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Wysoki stopien wykorzystywania wewnetrz-
nej powierzchni naczyn uzywanych w rotacyj-
nej metodzie namnazania komoérek i wirusow
przesadzil o powszechnym stosowaniu tej me-
tody w badaniach naukowych i produkcji wie-
lu biopreparatéow, wymagajacych uzycia znacz-
nych iloci wirusowego antygenu. Pierwowzo-
rem okragloSciennych naczyn hodowlanych
byla niewatpliwie probowka zastosowana w ro-
tacyjnej metodzie hodowli tkanek (roll tubes
tissue culture) (2) lub we weczesdniejszych jesz-
cze probach (3, 7). Naczynia hodowlane obec-
nie stosowane w metodzie rotacyjnej to okrgg-
loscienne butle o pojemnosei od kilkuset ml do
kilkunastu litréw, obracane rdéznego typu i
wielkodci rotorami lub rolerami, okresowo
wstawianymi do cieplarek lub termostatowych
pomieszczenn wzglednie stanowigcymi stale wy-
posazenie szafowych inkubatoréw, czy hal ter-
mostatowych. °

Wielokrotne zwiekszenie wewnetrznej po-
wierzchni naczyn jest takze mozliwe w stacjo-
narnej metodzie hodowli komodrek przez zasto-
sowanie mikronoénika (microcarrier) (12, 13),
specjalnych  wkladek (4) lub umieszczenie
szklanych perelek w naczyniach (10). Mikro-
nos$niki produkowane przez okreslone firmy,
np. ,.Cytodex” Pharmacia Fine Chemicals
(Szwecja), ,,Biosilon” A/S Nunc (Dania), zna-
lazly zastosowanie do namnazania na wielkg
skale zwierzecych komérek i do produkeji
szczepionek (14). Wobec znanych trudnogei w
uzyskiwaniu dla pracowni wirusologicznych
aparaturowego i materialowego wyposazenia z
importu (6), podjeto poszkuwianie prostych, ale
skutecznych metod namnazania komorek i uzy-
skiwania wysockiego plonu wirusa, przy zasto-
sowaniu wyposazenia dostepnego na krajowym
rynku.

Wykonane préby polegaly na:

— wykorzystaniu butelek do plazmy w rota-
cyjnej metodzie namnazania komérek i wiru-
sow, a to ze wzgledu na dobrg jako$é szkla i
. nietoksycznosé gumowych kapsli zabezpiecza-
nych metalows nakretka,

— przystosowaniu do tego celu rotora lub ro-
lera dostepnego na krajowym rynku lub uzy-
skaniu takiego we wlasnym zakresie,

-— przenrowadzeniu oceny  efektywnosci na-
mnazania komdrek i wirusdéw metods rotacyj-
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na w butelkach do plazmy (w warunkach za-
ataptowanego wyposazenia), w poréwnaniu =z
metoda stacjonarng w zwyklych butelkach
Roux, zawierajgcych jedng warstwe szklanych
perelek i z metodg rotacyjng w butelkach do
plazmy 250 ml wypelnionych szklanymi pe-
relkami. Badania mialy charakter modelowy i
byly przeprowadzone ma wybranej, ustalonej
linii komérkowej, z celowym uzyciem dwéch
wiruséw, nalezgeych do réznych rodzin. Przy-
jeto, ze miernikiem efektywnos$ci metody i spo-
sobu namnazania komérek w poréwnywanych
hodowlach, zalozonych z jednakowej objetosci
zawiesiny komorek, bedzie stopien gestosci ho-
dowli i ogélny plon komoérek uzyskany w da-
nym naczyniu po jednakowym czasie inkuba-
cji, a miernikiem efektywnosci namnazania
wirusé6w bedzie miano wirusa w porownywa-
nych hodowlach komodrek, uzyskiwane w jed-
nakowym czasie po zastosowaniu jednakowej
dawki zakazajacej. Morfologiczne i cytoche-
miczne obserwacje porédwnawcze komoérek na-
mnozonych metodami stacjonarng i rotacyjna,
przedstawiono w oddzielnej publikacji (10).

Material i metody

Linia komorek. Do modelowych badan uizyto usta-
lonej linii komoérek nerki $wini IB-RS-2 (1). Po wy-
jeciu z cieklego azotu komérki IB-RS-2 namnazano
przez 4—5 pasazy metoda stacjonarna, w sposob ru-
tynowy, przy zastosowaniu plynéw i podlozy dostar-
czanych przezx Wytwornie Surowic i Szezepionek w
Lublinie. Jako podloze namnazajace stosowano podlo-
ze Eaglea’a 1959 (MEM) 90% i surowice cielecg 10%
z dodatkiem antybiolykéw. Podleze utrzymuijace za-
wieralo fe same skladniki, ale tylko 1% surowicy cie-
lece].

sposoby hodowli. Po uzyskaniu dostatecznej licz-
by subkultur zapewniajgcych odpowiednig mase po-
tomnych komérek do wykonania pelnego dofwiadeze-
nia hodowle, trypsynizowano w sposéb rutynowy przy
uzyciu 0,25% trypsyny (PBS-T), sporzadzano zawiesi-
ne o gestoSei okoto 3X105 komérek/ml podloza na-
mnazajacego i rozdzielano jg po 100 ml do:

— zwyklych butelek Roux 1000 ml, ustawianych
w cieplarce CWE-2 (I),

— butelek Roux 1000 ml, zawierajacych jedna war-
stwe szklanych peretek o §rednicy 8—9 mm, wsta-
wianych do cieplarki CWE-2 (I1),

— butelek do plazmy 500 m!, ukladanych na role-
rze W cieplarce CWE-2 (III),

— butelek do plazmy 500 ml, wstawianych w uch-
wyty Virutora (IV),

~— butelek do plazmy 250 ml, calkowicie wypelnio-
nych szklanymi perelkami o §rednicy 8 -9 mm, wsta-
wianych w uchwyty Virutora (V).
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Kazdorazowo sporzadzano co najmniej 2 komplety
porownywalnych hodowli komérels. Butelki do pla-
zmy zamykano oryginalnymi gumowymi kapslami z
metalows nakretka. Wszystkie hodowle komdrek in-
kubowano w temp. 37°C przez jednakowy okres.

Charakterystyka aparatow

a) Rotor. Zastosowano ,,Virulor” typ Labor 3981/01,
produkeji WRL, dajacy 14 obroiéw na godzing, dosie-
pny na rynku krajowym w potowie lat siedemdziesia-
tyeh. Rotor przystosowano do butelek do plazmy przez
wykonanie specjalnych, wymiennych statywow z uch-
wytami, pozwalajacymi na lalwe i szybkie umocowy-
wanie butelek do plazmy o pojemnosei 500 ml, 250 ml
i 100 ml. rye. 1. Virutor umieszezono w specjalnej,
izotermicznej kemorze z termoregulatorem kontakto-
wyin i wiatraczkiem stale wymuszajgeym konwekcje
powietrza w komorze, co zapewnialo rownomierng
temperature 37°C, z dokladnoscia do £0,5°C, ryc. 2.
Siatywy z uchwytami i kemore skonstruowal na za-
mowienie technik Alfred Gronecki z Zakladu Apa-
ratury SGGW-AR.

Ryc. 1. Virutor wyposazony w statywy do umocowania
rozrrej pojemnosci butelek do plazmy, widok z boku

b) Roler. Wykorzystano urzadzenie inz. Kazimierza
Fukasiewicza z Wylworni Surowic i Szczepionek w
Warszawie, wykonane na zamowienie. Pod wagledem
wymiaréw roler byt dostosowany do umieszezenia w
komorze cieplarki CWE-2, ryc. 3. Roler pozwalal na
poruszanie od 1 do 12 butelek plazmy o pojemnos$ci
500 ml, z szybkodcia 7,5 obrotéw na godzine. Urza-
dzenie bylo niezawodne | proste w obstudze.

Obserwacje mikroskopowe. Hodowle komérek na-
mnozonych metoda stacjonarna i rotacyjna obserwo-
wano przy uzyciu mikroskopéw odwroconych MOD-2
PZO lub Televal Zeissa. Oceniano prawidlowosé roz-
woju hodowli, stopien pokrycia komoérkami powierz-
chni naczyn oraz morfologie komoérek przed zakaze-
niem wirusa i po zakazeniu, dla oceny stopnia nasi-
lenia efektu cytopatycznego (CPE).

Okreélanie plonu komoérek. Hodowle komérek uzna-
wano za dostatecznie wyrodniete, gdy w jednym
z poréownywalnych sposcbow namnazania komoérek
uzyskiwano 90—100% pokrycia powierzchni naczynia
warstwa komorek. Po jednej butelce kazdego sposobu
hodowli komoérek przeznaczano do okre$lenia plonu.
Hodowle przeplukiwano krétko PBS-T, dodawano no-
wa poreje 10 m1 PBS-T na bulelke (do bulelek z pe-
relkami 50 ml PBS-T) i wstawiane do cileplarki. Po

Ryc. 2. Virutor umieszczony we wiasnej komorze jzo-
termicznej, wykonanej przez techn. A. Groneckiego

Ryc. 3. Roler wykonany przez inz. K. Lukasiewicza,
model na 12 butelek do plazmy 500 ml, umieszczony
w komorze cieplarki CWE-2

odklejeniu komérek, zawiesiny zbierano do oddziel-
nych probéwek wiréwkowych 1 wirowano przez
10 min. przy 1000 obr./min. Osady komoérek zawie-
szano w oddzielnych 10 ml porcjach buforowego roz-
tworu fizjologicznégo (PBS) i liczono komoérki w ko
morze Biirkera, w spos6b stosowany do okreslania
gestoSci zawiesiny komoérek przygotowywanych do
zamrozenia w cieklym azocie (11). Rozcienczenie
wstepne 1/10 uwzgledniono przy koncowym wylicze-
niu komérek w 1 ml.

Szezepy wirusa. Uzyto wlasnego szezepu pikornawi-
rusa $win, okre§lonego jako Enterovirus P1/73-P, na-
mnazajacego sie dobrze w komorkach linii IB-RS-2
oraz herpeswirusa koni Equid herpesvirus 1, szczep
RAC-H, kiory otrzymano od prof. dr St. Woyciechow-
skiej.

Mianowanie wiruséw. Do okreflania plonu wiru-
sow w poszezegolnych sposobach hodowli komodrek
wykorzystywano od 2 do 4 butelek z hodowla komo-
rek, pozostalych po wysnaczeniu butelek do oceny
plonn komorek, Porownywane hodowle zakazanw jed-
nakowymi dawkami tego samego wirusa, Namnazanie
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wirusa przerywano w jednakowym czasie we wszyst-
kich hodowlach, po osiggnieciu w jednej z pordéwny-
wanych hodowli 60—100% CPE. Butelki zamraZzano
w temperaturze —20°C, nastepnie odmrazano, zbiera-
no zawiesine wirusa z kazdej butelki do oddzielnego
naczynia i mianowano metoda probowkowa w hodo-
wli  komérek IB-RS-2. Obliczano miano wirusa
w CCIDg/ml wg metody Kérber (5), na podstawie
tablic opracowanych przez Lorenza (8). Koncowy wy-
nik podawano jako $rednig logarytmiczna.

Wyniki i omowienie
Mikroskopowe obserwacje hodowli komorek
linii IB-RS-2 namnazanych metodg stacjonarng
w butelkach Roux i metodg rotacyjng w bu-
telkach do plazmy wykazaly, ze dynamika na-
mnazania komérek w réznych systemach i spo-
sobach hodowli nie byla tak sama. W jedna-
kowym czasie 18, 24 1 48 h po zalozeniu ho-
dowli, najwickszg gestos¢ i najwiekszy sto-
pien — 100% pokrycia powierzchni szkla jed-
ng warstwg komorek uzyskiwano w zwyklych
stacjonarnych hodowlach w butelkach Roux
1000 m! (I) i w rotacyjnych hodowlach w bu-
telkach do plazmy 500 ml poruszalnych role-
rem (III), $rednig gestosé i stopien pokrycia
80—90% wuzyskiwano w butelkach Roux
1000 m! z jedng warstwg perelek szklanych (IT)
i w rotacyjnych hodowlach w butelkach do
plazmy 500 ml poruszanych Virutorem (IV), a
niedostateczng gestos¢ hodowli i stopien po-
krycia 30—40% powierzchni szkla obserwowa-
no w hodowlach komorek inkubowanych rota-
cyjnie w Virutorze w butelkach do plazmy
250 ml (V), wypelnionych szklanymi perelka-
mi (ryc. 4. A, B, C, D). Teorytycznie mozna
bylo oczekiwaé, ze im wieksza wewnetrzna
powierzchnia naczynia uzytego do hodowli ko-
morek, tym wieksze bedg mozliwosci uzyska-
nia wysokiego plonu komoérek, a co za tym
idzie wysokiego plonu namnozonego wirusa. Z
przeprowadzonych pomiarow wynikalo, ze ro-
bocza powierzchnia wewnetrzna butelki Roux
1000 ml, uzywanej zwyklej stacjonarnej meto-

S

Ryc. 4. hodowli komoérek linii IB-RS-2

Gestosé
w 48 h po zatozeniu; powiekszenie mikroskopowe ok.
63X: A — stacjonarna metoda, butelka Roux 1000 m!l
(), B — rotacyjna metoda, butelka do plazmy 500 ml,
inkubacja w Virutorze (IV), C — rotacyjna- metoda,
butelka do plazmy 250 ml, wypeiniona szklanymi pe-

retkami, inkubacja w Virutorze (V), D — 1rolacyjna
metoda, butelka do plazmy 500 ml, inkubacja na ro-
lerze (1I1)
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dzie (I) wynosi 162 cm? (100%). Robocza po-
wierzchnia wewnetrzna butelki do plazmy
500 ml, zastosowanej w warunkach rotacyjnej
metody (III i IV) wynosi 280 cm? (173%) a ro-
bocza, wewnetrza powierzchnia samych tylko
scian butelki do plazmy 250 ml uzytej =ze
szklanymi peretkami w rotacyjnej metodzie
(V) — wynosi 252 cm? (156%). W tym ostatnim
sposobie hodowli komoérek i w butelkach Roux
1000 ml z jedna warstwa szklanych perelek (II)
robocza powierzchnia jest w rzeczywistosel kil-
ka lub kilkakrotnie wieksza, a to ze wzgledu
na duza powierzchnie tworzong przez szklane
perelki.

Tab. 1. Porownywane metody i sposoby namnazania
komoérek linii IB-RS-2 oraz uzyskiwane plony komo-

= rek
) - liczba(log”)
Ornacrenid ﬁ:’ N, ngn:,w
sposobu 5 2 1
/;/;a’owl( Metoda Sp0s0b hodowli wzyskanes po
Erypsynizac
! butelki Roux i 614
stagjonarna | putelki Roux zjedna warstwa
i szkianych pereéek 624
Vi B —éutezk{ go plazmy 500m/~/!_71;r_ 6,21
v rotacyjna oateuz.da plazmy S00ml-Virutor 6,02
... butelki oo plazmy 250m! mypeé- 590
nione szkianymi j‘;reékmm' Yirutor -
Objasnienie: * — $rednie geometryezne wartoSci z trzech

dos$wiadczen pierwszej serii.

Tab. 2. Miana modelowych wiruséw uzyskiwane w
hodowli komoérek linii IB-RS-2 me{t-oda stacjonarng
w butelkach Roux i metoda rotacyjna w butelkach

do plazmy
i 2 I z;;};{mg“?.?/;te_ra_wzru.s PL/TZ-R Her;_?e;»n;ras RAC-H
Drnaczende| Komarek w lag CC/Dsp/m! fagiel D sg/mi
;:D:'so?’- :ﬂ‘meﬂﬂy.ﬁﬂ m:my.&-q il S mi‘;:;_:ldca uzy:.+a;:v 4
Hogowli YOSYMIaCI Fakataigea * y T miano 7
| Thodomis | na éjf(eugl_ ERC L na dutetig -
=g 65 I | 748 594
[ 5,45 8,00 5 50
" 6,39 6.0 780 566 6,50
v 5,20 709 622
v &9 710 &09
Objasnienia: Oznaczenie sposobu hodowli jak w tab. 1,
rubryka 3; %* — J&rednic geometryczne wartosei z 3—5 do-

swiadezenl drugiej serii.

Wykonane badania nie potwiedzily teore-
tycznych zalozen. Wyniki zebrane w tab. 1 i
tab 2. wskazujg, ze plony komoérek i modelo-
wych wirusow, uzyskiwane w rotacyjnej me-
todzie nie sg proporcjonalne do wielkosci ro-
boczej powierzchni naczyn, w porownaniu ze
zwyklg stacjonarna metodg nammazania ko-
moérek i wirusow w butelkach Roux 1000 ml
(I) oraz metoda stacjonarng zmodyfikowang
przez dodanie do butelek jednej warstwy
szklanych perelek (II). Poréwnanie plonéw ko-
moérek i wiruséw, uzyskiwanych przy namna-
zaniu metodg rotacyjng w butelkach do plaz-
my 500 ml, poruszanych rolerem inz. Lukasie-
wicza (III) i poruszanych Virutorem (IV) wy-
kazalo przewage tego pierwszego sposobu. Is-
totnym czynnikiem byla mniejsza liczba obro-
téw na godzine, wykonywanych przez butelki
umieszezone na walach rolera. PoniewaZ na-
mnazanie komorek i wirusow metoda w bu-
telkach do plazmy 500 ml, poruszanych role-

~
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rem (III) dawalo lepsze wyniki niz stacjonar-
na metoda w butelkach Roux 1000 ml (1),
mozna pozytywnie oceni¢ przydatnosé butelek
do plazmy dla celow wirusologicznych. Warto
podkresli¢, ze stacjonarng metoda w butelkach
Roux 1000 ml, zawierajacych jedng warstwe
szklanych perelek o frednicy 7—8 mm (11).
uzyskiwano w porownywalnych warunkach
lepsze plony komorek i wirusow, niz w roz-
nych sposobach rotacyjnej metody (III, v, V).
Wyniki liczbowe obrazujace uzyskiwane plony.
np. namnazanych komoérek, nie maja wartosci
bezwzglednych. Moga one w znacznym stopniu
zaleze¢ od biologicznej aktywnosci réznych
wersji linii komoérkowej, oddzielnie wyprowa-
dzonych z banku komoérek w cieklym azocie,
liczby wykonanych pasazy, a takze od okreso-
wych wahan w dynamice namnaznia, nierzad-
ko obserwowanych =z blizej nieokreslonych
przyczyn w hodowlach komoérek. Mozna w ten
spos6b wyjasni¢ roznice plonow komarek,
uzyskiwanych w do$wiadczeniach pierwszej i
drugiej serii, wykonywanych w réznym cza-
sie, tab. 1 rubr. 4 i tab. 2 rubr. 2.

Wnioski
1 Butelki do plazmy 500 ml mogg by¢ z po-

wodzeniem wykorzystywane do rotacyjnej me-
tody namnazania komorek i wirusow.

2. Rotacja naczyn z hodowla komorek =z
szybkoscig 7,5 obr./h jest korzystniejsza niz ro-
tacja z szybkoscia 14 obr./h.

" 3. Uzycie szklanych perelek o srednicy 8—39
mm do zwigkszania wewnetrznej, roboczej po-
wierzchni hodowlanych naczyn w rytunowej
hodowli komoérek, daje lepsze efekty w postaci
jednej warstwy na dnie butelek Roux w stac-
jonarnej metodzie, niz calkowite wypelnienie
peretkami butelek uzywanych w metodzie ro-
tacyjne;j.
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Z HISTORII WETERYNARII

KORNEL RATAJCZAK

Rodowséd Wroctawskiej Kliniki Chirurgicznej —

— w 100-lecie zatozenia Akademii Medycyny

Weterynaryjnej we Lwowie

Klinika Chirurgiczna Wydzlalu Weterynaryjnego AR, Pl. Grunwaldzki 51, 50-366 Wroctaw

Obserwuje sie obecnie powszechny wzrost zainte-
resowania ludzi wlasnym rtodowodem, ustalaniem
genealogii rodzinnej. Ta sama idea wydaje sie ze
wszech miar stuszna takze w odniesieniu do historii
specjalnoéei zawodowych i loséw ludzi, ktorych dzia-
talnosé sklada sie na ich rozwoj. Roman Bratkow-
ski w swej kasiatce pt. ,Skad przychodzimy” napi-
sal: ,,..jesli mamy rosnaé wyzej ustalmy najpierw
kim jeste$my, bo jakze moiemy dazy¢ dalej z nie-
wiedza o samym sobie”. Powyzsze slowa mozna u-
znaé za motto tej publikacji, ktéra jest proba krét-
kiego przedstawienia najwazniejszych faktow z prze-
szlodci Katedry Chirurgii i Zakladu Choréb Koficzyn
we Lwowie, protoplastéw dzisiejszej Wroclawskiej
Kliniki Chirurgicznej. Potrzeba zajecia sie lym te-
matem wynika rowniez z dwoch faktow spinaja-
cych 100-letnig klamra dzieje naszego zakladu na-
ukowego, a4 miancowicie: rocznicy zalozenia Szkoly
Welerynaryjnej we Lwowie w 1881 r. i oddania do
uzytku w 1980 r. nowego gmachu Wrorlawskiej Chi-
rurgii Weterynaryjnej.

Historia Kliniki zaczela sie 15 wrzefnia 1881 1.,
kiedy to ,Najjasniejszy Pan, Jego C. K, Apostolska

Moéé raczyl najwyzszym swym dekrelem zamiano-
wa¢ dyrektora i dwoch profesoréw zwyczajnych dla
nowokreowanej Szkoly Wetlerynarii we Lwowie"
(cyt. 8). Wydarzenie to poprzedzilo ponad 70 lal sta-
ran, petycji i memorialow kierowanych przez pol-
skie $rodowisko we Lwowie do rzadu austriackiego.
W pierwszym okresie czas nauki w Szkole wynosil
3 lata. Dopiero po roku 1896 zaczglo przy przyjeciu
wymagaé od kandydaléw Swiadectwa maturalnego, a
studia przedluzono do lat 4. W tym lei czasie uczel-
ni nadano nazwe Akademii, ktérq od tej pory kie-
rowal Rektor. Poczatkowo, ze wzglgdu na szezuplosé
kadry pedagogicznej, profesorowie wykladali po kil-
ka przedmictow. Dla prowadzenia pozazawodowych,
czysto przyrodniczych przedmiotbw, przewidziano 3
etaly docentéw. Ponadio do pracy dydaktycznej za-
angazowany by! 1 adiunkt i 2 asystentow. Zarzadea
ekonomiczny posiadal do pomocy jednego urzednika
kancelaryjnego, woZnego, odzwiernego i 3 sluzgcych.

Svkoln  Lwowska byla nie tylko oSrodkiem ni-
uezania, » kiérego korzystali Polacy 2 trzech zubo
row, lecz rownivz stanowila centrum ksztaleenia in-

tegrujace wiele narodowosci stowianskich, W pierw-
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