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Wiązanie lrojjodotyroniny p rzez S"phadex in vitro, jako wskaznik
aktywności larczycy i powinowaclwa białka surowicy

do hormonów larczycy
zaklad Fiziolo9ii zwielząt Instytutu zootechniki w Krakowie

J<ielownik: pTof. dr z. F,wY

V/ 1955 r. Hamo,lsky (2) zaobserwował, że u
pacjentów z tyreotoksykozą występuje zwięk-
szona utrata znaczany,ch jodotyro,nin z krwi.
Badania in uźtro, które uzupełniały tę obser-
wację, wykryły ponadńo zwięl<szoną inkorpo-
rację radioaktywnych jodotyronin w skrawĘach
plzepo,ny szczuTa w obecności surowicy ,osób
z naCczynrlością tarczycy. Okazało się dalej,
że doda,na do pełnej [<rwi trójjo,do,tyronina
wiązana przez receptory erytrocytów w stop-
niu zaleznym od s,tanu funl<cjo,nalneg,o t,ar-
czycy, tj. w więł<szy]m, w przypadkach hiper-
tyreozy, a w m,niejszym, w przypadkach hipo-
tyreozy. Ob,serwacje te stały się podstawą dla
opracowania diagnostyczllego testu kliini,cznego
(3), ,znanego w piśmiennictwie pod nazwą po-
miaru wychwytu trójjodotyroniny przez ery-
trocyty w skrócie wychwyt Tg lub testu Ha-
mols]kyego.

W latach 1961-1963 podjqto badania nad,
zasto,sowaniem,testu Hamo,lskyego do pomiaru
wychwytu znaczonej radi,o,j odem tró j j Ódotyro-
niny przez erytrocyty ,zwierząt domowych (B).
W ustalonych warunkach porniatu (in ui,tro)
wykazano, że inkubowana z krwią trójjodo-
tyronina (T3) wiązana jest zależnie oJ właści-
wości gatunkowych w 70-90 procentach przez
białko surowicy, wreszcie przez elementv
morfotyczne krwi. Obliczono, że wychwyt T3
skorygowany dla celów po,równawczych do 100
procenlt hematokrytu, wynosi u ptzeŻuwaczy
l0-740l0, u prosiąt 23-250/o a ,u kur ponad 30ło
(9), Koreluje on do,datnio z aktywnością tar-
czycy i jest większy u ,zwierząt rnłodych, a w
szczególności w okresie tzw, neonatalnej nad-
czynności tarczycowej (11). U świń w oikresie
hipotyreozy jest niższy od 20 procent (7).

W pracy poświęconej rnetodzie te,stu Ha-
mołskyego zwróciliśmy uwagę (10), że tesrt ten,
choć prosty w założenir1 przedstawia trudności
z and.itycznego punktu widzenia. Szereg nie-
specyficzny'ch ,czynników jak np. obecność
koagulantów, śladv hemoł.izy, temperat,ura i,n-
lkubacji, ilość przemywań krwinek, a także sto-
pień czystŃci ra,diorchemicznej trójjodo,tyroni-
ny, modyfikują ostateczny rezultat testu. Z po-
Cobnych względów stosunkowo wcześnie po,d-
jęto próby modyfikacji ,metody, z,mierzaiące
do tego, aby w miejsce erytrocytów ,,współza-
wo,dniczących" z receptorami białka surowicy
o trójjodo,tyroninę użyć substancji wYkazują-
cej powinowactw,o do jodotyronin o stałej cha-
rakterystyce fizyko-chemieznej w cza,sie po-

stępowania analiĘcznego. Substancją taką oka-
zały się żywice jo,nowymienne (6, 13) a na-
s]tępnie d,eks,tran lznany pod nezwą firmową
Sephadex (5). Za.stosowanie żywic jonowymien-
nych wzgl. dekstranu, zachowuje praktyczne
zalety testu Hamołskyego, tj. szybkośó i do-
kładność pomiartr aktualnego stanu czynności
tarczycy, bez potrzelby wprowaCzania radio-
jodu do"organizmu po jednora,zowym pobraniu
tylko około 10 ml krwi. Usuwa się przy tym
te niedogodności, które wiążą się ze zmienny-
m'i właściwościami erytrocytów.

lW obecnej pracy, jako frakcji wiążącej
znaczoną trójjodotyroninę użyto Sephadexu
G-25 (Pharmacia, Szwecja), Celem pracy było
wykrycie r6żnic w powinowactwie białka suro-
wicy krwi do trójjodotyroniny u zwierząt do-
mowych, jako w,stępu do standaryza,cji meto-
dy d'la celów zootechnic:znych i klinicznych.

Teoretyczne podstawy testu
wychwytu-T3.

Wychwyt jo,dotyro,nin (tyroksyny i trójodo,tyroniny)
przez białka plazmy rwi jest m: in. fo,rmą tran-
spolrrtri tych s,ubsttancj w łożysku naczyniowyrn. Po-
lega on ,na ,odwracalnym wiązaniu, w s,topniu od-
powiednim do p,owinowactwa białek, Przynajmniej
trzy frakcje białkowe krwi zwierząlt ,,spełniają rolę
transportera tyrolksyny i trójjo,dotyiońiny. Są to: a)
glo,bulina wiążąca Ltyroksynę - TBG, b) albumina
i c) frakcja praedalbutminowa - TBPA, u ludzi i nie-
których zwlierząlt.

TBG wykazuje właściwości selelktywnego wiązania
hor,monów ,tatczycy, charaktery:zuje sńę przy ty,m ma-
łą pojelm,nością wtążącą, odwrortn'ie aniżełi alburnily
(12). Jeśli na sl}<ruiok wzlrnożonej sekrecj'i hormonalnej
tarczycy (hEperthyreosźs) wzrasta ilość hormonu w
krwi (rnierzone zwykl.e w formie jo,du związanego z
białlk,iem, PBI) to wówczas znaczna część receptorów
TBG wysyco,na jes,t hormonem, a tyrn samym pro-
porcj,orralnie większa jego część ,,dostępna" jest dla
albumilr czy elernen,tów rnorfo,tyc:zlnych, a także d]a
dekstranu (jeśli do mieszaniny deks,tranu i surowicy
od osobników cierpiących na hipertyreozę do,dairny
egzolgen,nej, znaczone1 trójjo,dotyroniny). W stanie hi-
pefiyreozy :int,orakcja trójj,odotyroniny z b{ałkiern su-
rowicy i dekstranern wykazuje odw,rócenie proporcji.
Nienasycollra endogennyrn hoir.monem TBG wiąże
większość do,danej do surowicy trój jodo,tyroniny, co
z kolei o,bniża jej ilość ,;dostępną" dla deflrstranu,

Zdo7no ść wiązan'ia, względnie wychwyiu hormonów
tarczy,cy przez Sephadex polega na jego po.łlino-
wactwie do zWiązków zawierających w cząstec:zee
pierścień aro,maltyczny.

Materiał i meto,dy

Mater]iał zwieitzęey stanowiły: dorosłe krowy, świ-
ntie i 3-4 tygo,drniowe oiełęta, nieznanego pocho,dzenia
i rasy, pod,dawane u,b,ojowi w 'rzeźrli; owce 4-Iertnie,
rasy cakiel, króliki 2-4-1etnie, rasy Polskie Białe
średnie, lisy (piesaki), kury ,i św]inki rnorsil<ie.
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Pobraną o,d zWierząt krew wi,rowano, a uzyskaną
surowic_ę przechowywaao w lodówce w tem,trr,era_turze
około 1oC. W rniejsce po,wszechnie trżywanej trójjodo-
tyroniny - 

13U, o krótJ<irn okresie półtrwania, użyto
trójjodotyr,oniny znaozone,j jo,dem 

- 
125J.*

Z roz,tworll,macierzystego trójjodotyroniny-125J
(prod. IBJ Świerk) §porządzano co ttzy tygodnie
roztwór roboczy, dodając odpowierdnią [lość pienwsze-
go do mieszaniny 1% alburniny i glikolu propylono-
wego (W/w), 'rozcieftezając w rrliarę potrzeby 0,15 M
buforem fosforanowym ,o pH 7,4 rtak, aby 0,1 ml roz-
two,ru ,zawierało około 0,03 płC radiioalkttywności
i 30-210 X 10-4 pg nie,radioaktywnej trójjodotyro,niny
(nośnika), Rozńlwory z trój j ordotyronńną przechoNyywano
w lodówce w temperaturze około loC. I1ość roztwoitt
roboczego ,dodawanego do 1 ,ml surowicy wynosiła o,d
0,05 do 0,15 rnl.

Przebieg analIzy
Do 2 ml surowicy ,dodawano trójjodortyro:rfllnę-rzs3'

(T), .mieszano i pozosrtawiano w temperaturze pokojo-
wej na okres 10-20 ,minut. Następnie 3 X 0,5 ml su-
rowicy z T3 przenoszono do probówek plastrikowych
(o pojernn,ości około 5 rnt), zawlierających nastawiony
w buforze fo,sforanowyrn Sephadex G-25, fine (w iloś-
ci odpoM/iadającej 0,5 g suchego Sephadexu), Surowi-
cę z Sephadexem ,dokładnie mieszano, a radioaktyw-
nośó ,mierzono w licz;rilru stu,dzienkowyrn (typ USB-2,
prod. IBJ). Z ko,lei przemywano dopełniając pro-
bówki do pełna buforern, wirując i wylewając płyn
z nad osadu. Po 7-m,iu prze,rnyciach liczono ponown,ie
pozostałość radioaktywność w probówkach. Procent
wychwytu wyliczano ze stosurrku:

X 100

Do przemywań używalno (z tym samym iezultatern)
0,15 M buforu fosforanowego lub 0,05 M buforu
Tris-HCI, (pll 7,a).

Czystość rad,iochemicnrą roztworów oce,niano wo-
bec standardów przy pomocy chromatografii wgtępu-
jącej, na bibule ('Whatman Nr 3) w solwencie n-bu-
tanol : kw. octowy Iodowaty : wotdą - w8 Grosrsa (1).

Wyniki
Ryc. 1 ilustruje zależnośó stopnia wychwy-

tu-T3 od ilości wirowań. \Mśkazuje ,on, że już
pierwsze przemycie mieszaniny Sephadex,u z
surowicą obniża ratdioaktywność wyjściową do
połowy. Po trzech wirowaniach pozostaje za-

1 2 3 4 5 6 'l a 9 1oiloićpn€nyrólt

Wpt}W ilonl pn€nYY/ań na slop€n IWląlanla(t) żnacżonei rlo;iodctyroniny -125J prteI Sephadel

n) Jod-rzs.;t, o pólokresie tr rozpada slę W pro-
cesie zwanym wychwytem tóremu towarzyszy
emisja niskoener8etycznego nia x, Promienio_
wanie 19§J ma slaby efekt radiolityczny, w związku z tJ,rn
stopień rozłożenia znaczonej tlójjodotyroniny Jest wielokrot-
nie mniejszy w porównaniu z rozkładeĘ trójjodotyroniny
rslJ.
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ledwie 21ło radioaktywności wyjściowej, Ko-
lejne przemywania,,wypłukują" trójj,odotyro-
ninę nadal, chociaż w zr'acznie mniejszym stop-
niu. D,latego rezu,ltat po 7 wirowaniach przy-
jęty w niniejszej pracy jako reprezentatywny,
lmimo że przypada na tę część krzywej, która
charalkteryztlje się najmniejszym spadkiem
(naj,mniejszą zależnością od przemywania), ma
chara,kter arbitralny.

Tab. 1. Wychwyt trójjodo,tyro,niny-lzs;' przez dekstran
(Sephadex G-25) u róż,ny,ch gaóunków zwierząt, in uttro

Krowa
Cielę
Owca
Świnia
Królik
Kura
Lis (piesak)
świnka morska

l5,6 -20

20
t2
10
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8
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6
,j,2

10,3

lż,7
l0,9
10,5

l7,1
17,3

15,8

27,2

0,34
0,30

0,50
0,27
o,77
0,75
0,65
0,44
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1,04
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0,93
2,18
2,00
1 ,61
1,53

14,0-18,0|
25,1- 30,1l

18

ć
t\
Fts
;
3

-12,/)
N-|

c
3gL

o
1J
.q'o- 

^

\J
o
C
3
ę1
lJó
.9
!
6a
tl

9

]

}

}

Rys 1

W czasie przemywa,nia buforem, wlpłuka-
niu ulega w pierw]szej kolejności trójjodotyro-
mina związana z białkiem plazmy, z kolei jod

eluatu

Rys.2

Ryc. 2. Rozdział radioaktywnej trójjodotyroniny-l!iJ (125Tl,

W 1% albuminie) na kolumnie Z sephadexem G-25; buf or
fostoranowy, pfl 7,4. od punktu oznaczonego Stlzałką eluo-
Wano 1 ml Surowicy i buforem. Frakcja 1 do 5 - 

1'5Tl zWi4-
zana z albuminą; frakcja 5 do 9 - 

jodek nieorganiczny,
1ż5J; frakcja l? do 16 * yr'olna, niezwiąZana 127Tr.

0)
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nieorganiczny, natomiat radioa]ktywność żwią-
zana przez Sephadex reprezentowana jest ptzez
trójjodoĘlroninę. Ilustruje to przejrzyście wy_
nik analizy przodstawiony na ryc. 2 i 3. D]a
potrze,b tej analizy przemywań dokonano nie
w próbówkach wirówkowych, lecz w TlfTce zat-
kanej z jednej str,ony watą szklaną. Bufor,
którym eluowano surowicę zbierano w sp,osób
ciągły, we frakcjach 1 mililitrowych. Pozostałą
na Sephadexie radioaktywność wymywano
przy pomocy 1 ml nieradioaktywnej surowicy
i buforu.

W pierwszym przypadku (ryc. 2) eluowano
z sepha,dexu roztwór trójjodotyroniny-l2sJ w
17o albuminie. Ryc. 3 przedstawia wyniki eluo-
wania z Sephadexu 1r5J, w surowicy. Ponieważ
powinowactwo albuminy do trojjoCotyroniny
jest ,znacznie m,niejsze aniżeli TBG i pozosta-
łych białek surowicy, radioaktywność frakcji
Sephadexo,wej (12 do 16 ml) je,srt wyższa w
przypa,dlku albumin (ryc, 1) a niższa w przy-
padku eluowania surowicy (ryc. 3).

eluatu

Rys.3

Ryc. 3, Rozd,zj,ał radloaktywnej tróJ jodotyroniny-125J (195Ti
w s,urov/icy krwi) na kolumnie Z sephadexem G-25; butol
fosforanowy, pH 7,4. od punktu oznaczonego Strzałką eluo-

wano 1 mI Śurowicy i buforem, Frakcje jak na ryc. 2.

W piacy nie zaobserwowano uchwytnych
różnic w wychwycie w zależności od płci ba-
danych zwtetząt (być może z uwagi na ich nie-
wielką liczhę), dlatego różnice gat,unkowe w
powinowactwie białek surowicy do trójjodo-
tyroniny ,zestawiono w tabeli bez uwzględnia-
nia płci. Uzyskane warto,ści wskazują, że w-
winowacltwo białka surowicy różni s,ię w za|eż-
ności o,d ga,tunku. D,or,osłe krowy, olwce i ś,winie
wytlcazują średni wy,chwyt bardzo zibl,iżony,

wy,noszący 1G-110/o; kury i króliki o około 70%,
a świnki rnolskie ponad 2,5 razy wyższy o,d du-
życlt zwierząt gospodarskich. Cielęta w wieku
3-4 tygoldni miaĘ wychwyt wyższy od ob-
serwowanego u krów (P < 0.001). Wychwyt
u ryb (karp n: 5, nie umiesz,czony w tabeli)
był niższy jedynie od obserwowanego u świnek
molśkich i wynosił 21,1 + 0,60.

Przechowywanie surowicy w temperaturze
około 1oC przez okres dwó,ch tygodni, nie m,iało

, wpływu ,na wartość wychwytu.

Omówienie wyników
Z przep,ro,wa,dzo,nych obserwacji wynika, że

dodanie Sephadexu do surorvicy zawierającej
trójjodoĘroninę, wiąże dostępny, wolny hor-
mo,n. Stopień wychwytu za\eży od właściwości
wiążąc}ch białetk (ryc. 2 i 3), dlatego też wy-
chwyt T3 przez §ęrphadex rm,olże hyć wlkorzy-
stany dla mierzenia względnej siły wiązania
hormonu plzez białka s,urowicy u różnych ga-
tunków.

Różni,ce w p,owinowactwie białek plazmy do
trójjodotyro,niny pozwalają na uszeregowanie
gatunków:

{ kura { królik
Szereg ten, podobny jest do o,bserw,owon€§f

uprze,dnio ,uzyskanego na dro,dze porniaru wy-
chryytu trójjodotyroniny przez erytrocyty (9):

owca { koza { cielę { prosię { kura { kró-
lik

Należy po,dlkre,śIić, że wychwyŁ T3, czy to
przez erytrocyty czy też przez Se,phadex, jest
miarą nie tylko gatunkowych różńic w powino-
wactwie białek surowicy do hormonu, Iecz
także miarą a|ktualnego stanu czynności tar-
czycy, tzn. zaIeży od poziomu krążącego hor-
monu w krwi. Tym tłumaczy się obserwowane
w niniejszej pracy zjawisko, że w obrębie tego
samego gatunku (krowa) zwierzęta młode mają
wyższy wskaźnik wychwytu. Przypuszczalnie
także odmienna gatunkowo pozycja świni, w
szeregu po,danyrrr dla wychwytu T, przez ery-
trocyty w porównaniu z podobnym szeregiem
wynikłym z analizy pr,owadzonej przy użyciu
Sephadex, może być częściowo tłumaczona róż-
nicą wieku badanych zwierząt. Wymaga to
jednak dodatkowych badań, ponieważ po,do-
bieństwo we wzgllędnyrn powinowactwie białka
surowicy jakie daje się zaobserwować w sze-
Iegu gatunków, porównując wychwyt plzez
erytrocyty i Sephadex, wskazuje,jednoc,ześnie
na ist,nienie różnic. Tak więc gdy wychwyt
Se,phadexu jest zaledwie o 700/o wyższy u kur
czy króIików w porówna,niu z dorosłymi zwie-
ruętami g o sp,odarsk im i, wychwyt ery tro cytarny
jes,t 3 raz
oddaje wi
ka krwi,
skyego. Oczywiste jest iednakże to, że różnice
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nie dotyczą tych właściwości białek, które de-
cydują o przydatności analizy opartej na Se-
phadexie dla klinicznej oceny czynności tar-
czycy. Przeciwnie, opublikowane ,dane wska-
zają ,ng większą w-artość diagnostyczną wy-
.11qzytu T3 z użyciem Sephadexu (4, 5).

Wnioski
1. Sephadex wyl<azuje zdolność wiązania

(wychwytu) wolnej trójjodotyroniny i w usta-
lonych warunkach pomiaru może być użyty
dla wykazania gatunkowych różnic w powino-
wactwie białka surowicy do hormonów tar-
czycy.

2. Wychwyt trój jodotyroniny przez Sephadex
zależy o,d fizjolotgi,cz,nego stanu zwierzęcia
(wiek).

3. Zastosowanie wychwytu T3 źn uźtro, jako
dia gnostycz,n ego wska źnika czy nności tarczycy,
winno być p,ołączone ze stan,daryzacją testu,
uwzględniającą właściwości gatunkowe białek
surowicy i fizjologiczną zmienność aktywności
tarczycy,

Autorzy składają sefdeczne podZiękowanie tec]].-me(i.
p. Alicji wincenciak za p()Inoc techniczną przy dośwj,adcZ3-
niach.
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CnnstlBaurte
Tpu-rroA-Trrpon!łHa -'25J npenapaToM,,Sephadex" (in
vitro) r<ax IłHAr{KaTop aKTIłBHocTrI ulrłrowrgrrofi rxenc-
3blr cpoAcTBa cbIBopoTKrI KpoBrI c ropłrorranrr sror:i
)KeJIe3bt,

T4ccne4osałr.r cBff3BIBaHlłe TplĄ-uoą-IuponltlIa-125J
npenapaToM ,,Seplradex G-25" (in vitro). B cla1włlllsu-
poBaHHbIx ycJIoBIlEx r{3NlepeHl4ff ycTaHoBr{JIlI I{To cF,I-
BopoTKI4 B3pocJLIx KopoB, oBeIł rł ce.wneil oKa3bIBaIoT
poAcTBeHHbIe ceożctBa. Cz.rra cngsrrBaHl4fl cblBopoToK
KpoBIłI Apyrllx rIccJIeAoBaHHbIx Rr{AoB źKIlBoTHbIx no3-
EoJlrIeT ycTaHoBLrTb cJIeAylolqyrc oqepeAHocTb aKTrtT]-
HocTl:

Ślebodziński A., Ja,strzębski M, Binłling of triiodot-
hyronine by Sephatlex in vitro as an indcx of thyroid
gland activity and affinity of serum proteins to
thyroid hormones.

In order to compare the affinity of sel,um protein
of d,ifferent anitnal species to thyroid hormones there
were carried out mea,surements on the uptake of
t!,iiodothyronine-125J by Seplradex G-25 (in vitro). It
was fo,und that sera of adult cows, sheep and pigs
revealed almost the same characteristics. sera of
other examined animals showed a lower binding
force. on the evidencc of results there l,vas estomated
the fo]lowirrg seque,;lce:

coWs . - nensp.igs < calves ('i!ii.,r.(fi.h ( guinea,-pigs
sneep

The greater uptake lvas observed in young animals.
It was relatecl lTzith the incerased activity of thyroid
gland, The standarizaiion of the test for the diagnostic
pui,pose must take into account the species properties
of blo,od'protein and ph),siological alterations in tha
a,ctir,,ity of t}ryroid gland.

NAKANIURA, Ę. R{., EASTREDAY B. C.. Badania nad
influerrzą świń. III. Namnażanie wirusa influenzy ślviń
w eksplantataclr tkanck układu oddechowego plodów
świrii. (Studies on swine inf luenza. III. Pr,]pagation
tlf s,tvirre influenza virus in expiants of respiratory
tract tissues from fetal pigs), Cornell Vet., 60,27-35,
1970 (1).

Eksplantaty tkanek układu oddechowego płodów
p,rosięcia (tchawica, nab}onek jamy nosowej, płuca)
umożllwiają namlożerrie -,virusa irrfluenzy ś-,łifi (SI).
Eksplantaty hodo,wano na podłożu Parkera 199 z
dodatkiern dr,r,u,łęglanu (pFI 7,0-7,2), penicyliny i
strep[cmycyny i 50io surov;icy świń zdrowych. -W nie-
których prz;,padkach dodarvano surowicę odpornościo-
wą o mianie HI 1:640. }4aksymalne stężenie wirltsa
w płynie hodo,u,lanym uzyskano 1-3 'dnia po zaka-
żeniu, następnle miano spadło do 5 dnia po zakażenirt
i utrzymywało się na stałym poziomie przez okres
okolo 20 dni, Dodatek surowicy odpornościowej swoi-
stej do podłoża hodowlanego na 4 godziny przed lub
po zakażeniu hamował roz,wój wirusa.

Z. G,

T.ĄKATORI L, HUIiN R.,G., SWITZER W. P.: §twier-
clzenie obecności przeciwcia| wiążących dopełniacz
swoistych dla Mycoplasma hyopneumoniae w suro-
wicy świń chnrych la enząotyczne zapalenic płuc. (De-
rnonstration of complement-fixing antibody against
Mycoplasma hycpneumoniu. ir. the sera of pig5 in-
fected ,with swine enzoofic pneumonia). Nat. Inst.
Anim. Hlth. Quart., B, 195-204, 1908 (4).

Badania przeprowadzono na 7 pi,oslęta,clr w wieku
B tygodni kt6re zakażono donoso,wo zawiesiną rlłuc
prosiąt zakażonych Mycoplasma hyop;reumoniae. Pro-
sięta zakażano trzy,krotnie lv odstępach 2.-3 dnio-
wych. Ponadto do badań wlączono 6 prosiąt zakażo-
nych donosowo płyn,ną hodowlą M. hyopneumoniae
(2-5 ml, trzykrotnie co 3 dni). Przeciwciała wiążące
dopełniacz swoiste dla M. hyopneumoniae pojawiły się
we krwi prosiąt 2-3 tygodnie po zakażeniu. Miano
przeciwciał wzrastało do 9 tygodnia po zakażeniu, Su-
rowice reagujące dodatnio z antygenami sporządzony-
rni z I\[. hyopneumoniae nie reagowały w odczynie
wiązarnia dopełniacza z antygenarni M. hyorhi,nis i M,
granularum. Antygen M. hyopneumoniae stosowany dc
o,Cczynu wiązania dopełniacza był ciepło i trypsyno-
opor,ny i występował we frakcji rozpuszczalaej i nie-
tozpttszczalaej w c,terze. 

Z. G,
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CBIIITL,I4 <TeJIfiTa < <DIJIoL,I < MopcKI4e 0BWHKIĄ- -KDoIIrKI,7 -,
oBuL,I

Ar<TrgHocrs cB,q3LIB aHll,fi rpu-;ło A-TvIpoHrf Ha-l 25 J cbl-
EopoTKa[tI4 KpoBrl MoJloAbIx )KlBoTHbrx gsłgercx 6o-
łee crłsHoż qTo oTBeqaeT 6onee gr,rcoxoż ar<rrłsgocril
I{x l4wor.wgleoih )KeJIe3bI. Pa6ora yKa3bIB€teT, LITo

cTaHAapI43alł'{.fi TecTa AJIS Ar{arHocTlqecKlx qełeń
AoJI>KHa yqI4TEIBaTb BrlAoBLIe csoficrra cbIBopoTKI4 Kpo-
zll n ĘmzuoJlolr{LlecKoe HenocToflFIcTBo aKTlRHocTrt
rrllrrosz4ltoż }KcJIe3bI.
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