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ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ, 1979, Τ. 30. τ. 2 

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΣΑΠΩΝΙΝΗΣ ΚΑΙ TON ΚΛΑΣΜΑΤΩΝ ΤΗΣ ΣΤΟ ΕΜ­
ΒΟΛΙΟ ΑΦΘΩΔΟΥΣ ΠΥΡΕΤΟΥ 

Ύπο 

Ι. Α. ΔΗΜΗΤΡΙΑΔΗ* 

Μέ τεχνική συνεργασία Θ. Τελώνη 

ADJUVANT ACTIVITY OF SAPONIN AND ITS FRACTIONS IN FOOT AND MOUTH 
DISEASE VACCINE 

By 

I.A. DIMITRIADIS 

S U M M A R Y 

An assay was made to separate the adjuvant factor of saponin from the hemolytic using the 
chromatography method. 

A 40% saponin solution was passed through Sephadex G-25 column and the first fraction 
was passed again through Sephadex G-200 column. 2 out of 3 peaks obtained through Sephadex 
G-200 column were examined. These two peaks were compared with those obtained with Food-
and -Mouth Disease vaccine containing a 40% saponin solution and concerning the capacity for 
hemolysis, necrosis and adjuvant effect of this vaccine. 

The 40% sapnonin solution gives hemolysis of sheep red cells (3% red cells washed and dil­
uted in veronal buffer) when the quantity of saponin is at least 0,078 mg in the solution. 

The fraction A and Β obtained through G-25 column give hemolysis when the quantities of 
saponin are 0,156mg and 0,312mg respectively. The fraction II obtained through G-200 column 
gives hemolysis with 0,156mg while the fraction I does not give hemolysis even with a 10-fold 
quantity of saponin. 

The hemolysis was compared using a 3% suspension of sheep red cells and blood agar ( 1 % 
agar with 3% sheep red cells). The hemolytic titre of saponin in blood agar Is 3 dilutions higher 
(with dilution logarithm 2) from the one on the suspension of red cells. This led us to think of 
using this method for detecting smaile quantities of saponin. 

The irritation and necrosis degree are different when saponin as a whole and its fraction are 
used. A 40% saponin solution containing 0,8mg of this substance gives 50% necrosis. 

To obtain the same degree of necrosis we need 3, 4mg and 1,13mg of saponin when 
fractions A and Β through G-25 are respectively used. When the fraction II through G-200 is 
used 3mg of saponin are needed, while the fraction I through the same column does not give any 
necrosis even used in 10-fold volume. 

Neutralizing antibodies titres in guinea pigs after vaccination and infection with the same 
Foot and-Mouth Disease virus subtype (A22) are fluctuating and do not correlate with the pro­
tection obtained in these animals. 

The P D ! 0 in guinea pigs injected with a Food-and-Mouth disease vaccine (subtype A22) wi-
tout addition of saponin is 0,125 mg of vaccine. Adding in this vaccine a 40% saponin solution 
(that is 0,312mg of saponin per vaccine dose) the PD, 0 in guinea pigs is 0,062. 

Using a lower saponin dilution (that is 0,625 mg per vaccine dose) the PD J 0 in guinea pigs is 

* Κτην. Ίνστ. 'Αφθώδους Πυρετού. 'Ανία Παρασκευή 'Αττικής 
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0,031ml of vaccine. 

The addition of fraction I and II though Sephadex G-200 does not have any influenc on the 
immunizing capacity of the vaccine. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Ή σαπωνίνη (C 3 2 H 5 2 0 1 7 ) είναι φυτικής προελεύσεως γλυκωσίδη, πού δεν περιέχει άζωτο. 
Το σημείο τήξεως είναι 195° C, είναι διαλυτή στο νερό, άδιάλυτη στο οινόπνευμα, στον αίθέρα 
και στο χλωροφόρμιο (11). 

Τά παράγωγα τής ύδρολύσεως τής σαπωνίνης είναι ή Sapogenin και ή Sucrose (10, 11, 12, 
13). Ή σαπωνίνη αίμολύει τά ερυθρά αιμοσφαίρια καί αν ένοφθαλμιστεΐ παρεντερικά, προξενεί 
ερεθισμό μέχρι καί νέκρωση των ιστών. Σέ συνδιασμό μέ ένα αντιγόνο, δρα ή σαπωνίνη ώς 
διευκολυντικός παράγοντας στην ανοσοποίηση (4). 

"Εχουν γίνει πολλές προσπάθειες αξιοποιήσεως τής σαπωνίνης ώς διευκολυντικοϋ παράγον­
τα μέ τό εμβόλιο του 'Αφθώδους Πυρετού (2, 3, 7, 8, 9, 10, 11). 

Τό πώς δρα ή σαπωνίνη διευκολυντικά στην ανοσοποίηση μέ κάποιο αντιγόνο, δέν διευκρι­
νίστηκε ακόμη. Κατά τήν άποψη ορισμένων ερευνητών (6), δρα έμμεσα καί οι ιδιότητες της να 
αίμολύει, νά ερεθίζει καί νά διευκολύνει τήν ανοσοποίηση, δέν έχουν μεταξύ των σχέση. Ό 
διευκολυντικός παράγοντας τής σαπωνίνης παραμένει καί μετά τήν εξουδετέρωση τοΰ αιμολυ­
τικού παράγοντα (5). 

Οι σαπωνίνες τοΰ εμπορίου διαφέρουν μεταξύ των (1,2). 

Οι Strobbe καί συν. (1974) προσπάθησαν ανεπιτυχώς νά απομονώσουν τις ιδιότητες αυτές 
τής σαπωνίνης μέ χρωματογραφία σέ πήκτωμα Sephadex G 100. Κατ' αυτούς ό ερεθιστικός καί 
ό διευκολυντικός παράγοντας τής σαπωνίνης, κάτω από τις συνθήκες εργασίας των, ήταν πάν­
τα μαζί στο κλάσμα, όπου βρίσκονταν καί ό αιμολυτικός παράγοντας. 

Ό Dalsgaard (3) προσπάθησε επίσης νά διαχωρίσει τις ιδιότητες τής σαπωνίνης μέ χρωμα­
τογραφία σέ πήκτωμα Sephadex G-200, όπου πήρε τρεις καμπύλες, βάσει μοριακού βάρους. 
Στην πρώτη καμπύλη απομονώθηκαν οι μεγαλομοριακές ουσίες χωρίς αιμολυτική Ιδιότητα, 
ενώ στην δεύτερη καμπύλη έκλύθησαν ουσίες μέ δλα τά χαρακτηριστικά τής σαπωνίνης καί 
στην τρίτη καμπύλη έκλύθησαν ουσίες πού αίμολύουν τά ερυθρά αιμοσφαίρια, σχηματίζουν 
αφρό αλλά είναι χωρίς χρώμα. Ένας διαχωρισμός τού διευκολυντικού παράγοντα άπό τις άλ­
λες ιδιότητες δέν επιτεύχθηκε. 

Ό ίδιος ό συγγραφέας (15) κατόρθωσε αργότερα νά απομονώσει άπό τό φυτό QUILLAJA 
SAPONARIA MOLLINA σέ συνδυασμό χρωματογραφίας βάσει μοριακού βάρους καί ηλεκ­
τρικού φορτίου τών ουσιών, ένα κλάσμα, πού αποτελείται άπό μιά μόνον ουσία καί έχει ενισχυ­
τική ιδιότητα σέ συνδυασμό μέ εμβόλιο Α.Π. 

Επειδή ή δυνατότητα χρησιμοποιήσεως τού διευκολυντικού παράγοντα τής σαπωνίνης, 
διαχωρισμένου άπό τον αιμολυτικό καί κυρίως άπό τον ερεθιστικό παράγοντα, θά προσέφερε 
μεγάλες υπηρεσίες στον εμβολιασμό κατά τοΰ αφθώδους πυρετοΰ, γίνεται στην παρούσα εργα­
σία μιά ακόμη προσπάθεια διαχωρισμού τών ιδιοτήτων τής σαπωνίνης μέ χρωματογραφία σέ 
πήκτωμα Sephadex G-25 καί C-200 δπου ή δυνατότητα διαχωρισμού, πάντα βάσει μοριακού 
βάρους, είναι πολύ μεγάλη. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Σαπωνίνη: Χρησιμοποιήθηκε σαπωνίνη τής Merck (αριθ. κατ. 7957786) 40% 
διαλυμένη μέσα σέ Tris 0,01 ph 7,6. 
Χρωματογραφία: Ό διαχωρισμός τής σαπωνίνης έγινε πρώτα μέ Sephadex G-
25 Normal σέ στήλη 2,6x45 εκατ. μέ όγκο πηκτώματος 2,6x40 εκατ. Άπό τό 
διάλυμα σαπωνίνης 40% έναποθετήθηκαν 8 κυβ. εκατ. στην στήλη 9 διαδοχι-
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κές φορές. 'Από την στιγμή εναποθέσεως των 9 κυβ. εκατ. διαλύματος σαπω-
νίνης στην στήλη, άρχισε ή συλλογή του εκλυόμενου ύγρου. Έγινε συλλογή 
δύο κλασμάτων άνα 50 κυβ. εκατ. (κλάσμα Α και Β). Το σύνολο των κλασμά­
των Α και Β των διαδοχικών χρωματογραφιών (9x50 κυβ. εκατ.) αναμείχθη­
καν και συμπυκνώθηκαν μέ Flash Evaporator (Buchner) (στό εργαστήριο Βιο­
χημικών αναλύσεων του ΚΙΛΠΑΝ και εκφράζουμε έδώ τις ευχαριστίες μας) 
σε 36 κυβ. εκατ. δηλαδή στό μισό της συνολικής ποσότητας του αρχικού δια­
λύματος 40% σαπωνίνης πού χρωματογραφήθηκε. 

Στή συνέχεια χρωματογραφήθηκε τό κλάσμα Α του G25 σε Sephadex G-
200 (όγκος πηκτώματος 2,6x95 εκατ.). 

Κάθε φορά εναποθέτονταν στην στήλη 5 κυβ. εκατ. άπό τό κλάσμα Α του 
G-25 και αμέσως άρχιζε ή συλλογή του εκλυόμενου ύγρου σέ σωλήνες ανά 8-
9 κυβ. εκατ. (68 σωλήνες Χ 8-9 κυβ. εκατ.). 

Ή καταγραφή της πορείας έκλύσεως τών κλασμάτων σαπωνίνης έγινε σέ 
μήκος κύματος 314,5nm (χρησιμοποιήθηκε τό σπεκτροφωτόμετρο τής Perkin 
Elmer τού ΚΙΦΑΔΙΖ καί εκφράζουμε έδώ τίς ευχαριστίες μας). Καταγράφη­
καν τρεις καμπύλες, δηλαδή τό υγρό πού εκλύθηκε στους σωλήνες 16-23 έδω­
σε τήν καυμπύλη Ι, στους σωλήνες 42-61 τήν καμπύλη II καί στους σωλήνες 
63-65 τήν καμπύλη III (σχήμα No 1). Στή συνέχεια συμπυκνώθηκαν τά κλά­
σματα τών αντιστοίχων καμπύλων σέ 5 κυβ. εκατ.) καί εξετάστηκαν περαιτέ­
ρω. 

Τό κλάσμα Β τού G-25 δέν χρωματογραφήθηκε σέ Sephadex G-200. 

Αίμόλυση: Ή αίμόλυση έγινε μέ ερυθρά αιμοσφαίρια προβάτου πλυμένα καί 
αραιωμένα 3% μέ ρυθμιστικό διάλυμα βερονάλης. Ή αίμόλυση έγινε μέσα σέ 
σωλήνες αίμολύσεως όπου σέ 1 κυβ. εκατ.3% ερυθρών προβάτου προστέθηκε 
0,05 κυβ. εκατ. άπό κάθε αραίωση σαπωνίνης (αραιώσεις σαπωνίνης μέ λογά-
ριθμο του 2), καί επωάστηκε 2 ώρες /37° C. Παράλληλα έγινε αίμόλυση τών 
ϊδίων αραιώσεων σαπωνίνης μέσα σέ αίματοΰχο άγαρ. Μέσα σέ 1% άγαρ (τής 
Merck) σέ θερμοκρασία 48° C προστέθηκαν ύπό ανάδευση 3% ερυθρά προβά­
του πλυμένα (4-5 φορές) μέ βερονάλη. Τό αίματοΰχο αυτό άγαρ μεταγγίστηκε 
σέ υάλινα τρυβλία σέ οριζόντια θέση καί σέ πάχος περίπου 3 χιλιοστών. 
Άφου έπηξε τό άγαρ, σφραγίστηκε αυτό μέ τήν σφραγίδα (κυλινδρικός κό­
πτης) εκκενώθηκε τό άγαρ άπό τίς τρύπες καί σ' αυτές μπήκε 0,05 κυβ. εκατ. 
άπό κάθε αραίωση σαπωνίνης. Ή επώαση έγινε για 2 ώρες σέ κλίβανο τών 
37° C. 

"Ελεγχος ερεθισμού και ενισχύσεως τής ανοσίας (προστασία): Ό έλεγχος 
αυτός έγινε σέ λευκά ίνδοχοιρίδια του 'Ιδρύματος μας. 

'Ερεθισμός-νέκρωση: Τά κλάσματα τής σαπωνίνης αραιώθηκαν μέ φυσιο­
λογικό όρό 1:10 έως 1:320 καί άπό κάθε αραίωση ένοφθαλμίστηκε σέ δύο ση­
μεία τής πλάτης δύο ίνδοχοριδίων άνά 0,05 κυβ. εκατ. Ή τελική ανάγνωση 
του ερεθισμού καί τής τοπικής νέκρωσης έγινε 5 μέρες μετά τόν ενοφθαλμι­
σμό (πίνακας 2). 

Γιά τόν έλεγχο τής επίδρασης τής σαπωνίνης στην ανοσία, έμβολιάστη-
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ΠΙΝΑΚΑΕ 1 

TABLE 1 

Αίμόλυση σαπωνίνης και κλασμάτων αυτής άπο χρωματογραφία σε Sephadex G-200 

Hemolysis of saponin and its fractions by chromatography on sephadex G-200 

"Αραιώσεις σαπωνίνης ή Dilution of sapon 
κλασμάτων αυτής or its fractions 

mg σαπωνίνη/ 
0,05 κυβ. εκατ. 

mg SAP/0,05ccm 
Διάλυμα σαπωνίνης 
40% 
Dilut. of Sapon 40% 
Κλάσμα σαπωνίνης 
Α άπό G-25 
Fraction A by G-25 
Κλάσμα σαπωνίνης 
Β άπα G-25 
Fraction Β by G-25 
Κλάσμα σαπωνΐνης 
Ι άπο G-200 
Fraction I by G-200 
Κλάσμα σαπωνίνης 
II άπο G-200 
Fraction II by G-200 

+ = πλήρης αίμόλυση, — = καμία αίμόλυση 
+ = Total hemolysis, — = none hemolysis 

καμία αίμόλυση σέ 10-πλάσιο όγκο 

None Hemolysis in 10-fold volume 

καν ίνδοχοιρίδια με ένα διδύναμο εμβόλιο 'Αφθώδους Πυρετού (Α-Ξάνθης 
καΐ 0-Πέπλου σειράς 282 μέ Π.Δ.Ι. 0,0625 κυβ. εκατ. εμβολίου ώς προς Α-
Ξάνθης) χωρίς προσθήκη σαπωνίνης και μέ προσθήκη σαπωνίνης η κλασμά­
των αυτής (πίνακας 3). Σέ κάθε ίνδοχοιρίδιο ένοφθαλμίστηκε 1 κυβ. εκατ. εμ­
βολίου μέ 0.05 κυβ. εκατ. σαπωνίνης ή κλάσματος αυτής. Τέσσερεις εβδομά­
δες μετά τον εμβολιασμό μολύνθηκαν τα ίνδοχοιρίδια αυτά ένδοδερμικώς στό 
èva πέλμα μέ ίο Άφθ. Πυρετού τύπου, Α-Ξάνθης, προσαρμοσμένο σέ ίνδοχοι­
ρίδιο. Ή τελική ανάγνωση έγινε 7 ήμερες μετά τήν μόλυνση βάσει των άνα-
τομοπαθολογικών αλλοιώσεων στα πόδια (πέλμα) και στή γλώσσα. 

'Ανίχνευση αντισωμάτων: Μετά τήν τελική ανάγνωση των αποτελεσμά­
των, ήτοι 35 μέρες μετά τον εμβολιασμό, τα ίνδοχοιρίδια άφαιμάχθηκαν και ό 
ορός των εξετάσθηκε ώς προς είδικά αντισώματα κατά των τύπων Α-Ξάνθης 

1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:6401:1280 

10 5 2,5 1,25 0,625 0,312 0,156 0,078 0,039 

+ + + + + + + + — 

+ + + + + + + — — 

+ + + + + + — — — 

+ + + + + + + — — 



• 
υ» 

»Ρ­
Ι­

Ο * 
8 «η 

il 
-s es 
D 
S (M 

P.S 
> e 

It 
s * 

Ό 
'β § 
> S 

p-_> 
"> 
3 
a 
w 

ε 

r i 

< u 
< 3 i-i 
_ UM I O «β 

S Λ, 
Ο a 

£< C8 
Ο <u 
• S Ì 
> » 
•S'S 

a u 

α s 
^•5 
> ce 

υ 

'F 5 
6 
ο 
H 

f N 

(Λ 
'co ω 

VJ> 
'00 ~ 

c 
3 t > υ 3 Ö 

1« 

ο Ο 
«ο 

Ρ β) M 
Λ 5 "S "g 3 ο ο ο.-α Ρ" 
D 

•Ο 
co 

•Ö 
h» 
Ö 

ο 
(Ν 

Ο 

Ο 
00 

Ο 

ο 

> ce 
co 

GO 

ε 

s ? : 
§ 3. ° 
c S cl 
ω y , 

>3 ^ ° 

! " 

ο 
00 

' ! I 
Λ ! ! ! 

ι ι 
XX 
+ + + 

+ ι 
+ ι 
+ I 
+ + + 

I I 
I I 

+ + + I 
+ + + + 
+ + + I 
+ + + I 

ο 
c-> 

3 
Ö 

Ο 

+ + + 

+ + + + 
+ + + + 
+ + + + 
+ + + + 

Ö 
D 

a 

Ü 

X) 

I I 

I I 

1 
1 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

e ^ 
es Ο 

Ο 'g 
•ö „5 
^ 0Q 



- 8 9 -

Ö 

-ω 

Ο 
en 

I I 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
I 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Ü 
>> 

PQ 

c 
_o 
ο 
CS 

X 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

1 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

© 
© 
(Ν 

Ü 

§ 8 * 
0 ώ S 
a. w Ο 
S Ό 'ο 

« Ο 

Ö Ü 

I-g 
* 

ο ο 
(Ν 

Ü 

X) 

ρ 
_o 
ο 
ce 
u. 

UH 

Ό 

Ρ -

Q. 
ω e 

-Ο υ 

Ö »Ο 

^- - Γ 
* e 
Ο ce 
Q.X3 
h» *•* ω . 
2 Μ 

co .a> 

»Ο S 
Ο ω 

.2 « 
ο. 
Ο J= 
Q. .t i 

tO £ 

(=: e« 

ο -a 
'δ 2 

D 
Ρ" 
?-

-Ρ" 
co 
t i 

e 

3 
co 
CO 

"-C3 

Ο 

ε 
Ό 

Ο 
Ο . 
>> 

j a 

Τ3 
Ρ 

Ρ 
J 2 

Τ3 
C 

<υ 

* 

Vi 
•ω 
«ο 

*-* 
-Ο 
κ 

-a 
Ρ" 
Q. 
ω 

Ο 

α. 
3. 
Ο 
Q. 

ω 
a. 

•a 
< 

I 
I 

+ + 

ε 
υ 

I O 

ρ 
ce 

j a 
-4-« 

co 
(Λ 

Jâ 

<L> 
+-» 

ε 
ce 

S 

Ö 

-co 
— I 

«ο 
Ο 

Ρ" 

3 ο. 
-ω 

> 
Ο 
Ο. 

ω 

•Ö 
tO 

I 
I 
+ 
+ 

ε 
υ 

«ο 

ο" 
ί-ι 

ω 
ω 

ε 
CÖ '•5 

Η 
Ö 

-ω 

«ο 
ο 
<Ν 
Ο 

Ρ -

3 ο. 
•ω 

> 
Ο 
Ο. 

CO 

3 . 

'S 
t o 

I 
I 
1 

+ 

ε 
»ο 
Ο 
(Ν 
©~ 

UH 

<D 
ω 

ε 
Ό 

Ö 
3 . 
ο. 

Ρ -

Ö 

ìKs 

1 1 
ι Ρ 

3 
ο. 

> 
Ö 

'al 

Ö 

. ε 
(23. 3 

SI 
"Ι-α 
Beg 

*ο -

S 2 
Κ ο 
g Ρ 
ω 

co ω 
Ρ 

-co Ο 
b ρ 



- 9 0 -

< W 

Ζ ^ 

Β 

8 
CO 
· • — * 

Q. 6 
χ 
ο . 

CO (0 

.2: » 
ο. 

' β 
Η CS 
Ο ν 
'. β 

5 1 
< <= 
.2 · 
3 .Ξ 
Ο υ 

•3 Ο 

S 
Ο C M 

c Ο 

li 
•β § 

è· Ε 

Έ i 
ο *a 

VJ» S 
I S T « 

> 2 

fi 

4l 

o .S 
*•* υ 

| 8 

ê * 

<X> S 
9 - 3 

< Ο 

• ε 

ο -α 

tu ,° 

e£ 
CL £T 

•a H 

H 2 

a 
Ι ο 
«r .S 
< - c 

ο .-a 

c -S 
υ Ο 
Où i3 

5 ° 
< m 

®à 

Ξό 

κ s 

© ^ 

Q « 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

I 

I 

I 

+ 

I 
i 

! 

I 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

I + I 
I + I 
I I + 
! I + 

I I + 
I + 
I + 

I I + 

8 C 
* β 

w 2. 
> . 
l o 1 

ti 
8 υ 
D g 
H CS 

F " 
Ο 
8 α 

to 

Q. -S 

I + + 
I + + 
I + + 
I + + 

ο 
Cu 
ce 
Ι Λ 

ù v -

C 

ο 
3 

S 

(Λ 
C 
Ο 

'Zi 
CJ 

« 
S 
ι-
Ο 

a 
ο 
<J* 

ω 
D 

•3 
3 
Cu 

< 

3 . 
D 
3 

»fr 

3 . C 

-a ο ο 
u1 S 5 
ο O > 
- ì sa. ^ 

cx> i ο 
S.-ω ^ 

Λ
ο

γ
ά

 

σ
εω

ν 

L
o

g
a

i 

c 
ο 

J3 

τ3 
Ο (Ν C» 

ο' — —' 

-ω 

cd. 
3 "Ρ 
^ ^ 

Sûf 

< Û 
C OH 



- 9 1 -

(Α22)καί Ο-Πέπλου, στην εκτροπή του συμπληρώματος (ΕΣ) και στην όροε-
ξουδετέρωση, άφοΰ πρηγουμένως αδρανοποιήθηκαν οί οροί 30' /56° C. 

Για τήν Ε.Σ. χρησιμοποιήθηκαν οί οροί μόνον στην αραίωση 1:20. Ή 
όροεξουδετέρωση έγινε μέ τήν μικρομέθοδο (14). Οί οροί αραιώθηκαν με λο-
γάριθμο του 4 από 1:16 έως 1:1024. 'Από κάθε αραίωση όρου τοποθετήθηκε 
σέ δύο βυθίσματα άνα 0,05 κυβ. εκατ. σ' αυτό προστέθηκε ίσος όγκος αντιγό­
νου (ιός Α22 και 0-Πέπλου αντίστοιχα) 50-100 DCID 5 0 ανά 0,05 κυβ. εκατ. 
Μετά από 1 ώρα σέ θερμοκρασία περιβάλλοντος προστέθηκε σέ κάθε βύθισμα 
0,05 κυβ. εκατ. κύτταρα IBRS (αριθμός κυττάρων 1,3χ106/1 κυβ. εκατ.) μέσα 
σέ υλικό Eagle μέ τελικό ποσοστό όρου μόσχου 3,3%. Ή πλάκα σκεπάστηκε 
μέ διαφανή κόλλα και επωάστηκε 48 ώρες / 37° C. Για να γίνει ή ανάγνωση 
της όροεξουδετέρωσης, ξεσκεπάστηκαν οί πλάκες άδειάστηκε τό περιεχόμενο 
και προστέθηκε στα βυθίσματα είδική χρωστική (Kristalviolett 0,1% μέ 10% 
φορμόλη 37%). Μετά άπό 10 λεπτά, ξεπλύθηκαν οί πλάκες και έγινε ή ανά­
γνωση. Έκεϊ δπου έδρασε ό ιός, δηλαδή δέν εξουδετερώθηκε ό ιός, δέν σχη­
ματίστηκε ταπήτιο κυττάρων (14). 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Μέ τήν χρωματογραφία του διαλύματος σαπωνίνης 40% πρώτα σέ πήκτω­
μα Sephadex G-25, έγινε προσπάθεια χοντρικού διαχωρισμού των ουσιών της 
σαπωνίνης βάσει μοριακού βάρους. Τά μεγαλομόρια εκλύονται πρώτα. Ή δυ­
νατότητα διαχωρισμού ουσιών βάσει μοριακού βάρους στό πήκτωμα G-200 
είναι πολύ πιο μεγάλη. Γι' αυτό, μετά τήν χρωματογραφία σέ G-25, τό κλά­
σμα Α, πού πρέπει κυρίως νά έχει τις περισσότερες μεγαλομορικαές ουσίες 
έπαναχρωματογραφήθηκε σέ G-200, δπου πήραμε τρεις καμπύλες. 

Τά κλάσματα της πρώτης καμπύλης (Ι) έχουν μιά θολάδα και δέν αφρί­
ζουν. Τά κλάσματα της καμπύλης II έχουν τό χαρακτηριστικό χρώμα της σα­
πωνίνης (ξανθό-καφέ) καί αφρίζουν. Τά κλάσματα της τρίτης καμπύλης (III) 
αφρίζουν ελαφρά καί δέν έχουν χρώμα. Τά ενδιάμεσα κλάσματα, πού δέν δί­
νουν καμπύλη, δέν παρουσιάζουν κανένα άπ' αυτά τά χαρακτηριστικά. 

Οί Strobbe καί συνεργ. (1974, 1975) παρατήρησαν, δτι ή διευκολυντική 
ιδιότητα της σαπωνίνης βρίσκεται στις μεγαλομοριακές ουσίες. Γι' αυτό καί ή 
δική μας έρευνα κατευθύνθηκε στην μελέτη τών μεγαλομοριακών ουσιών της 
σαπωνίνης, ήτοι εκείνων πού πήραμε στην καμπύλη Ι καί II άπό τό κλάσμα 
Α του G-25. 

Βασικά, ή εξέταση τών κλασμάτων αυτών (Ι καί Π) ώς προς τήν αίμόλυ-
ση, τον ερεθισμό καί τήν νέκρωση, έγινε σέ σύγκριση μέ τό διάλυμα σαπωνί­
νης 40% καί μέ τά κλάσματα Α καί Β τοΰ G-25 (βλέπε πίνακα 1 καί 2) ένώ 
ώς προς τήν επίδραση αυτών στην ανοσοποίηση συγκρίθηκαν μόνον μέ τό 
διάλυμα σαπωνίνης 40% σέ ορισμένη ποσότητα μέσα στό εμβόλιο (πίνακας 
3). 

Όπως φαίνεται στον πίνακα 1, ή σαπωνίνη 40% αίμολύει καί στην αραίω­
ση 1:640 ήτοι σέ ποσότητα ουσίας σαπωνίνης 0,078 χιλιοστόγραμμα (mg). 
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Μεταξύ των κλασμάτων Α και Β του G-25, το Α αίμολύει με 0,156mg, ένώ 
το Β με 0,312 mg ουσίας σαπωνίνης. 

Μεταξύ των κλασμάτων Ι και II τοΰ πηκτώματος G-200, το πρώτο δεν αί­
μολύει ούτε σέ 10-πλάσιο δγκο, ενώ τό δεύτερο (II) δίνει σχεδόν τήν ίδια αί-
μόλυση μέ τό κλάσμα Α τοΰ G-25. Δηλαδή, ή αιμολυτική ιδιότητα βρίσκεται 
καί στα δύο κλάσματα τοΰ G-25, στο G-200 όμως απομονώνεται στα κλάσμα­
τα της καμπύλης II, ένώ οί μεγαλομοριακές ουσίες πού βρίσκονται στην καμ­
πύλη Ι δεν αίμολύουν καθόλου. 

Ή αίμόλυση της σαπωνίνης καί τών κλασμάτων αυτής, πού έγιναν συγ­
κριτικά σέ εναιώρημα ερυθρών (3%) καί σέ αίματοΰχο άγαρ (1 άγαρ μέ 3% 
ερυθρά προβάτου), απέδειξε, δτι ό τίτλος τής αίμόλυσης στο άγαρ είναι περί­
που 3 αραιώσεις (μέ λογάριθμο τοΰ 2) πιο ψηλά. Ή μέθοδος αυτή ενδείκνυται 
ϊσως για ανίχνευση μικροποσοτήτων σαπωνίνης. Τό κλάσμα Ι του G-200 σέ 
10-πλάσιο όγκο, δέν αίμόλυσε οΰτε στό αίματοΰχο αγαρ. 

Ώ ς προς τήν έρεθιστικότητα καί τήν νέκρωση τοΰ δέρματος καί τών υπο­
δορίων ϊστών σέ ίνδοχοιρίδια, όπως φαίνεται στον πίνακα No 2, ή ποσότητα 
σαπωνίνης σέ χιλιοστόγραμμα κατά δόση σαπωνίνης στό εμβόλιο (0,05 κυβ. 
εκατ. άνά σημείο ενοφθαλμισμού) κυμαίνεται μεταξύ 0,8-3,4 mg. Στό αρχικό 
διάλυμα τής σαπωνίνης (40%) ή ποσότητα σαπωνίνης πού προξενεί 50% νέ­
κρωση είναι 0,8 mg, στό κλάσμα Α τοΰ G-25 είναι 4-πλάσια εκείνης τοΰ δια­
λύματος σαπωνίνης 40% ήτοι 3,4 mg καί ακολουθεί τό κλάσμα II τοΰ G-200 
μέ 3 mg, τό κλάσμα Β τοΰ G-25 μέ 1,13 mg. Τό πρώτο κλάσμα τοΰ G-200 
(Κλάσμα Ι) πού έχει τα μεγαλομοριακά στοιχεία τής σαπωνίνης, δέν προξενεί 
ερεθισμό καί νέκρωση οΰτε σέ 10-πλάσιο όγκο. 

Κατά τήν ανίχνευση αντισωμάτων εκτροπής τοΰ συμπληρώματος ώς προς 
τον ΐό Α-Ξάνθης καί 0-Πέπλου, δλοι οί οροί βρέθηκαν στην αραίωση 1:20 
αρνητικοί. 

Επίσης στην όροεξουδετέρωση, στην αραίωση 1:16, ήσαν όλοι οί όροι 
αρνητικοί ώς προς τον ίό 0-Πέπλου, ένώ ώς προς τόν ίό Α-Ξάνθης, δηλαδή 
ώς προς τόν ΐό πού χρησιμοποιήθηκε γιά τόν εμβολιασμό καί τήν μόλυνση, 
παρουσιάζουν διακύμανση τοΰ τίτλου αντισωμάτων (πίνακας 4). 

Τό εμβόλιο, χωρίς προσθήκη σαπωνίνης, έχει τίτλο αντισωμάτων 2,10 έως 
1,60 πού αντιστοιχεί στις αραιώσεις τοΰ εμβολίου 1:4-1:64. Τό εμβόλιο στην 
αραίωση 1:16 μέ προσθήκη 0,625mg σαπωνίνης άπό τά διαλύματα 40%, όπου 
προστατεύονται καί τά τέσσερα ίνδοχοιρίδια, δίνει κατά μέσο όρο χαμηλότερο 
τίτλο αντισωμάτων άπό τό εμβόλιο στην αραίωση 1:64 καί μέ τήν ίδια ποσό­
τητα σαπωνίνης όπου γενίκευσαν δλα τά ζώα. 

Όπως φαίνεται καί στους πίνακες 3 καί 4, ό τίτλος αντισωμάτων στην 
όροεξουδετέρωση, δέν πρέπει να έχει αντιστοιχία μέ τήν προστασία στα ίνδο­
χοιρίδια. 

Γιά τόν έλεγχο τής επίδρασης τής σαπωνίνης καί τών κλασμάτων αυτής 
στην ανοσοποίηση τοΰ εμβολίου, χρησιμοποιήθηκε ή ποσότητα εκείνη σαπω­
νίνης ή κλάσματος αυτής, πού δέν προξενεί έντονη νέκρωση. Ά π ό τό κλάσμα 
Ι τοΰ G-200 χρησιμοποιήθηκε ή αραίωση 1:5 καί 1:10 (Πίνακας 3). 
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Όπως φαίνεται (πίνακας 3), το εμβόλιο χωρίς προσθήκη σαπωνίνης έχει 
τίτλο Π.Δ.Ι.50 0,9 (0,125 κυβ. εκατ. εμβολίου). 

Με προσθήκη 0,312mg σαπωνίνης άπό τα διαλύματα 40% έχει τίτλο 
ΠΔΙ5 0 1,2 (0,062 κυβ. εκατ. εμβολίου) καί 1,5 (0,031 κυβ. εκατ. εμβολίου) αν­
τιστοίχως. Τά κλάσματα Ι καί II του G-200, δέν ενισχύουν τήν άνοσοποιό δύ­
ναμη του εμβολίου. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Έγινε προσπάθεια διαχωρισμού του διευκολυντικοΰ παράγοντα της σαπω­
νίνης άπό τον αιμολυτικό καί ερεθιστικό παράγοντα με τήν μέθοδο της χρω­
ματογραφίας. 

Σαπωνίνη διαλύματος 40% χρωματογραφήθηκε πρώτα σε Sephadex G-25 
καί το πρώτο κλάσμα άπό το διάλυμα αυτό επαναχρωματογραφήθηκε σε Se­
phadex G-200. Άπό τις τρεις καμπύλες πού πήραμε άπό το Sephadex G-200, 
εξετάσαμε μόνον τις δύο πρώτες. Συγκρίθηκαν αυτές μέ το διάλυμα σαπωνί­
νης 40% στην αίμόλυση, νέκρωση καί στην ενισχυτική των ιδιότητα στο εμ­
βόλιο αφθώδους πυρετού (τύπος Α22). 

Τό διάλυμα σαπωνίνης 40% αίμολύει αίμοσφαίρια προβάτου (3% εναιώ­
ρημα αιμοσφαιρίων πλυμένα καί αραιωμένα σε ρυθμιστικό διάλυμα βερονά-
λης) στην αραίωση μέ 0,075 mg τουλάχιστον σαπωνίνη. Τό κλάσμα Α του G-
25 αίμολύει στην αραίωση μέ 0,156 mg καί τό κλάσμα Β του G-25 στην 
αραίωση μέ 0,312 mg σαπωνίνης. Τά κλάσματα της καμπύλης II του G-200 
αίμολύουν μέ 0,156 mg ένώ της καμπύλης Ι δέν αίμολύουν ούτε μέ 10-πλάσια 
ποσότητα. 

Ή αίμόλυση δοκιμάσθηκε συγκριτικά σέ 3% εναιώρημα ερυθρών αιμο­
σφαιρίων προβάτου καί σέ αίματοΰχο άγαρ ( 1 % άγαρ μέ 3% αίμοσφαίρια 
προβάτου). Ό αίμολυτικός τίτλος της σαπωνίνης στο αίματοΰχο άγαρ είναι 3 
αραιώσεις ψηλότερα (μέ λογάριθμο του 2) άπό εκείνον σέ εναιώρημα 
ερυθρών. Γίνεται σκέψη αξιοποιήσεως της μεθόδου στην ανίχνευση μικροπο­
σοτήτων σαπωνίνης. 

Ό βαθμός του ερεθισμού καί της νέκρωσης διαφέρει μεταξύ της αυτού­
σιας σαπωνίνης καί τών κλασμάτων αυτής. Τό διάλυμα σαπωνίνης 40% προ­
ξενεί 50% νέκρωση μέ 0,8 mg, τό κλάσμα Α του G-25 μέ 3,4 mg τό Β του G-
25 μέ 1,13 καί τό κλάσμα II τοΰ G-200 μέ 3mg ένώ τό κλάσμα Ι τού G200 
δέν προκαλεί νέκρωση ούτε σέ 10-πλάσιο όγκο. 

Ό τίτλος όροεξουδετερωτικών αντισωμάτων ίνδοχοιριδίων μετά τον εμβο­
λιασμό καί τήν μόλυνση μέ τον ίδιο τύπο ίου 'Αφθώδης Πυρετού (τύπος Α22), 
παρουσιάζει διακυμάνσεις καί δέν έχει σχέση μέ τήν παρεχομένη προστασία. 

Ή Π.Δ.Ι.50 τοΰ εμβολίου ώς προς τον ιό τοΰ 'Αφθώδους Πυρετού τύπου 
Α22, χωρίς προσθήκη σαπωνίνης είναι 0,125 κυβ. εκατ. εμβολίου, μέ προσθή­
κη σαπωνίνης διαλύματος 40% (μέ 0,312 mg σαπωνίνης κατά δόση εμβολίου) 
είναι 0,062 καί σέ χαμηλότερη αραίωση (μέ 0,625mg σαπωνίνης κατά δόση 
εμβολίου) είναι 0,062 κυβ. εκατ. εμβολίου. 
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Ή προσθήκη των κλασμάτων Ι και II του Shephadex G-200 δεν επηρεάζει 
την άνοσοποιό δύναμη του εμβολίου. 
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