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TECHN|KA LABORATORYJNA
KONRAD MALICKI

Technika namnazania wirusów ospy plakow

Rozwój metod namnażania wirusów ospy
ptaków, podo,bnie jak i innych wirusów zwie-
rzęcych, jest ściśIe uwarunkowany ogólnym
postępem techniki wirusol,ogicznej, a w szcze-
gólności techniki hodowli tkanek, czy komórek
in vitro. O ile początki metody namnażania wi-
rusów w zarodkach kury (22), czy eksplantatach
tkankowych (2, 3, 7,I2), zwtązane były bezpo-
średnio z wirusami 65,py ptaków, o tyle osiąg-
nięcia Dulbecco (5, 6), czy Youngera (23), zo-
stały wprowadzone do namnażania wirusów
ospy ptaków stosunkowo póżno. Jako jedni
z pierwszych podjęli badania w tym zakresie
Kóhler i Schusóbel (11). Udoskonalenie metody
namnażania wirusów ospy ptaków w hodowli
komórek zarodka kury jest rezultatem prac
Magra i Kalcher (17, 18) oraz innych badaczy
(1, 4, B). Ostatnio rvykazano przydatność ho-
dowli komórek z zarodków indyka, gołębia,
kaczki i gęsi do namnażania i badania różnych
typów wirusa ospy ptaków (13). Obecnie ho-
dowle komórek z zarodków kury a także z za-
rodków innych gatunków ptaków, znajdują
zastosowanie w badaniach eksperymentalnych
jako wygodna i dobra metoda namnażania, mia-
reczkowania a nawet różnicowania wirusów
ospy ptaków (13, 15, 17, 1B), dalej jako metoda
atenuowania wirusa terenowego (19) oraz jako
metoda namnażania wirusa przy próbach pro-
dukcji nowoczesnych szczepionek zapobiegaw-
czyclt (1, 4, 16). Hodowle komórek z zarodka
kury nadają się również do narnnażania i in-
nych wirusów ospowych jak wirus klowianki,
ektromelii i myksornatozy.

Przedstawiona metoda może być ,łatwo przy-
swojona przez usługowe pracownie wirusolo-
gicz,ne przy WZHW i prowadzona w oparciu
o p}yny do hodowli tkanek, produkowane przez
Lubelską Wytwórnię Surowic i Szczepionek,
względnie przygotowywane we własnym za-
kresie z odczynników krajowych.

L. Płyng. Do opisywanej metody potrzebne są na-
stępujące płyny (składu płynów nie podano, gdyż są
one opisanc w dostępnych podręcznikach wirusologii
(11, 20): plyn Earla (roztwór podstawowy soli;; płyn
Earla o podwójnej koncentracji składników (z wyjąt-

w hodowlach jednorazowych komorek zarodka kury
oraz zarodkow innych gatunkow płakow domowych *)

kiem NaHCOr, który powinien być w ilości pojedyn-
czej); PBS (phosphate buffered saline wg Dulbecco);
PBS-T (0,25'lo roztwór trypsyny w PBS); 5|]/o roztwór
hydrolizatu 1aktalbuminy (hydrolizat 1aktalbuminy
rozpuścić na gorąco w łaźni 60-62' w płynie Hanksa
bez Na H,COI, przefiltrować na gorąco i przechowywac
w szczelnie zamkniętym naczyniu w ternperaturze
3?o); surowica cielęca filtrowana (f.llft Sei,tza, wkładka
EK); bydlęcy płyn amnionalny, filtrowany jak suro-
wica; 507o ekstrakt embrionalny z zarodków kury,
przygotowany na płynie Earlo (ekstrakt przechowy-
wać w -20o, w probówkach wirówkowych szczelnie
zamkniętych korkami gumowymi); 39t agar Difco w
wodzie redestylowanej; 0,19'o roztwór czerwieni feno-
lowej wg Parkera; ór fiolettr krystalicznego
w O,i M wodnym kwasu cytrynowego, 1(/o

raztwór czerwieni woda redestylowana ja-
łowa do sporządzania roztworu antybiotyków; anty-
biotyki (penicylina krystaliczna, streptomycyna).

2. Żródło komórek, Źródłem wyjściowym do zało-
żenia hodowli komórek są lO-ll-dniowe zarodki ku-

od typu wirusa i gatunku zarodków użytych do przy-
gotowania hodowli komórek, można otrzymać dość
Żnacrne różnice w wysokości miana, przy namtrażaniu
i miareczkowaniu wirusa (13). Tabela 1 przedstawia
w oparciu o badania .",.,łastte, przydatnośc zarodków
różnych gatunków ptaków, w różnym wieku, do zało-
żenia hodowli komórek oraz niektóre właściwości
otrzymywanych hodowli komórek. Właściwości wiru-
sów pasażowanych w hodowlach komórek z zarodków
innych gatunków ptaków niż kura, nie zostały dotąd
bliżej zbadane.

3. Zakładani,e hodowl,ż komórek. Przed przystąpie-
niem do pracy trzeba obliczyć ilość zarodków potrzeb-
ną do założenia żądanej ilości jednorazowych hodowli.
Przy obliczeniu można orientacyjnie przyjąć, że z jed-
nego zarodka, przy jednokrotnej trypsynizacji, uzyska
się materiał na 12-15 dużych probówek (16X160 mm),
po 2 ml zawiesiny na probówkę (proporcja 1:24 do
1:30), vlzględnie na 3 płytki Petri,ego (@ ca 40 mm), po
4 ml zawiesiny na płytkę (proporcja l:12). Celem zwięk-
szenia ilości komórek uzyskiwanych z tkanek zarod-
ków, można stosować dwu lub trzykrotną trypsyniza-
cję pobranych tkanek.

Po wyjęciu zarodków z jaj wylęgorł,yclr w ogólnie
przyjęty sposób, należy je przepłukać trzykrotnie w
PBS na płytkach Petriego, usuwając kolejno głowę,
nóżki i trzewia. Z lrolei tuszki przenieść do jałowej
(chłodtrej) 50 ml strzykawki i tłoczkiem przecisnąć je
do kolbki o pojernności 200-500 ml, zawierającej jało-
wą sztabkę magnetyczną. Do kolbki dodać PBS-T
o temperaturze 3'l", w proporcji 10-1 5 ml na jeden
zarodek, kręcić przez chwilę na mieszadle elektromag-
netycznym, po czym płyn zdekantować i po ponolvnym
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Tab. 1. Wyniki inkubacji i trypsynizacji zarodków różnych ga.tunków ptaków oraz niektóre właściwości
hodow]i komórek z nich uzyskiwanych, według badań własnych (1, 14)

właściwości hodowli komórek
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Legcnda: 1) wysoka śmiertelność zarodków w przebie8u inkuDacji,

2) badane szc7,epy były uprzednio zaadaptowane do lrodowli l<omórek zarodka kury.
n.b. - nie badano.

uzupełnieniu ilości PBS-T, trypsynizować jeden raz
(20 min.), \^/zględł}ie dwa razy (20 min. i 15 min.), za-
Ieżnie od ilości uż;,tych zarodków. Obroty mieszadła
powinny być wolne, przy zbyt szybl<ich obrotach duża
ilość komórek obumicra. Uzyskaną zawiesinę komórek
przesączyć ptzez 6 rł,arstw jałowej gazy do zlewki i
przesącz odwirować (w jednej lu.b d,łóch dużych pro-

dowli komórek na płytkach Petriego potrzebna jest
zawiesina komórek w podłożu namnażającym o kon-
centracji 800 000-1 000 000 komórek w ml, a do zało-
żenia hodowli w probówkach, butelkach itp., załr,ie-
sina o koncentracji 400 000-500 000 komórek w ml
podłoża namnażającego, Pożądaną koncentrację komó-
rek w po,dłożu namnażającym rnożna ottzymać w dwo-
jaki sposób: a) rozcieńczając zawies,inę macierzystą
w podłożu namnażającym, biorąc pod uwagę procent
komórek - 0,4--Ą,60k komórek w podłożu namnażają-
cym (zawiesina do hodowli płytkowych), względnie
0,2-0,30ń komórek w pcdłożu namnażającym (zawiesi-
na do lrodowli probó,wkowych), lub b) 1icząc najpierw
ilość żywych komórek w zawiesinie macierzystej,
a następnie, rozcieńczając ją odpowiednio podłożem
utrzymującym. Do liczenia komórek trzeba tl użyć
komorę Fuchs-Rosenthala, a zawiesinę macierzystą

Ryc. 2. Hodowla komóIek zarodka gołębia

tozcieńczyć wstępnie 1:10 w następujący sposób:
1,0 ml roz.tworu fioletu krystalicznego O,LDk,0,8 mI pły-
nu Earla, 0,2 ml zawiesiny macierzystej. Po dokład-
nym wymieszaniu i naniesieniu na komorę, liczyć żywe
komórki tra powierzchni 1 mm2 (16 małych kwadraci-
ków wzdłuż przekątnej komory). Otrzymany wynik
pomnożyć ptzez 5 (głęŁiokość komory wynosi 0,2 mm),

Ryc. 1. Hodowla komórek zarodka indyka

bówkach) ptzez 5 minut z szybkością 800-1
tów na minutę. W czasie biegu trypsynizacji
wać potrzebną ilość podłoża namnażającego o
plyn Earla zawierający antybiotyki po 100 j. na m1 i
czerwień fenolową 0,001-0,0029ó - 80%, 5l)ó roztwór
hydrolizatu laktalbuminy - 100ló, surowica cielęca -10%. (W razie potrzeby skorygować pH podłoża,

612



Nr 10 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXIII

dalej pomnożyć ptzez 10 (rozcieńczenie wstępne za-
wiesiny macierzystej §9 liczenia) i pomnożyć przez
1 000, uzyskując w ten spoisób liczbę komórek w jed-
nym ml zawiesiny macierzystej. Wygodnie jest spo-
tządzić najpierw gęstszą zawiesinę potrzebną do roz-
lewania na płytki, wykonać odpowiednią ilość płytek,
następnie zawiesinę rozcieńczyć 1:2 dodatkową ilością
podłoża namnażającego i rozlewać do probówek po
2 ml, do butelek Legrout, butelek Philipsa po 12-18
ml, względnie do butelek Rour po 80-100 ml. Naczy-
nia szczelnie zamknąć jałowymi korkami gumowymi
(z gumy nietoksycznej).

NaCl. Użyc e do zakażenia wyjściowego zawiesiny
przygotowanej bezpośrednio ze zmian o,spowych skór-
nych, czy śluzówkowych od chorych ptaków, nie jest
korzystne ze względu na występowanie obfitej flory
bakteryjnej postronnej. Przy pasażowaniu wirusa w
hodowli komórek, materiałem do zakażenia nowej ho-
dowli jest płyn utrzymujący z poprzedniego doświad-
czenia, W przypadku miareczkowania, należy sporzą-
dzić serię rozcieńczeń materiału wirusowegg w podło-
żu utrzymującym, lub w płynie Eorle, stosując dziesię-
ciokrotne (przeważnie) rozcieńczanie wirusa wg zasa-
dy 0,3 * 2,7 ml.

Zakażanie wirusem hodowli komórek można prze-
prowadzić w dwojaki sposób: a) dodając materiał wi-
rusowy wprost do podłoża utrzymującego, lub b) ,sto-
sując adsorpcję wirusa do komórek hodowli. W tym
drugim przypadku, podłoże namnażające należy usu-
nąć z hodowli, hodowlę przepłukać podłożem trtrzy-
mującym, względnie samyrn płynem Earla, Płyn ptze-
płukujący usunąć z hodowli, po czym dodać material
wirusowy i adsorbować go na komórkach w tempera-
turze 37" przez okres 7-2 godzlny. Po adsorpcji, płyn
z wirusem można usunąć, lub pozostawić (hodowla
może być także przepłukana, ieżeli wymaga tego do-
świadczenie), po czym dodać do hodowli podłoże
utrzymujące. Darłlka zakażająca wynosi przy miarećz-
kowaniu i pasażowaniu szczepów zaadaptowanych, dla
probówek 0,1 ml, dla bute]ek Legrout, butelek Phźlźp-
sa 0,5-1,0 ml, dla bute]elr Roalr 5,0-10,0 ml, a dla pły-
tek Petriego o średnicy ca 44 mm 0,2 mI. Dla szcze-
pów niezaadaptoŃvanych, lub trudnych w hodowli, w
pierwszych kilku pasażach lepiej sto,sować duże dawki
0,5_1,0 ml na probówkę.

Dodatkowego omówienia wymaga zakaźenie wiru-

Ryc. 5. Hodowla komórek zarodka gęsi

sem hodowli komórek na płytkach Petrżego, Hodowle
takie zakażane są z reguły przez zastosowanie jedno-
godzinnej adsorpcji wil,usa, przeprowadzanej w tem-
peraturze 37o, w cieplarcę z dopłyrvem CO2. Zakażone
wirusem hodowle można dalej inkubować w cieplarce
z ctt4głym dopływem CO, w dwojaki sposób: pod war-
stwą płynnego podłoża utrzymującego, lub pod rvar-
stlvą odżywczego żelu agarowego, tzw. ,,overdlay" do
,,piaque test" wedłurg rnet,ody DuLbecco (5).

6. Pokrgtnanie hodollsi.ż komórek u:arstuą żelu aga-
rou)ego. Wykonanie tego zabiegu po przepro,wadzonej
adsorpcji wirusa, ,stwarza specjalne wyrnogi dotyczące
czasu wykonania, a zwłaszcza temperatury używanych
płynów. Płyn do wykonania ,,overlay" składa się w
równych częściach z trzech składników: podwójnego
płynu Earla, ekstraktu embrionalnego i 3% agaru w
wodzie redestylowanej. Do pokrycia płytki o średnicy
ca 40 mm potrzebne jesi 3,0-3,5 ml płynu, dla płńki
o średnicy ca 60 mm 5,5-6,0 mI, a dla płytki ,o średni-
cy ca 100 mm ca 8-10 ml.

Po wstawieniu płytek do cieplarki w celu adsorpcji
wirusa do komórek, rozpuśció w łaźni wodnej 3%
agar i po rozpuszczeniu butelkę z agarem przenieść
do łaźni wodnej o tempeTaturzę 43-45o, Na 15 minut

Ęyc, 3. Hodowla komórek zafodka kuly

o założongch hodowl,i komórek,
owa hodoŃli oraz wymiana pod-
na podłoŻe utrzymujące w hodo-
odków różnych gatunków ptaków,

rnoże być prz gólnie prz:,jęty
sposób. Temp 37o, czas inku-
bacji 20-2a odzin (głównie
hodowle kom dowle na płyt-
kach Petriego ttzeba inkubować w cieplarce z dopły-

Ryc. 4. Hodowla komórek zarodka kaczki

5. Zakażanźe hodoulź llsżrusem. Materiałem wyj-
ściowym do zakażenia hodowli komórek jest 107o za-
wiesina (waga/objętość) zakażonej ,wirusem błony kos-
mówkowo-omoczniowej zarodka kury, w płynie utrzy-
mującym, płynie Eorio, lub buf or914,ym roztworz€

o., r
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przed upływem czasu adsorpcji wirusa, dodać do po-
dwójnego plynu Earla podwójną ilość antybiotyków
(po 200 j. na ml) oraz zwykłą ilość czerwieni fenolo-
wej. Odpowiednią ilośó tego płynu przenieśó do jało-
wego cylindra, następnie dodać taką samą ilość od-
wirowanego ekstraktu embrionalnego i cylinder do-
stawić do łaźni wodnej o temperaturze 43-450. Gdy
upłynie czas adsorpcji wirusa, dodać do cylindra na-
leżną ilość rozpuszczonego agaru, dokładnie wyilnie-
szać i z cylindra pozostającego stale w łaźni wodnej

komórek w tym okresie czasu (l8). W tym celu w
tr,zecim i szóstym dniu inkubacji dać na powierzchnię
agaru płyn odżywczy o składzie: jedna część ekstrak-
tu embrionrlnęo i dwie częś płynu
Eorla. Na I ytki o śre,dnicy ca 40 1,5 ml
płynu, na l ytki większe od,powi

|--
I S cześci -| Zo/o ag^t Difco w wodzie redestylowanej

1) Tc vitamins Eagle 100 x, DIFco. l) Tc Amino Acids
L 100 X, DIFco. l) Tc Glutamine Sterile 50/o desiccated,
DIFco. |) w razie potrzeby pII połvyższego płynu można
korygować przez dodanie 8-100/o NaI{Col.

W metodzie wzorowanej na metodzie Dulbecco (ó),

,,overlay" składa się z podwójnego płynu Eagla (ptzy-
gotowanego na podwójnym płynie Eorlo) i z surowicy
cielęcej, znieszanych w proporcji 6:5 z 2% agarern.
Dokładny skład ilustruje następujące zestawienie:

Technika wykonania jest analogiczna jak poprzed-
nio opisano, Przy tej metodzie ogniska wywoływane
przez wirusy ospy ptaków pojawiają się wqześniej, bo
na 5-6 dzień po zakażeniu hodowli i nie zachodzi
potrzeb,a dodawania płynów odżywczych na po-
wierzch,nię agaru. Metoda druga jest wygodniejsza,
wymaga jednak stosowania importowanych prepara-
rtów, w metodzie pierwszej preparaty te zastępuje
ekstrakt ernbrionalny.
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KRYSTYNA ZIMOWSKA

20 ml

B0% pł. 20 nrl
Eagla 4)

(pod- 6 mt
wójny) 0 o00 j.

1 000 ml

20% sur

foranu arnorrowo-neagnezowego, kolorymetrycznym
określaniu związanego fosforu metodą Fźskego-Sub-
barousa i obliczeniu równoważnej zawartości magne-
zu.

IL Metoda Carubelliego (4,10) i III. metoda Hola-
śka i Flaschka (5). Polegają na kompleksometrycznym
miareczkowaniu magnezu, kompleksonem III wobec
czerni eriochromowej T w środowisku amoniakalnym,
po uprzednim usunięciu wapnia.

IV. Metoda Bijchnera i Schóne (3) polega na §pala-
niu suro,wicy z HzSOł i 30% H2O2 w celu usunięcia
nadmiaru szczawianu amonu, który tworzy z magne-
zem kornpleks i utrudnia obserwację miareczkowa=
nia (3). Po spalen,iu płyn neutralizuje się i oznacza
magnez przez miareczkowanie kompleksonem III.

V. Metoda Lange'go (9).

VI. Metoda Andreansena (1). W obu metodach żół-
cień tytanowa w środowisku alkalicznym pH 11-12
tworzy z koloidalnie rozpr,o§zonym wodorotlenkiem
magnezowym czeTwony zsriązek kompleksowy, któ-

Ocena metod oznaczania poziomu magnezu w surowicy
Katedra Farmakologii Wydzlału Weterynarii wsB w Lublinie

Kierownik: prof. dr G. sTAŚKIEwIcz

Do oznaczania poziomu magnezu w surowi-
cy stosuje się §zereg metod i jak dotychczas
żadna z nich nie została uznana za metodę
standardową.

W ostatnich latach za najbardziej przydatną
do badań klinicznych uważa się metodę Lan-
ge'go (9) Lub And,reansena (1). W pracy tej
zajęliśmy się oznaczaniem poziomu magnezu
w surowicy szeŚcioma metodami w celu wy-
brania jednej z nich nadającej się najlepiej do
rutynowych oznaczeń.

Materiał i rnetody.
Badano surowice od 10 krów tzeźnycit, w okresie

od 28.IX,-6.X.1966 r. następującymi rnetodami:
I. Metoda pośrednia przez oznaczanie fosforu (2, 6)

polega na rł,ytrącaniu magnezu w postaci osadu fos-
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