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ANDRZEJ MAZUR

Wykrywanie HRP (Hemoglobin Reactive Protein) w surowicach
i serwatkach bydta prostq elekiroforezq w agarze

7 Instytutu Patologii i Terapii Zwierzat
Wydzialu Weterynaryjnego AR we Wroclawiu

W czasie toczacego sie procesu zapalnego, W suro-
wicy krwi bydla pojawia sie bialko wiazace hemo-
globine (HRP-Hemoglobin Reactive Protein). Bialko
to nie wystepujie w surowicy bydla zdrowego.

Do wykrywania HRP w surowicach przystosowano
metode podwéjnej dyfuzji w agarze. Metoda taka zo-
stala opracowana przez Spoonera (2, 3), podaja ja
takze Balbierz i wsp. (1). Podwoinej dyfuzii zostaja
poddane surowice i roztwor hemoglobiny, a powstaly
po 24 godz. kompleks HRP-IIb wykazywany jest re-
akcjg benzydynowa.

Przydatnosé tego latwego do wykonania, ale dajace-
go wynik po 24 godz, testu, jako nieswoistej proby w
diagnostyce schorzen bydla, sklonila do poszukiwania
takiej techniki, ktéra skrécilaby okres oczekiwaniana
wynik. Wybér padl na metode elektroforezy w zelu
agarowym. Jest to wprawdzie metoda wymagajaca
aparatury, ale taki zestaw uwurzadzen posiadajg stan-
dardowo wyposazone pracownie i laboratoria tere-
nowe.

Celem pracy bylo:

— copracowanie optymalnych warunkéw do elektro-
foretyeznego rozdzialu HRP w zZelu agarowym,

—- dokonanie wyhoru dla tego celu ngaru, z rodza-
jow  dostepnych w  kraju

Material i metlody

Do badan uzylo 91 surowic krwi krow i cielat oraz
50 serwatek mleka standardowowo przygotowanych
do bhadan laboratoryjnych.

Podwoéjna dyfuzje w agarze prowadzono wedhig
metody podanej przez Spoonera (2, 3) oraz Balbierza
i wsp. (1). Uzytoc hemolizatu bydlecego o stezeniu 0.5
g w 100 ml, Dla rozwiniecia dyfuzji w zelu przyjeto
24 godzinng inkubacje w komorze wilgotnej, w tem-
peraturze pokojowej.

Elektroforeza prosta w agarze. Rozdzialu dokony-
wano na szkielkach podstawowych powleczonych Ze-
lem agarowym:

— Bacto-Agar Difco 498426 1,2%

— Bacto-Agar Oxoid Nr 1 SN 1,2%,

— Davies Agar 1%

— ,,Baker” Grade Agarose 0,8%

Stosowano bufor weronalowy o pH 8,2, sile jonowej
0,025 (4). Czas rozdzialu 1 godz. 15 min. W dolki
startowe wkraplano surowice lub serwatke z dodanym
w réwnych czeSeiach hemolizatem krwi bydlecej o
glezeniu 0,05 g w 100 ml. Do wybarwiania uzyto od-
czynnika benzydynowego o skladzie: benzydyna 200
mg, kwas octowy lodowaty 0,5 ml, woda destylowana
100 ml, perhydrol 0,1 ml. Szkietka, na ktérych doko-
nywano pordwnania frasy migracji komplelksu HRP-
-Hb w réznyeh Zelach agarowych (ryc. 1), wybarwia-

0,9%, 0,7%

no dodatkowo — w celu uwidocznienia migracji po-
zostalych bialek surowicy -— czernig amidowg 10 B
(ryc. 2).

Wyniki { omdwienie

W prostej elektroforezie wykorzystano réznice w mi-
aracii poszezegdlnych bialek — dokatodowa wedrowke
wolnej hemoglobiny i doanodows kompleksu HRP-Hb.
Kompleks HRP-Hb lokalizuje sig w rejonie alfa-glo-
pulin, gdzie mozna go latwo wykazaé reakejg ben-
zydynowa, co jest zgodne z wynikami otrzymanymi
poprzednio w naszej pracowni (1)

W poszezegolnych zelach agarowych, poréownywa-
nych pod wzgledem wladciwosei rozdzielania, uzyska-
no podobna wedréwke kompleksu HRP-Hb pocho-
dzacego z surowicy  krwi bydla z wyjatkiem agarozy,
w ktorej wedrowka kompleksu byla szybsza ze wzgle-
du na doanodowsa réowniez wedréwke hemoglobiny w
tym zelu (rye. 1). Natomiast trasa i kierunek mi=-
gracji pozostalych bialek surowicy i wolnej hemoglo-
binv roznily sie znacznie (ryc. 2).

Rye. 1. Elektroforegramy surowicy bydlecej zawiera-
jgcej HRP, po dodaniu hemolizatu krwi bydlecej, w
réznych zelach agarowych, wybarwione odczynnikiem
benzydynowym. Od lewej na kolejnych fotogramach:
1) Davies 1%, 2) Noble 1,2%, 3) Difco 1,2%, 4) Oxoid
1,2%, 5) Agaroza 0,8%. W dolkach startowych na kaz-
dym fotogramie po lewej kompleks HRP-Hb, po pra-
wej Hb

Ryc. 2. Elektroforegramy jak na ryc. 1, po dodatko-
wym wybarwieniu bialek surowicy czernigz amidows
10 B

W serwatkach mleka kréw wykazano réwniez obec-
nosé HRP tworzacego kompleks z hemoglobing. Kom-
pleks ten po rozdziale elektroforetycznym lokalizuje
sie, podobnie jak kompleks HRP-Hb surowicy, to jest
w strefie alfa-globulin.
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We wszystkich przypadkach uzyskano zgodnoéé oce-
ny wynikéow z podwojnej dyfuzji z rezultatami otrzy-
manymi w elektroforezie prostej.

Obraz kompleksu HRP-Hb w elektroforezie prostej
byl bardziej przejrzysty niz w podwdjne] dyfuzji.
Szezegdlnie latwo mozna to bylo zauwazyé w surowi-
cach ze znacznym stopniem hemolizy oraz w serwat-
kach ze znaczna aktywnoscia peroksydazowa, w kto-
rych to osrodkach nadmiar hemoglobiny lub peroksy-
daz naklada sie na kompleks HRP-Hb. Powoduje to
zaciemnienie efektu reakcji barwnej, uzyskanej po
zadzialaniu odczynnikiem benzydynowym.

Duza zaleta wykrywania HRP przy pomocy prostej
elektroforezy jest krétki eczas otrzymywania wyni-
kéw. W diagnostvee terenowej (na fermie. w oborze)
nadal korzystniejsze moze okazaé sie stosowanie
podwéjnej dyfuzji, bo nie wymaga ona dodatkowej
aparatury. Natomiast w przypadkach, ktére wymagaja
szybkiego potwierdzenia wynikami badan laboratoryj-
nyeh, wykorzystanie rozdzialu clclkiroforetycznego do
ujnwniania HRP jest bardzo przydatne,

Wnioski

1. Wykrywanie HRP mozna znacznie przyspieszy¢
wykorzystujac do jego ujawniania rozdzial elektro-
foretvezny w Zelu agarowym.

2. Rozdzial elektroforetyczny pozwala na bardziej
precyzyjng ocene obecnofei HRP w surowicach i ser-
watkach, szezegdlnie przy ich duzej aktywnodei pero-
ksydazowe],

3. Zele agarowe uzyte do wykazywania obecnosci
HRP metoda rozdzialu elektroforetycznego moga by¢
stosowane zamiennie,

4. Obecnosé¢ HRP wykazano réwniez w serwatkach
mleka krow.
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Masyp A. — Obunapymupaune HRP (Hemoglobin Reac-
tive Protein) B colBopOoTEKaX KpDYUEHHOr9 POraToro CKO-
Ta NPOCTHIM SJIeKTpodrope30M B arape.

Erin npumeHen IPOCTOil 2/eRTpOQOpPE3 B arapoLsoMm
rene aaa obuapyxuBanysa HRP ((Hemoglobin Reae-
tive Protein) B crIBopOTKax KPYIHOTC POraToro CKOTA
1 OBLI0 MOJIYYEHO CXOACTBO DEIYNBTATOB C IIOIyHerl-
nRIMM B ABOMHON anddyszun. Yepes npumenenne npoc-
TOTO 92JIeKTpodopesa ObIIO AOCTUTHYTO OdYelib KpaT-
Koe BpeMa obxapymusanusa HRP. Beuia cparena Mur-
pamua komnnexca HRP-Hb B pa3iaMudbIX aropoBhIX
TeNgx.

Mazur A. — Determination of HRP (Hemoglobin Rca-
ctive Protein) in sera and why of cows by a simple
agar-electrophoresis.

There was applied a single agar-elecirophoresis for
the determination of HRP (Hemoglobin Reactive Pro-
tein) in sera and why of cows. The obtained results
were in a good agreement with a double diffusion
method. By the method of a single electrophoresis it
was possible to determine HRP in a relatively short
period of time. The author also compared the migra-
tion of HRP-Hb complex in various agar-gels.

Z HISTORI WETERYNARII

ZENON WACHNIK

. .0 Weciekliznie czyli Wodowstrecie tak ludzi jako i innych zwierzqt”
w dziele F. Wernera z 1800 r.

Ferdynand Werner — doktor medyeyny i chirurgii,
fizyk cyrkutu raciborskiego, adiunkt Collegii Medici et
Sanitatis departamentu wroclawskiego na przelomie
XVIII i XIX wieku, opracowal ,Dzielo doreczne dla
Ekonoméw i Wiedniakéw o Zarazie i innych zwy-
czaynych chorobach rogatego bydla, owiec, koni i §win
Z krotkim Dedatkiem o Wéciekliznie czyli Wodowstre-
cie tak ludzi jako i innych zwierzat”. Dzielo to zo-
stalo wydane we Wroclawiu w 1797, a nastepnie w
1800 r. Po raz trzeci wydano je w Suwalkach w roku
1826.

Wydanie z 1800 r. ma 15 stron wstepu, 298 stron
tekstu (wiadomoscei zawodowych), 13 stron spisu tresci
oraz 3 urzedowe wykazy dotyczace akeji zwalczania
ksiegosuszu. W Bibliotece Ossalineum we Wroclawiu
znajduje sie egzemplarz tego wydania zachowany w
doskonalym stanie.
A oto wyjatki z przedmowy (,,Przestrogi”) tego dzie-
ta:

~Tak laskawe przyjecie mego dzietka przekonalo
mnie u uzylku i ustudze dla mey Oyczyzny Slaska,
i wzbudzilo oraz we mnie cheé¢ nowa daley moie ustu-
g¢ rozszerzy€. Obrocilem nayprzéd uwage na pobliz-
sze Prowincye, i dalem moiem dzielo na czysta Polsz-
czyzne $wiatlemu w nauce i w igzyku mezowi wythi-
maczyé, prosilem potym o pozwolenie IW Hrablego
de Vofs Dyrekeyinego w Prusach poludniowych Mini-
stra, aby z réwna pomoca iak w Slasku, w tey Pro-
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wineyii moglo sie rozey$¢; co tez z szczegoéluey IW
Hrabiego dla mnie dobroci otrzymalem”.

wZrobilem na koniec przydatek o wodowstrecie,
czyli ukgszeniu psa wécieklego w ludziach i bydletach.
Ta mala uwaga dla tych iedynie okolic stuzy, gdzie
dla znaczney odleglosci iako np. w dawney Polszcze
lekarza tatwo sprowadzi¢ niemozna. I dla tego to
dzielo na czysta Polszczyzne iest przelozone”.

»Ziemianie Slascy i Prus poludniowych, ktorzy tego
dzielka w Jezyku Polskim 1lub Niemieckim 7gdaia,
udaigc sie po niego do podatkowych Urzedéw, dostana
go bez oplaty Poczty za 20 dobrych groszy czyli za
pie¢ Zlotych Polskich...”.

Wydanie tego dzietka w jezyku polskim wynikalo
wi¢c z konieczno$ci zaznajomienia rdzennej ludnosci
polskiej zamieszkujacej wschodnie tereny éwczesnego
panstwa niemieckiego. O polskosci tych ziem $wiad-
cza takie nazwiska wlascicieli gospodarstw, umiesz-
czane w wykazach urzedowych: Mateusz Baran, Bo-
gumil Zaiac, Tgnacy Ploch, Henryk Pokors, Jozef No-
sek, Jan Santok, Marcin Spok. Merytoryczna ocena
tego dziela zostala trafnie przedstawiona przez Peren-
ca w ,Historii lecznictwa zwierzat w Polsce”, dlatego
tez ogranicze sie tylko do pogladdéw Wernera na temat
wseieklizny.

Uwaza on, ze wicieklizna powstaje ,sama z siebie”
u pséw, wilkoéw i lisow, natomiast inne zwierzeta za-
razane sa za pomocy Sliny wsciektych zwierzat. Bar-



