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KONRAD MALICKI, ANNA ŁADYŃSKA, ELZBIETA MALICKA *

Wykrywanie koronawirusa w biegunkowych odcho-
dach cieląt przcz zastosowanie techniki hemadsorpcji-
-elucji w próbie hemaglutynacji (HE-HA), opisane przez
van Balkena i wsp. (1), może mieć szersze zastosowa-
nie laboratoryjne, np, do oczyszczania i zagęszczania
koronawirusa namnażanego in uźtro, wykrywania swois-
tych przeciwciał w testach blokowania itp. Celem pracy
było bliższe poznanie parametrów koronawirusowej
hemaglutyn ac ji-eIuc ji,

Materiał i metody
Do badania użyto Coronavirusa B00 (11), uzyskanego odDr W. Eichhorna z Instytutu Mikrobiologii i Chorób Za-

kaźnych Wydziału Weterynaryjnego w Monachium. Koro-

no zakaźne rzędu 104,0 ł,łCCIDro/ml i hemaglutynacyjne
32-128 HJ. Warunki wykonywania hemaglutynacji (HA)
wzorowano na sposobach, jakie podali Larski (5) i Chen-
cpine (2). Przy wykonywaniu adsorpcji dodawano do r,virusa

Morfologio i włościwości hemoglutynuiqce koronowiruso ielifowego cielql.
ll. Koronowirusowo hemoglulynocio i e!ucio z eryłrocyłomi szczuro*)

zakład W sologii Katedry Mikrobiotogii
i * }<atedra Patolo wydziału wetelynaryjnego scc-łR,

uI. Glochowska 2?2. 03-819 Warszawa

§umrnary

Morphology and haemagglutinating activity of calf intesti-
naI coronavirus. rr. Haemagglutination and elution pro-
cedures of calf coronaviru§ with rat erythrocytes

The detection of coronaviruses in calf faeces łry the
haemadsorntion-elution-haemagglutination assay (HE-HA),
described by van Balken et al. (1), may be employ,ed in
differertt lałroratory prccedures. The experiments were done
with corcnavirus 800 (ll), propagated in faetal lung cells
of the calf (l0), ancl rat erythrocytes. There were determi-
ned: a) the influence of erythrocyte concentratiorrs on tłle
effectiveness of the haemadsorption-elution assay (Table 1),
b) the receptor capacity of erythrocytes assessed in sus]ren-
sions of a different concentration (Table 2), c) the conditions
of the effective eluticn a.ssay after prior repeated adsorp-
tion to erythrocytes (Table 3, 4), tl) the possibility of the
eluted cororravirus to bind to new erythrocytes, e) the
influence of temperature (37-70oC) on the activity of coro-
navirus haemagglutinin. The usefulness of the obtained
parameters was checkec{ using gut washings from diar-
rhoeic calves. Virions of the virus following the haemad-
sorption prccedure to the surface of rat erythrooytes have
been presentetl (Fis. 1, 2).

ł) Badania finansowane w C.P.B.P. 04.02., temat 1.6.10.
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rusem płukano za po}T]ccą PBS w temperaturze 4oC, po
czym ponownie w-irowano w tych samych co poprzednio
warunkach. Supernatanty uzyskirvane po adsorpcji i po
ołukaniu sprawdzano na obecność nlezwiązanego korona-
wirusa w teście HA. mikrometcdą płytkową z 0,5'Jlo zawie-
siną erytrccytów, uzyskanych od dekapitor,vanych białych
szczurów. Jako rozcieńczalrłika użyvłano fosforanowego, bu-
forowanego roztworu f iz jologicznego (NaCl-PP) z dcdat-
ki:m i'llo płodowej surowicy cielęcej (PSC). Elucję rvirusa
z erytracytórł, wykonywano inkubując rnateriał przez 2 h
w tenperatutze 3'ia stacjonarnie (łaźnta wodna) lub z za-
stoscwaniem wytrząsania (ciepIarka). Następnie materiał
wirowano jak uprzednio w celtr uzyskania_ supernatantów
do badań kontrolnych dla wykazania, ewentualnie zmiano-
wania wirusa. Ocizyskiwane erytrocyty badano na zdolność
w-iązania się ze świeżą porcją wirusa lub też uwalniania
rvilusa w kolejno powtarzanych zabiegach etucji. Przy
oznaczaniu wrażliwości korcnawiruso,orej hemagiutyniny na
temperaturę, próbki wirusa o znanym mianie ogrzewano
przlz 3C minut w laźniach wodnych o temp. 37a, 45 50o,
55o. G0 C. 70-C. po czym ponownie mianowano wi s w
HA. Kontrolę stanowiły próbki przechowywane w tempe-
raturze pokc jowe j, Do prób HE-HA r,vykorzystano popłu-
czyny jelitowe padłych 1ub zgładzonych cieląt, chorują-
cych z objawami biegunki. Miano HA popłuczy-n określa-
no przy użycir-r 7}la i 0,|Dla. zawiesiny erytrocytórv szczura.
Pcde jmovlano próby observlac ji w mikroskopie elektrono-
wyrn, kcrcnawirusów zaadsorbowanych do powierzchni
trocytów oraz .!v preparatacch l,vykonywanych z csa
uzyski,wanych po cdwiiolvaniu supernatantórv pcr,vstałych
po adsorpc ji i e}uc ji. Zawiesiny koronav,zirusa i krlłlinek
l<otltrastorvano negatyrvowo sclą sodową kv.zasu fosforowol-

100 C.

Wyniki i omówienie

Tab. 1. Wyniki elucji w zależności od koncentracji erytro-
cytów użytych do adsorpcji koronawiru_sa

Rodzaj
supernatantu

Po adsorpcji Io|o |,
0l , | 8 32 l u*

l

00
l

Po elucji

Po przepłukaniu
erytrocytów PBS 0i0|,l ,4 lB

erytrocytów szcA)ta użyŁych
wychwytywania koronowirusa
lejnych adsorpcjach

Tab. 2. Zdolność
koncentracjach do

w różn
B00 w ko-

ob jaśnienie: * 
- wyjściowe miano HA koronowirusa uźytego do

ł dsorpc jJ,.

Tab. 3. Wyniki elucji koronowirusa 800 ,"vykonanej po jedno-
krotnej adsorpcji wirusa do erytrocytów szcA]ra

Wpły,w konccntrac ji zawies
cytów na wyniki adsorpcji i
ronawlrusa

rytro-
ji ko-

Do zar,viesiny koronawirusa B00 o mianie zakażnym
10r,rCCIDsO/ml i mianie HA-64 HJ, dodano erytrocyty
w objętości niezbędnej do uzyskania końcowej koncen-
tracji 50/o. Po za.kończonej adsorpcji i następnic etucji,
oznaczan1o miano HA supernatantów mikrometodą płyt-
kor,vą oIaz zdolność crytrocytów do wiązania no-wej
porcji koronawirusa. Wirus został całkowicle zaadsor-
borvany do erytrocytór,v, natomiast wyda jność elucji
była niewielka. Odzy,skane erytrocyty nadal wiązały
nową porcję tego samego wirusa, mimo pcwnej utraty
zdolności do spontanicznego osiad,ania. W kolejnych
doświadczcniach dodawano różne olrjętości erytrocytów
d_o takiej samej zawiesiny koronawirusa, w celu uzys-
kania końcowych koncentracji 5ts/o, J']/o,, 10/o, 0,50/o, 0,10/o

i wykonywano adsorpcję i elucję w tych samych wa-
runkach. Wyniki podano zbiorczo w tab. I. Przy każdej
użytej koncentracji erytrocytów adsorpcja wirusa była
pełna, natomiast wydajność elucji była odwrotnie pro-
porc jonalna do koncentrac ji erytrocytór,v. Zdolność do
clucji wydawała się bs,ó zależna od wzajemnych iloś-
ciov",ych stosunków koronawirusowe j hemaglutyniny
i,,pojemności leccptolowej" dodanych erytrocytów.

Określcnic receptoIowej pojemności
cIytrocytów 6zczuTa

Doświadczcnie polegało na trzykrotnym dodaniu świc-
żych porcji koi:onawirusa do tych samych erytrocytów,
stanowiących 50/o o!jęlości po1ł,stałej zawiesiny i wy-
konaniu tylko adsoi:pcji. Okazało się, że 5Ilo zawiesina
cr;,itrocytów posiada dużą pojemność receptoro-łą, któ-
rcj nie lvypełnia zastosowany system w]rsycania_ koro-
na,wii:usern (po 3 adsorpcji nada1 nie sir,rlicrdzano obec-
ności lvolnego korona-uvirusa w supernatancie). W ko-
leinych doświadczeniach zastosowano nizsze ltońcowe

Iny c
eluc

Kolejne elucje

64 Il.T * 2l, tIJ *

Koncentrac ja erytrocytów:

0,10/o o,so/ol o,rr/ol o,solo 0,10/o

1

2

4
R

0
4
4
4

nb

|2

16
16
4

2

16
ao

16

2

16
8
B

4
nb

'1?Ł;3ń"nJ | 72 l nu l ,, l ,u 
I

36

objaśnienie
lvifusa B00.

- wyjściolve miano lIA Zaadsotbowanego kolono-

koncent;:acje erytrocytów: 10/0, 0,5D/cl, 0,10/o i nowc ioorcje
r,virusa dodawano kilkakrotnie, aż do stv,,ierdzcnia w
supernatancie niezwtązanego koronawirusa po kolejnej
adsorpcji. Uzyskanc wyniki zcrstawiono zbtoyczo w tab.
2. St.łierdzono prostą ilościową zależność międ.zy koro-
nawiruscm i cryti:ocytami szczura we wzajemnym wią-
zaniu się w procesie adsorpcji,

Wydajność clucji koronawirusa z ery-
trocytami Ezczura

Oceniono \,vydajność koronarvirusowcj elucji przcpro-
wadzonej \Ą/ temperatu_rze 37oC stacjono.rnie i z zasto-
so,,"vaniem wytlząsania, z użyciern erytrccyi,ów szczuta
lv koncentracji 0,10/o i 0,50/0, poCda.nych jcdnokrotnie
adscrpcji z wirusem o mianie 24 HJ lub 6,4 I{J i w kon-
ccntracji 0,5c/o,, poddanych trzykrotnie acisorpcji wiru_
scrr o mianie 64 HJ.lMyniki przedstawiono w tab. 3.
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i tab. 4. Nic stwierdzono wpływtt wytrząsania na wy-
dajność picrwszej i dwóch kolejno po niej wykonanych
elucji. Wydaje się, żc elucje, zwłaszcza pierwsza, za\eżą
głównie od wzajemnych optymalnych proporcji koro-
nawirusowej hemaglutyniny i krwinkowych receptcl-
rów. Wydajność pierwszej elucji rv temperatulze 37"C
zależy także od stopnia wysycenia erytrocytowych re-
ceptorów, W celu sprawdzenia prawidło,,vości wyciąg-
niętych wniosków, dotyczących ilościorł,ych zalcżnośct
wc wzajemnym oddziaływaniu koronawirusowej hema-
glutyniny i rcceptorów krwinkowycŁt oraz rł, celu uzys-
kania zawicsilly oczyszczonego i zagęszczonego korona-
wirusa B00, wykonano pięć następujących po sobie ad-
sorpcji wirusa d_o tych samych crytrocytów, isprawdza-
jąc po każdej adsorpcji miano HA supcrnatantu. Na-
stępnie wykonano trzy kolcjne elucje, z oznaczeniern
kazdorazolvo miana I{A odzyskiwanego wirusa. Wy-
niki dośw-iadczeń przcdstawiono zbiorczo w tab. 5. Po-
twicrdzają one istnienie wspomnianych zależności. Uzys-
kany w tych doświadczeniach koronawirus został uży-
ty do wykonania badań w mikroskopie elektronowym
(6) i do immunizacji królików-.

Zdolność eluowanego koronawirusa
do ponow nego wi ąza:nia z rec eptorami
erytrocyl;ów szczura

Po oczyszczaniu i zagęszczaniu koronawirusa tcchni-
ką HE-HA, może zachodzić potrzeba ponowncgo adsor-
bowania koronawirusa z erytrocytami. Supernatanty za-
wi.erające cluowany wirus, pochodzące z różnych doś,
wiadczeń połączono razem, oznaczono miano I{A pow-
stałej zawiesiny i zaadsorbowano do 0,10/o erytrocytórł,
szczura. Uzyskanc wyniki wskazują, że po pierwszej
adsorpcji-elucji wirus obniża swoją zdolność do po-
nownego uwalniani.a się z erytrocytów i przypu,szczal,
nie zatraca tę zdolność po trzeciej adsorpcji. Nic jest
wykluczonc, że wchodzi tutaj w rachubę niedostateczne
r,vysycenie receptorów erytrocytowych,

WrażIiwość koronawirusowej hema-
glutyniny na tempcraturę

Koronawirus B00 o mianie 24 HJ podziclono na pol-
cje i ogrzewano w sposób opisany na wstępie. Wynik
ogrzewania sprawdzano przez badanie zdolności koro-
nawirusa do HA i uwalniania się \ł,irusa (hemagluty-
ni.ny) w dwóch następujących po sobie procesach elucji.
Uzyskane wyniki nie pozwalają na wysunięci,e dokład-
nicjszych wniosków odnośnie różnic r,vrażliwości funk-
cji wiązania się i funkcji uwalniania się hemaglutyni-
ny lub koronawirusa. Przypuszczalnic inaktyr,vacja tych
właściwości następuje w przedziale tcmperatury 60-

-?0oC.
ZasŁosowanie HE-HA
Zastosowanie FIE-HA do wykryr,vania czynnika he-

rnaglutynacyjnego w popłuczynach z jclit cieJ,ąt dało
zachęcające wyniki. Przydatność HE-HA do rozpozna-
wania koronawirusowej etiologii \,v przypadkach bie-
gunck cieląt była opisana przcz różnych autorów (1, 3,

4, 'l , B). Aktualnie prowadzone rsą prób;r namnażania
,tn uitro koronawirusów terenowych uzyskanycll z po'-
płuczyn jelita lub biegunkor,r,ych techniką HE-HA.
Szczególnie intcresujące byłoby opracorł,anie laborato-
ryjnej tcchniki i warunków badania biologicznych ak-
tywności adsorbowanych i cluowanych koronawirusóił,
cieląt,

Badanie w mikroskopie eIektronowym

Miano HA supernatantu po elucji
w temp. 3?oC wykonanej:

Kolejne elucje stacjonarnie I ze wstrząsanien-l

z erytrocytami o koncentracji:

o,io/o* | 0,50/o** i o,tr/o* | g,5o/o*x

'l?i"ilń";rl34|,un1,o|,,,
Tab. 5. Wyniki oczyszczania i zagęszczania koronowirusa 800
przez 5-krotną adsorpcję do 70lo zawiesiny erytrocytów

szczuta i 3-krotną elucję w temperaturze 37oC

Tab. 1. Wyniki eluc ji koronowirusa
szczura wykonanej po jednokrotnej s

sorpcji wirusa o mianie HA

800 z erytrocytów
i trzykrotnej ** ad-

-64HJ

1

2
J

I28
6
4

I6
2

24
|2Z

0
0
0

1

procedura
Miana HA supernatantów po ko-
Iejnych adsorpcjach i elucjach:

L.64 HJ* ] 2 64 HJ+ ia. tza H.r*

Kolejne odsorpcje: 
1

1
2
?

4
5

0
0
0
0
4

0
0
0

0
2

l021

objaśnienia: *-lniano HA koIono!ViruSa
adsolpcjaCh \Y doświadczeniaclr 1.2 i 3.

?04 | zo+a

użytego \\, kolejn_vcll

Suma od - l

skanyc HJ l

Ryc. 1, Wiriony korcnawirusa B00 na pcr,vierzchni erytro-
cytu szczura, pow. 40 C00 .,i

ob jaśnienla: a kolonawiriony o typowe j lfo]ogii i u,ynia-
Iach W Za]<fesie 120 160 nn; b - inne Stl,ukt o wymiala3h Ca
40 nln, pf z]-puszczalnie 

.Ę;:3"*:,1r.j5i.Xo";.u*r.r=u'n', 
nlc Podlega -

Pozrł,oliło ono na uwidocznienie korcnav",irusó,"v na
powierzchni erytrccytów (ryc 1). Adsorpc ji na po-
wierzchni pcdJ,egają tylko pełne \ł,iriony, o wymia-
rach ca 120-160 nm, których rozpoznanie jest mozli-
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\\le na podstawie ich morfologicznych cech (ryc. 1a).
Inne struktury o rvymiarach ca 40 nm (ryc. 1b), będące
przypuszczaInie podiednostkami koronar,virusórv, nie
podlegają hemadsorpcji. Ich identyfikacja (6) wymaga
zastosowania techniki znakowanych przecir,vciał

Wnioski
1 Tecbnika HE-HA może być stosowana do oczysz-

czania i zagęszczania koronarvirusórł. namnozonych r,l-

hodowli komorek.
2 Dobre r,vysycenie erytrocytowych receptorórł, i rvy-

dajną elucję koronarvirusa mozna uzyskać przez kilka-
krotnie powtarzaną a.dsorpcję ze świeżymi porcjami
lvirusa w temperaturze 4oC i następnie kilkakrotną
elucję w temperaturze 37'C

3. Obecność koronawirusa §, supernatancie po prze-
prowadzonej jedno- lub kilkakrotnej adsorpcji do er_v-

trocytów można uważać za przejarł, pełnego r,vysycenia
erytro cytowych receptorólł,.

ZBIGNTEW SZYNKIEWICZ, MARIAN BINtrK, DANUTA ROMANOWSKA "*,
IADEUSZ JAKUBOWSKI ". KRYSTYNA SAWICKA-WRZOSEK **
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badane suror,vice pochodzące ze stad wolnych dały ne-
gatywne rvyniki. Może to sugerować, że odczyn ELISA
jest bardzo czuły, Iecz mniej sr,voisty, natomiast N,lA
jest rnnie j czuła, ale bardzie j srvoi,sta. Baum i Jones
(1) określili 4 najczęściej występujące w Ameryce se-
rotypy TreponemcL Llgodysenterżae, natomiast Lemcke
i Berv (?) sugeror,vali lvystępowanie dodatkorvych sero-
typórv lv Anglii.

W krajtr nie prowadzono dotychczas |ego typu ba-
clań, Wstępne ł:adania przeprolvadzone pIzez Szynkie-
rvicza i r,vsp (9) na małej ticzbie szczepow T. huodg-
sentericte r,vskazyr,rrały na dominację serotypu 2 tego
zarazka rv kraju oraz istnienie w obrębie iego seloty-
pu szczepór,r- epidemicznych. Konieczne było zbadanie
rviększej liczby szczepów Trepone,ma hgadysenterźae
izolowanych rv kraju rv celu wytypor.*lania odpor,vied,-
niego szczepu do przygotorł,ania antygenur diagno-
stycznego.

Celem pracy było:
a) oznaczenie serotypów Treponema hgodgsenteriae

\\ y)tqpu jących lł, krlju.
b) określenie przydatności roznych metcd inakty-

wacji krętkor,i, w celu przygotowania antygenu do
odczynu \l[AP,

c) sprar.vdzenie trr,vałości antygenów w czasie ich
prZecrroWyu,anIa,

d) rvstępne określenie poziomu przecilvciał prze-
ciwko Treponema hEodgsenterżae oraz Treponema
żnnocens lv leptospiro-ujemnych surowicach świń,

e) sprawdzeni,e wpływu adsorpcji przeciwciał prze-
ciwko Lept ospźra s,p. surowic świń leptospiro-dodat-
nich na r,vynik odczynu MAP z antygenarni Treponernu"
hyodusenterżae "

Odczyn mikrooglulynocii płytowei w rozpoznoniu dyzenlerii świń

w stodzie" I" Optymolizocio metodyki wykononio
mikrooglulynocii płytowei (MAP)-)
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Sumnary

Microagglutination test in the diagrrosis of swine dysentery.
I. Optimalization of rnicrcagglutination test for the detection
of Treponema hycdysenteriae antibody in pig sera

The microaggltłtination test (MAT) for the detection of
Treponema hyodysenteriae antibody in pig sera has been
described. Frorrr tlre faeces and colon contents of pigs there
have been isolated 115 T. hyodysenteriae arrd 38 T. innocens
strains. The isolates represented mostly serotype 2 lriotype tr.

A suspension of Treponema spp inactivat:cl rvith formalin
(0.],'/ł) proved to be most useful. No decrease of antibodies
against T. hyodysenteriae in §era rą,ith positive titres
against Leptospira was found fclIowing absorption u,ith
antigens against Leptłrspira spp.

Jones i wsp. (6) sugeror,val.i, że odczyn mikroaglut_v-
nacji (I4A) z zastosowaniem zar,viesiny krętkó\\I uzyski-
wanych przez splukanie ł:akterii z podłoża siałego
i inaktywor,vanie ich i,nertiolatern albo iemperaturą,
poz,uvala na wykrycie przecir,vciał przecir,vko chorobo-
twórczym szczepom TreponemcL hyod,gsenterżrre. Strłlier-
dzlli, że odczyn ten jest s,,voisty i daje powtarzalne wy-
niki. trgan i wsp. (5) poror,vnali przydatność odczynu
mikroaglutynacji (\{AP) z odczynem ELISA do wykry-
lvania poziomu przeciwciał przeciwko T. hyodgsente-
rżoe, \Mykazali wyższą czułośó odczynu ELISA, jeC-
nakże z 11 stad wolnych od dyzenterii \\,, 3 z nich
stwierdzono tym odczynem pozytywne lniana przecir,l,-
ko Treponelna hEodEsenteriae. Testem mikroagluty-
nacji (MA) ogólnie wykryŁo inniejszą liczbę pozytyr,i-
nych suror.ł,ic \łI stadach zakazonych, lecz wszystkie

*) Pfaca §,ykonana W Tamacl] cPBR 10.4 finansotvatlego przez
Inst_l,tut Wetcr;,nar"ii iv Pułas,aCh.


