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Investigations on the Interference Properties of Tick-borne Encephalitis
Virus during Adaptation to Tissue Culture

Wirus kleszczowego zapalenia moézgu replikuje sie w calym szeregu
komorek linii ciggltych i tkanek pierwotnych réznego pochodzenia. W ho-
dowlach tkankowych otrzymwuje si¢ duze miana wirusa, przewyzszajace
zwykle miana otrzymane na myszkach przy zakazeniu domézgowym. Po-
mimo ze wirus replikuje sie¢ w roznych komoérkach, nie powodujgc ich
degeneracji, tylko nieliczne prace donoszg o wystapieniu efektu cyto-
patycznego pod wplywem szczepu kleszczowego zapalenia mézgu. Miedzy
innymi Libikowa (6) w komodrkach Hela, Zeipel i Svedmyr
(19) w komérkach Detroit 6, Kawecki (3) w komoérkach Girardi obser-
wowali zmiany cytopatyczne. Dzieki slabym wlasciwosciom cytopatycz-
nym wirusa kleszczowego zapalenia moézgu od wielu lat uzywa sie jako
stymulatora interferencji (1, 2, 7). Stwierdzono jednak, ze wtlasciwosci
interferencyjne wirusa kleszczowego zapalenia mézgu ulegaja znacznym
wahaniom. Postanowiono wiec przesledzié, jak zachowujg sie rézne szcze-
py wirusa kleszczowego zapalenia mézgu adaptowanego do myszek w mia-
re kolejnych pasazy w obranych do badan komoérkach.

MATERIALY I METODYKA

Wirusy. Do badan uzyto wiruséw kleszczowego zapalenia mézgu: szczepu
K otrzymanego 2z Instytutu Medycyny Morskiej w Gdansku, ilo§¢ pasazy
szczepu na myszkach nie znana, szczepu Klodobok 47— pasaz na myszkach,
szczepu Chabarowsk 17 — pasaz na myszkach, szczepu Hypr 51 — pasaz na mysz-
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kach. Pierwszy szczep otrzymano z Instytutu Medycyny Morskiej w Gdansku,
pozostale trzy szczepy z PZH w Warszawie. Wirusa krowianki izolowano ze
szczepionki otrzymanej z Wojewbédzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Lu-
blinie. TCID;, wirusa krowianki w hodowli komoérek Detroit 6 wynosilo 10-6.
Wszystkie szczepy wirus6w przechowywano w temperaturze —20°C. Materialem
wyjSciowym do badan szczep6w wirusa Kkleszczowego zapalenia moézgu byla 10%
zawiesina moézgu myszki. Jako inokulum uzywano 0,1 ml zawiesiny w rozcien-
czeniu 10—-°% Do$wiadczenie powtérzono dwukrotnie, wychodzac z moézgu zaka-
zonej myszki. Druga serie do$wiadczen wykonano po 6-miesieccznym przechowy-
waniu materialu wyjSciowego w temp. —20°C.

Tkanki i ptyny tkankowe. Do$§wiadczenie wykonano w komoérkach
Detroit 6, otrzymanych z Katedry Mikrobiologii Farmaceutycznej AM w Gdansku.
Komérki hodowano w plynie Syvertona i Scherera z dodatkiem 10% surowicy
cielecej. Do zakazonych hodowli i do rozcienczen uzywano tego samego plynu
z 1% surowicy cielecej.

Metodyka interferencji. Do jednowarstwowej 48-godz. hodowli ko-
moérek Detroit 6 dodawano 0,1 ml zawiesiny odpowiedniego szczepu wirusa klesz-
czowego zapalenia mézgu. Zakazone komoérki hodowano 72 godz. w temp. 37°C.
Nastepnie dodawano wirusa krowianki w ilo$ci 100 TCIDs;, na zakazong pro-
béwke i po 48 i 72 godz. okreslano interferencje, bioragc pod uwage zahamowanie
lub opéznienie wystapienia efektu cytopatycznego komoérek zakazonych dwoma
wirusami w poréwnaniu z kontrolg, zakazong tylko wirusem krow.anki.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Z przeprowadzonych badan wynika, ze wlasciwosci interferencyjne
wirusa kleszczowego zapalenia moézgu mogg ulegaé¢ znacznym wahaniom,
wyrazajacym sie w niektorych przypadkach 2-krotnym, w innych nawet
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Ryc. 1. Wiasciwosci interferencyjne wirusa kleszczowego zapalenia moézgu pod-
czas kolejnych pasazy w komérkach Detroit 6; doSwiadczenie 1 A —po 48 godz,
doswiadczenie 1 B— po 72 godz.

Interference properties of tick-borne encephalitis virus during successive passages
in Detroit 6 cells: experiment 1 A — after 48 hrs, experiment 1 B — after 72 hrs
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6-krotnym zwigkszeniem lub zmniejszeniem wlasciwosci interferencyj-
nych. Dla wszystkich czterech szczepéow nastepowala jednoczesna, choé
nie taka sama zwyzka lub znizka wlasciwosci interferencyjnych. Co wa-
runkuje takie wahania we wlasciwosciach interferencyjnych wirusa
kleszczowego zapalenia moézgu, nie zostalo wyjasnione. Szczepy wirusa
kleszczowego zapalenia moézgu, pochodzace bezposrednio z mézgu myszki
zakazonej, interferuja w pierwszych pasazach dobrze, w nastepnych ich
wlasciwosci interferencyjne ulegajg ostabieniu (doswiadczenie 1 A). Te
same szczepy po 6-miesiecznym przechowywaniu w stanie zamrozenia
znacznie slabiej interferujg, ale wahania we wlasciwosciach interferen-
cyjnych w poszczegolnych pasazach sg znacznie mniejsze.
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Ryc. 2. WilasSciwo$ci interferencyjne wirusa kleszczowego zapalenia mézgu pod-
czas kolejnych pasazy w komorkach Detroit 6; do$wiadczenie 2 A —po 48 godz.,
do$wiadczenie 2 B— po 72 godz.

Interference properties of tick-borne encephalitis virus during successive passages
in Detroit 6 cells; experiment 2 A — after 48 hrs, experiment 2 B — after 72 hrs

Z badan Kaweckiego (4, 5) wynika, ze wystgpienie najintensyw-
niejszych wlasciwosci cytopatycznych wirusa kleszczowego zapalenia
mozgu przypada w czasie bardzo stabych wlasciwosci interferonotwor-
czych i odwrotnie, silne wlasciwosci interferencyjne wykluczajg wysta-
pienie intensywnych zmian cytopatycznych. Od czego zalezy wystapienie
zmian cytopatycznych, a od czego wlasciwosci interferencyjnych, trudno
powiedzieé na podstawie dotychczasowych badan.

Vilcek (7, 8) wykazal, ze inaktywowany wirus kleszczowego zapa-
lenia mézgu nie interferuje. Ale z drugiej strony stwierdziliSmy, ze
w miare krétkotrwatego przechowywania w chlodni zwiekszajg sie wtas-
ciwosci interferencyjne wirusa kleszczowego zapalenia mézgu, zatem
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prawdopodobnie zalezg one od wielu czynnikéow zwigzanych z wirusem,
srodowiskiem i komoérks. Badania nad ustaleniem parametréow interferen-
cji stymulowanej wirusem kleszczowego zapalenia moézgu sg wiec ko-
niecznosScig warunkujgcg postep w dalszych badaniach.

WNIOSKI

1. Wilasciwosci interferencyjne wirusa kleszczowego zapalenia moéz-
gu ulegajg znacznym wahaniom.

2. Ustalenie parametrow interferencji stymulowanej wirusem klesz-
czowego zapalenia mdzgu jest warunkiem powodzenia dalszych badan.
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Investigations on the Interference Properties of Tick-borne...
SUMMARY

Successive passages of four strains of tick-borne encephalitis virus
were carried out in Detroit 6 cells. The strains were adapted to mice.
Great fluctuations in the interference properties of the examined strains
were observed during individual passages. Those properties underwent

2-fold or 6-fold increase or decrease.
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