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Vynélez sa tyka biologie, biochémie a imu-
nologie.

Vynélez rieSi problém Gc¢innej produkcie
virusu kliestovej encefalitidy v bunkovych
kulttdrach. VyznaCuje sa pripravou virusu o
vysokom stupni olistenia od kontaminuji-
cich materidlov pri porovnani s doteraz naj-
iCinnej$im spbsobom pomnoZenia virusu v
mozgoch cicajicich hlodavcov. Uinnd pro-
dukcia virusu na jednovrstvdch buniek sa
dosahuje optimalizdciou podmienok produk-
cie in vitro. Postup pozostava z pouZitia hus-
tych jednovrstiev buniek inokulovanych niz-
kou multiplicitou infekcie a infikovanim o-
statnych buniek v jednovrstve virusom v
nej pomnoZenym. Produkovany virus sa zbie-
ra medzi 24. az 72. hodinou po infekcii v
kratkych Casovych intervaloch 5 aZ 12 ho-
din do minimédlneho cbjemu média neobsa-
hujtceho sérum a pufrovaného puframi u-
moZiiujicimi pricu v nehermeticky uzatvo-
renych nddobdch a zabezpe€ujlicimi mini-
malne vykyvy pH kultdry v rdmci biologic-
kych rytmov buniek aj v priebehu spraco-
vania. Postup ctdasne znamend Standardi-
zdciu produkcie virusu kliestovej encefali-
tidy in vitro.

Vynédlez md vyuZitie v humdnnej a ve'e-
rindrnej medicinskej praxi, pripraveny vi-
Tus mozno pouzit ako séroprofylakticky ale-
bo diagnosticky antigén.
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Vynélez sa tyka optimalizdcie a' Standar-
dizdcie produkcie virusu klie¥tovej encefa-
litidy {KE)} v bunkovych kultdrach za uce-
lom ziskania vysckého mnoZstva virusu o
zmalaej vechodiskove] istote.

Produkcia virusu KE-in vitro je podmien-
kon wvyreby Zivych, formelizovanych, alebo
subjednotkovyych (chemo-} vakcin, pripad-
ne antigénov virusu pre diagnostické fce-
ly, v laboratérnom, poloprevddzkovom, ¢i
priemyszelnom rozsabu., Kritériami kvality
produ ¢ho postupu by mali byt: — vyso-
ky vytazok virusu vyhovujlice] a7 vysoke]
vychodiskovej &istoty, — nizke produkéné
naklady a — nizky stupeil prdcnosti a pra-
covnéhno rizika.

7 doteraz zndmych postupov produkceio
virusu KE in vitro, aj v priemyseluoom roz-
sahu, spomenutym kritéridm na’lepSie vy-
hovuie postup produkcie v rollerovych fla-
Siach {F. Heinz, Ch. Kunz, Acta Virol., 21:
301—307, 1977; ibid, 23: 189—197, 1979].

Na produkciu virusn sliZia uzatvorené néa-
doby, pufrovanie médii sa robi HEPES-puf-
rom a z pomncZeného virusu sa po jeho o-
8isteni a opracovani kationickym detergen-
tom pripravuje chemovakcina.

Podstatou vyndlezu je optimalizovanie
podmienok produkecie viiusu in viiro tak,
aby sa zabréanilo stratdm pomnoZeného vi-
rusu v disledku jeho pH-iability a termola-
bility a zdaroveinl sa zohladnili potreby pro-
dukujicich buniek. Vypracovany postup za-
roveil rieSi problém Standardizacie produk-
cie virusu K% in vitro:

K experimentdlne overenym zdsadam pro-

dukcie virusu KE in vitro patria: — pouii-
tie hustych jednovrstiev buniek (nie je moZ-
né pri pouZiti rollerovej techniky); — pra-

ca s vodorovne ulofenymi jednovrstvami bu-
niek za ufelom minimalizédcie objemu nu-
trientu potrebného na prekrytie . jedno-
vrstiev; — inokuldcia buniek lyofilizovanym
zdsobnym virusom o zndmom a dlhodobo
udrZatelnom infekénom titri; — pufrovanie
Zivnych médil puframi o vysokej pufrova-
cej kapacite, zabezpedujucimi malé vykyvy
pH, a to iba v mierne alkalickej oblasti, v
rameci biglogick$ch rytmov buniek v priebe-
hu ich kuitivécie, aj v rdmci vlastného spra-
covédvania bunkovych kultir a umoZiiujici-
mi kultivdciu buniek v nepritomnosti vzdu-
chu obohateného 5% COy; — zber virus ob-
sahujiceho média v krdtkych, 5- aZ 12-ho-
dinovych intervaloch; — pouZitie médii ne-
obsahujdcich sérum za uelom prevencie
uplatenienia sa v sérach pritomnych protedz;
— zniZenie produkénej teploty o 1 °C, te-
da na 36 °C.

PouZitie nizkej multiplicity infekcie, te-
da 0,03—0,05 infekinych jednotiek na bun-
ku s naslednym infikovanim ostatnych bu-
niek v jednovrstve virusom v nej pomnoZe-
nym umoZiiuje lyofilizovat primerane ma-
1& objemy zdsobného virusu, znamena vne-
senie malého mnoZstva cudzorodého mate-
ridlu v inokule do produkéného systému a

4

ZvySuje stupenl ofisienia povrchu bunka-
vych jednovrstiev v§menou média v 24. ho-
dine po infekcii. Inokulacia buniek S$tan-
dardnou infek&nou déavkou umoZiiuje zber
virusu ako v SirSom Casovom rozpdtii, teda
medzi 24. aZ 72. hodinou po infekecii, tak aj
v optimélnom obdcbi vrcholu virusgvei pro-
dukcie, teda okelo 40. a% 66. hodiny po in-
fekcii. Pritom ije moiné robif fasté vyme-
ny nutrientu s médiom o zniZenom obsahu
aminokyselin aZ o 80 %, bez nebezpetia zni-
Zenia virusoveq produkcie ¢i poSkodenia pro-
dukénych buniek.

Napriklad, ak sme robili produkciu viru- .
su na primarnych kuracich embryonélaych
bunkdch v jednovrstve o ploche 2250 cm?
chsahujtcej asi 1,3 x 10% buniek a zbiera-
i eme v nevyhodne dlhych 24-hodinovych
intervaloch, po olisteni virusu v ultracen-
trifiige sa darilo detegovat okolo 1,1 mg vi-
rusovej hmoty. Pritom sa v priebehu 1. diia
kultivdcie darilo detegovat 4 %, v priebe-
hu 2. dita 70 % a v priebehu 3. diia 26 %
produkovanej viruscvej hmoty. Pri volbe
krat§ich zberovych intervalov je doévodné
predpokladat vysSie vytaZzky virusu, nakol-
ko polofas stdlosti virusu pri produkéney
teplote je kratky — okolo 3 hodin. Pribliz-
ne za tato dobu ubudne polovica biologic-
kej aktivity virusu KE, na ktord zmenu bez-
prostredne navézuje [yzickd dezintegracia
virusovych &astic.

V nasledujicom texte sa pouZivaji v od-
bornych textoch beZ?né skratky: KE — klies-
tova encefalitida, KEB — kuracie embryo-
ndlne bunky; BHK-—21 — stabilnd bunkova
linia ladvin novorodeného 3krefka; PS —
stabilnd bunkovd linia prasafich ladvin;
BEM — bazalne Eaglovo médium; TBS —
fyziologicky roztok pufrovany 7 mM Tris-
-HCl pufrom; PBS — fosfatovym pufrom
pufrovany fyziologicky roztok.

Priklad 1

Do sklenenych alebo jednorédzovych né-
dob s rovaym dnom {napr. Petriho misky,
Rouxové flaSe opatrené buniinovou zatkou
a pod.) o lubovolnej kultivacnej ploche sa

zaseji KEB v BEM, Parkerovom médiu 199,

alebo Eaglovom médiu s obsahom 10 % in-
aktivovaného telacieho séra a pufrovanom
7 mM Tris-HCl pufrom pH 7,7 pri 24 °C v
davke cca 6,5 x 10° buniek na 1 cm? Bun-
ky sa stmerne rozvrstvia po celej ploche
dna kultivatnej nddoby v takom objeme
média, aby vyska vrstvy média nad bunka-
mi bola 1 mm. Bunky sa kultivuja 16--20
hodin pri 37 °C. Aby sa zabrénilo podchla-
deniu a néslednému odludovaniu hustjych
jednovrstiev od dna kultivaénych néadob, v
dalsom sa pracuje s roztoxmi predhriatymi
na 30—36 °C.

Zasobny virus KE sa skladuje pri —18 °C
v lyofilizovanom stave v ampulkach zata-

venych za vékua, PouZity geneticky homo-
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génny a na gemetické markery analyzovany
kion P—III E kmeila Hypr virusu klieitovej
encefalitidy (Mayer, V., Acta Virol., 6: 309—
—316, 1962) sme pripravili vo forme 20 %
(v/o) suspenzie z mozgov agonickych ci-
cajucich krys v TBS pH 8,0, opracovali v ko-
netne; koncentrdcii 0,5 % (v/o) siranom
protaminu po dobu 30 mintt pri 4 °C, cen-
trifugovali pri 1500 g 15 mintt a superna-
tant sme rozplnili po 0,4 ml do ampuliek.
Lyofilizovali sme 6 hodin nad kyslitnikom
fosforefnym. V jednej ampulke sa nachddza-
lo okolo 108 LDs, ktoré mnoZstvo infekf-
nych jednotiek dostadovalo na inokulédciu
buniek prichytenych na ploche 2200—3000
cm? Zasobny roztok siranu protaminu (5%,
v/0) sa kontroluje a upravuje na pH 8—8,5.
Rovnako moZno lyofilizovat virus pomno-
Zeny v bunkov¢ch kultiirach po opracovani
média 0,025 % protaminu.

Zasobny virus sa resuspenduje v PBS pH
7,2—7,4 a aplikuje sa v objeme prekryva-
jacom jednovrstvu buniek do vyiky 0,7 mm.
Po 80 minttach pri 25°—36 °C, za obdas-
nej agitacie produk&nych nddob sa inoku-
lum odstréni, bunky moZno premyt raz &i
niekolko razy poloviénym objemom pred-
hriateho PBS, a nakoniec sa prevrstvia do
vysky 0,7 mm Zivhym médiom bez cobsahu
séra. Pufrovanie médii je rovnaké ako pri
zasievani buniek. Bunkové jednovistvy sa
kultivuja pri 36 °C, médium 2z prvych 24
hodin kultivdcie sa vylieva. MoZno opako-
vat premytie povrchu jednovrstiev PBS, pri-
padne odstranit e$te aj Zivné médium v 36.
hodine po infekcii, Tym sa dosiahne vysoky
stupefi ocistenia povrchu jednovrstiev od
zvySkov pripadne na ich povrch adsorbova-
nych materidlov zo séra, inokula a mevital-
nych buniek. V tomto Casovom tseku, teda
na zaCiatku zberu virus obsahujiceho mé-

dia, je moZné zacat pracovat s médiami o

zniZenom obsahu aminokyselin a% o 80 %,
vySku vrstvy média nad jednovrstvami vo-
lit medzi 0,7 aZ 0,5 mm a zbery média ro-
bit v krdtkych 5- aZ 12-hodinovych inter-
valoch. V pripade opakovaného preplacho-
vania buniek pomocou PBS je vhodné pri-
dat do produkénych médii minimédlne mno?-
stvo kyslého uhli¢itanu sodného nevedice k
zdsadnym zmendm pH v nehermeticky uza-
vretych produkénych nddobédch. Pri vyso-
kych narokoch na sterilitu produkta je moi-
né pouZit prachotesne uzatvoritelné a steri-
lizované podnosy, v ktorych sa produké&né
nadoby vklada;i do termostatu. Ak sa po-
fita s opracovanim virus obsahujtcich mé-
dif 0,25 % siranom protaminu a méslednou
purifikgciou virusového produktu, je moZ-
né produk&né nadoby volne ukladat na ek-
vilibrizované rovné podnosy z tvrdého ma-
teridlu (napr. perforované sklo hritbky 6—
—10 mm} v termostate opatrenom tesnenim
proti prieniku prachu a udrZiavanom v pa-
triénej Cistote.

“PomnoZeny virus obsahujice médium sa
ihned po zbere schladi a aZ do spracovania

sa skladuje pri 4 °C. MnoJstvo pomnoZené-
ho virusu sa stanovi memej presne titrdciou
jeho infekCnej alebo hemaglutinadnej akti-
vity, alebo presnejSie po Ciasiofnej purifi-

‘kécii v ultracentrifiige, ktoroukolvek vhod-

nou metddou na stancvenie proteinu.

Ak sa jednd o Zivd ofkovaciu latku osla-
beného virusu pre veterindrne tudely, zo-
zbierany virus moZno okamZite lyofilizovat
a stanovit jeho biologické aktivity a% v lyo-
filizéte. Z pomnoZenéhc virust moZno pri-
pravit formolizovand alebo (formolizovant)
subjednotkovii vakcinu po jeho ofisteni a
koncentrdcii v ultracentriftige. Pre pripra-
vu virusu KE urfeného pre humaéanne pou¥i-
tia sa na inokuldciu bunkovych jednovrstiev
pouZije v bunkdch produkovany virus a bun-
kKovy substrdt sa pripravuje z primerane
kontrolovanych kuracich embryi.

Priklad 2

Stabilné bunkové linie (BHK—21, PS, a
pod.} sa zaseji v mnoZstve 40—60000 bu-
niek na 1 cm? a ponechaji sa pri 37 °C do
vytvorenia jednovrstvy. Vyska vhodného mé-
dia s obsahom séra sa voli do 1,3 mm. Bun-
kové jednovrstvy sa infikuji ako predosle,
avSak naroky ma pufrovanie médii si vadsie,
nakolko stabilné 1linie buniek vykazuju v
priebehu kultivdcie vyraznej$ie metabolic-
ké aCinky na posuny pH Zivnych médii. Pre-
to sa voli bud vy3$ia koncentrdcia Tris-HCl
pufru pH 7,7 pri 24 °C (10—15 mM), alebo
sa pouzije pufor o vy$Sej pufrovacej kapa-
cite (napr. HEPES pufor v 10 mM koncen-
tracii a pufrovany kyslym uhlititanom sod-
nym na pH 7,6 pri 24 °C). Stabilné linie bu-
niek moéZu byt ndroénejdie na kvalitu Ziv-
nych meédii, preto sa pouZitie médii so zni-
Zenym obsahom aminokyselin voli opatrne
po predchédzajlicom preskusani konkrétne-
ho typu média. Vyska vrstvy zberového mé-
dia nie je niZ$ia ako 0,7 mm nad jednovrst-
vami buniek. Optimdlny ¢asovy interval zbe-
ru sa mé taktieZ predom preskasat s kom-
krétnym médicm a konkrétnym klonom sta-
bilngch bunkovych linii. Inak je postup préc
rovnaky ako v pripadc primérnych KEB.

Opisany postup produkcie virusu KE in
vitro m4 oproti vSetkym postupom pomnoze-
nia virusu v hermeticky uzatvorenych nédo-
bdach alebo v systémoch pracujucich pod
tlakom (rollerové, suspenzné kultiry, per-
fazny systém) vyhodu vo vysokom stupni
bezpe€nosti prédce a praktickej nemo#nosti
produk&nej havérie s moZnym onemocnenim
obsluhujiceho persondlu. Stupeii Cistoty a
vytaZku pomnoZeného virusu mo¥no lahko
volit podla konetného ulelu jeho poufzitia.
Produkéné ndklady postupu st minimélne.

Spodsob predukcie virusu KE na jednovrst-
vach buniek moZe najst uplatnenie viade
tam, kde sa md pripravit Zivy &i usmrteny
antigénny materidl virusu pre huménne ale-
bo veterindrne séroprofylaktické a diagnos-
tické dcely.
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PREDMET VYNALEZU

1. Sposob produkcie virusu klieStovej en-
cefalitidy in vitro na jednovrstvdch primér-
nych kuracich embryonédlnych buniek ale-
bo stabilnych bunkov¢ch linii vyznacujici sa
tym, Ze sa husté jednovrstvy buniek inoku-
luji nizkou multiplicitou 0,03 aZ 0,05 infeké-
nych jednotiek na bunku, ostatné bunky v
jednovrstve sa infikujd virusom v nej po-
mnoZenym v priebehu kultivacie 22 aZ 30
hodin pri 36 °C, v Zivnom médiu neobsahu-
jacom sérum a pufrovanom v rozmedzi pH
7,3 aZ 7,7 pufrom zabezpedujlicim nizke vy-
kyvy pH podas kultivdcie aj spracovania kul-
tar, e sa médium odstrédni a pokraduje sa
s vlastnou produkciou s cerstvym bezséro-
vfm médiom, priom sa virus obsahujuce
meédium zbiera v 5- aZ 12-hodinovych inter-
valoch v Casovom obdobi medzi 24. aZ 72.
hodinou po infekcii a jednovrstvy buniek sa
kultivuji pri 36 °C s minimalnym objemom

Severografia, n. p., zédvod 7, Most

Zivného média, umoZiiovanym vodorovnym
uvloZenim bunkovych jednovrstiev.

2, Spdsob produkcie virusu podla bodu 1
vyznaCujici sa tym, Ze sa mdZe vyhodne
pracovat s nehermeticky uzatvdranymi kul-
tivadnymi nddobami.

3. Spésob produkcie virusu podla bodu
1 vyznadujici sa tym, Ze od 24. a7 36. hodi-
ny po infekcii moZno produkujice bunky kul-
tivovat v médidch so zniZenym obsahom ami-
nokyselin az o 80 %.

4, Sposob produkcie virusu podla bodu
1 vyznadujaci sa tym, Ze zber virus obsahu-
jiceho média moZno optimdlne robit na vr-
chole produkcie virusu, teda u kuracich
embrycndlnych buniek okolo 40. aZ 66. ho-
diny po infekcii.

5. Spdsob produkcie virusu podla bodu
1 vyznalujuci sa tym, Ze je moZné vyhodné
pouZitie geneticky homogénnych a analy-
zovanych klonov kmeiia Hypr.

Cena 2,40 Kis
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