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nalezy kierowaé sie nastepujacymi kryteriami: jak
najmniejszym dzialaniem ubocznym, latwoécig kon-
trolowanego podawania przy jednoczesnym duzym
jednorazowym stezeniu $rodka oraz dzialaniem pre-
paratu ukierunkowanym na makrofagi, ktére odgry-
waja role w prawidlowej inicjacji reakcji odporno-
sciowej.
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Summary

Morphology and haemagglutinating activity of calf infesti-
nal corconavirus. II. Haemagglutination and elutisn pro-
cedures of calf cereonavirus with rat erythrocytes

The detection of coronaviruses in calf faeces by the
haemadsorvtion-elution-haemagglutination assay (HE-HA),
described by van Balken et al. (1), may be employed in
different laboratory precedures. The experiments were done
with corenavirus 808 (11), propagated in faetal lung cells
of the calf (16), and rat erythrocytes. There were determi-
ned: a) the influence of erythrocyte concentrations on the
effectiveness of the baemadscrption-elution assay (Table 1),
b) the receptor capacity of erythrocytes assessed in suspen-
sions of a different cencentration (Table 2), ¢) the conditions
of the effective eluticn assay after prisr repeated adsorp-
tion to erythrocytes (Table 3, 4), d) the possibility of the
eluted ceremavirus to bind to new erythrocytes, e) the
influence of temperature (37—70°C) on the activity of coro-
navirus haemaggilutinin. The usefulness of the obtained
parameters was checked using gut washings frem diar-
rhoeic calves. Virions of the virus following the haemad-
sorption precedure to the surface of rat erythrocytes have

been presented (Fig. 1, 2).

*) Badania finansowane w C.P.B.P, 04.02., temat 1.6.10,

Wykrywanie koronawirusa w biegunkowych odcho-
dach cielat przez zastosowanie techniki hemadsorpcji-
-elucji w probie hemaglutynacji (HE-HA), opisane przez
van Balkena 1 wsp. (1), moze mieé¢ szersze zastosowa-
nie laboratoryjne, np. do oczyszczania i zageszczania
koronawirusa namnazanego in vitro, wykrywania swois-
tych przeciwcial w testach blokowania itp. Celem pracy
byto blizsze poznanie parametréw koronawirusowej
hemaglutynacji-elucji.

Materiat i metody

Do badania uzyto Coronavirusa 800 (11), uzyskanego od
Dr W. Eichhorna z Instytutu Mikrobiologii i Choréb Za-
kaznych Wydzialu Weterynaryjnego w Monachium. Koro-
nawirus namnazano w subkulturach komérek pledowych
plue cielat (2, 10). W kolejnych pasazach uzyskiwano mia-
no zakazne rzedu 1048-44CCIDg/ml i hemaglutynacyijne
32—128 HJ. Warunki wykonywania hemaglutynacji (HA)
wzorowano na sposobach, jakie pedali Larski (5) i Chen-
gping (2). Przy wykonywaniu adsorpcji dodawano do wirusa
0 znanym mianie cdpowiedniy objetoéé przeplukanych ery-
trocytow szezura, potrzebng do uzyskania zadanej, konco-
wej koncazntracji i inkubowano w temperaturze 4°C przez
I h. Nastepnie material wirowano z szybkoscia 1500 obr./
/min. przezz 10 minut i zbierano supernatant do wykona-
nia préb kontrolnych. Osad erytrocyiow ze zwiazanym wi-
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rusem plukano za pomecg PBS w temperaturze 4°C, po
czym ponownie wirowano w tych samych co poprzednio
warunkach. Supernatanty uzyskiwane po adsorpcji i po
ptukaniu sprawdzano na obecno§é niezwigzanego korona-
wirusa w tedcie HA, mikrometcdg ptytkowa z 0,5% zawie-
sing erytrocytéw, uzyskanych od dekapitowanych biatych
szcezurdw. Jako rozcienczalnika uzywano fosforanowego, bu-
forowanego roztworu fizjologicznego (NaCl-PP) z dodat-
kiem 1%¢ plodowej surowicy cielecej (PSC). Elucje wirusa
z erytrocytow wykonywano inkubujgc materiat przez 2 h
w temperaturze 37° stacjenarnie (faznia wodna) lud z za-
stoscwaniem wytrzasania (cieplarka). Nastepnie materiat
wirowano jak uprzednio w celu uzyskania supernatantow
do badan kontrolnych dla wykazania, ewentualnie zmiano-
wania wirusa. Odzyskiwane erytrocyty badano na zdolnosé
wigzania sie ze §$wiezg porcjg wirusa lub iez uwalniania
wirusa w kolejno powtarzanych zabiegach elucji. Przy
oznaczaniu wrazliwogécei korcnawirusowej hemagiutyniny na
temperature, prébki wirusa o znanym mianie ogrzewano
przzz 30 minut w lazniach wodnych o temp. 37°, 457, 50°,
55°, 60°C, 70°C, po czym ponownie mianowano wirus w
HA. Kontrolq stahowﬂy probki przechowywane w tempe-
raturze pokcjowej. Do prob HE-HA wykorzystano poptu-
czyny jelitowe padiych lub zgladzonych cielagt, choruja-
cych z objawami biegunki. Miano HA popiuczyn okreéla-
no przy uzyciu 1%v i 0,1% zawiesiny erytrocytéow szczura.
Podejmowano préby ocbserwacji w mikroskople elektrono-
wym, kercnawiruséw zaadsorbowanych do powisrzehni ery-
trocytdéw oraz w preparatacch wykonywanych z csadow
uzyskiwanych po cdwirowaniu supernatantdédw powstatych
po adsorpcji i elucji. Zawiesiny korconawirusa i krwinek
kontrastowano negatywowo solg scdowa kwasu fosforowol-
[ramowego lub cctanem uranylu. Dokume sporzadza-
no  w miekroskopie elekfronowym ira 1 JEM
190 C.

Wyniki i oméwienie

Wplyw koncentracji zawiesiny crytro-
cytow na wyniki adsorpcji i elucji ko-
ronawirusa

Do zawiesiny koronawirusa 800 o mianie zakaznym
10+*CCID,,/m] i mianie HA-64 HJ, dodano erytrocyty
w objgtosci niezbednej do uzyskania koficowej koncen-
tracji 5%. Po zakornczonej adsorpeji i nastepnic elucji,
oznaczano miano HA supernatantéw mikrometoda plyt-
kowg oraz zdolno$é¢ crytrocytéw do wiazania nowej
porcji koronawirusa. Wirus zostal calkowicie zaadsor-
bowany do erytrocytéw, natomiast wydajnosé elucji
byta niewielka. Odzyskane erytrocyty nadal wigzaty
nowa porcje tego samego wirusa, mimo pewnej utraty
zdolnosci do spontanicznego osiadania. W kolejnych
doswiadczeniach dodawano rézne objetoSci erytrocytéow
do takiej samej zawiesiny koronawirusa, w celu uzys-
kania koncowych koncentracji 5%, 3% 1%, 0,5%, 0,1%
i wykonywano adsorpcje i elucje w tych samych wa-
runkach. Wyniki podano zbiorczo w tab. 1. Przy kazdej
uzytej koncentracji erytrocytdw adsorpeia wirusa byla
pelna, natomiast wydajnosé elucji byla odwrotnie pro-
porcjonalna do koncentracji erytrocytdow. Zdolnosé do
clucji wydawala sie by¢ zalezna od wzajemnych ilog-
ciowych stosunkéw koronawirusowej hemaglutyniny
1 ,pojemnosci receptorowej” dodanych erytrocytow.

Okreslenie
crytrocytow

receptorowej
BZCZUra

pojemnosci

Doswiadczenie polegalo na trzykrotnym dodaniu $wie-
zych poreji koronawirusa do tych samych erytrocytow,
stanowiacych 5% objetoSci powstatej zawiesiny 1 wy-
konaniu tylko adsorpcji. Okazalo sie, ze 5% zawiesina
crytrocytow posiada duzg pojemnosé receptorowa, kto-
rcj nie wypelnia zastosowany system wysycania koro-
nawirusem (po 3 adsorpcji nadal nie stwicrdzano obec-
nosci wolnego koronawirusa w supernatancie). W ko-
lejnych doéwiadczeniach zastosowano nizsze koncowe

Tab. 1. Wyniki elucji w zaleznoséci od koncentracji erytro-
cytéw uzytych do adsorpeji koronawirusa

‘“Mia?;irfl—iA_pTa'ct?:oTpc ji i po

Rodzaj elueji wirusa do erytroeytow
supernatantu | szczura o koncentracji:
5% | % | 1% | 0,5% | 0 1%
T — = i
Po adsorpciji | | ’ i 0
y i
Po elucji I ( ) ’ 32 ’ 64
Po przeplukamu l ’ 0 | 14 l o

erytrocytéw PBS

Tab. 2. Zdolno$¢ erytrocytéw szczura uzytych w réznych
koncentracjach do wychwytywania koronowirusa 800 w ko-
lejnych adsorpcjach

Miana HA supernatantéw po kolejnej adsorp-
Kolejna cji do erytrocytow uzviych w koncentracji:
adsorpcja 1% | 0.5% | ,]u;‘,
128 HI* | esmse | gimIv | gaHIe
1 | ] | 0 | 1} 2
2 | 0 0 | 2 nb
3 2 ] 6 nb
4 4 2 nb nb
5 32 2—4 ! nb nb
Objasnienie: * — wyjéciowe miano HA koronowirusa uzytego do
adsorpcji.

Tab. 3. Wyniki elucji koronowirusa 800 wykonanej po jedno-
krotnej adsorpcji wirusa do erytrocytdéw szczura

Miano HA supernatantu po elucji
w temp. 37°C wykonanej:

stacjonarnie | ze wstrzgsaniem

po adsorpeji koronowirusa o mia-
nie HA:

64 HI* | 94 HI*

- Iﬁ)g:entlg(_:ja iry_t_rocyt_(’_)w:
0% 01% [ 0% | 0,191 050 | 0,19
16 I 16

Kolejne elucje

1 0 8 0 16
2 32 16 4 8 4 8
3 16 4 4 8 4 8
4 8 8 el 4 4
5 2 2 nh

‘l" 7é_| ?‘_TZ ll 28

Suma odzgr—

4
nhb l nb nb
skanych HJ ‘

" —wyjsciowe miano HA zaadsorbowanego korono-

Objasnienie;
wirusa 800.

koncentracje erytrocytéw: 1%, 0,5% 0,1% i nowe porcje
wirusa dodawano kilkakrotnie, az do stwierdzenia w
supernatancie niezwigzanego koronawirusa po kolejnej
adsorpcji. Uzyskane wyniki zostawiono zbiorczo w tab.
2. Stwierdzono prostg iloéciowa zalezno$é miedzy koro-
nawirusem i erytroeytami szczura we wzajemnym wig-
zaniu sie w procesic adsorpcji.

Wydajnos¢ clucji koronawirusa z ery-
trocytami szczura

Oceniono wydajnoéé koronawirusowej elucji przepro-
wadzonej w temperaturze 37°C stacjonarnie i z zasto-
sowaniem wytrzasania, z uzyciem eryirccytéw szezura
w koncentracji 0,1% i 0,5%, poddanych jednokrotnie
adsorpcji z wirusem o mianie 24 HJ lub 64 HJ i w kon-
centracji 0,5%, poddanych trzykrotnie adsorpecji wiru-
scm o mianie 64 HJ. Wyniki przedstawiono w tab. 3.
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i tab. 4. Nic stwierdzono wplywu wytrzgsania na wy-
dajnos$é pierwszej i dwdch kolejno po niej wykonanych
elucji. Wydaje sie, ze elucje, zwlaszcza pierwsza, zalezg
gtéwnie od wzajemnych optymalnych proporcji koro-
nawirusowej hemaglutyniny i krwinkowych recepto-
réw. Wydajnoéé pierwszej elucji w temperaturze 37°C
zalezy takze od stopnia wysycenia erytrocytowych re-
ceptorow. W celu sprawdzenia prawidlowo$ci wyciag-
nietych wnioskow, dotyczacych ilosciowych zaleznosci
we wzajemnym oddziatywaniu koronawirusowej hema-
glutyniny i receptoréw krwinkowych oraz w celu uzys-
kania zawiesiny oczyszezonego i zageszczonego korona-
wirusa 800, wykonano pie¢ nastepujacych po sobie ad-
sorpeji wirusa do tych samych crytrocytéw, sprawdza-
jac po kazdej adsorpeji miano HA supernatantu. Na-
stepnie wykonano trzy kolejne elucje, z oznaczeniem
kazdorazowo miana HA odzyskiwanego wirusa. Wy-
niki do$wiadczen przedstawiono zbiorczo w tab. 5. Po-
twierdzajg one istnienie wspomnianych zaleznosci. Uzys-
kany w tych do$wiadczeniach koronawirus zostal uzy-
ty do wykonania badan w mikroskopie elektronowym
(6) i do immunizacji krolikow.

Zdolno$¢ eluowanego koronawirusa
do ponownego wigzania z receptorami
erytrocytéw szczura

Po oczyszezaniu 1 zageszezaniu koronawirusa techni-
kg HE-HA, moze zachodzi¢ potrzeba ponownego adsor-
bowania koronawirusa z erytrocytami. Supernatanty za-
wierajace cluowany wirus, pochodzace z réznych dos-
wiadezen polaczono razem, oznaczono miano HA pow-
stalej zawiesiny i zaadsorbowano do 0,1%v erytrocytow
szczura. Uzyskane wyniki wskazujg, ze po pierwsze]
adsorpcji-elucji wirus obniza swojg zdolno$¢ do po-
nownego uwalniania sie z erytrocytéw i przypuszczal-
nie zatraca te zdolno$é po trzeciej adsorpeji. Nic jest
wykluczone, ze wchodzi tutaj w rachube niedostateczne
wysycenie receptoréw erytrocytowych.

Wrazliwo$é koronawirusowej hema-

glutyniny na tempcrature

Koronawirus 800 o mianie 24 HJ podziclono na por-
cje 1 ogrzewano w sposéb opisany na wstepie. Wynik
ogrzewania sprawdzano przez badanie zdolnosci koro-
nawirusa do HA i uwalniania sie wirusa (hemagluty-
niny) w dwoch nastepujacych po sobie procesach elucji.
Uzyskane wyniki nie pozwalaja na wysunigcie dokiad-
niejszych wnioskéw odnodnie roznic wrazliwoscel funk-
cji wiazania sie i funkeji uwalniania si¢ hemaglutyni-
ny lub koronawirusa. Przypuszezalnic inaktywacja tych
wilasciwoséci nastepuje w przedziale temperatury 60—
—170°C,

Zastosowanie HE-HA

Zastosowanie HE-HA do wykrywania czynnika he-
maglutynacyjnego w popluczynach z jelit cielat dalo
zachecajgce wyniki. Przydatno$¢ HE-HA do rozpozna-
wania koronawirusowej etiologii w przypadkach bie-
gunck cielgt byla opisana przez roznych autorow (1, 3,
4, 7, 8). Aktualnie prowadzone &3 proby namnazania
in witro koronawirusow terenowych uzyskanych z po-
pluczyn jelita lub biegunkowych technikg HE-HA.
Szczegblnie interesujace byloby opracowanie laborato-
ryjnej techniki i warunkéw badania biologicznych ak-
tywnosei adsorbowanych i cluowanych koronawiruséw
cielgt.

Badanie w mikroskopie elekironowym

Tab. 4. Wyniki elucji koronowirusa 800 z erytrocytéw
szezura wykonane] po jednokrotnej* i trzykrotnej ** ad-
sorpcji wirusa o mianie HA — 64 HJ

Miano HA supernatantu po elucji
w temp. 37°C wykonanej:

Kolejne elucje ~ stacjonarnie | ze wstrzgsaniem

z erytﬂ)_(_:ytami 0 koncezl_tracji: -

| 0,1% * I

B 0,5% ** | 0,19 * | 05%
[
1 21 ‘ 128 32 128
2 8 | 24 16 6
3 2 012 2| 4
Suma odzy- o a
kanyeh HI ‘ 34 \ 164 l 50 ! 138

Tab. 5. Wyniki oczyszczania 1 zageszczania koronowirusa 800
przez 5-krotng adsorpcije do 1% zawiesiny erytrocytow
szezura i 3-krotng elucje w temperaturze 37°C

Miana HA supernatantéw po ko-

Procedura lejnych adsorpcjach i elucjach:

1. 64 HIJ* | 2. 64 HI* | 3. 128 HI *

Kolejne odsorpcje: \

O W N
o oo O
o oo o

Kolejno_elﬁje: |

512 |
‘ 198 ‘
|
l

[
W o
i
b b2

o

n £}

Suma odzy-

5 =
skanych HJ 0 ‘ o

Objasnienia: * — miano HA koronowirusa uzytego w kolejnycli
adsorpcjach w do$wiadezeniach 1, 2 1 3.

1. Wiriony korcmawirusa 800 na powierzchni erytro-
cytu szczura, pow. 40 £00 <

Ryc.

Obiagénienia: a — koronawiriony o typowej morfologili i wymia-
rach w zakresie 120—160 nm; b — inne struktury o wymiarach ca
40 nm, przypuszcezalnie podjednostii koronawirusow, mnie podlega-

ijgce hemadsorpeji

Pozwolilo ono na uwidocznienie korcnawiruséw na
powierzchni erytroeytow (ryc. 1). Adsorpeji na po-
wierzchni podlegaja tylko pelne wiriony, o wymia-
rach ca 120—160 nm, ktorych rozpoznanie jest mozli-
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we na podstawie ich morfologicznych cech (ryc. 1a).
Inne struktury o wymiarach ca 40 nm (ryc. 1b), bedace
przypuszezalnie podjednostkami koronawiruséw, nie
podlegaja hemadsorpcji. Ich identyfikacja (6) wymaga
zastosowania techniki znakowanych przeciwcial.

Wnioski

1. Technika HE-HA moze byé stosowana do oczysz-
czania 1 zageszczania koronawiruséw namnozonych w
hodowli komorek.

2. Dobre wysycenie erytrocytowych receptorow 1 wy-
dajng elucje koronawirusa mozna uzyskaé przez kilka-
krotnie powtarzang adsorpcje ze $wiezymi porcjami
wirusa w temperaturze 4°C 1 nastepnie kilkakrotna
elucje w temperaturze 37°C.

3. Obecnosé koronawirusa w supernatancie po prze-
prowadzonej jedno- lub kilkakrotnej adsorpecji do ery-
trocytéw mozna uwazal za przejaw pelnego wysycenia
erytrocytowych receptorow.
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Summnmary

Microagglutination test in the diagnosis of swine dysentery.
1. Optimalization of micrecagglutination test for the detection
of Treponema hycdysenteriae antibody in pig sera

The microagglutination test (MAT) for the detection of
Treponema hyodysenteriae antibody in pig sera has been
described. From the faeces and colon contents of pigs there
have been isoiated 115 T. hyodysenteriae and 38 T. innocens
strains, The isolales represented mostly serctype 2 biotype L.
A suspension of Treponemsz spp inactivatzd with fermalin
{0.1%/5) proved to be most useful. No decrease of antibodies
against T. hyodysenteriae in sera with positive ftitres
against Leptespira was found fellowing absorption with
antigens against Leptespira spp.

Jones 1 wsp. (6) sugerowali, ze odczyn mikroagluty-
nacji (MA) z zastosowaniem zawiesiny kretkow uzyski-
wanych przez splukanie hakterii z podloza statego
i inaktywowanie ich mertiolatem albo temperaturs,
pozwala na wykrycie przeciweial przeciwko chorobo-
tworczym szczepom Treponema hyodysenteriae. Stwier-
dzili, ze odczyn ten jest swoisty i daje powtarzalne wy-
niki. Egan i wsp. (5) pordwnali przydatno$¢ odczynu
mikroaglutynacji (MAP) z odczynem ELISA do wykry-
wania poziomu przeciwcial przeciwko T. hyodysente-
riae. Wykazali wyzsza czulo$é odezynu ELISA, jed-
nakze z 11 stad wolnych od dyzenterii w 3 z nich
stwierdzono tym odezynem pozytywne miana przeciw-
ko Treponema hyodysenteriace. Testem mikroagluty-
nacji (MA) ogolnie wykryto mniejsza liczbe pozytyw-
nych surowic w stadach zakazonych, lecz wszystkie

*) Praca wykonana w ramach CPBR 10.4 finansowanego przez
Instytut Weterynarii w Putawach.

badane surowice pochodzace ze stad wolnych daly ne-
gatywne wyniki. Moze to sugerowaé¢, ze odczyn ELISA
jest bardzo czuly, lecz mniej swoisty, natomiast MA
jest mniej czula, ale bardziej swoista. Baum i Jones
(1) ckreslili 4 najczeéciej wystepujace w Ameryce se-
rotypy Trepomema hyodysenterice, natomiast Lemcke
i Bew (7) sugerowali wystepowanie dodatkowych sero-
typéw w  Anglii.

W kraju nie prowadzono dotychczas tego typu ba-
dan. Wstepne kbadania przeprowadzone przez Szynkie-
wicza i wsp. (9) na malej liczbie szczepéw T. hyody-
senterice wskazywaly na dominacje serotypu 2 tego
zarazka w kraju oraz istnienie w obrebie tego seroty-
pu szczepow epidemicznych. Konieczne bylo zbadanie
wiekszej liczby szezepoéw Treponema hyodysenteriae
izolowanych w kraju w celu wytypowania odpowied-
niego szezepu do przygotowania antygenu diagno-
stycznego.

Celem pracy byto:

a) oznaczenie serotypow Treponema
wystepujacych w kraju,

b) okreslenie przydatnosci roznych meted inakty-
wacji kretkéw w celu przygotowania antygenu do
odezynu MAP,

¢) sprawdzenie trwalosci

hyodysenterice

antygenow w czasie ich

przechowywania,
d) wstepne okreslenie poziomu przeciwcial prze-
ciwko Treponema hyodysenteriae oraz Treponema

innocens w leptospiro-ujemnych surowicach &win,

e) sprawdzenie wplywu adsorpcji przeciwcial prze-
ciwko Leptospira sp. surowic Swin leptospiro-dodat-
nich na wynik odezynu MAP z antygenami Treponemda
hyodysenteriae.



