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Sposob hodowania wirusa kataru nosa na drodze inkubacji
w kulturze tkankowej

1
Wynalazek niniejszy dotyczy sposobu hodowa-

nia wirusa kataru nosa na drodze inkubacji
w kulturze tkankowej.

Opanowanie dostepnej i dokladnej technologii
hodowli wirusa kataru nosa in wvitro umozliwi

uzyskanie poéiproduktéow i wytworzenie 2z nich
szczepionki odporno$ciowej na ten wirus.

Dotychezas probowano stosowaé roézne metody
hodowli tkankowej in vitro wirusa kataru nosa,
ktore z powodzeniem stosowano do innych wiru-
s6w, lecz uzyskano wyniki negatywne.

W prébach hodcwli tkankowej stosowano prze-
waznie temperature okoto 37°C, a warto$¢ pH
S§rodowiska byla bliska obojetnej. Prébowano ho-
dowaé¢ wirus w komoérkach kurczecia, lecz proby
rozmnazania wirusa za pomocg tych komorek za-
wiodty.

Obecnie stwierdzono, ze istniejg $ciSle okre$lo-
ne parametry hodowli tkankowej wirusa, przy kto-
rych wirus sie rozmnaza.

Pararaetrami tymi sg $ciSle okreSlona tempera-
tura hodowli i $ciSle okre§lcna warto$¢é pH S$ro-
dowiska hodowlanego, przy czym wazna jest ra-
~czej warto$é pH niz rodzaj jondéw zastosowanych
do uzyskania odpowiedniego pH. Parametry te réz-
nig sie swojg warto$cig od parametréow stosowa-
nych w dotychczasowych nieudanych prébach.
W szczegélnosSci dotyczy to temperatury, przy
ktorej przeprowadza sie inkubacje. Jest ona niz-
sza od stosowanej w dotychczasowych proébach.
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Sposobem wedlug wynalazku hodowle wirusa
kataru nosa czlowieka przeprowadza sie w kultu-
rze zywej tkanki lub komoérek. Jako materiat tkan-
kowy stuzy zywa tkanka lub zywe komorki uzy-
skane z nerek malp, na przyklad Macacus rhesus,
Macacus cynomolgus, lub nerek zarodka ludzkie-
go. Stwierdzono, ze w przypadku wiekszo$ci szcze-
poéw wirusa kataru nosa, najlepsze jednak wyniki
uzyskuje sie gdy stosuje sie komoérki pochodzgce
z nerek zarodkéw ludzkich, uzyskanych podczas
hysterotomii 3—5 miesieczno ciezarnych kobiet.
Kulture tkankowg prowadzi sie najlepiej w po-
staci jednej warstwy komoérek rosngcych na po-
zywce. Jako pozywke organiczng stosuje sie od-
powiednig ilo$¢ enzymatycznego hydrolizotu albu-
miny mleka (laktoalbuminy). Pozywke organicz-
ng wzbogaca sie izotoniczng pozywkg mineralng
np. pozywkg Parker’a 199 lub pozywkg Hank’a.
Mozna roéwniez stosowaé inne znane pozywki
umozliwiajgce wzrost in vitro zywych komoérek
lub tkanek.

Wskazane jest aby srodowisko hodowlane zawie-
ralo jeden lub wiecej antybiotykéw (np. penicyli-
na, streptomycyna) w celu zabicia niepozgdanych
mikroorganizméw, oraz wiaSciwy czynnik grzybo-
bdjczy jak na przykiad mykostatyne.

Sposcbem wedlug wynalazku hodowle wirusa
prowadzi sie w obecnosci substancji buforujacej,
w $rodowisku o wartosci pH = 6,4—7,4. Korzystnie
przy pH = 6,8—7,2.
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W przypadku wprowadzenia jako substancji bu-

forujacej kwasnego weglanu metalu alkalicznego,

zwlaszcza NaHCO;, s6l te stosuje sie¢ w.Srodowisku
w stezeniu 0,001—0,01 m, najkorzystniej w steze-
niu 0,002—0,005 m. Mozna jednakze uzy¢ innych sub-
stancji, na przyktad roztworu buforowego fosfo-
ranu sodowego, ktérym doprowadza sie pH do
warto§ci 7,14—7,69 przy kohicowym stezeniu tej
soli w §rodowisku ré6wnym 0,05 m.

qu rozwinietej kultury tkankowej .wprowadza
sie matenal zawierajgcy przynajmniej Jeden szczep
wirusa kataru nosa. Zakazony wirusem material,
pochodzacy od czlowieka, mozna tatwo uzyskaé
przy przeplukiwaniu nosa lub gardtia. '

Hodowle wirusa przeprowadza sie - przy wyzej
artoSci pH w temperaturze 30—36°C.
djiéco@ficjsze temperatury sg 31—35°C, korzy-
stniejsze jniedzy 32—34°C. Najlepsze jednak wy-
niki uzygkuje sie w temperaturze okoto 33°C to

aru nosa czlowieka rozmnaza sig¢ kosz-
tem zywych komoérek §rodowiska hodowlanego.
W ‘czasie inkubacji pozywka wraz z tkankg lub
komérkami powinna pozostawaé w ciggtym ruchu,
najlepiej przez obracanie naczynia zawierajgcego
pozywke i material tkankowy. Stwierdzono, ze
przy hodowli badanych szczepéw wirusa kataru
nosa sposobem wedlug wynalazku uzyskuje sig
wirus w fazie cieklej §rodowiska hodowlanego. Po
przeprowadzeniu inkubacji w czasie 2 do 14 dni,
lepiej 4—12 dni, najkorzystniej w czasie 6—9 dni
faze cieklg zawierajgcg wirus oddziela sie od sta-
tych skladnikéw przez odwirowanie,

JeSli substancje wirusdwa otrzymang wedlug
wynalazku stosuje sie do otrzymywania szczepm-
nek przeciw katarowi, to nalezy wirus zawarty
w fazie cieklej zatezyé na przyklad przez ultrawi-
rowanie, dialize lub przez przeprowadzenie przez
kolumne jonitowa.

Jest rzecza zrozumiala, ze hie wszystkie szczepy
wirusa kataru nosa bedg rosly w opisanym powy-
zej Srodowisku. Z tatwosSciag mozna jednak okre$-
li¢ przydatno$§é Srodowiska dla hodowli roéznych
szczep6w wirusa kataru nosa. W tym celu badany
wirus inkubuje sie jak opisano powyzej, nastep-
nie - materiat komérkowy pozywki bada sie pod
mikroskopem. Wystepienie charakterystycznych
zmian degeneracyjnych w komérkach Swiadczy
0 rozwoju badanego szczepu wirusa.

Wgamdzy 32,5—33,50C. W tych warunkach

Moc otrzymanych preparatéw wirusowych moz-

na okre§li¢ za pomocg testu cytopatologicznego.
Stwierdzono, ze cytopatologiczny efekt wywola-
ny przez aktywne czastki wirusa kataru nosa
w kulturze zywych komérek zwierzecych, dostar-
cza Srodk6w do badania mocy stosowanych prepa-
ratéw. Kiedy inkubacje prowadzi sie zgodnie z wa-
runkami okreSlonymi przez niniejszy wynalazek,
efekt cytopatologiczny zakaZnych czagstek wirusa

‘objawia sie w zmianach degeneracyjnych komoérek,

w tworzeniu sie tak zwanych blaszek, ktére z tat-
woscig dostrzegalne sg pod mikroskopem. Po pew-
nym okresie trwania inkubacji zaczynajg sie po-
jawiaé w warstwie komoérek blaszki, jako wynik
dzialania pojedynczych czagstek wirusa, ktérym
uprzednio zaszczepiono hodowle. Blaszki te nazy-
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wane sg w opisie blaszkami pierwotnymi. W' cza--
sie inkubacji wirus sie rozmnaza, a reprodukeowa--

ny wirus rozprzestrzenia sie w warstwie komorek.

zapoczatkowujgc powstanie tak zwanych wtérnych

blaszek. Nalezy podkreslié, ze tylko ilo§é pierwot-
nych blaszek istotnie przedstawia stoplen mocy
poczgtkowo uzytego preparatu wirusa. Na pedata-
wie obserwacji m1kroskopowych mozna obhczyé
ilo§é blaszek pierwotnych, a zatem ustalié s’tcplen
mocy preparatu.

Nie mozna ustalié dokladnie odpcwiedniego cza-
su, po upltywie ktérego trzeba przeprowadzié ob-
serwacje, aby policzyé pierwotne blaszki. ‘W kaz-
dym podanym przypadku czas ten bedzie zalezatl
od uzytego materialu komérkowego, szcze’pt:f wi-
rusa zastosowanego do badan i jego mocy:-oraz od
warunkéw hodowli. Optymalny czas, po uplywie
ktoérego przeprowadza sie obserwacje moze wyno-
si¢:od dwéch do dwunastu dni (na przyklad 5 lub
6 dni) po rozpoczeciu inkubacji, lecz doswiadczo-
ny operator przeprowadzajgcy badania bedziz
z latwosciag mégt ustalié optymalny czas. W czasie
powstawania pierwotnych blaszek, ilo§¢ ich w po-
réwnaniu z iloScig blaszek wystepujacych w do-
$wiadczeniu kontrolnym ze standartows iloscig

wirusa, bedzie wskazywala na przyblizony stopien

mocy badanego preparatu w stosunku do standar-
tu. Oczywiscie, oznaczenie mocy preparatu bedzie
wtedy najdokladniejsze, gdy badanie to przepro-
wadzi sie w momencie kiedy pojawila sie maksy-
malna ilo$¢é pierwotnych blaszek, a jeszcze nie
powstaly blaszki wtérne.

Nastepujace przykilady ilustrujg sposéb wedlug
wynalazku.

Przyktad I
moérek nerkowych malpy z pierwotnej hodowli
tkanki nerkowej malpy. Komérki te rozciericza
si¢ do stezenia okolo 60.000 na ml w S$rodowisku
zawierajgcym 5% surowicy cielecia, 0,5% hydroli=
zatu laktoalbuminy w roztworze fizjologicznym
Hank’a, zawierajacym 0035"/0 kwa$nego weglanu
sodowego, 100 jednostek na ml penicyliny i 100ug
streptomycyny. ObjetoSci po 0,5 ml zawiesiny
wprowadza sie do probéwek, ktére inkubowano
bez ruchu w ciggu okoto 3 dni. W tym czasie $ro-
dowisko usuwano i zastepowano je 1,5 ml nowej

pozywki, zawierajacej 2% surowicy cielecia, 0,25%:

laktoalbuminy, kwa$ny weglan sodowy oraz anty-
kiotyki, jak powyzej.
0,2 ml wody z przemycia nosa, pcbranej od pa-
cjentéw lub ochotnikéw zakazonych szczepem
HGP wirusa kataru nosa. Hodowle w probéwkach
umieszczono w wirujgcym bebnie, w inkubatorze
o temperaturze 33°C. Po uplywie okoto 5 dni roz-
poczela sie degeneracja w warstwie komérek, po
okolo 10-ciu dniach degeneracja byla wyraznie

widoczna, za§ zebrane §rodowisko zawieralo duze:

ilo§ci wirusa.

Przyktlad 1II. Powtérzono przyklad I, lecz

uzywajgc roztworu buforowego fosforanu sodowe-

go o pH = 17,2, w takiej iloSci azeby koncowe ste-
zenie tej soli w $rodowisku wynosilo 0,05 m.
Ponizej opisano, jak mozna przeprowadzaé ba-

danie mocy preparatow za pomocg testu biologicz--

nego.

Przygotowuje sie zawiesine ko--

Do kazdej hodowli dodano-
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Moc preparatéw, zawierajgcych wirus HGP ba-
da sie w hodowli tkanek uzywajgc drugorzedowej
hodowli komérek nerkowych rezusa. Komoérki te
w iloSciach 30.000—40,000 wprowadza si¢ do pro-
béwek stacjonarnych do 0,5 ml pozywki, zawiera-
jacej 0,5%0 surowicy cielecia, 0,5%0 hydrolizatu lak-
toalbuminy (LAH) w roztworze fizjologicznym
Hank’a, zawierajgcym 0,03% kwasnego weglanu
sodowego oraz 100 jednostek penicyliny, 100 pg
streptomycyny i 20 jednostek mykostatyny na ml.
Najlepsze wyniki uzyskuje sie przy uzyciu $rodo-
wiska wykazujgcego S$rednie pH = 7,0—7,4, przy
czym wazna jest raczej warto$§¢ pH niz rodzaj za-
stosowanych jonéw, tak Ze zamiast kwa$nego we-
glanu sodowego mozna zastosowaé roztwoér bufo-
rowy fosforanu sodowego o pH = 7,14—17,69, przy
konicowym jego stezeniu w pozywce wynoszgcym
0,05 m. Po uplywie okresu hodowli stacjonarnej,
trwajgcym od 24 do 48 godzin w temperaturze 36°C,
usuwa sie Srodowisko hodowli i zastepuje sie je
1,5 ml pozywki, zawierajgcej 2% surowicy cielecia,
0,25% hydrolizatu laktoalbuminy oraz posiadajg-
cej inne skladniki pierwotnej pozywki w stosun-
kach okre$lonych powyzej.

Nastepnie hodowle zaszczepia sie albo bezpo-
Srednio po, albo w ciggu dnia po zmianie pozywki,
§cisle okreslong probkg pobrang z preparatu wi-
rusa badanego na stezenie. Zaszczepione hodowle
inkubuje sie w temperaturze 33°C w bebnie obro-
towym, w warunkach opisanych w przykladzie I.
Proby w probéwkach badano pod mikroskopem na
drugi-lub trzeci dzien po inkubacji, przy czym
ilo§¢ blaszek pojawiajgcych.sie w warstwie komoé-
rek byla wprost proporcjonalna do stezenia wi-
rusa w badanym preparacie. Oczywiscie, przy obli-
czaniu blaszek konieczne bylo oznaczenie minimal-
nej iloéci ognisk z komérkami uszkodzonymi, kté-
re byly liczone jako blaszka. I tak na przyklad
przyjeto, ze uszkodzenie ogniskowe musi zawieraé
przynajmniej 10 komérek, aby zostalo zanotowane
jako blaszka. Konieczne bylo dla celéw poréwnaw-
czych zastosowanie tego samego systemu liczenia
zaré6wno do badanych preparatéw, jak i do stan-
dartowej ilosci badanego w ten sam spos6b wiru-
sa. Przy ocenianiu zaobserwowanych wynikéw
mozna umownie pomingé prébki, wykazujace nie-
zwykle wysoka liczbe blaszek, na przyklad 15
lub 18. Stwierdzono, ze po okolo trzech dniach
ilos¢ blaszek zwiekszyla sig. Mozna wiec przyjaé,
ze te pézniejsze blaszki byly blaszkami wtérnymi.
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Wykazano takze, ze ilo§é¢ blaszek zmniejsza sie,
jezeli przed zaszczepieniem $rodowiska hodowli
wirus HGP zostanie zmieszany ze specyficzna,
otrzymang z krolika surowicg odporno$ciowg. Dla-
tego tez mozna stosowaé powyzej opisang metode
badan nie tylko jako metode kontrolng przy wy-
twarzaniu szczepionek, lecz takze w polgczeniu ze
specyficzng surowicg odpornos$ciowag do identyfiko-
wania i kontrolowania szczepéw wirusa wiacza-
nych do szczepionki. Ponadto mozna uzywaé tej
metody do oceny reakcji antycial na kontrolne
szczepionki do$wiadczalne, podawane zwierzetom
lub ludziom.

Zaznacza sie, Ze zamiast malpich komoérek ner-
kowych przy oznaczaniu mocy preparatu, mozna
zastosowaé komoérki owodni i ludzkie komorki
nerkowe, chociaz w tych przypadkach, blaszki
trudno policzyé. Metoda badawcza i sposob wedlug
wynalazku mozna stosowaé do szczepu PK, HGP
i do innych szczepéw wirusa kataru nosa czlo-
wieka. :

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b hodowania wirusa kataru nosa na dro-
dze inkubacji w $§rodowisku hodowlanym za-
wierajqcym' komoérki lub tkanke pochodzenia
ludzkiego lub malpiego, znamienny tym, ze ho-
dowle prowadzi sie w §rodowisku zawierajgcym
iywé komoérki lub tkanke nerkowg zarodku
ludzkiego lub malpig w temperaturze 31—35°C,
korzystnie 32,5—33,5°C oraz przy pH = 6,4—7,2,
korzystnie przy pH = 6,8—T7,2.

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
w czasie inkubacji pozywke i tkanke lub ko-
moérki wprawia sie w ruch obrotowy.

3. Sposéb wedlug zastrz. 1 i 2, znamienny tym,
7e do Srodowiska hodowlanego wprowadza sig
kwasny weglan alkalicznego metalu, zwlaszcza
kwasny weglan sodowy, do osiagniecia jego
stezenia w $rodowisku wynoszacego 0,001 m —
0,01 m, korzystnie 0,002—0,005 m. ’

4. Sposéb wedlug zastrz. 1—3, znamienny tym, ze
do $rodowiska hodowlanego wprowadza sie
jeden lub wiecej antybiotykéw.

5. Spos6b wedlug zastrz. 1—4, znamienny tym, ze
do $rodowiska hodowlanego wprowadza sig
czynnik grzybobdjczy.

6. Spos6b wedlug zastrz. 1—5, znamienny tym, ze
stosuje sie tkanke lub material komérkowy wy-
stepujacy w postaci jednej warstwy komarek
rosngcej na pozywece.
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