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Applying primary lamb kidney cell culture in diagnosing foot-and-mouth disease
Summary

Sensitive cell cultures, such as primary bovine thyroid cells and primary pig, calf or lamb kidney cells can
be used for isolating foot-and-mouth disease virus (FMDYV). Established cell lines IB-RS-2 and BHK-21 may
also be applied for this purpose. The aim of this study was to assess the efficacy of primary lamb kidney cell
culture for detecting FMDYV in biological materials. The results of the study demonstrate that this cell culture

may be a useful tool in diagnostic studies of FMD.
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Do wykrywania wirusa pryszczycy (FMDV) w ma-
teriale biologicznym stosowane sa zarOwno nowe tech-
niki molekularne (PCR), jak 1 klasyczne metody, ktére
dotychczas zachowaly swoja wartos¢ —izolacja wirusa
w hodowlach komoérkowych oraz test ELISA. Niewat-
pliwym postgpem w wirusologicznej diagnostyce labo-
ratoryjnej byto wprowadzenie na przetomie lat 50. ho-
dowli komorek zwierzecych in vitro. Stato si¢ to moz-
liwe dzigki zastosowaniu przez Endersa (12) trawienia
trypsyna tkanek zwierz¢cych oraz pracom Yougnera
(17) 1 Dulbecco (11), ktére przyczynity si¢ do uzyska-
nia hodowli jednowarstwowej. W 1955 r. Sellers (16)
oraz Bachrach, Hess i Callis (8) namnozyli po raz pierw-
szy FMDV w hodowli pierwotnej komorek nerki §wini
i cielecia. Hodowle komorek okazaty si¢ doskonatym
podtozem badawczym do namnazania wirusow.

Wrazliwo$¢ komorek na zakazenie FMDYV zalezy od
obecnosci na ich powierzchni specjalnych receptoréw
(13). Do izolacji wirusa pryszczycy zalecane sa hodowle
pierwotne komorek tarczycy bydlecej, nerki cielgcia,
$wini, jagnigcia. Moga by¢ takze stosowane hodowle
komorek linii ciaglych IB-RS-2 oraz BHK-21 (4).

Celem badan bylo opracowanie metody zaktadania
hodowli pierwotnej komorek nerki jagnigcia typu mo-
nolayer (jednowarstwowej) oraz okreslenie jej przydat-
nosci w diagnostyce pryszczycy.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na nerkach 2-4-tygodniowych
jagniat. Do badan uzyto pozywki Eagle’a (MEM), surowicy
bydlecej ptodowej, antybiotykow (penicylina, streptomycy-
na, amfoterycyna), PBS, 0,25% roztworu trypsyny w PBS bez
jondéw Ca* i Mg, roztworu blekitu trypanu.

Przy zaktadaniu hodowli pierwotnej wszystkie czynnosci
wykonywano w warunkach §cisle aseptycznych. Postgpowa-
no zgodnie z obowiazujacym w Zaktadzie Pryszczycy syste-
mem zarzadzania jako$cia oraz zasadami Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej w Hodowli Komorek (14).

Pobrane nerki umieszczano w naczyniu zawierajacym zim-
ny PBS z dodatkiem antybiotykow i jak najszybciej dostar-
czano do laboratorium. Trypsynizacj¢ prowadzono dwiema
metodami.

Metoda I. Nerkg jagnigcia wyktadano na szalkg Petriego.
Po zdjeciu torebki nerkowej wycinano kawatki kory 1 przeno-
szono do zlewki. Tkankg¢ przeptukiwano buforem PBS z do-
datkiem antybiotykow i cigto nozyczkami na mate kawalki,
unikajac miazdzenia. Rozdrobniong tkanke po przeptukaniu
3 x w PBS z dodatkiem antybiotykéw przenoszono do kolbki
Erlenmayera. Dodawano 0,25% roztwor trypsyny w propor-
cji 1 objgtos¢ tkanki : 3 objgtosci trypsyny. Proces trypsyno-
wania prowadzono w 37°C na mieszadle magnetycznym. Co
15 min. zlewano nadsacz z uwolnionymi komoérkami do zlewki
1 wstawiano do lodowki (pierwsza zawiesing komoérek odrzu-
cano). Do pozostatej niestrawionej tkanki nalewano nowa
porcje trypsyny i poddawano dalszemu trawieniu. Trypsyno-
wanie powtarzano kilkakrotnie, w zaleznosci od wymagane;j
ilosci komorek. Zawiesing uwolnionych w trawieniach ko-
morek saczono przez siatk¢ nylonowa w celu oddzielenia agre-
gatow i resztek tkanki. Przesacz wirowano przy 400 x g przez
10 minut. Do peletki komorek powstatej na dnie probowki
wirowniczej dodawano PBS, zawieszajac w nim komorki przez
energiczne wciaganie pipeta i ponownie wirowano. Plukanie
powtarzano trzykrotnie. Uzyskany osad komorek zawieszano
w pozywce hodowlanej (MEM z dodatkiem 10% surowicy
oraz antybiotykdéw). W celu okreslenia ilosci komorek uszko-
dzonych 50 pl zawiesiny komorek mieszano z 50 ul 0,4%
roztworu biekitu trypanu. Kroplg otrzymanej zawiesiny wpro-
wadzano do komory Biirkera. Okreslano catkowita liczbg ko-
morek i osobno liczbg komoérek zabarwionych. Komoérki mar-
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twe wybarwiaja si¢ na kolor niebieski. Otrzymana w procesie
trypsynowania zawiesing komorek dzielono na dwie czgsci;
jedna rozcienczano pozywka hodowlana do ilosci 3-5 x 103
komorek/ml i zaktadano hodowle w probéwkach (tubes nunc-
lon), druga czgs¢, przeznaczona do zamrozenia w cieklym azo-
cie zawieszano w medium krioprotekcyjnym, tak aby uzyskaé
okoto 3 x 107 komorek/ml. Hodowle inkubowano w tempera-
turze 37°C, kontrolowano pod mikroskopem, zwracano uwa-
ge na gestos¢ hodowli, pH pozywki. W razie potrzeby pozyw-
ke hodowlana zmieniano.

Metoda II. Do zaktadania hodowli uzywano drugiej nerki
jagnigcia. Pierwsze trawienie rozdrobnionej tkanki wykony-
wano przy uzyciu 0,25% roztworu trypsyny w 37°C, przez
20 min., uzyskana zawiesing odrzucano. Nast¢pnie dodawa-
no nowy roztwor trypsyny i trawienie odbywato si¢ przez noc,
w 4°C, na wolnych obrotach mieszadta magnetycznego. Dal-
sze czynnos$ci prowadzono zgodnie z metoda 1.

Przy przechowywaniu komorek nerki jagnigcia w ciektym
azocie wzorowano si¢ na instrukcji nr 1-09/ZPr/KJZ (1).

Przy zaktadaniu hodowli komorek nerki jagnigcia z udzia-
tem komorek przechowywanych w cieklym azocie postgpo-
wano wg instrukcji nr 1-10/ZPr/KJZ (2). Komorki liczono,
rozcienczano w pozywce 1 wysiewano do naczyn hodowla-
nych w sposob opisany powyzej.

Do wykrywania wirusa pryszczycy (test izolacji) uzyto
materiatu biologicznego otrzymanego z World Reference La-

Tab. 1. Charakterystyka komorek nerki jagniecia (metoda I)
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boratory w Pirbright w ramach migdzylaboratoryjnych porow-
nan metod diagnostycznych. Badania wykonywano w opar-
ciu o procedure badawcza nr ZPr/PB-01 (5). Wyniki poréw-
nywano z uzyskanymi w hodowli komorek linii ciaglej
IB-RS-2, przygotowanej wg instrukcji nr [-02/ZPr/PB-01,03,04
3.
Pozywke z hodowli, w ktdrej wystapit efekt cytopatyczny
badano na obecnos$¢ wirusa pryszczycy testem ELISA zgod-
nie z procedura badawcza nr ZPr/PB-02 (6). Wymienione pro-
cedury i instrukcje zostaty opracowane w oparciu o zalecenia
OIE (4).
Wyniki i omowienie
Trypsynowanie tkanki nerki jagnigcia wykonywano
dwiema metodami, w 37°C (metoda I) oraz przez noc
w 4°C (metoda II uproszczona). Przed zatozeniem ho-
dowli oraz zamrozeniem komoérek w ciektym azocie
okreslano ich zywotnos$¢. Odsetek komorek uszkodzo-
nych byt niski, w zawiesinie otrzymanej metoda [ wy-
nosit 2,5-2,9%, metoda II 3,2-3,5% (tab. 1, 2). Dla uzys-
kania dobrego wzrostu hodowli wymagana byta gestos¢
zawiesiny 3-5 X 10° komorek/ml podtoza. Zawiesiny
o wyzszej gestosci powodowaly szybkie odklejanie si¢
hodowli 1 jej degeneracjg. Uzycie zawiesin o nizszej
koncentracji komoérek nie zapewniato uzyskania hodow-
li konfluentne;.
Nastepnie oceniano zywotnosc¢ i zdol-

nos¢ do wzrostu komorek przechowywa-

o komorek | 0cena ownania | ukotiomen | omtae | nych w okresie 1-8 miesiccy w ciektym
% komdrek T przechowvv{ama uszkodzonych komérek Yy . - y . y,
uszkodzonych | oo | komorek w ciektym | przechowywanych | przechowywanych | azocle (tab 1, 2)_. Po ozywieniu komo-
azocie (mies.) w ciektym azocie | w ciektym azocie rek nel‘kl]agHIQCla po 8 miesiacach, od-

2,5-2.9 . 1 2.6-2,9 i setek komorek uszkodzonych wahat si¢
B 2629 s od 4,0% do 6,9% (metoda I) oraz od

— 5,1% do 7,2% (metoda II). Wzrost ko-

. el H morek uzyskanych poprzez trypsynowa-

4 2,7-4,0 . nie tkanki nerki jagni¢cia w 37°C oraz

5 2.8-4,5 -t w 4°C byt poréwqywalny. Komérlii za-

6 2845 o rowno bezposrednio po trypsynizacji, J'ak

e i przetrzymywane w gtebokim zamroze-

7 3,6-6,0 S niu szybko podejmowaty wzrost ocenio-

8 4,0-6,9 et ny jako bardzo dobry. Po przyczepieniu

Objasnienia: +++ — wzrost bardzo dobry, monolayer po 48-72 godz.

Tab. 2. Charakterystyka komorek nerki jagniecia (metoda II)

si¢ do dna probowki tworzyty rdznej
wielkosci kolonie, ktore proliferujac, po-
wigkszaty si¢ i tworzyly jedna warstwe
(monolayer) po 48-72 godzinach. Ko-

Ocena Okres % komorek Ocena wzrostu
% komérek przechowywania uszkodzonych komérek
wzrostu < .
uszkodzonych komdrek w ciektym | przechowywanych | przechowywanych
komérek . . . . . .
azocie (mies.) w ciektym azocie w ciektym azocie
3,2-3,5 +++ 1 3,2-3,5 +++
2 3,2-3,5 ++4+
3 3,3-4,0 +++
4 3,5-4,0 +++
5 4,0-5,0 ++4+
6 4,0-6,0 +++
7 4,5-6,0 ++4+
8 5,1-7,2 +++

Objasnienia: jak w tab. 1.

morki nie wymagaty ztozonych pozywek
hodowlanych, stosowano medium
Eagle’a MEM z dodatkiem 10% surowi-
cy bydlecej plodowej. House 1 House
(15) przedstawili po raz pierwszy pozy-
tywne rezultaty przechowywania komo-
rek pierwotnych w zamrozeniu.

W dalszych badaniach okre$lano wraz-
liwo$¢ na zakazenie wirusem pryszczy-
cy hodowli przygotowanej z udziatem
komorek nerki jagnigcia przechowywa-
nych w cieklym azocie 8 miesigcy,
w poréwnaniu z aktualnie uzywana do
testu izolacji hodowla komorek linii ciag-
tej IB-RS-2. Jak wynika z tab. 3, wysta-
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Tab. 3. Ocena wrazliwo$ci hodowli pierwotnej komérek nerki jagniecia na morki pierwotne, zwlaszcza przy niskim
zakazenie FMDV mianie infekcyjnym FMDV (4, 9). Powyz-

Hodowla pierwotna Hodowla komérek sz¢€ dqpe ,mOtywujat d(,) wpr(’)wadzem.a' do

Oznaczenie komérek nerki jagniecia linii ciggtej IB-RS-2 Wynik testu 1Z‘013}CJ1 wirusa hodowli komorek nerki jag-

prébki Pasai | Pasa I Pasai | Pasa |l ELISA nigeta. , _ .
-~ . - - Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze za-
stosowanie uproszczonej metody trypsyno-
—— - - - - il wania oraz korzystanie z ozywionych ko-
P328 CPE po 18 godz. nb CPE po 40 godz. nb serotyp 0 | morek o sprawdzonym potencjale wzrosto-
P335 - - - - nb wym 1 wrazliwo$ci na zakazenie FMDYV,
p336 ) ) ) ) o eliminuje wiele niedogodno$ci i trudnos$ci
organizacyjnych zwiazanych z zaklada-
P337 CPE po 24 godz. nb CPE po 42 godz. nb serotyp A niem hodowli plerwotneJ komorek nerki
P338 - - - - nb Jagmqma Otrzymane wyniki jednoznacz-
P340 _ _ _ _ 0 nie wskazujq na uzytecznos¢ tej hodowli
do wykrywania wirusa pryszczycy.
Objasnienia: — brak CPE; nb — nie badano
PiSmiennictwo
pienie CPE (wynik dodatni) stwierdzono w obu hodow- 1.Anon.: Instrukcja nr 1-09/ZPr/KJZ Przygotowanie komoérek BHK-21 oraz

lach inokulowanych probkami P328 i P337. Jednak
zmiany cytopatyczne w hodowli komoérek nerki jagnig-
cia pojawity SIQ wczesniej, po 18 1 24 godz. kolejno
w probce P328 i P337, natomiast w hodowli komorek
linii ciagtej IB-RS-2 dopiero po 40 godz. w probee P328
1po42 godz. w P337 (ryc. 1, 2). Obecnos¢ wirusa prysz-
czycy w wymienionych probkach potwierdzono testem
ELISA.

Latwe w uzyciu hodowle komorek linii ciagtych IB-
RS-2 oraz BHK-21 sa powszechnie stosowane do ruty-
nowych badan rozpoznawczych. Ocena ich wrazliwos-
ci jest statym tematem dyskusji na sympozjach, na kto-
rych omawiane sa problemy zwiazane ze standaryzacja
metod diagnostycznych. Wazne sa doniesienia wielu
autorow, ktorzy wykazali zroznicowana wrazliwos$¢ na
zakazenie FMDV klonow komorek linit BHK-21 uzy-
wanych w réznych laboratoriach (7, 9, 10). Wyniki
wczesniejszych badan wtasnych oraz przedstawionych
w publikacjach wskazuja na potrzeb¢ dokonywania
okresowej oceny posiadanych linii komorkowych pod
wzgledem ich przydatnosci do diagnozowania prysz-
czycy. Z innych badan wynika, ze hodowle komorek
linii ciaglych sa mniej wrazliwe na zakazenie niz ko-

IB-RS-2 do zamrozenia w ciektym azocie. PIWet-PIB Zaktad Pryszczycy, Zdun-
ska Wola 2006.
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ciaglych. PIWet-PIB Zaktad Pryszczycy, Zdunska Wola 2006.
4.Anon.: OIE Manual of Diagnostic Test and Vaccines for Terrestrial Animals
(mammals, birds and bees), Fifth Edition 2004, 111-128.
5.Anon.: Procedura badawcza nr ZPr/PB-01 Wykrywanie wirusa pryszczycy i wi-
rusa choroby pegcherzykowej swin w materiale biologicznym — test izolacji
wirusa. PIWet-PIB Zaktad Pryszczycy, Zdunska Wola 2006.
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