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Do wykrywania wirusa pryszczycy (FMDV) w ma-
teriale biologicznym stosowane s¹ zarówno nowe tech-
niki molekularne (PCR), jak i klasyczne metody, które
dotychczas zachowa³y swoj¹ warto�æ � izolacja wirusa
w hodowlach komórkowych oraz test ELISA. Niew¹t-
pliwym postêpem w wirusologicznej diagnostyce labo-
ratoryjnej by³o wprowadzenie na prze³omie lat 50. ho-
dowli komórek zwierzêcych in vitro. Sta³o siê to mo¿-
liwe dziêki zastosowaniu przez Endersa (12) trawienia
trypsyn¹ tkanek zwierzêcych oraz pracom Yougnera
(17) i Dulbecco (11), które przyczyni³y siê do uzyska-
nia hodowli jednowarstwowej. W 1955 r. Sellers (16)
oraz Bachrach, Hess i Callis (8) namno¿yli po raz pierw-
szy FMDV w hodowli pierwotnej komórek nerki �wini
i cielêcia. Hodowle komórek okaza³y siê doskona³ym
pod³o¿em badawczym do namna¿ania wirusów.

Wra¿liwo�æ komórek na zaka¿enie FMDV zale¿y od
obecno�ci na ich powierzchni specjalnych receptorów
(13). Do izolacji wirusa pryszczycy zalecane s¹ hodowle
pierwotne komórek tarczycy bydlêcej, nerki cielêcia,
�wini, jagniêcia. Mog¹ byæ tak¿e stosowane hodowle
komórek linii ci¹g³ych IB-RS-2 oraz BHK-21 (4).

Celem badañ by³o opracowanie metody zak³adania
hodowli pierwotnej komórek nerki jagniêcia typu mo-
nolayer (jednowarstwowej) oraz okre�lenie jej przydat-
no�ci w diagnostyce pryszczycy.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na nerkach 2-4-tygodniowych

jagni¹t. Do badañ u¿yto po¿ywki Eagle�a (MEM), surowicy
bydlêcej p³odowej, antybiotyków (penicylina, streptomycy-
na, amfoterycyna), PBS, 0,25% roztworu trypsyny w PBS bez
jonów Ca2+ i Mg2+, roztworu b³êkitu trypanu.

Przy zak³adaniu hodowli pierwotnej wszystkie czynno�ci
wykonywano w warunkach �ci�le aseptycznych. Postêpowa-
no zgodnie z obowi¹zuj¹cym w Zak³adzie Pryszczycy syste-
mem zarz¹dzania jako�ci¹ oraz zasadami Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej w Hodowli Komórek (14).

Pobrane nerki umieszczano w naczyniu zawieraj¹cym zim-
ny PBS z dodatkiem antybiotyków i jak najszybciej dostar-
czano do laboratorium. Trypsynizacjê prowadzono dwiema
metodami.

Metoda I. Nerkê jagniêcia wyk³adano na szalkê Petriego.
Po zdjêciu torebki nerkowej wycinano kawa³ki kory i przeno-
szono do zlewki. Tkankê przep³ukiwano buforem PBS z do-
datkiem antybiotyków i ciêto no¿yczkami na ma³e kawa³ki,
unikaj¹c mia¿d¿enia. Rozdrobnion¹ tkankê po przep³ukaniu
3 × w PBS z dodatkiem antybiotyków przenoszono do kolbki
Erlenmayera. Dodawano 0,25% roztwór trypsyny w propor-
cji 1 objêto�æ tkanki : 3 objêto�ci trypsyny. Proces trypsyno-
wania prowadzono w 37°C na mieszadle magnetycznym. Co
15 min. zlewano nads¹cz z uwolnionymi komórkami do zlewki
i wstawiano do lodówki (pierwsz¹ zawiesinê komórek odrzu-
cano). Do pozosta³ej niestrawionej tkanki nalewano now¹
porcjê trypsyny i poddawano dalszemu trawieniu. Trypsyno-
wanie powtarzano kilkakrotnie, w zale¿no�ci od wymaganej
ilo�ci komórek. Zawiesinê uwolnionych w trawieniach ko-
mórek s¹czono przez siatkê nylonow¹ w celu oddzielenia agre-
gatów i resztek tkanki. Przes¹cz wirowano przy 400 × g przez
10 minut. Do peletki komórek powsta³ej na dnie probówki
wirowniczej dodawano PBS, zawieszaj¹c w nim komórki przez
energiczne wci¹ganie pipet¹ i ponownie wirowano. P³ukanie
powtarzano trzykrotnie. Uzyskany osad komórek zawieszano
w po¿ywce hodowlanej (MEM z dodatkiem 10% surowicy
oraz antybiotyków). W celu okre�lenia ilo�ci komórek uszko-
dzonych 50 µl zawiesiny komórek mieszano z 50 µl 0,4%
roztworu b³êkitu trypanu. Kroplê otrzymanej zawiesiny wpro-
wadzano do komory Bürkera. Okre�lano ca³kowit¹ liczbê ko-
mórek i osobno liczbê komórek zabarwionych. Komórki mar-
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twe wybarwiaj¹ siê na kolor niebieski. Otrzyman¹ w procesie
trypsynowania zawiesinê komórek dzielono na dwie czê�ci;
jedn¹ rozcieñczano po¿ywk¹ hodowlan¹ do ilo�ci 3-5 × 105

komórek/ml i zak³adano hodowle w probówkach (tubes nunc-
lon), drug¹ czê�æ, przeznaczon¹ do zamro¿enia w ciek³ym azo-
cie zawieszano w medium krioprotekcyjnym, tak aby uzyskaæ
oko³o 3 × 107 komórek/ml. Hodowle inkubowano w tempera-
turze 37°C, kontrolowano pod mikroskopem, zwracano uwa-
gê na gêsto�æ hodowli, pH po¿ywki. W razie potrzeby po¿yw-
kê hodowlan¹ zmieniano.

Metoda II. Do zak³adania hodowli u¿ywano drugiej nerki
jagniêcia. Pierwsze trawienie rozdrobnionej tkanki wykony-
wano przy u¿yciu 0,25% roztworu trypsyny w 37°C, przez
20 min., uzyskan¹ zawiesinê odrzucano. Nastêpnie dodawa-
no nowy roztwór trypsyny i trawienie odbywa³o siê przez noc,
w 4°C, na wolnych obrotach mieszad³a magnetycznego. Dal-
sze czynno�ci prowadzono zgodnie z metod¹ I.

Przy przechowywaniu komórek nerki jagniêcia w ciek³ym
azocie wzorowano siê na instrukcji nr I-09/ZPr/KJZ (1).

Przy zak³adaniu hodowli komórek nerki jagniêcia z udzia-
³em komórek przechowywanych w ciek³ym azocie postêpo-
wano wg instrukcji nr I-10/ZPr/KJZ (2). Komórki liczono,
rozcieñczano w po¿ywce i wysiewano do naczyñ hodowla-
nych w sposób opisany powy¿ej.

Do wykrywania wirusa pryszczycy (test izolacji) u¿yto
materia³u biologicznego otrzymanego z World Reference La-

boratory w Pirbright w ramach miêdzylaboratoryjnych porów-
nañ metod diagnostycznych. Badania wykonywano w opar-
ciu o procedurê badawcz¹ nr ZPr/PB-01 (5). Wyniki porów-
nywano z uzyskanymi w hodowli komórek linii ci¹g³ej
IB-RS-2, przygotowanej wg instrukcji nr I-02/ZPr/PB-01,03,04
(3).

Po¿ywkê z hodowli, w której wyst¹pi³ efekt cytopatyczny
badano na obecno�æ wirusa pryszczycy testem ELISA zgod-
nie z procedur¹ badawcz¹ nr ZPr/PB-02 (6). Wymienione pro-
cedury i instrukcje zosta³y opracowane w oparciu o zalecenia
OIE (4).

Wyniki i omówienie
Trypsynowanie tkanki nerki jagniêcia wykonywano

dwiema metodami, w 37°C (metoda I) oraz przez noc
w 4°C (metoda II uproszczona). Przed za³o¿eniem ho-
dowli oraz zamro¿eniem komórek w ciek³ym azocie
okre�lano ich ¿ywotno�æ. Odsetek komórek uszkodzo-
nych by³ niski, w zawiesinie otrzymanej metod¹ I wy-
nosi³ 2,5-2,9%, metod¹ II 3,2-3,5% (tab. 1, 2). Dla uzys-
kania dobrego wzrostu hodowli wymagana by³a gêsto�æ
zawiesiny 3-5 × 105 komórek/ml pod³o¿a. Zawiesiny
o wy¿szej gêsto�ci powodowa³y szybkie odklejanie siê
hodowli i jej degeneracjê. U¿ycie zawiesin o ni¿szej
koncentracji komórek nie zapewnia³o uzyskania hodow-

li konfluentnej.
Nastêpnie oceniano ¿ywotno�æ i zdol-

no�æ do wzrostu komórek przechowywa-
nych w okresie 1-8 miesiêcy w ciek³ym
azocie (tab. 1, 2). Po o¿ywieniu komó-
rek nerki jagniêcia po 8 miesi¹cach, od-
setek komórek uszkodzonych waha³ siê
od 4,0% do 6,9% (metoda I) oraz od
5,1% do 7,2% (metoda II). Wzrost ko-
mórek uzyskanych poprzez trypsynowa-
nie tkanki nerki jagniêcia w 37°C oraz
w 4°C by³ porównywalny. Komórki za-
równo bezpo�rednio po trypsynizacji, jak
i przetrzymywane w g³êbokim zamro¿e-
niu szybko podejmowa³y wzrost ocenio-
ny jako bardzo dobry. Po przyczepieniu
siê do dna probówki tworzy³y ró¿nej
wielko�ci kolonie, które proliferuj¹c, po-
wiêksza³y siê i tworzy³y jedn¹ warstwê
(monolayer) po 48-72 godzinach. Ko-
mórki nie wymaga³y z³o¿onych po¿ywek
hodowlanych, stosowano medium
Eagle�a MEM z dodatkiem 10% surowi-
cy bydlêcej p³odowej. House i House
(15) przedstawili po raz pierwszy pozy-
tywne rezultaty przechowywania komó-
rek pierwotnych w zamro¿eniu.

W dalszych badaniach okre�lano wra¿-
liwo�æ na zaka¿enie wirusem pryszczy-
cy hodowli przygotowanej z udzia³em
komórek nerki jagniêcia przechowywa-
nych w ciek³ym azocie 8 miesiêcy,
w porównaniu z aktualnie u¿ywan¹ do
testu izolacji hodowl¹ komórek linii ci¹g-
³ej IB-RS-2. Jak wynika z tab. 3, wyst¹-
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Tab. 2. Charakterystyka komórek nerki jagniêcia (metoda II)

Obja�nienia: jak w tab. 1.
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Tab. 1. Charakterystyka komórek nerki jagniêcia (metoda I)

Obja�nienia: +++ � wzrost bardzo dobry, monolayer po 48-72 godz.
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pienie CPE (wynik dodatni) stwierdzono w obu hodow-
lach inokulowanych próbkami P328 i P337. Jednak
zmiany cytopatyczne w hodowli komórek nerki jagniê-
cia pojawi³y siê wcze�niej, po 18 i 24 godz. kolejno
w próbce P328 i P337, natomiast w hodowli komórek
linii ci¹g³ej IB-RS-2 dopiero po 40 godz. w próbce P328
i po 42 godz. w P337 (ryc. 1, 2). Obecno�æ wirusa prysz-
czycy w wymienionych próbkach potwierdzono testem
ELISA.

£atwe w u¿yciu hodowle komórek linii ci¹g³ych IB-
RS-2 oraz BHK-21 s¹ powszechnie stosowane do ruty-
nowych badañ rozpoznawczych. Ocena ich wra¿liwo�-
ci jest sta³ym tematem dyskusji na sympozjach, na któ-
rych omawiane s¹ problemy zwi¹zane ze standaryzacj¹
metod diagnostycznych. Wa¿ne s¹ doniesienia wielu
autorów, którzy wykazali zró¿nicowan¹ wra¿liwo�æ na
zaka¿enie FMDV klonów komórek linii BHK-21 u¿y-
wanych w ró¿nych laboratoriach (7, 9, 10). Wyniki
wcze�niejszych badañ w³asnych oraz przedstawionych
w publikacjach wskazuj¹ na potrzebê dokonywania
okresowej oceny posiadanych linii komórkowych pod
wzglêdem ich przydatno�ci do diagnozowania prysz-
czycy. Z innych badañ wynika, ¿e hodowle komórek
linii ci¹g³ych s¹ mniej wra¿liwe na zaka¿enie ni¿ ko-

mórki pierwotne, zw³aszcza przy niskim
mianie infekcyjnym FMDV (4, 9). Powy¿-
sze dane motywuj¹ do wprowadzenia do
izolacji wirusa hodowli komórek nerki jag-
niêcia.

Podsumowuj¹c nale¿y stwierdziæ, ¿e za-
stosowanie uproszczonej metody trypsyno-
wania oraz korzystanie z o¿ywionych ko-
mórek o sprawdzonym potencjale wzrosto-
wym i wra¿liwo�ci na zaka¿enie FMDV,
eliminuje wiele niedogodno�ci i trudno�ci
organizacyjnych zwi¹zanych z zak³ada-
niem hodowli pierwotnej komórek nerki
jagniêcia. Otrzymane wyniki jednoznacz-
nie wskazuj¹ na u¿yteczno�æ tej hodowli
do wykrywania wirusa pryszczycy.
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Tab. 3. Ocena wra¿liwo�ci hodowli pierwotnej komórek nerki jagniêcia na
zaka¿enie FMDV

Obja�nienia: � brak CPE; nb � nie badano

Ryc. 2. Hodowla komórek nerki jagniêcia
zaka¿ona wirusem pryszczycy (próbka P337)

Ryc. 1. Hodowla komórek nerki jagniêcia
(kontrola)


