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1. Wstep

Pryszczyca jest jedna z najgrozniejszych chordb zakaznych zwierzat racicowych. Jej czyn-
nikiem etiologicznym jest wirus grupy Picorna, jeden z najmniejszych, a jednoczes$nie najtatwiej
rozprzestrzeniajgcych sie wiruséw zwierzecych, charakteryzujacy sie wysoka zakaznoscig
i znaczng odpornoscig na wptywy srodowiska zewnetrznego (1-3).

W zwalczaniu pryszczycy istotne znaczenie miato opracowanie niezawodnych metod roz-
poznawczych oraz uzyskanie bezpiecznych i skutecznych szczepionek (4-11). Zostalo to
osiggniete m.in. w wyniku zastosowania hodowli komérek do wykrywania i namnazania wirusa.

Celem niniejszego opracowania jest dokonanie przegladu dotyczacego hodowli komodrek
wrazliwych na zakazenie wirusem pryszczycy.

2. Pierwotne hodowle komodrek

Przez wiele lat czynnikiem ograniczajagcym badania nad pryszczyca byly wysokie koszty
spowodowane koniecznoscig namnazania wirusa na zwierzetach, przede wszystkim na bydle.
Tylko w niewielkim stopniu mozna byto zastapi¢ zwierzeta domowe laboratoryjnymi. Punktem
zwrotnym w badaniach wirusa pryszczycy byto wprowadzenie techniki hodowli komérek w celu
jego namnazania. Stato sie to mozliwe dzieki opracowaniu przez Endersa (12) trawienia try-
psyna tkanek zwierzecych oraz pracom Yougnera (13) i Dulbecco (14) umozliwiajacym uzy-
skanie in vitro hodowli jednowarstwowej. W 1955 r. Sellers (15) oraz Bachrach, Hess i Callis
(16) namnozyli po raz pierwszy wirus pryszczycy w jednowarstwowej hodowli komorek nerki
cielecia i prosiecia, a Weslen i Dinter (17) zastosowali te metode przy produkcji szczepionki.

Pierwotne hodowle sg otrzymywane przez uwalnianie metoda enzymatycznag pojedynczych
komoérek ze sSwiezo pobieranych tkanek zwierzecych.

Wrazliwos¢ komérek na zakazenie wirusem pryszczycy zalezy od obecnosci na ich powie-
rzchni specjalnych receptoréw (18), Maja je hodowle komoérek nerek réznych gatunkow
zwierzat, w tym cielat (15,19), bydta (20), prosiat (15), owiec (21, 22), lam (22), kéz (23,24),
krélikow (21), swinek morskich (21, 23) i myszy (25). WrazliwoS¢ na zakazenie wirusem pry-
szczycy majg takze inne tkanki, np. ptuca ptodéw bydta (26), jadra cielat (27), tarczyca cielat
(28). Hodowla komoérek tarczycy cielat polecana jest do izolacji wirusa w tzw. probang testes
(29). Mniej uzyteczna jest hodowla komodrek tarczycy prosiat, ze wzgledu na wystepowanie
stabszych zmian morfologicznych skiladajagcych sie na tzw. efekt cytopatyczny (CPE) po za-
kazeniu jej wirusem pryszczycy (30).

Do badan rozpoznawczych i uzyskiwania wirusa pryszczycy najczesciej uzywane sa ho-
dowle komodrek nerki cielecia i prosiecia. Nardelli i Perini (31) oraz Gailiunas (32) stwierdzili,
ze hodowle te sg réwnie przydatne jak bydto i oseski mysie do wykrywania wirusa pryszczycy.
Borgen (33) uzyskat jednakowe miana infekcyjne wirusa w tych hodowlach oraz na oseskach
mysich, a Kuwert i Hoang (34) w hodowlach komorek i na jezykach bydlecych. Badania po-
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rébwnawcze, wykonane przez Patty i wsp. (35) wykazaly, ze miana wirusa pryszczycy w hodowli
komoérek nerki cielecej byly Srednio 2,5 x wyzsze od uzyskiwanych na jezykach bydlecych i 11
X wyzsze niz na oseskach mysich. Sellers i wsp. (36) sg zdania, ze niezaleznie od tego czy
wirus pochodzi od bydta, owcy, myszy, swinek morskich czy z hodowli komoérek, z reguty
dobrze namnaza sie w hodowli komérek nerki prosiecia. Autorzy wyizolowali szczep wirusa
bardziej wirulentny dla bydta niz dla Swin, ktéry powodowat silniejsze zmiany i lepiej sie
namnazat w hodowli komérek nerki cielecej. Jednak nie wszystkie szczepy wirusa pryszczycy
wywotywaty w hodowlach komérek efekt cytopatyczny. Bindrich i Kuwert (19) sposréd 26
szczepow wyizolowanych z epitelium jezykéw bydlecych wyréznili 7, ktére nie powodowaty
zmian w hodowli komérek nerki cielecej. Castrucci (37) wykonat 30 pasazy wirusa pryszczycy
typu C w hodowli komoérek nerki cielecej, nie uzyskujac efektu cytopatycznego. Zdaniem Din-
tera (38) przy przewadze czagsteczek niecytopatogennych zachodzi niezupetne zniszczenie ho-
dowli komorek jako wyraz interferencji miedzy czasteczkami cytopatogennymi i niecytopatogen-
nymi wirusa. Petermann i Lang (39), ktérzy najczesciej stosowali hodowle komoérek nerki
cielecej uwazajg, ze dla okreslonego szczepu wirusa wazny jest wyb6r odpowiedniego rodzaju
hodowli komoérek. Dla otrzymania jednorazowych hodowli o mozliwie statej wrazliwo$ci na wirus
pryszczycy istotne znaczenie ma przestrzeganie ustalonej metodyki. Wzrost hodowli zalezy od
rodzaju podtoza, doboru wiasciwego pH oraz koncentracji komorek przy sporzadzaniu zawie-
siny. Powszechnie, do przygotowania jednowarstwowej hodowli komoérek nerek uzywa sie
podtoza o pH 7,4-7,6 oraz zawiesiny zawierajgcej 2-4x10® komorek/ml. Stwierdzono, ze nerki
pochodzace od ozdrowiencéw nie nadaja sie do sporzadzenia hodowli w celu zakazenia wi-
rusem pryszczycy, gdyz wykazujg specyficzng opornos¢ w stosunku do homologicznego wi-
rusa (18).

Jednowarstwowe hodowle komérek prowadzono poczatkowo metodg stacjonarng, w na-
czyniach szklanych o réznej objetosci. Zapotrzebowanie na wieksze ilosci materiatu wirusowe-
go spowodowalo opracowanie rotacyjnej metody hodowli komdérek w butlach obrotowych.
Technike te opisat Ubertini i wsp. (40). Hodowle komodrek nerki cielecej zaktadano w 1 litrowych
okragtosciennych butlach, umieszczonych w aparacie rotacyjnym zwanym rolerem, ktéry wsta-
wiono do cieplarki o temperaturze 37®C. Pelen obrét butli nastepowat co 15 minut. Po 6 dniach
w kazdej z butli uzyskiwano okoto 100x10® komérek. Podobne wyniki otrzymano w Zaktadzie
Badania Pryszczycy w Zduriskiej Woli (41,42).

Niektérzy autorzy prébowali hodowa¢ komadrki nerki cielecej w zawiesinie. Patty i wsp. (43)
opracowali odpowiednie poditoze i namnozyli wirus pryszczycy w hodowli komérek w zawie-
sinie. ROwniez Zavagli i wsp. (44) oraz Zwetkov (45), wzorujac sie na tej metodzie namnozyli
w hodowli komdrek nerki cielecej w zawiesinie wirus pryszczycy, ktérego wartos¢ TCID50 {Tis-
sue Culture Infectious Dose 50%) wynosita 10"~®/ml.

Okresowe wahania w zakresie zapotrzebowania na hodowle komérkowe stwarzajg pewne
trudnosci organizacyjne, zwigzane ze zdobyciem narzadéw do hodowli pierwotnych. Mozna je
ztagodzi¢ przez sporzadzenie zawiesiny komorek i jej przechowywanie, podobnie jak linii
ciggtych, w stanie gtebokiego zamrozenia w cieklym azocie. House i House (46) wykazali, ze
komoérki przechowywane w temperaturze -195®C, posiadaty niezbednag zywotnosé¢, zdolnosé
do wzrostu i niezmieniong wrazliwos¢ na zakazenie wirusem pryszczycy. Wieksze objetosci
komoérek mozna uzyskac¢ przez perfuzje nerek; z 1 pary okoto 120 g nerek prosiecia otrzymano
30,2 | zawiesiny o gestosci 2,5x10® komoérek/ml (47,48).

3. Ciagte linie komérkowe

w 1962 r. Mowat i Chapman (49), a takze Mowat, Brooksby i Pay (50) uzyli po raz pierwszy
do namnazania wirusa pryszczycy hodowle komérek linii BHK-21, wyprowadzong z nerki cho-
mika ztocistego przez Mac Phersona i Stockera (51). Linia ta szybko znalazta szerokie zasto-
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sowanie i jest do dzisiaj przedmiotem zainteresowania wielu autoréw (52-55). Hodowle taka
mozna prowadzi¢ w postaci jednowarstwowej hodowli komérek w butlach ptaskodennych, a ta-
kze obrotowych, jak réwniez w zawiesinie w specjalnie skonstruowanych - i wcigz doskonalo-
nych technicznie - fermentorach. Linia BHK-21 wykorzystana zostata do produkcji szczepionki
przeciwko pryszczycy na duzag skale. Wiele publikacji swiadczy o szerokim stosowaniu tej linii
w instytutach prowadzacych badania nad wirusem pryszczycy m.in. w Bresci (56), Brukseli
(57), Buenos Aires (58), na Lindholmie (33), Plum Island (59).

Technike namnazania komérek linii BHK-21 w zawiesinie obszernie opisali Capstick (60),
Telling (61, 62) i Ubertini (40). Zastosowanie fermentoréw umozliwito uzyskanie zawiesiny o
gestosci 2-2,5x10® komérek /ml w czasie 48 godz (40). Metoda namnazania wirusa pryszczycy
w hodowli BHK-21 w zawiesinie stala sie powszechnym sposobem otrzymywania antygenu na
skale produkcyjna. Roczna $wiatowa produkcja szczepionki przeciwko pryszczycy, oparta
w wiekszosci o te metode, wynosi 800-1000 milionéw dawek (63).

Diamond (64) wyselekcjonowat z embrionéw chomika wrazliwg na zakazenie wirusem pry-
szczycy linie NIL-2, ktéra w postaci hodowli komérek w zawiesinie, jako linia IFFA-3, byla
stosowana do produkcji szczepionki (65,66). We Francji uzywano do celéw produkcyjnych
takze linie IBRS-2 wyprowadzonag z komérek nerki $wini (67). Przydatnos$c¢ tej linii, w postaci
hodowli jednowarstwowej do namnazania wirusa pryszczycy opisat Girand i wsp. (68), a w po-
staci hodowli w zawiesinie Chapman i Ramshow (69). Hodowla komérek IBRS-2 na
mikrono$nikach DEAE-SEPHADEX A5, umieszczonych w fermentorach, zostata wykorzystana
przez firme IFFA Merieux do namnazania wirusa na skale przemystowa (70).

Swaney (71) oraz Dinka (72) wyizolowali z nerek ptodu $wini linie MVPK-1. Jest ona szcze-
golnie polecana do bezposredniego okreslania liczby zakaznych czastek wirusa pryszczycy
metoda tysinek. Sposréd 18 wyodrebnionych klonéw komoérek, o réznej morfologii i zréznico-
wanej wrazliwosci na wirus pryszczycy, najbardziej odpowiednim okazat sie klon 17.

Wrazliwa na zakazenie wirusem pryszczycy jest takze wyselekcjonowana z ptuc chomika
iinia. HmM-Lu, ktéra w postaci hodowli komoérek w zawiesinie byla stosowana do namnazania
wirusa w celu przygotowania szczepionki (73).

Ouldridge i wsp. (74) porownywali wptyw pasazowania wirusa pryszczycy w réznych sy-
stemach hodowli komérek na jego wihasciwosci. Wykazano, ze wirus namnozony w jednowar-
stwowej hodowli komérek posiada szersze spektrum antygenowe w obrebie typu anizeli wirus
namnozony w hodowli komérek w zawiesinie.

Z danych przedstawionych w literaturze wynika, ze nie ma istotnej réznicy w mianie infe-
keyjnym i skladzie polipeptydowym wirusa namnazanego w hodowlach pierwotnych (jednora-
zowych) i w liniach ciggtych (75).

4. Zmiany w hodowlach komoérek zakazonych
wirusem pryszczycy

Proces zakazenia komoérek inicjowany jest przez adsorpcje wirusa na ich powierzchni. Jest
ona uwarunkowana obecnos$cig odpowiadajacych sobie receptoréw umieszczonych na powie-
rzchni komoérki oraz wirusowych - zlokalizowanych w polipeptydzie VPi kapsydu wirusa pry-
szczycy (76). Okres miedzy adsorpcja wirusa na komoérce, a pojawieniem sie nowych czgstek,
jest dla wirusa pryszczycy bardzo krétki i zalezy przede wszystkim od rodzaju komoérek i tem-
peratury. W niskiej temperaturze (2-4°C) nastepuje adsorpcja wirusa, ale nie przenika on do
wnetrza komorki. W optymalnej temperaturze (37°C), bezposrednio po adsorpcji, nastepuje faza
penetracji trwajgca krécej niz 10 min (77). Planterose i Cartwright (78) wykryli pierwsze nowo
powstate czastki wirusa pryszczycy w hodowli komadrek nerki prosiecia inkubowanej w tempe-
raturze 37°C po 90-120 min, a Olechnowitz i Kokles (79) juz po 70-80 min od rozpoczecia
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fazy adsorpcji. Polatnick i Bachrach (59) obserwowali czgstki wirusa po 100-110 min od za-
kazenia hodowli komérek nerki cielecej, a Laporte i Lenoir (80) po 110-130 min po zakazeniu
hodowli komérek BHK-21.

Mazzaracchio i wsp. (81) oraz Dannacher (82) dostrzegli na obumierajgcych komoérkach
guzowatosci corpuscules virophores o szczegdlnie duzej zawartosci wirusa. Mozliwe, ze sa
one identyczne z opisanymi przez Yilma i wsp. (83) pecherzykami blebs, wielkosci 2-5 pm.
Odczynem immunofluorescencji wykazano ich obecno$¢ po 3 godz od zakazenia hodowli ko-
morek nerki cielecej i bydlecej wirusem pryszczycy. Poglady na to, czy jadro czy tez cytopla-
zma inicjujg zmiany wywotane przez wirus byly dos$¢ zr6znicowane. Khera (84) wykryt pierwsze
zmiany w cytoplazmie, Mazzaracchio i wsp. (81) obserwowali rownoczesne zmiany w jadrze i
cytoplazmie. Bindrich i Kuwert (19) oraz Dannacher (82) wyrdznili jadrowa oraz nastepujaca
po niej cytoplazmatyczng faze zmian komérkowych. Dannacher uwaza, ze rozbieznosci te wy-
nikaja z zastosowania réznych technik histologicznych. Badania elektrono-mikroskopowe
potwierdzity, ze pierwszymi morfologicznymi oznakami zakazenia komaorki wirusem pryszczycy,
sg zmiany w jej jadrze. Jaderka ulegajg segregacji i sa widoczne w postaci resztkowej. Po
zmianach jaderkowych wystepujg marginacje chromatyny. Szczegodlnie widoczny jest przyrost
ziarnisto$ci miedzychromatynowych, a btona jadrowa wykazuje zmiany utatwiajagce przelewanie
sie materialu jadrowego do cytoplazmy. Morfogeneza wirusa pryszczycy ma miejsce w cyto-
plazmie (85,86).

Dzialanie cytopatogenne wirusa pryszczycy, towarzyszace zakazeniu komoérek prowadzi do
powstania w hodowli szeregu zmian morfologicznych. Komoérki ulegajg zaokragleniu, a ich kon-
tury staja sie bardziej wyrazne. W drugiej kolejnosci nastepuje cytoliza grup komérek, a w koncu
ich catkowity rozpad i odklejanie od szkta. W hodowlach komérek nerek widoczne sg mostki
cytoplazmatyczne. Zmiany te sg obserwowane zazwyczaj po 12-15 godz od zakazenia. Szcze-
py o wysokiej cytopatogennosci powodujg petna cytolize hodowli po 18-22 godz (87).

5. Uwagi koncowe

W okresie 35 lat od podjecia pierwszych eksperymentow nastgpit znaczny postep w zakre-
sie wykrywania i uzyskiwania wirusa pryszczycy w hodowlach komérek. Poczatkowo byty to
stacjonarne, nastepnie obrotowe, jednowarstwowe hodowle komérek otrzymywane przewaznie
z nerek cielat, bydta i swin. Dalsze badania wykazaly mozliwos¢ namnazania wirusa pryszczycy
w ciggtych liniach komoérkowych. Najwieksza popularno$¢ zdobyta linia BHK-21. W hodowli
komorek linii BHK-21 w zawiesinie namnazany jest wirus do produkcji szczepionki na skale
przemystowsa.

Potrzeba kontynuowania badarn z wirusem pryszczycy w aspekcie doskonalenia
niezawodnosci metod diagnostycznych oraz zapobiegania i zwalczania choroby, nieustannie
inspiruje prace zmierzajgce do postepu w zakresie otrzymywania i prowadzenia hodowli ko-
morek.
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Application of different cell culture systems for multiplying of FMD virus
Summary

The development of the techniques of animal cells cultivation in vitro and their application to studies
on FMD virus, laboratory diagnostics and vaccine production were presented. During 35 years since first at-
tempts of virus propagation in monolayers of calf kidney cells with the use of roller bottles, unlimited num-
ber of cells have been obtained. Satisfactory results were possible owing to the progress in fermentor con-
struction, material engineering and the use of microcarriers.

The list of references as well as our remarks concerning the application of different cell systems to in-
vestigations on FMD virus were presented. We found out that primary and continuous cell lines can be
used. The course of cell infection and the characteristics of cytopatic effect were described.
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