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Schindarow und  Tonew (1, 2) ber ichteten bereits fiber die erfolgreiche 
Zfichtung yon  Vacciniavirus und  des Virus des Abortus  der Schafe im 
explant ie r ten  Lebergewebe der Eidechse (Lacerta viridis). Im  folgenden 
sollte un te rsucht  werden, ob dieses Kaltblfi tergewebe auch ffir die Ver- 
mehrung  yon  Poliovirus geeignet ist. 

Material und Methoden 

Pr~parierung des Gewebes. Die in kleine Fragmente geschnittene und yon 
Blur gereinigte Leber yon Lacerta viridis wurde in einer SalzlSsung mit 
Antibiotika (Penicillin und Streptomycin) 1--2 bis 24 Stunden bei 4~ 
gehalten. Die Aufbereitung des Gewebed geschah mit fraktionierter Tryp- 
dinisierung mit 0,25%iger TrypsinlSsung Difco. Eine einleitende Trypdini- 
sierung (2 bis 3 Stunden bei 30 ~ C, unter 2- bis 3maligem Wechsel der Trypsin- 
16sung) bezweckte, das Gewebe yon Zelldetritus und Erythrocyten zu befreien. 
Von dem Augenblick an, wenn die Zellen sich abzulSsen begannen, wurde die 
Trypdinisierung bei 32 bis 35 ~ C weitergeffihrt. In  einem Intervall  yon 15 bis 
50 Minuten wurden jeweils die isolierten Zellen abgedondert und neues Trypsin 
zugeffigt. Das gesamte Zellsediment wurde in neutraler SalzlSsung ge- 
waschen, in N~hrmedium auf eine Zellkonzentration yon 300.000/1 ml re- 
suspendiert und in Mengen yon 1,0 bis 1,5 ml in R5hrehen abgefiillt. Die 
Ztiehtung erfolgte bei 37 ~ C. 

Die ersten Proliferationserscheinungen setzten etwa naeh 48 Stunden ein, 
wenn sich Gr~ppchen yon kleinen epithel/ihnliehen Zellen und vereinzelte 
fibroblasten~hnliche Zellen zeigten; um den 5. bid 6. T~g herum bildeten die 
proliferierenden Zellen eine kontinuierliche Zellschicht (Abb. 1). Dad explan- 
tierte Gewebe bedteht morphologiseh iiberwiegend aus epitheloiden und 
sp~rlich vorhandenen fibroblasten~hnlichen Zellen. Die epitheloide Kompo- 
nente der Kultur  ist (lurch zwei Zelltypen vertreten, n/~mlich kleine granu- 
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l ier te ,  po lygona le  Zellen, die zu einer  kon t inu i e r l i ehen  Zel lschieht  auswachsen ,  
u n d  grSBere, hel ler  e rseheinende,  gleiehfMls polygonMe Zellen, die in  F o r m  
kIeiner  Inse ln  in den  Zel l rasen eingel~gert  s ind (Abb.  2). 

Abb. 1. NormMe einschtehtige Kultur yon Eidechsenleber. 

Abb. 2. Insel a~s gr6geren epi~hel~hnlichen Zellen mitten in der kontinuierlichen Schieht gus 
kleinen epithelghnliehen Zellen. 

1V~hrmedium. S~lzlSsung (NaC1 6 ,5g ,  KC1 0 ,14g ,  CaCI~ 0,12 g, MgSOa 
0,2 g, b idest i l l .  W~sser  1000 ml,  1~o Pheno i ro t lSsung  2 ml). 

K ~ l b e r s e r u m  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 5 %  
5 %  L ~ k t a l b u m i n h y d r o l y s a t  . . . . . . . .  15~ 
H i i h n e r e m b r y o n M e x t r a k t  . . . . . . . . . .  10~ 
A n t i b i o t i k a ,  pI-I 7,4 bis  7,6 . . . . . . .  10%. 

Virus. Pol iomyel i t i s  Typ  3 ( S t ~ m m  Sauke t t )  aus  HeL~-Ze t lku l tu ren .  
Ausgangs t i t e r  4,0 log ID50/0,2 ml.  
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Die Beimp/ung der Zellexplantate erfolgte mit  je 0,2 ml unverdfinnter bzw. 
in 10er Potenzen verdiinnter Niihrflfissigkei~ (aus vorg/~ngig eingefrorenen 
Zellkulturen) w~hrend einer Adsorptionszeit  yon 30 Minuten bei Zimmer- 
temperatur .  S~mtliche RShrchen erhielten hierauf 1,5 ml N/ihrmedium und 
wurden bei 37 ~ C inkubiert.  

Nach der 10. Passage wurde das Kulturvirus auf HeL~-Zellen fibertragen 
und im Neutralisationstest unter  Verwendung eines Polio-Typ-3-spezifischen 
Immunserums identifiziert. 

Die erzielten Vevsuchsergebnisse sind aus Tabelle 1 ersiehiAich. 

Tabelle 1. Z f i e h t u n g  v o n  P o l i o v i r u s  T y p  3 in E x p l a n t a t e n  v o n  
E i d e c h s e n l e b e r z e l l e n  

Zahl 

1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 

]?assagen 

Ziichtungsdauer 
(Tage) 

7 
11 

5 
5 

10 
6 

Virusnachweis* 

1:10 
1:10 
i :10  
l : l O  
1:1 
1:10 

l%ssagen 

Za,hl Zfichtungsdauer 
(Tage) 

7. 6 
8. 7 
9. 6 

10. 6 
l l .  10 

Virusnachweis* 

1:10 
1:1 
1:1 
1:10 
i :10  

* Verdiinnung der Kulturflfissigkeit, bei welcher eben noch Virus nachgewie- 
sen werden konnte. 

Pol iovi rus  Typ  3 konn te  demnach  in den Ze l l exp lan t a t en  eines Ka l t -  
blfiters (Lacer~a viridis)  w//hrend ] l  aufe inanderfo lgender  Passagen~ 
d. h. einer  Gesamtz / ich tungsze i t  yon  79 Tagen,  kons tan t ,  wenn auch nu t  
in sehr n iedr igem Titer ,  nachgewiesen werden.  Cytopa th i sehe  Ver~nde- 
rungen  des Gewebes konn t en  in keiner  Passage  beobaeh te t  werden.  I n  
E x p l a n t a t e n  der  6. und  9. Passage,  die mi t  einer  min imalen  Virusdosis  
(unverd/ innte  Kul turf i f iss igkei t )  infiziert  worden  waren,  wurde die Virus- 
ve rmehrnng  zeitl ieh, d. h. in t / iglichen In te rva l l en ,  verfo]g~. Hierbe i  ge- 
lung der  erste Virusnachweis  (1 : l )  am 3. Tag,  yore 4. bis 9. Tag be t rugen  
die Vi rus t i te r  1 : 10, um schliel31ieh am 10. Tag wieder  auf 1 : 1 abzufal len.  
Das  K u l t u r v i r u s  der  10. Passage  wurde  im Neu t ra l i sa t ions tes t  in HeLa-  
Ze l lku l tu ren  e indeut ig  als Pol iovi rus  T y p  3 ident i f iz ier t .  

Die  Annahme,  dab  sich Pol iovi rus  im verwende ten  Kal tb l f i t e rgewebe  
tatsi~chlieh, wenn aueh in bescheidenem Grade,  ve rmehr t ,  erscheint  
durch  den w/~hrend 11 Passagen  regelm~i3ig gelungenen Virusnaehweis  
h inre ichend gesichert .  E ine  rein mechanisehe  Verschleppung des Aus- 
gangsvirus  vom Ti ter  10 ~ IDs0 h~t te  sich - -  rechnungsgemitI3 - -  berei ts  
in der  v ie r ten  Ku l tu rpas sage  erschSpfen m/issen. 
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Zusammenfassung 
Pol iovi rus  Typ  3 konn te  in Lebe rze l l exp lan ta t en  eines Ka l tb l f i t e r s  

(Lacer ta  vir idis)  w~hrend 11 Passagen  bzw. 79 Tagen gezfichtet  werden.  
Die nachgewiesenen In fek t ios i t~ t s t i t e r  waren  durchwegs  niedrig,  und 
ey topa th i sehe  Vers  des Gewebes wurden  n icht  beobaehte t .  

Summary 
Poliovirus 3 could be cult ivated in liver cell explants of a cold blooded 

animal (L~certa viridis) during 11 passages, i. e. during 79 days. The demon- 
strable infectivity t i tres were generally low and eytopathic changes of the  
cells have not been seen. 
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