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Rozw6] metod namnazania wirusow ospy
ptakéw, podobnie jak i innych wirusow zwie-
rzecych, jest SciSle uwarunkowany ogoélnym
postepem techniki wirusologicznej, a w szcze-
golnosci techniki hodowli tkanek, czy komoérek
in vitro. O ile poczatki metody namnazania wi-
ruséw w zarodkach kury (22), czy eksplantatach
tkankowych (2, 3, 7, 12), zwigzane byly bezpo-
$rednio z wirusami ospy ptakéw, o tyle osiag-
niecia Dulbecco (5, 6), czy Youngera (23), zo-
staly wprowadzone do namnazania wiruséw
ospy ptakéw stosunkowo pézno. Jako jedni
z pierwszych podjeli badania w tym zakresie
Kohler i Schwdbel (11). Udoskonalenie metody
namnazania wiruséw ospy ptakéw w hodowli
komorek zarodka kury jest rezultatem prac
Mayra 1 Kalcher (17, 18) oraz innych badaczy
(1, 4, 8). Ostatnio wykazano przydatno$¢ ho-
dowli komoérek z zarodkéw indyka, golebia,
kaczki i gesi do namnazania i badania réznych
typow wirusa ospy ptakéw (13). Obecnie ho-
dowle komoérek z zarodkéw kury a takze z za-
rodkow innych gatunkow ptakéw, znajduja
zastosowanie w badaniach eksperymentalnych
jako wygodna i dobra metoda namnazania, mia-
reczkowania a nawet rdéznicowania wiruséw
ospy ptakéw (13, 15, 17, 18), dalej jako metoda
atenuowania wirusa terenowego (19) oraz jako
metoda namnazania wirusa przy probach pro-
dukeji nowoczesnych szczepionek zapobiegaw-
czych (1, 4, 16). Hodowle komérek z zarodka
kury nadajg sie réwniez do namnazania i in-
nych wirusow ospowych jak wirus krowianki,
ektromelii i myksomatozy.

Przedstawiona metoda moze byt latwo przy-
swojona przez uslugowe pracownie wirusolo-
giczne przy WZHW 1 prowadzona w oparciu
o pltyny do hodowli tkanek, produkowane przez
Lubelskg Wytwornie Surowic i Szczepionek,
wzglednie przygotowywane we wlasnym za-
kresie z odczynnikéw krajowych.

1. Piyny. Do opisywanej metody pctrzebne sa na-
stepujace plyny (skladu plynéw nie podano, gdyz sg
one opisane w dostepnych podrecznikach wirusologii

(11, 20): plyn Earla (roztwoér podstawowy soli); plyn
Earla o podwome] koncentracji sktadnikéw (z wyjat-

*) Materlaly do pracy zebrano czesciowo w oKkresie po-
bytu w Institut fiir Mikrobiologie und Infektionskrank-
heiten der Tiere w Monachium, w ramach stypendium
Fundacji ,,Alexander von Humboldt-Stiftung”.

**) Drugi odcinek pracy ukaze si¢ w kolejnym numerze
Med. Wet. 1967,

kiem NaHCO,, ktéry powinien by¢é w ilosci pojedyn-
czej); PBS (phosphate buffered saline wg Dulbecco);
PBS-T (0,25% roztwor trypsyny w PBS); 5% roztwoér
hydrolizatu laktalbuminy (hydrolizat laktalbuminy
rozpu$cié na gorgco w lazni 60—62° w plynie Hanksa
bez Na HCO;, przefiltrowaé na gorgco i przechowywac
w szczelnie zamknietym naczyniu w temperaturze
37°); surowica cieleca filtrowana (filtr Seitza, wkladka
EK); bydlecy ptyn amnionalny, filtrowany jak suro-
wica; 50% ekstrakt embrionalny z zarodkéw kury,
przygotowany na plynie Earle (ekstrakt przechowy-
waé w —20°, w probéwkach wirdwkowych szczelnie
zamknietych korkami gumowymi); 3% agar Difco w
wodzie redestylowanej; 0,1% roztwoér czerwieni feno-
lowej wg Parkera; 0,1% roztwor fioletu krystahcznego
w 0,1 M wodnym roztworze kwasu cytrynowego, 1%
roztwor czerwieni obojetnei;; woda redestylowana ja-
towa do sporzadzania roztworu antybiotykoéw; anty-
biotyki (penicylina krystaliczna, streptomycyna).

9. Zrédio komérek. Zrodiem wyjsciowym do zalo-
senia hodowli komérek sg 10—11-dniowe zarodki ku-
rv. Do specjalnych celow, mogg byé rowniez uzyte
zarodki indyka, golebia, kaczki, weglednie gesi w od-
pcmmcm[m wieku., Hodowle komorek zarodka kury
nadaja sie do namnazania w szystkich 4 typow wirusa
ospy ptakéw (wirus ospy kur, indykow, golgbi i ka-
narkéw). W hodowlach komorek z zarodkow pozosta-
tych, wyzej wymienionych gatunkow ptakéw, wirusy
ospy kur, indykéw i golebi namnazaja sig, ale zaleznie
od typu wirusa i gatunku zarodkéw uzytych do przy-
gotowama hodowli komérek, mozna otrzymaé¢ dosé
znaczne réznice w wysokosc1 miana, przy namnazaniu
i miareczkowaniu wirusa (13). Tabela 1 przedstawia
w oparciu o badania wtasne, przydainosé¢ zarodkéw
réoinych gatunkéw ptakoéw, w réoznym wieku, do zalto-
7enia hodowli komérek oraz niektéore wlasciwosci
otrzymywanych hodowli komoérek., Wilasciwosei wiru-
s6w pasazowanych w hodowlach komérek z zarodk6w
innych gatunkéw ptakéw niz kura, nie zostaly dotad
blizej zbadane.

3. Zaktadanie hodowli komorek. Przed przystapie-
niem do pracy trzeba obliczyé¢ ilosé zarodkow potrzeb-
ng do zalozenia zadanej ilosci jednorazowych hodowli.
Przy obliczeniu mozna orientacyjnie przyja¢, ze z jed-
nego zarodka, przy jednckrotnej trypsynizacji, uzyska
sie material na 12—15 duZzych probéwek (16X160 mm),
po 2 ml zawiesiny na probowke (proporcja 1:24 do
1:30), wzglednie na 3 plytki Petriego () ca 40 mm), po
4 ml zawiesiny na piytke (proporcja 1:12). Celem zwiek-
szenia ilo$ci komoérek uzyskiwanych z tkanek zarod-
k6w, mozna stosowaé dwu lub trzykrotng trypsyniza-
cje pobranych tkanek.

Po wyjeciu zarodkéw z jaj wylegowych w ogolnie
przyjety sposdb, nalezy je przeptukaé trzykrotnie w
PRS na ptytkach Petriego, usuwajac kolejno glowe,
nézki i trzewia. Z kolei tuszki przenie$¢ do jalowej
(chiodnej) 50 ml strzykawki i tloczkiem przecisngé je
do kolbki o pojemno$ci 200—500 ml, zawierajacej jato-
wa sztabke magnetyczng. Do kolbki dodaé PBS-T
o temperaturze 37°, w proporcji 10—15 ml na jeden
zarodek, krecié przez chwile na mieszadle elekiromag-
netycznym, po czym plyn zdekantowaé i po ponownym
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Tab. 1. Wyniki inkubacji i trypsynizacji zarodkéw réznych gatunkéw ptakow oraz niektére wilasciwosci
hodowli komérek z nich uzyskiwanych, wedtug badan wilasnych (1, 14)
i Wiasciwosci hodowli komorek
Wiek Przebieg I Sprawnos$é czas trwato§¢ hodowli Przyt?atr.losc .hOd?Wh doﬁ
e sl inkubacji | trypsyni- |wzrostu {dni) SERTEERIETUHRISIR? GRS
g (@ni)  |w 37,8°C |zacji w 37°c| Bodowli -
B il o { kur. ind. gol. kan.
l (godz.) |probowlkach| plyikach |
10 [+ 4++] +++ |
Kura T S Rl o o IS TRl RS U 12 [+ b | A
1B (+4++| +++
10 + -+ + + #F |
Indyk 11 + 4+ 4 - 18—24 9-12 12 | +4+ [+++ + | ++
| +++ | ++ | |
10 + +4+ |
Golab | 1 +9 | 4+ + | 18-48 | 8-10 6—10 | + H++H++H+++
16 + +
10 +4+ | +++ |
Kaczka | 11 + -+ + + 4+ | 18-24 8—12 | 12 + 1H+4-| + -4
w4t
Ges ' 1 -+ T | g 10 -12 n.b NI PR B | 1) S S
o 17 4+ | 44 b |

Legenda: 1) wysoka S$miertelnosé zarodkéw w przebiegu inkubacji.
2) badane szczepy byiy uprzednio zaadaptowane do hodowli komoérek zarodka kury.

n.b. — nie badano.

uzupelnieniu ilosci PBS-T, trypsynizowaé jeden raz
(20 min.), wzglednie dwa razy (20 min. i 15 min.), za-
leznie od ilosci uZytych zarodkédw. Obroty mieszadla
powinny byé¢ wolne, przy zbyt szybkich obrotach duza
ilos¢ komorek obumicra. Uzyskana zawiesine komédrek
przesaczy¢ przez 6 warstw jalowej gazy do zlewki i
przesacz odwirowaé¢ (w jednej lub dwéch duzych pro-

Hodowla komorek zarocdka

Ryc.

indyka

béwkach) przez 5 minut z szybkoéciag 800—1000 obro-
téw na minute. W czasie biegu trypsynizacji przygoto-
wa¢ potrzebna ilos¢ podloza namnazajgcego o skladzie:
plyn Earla zawierajacy antybiotyki po 100 j. na ml i

czerwien fenolowsg 0,001—0,002% — 80%, 5% roztwdr
hydrolizatu laktalbuminy — 10%, surowica cieleca —
10%. (W razie potrzeby skorygowaé pH podioza,

wdmuchujae dwutlenek wegla jalows do naczynia z
bplynem, do zabarwienia pomaranczowo-rozowego). Do
namnazania komérek zarodkéw ptakdéw mogg byé
uzyte i inne podloza plynne np. przygotowane na ply-
nie Hanksa, podloze Eagla z dodatkiem 10% surowicy
cielgeej itp. Po zakonezeniu wirowania osad komérek
splukaé niewielkg, okreélong iloscia plynu Earla
(5—20 ml). tworzac w ten sposéb zawiesine macierzy-
stg komorek. (Odejmujac ilosé uzytego plynu Earla od
iloSci uzyskanej zawiesiny macierzystej, mozna ustalié
ilos¢ uzyskanego osadu komorek), Do zalozenia ho-
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dowli komoérek na pilytkach Petriego potrzebna jest
zawiesina komoérek w podiozu namnazajgcym o kon-
centracji 800 000—1 000 000 komoérek w ml, a do zalo-
zenia hodowli w probdowkach, butelkach itp., zawie-
sina o koncentracji 490 000—500 000 komoérek w ml
podtoza namnazajacego. Pozadang koncentracje komo-
rek w podlozu namnazajgcym mozna otrzymaé¢ w dwo-
jaki sposob: a) rozcienczajac zawiesine macierzystg
w podlozu namnazajgcym, biorgc pod uwage procent
komérek — 0,4-—0,6% komoérek w podiozu namnazajg-
cym (zawiesina do hodowli plytkowych), wzglednie
0,2—0,3% komorek w podioZzu namnazajacym (zawiesi-
na do hodowli probowkowych), lub b) liczgc najpierw
ilog¢¢ zywych komoérek w zawiesinie macierzystej,
a nastepnie, rozcienczajgc ja odpowiednio podiozem
utrzymujacym. Do liczenia komoérek trzeba tu uzyé
komore Fuchs-Rosenthala, a zawiesine macierzystg

Hodowla komoérek zarodka golebia

Ryc. 2.

rozcienczy¢ wstepnie 1:10 w nastepujacy sposéb:
1,0 ml roztworu fioletu krystalicznego 0,1%, 0,8 ml pty-
nu Eerla, 0,2 ml zawiesiny macierzystej. Po doklad-
nym wymieszaniu i naniesieniu na komore, liczyé¢ zywe
komérki na powierzechni 1 mm?2 (16 matych kwadraci-
kéw wzdiuz przekgtnej komory). Otrzymany wynik
pomnozy¢ przez 5 (gleboko$é komory wynosi 0,2 mm),
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dalej pomnozyé przez 10 (rozcieficzenie wstepne za-
wiesiny macierzystej do liczenia) i pomnozyé przez
1 000, uzyskujac w ten sposéb liczbe komoérek w jed-
nym ml zawiesiny macierzystej. Wygodnie jest spo-
rzadzié¢ najpierw gestsza zawiesine potrzebng do roz-
lewania na plytki, wykonaé odpowiednig ilosé ptytek,
nastepnie zawiesine rozcienczy¢ 1:2 dodatkowsa iloScig
podloza namnazajacego i rozlewa¢ do probéwek po
2 ml, do butelek Legroux, butelek Philipsa po 12—18
ml, wzglednie do butelek Roux po 80—100 ml. Naczy-
nia szczelnie zamknaé jalowymi korkami gumowymi
(z gumy nietoksycznej).

Ryc. 3. Hodowla komorek zarodka kury

4. Inkubacja nowo zalozonych hodowli komdrek.
Kontrola mikroskopowa hodowli oraz wymiana pod-
loza namnazajacego na podioze utrzymujace w hogio-
wlach komoérek z zarodkow roznych gatunkéw ptakow,
moze byé przeprowadzona w zwykly, ogolnie prz;’jety
sposéb. Temperatura inkubacii hodowli 37°, czas mkg-
bacji 20—24 zodzin, wyjatkowo 48 godzin (gléwnie
hodowle komérek zarodka golebia). Hodowle na piyt-
kach Petriego trzeba inkubowaé w cieplarce z doply-
wem CO, (ca 5% CO, w atmosferze). Dobrym podlo-
zem utrzymujacych dla hodowli komoérek zarodka ku-
ry, wzglednie zarodkéw innych gatunkow ptakow jest
bydlecy plyn amnionalny z dodatkiem zwyklej ilosei
antvbiotykow i czerwieni fenclowej. Moga tez by¢
uzyte inne podloza utrzymujace, przygotowane z piynu
Earla, pltynu Henkse itp. Hodowle komorek zbyt diu-
go namnazane, a wiec zbyt geste, ulegajg szybko odle-
pieniu od szkla, procz tego namnazanie wirusow ospy
ptakow przebiega w nich mniej sprawnie,

Ryc. 4.

Hodowla komdarek zarodka Kkaczki

5. ZakaZanie hodowli wirusem. Materialem wyj-
Sciowym do zakazenia hodowli komorek jest 10% za-
wiesina (waga/objeto$é) zakazonej wirusem blony kos-
méwkowo-omoczniowej zarodka kury, w piynie utrzy-
mujgcym, plynie Earla, lub buforowym roztworze

NaCl. Uzycie do zakaZenia wyjsciowego zawiesiny
przygotowanej bezpcsérednio ze zmian ospowych skoér-
nych, czy sluzéwkowych od chorych ptakéw, nie jest
korzystne ze wzgledu na wystepowanie obfitej flory
bakteryjnej postronnej. Przy pasazowaniu wirusa w
hodowli komorek, materialem do zakazenia nowej ho-
dowli jest plyn utrzymujacy z poprzedniego doswiad-
czenia., W przypadku miareczkowania, nalezy sporza-
dzié serie rozcienczen materialu wirusowego w podlo-
zu utrzymujacym, lub w ptynie Earle, stosujgc dziesie-
ciokrotne (przewaznie) rozcienczanie wirusa wg zasa-
dy 0,3 + 2,7 ml.

Zakazanie wirusem hodowli komoérek mozna prze-
prowadzi¢ w dwojaki sposob: a) dodajac material wi-
rusowy wprost do podioza utrzymujacego, lub b) sto-
sujac adsorpcje wirusa do komoérek hodowli. W tym
drugim przypadku, podloze namnazajace nalezy usu-
ngé z hodowli, hodowle przeplukaé podlozem utrzy-
mujacym, wzglednie samym plynem Earla. Plyn prze-
plukujacy usunaé z hodowli, po czym dodaé materiat
wirusowy i adsorbowaé¢ go na komoérkach w tempera-
turze 37° przez okres 1—2 godziny. Po adsorpcji, ptyn
z wirusem mozna usungé, lub pozostawié (hodowla
moze byé takie przeplukana, jezeli wymaga tego do-
$§wiadczenie), po czym dodaé do hodowli podioze
utrzymujgce. Dawka zakaZzajaca wynosi przy miarecz-
kowaniu i pasazowaniu szczep6w zaadaptowanych, dla
probéwek 0,1 ml, dla butelek Legroux, butelek Philip-
sa 0,5—1,0 ml, dla butelek Roux 5,0—10,0 ml, a dla pty-
tek Petriego o érednicy ca 44 mm 0,2 ml. Dla szcze-
poéw niezaadaptowanych, lub trudnych w hodowli, w
pierwszych kilku pasazach lepiej stosowaé duze dawki
0,5—1,0 ml na probéwke.

Deodatkowego omoéwienia wymaga zakazenie wiru-

Ryec. 5.

Hodowla komorek zarodka gesi

sem hodowli komorek na plytkach Petriego. Hodowle
takie zakazane sg z reguly przez zastosowanie jedno-
godzinne] adsorpeji wirusa, przeprowadzanej w fem-
peraturze 37°, w cieplarce z doptywem CO,. Zakazone
wirusem hodowle mozna dalej inkubowaé¢ w cieplarce
z cigglym doplywem CO, w dwojaki sposéb: pod war-
stwa plynnego podloza utrzymujgcego, lub pod war-
stwg odzywczego zelu agarowego, tzw. ,,overdlay” do
,»plaque test” wedlug metody Dulbecco ().

6. Pokrywanie hodowii komdrek warstwqg zelu aga-
rowego. Wykonanie tego zabiegu po przeprowadzonej
adsorpcji wirusa, stwarza specjalne wymogi dotyczgce
czasu wykonania, a zwlaszcza temperatury uzywanych
ptynéw. Plyn do wykonania ,overlay” sklada sie w
réwnych czesciach z trzech skladnikéw: podw6jnego
plynu Earle, ekstraktu embrionalnego i 3% agaru w
wodzie redestylowanej. Do pokrycia plytki o srednicy
ca 40 mm potrzebne jest 3,0—3,6 ml plynu, dla piytki
o srednicy ca 60 mm 5,5—6,0 ml, a dla ptytki o $redni-
cy ca 100 mm ca 8—10 ml.

Po wstawieniu ptytek do cieplarki w celu adsorpciji
wirusa do komérek, rozpu$cié w lazni wodnej 3%
agar i po rozpuszczeniu butelke z agarem przeniesé
do 1aznj wodnej o temperaturze 43—45° Na 15 minut
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przed uplywem czasu adsorpcji wirusa, dodaé do po-
dwoéjnego ptynu Earla podwdjna ilo§é antybiotykéw
(po 200 j. na ml) oraz zwyklg ilo§é czerwieni fenolo-
wej. Odpowiednig ilo§é tego plynu przenie§¢ do jalto-
wego cylindra, nastepnie dodaé takg samg ilo§é od-
wirowanego ekstraktu embrionalnego i cylinder do-
stawi¢ do laZni wodnej o temperaturze 43—45°. Gdy
uptynie czas adsorpcji wirusa, dodaé¢ do cylindra na-
lezng ilo§¢ rozpuszczonego agaru, dokladnie wymie-
sza¢ i z cylindra pozostajgcego stale w lazni wodnej
rozlewaté zawartosé ciepls, lecz niegorgca pipeta na
plytki. Plyn nalewaé po §ciance, po czym zakrecié
plytks, celem wymieszania plynéw oraz celem po-
krycia warstwsg agaru takie i cze§ci $cianki piytki.
Chroni to przed podplywaniem na dno plytki plynéw
odzywczych, dodawanych pézniej na powierzchnie
warstwy agarowej. Po zakrzepnieciu agaru, plytki
ustawi¢ dnem do géry w cieplarce z doplywem CO..
Wytworzenie sie ,plaques” w przypadku wiruséw
ospy ptakéw wymaga przy tej metodzie 6—10 dni
inkubacji. Zachodzi wiec koniecznoéé ,dozywiania”
komérek w tym okresie czasu (18). W tym celu w
trzecim i sz6stym dniu inkubacji daé na powierzchnie
agaru plyn odzywczy o skladzie: jedna cze$§é ekstrak-
tu embrior~lnego i dwie czeéci zwyklego plynu
Earla. Na 1 ytki o $rednicy ca 40 mm daé 1,0—1,5 ml
plynu, na | ytki wieksze odpowiednio wiecej.

| : | koncentrat witamin 1)

20 ml
| roztwoér aminokwa-
80% pt. | séw L?) 20 ml
6 czesci | Eagla®) | glutamina 5% roztwér
e (pod- wodny 3) 6 ml
woéjny) antybiotyki po 200 000 j.
pl. Earla pod-
wojny ad 1000 ml
(NaHCO; pojedyriczo)
|_20% surowica cieleca
5 czeSci —| 2% agar Difco w wodzie redestylowanej

1y TC Vitamins Eagle 100 X, DIFCO. ? TC Amino Acids

L 100 X, DIFCO. 9% TC Glutamine Sterile 5% desiccated,
DIFCO. 9 W razie potrzeby pH powyiszego plynu mozna
korygowaé przez dodanie 8—10% NaHCOs.

W metodzie wzorowanej na metodzie Dulbecco (5),
yoverlay” sklada sie z podwéjnego plynu Eagla (przy-
gotowanego na podwédjnym ptynie Earla) i z surowicy
cielecej, zmieszanych w proporcji 6:5 z 2% agarem.
Dokladny sklad ilustruje nastepujgce zestawienie:

Technika wykonania jest analogiczna jak poprzed-
nio opisano. Przy tej metodzie ogniska wywolywane
przez wirusy ospy ptak6éw pojawiaja sie wezedniej, bo
na 5—6 dzien po zakazeniu hodowli i nie zachodzi
potrzeba dodawania plynéw odzywczych na po-
wierzchnie agaru. Metoda druga jest wygodniejsza,
wymaga jednak stosowania importowanych prepara-
tow, w metodzie pierwszej preparaty te zastepuje
ekstrakt embrionalny.
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Ocena metod oznaczania poziomu magnezu w surowicy

Katedra Farmakologii Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie
Kierownik: prof. dr G. STASKIEWICZ

Do oznaczania poziomu magnezu w surowi-
cy stosuje sie szereg metod i jak dotychczas
zadna z nich nie zostala uznana za metode
standardows.

W ostatnich latach za najbardziej przydatng
do badan klinicznych uwaza sie metode Lan-
ge’go (9) lub Andreansena (1). W pracy tej
zajeliSmy sie oznaczaniem poziomu magnezu
w surowicy szescioma metodami w celu wy-
brania jednej z nich nadajacej sie najlepiej do
rutynowych oznaczen.

Material i metody.

Badano surowice od 10 kréw rzeinych, w okresie
od 28.IX.—6.X.1966 r. nastepujacymi metodami:

1. Metoda posrednia przez oznaczanie fosforu (2, 6)
polega na wytrgcaniu magnezu w postaci osadu fos-
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foranu amonowo-magnezowego, kolorymetrycznym
okreflaniu zwigzanego fosforu metodg Fiskego-Sub-
barowa i obliczeniu réwnowaznej zawarto$ci magne-
ZU.
II. Metoda Carubelliego (4,10) 1 III. metoda Hola-
3ka i Flaschka (5). Polegajg na kompleksometrycznym
miareczkowaniu magnezu, kompleksonem III wobec
czerni eriochromowej T w $rodowisku amoniakalnym,
po uprzednim usunieciu wapnia.

IV. Metoda Biichnera i Schone (3) polega na spala-
niu surowicy z H,SO, i 30% H,0, w celu usuniecia
nadmiaru szczawianu amonu, ktéry tworzy z magne-
zem kompleks i utrudnia obserwacje miareczkowa-
nia (3). Po spaleniu plyn neutralizuje sie¢ i oznacza
magnez przez miareczkowanie kompleksonem III.

V. Metoda Lange’go (9).

VI. Metoda Andreansena (1). W obu metodach z61-
cieft tytanowa w érodowisku alkalicznym pH 11—12
tworzy z koloidalnie rozproszonym wodorotlenkiem
magnezowym czerwony zwigzek kompleksowy, kté-



