
farciminosum had the same polysaccharides and ami-
no acids. The mycelium multiplied on the culture
medium of Salvin — Hottl contained galactose, glu-
cose, mannose, xylese and in the mycelium of the
RTN culture medium also the irregular occurence of
ribose was noted. 15 amino acids were indentified in
the mycelium of Y and M from of Hist. farciminosum
by the chromatographic method namely gr-Leu,
Threo,
Gly, Str, Asp, Hist, Arg + Lys.

In the Hist. capsulatum (Y form) mycelium 5 more
amino acids were noted (Tryp, —NH,, Bu, HO-Pro
and perhaps BAIB and Asp NH,). These results show
the probable possibility of using this method as a
help in differenciation of these two kinds of Histo-
plasma.

STANISEAW WOLOSZYN

Badania nad wfasciwosciami i budowa antygenowg
Histoplasma farciminosum (Cryptococcus farciminosus — Rivolta)
Cz. IV. Oznaczenie wrazliwosci na niektore antybiotyki
przeciwgrzybicze

Katedra Epizootiologii Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie
Kierownik: prof. dr 5. KRAUSS

Celem badan bylc oznaczenie wrazliwosci
Histoplasma farciminosum na niektore, stoso-
wane obecnie w lecznictwie, antybiotyki prze-
ciwgrzybicze. W dostepnym pismiennictwie nie
spotkano zadnych prac dotyczgcych tego zagad-
nienia i dlatego podjecie takich badan wydato
sie celowe tak ze wzgledéw poznawczych jak
i praktycznych. Warto bowiem podkresli¢, ze
dotychezas brak jest skutecznych Srodkéw w
leczeniu epizootycznego zpalenia naczyn chion-
nych u koni (1, 4, 9, 15, 16).

Materiat i metody

W badaniach postugiwano sie nastepujacymi prepa-
ratami:

1. Gryzeofulwina — (Grisovin Gloxo Lab., England)

2. Nystatyna — (prod. Polfa — Krakow zawierajgca
3500 j. w 1 mg)

3. Amfoterycyna B —
amp. a 50 mg)

(Fungizone — Sguibb —
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4. Trychotecyna — (prod. Inst. Antybiotykow —
Moskwa)

Oznaczenia przeprowadzano na podiozach ptynnych
Salvina — Hottla z 5 losowo dobranymi szczepami
postaci drozdzowe] i 5 postaci micelialnej Histoplasma
farciminosum. (nr nr 2, 5, $4-1P, V-4033, V-4574). Po-
chodzenie szczepow podano w drugiej czescl pracy
(Woloszyn — 19). Najpierw sporzadzono roztwory wyj-
sciowe antybiotykéw w odpowiednich rozpuszczalni-
kach, gryzeofulwiry w 6% alkoholu (10 mg/mi),
nystatyny w dwumetyloformamidzie (10 mg/ml), oraz
trychotecyny w acetonie (1000 mg/ml). Nastepnie roz-
ciehiczano je buforem fosforanowym i kolejne rozcien-
czenia dodawano w ilo$ci 0,1 na 4,9 ml podloza tak,
aby uzyskaé¢ stezenia 50, 40, do 10; 9, 8, 7, do 1; 0,9,
0,8 do 0,1 png/ml podioza. Na tak przygotowane podloze
posiewano po 0,1 ml 3 tyg. hodowli Hist. farcimino-
sum, ktora bezpoérednio przed tym rozbijano przez
1 godz na trzesawce, celem uzyskania homogeare;
zawiesiny grzybni.

Kontrole stanowilo podioze bez antybiotyku (K-I}

oraz 3 podloza z dodatkiem najwyzszych kolejnych
rozcienczen samego rozpuszezalnika (K-II). Aktyw-



