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(549 Zpisob pripravy kultur bun¥k psich ledvin vhodngch k pomnoZeni viru parotitidy

Vynélez se tykd zplsobu pifpravy bund¥nych kultur, u ndho? se Yed{ otdzka zlepdeni
podminek kontrolntho vySetfenf Jejich kvality a otézka zvy3eného efektu pomnoZeni viro-

vého agens.

Jednou ze zékladnich podminek uspokojivého vysledku reprodukce viru je vyhovujfcf
kvalita bun&énych kultur. Podle dostupnych literdrnich ddajd i dosavadni b¥%né praxe
se k pomnoZovéni p¥l vyrob& nebo provozu u%(ivé kultur v obdobi prvého a¥% sedmého dne
po nasazeni bun&k (viz napf. Lennette E.H. et al., Laboratorn{ metody vy3et¥ovaci viro-
vyeh a rickettsidlnfch nékaz, Avicenum, Praha, 1974), vyjfmedns desétého a% dvandctého
dne (Linétl J. et al., Tkéhové a bund¥né kultury, SZN, Praha, 1968, str. 144) po nasa—
zeni. Tato, pomérn& krétkd doba celkové inkubace p¥ed infikovédnim miZe postadit k rozpoz-
néni hrubych kvalitativnich nedostatkd kultur, av3ak ke konednému posouzeni je jich
vhodnosti pro nérodn&jsf ddely je zpravidla zapot¥ebf deldfho Zasového obdobf. &im pozd&-
Ji jsou eventuelni zédvady zji¥t¥ny, tim v&t3{ materidln{ i Zasové ztrity mohou vznik-
nout, dm¥rn& i vyznamu sledovaného cile (napf. priprava v&t3{i Sar¥e ofkovac{ 14tky).

B&%nym poZadavkem pomnoZovéni mikrobidlnfho inokula je ziskdni materislu o co ne j-
vy$8im obsahu infek&nfho agens (nap¥. pro pifpravu %#sdaného produktu), anebo - p¥i
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vyuzit{ v diagnostice - pomno¥eni infek&ntho inokula postadujici ke spolehlivému odedteni
testu. V ndkterych systémech bun&dnd kultura-virus miZe byt dosa¥en! uspokojivého vysled-
ku obtf¥né, jak Jsme z3istovall i v p¥ipad¥ pomno¥ovéni n&kterych atenuovanych kmend
viru parotitidy v primérnich kulturéch bun&k psich ledvin.

U dosud znémych postupl pomnofovéni virového agens v bund¥nych kulturdch tedy
1) miZe dochézet k ekonomickym ztrétdm zavindnym zahéjenim‘préce na nevhodnych bun&é-
nych kulturéch, 2) neni, alespoh v n&kterych pripadech, dosshovéno optimélnfho pomnoZo-

vaciho efektus

~ Oba vyse uvedené nedostatky, p¥inejmensim v pr{pad& pomnofovéni kmene Jeryl Lynn
viru parotitidy v primdrnich kulturdch bun&k psich ledvin, je moZno odstranit novym
pesenfm, jeho# podstata spodivd v uZitl dodatkov¥, respektive prolongovand inkubovangch
kultur. ‘

Novy zplsob vychdzi ze studia piipravy ¥ivé olkovacy l4tky proti prfudnicim,
z vysledkd ziskenych za experimentélnich podminek, kdy infekdni inokulum (atenuovany
kmen Jeryl Lynn) bylo aplikovéno na primérn{ kultury bundk psfch ledvin dodatkové (po
nérdstu bundk v kultivadni nddobd, bez vymény média) inkubovanych, zpravidla p¥i teplo-
£& +25 °C po dobu t¥{ tyand. |

Toto.obdobi dodatkové inkubace poskytuje (proti dosud b&Znému pastupu infikovani
kultur 5 a¥ 7 dni po nasazeni) pro kontrolni u¥ely navic 21 dni (podle vysledkd orien-
taénich pokusd v¥ak neni leouﬁena mo¥noet daldfho prodlou’eni - sledovéno 35 dni), co%
vytvéri podminky pro sniZeni eventudlnich ztrdt vzniklych vyPazovénim nevyhovujicich
kultur z produkce.

7 dodatkovd inkubovanych kultur byla (p¥i stejné ddvce infek&nfho inokula na jednu
kultivadnf néddobu) ziskévéna virové tekutina o titrech infekéni aktivity vyznemnd vys-
§1ch ne: z kultur ufitfch dosavednim zplsobem, v obdobl 1. a% 11. zisku byl primé&rny
rozd{l titru 1,7 log TKID5O, co¥ predstavuje cca 50nésobnd vy331 mnoZistvi z{skeaného
infek¥nfho viru (sledovédno pii uZiti méﬁie s neomycinem, bez pFim3si inaktivovaného
telectho séra).

Mechanismus pozorovaného jevu nelze zatim obJjasnit. Zvyseni pomno¥ovaciho efektu
bylo pozorovéno u kultur dodatkovd inkubovenych p¥i teplotédch kolem +25 %¢ po dobu od
Jjednoho do p&ti tydnl. Vedle teplotnfho a Zasového faktoru se zde mohou up}atﬁovat
nékteré daldf vlivy, Jjako napf. slo¥en{ média, Jeho pH apod.

Podle dostupné literatury nebyl novy zpisob pfipravy bund¥nych kultur p¥i pomnoZo-
véni viru parotitidy eni jinych vird dosud popsén, ani nen{ autorim znémo, Ze byl nékde
vyufivén.

Podstatou vyndlezu je tedy zptsob p¥ipravy kultur bundk psich ledvin vhodngch
s
k pomno¥enf viru parotitidy spodivaji v tom, %e se kultury bundk psich ledvin po



3 199085

nasazeni v laktalbuminhydrolyzédtovém médiu inkubuji pi*i teploté od 35 do +38 % po
dobu pot¥ebnou k nédrlstu konfluentnfho monolayeru a potom se kultura dodate¥n& inkubuje

v tém¥ médiu pri teplotd od +15 do +30 % po dobﬁ 7 a¥ 28 dn{.

Priklad konkrétnfho provedeni vyndlezu

Pomno¥%ovéni atenuovaného kmene Jeryl Lynn viru perotitidy v primérnich kulturéch
bundk psich ledvin.

Priprava a inkubace bungénych kultur:

Ve 150 ml ristového laktalbumin-hydrolyzdtového média VEL (médium Sevac III s piHi-
m&s{ 10 % inaktivovaného telectho séra, 1,2 ml roztoku 7,5 % NaHCO3 na 100 ml média,
100.3. penicilinu a 100 pg streptomycinu na 1 mi média) je do jedné lshve podle Rouxe
objemu 1200 ml (kultivadni plocha stiny 220 em?) inokulovéne suspenze 10 x 10° trypsi-
novanych bundk psich (beagle) ledvin a lahve se v horizontdlni poloze inkubujf stacio-
nérné pri teplotd +37 °C po dobd p&ti a% sedmi dnt, do vytvoreni konfluentnf bun¥&né
vrstvy na st¥nd kultivadnf néddoby. Potom jsou kultury bez vymdny média inkubovény ve
stejné poloze pii teplot& +25 °c po dobu t¥{ tydnl (dodatkové inkubace).

Infikovdni bundinych kultur a ziskséni virové tekutiny:

Dodatkov¥ inkubované kultury Jjsou infikovény virem pifusnic (atenuovany kmen Jeryl
Lynn adaptovany na buhky psich ledvin) v multiplicit# inokula 1073 a2 10”1 num log
TKID50 na jednu bunku, ve 100 ml Zerstvého Parkerova média 199 pivodntho sloZeni (Morgan
et al., Proc. Soc., Exp. Biol. Med., N.Y., 73,1, 1950) s pfim&si 5 % inaktivovaného
telectho séra, 2,1 ml roztoku 7,5 % NaHCO3 na 100 ml média, 100 j. penicilinu a 100 ug
streptomycinu na jeden ml média. Pak se inkubujf staciondrng pii teplot& +34 °C, pritem#
se zisky virové tekutiny, spojené s vymEnou média (100 ml pévodniho Parkerova média
199 bez prim&si telectho séra, s 2,1 ml roztoku 7,5 % NaHCO3 na 100.m1 média 8 s pPim¥si
25 pg Neomycinu B na Jeden ml média), provéd¥€jf ve zvolenych (nap¥. jedno- a¥ t¥fdennich)

intervalech.

Ziskend virov4 tekutina s p¥*fm&s{ vhodného stabilizdtoru (nap¥. 1 % sacharézy,
sorbitu, eventudlnd lidského sérového albuminu) se do dalZfho zpracovéni uklddd ve
zmra¥eném stavu, nejlépe p¥i -70 °c.

Stanoveni titru infek&ni aktivity (TKID50)=

Test se provdd{ ve zkumavkovych kulturdéch bundk heteroploidnf linie Vero (10 replik
na ka¥dé Ped&ni vzorku, 10™™) & ode&fténim cytopatického efektu a hemadsorpce resp.
hemaglutinace kudecfch.erytrocytd,

S vyhodou lze ufft techniky inokulace vySetfovaného vzorku (a 0,2 ml) do suspenze
bundk (300 tisfc bundk v 1,3 ml média na jednu zkumavku) v modifikovaném Eagleov& mini-
méinim esencidlnim médiu s galaktozou a natrium pyruvétem (Baugh C.L. et al., Life
Science, 6, 371, 1967; Slonim D., J. Biol. Standardization, 2, 51, 1974; Izbicky A.,
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Zprévy SEVAC, &, 3, 81 a¥ 89, 1974) e desetidenni stacionérni inkubacf v 3ikmé poloze
p¥i +37 °C, bez vym¥ny média.

Po skondenf inkubace se do zkumavkovych kultur pridd (po 0,2 ml na zkumavku s 1,5
ml média) suspenze t¥ikr4t promytych 3% kufecich erytrocytd v roztoku PBS (Dulbecco,
Vogt, J. exp. Med., 99, 167 a% 182, 1954) bez ca’t a Mg++, zkumavky se po ddkladném
protfepéni inkubujf 30 minut p#i +37 % a potom p¥i laboratornf teploté do vytvoieni
sedimentu v kontrolnfech zkumavkdch. Sleduje se aglutinace krvinek a mikroskopicky vyskyt
hemadsorpce a'cytopatického efektu. Vypo¥tené hodnoty TKID50 (Reed L.J., Muench H.,
Amer. J. Hyg., 27, 493, 1938) se vyjedfujf v negativnich log,q.

Nové Felenf bylo zatim sledovéno predevdim s hlediska pomnoZovéni n¥kterych ate-
nuovanych kmend vird parotitidy na primérnich kulturéch bunk psich ledvin, pokud viak
zvySeny pomnofovaci efekt neni védzdn vylu¥n ne nikterou zvléstni charakteristiku uve-
deného systému, neni vylouleno, %e se uplatni i p¥i pomnoZovéni jingch virovych agens
nebo na jinych typech bundinyeh kultur.

Viraznym kladem shora uvedeného pFikladu nového reden{ je vysokd efektivnost pomno-
sovéni viru (dspora bund¥njch kultur, médif, laboratorntho skla, sniZfenf pracnosti),
Jednoduchost provedenf a mofnost dikladného provdfeni kultur pied zaddtkem vyrobniho

procesu.

PREDMETD VYINALEZU

Zplsob piFipravy kultur bun&k psich ledvin vhodnych k pomnoZeni viru parotitidy,
vyznadujici se tim, %e se kultury bungk psich ledvin po nasazeni v rletovém laktalbu-
min-hydrolyzétovém médiu inkubujf p¥i teplotd od +35 do +38 %¢ po dobu potiebnou pro
nérdst konfluentni bun¥éné vretvy na st¥nd kultivadn{ nddoby a potom se kultura inkubuje
v tém? médiu p*i teplotd od +15 do +30 °C po dobu 7 a% 28 dni.

Cena 2,40 Kés TZ 6/70
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