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Cryazunbermit T., Haomenkwirt A., Tnyolax A, Pa-
perMcexkas-Bapxungg K. — Brouanme mepopaspliors u
BRHYTDHRBEHHOT) REOIA TIHMXOIG], MDYETO2HT 1 T~
361 Jia BRIIETEHHUE MHCYJMH3 YV TAMT B MOCTHATANL-

HEIA TEDUIH

UcenegoBanus mpoBenmy Ha 28 Tensrax HU-T TOPO-
eI, Bo3pacToM 2—22 nudA, Ienp wmcenenomaius COCTO-
ANa B OIpPEeNeNleHMI MHCYIVHOBRLIX CEKDETOPHRLIX PEeaK-
Uit ¥ W3MEeHeHM! KOHIeHTpauuy TJIHKC3bBI B KDROBA-
1O Ta3Me IOJ RIAUMAHMEM BHYTDPKBEHHOTG ¥ Depo-
PaXBLHOTO BBO3a (cocaHue M3 OYIBIIOYKY dUEpe3 Coc-
Ky) TJOIOKO3nI M OPYKTO3RI, & TaxzEe NePOopaILHOTO
BBOIa JAKTO3hl IUIIOKO3Yy a PYKTO3y BEOIMIN BHYV-
TPMBEHHO M NepopanbHO =B pacteepax 40% B gosze
1 r/Kr M.T., JAKTO3y XKe Tepopansuo B pacteope 20%
Tak¥®e B zo3e 1 rxr mM.T. Bee mMcnIenoBanMA TIDROBENMU
mocjie TPMMeHeHMS 15-wacomoro romomanusa. HauGomnb-
e MHCYJIUHOBBIH CEKDeToDHBie 3(PMeKThl OTMCTUIM
mocje BHYTPUBEHHON MHQY3UM TIIOKO3BI IIOCHIE KO-
TCPOJE KOHI@HTPAIIWSI TOPMOHA BRICTHO DOCNA OT MCXCT-
HeBIX Bemmuue B cp. 4,3 Uwmn, nocturasg ITHEOBOTO
ypoeust B cpendem 37,7 pUmn depez 20 MuH. mocne
BBOfA caxapa. IlepopanbHbli BBOZ TIIOEO3LI BLIZLIBAI
MEHBIUMIT POCT KOHLEHTPANMY WHCYINHA, JOCTUTOB-
1Ielf HamMesicInedl peauuyuEs! B cp. 10,7 nU/ymn uenes 40
MM TOocne ToTpedienmsa caxapa. BHYTpwEeHnEad WH-
dyzua GHPYKTO3BEI He BBI3BIBAJA CYLIECTBEHHBIX W3-

MEHEeHMI KOHI[eHTPANMM MHCYJNIMHA B KPOBAHONM NIa3-
Me TeJAT, a CpexHad KOHIOEHTPalMuA TOPMOHa KOJe-
games or 2,2 pU/mMn po HauBwIcuiell Beauduusr 10,5
wU/un uepes 15 Muu. mocie BBoja caxapa. Ormern-
g auchdepeHIUPMUBAHEBIE MHCYJAUHOBEIE CEKPEeTOPHLIEe
peaxkuM IOCJEe TIEepPORasbHOre BBOAA (PYKTO3BL ¥ 35
JCCIEAYEMbIX TeIAT Be o0bHapY AU MSMEHEeHUIT KOHIe -
Tpanuy TOPMOHA, Yy 1 e [DOABMICH 3HAYNTEIhITLTH
BeIODGC MHCYNMHA, ‘HOCTHTIMIT Dedmavunr ‘45 wlU/mo
gyepe3 100 muu. mociae BROxa (PYKTO3BL Muddener-
UPORAHHBIE CEXPOTOPHBIE PYaKIMM MHCYJIMHA OTMe-
TUMY TIOCJIE MEePOPaJbHOT0 EBROjA JaKTO3n1 y TenAr,
5 M3 KCTOPBIX HE II0KAa3aJio CYIIECTBEHHBIX M3MEHEHMI]
KOHIEHTPALNY TopMOoua, y 1 e TejeHxa OTMETHUIICST
ee pocr or memmununl 2 pwUmn go 18 uU/mn uepes
40 n 50 MuH, TIOCJe BBOZA JaKTO3LIL i

K. — Effects of intravenous and eral
ation of elucess, fructese and lactose on insulin
ien in calves during postratal life

The study was verformed on 28 calves of black
and white lowland breed aged from 2 to 22 days to
determine the effect of glucose and fructose given
arally from a hoftla to suction and the intvence of
intravenous infusicns of these sugars on the level
of plasma insulin. Gluceose and frucfose were camini-
stered as 40 per cent snlutions at doses of 1 g/kg of
bndv weight., All the experiments were conducted af-
ter 15 hours since feed deprivation. The highest levels
of insulin were ohserved after intravenouns infusions
of glucose: the concentration of 4.3 uU/ml to 37.7
ull/rl was found after 20 min. Oral intake of glucose
ling from a bottle resulted in an increase
to {the hirhest mean value of 10.7 uU/ml
1 40 min after sugar intake. Intravenous
infiisions of fructose changed the level of plasma
inenlin from 2.2 uU/ml! to its highest value of 10.5
1T Aon] rpached i 18 min: however that reise was not
snificont statisticullv, Ora lintake of fructnze did not
anee the level of insulin in 5 calves: only in one
nirmal 20 insrease to 45 17/l wras ehserved in 100
win after fructese intake. Oral administration of
lnetnea did not change the level of insulin in 5 cal-
wesr ane animal tearted with an increase of the hor-
mane coancantration from 2.0l per 1 ml to 18.0 uU

1

ween 40 and 50 min.
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Hodowle komorek pierwotnych i linie komo-
rek z wiclokrotnymi subpasazami, tzw. hodowle
ciagle, wymagajg do swego wzrostu wysokoga-
tunkowego szkla o obojetnym oddziatywaniu
na podleza, w ktorych komoérki dziela sig i roz-
mnazajg. Bardzo wazng rzecza jest zostosowa-
nie wlasciwego sposcbu mycia szkla wirusolo-
gicznego, aby nie dopusei¢ do toksyczaego od-
dzialywania uzywanych preparatéw na tkanke
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(1,,2, 3, 5). W pracowniach wirusologicznych
stosnije sie rozne metody przygotowywania
szkta laboratoryjnego uzywanego do badan.

Celem pracy byio przebadanie 4 roéznych
tachnik mycia szkla wirusologicznego i spraw-
dzenie, ktéra z zastoscwanych metod jest naj-
bardziej ekonomiczna i réwnoczesnie najodpo-
wiedniejsza dla prowadzonych hodowli komo-
rek pierwolnych i linii ciagtych.
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Material! i metody

Do badan uzyto czterech rdéznych hodowli komor-

kowych:

a) komérek wyprowadzonych ze skory plodu bydle-
cego oznaczonych jako SX (20—25 subpasaz),

b) komérek linii ciagle] FL (feline lung) uzyskanych
z pluc embrionu kota,

¢) komérek linii ciaglej MDCK wyprowadzonych z

nerki psa (rasa — cocker spaniel),
d) Lomérek hodowli pierwotnej fibroblastéw zarodka
urzego (CEC). .
Badania wylkonywano, stosujae fabrycznie nowe,

szlklone butelki Roux o pojemnosci 500 ml, ktére
wstepnie dla metody pierwszej i trzecie] byly moczo-
ne przez kilka godzin w oty roztworze ltwasu solnesc
a nastepnis przeplukane kilka razy woda biezaca i de-
stylowang. Do kazdej serii badan zastosowano bt{‘l.elki
myte czigrema metodami: a — sposobem lradycyinyim
przez moczenie w roztworze fosforanowp-2olciowym,
b — w podchlorynie sodu, ¢ — w szarym mydle, d —
w raziworze Rovanexu.

Metoda pierwsza (I)

Po przemyceiu szkla w destvlowanej wodzie, butelki
maczono calg noc w roziworze fosforanowo-zéleiowym
(40 1 HaO dest 4 2,5 1 26kci bydlece] 1 3 kg fosforanu
iv0isodoweeo) Nestepnie szkio dokladnie szezotko-
wano i plukano w waodzie biezacej 1 destylowane].
Dalsze postepowanie polegalo na kiikugodzinnym mo-
crenin hutelek w 0.5% roztworze lwwasu solneen 1 po-
nownyin plukanin w wodzie biezacei i destylowanej.
Po tvm procesie bulelki moeczono 94 godz. w wodzie
destviowanei i ponownie plukano kilka razv w swie-
7ej wodzie destylowanej. Dokladnie osaczone szklo su-
szonn w temperaturze 80°C przez 2 godz, a n:e.s:-iqpmc
nn przykryeii kanturkami z folii  alumitiows] stery-
lizowano w 180°C przez 2—3 godz,

Metoda druga (II) -

Szklo surowe rmoczono w 10% twagie solnym przez
2 dni, lub w 20% przez 24 godziny., Po wyjeciu plu-
kano w wodzie biezacej przez 24 godz. i gotowano
dn 2 spdz w mydlinach przygolowywanych ze zwy-
klago szarezo mydla, nrzeznaczajac na 30—40. 1 FL.O
dest. 0.5 kg mydia. Po tym okresie butelki szezotko-
wano pod rcienla biezgea woda 1 delkladnie plukano
w zimnie] wodzie, Nastepnie szklo ponownie doklad-
nie plukano 3 razy w wodzie destylowanej, suszono
i jatcwiono jak w metodzie pierwszej.

Metoda trzecia (IIT)

Po przemvcinu w destylowanej wodzie butelki mo-
czono 24 godz. w roztworze nodchlorynu sodu (NaOCD,
stosujac 30 ml NaOCl na 10 1 wody destylowanej. Po
zakonczonym rmoczeniu szklo trzymano 2 godz w H,0O
dest 4 nastepnis 3 razy plukanoe réwniez H.O  dest
Wysuszone butelld przykrywano kapturkami z folii
aluminiowej i sterylizowano w 160°C przez 2—3 godz.

Metoda czwarta (IV)

Butelki przeptukane destylowana woda myto w wo-
dnym roztworze Rovanexu 22 (firmy Rovan). Szklo
morzono 24 gadziny w 2% rvoztworze phynu. Po tym
okresie eczasu butelki plukano czterc-pieciokrotnie w
cieplei, a nastepnia zimnej wadzie. Po kolejnym prze-
phlukaniu woda destylowana szklo moczono przez 24
godzinv w wodzie destylowanei. Nastepnego dnia bu-
tellki plukane peonewnie w- §wiezej wodzie destylowa-
nej sisgonn w femin BO°C przsz 2 godziny, A Do
przvkryeiu Fapturkami z folii sterylizowano w temp.
169°C nrzez 2—3 godziny.

W butelkach zokladano hodowle o gestofci wyjs-
ciowej komérek 1X105 w 1 ml. Komoérki zawieszano
w plvnie Bacle’a 7 dodstkiem 10% surowicy cielece]
i antybiotvkoéw w ilosei 100 i m /ml steptemycyny.

Deiclace sie komorki trypsynowano (roztwor 0.25%) po
%4, 48 i 72 godz inkubacji, stosujac po 5 butelek
Youx @o lazdesy typu badan. Komérki liczono 'w ko-
Burkera. Przed liczeniem sprawdzano fywot-
lomorek dodajac 0,05 1wl 1% biekitn irypanu
m! zawiesiny komérek. Liczono komorki zywe

Wyniki 1 omowienie

Hodowle kemoérkowe stuzgce do izolacji 1 na-
mnazania wiruséw odgrywaja duza role tak
w badaniach teoretyeznych, jek 1 w prakiyce.
Wiele niepowodzen w tych pracach wynikato
w przesziogel z niewlaseciwego przygetowania
szkla (3, 4). Obecne- badania wykazaly, Ze za-
stosowanie odpowiedniej techniki mycia szkia
do badan wirusclogicznych ma istotny wplyw
na prawidlowe dzielenie i rozmnazanie sig tak
komérek hodowli pierwotnych, jak i linii ciag-
Iych (tab. 1). Roznice te byly widoczne juz po

Tab., 1. Wplyw mycia szkla na namnazanie sie ko-
mérek SK, FL, MDCK, CEC
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24 godz. inkubacji-komérek badanych hodowli,
przy czym najkorzystniejsze wyniki zaohser-
wowano stosiljac do mycia podchloryn sodu.
Stopien pokrycia zarastajacy tkanka byl lepszv
o 10—20% dla komérek SK, FL i MDCE, co
w przeliczeniu na liczbe komérek zawarta w
1 1l osadu wynosito od 500 tys. do 2 mln ko-
moérek, Po 48 godz. inkubacji wyniki dla ko-
morek SK ksztaltowaly sie nastepujgco: nai-
lepsze pokryeie szikla (60%) uzyskano w butel-
kach mytych preparatemn Rovanex 22; liczba
komérek w 1 ml osadu byla najwyZsza w po-
réwnaniu z masg komorek namnozonych w bu-
telkech mytyeh innymi metodami (tab. 1).
Przy stosowaniu metody i II po 72 godz. ko-
mérki zarastaty catkowicie powierzchnie szkila
w postaci jednolitej warstwy, ale byly wieksze,
lesztaltu bardziej wrzecionowatego, przypomi-

441



Nr 7

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XLV

najace wyglgdem fibroblasty. Stad tez réznica
od 2—3,5 mln komérek w 1 ml na korzys¢ me-
tody III i IV, przy ktérych ta sama liczba ko-
moérek zajmowalta mniejszg powierzchnie szkla.

Wzrost komoérek FL byl najstabszy na szkle
mytym metpda II. Réznica w liczbie komérek
po 24 godz. inkubacji wynosita tylko 0,5 mln/1
ml na korzys¢ metody I, ale az o 2,5 mln na
korzy$é metody III. Ta dysproporcja utrzymy-
wala sie nadal po 48 godz. inkubacji i wynosita
w dalszym ciggu 2,0 mln/ml komoérek w meto-
dzie 1i 2,5 mln/ml w metodzie III. Po 72 godz.
najkorzystniejsze wyniki zaobserwowano sto-
sujac mycie podchlorynem sodu, gdzie przy
100% pokryciu szkla przez komoérki FL: otrzy-
mano ich az 16 mln w 1 ml. Uzyskano tym
samym o 1,5 mln komoérek w 1 ml wiece] niz
w metodzie II 1 az o 4,5 mln- komdrek wiece]
/ml w poréwnaniu z metodg tradycyjna. Nam-
nazanie sie komérek MDCK na butelkach my-
tych metoda III bylo réwniez najlepsze tak po
24 godz. inkubacji, jak i po 48 oraz 72 godz.
Roznica w liczbie komorek przypadajacych na
1 ml osadu w tej metodzie wynosita od 0,5 mln
(metoda II) do 2 mln (metoda I) po pierwszvin
dniu inkubacji i utrzymywala sie do 2 dnia,
gdzie na szkle przygotowanym tak metoda I,
jak 1 IT bylo o 2 mln/1 ml komoérek mniej niz
w metodzie IIl. W trzecim dniu inkubacji na
szkle mytym podchlorynem sodu w 1 ml osadu
znajdowalo sie 12 mln komoérek, co stanowilo
wartosé najwyzsza bioragc pod uwage wszystkie
trzy metody, a réznica wynosita 2 mln/ml w
poréwnaniu do metody II i 3 mln/ml do meto-
dy L.

Preparat Rovanex 22 firmy PZ ,,Rovan” uzy-
skano juz po zakohczeniu powyiszych badan
i stad metode IV przygotowywania butelek
Roux zastosowano tylko dla dwoch hodowli ko-
moérkowych SK i hodowli pierwotnej fibrobla-
stow zarodka kurzego (CEC). Uzyskane wyniki
sa bardzo dobre i wskazujg na duza przydat-
no$é¢ tego preparatu w pracowniach wirusolo-
gicznych. Po 24 godzinach inkubacji komérek
na szkle przygotowywanym metoda IV, w 1 m!
uzyskano 0,5 mln komorek SK mniej, a komé-
rek CEC 1,5 mln mniej w poréwnaniu z meto-
dg tradycyjng. W drugim dniu inkubacji liczba
komérek CEC gwaltownie wzrosta osiggajgc po-
zicm 29 mln komérek w 1 ml tj. o 5,5 mln wie-
cej niz po 24 godz. inkubacji (meteda IV). Pe
tym samym okresie czasu liczba komérek SK
wzrosta o 6 mln/ml! w poréwnaniu z jednodo-
bowym okresem inkubacji (metoda IV). W kon-
cowym efekcie, po 72 godz. inkubacji uzyskano
tak dla komérek SK, jak i CEC o wiele lepszy
wzrost na butelkach przvgotowanych meto-
da IV, anizeli metoda I (tradycyjna), (tab. 1).

Wnioski
1. Zastosowane nowe metody mycia szkla wi-
rusologicznego sa korzystniejsze dla ramnaza-

nia sie komérek in vitro w poréwnaniu ze spo-
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sobem tradycyjnym.

2. Wyniki uzyskane z podchlorynem sodu i
preparatem Rovanex 22 — lepszy stopief po-
krycia szkla, wiecej komorek w ml osadu w
tych samych warunkach inkubacji, mniejsza
pracochlonnos¢ — uzasadniajg celowos¢ szer-
szego ich stosowania w pracowniach bakterio-
logicznych, a zwlaszcza wirusologicznych.
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Maep-JIzepsun; B., Pocrxosckuit 1. — Omnenxa Dpas-
HBIX METO/I0OB IPMBIBKK CTEKJa, IPUMEHAEMOr0 B BH-
DPYCOJIOr UK

Ycenenosaau 4 pa3Hble KJIETOYHBIE KYJIbTYDBI, TIPO-
BOIMMBIe Ha CTeKIAWHBIX OyTeInKax Py, IpoMbiBae-
MBLIX HECKOJBKMMM MeTojaMu: a — B GocdaTHOKEeTI-
HOM pacTeOpe, 6 — B TMIOXJOPUTE HATPUA, B — B
cepoM MbINe, T — B pacTeope ,Rovanex” 22, Uccmemo-
BaHMA II0Ka3ajy, UTO IIPUMEHEHME COOTBETCTBYIOIIe
OPOMBIBKM CTEKJa I8 BUPYCONOTMYECKMX MCClenoBa-
HUI MMeeT CYLIeCTBeHHOE BIMAHMA HA MPaBUJIBHOE Ie-
JeHye U Pa3MHOXKeHVe KaK KJIETOK MePBUYHBIX KYyJb-
TYD, TAK M HEIPEPBLIBHBIX JIMHUIL. ’

Oty pa3muibl ObLIM 3aMeTHLI y3Ke uepe3d 24 waca
MEKYO0aMy KJIEeTOK UCCIeAyeMbIX KYJIbLTYP, NOpuieM
wauboyee MoJie3uble PEe3yJAbLTATHI HAOMIOAAJINUCEH IIOCIEe
TIPOMBIBKM TUMOXJOPUTOM HaTpus. JaHHBbIC, TMOJIYydYeH-
Hble ¢ IpenapaToM ,Rovanex” 22, TOXe OYeHbL XOPO-
M, yKa3bIBAaloT Ha OONBHUIYI0 €r0 NPUrogHOCTH B BU-
pycomoruvyeckux Jaboparopusax. ITo cpaBHeHMIO ¢ Tpa-
OUIIMOHHLIMMY TEeXHOJOTUAMY IIPOMBLIBKM CTEKJa IIOCJe
IpUMMeHeHMus KaK TUIOXJIOPUTa HATPuA TakKk M ,Rova-
nex” 22 MOJFYyYalOT JAYUIIYIO CTENeHb IIOKPHLITUH CTEK-
Ja U GOJIBIIE KJETOK B 1 MII ocajkKa B Te Ke CaMble
nepuoanl MHKyOaimmy. BONBIIMM JOCTOMHCTBOM 2THX
METOJIOB ABJAETCH CPABHMTENLHO Majas MUX TPY0eM-
KOCTb.

IIpuHyMasas BO BHMMAHUE 9TM BCe KAaUecTBa, DPEKO-
MeHayeTcss BoJlee IIMPOKOE MPMMeHEHMEe 3THUX METOAOB
B BUPYCOJOTMIECKUX JabopaTopax.

Majer-Dziedzic B., Rostkowski J. — An assessment
of different methods of glass washing apwplied ip
virological laboratories

There were assessed four different cell cultures
growing on Roux flasks whih had been washed by
means of various techniques using solutions of nat-
rium fosphate and bile or natrium hypochlorite or
soap or Rovanex 22. It was found that the use of
a proper method for glass washing was of great im-
portance as it influenced normal cell divisions and
growth of primary cell cultures and cell lines. The
differences were seen within 247/h0urs. The best re-
sults were observed when cell ‘cultures were propa-
gated on bottles which had been washed using na-
trium hypochlorite. Almost similar findings were re-
corded using Rovanex 22. The other solutions were
less effective. In comparison to traditional methods
of washing the administration of natrium hypochlo-
rite or Rovanex solutions resulted in cell cultures of
higher number of cells covering the surface of glass
hottles and olso labour-saving.



