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(54) Zafizeni pro kultivaci a uchovavani buné&&nych kultur pro virologické
a cytologické testy ‘ ’

Vyndlez se tykd zafizeni pro kultivaci, zmrazovdni, skladovdni a rekultivaci buné&nych
kultur. Postup a zafizeni umo*nuji rychlej3i a standardndjsi detekci a izolaci zejména viro-
vych agens, organicky sluluji dosud obvykle jednotlivé providéﬁé metodické idkony pro pifpra-
vu bunéénych kultur jako vnimavého materidlu pro zdchyt vird a umoZnuji soufasné pouzit
8irs5i metodické spektrum vizualizace virovych antigent.

Obtifnost detekce virovych éinitelﬁ vyplyvd z jejich vlastnosti pomno¥ovat se vyhradnd
v %#ivych vnimavjch bunkdch, na rozdil od v&tdiny jinych infek&nich agens /baktérie, myko~
plésmaCa, plisné atd./, kterd mifeme kultivovat na pfedem pFipravenych snadndji dostupnjfch
um&lych Zivnych plidédch. )

v souéaéné dobé existuji ve virologii rizné metodické p¥istupy pro detekci a prikaz

x

virovych antigend, z nichZ velkd vE&tSina vyu¥ivd metod bunébnjch kultur in vitro. Kromé
virologie se bun&&nych kultur in vitro pouZivd v nejrﬁznéjéich vyzkumnych odvdtvich cytolo-
gie, imunologie a daldich. ) . )

Pro pfisluSnou virologickou techniku nebo sérii diagnostickych a izolalnich metod se
v konkrétni praxi vyufivd vnimavych bun&&nych kultur odvozenych z pfisludnych orgdnd
/tripsinizagn&, fragmentdrnd/ nebo se tyto bun3&né kultury rekultivuji ze zmrazené suspenze
nebé,pokud jsou k dispozici, se pasdZuji za dlelem pomnoZeni a teprve ndslednd distribuuji
do pfislu¥nych kultivadnich zafizeni.

Pro ﬁéely vizualizace virovych antigend cytopatickym efektem nebo fluorescen&ni meto-
dou je pouZivdno obvykle vloZenych kryﬁich sklifek s ndrlstem bundk do Leightonovych nebo
normdlnfch zkumavek. HemadsorpEni,'hemaglutinaénéinhibiéni a plakové testy se provdd&ji
pfevdiné ve zkumavkdch nebo lahvich /Roux~, Black~, Carrel-, Miller- typu/, seroneutrali-~
zalui testy a titraéni metody se vétSinou provdd&ji ve zkumavkdch nebo zafizeni typu mikro-
titradnich destilek. . »

Jednotlivé volend kultivalni zafizeni limituji spektrum pouZitelnych virologickych
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metodik. Napf. z USA patentu &. 3 597 326 je znémo zafizenf, které obsahuje na podlo¥ce

z prihledné um&lé hmoty, nap¥iklad ze styrénu,ndkolik ¥ad misek pro p&stovdni bun&fnych kul-
tur, které jsou pFikryty t&snlcim viékem;'Jednotlivé sady t&chto misek lze vrstvit na sebe,
Toto za¥fzeni nelze hermeticky uzaviit tak, aby sneslo zmrazovaci pbdtlak v tekutém dusiku
a neni umoZnén centrdlni p¥istup k jednotlivym kultivainim oddildm, Mimoto nelze kulfivovat
v normdini atmosféte, ' : '

Inokulace nelze provést jinak neZ ve sterilnim prostfedi /odklopenim vilka/ a mikro-
skopicky lze prohlifet vzorek jen zvit¥enim cca 100~ ai 200k rét., Rovn&s vzorky monolayeru
helze z pom&rnd silného dna vykrojit bez poruSeni vlastniho vzorku. Podobné FeSeni md
US patent &. 3912596, '

Nevyhodou dosavadnich postupl p¥i vyuiivéni bunéénych kultur k diagnostickym dleldnm
je skutenost, ¥e vhodnd bun2&nd kultura neni okamZit¥ k dispozici k pfislu¥nému dkonu,

a %e zminovand kultivadni zafizenf nemohou byt souasnd vyuiita jako skladovaci, ttansportni
a rekultiva¥ni. S ¢

Uvedené nedostatky stdvajfcich metodik z velké E4dsti odstranuje zafizeni po&le vyné-
lezu, jehoZ podstatou je, Ze sestédvd z umélohmotného vylisku nebo vylitku, 8 vyhodou ve
tvaru Petriho misky, jejiZ spodni &dst md symetrlcky uspo¥ddané komurky se spodnimi dny
slouffcimi jako podloZi pro nérist bun&Enfch kultur a horni E4st je ve tvaru viika s cen-~
trdlnim vystupkem, p¥ifemi oﬁé tyto Zdsti maji na obvodu plochy okraj pro hermetické uzavie-
ni celého zai¥fzeni. '

‘ Za¥izeni podle vynélézu umoiﬁuje, aby se monolayerovy ndrdst kultur zmrazil podle pfe-
dem stanovené zdvislosti poklesu teploty na Zase, skladoval a transportoval pfimo na kulti-
va¥nim podloiibv hermeticky uzavEeném sterilnim a prihledném zaFizeni, kde bezprostfedné
pfed virologickym nebo cytologickym testovédnim se bun¥&né kultury rozmrazi za sterilmnich
podminek. ‘ ‘

Vyhody zafizeni podle vyndlezu jsou zejména:

1, Za¥izeni je vyrobeno z um&lé hmoty, netoxické pro kultivované bunky, kterd Je pri- -
hledné pro sledovdni bun¥&nych kultur makroskopicky i mikgpskopicky.

2, Vnit¥ni plochy zaf¥izeni umoZfuji adhezi a proliferaci bunZk a jsou do té miry ten-
ké, Ze dovoluji mlkroskopovéni kultur i vykonnym1 objektivy s krdtkou ohniskovou vzdélenosti
ve fdzovém kontrastu fluorescenénlm mikroskopen.

3. ZaFizeni umoZfuje vyfiznutim vnit¥ni plochy zpracovdni pro réznd elektromikrosko-
pickd vy3etteni. ’ .

4, Zafizeni umoZnuje aplikaci radioisotopickych metod.

5. Zafizeni je hermeticky uzaviené, c&i je nutnym pFfedpokladem kultivace bundk v mé~
diich s béfnd ﬁilvanim bikarbondtovym dstrojim, ‘

6., Zatizeni je sterilnf. Pokud je t¥eba nutnd manipulace za sterilnfch podminek, je
toto umoZndno stfedovym vpichem do vdech sekci a pokud zpracovévéme kultury nap¥iklad pro
visualisaci antigend, je mofné viiko jednodude odst¥ihnout ndZkami.

7. V zatizeni je moZnd i kultivace orgépovich kultur i bun¥&nych kultur néddorového
pivodu, ’ . .
8. Zakizen{ je skladovatelné v b&%nd& vyrdb&nych kontejnerech na tekuty dusik nebo v su-
chém ledu. . ’

9. Zatizeni je vyhodné i =z bezpeénostnich divodd pro Jednoduchou dekontamipaci /spédle-
nim/. . ) v

10. .Pro trvalé prepardty lze vlo¥it na dno zaffizeni sklifka ve tvaru daného sektoru
/jako Leightonovy zkumavky/.

11, PouZiti zpﬁsobu a zafizeni podle vynélezu umoZnuje centrdlni pfipravu zdznjych bu-
néénych kultur pro velky polet zdravotnlckych pracovi3t humdnnich 2 veterindranich.

12. Za:izeni je ]ednoduché modifikovatelné, lehce. vyrobitelné ve velkych sériich
a levné.

PFi eventudlni obtiZnosti zmrazeni a rekultlvace ur&itého typu bundk pfimo na podloZi
lze toto za¥fzent vyu¥it pro dodatelnou rekultivaeci bundk zmrazenych v suspenzi v prostoru
zatizeni. P¥i tomto alternativaim zplsobu je urdité Easové zpozdénx, dané dobou, b&hem
které bun¥&nd suspenze po rozmrazeni a aplikaci na kultiva&ni podloZi doroste do monolayeru.

Zdstdvajf zachovdny vyhody jednoduché manipulace pro rutinni diagnostické d&ely i moZnost



3 . o 202885

skladovédni, transportu a kultivace. Pro cytologické d€ely je tento alternativmni zplsob, tj.
zmrazovdni bunék v suspenzi, v mnoha pF¥ipadech vyhodndj&i. - )

Zmrazovdni bunék se provddi podle pfedem stanovené zdvislosti poklesu teploty na Zase.
Rychlost zmrazovdni, kryoprotektivni ldtky /dimethylsulfoxid, glycerin/ a jejich koncentrace
v zmrazovacich médiich je nutno volit pro p¥isluZné typy bundin¥ch kultur individuélné. Pokles

teploty se obvykle pohybuje v rozmezich 0,5 a%Z 2 °¢ za minutu, s vyjimkou oblasti eutektické~

" ho bodu,

2xs

V této oblasti, kde dochdzi{ k uvoliiovdni skupenského tepla, se osv&ddilo rychle sniZit
teplotu okolniho prostfédi. Koncentrace dimethylsulfoxidu je optimdlni v rozmezi 7,5 a% 12,5
procent. Pro nékteré bunééné kultury je vyhodn&j8i pouZit glycerinu, Zmrazovaci médium nesmi
obsahovat antibiotika. Rovn&% opracovdni bunélnych kultur p¥ed zmrazenim, nap¥. versenem nebo
trypsinem a synchronizace bunélnych kultur p¥ed zmrazovdnim vyZaduje individuélni pFistup
k jednotlivym bun&&nym typlim. Tento postup je nutno p¥edem odzkouSet a pro dany typ bunék
charakterizqvat.' .

Po rozmrazeni, které je nutno provdddt rychlou metodou, nejlépe ponofenim zafizeni do
cirkulujici>vody 37 %c teplé, napf. v Heplerové p¥istroji nebo Cyklotermu a odsdti zmrazovaci-
ho média, p¥ifem? by dkon nemZl pFfevyiit doby 3 minut, lze bund&nych kultur s nizkou mortali-
tou bundk pouZit okamZitd k testovdni virologickych vzorkl. V p¥ipadd vySE8i dmrtnosti bunék
/cca 30 %Z/ je vyhodné nechat bun&lné kultury dorfist opdt do monolayerl, CehoZ je mo¥no do-
sdhnout obvykle do 24 hodin po rozmrazeni a vym&nd zmrazovaciho média za kultiva&ni. V pfi-
padd, ¥e mortalita bund&nyech kultur po rozmrazeni je vy3Z{ ne? 50 %, je lépe vyuiit alterna-
tivni metody paralelniho zmrazeni bunééné suspenze. fyp bundéné kultury,jakoZ i tvar kulti-
vacéniho poﬂloéi se zvoli podle pFedpoklddané metodiky nejefektivndj3i pro danou cytologickou
a virologickou prdci. ’ -

Dal$i vyhody nové metody spolivaji v moZnosti rychlého pouZiti, vétridi standardnosti
jednotliv¥ch metodik, umoZiuji srovnéni a opakovatelnost na tomté? homogennim materidlu,
pouze pozd&ji rozmrazeném, umo¥fnuje centralizaci p¥ipravy vét3iho mnoZstvi t&chto zafizeni,

z jediného a jednordzové kontrolovaného zdroje citlivé bundéné kultury. P¥i p¥ipravd té&chto
nakultivovanych a zmrazenych tkdnovych systém& in vitro, kterd bude centralizovdna, lze tyto
materidly pro‘jednotlivé laboratofe ekonomidtdji zajistit. Skladovat lze v&t3i mnoZstvi
namnoZeného materidlu v bé%nych nddobdch pro skladovini vzorkd v tekutém N, nebo pevném €o,,
event., Vv hlﬁbokomrazicich pultech a pom&rné snadno transportovat v pFitomnosti pevného COZ.

V pfipadd kultivaci na agarosové vrstvilce na podloZi nebo pfimo na umélohmotném pod-
lozi je umoZndno vyfiznuti i jednotlivych, virem efektovanjch nebo suspektnich bundk z daného
syétému, napf.,mikromanipulétorem. Tento odebrany vzorek je potom moZno zmrazit a nakréjét
béZnymi technikami pro elektronmikroskopické vyS3et¥eni. P¥i potfeb& zhotovit trvalé prepardty
‘je mo¥no podlo#i s ndrdstem bunk pF¥imo vyst¥ihnout a zamontovat bé&Znymi technikami na pod-
lo%ni sklidka. V hékter?ch testech, nap¥. urditych typd fixaci, lze pomnoZit buné&&né kultury
na vloZenych krycich sklilkdch na dno kultivaéniho zatizeni.

Navrhovanym zpGsobem lze zajistit orientalni virovou.diagnostiku b8%nd i v mendich
nemocnicich a transfdznich stanicich. Nutné vybaveni by sestdvalo pouze ze skladovaciho
prostoru vybavehého pevanym co, nebo z kontejnerd tekutého N,, sterilniho boxu /dostaluje
Hansenova skfin nebo "Laminflow"/, termostatu s nastavitelnou regulaci tepla pro kultivaci,
obvykle 37 °cC. ’

P¥i men3i dpravd by se mohly nékteré ziskané virologické vzorky inokulovat na buné&lnou
kulturu pfimo v terénu, takZe by se zamezilo p¥ipadnym inaktivacim virovych &initeld dlouhym
skladovdnim a transportem do mist, kterd jsou pro virologickou‘diagnostiku vybavena. Jednotli-
vé laboratofe by mohly poté providdt orientalni diagnostiku bez zvlddtniho technického vy-
baveni a bez persondlu erudovaného v oblasti tkdnovych kultur,

Zatizeni. k prﬁvedeni navrhovaného postupu s vyhodou sestdvd ze sady umélohmo;n?ch
présvitnych a sterilizovatelnyech vyliskd /vylitkd/, sklddajicich se ze dvou lisovatelnych
gdsti. Dolni &4st je rozilen&na na 6 aZ 9 poli, které maji plochu vEt3i neZ | cm2 a jsou
odd&leny pfepdikami z téhoZ materidlu., Ve stfedu dolni Zdsti miZe byt vylisovdna jamka ve
tvaru spodni Fisti zkumavky, slouZici ke zmrazeni bun&&né suspenze ve-zmrazovacim médiu.
Obsah zmrazenych bunék dostaluje k ndsledné rekultivaci nebo sériovému zpracovini

na plofkdch poli /komGrek/ tohoto vylisku nebo vylitku. Horni Eédst /viiko/ zatizeni miZe
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byt s vihodbu ve tvaru vi&ka Petriho misky se stfedovou vyvyZeninou umofnujici centrdlni
pEistup ke viem plo¥kdm /u alternativniho za¥fzeni i k spodn{ ‘centrdlni jamce/ pEi aplikaci,
‘odsdvdni.a inokulaci bund&né suspenze, nejlépe injek&n{ jehlou. Ob& ¥4sti jsou ze stejného
materidlu a spojitelné na okraji. :

Velikost a tvar za¥izeni je koncipovdn tak, aby umoZnil zmrazovidn{ a skladovdni v b&ini

" dostupnych skladovacich Dewerovych nddobdch pro tekuty dusik s vio¥nymi skladovacimi pouzdry
ve tvaru vdlece o prémdru cca 6,5 x 30 cm, pFiemZ jednotlivd za¥izeni zapadaji ﬁorni Easti
jednoho vylisku /vylitku/ do dolni Sdsti dal¥fho.

Naskléddni jednotlivych vyliskd /v§litkd/ umoifuje vyvy¥enina ve tvaru trou na vidku
zatizeni, Horni &dst trnu mlZe byt ve tvaru malé jamky, kterd zapadd do sﬁodni dsti vylisku
/vylitkui/ dal¥fch za¥izeni a lépe umo¥nf hermetické uzavfeni otvoru po vpichu p¥i zmrazovini,
kultivaci a transportu. .

Velikost zafizeni je volena tak, e umoZiuje centrifugaci jednotlivych vyliskd /vylitkd/
i jejich sady ve vét#ich centrifugdch, napf., Janetzki K 70, co% je nezbytmé pro sedimentaci
suspenze bunék v centrdlni jamce p¥i alternativninm FeSent.

Popsané zafizeni, obsahujici ¥adu komirek, je moZno pouZit té% k rekultivaci a sériovym
testdm 8 virologickym a cytologickym materidlem v p¥ipad¥, Ze bun2&né suspenze cilend vybrané
k danym testiim budou zmrazeny samostatn® v unidobkéch overenych pro zmrazovédni, nap¥. poly-
ethylenové trubilky, nddobky a ampule z PVC, Plosky komﬁrek umoznu]i screeningové odeéiténi
b&Znych virologickych a cytologickych metodik /seroneutralizadni testy, imunofluorescenZni
metody, riizné druhy titraci, ndkteré radioizotopové metody a dal¥i/.

D4ile jsou uvedeny pFiklady zafizeni podle vyndlezu. Na pEiloZenych vykresech 1 a%¥ 6 jsou
schematicky zndzorndny pfiklady zafizeni dle vyndlezu. Na obr, 1 v pldorysném pohledu je zné-
zornéno uvedené za¥Ffzeni sestéva;ici z umdlohmotného vylisku ve tvaru Petriho misky, jejiZ-
spodni Zdst 4 sestdvd ze .symetricky uspo¥ddanych komdrek 1 se spodnim1 dny 2, které slouii
jako podlo#i pro kultivaci bundk. Na obr. 2 je zndzornd3na v pldorysu hornf ¥dst 3 zatfzent,
Horni &4st 3 tvofi vilko s centrdlnim vystupkem 8, ktery slou¥i jako vstup, p¥ipadn¥ vystup
do komdrek 1 /injek¥ni jehlou/.

) Na obr., 3 je celé zaffzeni zndzorn&no v nérysu, Obg §ésti, tj. spodni &dst 4 a horni
E4st 3 ,maji po obvodu plochy okraj 7 pro hermetické uzavieni celého zafizeni. Na obr. 4 a%¥ 6
je zndzorn&n pEiklad dal¥iho typu zafizeni podle vyndlezu pro buiky v suspenzi,

Na obr. 4 v pidorysu je zndzornina spodni &4st 4 s komfrkami 1 ve tvaru dutych védleZkd
s fovnim dnem v podtu Sest s jednou centrdlni jamkou 5 pro zmrazeni bun&k v suspenzi. Po
obvodu &4sti 4 je plochy okraj 7 pro hermetické uzavieni obou ¥dsti 3 a 4 slisovdn nebo
svafen, .

Na obr. 5 v pldorysu jé zndzorn&na horni ¥4st 4, kterd md tvar viéka s centrdlnim vy-
stupkem 8 tvaru jamky. .

Na obr. 6 je v nérysném pohledu zndzornéno celé zarxzeni podle vyndlezu,., Centrdlni
jamka 5 s konvexnd vypuklym dnem 6 slouZi ke zmrazovdni bunek v suspeunzi, kde se tyto skla-
duji pro p¥ipad, Ze je nelze udriet pfi zmrazovédni p¥imo na podlo%i, Vjznam konického dna
6 je didleZity zejména pro odsdvdni kryoprotektivniho média injekZni st¥ikalkou /supernacan-
tu/, tj. kdy bunky jsou v sedimentu,

Aby nedo#lo ke zborceni zafizenf, je nutno p¥i jakémkoliv odsdvini média ud¥lat v oblasti
centrdlniho vystupku 8 vedle otvoru vpichu je¥t& druhy otvor pro vyrovndni tlaku.

Zplsob kultivace bund&nych kultur podle vynédlezu je pfedveden na ndsledujicim p¥ikladé.
Jkolem je nakultivovat bund¥ny substrdt pro zdchyt a ndslednou diagnostiku nezndmého virového
agens, ktery je pfedpokliddn ve vzorku nosniho vytéru, ktefi byl virologicky p¥ipraven,

P¥ed odbérem vzorku prase¥ich ledvinm bylo na dno viech komirek za¥izeni podle vyndlezu pomoci
Cornwalovy pipety rozdzstrxbuovano i ml gsuspenze prasefich liniovych ledvinnyech bundk Jednim
vplchem ze st¥edni horni ¥4sti centrdlniho vystupku, a to do ka%dé komlirky zv143t. Poté ne-
chédme inokulovanou kulturu dordst do monolayeru /asi 3 dny/. Po ka%dé inokulaci pXipadnd odsd-
ti nebo vym&né média se vpich uzavie, nap¥iklad zaképnutim roztavenym voskem nebo PVC.

Poté podle zdmdru mileme narostlé bunky vyufit ihned k naodkovédni testovaciho vytéru,
anebo tuto predem zkontrolovanou SarZi bundk zmrazime, skladujeme /neomezend/, p¥ipadn¥
transportujeme do mist pquiiti. Pted zmrazenim vym&nime kultivadni médium za kryoprotektivni

a zmrazime podle p¥edem stanovené zdvislosti poklesu teploty na Zase..
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V prvnim pfipadd inokulujeme do ka%dé komirky opdt stfedovym vpichem 0,2 ml p¥iprave-
ného vzorku, Po vazb& a doplnéni média se op&t uzavie vpichovy otvor a kultivuje se 1 tyden
a odelitd se cytopaticky efekt /CPE/., V prdb&hu kultivace inokula éledujeme bunéénou kulturu
optickym inversnim mikroskopem. . .
Poté se p¥isluiné zmény na tkénové kultufe testovalf b&Znymi virologickymi technikami,
napfikiad fluorescenci, barvenim, hemadsorpci apod. P¥isluZné alterované buntky z monolayeru
byly pak vykrojeny ze dna komérky /vietnd &4sti dna/ a zpracovdny pro elektron—-optické vy~

¥et¥eni, :

Podobn& zafizeni podle vyndlezu lze vyuZit pro serodiagnostiku, ale s tim rozdilem,

_%e zndmé virové antigeny jsou obsaZeny ji¥ p¥imo v bunkdch a testuji se p¥Fisludnd rekonva-

lescentni séra, napfiklad nepfimou imunofluorescenci.
PREDMET VYNALEZU

V. Za¥izeni pro kultivaci a uchovdvéni bun&&nych kultur pro vitologické a cytologické
testy, vyznalujici se tim, Ze sestdvd z umdlohmotného vylisku nebo vylitku, s vfhodou ve tvaru
Petriho misky, jejif spodni Edst /4/ md symetricky uspotidané komdrky /1/ se spodnimi dny
/2/ slouZicimi jako podloZi pro nérfst bun¥&nych kultur a horni &4st /3/ je ve tvaru vigka
s centrdlnim vystupkem /8/, pFilem% ob¥& tyto ¥dsti maji na obvodu piochi okraj /7/ pro
hermetické uzavfeni celého zafizeni, .

2, Za¥izeni podle bodu 2, vyzna¥ené tim, %e vedle komirek /1/, které jsou rozloZeny
symetricky po obvodu spodni &dsti /4/, je v jejim st¥edu cenfrélni jamka /5/ s konvexn&
vypuklym dnem /6/ prq.zmrazeni bunék v suspenzi,

2 listy vykresd

Severografia. n. p.. zévod 7. Most
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