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76—86%, 52—175% and about 50% of cases, respecti-
vely. When tonsils were used (frozen slices techni-
que), only 3—7% of the investigated tonsils gave
doubtful results. In this case either the seecond pig
from the same farm ought to be investigated, or the
fluorescent antibody-cell culture test must be perfor-
med. In pigs protectively vaccinated by the use of
the attenuated strain of hog cholera virus (china
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strain) the virus was revealed only in tonsils 5—7
days since the time of vaccination. The virus was
not detected in pigs.protectively vaccinated by means
of CVV. There were also discussed the findings of
the investigations in relation to the observed ana-
tomopatholegical lesions and the results of bacterio-
logical examinations.

Badania nad wtasciwosciami i budowa antygenowq
Streptococcus pluton. V. Analiza immunochemiczna

Instytut Chordb ZakaZnych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie
Dyrektor: doe, dr S. WOLOSZYN

Najdokladniej poznanym fizyko-chemicznie
kompleksem antygenowym paciorkowcow sg
struktury powierzchni komorki, gltéwnie §ciana
komoérkowa. Wiaze sie to z tatwoscia izolowania
serologicznie aktywnych skladnikéw $ciany ko-
moérkowe] prostymi metodami fizyko-chemicz-
nymi oraz z faktem, ze u wiekszosci paciorkow-
cow Sciana komoérkowa i jej struktury po-
wierzchniowe sag siedliskiem antygendéw grupo-
wo 1 typowo specyficznych (26). W przypadku
paciorkowecéw z grupy D antygen grupowo
swoisty zbudowany z kompleksu kwasu glice-
rynoteichojowego (33, 34) wystepuje we frakcji
blony cytoplazmatycznej komérki (11). Swoistoséé
serologiczng tego antygenu determinujg weglo-
wodany tancucha bocznego kompleksu, ktéry w
przypadku Str. faecalis jest zbudowany z koi-
bjozy, a w przypadku Str. faecium z koitrjozy
(34). Antygeny typowo specyficzne paciorkow-
cow z tej grupy, w wiekszoSel o naturze weglo-
wodanowej, stanowig integralny skladnik $cia-
ny komoérkowej (6, 35).

Pewne $wiatlo na sklad jakosciowy weglo-
wodanéw i aminokwasdéw paciorkowcdéw z gru-
py D rzucily badania Cumminsa i Harrisa (5).
Jones i Shattock (11), Saltona (26), Colleman i
Williamsa (4) oraz Ikawa (10).

Jednakze dopiero Kane i Karakawa (12) wy-
jadnili role poszczegoélnych cukréw prostych w
determinowaniu swoistosci serologicznej anty-
genéw polisacharydowych Sciany komdérkowej.
Autorzy ci w oparciu o odezyn zahamowania
precypitacji iloSciowej i wyniki analizy chro-
matograficznej hydrolizatéw Sciany komoérko-
wej wykazali, ze N-acetylglukozamina odgrywa
zasadniczg role w determinowaniu swoistosei
serologicznej Str. bovis.

Badania nad skladem jako$ciowym antyge-
now typowo specyficznych o naturze weglowo-
danowej paciorkowecéw z grupy D mialty réw-
niez na celu okres$lenie determinant ich swo-
istosci serologicznej. Na szczegdlng uwage zastu-
guja badania Elliott (6), Bleiweis i Krause (3)
oraz Willers i Michel (35). Elliott (6) okreslit
sklad jakoSciowy antygenu typowo swoistego

Str. faecalis i Str. faecalis var. durans, Bleiweis
i Krause (3) w oparciu o odczyn zahamowania
precypitacji ilosciowej stwierdzili, ze alfa-d-glu-
koza wzglednie alfa-d-N-acetylglukozamina de-
terminuja swoistosé antygenu typowo specyficz-
nego Str. faecalis, za§ Willers i Michel (35) wy-
kazali, Ze w przypadku 4 antygendéw typowo
specyficznych Str. faecalis N-acetylglukozami-
na, N-acetylgalaktozamina oraz odpowiadajace
im heksozy sg gltownymi inhibitorami zahamo-
wania odczynu precypitacji iloSciowej.

W zwigzku =z wystepowaniem wspoélnych
komponent antygenowych u Str. pluton, Str.
faecalis 1 Str. bovis (8) oraz brakiem w dostep-
nym pis$miennictwie prac odnosnie skiadu che-
micznego Sciany komérkowej, antygendéw gru-
powo i typowo specyficznych Str. pluton po-
stanowiono: }

1. Okresli¢ sklad jakosciowy aminokwasow i
cukréw $ciany komorkowej oraz cukréw zawar-
tych w wyciagach wg Lancefield i Fullera Str.
pluton i poréwnaé go ze skladem analogicz-
nych preparatéw otrzymanych ze szezepdw Str.
faecalis i Str. bovis.

2. Potwierdzi¢ immunochemiczng podstawe
swoistos$ci antygenu grupowo swoistego pacior-
kowedéw z grupy D i okresli¢c determinanty
swoistosei serologicznej antygenu typowo swoi-
stego Str. pluton o naturze weglowodanowej.

3. Przeprowadzié¢ analize absorpcying w pod-
czerwieni preparatéw $ciany komérkowej oraz
serologicznie aktywnych wyciggéw polisacha-
ryvdowych badanych drobnoustrojow w celu
okre§lenia ewentualnych podobienstw lub réz-
nic. Zdaniem niektérych badaczy analiza w
podczerwieni (22, 24, 27) umozliwia okreslenie
poszczegdlnych rodzajéw, gatunkéw a nawet
typéw drobnoustrojéw.

Materiat i metody

Do badan uzyto 6 szczepbébw Str. pluton (1, 10, 18,
M, S, Z), 2 szczepy Str. faecalis (I. M) i Str. bovis 503.
7r6dta pochodzenia szezepdébw i metody namnazania
nodano w poprzedniej czeSci pracy (8). Wyciagi wie-
locukrowe F sporzgdzono wg metody Krause i
McCarty (15) i oczyszezono wg Homma i Suzuki (9)
Hapteny wg Lancefield otrzymano wg orvginalnej
metody (16), oczyszczono przez wytrgcanie acetonem
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i etanolem (6) oraz chromatograficznie wg Michel
i Kraussa (19). Preparaty $§ciany komoérkowej sporza-
dzono wg Cumminsa i Harrisa (5). Sktad jakos$ciowy
aminokwaséw w hydrolizatach $ciany komoérkowej
(6 n HCI], 105°C — 24 godz.) oznaczono elektrochro-
matograficznie (1, 23). Elektroforoze wykonano w bu-
forze o skladzie: kwas mrowkowy 2,8%, kwas octo-
wy 7,8% (1:1), pH 2,3 w ciggu 90 min. przy gradien-
cie napiecia 18—20 V/cm paska bibuty, zas§ chroma-
togramy rozwijano w uktadzie n butanol I rz.-kwas
octowy-woda (4:1:1) frzykrotnie przez okolo 18 godz.,
wzglednie w uktadzie fenol-woda (7:3), jednorazowo
przez okoto 20 godz. Chromatogramy wywolywano
0,2% acetonowym roztworem ninhydryny (temp. po-
kojowa — 12 godz., 105°C przez 5 min.). Poszczegdlne
plamy identyfikowano przy pomocy mapy aminokwa-
sow i tzw. ,metody $wiadka”. Obecnosé proliny po-
twierdzono wybarwiajgc elektroforegramy 0,2% aceto-
nowym roztworem izatyny (21), za§ histydyny i ty-
rozyny przy pomocy wybarwiania odczynnikiem
Paule’go-Ehrlicha.

Analize cukréow wykonano wg metody chromato-
grafii clenkowarstwowej wstepujacej na zbuforowa-
nej ziemi okrzemkowej z gipsem (GF-254 Merck) (31).
Chromatogramy rozwijano w ukladzie n butanol-bu-
for fosforanowy 0,1 M, pH 4,8 -aceton (4:1:5) w ciagu
1 godz. W celu rozdziatu amino-cukréw i N-acetylo-
heksozamin stosowano jako nos$nik zel krzemionko-
wy G przy czym chromatogramy rozwijano w ukla-
dzie: n propanol-octan etylu-woda (5:4:1), dwukrot-
nie po 1 godz. Do identyfikacji cukrow stosowano
alfa-naftol (100°C — 6 min.), za§ do identyfikacji ami-
nocukréw odczynnik Elson-Morgana (7).

Oznaczono sklad jako$ciowy cukréow zawartych w
hydrolizatach $ciany komoérkowej oraz w wyciggach
wg Lancefield i Fullera. W zaleznoSci od kierunku
badan materiat hydrolizowano 4 n H,SO, (8 mg su-
chej masy na 1 ml kwasu (w zatopionych ampulkach
przez 2 godz. w temp. 105°C, lub w 0,1 n HCl) 3 mg
suchej masy/0,15 ml kwasu (w zatopionych ampui-
kach na lazni wodnej w temp. 100°C przez 10, 20, 60
i 180 min.) (13). Prébki po rozpuszczeniu w pirydynie
nanoszono na piytki w ilosci 10 i 15 ul. Poszczego6l-
ne cukry identyfikowano na podstawie mapy cukréw
przez por6éwnanie wielko§ci Rf oraz za pomoca tzw.
,metody $§wiadka”. Dodatkowsg pomocag przy wykry-
waniu N-acetyloaminocukréw i aminocukréw byto
zabarwienie plam po wywolaniu chromatogramoéw
odeczynnikiem Elson-Morgana.

Do analizy absorpeyjnej w podczerwieni uzyto
oprécz preparatéw Sciany komoérkowei odwodnione
acetonem i1 wysuszone w prézni ekstrakty wg Fulle-
ra (2 mg suchej masy/100 mg KBr). Oznaczenia wy-
konano na spektrofotometrze Unicam SP-200 w za-
kresie dlugo$ci fal 4000-400 cm-1 stosujac jako nodnik
Nujol (2) i uwzgledniajac przesuniecie widma cha-
rakterystyczne dla uzytego nosnika (28).

Tlo§é biatka w precypitatach okre§lono wg Lowry
i wsp. (17, ilo§é cukréw redukujacvch w badanych
preparatach metoda antronowsa (20).

Odczyn precypitacji ilo§ciowe} surowic odpornoscio-
wych z ekstraktami wg Lancefield i Fullera w ukla-
dach homologicznych 1 heterologicznych wykonano
wg McCarty i Lancefield (18). Odeczyn zahamowania
precypitacii ilo§ciowej przeprowadzono wg Willers
i wsp. (36). W odczynie precypitacji ilo§ciowej jako
inhibitory stosowano: alfa-d-glukoze, beta-d-glukoze,
fruktoze, galaktoze, manncze, ksyloze, maltoze, tre-
haloze, glukozamine, N-acetylglukozamine i N-ace-
tylgalaktozamine w ilo§ciach 2—20 mg/ml. Kontrole
stanowila surowica inkubowana w tvch samych wa-
runkach z dodatkiem 0,85% NaCl zamiast inhibitora.

Wyniki

Sklad jakoSciowy aminokwasow
§ciany komoérkowe].
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W hydrolizatach sciany komérkowej Str. plu-
ton wykazano obecno$é¢ od 15 do 17 plam nin-
hydryno-dodatnich, z ktérych jednej nie ziden-
tyfikowano, pozostale za$ utozsamiono z naste-
pujacymi aminokwasami: grupa leucyny, fe-
nyvloalanina, metionina z walina, kwas alfa-ami-
nomastowy, kwas gamma-aminomastowy
(GABA), tyrozyna, prolina, alanina, {reonina,
kwas glutaminowy, kwas asparaginowy, seryna,
glicyna, cystyna, histydyna, arginina, lizyna
ornityna, glutamina i tauryna (tab. 1). Plama
niezidentyfikowana wystepowala jedynie w
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hydrolizatach $ciany komoérkowej szczepu Z
Str. pluton i znajdowala sie na wysoko$ci ala-
niny powyzej aminokwaséw zasadowych (ryc.
10). Fenyloalanina, tyrozyna i cystyna wyste-
powaly w szczepach 1, 10, S 1 Z (ryec. 9, 11),
kweas alfa-aminomaslowy oraz glutamina i tau-
ryna w szczepach 18 1 M (ryc. 13), GABA i
prolina w szczepach 10 1 Z (ryc. 9) za$ ornityna
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Ryc. 9. Elektrochromatogram aminokwaséw sciany komdérkowej
Str. pluton Z.

Ryc. 10. Elektrochromatogram aminokwaséw sciany komdérkowej
Str. pluton Z.

w szczepach 1, 18, M i S (Slady) (ryc. 12). W
hydrolizatach $ciany komorkowej badanych
szczepow Str. faecalis oprocz 12 aminckwasow,
ktore wystepowaly we wszystkich szczepach
Str. pluton stwierdzono kwas alfa-aminomasto-
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wy (ryc. 13), tyrozyne, cystyne, ornityne, glu-
tamine i tauryne. Sciana komoérkowa Str. bovis
oprocz aminokwaséw  wystepujacych stale w
$cianie komoérkowej Str. pluton i Str. faecalis
(ryc. 14) zawierala fenyloalanine, tyrozyne, pro-
line i glutamine.
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Rye. 11. Elektrochromatogram aminokwasow $ciany komorkowej
Str. pluton S.

Ryc. 12, Elektrochromatogram aminokwasow Sclany komorkowe]j
Str. pluton S.

Ryec. 13. Elektrochromatogram aminokwaséw sciany komdrkowej
Str. faecalis 18.

Ryc. 14. Elektrochromatogram aminokwaséw sciany komorkowej
Str. faecalis L.

Sktad jakosciowy weglowodandéw
§ciany komorkowej i wyciggow
wg Lancefield i Fullera.

Sklad jakosciowy weglowodandw sciany ko-
morkowe]j oraz wyciggow wg Lancefield i Ful-
lera Str. pluton, Str. faecalis i Str. bovis ujeto
w tab. 2 i ryc. 15, 16. z ktorych wynika, ze
ramnoza, glukoza, N-acetylglukozamina i glu-
kozamina wystepowaly w Scianie komérkowe]
trzech badanych gatunkéw paciorkowcéw. Po-
nadto $ciana komodrkowa Str. faecalis zawie-

rata mannoze i szczep I Str. faecalis N-acetyl-
galaktozamine (ryc. 16). N-acetylheksozaminy
i glukozamine wykryto po 20 min. hydrolizie
w 0,1 n HC1 i wybarwieniu chromatogramu od-
czynnikiem Elson-Morgana. Ilo§¢ cukrow redu-
kujacych w hydrolizatach $ciany komoérkowej
wynosila w przypadku Str. pluton- szezep nv
1 — 59,2 mg%, nr 10 — 52,2 mg%, nr 18 — 56,0
mglh nr M — 49,8 mg%, nr S — 53,0 mg%h,
nr Z — 56,7 mgW, w przypadku_ Str. facealis:
szezep nr I — 68,1 mglh, nr M — 77,4 mgl i
Str. bovis 29,7 mgh.

SRS

&

Chromatogram cukréw sciany komdrkowej Str. plu-

kom) oraz wyciggéow wg Lancefield (L) Str. pluton,
Str. faecalis i 8tr. bovis

Ryc. 16. Chromatogram N-acetylaminocukrow i aminocukrow

geiany komorkowej Str. pluton, Str., faecalis i Str. bovis oraz

wyciagu wg Fullera (F) Str. pluten.

Rye. 15.
ion (sc.

Sklad jakoéciowy weglowodanéw w wycig-
gach wg Lancefield i Fullera badanych szcze-
pow podano w tab. 2. Jak z niej wynika wy-
ciggi wg Lancefield Str. pluton zawieraly glu-
koze i ramnoze, zas wyciagi ze szczepow Str.
faecalis 1 Str. bovis jedynie glukoze (ryc. 19).
W hydrelizatach wyciagéw Fullera ze szczepow
Str. pluton, Str. faecalis 1 Str. bovis wystepo-
wala zawsze ramnoza, glukoza i glukozamina.
Fruktoze stwierdzano jedynie w haptenach wg
Fullera ze szczepow Str. pluton, galaktoze ze
szczepow Str. faecalis, za§ mannoze jedynie w
wyciagu ze szczepu I Str. faecalis.

a6 2 Analeea chromalograficim cukiom 2anartych W scaame Xomorkowe) wycagach w lancefiela « fullera
v dudon Strfaecals ¢ St bons
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Precypitacja iloéciowa i odczyn

zahamowania precypitacji ilos-

ciowe].
Odczyny te wykonano w ukltadach: a) wy-

cigg wg Lancefield ze szezepu S Str. pluton, su-
rowica odpornosciowa dla szczepu S Str. pluton
oraz dla szczepu I Str. faecalis, b) wyciag wg
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Fullera ze szczepéw 18 i S Str. pluton, suro-
wica dla szczepu 18 Str. pluton absorbowana
wyciagiem wg Lancefield ze szczepu S Str.
faecalis (surowica typowo specyficzna), c) wy-
ciag wg Lancefield ze szczepu I Str. faecalis,
surowica dla szczepu I Str. faecalis oraz dla
szczepu S Str. pluton. Strefe rownowagli usta-
lono w oparciu o badanie krzywych precypi-
tacji iloéciowej potwierdzone] odeczynem precy-
pitacji pierscieniowej w ktorej badano obecnosé
antygenu wzglednie przeciwcial w supernatan-
cie. Wyniki odezynu precypitacji ilosciowe]j po-
dano na ryc. 1 i 2. Jak wynika z ryc. 1 w
strefie réwnowagi wyciag wg Lancefield ze
szezepu S Str. pluton (40 gamma cukru) precy-
pitowal w 1 ml surowicy homologicznej 105
gamma biatka, W surowicy odpornosciowe]j dla

Ryc. [’recgp:!agh ilosciowa wyc wg Lancefield
JSérplutons, Str /crﬁ:a&-s I z surowwcam:
Strpllon S, U Strfoecalls L

— L Strplutons
—— = L StrfaecalisT

surowica anty-
Str.plutons

oy Surowica ant
N SérplutonS

\ surowica 3

anty-strfeecalis L

\ surowica )
N anty - st foecalis L

T T T " T T J
0w X 4 s 6 N
steienie antygeru ()

szczepu I Str. faecalis hapten ten (35 gamma
cukru) precypitowal w 1 ml surowicy 102 gam-~
ma biatka. Otrzymany ta samg metoda hapten
ze szczepu I Str. feecalis precypitowal w suro-
wicy homologiczne] w strefie rownowagi 113
gamma bialka przy stezeniu cukru 30 gamma,
za§ w surowicy dla szczepu S Str. pluton 94
gamma bialka przy stezeniu cukru 55 gamma.
Wyciggi wg Fullera ze szczepow 18 (110 gam-
ma cukru) i S (115 gamma cukru) Str. pluton
precypitowaly w strefie rownowagi w 1 ml su-
rowicy typowo specyficznej odpwiednio 81 i 92
gamma bialtka (ryc. 2). Precypitacja iloSciowa
haptenow wg Lancefield ze szczepow Str. plu-
ton i Str. faecalis z tg surowicg wypadla ne-
gatywnie.

Wyniki zahamowania odezynu precypitacji
iloS§ciowej podano na ryc. 3—8. Jak wynika z
rye. 3 odezyn precypitacji wyciagu Lancefield
Str. pluton z surowica anty- Str. pluton ulegal
zahamowaniu w ponad 84% przez alfa-d-gluko-
ze w stezeniu 8 mg/ml. W tym stezeniu ksyloza
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Ryc.2. Precypitacia Hosciowa wyc, wl; Fullera
Strpluton 1815 z surowicq Lypomo
specyfiezng Strpluton

—=== FStpluton 18
F Str. pluton S
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dawala 20% zahamowania odczynu, beta-d-glu-
koza 8,2%, ramnoza 6,3%. W ukladzie wyciag
wg Lancefield Str. pluton surowica anty- Str.
faecalis (ryc. 4) alfa-d-glukoza hamowala 75%
odczynu przy stezeniu 8 mg inhibitora/ml, za$
beta-d-glukoza, ksyloza i ramnoza hamowatly
odpowiednio 8,5; 12,0 i 4,5% odczynu. Zahamo-
wanie odczynu w ukladzie: hapten wg Lance-
field Str. faecalis surowica anty- Str. pluton
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Zahamowanie precypitaci ilosctome prree cutr
f;f’f;f, ﬂfg[c..i'.,wc.w za;re/:b’ld Jgplm‘mé J
; 0QLCZRA . RYC4. Wi C. g Lancefrel

Jtr pluton 2 sur Str a’s’m{:%l' g lancefte

przy stezeniu 4 mg alfa-d-glukozy wynosilto
61,0%, przy stezeniu 8 mg inhibitora/ml, 68,0%
(ryc. 5). Alfa-d-glukoza w tych samych steze-
niach hamowala odczyn precypitacji tego hap-
tenu z surowica homologiczng w 81,0 i 92,5%.
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Do 12,0% odezynu byto hamowane w badanych
ukladach przez ksyloze, ramnoze i beta-d-glu-
koze w stezeniach 4—10 mg inhibitora/ml (ryc.
5, 6).

© W ukladzie wyciagg wg Fullera ze szczepow
18 i S Str. pluton i surowica typowo-specy-
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ficzna ponad 64,0% zahamowania odczynu pre-
cypitacji dawata fruktoza w stezeniach 2 mg/ml
i ponad 80,0% w stezeniach 6 mg/ml (ryc. 7, 8).
Przy tych samych stezeniach glukozy, ksylozy
i glukozaminy zahamowanie odczynu nie prze-
kraczalo 20,0%, przy czym sposréd tych trzech
cukrow najsilniejsze dzialanie hamujace wy-
wierata glukoza (20,0%), nastepnie ksyloza (10%
i 13,2%), najstabsze glukozamina (10,5% i 6,0%).
W badanym ukladzie ramnoza, maltoza, sacha-
roza 1 N-acetylheksozaminy nie wywieraly
dziatania hamujgcego.

Analiza absorpcyjna w podczer-
wieni.

Wyniki analizy absorpcyjnej w podczerwieni
$ciany komorkowej oraz wyciagow wg Fullera
ze szczepow Str. pluton, Str. faecalis i Str. bo-
vis ujeto na spektrofotogramach (ryc. 17, 18,
19). Przy analizowaniu widm uwzgledniono
ekstrema absorpcji w zakresie 2960—2880 cm—1,
1470 em~1 i 1380 cm~—! charakterystyczne dla

Ryc. 19. Spektrogram wyciagu wg Fullera Str. pluton.

uzytego nosnika. Preparaty $ciany komoérkowej
Str. pluton (ryc. 19), Str. faecalis i Str. bovis
wykazywaly zblizony kontur widm. We wszyst-
kich przypadkach stwierdzano: 1. Intensywne
ekstremum w zakresie 3320—3300 cm~?! typo-
we dla drgan walencyjnych NH i OH. 2. Ostre
pasmo w zakresie 1670—1650 cm~! typowe dla
drgan walencyjnych CO (I pasmo amidowe) i
drgan deformacyjnych NH (IT pasmo amidowe).
3. Ekstremum w zakresie 1580—1540 cm~1 i
1250 cm~1 typowe dla wigzan amidowych II
rzedowych amidow cyklicznych. 4. Slabe eks-
tremum przy dlugoéci fali 1160 cm~—! zwiazane
z drganiami walencyjnymi CO estrowego frag-
mentu czasteczki. To ekstremum nie wystepo-
walo na spektrofotogramach $ciany komérko-
wej Str. bovis (rys. 18). 5. Szerokie ekstremum
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absorpcji w zakresie 1090—1040 cm~! zwigzane
7z drganiami walencyjnymi grup CO estrow
alkoholi pierwszorzedowych oraz drganiami de-
formacyjnymi C—agrH, i stabe pasmo przy licz-
bie falowej 680 cm~! typowe dla drgan walen-
cyjnych CS. 6. Na podstawie dosé¢ slabego pas-
ma w zakresie 860—870 cm~! mozna sadzi¢ o
obecnosdci zwigzkéw o pierscieniu furanowym.
Ekstremum absorpcji dla $ciany komérkowe]
Str. bovis bylo nieco obnizone w poréwnaniu
do ekstremow absorpeji sciany komorkowe] po-
zostalych dwdéch gatunkéw paciorkowcow. Ob-
nizenie to bylo szczegélnie wyraznie zaznaczone
w obszarze 1750—400 cm~1.

Wyeciagi wg Fullera ze szczepdw Str. pluton,
Str. faecalis i Str. bovis (ryc. 17) dawaly iden-
tyczne widma ktore cechowatlo: 1. Szerokie in-
tensywne pasmo w zakresie 3330—3290 cm—!
charakterystyczne dla drgan walencyjnych OH
grup karbonylowych. 2. Ostre pasmo w zakre-
sie 1680—1670 cm!~ typowe dla drgan defor-
macyjnych NH i CO grup aldehydowych i w
zakresie 1550—1560 em~?! charakterystyczne dla
drgan deformacyjnych NH w grupie NH;.
Ostre ekstremum dla liczby falowej 1260 cm™!
typowe dla drgan walencyjnych OH grup kar-
boksylowych. 4. Ostre ekstremum w zakresie
1250—1230 cm~! zwigzane z oddzialywaniem
drgain deformacyjnych NH i walencyjnych CN
oraz 5. Ekstremum przy liczbie falowej 1090
cm~! odpowiadajagce drganiom walencyjnym
C-C-C i deformacyjnym C-C-O-C.

Omoéwienie wynikow

Przeprowadzone badania umozliwily pozna-
nie sktadu jakosciowego aminokwasow 1 cu-
krow sciany komoérkowej Str. pluton, Str. fae-
calis i Str. bovis oraz skladu cukrow serologicz-
nie aktywnych frakeji antygenowych tych
drobnoustrojéw zawartych w wyciagach wg
Lancefield i Fullera. Okre§lenie roli poszcze-
golnych cukréw prostych w odezynie zahamo-
wania precypitacji ilosciowej umozliwilo ozna-
czenie struktury chemicznej determinant swoi-
stosci serologicznej antygenéw polisacharydo-
wych (31). Podstawe badan immunochemicz-
nych stanowila elektrochromatografia amino-
kwasow, chromatografia cienkowarstwowa cu-
kréow i aminocukréow oraz odczyn zahamowania
precypitacji iloSciowej przez cukry proste.

Analiza chromatograficzna  aminokwaséw
$ciany komoérkowej Str. pluton, Str. faecalis i
Str. bovis wykazywala zawsze w badanych
preparatach  wystepowanie 12  wspdlnych
aminokwasow (tab. 1). Ponadto 9 aminokwasow
wystepowalo nieregularnie w $cianie komorko-
wej trzech badanych gatunkéw paciorkowcow.
Spoérod zidentyfikowanych w badaniach wlas-
nych aminokwaséw w $Scianie komorkowej pa-
ciorkoweoéw z grupy D wykryto uprzednio ala-
nine (29), glicyne (5, 29), lizyne i kwas gluta-
minowy (29), kwas asparaginowy i histydyne
(11). Najwiekszg liczbe aminokwaséw — 16
stwierdzili King i wsp. (14) w rozpuszczalne]j
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w formamidzie frakeji sciany komérkowej Str.
faecium. Frakcja ta zawierala alanine, kwas
asparaginowy, arginine, kwas glutaminowy, gli-
cyne, izoleucyne, leucyneg, lizyne, metionine,
fenyloalanine, proline, seryne, treonine, histy-
dyne, tyrozyne i waline. Wydaje sig, ze zaob-
serwowane roznice w skladzie aminokwasow
Sciany komorkowej paciorkowecéow z grupy D
moga, sie wigza¢ z jednej strony z metodami
jej otrzymywania, z drugiej strony z metoda-
mi hydrolizy i rozdzialu chromatograficznego.

Badania ilo$ciowe wykazaly duzg zawartosc¢
cukrow redukujgcych w $cianie komorkowej
Str. pluton (49,8—59,2 mg%) i Str. faecalis
(68,1—177,4 mg%) przy niskiej ich zawartosci w
$cianie komorkowej Str. bovis (29,7 mg%). Jed-
nakze mimo tych réznic iloSciowych $ciana ko-
moérkowa Str. pluton i Str. bovis zawierala
identyczne cukry proste — ramnoza, glukoza,
glukozamina i N-acetylglukozamina (tab. 2).
Bogatszy sklad wykazywala $ciana komoérkowa
Str. faecalis, w ktérej stwierdzono ponadto
mannoze i N-acetylgalaktozamine i_w jednym
szczepie galaktoze. Uzyskane wyniki pokrywa-
ja sie z rezultatami badan Cumminsa i Har-
risa (5) w odniesieniu do paciorkowcéw z grupy
D. Autorzy ci uwazajg ramnoze za charaktery-
styczny skladnik &ciany komoérkowej wszyst-
kich paciorkowcéw za wyjatkiem paciorkow-
cow z grupy serologicznej O, K i R oraz nie-
ktorych szczepdéw z grupy F (36). Jones i Shat-
tock (11) wykryli w $cianie komoérkowej Str.
faecalis ramnoze, galaktoze, glukoze, mannoze,
glukozamine i galaktozamine, Str. bovis ramno-
ze, galaktoze, glukoze i glukozamine. Glukoze,
ramnoze i glukozamine wykryli rowniez w $cia-
nie komoérkowe]j paciorkoweow z grupy D Elliott
(6), za$ glukoze, ramnoze i N-acetylglukozamine
Kane i Karakawa (12).

Pomimo podobnego, a w przypadku Str. plu-
ton i Str. bovis identycznego skladu jakoscio-
wego cukrow Sciany komoérkowej badanych ga-
tunkéw paciorkowcdw, istnienie réznic serolo-
gicznych pomiedzy nimi wydaje sie potwier-
dzaé¢ poglad, ze odrebnos¢ serologiczna polisa-
charydowych frakeji antygenowych zalezy nie
tylko od skladu jakosciowego, ale gléwnie od
rodzaju i konfiguracji stereochemicznej cukrow
zajmujacych polozenie terminalne w lancuchu
polisacharydowym (23), oraz od charakteru
wigzan pomiedzy poszczegdlnymi komponenta-
mi lancucha.

Wyciagi wg Lancefield ze szczepéw Str. plu-
ton, Str. faecalis i Str. bovis, ktére zawierajg
komponenty warunkujace przynaleznos¢ do
grupy serologicznej D zawieraly w swoim skla-
dzie glukoze. Jedynie w przypadku Str. pluton
oprocz glukozy zawieraly ramnoze (ryc. 195).
Wysoki stopien zahamowania odczynu precy-
pitacji ilosciowej przez alfa-d-glukoze zaréwno
w ukladach homologicznych (ponad 80% zaha-
mowania przez 8 mg cukru/ml) jak i w ukla-
dach heterologicznych (okolo 70% zahamowa-
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nia przez 8 mg cukru/ml), w poréwnaniu do
wartosci zahamowania tego odczynu przez beta-
-d-glukoze i ramnoze (ryc. 3—86) przy identycz-
nym stezeniu substratéw wydaje sie wskazy-
waé, ze w antygenie grupowo specyficznym D
determinantg swoistosci serologicznej jest glu-
kozyd z alfa-d-glukozg w pozycji terminalnej
laficucha weglowoedanowego. Obecno$é ramnozy
w wyciggach wg Lancefield Str. pluton moze
sie wigza¢ z zanieczyszczeniem tego wyciagu
preparatami sciany komoérkowej, tym bardziej,
ze nie byla ona stwierdzana dotychczas w anty-
genie grupowo swoistym paciorkowcéw z gru-
py D (11). Dla potwierdzenia swoistosci bada-
nych inhibitoréw wlaczono do badan cukry,
ktorych nie stwierdzano w wyciggach wg Lan-
cefield badanych paciorkowcdéw: N-acetylgluko-
zamina, N-acetylgalaktozamina, ksyloza, mal-
toza i trehaloza. Sposréd tych cukréw najwyz-
szy stopien zahamowania odczynu precypitacji
ilosciowej wykazywala ksyloza. Ten wysoki
stopien zahamowania odeczynu przez ksyloze
moze sie wigza¢ z identyczng konfiguracja grup
OH przy weglu 3 i 4 pierscienia pyranowego
glukozy i ksylozy (33).

Wyciagi wg Fullera ze szczepow Str. pluton
oprécz antygenu grupowo swoistego zawieraly
antygen typowo specyficzny o naturze weglo-
wodanu. W badaniach wlasnych (8) nie stwier-
dzono jednakze pokrewienstwa serologicznego
pomiedzy antygenem typowo specyficznym Str.
pluton i antygenami typowo swoistymi Str.
faecalis i Str. bovis. Wyciggi wg Fullera trzech
badanych gatunkéw paciorkowcow roznity sie
rowniez skladem jako$ciowym cukrow (tab.. 2.
ryc. 16). Wyciag ten w przypadku Str. pluton
zawieral ramnoze, fruktoze, glukoze i glukoza-
mine, w przypadku Str. faecalis ramnoze, man-
noze (jeden szczep), glukoze, galaktoze i gluko-
zamine, za§ w przypadku Str. bovis ramnoze,
glukoze i glukozamine. Wyniki wlasne odnosnie
sktadu jakosciowego wyciagow wg Fullera ze
szczepodw Str. faecalis pokrywajg sie cze$ciowo
z wynikami Willers i wsp. (35) i Elliott (6).

Na podstawie wynikéw zahamowania odczy-
nu precypitacji ilosciowej (ryc. 7, 8) w ukla-
dach: wyciag wg Fullera ze szczepdéw Str. plu-
ton i surowica typowo specyficzna Str. pluton
mozna sadzi¢, ze determinantg polisacharydo-
wego antygenu typowo specyficznego tego
drobnoustroju jest glukozyd zawierajacy w po-
zycji terminalnej fruktoze i w pozycji przed-
ostatniej glukoze. Fruktoza bowiem w steze-
niach 4—8 mg/ml hamowala ponad 80% odczy-
nu precypitacji ilosciowej w badanych ukla-
dach. W tym stezeniu glukoza hamowala od-
czyn w 10—20%, ksyloza i glukozamina w po-
nizej 10%. Pozostale uzyte w badaniach cukry
nie posiadaty wilasnosci inhibitoréw.

Analiza absorpcyjna w podczerwieni wyka-
zala zblizony kontur widm dla preparatéw Scia-
ny komoérkowej Str. pluton, Str. faecalis 1 Str.
bovis oraz identyczny zarys widm dla wycia-

gow wg Fullera. Spektrogramy S$ciany komor-
kowej Str. bovis nie posiadaly jedynie ekstre-
mum przy liczbie falowej 1160 ¢cm~1 (ryc. 1R).
W zwigzku z brakiem istotnych réznic w spek-
trogramach badanych preparatéw wydaje sie,
ze pomimo uzyskiwania powtarzalnych wyni-
kéw przy przestrzeganiu ujednoliconej metody
hodowli, przygotowywania probek i wykony-
wania oznaczen, metoda analizy absorpcyjnej
w podczerwieni nie rokuje wiekszych nadziei
w badaniach struktury antygenowej paciorkow-
cow. Uzyskanie przez Riddle (24) dla bakterii
i Woloszyna (37) dla antygendéw grzybiczych
charakterystycznych widm absorpcyjnych moz-
na tiumaczy¢ duzg odrebnoscia immunoche-
miczng badanych drobnoustrojow.

Wnioski

1. Analiza elektrochromatograficzna amino-
kwaséw sciany komorkowej Str. pluton, Str.
faecalis 1 Str. bovis wykazala obecnos¢ od 15—
18 aminokwasow. Dwanascie aminokwaséw
(gsrupa leucyny, metionina, walina, alanina,
treonina, kwas glutaminowy, kwas asparagino-
wy, seryna, glicyna, histydyna, arginina i lizy-
na) wystepowaly zawsze w preparatach Sciany
komérkowej badanych drobnoustrojow.

2. Stwierdzono, ze w $cianie komodrkowe;]
Str. pluton i Str. bovis wystepowala ramnoza,
glukoza, glukozamina i N-acetylglukozamina, a
$ciana komoérkowa Str. faecalis zawierala po-
nadto w swoim skladzie mannoze, galaktoze i
N-acetylgalaktozamine.

3. Wykazano, ze wyciaggi wg Lancefield spo-
rzgdzone ze szczepdéw Str. pluton zawieraja glu-
koze 1 ramnoze, natomiast ekstrakty wg Fulle-
ra sporzgdzone z tych szczepéw ponadto fruk-
toze i glukozamine. i

4. W oparciu o wyniki odezynu zahamowania
precypitacji ilosciowej mozna przypuszczac, ze
spoérod badanych cukréw najbardziej istotng
role w determinowaniu swoistoscl serologicz-
nej antygenu grupowo specyficznego Str. plu-
ton, Str. faecalis i Str. bovis odgrywa alfa-d-
-glukoza, zas determinantg swoistoSci serolo-
gicznej polisacharydowego antygenu typowo
specyficznego Str. pluton jest najprawdopodob-
niej fruktoza w polozeniu terminalnym i glu-
koza w pozycji przedostatniej w lancuchu we-
glowodanowym.
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Tanencku 3. — MecnenoBaHnA cBOjiCTB M AHTUTEHHOM

cTpYETYDsI Streptoceccus pluton., V. WmpyHOXMMIME-
CKMIi aHAJIN3.

YlcenenoBanay cOCTAB AMIMHOKMCIOT M CaXapuiacB B
npenaparax 13 KJIeTOYHBIX cTeH 6 rrammoB Str. plu-
ton, 2 mrammoB Str. faecalis m 1 mrramma Str. bovis.
Kipome TOro mnpoaHAIM3MPOBAIM COCTAB CAXAPHAOB U
aMMHGCAXapPUI0B CEePOJIOTUHeCK) aKTMBHBIX SKCTPaK-
7o 1o Lancefield m mo Fuller Texxe Garrtepnii. Ka-
YEeCTBEHHBLI COCTAB AMMHOKIICIOT ONPEAeNAIn MEeTO-
moM OyMazkHOI 3JeKTpoxpomarorpaddimy, coCTaB caxa-
PULOB — METOJOM TOHKOCJOMHOI Xpomarorpadum Ha
0b6ydepenHot MHMPY3OPHON 3eMJje ¥ IUICOM, a CocTan
aMMHOCAXapHA0B ¥ N-aeTHATeKCO30aMUHOB Ha MHAM-
zopaom xkeae G. Oasa omnpefesneHns AeTePMUHAHTOB
TPYIIIOROM M TUIIOBOM aHTUTEHHON CTPYKTYPBI Str. plu-
ton mpoBeaM pEeaKI[MI0 TOPMOLUCHNS KOJIMYECTBEHHON
MIPenUIUTAT MOHOcaxXapuaamu. KpoMe TOIO HPOBEIN
aHaIMN3 IIpPernaparoB KJIETOUHBLIX CTEH M CEePOJIOTMHerH
AKTUBHLIX I[TOJUCAXAPKAOB MeTomoM abcopdipmy B [in-
chparpacHOi wacTyu cIeKTpa.

VeraHoBii, 9ro B INREHAPATAX KISTOHHBIX CTEH
Str, pluton, Str. faecalis m Str. bovis umeercs 15—I18
AaMMHOKMCIOT. JABeHAAAT aMUHOKNMCA0T (TDYIOa JIeH-
LMHA, METMOHMH, AJaHVH, TPEOHNUH, TJIIOTaMMHOBAA KUC-
JIOTa, acraparvHCBad KICIOTA, CEePUH, TUIMIINH, TUCTH-
NHH M apTiENE BRICTYOanM B CTEHE KIeTOK B0 BLeX
HecHenoBaabIx enydaax. Crena xgaerocx Str. plulon
1 Str. bovis cofepzkaja paMHO3y, TJOKO03y, IJIOKO03a-
vuH u N-agemriaorozavme. Crensl Str. faecalis co-
Jep#Kall KpoMe TOr0 MaHHO3y, TajakTo3y u N-alerni-
rajakTosaMuHa. DKeTpakTel o Lancefield u3 miraMMOB
Sir. pluton comepzxKanm IJOKO3Y U PAMHO3Y a M3 LITaM-
MoB Str. faecalis u Str. bovis TonbKO raK03y. B 9Kc-
mpagTax mo Fuller muperTMuuIMpoOBaNM B CIAyHae Str.
pluton pampo3y, (PYKTO3y, TAKO3Yy M IJTIOKOZAMIH,
B caydae Str. faecalis — pamHO3y, ManHHO3Y, IJIFOKO3Y,
raJaKTo3y M TJIOKO3aMuH, a B luTamme Str. bovis paM-
HO3Y, TJKO03Y ¥ TJIIOKO3aMMH.

B peaKLuyy TOPMOIKEHMA KOJMUTeCTBEHHON MIDELIIN-
TALMM YCTAHOBMIM, YTO CYLIECTBEHHYIO POJB B JAETEP-
MMHAIMM CePOJIOrMIecKol cnelydMIHoCTy IPYIIIOBOIC
auturena Str. pluton murpaer aasda-a-raoxrosa. Jerep-
MMHAHTOM CEepPOJIOTUMYECKON CHIELM(ITIHOCTI TUITOBOTO
aETHreHa ABJAercA (PPYKTO3a (TepMMUHAJILHAA) M INIIO-
KO03a.

Glinski Z. — Investigations on the properties and
antigenic structure sf Streptococcus pluten. V. Immu-
nochemical analysis.

There was carried out the analysis of: i. amino
acids and sugars from cell walls of 6 strains of Str.
pluton, 2 strains of St. faecalis and 1 strain of Str.
bovis; ii. sugars and amino sugars’ of serologically
active fractions (acc. to Lancefield and Fuller) from
these bacteria. The qualitative composition of amino
acids was determined electrochromatographically on
paper. The composition of sugars was estimated in
thin-layer chromatography on buffered silica earth
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with gypsum, and amino sugars and N-acetylamino-
sugars on silica gel G. In order to determine the se-
rological specificity of group and type antigens of
Str. pluton there was performed the inhibition of
quantitative precipitation test with simple sugars. In
addition, there was done infra-red analysis of cell
wall and serologically active polysaccharide fractions.
The presence of 15—18 amineg acids was revealed in
the cell walls of Str. pluton, Str. bovis and Str.
faecalis. Twelve amino acids, i.e. leucine group,
methionine, valine, alanine, threonine, glutamic acid,
aspartic acid, serine, glycine, histidine, arginine and
lysine were always present in the cell walls of the
bacteria under study. The cell wall of Str. pluton
and Str. bovis contained rhamnose, glucose, glucosa-
mine and N-acetylglucosamine. The cell wall of Str.
faecalis contained also mannose, galactose and N-ace-
tylgalactosamine. In the extracts of Str. pluton acc.
to Lancefield there were revealed glucose and rham-
nose; but in the same extracts from Str. faecalis and
Str. bovis only glucose. In Fuller’s extracts from Str.
pluton there were noted rhamnose, mannose, glucose,
galactose and glucosamine, and in the case of Str.

bovis rhamnose, glucose and glucosamine. In the
inhibifion of quantitative precipitation test with
simple sugars it was found that alpha-d-glucose

played the main role in the determination of serolo-
gical specificity of group specific antigen of Str. plu-
ton. Serological specificity of type-specific antigen
of Str. pluton was determined by fructose {(in termi-
nal position) and by glucose.

POTGIETER L. N. D, ROSS R. F.: Wykrywanie My-
coplasina hyorhinis i Mycoplasma hyosynoviae przy
pemocy odeczynu immunofluorescencji w zmianach u
swin zakazonych doSwiadeczalnie. (Demonstration of
Mycoplasma hyorhinis and Mycoplasmz hyosynoviae
in lesions of experimentally infected swine by immu-
nofluerescence). Am. J. vet. Res., 33, 99—105, 1972 (1).

tosujae metode immunofluorescencji posredniej
wykazano w tkankach do§wiadczalnie zakaZonych
$win Mycoplasma hyorhinis i Mycoplasma hyosyno-
viae. W celu usuniecia niespecyficznej fluorescencji
konjugate oczyszczano chromatograficznie na kolum-
nie z DEAE celulozy. Dodatnie wyniki odczynu immu-
nofluorescencji uzyskiwano dla powierzchownych
warstw blon maziowych oraz z 15 z 45 probek mazi
stawowe]. Z probek mazi stawowej reagujacych do-
datnic w odczynie immunofluorescencji wyizolowano
mykoplazmy.

Z.

ACKERMAN L. J, MOREHOUSE 1. G. OLSON L.
D.: Wirusowe zapalenie zoladka i jelit swin u trzy-
tygodniowych prosiat: badania nad niedokrwisteSeig
i abssrpcja Zzelaza. (Transmissible gastreenteritis in
three week-old pigs: study of anemia and iron absor-
ption). Am. J. vet. Res., 33, 115-120, 1972 (1).

Badania nad wplywem wirusowego zapalenia Zo-
ladka 1 jelit $win na absorpcje zelaza, oraz wplyw
niedokrwisto$ci na przebieg kliniczny choroby prze-
prowadzono na 9 klinicznie zdrowych prosietach i 21
prosietach, u ktérych wystepowala anemia. Grupe
kontrolna stanowito 7 prosiat z niedokrwistoscig 1 5
prosigt klinicznie zdrowych. Po 26 godzinach po do-
ustnym zakaZeniu wirusem zakaZnego zapalenia Zo-
tadka i jelit (200 tys. jednostek zakaZnych dla $wini
/ml) i po 2 godz po doustnym podaniu siarczanu ze-
laza poziom zelaza w surowicy prosiat z niedokrwi-
stoscig wynosit 95 ng/100, za§ u prosiat zdrowych 220
ng/ml, U prosiat z niedokrwistosciag choroba przebie-
gala ciezej. Na czoto objawdéw Kklinicznych wysuwala
sie biegunka, silna depresja, znaczne obniZenie przy-
rostow wagowych. Cziernastego dnia po zakazZeniu
nie obserwowano zmian makroskopowych i mikrosko-
powych charakterystycznych dla wirusowego zapale-
nia Zzotadka i jelit $win. .



