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Według dostępnego nam piśmiennictwa oraz
na podstawie prac własnych (1) stwierdza się
brak reakcji serologicznych przy chorobie cie-
szyńskiej świń. Co do przydatności próby sero-
neutralizacji zdania są podzielone. Patoćka
(B) stwierdził niskie ale okreśIone ilości prze-
ciwciał zobojętniających wirus. Lópine
i A t a n a s i u (9) uzyskali seroneutralizację
przy użyciu równych ilości surowicy odpornoś-
ciowej i wirusa w rozcieńczeniu 10-1. Nato-
miast Horstmann (10) uzyskała w podob-
nym doświadczeniu wynik ujemny. Negatywne
wyniki prób serologicznych (wiązania dopełnia-
cza, precypitacji i dyfuzji na żelach), bardzo
niskie miano wirusa choroby cieszyńskiej
(LDso - 10-3,0 do 10-3,5) pozwalają przwusz-
czaó, że koncentracje przeciwciał w surowicach
odpornościolvych oraz koncentracje wirusa
w emulsji mózgowej są bardzo niskie.

Ponieważ dla przebiegu reakcji serologicznej
konieczne jest istnienie pewnych minimalnych
stężeń przeciwciał otaz antygenu, przystąpiono
do prób nad sensybilizacją układu koloidalnego
surowicy oraz do prób oczyszczania i koncen-
tracji wirusa choroby cieszyńskiej.

Zagadnieniu uczulenia surowic poświęcona
jest praca Kl in g e nb er g a (2). Z podanego
przez niego wzoru empirycznego.

-Ł: R gdzie: R - miano surowicy odpor-
n AG " ,rościowej.

1 - ilość ogólna globulin
(łącznie z przeciwciałami)

n - suma pozostałych białek

AG - iiJs'*'Jrr""".
wynika, że su
immunochemi
białkowe po
równowagi koloidalnej surowicy osiąga K l i n-

enz;mami papainą lub trypsyn4, 4. destabili-
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zacja układu protaminą wg Warren'a, Weil'd,
Russ'a i Jeffries'a (cyt. wg 5) ptTy pomocy
salminsulfatu lub klupeninsulfatu.

Bardzo dobre wyniki uzyskali wyżej wymie-
nieni autorzy w wypadku metody protamino-
wej.

Mając na uwadze, oprócz uzyskania reakcji
immunochemicznej, również względy praktycz-

uzyskanie dużych ilości wirusa - szuka-
no metody tańszej.

Destabilizujące działanie riwanolu na układ
koloidalny surowicy, jego właściwości fizyko-
chemiczne, oraz praca Gorodzkie j (7) nad
zastosowaniem riwanolu do oczyszczania wiru-
sa mozaiki tytoniowej, nasunęły celowośó zasto-
sowania go do oczyszczania wirusa choroby
cieszyńskiej.

Cel pracy: a) Stwierdzenie działania riwanolu
na układ koloidalny surowicy świń, b) Zastoso-
wanie riwanolu w procesie oczyszczania wirusa.

Materiały i metodyka
Odczynniki - riwanol (2-Aethoxy 6,9-

diaminoacridinlactat) 0,4olo świeżo przygotowa-
ny roztwór wodny.

Surowica świń - uzyskana w sposób ogólnie
przyjęty.

Zawiesina mózgu - 450lo zawiesinę mózgu
w 0,B50/o NaCl zamrażano trzykrotnie w temp.

-72o (mieszanina stałego COz i alkoholu) oraz
ronnrażano. Czas trwania S-krotnego zabiegu
1 godzina. Emulsję poddano delipidacji eterem
(stosunek 1 : 1) w ciągu 2 godzin. Po wirowaniu
3000 obr./min- ptzez 30 min., odciągano dolną
warstwę a frakcję eterową oraz osad na grani-
cy eter/emulsja odrzucono.

Przebieg działania riwanolu na białka plazmy
kontrolowano przy pomocy elektroforezy bibu-
łowej.

Dane techniczne: bibuła schleicher schtitl
2043 .b 25X2 cm, bufor boraks 0,1 M, napięcie
30. V/cm, natężenie 2,5 mAlcm, czas analiiy l20
min.

Barwienie błękit brornofenolowy wg
Jencksa, Jettone i Durrum'a.

Przebieg pracy
a) sensybilizacja surowicy.

1 ml surowicy * 3,5 ml 0,40lo riwanolu
Po 60 minutach - wirowanie ptzez 30 minut

przy 3000 obr./min. - otrzymano 2 frakcje.
osad * supernatans (płyn nad osadem).
Surowicę wyjściową oraz supernatans podda-

no analizie elektroforetycznej
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Wynik widoczny jest na schemacie Nr. 1.

Schemat Nr 1.

E
1-1

n
Elektrof orogra' 

§i i r :ii'"*:?",§yjściowa

Z analizy wynika, że riwanol destabilizuje
i wiąże w surowicy świń albuminę oraz alfa-
-globulinę. W roztworze pozostają beta- i gam-
ma-globuliny. Równocześnie stwierdza się słabą
ruchliwość riwanolu w kierunku katodv.

Do sporządzania za:wiesiny mózgu śiviń cho-
rych uzywano 0,850/o roztworu NaCl, Ponieważ
wprowadzany jest przez to do reagującego uk-
ładu zawiesina-riwanol dodatkowy czynnik,
zmieniający siłę jonową elektrolitu, przeprowa-
dzono modelowe doświadczenie wstępne nad
warunkami reakcji białek surowicy z riwano-
lem w obecności różnych koncentracji NaCl.

Do probówek zawierających po 1 mI surowi-
cy dodano in substantżo NaQt tak, że końcowa
koncentracja wynosiła 20lo, I00lo,20olo, oraz jak
poprzednio 3,5 ml 0,40lo riwanolu. Po odwirowa-
niu supernatansu poddano go elektroforezie.
Wyniki uwidacznia schemat Nr 1.
Elektroforogram Nr 3 - surowica * 20lo NaCl-l riwanol
Elektroforogram Nr 4 - surowica * 100/o NaClł riwanol

NaCI obraz elektroforetyczny jest
do Nr 4, Ze schematu wynika, że

ię kompleksu riwanol-białka suro-
wicy, zależne jest od aktualnej zawartości NaCl
w reagującym układzie.

W wypadku obecności 100/o oraz 200/o NaCl
riwanol nie wiąże albumin oraz alfa-globulin.

Elekroforogram Nr 5 wykazał, że albumina
w danych warunkach zostiła zwolniona z kom-
pleksu i przeszła do roztworu soli.
b) oczyszczanie wirusa.

Delipidowaną zawiesinę mózgu świń chorych
poddano analizie elekroforetycŹnej.

L40

Wynik widoczny jest na schemacie Nr 2.

Schemat Nr 2

6lobuliny

L!rug_r_Ąn,_ą:ję,1,_s

\ivqrrol* &lobuti*.y

Katędą
Z elektroforogramu Nr 6 wynika, że w zawie-

sinie znajdują się białka, których ruchliwość,
w polu elektrycznym zbliżona jest do ruchli-
wości beta i gamma-globulin surowicy. Obec-
ność wirusa choroby cieszyńskiej stwierdzono
próbą biologiczną. Celem sprawdzenia działania
riwanolu na zawiesinę przeprowadzono frakcjo-
no,wanie, analogiczne do frakcjonowania suro-
wicy świń.

Przebieg ujęty jest schematem:

Schemat oczy szczania wirusa.
2,5 ml zawiesiny delipidowanej i B,75 ml

0,40/o riwanolu, czas działania 60 minut.
Wirowanie 30 min. 3000 obr,/min.
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Osad I.
Trzykrotne płukanie
0,B50/o NaCl oraz
3-krotne wirowanie
3000 obr,/min. 20 min.

I
!v

osad rozcieńczono
0,850/o NaCl do obję-
tości wyjściowej odpo-
wiadającej 10-1 za-
wiesinv : osaci ri-
wanolowy, s;rmbol
oR I.

L
riwanolo-
SR

10 mI supernatans I.
* 5 ml etanolu 960lo
na 16 godzin w temp.

- 4o.

wirowanie 30 min. 3000
obr./min.

Osad II.
trzykrotne płukanie
320/o etanolem

Supernatans II.

-supernatans alkoho-
lowy, svmbol S .r\
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Frakcje

materiał wyjściowy
oRl
SR
oA
SA

wirowanie 3000 .obr.i
/min. 20 min.
osad zawieszono w
1 ml NaCl 0,B50/o
odpowiada 10X 10-1
zawiesiny wyjściowej: osad alkoholowy -symbol OA

Ruchliwość frakcji białkowych SR
elektroforogram Nr 7,

ilustruje

Uzyskane frakcje badano na zakaźność próbą
biologiczną wprowadzając badany materiał do-
mózgowo świniom w wieku około B tygodni
o wadze B-12 kg.

Wyniki wstępne:

Celem określenia stopnia oczyszczenia ozna-
czono N ogóIny (metodą Kjeldahla) zawiesi-
ny wyjściowej 10-1 oraz eluatu (dla rozcieńcze-
nia odpowiadającego 10-1 zawiesiny wyjścio-
wej).

Wyniki:
N wyjściowy: N eluatu - 1:95
(0,190/o N) (0,0020/o N)

Omówienie wyników i dyskusja
W wyniku doświadczeń stwierdzono, że riwa-

nol destabilizuje surowicę świń, tworząc w nor-
malnych walunkach związek kompleksowy
z albuminami oraz alfa-globulinami. W roztwo-
rze pozostają beta- i gamma-globuliny. Usunię-
cie albumirl oTaz alfa-globulin zmniejsza ilość
substancji balastowych białkowych o 600/o, co
daje możliwość przeprowadzenia prób nad za-
gęszczeniem przeciwciał surowicy świń. Two-
rzenie się kompleksów poszczególnych białek
z riwanolem zależne iest między innymi od
aktualnego stężenie NaCl w roztworze. Ze
wzrastającą koncentracją NaCl zdolność do
tworzenia się kompleksów maleje. Wychodząc
z ana|izy punktów izoelektrycznych dla poszcze-
gólnych białek surowicy wydaje się, że riwanol
tworzy w normalnej surowicy związki komplek-
sowe z białkami, których punkty izoelektryczne
leżą poniżej pH 5,0. Z analizy elektroforetycznej
delipidowanej zawiesiny mózgu wynika, że za-
wiera ona zgodnie z danymi Mc llwaine'a (12)
globulinv oraz nukleoproteidy. Obecność g1o-
bulin została przez nas stwierdzona elekirofore-
tycznie. Nie stwierdzono tą metodą obecności
nukleoprotein. Można przypuścic, że ilość białka
wirusowego leży w tym wypadku poniżej gra-
nicy czułości danej metody. Obecność wirusa
stwierdzono jednak testem biologicznym - do-
mózgowe wprowadzeniel" zawiesiny dało wynik
dodatni. Według Patoćki (5) wirus choroby
cieszyńskiej jest nukleoproteidem, którego
punkt izoelektryczny leży około pH 4,0. Z otrzy-
manych wyników można sądzić, że riwanol
w naszych warunkach destabilizuje zawiesinę
rnózgową, wiąże wirus choroby cieszyńskiej,
pozostawiając w roztworze ciała globulińowe.

Ptzez zastosowanie do elucji OR I 10o/o-owego
roztworu NaCl otrz;rmano wirus pozbawiony
ciał balastowych białkowych w stosunku 1 : 95
(w przeliczeniu na N-ogólny).

Miano tego wirusa wynosi 10-2,24. Część
wirusa pozostaje jednak w kompleksie z riwa-
nolem. Prace nad ulepszeniem eluac,|i wirusa
są w toku.

Przeprowadzone prace wstępne nad sensybili-
zacją surowic oraz oczyszczaniem i koncentracją
wirusa daj ą możliw ość zagęszczerria przeciwciał
oraz antygenu, co podwyzsza prawdopodobień-
stwo uzyskania specyficznej reakcji serologicz-
nej przy chorobie cieszyńskiej świń. Poza tyrn,
użycie wirusa z hodowli tkankowej, opracowa-
nej przez jednego z nas (11) jako substancji

Koncentracja
w stosunkrr do

zawleslny
wyjściowej

Wynik
zakażeni a

10-1
10-1
10-1
10x10-1
10-1

3,/3

3/3
0l2
2l3
012

Legencia: Licznik liczba porażonych, mianownik liczba uży-
tych do zakażenia świń.

Z doświadczeń wstępnych wynikało, że gros
wirusa znajduje się w osadzie riwanolowym
(OR). Przystąpiono więc do prób nad elucją wi-
rusa z jego kompleksu z riwanolem. Doświad-
czenia modelowe z surowicą wykazały, że sta-
bilność kompleksu riwanol-białko surowicy
zależna jest od stężenia NaCl w roztworze.
Zakładając, że wirus tworzy kompleks z tiwa-
nolem na analogicznych zasadach jak albumina,
podziałano na OR 100/o roztworem soI według
następującego schematu.

OR + NaCl 10o/o-owy

po 60 min. wirowanie 3000 obr./min. 30 min.

I

Y
eluat oRII( elucji)

Zakaźność sprawdzono testem biologicznym.
Dla eluatu przeprowadzono oznaczenie LDso
wg Meuncha i Reeda,

LDtls wg Muencha i Reeda wynosi dla eluatu
L 10-2,24.

LDao wirusa wyjściowego 10-8,5

Iv
po

Wyniki:

czas inkubacji
10 dni
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wyjściowej w procesie oczyszczania pozwoli
prawdopodobnie na uzyskanie wyższej czystości
zarazka.
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JAN SZURMAN & ZDZISŁAW LARSKI

TRIALS ON THE PURIFICATION OF THE
VIRUS OF TESCHEN DISEASE OF PIGS AND

ANTIBODIES OF SERA

Summary
It was found that rivanol exeńs a destabilizing effect

on the colloidal system of swine serum, Rivanol desta-
bilizes and combines wiht albumins and alfa-globulins.
Mechanism of the formation of complex compounds
of the plasma electrolites. A suspension of the brain
tissue free of lipids obtained from pigs affected with
the disease in a 0,85 per cent solution of NaCl contains
globulins and the virus of Teschen diesase. Rivanol
forms wiht the virus of Teschen disease a complex
compound. The virus rnay be regained from the com-
pound by eluation using a 10 per cent solution of NaCl.

Odczyn hemolityczny w rozpoznaniu gruźlicy u bydła-)
(autoreferat)

rn$ytut weterynarll, wzlilw w Krakowie.
Klerownik: Doc, dr A. ĘAToMSKI

Od roku 1948 tj. od czasu kiedy to M i d d l e-
brook i Dubos (1) wykazali, że czerwone
krwinki baranie uczulone substancjami antyge-
nowymi prątków swoiście aglutynują wobec
surowic gruźlików, $lzględnie ulegają rozpusz-
czeniu po dodaniu dopełniacza (2), datuje się du-
że zainteresowanie serodiagnostyką gruźlicy
i wartością tych metofu Przegląd ogólnego piś-
miennictwa na temat rGzwoju badań idących w
Ęrm kierunku podałem w swoim czasie w ,,Me-
dycynie Weterynaryjnej" (3). W artykule t5rm
obejmującym dostępne mi piśmiennictwo za ok-
res lat 1948-1953 znajduje słę wiele szczegółów,
które są też wprowadzeniem do niniejszej pra-
cy, Wobec tego ograniczę się obecnie do podania
przeglądu i nieco szerszego omówienia prac
wyłącznie weterynaryjnych wydanych do roku
1955 włącznie.

Znaczenie gruźlicy jako choroby hodowlanej
jest tak dalece znane, że zbędne jest podkreś-
lanie potrzeby badań mających za cel udoskona-
lenie rozpoznania. A właśnie taki cel miało pod-
jęcie opisanych w tej pracy doświadczeń opar-
tych ztesztą na odezyni,e opracowanym ptzez
Middlebrooka (2).

Medycyna weterynaryjna natrafiła w zvlal-
czaniu §ruźlicy u bydła na poważne trud-.
ności, międzv innymi też w dziedzinie roz-
poznawania. Ze względów bowiem technicznych,

'B) Praca w oryginale ukaże się w Rocznikaeh Nauk Ęol_.
nicźych.
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rozpoznanie przy zastosowaniu całego zespołu
znanych metod rozpoznawczych jest niewyko-
nalne w akcji masowej. Wobec tego stosuje
się u zwierząt wyŁącznie odczyn tuberkulino-
wy, na podstawie którego ocenia się bydło
jako,,reagujące pozytywnie" i,,niereagujące".
Ta ocena w praktyce tównoznacza jest z vzna-
niem danej sztuki za zakażoną gtuźIicą
względnie za zdrową. Odczyn tuberkulinowy
jak wiadomo nie informuje o aktualnym stanie
zdrowia lub choroby.

masowego i jak dotychczas za jedyne. Ostatecz-
nie możnaby zdając sobie sprawę z pewnego od-
setka rozbieżności w wynikach odczynu tuber-
kulinowego, uznać go za wystatczająco dobry
i na tej podstawie dokonaó wybrakowania i wy-
bicia sńuk reagujących. Odczyn tuberkulinowy
jest jednak odczynem jakościow5rm, a nie iloś-
ciowym, to też na jego podstawie nie można roz-
różnić zwietząt o bardziej zaawansowanym
procesie gtuźIicrym od zulierząt klinicznie zdro-
wych. Gruźlłca, zwłaszcza w większych oborach,
jest tak rozpowszechniona, że często musiałoby
się zupełnie doszczętnie likwidować niektóre
obory, w których całe pogłowie reaguje pozy-


