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Mając za sobą wszytkie czynności przygotowawcze,
możtra przystąpić teraz do właściwego procesu chro-
matografii jonowymiennej biopolimerów. Metodyce
tego procesu poświęcona zostanie cz. II artykułu.
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Uzyskana przez Marię Pereria de Castro (2)
w Instytucie Biologicznym w Sao Paulo usta-
Iona linia komórek nerki świni. nazwana zgod-
nie z zasadami terminologii hodowłi tkanek (4)
linią IB-RS-2, wykazuje wielką pTzydatność do
izolacji i seryjnego namnażania wielu wirusów.
Jest ona dość powszechnie stosowana w wiru-
sologicznych pracowniach w wielu krajach i w
Polsce do vrykonywania różnych rutynowych
badań wirusologicznych. Duża wzrostowa ak-
tl,tvność linii IB-RS-2 otaz względnie proste i
niedrogie podłoże wzrostowe stosowane do jej
namnażania wydają się przynajmniej teore-
tycznie wskazywać na przydatność tej 1inii do
produkcyjneg.o namnażania wirusa i wykony-
wania badań kontrolnych w produkcji różnych
wirusowych szczepionek.

Celem pracy była porównawcza obserwacja
morfologicznych i cytochemicznych właściwoś-
ci komórek posiadanej linii IB-RS-2, namnożo-
nych metodarni stacjonarną i rotacyjną, Bada-
nia te były powiązane z obserwacją dynamiki
namnażania komórek 1inii IB-RS-Z po wyjęciu
z banku komórek oraz z oceną przydatności
butelek do plazmy w rotacyjnej metodzie na-
mnażania komórek, co stanowi treść oddzielnei
publikacji (7).

Materiał i meto,dy

Hodowle komórek linii IB-RS-2, Z banku komórek
przechowywanych w ciekły.m azocie wyjmowano am-
pułki zawierające zamrożoną zawiesinię komórek 1inii
IB-RS-2 i po właściwyrn odm,rożeniu (8) komórki na-
mnażano w temperaturze 37oC, stacjonarnie w bu-
telkach Legroux ]ulb butelkach Roux 1000 ml. Noto-
wano wyniki mikroskąlowych obserwacji doty,czą-
cych ogólnej rnorfologii komórek i szybkości rozwoju
jednowarstwowej hodowli, Po 4-5przeszczepieniach
hodowli, wykonanych w stosunku 1:2, uzyskiwano
w subkultur,ach p,ulę potomnych komórek wystar,cza-
jącą do założenia po,równywalnych hodowli i prze-
prowadzenia zasadniczych obserwac ji. Zawiesinę
o gęstości ok. 3X105 komórek/ml w płynie namna-
żającym o składzie: podłoże Ea,gle'a 1959 (MEM) 909o,
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surowica cielęca 109/o, antybiotyki (benicylina i stl,e-
ptomycyna) po 100 jlm/m1, sporządzano metodą ruty-
nową i rozdzielano po 100 mI do: butelek Roux
1000 ml _ hodowle stacjonarne (I), butelek do pl:r-
zmy 500 rnl - hodowle rotacyjne zwykłe (II) i nu-
telek do plazmy 250 ml, ściśle wypełnionych szkla_
nymi perełkami - hodowle rotacyjne o zwiększonej
powierzchni (III). Kornórki w butelkach Roux inku-
bowano w cieplarce CWE-2, a w butelkach do plazmy
w aparacie ,,Virutor" zaopatrzonym w s6recjalne uch-
wyty (7).

Lamelkowe preparaty. W celu uzyskania pTepara-
tów do badań morf o1ogicznych i cytochemicznych,
przed dodaniem zawie siny komórek do naczyń ho_
dowlanych, na ich wewnętrznej powierzchni przy-
czepiano kropelkami twardej paraf iny od 3 do 6
szkiełek przykrywkowych, dających się póź,niej łatwo
wyjąć w określonym czasie. Bezpośrednio po wyję-
ciu z płynu wzrostowego płukano je w buforowa-
nyrn roztworze fizjologicznym (PBS) i dalsze postę-
powanie uzależniano od przewidywane j metody ba-
dania.

Obserwlrcje morfologiczne i cytochelniczne. Prepa-
raty utrwalano w roztworach odpowiednich dla da-
nej metody badania: w 4ło buforowanej forrrralinie
do barwienia metodą przeglądową hematoksyliną -eożyną, w płynie Carnoy'a do barwienia oranżenr
akrydynowym na zawartość kwasów nukleinowych
metodą wg Belta]anffy'ego (1) oraz w płynie Baker:r
dla badania aktywności kwaśnej fosfatazy metodą wg
Gomori'ego (5). Hodowle nie uitrwalone po,ddawan<l
badaniu aktywności dehydrogenazy kwasu burszty-
nowego meto,dą wg Nachlasa (10). W preparatach
barwiorrych hematoksyliną - eozyną oceniano gęstość
pokładirr komórek i molfoiogię komórek, określano
indeks mito,tyczny (liczba mitoz na 1000 komórek,
ustalana jak,o, średnia arytrnetyczna z 3 pomiarów,
wykonywa,ny,ch dla każdej doświadczonej grupy od-
dzielnie) oraz wielkość jąder komórkowych. Pomiar
wielkości jąder wykonywano aparatem Mop AM 03
firmy Kontrro,m, bezpośrednio z filmu negatywowej
błony f otograficzne j, uzyskanego w mikroskopie
NU-2 Zeissa. Wyniki pomiarów jąder opracowano
statystycznie testem t Studenta, przy poziomie istot-
ności 0,05 oraz 0,01. Obliczenia wykonano na mini-
komputerze PDP 11/34 Digital Equipment Co. Za-
wartość kwasu rybonukleinowogo oceniano w prą)a-
ratach barwionych oranże,m akrydynowym na podsta-
wie intensywności fluorescencji w promieniach ul,tra-
fioletorvy,ch, emitowarrych larnpą HBO 200, w rnikro-
skopie NU-2 Zeissa. Ocenę aktywności badanych en-
zymów przeprowadzano na podstawie obserwacji
ziarnistego strąt,u, powsta jącego w komórkach jako
produkt reakcji.
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Wyniki i ornówienie

Wykonano 5 serii doświadczeń obejmują-
cych każdorazowo 3 komplety porównywa-
nych hodowli (I, II, III) komórek IB-RS-2. W
bezpośrednim badaniu mikroskopowym oraz w
preparatach przeglądowych stwierdzono, że ho-
dowle komórek rożnią się gęstością w poszcze-
góInych sposobach hodowłi i wynikającyn
stąd kształtem komórek, łączących się cyto-
plazmatycznymi wypustkan,i. W stacjonarnei
hodowli w butelkach Roux (I) i w rotacyjnej
hodowli w butelkach do plazny 500 ml (II) ko-
mórki rosły obficiej, ściślei przyłegały do sie-
bie, niekiedy występowały wśród nich poje-
dyńcze komórki wielojądrzaste, W cytoplazmie
niektórych komórek występowały drobne wod-
niczki. W rotacyjnej hodowli w naczyniach
250 m1 wypełnionych szklanymi perełkami
(III), wzrost komórek byŁ znacznie mniej obfi-
ty. Z reguły komórki tworzyly grupy lub wy-
sepki ze zrracz:nym występowaniem cytop.,laz-
matycznych wypustek. Różnice w gęstości ho-
dowli komórek uzyskiwanych w poszczegól-
nych sposobach hodowli znajdcwały potwier-
dzenie w wartościach indeksu mitotvcznego,
tab. 1.

Tab. 1. Wartość indeksu mitctycznego, chi-kwadrati ocena istotności różnicy średnich z pomiarów jąder
kcmórek linii IB-RS-2, namnażanych metodą stacjo-
n:lrną (I), rotacl,jną (II) i lotacyjną w butelkach do

plazmy 11,5algłnionych szklanymi perełkami (III)

Wartość
indeksu

mitotycz-
nego

Ryc. 1, Aktywność enzymów i zawartość kwasu rybo-
nukleinowego w komórkach linii IB-RS-2. Pow, mi-
kroskopowe ok. i25X. A - dehydrogenaza kwasu
}rursztynorvego w kotlórkach hodorv'Ii stacjonarnej (I),
B - kwaśna foslataza w komórkach hodowli rota-
cyjnej (II), C - zasadowa fosfataza w komórkach
hodowli rotacyjnej ze szklanymi perełkami (III), D -kwas rybonukleinowy-ł,§:iiiO".n hodowli stacjo-

paratach otrzymanych z różnyc|t sposobów
namnażania ty}ko nieznaczna ]iczba komórek
(bardziej wydłużone) wlkazywały większą za-
wartość RNA. W komórkach uzyskiwanych w
p,reparatach z poszczególnych sposobów ho-
dowli nie obserwowano różnic w aktywności
kwaśnej fosfatazy, zasadowej fosfatazy i de-
hydrogenazy kwasu bursztynowego. Wyniki
badania aktywności enzymów otaz zawartości
RNA podano w tab. 3.

Ustalone linie komórek pasażowane seryjnie
tn uitro mogą ulegać morfologicznej transfor-
macji, w następstwie genetycznej zmienności,
powodowanej zmianami w chromosomach lub
punktową mutacją. Zmiany takie były opisy-

Tab. 2. Wyniki badania aktywności enrymów*ora,
zawartości RNA w komórkach linii IB-RS-I2 namno-
żonych nletodą s,lacjonarną (I), Iotacyjną (II) i rota-
cyjną w butelkach do plazmy wypełnionych szklany_

mi perełkami (III)

Sposób
hodowIi Seria

Dl
D2
D3
DJ
D3

Sposób
hodorł,li

Wartość
chi-lk,wa-

,drat

2,692
0,078
0,I44

Istotność

I-II T:1,?B7
I-III T:0,,524

II-III T:0,163

I
II

III

,50

4|1
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Nie stwierdzono różnic wielkości jąder ko-
mórkowych. Nor,malność rozkładu wynikóv", w
obrębie trzech stosowanych sposobów hodowli
badano przy pomocy testu chi-kwadrat. Uzy-
skano zgodność wyników z teoretycznym roz-
kładem normalnym. Do badania istotności toż-
nic pomiędzy parami grup zastosowano test t
Studenta dla zmiennych niezależnych. Wartośc
chi-kwadrat otaz istotność różnicy średnich
trrcmiarów jąder w poszczegó]nych grupaclr do-
świadczalny,ch podano w tab. 2. Uzyskane wy-
niki wskazują na brak znamiennych różnic po-
między średnimi wartościami wielkości jąder
komórkowych w badanych grupach (I, II, IiI).
zarów_no prz;r poziomie jstotności 0,05 jak i
przy 0,01.

Badania cytochemiczne , nie wykazywały
większyclr róznic we właścilvościach komóre]<
uzyskiwanych rv pclszczegrilnych sposobach ho-
dowli. Zarvartośc RNA plzedstawiała się w
znacznaj liezbie konlórek iednakowo. W pre-

Ol)jirsl)icnia: 1rK - fosfatazit kwaśna;
d()$rźr; SDH - dehydr,(lgcnaźą kwasu
siaba aktywność: -l ,|- - tll1liarltowi}na
Znaczna akly\\,nosć: nb - nic badano,
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wane tał<że w ustalonych liniach komórek ner-
ki świni, np, dość często występowały w ko-
mórkach linii PK (9). Zjawiska klonalnej

wowano przejawów genetycznej zmienności.

Wnioski
1. Na podstawie przeprowadzonych obser-

wacji morfologicznych i cytochemiczn5rc| .rr-
daje się, że zastosowany w badaniach sposób
namnażania komórek w niewielkiej liczbie pa-
saży po wyjęciu z banku komórek, nie powo-
driu poiawiania się genetycznei zmienności
komórek 1inii IB-RS-2 w stacjonarnych i ro-
tacyjnych hodowłach.

2. Obserwowane różnice gęstości hodow]i
komórek, potwierdzone różnica.mi wartości in-
deksu mitotycznego, przy równoczesnym bra-
ku różnic cytochemicznych w komórkach na-
mnażanych rotacyjnie i stacjonarnie, wydają się
wskazywać, że zmiana wielkości wewnętrznej
powierzchni użytkowej (użycie szklanych pe-
rełek) i zastosowanie odmienny,ch warunków
inkubacji (rotacja), wymaga dostosowania i
innych pararnetrów prowadzenia i pielęgnacji
hodowli komórek.
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CpanlIrna.rrlr Sopwr KJIeToK, BeJII4!Irflty EAep, 3Ha-
qeHr,le M}fToTŁqecKoro ]4HAeK,ca, aKT,l4Bl{ocTb xllcuolł
r u{enoqrroń óocóatas, a TaKx<e AerI4ApoTeHa3bI 8H-
raprroż Kr{cJIoTLLr coAep>Kanre RNA 6 qrronnaslłe
KJTeToK, IIaMHox<elłHbIx cTalłr{oHapHo 14 poTaI{}IoHHo B

4-5 nacca>Ke rrocJle u3,bflTufl JIuHwlĄ rs 6aaxa xJte-
ToIl, 3aJlox<enHoro agole. Ha6nIoAaeMBIe
pa3urflłbr KacaJlrlcb 6pasou Qopur,r yI 'łwc-
JIeHHocTl KJIeToł< B orż rynrrype ]4 3Haqe-
HL7fl. MrIToTrlqecKoro r{IIAeKca, fipyrlle,{ccJIeAyeMbIe
cnożctsa KJIeToK He ilorśa3blBaJM cylqecTBeHub]x pa3-
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Maticki K., Malicka E., M. -_ Morpholo-
sical anat Óytochemical on IB-BS-2 cells
Óultivateit lry rotatory y methods,

cell shape, mitotic index in cells cultivated in mo-
nolayer. 

- the other parameters studied remained
unchanged.

TIONG S. K., §ING K. Y.: Izolacja i itlentyfikacja
mykoplazm z płuc świń w Singapurze. (Isolation arrd
iclentification of mycoplasmas from pig lungs in Sin-
gapore). Vet. Rec. L08,75-77, 1981 (4).

Do izolacji mykoplazm z 656 próbek płuc (196 pr,ó-
bek pochodziło z płuc chorych świń z silnie zaznaczo-
nymi zmianami w płucach, 230 pochodziło z płuc zmie-
nionych i niezmienionych pochodzących od świń pod-
danych ubojowi) stosowano zmodyfikowane podłoże
Frus i wsp. Wyizolowane szczepy identyfikorvano w
oparciu o odczyn DGI i AGD. Mykoplazmy lub Acho-
leplazmy wyizolowano ze I02 próbek, w tym w 51
przypadkach z płuc chorych świń ze zmianami zapal-
nymi, w 34 przypadkach z płuc świń z objawami sub_
klinicznymi. Dwadzieścia siedem szczepów zidentyfi-
kowano jako NI. suipneumoniae, 14 jko 1Y1, fuyorhinis,
35 jako Acholeplasma granularum i 4 jako A. laidla_
wii. Wykazano przy tym na występowanie ścisłego po-
krewieństwa antygenowego między M. suipneumoniae
i A. granularum.

KoNo Y., IIATAKEYAMA H., ISHIKAWA IL, §EN-
TSUI H,: Miano przeciwciał u krów klinicznie i sub-
kliniczrrie zókażonych czki byilla. (An-
tibody titres in cattle subclinically in-
fected, with bovine l Vet. Microbiol.
6, 167-170, 19B1 (2)

W odczynie immunodyfuzji określono miana prze-
ciwciał dla antygenu białkowego (p) i glikoproteino-
wego (gp) wirusa białaczki bydła w dwóch grupach
krów. U zwietząl z grupy pierwszej występowały kii-
niczne objawy enzootycznej białaczki, zaś w grupie
drugiej białaczka miała przebieg subkliniczny. U 99
(89,2%) z 111 krów z białaczką o klinicznym przebiegu
występowały przeciwciała dla antygentu p i gp, u
9 (8,17o) przeciwciała wyłącznie dla antygenu gp, zaś
u 3 (2,70/o) krów nie stwierdzono obecności przeciw-
ciał, Natomiast spośród 165 krów z białaczką o prze-
biegu subklinicznym 111 krów (67,3%) pos,iadało prze-
ciwciała wyłącznie dla antygenu p. Srednie miano
przeciwciał dla obydwu antygentólłl było statystycz-
nie znamiennie ,lvyższe u krów z bialaczką o prze-
biegu klinicznynr,
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