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Wpływ składu środowiska na właściwości interferencyjne wirusa 
kleszczowego zapalenia mózgu w hodowli komórkowej

BjiHHHMe cocTaBa cpeflbi Ha MHTepcjaepeHUHOHHBie CBoiicTBa 
Bwpyca KJiemeBoro 3Hne<J>ajiHTa b KyjibType kjictok

Influence of the Composition of Medium on the Interference Properties 
of Tick-borne Encephalitis Virus in Tissue Culture

WSTĘPPierwsze badania nad interferencją wywołaną przez wirus kleszczowego zapalenia mózgu prowadzili: V i 1 ć e k (15), K a w e c k i (6) i A 11- Stein (1). W ślad za badaniami wstępnymi Kawecki wprowadza metodę interferencji do określenia miana wirusa, a także zastosowuje ją do izolacji i identyfikacji wirusa kleszczowego zapalenia mózgu (9, 10). Autor ten określa najkorzystniejszy moment przeszczepiania wirusa kleszczowego zapalenia mózgu z jednej hodowli na drugą w celu otrzymania najsilniejszej interferencji oraz w celu ustalenia miana interferencyjnego.Obserwowana reakcja komórki na działanie wirusa jest w dużej mierze zależna od wytworzonych warunków środowiska. Składniki płynu odżywczego i utrzymującego oraz wartość pH tych płynów wpływają wyraźnie nie tylko na wzrost komórek in vitro i na ich przeżywanie, ale na replikację wirusa oraz na pojawienie się efektu cytopatycznego w układzie wirus-komórka (5, 7, 11, 14). Czynniki te determinują również pojawienie się interferonu w hodowlach komórek zakażonych wirusem (3, 4, 13).
MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na szczepie K5 wirusa kleszczowego zapalenia mózgu. 
Szczep ten został izolowany w r. 1957 z larw kleszcza Ixod.es ricinus w Instytucie

Ixod.es
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Medycyny Morskiej w Gdańsku (12). Do badań użyto szczepu K5 adaptowanego do 
myszek (M) i adaptowanego do komórek Detroit 6 (D)

Do doświadczeń szczep adaptowany do myszek przygotowany był następująco: 
mózgi myszek padłych po zakażeniu z objawami porażeń rozcierano, przygotowując 
10% zawiesinę, którą następnie odwirowywano przy 3000 obrotów przez 15 min. 
Płyn znad osadu używano do doświadczeń

Szczep adaptowany do hodowli komórkowej stanowiły płyny zebrane znad ho
dowli po 5 dniach inkubacji hodowli komórkowej zakażonej szczepem K5 w roz- 
cieńczeniach 10-’.

Szczep K5 wirusa kleszczowego zapalenia mózgu, jako szczep stymulujący inter
ferencję, był wprowadzony w ilości 0,1 ml zawiesiny w odpowiednim rozcieńczeniu: 
szczep K5, adaptowany do hodowli komórkowej, badano w rozcieńczeniach 10-J, 10-’ 
oraz nie rozcieńczony. Szczep K3 adaptowany do myszek badano w rozcieńczeniach 
10-«, 10-6.

Jako wirusów dokażających używano wirusa krowianki i wirusa polio, którymi 
dokażano komórki po upływie 72 godz. od zakażenia wirusem kleszczowego zapalenia 
mózgu. Przed przystąpieniem do doświadczenia szczepy dokażające mianowano 
i wprowadzano je w ilości 0,1 ml w takim największym rozcieńczeniu, które wy
woływało całkowitą degenerację użytych do doświadczeń komórek w ciągu 48 godz.

W każdym doświadczeniu oprócz probówek z hodowlami komórkowymi zakażo
nymi dwoma wirusami były probówki kontrolne: nie zakażone, zakażone wirusem 
kleszczowego zapalenia mózgu i wirusem dokażającym.

Właściwości interferencyjne wirusa kleszczowego zapalenia mózgu przejawiały 
się w opóźnieniu zmian cytopatycznych występujących pod wpływem wirusów do
każających.

Doświadczenia wykonywano na hodowli komórek linii Detroit 6. Komórki na- 
mnażano w butlach Roux w płynie Syvertona i Scherera (8), stanowiącym źródło 
substancji odżywczych. Doświadczenia przeprowadzano w probówkach ze szkła 
marki Sylvit, używając:

1) płynu Syvertona i Scherera w buforze Earle’a z 10% surowicy cielęcej (płyn 
odżywczy),

2) płynu Syvertona i Scherera w buforze Earle’a z 1% surowicy cielęcej,
3) płynu Syvertona i Scherera w buforze Earle’a bez surowicy,
4) buforu Earle’a z hydrolizatem laktoalbuminy i z 1% surowicy cielęcej,
5) buforu Earle’a z hydrolizatem laktoalbuminy bez surowicy.
Doświadczenia powtarzano co najmniej 3-krotnie W każdym wariancie rozcień

czenia używano po 4 probówki w jednej serii doświadczeń, równolegle dla dokaża- 
jącego wirusa polio i dla wirusa krowianki oraz kolejno dla każdego z pięciu wy
mienionych wyżej płynów.

WYNIKI BADAŃWyniki badań przedstawiono na ryc. 1 i 2. Z wirusem polio (ryc. 1) po 48 godz. zarysowuje się przewaga płynu odżywczego, a więc najbogatszego w substancje odżywcze. W tym okresie płyn ten jest najkorzystniejszy do wywołania interferencji między wirusami. W ciągu trzeciej doby przewaga tego płynu raptownie maleje. Najlepsze wyniki uzyskiwano stosując dwa płyny najuboższe w substancje odżywcze, a więc
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ipłyn Earle’a z surowicą i bez surowicy. Zdecydowana przewaga tych płynów utrzymywała się do końca doświadczenia.Z dokażającym wirusem krowianki po 48 godz. trudno było wyróżnić któryś z badanych płynów. Nieznacznie lepszy w tym okresie był płyn utrzymujący bez surowicy. Podczas trzeciej i czwartej doby przewaga tego płynu wyraźnie się zarysowała. Dorównywał mu częściowo płyn utrzymujący z surowicą.

po kb godz. 
after C8 hrs.

po 72 godz. 
after 72 hrs.

po 96 godz. 
after 96 hrs.

po C8 godz. 
after f»8 hrs.

po 72 godz. 
after 72 hrs.

po 96 godz. 
after 96 hrs.

-------- 5

Ryc. 1. Wpływ składu środowiska na aktywność interferencyjną szczepu Ks wirusa 
kleszczowego zapalenia mózgu — wirus polio jako wirus dokażający; 1 — płyn od
żywczy, 2 — płyn utrzymujący z surowicą, 3 — płyn utrzymujący bez surowicy, 
4 — płyn Earle’a z surowicą, 5 — płyn Earle’a bez surowicy, D — szczep K3 adapto
wany do komórek Detroit 6 (D° — nie rozcieńczony, D2 — rozcieńczony 10—2, D8 — 
rozcieńczony 10—®), M — szczep K, adaptowany do myszek (M~2 — rozcieńczony 

10-2, M-8 — rozcieńczony 10—®)
Influence of the composition of medium on the interference activity of the strain K3 
of tick-bome encephalitis virus — poliovirus as a challenge virus; 1 — nutrition 
fluid, 2 — maintenance fluid with serum, 3 — maintenance fluid without serum, 
4 — Earle’s fluid with serum, 5 — Earle’s fluid without serum, D — strain K5 
adapted to Detroit 6 tissue culture (D° — not diluted, D—2 — diluted 10—2, 
D—8 — diluted 10—*), M — strain K5 adapted to mice (M—2 diluted 10—2,

M-8 — diluted 10—«)Jest rzeczą ciekawą, iż dla poszczególnych badanych płynów trudno określić, w którym rozcieńczeniu wirus kleszczowego zapalenia mózgu najintensywniej interferuje. Jest jednak znamienne, że dla płynu utrzymującego z surowicą rozcieńczeniem najsilniej interferującym było zawsze rozcieńczenie największe wirusa kleszczowego zapalenia mózgu (10B).
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pc godz. po 72 godz. po 96 godz po 18 godz po 72 godz po 96 godz.
after 48 hrs. after 72 hrs. after 96 hrs. after 48 hrs after 72 hrs after 96 hrs.

Ryc. 2. Wpływ składu środowiska na aktywność interferencyjną szczepu K5 wirusa 
kleszczowego zapalenia mózgu — wirus krowianki jako wirus dokażający; 

objaśnienia patrz ryc. 1
Influence of the composition of medium on the interference activity of the strain Ks 
of tick-borne encephalitis virus — vaccinia virus as a challenge virus; for explanation

see fig. 1.Wydaje się, że płyny bogate w substancje odżywcze i zawierające surowicę są podłożem optymalnym tylko dla hodowli komórkowej, która się rozmnaża intensywnie, natomiast wpływają niekorzystnie na interferencję. Bardziej dogodne warunki do wystąpienia interferencji stwarzają płyny o uboższym składzie odżywczym.
DYSKUSJAWpływ warunków środowiska na wystąpienie i natężenie zmian cyto- patycznych w komórkach pod wpływem wirusów obserwuje K a ń t o c h (5). Autor ten uważa zmiany degeneracyjne za wykładnik wrażliwości komórek na zakażenie wirusem, a wrażliwość hodowanych komórek może ulec zmianie pod wpływem różnorodnych bodźców.Wpływ niektórych czynników na pojawienie się zjawiska interferencji między wirusami kleszczowego zapalenia mózgu i zachodniego końskiego zapalenia mózgu badała Andżaparidze i współprac. (2), zwracając uwagę, iż uprzednia adaptacja szczepów wirusa kleszczowego zapalenia mózgu do kultur komórkowych powiększyła ich aktywność interferencyjną w porównaniu z wariantami mózgowymi, jeżeli były one badane w homologicznych hodowlach komórkowych. Jest to zgodne z uzyskanymi przeze mnie wynikami, ponieważ wirus kleszczowego zapalenia mózgu adaptowany do komórek Detroit 6 interferuje lepiej w hodowli homologicznych komórek niż wirus adaptowany do myszek. Ponadto stwierdzono, że istnieje zależność właściwości interferencyjnych



Wpływ składu środowiska na właściwości interferencyjne wirusa... 33wirusa kleszczowego zapalenia mózgu od doboru odpowiedniego podłoża, a mianowicie — płyny o uboższym składzie odżywczym stwarzają bardziej dogodne warunki do wystąpienia interferencji niż płyny bogatsze w substancje odżywcze.
WNIOSKI1. Płyny ubogie w substancje odżywcze stwarzają dogodniejsze warunki do wystąpienia interferencji stymulowanej przez wirus kleszczowego zapalenia mózgu niż płyny zasobne w te substancje.2. Wirus kleszczowego zapalenia mózgu adaptowany do hodowli komórkowej interferuje lepiej na homologicznej hodowli aniżeli wirus adaptowany do myszek.
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PE3IOME

McCJieHOBaJIM 3aBMCMM0CTB MHTep4iepeHIlMOHHBIX CBOHCTB BMpyCa KJie- 
meBoro aHpecJjajiMTa b KJieTOHHoh KyjibType ot cocTaBa cpe^M.2Khhkocth, SoraTbie nuTaTejibHbiMM cy6cTaHunflMn u co^epjKairpie CbiBopoTKy, HBJiaiOTCH onTMMajibHOM cpenoił TOJibKO hjih KyjibTypbi KJie- tok, KOTopaa iihtchcmbho pa3MHOJKaeTC.fi, ho co3flaiOT HeBbiro/tHbie ycjio- Bwa naa MHTep^epeHu^rH.Eojiee BbiroflHbie ycjiOBiia ^ia HHTepc^epeHpHH b KyjibType KJieroK co3naiOT jkiiakocth co CKyflHbiM nMTaTejibHbiM cocTaBOM, a HMeHHO, 6y- 4>ep Earle c m/(poan3aTOM jiaKToajibboMMHa u jkhakoctm, He coflepjKa-- mne CbIBOpOTKM.KpoMe toto, KOHCTaTiipoBaan, hto Bupyc KJiemeBoro SHpecJjajiHTa, ananTwpoBaHHbiM k KJieTKaM Detroit 6, MHTepcJiepjipyeT jiyuiue b Kyjib- Type roMoaorMHHbix kjictok, hcm Bnpyc, aflanTupoBaHHbiił k MbimaM.SU MMARYRelation between the interference properties of tick-borne encephalitis virus and the composition of tissue culture medium was examined.Fluids containing serum and a large amount of nutrition substances on the one hand constitute the optimum medium for a tissue culture but on the other hand do not favour interference.Favourable conditions for interference in tissue culture are created by fluids of a smali amount of nutrition substances such as Earle’s buffer with lactalbumin hydrolyzate and fluids without serum.Besides, it was found out that in homologic tissue culture the tick- -borne encephalitis virus adapted to Detroit 6 tissue culture displays greater interference properties than that adapted to mice.
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