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Przydatnos¢ jednowarstwowych hodowli komorek
do wykrywania wirusa pryszczycy

Zaklad Badania Pryszczycy Instytutu Weterynarii, ul. Wodna 7, 98-220 Zduiiska Wola

Summary

Usefulness of cell lines for the detection of foot and mouth
disease virus

The growth power of different cell lines: calf kidney,
heart fibroblasts, thymus and foetal testicles, as well as
porcine kidney in 17 types of media prepared on the
basis of Hanks, Eagle’s and Parker’s media were stu-
died. The conditions for the preparation of cell suspen-
sions for deep freeze storage and the optimal conditions
for cell growth after thawing were determined. The ti-
ters and intensity of CPE od FMD virus, type A, O and
C, propagated in cell cultures obtained directly after
trypsinization and after 6 months of storing the cells in
liquid nitrogen (-196°C), were similar in calf kidney
cells, pig kidney cells and calf thyroid cells. No cyto-
pathic effects were observed in cultures of calf heart
and foetal calf testicles infected with FMDYV type A, O
and C.

Hodowle komoérek odgrywaja istotna rol¢ w doskonaleniu
metod diagnostycznych oraz produkcji szczepionek przeciw-
ko pryszczycy. Wrazliwos$¢ komérek na zakazenie wirusem
pryszczycy zalezy od obecnosei na ich powierzchni odpo-
wiednich receptoréw (5). Posiadaja je tkanki réznych gatunkéw
zwierzat (1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13).

Celem podjetych badai byto okreslenie optymalnych wa-
runkéw wzrostu jednowarstwowych hodowli komérek: nerek,
migsnia sercowego i jader ptodéw cielat oraz nerek prosiat 1
tarczycy cielat. W drugim etapie okre§lano wrazliwos¢ na za-
kazenie wirusem pryszczycy hodowli uzyskanych bezposred-
nio po trypsynowaniu tkanek oraz po przechowywaniu
komoérek w temperaturze -196°C

Materiat i metody

Zwierzeta. Nerki, serca i jadra pochodzity od 3 — 6-
miesiecznych plodéw cielat. Nerki prosiat pobierano od zwie-
rzat o masie okolo 3 kg. Tarczyce uzyskiwano od 4 —
6-miesigcznych cielat.

Podtoza. Zastosowano 17 modyfikacji podiozy wzrosto-
wych Hanksa, Eagle’a i Parkera. Wszystkie podtoza zawieraty
30 pg/ml gentamycyny i 25 pg/ml amfoterycyny. Wprowa-
dzone modyfikacje przedstawiono w tab. 1.

Hodowle komérkowe. Hodowle uzyskiwano przez
trypsynowanie tkanek w temperaturze 37 lub 4°C wg ogdlnie
przyjetej metodyki. Komérki liczono w komorze Biirkera po
zabarwieniu blekitem trypanu i okre§lano odsetek komérek usz-
kodzonych. Zawiesiny w podtozach wzrostowych dzielono na
dwie czg¢sci: z jednej bezposrednio po trypsynizacji zaktada-
no hodowle komérek, druga przeznaczano do zamrozenia w
cieklym azocie. Inkubacja odbywata si¢ w temperaturze
37°C. Komérki tarczycy cielgcej umieszczano w cieplarce z
przeplywem COa.

Przechowywanie komdérek w ciektym azo-
cie. Do zamrazania komérek nerek, jader, migsSnia sercowe-
go plodéw cielat i nerek prosigt uzywano ptynu Hanksa z
dodatkiem 15% DMSO (Dimethyl Sulfoxide) i 15% surowicy
cielecej. Komdrki tarczycy zamrazano w ptynie Eagle’a z do-
datkiem 15% DMSO oraz 15% surowicy ptodowej. Osad ko-
moérek zawieszano w mieszaninie zamraziajacej tak, aby w
koncowym efekcie uzyskaé okoto 3 x 10" komérek/ml. Za-
wiesine rozlewano do 2 ml amputek po 1,5 ml. Amputki umie-
szczano w styropianowym pudetku i przechowywano do
nastepnego dnia w zamrazarce (-20°C). Nastepnie przenoszo-
no do ciektego azotu w naczyniach Dewara.

Zaktadanie hodowli z komérek przecho-
wywanych w cieklym azocie.Powyjeciu z ciekfe-
go azotu amputki wktadano do tazni wodnej o temperaturze
okolo 40°C. Zawarto$¢ ampulki przenoszono do probéwki,
rozcieficzano podlozem wzrostowym i wirowano przy 1000
obr./min. przez 5 minut. Osad komérek zawieszano w podiozu
wzrostowym. Komérki ponownie liczono oraz okreslano od-
setek komorek uszkodzonych. Hodowle zaktadano na mikro-
plytkach, w probéwkach 1 w butelkach Roux.

Mianowanie wirusa pryszczycy. Miano
TCIDsp wirusa pryszczycy namnozonego w nablonku jezy-
kéw bydlecych okreslano na podstawie zmian cytopatycznych
w hodowlach przygotowanych z komérek bezposrednio po
trypsynowaniu tkanek oraz z komdrek przechowywanych w
temperaturze -196°C. Wyniki obliczano metoda Reeda i Mu-
encha (4) i podano w log TCIDso/ml.

Wyniki i oméwienie

Z danych przedstawionych w tab. 2 wynika, ze najlepszy
wzrost hodowli komérek nerek, jader, mig$nia sercowego plo-
déw cielat oraz nerek prosiat uzyskano stosujac podloze o
skladzie: plyn Hanksa z dodatkiem 10% surowicy cielgcej,
0,5% hydrolizatu laktoalbuminy i 1% buforu Hepes oraz pod-
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Tab. 1. Charakterystyka wariantéw podtozy wzrostowych

Dodatki uzupelniajgce do padloza o R
Nazwa podioza| — Wariant 10% 10% 0.5% 1% 1% e :
podstawowego L surowicy SUrOWICY hydrolizatu buforu ekstraktu bulfonu [ 1% .
. : : . fosforanu L-Glutaminy
cielgcej plodowej laktoalb. Hepes drozdzowego
——————— = - I tryptozy _
Hanksa 1 + + |
" 2 + + | + [
! 3 + + | +
I 4 + + | +
! 5 + + | +
" 6 + + + +
Eagle’a 7 + |
" 8 + + [ +
" 9 + ‘ +
" 10 + +
" 11 + +
" 12 +
Parkera 13 +
" 14 + +
" 15 + +
" 16 + +
" 17 s B . . | .
Tab. 2. Ocena mikroskopowa wzrostu hodowli przy stosowaniu réznych podlozy wzrostowych
Hodowle Podtoze — wariant nr: - -
L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 2 | 13 | 14 | 15 | 16 17
S SR . " < - | _ B\ S
Nerek
i ) ++ +++ ++ ++ +++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ + + + + + nb
plodéw cielat - R . = e
Migsnia
SEICowego + +++ + ++ + +++ ++ +++ + ++ + + + + T + nb
ptodéw cielat s = -
Jader plodéw
cielat +++ e ++ e+ | At | | | | | R ++ ++ ++ + + nb
Nerek [
. +++ +++ ++ e G o + + + + + ++ ++ + + + nb
prosiat T | B
Tarc;zy ¥ + + + + + + | + + ++ + = |+ + + | o+ + +++
cielat | L | i

Objasnienia: +++ intensywne, liczne podziaty komérek, monolayer powstaje po 2-3 dniach inkubacji; ++ liczne podzialy komérek, monolayer powstaje
po 3-4 dniach; + pojedyncze komérki z podzialami, monolayer powstaje w ciagu 5-6 dni po dodatkowej zmianie ptynu wzrostowego lub nie udaje si¢

go uzyskaé; nb — nie badano

loze Hanksa z dodatkiem 10% surowicy cielecej, 10% bulio-
nu fosforanu tryptozy, 1% L-Glutaminy i 0,5% hydrolizatu
laktoalbuminy. Hodowle komdrek tarczycy cielgcej najlepiej
wyrastaty w ptynie Eagle’a z 10% surowica plodowa.

Wymagana koncentracja komérek do zatozenia hodowli z
nerek, jader, migsnia Sercowego plodéw cielat oraz nerek pro-
siat wynosila 2 — 3 x 10° komdrek/ml, a z tarczycy cielat 1
x 10® komérek/ml. Zawiesiny o wyzsze] gestosci szybko osia-
gaty catkowite pokrycie powierzchni, ale zakwaszaly Srodo-
wisko, co prowadzito do odklejania si¢ hodowli od szkla i
jej degeneracji. Uzycie zawiesin o nizszej koncentracji ko-
mérek nie zapewniato uzyskania jednolitej ich warstwy. W
celu sporzadzenia hodowli uzywano nerek i jader pobranych
od 3 — 6-miesiecznych ptodéw cielat, natomiast hodowle ko-
moérek migsnia sercowego mozna bylo uzyskac z tkanek po-
branych wytacznie od ptodéw okoto 3-miesigcznych.

Jak wynika z tab. 3 przy zastosowaniu do podlozy wzro-
stowych surowicy cielgcej lub ptodowej nie wykazano réznic
we wzro$cie hodowli komérek nerek, migénia sercowego, ja-
der ptodéw cielat oraz nerek prosiat otrzymywanych z ko-

morek przechowywanych w temperaturze -196°C. Hodowle
komérek tarczycy cielecej uzyskiwano uzywajac do podioza
wzrostowego surowicy plodowej. Na podstawie wynikéw ba-
dafi przedstawionych w wymienionej tabeli stwierdzono, ze
komérki nerek, jader, migsnia sercowego ptodéw cielat oraz
nerek prosiat przechowywane w ciekltym azocie do 6 — 7 mie-
siecy zachowaty dobra zywotno$é i nie zmieniony potencjal
wzrostowy. Aby uzyskaé¢ hodowle po dluzszym okresie prze-
chowywania komérek nalezato uzywaé okolo dwukrotnie
wigkszej ich liczby, niz do zaktadania hodowli z komdérek
otrzymywanych bezposrednio po trypsynowaniu tkanek. Ko-
moérki tarczycy cielat badane po okresie 4-miesiecznego za-
mrozenia byty przydatne do zatozenia hodowli. W dostgpnym
pi$miennictwie zagranicznym tylko nieliczne prace dotycza
omawianego zagadnienia. House i House (3) przedstawili po-
zytywne rezultaty przechowywania komdrek pierwotnych w
zamrozeniu.

W tab. 4 przedstawiono wyniki mianowania wirusa prysz-
czycy typu A, O, C w hodowlach komérek. Wrazliwe na za-
kazenie wirusem byly hodowle komdérek nerek ptodéw cielat,
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Tab. 3. Charakterystyka komdrek

. Wzrost hodowli Okres % komoérek Wzrost komérek po zamrozeniu
Zawiesina g komérek przechowywania uszkodzonych po tyni :
. uszkodzonych p . N Y w_plynie z surowicg
komérek e bezposred_mo__ w temp. —196°C przechowywanulu .
po trypsynizacji (w m-cach) w temp, —196°C cielgca plodowa

2 7,0-9,2 +++ ++4+

3 7,0-9,5 +++ +++

Nerek. 7 i 4 7,3-9,5 +++ +++
ptodéw cielat 5 7.5-9,7 -t -
6 8,0-10,0 +4++ +4++

7 8,2-10,0 + ++

8 8.5-10.5 + +
I; 2 5,0-7,0 +++ +++
3 5,0-7,0 +++ +++
Migsnia 4 53-7,0 +++ +++
sercowego plodéw 5 bt T

cielat 5 5,5-7,2 +++ +++
6 6,0-7,5 +++ +++
7 6,2-7,5 +++ +++

8 6,5-8,0 ++ ++

2 2,0-2,5 +++ +++

3 2,355 +++ +++
Jader. 5 15 4 2,5-5,5 +++ +++
plodéw cielat - ' 5 3,0-5.5 e+ 4+
6 3,5-6,0 +++ +++
7 3,5-6,0 +++ +++

8 3,7-6,5 + +
2 5,0-75 +++ +++
3 5,0-7.8 +++ +++
Ncrf':k 5 o 4 5,2-7.8 +++ +++
prosiat 5 5,5-8,0 +++ +++
6 5,5-8,0 +++ +++

7 5,9-8,3 + ++

8 6.2-9.0 + +
T, 2 6,0-8,5 + +++
cielat . 8 S 3 6,0-8,7 + ++
| 4 6,3-9.0 + B +++

Objasnienia: jak w tab. 2.

nerek prosiat i tarczycy cielat. W hodowlach komérek migs-
nia sercowego i jader ptodéw cielat nie obserwowano zmian
cytopatycznych. Wyniki te nie potwierdzaja doniesiest innych
autoréw (3, 13).

Prezentowane wyniki badad jednoznacznie wskazuja na
mozliwo$é wykorzystania do diagnostyki wirusa pryszczycy
komoérek nerek ptodéw cielat, nerek prosiat i tarczycy cielat
przechowywanych w temperaturze -196°C co najmniej do 6
miesigcy.

Biorac pod uwage fakt, ze od wyjecia amputki z komor-
kami do czasu uzyskania hodowli uptywa zwykle tylko 48
godzin, mozliwe jest skrécenie terminu uzyskania wyniku juz
w 4 dni po otrzymaniu materiatu do badan, acznie z iden-
tyfikacja serologiczna. Tradycyjny sposéb sporzadzania ho-
dowli wymaga prac przygotowawczych i najczesciej wydtuza
ten okres o kilka dni. Nie zawsze bowiem jest dost¢pna od-
powiednia tkanka, a w czasie przygotowania hodowli komd-
rek mozliwe jest przypadkowe zakazenie lub brak potencjalu
wzrostowego. Niedogodnosci te eliminuje uzycie zawiesiny
o sprawdzonym potencjale wzrostowym, wolnej od zakazefi
ubocznych, ktére moga nastapié w czasie pobierania lub try-
psynowania tkanek.

Tab. 4. Miano wirusa pryszczycy (w log TCID5()
w komérkach rosnacych bezposrednio po trypsynizacji
oraz po ich przechowywaniu w glebokim zamroZeniu

Sposéb przygotowania hodowli

Hodqwle z komérek bezposrednio z komérek zamrozonych
komoérek
po trypsynowaniu (6 miesiecy)
Typ A | Typ O | Typ C | Typ A | Typ O | Typ C
. S 7.6 6.8 7.4 7.6 6.7
ptodéw
Migsnia
Sercowego brak brak brak brak brak brak
plodéw CPE CPE CPE CPE CPE CPE
cielat
{age/r brak | brak | brak | brak | brak | brak
plocow CPE | CPE | CPE CPE CPE | CPE
cielat
el 75 76 69 7.5 7,7 6.9
prosiat
Tarczyey 76 7.6 6,9 7.6 76 6.9
cielat
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Wnioski

1. Zawiesina komérek uzyskana metoda trypsynizacji z tka-
nek ptodowych bydla (migsieri sercowy, jadra, nerki) 1 tar-
czycy cielat oraz z nerek prosiat moze by¢ poddawana
glebokiemu zamrozeniu i zachowuje nie zmieniony potencjat
WZrostowy przez co najmniej 6 miesigcy.

2. Najodpowiedniejszym podiozem do wzrostu komérek
nerek, mig$nia sercowego, jader ptodéw cielat oraz nerek pro-
siat uzyskanych bezposrednio po trypsynizacji, jak i przecho-
wywanych w stanie glgbokiego zamrozenia jest ptyn Hanksa
z 10% surowica cielgcg 1 0,5% hydrolizatem laktoalbuminy
oraz 1% buforem Hepes lub z dodatkami: 10% surowicy cie-
lecej, 10% bulionu fosforanu tryptozy, 1% L-Glutaminy i
0,5% hydrolizatu laktoalbuminy; komdrki tarczycy cielece;j
najlepiej wyrastaja w plynie Eagle’a z 10% surowica ptodowa.

3. Wysokosci miana TCIDsp oraz intensywno$¢ zmian
cytopatycznych powodowanych przez wirus pryszczycy typu
A, O, C w hodowlach otrzymanych z komérek bezposrednio

po trypsynizacji i po przechowywaniu przez 6 miesiecy w
stanie glebokiego zamrozenia nie rézniag sie.

Pismiennictwo

L. Bachrach H.L, De Boer J.C., Hamblet F.E.: Am, J. Vet. Res. 23, 608, 1962.

2. Bindrich H., Kuwert E.. Arch. exper. Vet. med. 14, 142, 1959.

3. House C., House J.: Vet. Microbiol. 20, 99, 1989.

4. Larski Z.: Diagnostyka wirusologiczna choréb zwierzat. PWRIL, War-
szawa 1977, )

5. Lebedev A., Gogolev M.M., Mutuzkin L.J., Mutuzkina Z.P.: Veterinarija
1, 31, 1972

6. Loddo B., Medda A.: Vet. Ital. 11, 659, 1960.

7. Medda A., Loddo B.:. Atto Soc. Ital. Sci. Vet. 14, 770, 1969.

8. Melendez LV., Gaggera A., Rodriguez T., Noramuena G.: Proc. Soc.
Exp. Biol. Med. 95, 696, 1957.

9. Misra V.C.: JRemount. Vet. Corps. Hissar. 9, 21, 1970.

10. Paprocka G., Kesy A.. Biotechnologia P I, 3, 15, 1992,

11. Sellers R.F.: Nature 176, 547, 1955.

12. Snowdon W.A.: Nature 210, 1079, 1966.

13. Willems R., Marchal A.: Bull. Off. Int. Epizoot. 61, 969, 1964.

Adres autora: dr Grazyna Paprocka, ul. Spacerowa 70/5, 98-220
Zduniska Wola

EWA SZARSKA

Ocena wydolnosci koni podczas zawodow konkurencji WKKW

Zaktad Fizjologii Pracy Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii, ul. Kozielska 4, 01-163 Warszawa

Summary

Evaluating the fitness of horses during a three-day com-
petition

Blood samples were taken from 21 horses before com-
petition (S), after a race (W) and after a 30 min. rest
period (R). Five-year-old horses taking part in a cham-
pionship were compared with older horses starting in the
Championship of Poland. The distance for young horses
was shorter than the one for older ones. The changes of
parameters such as Ht, Hb, LA, Glu and TP in the blood
of five-year-old horses were higher than those of older
horses. It was found that most of the five-year-old horses
starting in the championship had not been well trained
for the competition, while the older horses participating
in the Championship of Poland were prepared properly
for that race.

Przygotowanie koni do konkurencji Wszechstronnego Kon-
kursu Konia Wierzchowego (WKKW) musi by¢ wielokierun-
kowe i uwzgledniaé réwnolegly rozwdj takich cech, jak: sita,
szybko$¢ 1 wytrzymalo$é z jednoczesnym doskonaleniem tech-
niki skoku 1 jazdy ujezdzeniowej. Z punktu widzenia ogédlnej
wydolnosci organizmu najtrudniejszym elementem zawodéw
jest cross czyli terenowy bieg z przeszkodami. Zawody WKKW
moga by¢ rozgrywane w formie petnej lub skréconej — tzw.
zawody kombinowane. W dniu préby terenowej, w pelnym
WKKW, konie majg do pokonania, r6znym tempem, 4 odcinki
trasy: a) drogi 1 sciezki — klus, b) steepl — galop z przeszkodami
po plaskim torze, ¢) drogi i $ciezki — klus, d) cross —~ galop z
przeszkodami w terenie. W zawodach kombinowanych nie ma
odcinkéw a i b. Najwazniejszym startem krajowym dla koni

dorostych sa Mistrzostwa Polski, a dla koni mtodych — Cham-
pionat koni pigcioletnich.

Celem pracy byto okreslenie wydolnosci koni na podstawie
wynikéw badari hematologicznych i biochemicznych krwi:

— poréwnanie reakcji na wysitek koni starszych startuja-
cych w Mistrzostwach Polski 1 koni mlodszych startujacych
w Championacie koni 5-letnich.

— ocena przygotowania do startu koni w obu grupach wie-
kowych.

Materiat i metody

Obiektem badan byto 21 koni: 10 koni starszych startuja-
cych w Mistrzostwach Polski senioréw i 11 koni 5-letnich
startujacych w Championacie. Obie imprezy to petne WKKW.
Dla lepszego poréwnania podano dtugosci poszczegdélnych
odcinkéw trasy, przewidziane tempo 1 liczbe przeszkéd.

Mistrzostwa Polski Championat
a. 3080 m 220 m/min. 3080 m 220m/min.
b. 2760 m 690 m/min. 8 przeszkéd 1500 m 600m/min. 5 p.
c. 9240 m 220 nYmin. 3300 m 220m/min.
d. 6270 m 570 m/min. 26 przeszkéd 3000 m 550m/min. 20 p.
21 350 m 10 880 m

Badanym koniom w dniu startu trzykrotnie pobierano krew
rano w stajni: w spoczynku (S), bezposrednio po zakoriczeniu
wysitku (W) i 30’ po ukoriczeniu crossu (R).

We krwi oznaczano nastgpujace wskazniki hematologiczne:
OB, Ht i Hb oraz biochemiczne: poziom kwasu mlekowego
(LA), glukozy i biatka catkowitego. Kwas mlekowy oznacza-
no testem firmy Boehringer, glukoze w pelnej krwi testem
firmy Cormay, a biatko i hemoglobine testami firmy Alpha
Diagnostic.



