
Medycyna Wet. 46 (12) 1990 487

Morfologio i włościwości hemoglulynuiqce koronowiruso ielitowego cielql -).

I. Morfologio koronowiruso nomnozonego in vilro
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SGGW-AR, ul. Grochowska 272, 03-849 'Warszawa

Summary
Morphology and haemagglutinating activity of calf inte-
stinal coronavirus. I. Morpholo8;y of coronavirus propa-
gated in vitro

Coronavirus 800 (1B) propagated in the lung cells of the
calf foetus (16) was purified and concentrated by: a) diffe-
rential centr,ifugation, b) precipitation with PEG-6000,
c) repeated haemadsorption-elution assay (9). The samples
were examined under a transmissive microscope after
prior negative staini,ng. There were found many virions
(Fig 1 and 2) with a typical morphology of coronavirus
(2, 72, 13, 74, 15, 17). Besides, there were observed some
particles with internal nucleoprotein in the form of a spi-
ral or S-shape, and empty particles (Fig 5) with bilateral
concave surfaces (fig 6). Unusual peplomers forming short
(Fig 7, 8) and long filaments (Fig 9, 10) were also seen.
However, to identify these unusual structures as corona-
viruses or coronavirus substructures (Fig 11; 12) it is
necessary to employ a specific method using labelled anti-
bodies.

Obecna znaj,ornośc budolvy r,virion,-r i hemagluiŁynu-
jących zdolności jelitowych koronar,virusólv cieląt (1,
2, 72, lB) pozwala na ich taksono,miczne zaszerego\va-
nie do rodziny Coronauźridoe (11) i na ]abcratoryjne
odróżnienie od innych jeli,tow;,ch rvirusów występu-
jących u bydła (3, 10, |4, l5, 17). Niewiele wiadorno
o morf oIogii i właścir,voś,c,iach koronar,virusólv cielą:|
.,v za]eżności od miejsca (kontynentu) izolacji (5), lva-
rurrków narnnażania żn xitro (6, 14, 16), sposobtr
cczyszczania i zagęsz,czania (13, 15, 17) ]ulb przecho-
lvyrvania. Koł:onalvirusy jelitowe,cie,ląt namnażane rv
ho,Corvla,ch komórek dają na ogoi niskie m,iano. Stąd
koncentrac ja je,li,towego koronalvirusa cieląt lv kom-
binowanych szczepiorrkach,profilaktycznych nie jest
r,v pełni satys{akcjonująca. Uzyskanie lvyższych kon-
centra,c j,i wyma,ga zalsitosowania specjalnej techniki
na]mnażania (6, 16) lub okreŚlonych spo,so,bów oczysz-
czanila t zagęszc,zania namnozonego koronawirusa (15).
Poznanie cech mc,rfologicznych koro,nawirusa namnaża-
nego in użtro i towarz}rszących mu strukturalnych
e,leme,ntów r,v,irio,nolvej natu,ry moźe rnieć istotne zna-
czenie dla oceny wyni,ku namnażania oraz oceny pTa-
r,vidło,wości przeibiegu procesór,v oczyszczania i za-
gęśzczarr1a.

Celem pracy było poznanie struktur rnorfologicz-
nych, tcwarzyszących narrrnażaniu in uitro jelitowego
,korcnar,virusa i uzyskiwarnych przy oczyszczaniu i za-
gęszczaniu rnate,riału z hodorvli, przez zastosowanie
wirowania różnicująceggo, r,vytrącania za pomocą
PEG-6000 lub kilkakrotną adsorpcję-elucję z użyciem
erytrocytow szczura (9).
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Materiał i metody

Koronawirus 800 (1B), używany w równocześnie prowa-
dzonych doświadczeniach na,d hemadsorpcją-eluc ją (9),

namnożono w butlach Roux w surbkulturach komórek pło-
dowych płuc cieląt (16). Płyn utrzymujący z hodowli
z resztkarni komórek wirolwano wstępnie w wirówce
WE-2, z szy,bko,ścią 3000 obr./rnin. przez 10 min. Zebrany
suBernatant, po oznaczeniu miana HA, przeznaczono do
dalszego oczyszczAnia i zagęszczania trzerna metodarni:

a) przez ultrawirowanie przy 100 000 g w ciągu 2 h,
w rotorze kątowym 8X11, w wirówce VAC-602; uzyskany
osad za,wieszano w 0,2 rnl PBS na probówkę wirówkową,
po czyrn zawiesinę pulowano;

b) przez dodawanie PEG-6000 f-my Sigma, do. koncen-
tracji 10D/o, w łaźnt lodowej na ,mieszadle magnetycznyrn.
Po 2 h zawiesinę wirusa -wirowano w rotorze wychylnym
3X35 przy 25000 g przez I h. Sqpernatant usuwano, a osad
zawieszano w objętości 1 rnl PBS na probówkę;

c) przez adsorpcję pięciu nowych porcji wirusa do tych
samych erytro,cytów szczura, sta,nowiących każdorazowo
1D/o powstałej zawiesiny oraz wykonanie trzech kolejnych
elucji w te,mperaturze 37oC (9), w od,powiednio z.mniej-
szonej objętości PBS.

Po ponownym ozłlaczeniu miana HA mikrometo,dą płyt-
kową zawiesiny wirusa kontrastowano negatywowo sołą
sodową kwasu f osforowolfrarnowego lub octanem uranylu
i nakładano na siatki pokryte fo,rmwarem i napylone
węgle,rn. Dokumentację sporządzano' w mikroskopie elek-
tronowym transrnisyjnym JEM 100C.

Wyniki i omówienie

Zawiesina Koronał,vir,usa B00 pasażowaneg,o w sub-
ku],turach ,komórek płodołvych ,płuc cieląt, ujawrria
rv trarrsmisyjnym mikroskopie ełektronowyrn oibecność
zróżnic,owanych stluktur morfołogicznych. O,bok wi-
rionow o wJ,rrniaTalch 120-160 nm, prezen|tujących ty-
po,we cechy morfologiczne koronawirusów (ryc. 1

i ryc. 2), o,dpowiadających doitychczasowyrn op,isorn
kororralvirusów pochodzą,cych z n,atywnego materiału
(2, 1,2, 13, 14, 15, 17), można obserwować także ilnne
rviriony - o różnyrn ułożeniu wewnętrznej rrukleopro-
teiny, np. w postaci spirałd, (ryc. 3), ld,tery S (ryc. 4)
ltrb wiriony niekompleitne, pozibawion,e nukleoproteiny
(ryc. 5). Równie często możrra zaoibserwo;wać wirio,ny
o odrniennyrn ukszt,ałtowaniu powierzchni, np. dwu-
stTo,nrrie wklęsłe t(ryc. 6) lub z ni,ezlvykle ukształtowa-
nym ,peplomere,m, w posta,ci krótszej (rvc. 7, ryc. 8)

iub dłuższej, segrnento,Nvanej wylpustki (ryc. 9, ryc. 10).

Pojedyncze segmenty o wyrniairaLch ca 40 nm lub ich
bardziej regularne skupiska, np. ,pakiety, grona i łań-
cuchy (ryc. 11, ryc. 12), występują niezależnie od za-
stos,owarrego sy§temu oczyszczania, ale ze szczegfll,
n}Ąn nasile,nierm tolvarzyszą koironawirusowi, uzy§ka-
nemu przez oczyszczanie i zagęszczanie przy zastos-o-
\.vaniil PEG-6000. Iderrtytikaeja tych struktur jako
podjednosńek koronawirionów lub jako materiału wy-
twarzanego w procesie korolnawirusowej replikacji*) Badania linansowane u, c.P.B P. c4.02., tcmat 1.6.10.
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Ryc. 1. i 2. Ty:<lwe koronawir:jo,ey o wymiarach ca 160 nm;

Ryc. 3. Koronawirio" i"""J;".'"!rlJŁXułołe.,ie- wewnętrzne j' nukleoproteiny; pow. 140 000 )(
Ryc. 4. Koronawirion z ułożeńem wewnętrznej nukleopro-

teiny w postaci litery S; po,w. 124 000 X
Ęyc. 5. Koronawirion niekornpletny; pow. 140 000 X

Ryc. 6. Koronawiriony dwustronnie wklęsie; pow. 80 000 X

w5rmagałoby zasrto]sowania dokładniejszej metody iden-
tyfikac;li, np. urży,cia swoistych, znakowany,ch przeciw-
ciał. Przy wirołvaniu w gradierrtach sacilra,rozy lub
chlorlku cezu (5, 15), struktury takie ulegają elirninacji.

WiadcLrno, że jelitorve koronawirusy replikują w
,różnych komórkach, n,p. w pęcherzykowych makrofa-
gach (7). Sto,pień u,szko,dzenia takich komórek zaLeży
od intensyłvrroś,ci wirusowej inwazji. Pojawian,iern się
różny,ch nie'kornpletnych cząstek koronawirusa tłu-
Truaczy się obserwcwane niekiedy ujernne wyniki ba-
dania mikroskop,owo-ełektrono\Ą/ego przy do,da;tnich
wynikach HE-HA l(B). Własne obse,rwa,cje nad hema-
glutyrrują,cyrni właściwościanni koł:onawirus,a 800 rvska-
zują, że nietypowe struktury nie podlegają hemad-
sonpcji do p,owierzchni erytrocytow szczura (9). Nie-
którzy autorzy (4) podkreślają rolę liz,osomów w ko-
ronarł,irusow,ej morfogeneziie. Wiadorno jednak, że
lizos,oimalne enzymy nie są zd,oine do degradcwania
ko,ro,rr alvi,ri onóiw.

Należy podkreślić, że odmiennie ukształtowane wi-
r.io,ny były oibserwowa,ne tar]nże u innych t,irusów
namnażanych źn użtro, np. posta,cie tubula,nne u rota-
wirusów, wydłużcne forrny orto- i paramyksowiru-
§ó,w, f orrny sf eryczne i nerkorvate u torrowirusów
(wirus Breda).

Wnioski
1. Koronawiru,s namnożony w hodrwli komórek

in l:i,tro może wykazywać znzozniejsze zróżnicowanie
cech mlrf,oLlogi,oznych, niż wynika to z o,pisu korona-
wirusór,v uzyskiwany,ch z na,tvrvnego materiału.

2. Identyfikacja struktur i materiałów powstających
w procesie korcrrawirusowej replikacji i ocena ich bio-
logicznych lvłaścirł,ości, lvym,a.g,ają za9tosowania od,po-
rviedn,ic5 technik badlrvczvch,
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MAIR T. S., TAYLOR F. G. R., HILLYER M. H,: Auto-
immunologiczna hemolityczna tliedokrwistość u ośmiu koni.
(Autoimmune haemolytic anaemiain eight horses), Vet. Rec.
126, 51-53, 1990 (10)

Autoimmunologiczną hemolityczną niedokrwistość zdiagno-
zowano u 8 koni w oparciu o wynik odczynu Coombsa.
Objawy kliniczrne obejmowały depresję (8), gorączkę (5) żół-
taczkę i hemoglobinurię (3). U czterech zu,ierząt ś]edziona
hyła powiększona. W ttzech przypadkach choroJ:a rniała tło
illiopal"yczne, lł, 5 była ona następstwem nowotvlorzenia.
Oprócz niedokrwistości często występowała aglutynacja krwi-
nek czellvonych, anizocytoza, ret,ikulocytoza, rzadziej wzrost
wartości hematokrytu. W czterech przypadkach po stosowa-
rriu deksametazcnu w dawce 30-40 mg/dzień choroba ustą-
piła.
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