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Proba rożnicowania szczepow wirusa choroby Newcaslle
na podstawie aktywnoŚci

( D oni es ienże u:st ę"pn e )

Jednym ze związków przejściowych beztlenowej
chodzi w orga-
czyli ester Har-
do rozpadu te-
enzym aldolazę

zania między dwroma atomami ***'":"ń'Ti,?,11,Ii3.
go działania powstają z dwufosfofruktozy dwie czą-
steczki fosfotrioz: fosfodwuhydroksyace[on i fosfogli-
ceroaldehyd.
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Reakcja rozpadu dwuf,osfofruktozy jest odwracal-
na. Synteza fosfodwuhydroksyacetonu i aldehydu fo-
sfoglicerynowego prowadząca d,o powstania dwuf os-
fofruktozy jest też katalizowana przez aldolazę. Jest
to więc enzym nal,eżący do desmolaz mający jedno-
cześnie własności sprzęgające. Aldolaza jest enzy-
mem o absolutnej swoistości w stosunku do fosfo-
dwuhydnoksyacetonu i o swoistości grupowej w od-
niesieniu do aldehydu fosfoglicerynowego, Ten ostat-
ni m,oże być zastąpiony plzez inne aldehydy. Aldola-
za może przy tym działać nie tylko ną fosf,opochod-
ne, lecz również na wolne aldehydy. Dlatego przy
udziale aldolazy można syntetyzować enz;,matycznie
wiele związków (3). Aldolaza została wykryta przez
Megerhofa i Lohmanna w 1942 r. w beztlenowej
przemianie węglowodanów zachodzącej w drożdżach
(cyt. w8 Brunsa). O ystę-pujeonaiuwyższy ilu-
dzi najbogatsze w roby,
mięśni oraz czLerwon,e cia}ka krwi. W surowicy krv,rl
i w pły,nie mózgowo-rdzeniowym występuje w nie-
wielkiej ,ilości (19).

pierwsze doniesienia 6 q:yĘorzystaniu próby ozna-
czania a\dolazy do badań klinicznych pochodzą z
1954 r. '\AI tym to czasie badacze niemieccy Brurts
i Ptrls opracowali nową metodę diagnostyczną na-
gminnego zapaleni2 wątroby (NZW) polegającą na
oznaczaniu aktywności aldolazy w surowicy osób
chorych (5). Badania ich wykazały, że u ludzi cho-
rych na zy w surowicy zwię-
ksza się więcej) w pórówrri-
nil z a ludzi zdnowych. Dooz autorzy Ii metodęSż (18) i pr następu-ją j surowic fosfofruk-
tozy ebnych
dla t 7,2 -7,4, t powo-
duje fosfo-
dwuhydroksyacetonu i aldehydu fosfo
Związki te w połączeniu z dwunitrofe
d,ają w środ,owisku zasadowym reakcję
czyn,l siła zabarwienia zależy od ich ilości. Z więI-
kości ekstynkcji orientujerny się pośrednio jak wiel-
ka była zdolność katalizująca aldolazy zawartej w
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surowicy. Wzrost aktywności aldoIazy w surowicy
można prz5,pisac albo uwalnianiu się jej z komórek
wątrob3, i mięśni albo też przechodzeniu do osocza
z czerwonych ciaiek krwi. Zagadnieniem tym zajm,o-
wali się autorzy czescy Mżrcerou:a i Fiorejsź (14).
Wykryli oni. że u osób zdrowych jak i chorych na
NZW poziom aldolazy w c. c krwi jest jednakowy.
Autorzy wysurvają stąd wniosek, że wzrost aktyw-
ności aldolazy mus,i być spowodowany uwotrnleniem
się je j z rozpada jących komórek wątroby. Dalsze
badania wykazały, żę należy liczyć się z istnieniem
w ustr,oju c,o najmniej dwóch różnych aldolaz. które
mogą gnomadziĆ się w poszczegÓlnych tkankach w
różnych ilościach. Autorzy określali też zawartość al-
dblazy łv wątrobie zwierząt. u których wywołali
ciężkie zmiany martwicze za pomocą podskórnego
podawania fosforu i czterochlorku węgla. Nie wy-

wp

"t.r"ją li
w piśmiennictwie oclskim (Berliński, Dumańske,
Georgi,ades, Rafałollsicz, Taylor, Trąbczański, Wiel-
kopotska) i obcym (Aliejnżk, Gżeżdlżer, Gutnżennik,
H or e j si, Kor otżajew, I\Iżr cer ou:a, Sżble j, T ouarnżckż j,
Trlifajoua). Wszyscy ci autorzy stwierdzają, że oz-
naczanie aktywności aldolazy przy NZW je,st próbą
czutą i obok innych prób wątrobowych, winno weiśó
do diagnostyki klinicznej tej choroby. Georgiades
i Zarembina (8), Wżelkopolsko i Wc)jeźechouska (23)
oraz Rapczelłski (77) oznacza|i poziom aktywności
aldolazy już w okresi,e rvylęgania choroby u osób z
otoczenia chorego na NZW. Autorzy podkr€ślają, że
przy zastosowaniu próby aldolazowej istlnieje możli-
wość izolowania chorych jeszcze przed pojawieniem
się objawów choroby. W 1954 r. Smźth i l(trn (l9)
wykryli własność pobudzania aktywności aldolazy u
wirusów mięsaka kurzego. śluzaka i włókniaka kró-
Jiczego, opryszczki, influenzy świń i rzekomego po-
m,oru dr wpływ wirusów na proces
glikolizy na podstawie ilości wytwo-
I,zonego o. Nie znano wpływu wiru-
sów na reakcje poŚrednie teg,o pnocesu. Dysmutacja
c]wufosfofruktozy w obecności wirusa i aldolazy oka-
zała się zależna od biologicznej aktywności wirusa.
Touarnickij i Wołuskaja (2l) podzielili wirusy na
dwi€ grupy według wpłl,wu, jaki wywierają ,na gli-
kolizę na: - a) osłabiające proces glikolizy (należy
tu grupa w-irusów neurotr,opowych: poliomiielitu, en-
cef alitów. meningopneumonii), b) wzmacniające
proces glikoliz;l. Autorzy zaliczyli tu wirusy podane
przez Smitha i Kuna wykazujące różnorodny tro-
pizm. Atrtorzy ci badali też zach,owanie się aldolazy
przy NZW i przy innych schorzeniach wątroby (mar-
skości, zapaleniu woreczka żółciowego i dróg żółcio-
wych, toksycznym zapaleniu wątroby, raku), Przy
tych schorzeniach aktywność aldo7azy pozosrtawała
w niormie względnie podnosiła się nieznaczn,ie. po-
dobnc wyniki oznaczania aldołazy uzyskali przy ta-
kich jednost]<ach chorob,orvych jak grypa, zapalenie
oskrze]i, angina, zapalenlie wsierdzia na tle reumaty-
cznym, choroba wrzodowa, tyfus brzuszny. Ananż-
kżart i Barojan (2) badali zachowanie się aldolazy
w płyn;e omoczniowym zarodków pod wpływem wi_
rusa grypy (typ A, .Ą1 i B), odry, ,niektórych encefa-
litów. Autorzy stwierdzili między innymi, źre aktyw-
ność aldolazy wzrasta znacznie pod wpływem typu A
i .Ą1 wirusa gr:ypy. Typ B powod,ował wzrost aktyw-
ności irldoltrzy w mniejszl,m strlpniu. Obok badań
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nad rvykorzystani,em próby oznaczania aldolazy w
badaniach wirusologicznych prowadzone były prace
nad zachowaniem się jej prz1, włośnicy (l2) i w nie-
wydolności krażcnia (15).

Badania własne
Opierając się na spostrzeżeniu Ananikiana

i Bajorana cl istnieniu różnic tw aktywności
aldolazy powodowanej przez typy A i B wiru-
Sa grypy podjąłem oznaczanie aldolazy w pły-
nie omocznionym zarodków kurzych zakażo-
nych różnymi szczepami wirusa choroby New-
CastIe,

Założeniem tej pracv b;zło: 1 
- 

określenie
aktywności aldolazy w płynie omocznionyTn
zarodków nie zakażonych, 2 u,stalenie
wpływu, jaki na aktywno,śó aldolazy wywiera-
ją szczepy wirusa choroby Newcastle różniące
się własnościami patogennymi, 3 

- 
badanie

rvpływu czasu przeżyrł,ania zarodków po za-
każenitt na aktywność aldolazy, 4 

- 
wyjaś-

nienie, w jakim stopniu zachodzi z.ależność
między aktvwnością aldolazy a mianem HA.

Metodyka
Do badań użyłem 2 szczepy wirusa choroby New-

castle różniącę się własnoŚciamł pat,cgennymi: peł-
nozjadliwy szczep T-6 wyizolowany z terenowych
przypadków rzekomego pomo,ru drobiu oraz osłabio-
n}, szczep R,oakin używanv do produkcji szczepionki
przeciw pomorowi drobiu. Zarodki zakażałen:, do-
omoczniowo dosis certe letalis wirusa w ob jętości
0,1 ml w postaci odpowiedniego rozcieńczenia płynu
omoczniowego uzyskanego od zakażonych zarodków
kurzych. Płyn omoczniowy pobierałem do badań po
upływie 36-48 godz, p,o zakażeniu. Zgodni z bada-
niami Ananżkżana i Bajorana w tym właśnie okre-
sie czasu sp,odziewałem się uzyskać największe war-
tości aldo]azy. Aktylvnośc aldoIazy oznaczałem me-
todą Sibleya i Lehningera w modyfikacji Brunlsa,
W tym celu płylr omoczniowy wirowałem przy 3000
obr, na min,, odmierzałem po 1 ml płynu z nad osa-
du do 2 probówek, z któl,ych rv jednej oznaczałem
aktl,wność enzynu ą druga sta,norviła próbę kontrol-
ną. Do obu probówek dodawałem po 0,75 mI buforlr
kolidynowego a ponadto do próby właściwej 0,25 mI
0,06 NI roztrvoru soli sodowej dwufosfofruktozy. Obie
probówki u,stawiałem na 1 godz. do łaźni wcdnej
o temp, 37-3BcC. Po wyjęciu z łaźnt dodawałem po
3 m1 100/o kwasu trójchlorooctowego. Próbę kontr,ol-
ną uzupełniałem 0.25 ml dwufosfofruktozy, obie pro-
bówki wirowałem, pobierałem po 1 ml pły,nu z nad
osadu i przenosiłem do następnych 2 probówek. Do-
dawałem do nich po J mi 30/o NaOH i pozostawiałenl
na 10 min. w temp. pokojowej. Następnie dodawałem
po 1 ml 0,10lu krvaśnego roztworu dwunitrofenylohy-
drazyny i wstawiałem na 10 min. do łażni wodnej.
Po wyjęciu z łaźni każdą próbkę uzupełniałem 7 mt
30/c NaOH. Powstawało czerwono-fioletowe zabar-
.uvienie o rpzne j intensywności. Pomiary przepro-
wadzałem na fotorn,e trze Pulfricha w stosunku do
wody pomiędzy 3 a 15 minutą od chwili zadania łu-
gu posługując się filtrem S 53 i kiuwetą o szerokoŚci
1 cm. Wyniki notowałem w przyjętych umownie jed-
nostkach aktywności aldolazy Brunsa (ekstynk-
cja >< 100). Miano HA badałem powszechnie przyjętą
metodą Hirsta.

Wyniki
I - Oznaczałem aktywność aldolazy w pły-

nie omoczniowym u 79 zarodków nie zakażo,
nych. Srednia ar;rtmetyczna oznaczeń równa-

ła się l34 jednostki, przy średnim odchyleniu
t 1. Takie same wartości uzyskałena w pró-
bach kontrolnych, gdzie dwufosfofruktoza nie
była po,ddana działaniu enzymatycznemu.
ÓznacŻa to, że w płynie omoczniowym zarod-
ków
dnej
stek
ków
ozr'aczeń aktywności aidolazy u z,arodków za-
każonych badan5,mi szczepami wirusa choroby
Newcastle.

2 - Do b,adania wpływu szczep1w wil,usa

Tab. 1. Aktyw,ność aldolazy u zarodków zakażonyc}:.' 
.rc"Óp,.m T--6, Roakin i kontrolnych,

-_

Szczep I

I

T-6
Roakin
Kontrol

69

38

64

65+2
32+B
34+1

89
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zarodki zakażone szczepem T-6 padły po upły-
wie 36 godzin, przy czym średnia jednostek
aldolazy pozostała na niezmienionym pozio-
mie. Zarodki zakażone szczepem Roakin obu-
mierały w okresie 36-53 godz. po zakażeniu.
średnie arytmetyczne aktywności aldolazy Ll
poszczegóInych badanych grup ułożyły się w
pobliżu średniej zarodków nie zakażonych.
Uzyskany wynik wskazuje, że szczep T-6 po-
siada własność pobudzania aktywności aldo-
Iazy niezależnie od okresu czasu przeżywania
zarodków. Oznaczenia przedstawione na wy-
kresie zbliżone są do średnich arytmeĘcznych
oznaczeń podanych w tabeli i potwierdzają
istnienie wyraźnej różnicy w aktywności aldo-
lazy powodowanej przez różne szczepy wirusa
choroby Newcastle.

4 - Zależność między aldolazą a mianern
hemaglutynacyjnym badałem na 69 zarodkach
zakażonych szczepen T-6 i 38 zakażonych
szczepeln Roakin. Uzyskane wyniki przedsta-
lviono na wykresie 2. Na odciętej odłożone są
miana iakie stwierdziłem w odczynie HA.

Rzędna przedstarvia średnie wartości aldo-
lazy uzyskane w grupach zarodków wykazują-
cych jednakowe miano. Linia przerywana po-'
dobnie jak na wykresie I obrazuje poziom al-
dolazy u zarodków nie zakażonych. 18 zarod-
ków zakażonych szczepem T-6 posiadało mia-
n,o HA 1:320 a średnią aldolazy 60 jednostek.
Tą samą wartość aldolazy uzyskałem u 20 za-
rodków wykazujących miano 1:640. U 5 za-
rodków stwierclziłem miano HA 1:1280. Śre-
dnia jednostek aldolazy wyniosła u nich 67.
Po B zarodków wykazało miano HA 1:2560 i
7:5120 a ich średnie aldolazy wyniosły 70 i 7I
jednostek. Widzimy więc, że zarodki zakażone
szczepem T-6 wraz ze wzrostem miana HA
wykazują nieznaczny wzrost średnich warto-
ści aldolazy, U zarodków zakażonych szcze-
pem Roakin podobnie jak i w poprzednich do-
świadczeniach nie stwrerdziłem tego wzrostu.
Należy nadmienić, że wzrost aktywności aldo-
lazy z równomiernym wzrostem miana HA
stwierdzali Ananikźan i Bajoran przy wirusie
grypy Judzkiej.

Dotychczasowe badania własne pozwalają
stwierdzić, że szczep T-6 wykazuje własność
pobudzania akt;rwności aldolazy i odpowiada
zaszerego\^/aniu wirusa choroby Newcastle do
grupy ,wirusów wzmacniających proces gliko-
lizy. Kilka słów omówienia wymaga zacho-
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wanie się uldolaz5, pod wpłlrwern szczepu Roa-
kin. Jak wynika z badań własnych aldolaza
pod wpływem tego szczepu nie wykazuje zu-
pełnie działania kataiizującego dysmutację
drłufosfofruktozy. Oznacza to z kolei, że w or-
ganizmie zarodka szc,zep Roakin powodował
powstawanie procesu chorobowego bez uwal-
niania aldolazy do płynów ustrojowych. JeśIi
przyjmiemy, że szczep T-6 reprezentuje peł-
nozjadliwe szczepy wilusa a więc i wzros|
aktywności aldolazy jest stałym symptomern
pomoru rzekomego drobitt, to należy sądzić,
że szczep Roakin wywołuje u zarodka kurzego
zmieniony biochemiczrrie obraz chorobowy
mimo zachowania wlasności patogennych. Wy-
niki badań wskazują ponadto, że własnośc ta
jest niezależna od okresu czasu, w jakim to-
czył się proces chorobowy w organizmie zaka-
żonego zarodka.

Wnioski
1. Na podstawie dotychczasowego piśmien-

nictwa dotyczącego próby aldolazowej można
przewidyłvać, że znajdzie ona dość duże zasto-
sowanie w diagno,styce wirusologicznej mimo
swej niespecyficzności.

2. Przy NZW próba aldolazowa przeszŁa już,
stadium badań wstępnych i zaczyna wchodzió
do codziennej diagnostyki oddając duże usługi
przy wykluczaniu innych schorzeń wątroby.

3. Jak wynika z pracy Smitha i Kunq oraz
autorów radzieckich, próba aldolazowa może
byó pornocrla przy różnicowaniu wirusów neu-
rotropowych od innych. Autorzy wiążą z tyrn
możliwość zastosowania jej do rvczesnego róż-
nicowania encefalitów od schorzeń grypowych
i grypopodobnych.

4. Badania własne sygnalizują, że u szcze-
pó oroby Newcastle, różniących się
wł atogennymi aldolaza nie jedna-
ko e dysmutację dwufosfofrukto-
Zy.

5. Dalsze badania w tym kierunku należy
prowadzić zarówno na zarodkach kurzych jak
i w hodowli tkankowej r,v celu zbadania zacho-
wania się aldolazy pod wpływem różnych
szczepów wirusa choroby Newcastle., Celern
tych badań winno byó określenie przydatno-
ści próby aldoiazowej do różnicowania szcze,
pów wirusa choroby Newcastle.
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FELIKS NI. KoZŁoWSKI
Puławg

W nurnerze wrześniowym ,,Me,dycyny Weteryna-
ryjnej" ukazała się praca Olszówki, Osińskiego, Sero-
kowej i Tworka pt. ,,Odczyny tuberkulinowe u koniw środowisku o nasilonej el:użlicy bydła''. Celernpracy było, jak podają autorzy,,ustalenie odsetka
tuberkulinododatnich koni w PGR o nasilonej gru-
źlicy bydła wg oceny Lekarierva, oraz zastosowanie
u koni metodyki i interpretacji odczynów tuberku-
linowych przyjętych przy badaniu bydła na gruźlicę
rv celu uzyskania porównania liczbowegg odczynów
dodatnich i wątpliwych".

Kilka lat temu, przeprowadzając badania nad gru-
źIicą u bydła, zastosowaliśmy również test tubeiku-
linowy u koni - uzyskiwaliśrny bardzo często wyniki
zdecydowanie .,dodatnie" u koni młodych, klinicznie
zdrowych, których kontakt ze zwierzętami gtuźliezy-
mi nie łatwo było stwierdzić, ale nie ośmielilibyśmr
się wyciągnąć z tego podobnych wniosków, jak to
uczynili Autorzy w swojej pracy.

Przede wszystkim niczrozumiały jest zupełnie fakt,
dlaczego Autorzy zlekceważyli sobie doświadczalne
prace naukowe badaczy, którzy nad tym zagadnieniem
polvażnie pracowali, a oparli swe wyniki na danychz rozdziału o gruźiicy koni (str. 89--98) podręcznika
,,Choroby zaraźliwe koni" pod redakcją Lekarżewa,
lozdziału opracowanego bezimiennie, bardzo oBólnie
i zresztą jak cała książka bez dokumentacji nauko-
-ŃleJ.

A tymczasem w 1945 r. Stenżus przeprowadził tu-
berkulinizację śródskórną obu tuberkulinami u 237
koni i stwierdził 47,3nlo od,czynów dodatnich. Sądzi
jednak, że te reakcje były spowodowane uczuleniem
na drobnoustroje kwasoopolne (group sensitization),
a. nie wywołane zakażemiern grlźIiczym, Dochodzi do
wniosku, że jedyną wartość w o,dczynie tuberkulino-
wym u koni posiada reakcja ujemna, która stwier-
dza, że zwietzę z grużlicą się nie zetknęło (Vet. Bul.
20,5, 345).

Do podobnych wyników doszli w swych pracach
lnnes i Wżlkżns (1949, Vet. Bul. 20,5, 345).

A teraz sięgnijmy do literatury podręcznikowej:
Stabletorth - Gal!,ol,uay (Infectious Diseases of Ani-
mals, vol. 2) rozdział gruźlicy opracowany przez
A. P. Patersono; na stronie 686 pisze on krótko
,,odczyn tuberkulinowy w zastosowaniu u innych
zwierząt niż bydło ma ograniczoną wartość (Glouer
R. E., Vet. Rec. 61, B75, 1949), Negatywny wynik jest
ł-.ardziej pomocny niż dodatni (Magnusson H., Acta
path. microbiol. scand,. Suppl, 54, 1,944)".

Hutyra-M ar ek.-Nlannżng er -M oc sy (Spezielle Patho-
Iogie und Therapie der Haustiere, Vol. I), na stronie
763 tego podręcznika czytamy ,,U koni nie można na
nim (chodzi o odczyn tuberkulinowy) polegać (Bang,
Cobbett i Grżffith, Goedecke), ostatnio odmówił mu
przydatności Holth (L944)". Natomiast na stronie ?63
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- ,,Oppermann (L947) otrzymaŁ 62 reakcje tuberku-
lino-dodatnie ,na 76 gruźliczych koni. Jednak w now-
szych czasach Holth (1944) i Hupka (1953) poczynili
spostrzeżenia, że od,czyny zdecydowanie dodatnie i to
bynajmniej nie przejściowo, wystąpily u koni bez
wątpienia nie dotkniętych gruźlicą. Holtłt kwestio-
nuje w ogóle jakąkolwiek wartość tej próby u koni,
równieź Magnusson, Stenźus, lnnes i WźLkżns (1949)
wytażają pogląd, że jej wynik ma pewną wańość
tylko w wypadkach negatywnych. Przyczyna tego
dziwnego, ale właściwego sobie zachowania się nie
jest znana, Jedni wyrażają pogląd, że u niektórych
koni reakcję wywoływać mogą zwykłe drobnoustroje
kwasooporne (Stenius), według i,nnych reakcja jest
jednak specyficzną, wywołaną zakażenielrn prątkiem
gruźlicy, ale ze względu na duźą odporność koni na
tę chorobę, zmiany przy sekcji chorych na grużlic,ę
koni, uchodzą uwadze (PLum)".

Wobec tego uważam, że stosowanie odczynu tu-
berkulinowego u koni w praktyce terenowej jest
przedwczesne, bo badania w tym kierunku jeszcze
nie ukończone - a więc i ,,wydanie odpowiednich
przep,isów o zwalczaniu gruźlicy u koni" napotka na
duże trudności.

AdIeS autora: F. M. Kozłowski, Puławy, Illstytut wete-
ryn a1 1r.

SZENT-IVANYI T.: O niektóryEh cechach epizootio-
logicznych choroby cieszyńskiej i pojlobnych zakaże-
niach wirusowych (A fertozo sertesbenulas es a hozza
hasonlo virus okozta betegsegek egyes jarvanytani
sajatossagairol). Mag. allatorvos. lapja 16. 402 (1961).

Wirus choroby cieszyńskiej wyhodorłlano na ho-
dcwli tkankowej i zaobserwowano działanie cytopa-
togeniczne. Wykazano obecność przeciwciał we krwi
zakażonych zwietząt testem neutralizacji wirusa.
Dzięki temu można było ustalić występowanie
u zwierząt wirusów takich samych lub podobnych
do tych, które stwierdza się przy chorobie cieszyń-
skiej, jednak na ogół mniej patogennyclr niż wirusy
występujące w tych krajach, w których choroba
cieszyńska poprzednio nie występowała. W innych
przypadkach chorób świń, które w5,kazywały objawy
kliniczne podobne do choroby cieszyńskiej, z kału
świń wyizolowano wirusy odmienne pod wzglę-
dem antygenowym aniżeli wirus choroby cieszyń-
skiej jednakże o pociobnych własnościach biologicz-
nych. Autor uważa za celowe zaliczenie tych wiru-
sów -wraz z wirusem choroby cieszyńskiej do grupy

z, z.
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enterowirusów świń.


