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Summary

Morphology and haemagglutinating activity of calf infe-
stinal coronavirus. I. Morphology of coronavirus propa-
gated in vitro

Coronavirus 800 (18) propagated in the lung cells of the
calf foetus (16) was purified and concentrated by: a) diffe-
rential centrifugation, b) precipitation with PEG-6000,
c) repeated haemadsorption-elution assay (9). The samples
were examined under a transmissive microscope after
prior negative staining. There were found many virions
(Fig 1 and 2) with a typical morphology of coronavirus
(2, 12, 13, 14, 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 17, 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.

Okecna znajomo$¢ budowy wirionu i hemaglutynu-
jacych zdolnosci jelitowych koronawiruséav cielat (1,
2, 12, 18) pozwala na ich taksonomiczne zaszeregowa-
nie do rodziny Coronaviridae (11) i na laboratoryjne
odroznienie od innych jelitowych wiruséow wystepu-
jacyeh u bydia (3, 10, 14, 15, 17). Niewiele wiadomo
o morfologii 1 wlasciwosciach koronawiruséw cielat
w zalezno$ci od miejsca {kontynentu) izolacji (5), wa-
runkéw namnazania in vitro {6, 14, 16), sposobu
cczyszezania i zageszezania (13, 15, 17) lub przecho-
wywania. Koronawirusy jelitowe cielat namnazane w
hodowlach komorek dajg na ogél niskie miano. Stad
koncentracja jelitowego koronawirusa cielagt w kom-
binowanych szczepionkach profilaktycznych nie jest
w pelni satysfakcjonujgca. Uzyskanie wyzszych kon-
centracji wymaga zastosowania specjalnej techniki
namnazania (6, 16) lub okreslonych sposobow oczysz-
czania i zageszezania namnozonego koronawirusa (15).
Poznanie cech morfologicznych koronawirusa namnaza-
nego in vitro i towarzyszacych mu strukturalnych
elementow wirionowej natury moze mie¢ istotne zna-
czenie dla oceny wyniku namnazania oraz oceny pra-
widlowo$ei przebiegu procesow oczyszczania 1 za-
geszczania.

Celem pracy bylo poznanie struktur morfologicz-
nych, towarzyszgcych namnazaniu in vitro jelitowego
koronawirusa i1 uzyskiwanych przy oczyszczaniu i za-
geszezaniu  materialtu z hodowli, przez zastosowanie
wirowania roéznicujgceggo, wytracania za pomocg
PEG-6000 lub kilkakrotng adsorpcje- eluc;e zZ uzyciem
erytrocytow szczura \9).

*) Badania finansowane w C.P.B.P. (4.02., tcmat 1.6.10.

Materiat i metody

Koronawirus 800 (18), uzywany w rownoczesnie prowa-
dzonych doswiadczeniach nad hemadsorpejg-elucig (9),
namnozonoe w butlach Roux w subkulturach komédrek plo-
dowych pluc cielgt (16). Plyn utrzymujacy z hodowli
z resztkami komorek wirowano wstepnie w wiréwce
WE-2, z szybkoscia 3000 obr./min. przez 10 min. Zebrany
supernatant, po oznaczeniu miana HA, przeznaczono do
dalszego oczyszczania i =zageszeczania trzema metodami:

a) przez ultrawirowanie przy 100000 g w ciggu 2 h,
w rotorze katowym 8X11, w wiréwce VAC-602; uzyskany
osad zawieszano w 0,2 ml PBS na probowke wiréwkows,
po czym zawiesine pulowano;

b) przez dodawanie PEG-6000 f-my Sigma, do, koncen-
tracji 10%, w lazni lodowej na mieszadle magnetycznym.
Po 2 h zawiesine wirusa wirowano w rotorze wychylnym
3X35 przy 25000 g przez 1 h. Supernatant usuwano, a osad
zawieszano w objetosci 1 ml PBS na probéwke;

¢) przez adsorpcje pieciu nowych porcji wirusa do tych
samych erytrocytéw szczura, stanowigcych kazdorazowo
1%s vowstalej zawiesiny oraz wykonanie trzech kolejnych
elucjii w temperaturze 37°C (9), w odpowiednio zmniej-
szonej objetosci PBS.

Po ponownym oznaczeniu miana HA mikrometoda ptyt-
kowa zawiesiny wirusa kontrastowano negatywowo solg
sodowg kwasu fosforowolframowego lub octanem uranylu
i nakladano na siatki pokryte formwarem 1 mnapylone
weglem. Dokumentacje sporzadzano® w mikroskopie elek-
tronowym transmisyjnym JEM 100C.

Wyniki i omdéwienie

Zawiesina Koronawirusa 800 pasazowanego w sub-
kulturach komoérek plodowych wpluc cielat, ujawnia
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym obecnosc
zroznicowanych struktur morfologicznych. Obok wi-
rionow o wymiarach 120—160 nm, prezentujacych ty-
powe cechy morfologiczne koronawiruséow (ryc. 1
i ryc. 2), odpowiadajacych dotychczasowym opisom
koronawiruséw pochodzacych z natywnego materiatu
(2, 12, 13, 14, 15, 17), mozna obserwowa¢ takze inne
wiriony — o réznym ulozeniu wewnetrznej nukleopro-
teiny, np. w postaci spirali (ryc. 3), litery S (ryec. 4)
lub wiriony niekompletne, pozbawione nukleoproteiny
(rye. b5). Rownie czesto mozna zaobserwowaé wiriony
o odmiennym uksztaltowaniu powierzchni, np. dwu-
stronnie wkleste {ryc. 6) lub z niezwykle uksztaltowa-
nym peplomerem, w postaci krotszej (ryc. 7, ryec. 8)
lub dluzszej, segmentowanej wypustki (ryec. 9, ryc. 10).
Pojedyncze segmenty o wymiarach ca 40 nm lub ich
bardziej regularne skupiska, np. pakiety, grona i lan-
cuchy (ryc. 11, ryc. 12), wystepuja niezaleznie od za-
stosowanego systemu oczyszczania, ale ze szczegdl-
nym nasileniem towarzysza koronawirusowi, uzyska-
nemu przez oczyszczanie 1 zageszczanie przy zastoso-
waniu PEG-6000. Identyfikacja tych struktur jako
podjednostek koronawirionéw lub jako materialu wy-
twarzanego w [procesie koronawirusowej replikacji
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Ryc. 1.1 2. Ty-cwe koronawiriony o wymiarach ca 160 nm;
pow. 125 000 >
Ryec. 3. Koronawirion ze spiralnym uloZeniem wewnetrzne]
. nukleoproteiny; pow. 140 000 X
Ryc. 4. Koronawirion z ulozeniem wewnetrznej nukleopro-
teiny w postaci litery S; pow. 124 000 X
Ryc. 5. Koronawirion niekompletny; pow. 140 000 X
Ryc. 6. Koronawiriony dwustronnie wkleste; pow. 80 000 X

wymagaloby zastosowania dokladniejszej metody iden-
tyfikacji, np. uzycia swoistych, znakowanych przeciw-
cial. Przy wirowaniu w gradientach sacharozy lub
chlorku cezu (5, 15), struktury takie ulegajg eliminacji.

Wiadomo, ze jelitowe koronawirusy replikuja w
roznych komorkach, np. w pecherzykowych makrofa-
gach (7). Stopien uszkodzenia takich komorek zalezy
od intensywno$ci wirusowej inwazji. Pojawianiem sie
réznych niekompletnych czgstek koronawirusa tlu-
maczy sie¢ obserwowane niekiedy ujemne wyniki ba-
dania mikroskopowo-elektronowego przy dodatnich
wynikach HE-HA (8). Wtasne obserwacje nad hema-
glutynujacymi wtasciwosciami koronawirusa 800 wska-
zuja, 7e nietypowe struktury nie podlegajg hemad-
sorpcji do powierzchni erytrocytow szczura (9). Nie-
ktorzy autorzy (4) podkreslaja role lizesomdéw w ko-
ronawirusowej morfogenezie. Wiadomo jednak, ze
lizosomalne enzymy nie sg zdolne do degradowania
koronawirionow.

Nalezy podkresli¢, ze odmiennie uksztaltowane wi-
riony byly obserwowane takze u innych wirusdéw
namnazanych in vitro, np. postacie tubularne u rota-
wiruséw, wydtuzone formy orto- i paramyksowiru-
sow, formy sferyczne i nerkowate u torrowirusow
(wirus Breda).

Wnioski

1. Koronawirus namnozony w hodowli komdrek
in witro moze wykazywaé znaczniejsze zroznicowanie
cech morfologicznych, niz wynika to z opisu korona-
wiruséw uzyskiwanych z natywnego materialu.

2. Identyfikacja struktur i materialéw powstajgcych
w procesie koronawirusowej replikacji i ocena ich bio-
logicznych wlasciwosci, wymagaja zastosowania odpo-
wiednich technik badaweczych. ‘
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MAIR T. S, TAYLOR F. G. R, HILLYER M. H.: Auto-
immunologiczna hemolityczna niedokrwistos¢ u oémiu koni.
(Autoimmune haemolytic anaemiain eight horses), Vet. Rec.
126, 51—53, 1990 (10)

Autoimmunologiczng hemolityczng niedokrwisto$é zdiagno-
zowano u 8 koni w oparciu o wynik odczynu Coombsa.
Objawy kliniczne obejmowaly depresje (8), gorgczke (5) z6%-
taczke i hemoglobinurie (3). U czterech zwierzat éledziona
byla powigkszona. W trzech przypadkach choroba miala tto
idiopalyczne, w 5 byla ona nastepstwem nowotworzenia.
Oprocz niedokrwistosci czesto wystepowata aglutynacja krwi-
nek czerwonych, anizocytoza, retikulocytoza, rzadziej wzrost
wartosci hematokrytu. W czterech przypadkach po stosowa-
niu deksametazonu w dawce 30—40 mg/dzien choroba usta-
pita.
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