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W wielu badaniach wirusologicznych, a zwla-
szcza przy okre§leniu skladu chemicznego wi-
ruséw, konieczne jest uzycie mozliwie dokladnie
oczyszczonego preparatu wirusowego. W tym ce-
lu stosuje sie rézne fizyczne i chemiczne meto-
dy oczyszczania wirusow (11, 16, 17, 21, 23). Do
najczesciej stosowanych obecnie metod oczysz-
czania wiruséw nalezy ultrawirowanie (1, 4, 5,
6, 7, 8, 20, 24, 25).

Przy oczyszezaniu wiruséw grypy pojawiaja
sie problemy, ktore nie wystepujg przy oczysz-
czaniu innych wirusow. Jest to zwigzane z ich
wlasciwosciami, a takze ze sposobem, w jaki
uwalniajg sie one z zakazonej komérki. Z wi-
rionami grypy zwigzane sg bowiem lipidy i we-
glowodany pochodzace z komoérki gospodarza
(2, 3, 7, 9, 10, 12, 14). W zwigzku z tym oczysz-
czone preparaty wirusa grypy zawsze zawiera-
Ja material pochodzacy z komoérki gospodarza.
Trudno jest zatem ustali¢ jaka cze§é tego ma-
terialu jest faktycznie zwigzana z wirionem, a
jaka jest zanieczyszczeniem pochodzenia ko-
moérkowego.

W celu okredlenia stopnia oczyszczenia wi-
rionéw grypy stosuje sie wiele kryteriow, jed-
nak zadne z nich stosowane oddzielnie nie
wydaje sie by¢ w pelni zadowalajgce (13).

W badaniach wlasnych podjeto prébe kom-
pleksowej oceny stopnia oczyszczenia prepara-
tu wirusa grypy koni, oczyszczanego metods
ultrawirowania w gradiencie skokowym sacha-
I'0Zy.

Materiat i metody

Wirus. Do badan uzyto wirus grypy koni A (Equi-
-2/Warszawa/9/69 namnazany w 1l-dniowych za-
rodkach kury i po wstepnym odwirowaniu oczyszcza-
ny metoda dwukrotnego ultrawirowania w gradien-
cie sacharozy (25). Miano hemaglutynacyjne (HA) ma-
teriatu wyjéciowego — pkynu omoczniowego z zaka-
zonych zarodkéw — wynosito 1/64.

Kryteria oceny stopnia oczyszczenia wirusa

1. Wzrost miana HA wirusa. Miano wirusa okreglano
przy pomocy odczynu hemaglutacyjnego (HA) uzy-
wajac 1% zawiesiny krwinek czerwonych kury.

2. Liczba jednostek hemaglutacyjnych na mg biatka

preparatu wirusa (3. HA/mg). Zawarto$é biatka w ba-

danym materiale okredlano metodg Lowry i wsp. (15).

3. Kontrola w mikroskopie elektronowym. Kontroli

w mikroskopie elektronowym poddano:

— osad wirusa uzyskany po odwirowaniu plynu
omocznowego przy szybkosci 25000 obr/min przez
1 h w temp. 4°C (osad I)

— osad wirusa uzyskany =z frakeji pobranych po
pierwszym ultrawirowaniu w gradiencie skoko-
wym sacharozy, osadzony przy szybkosci
30000 obr./min. przez 1 h w temp. 4°C (osad II)

— osad wirusa uzyskany z frakeji pobranych po dru-
gim ultrawirowaniu w gradiencie skokowym sa-
charozy, osadzony przy szybkosci 30000 obr./min.
przez 1 h w temp. 4°C (osad III).

Osad uzyskany po poszczegbélnych wirowaniach za-
wieszano W 0,2 ml wody dwukrotnie destylowanej
i delikatnie wstrzagsano w temp. 4°C przez 1 h. Z
uzyskanej zawiesiny, 0,025 m! nanoszono na 100 me-
szowe miedziane siatki pokryte blonkg formwarowa
napylong weglem. Po 1 min. inkubacji siatki ptuka-
no trzykrotnie w wodzie dwukrotnie destylowanej,
suszono bibulg filtracyjng i barwiono negatywowo
1% wodnym roztworem soli sodowej kwasu fosforo-
wolframowego (PTA), pH 7,0 przez 1 min. w komo-
rze wilgotnej. Po odciggnieciu nadmiaru pltynu bibu-
1g liltracyjna, siatki ogladano w kolumnie mikrosko-
pu elekironowego JEM 6C. Zdjecia wykonywano przy
powigkszeniu mikroskopu 25 000X

Wyniki i omowienie

W osadzie I, zawierajgcym wirus osadzony
z plynu omoczniowego i zawieszony w 2 ml so-
li fizjologicznej buforowanej buforem fosfora-
nowym (PBS), miano wynosilo 25600 j. HA, a
zawarto$¢ bialka 6,4 mg/ml (tab. 1.). Badanie
w mikroskopie elektronowym siatek przygoto-
wanych z osadu I wykazalo obecnoéé licznych,
kulistych i paleczkowatych form wirionéw gry-
py oraz liczne fragmenty blon i organelli ko-
moérkowych (ryc. 1). Srednica form kulistych
i szeroko$¢ form paleczkowatych wahala sie od
70—110 nm. Dlugo$¢ form paleczkowatych do-
chodzila do 2 um.

Tab. 1. Wzrost miana HA oraz liczby jHA/mg bialtka
po kolejnych etapach oczyszczania wirusa grypy koni
|
| Wielo-
| krotno§é | Zawar- | Liczba
Material | Miano HA | wzrostu |todé bia-|j.HA/mg
| miana !tka w mg! bialka
HA | |
Plyn omocz-
niowy (mat.
wyjsciowy) 1/64 — n.o. 1.0,
Osad I 1/25 600 400 6,4 4000
Osad II 1/327 680 5120 3,8 86 232
Osad III 1/819 200 i 12 800 3.1 991 405

Objasnienie: n.o. = nie oznaczano.
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Ryc. 1. Liczne kuliste i paleczkowate formy czastek

wirusa grypy koni w preparacie wykonanym z qsadu

po wstepnym utrawirowaniu (Osad I) (powiekszenie
pierwotne 12.000X)

W osadzie wirusa uzyskanym po pierwszym
ultrawirowaniu w gradiencie skokowym sacha-
rozy (osad II) zawieszonym w 2 ml PBS mia-
no wynosilo 327 680 j.Ha, a zawartos¢ biatka
3,8 mg/ml. W preparatach badanych w mikro-
skopie elektronowym stwierdzono w fym ma-
teriale obok licznych, kompletnych wirionow,
réwniez wiriony z uszkodzong otoczks oraz ich
fragmenty. Znajdowano réwniez nieliczne, drob-
ne fragmenty struktur komorkowych (ryc. 2).

Ryc. 2. Preparat wykonany z osadu po pierwszym
ultrawirowaniu w gradiencie skokowym sacharozy
(Osad 1II). Liczne pelne czastki wirusa, fragmenty
uszlkodzonyeh wirionéw oraz nieliczne struktury ko-
markowe (W) (powiekszenie pierwoine 12.0003)
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W osadzie III zawierajacym wirus uzyskany
po drugim ultrawirowaniu w gradiencie skoko-
wym sacharozy miano wynosilo 819200 j.HA,
a zawartosé bialka 3,7 mg/ml. Osad ten ukladai
sie w gradiencie sacharozy w postaci pojedyn-
czego, ostro ograniczonego prazka (ryc. 3). W
preparatach sporzadzonych z tego osadu stwier-
dzono wylacznie liczne, kuliste wiriony, z kto-
rych wiekszosé miala dobrze zachowang struk-
ture morfologiczng. Zanieczyszezen pochodze-
nia komérkowego nie napotkano (ryc. 4).

Ryc. 3. Ostro ograniczony, pojedynczy prazek uzyska-

ny po wtérnym ultrawirowaniu w gradiencie skoko-

wym sacharozy preparatu czastek wirusa grypy koni,

ukladajacy sie w stezeniu sacharozy odpowiadajgcym
gestode] 1,18—1,22 gfems®

4

Ryc. 4. Preparat wykonany z osadu po wtornym ul-

trawirowaniu w gradiencie skokowym sacharozy
(Osad III). Liczne pelne i uszkodzone Kuliste czastki
wirusa grypy koni (powickszenie pierwotne 12.000X)
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Wielokrotno$¢ wzrostu miana HA po kolej-
nych etapach oczyszezania w stosunku do ma-
terialu wyjsciowego oraz liczbe j.HA/mg bialka
ilustruje tab. 1.

Uzyskane wyniki wskazuja na znaczny spa-
dek zawarto$ci bialka przy jednoczesnym bar-
dzo wyraznym wzroscie miana HA oraz liczby
j. HA/mg bialka w osadach uzyskanych po po-
szczegblnych etapach oczyszezania wirusa. Z
tabeli wynika, ze wiekszo§¢ zanieczyszczen zo-
stalo usunietych juz w czasie pierwszego ultra-
wirowania w gradiencie sacharozy. Swiadczy
o tym niewielka réznica miedzy zawartoscig
biatka w osadzie Il i III. Potwierdzajg to row-
niez wyniki badan w mikroskopie elektrono-
wym. W osadzie II stwierdzono tylko nielicz-
ne fragmenty struktur komdérkowych, nato-
miast osad III byl wolny od zanieczyszczen po-
chodzenia komoérkowego. Obecnoéé uszkodzo-
nych wirionéw w preparatach z osadu II i III
mozna wytlumaczyé wplywem przyspieszen za-
stosowanych do osadzenie wiriondéw. Wiadomo,
ze przyspieszenia rzedu 50 000—100 000 g po-
wodujg znaczne uszkodzenia wiriondéw grypy
(18, 19).

Poza kontrola w mikroskopie elektronowym
o jednorodnosci materialu w osadzie III moze
Swiadczy¢ fakt, ze wirus zawarty w tym osa-
dzie ukltadal sie w gradiencie w postaci poje-
dynczego, wyraznie ograniczonego prazka, w
stezeniu sacharozy 39—42%, co odpowiada ge-
stosci 1,18—1,22 gfem3 réowne] gestosei wiru-
séw grypy. Dostateczne oczyszczenie wirusa
zostalo réwniez potwierdzone w poprzednich
naszych badaniach w zelu poliakrylamidowym
(26).

Poréwnanie uzyskanych obecnie wynikéw
z wynikami innych badaczy nastrecza pewne
trudnosci. Takatsy (22) w pracy dotyczacej o-
czyszezania wirusow grypy stosuje jako kryte-
rium czystosci zawartosé azotu calkowitego w
plynie omoczniowym 1 oczyszczonym materia-
le. Uzyskanych wynikéw nie odnosi do wzrostu
miana HA wirusa. Laver (13) rekomenduje op-
racowang przez siebie metode oczyszczania wi-
ruséw grypy, polegajacg na adsorpcji, elucji i
ultrawirowaniu — jako wystarczajaca do uzy-
skania materialu nadajacego sie do oznaczania
skladu chemicznego wirusa. Nie podaje jednak,
na podstawie jakich kryteriow okreslil stopien
oczyszczenia uzyskanego materialu.

Dla oceny stopnia oczyszczenia preparatu wi-
rusa grypy wydaje sie konieczne zastosowanie
przynajmniej kilku roznych kryteriéw. Wzrost
miana HA $wiadczy przede wszystkim o stop-
niu zageszczenia materialu, ktéry mimo znacz-
nej koncentracji moze zawieraé pewne zanie-
czyszczenia pochodzenia komorkowego. O jed-
norodnodci i oczyszczeniu materialu  mozna
wnioskowaé na podstawie uzyskania w czasie
wirowania w gradiencie sacharozy pojedyncze-
g0, wyraznie ograniczonego prazka w zakresie
gestosci odpowiadajacej oczyszczanemu wiruso-

wi. Warunek stanowi tutaj dostateczna réznica
miedzy gestoscig zanieczyszczen i materialu o-
czyszczanego. Wazng role przy ocenie stopnia
oczyszczenia wirusa odgrywa kontrola w mik-
roskopie elektronowym.

Wnioski

1. Dla okre$lenia stopnia oczyszczenia pre-
paratu wirusowego konieczne jest zastosowanie
kilku kryteriow.

2. Kontrola w mikroskopie elekironowym
wydaje sie by¢ jednym z wazniejszych kryte-
ridw oceny stopnia oczyszczenia preparatu wi-
rusowego.
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Bepemosud C., Muxanag T. — AHalxu3 CIeeHH 0YHCT~
KM BHpyCa TPHUIIa Jomianaei.

CreeHb OYMCTKM BUPyCa TDHMINA JOMIAJEN II0cie
IBYKDAaTHOTO YJIBTPALeHTPMYyTr1MPOBAHNA B CKaYK000~
pPa3HOM IpajMenTe caxaposbl OLEHMBAJM HA OCHOBE PO-
CcTa TEeMMArTJIOTUHAIMOHHOTO TUTPa, WMCaa TeMarT /-
THHALIMOHHEIX eAMHMI, Ha Mr 0OeJKa ¥ KOHTPOIA B
3JIEXTPOHHBII MUKPOCKOTIL.

KoucTaTMpoBay, 4T0 BUPYC, TMOIYUeHHBNT U3 Qpak-
Uuii, B3ATBNUI TOCJE BTOPOTO YIbTPAlleHTPUDYIUPOBE -
UMA B CKQuK000paszHoM TrpaauenTe CAXapo3bl, JIMIIEH
3arpASHEHMI KJIETOYHOTO MPOUCKOIKAEHMS M MOXKET
NPMMEHATHCA B KadeCTBe MaTepuasa ANdA ucCaenosa-
HMI XMMMYECKOrO cocTaBa BMpyca.

Weremowicz St., Michalak T. — Analysis of an equine
influenza virus purification.

The degree of an equine influenza virus purifica-
tion, following double ultracentrifugation in a sucrose
gradient, was evaluated an the basis of haemaggluti-
nation titer, the number of HA units per 1 mg of
protein and control under an electron microscope.
It was found that the virus obtained after the second
ultracentrifugation had no cellular debris and could
be used for viral chemical analysis.
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