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Summary

Identification of the major structural polypeptide
VP60 of the Polish isolates of viral haemorrhagic di-
sease virus (VHDYV) of rabbits

The causative agent of viral haemorrhagic disease
(VHD) was purified by CsCl and sucrose density
gradient from the liver homogenates of rabbits in-
fected with a strain isolated in Poland. Using SDS-
-.PAGE and a western immunoblotting analysis we
characterized domestic isolates of VHDYV called the
BLA and MAL strains and the laboratory isolates
KGM and SGM. Our results indicated the presence
of the prominent structural protein of 60 kD and
other minor proteins, and they corresponded with
the description made by other authors. The specific
cross reaction between purified VHD isolates and
different antisera was observed. The density of the
viron was estimated as 1.31 to 1.34 g/cm. Due to the
applied immunochemical techniques it was possible
to identify the VHDV antigen and to give proof of
identical immunological properties of different strains
isolated in Poland in 1988-1994.

Krwotoczna chorobe krélikéw (Viral Haemorrhagic
Disease — VHD) rozpoznano w Chinach w 1984 r. (11).
W Polsce VHD po raz pierwszy zdiagnozowano1i opisano
w 1988 r. (7). Przeprowadzone badania potwierdzity
wirusowa etiologie choroby. Wirus charakteryzowal si¢
zdolnoscia do aglutynowania erytrocytéw ludzkich, byt
oporny na dziafanie chloroformu, a po do§wiadczalnym
zakazeniu powodowal zachorowania 1 $mier¢ krolikow
w ciggu 48-72 godzin. Wyizolowane wOwCzas SZczepy
SGM i KGM posiadaty dobre wiasciwosci immunogenne.
Rozpoznanie zostato potwierdzone badaniem w mikro-
skopie elektronowym 1 W odczynie hemaglutynacji, a

pé#nicj takze testem ELISA (6). Kliniczny obraz choroby
wywotanej przez wirus VHD, wyosobniony na terenie
kraju, odpowiadal opisowi choroby rozpoznanej w Chi-
nach. W kolejnych latach ogniska choroby. przebiegajace]
z objawami klinicznymi typowymi dla VHD, odnoto-
wywano w wielu hodowlach na terenie kraju.

Czynnikiem etiologicznym VHD jest wirus RNA. o
budowie regularnego dwudziestoscianu, Srednicy 28-40
nm, gestosei 1,310-1,365 g/c m”, posiadajacy wlasciwosci
aglutynacji erytrocytéw ludzkich grupy 0. Genom wirusa
zbudowany jest z 7437 nukleotydow zawartych w bez-
otoczkowym kapsydzie. Na podstawie obserwacji mor-
fologicznych oraz badan charakteryzujacych strukturg
biatkowa sklasyfikowano go ostatecznie w rodzinie Cali-
civiridae. Zaréwno elektroforetyczna analiza 0czyszczo-
nego wirusa jak i western immunoblotting wykazaty jeden
dominujacy polipeptyd o wielkosei ok. 60 kD (VP60)
oraz kilka mniejszych podjednostek, prawdopodobnie
produktéw jego degradacji. o wielkogei 52, 40-38, 36 i
32 kD (2, 3,4.9,10. 11, 12, 13, 14, 15, 16). Polipeptyd
VP60 stanowi charakterystyczna wiasciwos¢ rodziny
Caliciviridae nie wystepujaca u innych wirusow kre-
gowedw (cyt. 12, 15).

Celem pracy byla identyfikacja glownego polipeptydu
VP 60 szczepéw laboratoryjunych KGM i SGM oraz
dwéch szezepéw terenowych MAL i BLA wirusa pomoru
krélikéw wyizolowanych w kraju w 1994 r.

Material i metody

Szezep MAL wyizolowano z ogniska VHD w fermie wiel-
kotowarowej (12 000 krélikow). W czasie enzootii padto 20%
populacji. Zastosowane szczepienia interwencyjne 3 dnia en-
zootil ograniczyty straty i zahamowaty rozw@j choroby.
Szezep BLA wyizolowano z ogniska w niewielkiej hodowli
gospodarskiej (do 100 krolikéw). W ciagu 5 dni enzootii padio
100% zwierzat. Poréwnanie przebiegu enzootii, obrazu klinicz-
nego choroby oraz obrazu anatomopatologicznego wskazywato
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jednoznacznie, ze czynnikiem zakaznym w obu przypadkach
jest wirus VHD. W badaniach diagnostycznych wykonywano
testy hemaglutynacji (HA) i ELISA.

Dla scharakteryzowania czynnika zakaZnego oczyszczano
wirus VHD wyekstrahowany z prébek watréb pobranych w
czasie trwania enzootii w obu hodowlach. Wykonano elektro-
foretyczny rozdziat biatek w Zelu poliakrylamidowym z SDS,
a nastepnie ich identyfikacje w reakcji western immunoblot-
ting ze swoistag surowica krélika immunizowanego przeciw
VHDYV. Szczepy terenowe MAL i BLA poréwnano ze szczepami
laboratoryjnymi SGM i KGM. Identyczna procedure oczyszcza-
nia wykonano ze sporzadzonym homogenatem watroby zdro-
wego krolika,

Wirus VHD

Szczepy laboratoryjne wirusa SGM i1 KGM namnazano na
wrazliwych krélikach, zakazajac je podskérnie wirusem liofili-
zowanym, badZ przechowywanym w stanie zamrozenia. Do
badaii wykorzystano szczep SGM z 4 pasazu a KGM z 5
pasazu.

Szczepy terenowe MAL i BLA izolowano z watréb krolikéw
bedacych w okresie wiremii oraz padtych w trakcie enzootii.
Zjadliwos¢ szczepéw zbadano w prébie biologicznej na kroli-
kach, wykonujac podskérne zakazenie wyizolowanymi wiru-
sami.

Kontrola VHDV (-). Ekstrakt watroby zdrowego krélika.
Wirus oczyszezano wstepnie poprzez wirowanie przy 3000
obr./min. oraz chloroformowanie (10% v/v) przez 1 godz. i
ponowne odwirowanie. Okreslano miano HA i ELISA sporza-
dzonych homogenatéw.

Surowice odpornosciowe. Do badai uzyto naste-
pujace surowice:

— surowica 2/10/94, uzyskana od krélika immunizowanego
szczepionka Cunivac oraz po wykonaniu zakazenia wirusem
zjadliwym (KGM). Miano surowicy oznaczane testami HI 1
ELISA wynosito 5120,

- surowice kroélikéw ozdrowiencéw (miano HI/ELISA
5120) otrzymane od zwierzat, ktére przezyty w ognisku VHD
w fermie wiclkotowarowej MAL; krew pobierano po uptywie
171 31 dni od zanotowania pierwszych padnigé krélikow,

—referencyjna surowica odpornosciowa krélika (Sla 8) prze-
ciw wirusowi VHD, otrzymana z laboratorium CNEVA z Plou-
fragan (Francja), dzigki uprzejmosci dr G. Le Gall,

— surowica ujemna pobrana od zdrowych krolikéw.

Koniugat. (KlgG+HRP) opracowany w Laboratorium
Badawczo-Wdrozeniowym Diagnostyki (Wroctaw) na podsta-
wie surowicy ozdrowiencéw z ogniska VHD w fermie MAL
(oczyszczona frakcja 1gG o koncentracji 7,5 mg/ml zwiazana
7 peroksydaza chrzanowa).

Odczyn hemaglutynacji. Odczyn wykonywano
stosujac erytrocyty ludzkie grupy 0, zgodnie z metoda opisana
wczesniej (5).

Test ELISA. Test immunoenzymatyczny wykonano na
ptytkach Maxi Sorb (Nunc), stosujac koniugat zawierajacy
mieszaning przeciwciat monoklonalnych przeciwko VHDV
zwiazanych z peroksydaza chrzanowa (CR+HRP). Reakcje
barwng wynikajaca z degradacji substratu {OPD) odczytywano
przy uzyciu czytnika do mikroptytek Dynatech MR 5000, przy
dtug. fali 490 nm. Test wykonywano wg metody opracowanej w
Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emi-
lia (Brescia), uzywajac komercyjnego zestawu do diagnostyki
wirusa VHD (1, 2).

Oczyszczanie wirusa

Szczep KGM — oczyszezona wstgpnie zawiesing wirusa za-
geszezono w 17% roztworze sacharozy (Sigma) przy 25 000
obr./min. przez 150 minut stosujac ultrawiréwke UP 65 z ro-
torem horyzontalnym 86 (Janetzki). Supernatant odrzucono a
osad, po wysuszeniu w temperaturze 4°C, zawieszono w 5 m]
PBS. Po 30-minutowej inkubacji w temp. 4°C preparat odwi-
rowano przy 3000 obr./min. w czasie 10 min. i do 5 ml zawie-

siny dodano 2 g CsCl. Po doktadnym rozpuszczeniu zawiesing
wirowano przez 44 godz. przy 40 000 obr./min. w temp. 4°C
(wiréwka UP 65, rotor horyzontalny 86). Zbierano 0.5 ml
frakcje, i analizowano je okreslajac indeks refrakcji (IR), ge-
sto$¢ p, miano HA oraz warto$¢ absorbancji §wiatta o dtugosci
fali 490 nm w tescie ELISA w rozcieficzeniu 1:5.

Szczep SGM - oczyszczona wstepnie przez chloroformowa-
nie 20% zawiesing wirusa o mianie HA 10 240 poddano zage-
szczeniu na glikolu polietylenowym (PEG 6000; Sigma). Do
100 ml zawiesiny dodano 16,5 ml 50% roztworu PEG. Miesza-
no przez 2 godz. w chtodni (4°C). Nastepnie wirowano przez
30 minut przy 3000 obr./min. Supernatant odrzucono, a osad
zawieszono w 1/20 objetosci wyjsciowej w buforze Tris-NaCl,
pH 7.5. Eluat doktadnie 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 ekstrakeji 1 odwiro-
waniu potaczono supernatanty 11 2, ktore stanowily koncentrat
wirusa. Wirus mianowano w odczynie HA przed i po zagesz-
czeniu. Nastgpnie do zageszczonej zawiesiny wirusa dodawa-
no 0,5% detergent Triton X-100 i poddano trzykrotnemu dzia-
taniu ultradZwi¢kéw w przedziatach dziesigciosekundowych w
tazni lodowej. Zawiesing odwirowano przez 15 min. przy 3000
obr./min. i zbierano koncentrat wirusa, ktéry wirowano na
ultrawiréwee (UP 63, rotor horyzontalny typ 86) przy 30 000
obr./min. przez 2 godz. w temp. 10°C. Supernatant odrzucono,
a osad zawieszono w 1 ml zawiesiny (4,95 ml PBS + 50 pl
Triton X-100). Po doktadnym rozbiciu osadu zawiesing ekstra-
howano przez 24 godz. w temp. 4°C. Koncentrat wirusa oczy-
szczano w 15-30% gradiencie sacharozy. Gradient sacharozy
sporzadzono przez nawarstwianie do probowki sacharoze w
czterech stezeniach: 15, 20, 25 1 30% po 1,2 ml. Na szczyt
gradientu natozono 0,3 ml roztworu wirusa i poddano ultrawi-
rowaniu przy 27 000 ob./min. w temp. 4°C przez 2 godziny
(wirdwka 1 rotor jak wyzej). W uzyskanych frakcjach miano-
wano wirus przy pomocy testéw HA i ELISA oraz zmierzono
absorbeje¢ $wiatta przy dtugosci fali 259 nm.

Szczepy MAL, BLA 1 negatywny ekstrakt watroby oczysz-
czano identycznie jak szczep SGM.

Analiza elektroforetyczna. Analiz¢ biatek wiru-
sa VHD przeprowadzono elektroforetycznie w zelu poliakryla-
midowym z SDS. Uzyto 12% zel rozdzielajacy 1 4% zel zage-
szczajacy w systemie buforéw opisanych przez Laemmliego
(8). Probki denaturowano przez 5 min. w temp. 95°C w buforze
redukujgcym zawierajacym B-mercaptoethanol. Jako markera
mas czasteczkowych uzyto standard LMW (Pharmacia LKB).
Elektroforeze prowadzono stosujac poczatkowo napiecie 100 V
(zel zaggszczajacy) a nastepnie 180 V (zel rozdzielajacy). Po
skoficzonym rozdziale zel wybarwiano w Coomassie Blue.

Metoda western immunoblotting. Biatka uzy-
skane po rozdziale elektroforetycznym transferowano elektro-
foretycznie na membrane PVDF immobilon (Millipore) przez
60 min. (100V/4°C) w buforze 25mM Trisk, 190 mM Glicyna.
Membrane barwiono barwnikiem Ponseau S i zaznaczono po-
tozenie wzorcéw masowych, po czym plukano w wodzie de-
stylowanej do chwili odbarwienia i inkubowano w roztworze
PBS z dodatkiem 3% albuminy bydlgcej i 2% surowicy kon-
skiej przez 2 godz. w temperaturze pokojowej. W zaleznosci
od potrzeb, membrang cigto na fragmenty i inkubowano: badZ
z wlasciwg surowica krélicza (3 godz. w temp. pokojowej), a
po przemyciu w PBS z komercyjnym koniugatem (surowica
kozia przeciw IgG krélika zwigzana z peroksydaza chrzanowa —
—Dako) w reakcji posredniej (3 godz. temp. pok.) lub z koniu-
gatami CR+HRP (Brescia) i KIgG+HRP (reakcja bezposred-
nia). Membrane po transferze z zelu réznych szczepéw wirusa
inkubowano z surowica 2/10/94 a nastgpnie z komercyjnym
koniugatem. Dalszy sposGb postgpowania byt jak poprzednio.
Membrane wybarwiano stosujac substrat (4-chloro-1-naphtol-
-Sigma). Po ok. 20 minutach reakcj¢ hamowano pluczac mem-
brang w wodzie destylowanej.
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Komputerowa analiza obrazu rozdziatu
elektroforetycznego oraz reakcji western
immunoblotting. Zele poliakrylamidowe i membrany
PVDF archiwizowano i analizowano przy pomocy systemu
ImageStore 5000. System pozwala na szybka i dokladng ana-
liz¢ masy czasteczkowej i ilosci materialu biatkowego zawar-
tego w poszczegdlnych prazkach.

Wyniki i om6éwienie

Szczepy laboratoryjne SGM i KGM wirusa VHD oraz szcze-
py terenowe MAL 1 BLA, byly patogenne dla krélikéw, wy-
wolujac chorobe i zejscia Smiertelne doswiadczalnych zwierzat
w ciagu 48 godzin od zakazenia.

Badane szczepy wirusa VHD oczyszezane byly alternatywnie
metoda wirowania w chlorku cezu lub w gradiencie sacharozy.
Poszczegdlne frakcje analizowano w tescie hemaglutynacyj-
nym, immunoenzymatycznym tescie ELISA, okreslano war-
to$¢ absorbancji w $wietle o dtugosci fali 259 nm, oraz oz-
naczano gestos¢ frakeji. Naryc. 1 przedstawiono wyniki uzyskane
podczas oczyszezania szczepu KGM w gradiencie gegstosci
chlorku cezu. Najwyzsze miano HA stwierdzono we frakcjach
8-9. a najwyzsza absorbancja w tescie ELISA wystapita we
frakcjach 8-10. Frakcjom tym odpowiada gestos¢ wirusa 1,31-
-1,34 g/cm3. Szczep SGM oczyszezany byt w gradiencie ge-
stosci sacharozy. Profil sedymentacji przedstawiono na ryc. 2.
Najwyzsze wartosci mian w testach HA 1 ELISA oraz maksy-
malna absorbancja $wiatta przypadaty na frakcje 3-7. Testy
ELISA i aglutynacji wykazywaly przesunigcie maksymalnych
mian, przy czym potozenia tych pikow odpowiadaly maksy-
malnym warto$ciom absorbancji Swiatta o diugosci fali
259 nm.

Pozostale szczepy wirusa BLA | MAL oczyszczane ta droga
wykazywaty podobna charakterystyke. Materiat uzyskany z
kontrolnej watroby kréliczej pozbawiony byt omawianych
cech, tzn. byl ujemny w testach HA i ELISA.

Przykladowa analiza elektroforetyczna materiatu zawartego
we frakcjach gradientu sacharozy przedstawiona jest naryc. 3.
Na fotografii zelu w poszezeg6lnych frakcjach wyraznie widac
prazek odpowiadajgey dominujacemu biatku wirusa. Nalezy
7wrdci¢ uwage na zmieniajaca si¢ ilos¢ biatka wirusowego
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Ryc. 1. Profil sedymentacji wirusa VHD/szezep KGM w gradiencie gestosci
chlorku cezu, Zawartos¢ wirusa w analizowanych frakcjach oceniana na pod-
stawie testu ELISA (A). Gestos¢ frakcji oznaczano refraktometrycznie (B)

w analizowanych frakcjach. Najwigcej biatka wirusowego
znajduje sie we frakcji 5, co jest w dobrej korelacji z wynikami
testéw HA i ELISA. Na podstawie komputerowej analizy
obrazu zelu wyznaczono mase czasteczkowa biatka jako 60
kD.

Oczyszczone preparaty badanych szczepow analizowane
byly metoda western immunoblotting przy uzyciu krolicze]
surowicy odpornosciowej 2/10/94. Uzyskane wyniki przed-
stawione sa na ryc. 4. Jak wynika z przedstawionej analizy.
wszystkie badane szczepy posiadaja dominujace biatko wiru-
sowe o masie okoto 60 kD. Ujemna proba referencyjna nie
dawata zadnej reakcji z uzyta surowica. Wstepnie oczyszczony
i nie zaggszczony wirus szczepu KGM dawat bardzo stabo
widoczna reakcje.
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Ryc. 2. Profil sedymentacji wirusa VHD/szczep SGM w gradiencie gestoscl
sacharozy. Zawartos¢ wirusa oceniana w tescie HA, ELISA i absorbcji
$wiatta w 259 nm
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Ryc. 3. Densytogramy standardéw i frakcji 5 wirusa VHD szczepu SGM
wykonane na podstawie elektroforetycznej analizy frakcji
z gradientu sacharozy
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Ryc. 4 Analiza badanych szezepdw przy pomocy metody western immu-
noblottingu. Na sciezkach (od prawej) rozdzielane byty: préba ujemna,
SGM. KGM. MAL. standardy (94 kD. 67 kD. 43 kD, 30 kD), KGM wstep-
nie oczyszczony i nie zageszczony, trzy rozne frakcje BLA, préba ujemna
Ponizej obrazu membrany przedstawione sa densytogramy standarddw
i szezepu SGM

Kolejnym etapem prowadzonych badari bylo sprawdzenie
immunoreaktywnosci oczyszczonego w naszym laboratorium
antygenu wzgledem przeciwciat pochodzacych z réznych
7rédet. Analiza dokonana metoda western immunoblotting dla
szczepu SGM wykazata, Zze kontrolna negatywna surowica
krélicza nie reagowala z antygenem, natomiast pozostale su-
rowice 1 koniugaty swoiscie reagowaly z zastosowanym anty-
genem.

Stosujac opisane nowoczesne metody immunologiczne,
scharakteryzowano nowe szczepy wirusa VHD nazwane BLA
i MAL oraz rozszerzono charakterystyke znanych szczepow
laboratoryjnych VHD: KGM i SGM. Przeprowadzone badania
potwierdzily obecnos¢ gtéwnego polipeptydu VP60 we wszy-
stkich charakteryzowanych szczepach oraz taka sama gestosc
wirusa w przedziale 1,31-1,34 g/cm3. Podobnie jak inni autorzy
(2, 3, 4,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16) zaobserwowalismy
obecnoéé kilku mniejszych podjednostek polipeptydowych
biatka wirusowego.

Zastosowane metody immunochemiczne okazaly -si¢ wy-
starczajaco czutymi i swoistymi, pozwalajac jednoznacznie
zidentytikowaé antygen. Dzigki temu wykazano identycznos¢

immunologiczna badanych szczepéw izolowanych w okresie
od 1988-1994 r.
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BRAUN U., PUSTERLA N., WILD K: Wyniki badania
ultrasonograficznego 11 kréw z ropniami watroby. (Ultra-
sonographic findings in 11 cows with a hepatic abscesses).
Vet. Rec. 137, 284-290. 1995 (12)

Przebadano metoda ultrasonograficzna watrobe 11 kréw, u ktérych wyste-
powaly ropnie. Obecnos¢ ropni wykryto badaniem w jednej przestrzeni mig-
dzyiebrowej u 3 kréw, w dwdch przestrzeniach u 5 keéw, w trzech przestzeniach
miedzyzebrowych u 2 oraz w czterech przestrzeniach miedzyzebrowych u
| krowy. U 3 sztuk ropnie byly usytuowane w grzebieniowo-tylnym odcinku
watroby pomiedzy 11 i 12 przestrzenia migdzyzebrowa, podczas gdy u 5 zwie-
rzat ropnie byly zlokalizowane w centralnej czgsci watroby w 9 1 10 prze-
strzeni micdzyzebrowej. U 3 kréw ropnie znajdowaly si¢ w przednio-dolnym
odcinku watroby pomiedzy 6-8 przestrzenia migdzyzebrowa. Srednica ropnia
wynosita u 4 kréw 5-10 cm, u 4 kréw 11-15 cmi v 3 ponad 15 cm W kazdym
przypadku rozpoznanie ultrasonograticzne potwierdzono punkeja.
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VAN DULJKEREN 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 potencjat 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. 137, 483-486, 1995 (19)

Okreslono parametry farmakokinetyczne mieszaniny trimetoprimu 1 sulfa-
chloropiridazyny w postaci pylistej na 8 koniach. Preparat zawierajacy 5 mg
trimetoprimu/kg i 25 mg sulfachloropiridazyny/kg stosowano per os w od-
stepach 12-godzinnych przez 5 kolejnych dni. Wysoki poziom obydwu skla-
dowych w plazmie krwi, przewyzszajacy wartos¢ MIC dla Streptococcus
zovepidemicus, S. equi, Actinobucillus equuli i Rhodococcus equi, mozna bylo
osiagna¢ stosujac badana mieszaning w odstepach 12-godzinnych.
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