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Vynédlez se f?ka zplsobu ptipravy suspenze viru spalnilek k vyrob# &i»gngs%ickych
prepardt( v bundZnych nebo tkaénovych kulturach, »

Podle dosud znamych zplsobl pFipravy suspenze viru spalniek v bun#¥&nych kutturach
se po aplikaci inokui» produkiniho virového kmene poufivd kultivsEntho media b3iného
typu,tj. bez pFimé#si glukozy » pyrdvétu,do kterého se pozd#ji vyplavuje virus,orodukovani
bunkami.Nevyhodou dosavadnich zplisobl je,Ze se nedosahuje oﬁtiutlni produkce viru » dale,
3e medium je metsbolizujicimi bunkami pom#rn# rychle "vylerpino".Bunky degeneruji,jejich
funkini stav se zhorduje,Aby se tomu zabrinilo,je nutné kultiveini medium vias nahradit
médiem terstvym.Tim se oviem plerudi skumulace viru,produkovaného bunkami v médiu, takZe
Lze dosdhnout jen relativn® nizké koncentrace virové suspenze;v9nlny media mimo to
zvyduji pracnost postupu i eventudlnd riziko kontaminace kultury,

Geelem yynblozu je odstranit uvedené nedostatky. ‘

Vyndlez st klade za Gkol yytvofit takovy zplisob,u kterého by se dosdhlo zlepSenych
podminek pro pomnolovini viru ;palnitek 8 soulasnd i moZnosti prodlouZené akumulace
reprodukovaného viru v médiu,

Vytteny Gkol se Fedi zplsobem podle vyndlezu,jehoi podstats spolivd v tom,%e se
pomno2ovénid virového inokulas provédi v buqténo kultdre s médiem,obsahujicim galaktozu
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v mnoistvi 0,5 a2°1,5 g na 1 Llitr & pyrohroznan sodny v mnoistvi 0,25 a2 0,75 g na jeden
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titr média.Média tohoto typu bylo uZito dosud pFi kultivaci réznych typl bun¥k/Stonim 0.,
J.Biol,Stnd,,2,5158,1974; Baugh C,L. gt att,Life Science,6,371=380,1967; Schmidt N.J,
v knize Laboratorni vyd3etfovaci metody virovych a rickettsidlnich nakaz, Lenette E.H,
et al.ed.,Prahiz 1974/ nebo pti pidstovani nékterych respiralnich virh /Schmidt N,J.
v knize Laboratorni vydSetfovact metody virovych » rickettsidilnich nékaz,Lenetté E H,
et al. ed.,Praha 1974/; aplikace pii pFiprave spalnitkového viru dosud popsane nébyln.
Hiavni vyhody zp(sobu podle vynilezu spotivaji v tom, ie Lze dosdhnout intensivni#j-
§iho pomnofovani spalniékovéborviru a dale, e je moiné podstatné prodlouZit obdobi
skumulace reprodukovaného viru v kultivainim médiu,U2itim zplisobu podle vynilezu Lze
dosahnout vy88iho celkového vytE&iku viru z danych bun¥inych kultur ve srovnani se zplsobem
dosud ulivanym.Diky Gsporam materialu,respektive niZ§i pracuosti » niidimu riziku
eventualni konteminace kultur se sniZuji q&klady pti pFiprav? suspenze spalnilkového
viru pro vyrobu diagnostickych produktd.
Podstatou vynélczu‘je tedy aplikace médie s galaktozou » pyrohroznanea sodnym n»
bun#tné kultury,infikovené virem spainilek s cilem pFipravy virové suspenze pro vyrobu

diagnostickych preparatd,

PREIKLAD
Na» kultury bun¥k heteroploidni Llinie Vero /odvozena z Ledvin opice Cercopithecus

2,

aethiops/,narostlé v Lahvich podle Rouxe/obsah 1200 ml, kultivaini plocha stiny 220 cm
do souvislé vr;tvy,aonolayeru,se ve 100 mlL médis s gelaktozou » pyrohroznanem sodnym

aplikuje infekini inokulum neoslabeného viru spalnilek Laboratorniho kmene Edmonston

v ddvce 0,2 num TKIDg, na jednu banku kultury,

U2ité médium odpovidd slbieni Eagleove minimalniho esencidlniho médis s neesencidl~
nimi sminokyselinsmi /Eagle H,,Science,Washington,130,432-437,1959/ v nodiffkaci,kdy je
glukoza nlhraiina galaktozou v mnostvi 1 gram na Llitr r_pyrohroznanem sodnym v mnofstvi.
0,5 gramu na jeden Litr ,édio /Baugh C.L, et al,,Life Science,6,§71-380,1967l. Médium
obsahuje dale pFimés 60 ng'Ncho3,tj.0,8 ﬁl komeréniho roztoku 7,50% Ncho3 s 0,002%
fenolové Eerven? na» 100 ml médis» a2 obvyklou pFim¥s antibiotik,100 j.penicillinu a» 100 mg
streptomycinu ne jeden ml wédia, '

Infikované kultury se pak po z»zdtkovadni inkubuji v horizontdlni poloze pFi teploté
+ 37 %C.Je~Lli cilem ptiprsva suspenze viru bez ohledu n» infekéni aktivitu,provid#ji se
zisky nspt., ve Etylfdennich intervalech,polinzje L.Qnen po infikovani kultur,eventualng
se provede jednordzovy 2isk v dob? pled kompletnim rozrudenim kultury,Je-ti cilem
produkce suspenzs sktivniho viru,provddéjf se zisky virové tekutiny East¥ji,napf. ve
dvoudennich intervalech,potinaje 2.dnem po infikovani.PFi opakovanych ziscich se kultivslni
naddoba naplni novou dévkou 100 ml terstvého médies stejného sloZeni a inkubuje se znovu
do nastedajtciho zisku atd.,a% do doby,kdy je vEt¥ine kultury destruovéna cytopatickym
Gtinkem virové infekce,

V konkretnim pripad? provedeni bylo zplsobem podle vyndlezu 2iskéno pii pomnoZovanit
hemaglutina&nt aktivity v prab#hu 16 dnl 8krdt vy38iho,pti pomnolovani infekini aktivity

viru v prdb®hu 8 dnl 10krét vy¥Eiho celkového vyt#iku ve srovnéni se zplsobem dosavadnim,
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ZplGsob podle vyhélezu se mOie uplatnit také nepFimo pki vyrob? hyperimunnich sér.

PREDMET VYNALEZU

iIpGsob pfipravy suspenze viru spatnilek k vyrob# diagnostickych preparitd

v bun&¥nych nebo tkanovych kulturédch,vyznateny tim, Ze pomnotovant infek&niho inokula

se provadi v buniiné kultufe s médiem,obsahujicim pFimés galaktozy v mnofstvi 0,5 af 1,59

na jeden Litr médis 2 pyrohroznanu sodného v mnoistvi 0,25 2% 0,75 g na jeden Litr média,
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