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Pokus o cCasteCnou purifikaci viru :
encefalomyelitis enzootica suum.

Pokusy o purifikaci, pFipadn& i koncentraci nejrazndjsich virlt jsou re-
lativné starého data a tvori velmi vyznamnou kapitolu virologického
hadani.

Z potatku byly vedeny hlavné snahou o ziskéani pokud mo#no &istého
virového materidlu k vyrobé uéinnych vakein. Novéji nadto jesté jsou puri-
fikaty zhotovovany také za tim cilem, aby mohla byti poznana a prostudo-
vana chemicka skladba vira, jejich fysikalng chemické konstanty, jejich
skutecnd resistence a piipadné také tvar v elektronovém mikroskopu.
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Skvély prehled témét vSech method, jichZz aZz do doby témér nejnovéjﬁi
bylo k tomu cili pouzito, lze naleztl v praci Tovarnického (1), na niz zde
odkazujeme. |

Vysledky, ziskané purifikovanim zvirecich a hdskych vird, hodnoti

a to zejména po strance fymkalne chemické, Castecné i1 chemické, ve svém

znamém souborném referatu Beard (2).
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Celkem lze ¥ici, %e rada praci, obirajicich se timto thematem, jest dl:reg
1iZz ku podivu velika; dle naseho nazoru Ize tyto rozdéliti zhruba do dvou

obdobi. Obdobi star§i vykazuje pracovni vysledky &asto velmi neyréité

a jak jiz svrchu uvedeno, pouZitelné vétsinou pouze k praktickym cilim

aktivni immunisace. Moderni obdobi zad¢ind nesporné fundamentalnim ob.-
jevem Stanleyovym (3), jenZ prvy ziskal absolutné ¢isty rostlinny vrrus
nejdiive v parakrystahcke pak 1 v krystalické forme.

Je pochopitelno, Ze jim pouZitd methodika (v podstate dvoji, jednak

frakcionovand precipitace ammonium-sulfdtem, jednak diferencialni ultra-

-_—

centrifugace) byla propracovana a pouZivéna nadale ve snaze ziskati stejné -
purifikované viry Zivoéiné, nebo lidské. BohuZel vSak nelze Fici, Ze by -

u téchto poslednich byly vysledky purifikace tak vyznacné jako u vira

rostlinnych, naopak jest témsf jisto, Ze az do této chvile ani jediny z ¥ivo-

¢i&nych nebo lidskych vird nebyl 1009, purifikovan a pripadné (pokud by

4 . 4 : . -| .
N T

Slo o malé viry) ziskén alespon v parakrystalické formé. PFi¢inou téchto
relativnich neuspéchu jest, jak se zda, predevsim veétsi slo¥itost bun&éného
prostiedi, v ndm# se %ivoti¥né a lidské viry nachédzeji a pak to, Ze aZ na ns-
kolik malo, jsou tyto mnohem komplexngji povahy. Proto také pouze |

jediny z nich, virus krali¢iho papilomu, ktery se svym sloZenim nejvice

podoba rostlinnym virtim, byl ziskan v &istoté takového stupné, jeZ se b]lZl

maximalné idealu u techto_dos&zenemu. |
Zv145té nesnadnym problémem se zdéa byti purifikace nékterych neuro-

tropnich vird, jednak pro jejich malé rozméry, pak pro zvlastni charakter
tkans, z niz musi byti uvoltiovany. Pokud Ize tyto péstovati v kutecich
embryich, neb pokud maji vysoky infekéni titr, je prace o néco mdlo snazsi™

(viry infekénich encefalitid).
S nejtiZe prekonatelnymi obtiZemi se pochopitelne setkavame u ondch,.

které se dosud nepodaiilo Zadnou z béZnych virologickych method pomno-

Yovati a je$t& nadto maji relativn® nizky infekéni titr (lidska poliomyelitis).

Tyto nesndze pii purifikaci jsou také jednou z pridin, proé o skladbé vira

lidské polio je dosud tak malo znamo. Kde#to u virl vétsich s vyssim in- 'ﬂ |
fekénim titrem a zejména t&ch, které pfi kultivaci v kufecim embryu pre-
chézeji masivnd do allantoidni tekutiny, znamené purifikace prakticky vidy -

také mmnohonasobnou koncentraci vzhledem k vychozi suspensi ¢1 tekutiné,

nemusi tomu byti nutné tak u virt posledné zminénych. U teéchto purifikace |

znamend sice ztratu balastnich bilkovin (ptipadné také lipoidii) do uréitého
stupné, ale soutasnd té% ztratu samého virus-proteinového komplexu. Je
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tedy zde koneény produkt sice Gist§im, ale pfi tom jeho virulence byva ne-
smirné kolisava, zhusta dokonce niZsi nez u vychoziho materidlu. Pocho-
pitelng plati tato posledni skutenost spise pro chemické methody purifikace,
nezli pro diferencialni ultracentrifugaci.

Pt#i studiu viru encefalomyelitis enzootwa suum Jjsme obratili velmi
brzy svoji pozornost ke snaze o ziskani tohoto viru co moZné v nejéistsim
stavu. Mohli jsme se svému vytéenému cili tim spise vénovati, jelikoZ jsme
vedéli, e jiné kolektivy pracovnik fesi hlavné otazku tuspésné aktivni
immunisace. Zdalo se ndm, e by bylo tdelno, sezndmiti se bliZe se skladbou,
velikosti & biologickymi vlastnostmi tohoto viru a teprve potom se pokusiti
o aktivni immunisaci virem purifikovanym a pripadné i purifikaci kon-
centrovanym, pfi cemz ]sme soudasné pomysleli na moZnost urceni antigenni
plurality viru modifikovanou methodou Robertsova flokulaéniho testu.
K. tomuto je zapotfebi viru velmi vysoce vyéisténého, coz (jak jsme predem
védsli) bude spojeno s velikymi nesndzemi, vyplati se vSak pii event.
uispéchu prehlednou, malo nékladnou a snadno proveditelnou reakei, ktera
byt 1 jen orientacnim zptisobem, je schopna poskytnouti prehled o antigenni
pluralité viru vepfové obrny rychleji, neZli dlouho trvajici nakladné
zkousky zkiiZené immunity nebo seroneutralisaéniho testu.

Pii tivaze o tom, které z purifikatnich procedur by bylo moZno nami
pouZiti, padla pochopiteln® volba piedeviim na diferencialni centrifugaci
jakoZto na methodu, kterd i u neurotropnich virt, vepiové obrnd blizkych,
jako je poliomyelitis, dava pozoruhodné vysledky. [Loring, Raffel, Ander-
son [4] a Rhian, Lensen, Williams (5).] BohuZel jsme musel uznati, Ze na-
sobky gravitace dosaZitelné nasi rychlou centrifugou (maximum 15 000 obr.
za min.) jsou prilis male, nez aby byly schopny zkoncentrovati a oddiferen-
covati z vychozi migni suspense partikule viru, jeZ se vsi pravdépodobnosti
jsou asi té%e velikoszi, jako u lidské obrny.

Rovndy &isténi viru dle Casalsovy methody (6) jsme museli zamitnouts,
nebot, presto, Ze je tato methoda jednou z nejlepsich pro ziskani hodnotného
antigenu u infekénich encefalitid, skyta malo nade]e, %e¢ by uchovala aktiv-
nim a koncentrovala virus v pathologické tka,m relativné tak ridce roztrou-
Seny, jako je virus obrny.

Uratové methoda Tovarnického (7), velmi prakticka a vyborng pro-
myslena nemohla byti prozatim pouZita, jelikoZz nam ze zacatku chybély
urdité technické predpoklady pro jeji provedem Bude vsak na ni inten-
sivnd pracovano v serii dalfich pokusu. |

V mezich nagich experimentélnich moZnosti jsme zkusili 2 skupiny
method, je? byly pro rtizné neurotropni viry JiZ s uspéchem vyzkouseny.
Prvé methodika u%iva kyselé precipitace k isolaci té frakee misni suspense,
kters na sebe va¥e maximum viru. Byla pouZita pro Theilerav virus Rac-
kerem (8).
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Druhé skupina method vychézi z principu, pouZitého Tovarnickam_fl
Chalkinou (9) nato Stanleyem a pozd8ji propracovaného Coxem (10). .
Rusti autofi prvni prokézali, %e lze ziskati vysoce &isty chiipkovy
z plieni tkané precipitaci ethanolem za studena, &mZ se odstrani vice
909, balastnich latek. |
Cox nasel mnohem pozdéji, Ze lze k témuZ cili pouZiti methanolu, Jehoi
ni¢ivy uc¢inek na virus chfipky pfi temperaturach pod 0°C je mmlmalni
paklize neni pfekrocena jeho koneéna koncentrace vice, nezli 25 ObJemovych
procent, jez soucasné zarucuji také optimum Gspéchu. B
Casals ukazal mimo to, Ze u neurotropnich virtt lze dodateéného Vyf\
cistéeni methanolového precipitatu dociliti stiidavym zmrazovanim a, roz-
mrzavanim eluatu, vzniklého rozpusténirn methanolové sraZeniny. Podobné
jako methanolu lze uZiti k precipitaci i absolutng chemicky &istého acetonu,
JehoZ optimum uéinku kolisé kolem 30 objemovych procent. Gollan (11).
pouZil principu Tovarnického a (Coxovy methodiky kombinované kyselou
precipitaci a zmrazovanim i tavenim eludtu s dokonalym uspdchem k Vy-
¢isténi a koncentraci hlodavéiho MM viru, ktery, jak se zd4, sto)i pollo-"_f;.__"f
myehlitickym jiz relativné blizko. Purifikat jim ziskany byl po dialyse vy:
¢istén dokonce tak dokonale, %e ho bylo mo#no pouzit1 primo k adeltun
elektronoptickym. Konectné Roberts (12) podobnou kombinaci piedchozich
method dosabl v nékterych zvlasté Gspéinych pokusech --- které viak, jak
se zda, nemohl anit on sam kdykoliv reprodukovati — preparati tak ¢éirych g
a pri tom tak koncentrovanych (titr u Lansigova kmene aZ 10—%), Ze ho” ;‘E
mohl s opiéim hyperimunnim serem po pFidani protaminsulfatu pouZiti j
ﬁ

k velmi zajimavému flokula¢nimu testu, jimZ zietelné odligil od sebe rizné
antigenni typy lidského poliomyelitického viru. O néco méns povzbuzujici*'_f'ﬂ'
vysledky u kmene MEF, dosahli methanolovou precipitaci Polldrd a Fine-
gold (13), ktefi se v8ak neodvéazili rozhodnouti, zda jimi docflené zvyseni -
infekéniho titru bylo vyvolano pouhou dispersi suponovanych Vlrovych_i-ﬁ-l
agregatti nebo vyloucenim néjakého inhibiéniho faktoru v mysim mozku. "j
JelikoZz methodika propracovana Rackerem se nam zdala byti nejjed-. 4
nodussi, pouzili jsme k prvé fadé pokust této. S
Purifikace kyselou precipitaci:

109 suspense mysiho mozku a michy (pouZito autorem pro stary
Theilerav virus) v destilované vodé se prevede 1 mol. octovou kyselinou 7
na pH 4. Kysela precipitace probih4 bezprostiedné nato v ledniéce po dobu -
30 min., nadez se sediment odcentrifuguje pri 3-—4 tis. obr. Tekutina, ktera
zbude nad sedimentemn, se dekantuje a centrifugat se resuspenduje pii pH 8
fysiologickym roztokem v !/}, ptivodniho objemu 109 suspense. Autor pied-
poklada, Ze v precipitdtu vzniklém sniZenim pH na 4, je obsaZeno maximum
viru. Vétsina balastnich proteini zGstavd v tekuting nad precipitdétem. PH
pH 8 se virus obsahujici precipitat znovu prevede do jemné suspense a po-
uZitim pouhé 1/,, ptivodniho mnoZstvi tekutiny je koncentrovan. Koncentro-
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T
vana virova suspense se Jeité jednou odeentrifuguje asi pii 2 tis. obr., aby
byla zbavena hrubsich ¢astic. Zbyla tekutina obsahuje koncentrovany a pu-
rifikovany virus.

V nasich pokusech Jsme pouZivali v plevaZné veétSind prlpadu pouze
materidlu z mich vep¥it, utracenych pii objeveni se prvych symptoma cho-
roby a které byly dle nasi methodiky standardné Ronservovény na suchém
ledu. Predpokladali jsme totiz (per analogiam s lidskou poliomyelitidou),
7e jednak micha obsahuje vice viru nezli mozek, a za druhé, %e obsah viru
v inicidlnich stadiich onemocnéni je nejvyssi a poté rychle klesi. | |

Koncentrat ziskany kyselou precipitaci jsme v n&kterych pripadech
jesté dodateénd purifikovali tim, %e jsme k ndmu piidali 1/; objemu ethéru pii
teplotach pokud mozno nizkych a poté odcentrifugovali. Lipoidi zbaveny
purifikét 1ze pak snadno odpipetovat. Purifikat podle Rackera byl zkouSen
ve 2 seriich pokusii, jednak na zagétku léta a pak po n&kolika mésicich opdt
na podzim 1949. Zkousen samoziejm® na infekciositu také preparat deli-
poidovany. Vysledek pokusu je uvéden v tabulce &. 1.

Tabulka 1.
Inkuba¢ni doby podle zfedéni preparatu ziskaného kyselou precipitaci.
Pokusné Ziedéni preparatu
zvire | V)'r_c!hozi ma- 10—1 10—2 103
terial (kone.) | .
R 90 7
R 79 8
"R 10 10
R 6 16
R IX 9
RI 14
R9 15
R 7 - 00
R III 00
R X 00
R 13 00
R2 o0
RVI o

Cisla udavaji potet dna inkubace.
00 = zvire neonemocnélo.

Jak z tabulky patrno, mél koncentrovany purifikdt ziskany kyselou
precipitaci, vsttiknut vepitm intracerebralng do frontalniho laloku v mno#-
stvi kolem 0,7 cem, inkubaéni dobu (t. j. k objeveni se prvych symptomd,
které v priibdhu n&kolika dalich hodin postupovaly v tak téZké konvulse,
Ze bylo jasno, Ze by zvifata v dal$im prabshu uhynula), 7—16denni. Byl li
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purifikat zfedén na 10—! mél inkubaci 15denni, kdeZto ve zFedéni na 10278
a . - r o ’ n }P{"'C
a 103 nevedl vibec ke klinicky patrnému onemocnenil.

| Ze serie podzimnich pokusi lze vidéti, ze purifikét ziedény na 10— vy g
volal jednou onemocnéni po 9denni a jednou po 14denni inkubaéni dobé.

w W . ’ ’ » ’ P ’ i ‘ '
vept z tohoto pokusu zasel na intracerebralni krvaceni. TyZ preparat zkou- i

i

Yen na podzim, ziedény na 16—1, 103 a 10—, kazdy vstiiknut dvémai g

vepiiktim, nevyvolal, stejné jako v jarni serii pokust, zietelného onemocnéni}"“

Atkoliv z uvedenych experimentit nelze pro relativné maly pocet
kusnych zvifat vykalkulovat presné LD;, dle Reeda a Munche, lze
jen usuzovati, ze limitni infekéni davka u purifikdtu, ziskaného kyselq_i;;‘:

ot L
R

-

precipitaci, lezi nékde mezi ziedénim vydéisténe suspense na 101 a 10353
Jiz toto zjisténi bylo pro nas prekvapenim, nebot jak z popisu metho
patrno, mél by byti virus, proti vychozi suspensi, koncentrovan. Pri
w¥ak virulence nafeho purifikdtu byla zietelnd men&i nezli u 102/, miZn{}
suspense, nebot tato u naseho stabilisovaného viru vyvolavala pravidehi{fj
onemocnéni do zedéni 103 a teprve ziedeni 102, vstiiknuto stejnym zp &ﬁ, 7
sobem a ve stejném kvantu, jak shora udano, nevyvolalo nikdy v naSich. 5
pokusech zietelnych symptomi. (V tabulkach uvadime tuto 109, suspe ' ;
misni jako vychozi material, odpovida viak fedéni 10— ve srovnani s fed
nimi purifikatu.) i

Ji%. z t&chto pokust je zfejmo, Ze purifikace kyselou precipitaci, Po;
uzita pro virus veprove obrny, znamend sice zbaveni viru balastnich ,.
teint, ale je soudasné methodou ztratovou, nebot virus resuspendovan_l-_
(i kdy# v koncentrované formé vyvolava onemocnéni po stejné imkubadnf
dobd jake 109%, suspense) neni koncentrovan, nybrz oslaben. Z.da-1 tbt_
oslabeni je vyvoldano skutetnou ztratou viru pii purifikaéni procedufe;28

nebo odstranénim néjaké substance, jeZ umozituje penetracit viru
citlivych bunék, nemtzeme prozatim rozhodnouti.

A
. )
Ii...

V nékolika dalfich pokusech byl purifikat, ziskany kyselou prempitacig :
jedté dodateéné zbaven voln¥ch lipoidu tfepanim etherem. e

| Tabulka 2. #
Inkubaéni doby podle ziedéni preparatu ziskaného kys. precipitaci a nésledujf
delipidaci. K
- redeént At
Pokusné | Zredéni preparatu ‘
ZVire Vych. mate- 3 | ., .
| rial (koncentr.) 10 10 10—
dR 1 7
dR 2 | o0
dR 3 16
dR 4 .
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Jak z tabulky patrno, V'epf', otkovany koncentrovanym delipoidovanym
purifikdtem, onemocnél po 7denni inkubaéni dobé. Veprik inokulovany
delipoidovanym marterialem zredénym na 10— a 10— neonemocnél vibec,
zato vSak zcela vyjimecné onemocnélo zvite, otkované delipoidovanym
purifikatem zredénym 10—2 a to po 16 dnech. Lze tedy vidéti z této serie
pokusll, Ze delipidace neoslabuje nijak zretelné virus veprové obrny a je
soutasné markantnim dikazem jeho resistence na ether, kterouzto vlast-
nosti se tento napadné podoba viru lidské obrny.

‘Methoda podle Gollana: |

PouZita byla jedna z jeho modifikaci a sice ta, kterd mé nejméns pra-
covnich fazi, ale presto skyta virus do té miry purifikovany (pouzito pro MM
virus), Ze )i lze pouziti i pro elektronoptické znazornéni viru. Vychozim ma-
teridlem je 259, suspense michy, homogenisované ve fosfatovém néarazniku
pii pH 7. Tato suspense se chova 24 hod. v ledniéce pfi —20°, naceZ po roz-
mrznuti vytvoreny precipitat -balastnich tkanovych zbytka se odcentrifu-
guje a zbyla tekutina extrahuje 2/, objemu etherem. Suspense s etherem se
dikladné protirepe a centrifuguje pti 2500 az 3000 obr. Po skoncené centri-
fugaci se vytvori na povrchu gelatinosni zatka lipoidii, jez se prorazi pipetou
a tekutina pod ni se odpipetuje. Ether, zbyvsi v této delipoidované suspensi
se odstrani ve vakuovém exikatoru, nadeZ se suspense pres noc¢ zmrazi.
Po roztati se vytvori opét precipitat balastnich bilkovin, jenz se odstrani
centrifugaci. Temperatura zbylé suspense se sniZi na 0°, nadeZ se pridavs
methylalkohol, zmraZeny pfibliZzné na —30 aZ —40° a to zprvu po kapkéch,
pozdéjl ve vétsich kvantech az do celkoveho mnozstvi 30 objemovych pro-
cent. V suspensi se po¥ne vytvateti precipitat, ktery dosdhne maxima po
dobé& 6 hod. v lednici pti —10°. Po této dobé& se precipitat odcentrifuguje,
zbylé tekutina odleje a precipitat se jesté jednou proplachne stejnd zmraZe-
nym 309, roztokem methylalkoholu v narazniku. Nato jest precipitat re-
suspendovan v 1/,, puvodniho objemu suspense fysiologickym roztokermn s na-
razniky pf1 pH ptiblizné 7,5. Takto koncentrovany virus se opét pres noc
rmrazi a po roztati se vznikly precipitat odcentrifuguje a vyhodi. Zbyla -
suspense viru se dialysuje v destilované vods po dobu 24 hod., éim# se jeji
objem asi zdvojnasobi. Pokud v ném zistanou nerozpustné céasteéky, od-
strani se centrifugaci. Zbyla suspense, ktera je témeér uplné cira, zmrazi se
jesté po nékolik dnil, vznikly precipitdt opét odstrani centrifugaci a ko-
neény produkt je autorem pouzivan pirimo k zhotovovani elektronoptickych
preparatii.

Podie zkusenosti, které jsme nabyli pri ¢astecné purifikaci viru metho-
dou kyselé precipitace, nedoufali jsme vibec, Ze by konedny a opticky témér
¢iry purifikat dle Gollanovy methody (t. j. po dialyse) obsahoval takové
mnoZstvi viru, které by v pouZitelném mnoZstvi mohlo vyvolati onemocnéni.
To se také, jak z nasledujici tabulky patrno, potvrdilo. Proto jsme ve vét-
Siné piipada pouZivali purifikdtu ihned po methanolové precipitaci resus-

”
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Eéndovaneﬁbwm\f "/I:-SB*JEEUJ,%ijrlpadne téhoz, ale jesté jednim zmrznutlm
a roztavenim zbaveného daldi &asti balastnich proteini. Ph resuspensi me-.x.
thanolového precipitatu jsme op&tované zjistili, Ze se z ného ve fysmloglckem ol
roztoku s ndraznikem homogenné resuspenduje pouze cast Vysrazeného e ?‘1
materidlu; druhé sedimentuje ve formé hrubych vlocek a lze ji snadno od-
straniti oby&ejnou centrifugaci. Inokulaci této nerozpustneé frakee intra-: J
cerebralnd jsme se presvédéili, Ze stale jesté obsahuje velka kvanta VH‘I‘I,

i kdy# zieteln® mensi, ne%li frakce rozpustna. JiZz z toho lze vidéti, zZe me-':r
thoda methanolové precipitace neni idedlnim prosttedkem ke koncentraci '}}
viru. Jinym citlivymn momentem této methody je pridavani methanolu,

které se musi diti velmi opatrng, aby temperatura smési v Zadnem okammku

-" gt h--& "‘-

_;11’: ""..-‘"_F

..i'

nepiestoupila 0°y naopak je nutno, aby rychle klesala pod —1 az —5°, |
Tabulka 3.

Inkubatni doby podle zfedéni preparitu ziskaného melhanolovou precipitaci. = 7§
Pokusné Zredéni preparatu
zZvire Vych. mater. 10—1 10—2 10—3 5
(koncentr.) Ry

G 15 11 14

G 9* 11 . ! r4

G 1417 13

G 10%* 14 ;

G 5 31 | - 1y

G 2 0 | |

G 11+ 00 &

G 12%+ o0

G 6 0

G 7 o0

Q g% 28

G 4 0

G 8 oC ¥

Cisla udavaji potet dnti inkubace.

o = zviFe neonemocnélo. i
* 4 " Lo > L4 . o "

= preparat inokulovéin s hyaluronidasou.
T = preparat dialysovany. S
1T == preparat 2 X zredén. ,

Ze shora uvedenych vysledka je patrno, Ze methoda methanolove pre-_’f.fil-
cipitace je relativnd malo dsp&Snou pro virus vepiové obrny a v Zddném pri-
padd nedochézi ke koncentraci viru. Z n8kolika Gspésnych pokusti lze viak
piece jenom uzaviiti, e resuspendovany methanolovy precipitat miiZe ob-
sahovati tolik viru, e vyvold onemocnéni po inkubaéni dobé kolisajici mezl -
11—31 dny. Dokonce i nerozpustny sediment obsahuje virus v mnoZstvi, jeZ
vyvolavi onemocnéni po inkubadni dobé ptibliZné o tyden deldi, nezli roz- :
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pustnéd frakce v témZe pifpadé. Dialysovany purifikat nevyvolal nikdy
onemocnéni, takZe nelze zjistiti, zda viibec obsahuje aktivni virus ¢éi nikolv.
Nemslo tedy pro nas smyslu pokusiti se o elektronoptické znédzornéni viru
v preparatech takto ziskanych.

Velmi zajimavé a t&%ko vysvétlitelné resultaty jsme ziskali, kdyZ jsme
se snaZili zvysiti invasivitu purifikovaného viru dle Gollana pred dialysou
piidénim~hyaluronidéasy z hové&zich varlat, za niz dékujeme Dru Jitimu
Malkovi. (Viz tabulka &. 3.) |

Intracerebralni vstiiknuti hyaluronidasy samé je pro vepie zcela ne-
$kodné. Inkubadni doba 11 denni u neziedéného eluatu po precipitaci a ze-
jména onemocné&ni, byt i vyjime¢né, u preparitu ztedéného na 10— s hyalu-
ronidasou ukazuji, Ze tato substance skuteéné asi zvySuje invasni schopnosti
viru i p¥i pfimé inokulaci do centr. nervstva. Je to poznani tézko vysvétli-
telné, nebot, kromd v cévach, je asi st&%i jiny substrat v mozku, jenz by
mohl byti timto enzymem rozpousteén. Nejsme opravnéni zachazeti do ob-
lasti hypothes, ale tém& se vtird domnénka, suponovana ostatné rfadou
autora pro virus d&tské obrny, Ze to nejsou butiky centr. nervstva, nybri
mimonervové tkéans, v nichZ dochdzi k primarnimu pomnozZovani viru ence-
falomyelitidy.

V celku lze shrnouti tuto fadu pokust ve vysledek, Ze methoda metha-
nolové precipitace za nasich experimentélnich podminek je pro virus veprove
obrny mélo vyhodnou methodou purifikaéni a v Zddném pfipadé methodou
koncentracni. Lze dokonce i ¥ici, Ze skytd mnohem méné positivnich resul-
tatd, ne¥li methoda kyselé precipitace, pfi éemZ purifikaéni efekt je u obou
ptiblizné stejny, pokud se tyde bilkovin, jeding s tim rozdilem, ze v Golla-
nov$ principu jsou primarné odstrandny témét veskeré volné lipoidy, co.
opdt pri kyselé precipitaci lze uéiniti dodateénou extrakei etherem. M&ieno
Kjeldahlovou methodou mé suspense, ziskané kyselou precipitaci ptiblizne
27,78 mg procenta dusiku, kdezto purifikit methanolovy ma asi 27,6 mg
procenta. Porovnano s normalni misni suspensi jsou oba druhy purifikati
zbaveny néco vice neili 509, vSech proteinu, obsaZenych v infikovaném
materialu.

Kombinovand methoda purifika¢ni, modifikované zhruba dle schematu
Robertgova: 10-—209, suspense z infikované vepiové michy se vyjasni
30 min. centrifugaci pii 12 000 obr. Nato se pH snfZi na 6,0 a nasleduje 10 X
opakované zmrznuti a rychlé roztati takto vyjasn€né suspense. Zmrznutim
a roztavanim vznika precipitat‘ ktery se odstrani opétnym odcentrifugo-
vanim pii 12 000 obr. Nato se pH zvysi na 8,0 a precipituje pii teploté —5°
asi 33 objencovymi procenty chemicky upln& &isty acetonem. Precipitat,
jehoZ kvantum stoupne dale pii pobytu v ledniéce, se odeentrifuguje a roz-
pusti v 1/;, a% 1/,, ptivodniho objemu mi¥ni suspense ve fysiol. roztoku s na-
razniky pri pH 7,1. |
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Takto vznikly eluat tvori lehce zkalenou tekutinu, kterd mé velmi

daleko do ¢irosti, aby ji bylo lze bez daliiho ¢i§téni pouZziti k 1:)1‘6@i,pitaa,(‘ini:n:i~.:i
reakeim. Preparat byl vstiiknut jednomu zvifeti v této forms, druhému %3

5"
L}
i
i

R X 1
%

po dodateéné asi 4nasobné koncentraci rychlou centi:'ifugou pri 14 tis. ob_r{'

Tabulka 4.
Inkubaéni doby u preparatu ziskaného acetonovou precipitaci.
P 3t
Pokusné pard
zvire , po centrifugaci
prosty (15 000)
Rol 19 il
RO 2 ' 13 | | _;f

Jak z pokusu patrno, je mezi koncéntrovan&jsim a zied&ngj$im puri-
fikdtem dobte patrny rozdil co do infekciosity mé&feno délkou inkubadni %

tento zphsob nekoncentruje skuteénd virus i kdyz zfejmé& zarucduje pf'e_-f:_.?’,
svedCivejsi vysledky nezli predchozi methoda.

Diskuse:

Vysledky naSich pokusii ukazuji, %e chemické methody purifikaéni viru
veprove obrny nejsou idedlni a v Zadném piipads neznamenaji skuteénou 3
Tabulka 5.

Srovnani koncentrace a infekciosity mi¥ni suspense a purifikovanych preparati. /%

| Koncentrace b

Preparat ,. —

b vyehozl 5 10—2 10—3 K

material | 5

Suspense (10%)+. . .. 17/17 7/7 1/1 0/1 o

Po kyselé precipitaci 4/4 4/4 0/4 0/2

Po kyselé precipitaci a i

nésl. delipoidisaci . 1/1 0/1 1/1 0/1

Po methanolové pre- |

cipitaci .......... 5/9 0/1 0/1 O 1%/3

Po acetonové precipi- | |
taci ............. 2/2 —- — —

Jmenovatel udava poéet infikovanych zviiat.
Cinitel udavé poéet zvifat z toho onemocnélych.
* = preparat inokulovan s hyaluronidésou.
T 109, suspense misni odpovid4 vlastnd zredénina 10— ostatnich -

:
+» o W / ' b d il ol - , ;,_é‘
preparatu castecné purifikovanych, | e

]
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koncentraci viru. Nejuspd$ngjsi je zcela nesporné methoda kyselé preci-
pitace, ji% lze ziskati preparaty infikujici pravidelnd jesté ve ztedénina 101,
Methanolova precipitace lipoidi zbavenych suspensi, dava vysledky velmi
nepravidelné, kdeZto methoda acetonové precipitace se zda byti o néco
Setrn&jdi. Ztraty viru pti viech purifikaénich procedurach jsou takové, Ze ani
jednou methodou nelze dociliti lepSich vysledkh, neZli obycejnou 109%ni
suspensi michy o stabilisované virulenci. Do jisté miry zahadou zustava
vysledek kyselé precipitace, kde koncentrovany preparat (vychozi material
pro dalgi fedéni) ma proti 109%ni miSni suspensi nezmenfenou virulenci
(méfeno délkou inkubaéni doby). Této vSak fedénim velmi rychle ubyva.
Je mo#no; Ze pti této methodé& nejde pouze o ibytek samotného viru, coz by
se pravdépodobné projevovalo prodlouZenim inkubac¢ni doby jiZ pf1 pouZiti
pripravku neziedéného, nybrz odstranénim néjaké, zatim nezname latky,
kterd umoZnuje invasi viru do bun&k centr. nevstva. Tabulka ¢. 5.

Virus vepfové obrny je svymi vlastnostmi a pathogennim projevem
ziejmé velmi blizkvm viru lidské obrny. Ziejms je, stejn& jako tento, velmi
odlisn¥m od wviru infeké&nich encefalitid a encefalomyocarditid. Posledni
maji mnohem vyssi infekéni titr a lze je dle vysledku, ziskanych Gollanem
a spolupracovniky i jinymi autory, relativné snadno purifikovati chemic-
kymi cestami, jak shora popsény. Virus obrny vepfu a jak se zda, 1 virus
obrny lidské, pfi pouiziti téchzZe method, davaji vysledky nepravidelné.
Z tstniho sddleni Dra Hammona je ndm znamo, Ze 1009%ni zvyseni viru-
lence viru lidské poliomyelitidy purifikaci, doeilené prilezitostné Robertsem,
nelze kdykoliv podle libosti reprodukovati. *

Jednou z moZnych pfiéin téchto nedspécht u vird lidské 1 veprové
obrny je pravd&podobné jejich nizky infekéni titr a jak se lze pravem do-
mnivati 1 ta okolnost, Ze se tyto méné 1isi od normalnich proteinu centr,.
nervstva, nezli viry infekénich encefalitid, které lze popsanymi methodami
snaze selektivng odstraniti. Nami ziskané vysledky budi v nas dojem, Ze
jedinou skutedén& udéinnou methodou, nejen purifikace, nybrZz i skuteéné
koncentrace obou virti je bud samotna diferencidlni centrifugace, jak bylo
pro lidskou poliomyelitidu jiZ tém&f prokazéno, nebo snad jesté spife kom-
binace chemické purifikace s dodateénou diferencidlni centrifugaci. (Sven
Gard [14], Patodka [15].)

PezwmMme.

ABTOpH 0fleIau NOUHTKY o4uMcTKH BiHpyca Encephalomyelitis enzootics
suum TpeMsi CIocofamMu: '

1. KHCHOil npenuIINTALHEH,

2. npeuunurangmeil NpuM IMOMOINU METAHOJA,

3. IperMuuATanmen aneToHOM,

B aByx mociaegHuX caydasx npH Temiepatype Himxe 0° C.

Marepuad HOJVYEHHBINI OUNCTUTEIBHHIM IIpOLeccoM OB UCJIe0BaH B HecC-
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KOJIMYeCTBA BHpyCa NYTEM BHYTPEMOSTOBOM NPHBUBKU M CONOCTABJIEH ¢ il

. ‘h 'u',r.; .‘.!.
nefictBuemM 10 npoi. COMHHOMO3IOBOH MHPEKIMOHHONI CYCHEHCUN Y 3apa;u i
HOT'0 JKUBOTHOTO. |

HIeHHBIX penaparax Obla JIBHCTBI/ITGJIBHO CKOHIEHTPUPOBAH, TAK-KAK B oﬁme
MMeIM HU3MYI0 MHPERIMOHHOCTH YeM RaHHAf. Hauaydmux pesynbTaToB Gitsii
JI0 JOCTHTHYTO Kucloil mpeuunuranueil. llpepnosaraerca, uro HPHGB.BJ_I&
IUaJIyPOHUIA3ZH TIOBEHIIIAET OTYACTU CIIOCOOHOCTH NMMPOHMKHOBEHUA OUMIIEHROTE
BUpyCa. g

XOTA U OCBOOOKIAIOT HH(peHuHOHHLIH CYOCTPAT OT GATACTHHIX GeaKOB 60.1!
yeM Ha 50 WPOI., B HEKOTOPHX CIY4YaAX U OT COILIIAHCTBA OOJbHBIX ﬂnndh
I10B, HO HHKOMM 06pasoM BUpPYC HO KOHNeHTpupyior. lloBupumomy, K T
ileJIN HYMHO ObJI0 OB UX KOMOMHUPOBATH C MBTOILOM nm})q:-epeﬂuuanhno
ynLTpaueHTpﬁ@yrHOBaHHﬂ | 'r

Summary.

The authors describe 3 attempts of purification of Eneefalomyellt,'
enzootica suum virus from infected spinal cord by means of -

1. acid precipitation

2. methanol precipitation at low temperature

3. acetone precipitation under the same conditions.

The parthy purified virus has been compared m tenfold dilutions Wlth{..
the activity of 10 p. c. suspensions of infected spinal cord in serial expe-j
riments by the route of intracerebral inoculation in pigs. The best results: _
could be obtained with the method of acid precipitation. It seems that o
the addition of hyaluronidase enhances the invasiveness of partly purlfled 1,-"'-".
virus. All described methods of virus purifications never led to the.true m"’*'
concentration of virus because the infectious titre of partly purified pré- _h
parations was always lower than that one of ordinary suspension of spl-"f"'_'f
nal cord. The authors conclude that the chemical procedures of hog-para-. Lif
lysis virus purification remove about 50 p. c. of the tissue proteins and,
about 80 p. c. of lipoids. It seems that none of purely chemical methods
is able to purify and concentrate the hog polio virus itself. For this pur-_g;.;_'r-
pose it would be necessary to combine some of above described methods
with the method of differential centrifugation. i

L

Literatura:

1. Tovarnickij: Voprosy medicinskoj virusologii, Akad. med. nauk
SSSR 1948, — 2. Beard: J. of Immm. 1948, 58, 49. — 3. Stanley: Science,
1935, 81, 644. — 4. Loring, Raffel, Anderson: Proc. Soc. Exp. B101 Med.
1947, 66, 385. — 5. Rhian, Lensen, Williams: J. of Imm., 1949, 62, 487. —
6. Casals: J. of Immun., 1947, 56, 337. — 7. Tovarnickij: Biochimija, 1946,

56



11, 247. — 8. Racker: Ustni sdéleni. — 9. Tovarnickij a Chalkina: Akad.
nauk SSSR, 1944, 42, 194. — 10. Cox, Cheer, Aiston, Bohnel: J. of Immun.,
1947, 56, 149. — 11. Gollan, Marvin: Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1948, 67,
366, — 12. Roberts: Public Health Reports, 1949, 64, 212. — 13. Pollard,
Finegold: Texas Rep. on Biol. Med., 1948, 6, 200. — 14. Sven Gard: Acta
Med. Scand., suppl. 143. — 15. Patotka: CLC 1949, 88, 1263.



