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Wedlug dostepnego nam piSmiennictwa oraz
na podstawie prac wlasnych (1) stwierdza sig
brak reakcji serologicznych przy chorobie cie-
szynskiej §win. Co do przydatnosci préby sero-
neutralizacji zdania sg podzielone. Patocka
(8) stwierdzil niskie ale okreslone ilosci prze-
ciwcial zobojetniajacych wirus. Lépine
i Atanasiu (9) uzyskali seroneutralizacje
przy uzyciu réwnych ilosci surowicy odpornos-
ciowej i wirusa w rozcieficzeniu 10—!, Nato-
miast Horstmann (10) uzyskala w podob-
nym do$wiadczeniu wynik ujemny. Negatywne
wyniki préb serologicznych (wiazania dopelnia-
cza, precypitacji i dyfuzji na zelach), bardzo
niskie miano wirusa choroby -cieszynskiej
(LDse — 10730 do 10—35) pozwalaja przypusz-
czaé, ze koncentracje przeciwcial w surowicach
odpornosciowych oraz koncentracje wirusa
w emulsji mézgowej sg bardzo niskie.

Poniewaz dla przebiegu reakcji serologiczne]
konieczne jest istnienie pewnych minimalnych
stezenn przeciwcial oraz antygenu, przystapiono
do préb nad sensybilizacjg uktadu koloidalnego
surowicy oraz do préb oczyszczania i koncen-
tracji wirusa choroby cieszynskiej.

Zagadnieniu uczulenia surowic po$wiecona
jest praca Klingenberga (2). Z podanego
przez niego wzoru empirycznego.

T R gdzie: R — miano surowicy odpor-
n AG nosciowej.
vy — iloé¢ ogélna globulin
(lacznie z przeciwcialami)
n — suma pozostatych biatek
surowicy.

AG — iloé¢ antygenu.

wynika, ze substancjami balastowymi w sensie
immunochemicznym sa wszystkie substancje
biatkowe poza przeciwcialami. Zachwianie
réwnowagi koloidalnej surowicy osigga K 1in-
genberg przez wprowadzenie pozytywnie
natadowanego koloidu hydrofobowego Al (OH)s.
Horejsi (3)oraz Krawczynski (4) refe-
rujg metode destabilizacji surowicy przy po-
mocy riwanolu. Wedlug Horejsiho riwa-
nol nie dziala denaturujgco na przeciwciala.

Oczyszczaniem wirusa choroby cieszynskiej
gajmowal sie Patocka (5) oraz wspél-
pracownicy. Stosowane przez nich metody moz-
na w skrécie scharakteryzowaé nastepujaco:

1. kwasna precypitacja (przez obnizenie pH
kwasem octowym do pH 4), 2. precypitacja
metanolowa (destabilizacja nisko schlodzonym
metanolem lub acetonem), 3. nadtrawianie
enzymami papaing lub trypsyna, 4. destabili-

zacja ukladu protaming wg Warren’a, Weil’a,
Russ’a i Jeffries’a (cyt. wg ©5) przy pomocy
salminsulfatu lub klupeninsulfatu.

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

Majac na uwadze, oprécz uzyskania reakcji
immunochemicznej, réwniez wzgledy praktycz-
ne — uzyskanie duzych iloSci wirusa — szuka-
no metody tanszej.

Destabilizujgce dzialanie riwanolu na uklad
koloidalny surowicy, jego wilasciwosci fizyko-
chemiczne, oraz praca Gorodzkiej (7) nad
zastosowaniem riwanolu do oczyszczania wiru-
sa mozaiki tytoniowej, nasunety celowos¢ zasto-
sowania go do oczyszczania wirusa choroby
cieszynskiej.

Cel pracy: a) Stwierdzenie dzialania riwanolu
na uklad koloidalny surowicy $win, b) Zastoso-
wanie riwanolu w procesie oczyszczania wirusa.

Materialy i metodyka

Odczynniki — riwanol (2-Aethoxy — 6,9-
diaminoacridinlactat) 0,4%e $wiezo przygotowa-
ny roztwér wodny.

Surowica §wit — uzyskana w sposéb ogblnie
przyjety.

Zawiesina moézgu — 45% zawiesine moézgu
w 0,85% NaCl zamrazano trzykrotnie w temp.
—T2° (mieszanina stalego COz i alkoholu) oraz
rozmrazano. Czas trwania 3-krotnego zabiegu
1 godzina. Emulsje poddano delipidacji eterem
(stosunek 1 :1) w ciggu 2 godzin. Po wirowaniu
3000 obr./min. przez 30 min., odciggano dolng
warstwe a frakcje eterowa oraz osad na grani-
cy eter/emulsja odrzucono.

Przebieg dzialania riwanolu na biatka plazmy
kontrolowano przy pomocy elektroforezy bibu-
lowej.

Dane techniczne: bibuta Schleicher Schiill
2043 b 25X2 cm, bufor boraks 0,1 M, napiecie
30 V/em, natezenie 2,5 mA/cm, czas analizy 120
min,

Barwienie — blekit bromofenolowy wg
Jencksa, Jettone i Durrum’a.

Przebieg pracy

a) sensybilizacja surowicy.
1 ml surowicy -+ 3,5 ml 0,4% riwanolu
Po 60 minutach — wirowanie przez 30 minut
przy 3000 obr./min. — otrzymano 2 frakcje.
osad + supernatans (plyn nad osadem).
Surowice wyjsciowg oraz supernatans podda-
no analizie elektroforetycznej
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Wynik widoczny jest na schemacie Nr. 1.
Schemat Nr 1.
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Elektroforogram Nr 1 — surowica wyjsciowa
5 Nr 2 — supernatans

Z analizy wynika, ze riwanol destabilizuje
i wigze w surowicy swin albumine oraz alfa-
~globuline. W roztworze pozostajg beta- i gam-
ma-~globuliny. Ré6wnoczesnie stwierdza sie staba
ruchliwo$¢ riwanolu w kierunku katody.

Do sporzadzania zawiesiny mdzgu $wifi cho-
rych uzywano 0,85%0 roztworu NaCl. Poniewaz
wprowadzany jest przez to do reagujacego uk-
tadu zawiesina-riwanol dodatkowy czynnik,
zmieniajgcy sile jonowa elektrolitu, przeprowa-
dzono modelowe doswiadczenie wstepne nad
warunkami reakcji bialek surowicy z riwano-
lem w obecnosci réznych koncentracji NaCl.

Do probéwek zawierajagcych po 1 ml surowi-
cy dodano in substantia NaCl tak, ze koricowa
koncentracja wynosita 2%, 10%o, 20%0, oraz jak
poprzednio 3,5 ml 0,4% riwanolu. Po odwirowa-
niu supernatansu poddano go elektroforezie.
Wyniki uwidacznia schemat Nr 1.
Elektroforogram Nr 3 — surowica + 2% NaCl
+ riwanol
Elektroforogram Nr 4 — surowica -+ 10% NaCl
+ riwanol

Dla 20° NaCl obraz elektroforetyczny jest
analogiczny do Nr 4. Ze schematu wynika, ze
tworzenie sie kompleksu riwanol-bialka suro-
wicy, zalezne jest od aktualnej zawartosci NaCl
w reagujacym ukladzie.

W wypadku obecnosci 10% oraz 20% NaCl
riwanol nie wigze albumin oraz alfa-globulin.

Celem stwierdzenia trwalosci zwigzku kom-
pleksowego riwanol-albumina, alfa-globulina
podzialano na osad, uzyskany przez dzialanie
riwanolu na normalna surowice, 1% roztworem
Na CL (Osad z 1 ml surowicy -+ 1 ml 10% NaCl
przez 1 godz). Po odwirowaniu supernatans pod-
dano elektroforezie.

Elekroforogram Nr 5 wykazal, ze albumina
w danych warunkach zostala zwolniona z kom-
pleksu i przeszla do roztworu soli.

b) oczyszczanie wirusa.
Delipidowang zawiesine mézgu $win chorych
poddano analizie elekroforetycznej.
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Wynik widoczny jest na schemacie Nr 2.
Schemat Nr 2
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Z elektroforogramu Nr 6 wynika, ze w zawie-
sinie znajduja sie biatka, ktérych ruchliwose,
w polu elektrycznym zblizona jest do ruchli-
wosci beta i gamma-globulin surowicy. Obec-
no$¢ wirusa choroby cieszynskiej stwierdzono
proba biologiczna. Celem sprawdzenia dziatania
riwanolu na zawiesine przeprowadzono frakcjo-
nowanie, analogiczne do frakcjonowania suro-
wicy $win.

Przebieg ujety jest schematem:

Schemat oczyszczania wirusa.

2,5 m] zawiesiny delipidowanej —+ 8,75 ml
0,4%0 riwanolu, czas dzialania 60 minut.
Wirowanie 30 min. 3000 obr./min.

|
| )

Osad I, Supernatans I,
Trzykrotne plukanie supernatans riwanolo-
0,85% NaCl oraz wy, symbol SR
3-krotne wirowanie

3000 obr./min. 20 min.
}

osad rozcienczono
0,85% NaCl do obje-
tosci wyjsciowej odpo-

10 ml supernatans I.
+ 5 ml etanolu 96%o
na 16 godzin w temp.

wiadajgcej 10™! za- __4 °

wilesiny = osad ri-

wanolowy, symbol  wirowanie 30 min. 3000
OR 1. obr./min.

|
! !

Osad II. Supernatans II.
trzykrotne  plukanie = —supernatansalkoho-
32%o etanolem lowy, symbol S A
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wirowanie 3000 obr./
/min. 20 min.

osad zawieszono w

1 ml NaCl 0,85%

odpowiada  10X10~!

zawiesiny wyjsciowe]j

= osad alkoholowy —

symbol OA S

Ruchliwose frakeji biatkowych SR ilustruje
elektroforogram Nr 7.

Uzyskane frakcje badano na zakaZno$¢ proba
biologiczng wprowadzajgc badany materiat do-
mozgowo $winiom w wieku okolo 8 tygodni
o wadze 8—12 kg.

Wyniki wstepne:

Koncentracja
: w stosunku do Wynik
Frakcje & e .
zawlesiny zakazenia
wyjsciowej
material wyjsciowy 10—1 3/3
OR 1 101 3/3
SR | 10—1 0/2
OA 10x10-1 2/3
SA 10—1 0/2

Legenda: Licznik liczba porazonych, mianownik liczba uzy-
tych do zakazenia swin.

Z do$wiadczen wstepnych wynikalo, ze gros
wirusa znajduje sie w osadzie riwanolowym
(OR). Przystapiono wiec do préb nad elucjg wi-
rusa z jego kompleksu z riwanolem. Doswiad-
czenia modelowe z surowica wykazaly, ze sta-
bilno$¢ kompleksu riwanol-biatko surowicy
zalezna jest od stezenia NaCl w roztworze.
Zakladajac, ze wirus tworzy kompleks z riwa-
nolem na analogicznych zasadach jak albumina,
podziatano na OR 10% roztworem soli wedlug
nastepujacego schematu.

OR + NaCl 10%-owy
po 60 min. wirowanie 3000 obr./min. 30 min.

I
v l
eluat OR II (po elucji)

Zakazno$¢ sprawdzono testem biologicznym.
Dla eluatu przeprowadzono oznaczenie LDso
wg Meuncha i Reeda.

Wyniki:
10—1 ’ 10—2 10—3 Uwagi
Eluat I 2/2 2/3 i 0/3 —
OR 1l 1/1 —_ ‘ — czas inkubacji
10 dni

LDos wg Muencha i Reeda wynosi dla eluatu
1. 1022

LDso wirusa wyjsciowego 10735

Celem okreslenia stopnia oczyszczenia ozna-
czono N ogdlny (metodg Kjeldahla) zawiesi-
ny wyjsciowej 10— oraz eluatu (dla rozciehcze-
nia odpowiadajgcego 10—! zawiesiny wyjscio-
wej).

Wyniki:
N wyjéciowy: N eluatu — 1:95
(0,19%0 N) (0,002%0 N)

Oméwienie wynikéw i dyskusja

W wyniku dos$wiadczen stwierdzono, ze riwa-
nol destabilizuje surowice swin, tworzagc w nor-
malnych warunkach zwigzek kompleksowy
z albuminami oraz alfa-globulinami. W roztwo-
rze pozostaja beta- i gamma-globuliny. Usunie-
cie albumin oraz alfa-globulin zmniejsza ilos¢
substancji balastowych biatkowych o 60%, co
daje mozliwos¢ przeprowadzenia préb nad za-
geszczeniem przeciwcial surowicy $win. Two-
rzenie sie komplekséw poszczegdlnych biatek
z riwanolem zalezne jest miedzy innymi od
aktualnego stezenie NaCl w roztworze. Ze
wzrastajaca koncentracjag NaCl zdolnos¢ do
tworzenia sie komplekséw maleje. Wychodzac
z analizy punktéw izoelektrycznych dla poszcze-
gbélnych bialek surowicy wydaje sie, ze riwanol
tworzy w normalnej surowicy zwigzki komplek-
sowe z biatkami, ktérych punkty izoelektryczne
lezg ponizej pH 5,0. Z analizy elektroforetycznej
delipidowane] zawiesiny mézgu wynika, ze za-
wiera ona zgodnie z danymi Mc Ilwaine’a (12)
globuliny oraz nukleoproteidy. Obecnosé glo-
bulin zostala przez nas stwierdzona elektrofore-
tycznie. Nie stwierdzono ta metoda obecnosci
nukleoprotein. Mozna przypusci¢, ze ilo$¢ biatka
wirusowego lezy w tym wypadku ponizej gra-
nicy czulosci danej metody. Obecno$¢ wirusa
stwierdzono jednak testem biologicznym — do-
moézgowe wprowadzeniel zawiesiny dato wynik
dodatni. Wediug Patocki (5) wirus choroby
cieszynskiej jest nukleoproteidem, ktorego
punkt izoelektryczny lezy okolo pH 4,0. Z otrzy-
manych wynikéw mozna sadzi¢, ze riwanol
w naszych warunkach destabilizuje zawiesine
moézgows, wiaze wirus choroby cieszynskiej,
pozostawiajac w roztworze ciala globulinowe.

Przez zastosowanie do elucji OR I 10%o-owego
roztworu NaCl ofrzymano wirus pozbawiony
cial balastowych biatkowych w stosunku 1:95
(w przeliczeniu na N-ogdlny).

Miano tego wirusa wynosi 107224 (Czesé
wirusa pozostaje jednak w kompleksie z riwa-
nolem. Prace nad ulepszeniem eluacji wirusa
sa w toku.

Przeprowadzone prace wstepne nad sensybili-
zacja surowic oraz oczyszczaniem i koncentracja
wirusa dajg mozliwos¢ zageszczenia przeciwciat
oraz antygenu, co podwyzsza prawdopodobien-
stwo uzyskania specyficznej reakeji serologicz-
nej przy chorobie cieszynskiej $win. Poza tym,
uzycie wirusa z hodowli tkankowej, opracowa-
nej przez jednego z nas (11) jako substancji
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wyjSciowej w procesie oczyszczania pozwoli
prawdopodobnie na uzyskanie wyzszej czystosci
zarazka.
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A. LHWYPMAH ,3. TAPCKH

MNOMbITKK OYUCTKKU BHMPYCA TELLEHCKOM
BOJNNIE3HU CBHUHEW KU MPOTHUBOTEJ
CbIBOPOTKH

Hayveno aecrabunmaupyowee gelictsve puBaHOAa Ha
KONNOWAANBHYIO CHCTEMy CbHiBOPOTKM cBuHeil. Pueawon
aecrabunusupyer U cesabieaer anbymuusl u anda-rnoby-
nuHbl. MeXaHW3m BO3HMKAHWMA KOMMIEKCHbLIX COEAWHEHHH

JERZY WISNIOWSKI

pHBAHONG C 6€nKamMKU CLIBOPOTKH 3ABUCHMT OT HOHHOW CHAbI
anektponntos nnasmel. O6e3nuTHAOBOHHAA B3BECH MO3ra
6onbubix ceuHeit 8 0,854 NaCl coaepxutr rnobynuHer n
BupyC TeweHckoit Gonesnn. Pusanon aaer c supycom
xomnnexkcHoe coeauHenue. [lpn nomown 10% pacreopa
NaCl BHpych 2110MpyIOT M3 3TOrO0 COEAHHEHHUA.

JAN SZURMAN & ZDZISEAW LARSKI

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

Summary

1t was found that rivanol exerts 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 may be regained from the com-
pound by eluation using a 10 per cent solution of NaCl.

Odczyn hemolityczny w rozpoznaniu gruzlicy u bydta®)

(autoreferat)

Instytut Weterynarii, WZHW w Krakowie.
Kierownik: Doc, dr A. RATOMSKI

Od roku 1948 tj. od czasu kiedy to Middle-
brook i Dubos (1) wykazali, ze czerwone
krwinki baranie uczulone substancjami antyge-
nowymi pratkéow swoiscie aglutynujg wobec
surowic gruzlikéw, wzglednie ulegaja rozpusz-
czeniu po dodaniu dopelniacza (2), datuje sie du-
ie zainteresowanie serodiagnostyka gruzlicy
i wartoscig tych metodg Przeglad ogdlnego pis-
miennictwa na temat rdzwoju badan idacych w
tym kierunku podalem w swoim czasie w ,,Me-
dycynie Weterynaryjnej” (3). W artykule tym
obejmujacym dostepne mi piSmiennictwo za ok-
res lat 1948—1953 znajduje s'e wiele szczegotow,
ktére sg tez wprowadzeniem do niniejszej pra-
cy. Wobec tego ogranicze sie obecnie do podania
przegladu i nieco szerszego omoéwienia prac
wylacznie weterynaryjnych wydanych do roku
1955 wlacznie.

Znaczenie gruzlicy jako choroby hodowlanej
jest tak dalece znane, Ze zbedne jest podkres-
lanie potrzeby badan majacych za cel udoskona-
lenie rozpoznania. A wlasnie taki cel miato pod-
jecie opisanych w tej pracy doswiadczen opar-
tych zreszta na odczynie opracowanym przez
Middlebrooka (2).

Medycyna weterynaryjna natrafita w zwal-
czaniu gruzlicy u bydla na powazne trud-
nosci, miedzy innymi tez w dziedzinie roz-
poznawania. Ze wzgledéw bowiem technicznych,

*) Praca w oryginale ukaze sig w Rocznikach Nauk Rol-,
niczych.
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rozpoznanie przy zastosowaniu calego zespolu
znanych metod rozpoznawczych jest niewyko-
nalne w akecji masowej. Wobec tego stosuje
sie u zwierzat wylgcznie odeczyn tuberkulino-
wy, na podstawie ktérego ocenia sie bydlo
jako ,reagujace pozytywnie“ i ,niereagujace.
Ta ocena w praktyce réwnoznacza jest z uzna-
niem danej sztuki za zakazong gruzlica
wzglednie za zdrowa. Odczyn tuberkulinowy
jak wiadomo nie informuje o aktualnym stanie
zdrowia lub choroby.

Jednym slowem nie méwi o ewentualnym ak-
tywnym procesie gruzliczym. Ze wzgledow
praktycznych zmuszeni jeste$my jednak za-
gadnienie uproscié. Uznajemy odczyn tuberkuli-
nowy za podstawowe kryterium rozpoznania
masowego i jak dotychczas za jedyne. Ostatecz-
nie moznaby zdajac sobie sprawe z pewnego od-
setka rozbiezno§ci w wynikach odczynu tuber-
kulinowego, uznaé go za wystarczajagco dobry
i na tej podstawie dokonaé wybrakowania i wy-
bicia sztuk reagujacych. Odczyn tuberkulinowy
jest jednak odczynem jakosciowym, a nie ilos-
ciowym, to tez na jego podstawie nie mozna roz-
rézni¢é zwierzat o bardziej zaawansowanym
procesie gruzliczym od zwierzat klinicznie zdro-
wych. Gruzlica, zwlaszcza w wiekszych oborach,
jest tak rozpowszechniona, Ze czesto musiatoby
sie zupelnie doszczetnie likwidowa¢ niektére
obory, w ktérych cale poglowie reaguje pozy-



