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Krwotoczną chorobę królików (Viral Haemorrhagic
Disease - VHD) rozpoznano w Chinach w 1984 r, (1l),
W Polsce VHD po raŻ pierwszy zdiagnozowano i opisano

w 1988 r (7). PrzeprowaCzone badania potwierdziły
wirusową etioiogię cńoroby. Wirus charakteryzował.się
zdolnością do allutynowania erytrocytów ludzkich, był
oporny na działinio chloroformu, a po doŚwiadczalnym
ŹXUuiL"i" powodował zachorowania i śmierć królików
w ctągu ą§-lZ godzin. Wyizolowane wówczas szczepy

S G]\iti KGM p o śi adały d obre właściwo ści immuno genne,

ń"rp"r"""le'zostało potwierdzone. badaniem w mikro-
skopie elektronowym i w odczynie hemaglutynacji, a

Materiał l metody
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Summary

Identification of the major structura| polypeptide

VP60 of the Polish isolates of viral haemorrhagic di-

sease virus (VHDV) of rabbits

isolated in Po|and in 1988,1994.
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jednoznacznie, że czynnikjern zakaźnym w obu przypadkach
jest wirus VHD, W badaniach diagnostycznych wykonywano
testy hemaglutynacji (HA) i ELISA.

Dl a scharaktery zowania c zynnika zakaźne go o czy szczano
wirus VHD wyekstrahowany z próbek wątrób pobranych w
czasie trwania enzootii w obu hodowlach. Wykonano elektro-
foretyczny rozdzlał białek w zelu poliaklylamidowym z SDS,
a następnie ich identyfikację w reakcji western immunoblot-
ting ze swoistą surowicą królika immunizowanego przeciw
VHDV. Szozepy terenowe MAL i BLA porównano ze szczepuni
laboratoryjnymi SGM i KGM. Identyczną procedurę oczyszcza-
nia wykonano ze sporządzonym homogenatem wątroby zdro-
wego królika,

Wirus VHD
Szczepy laboratoryjne wirusa SGM i KGM namnażano na

wrażliwych klólikach, zakażając je podskórnie wirusem liofili-
zowanyln, bądź przechowywanym w stanie zamrozenia. Do
badań w1,|6rzystano sl.czep SGM z 4 pasażu a KGM z 5
pasaZu.

Szczepy terenowe MAL i BLA izolowano z wątrób królików
będących w okr-esie wiren-rii oraz padłych w trakcie enzootii.
Zjadliwość szczepów zbadano w próbie biologicznej na króli-
kach, wykclnując podskórne zakażęnie wyizolowanymi wiru-
saml.

K on tro l a VHDV (-). Ekstraktwątfoby zdrowegokrólika,
Wirus oczys7,czano wstępnje popI7,ez wirowanie przy 3000
obr.lmin, oraz chloroformowanie (I}Vo vlv) przez 7 godz. i
ponowne odwirowanie. Określano miano HA i ELISA sporzą-
r-lzonvch homogenatów,

S urowi c e odporn ości owe. Do badań uzyto nastę-
puJące suIowlce:

- surowica 2110194, uzyskana od królika immunizowanego
szczepionką Cunivac oraz po wykonaniu zakażęnta wirusem
zjadliwym (KGM). Miano surowicy oznaczane testami HI i
ELISA wynosiło 5120,

- surowice królików ozdrowieńców (miano HI/ELISA
-5 l20) otrzymane od zwierząI, które przeżyły w ognisku VHD
w fermie wielkotclwarowej MAL; krew pobierano po upływie
]1 13l dni od zanotor.vania pierwszych padnięć królików,

- relerency.jna sulowica odpornościolva kr-ólika (Sla 8) prze-
cil,v wirusowi VHD, otrzymana z laboratorium CNEVA z Plou-
fi,a_ean (Flancja). dzięki uprzejmości dr G. Le Gall,

- su1,o,uvica ujemna pobrana od zdrowych królików.
Kon iugat. (KIgG+HRP) opracowany w Laboratorium

Badawczo-Wdrozeniowyln Diagnostyki (Wrocław) na podsta-
wie surowicy ozdrowieńców z ogniska VHD w t'ermie MAL
(,oczyszczona frakcja IgG o koncentracii 7,-5 mg/nrl związana
z peroksydazą chrzanową).

Odczyn hem aglutynacji, Odczyn wykonywano
stosując erytrocyty ludzkie glupy 0, zgodnie z metodą opisaną
wcześniej (5),

Test ELISA, Test immunoenzymatyczny wykonano na
płytkach. Maxi Sorb (Nunc), stosując koniugat zewierająE
nrieszaninę przeciwciał monoklonalnych przeciwko VHDV
zwtązatlych z peroksydazą chrzanową (CR+HRP), Reakcję
barwną wynikającą z degradacji substratu (OPD) odczytywano
plzy uzyciu czytnika do mikropłytek Dynatech MR 5000, przy
dłu_s. 1ali 490 nn. Test wykonywano wg metody opracowanej w
Istituto Zcloprotllattico Sperimentale de]la Lombardia e dell'Emi-
Jia (Brescia), używając komercyjnego zestawu do diagnostyki
witusa VHD ( l. 2).

Oczyszczanie r,r irusa
Szczep KGM - oclysżcżoną wstępnie zawiesinę wirusa za-

gęszczono w l'7% roztwolze sacharozy (Sigma) przy 25000
obr./min. przez I50 minut stosując ultrawirówkę UP 65 z ro-
torem horyzontalnym 86 (Janetzki). Supernatant odrzucono a
osad, po wysuszeniu w temperaturze 4"C, zawieszono w 5 ml
PBS. Po 30-rninutowej inkubacji w temp. 4"C preparat odwi-
rowano przy 3000 obr./min. w czasie l0 min. i do 5 ml zawię-

siny dodano 2 g CsCl, Po dokładnym rozpnszczęnlu zawleslnę
wirowano przez 44 godz. przy 40 000 obr./min. w temp, 4"C
(wirówka UP 65, rotor horyzontalny 86), Zbierano 0,5 ml
frakcje, i analizowano je określając indęks refrakcji (IR), gę-
stość p, miano HA oraz wartość absorbancji światła o długości
fall 490 nm w teście ELISA w razcięńczeniu 1:5.

Szczep SGM - oczyszczoną wstępnie przez chlorofbrmowa-
nię 20Vo zawiesinę wirusa o mianie HA 10 240 poddano zagę-
szczęniu na glikolu polietylenowym (PEG 6000; Sigma). Do
100 ml zawiesiny dodano 16,5 ml 507a roztworu PEG. Miesza-
no pfzęz 2 godz. w chłodni (4"C). Następnie wirowano przez
30 minut przy 3000 obr./min. Supernatant odrzucorro, a osad
zawieszono w I/20 objętości wyjściowej w buforze Tris-NaCl,
pH 7,5, Eluat dokładnie wymieszano i inkubowano przez 30
minut w temperaturze 4'C, po czym wirowano przez 15 min.
przy 3000 obr./min, Supernatant zebrano a osad ponownie
zawieszono w 5 ml buforu Tris-NaCl. Po ekstrakcji i odwiro-
waniu połączono supernatanty 1 i 2,którę stanowiły koncentrat
wirusa. Wirus mianowano w odczynie HA przed t po zagęsz-
czenlu. Następnie do zagęszczonej zawiesiny wirusa dodawa-
no 0,5Vo detergent Triton X- 100 i poddano trzykrotnemu dzia-
łaniu ultradźwięków w przedziałach dziesięciosekundowych w
łaźni lodowej, Zawiesinę odwirowano przez 75 min, przy 3000
obr./min, i zbierano koncentrat wirusa, który wirorł,ano na
ultrawirówcę (UP 65, rotor horyzontalny typ 86) plzy 30 000
obr./min. przez2 godz. rv temp. 10'C, Supernatant odrzttcono,
a osad zawieszono w 1 ml zawiesiny (4,95 ml PBS + _50 pl
Triton X- 100). Po dokładnym rozbiciu osadu zarł,iesinę ekstra-
howano przezż4 godz. w temp. 4"C. Koncentrat wirusa oczy-
szczano w l5-30Vo gradieneie sacharozy. Gradient sacharozy
sporządzono przez nawarstwianie do probówki sacharozę w
czterech stęzeniach: 'l5, 20, 2-5 i 307o po L,ż ml. Na szczyt
gradientu nałożono 0,3 ml roztworu wirusa i poddano u]trawi-
rowaniu przy 27 000 ob./nrin. w temp. 4"C przez ż godzlny
(wirówka i rotor jak wyżej). W uzyskanych frakcjach miano-
wano wirus przy ponooy testów HA i ELISA craz zmierzono
absorbcję światła przy długośoi fali 259 nm.

Szczepy MAL, BLA i negatywny ekstrakt wątroby aczysz,
czano identycznie jak szczep SGM.

A n al i za'eIe k tro f o re ty czna. Analizę białek wiru-
sa VHD przeprowadzono elektroforetycznie w żelu poliakryla-
midowym z SDS. Użyto I2Vo żel rozdzielający t 4Vo żel zagę-
szczający w systemie bufbrów opisanych przez Laemmliego
(8). Próbki denaturowan o przez 5 min. w temp. 95'C w bulbrze
redukującym zawierającym B-mercaptoethanol" Jako nrarkera
mas cząsteczkowych użyto standard LMW (Pharmacia LKB).
Elektroforezę prowadzono stosując początkowo napięcie 100 V
(żel zagęszczający) a następnie l80 V (żel rozdziela_iący). Po
skończonym rozdztal'ę żel wybarwiano w Coomassie Blue,

Mętoda western immunob1 ottin g. Białka uzy-
skane po r ozdzl,ale elektroforety czny m transferow ano elektro-
foretycznie na membranę PVDF immobilon (Millipore) przez
60 min, (100V/4"C) w buforze 25mM Trisk, 190 mM Glicyna.
Membranę barwiono barwnikiem Ponseau S i zaznaczono po-
Iożęnie wzorców masowych, po czym płukano w r,vodzie de-
stylowanej do chwili odbarwienia i inkubowano w roztworze
PBS z dodatkięm 3Vo albuminy bydlęcej i ZVc surowicy koń-
skiej przez 2 godz. w temperaturze pokojowej. W zalezności
od potrzeb, membranę cięto na fragmenty i inkubowano: bądź
z właściwą surowicą króliczą (3 godz. w temp. pokojowej), a

po przemyciu w PBS z komercyjnym koniugatem (surowica
kozia przeciw IgG królika związana z peroksydazą cluzanową -
- Dako) w reakcji pośredniej (3 godz. temp. pok,) lub z koniu-
gatami CR+HRP (Brescia) i KIgG+HRP (reakcja bezpośred-
nia). Membranę po transferzę z żeluróżnych szczepów wirusa
inkubowano z surowicą 2110194 a następnie z komercyjnym
koniugatem. Dalszy sposób postępowania był jak poprzednio.
Membranę wybarwiano stosując substrat (4-chloro- 1-naphtol-
-Sigma). Po ok, 20 minutach reakcję hamowano płucząc mern-
branę w wodzie destylowanej.
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Komputerowa anali ol,działu
elektrofor ety cz nego western
immunoblotting. Żele p i membrany
PVDF archiwizowano i analizowano przy pomocy systemu
ImageStore 5000. System pozwala na szybką i dokładną ana-

Iizę masy cząsteczkowej i ilości materiału białkowego zawar-
tego w poszczególnych prążkach.

Wyniki i omówienie

Szczepy 1aboratoryjne SGM i KGM wirusa VHD oraz szcze-

py terentwe MAL i BLA, były patogenne dla królików, wy-

wołując cborobę i zejścia śmiertelne doświadczalnych zwierząI

w ciągu 48 godzin od zakażenia.
Badane szczepy wirusa VHD oczyszczane były alternatywnie

metodą wirowania w chlorku cezu lub w gradiencie sacharozy,

Poszczególne frakcje analizowano w teście hemaglutynacyj-

nym. immunoenzymatycznym teście ELISA, określano war-

tość absotbancji w świetle o długości falrl 259 nm, oraz oz-

naczanogę Naryc,l uzyskane

podczas o szczepl) gęstości

chlorku ce ze miano frakcjach

8-9. a najvłyższa absorbancja w teście ELISA wystąpiła we

fl,ake,jach 8:l0.F adrigęstośćwirusa 1,31-

-l._]4 g/cnlj. Szc ny był w gradiencie gę-

stości sacharozy. przedstawiono naryc, ż,

Najwyzsze wafiości mian w testach HA i ELISA oraz maksy-

malrra absorbancja światła przypadały na frakcje 3-7, Testy

ELISA i aglutynacji wyka lnych

mian, przy czym położen aksY-

rnalnym wartościom ab i fali
259 nnt.

Pozostałe szczepy wirusa BLA i MAL oczyszczane tą drogą

wykazywały podobną charakterystykę. Materiał uzyskany z

kóntroinej wątroby króliczej pozbawiony był omawianych

cech, tzn. był ujemny w testach HA i ELISA.

w analizowanych frakcjach. Najwięcej białka wirusowegcl

znajduje się we frakcji 5, co jest w dobrej korelacji z wynikami
testów HA i ELISA. Na podstawie komputerowej analizy

obrazu żelu wyznaczono masę cząsteczkową białka jako 60

kD.
owane
óliczej
przed-
nattzy,

wszystkie badane szczepy posiadają dominujące białko wiru-

,o*" o masie około 60 kD, Ujemna próba referencyjna nie

dawała zadnej re akcj l, z użytą suro wicą. Wstępn ie oc zy szc zon y

i lie zagęszczony wirus szczepu KGM dawał bardzo słabo

widoczną reakcję.
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Ryc l Profil sedynrentacji winrsa VHD/szczep KGM w gradiencie gestości

chlorku cezu zawańość wirusa w analizowanych frakcjach oceniana na pod_

stawie testu EL]SA (A) Cęstość frakcji oznaczano refraktometryczrrie (B)

Ryc 2 Profil sedynrentacji rvitusa VHD/szczep SGM w gndietrcie gęstoścl

sachuozy Zawartość wirusa oceniana w teście HA, ELISA i absorbcii

światła w 259 nm

Ryc 3 Densytogramy standardów i frakcji 5 wirusa VHD szczepu SCM

wykonane na podstawie elektroforetycznej analizy frakcji

z gradientu sacharozy
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Ryc .ł Anaiiza badanych szczepów przy pomocy ]Ietody u,estern rmmu-

nobIortingLl Na ścieżkach (od prawej) t,ozdzielane były: próba ujemna.

SGM. KCM. MAL. standaldy (9.1 kD. 67 kD. 43 kD, 30 kD). KGM wstęp-

nie oczl,szczony i nie zagęszczony. trzy [óżne lrŃcje BLA, próba ujenna

Ponlźej obrazu lnembrany ptzedstawione są densytoglamy standardów
i szczepu SGM

Kolejnym etapenl prowadzonych badań było sprawdzenie
ilnllunoreaktywności oczy szezonęgo w naszym 1aboratorium

antygenu ił,zględem przeciwciał pochodzących z różnych
ź-ródeł. Analiza dokonana metodą western immunoblotting dla
SZcZepU SGM wykazała, ż,e kontrolna negatyWna SurowiCa

kró]icza nie reagowała z anty_qenem, netomiast pozostałe su-

l-owice i koniugaty swoiście reagowaly z zastosowan)/m anty-
geneln.

Stostrjąc opisane nowoczesne netody immunologiczne,
schafakteryzowano nowe szczepy wirusa VHD nazwane BLA
i MAL o|az tozs7,erzono chalakterystykę znanych szczepów
laboratory.jnych VHD: KGM i SGM, Przeprowadzone badania
potwierdziły obecność _ełównego polipeptydu VP60 we wszy-

stkich charakteryzowanych szczeprch olaz taką sanrą gęstość

wilusa w przeclziale 1,3 l- l .34 g/cm,'. Podobnie jak inni autorzy
(2, 3. 4,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, l6) zaobserwowaliśmy
obecność kilku mniejszych podjednostek polipeptydowych
białka wirusc)wego,

Zastosowane metody immultochemiczne okazały ,się wy-

starczająco czułymi i swoistymi, pozwalajĄc jednoznacznie

ziclentyfikować antygen, Dzięki temu wykazano identycznośó

immunologiczną badanych szczepów izolowanych w oklesie
od l988-1994 r.
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BRAUN U., PUSTERLA N., WILD K: }Vyniki badania
ultrasonograficznego 11 krów z ropniami wątrotly. (Ultra,
sonographic findings in 11 cows with a hepatic abscesses).
Vet. Rec, I31,284-290. 1995 (12)

Przebadano metodą ultrasonograficzną wątlobę 1 l krów, u których wystę-

powały ropnie Obecność ropni wykryto badaniem w jednej przestlzeni nlię-

dzyżebrowej u 3 krów, w dwóch pt zestrzeniach u 5 krów, w trzech przesLrzeniach

międzyżebrowych u 2 oraz w czterech przestrzeniach międzyżebrolvych u

I krowy. U 3 sztuk ropnie były usytuowane w grzebieniowo-tylnyrn odcinkLl

wąuoby pomiędzy l ) i l2 przestrzenią międzyźebrową, podczas gdy u 5 zrvie

rząt roptlie były zlokatizowane w centralnej części wątrob;, w 9 i I0 ptzc-

strzeni międzyżebrowej, U 3 krów ropnie znajdowały się w plzednio-dolnl,m

odcinku wątroby pomiedzy 6-8 przestrzenią międzyżebrową. Śretlnica ropnia

wynosiłau 4ków 5 l0 cm, u4krów 1 1-15 cm i u3 ponad l5 cm Wkazd,vnl

przypadku rozpoznanie ultrasonograticzne potwierdzono punkcją.

C

VANDUUKEREN E., SLOET vAN ALDRUITEN-BORGH-
-OOSTERBAAN M. M., vULTo A. G., KESSELS B. G.
F., VAN MIERT A. S. J. P. A. M., BREUKINK H, J.:
Farmakokinetyka i potencjał terapeutyczny powtarzanych
dawek trimetoprimu i sulfachloropiridazyny stosowanej u

koni per os. (Pharmacokinetics and therapeutic potential
for repeated oral doses of trimethoprim-sulphachlor-
pyridazine in horses). Vet. Rec. I31, 483486, l995 (19)

Określono parametry farmakokinetyczne mieszrniny tńmetoprillu i suJfa-

chloropiridazyny w postaci pylistej na E koniach Preparat zlwierający 5 lng

trimetoprimu/kg i 25 mg sulfachloropiridazyny/kg stosowano per os w od-

stępach l2-godzinnych przez 5 kolejnych dni Wysoki poziom obl,dwu skła-

dowych w plazmie krwi, przewyższaj4cy r,vartość MIC dll Streptoctlccus

z.ooepir)enlicus, S. eqtti, ActillobtLcilltts ecluuli i Rhodllctlcctts equi, llożnlhyło
osiągnąć stosując badaną mieszaninę w odstępach l2-godzinnych,
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