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Wysoki stopień wyl<orzystywania wewnętrz-
nej powierzcktni naczyń używanych w rotacyj-
nej metodzie namnażania komórek i wirusów
przesądzil o powszechnym stosowaniu tej me-
tody w ba,daniach naukowych i produkcji wie-
lu biopretrraratów, wymagających użycia zllacz-
nych iłości wirusowego antygenu. Pierwowzo-
rem okrągłościennych naczyń hodowlany,ch
była niewątpliwie probówka zastosowana w ro-
tacyjnej metódzie hodowli tkanek (rołl tubes
tissue culture) (2) lub we wcześnieiszvch ,iesz-
cze próbach (3, 7)" Naczynia ho,dowlane obec-
nie stosowane w rnetodzie rotacyjnej to okrąg-
łościenne butle o pojemności od ki]kuset ml do
kiltkunastu litrów, ,ojbracarre róznego typu i
."vielkości rotorami lub rolerami, okresowo
wstawianymi do cieplarek lub termostatowy,ch
pomieszczeń wzg,lędnie stanowiącymi stałe wy-
posażenie szafow5rch inkubatorów, czy hal ter-
_o.1r191zych.

Wielokrotne zwiększenie wewnętrznej po-
wierzchni naczyń jesi takze możliwe w stacjo-
narnej m,etodzie hodowłi komórek przez zasto-
sowanie mikronośnika (microcarrier) (72, 13),
specjalnych wl<ładek (4) lub umieszczenie
szklanych perelek w naczyniach (10). Mikro-
nośniki produkowane plzez określone firmy,
np. ,,Cytodex" Pharmacia Fine Chemicals
(Szwecja), ,,Biosilon" A/S Nunc (Dania), zna-
Iazły zastosowanie do namnażania na wielką
skalę zwierzęcych komórek i do produkcji
szczepioneik (14). Wobec znanych tru.dności w
uzyskiwaniu dla pra,cowni wirusologicznych
aparaturowego i materiałowego wyposażenia z
importu (6), podjęto poszkuwianie prostych, ale
skuteczny,ch metod namnażania komórek i uzy_
skiwania wvsokiego plonu wirusa, ptzy zasto-
sowaniu wyposażenia dostępnego na krajowym
rynku.

Wykonane próby polegały na;

- wykorzystaniu buteleil< do plazmy w rota-
cyjnej rnetodzie namnażania komórek i wiru-
sów, a to ze względu na clobrą jakość szkła i
nietoksyczność gumowvclr kapsli zabezpiecza-
nych metalową nakrętką,

- przystosowaniu do tego celu rotora ]ub ro-
lera dostępnego na krajowvm rynku 1ub uzy-
skaniu takiego wc rł.}asnym zakresie,
-_ T]rz€pr()rvadzenju oceny efektywności na-
mnnzilniir komórek i wirusów mctodą rotacyj-
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Nomnozonie komórek iwirusów melodq rolocyinq

ną w butelkach do plazmy (w warunkach za-
ataptowanego wyposażenia), w porównaniu z
metodą stacjonarną w zwyl<łych butelkach
Roux, zawierający,ch jedną warstwę szklany,ch
perełek i z metodą rotacyjną w butelkach do
plazmy 250 ml wypełnionych szklanymi pe-
rełl<arni. Badania miały charakter modelowy i
były przeprowadzone na wybranej, ustałonej
linii komórkowej, z celowyrn użyciem dwóch
wirusów, rrależących do rózrrych rodzin, Ptzy-
jęto, że miernikiem efektywnoś,ci metody i spo-
sobu namnażania komórek w porównywanych
hodowlach, zalożonych z jednakowej objętości
zawie,siny komórek, będzie stopień gęstości ho-
dowli i ogólny plon komórek uzyskany w da-
nym naczyniu po jednakowym czasie inkuba-
cji, a miernikiern efektywności namnazartia
wirusów będzie miano wirusa w porównywa-
nych hodowlach komórek, uzyskiwane w jed-
nakowym czasie po zastosowaniu jednakowe.j
dawki zakaźniącei, Morfologiczne i cytoche-
miczne ,cbserwacje porównawcze komórek na-
mnożonych rneto,dami stacjonarną i rotacyjną,
przedstawiono w oddzielnej publikacji (10).

Material i lmeto,dy
l,inia komórek. Dcl rncdelo,wych badań,

lonej linii komórek nerki świni IB-I{S-2jęciu z ciekłego azotu k,omórki IB-RS-2
przez 4-5 pasaży metodą sta,cjonar.lrą, w spo,sób ru-
tynowy, przy zastosowaniu płyrrów i podłoży dostar-

nę o gęstości około 3XlOs komórek/ml podłoża na-
mnażającego i rozdzielano ją po 100 ml do:

- zwykłych butelek Roux 1000 ml, ustawianych
w cieplar,ce CWE-Z (lI),

__ buitelek R,oux 1000 ml, zawierających jedną war-
stwę szklanych perełek o śred,nicy 8-9 mm, wsta-
wianych ,do cieplarki CWE-2 (II),

- butelek do pJazmy 500 mt, układanych na ro]e_
rze w cieplarce CWE-2 (III),

- butelek do plazmy 500 ml, wsta,ł,iany,ch w uch-
wyty Viruto,ra (IV),

- hltte ek do plazmy 250 ml, całkowicie wypełnirr:
nych szklanymi pelełkami o średnicy B _.9 m,nt, wsrta-
wianych lv rrchwyty Virutora (V).
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Charakterystykir aparatów

ratury SGGW-AR,

Ryc. 1 Virutor wyposażony w statywy do umocowanra
różnej po,jemnoścl-butele,k do plazmy, widok z boku

p,r,o,ste w ,obsłudze.
j we. Hodowle komórek na-

narną i lortaayjną obserwo-
wano przy użyci,u mikroskopów o,dwrócony,ch MOD-2
PZO luib Televal Zeis,sa. Oceniano prawidło,wość roz-
woju hodowli, stopień pokrycia komórkamli powierz-
chni na,czyń oraz morfołogię kornórek przed zakaże-
niem wir,usa i po zakażeni,łr, d,la oceny stopnia nasi-
lenia elektu cytopatycznego (CPE).

Określanie plonu komórek. Hodowle kornórek uzna-
wano za dostatecznie wyrośnięte, cdy w jednytn
z porórvnywalnych sposobów namnażania komórek
uzyskiwa,no 90-1000/o pokrycia powierzchni naczynia
warstwą komórek. Po jednej butelce każdego sposobu
hodowli komórek plzeznaczano do określenia plonu.
Tłodrlw]e plzt:płlrkJwartrl l<t,ótkrl PB§j-T, rJrldawano nrl-
wą porcję 10 rll1 I)BS-'I'lra l_r,ulelkę (elo butćlelt z pe-,

rełlrami 50 rnl I)BS-T) ,i lvstawiano elo cieplarki. Po

,|

Ryc. 2. Virutor umieszczony we własnej kotnorze izrl-
termiczne j, wykonane j przez techn. A, Groneckiego

Ryc. 3. Roler wykonaly ptzez inż. K. Łukasiewicza,
mode1 na 12 butelek do plazmy 500 ml, umieszczony

w komorze cieplarLi CWE-2

oclklejeniu ,komó,rek, zawiesi,ny zbierano do o,ddziel-
nych xlrobówek wirówkowych i wirowano ETzez
10 min. przy 1000 obr./min, Osady kornórek zawie-
szano w oddzielnych 10 ml por,cjach b,uforowe,go loz-
tworu fizjologiczrrógo (PBS) i liczon,o kornórki w kor
morze Biirkera, w sposób stosowany do określania
gęstości zawiesiny komórek przygo,towywanych do
zamrożenia w cieil<łym azocie (11). Rozcieńczenie
wstępne 1/10 uwzględniono przy końcowym wylicze-
niukomórekwlml.

Szczepy wirusa. Użyto własnego szczepu pikornawi-
rusa świń, określonego jako Enterouirus Pll73-P, na-
mnażającego się dobrze w komórkach linii IB-RS-2
oraz herpeswirusa koni Equid herpesvirus 1, szczep
RAC-H, który otrzynano od plof. dr St, Woyciechow-
skiej,

M]anowanie wilusów. Do określania plonu wirtt-
sobach hodowli korirórek
butelelr z hodowlą ko,mó-
czt:niu lltrte]e.,lt do rlt:ęlly
ne trL,lt1,1W]c zaltażanu je,d-
mego wirusa. Namnażanie
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wirusa przerywano w jednakowym czasie we wszyst-
kich ho,dowlach, po osiągrrięciu w jednej z porówny-
wanych hodowli 60-1009o CPE. B,ultel,tki zarnrażano
w temperaturze -20oC, następnie odmrażano, zbiera-
no zawiesinę wirusa z każdej butelki Qo oddzieinego
na,czynia i mia rowano metodą probówlcową w h,o,do-
wli komórek IB-RS-2. Obliczano miano wirusa
w CCID5o/rrr wg ,metody Kdrber (5), na podstawie
tablic oprac,ołvanych przez Lolrenza (8). Końcowy wy-
nik podawano jako średnią logarytmiczną.

Wyniki i omówienie
Mikroskopowe obserwacje hodo-wli komórek

iinii IB-RS-2 namnazanych metodą stacjonarną
w butelkach Roux i metodą r,otacyiną w bu-
telkach do plazmy wykazały, ze dynarnika na-
mnażania komórek w różnych systemach i spo-
sobach hodowli nie była tak sama. W jedna-
kowym czasie lB, 24 i 48 h po założeniu ho-
dowli, największą gęstość i największy sto-
pień - 100% pokrycia powierzchni szkła jed-
ną warstwą kornórek uzyskiwano w zwykłych
stacjonarnych hodowlach w butelkach Roux
1000 ml (I) i w rotacyjnych hodow]ach w bu-
telkach do plazmy 500 ml poruszalnych role-
rem (III), średnią gęstość i stopień pokrycia
B0-900/o uzyskiwano w buteikach Roux
1000 ml z jedną warstwą perełek szklanych (II)
i w rotacyjnych h,odowlach w butelkach dcl
plazrny 500 mI poruszanych Virutorem (IV), a
niedostateczną gęstość hodowli i stopień po-
kiycia 30-400/o powierzcrrlni szkła observr'owa-
no w hodowlach komórek inkubowanych rota-
cyjnie w Virutorze w butelkach do plązmy
250 mł (V), wypełnionych szklanymi perełka-
mi (ryc. 4. A, B, C, D). Teorytycznie rnozna
było oczekiwać, że im większa wewnętrzna
powierzchnia naczynia uzytego do hodowli ko-
mórek, tym większe będą możliwości uzyska-
nia wysokiego plonu komóre[<, a co za tym
idzie wysokiego plonu namnoż,onego wirusa. Z
przeprowadzonych po,miarów wyńikało, że to-
bocza powierzchnia wewnętrzna bute]ki Roux
1000 ml, używanej zwykłej stacjonarnej meto-

Ryc. 4. Gęstość hodowli konórek lin,ii IB-RS-Z
w 48 h po założeniu; powiększenie mikroskopowe ok,
63X: A - stacjonalna metoda, butelka Roux 1000ml
(I), B -- rotacyjna metoda, butelka do plazrny 500 ml,
inkubacja w Virutorze (IV), C - rotacyjna,metoda,
butelka dcl płirzlny 250 m], wypełniona szklanymi pe-
relkirnli. ittkttbat:jil w Virlllorze (V), D - r,otllr:yjna
ltrctod-a, butelka rlcl plazrny 500 m1, itllrul.racja 1};l 1]1,]-

1erze (1II)
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dzie (I) rvynosi 162 cn2 (l000io). Roboeza po-
wierzchnia wewnętrzna butelki do plazmy
500 ml, zastosol,vanej w warunkach rotacyjnej
metody (III i IV) wynosi 2B0 cm2 (173%) a ro-
bocza, wewnętrza powierzchnia samych tylko
ścian butelki do plazmy 250 nl użytej ze
szklanymi perełkami vl rotacyjnej metodzie
(V) - wynosi 252 cmz (156%). W tym ostatnim
sposobie hodowli komórek i w butelkach Roux
1000 m1 z iedną warstwą szklanych perełek (II)
robocza powierzchnia jest w Tzeczywistości kil-
ka lub kiikakrotnie wię[<sza, a to ze względu
na duzą powiezchnię tworzoną przez szklane
pęrełki.

Tab. 1,
komórek

Porównywane rnetody i sposoby namnażania
1inii IB-RS-Z oraz uzyskiwane plony ko,mó-
, rek

sPosobu
hodołt.

Melodd Jposóó hodołti

stagonarna
óućetki ęoux
bućetki Rouł z iedną łąrsćłą
§zkla29ch Perezek

6,/ł
ó,24

y
rotacgjna

óutetkl do Ptdzal 5ooml- loter
b u! elł l do Pl dzhy,ro0 m! - l/lru ć o,
butelki do pldzau 25oD1 ,upeł-
oione sz*tąhgni brećłaai -lźlulor

6,o2

5,90

objaśnienie: * 
- średnie geofiretryczne wartości z trzech

doświadczeń pierwszej serii.

Tab. 2. Miana mo wirusów uzyskiwane w
hodowli ko,mórek S-2 me,todą stacjonarną
w bute]kach Roux rotacyjną w butelkach

objaśnienia: oznacZenie sposObu ]T odowli jak ,\v tab, t.
rtlłJryka 3 ; i,* - śrcdnic geolletryczne M,artości z 3-5 do-
śWiadczeń druglej Serii.

Wykonane badania nie potwiedziły teole-
tycznych założeń. Wyniki zebrane w tab. 1 i
tab 2. wskazują, ze plony kornórek i modelo-
wych wirusów, uzyskiwane w rotacyjnej me-
todzie nie są proporcjonalne do wielkości ro-
boczej powierzchni naczyń, w porównaniu ze
zwykłą stacjonarną nretodą namnazania ko-
mórek i wirusów w butelkach Roux 1000 m1
(I) oraz metodą stacjonarną zmodyfikowaną
ptzez dodanie do butelek jednej warstwy
szklanych perełek (II). Porównanie fl.onóŃ ko-
móre[< i wirusów, uzyskiwanych ptzy nafi)na-
zaniu rnetodą rotacyjną w butelkach do plaz-
my 500 ml, poruszanych rolerenr inz. Łukasie-
wicza (III) i poruszanych Virutorem (IV) wy-
kazało przewagę tego pierwszego sposobu. Is-_t
totnym czynnikiem była mniejsza liczba obro-
tów na godzinę, wykonywanyctt przez butejki
umieszczone na \\,ałaclr rolera. Ponieważ na-
n]nazanie ktlirrórek i wirusów nretodą w bu-
telkach do plazmy 500 m1, poruszanych role-

do plazmy
nżerofutrus Pl/72-p BAc,H

lo9 cc/Dso/ml

6, Z48
8,oo
7,8o

l09
7,10
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2. Rotacja naczyń z hodowlą komórek z
szlbkością 7,5 obr.lh jest korzystniejsza niż to-
tacjaj. o śre,dnicy B-9
mm ej, roboczej po-
wierzchni hodowlany,ch naczyń w rytunowei
hodowli komórek, daje lepsze efekty w postaci

dnie buteleil< Roux w stac*
niż,całkowite wypełnienie

uzywanych w metodzie ro-
tacyjnej.
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Obserwuje sie obecnie powszechny wzrost zainte-
,".-Ńinii " t.ra"i własnyń rodowodem, ustalaniem

|,Ill,gii Weterylt;l ryilro.i.
Lństolia Klrrriki- zaczął.a się 15 r,vlześnia 1881 r,,

kiedy to ,,Najjaśniejszy Pan, Jego C. K" Apostolska
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