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‘64) Zptsob pikipravy testovaciho systému bun&&nych nebo tkanovych kultur pro stanovent
virld nebo viry inhibujicich latek

Vynilez se tykd zplisobu pfipravy testovaciho systému bun&&nych nebo tkanovych
kultur pro stanoveni vird nebo viry inhibujicich tatek.Re&i zjednodudeni metodiky
v ptipadech, kdy je zapotFebi prodlouzené inkubace pokusnych kultur.

Pomnozeni /nebo inhibice pomnoZeni / virového inokula v bun&éné kultufe je 24k Lladem
diagnostickych postupll pro izolaci infek&niho agens,pro kvantitaci infekini akfivity ve
vzorcich virové tekutiny /TKID50 / i inhibi&ni aktivity napF.virusneutralizaénich
protilatek.

Pri obecn& znamém postupu se k testu u3iva narostlych bun&¥nych kultur.Po vyméné
vice méné vylerpaného kultivatného media se aplikuje vySetifované inokulum a v prubé&hu
dal%i inkubace se sleduji zmé&ny W kultuie,které jsou indikatorenm pomnoZeni viru.Pii
malém po&tu inokulovanych infektnich tastic nebo u virl s pomalej3i reprodukci je
zapotiebi protrahovane inkuba&ni doby,b&hém niZ je nutno vyménovat medium v kulturéch
1 a3 2krat tydn&-/viz na pif. Mayr A, et al.,Virologische Arbeitsmethoden,sv.I, VEB
G.Fischer,Jena 1974 /.

Jgou znama také néktera zjednodudeni diagnostického postupu,kterad se s vyhodou
uplatni zvlasté phi seriovych vySetiovanich.PFi inokulaci vzorkl na narostlé kultury
bylo napf.popséno uzit4 media s galaktosou a pyruvétem,umoiﬁujici nejméné 10 a% 12 denni

inkubaci kultur bez vymény media /Izbicky A.,Zpravy SEVAC 3,81-89,1974 /. Jinou modifikaci
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je inokulace testovaného mdtcriélu:pfimo do suspense buné&k,urienych ke kultivaci

v b&iném rustovém mediu.0dpadd tak samostatnd pracovni faéze.nasazovani kultury,nehledé

k tomu,%e tento zplsob aplikace je pro pomnofovani Fady virl zvla¥té vhodny/Mayr A.et al,,
Virologische Arbcttsncthod&n,sv.l,vee G.Fischer Jena 1974/.Ve srovnani se znamymi
modifikacemi prind¥i nové Fedeni dalii sﬁi!eni pracnosti a nakladul.

Podstatou Qynilezu je spojeni inokulace bun&k pro nértst kultury a inokulace
testovaného iateri&lu do jedné operace a to v mediu,v ném je glukosa nahraiené primdsi
galaktozy a pyruvdtu.Postup slutuje vyhody men3i pracnosti postupu a prodlouZeného
udr2ovani kultur bez vymény media.

V novém teseni se vyulivé poznatku,2e médium s galaktozou a pyruvétem/bez giukézy/
je vhodné jak krGstu,tak i prodlouZenému udriovani bun&&nych kultur.Dobré rlstové vliastnos~
ti galaktozy byly zji!f!ny pti pomnoZovidni Ffady druhl bun&k/WillmerE.N.,edit.,Cells and
tissues in culture,vol.I,Academic Press,London=N-York,1965/,vietn? Lidskych diploidnich
bun&k WI-38 /slonim 0,,J.Bi0l.Stand.,2,51~58,1974;Baugh C.L.,Life Science,6,371-380,1967/.
Také pyruvét stimuloval rist nékterych burié&nych linii/Willmer E,N,edit.Cells and tissues,
vol.I,Academic Press,London=N,York,1965/ i Llidskych diploidnich buni&k /Slonim 0.,J.Biol.
stand.,2,51-58,1974/.PFi studiu kultivace Llidskych diploidnich bun&k/Slonim D.,J.Biol,
stand.,2,51=58,1974/ a bunék Linie VERO /lzbicky A.,{s.Epidem. 26,1,9-14,1977/ byl
v modifikovaném Eaglové minimadlnim esencidlnim médiu s galaktozou 71 g/litr/ a pyruvatem
10,5 g/litr/ 2jidtén vy8s4 pomnofovaci efekt,ne? v médiu s glykozou,Soutasné& v médiu
‘s galaktdozou nebo pyruvatem i v médiu s prim&si obou Latek dochdzelo v pribéhu kultivace
Ltidskych diploidnich bun&k/Slonim 0.,J.Biol.Stand., 2,51-58,1974/ a bunék Linie Vero
'/Izbicky A,,ls.Epidem. 26,1,9-14,1977/ jen k pomalému poklesu pH a bylo v ném moiné
kultury p;otrahovcn& inkubovat bez vymény meédia /Izbicky A.,Zprévy SEVAC,&.3,81-89,1974/.
Podle vysledkl na$i Laboratofe mé modifikované Eaglovo minimdlni esencidln{ médium'

s galaktozou a pyruvdtem vhodné vlastnosti i nabf. pro prodlouiené/sledovéno po dobu
3 tydnl/ udrfovéni narostlych primérnich kultur bundk pshdh /beagle/ ledvin i pro jefich
rist,

Je zFejmé, 2e se médium s salaktézou a pyruvbtem mi3e uplatnit p#i kultivaci mnoha
typl bundk primarnich,diploidnich i hetéroploidnich bun&&nych Lini{ a pti jejich Sirokém
diagnostickém vyufiti.Jen Lidské diploidni bunky samy o sobé mohou slouit k diagnostice
napf, viru zardének,varicella-zoster,RSV,herpesviru,cytomegaloviru a enterovirﬁ/Leﬁette
E.H.,Schmidt N,J., et al.,Laboratorni vyZetFovaci metody virov?chva rickettsidlnich nékaz,
Avicenum 1974/-bufiky Vero potom viru SV 40,hcrpesvirﬂ,rcov1rﬁ,po#vir&,vf}u parotitidy,
spalnjEak,psinky,NDV,svs,ruboly,lymfocytirni choriomeningitidy,adenoviri,arbovird ap.

’ /Whitaker A.,Tissue and cell,Bailliere Tindall, 1972/,

Novym Fedenim se dosahuje predeviim ekonomického efektu,ktery je dén zjednodulenim
pracovniho postupu,snilenim spotFfeby materidlu a u zkumavkovych kultur vyulitim staciondrni
inkubace.Sni%ent poltu Laboratornich operact krom# toho zkracuje exposici pracovnikl

profesiondlnim risikim a zmen3uje moinost eventudini kontaminace a znehodnocent kultur,
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stanoveni TKIDgq parotitického viru- a virus parotitidy neutralizujicich protilatek

ve zkumavkovych kulturadch bun&k Vero

Bunky

Jako‘biologického substratu se v testu usiva kultur bun&k heteroploidni linie Vero
/odvozenych 2 ledvinné tkan& opice Cercopithecus aethiops/ s negativnim nalezem mykoplasma-
tické kontaminace.Bunky se. pomnofuji v lahvich podle Rouxe /1200 ml/ v Eaglové minimailnim
esencialnim médiu/Eagle H.,Science,washington, 130,432~437,1959/,/12bicky A.,2lpravy SEVAC
€.2,54-60,1974;1zbicky A.,Cs.Epidem.,26,1,9-14,1977/.

Médium
Ve viastnim testu se uiiva Eaglovo modifikované minimalni esencialni médium,v némé

je glukoza nahraiena galaktézou/1 g/litr/ a natrium pyruvatem /0,5 g/litr/ /Baugh C.L.

et al.,Life Science, 6,371—380,1967;Slonim D.,J.Bisl.stand. 2,51-5891974;Izbick9 A.,Iprévy
SEVAC &. 3,81-89,1974/ se 7,5% inaktivovaného teleciho séra a 1,2 mL roztoku 7,5 4NaHCO,
na 100 ml média a s primési penicillinu a sterptomycinu /100 jesrespektive 100 mg na 1 ml

média/- dale jen MEM-GaPy.

ptiprava. inokula pro virusneutraliza&ni test
Dvojnééobné tada fted&ni 12™"/ vysettovaného séra/inaktivovaného/ se smist se
stejnym objemem virové tekutiny /napt.Endersiv Laboratorni kmen viru parotitidy/ o obsahu

100 TKIDSo v 1 ml a inkubuje se pPi 37 %¢ po dobu 60 minut nebo pFi +4 %¢ 18 hodin.

Viastni test

Bezprostfedng pied zah4djenim vlastniho testu se pkipravi suspenze bun&k Vero/z Roux
Lahvi uvolnény pomoci roztoku 0,01 % trypsinu s 0.02 % versenﬁ-dvojsodné sl EDTA
v densité 300 000 bunék na 1.3 mL média MEM-GaPy /cca 231 000 bun&k/ml/ a aZ do inokulace
se udriu;g v chladu /+4 .

Red&nd vzorku pro stanovent TKID50 /geometrickd tada 10‘nv médiu MEM-GaPy/ se
provadi pribé&ind b&hem pokusu,séra pro stanoveni obsahu virusneutralizatnich protilatek
je nutno zpracovat ptedem/viz priprava inokula pro virusneutralizalni test/.

po zvoleného podtu/naph. deset u testu TKIDgq @ EtyPri v virusneutralizatniho testu/
ikumavek brﬁméru 16 mm a délky 100 mm se inokuluje po 1.3 ml buné&né suspenza a po 0,2 mt
pristudného fedéni testovaného materidlu,Zkumavky se potom zazatkuji gumovymi zatkami,
dokladné protifepou a uloii ke stacionarni inkubaci v Zikmé poloze pii teplote +37 %¢ na
dqbu deseti dni.

Odeditant

Presto?e se pomnolent parotitiského viru v kultufe bun&k Vero zpravidla projevi
ztetelnym cytopatickym efektem/tvorba syncycii ai destrukce monotayeru/,je vhodné sledovat
takeé hemagtutinéci kuFecich erytrocytl v médiu jednotlivych 2kumavek a vyskyt hemadsorpce.

po skontené inkubaci se zkumavky odzatkuji a do média/1.5 mL/ se pkidéd po 0.2 mi
suspenze thikrat promytych 3 % kufecich erytrocytd v roztoku PBS /bulbecco,Vogt,J.Exper.

Med. 99,167-182,1954/ bez catt a Mg*+,dﬁkladné protfepou a ponechaji v klidu ve vertikalni
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poloze v inkubdtoru + 37 °¢ po dobu 30 minut, a8 potom pti. Laboratornt t;ploté do vytvoteni
sedimentu kontrolnich zkumavek/kontrola erytrocytdlni suspenze/,

‘Potom se prostym okem odelte hemaglutinace, u kultur s negativni nebo nejasnou
hemaglutinaci se konefny vysledek ov&ri mikroskopicky /zvé&teni 6 x 10/ podle vyskytu
hemadsorpce nebo cytopatického efektu.

PFi testovéni infek&ni aktivity se hodnoty:TKIDso stanovi vypoltem podle Reeda
a Muenchea /Amer.J.Hyg9.,27,493,1938/ 'a vyjadd¥Fi v negativgich log ;0.

PFi stanoveni virusneutraliza&nich protilatek sevtitr urtf jako PFedé&ni séra,které
sni2t polet destruovanych bundk v kultufe asi na polovinu,nebo které je3t& zreteln?
~redukuje hemadsorpci, ‘

Soutdsty titradniho pokusu isou vyletreMi referenénich vzorkd a soustava kontrol.
@

Vedle vyuZiti ve virologické diagnostice /izolace viru,stanoveni infekéni nebo
virusinhibujict aktivity napf. protitadtek/ se mlle novy postup uplatnit i pFi pomnoZovani
virovych agens pro vyrobni dfely;nelze vyloufit ani jeh wvyuZiti mimo oblast viroloéie

pfi sledovidni biologického. G¥inku pomalu pbsobicich Ladtek neinfekiniho charakteru,

PREOMET VYNALEZU

Iplsob pFipravy testovaciho systému bun&&nych nebo tkanovych kulfur pro stanovent
virt nebo viry inhibujtcich tatek,vyznadujici se tim,3e se testovany material inokuluja
v jedné operaci soutasn& s bunkami pro narist kultury s uZitim Caglova minimalniho
esencidlniho média,v n&m3 je glukoza nahrazena galaktdozou v mno¥stvi 0,5 a% 1,5 g na titr
média a pyrohroznanem sodnym v mnofstvé 0,25 a% 0,75 g na 1 Litr média,o pH 7,0 a2 7,8,
s inkubaci po cobu 4 a% 21 dni pFi teplotd 30 aZ 40 °c.

Vytiskly Moravské tiskaiské zévody,
provez 12, Leninova 15, Olnmouc Cena: 240 Ké&s
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