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2. Mleko od dostawcéw uspoltecznionych i
indywidualnych cechuje niewielki ~udzial mi-
kroflory kwaszacej, wsréd bakterii niekwasza-
cych dominujg drobnoustroje psychrotrofowe.

3. Poprawe stanu sanitarno-higienicznego
surowca mlecznego mozna uzyskaé jedynie po-
przez rygorystyczne przestrzeganie zasad higie-
nicznych przy udoju, przechowywaniu i tran-
sporcie mleka, na drodze od producenta do od-
biorcy.
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Mwunsko K., Banxonckas M.. Haspouxas K. — M-
KEDPO0MOIOTHIECK Wi AHANNE MOJOUHOTO CBHIDELH, BLILYC-
KaemMoro B XoidiicTBax 0000INecTBENeHHOTO W WHIN-
BUAYATLHOTO cekTopor Ipambexoro noemoncrsa.

Mposenu MurpobuomormHuecke wucemenosamms 172
npo6 ceIporo Mosmoxa., B ToM 100 mpod u3 0B6o6rrecT-
BEHHBIX XO3AMCTE M 72 mpodbl U3 UUIMBUIVAILUOTO
cexTopa. MOMOKO 13 OGOBIIECTRICHHULIX XO3SYCTER CO-

ZDZISELAW GLINSKI, MAREK CHMIELEWSKI

aepkano B cpegueM 50,6 MIn MMXPOOPraHu3MoOB R
1 cM3, B ToM KBacamme Gakrepum cocrasasiau 17,5%,
ncuxporpodusie 18,1%, a rtemmoyeroitdimenie 2,3%. B
MOJIOKE OT WMHAMBUIYAJBIBIX MNOCTABIIMKOR 006HaApy-
KU B cpegdeM 41,0 MaIH MMKDPOOPrasM3MOB B 1 cMm3,
Keacaue 6axrepun cocraBiasau 37,3% MUKRPODIODEL,
ncuxoTpodeiaele 19,0%, a Temmoycroiiumeeie 0,9%. B
Monoke 0606I1IeCTBIEHIIOr0 cexTopa TUTP coli cocTab-
asanx 0,0001—0,00001, B MOIOYHOM CLIDBE OT UHIUBMI-
IYaJNbHBIX TIIcoTarIMkeorB (,001—0,0001. Hanuame xoa-
TYIa30TONOKUTETbHBEIX  CTAMOMUIOKOKKOB B 1 cMm® xa-
pakTepusorano 75,0% upob 13 0606IIeCBEIEHHBIX XO-
3amcTB u 61,2% npob6 uz WHAUBUAYAJIBUOTO CEKTODA.

Milko K., Bialkowska M. Nawrocka K. — Micro-
biological analysis of milk produced in large stale
farms and in individual ones in the Gdafisk provin-
ce.

Bacteriological examinations of 100 milk samples
taken from the cows state farms and 72 samvles
from individual cowsheds were performed. Milk of
the state farms contained on an averase 50.6 mill-
ion of bacterial cells in 1 ems3, acidifier bacteria
were in 17.5%. psychrovhilic in 18.1% and thermore-
sistant in 23%. In milk from individual farms
there were found: 41 million of bacterial cells in
1 em?® including 37.3% of acidifier bacteria, 19.0%
of psychrophilic ones, and 0.9% of thermoresistant

germs. E. coli titer was 0.0001—0.00001 and the
presence of coagulase-positive staphvlococci was
noticed in 75% of the samples of milk from the

state farms, and in milk taken from individual
farms the data were 0.001—0.0001 and 61.2%, res-
pectively.

Badania nad wykrywaniem pozostatosci soli cholinowej

N - glukozylopolifunginy w miodach

Instytut Chordb Zakaznych 1 Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego AR,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Wprowadzenie nowych antybiotykéw do te-
rapii chordb czerwia i pszczd! wymaga., poza
okrefleniem wrazliwo$ei czynnika etiologicz-
nego na badany antvbiotyk. ustaleniem wiel-
kodci dawki, sposobdw podawania 1 ocenv
skutecznosci terapeutycznej w chorych rodzi-
nach, réwniez oznaczenia czasu utrzymvwania
sie ich aktywno$ci w materiale stosowanvm do
podkarmiania rodzin. mozliwodei przechodzenia
i czasu utrzvmywania sie antybiotvku w mio-
dzie przeznaczonym do konsumpcii. W przy-
padku zanieczyszczenia miodu antvbiotvkami
zwlaszeza o dlugim okresie degradacii istnieia
uzasadnione obawy, zZe moga one wywieraé
niekorzystny wplyw na organizm czlowieka. Z
tych wzoledow FAO—WHO (4) postuluie ko-
niecznos$é okredlenia ewentualneso zanieczysz-
czenia miodéw konsumpeyinveh antvbiotvka-
mi i ustalenia czasu karencii tveh zwiazkdéw.

Ten postulat dotyvezv antvbiolvkéw o szero-
kim  spektrum dziatania lub dlugim okresie

degradacji, szczegdlnie za$ antybiotykow, kto-

732

re sg stosowane réwnoczednie w leczeniu ludzi
i zwierzat,

W celu wykrywania zanieczyszczeni oraz
utrzymywania sie antybiotykéw w miodzie i w
syropie leczniczym wvkorzystywana jest nai-
czedciei metoda mikrobiologiczna, rzadziei me-
toda chromatograficzna. Metoda mikrobiolo-
giczna — cylinderkowo-plytkowa, plvtkowa =z
uzyciem basenikéw wglebnych — umozliwia
jedynie wykrycie form biologicznie czynnych
antybiotykéw w badanym produkcie. Czesto
obserwowane wiagzanie sie antybiotykéw z nie-
ktérvmi skladnikami produktéw pochodzenia
biologicznego. ktére prowadzi do obnizenia ak-
tywnosdci biologicznej antybiotvku wplvwa u-
iemnie na czulo§é metody (3). W przypadku
miodéw nalezy vprzv tym uwzglednié hamuia-
ce dzialanie na szczepv testowe drobnoustro-
iéw substancii przeciwbaktervinveh wystepu-
jacych w miodach (2, 16). zwlaszcza {zw. inhi-
biny (13, 25). Metody mikrobiologiczne wyko-
rzystano m.in. do oznaczania wystepowania
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oraz degradacji w miodzie wzglednie w syropie
cukrowym antybiotykéw z grupy tetracyklin
(6, 7, 14, 17, 21), penicyliny i streptomycyny
(4, 17), erytromycyny (14), amfoterycyny B i
nystatyny (11).

Metody chromatogralticzne, fluorometryczne
i spektrofotometryczne umozliwiajg wykrycie
“obecnosei zarowrno biologicznie aktywnych, jak
i nieaktywnych skladnikéw antybiotyku, nie-
kiedy rowniez produktéw jego degradacii. W
przypadku miodow wymagaja one z reguly eli-
minacji niektéryeh ich skladnikéw przed ozna-

czeniem antybiotyku np. bialek, barwnikow,
weglowodandéw  wplywajaeych niekorzystnie

na czulodé i swoistose metody.

Chromatografie cienkowarstwowa wykorzy-
stano do wykrywania obecnosci sulfonamidow
w miodzie (14) oraz rozdzialu i identyfikacji
aktywnych biologicznie skladnikow kompleksu
polifungin (20). Metode fluorometryczng wpro-
wadzono do oznaczania poziomu tetracyklin w
tkankach. plazmie, krwi i kosciach zwierzat
(18). w organizmie czerwia i pokarmie pszczol
(1). W dostepnym piémiennictwie brak jest ba-
daft nad =zastosowaniem metody spektrofoto-
metryeznej do wykrywania obecnosci antybio-
tyku w miodzie. Korczagin i wsp. (19) poslugi-
wali sie ta metoda w badaniach nad oczyszcza-
niem i dystrybucjg nystatyny w organizmie
zwierzat.

Uzyskanie pozytywnych wynikéw w bada-
niach nad stosowaniem soli cholinowej N-glu-
kozylopolifunginy (antybiotyk tetraenowy typu
nystatyny) w leczeniu grzybicy otorbielakowej
czerwia pszczoly miodnej (9, 10, 11, 12) byto
powodem podjgcia badan nad:

— poréwnaniem przydatnosci metody mikro-
biologicznej, chromatografii cienkowarsiwowej
i, metody spektrofotometrycznej do wykrywa-
nia pozostalosci soli cholinowej N-glukozylopo-
lifunginy w miodzie,

— okregleniem ewentualnego zanieczyszcze-
nia miodéw pochodzacvch z rodzin leczonych
antyhiotykiem w zaleznosci od wielkosci daw-
ki, czestotliwodei i formy stosowania antybio-
tyku.

Material i metody

W badaniach wstepnyeh, w ktérych okreslano przy-
dalnpsd  metody mikrobiologiczne], chromaftogralii
cienkowarstwowej 1 metody spektrofotometrycznej sto-
sowano: sol chelinowa N-glukozylopolifunginy (2000
j/mg. Instytut Przemystu Farmaceulycznego, War-
szawa), miody z dodatkiem aniybiolyku w ilodei wd
0,5 do 3,0 ug/ml, te same miody bez dodatku an-
tybiotylku, 10% bufor fosforanowy (pH 6,5) zawierajg-
cv antybiotyk w iloscl od 0,5 do 30,0 ug/ml (metoda
mikrobiologiczna), roztwory antybiotyku w metanolu
w stezeniach od 0,1 do 30,0 ug/ml (pozostale meto-
dy). :

W metodzie mikrobiologiczne] badania przeprowa-
dzono na peodlozu stalym wg Sabourauda (pH 6,5)
metods basenikéw wglebnych o pojemnosei 0,5 ml
wobec Saecharomyces cerevisize (MIC dla soli cho-
linowej N-glukeozylopolifunginy = 2.0 j/ml). Tnokulum
stanowila spluczyna komérelk S. cerevisige z podlo-
loza sialego w PBS o zawartosel 255102 komorek/ml.

Do podloza wzrostowego o femperaturze 45°C doda-
wano zawiesina S. cerevisice w stosunku 3,5 ml pod-
loza i 1 ml zawiesiny. Baseniki wypelniano probkami
miodu  rorcienczonego wym. buforem fosioranowym
i inaktywowanego w lazni wodne] (80°C, 30 mln.)
oraz buforem fosforanowym z dodatkiem odpowied-
nich stezen antybiotylu. Wielkos¢ stref zahamowania
odezytywano po 24 i 48 h i inkubacji w 37°C. Za-
wartosé biologicznie czynnego antybiolyku w bada-
nym materiale okreilono na podstawie wielkosel stref
zahamowania wzrostu referencyjnego szczepu z Kkrzy-
wej standardowej sporzadzonej dla buforu fosfora-
nowego z dodatkiem antybiotyku (15). W przypadku
gdy midd bez antybiotyku wywieral dzialanie hamujg-
ce w wynikach odeimowano wielkos¢ j=go strefy za-
hamowania od sirefy zahamowania tej samej prohki
miadu, do kiéregh dodano antybiotyl przed rozcien-
czeniem butorem [osforanowym i inaktywacia.

W badaniach chromatograticznych i spektrofotome-
trycznych stosowano prébki miodu w iloéci 30 g za-
wierajgce od 0,5 do 30,0 ug/antybiotyku na 1 g miodu
oraz bez antybiotyku, ktére -ekstrahowano 5-krotnie
alkoholem metylowym (1 h), kazdorazowo w jloéei
30 ml Uzyskane ekstrakty po polaczeniu wirowano
(2500X g), zas§ klarowny supernatant po zageszezeniu
do objetodci 30 ml w suszarce prozniowej uzywano
do dalszych badan. W badaniach stosowano ponadto
roztwory &oli cholinowej N-glukozylopolifunginy w
metanolu w stezeniu od 0,5 do 30,0 ug/ml.

W metodzie chromatografii cienkowarstwowej sto-
sowano uklad rozwijajacy o skladzie chloroform :me-
tanol :woda (30 :18:4), odezynnik cerowy (siarczan
ceru 1,0 g molibdenian amonu 2,5 g 10% kwas siar-
kowy 100 ml), piyiy szklane Merck DC Fertigplatten
K selgel 60F 254, Na plyty nakraplano w odstepach
2 em po 1, 2, 5 i 10 pl supernatantu uzyskanego po
ekstrakeji miodow oraz rozfwory antybiotyku o zna-
nym stezeniu. Po nasyceniu komory szklanej para-
mi ukladu ustawiano w niej plyty z nakroplonymi
préblami tak, aby byly one zanurzane W ukladzie na
glebokosei 1 cm. Chromafogram rozwijano okolo 3h
(21—22°C) tj. do chwili przejscia ¢zola rozpuszezalnika
na odleglodé 1 em od gornej krawedzi ptyty. Chroma-
togramy po wysuszeniu w temperaturze pokojowe]
opryskiwano odezynnikiem cerowym i wywolywano
w 120°C przez 10—15 min. W badanym ukladzie, zale-
canym przez Plociennilk i wsp. (23) najszyvbeie] prze-
suwaly sie skladowe soli cholinowej N-glukozypoli-
funginy. kiére znnczale preewyzszaly szybkoseia sklad-
nilki naturalne miodu, wysteptijace w ekstrakeie me-
tanolowym micdu.

Oznaczenia ilojciowe zawartosci antybiotyku w ba-
danym materiale przeprowadzono w oparciu o pomia-
ry powierzchni plam {planimetria), rozwijajac row-
noczesnie z badanymi probkami roztwory antybioty-
ku o znanym stezeniu nangszone na chromatogram w
identycznych ilosciach co ekstrakty probek badanych.

W metodzie spektrofotometryczne] klarowne ekslrak-
ty prabek poddano analizie na snektrofotometrze UV-
_VIS-Specord C. Zeiss wg Korezaging 1 wsp. (19)
w cely stwierdzenia w nich obeenoéei charakferystyez-
nego widma telraenowego (275—325 nm). Oznaczono
ekstynkcie wladciwa oraz widmo absorpeji w obsza-
rze 975350 nm dla roziworéw soli cholinowej N-
-glukozylopolifunginy w metanolu, eketraktdw miodu
zawieraigcveh znane stezenia antybiotyku oraz ek-
straktéw miodu bez antybiotyku.

Badania and mozliwosécig zanieczyszczenia miodu
przeprowadzono na miodach, ktére pochodzily z:

__ 97 rodzin zdrowych, w ktérych czerw na pla-
strach opryskano jednorazowo, dwukroinie lub czte-
rakrotniec w odstepach 5 dni syropem zawierajagcym
500 lub 1000 mg antybiotyku/250 mi,

—— 97 rodzin chorych na grzybice otorbielakowa, W
ktérych antybiotyk w dawce 500 mg/250 ml stosowa-
no w formie Dbezposredniegno opryskiwania chorego
czerwia, dwukrotnie i eczterokrotnie w odstepach 5
dni.

- 733
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Probki do badan pochodzily z plastrow  magazy-
nowych z miodem oraz z zopasow miodu z plastréw
sasiadujgcych z plastrami, na ktérych byl usytuowa-
ny czerw leczony. Mioéd pobierano przed leczeniem
oraz po 95, 10 1 15 dniach po leczeniu. Ponadto pobie-
rano do badan midéd z pierwszego miodobrania. Do
badan wiaczono probki miodu z pierwszego miodobra-
nia po leczeniu z 90 rodzin chorych, w ktérych an-
tyblotyk stosowano w dawce leczniczej (100 mg/250 mi)
jednorazowo (30 rodzin), dwukrotnie (30 rodzin)
i czterokrotnie w odstepach 5-dniowych w formie
opryskiwania chorego czerwia na plastrach. Kontrole
stanowil midd z pasiek nieleczonych, do ktérego przed
rozcienczeniem (metoda mikrobiologiczna) lub ekstrak-
cjg (metoda chromatograticzna) dodano sél cholinows
N-glukozylopolifunginy w iloéci od 2 do 20 j/g bu-
for fosforanowy 1 metanol zawierajgcy od 2 do 20 j
antybietyku/ml.

Wyniki 1

W leczeniu grzybicy otorbielakowej czerwia
sq stosowane: nystatyna, amfoteryeyna B, rza-
dziej aktidion. Jakkolwiek szczepy Ascosphaera
apis sa in vitro wrazliwe na te preparaty, to
jednakze ich stosowanie w grzybicy otorbiela-
kowej nie daje w pelni zadowalajacveh wyni-
kow. Ponadto cechuja sie one duza toksyeznos-
cig dla czerwia i pszezol, sg nierozpuszezalne w
wodzie, co utrudnia ich stosowanie w formie
podkarmiania lub opryskiwania, posiadajg diu-
gi okres degradacji w miodzie i sa stosowane
w leczeniu grzybic ludzi i zwierzat gospodar-
Skich. \

Sol cholinowa N-glukozylopolifunginy dobrze
rozpuszczalna w wodzie wykazuje wyzsza ak-
tywnosé w stosunku do A. apis w poréwnaniu
do amfoterycyny B i nystatyny (10), jest ma-
to toksyczna dla czerwia i pszczél i W prze-
wazajace] liczbie przypadkéw przyczynia sie
do likwidacji choroby i jej nawrotow (9, 11).
Jest ona stosowana przy tym wylacznie w te-
rapii grzybicy otorbielakowej, przez co spel-
nia od dawna wysuwany postulat o niewpro-
wadzaniu do lecznictwa-zwierzat antybiotykow
stosowanych u ludzi. Niemniej jednak, ze
wzgledu na dos$é diugi okres degradaciji w mio-
dzie, ktory w 34°C wynosi okolo 33 dni, w
18°C do 3 miesiecy (12), istnieje teoretyezna
mozliwoé¢ zanieczyszezenia miodu antybioty-
kiem stosowanym w dawkach leczniczych.

W celu wykazania, czy przy stosowanej me-
todzie leczenia i dawkach antybiotyku ma
miejsce zanieczyszczenie miodu konsumpeyij-
nego antybiotykiem, podjeto badania nad do-
borem metody okreslania pozostalosei soli
cholinowej N-glukozylopolifunginy w miodzie.
Badania wykazaly do§é wyrazne réznice w
czulosci stosowanych metod. W metodzie mi-
krobiologicznej wykrywano 2,0 i soli cholino-
wej N-glukozylopolifunginy w 1 g miodu i 1,0
j antybiotyku w 1 ml buforu fosforanowego.
Ogrzewanie probek na tazni wodnej przed
przystgpieniem do oznaczen powodowalo inak-
tywacje substancji o dziataniu przeciwbakte-
ryjnym zawartych w miodzie, przez co wyklu-
czalo ich dzialanie hamujace na szczep referen-
cyiny S. cerevisiae (5, 8, 13, 22, 25). Za duzs
powtarzalnosciag metody mikrobiologicznej prze-

omoOwienie
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mawia fakt uzyskanych 100% wynikow dodat-
nich z préobkami miodéw, ktére zawieraty 2,0 j
antybiotyku/g. Jednakze w  odosobnionych
przypadkach podtoze hodowlane przerastalo,
od strony basenikéw z miodem, drobnoustro-
jami, ktore zanieczyszczaja midéd 1 sa oporne
na dzialanie antybiotykéw polienowych. W
miodach wystepuja grzyby osmofilne oraz
drobnoustroje rodzaju Lactobacillus i Pseudo-
monas (9). Ze wzgledu na fakt, Zze zahamowa-
nie wzrostu S. cerevisicge moze nastgpi¢ pod
wplywem innych antybiotykow (nystatyna,
amfoterycyna B), wskazane jest uzycie w meto-
dzie mikrobiologicznej jako szczepu referencyi-
nego mikroorganizmu o duzej wrazliwosci na
s6l cholinowg N-glukozylopolifunginy, mniej-
szej na inne antybiotyki polienowe, Chojnow-
ski i wsp. (3) w metodzie mikrobiologicznej
przy okreslaniu wchlanialnosci polifunginy i
nystatyny, ich trwalosci w sokach trawien-
nych, plynach wustrojowych i homogenatach
tkanek stosowali S. cerevisiae i Kloeckera api-
culata o réznych warto§ciach MIC dla bada-
nych antybiotykéw.

Rye. 1. Chromatogram cienkowarstwowy na Zelu
krzemionkowym wywolany odczynnikiem cerowym.
1. — miéd+s6l cholinowa N-glukozylopolifunginy
(10 j/g), 2. — midéd badany, 3. s6l cholinowa N-glu-
kozylopolifunginy (4 j/ml)

Na chromatogramach w zelu krzemionko-
wym w badanym ukladzie najszybciej przesu-
waly sie skladowe soli - cholinowej N-gluko-
zylopolifunginy, ktére dawaly 3—4 zlewajace
sie ze sobg plamy (ryc. 1). Przewyzszaly one
znacznie szybkoscia przesuwania skladnikow
miodu, ktére mimo stosowanej metody ekstrak-
cji przechodzily do ekstraktu. Ich obecnosé nie
intereferowala jednakze z antybiotykiem i dla-
tego ekstraktéw nie oczyszezano na sicie mo-
lekularnym (14). Czesto obserwowane na chro-
matogramach ,,ogonowanie plam’ moglo wig-
za¢ sie z miejednorodnodcig antybiotyku, nie-
calkowitym jego oczyszczeniem, wzglednie cze-
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éciowa degradacja w miodzie. Stosowana W
terapii i w badaniach sl cholinowa N-glukozy-
lopolifunginy jest bowiem otrzymywana Wy-
lacznie w skali poltechnicznej. W sklad anty-
biotyku wchodza trzy komponenty, o czym
$wiadezy rowniez obecno$é trzech pikow w a-
nalizie spektrofotometrycznej. Metoda chroma-
tografii cienkowarstwowej wg Plociennik i
wsp. (23) pozwala na oceng skladu jakosciowe-
go polifungin i jest pierwszg metoda, ktora u-
mozliwia rozdzial kompleksu tetraenéw ma po-
szezegolne skladniki. Wprowadzenie planimet-
rowania wielkosci plam umozliwilo przepro-
wadzenie oznaczen iloSciowych.

Stosujac pieciokrotna ekstrakcje miodu me-
tanolem plamy odpowiadajace soli cholinowe]
N— glukozylopolifunginy otrzymywano dopie-
ro po naniesieniu na piyte 10 ul ekstraktu z
miodu, ktéry zawieral 10 j antybiotyku w 1 g.
Stad tez w badaniach miodéw pochodzacych z
rodzin leczonych nanoszono na plyty chroma-
tograficzne 10 pl probki ekstraktow badanych

miodéw. Natomiast stosujac roztwor antybio-.

tyku w metanolu wyrazne plamy uzyskiwano
na chromatogramie po naniesieniu 10 pl roz-
tworu, ktory zawieral 2,0 j antybiotyku w 1ml
metanolu. Metoda chromatografii umozliwia
wykrycie produktow degradacji polifunginy,
kiore wystepuja na chromatogramach w calym
kompleksie antybiotyku (20). Przy zastosowa-
niu metody bioautografii jest mozliwe odroz-
nienie form biologicznie czynnych antybiotyku
pd frakeji nieaktywnych.

W metodzie spektrofotometrycznej charakte-
rystyczne dla soli cholinowej N-glukozylopo-
lifunginy widmo absorpeji przy =304 nm uzy-
skiwano przy wyjsciowym stezemiu antybioty-
ku w miodzie wynoszacym 10 j/g miodu (rye.
9). Niezmiennoé¢ widma absorpeji w nadfio-
lecie soli cholinowej N-glukozylopolifunginy
w poréownaniu do polifunginy wykazali Plo-
ciennik i wsp. (24). Skladniki miodow ciemnych
zawarte w ekstraktach metanolowych interfe-
rowaly z widmem absorpeji. Diatego w bada-
niach nad pozostatosciami antybiotyku w mio-
dach stosowano metode mikrobiologiczng i
chromatografie cienkowarstwowa.

L~
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Ryc. 2. Widmo w UV w obszarze 275—350 nm wycia-
gu metanolowego miodu o zawario$ei 10 j soli choli-
nowej N-glukozylopolilunginy/ml

Przy stosowanych dawkach leczniczych soli
cholinowej N-glukozylopolifunginy w formie
opryskiwania chorego czerwia na plastrach
nie stwierdzono obecnosci antybiotyku w mio-
dzie z pierwszego miodobrania po leczeniu,

probkach miodu z plastrow zaczerwionych u-
sytuowanych w sasiedztwie plastrow z leczo-~
nym czerwiem. Jedynie w miodzie z plastrow
przylegajacych do plastréw z czerwiem opryski-
wanym antybiotykiem przy zastosowaniu dzie-
sieciokrotnie wyzsze] dawki ed dawki leczni-
czej (1000 mg/250 ml) po 5 i 10 dniach po za-
biegu w 10% probek miodu wykazano obecnoscé
antybiotyku. Do zanieczyszczenia miodu doszlo
najprawdopodobniej w trakcie opryskiwania
czerwia.
Wnioski

1. Metoda mikrobiologiczna i metoda chro-
matografii cienkowarstwowej moga znalezc
zastosowanie do wykrywania soli cholinowej
N-glukozylopolifunginy w miodzie. :

2. W oparciu o te metody nie stwierdzono
obecnosci soli cholinowej N-glukozylopolifun-
giny w miodzie z pierwszego miodobrania z
rodzin, w ktorych antybiotyk stosowano jed-
no-, dwu-, lub czterokrotnie w dawce 100
mg/250 ml syropu w formie opryskiwania cho-
rego czerwia na plastrach.
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oGHAPYIKMBAHKIO OCTATKOB XOJMHOBCH coJir N-IJII0OKO-
spanoaudyHruaa B Megax.

Cpapiuiy [PUTOTHOCTE MHEDPODMONOrMYEcKoro Me-
TOME, TOHKOCHOHHON xpomaTorpadum u cnexTpodoToMeT-
DPHUHECKOTO MEeToza A 0oBHADYMMBAUMA OCTATKOB XO-
aMHoB0i coau N-rmoxosuanomudyurnia (AHTHDHOTHE
U3 TPYNIBI TETPASHOB) B MEJAX M3 JIEUMMbBIX CEMENCTB,
B KOTODBIX OTMEHAJCA MDEPUIMCTOMMKO3 pacmioxa. B
MUKDOBHONIOIMHECKOM METOAE BAHH HA TUTATENLHON
cpene Cabypo (pH 6,5) mpumenanu S. cerevisiae (MIC=
=1,0 e. apTubuoruka/myn). TOHKOCIONHYIO XpoMaTorpa-
G0 NPOBENM 1A KPEMHWUCTOM Telle B CHCTEMe XJopo-
chopm:MeTanon:zona (30:18:4). XpomarorpaMMme! IPOAB-
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asinu B 120°C 10—15 MuiryT 110Cjie OIPBICKAlMA IUUTOK
1IePUERBIM PeakKTHUBOM. CreKTpohoTOMETPUYECKMIA ala-
I3 OpoBesau Ha crnekTpedoroMerpe UV-VIS-Specord
B obmacty 275—350 nm. Ha ocHoBe MuUKpoOMoOsOrMiec-
KOI0O MeTOJa 1M MEeTOHa TOHKOCIIOMHOY. XpoMaTorpadiyu
He II0Ka3a/y HAJAUUUA XOJUHOBOM coayu N-TIIOKO3UII-
nomupyHIMHA B TOBAPHOM Meje u3 IIepBOTO 0TO0opa Me-
xa IIOcJe JIedyeHmMsa M B 3alacax Mena B 3aCeAHHBIX
COTOB, PACIOJIOXKEIHEIX BOMM3M COTOB € J€YMMBIM pPac-
IJI00M M3 CEMENCTB ,aHTHMOMOTUK B KOTOPBIX IIPUMeHA-
1M OAHOKPATHO, JABYX- MJIM YeTBIPEXKPATHO B 103e
100 mr (200 000/ma 250 wmu caxapmoro cupoma (50%)
B BUjEe ONpPBICKMBaumuA BOJLHOTO pacmijoja Ha COTax.

Glinski Z. Chmielewski M. — Studies on the detec-
tion of choline salt of N-glucosylpolifungine residues
in honey.

The authors compared the usefulness of three
methods: microbiological method, thin layer chroma-

tography and spectrophotometry for the detection of
choline salt of N-glucosylpolifungine (a tetraene an-
tibiotic of nystatin type) in honey from chalk brood
infected families cured with the antibiotic. In the
microbiological method (agar cup plate method) with
the use of Sabouraud’s agar (pH 6.5) Saccharomyces
cerevisiae (MIC =1.0 iu per one ml) was used as a

reference strain. Thin layer chromatography was per--

formed on silica gel in chloroform : metanol : water
(30:18:4). Chromatograms were revealed at 120°C for
10—15 min after spraying with a cerium reagent.
Spectrophotometric analysies was done on UV-VIS-
-Specord spectrophotometer at 275—350 nm. On the
basis of microbiological and TCL determinations no
residues of choline salt of N-glucosylpolifungine were
found in honey from the first supering after treat-
ment and honey storages in combs when the antibio-
tic was used one-four times at 5 days intervals at a
dose of 100 mg (200 000 iu) per 250 ml of sucrose solu-
tion (50%) sprayed over sick brood on combs.
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Zastosowanie mikroskopii elekironowej w rozpoznawaniu

rotawirusowych biegunek prosiqt i cielat

zaktad Wirusologii 1 Zaktad Patologii Instytutu Choréb Zzakaznych i Inwazyjnych
Wydzialu Wetérynafyinego SGGW-AR, ul. Grochowska 272, 03-849 Warszawa

Opracowanie szybkich metod oczyszczania i
zageszczania wirusowych zawiesin 1 wprowa-
dzenie technik umozliwiajgcych szybka iden-
tyfikacje wirusa, spowodowalo szersze zasto-
sowanie mikroskopii elektronowej w wirusolo-
gicznej diagnostyce (8, 12, 36, 43). W latach
siedemdziesigtych, w kompleksowych bada-
niach etiologii biegunek zastosowano — obok
innych metod — réwniez mikroskopie elektro-
nowa (14). W kale lub w tresci jelit noworod-
k6w i oseskéw, chorujacych z objawami gwal-
townej biegunki spontanicznej lub dos$wiad-
czalnej (10, 15, 16, 23, 33), lub w blonie $lu-
zowej jelit takich zwierzat (5, 6, 26, 27, 34)
wykryto nowe enteropatogenne czynniki etio-
logiczne wirusowej natury. A mianowicie: ro-
tawirusy ludzi (1, 7, 14), cielat (2, 24), prosiat
(20, 25, 29, 41) i innych gatunkéw ssakéw i
ptakow, astrowirusy ludzi (18, 22), bydla (cyt.

13) i owiec (35), parwowirusy cielat (38) i psow-

(40), uzupelniajac liste znanych juz enteropa-
togennych wiruséw, takich jak: koronawirusy,
enterowirusy, adenowirusy, togawirus, kalici-
wirus i inne.

W ostatnich latach rozwinieto w wielu kra-
jach intensywne badania nad rotawirusami. W
Polsce brak do tej pory badan nad rozpow-
szechnianiem rotawiruséw u ludzi i zwierzat.
Celem przedstawionych badan byto:

1. Opanowanie laboratoryjnych metod nie-
zbednych do prowadzenia diagnostyki i roz-
winiecia eksperymentalnych prac nad rotawi-
rusowymi zakazeniami u zwierzat.
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2. Przeprowadzenie wstepnych obserwacji
nad wystepowaniem rotawirusow u zwierzat
gospodarskich w naszym kraju.

Material i metody

Zwierzeta. Badano chore lub .padle kilkudniowe
prosieta i cieleta wykazujgce objawy biegunki, nad-
sylane do Instylutu w celach rozpoznawczych. Pro-
sieta pochodzily z: termy N.M.—15 szt. (nr Pl —
P9, P15 — P20); PGR S. — 5 szt. (nr P25 — P29);
PGR N. — 5 szt. (nr P30 — P34). Cieleta pochodzi-
ly z: PGR P. — 3 szt. (C1—C3); RZD B. — 5 szt
(nr C4 —CB8).

Technika pobierania materialu. Tresé¢ jelita cien-
kiego udpionych lub padlych zwierzat pobierano strzy-
kawka z igla, wielokrotnie przeplukujac jalowym bu-
forowym roztworem fizjologicznym (PBS), podwigzane
odcinki jelita cienkiego. Cze$¢ materialu przekazy-
wano do badania bakteriologicznego, a reszte prze-
trzymywano w zamrozeniu (temperatura — 18°C), do
czast  obrébki., Odmrozone probki o objetodci
5—10 ml przygotowywano do badania w mikrosko-
pie elekironowym.

Oczyszczanie i zageszczanie wirusa. Postepowanie
wzorowano na metodzie Englanda, Freye’a i En-
righta (10). Polegalo ono na wstepnym oczyszezaniu
materiatu przez wirowanie z szybokoscig 3000 obr/min.
przez 15 min, a nastepnie wirowaniu supernatantu
w ultrawiréwce VAC—601 (25000 g przez 15 min., ro-
tor kgtowy 8)<35). Supernatant wykorzystywano po-
nownie do kofcowego . ultrawirowania w VAC-601
(100 000 g przez 1 h, rotor katowy 8)X11). Po usunig-
ciu supernatantu osad zawieszano w 0,2 ml wody
podwoéjnie destylowanej. Dodawano Ttéwna objetosc
4% roztworu soli sodowe] kwasu fosforo-wolframowe-
go (PTA-Na), o pH 6,3 i material nanoszono na siat-
ki pokryte bilonkg formwarowa i napylane weglem.
Cze§¢ materialu od prosigt z PGR N. i od prosigt
7z fermy N. M. poddawano eterowej ekstrakcji. Pole-
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