
ANNALESUNIVERSIT ATIS MARIAE CURIE-SKŁODOWSKALUBLIN —POLONIA
VOL. XXV, 6 SECTIO C 1970

Z Katedry Mikrobiologii Szczegółowej Wydziału Biologii 1 Nauk o Ziemi UMCS 
Kierownik: doc. dr Zbigniew Kawecki

Małgorzata DĄBEK-SZRENIAWSKA

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

BjiHHHwe pH cpeflbi Ha MHTeptJjepeHUHOHHbie cbohctb3 Biipyca 
KjieineBoro aHuecpajiMTa b KyjibType kjictok

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

WSTĘPWirus kleszczowego zapalenia mózgu namnaża się dobrze w hodowli szeregu komórek i wykazuje aktywność interferencyjną w stosunku do różnych wirusów. Badania nad tym zagadnieniem przeprowadzali: K a- w e c k i (5, 6, 7, 8, 9), A 11 s t e i n (1), Andżaparidze i współprac. (2, 3) oraz V i 1 ć e k (11).
MATERIAŁY I METODY

Wykorzystując poprzednie obserwacje, poczynione na temat wpływu składu śro­
dowiska na właściwości interferencyjne wirusa kleszczowego zapalenia mózgu w ho­
dowli komórkowej (4), użyto płynów ubogich w składniki odżywcze, a mianowicie 
O,5°/o roztworu hydrolizatu laktoalbuminy w buforze Earle’a bez surowicy i z do­
datkiem l°/o surowicy cielęcej. Badane płyny doprowadzono do pH 6,8 i 7,6.

Do badań użyto szczepu K5 wirusa kleszczowego zapalenia mózgu: 
a) adaptowanego do komórek Detroit 6 w postaci płynów znad hodowli ko­

mórkowej po 5 dniach inkubacji hodowli zakażonej szczepem K5 w rozcieńcze­
niach 1Q-3;

. b) adaptowanego do myszek w postaci 10°/o zawiesiny, uzyskanej z rozcieru 
mózgów myszek padłych po zakażeniu wirusem kleszczowego zapalenia mózgu, na­
stępnie odwirowywanej w 3 000 obrotów przez 15 min., a płyn znad osadu używano 
do doświadczeń.

Szczep K5 wirusa kleszczowego zapalenia mózgu był wprowadzany w ilości
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0,1 ml do hodowli komórkowej. Szczep K5 adaptowany do hodowli komórkowej (D) 
badano w rozcieńczeniu 10-*, 10-* i nie rozcieńczony. Szczep K5 adaptowany do 
myszek (M) badano w rozcieńczeniach 10-*, 10-’. Wirusami dokażającymi były: 
wirus polio i krowianki, którymi dokażano komórki po 72 godz. od zakażenia wiru­
sem kleszczowego zapalenia mózgu. Badania przeprowadzono na linii komórek De­
troit 6 w stałej temp. 37°C. Hodowlę komórek Detroit 6 prowadzono w płynie Sy- 
vertona i Scherera. Doświadczenia powtarzano co najmniej 3-krotnie, przeznaczając 
w każdej serii doświadczeń dla odpowiedniego rozcieńczenia wirusa po 4 probówki, 
równolegle dla dokażającego wirusa polio i dla wirusa krowianki kolejno przy za­
stosowaniu każdego z czterech wymienionych płynów. Badane hodowle komórkowe 
były kontrolowane każdego dnia.

-
* K

WYNIKI BADAŃWyniki badań nad wpływem pH środowiska na zjawisko interferencji między wirusami przedstawiono na ryc. 1 i 2.
po <*8 godz. 
after 1*8 hrs.

po 72 godz. 
after 72 hrs.

po 1*8 godz. 
after 1*8 hrs.

po 72 godz 
after 72 hrs

Ryc. 1. Wpływ pH środowiska na aktywność interferencyjną szczepu K5 wirusa kle­
szczowego zapalenia mózgu — wirus polio jako wirus dokażający; 1 — 0,5% hydro­
lizat laktoalbuminy w płynie Earle’a bez surowicy (pH 6,8), 2 — 0,5% hydrolizat 
laktoalbuminy w płynie Earle’a z surowicą (pH 6,8), 3 — 0,5% hydrolizat laktoalbu­
miny w płynie Earle’a bez surowicy (pH 7,6), 4 — 0,5% hydrolizat laktoalbuminy 
w płynie Earle’a z surowicą (pH 7,6), D — szczep K5 adaptowany do komórek Detroit 6 
(D° — nie rozcieńczony, D—2 — rozcieńczony 10—2, D—6 — rozcieńczony 10—e), M — 
szczep K5 adaptowany do myszek (M-2— rozcieńczony 10-2, M-’ — rozcieńczony 10—°) 
Influence of pH of medium on interference activity of the strain K5 of tick-borne 
encephalitis virus — poliovirus as a challenge virus; 1 — 0.5% lactalbumin hy- 
drolyzate in Earle’s fluid without serum (pH 6.8), 2 — 0.5% lactalbumin hydrolyzate 
in Earle’s fluid with serum (pH 6.8), 3 — 0.5% lactalbumin hydrolyzate in Earle’s 
fluid without serum (pH 7.6), 4 — 0.5% lactalbinum hydrolyzate in Earle’s fluid with 
serum (pH 7.6), D — strain Ks adapted to Detroit 6 tissue culture (D° — not diluted, 
D-2 — diluted 10~2, D-’ — diluted 10-*), M — strain K5 adapted to mice (M-2 — 

diluted 10—2, M—• — diluted 10—’)
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po is godz. 
after 48 hrs.

po 72 godz. 
after 72 hrs.

po 96 godz. 
after 96 hrs.

po 48 godz. 
after 48 hrs.

po 72 godz 
after 72 hrs.

Ryc. 2. Wpływ pH środowiska na aktywność interferencyjną szczepu K5 wirusa kle­
szczowego zapalenia mózgu — wirus krowianki jako wirus dokażający; 

objaśnienia patrz ryc. 1
Influence of pH of medium on interference activity of the strain K5 of tick-borne 
encephalitis virus — vaccinia virus as a challenge virus; for explanation see fig. 1

Przez cały czas doświadczeń z dokażającym wirusem polio uwidoczniła się zdecydowana przewaga płynów o pH 6,8 nad płynami o pH 7,6 (ryc. 1), zarówno z wirusem adaptowanym do myszek, jak i z wirusem adaptowa­nym do hodowli komórkowej. Już po 48 godz. od chwili wprowadzenia wirusa dokażającego stopień zabezpieczenia komórek był dość znaczny i dochodził do 40%, ale w ciągu następnej doby spadał do połowy. W pły­nach o pH 7,6 interferencja albo wcale nie zachodziła, albo była bardzo słaba.W doświadczeniach z dokażającym wirusem krowianki (ryc. 2) zazna­czyła się również przewaga płynów o pH 6,8, ale tylko na początku, to znaczy po 48 godz. od chwili wprowadzenia wirusa dokażającego. Po dłuż­szym okresie przydatność wszystkich czterech płynów do wystąpienia zjawiska interferencji była mniej więcej jednakowa. Być może, płyny alkaliczne o pH 7,6 stopniowo uległy zakwaszeniu przez metabolizujące komórki i stworzyły się korzystniejsze warunki dla interferencji.Z przeprowadzonych doświadczeń wynika, że wyższa była aktywność interferencyjna szczepu adaptowanego do komórek Detroit 6 niż szczepu adaptowanego do myszek, a także korzystniejsze okazało się działanie płynów o pH 6,8 niż płynów o pH 7,6 na zjawisko interferencji między wirusami.
DYSKUSJAAndżaparidze i współprac. (2, 3) badały wpływ niektórych czynników na pojawienie się zjawiska interferencji między wirusami kle­



38 Małgorzata Dąbek-Szreniawskaszczowego zapalenia mózgu i zachodniego końskiego zapalenia mózgu. Autorki te stwierdziły, iż uprzednia adaptacja szczepów do kultur ko­mórkowych zwiększyła ich aktywność interferencyjną w porównaniu do wariantów mózgowych, jeżeli były one badane w homologicznych komór­kach. Analogiczne wyniki otrzymano w przeprowadzonych doświadcze­niach, a mianowicie wirus kleszczowego zapalenia mózgu adaptowany do komórek Detroit 6 interferował lepiej w hodowli homologicznych komórek niż wirus adaptowany do myszek.Kowalewska zaobserwowała duży wpływ pH środowiska na ko­mórki hodowane in vitro (10). Także w przeprowadzonych doświadcze­niach pH środowiska wpływało na pojawienie się zjawiska interferencji między wirusami, obserwowanego w hodowli komórkowej. Stwierdzono, że płyny o pH 6,8 są lepszym środowiskiem dla komórek, na których określona jest interferencja, aniżeli płyny o pH 7,6.
WNIOSKI1. Płyny o pH 6,8 są odpowiedniejszym środowiskiem dla komórek, na których określana jest interferencja stymulowana przez wirus kle­szczowego zapalenia mózgu, niż płyny o pH 7,6.2. Wirus kleszczowego zapalenia mózgu adaptowany do hodowli ko­mórkowej na homologicznej hodowli interferuje lepiej aniżeli wirus adap­towany do myszek.
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PE3IOMEHaGjnonajm BJiMHHne pH cpe^bi Ha HBJieHue MHTep4iepeHi(HH MejK^y BupycaMM b KyjibType kjictok. HanSojiee Bbiro,n,Hbie ycjiOBMH hjih bbi- CTynjieHMH MHTcpc^epeHiiKH co3^aiOT jkmakoctk co cjiaSoKucjioii pH. A MMeHHO, jkh)],koctb c pH 6,8 6huia Gojiee cooTBeTCTByiomeił cpe^ow Ajih KJieTOK, Ha KOTopbix 6buia onpe^ejieHa MHTepcJiepeHiiHH, CTMMyjinpo- BaHHaa BupycoM KJiemeBoro amieiJjajiMTa, ueM jkh^koctb c pH 7,6. Bh- pyc KJiemeBoro amiecJiajiMTa, aAanTupoBaHHbiii k KJieroHHOK KyjrbType, MHTepiJjepMpyeT Jiyume b roMOJiorwuHOM KyjiBType, ueM Bwpyc, anarmi- 
pOBaHHblM K MŁIUiaM.

SUMMARYThe influence of pH of medium on interference between viruses was observed in tissue culture. Fluids of slightly acid pH favour the inter­ference. Thus, the fluids of pH 6.8 in comparison to those of pH 7.6 provided a morę suitable medium for the tissue culture in which the interference stimulated by tick-borne encephalitis virus was determined. In homologic culture the tick-borne encephalitis virus adapted to tissue culture displayed greater interference properties than that adapted to mice. .
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