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Tab. 1. Procent bydla uznanego za dotkniete gruzli-
ca w poszezegblnych powiatach wojewodziwa olsztyn-
skiego w latach 1967/68.

L . % bydla gruzliczego

® Powiat 1967 rok | 1968 rok
1 | Bartoszyce 2,6 1,3
2 | Biskupiec 2,1 0,6
3 | Braniewo 2,7 0,6
4 | Dzialdowo 12,6 3,0
5 | Gizycko 1,1 0,5
6 | Ilawa 4,8 1,6
7 | Ketrzyn 3.0 0,7
8 | Lidzbark 2,2 0,7
9 | Morgg 4,1 2,0
10 | Mragowo 2,3 0,6
11 | Nidzica ! 5,9 1,8
12 | Nowe Miasto 21,6 6,7
13 | Olsztyn 2,8 0,6
14 | Ostréda 7,5 2,2
15 | Pasiek 2,2 0,6
16 | Pisz 2,8 0,9
17 | Szezytno 3,0 ‘ 0,9
18 | Wegorzewo N 2,1 0,9
Srednia wojewddzka 4.9 | 1,6

tego bydla moze mie¢ zwigzek z niedostatecz-
nie precyzyinym badaniem poubojowym Ilub
wystepowaniem zmian nieuchwytnych makro-
skopowo.

W zaleznosci od zainfekowanych narzgdow
stwierdzono gruzlice: wezlow chlonnych pod-
szezekowych u 1,2% sztuk, optucnej u 1,6%
sztuk, pluc u 12,7% sztuk, wezlow chlonnych
srodpiersiowych u 14,2% sztuk, wezlow chlon-
nych oskrzelowych u 282% sztuk, wezlow
chlonnych okologardzielowych u 10,0% sztuk,
otrzewnej u 1,2% sztuk, nerek u 1,6% sztuk,
wezléw chlonnych watroby u 6,2% sztuk, wez-
léw chlonnych nadwymieniowych u 3,4%
sztuk, wezlow chlonnych miesni u 1,2% sztuk.
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U 2 513 sztuk bydia to jest 18,3%, u ktorych
makroskopowe badanie poubojowe nie wyka-
zalo w zadnym narzadzie zmian gruzliczych,
stwierdzono u 17,2% zwierzat motylice, u 0,6%
ropnie, 0,2% bialaczke i u 0,3% wagrzyce.
Mimo, ze u bydla w oparciu tylko o makrosko-
powe badania poubojowe nie mozna wyklu-
czyé gruzlicy, to stwierdzenie innych schorzen
pozwala przypuszczaé, ze przyzyciowy dodatni
odczyn tuberkulinowy moégl byé uczuleniem
nieswoistym bezposrednio lub posrednio przy-
czynowo zwigzanym z wyzej wymienionymi
chorobami,

Na podstawie przeprowadzonych badan mo-
zna wyciggnaé nastepujace wnioski:

1. Rutynowe badanie poubojowe pozwolilo
u 60,4% bydia uznanego na podstawie tuber-
kulinizacji za gruzlicze stwierdzi¢ makrosko-
powo wideczne zmiany gruzlicze.

2. Ogniska gruzlicze najczesciej umiejsco-
wione byly w wezlach chlonnych: oskrzelo-
wych (28,2%), krezkowych (18,5%), $rédpier-

siowych (14,4%), okologardzielowych (10%)
oraz w plucach (12,7%).
3. U 18,3% bydta zlikwidowanego jako

gruzlicze przy badaniu poubojowym stwier-
dzono motylice (17,2%), ropnie (0,6%), wa-
grzyce (0,3%) i biataczke (0,2%).
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Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) pateczek Brucella
oraz jego cechy immunologiczne

Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej
we Wroclawiu
Kierownik: prof. dr S. SLOPEK

Kwasy nukleinowe z racji roli fizjologicznej
jaka spelniajg w procesach rozmnazania
i dziedziczenia, stanowig obiekt réznorodnych
badan, w ramach takich specjalnosci jak: bio-
chemia, genetyka, serologia itp. W badaniach
tych stosuje sie wiele metod oraz réznorod-
ny material kwaséw nukleinowych tak pod
wzgledem pochodzenia gatunkowego jak i spo-
goboéw jego uzyskiwania.

Badania na temat kwaséw nukleinowych
byly wykonywane takze i na materiale DNA
oraz RNA wyosobnionych z paleczek Brucel-
la. Wniosty one wiele ciekawych spostrzezeti
do znajomosci tych zagadnien.

Zaklad Immunochemii
Kierownik: doc. J. LISOWSKI

Lackman i wsp. (3) badali kwasy nukleinowe
uzyskane z bakterii, drozdzy, wiruséw, grasicy
cielecej. Autorzy ci uzyskiwali dodatnie wyni-
ki odczynu precypitacji probowkowej w bada-
niu DNA kroliczymi i konskimi surowicami od-
pornosciowymi. W pracy tej cytowane sa ba-
dania Pennella (1940), wg ktérych kwasy nu-
kleinowe pateczek Brucella absorbuja przeciw-
ciata precypitujgce z surowic swoistych dla pa-
leczek Brucella.

Braun i wsp. (1) badali wplyw produktow
rozkladu DNA na zmiany w populacjach
oraz w zjadliwo$ci pateczek Brucella. W cza-
sie badania transformacji réznych szcze-
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péw Brucella przez dodatek DNA otrzy-
many z genetycznie réznych szczepdéw bakte-
ryjnych obserwowano, ze dodatek DNA-zy do
hodowli zawierajacej kwas dezoksyrybonuklei-
nowy powoduje szybka przemiane populacji
drobnoustrojow z form M lub R do S. Wiado-
mo, ze drobnoustroje niegiadkie nie ulegaja
zmianom tych populacji bakteryinych do form
gladkich in wvitro, tzn., Ze nie ma stopniowego
ustalania sie spontanicznych mutantéw S w
populacjach poczatkowo non-S. We wrazliwym
zywicielu mnatomiast lub w obecno$ci DNA i
DNA-zy in wvitro, moze zachodzi¢ z wieloma
szczepami transformacja z form niegladkich
do gladkich, Jak podajg cytowani autorzy, ba-
dany szczep paleczek Brucella abortus M trak-
towany DNA w 65% zmienial sie w szczep typu
S. Tak wiec okreslone cechy dziedziczne moga
by¢ przekazywane nastepnym pokoleniom pa-
leczek Brucella za poérednictwem DNA.

Aktywnos¢ transformujaca nie jest swoista,
gdyz zrodlo pochodzenia DNA nie wywiera
wplywu na efekty selekeji, bowiem takie sa-
me dzialanie wykazywat DNA wyosobniony
ze szczepow Brucella (S i non-=S). E. coli,
Pneumococcus. Badania nad unieczynnianiem
aktywnych przesgezy bakteryijnych wykazaly,
ze czynnik dzialajagcy wybiorczo moze byé
nukleotydem, ale zaden z handlowych prepa-
ratdbw ani tez ich pochodne takiego wplywu
nie wywieraty na badane bakterie. Jedyns,
znang substancjg majgcg podobne dzialanie
jest 6-furfuryloamina lub kinetyna. Kinetyna
uzyta w dawkach ponizej 1 ng/ml takze sty-
muluje wybiércze ustalenie sie komorek bak-
teryijnych gladkich w wielu populacjach po-
czatkowo niegladkich. Stwierdzono takze, ze
istnieje szereg szczepéw bakteryjnych M i R
opornych na dzialanie kinetyny ale . wrazli-
wych na wplyw DNA + DNA-za. Rzadziej
obserwowano szczepy podatne tylko na kine-
tyne. Obserwacje te wskazywalyby na fakt,
ze nieznany jeszcze produkt rozkladu DNA
oraz kinetyny nie jest identyczny. Zaobserwo-
wano ponadto, ze dzialanie kinetyny nie jest
regularne, natomiast dzialanie DNA + DNA-
za jest bardziej reproduktywne.

Braun i wsp. (2) badali DNA uzyskany z pa-
leczek Brucelle abortus =zabitych 0,5% roztwo-
rem fenolu i traktowanych dezoksycholanem jodu.
Otrzymany preparat DNA posiadal wtasciwosei trans-
formujace, obnizal LD;s, badanych drobmoustrojéw
Frneumococcus podawanych myszom, wzmagat fago-
cytoze in vitro, a takze stymulowal wzrost komoérek
lymphosarcoma u myszy. Podawany pozajelitowo po-
wodowal wytwarzanie sie przeciwcial swoistych dla
DNA. Autorzy dokonali takze niektérych pomiaréw
fizyko-chemicznych badanych preparatéw DNA pale-
czek Brucella (absorbeja UV, lepkosé, wrazliwodé na
dzialania DNA-zy, zawarto§é aminokwasow). Ustalono
tez, ze istnieje roznica w stosunku azot/fosfor, ktory

wyzszy W DNA uzyskanym z pateczek Br. abortus S
niz w Br. abortus M.

Phillips i wsp. (8) badali DNA Brucella uzyska-
ny przez ekstrakcje fenolem, odbialczany chlo-
roformem | alkoholem amylowym, zawieral on okolo
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20% biatka., Preparat ten uzywano do uodparniania
krélikow oraz do wykonania odezynu precypitacji
agarowej. W badaniu otrzymano 5 linii precypitacyj-
nych, z ktérych jedna linia barwi sie metoda Feulge-
na, co przemawia za obecno$cia DNA w precypitacie.
Enzym DNA-za nie reagowal z uZywana surowica
odporno$ciows, ale po zadzialaniu na DNA powodowal
zmniejszanie sie intensywno$ci jednej linii precypita-
cyjnej (DNA) z réwnoczesnym nasilaniem sie innych
precypitatéw. W miare przediuzania czasu dzialania
DNA-zy na DNA, ten ostatni ulegl trawieniu.

W odczynie agarowym DNA paleczek Brucella S
oraz non-S tworzyly 1aczace sie i jednakowe linie
precypitacyjne. Uzyte w takim samym steZeniu DNA
grasicy cielecej oraz plemnikow lososia wspolprecypi-
tuja z tym jednak, Zze ich precypitaty sa mniej inten-
sywne.

W pracy podano tez, Zze na wynik precypitacji nie
majg wplywu czynniki takie, jak: 6 M roztwoér NaCl,
trypsyna, trypsyna -+ chymotrypsyna lub absorbowa-
nie surowic anty-DNA przez cale komoérki bakteryjne.

Phillips i wsp. (8) uodparniali kroliki dawkami
DNA ekstrahowanego z pateczek Brucelle abortus
S i M oraz dawkami formalizowanych pateczek Bru-
cella. Jako antygen do wykonania odczynu precypi-
tacjl uzyto preparaty DNA pochodzgce z Brucella
abortus (19). Autorzy obserwowali obecno$é kilku
komplekséw antygen/przeciwcialo w precypitacji
agarowej. Absorbowanie surowic bakteriami formali-
zowanymi lub nierozpuszczalnymi pozostatoSciami ko-
morek bakteryjnych po ekstrakcji DNA fenolem, nie
mialo wpiywu na wynik precypitacji DNA/anty-DNA,
Z faktu tego wynikalaby swoistosé przeciwcial dla
DNA oraz rownocze$nie odmiennos¢ serologiczna
kwasow nukleinowych i innych antygendéw pateczek
Brucella, W pracy podkreslano zjawisko jednorodno-
Sci DNA pochodzacego ze szczepdéw Brucella S i M,
tworzgcycn w agarze 13¢zgce sie precypitaty. Zaobser-
wowano ponadto, ze przeciwciala anty-DNA moga
przeciwdziata¢ wybidrczemu wplywowi DNA + DNA-
za na procesy transformacyjne w populacjach bakte-
ryjnych. Normalna surowica krwi kroliczej nie wy-
kazywala takiego dzialania.

Olitzki (4, 5) badajac preparaty DNA Brucella w
precypitacji z réznymi surowicami: anty-Br. abortus,
3r. suis oraz Br. melitensis nie wykazat istnienia rdz-
nic serologicznych miedzy nimi. Jedyng obserwowana
réznicg byl nierownomierny rozdzial iloScowy DNA
zaleznie od szczepu Brucella. Badane preparaty DNA
w Dbrecypitacji agarowej tworzyly jedna linie lgczgca
sie jak to ma miejsce w przypadku antygendéw jedno-
rodnych. DNA polgczony z biatkiem mial silne wias-
noéci antygenowe. Po podaniu krolikom kompleks talki
powodowal wytwarzanie przeciwcial reagujacych do-
datnio z DNA w odczynie flokulacji oraz precypitacji
agarowej. W surowicach odpornosciowych obecne by-
ty ponadto mate iloSci przeciwcial aglutynujgcych, co
przypisywano niewielkim iloSciom aglutynogendéw w
preparatach DNA. Aglutyniny te byly absorbowane
przez nienaruszone komorki bakteryjne, natomiast w
roztworze pozostawaly precypityny reagujace z kom-
pleksem DNA + biatko.

Plescia i wsp. (10) analizujge DNA otrzymany z pa-
leczek Brucella abortus wykazali, Ze jest on niejedno-
rodny jak to wynikalo z badan elektroforetycznych,
chromatograficznych oraz w ultrawirowaniu. Po-
szczegblne frakcje zawieraly okolo 5—10% RNA
oraz okoto 25% bialka. Rozne jest takze zacho-
wanie sie tych frakeji po parenteralnym podaniu ich
zwierzetom. Jedne frakcje antygenowe maja bowiem
zdolnosé uodparniania zwierzat, ale nie reaguja one
w odczynach serologicznych. Inne antygeny natomiast
nie majg wlasciwosci uodparniajacych lecz moga
reagowac¢ z uprzednio wytworzonymi przeciwciatami.

Olitzki i Berakha (6) stwierdzili, Ze zdolno$é¢ wiek-
szoSci antygenéw DNA do precypitowania byla
niszczona przez ogrzewanie w temperaturze 100°.
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KrzyZzowa absorbcja surowic anty-DNA przez prepa-
raty kwasu dezoksyrybonukleinowe uzyskane ze
wszystkich trzech typow Brucella podobnie jak wyko-
nywana uprzednio precypitacja agarowa nie wyka-
zaly istnienia roéznic serologicznych miedzy badanymi
szczepami.

Palczuk i wsp. (7) opisali obecnos¢ w skla-
dzie pateczek Brucella trzech grup antygenow:

1) antygeny wrazliwe na dzialanie DNA-zy,

2) antygeny niewrazliwe na dzialanie DNA-
-Zy7

3) antygeny, ktoére staja sie reaktywne do-
piero po ogrzaniu ich do temperatury 85—
100°C.

Antygen DNA uczynniany ogrzewaniem
znajdowano zawsze w komérkach Brucella S,
lecz nie stwierdzono go w komodrkach Brucella
M. Surowice odpornosciowe zawierajgce prze-
ciwciata aglutynujgce pateczki Brucella abor-
tus S, zawieraly takze przeciwciata dla an-
tygendéw uczynnianych ogrzewaniem. Te ostat-
nie przeciwciala byly absorbowane przez pa-
teczki Brucella S, natomiast nie byly one wy-
sycane przez Brucella M. Wskazuje to na po-
dobienstwo lub nawet identycznos$¢ istniejacg
miedzy antygenem DNA uczynnianym ogrze-
waniem oraz antygenami powierzchniowymi
komérek Brucella S. Omawiany antygen nie
byl wrazliwy na dziatanie szeregu fermentéow:
DNA-zy, RNA-zy, fosfatazy zasadowej, lipa-
zy, natomiast ckazal sie wrazliwy na dzialanie
nadjodanu sodu. Uzycie ogrzewanego DNA
powodowalo wzrost nasilenia odeczynu wigza-
nia dopelniacza.

Wydaje sie, ze w tym wzgledzie DNA Bru-
cella zachowuje sie tak jak wiekszo$¢ kwaséw
nukleinowych innego pochodzenia (zwierzece,
wirusowe, baktervijne). Wszyscv autorzy ba-
dajacy te zagadnienia podkre$laja zgodnie, zZe
kwasy nukleinowe na ktére dzialano wysoka
temperaturg intensywniej reaguja z odpowied-
nimi przeciweiatami anizeli kwasy nukleinoc-
we rodzime (nieogrzewane). Tlumaczy sie to
tatwiejszym dostepem powierzchni chwytnych
DNA dla przeciwciat. Nie jest to jednak regu-
13, bowiem niektorzy autorzy opisuja reago-
wanie w odczynach serologicznych takze i
kwaséw nukleinowych rodzimych. Podkreslajg
oni réwnoczes$nie, ze poziom przeciwcial w
dysponowanych surowicach odpornos$ciowych
byl wysoki. By¢ moze istnieje zalezno$é mie-
dzy wysoko$cig miana przeciwcial i struktura
fizykochemiczng bhadanych kwaséw nukleine-
wych.

Plascia i wsp. (11) wykazali, ze kwas rybo-
nukleinowy (RNA) Brucella zdenaturowany
termicznie posiada wlasnosci haptenu. Lgczenie
RNA z metylowang albuming surowiczg (wo-
towa) i uodparnianie zwierzat takim komplek-
sem prowadzi do uzyskania surowicy odpor-
nosciowej. Obserwowano wystepowanie reakeji
krzyzowych zachodzacych zaréwno z RNA
(drozdzy, E. coli, tkanek krolika), jak i z DNA
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(Brucella, z ptuc kroélika, grasicy cielecej). Wg
autordéw szeroki =zakres reakeji krzyzowych
wskazuje na to, ze surowice odpornosciowe sa
swoiste dla tych skladnikow kwaséw nukleino-
wych, ktore zawieraja zasady purynowe i pi-
rymidynowe. Omawiane badania byly wyko-
nane odczynem wigzania dopelniacza oraz jego
unieczynniania. Efekt unieczynniania odczynu
byl wydatniejszy po zadziataniu na surowice
monorybonukleotydami anizeli monodezoksy-
rybonukleotydami lub zasadami purynowymi
i pirymidynowymi. Przemawiatoby to za istnie-
niem pewnej swoistosci serologicznej wilasci-
wej dla grupy rybonukleotydow.

Immunoserologiczne problemy DNA oraz
RNA paleczek Brucella majg wiele cech
wspoélnych z kwasami nukleinowymi innego
pochodzenia, co potwierdza istnienie pewnych
regularnaesci w tej dziedzinie a wyrazajace]
sie przez:

1. Wiasciwoséci immunogenne tzn. pobudza-
nie zwierzat uodpornianych do wytwarzania
przeciwcial reagujgcych z kwasami nukleino-
wymi w wielu odczynach serologiczych.

2. Wlasciwosci reagowania in vitro oraz in
vivo z tworzgecymi sie lub uprzednio wytwo-
rzonymi przeciweiatami, przy czym DNA oraz
RNA zdenaturowane termicznie sa bardziej
czynne anizeli rodzime (nieogrzewane).

3. Podkreslang przez wielu autoréw malg
swoisto$é reakeji serologicznych zachodzacych
krzyzowo z kwasami nukleinowymi ekstrahoc-
wanymi z komoérek: zwierzat ssgcych, bakterii,
wirusow, bakteriofagow.

W przypadku kwasow nukleinowych pate-
czek Brucelle nie wykazano istnienia réznic
serologicznych pomiedzy szczepami: gladkimi,
szorstkimi, $luzowymi, wrazliwymi lub nie-
wrazliwymi na dzialanie antybiotykow a tak-
ze pochodzacych z pateczek Br. abortus, Br.
suis, Br. melitensis.

4, Transformacje pateczek Brucella ze szcze-
pow niegladkich (non-S) w szczepy gladkie (S},
ktéra moze zachodzi¢ pod wplywem kwasu
dezoksyrybonukleinowego w okre§lonych wa-
runkach) podobnie jak to ma miejsce takze i z
innymi bakteriami.

Pismiennictwo

1. Braun W.,
1957,
. Braun W., Burrous J., Phillips J.: Nature, 180, 1356, 1957.
. Lackmann D., Mudd S., Seviag M., Smolens J,, Wiener J.:
J. Immunol. 40, 1, 1941.
. Otitzki A.: Brit. J. Exptl. Path. 40, 432, 1959,
. Olitzki A.: Brit. J. Exptl. Path, 41, 623, 1960.
. Otitzki A., Berekha L.: Path. Microbiol. 25, 855, 1962,
. Palczuk N., Braun W., Plescia O., Cora-Figueroa E.:
Proc. So2. Exptl. Biol. Med. 113, 166, 1963.
. Phillips J., Braun W. Plescia O.; Nature, 181, 537, 1958.
. Phillips J., Braun W., Plescia O.: J. Amer. Chem. Soc.
80, 2710, 1958,
10. Plescia O., Nowval J., Palczuk N., Braun W.: Proc. Soc.
Exptl. Biol. Med. 106, 743, 1961.
11. Plescia O., Palczuk N., Cora-Figueroa E., Mukherjee A.,
Braun W.: Proc. Nat. Acad. Sc. 54, 1231, 1965,

Firshein W., Whallen J.: Science, 125, 445,

SAnUs LN

©w o™

Adres autora: dr wet. Eugeniusz Gajos, Wroclaw, ul. Koi-
Iataja 34/5.

81



