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Jedynie u niewielkiej ilości ryb końce płatkow
skrzelowych zachowały formę buławkowatą, co
śl,viadczyło o skle,ieniu się blaszek skrzelowych
w tych rniejscach" Pozir tym u ryb, u których
proces choro-bowy b;rł ł:ałłzo Zaawansowan}r,
stwierdzono nrartwicę płatkćw skr;"r:,[.

porost na dnie i ścianach stawków zmienił
swe zabarwienie z brunatnego na intensywnie
zielone na skutek dominacji sinic.

W celu nie dopuszczenia do nawrotu choro-
by polecono zmienić dotychczasowy system od-
prowadzenia wody ze starvkóvy rotacyjnych z
górnego na dolny. Pozwoliło to na lepszy spływ
r,vytwarzających się w wocirie i opadających
na dno kłaczków, odrywających się od podłoza
przjl czyszczeniu stawków, przy odpływie ze
stawów umieszczono siatki o średnicy oczek
4 mm. Narybek miał rozmiary większe i nie
zachodziła obawa ucieczki jego ze stawu. Dzię-
ki temu zabiegowi kłaczki nie osadzały się juź
na skrzelach ryb. Wszystkie powyzsze zabiegi
dały pozytywne rezultaty. Śnięcia nie powtó-
rzyły się, a odłowiony narybek był normalnie
żywotny i w dobrej kondycji. Dzięki szybkiej
interwencji i przerwaniu procesu chorobowe-
go ostateczne straty przy odłowie stawków nie
były zbyt wysokie i l,vyniosły szacunkowo
30-409o.

Wnioski
1. Opisany przypadek śnięcia narybku ryb

_łosclsiowatych wskutek martwicy płatków
skrzelowych wykazał, że na etiologię tego
schorzenia mają niewątpliwy wpłyr,v nieko-
rzysine rvarunki środowiskowe, a zwłaszcza za-
nieczyszczenie organiczne. Poprawa warunków
środowiskowych powoduje cofnięcie się zmuan
chorobowych i powrót do normalnego stanu
zdrowia u ryb.

2. Zasadniczym zaleceniem pro,filaktycznym
jest zapewnienie w stawach optymalnej wymia-
ny i należytego krążenia wody oraz odpowied-
nie dozowanie ilości karmy ceiem niedopusz-
czenia do jej zalegania i rozkładu.

3, Kąpiel ryb w zieleni malachitowej araz
podawanie antybiotyków i witamin są korzyst-
nymi zabiegami pomocniczymi. Jak się wyda-
je, porvodują one likwidację zewnętrznych pa-
sożytóvł oraz niekorzystnej flory bakteryjnej
i tym sarnym ułatłviają organizmowi zwalcze-
nie choroby.
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WOJCIECH NOWACKI

ldentyfikocjo norzqdowo fosfotqzy zCIsodowej (AP) u psÓw

Z Instytlltu }-atoloBii i Tclapii zwierzą| Wydzialu Weterynaryjne3o AR We Wroclawiu

W poprzedniej pracy (ż) opisano zachowanie
się fosfatazy zaśaclowej surowicy suk w prze-
biegu niektorych schorzeń ginekologiczno-po-
łożnic7ych w aspekcie diagnostycznej przydat-
ności wykrywania wzrostu aktywności tego
enzyTil). Nie było jednak wówczas możliwe
wskazanie źrodła narządo,.vego tego enzyn}u.

W doniesieniu niniejszynl przedstawione jest
porównawcze badanie zyrnogramów AP z hłl-
mogenizatów narządow,v-ch w zestawieniu z
izoenzymem nortn:łlnie obecnym rł, surowicy
psów zdrowych i w surorvicv suk lv przebic.gu
schorzeń narządu rclonegcl_

Materia1 i meLrlrii
Materiał stanorviły:
1. surowice 27 psow (13 od zwleTząt zdrowych -12 suk i 1 samea, 14 od suk z rozpozrraniem endo-

metrźtis lub metrźti,s purulenta i paornetra (I5));
2. hornogenaty narządów pobranych od 3-1etniej su-

ki i 15-letniego psa - wyoinki wątroby, nerek, śle.
dziony, jelit - dwuńas,tnicy, jelita czczego, biodro-
wego i prostnicy oraz macicę i szpik z kości udowej
po,brano bezpośrednio po uśpieniu zw,ietząt;

3. homogenaty macic 2 suk poddanych histerek-
tomii w związku z tozpoznanym ropomaciczem.

mrinut w chłodzonym lodem moździerzu WeigiJ,a.

Ze wzg7ędtl na konieczność wprowadzenia drob-
nych mo,dyfikac ji recepturor,vych przy sporządzaniu
homogenatów, po,dano pełen tok postępowania.

W trakcie homogenizacji dodawano rozcieńczony w
sto,sunku 1 : 20 bufo,r aktywujący fosfatazę alkałicz-
ną. Bufon rnacierzys]ty składał się z 1,5 m tris i 0,2 m
alaniny; do pH 9,5 ad,iu,stowany był 0,1 m kwasem
cytrynowy,rn (3). Stosunek olb jętoścLiowy buforu do
homogenizowanego materiału był bliski 1 : 2. W trak-
cie homogenizacji dodawano również kilka krop],i
niejonowego detergentu Triton x-100, by wspomóc
uwalnianie enzymu z mitochondr,iów, lizo,somów i ją-
der (13). Do 5 ml homogenatu dodawano, kropla po
kropli, 2 mI n-butanolu wychłodzonego do tempera-
tury OoC, miesza jąc i ogrzewa jąc do 37oC przez
5 min. W ciągu nas,tępnych 5 minut ho,mogenat ochło-
dzono w lodowatej łaźni wodnej i oCwir,owano przy
ż0 000 g ptzez 20 min. w temperaturze 4oC. Wiro-
wanie rozdztielało mieszaninę na 3 warstwy: górną
butanolową, środkową zdenaturowanego białka i dol-
ną wodną, zawierającą AP (12). Na dnie osiadały
czasem większe zbjfte czą,stki materiału. Warstwę
vzodną zawierającą fosfatazę zasadową odciągano pi-
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petą pasterowską temp. -1BoC
do momentu podda ektroforetycz-
nemu w żelu agaro le 1,20ń rv bu-
f,orze weronalowym wg Grabara (5) pH B,2 przy na-
pięciu 100 V i natężeniu wyjściowym 70mA na 10

szkiełek podstawowych przez 1 godz. i 15 min.
Elektroforezę w żelu krochmalowym wykonano, na-

nosząc materiał na podwójne inserty *) Whatman 3
o wymiarach lX1 cm, Elektroforezę poziomą prowa-
dzono w układzie buforów wg P,oulika (10) przy gra-
dienc,ie potencjału B V/cm, do momentu oddalania się
1inii boranowej o B cm od linii startu,

Miejsca aktywności AP wykazano, stosując beta-
-nafty1o-fosforan sodu i Fast Błue RR (9, 14) w bu-
forze boranowym o pH 9,5 żawierającym MgSO4.

Homogenat wątroby 2 psóvl, homogenat macicy 3

psórv i 10 próbek surowicy od zwierząt chorych i zdro-
wych poddano testo,"vi oporności na temperaturę
56oC rv ciągu 10 i 15 minut, WrażIiwość na działanie
mocznika sprawdzono w następującyrn ciągu molar-
ności: 0,25;0,5; 0,75; 1,0;1,5; 2,0; w gradacji wzro-
stu rnolarności o 1 moł do 8,0 (1). Sprarvdzono też
zgodność trasy migracji eIektroforetycznej w żelu
krochmalowym izoenzymu występLt jącego !v surorvi-
cy i poszczególnych narządach. W tym celu rozdz,ie-
1ono elektroforetycznie mieszaninę surowicy i homo-
genatów narządów w zestawieniu z surowicą natyw-
ną i czystymi hoinogenatami.

Wyniki i omówienie

go w analizie porÓ\,vnawczej i wnioskowaniu
oparto e nym wżeluk 4 . Spek-
trum w oimien-
nych narządów zdrowej suki i zdrowego psa
jest identyczne (ryc. 1).

ds ;§, -,f§

Ryc. 1. Test pokrywalności migracji elektrof,oretycznej
objaśnienia: 1: homogena 2: homogenat wą-

troby+surowica suki z ro (1:1); 3:surowicasuki z ropomaciczem; 4 : ho cicy + surowica suki
z ropomaciczem (1:1) ; 5 : homogenat macicy. Homogenat'y
narządowe: 6 :nerka; 7 : szpik; 8 -śledziona; 9: wątroba;
10 : jelito czczei 77: prostnical 12:macica; 13: surowica
suki Zdrowej; 14-15 : surowice suk z ropomaciczem.

Aktywność AP widoczna w surowicach ba-
danych zwierząt, zarówno zdrowych jak i ze
schorzeniami narządu rodnego, umiejscowiona
jest na wysokości izoenzymu wątrobowego,
a częściowo także na wysokości czoła aktyw-
ności homogenatu macicy.

ł) inseft - skrawek bibuiy,
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W surowicach zwierząt zdrowych aktywność
AP jest znikoma lub praktycznie nieu,idoczna;
tylko u 7 osobników spośród 27 badanych, wi-
doczny był śIad aktywności umiejscowionej
przy linii startu po jej stronie doanodowej,

W teście oporności na temperaturę izoenzym
pochodzący z wątroby tracił w ciągu 15 min.
w 56oC szacunkowo około 50-60% aktywności.

Ryc. 2. Test opo.rności na temperaturę
objaśnienia: 1, 3, 5 : homogenat rnacic homo-

genai wątroby - doddane alziaianiu temp. 5 min.;
Ż, ł, 6 : kontrota - homogenat macicy, omoge-
nat wątroby.

W tych samych warunkach izoenzym pocho-
dzenia macicznego ulegał prawie całkowicie
zniszcze:niu (ryc. 2).

Niskie stężenia mocznika nie inhibowały AP
suTowicy t izoenzymu wątroby. W przedziale
stężenia od 0,25 do 0,5 mola mocznik działał
aktywująco, obserwowano wzmożoną akt;,w-
ność fosfatazy zasadowej, zarówno surowiczej
iak i wątrobowej . Dopiero po przekroczeniu
stężenia 1 mola aż do 3 moli obserwowaliśmy
stopniowy spadek aktywności z tendencją do
całkowitego zaniku przy stężeniu powyżej 3

moli.
In uiuo obserwowano podobny wplyw mocz-

nika u owiec żywionych z jego 'dodatkiem:
dawka 15 g powodowała gwałtowny wzrost
aktywności AP w surowicy. W przypadku da-
wek powodujących zatrucie, aktywność enzy-
mu spadła do wartości subnormalnych (6).

Enzym macicy wykazywał stały spadek ak-
tywności pod wpływem wzrastających stężeń
mocznika. Zanik aktywnoŚci obserwowaliśmy
w stężeniach powyżej 2 moli.

Test zgodności migracji elektroforetycznej
wykazał całkowitą pokrywalność alkalicznej
fosfatazy surowipy z izoenzymem wątroby
(ryc. 1).

Wnioski
W świetle przedstawionych wyników twier-

dzić można, że wzfost aktywności fosfatazy za-
sadowej w surowicy suk w przebiegu schorzeń
ginekologiczno-położniczych pochodzi głównie
z izoenzymu wątrobowego, a nie z macicy.
Świadczą o tym wyniki testów laboratoryj-
nych np. wrazliwości na temperaturę, na wzra-
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stające molarności mocznika, migracja elektro-
foretyczna, a także wysoki wzrost aktywności
tej frakcji AP u suki po usunięciu macicy oraz
identyczna lokalizacja izoenzymu surowiczego
u suk i samcow. ponadto elektroforeza kroch-
malowa surowic suk z ropomaciczem nie wy-
kazuje aktywności izoenzymów charaktery-
stycznych dla spektrum fosfatazy zasadowej
macicy.

Wyniki powyższe pozwalają twierdzić, że
wzrost aktywności AP w przebiegu schorzeń
narządu rodnego u suk jest objawem nieswoi-
stym, nie mniej może być z powodzeniem wy-
korzystany w zespole badań klinicznych.
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Hopar]xm B. -- lłgerrru@nrarlrła alKaJrrł.recKoń óoc-
AaTa3BI (HP) s oprarrax co6ar.

{ensro pa6otsr 6slłlu llaeurvrQr-maqza raro"11l.rr:B
u{efio.rnoż $ocQarastI opranoB, KoTo,tr}oż ypotsenb B
cblBopoTKe KpoBŁ cyK pactćr Bo BpeMff rJ4HeI{oJIor]4-
qe cKo-aKyu]epcxlłx sa6olesanrlń. Jzlccłe4osanlt: cblBo-
poTK]ł KpoBJ4 27 co6ar (13 s4opoesrx lr 14 6ołsHrrx);
foMoreEaTBI opraHoB cyr.u u nca: ABenaAqarrłnepctrrorł
Ku!]lKIĄ, roHKr{x KI4uIeK, noAe ggoruHoż KrtlIrr.yl, rtpaMoż
Kuu]Ku, MaTKy ]4 }tocTHEIż Ntosr (ssgrtre HenocpeA-
cTBeHHo nocJle yMepu{BJleHilfi x<nnorHux); roMorena-
Tb] MaToK 2 cyr- noABeprHyTblx rrlcTepoKToMŁI4 B
cBff3rl c ycTaHoBJIeHHoż nrouerpoż.

B ]4ccJIeAoBaHllgx np],IMeHflJII4 cJIeAyloułe MeToAa:
s.rrertpo@ope3 B x<eJIe I(paxMaJIa, TecT coBuaAeHrłE
v'ulpa\uy cbparquż, TecT qyBcTBI4TeJIbIłocTI4 K pac-
tyqelł KoHIłeHrpaqrM MoqeBr{HbI I4 T€cT IIe[oAaTJIŁ-
BocT]4 Ha TeMIIepaTypy 560 s leqelll,Ie 10 w 15 uzrłyr.
IIposeAeHIrsIe J4ccJIeAoBaHI4a [o3BoJIffIoT yTBepx<AaTE,,

'lTo onl4caHHlrż gngłarł AP npolłcxoąWT W3 neqolłl4.
l4ćcnegonarrre J43MeHeHrlrż ero axTI4BIiocTr{ Mox(eT
6rrrr nouesnblM B AI4aIHocrrrKe 14 uporuo3e gHAoMe-

TpuTa IĄ nrloMeTplTa y cyK.

Nowacki W. - Organic identification of alcaline
phosphatase in the ilog.

The purpose of the work was to identify a source
of the organ alcaline phosphatase (AP), which the
Ieve1 in sera of female dogs increases in the course
of obstetrics diseases. The studies were performed
with sera of 27 dogs (l3 cłini,cally normal, 14 sick),
homogenates of internal olgans derived from female
and male dogs (specimens of liver gp!,een, smai.l, in-
testines - duodenum, ileum, jejunum, and recturn;
uterus and bone marrow obtained r,ight after eutha-
nasia) and homogenates of uteri of two hysterecto-
mized f ema],e dogs with pyometra. The following
methods of examination were applied: starch electro-
phoresis, fraction-migration covering test, test of the
sensitivity to increased concentrations of urea, re-
sistance to 56oC for 10 and 15 min, The studies
showed that the determined AP isoenzyme in sera
is the liver origin. Its deterrrl,ination may be helpful
in diagnosis and prognosis of endometritis, purulent
mastitis and pyometritis in female dogs.

Określono przydatność do ilościowego oznaczania
pleśni w produktach spożywczych agalu z wyciągiem
drożdżowym, glukozą i oksytetracykliną (OGVA),
agaru z wyciągiem drożdżowym, glukozą i gentamy-
cyną (GGYA), agaru zawierającego chlorotetracyldinę
i czerwień bengalską (CRA) oraz agaru z dodatkiem
ch]oramfenikolu i streptomycyny i agaru z wyciągiem
drożdżowym, glukozą, oksytetracykliną, gentamycy-
ną i dodatkiem czerwieni bengalskiej (OGGYA). Oz-
naczania przeprowadzono wg metody płytek lanych.
Uzyskane wyniki pełną przydatność ba-
danych podłoży d pleśni. Dodatek do pod-
łoży czerwieni be ywał jednakże hamują-
co na wielkość kolonii. Agar z wyciągiem dtożdżo-
wym, glukozą i oksytetracykliną tracił własności
bakteriostatyczne po posiewach materiału zawierają-
cego duże ilości białka oraz po przedłużonym inkubo-
waniu w temperaturze 3? i 25oC. W przypadkach
przedłużonej inkubacji zamiast oksytetraeykliny nale-
ży stosować chloramfeniko1.

G.

§TRATING A.: Szczepionka przeciwodrowa u psów:
efektywnośó szczepionki ptzy zakażeniu zjadliwym
szczepom wirusa nosówki w aerozolu. (Measles vac-
cine in dogs: efficacy against aerozol challange with
virulent canine distemper virus). J. Am. vet. med.
Ass,, l67, 59-62, 1975 (1).

Skuteczność szczepionki przeciwodrowej w zapo-
bieganiu zakażenia zjad,liwym szczepąTr wirusa no-
sówki psów (szczep Snyder Hiill) przebadano na §zcze-
niętach w wieku 49-70 dni. 29 szczeniąt zaszczepiono
jedną z trzech szczepionek (D-Vac-M, Heterovac, En-
duracell D-M) opartych o szczep Edmonston w,irusa
odry, 6 szczentąt zaszczepiono żywą zmodyfikowaną
szczepionką przeciwko nosówce, a 15 nieszczepionych
szczeniąt stanowiło grupę kontrolną, Szczepionki po-
dawano domięśniowo w ilości 1,0 ml. Dawka szcze-
pionki przeciwodrowej wynosiła 10ł,5-105,0 TcID50,
zaś szczepionki przeciwko nosówce 103,0-103,5 TCID5O.
Szczenięta zakażono szczepem zjadliwym w aerozo-
lu między 5-7 tygodniem po szczepieniu dawką
1000 LD50 dla norek i 45 LD50 dla psów. Spośród
zwierząt szczepionych szczą>ionkami przeciwodrowy-
mi padła jedna sztuka, u 7 wystąpiła nosówka o
ostrym przebiegu, u 15 nosówka przebiegała w po-
staci łagodnej a 6 sztuk nie chorowało. Wszystkie
szczenięta szczepione szczepionką przeciwko nosów-
ce nie chorowały po zakażeniu sztucznym szczepem
zjadliwym wirusa nosówki psów.
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