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ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΗΜΑΤΩΝ ΕΚ ΝΕΦΡΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΧΟΙΡΙΔΙΩΝ * 

Ύπ ό 

Ν. ΤΖΩΡΤΖΑΚΙ, Χ. ΠΑΠΠΟΥ, Ε. ΣΤΟΦΟΡΟΥ, Δ. ΜΠΡΟΒΑ, Ι. ΚΑΡΑΒΑΛΑΚΗ 
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Ι 

Έ κ τοΰ 'Ινστιτούτου ' Α φ θ ώ δ ο υ ς Πυρετού 

Διευθυντής : Ν . Τ ζ ω ρ τ ζ ά κ ι ς 

Εις προγενεστέραν άνακοίνωσίν μας (1) επί της καλλιέργειας τοΰ ίου 

τοΰ "Αφθώδους Πυρετοΰ επί ιστοκαλλιεργημάτων εις μονοκυτταρικήν στι

βάδα, διεξήλθομεν την εν τω Έ ρ γ α σ τ η ρ ί ω μας χρησιμοποιουμενην τεχνι-

κην ιστοκαλλιέργειας, παράγωγης και τιτλοποιήσεως τοΰ ϊοΰ. 

Κ α τ ά την τεχνικήν ταΰτην το χρησιμοποιοΰμενον θρεπτικον υπόστρω
μα ήτο το τοΰ H a n k s . 

Έ π ί τ φ τέλει της επιτεύξεως : α) μιας ταχυτέρας αναπτύξεως των 

κυττάρων β) αυξήσεως τοΰ τίτλου τοΰ ϊοΰ και γ) μειώσεως τοΰ κόστους της 

παραγωγής του, προέβημεν εις την συγκριτικήν μελέτην δυο θρεπτικών 

υποστρωμάτων αναπτύξεως κυττάρων, ήτοι τοΰ κλασικοΰ υποστρώματος 

H a n k και ενός ετέρου συνισταμένου εις το θρεπτικον ύλικον F r e n k e l ** (2) 

** ΣύνΟεσις υποστρώματος Frenkel. 
Δι' ëv λίτρον 

1 - Cysteine HCL 
Hémine 
Insuline 
Thyroxine 
Glucose 

Chlorure de Calcium anhydre 
Peptone 
NaCl 
KCl 
MgCl26HaO 
NaHCOs 
Niacine 
1 - Lysine HCl 
1 - Arginine HCl 
Pantothenate de Ca 
d. 1 - Threonine 
d. 1 - Methionine 
1 - Leucine 
d. 1 - Phenylalanine 
d. 1 - Tryptophane 
1 - Histidine HCl 
Isobuffer 
Eau bidistillée 

125 mgrs 
0,036 
0,9 
0,00£ 

1000 
238 

3000 
7200 

180 
90 

1000 
1 

200 
50 

0,25 
85 

200 
130 

50 
100 
38 
32 

1000 

ί mgrs 
U. I . 

> mgrs 
mgrs 
mgrs 
mgrs 
mgrs 
mgrs ! 
mgrs 
mgrs 
mgr 
mgrs 
mgrs 
mgr 
mgrs 
mgrs 
mgrs 
mgrs 
mgrs 
mgrs 
c. c. 
c. c. 

* Εστάλη προς δημοσίευσιν τήν Ιην Νοεμβρίου 1961. 
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εϊς, tò οποίον επεφέραμεν ώρισμένας τροποποιήσεις ως προς την σύνθεσίν του. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

1) Επιθηλιακά κύτταρα προερχόμενα εκ νεφρών χοιριδίων, ηλικίας 
2 περίπου μηνών, υποβληθέντα εις θρυψίνισιν εν θερμω, και εις εκπλυσεις 
δια φυγοκεντρήσεως, είτα δε άραιωθέντα εις άναλογίαν 1 : 200, εντός τών 
ωζ άνω υπό πειραματισμον θρεπτικών υλικών αναπτύξεως. 

2) Θρεπτικά υλικά αναπτύξεως. Έχρησιμοποιήθησαν : 

α) Το θρεπτικον υπόστρωμα H a n k s εις δ προστίθεται 10 °/0 οροΰ 
μόσχου, 0,5 °/0 ύδρολΰματος Λακταλβουμίνης, 0,5 °/ο εκχυλίσματος ζυθοζΰ-
μης και αντιβιοτικά (Πενικιλλίνη, Στρεπτομυκίνη, Χρυσομυκίνη) και β) το 
θρεπτικον υπόστρωμα Frenkel τροποποιηθήν ύφ 3 ημών δια .της προσθή
κης 10°/ο οροΰ μόσχου, 0,5 7ο ύδρολΰματος Λακταλβουμίνης, 0,5 °/ο εκχυ
λίσματος ζυθοζΰμης και αντιβιοτικών. 

Ώς θρεπτικον ύλικόν συντηρήσεως χρησιμοποιείται εις άμφοτέρας τας 
περιπτώσεις το υπόστρωμα Hanks, άνευ δμως προσθήκης οροΰ. 

Ή άντικατάστασις τοΰ θρεπτικοΰ ύποστροόματος δια τοΰ ύλικοΰ συν
τηρήσεως λαμβάνει χώραν είτε την αυτήν ήμέραν, είτε 2 ημέρας ένωρίτε-
ρον προκειμένου περί καλλιεργημάταιν δια τοΰ τροποποιηθέντος υποστρώ
ματος Frenkel. 

3) Είς την πειραματικήν μας ταΰτην μελέτην εχρησιμοποιήσαμεν στέ
λεχος Ιοΰ 'Αφθώδους ΙΙυρετοΰ, τΰπου C Όλλανδίας (Odoorn), προσηρ-
μοσμένου επί ίστοκαλλιεργημάτων, τρίτης κυτταρικής διόδου, έχοντος τί-

Ε Ι κ ώ ν 1.— Ίστοκαλλιέργημα 5 ήμερων Χ 128 Zeiss à frais 

τλον D. Ι. C. T . 50°/o (Dose Infectious Culture Tissue 50 °/0) 10"5'5/0,2 
χ. εκ. καί συντηρουμένου εν άποθέματι ε'νς ιούς —16° Ç. 
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Δια των ανωτέρω αναφερομένων θρεπτικών υποστρωμάτων προέβη

μεν είς καλλιέργειας κυττάρων χρησιμοποιήσαντες ανά 10 φιάλας Roux, 

εκάστη των οποίων περιείχε 100 κ. εκ. εναιωρήματος κυττάρων. 

'Ως προς ιόν ιόν, δια τούτου ένοφ-θαλμίζονται συγχρόνως και αϊ δυο 

Ε ί κ ώ ν 2 .— Ίστοκαλλιέργημα 5 ήμερων Χ 128 Zeiss 
Χρώσις : Αίματοξυλίνη - Ήωοίνη 

ομάδες φιαλών Roux δια ποσότητος ενός κ. εκ. εναιωρήματος κυττάρων. 
9 Ανά δίωρον καί μέχρι της 24ης ώρας λαμβάνονται δείγματα τών ενο-

Ε ί κ ώ ν 3. 



190 Δελτίον της Ελληνικής Κτηνιατρικής 'Εταιρείας 

φθαλμισθέντων ίστοκαλλιεργημάτων προς τιτλοποίησιν του καλλιεργηθέν-

τος ίου, παραλλήλως δε ταΰτα εξετάζονται μικροσκοπικως προς διαπίστωσιν 

της κυτταροπαθογονικης ενεργείας του ίου. 

Ε Ι κ ώ ν 4. 

Ε ί κ ώ ν 5. 
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Ε î κ ών 1, 2, 3, 4.—Κυτταροπαθογονική ενέργεια τοΰ Ιοΰ C 
εις διάφορα στάδια Χ 128 Zeiss 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Τα υπό καλλιέργειαν κύτταρα εξητάζοντο μικροσκοπικούς ανά 24ωρον 

καΐ μέχρι της δημιουργίας πλήρους μονοκυτταρικοΰ ταπητίου. 

Έ κ της συνεχούς ταύτης εξετάσεως διεπιστώθη δτι εις την ομάδα δι9 

ην Ιχρησιμοποιήθη το υπόστρωμα Hanks ή προσκόλλησις τών κυττάρων 

επί τών τοιχωμάτων τών φιαλών Roux συντελείται τάς πρώτας 24 ώρας, 

δ δε πολλαπλασιασμός των αρχόμενος από της 4ης ημέρας έβαινε με ρυθμον 

βραδΰτερον συγκριτικώς προς την ετέραν ομάδα, τέλος δε ό σχηματισμός 

πλήρους ταπητίου συνεπληροΰτο την 6ην η την 7ην ήμέραν. 

Το pH τοΰ καλλιεργήματος δια Hanks κατά τάς 4 πρώτας ημέρας 

ύφίστατο μικράν μεταβολήν (pH 7,2). 

Τα αναπτυχθέντα καλλιεργητικώς κύτταρα παρουσίαζον συχνάκις κε-

νοτόπια, ή δε μορφολογική των εϊκών μικροσκοπικώς δεν ενεφανίζετο τό

σον ικανοποιητική, συγκριτικώς προς εκείνην τών κυττάρων της ομάδος 

δια θρεπτικού υποστρώματος τροποποιηθέντος Frenkel . 

"Αντιθέτως, διεπιστοΰτο δτι εις το τελευταΐον τοΰτο υπόστρωμα τα 

κύτταρα προσκολλώνται μεν επί τών τοιχωμάτων τών φιαλών Roux ευθύς 

από της πρώτης ημέρας, εν συνεχεία δμως ή άνάπτυξις τοΰ καλλιεργήμα-

τος συντελείται με ταχΰτερον ρυθμόν, τοΰ πλήρους ταπητίου σχηματιζόμε

νου την 4ην ή την 5ην ήμέραν. Εις την προκειμένην περίπτωσιν το pH τοΰ 

καλλιεργήματος μετεβάλλετο ωσαύτως, παρουσιάζον ελαφράν δ'ξινον άντί-

δρασιν (pH 7). 

Έ κ της μικροσκοπικής εξετάσεως τών κυττάρων τοΰ πλήρους ταπη-
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τίου, δεν διεπιστώθη ή ΰπαρΗις τοιούτων φερόντων κενοτόπια, γενικώς δε 

τα κύτταρα παρουσιάζοντο μορφολογικώς τελείως φυσιολογικά. 

Ή καταστροφική επί των κυττάρων επίδρασις του ίου εις μεν την 

ομάδα τοΰ υποστρώματος Hanks άρχεται κατά την 4ην περίπου ώραν και 

συμπληροΰται την 16ην —18ην τοιαΰτην από τοΰ ενοφθαλμισμού, εις δέ 

την ομάδα δια τοΰ τροποποιηθέντος ΰποστροόματος Frenkel εκδηλοΰται 

την 6ην ώραν και καθίσταται πλήρης την 20ήν ώραν. 

Σ η μ.—Δια τοΰ τροποποιηθέντος υποστρώματος Frenkel εκαλλιερ-

γήσαμεν ωσαύτως νεφρικά κύτταρα μόσχου, κυνός, λευκών μυών και εμ

βρύων αυτών ώς και κονίκλου δια της αυτής πάντοτε μεθόδου, ή δε άνά-

πτυξις τών κυττάρων τούτων εις μονοκυτταρικήν στιβάδα ήτο άρκο\')ντως 

ικανοποιητική. 

ΤΙΤΛΟΙ ΙΟΥ 

'Ως εμφαίνεται εκ τοΰ ..κατωτέρω διαγράμματος ιό μέγιστον τοΰ τίτλου 

τοΰ ίοΰ επιτυγχάνεται μεταξύ 14ης—16ης ώρας, εις άμφοτέρας τάς περί-

Ο 

ο 

? , ο - 3 -

Î -Μ £ * Ι« -ft AM U ι« io ìi 2ι, 

πτώσεις, μειουμένου δμως τούτου εν συνεχεία μέχρις ενός λογαρίθμου κατά 

την 24ην ώραν. 

ΣΥΜΤΤΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Έ κ τών ανωτέρω προκύπτει δτι : 

1) Ή άνάπτυξις τών κυττάρων εις το ύφ' ημών τροποποιηθέν θρε-

>•« •">>-.. 

J Ι L J Ι Ι Ι L J 1 
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πτικον υπόστρωμα Frenkel συντελείται εις ταχΰτερον ρυθμον και τυγχά
νει συγκριτικώς άρτιωτέρα, οΰτω δε επιταχύνεται δ δλος κύκλος των ερ
γασιών και κατά συνέπειαν επιτυγχάνεται ή παραγωγή μεγαλυτέρας ποσό
τητος ΐοΰ" εντός μιας ώρισμένης χρονικής περιόδου. 

2) Ό ϊος C αναπτύσσεται ευχερώς και εις τας δυο ομάδας τών ίστο-
καλλιεργημάτων, το δε μέγιστον τοΰ τίτλου του επιτυγχάνεται εις άμφοτέ-
ρας τάς περιπτώσεις μεταξύ της 14ης και 16 ης ώρας, επακολουθητικώς 
δμως παρουσιάζεται μείωσις τοΰτου ρξικνουμένη κατά την 24ην ώραν μέ
χρις ενός λογαρίθμου και με περαιτέρω πτώσιν αΰτοΰ. 

ΠΕΡΙΛΗΨΙΣ 

Οί συγγραφείς αναφέρονται εις γενομένην υπ* αυτών τροποποίησιν 

τοΰ •θρεπτικού υποστρώματος Frenkel και εξετάζουσι συγκριτικώς τα δια 

ταύτης επιτευχθέντα ίστοκαλλιεργηματα νεφρικών κυττάρων χοιριδίου, μέ 

τα επί θρεπτικού υποστρώματος Hanks αναπτυχθέντα τοιαύτα. 

Ώσαΰτως μελετάται ή καλλιέργεια τοΰ ιοΰ 'Αφθώδους Πυοετοΰ, τύ

που C, εϊς τα εν λόγω ίστοκαλλιεργηματα. 

Β Ι Β Λ Ι Ο Γ Ρ Α Φ Ι Α 

1) Ν. Τζωρτζάκι, Δ. Μττρόβα, Ι. Καραβαλάκη; Χ. Παττποΰ: Προικ. Άκαδ. 
'Αθηνών, 35, 117, 1960. 

2) Frenkel Η. S. : Προσωπική άνακοίνωσις 1955. 

R E S U M E 

Les auteurs se rapportent à une modification apportée par eux 
au milieu nutritif et examinent comparativement les cultures de cel
lules renales de porcelet obtenues avec ce milieu, à celles avec le 
milieu de Hanks. 

Ils étudient également la culture du virus aphteux, type C, sur 
ces cultures cellulaires. 

S U M MA R Y 

The authors are referring to their modification of Frenkel's 
nutritive medium and examine comparatively the cultures of piglet's 
kidney cells obtained by this medium, to those obtained by Hanks 
medium. 

They also study the growth of Foot - and - Mouth Disease virus, 
type C, on these tissue cultures. 

RIASSUNTO 

Gli A. A. si riferiscono sulla modificazione del terreno di Fren
kel realizzatasi da loro e fanno uno studio comparativo di questa mo
dificazione e del terreno di Hanks su colture di eellule renali di 
suinetti . 

Inoltre, studiano lo sviluppo del virus aftoso, tipo C. nelle sopra
dette colture. 
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