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Anolizo stopnio oczyszczęnio wiruso grypy koni
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Wydziału weterynaryJnego SGGW-AR w warszawiez Zakładu, Immunopatologii Państwowego zakładu Higieny

W wielu badaniach wirusologicznych, a zwła-
szcza ptzy określeniu składu chemicznego wi-
rusów, konieczne jest użycie możIiwie dokładnie
oczyszczoTlego preparatu wirusowego. W tym ce-
Iu stosuje się rózne fizyczne i chemiczne meto-
dy oczyszczania wirusów (11, 16, 77, 2l, 23). Do
najczęściej stosowanych obecnie metod oczysz-
czania wirusów nalezy ultrawirowanie (1, 4, 5,
6, 7, B, 20, 24, 25).

Przy oczyszczaniu wirusów grypy pojawiają
się problemy, które nie występują przy oczysz-
czaniu innych wirusów. J6st to związane z ich
l,vłaściwościarni, a także ze sposobem, w jaki
uwalniają się one z zakażonej komórki. Z wi-
rionami grypy związane są bowiem lipidy i wę-
glowodany pochodzące z komórki gospodarza
(2, 3, 7, 9, I0, 72, 14). W związku z tym oczysz-
czone preparaty wirusa grypy zawsze zawiera-
ją materiał pochodzący z komórki gospodarza.
Trudno jest zatem ustalić jaka część tego ma-
teriału jest faktycznie związana z wirionem, a
jaka jest zanieczyszczeniem pochodzenia ko-
mórkowego.

W celu określenia stopnia oczyszczenia wi-
rionów grypy stosuje się wiele kryteriów, jed-
nak zadne z nich stosowane oddzielnie nie
wydaje się być w pełni zadowalające (13).

W badaniach własnych podjęto próbę kom-
pleksowej oceny stopnia oczyszczenia prepara-
tu wirusa grypy koni, oczyszczanego rnetodą
ultrawirowania w gradiencie skokowym sacha-
|,ozy.

Materiał i metody
Wirus. Do badań uży,to wirus grypy kolni A (Equi-

-2lWarszawa/9/69 namnażany w 11-dniorvych za-
rodkach kury i po wstępnym odwirowaniu oczyszcza-
ny metodą dwukrotnego ultrawirowania w gradien-
cie sacharozy (25). Miano hemaglutynacyjne (HA) ma-
teriału wyjściorvego - pŁynu omoczniowego z zaka-
żclnych zarrqdków - wynosiło 1/64.

Kryteria oceny stopnia oczyszczenia wirr,isa

1. Wzrost miarna HA wirusa. Miano wirusa ,określano
prźy pornocy odczynu hernaglł.rtacyjnego (HA) uży-
ł,lając 10/o zarviesiny krwinek czerwonych kury.
2. Liczba jednostek hemaglutacyjnych na mg białka
preparatu wirusa (j. HA/rng), Zawartość białka w ba-
danym materiale okreśIano metodą Lo,wry i wsp. (15).
3. Kontrola rv mikroskopie elektronowym. Kontr,oIi
w mikroskopie elektr,onowym po,d,dario :

- osad wilusa uzyskany po o,dwirowaniu płynu
ornoczn_oltego plzy szybkości 25000 obr7rnin przez
1 h w temp. 4oC (osad I)

- osad wirusa uzyskany z frakcji poibranych po
pierwszym ultrawirowaniu w gradiencie skoko-wym sacharozy, osadzony 7)yzy szybkości
30 000 cbr,/min. ptzez 1 h w temp. 4oC (osad II)

- osad ,wirusa uzyskany z frakcji pobrarrych po dru-gim ultrawirowaniu w gradiencie skokowym sa-
charozy, osadzony przy szybkości 30 000 obr,/min,
ptz,ez L h w ternp. 4oC (osad III).

Osad uzyskany po poszczególnych ,wirowaniach za-
wieszarro w 0,2 mI wo,dy dwukrotnie destylo-wanej
i delikatnie wstrząsano w terrrlp. 4oC przez I h. Z
uzyskanej zawiesiny, 0,025 ml nanoszono na 100 me-
szowe miedziane siatki pokryte błonką formwarową
napyloną węglem. Po 1 min. inkubacji siatki płuka-
no trzykrotnie -w wodzie dwtrkrotnie destylo,wanej,
sł.lszono bibułą filtracyjrrą i barwiono nogatywowo
10/o wodnyrn roztworern soli sodowej kwasu fosforo-
w-olframowego (PTA), pH 7,0 ptzez I min. w komo-
rze wilgotnej. Po odc,iągnięciu nadrniału plynu bibu-
łą filtracyjną, siatki oglądano w kolumnie mikrosko-pu JEM 6C. Zdjęcia wykonywano przypo roskopu 25 000X

Wyniki i omówienie
-W osadzie I, zawierającym _wirus osadzony

z płynu omoczniowego i zawieszony w 2 mI so-li fizjologicznej buforowanej buforem fosfora-
nowym (PBS), miano wynosiło 25 600 j. HA, a
zawartość białka 6,4 mgfml (tab. 1.). Badanie
w mikroskopie elektronowym siatek przygoto-
wanych z osadu I wykazało obecność licznych,
kulistych i pałeczkowatych form wirionów gry-
py oraz liczne fra i organelli ko-
mórkowych (ryc. form kulistych
i szerokość form p h wahała się od
70-110 nm, Długość form pałeczkowatych do-
chodziła do 2 pm"

Tab. i. Wzrost miana HA oraz liczby j,HAimg białka
po kolejnych etapach oczyszczania wirusa grypy koni

Material Miano HA

Iłielo-
krotność
wzrostu
mrana
I{A

Płyn omocz-
niowy (mat.
wyjściowy)

ohjaśnienie: n.o. : nje ,ozTLaczano.
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Ryc. 1. Liczne kuliste i pałeczkowate formy cząstek
rvirusa grypy koni w preparacie ,wykolnanyrrr z asadu
po wstępnym utrawirowaniu (Osad I) (powiększenie

pierwotne 12,000X )

W osadzie wirusa uzyskanym po pierwszym
uitrarvirowaniu w gradiencie skokowym sachą-
rozy (osad II) zawieszonym w 2 ml PBS mia-
no wynosił,o 327 680 j.Ha, a zawartość białka
3,8 mg/ml. W preparatach badanych w mikro-
skopie elektronorvym stwierdzono w tym ma-
teriale obok licznych, kompletnych wirionów,
ró-,vnież wiriony z uszkodzoną otoczką oraz ich
fragmenty. Znajdowano również nieliczne, drob-
ne fragmenty struktur komórkowych (ryc. 2).

W osadzie III zawi,erającym wirus uzyskany
po owaniu w gradienc_ie skoko-
wy ano wynosip B_19 200 ,i.HA,

a z J,? mg/ml. Osad ten układał

Ryc. 3. Ostro ograniczony,
ny po wtórnym ultrawiro
wym sachar,ozy prąlaratu
układający się w stężeniu

gęstoś,ci 1,1

Ryc. 2. IJrepałat r,vykon y z osadu po pierwszym
ultra-;virołvaniu ,w gradi cie skokowym sacharozy
(Os iczne p,ełne cząstkilisz lvirionórv oraz nieł

(W) (powiększenie pi
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Ryc. 4. Preparat ryy]<onany z osadu p,o wtórnym ul-
trawiror,vaniu w gradiencie skokov,lym sacharozy
(Osad III). iczne pełne i uszkodzone ku,liste cząstki
wirusa gry koni (powiększenie pierwotne 12.000X)
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Wielokrotność wzrostu miana HA po kolej-
nych etapacll oczyszczania w stosunku do ma-
teriału wyjściowego otaz liczbę j.HA/mg białka
ilustruje tab. 1.

Uzyskane wyniki wskazują na znaczny spa-
dek zawartości białka przy jednoczesnym bar-
d7o wyraźnym wzroście miana HA oraz liczby
j. HA/mg białka w o,sadach uzyskanych po po-
szczególnych etapach oczyszczania wirusa. Z
tabeli wynika, ze większość zanieczyszczeń zo-
stało usuniętych już w czasie pierwszego ultra-
wirowania w graciiencie sacharozy.. Swiadczy
o tym niewielka różnica między zawartością
białka w osadzie II i III. Potwier.dzają to rów-
niez wyniki badań w mikroskopi,e elektrono-
wym. W osadzie II stwierdzono tylko nielicz-
ne fragmenty struktur kom&kowych, nato-
miast osad III był wolny od zanteczyszczeń po-
chodzenia komórkowego. Obecność uszkodzo-
nych wirionów w preparatach z osadu II i III
rnożna wytłumaczyć wpływem przyspieszeń za-
stosowanych do osadzenie wirionów. Wiadomo,
ze przyspieszenia rzędu 50 000-100 000 g po-
wodują znaczr.e uszkodzenia wirionów grypy
(1B, 19).

Poza kontrolą w mikroskopie elektronowym
o jednorodności mat,eriału w osadzie III może
świadczyć fakt, że wirus zawarty w tym osa-
dzie układał się w gradienci,e w postaci poje-
dynczego, wyraźnie ograniczonego prązka, w
stęzeniu sacharozy 39-42010, co odpowiad" gę-
stości 1,18-1,22 g|cml równej gęstości wiru-
sów grypy. Dostateczne oczyszczenie wirusa
zostało równiez potwierdzone w poprzednich
naszych badaniach w żelu poliakrylamidowym
(26).

Porównanie uzyskanych obecnie wyników
z wynikami innych badaczy nastręcza pewne
trudności, Takatsy (22) w pracy dotyczącej o-
czyszczania wirusów grypy stosuje jako kryte-
rium czystości zawartość azotu całkowitego w
płynie omoczniowym i oczyszczowym materia-
Ie. Uzyskanych wyników nie odnosi do wzrostu
miana HA wirusa. Laver (13) rekomenduje op-
racowaną przez siebie metodę oczyszczanla wi-
rusów Brypy, polegającą na adsorpcji, elucji i
ultrawirowaniu - jako wystarczającą do uzy-
skania materiału nadającego się do oznaczania
składu chemicznego wirusa. Nie podaje jednak,
na podstawie jakich kryteriów okreśIił stopień
oczyszczenia uzyskanego materiału.

Dla oceny stopnia oczyszczenia preparatu wi-
rusa grypy wydaje się konieczne zastosowanie
przynajmniej kilku róznych kryteriów. Wzrost
miana HA świadczy przede wszystkim o stop-
niu zagęszczenia materiału, który mimo zrvacz-
nej koncentracji może za:wierać pewne zanie-
czyszczenia pochodzenia komór;kowego. O jed-
norodności i oczy,szczeniu materiału można
wnioskować na podstawie uzyskania w czasie
wirowania w gradiencie sacharozy pojedyncze-
go, wyraźnie ograniczonego prążka w zakresie
gęstości odpowiadaj ącej oczy szczanemu wiruso-

wi. Warunek stanowi tutaj dostateczna różnica
między gęstością zanieczyszczeń i materiału o-
czyszczafuego. Ważną rolę przy ocenie st,opnia
oczyszczenia wirusa odgrywa kontrola w mik-
roskopie elektronowym.

Wnioski
1. Dla określenia stopnia oczyszczenia pre-

pal,atu wirusowego konieczne jest zastosowanie
kilku kryteriów.

2. Kontrola w mikroskopie elektronowym
wydaje się być jednym z ważntejszych kryte-
riów oceny stopnia oczyszczenia preparatu wi-
ruSoWego.
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Bepelrosltv C,, Mrxanat< T. - .Ąrranu3 cTeIIeHIĄ oql{cl,-
Klt Blrlryca Tpltrrila noruaAeri.

Creuegr oI]I4cTKrl Br4pyca rpr{fina noualelż rrocne
AByKpaTHoIo yJlbTpal]eHTpzSyrrlponauzfi g cra-łroo6-
pa3HoM lpaArleHTe caxapo31,I oqeHI4BaJII4 Ha ocHoBe po-
CTa TeMMaIf JIIOT]4HaII}!OHHOFO T]4TPa, q',{CJIa Iet"laItJIK)-
T]4HaI]]4o,HHF,IX eĘrlłw], Ha MI 6enra r,r KoHTpoJIE B
słextporłrłlrrł MrKpocKo[.

Korr-ctaułpona JI]4,,ITo Blłpyc, nonyverłHlrrź lłs $par-
I1rŻ, LesarsIił ilocJle BTopoIo yJl6Tpal]eHrpz@yrrpoea-
:aws. B cxavxoodpasHoM IpaAleHTe caxapo3ll, JIJłrueFI
sarpasaerrllż KJIeToqHoro npor{cxox{Aerrll§r !7 Mox<eT

np'IMeHETbcE B KaqecTBe MaTeprlaJla AJIfl ]4ccJIeAoBa-
tluil xwlrwąecKoro cocTaBa BI,Ipyca.

Weremowicz St., IMichalak T. - 
Arralysis of an equine

influenza virus purification.

The ,degree of an equine influenza virus puritica-
tion, fo lowip rif a e
gradient, was b em
ńationtiter, A 1 f
protein and control under an ełectron tmicroscope.
It rvas found that the virus obtained after the second
ultracentriftr,gation had no cellular debris and could
be trsed for viral chernical analysis.
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