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Wplyw skladu Srodowiska na wlasciwosci interferencyjne wirusa
kleszczowego zapalenia mozgu w hodowli komorkowej

Bausanne cocraBa cpeanl Ha MHTEPdEPEHLMOHHBIE CBOMCTBA
Bupyca KJeleBoro sHuedanura B KyJbType KJETOK

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

WSTEP

Pierwsze badania nad interferencjg wywolang przez wirus kleszczo-
wego zapalenia moézgu prowadzili: Vilcek (15), Kawecki(6) i Alt-
stein (1). W $lad za badaniami wstepnymi Kawecki wprowadza
metode interferencji do okreslenia miana wirusa, a takze zastosowuje ja
do izolacji i identyfikacji wirusa kleszczowego zapalenia mézgu (9, 10).
Autor ten okresla najkorzystniejszy moment przeszczepiania wirusa kle-
szczowego zapalenia mézgu z jednej hodowli na drugg w celu otrzymania
najsilniejszej interferencji oraz w celu ustalenia miana interferencyjnego.

Obserwowana reakcja komorki na dzialanie wirusa jest w duzej mie-
rze zalezna od wytworzonych warunkéw S$Srodowiska. Skiadniki ptynu
odzywczego i utrzymujacego oraz wartosé¢ pH tych pltynéw wplywajg wy-
raznie nie tylko na wzrost komoérek in vitro i na ich przezywanie,
ale na replikacje wirusa oraz na pojawienie sie efektu cytopatycznego
w ukladzie wirus-komorka (5, 7, 11, 14). Czynniki te determinujg réwniez
pojawienie sie interferonu w hodowlach komoérek zakazonych wirusem
(3, 4, 13).

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na szczepie Ks wirusa kleszczowego zapalenia mézgu.
Szczep ten zostal izolowany w r. 1957 z larw kleszcza Ixodes ricinus w Instytucie
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Medycyny Morskiej w Gdansku (12). Do badan uzyto szczepu Ks adaptowanego do
myszek (M) i adaptowanego do komoérek Detroit 6 (D)

Do doswiadczen szczep adaptowany do myszek przygotowany byl nastepujgco:
mozgi myszek padlych po zakazeniu z objawami porazen rozcierano, przygotowujgc
10% zawiesine, ktorg nastepnie odwirowywano przy 3000 obrotéw przez 15 min.
Plyn znad osadu uzywano do doswiadczen

Szczep adaptowany do hodowli komodrkowej stanowily plyny zebrane znad ho-
dowli po 5 dniach inkubacji hodowli komoérkowej zakazonej szczepem Ks w roz-
cieficzeniach 10-3,

Szczep Ks wirusa kleszczowego zapalenia médzgu, jako szczep stymulujacy inter-
ferencje, by! wprowadzony w ilosci 0,1 ml zawiesiny w odpowiednim rozciericzeniu:
szczep Ks, adaptowany do hodowli komérkowej, badano w rozcienczeniach 10-2, 10-8
oraz nie rozcieniczony. Szczep K; adaptowany do myszek badano w rozciericzeniach
10-2, 10-S.

Jako wirusé6w dokazajacych uzywano wirusa krowianki i wirusa polio, ktorymi
dokazano komérki po uplywie 72 godz. od zakazenia wirusem kleszczowego zapalenia
moézgu. Przed przystgpieniem do doswiadczenia szczepy dokazajace mianowano
i wprowadzano je w ilosci 0,1 ml w takim najwiekszym rozcienczeniu, ktére wy-
wolywalo calkowitg degeneracje uzytych do doswiadczert komorek w ciggu 48 godz.

W kazdym doswiadczeniu oprdécz probéwek z hodowlami komoérkowymi zakazo-
nymi dwoma wirusami byly probowki kontrolne: nie zakazone, zakazone wirusem
kleszczowego zapalenia mozgu i wirusem dokazajgcym.

Wlasciwosci interferencyjne wirusa kleszczowego zapalenia mézgu przejawialy
sie w opé6znieniu zmian cytopatycznych wystepujacych pod wplywem wiruséw do-
kazajacych.

Doswiadczenia wykonywano na hodowli komorek linii Detroit 6. Komoérki na-
mnazano w butlach Roux w plynie Syvertona i Scherera (8), stanowigcym zZrédto
substancji odzywczych. Doswiadczenia przeprowadzano w probowkach ze szkla
marki Sylvit, uzywajac:

1) plynu Syvertona i Scherera w buforze Earle’a z 10% surowicy cielecej (pltyn
odzywczy),

2) plynu Syvertona i Scherera w buforze Earle'a z 1% surowicy cielecej,

3) plynu Syvertona i Scherera w buforze Earle'a bez surowicy,

4) buforu Earle’a z hydrolizatem laktoalbuminy { z 1% surowicy cielecej,

5) buforu Earle’a z hydrolizatem laktoalbuminy bez surowicy.

Doswiadczenia powtarzano co najmniej 3-krotnie W kazdym wariancie rozcien-
czenia uzywano po 4 probowki w jednej serii doswiadczen, réwnolegle dla dokaza-
jacego wirusa polio i dla wirusa krowianki oraz kolejno dla kazdego z pieciu wy-
mienionych wyzej plynéow.

WYNIKI BADAN

Wyniki badan przedstawiono na ryc. 1 i 2. Z wirusem polio (ryc. 1)
po 48 godz. zarysowuje si¢ przewaga plynu odzywczego, a wiec najbo-
gatszego w substancje odzywcze. W tym okresie plyn ten jest najko-
rzystniejszy do wywolania interferencji miedzy wirusami. W ciggu trze-
ciej doby przewaga tego plynu raptownie maleje. Najlepsze wyniki uzy-
skiwano stosujgc dwa plyny najubozsze w substancje odzywcze, a wiec
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plyn Earle’a z surowicg i bez surowicy. Zdecydowana przewaga tych pty-
néw utrzymywatla sie¢ do konca doswiadczenia.

Z dokazajacym wirusem krowianki po 48 godz. trudno bylo wyréznic
ktory$ z badanych plynéw. Nieznacznie lepszy w tym okresie byl pityn
utrzymujgcy bez surowicy. Podczas trzeciej i czwartej doby przewaga
tego plynu wyraznie sie zarysowala. Doréwnywal mu czeSciowo plyn
utrzymujacy z surowica.
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Ryc. 1. Wplyw skladu srodowiska na aktywnosc¢ interferencyjng szczepu K; wirusa
kleszczowego zapalenia mézgu — wirus polio jako wirus dokaZzajacy; 1 — plyn od-
zywczy, 2 — plyn utrzymujgcy z surowicg, 3 — plyn utrzymujgcy bez surowicy,
4 — plyn Earle’a z surowicg, 5 — plyn Earle'a bez surowicy, D — szczep K; adapto-
wany do komdrek Detroit 6 (D° — nie rozciericzony, D2 — rozcienczony 10—2, D8 —
rozcieficzony 10-%, M — szczep K;s adaptowany do myszek (M—-2 — rozcienczony
10—2, M-8 — rozcienczony 10-°9)
Influence of the composition of medium on the interference activity of the strain K;

of tick-borne 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 K

adapted to Detroit 6 tissue culture (D° — not diluted, D— — diluted 102,
D—¢ — diluted 10—%, M — strain K; adapted to mice (M-t diluted 103,
M—¢ — diluted 10—9)

Jest rzecza ciekaws, iz dla poszczegélnych badanych plynéw trudno
okresli¢, w ktérym rozcienczeniu wirus kleszczowego zapalenia mozgu
najintensywniej interferuje. Jest jednak znamienne, ze dla plynu utrzy-
mujgcego z surowicg rozcienczeniem najsilniej interferujagcym bylo zaw-
sze rozcienczenie najwieksze wirusa kleszczowego zapalenia mézgu (10-9).
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Ryc. 2. Wplyw skladu srodowiska na aktywnosé interferencyjng szczepu K; wirusa
kleszczowego zapalenia mézgu — wirus krowianki jako wirus dokazajacy;
objasnienia patrz ryc. 1
Influence of the composition of medium on the interference activity of the strain K
of tick-borne encephalitis virus — vaccinia virus as a challenge virus; for explanation

see fig. 1.

Wydaje sie, ze plyny bogate w substancje odzywcze i zawierajgce su-
rowice sa podlozem optymalnym tylko dla hodowli komoérkowej, ktora
sie rozmnaza intensywnie, natomiast wplywaja niekorzystnie na inter-
ferencje. Bardziej dogodne warunki do wystapienia interferencji stwa-
rzajag pltyny o ubozszym skladzie odzywczym.

DYSKUSJA

Wplyw warunkoéw srodowiska na wystgpienie i natezenie zmian cyto-
patycznych w komérkach pod wplywem wiruséw obserwuje Kantoch
(5). Autor ten uwaza zmiany degeneracyjne za wylzladnik wrazliwosci
komorek na zakazenie wirusem, a wrazliwos¢ hodowanych komérek moze
ulec zmianie pod wplywem réznorodnych bodzcow.

Wplyw niektorych czynnikow na pojawienie sie zjawiska interferen-
cji miedzy wirusami kleszczowego zapalenia moézgu i zachodniego kon-
skiego zapalenia moézgu badala Andzaparidze i wspdlprac. (2),
zwracajgc uwage, iz uprzednia adaptacja szczepOw wirusa kleszczowego
zapalenia moézgu do kultur komorkowych powiekszyla ich aktywnosé
‘nterferencyjng w poréwnaniu z wariantami mézgowymi, jezeli byly one
badane w homologicznych hodowlach komoérkowych. Jest to zgodne
z uzyskanymi przeze mnie wynikami, poniewaz wirus kleszczowego za-
palenia moézgu adaptowany do komoérek Detroit 6 interferuje lepiej
w hodowli homologicznych komoérek niz wirus adaptowany do myszek.
Ponadto stwierdzono, ze istnieje zalezno$é¢ wtlasciwosci interferencyjnych
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wirusa kleszczowego zapalenia mézgu od doboru odpowiedniego podloza,
a mianowicie — plyny o ubozszym skladzie odzywczym stwarzajg bar-
dziej dogodne warunki do wystgpienia interferencji niz ptyny bogatsze
w substancje odzywcze.

WNIOSKI

1. Plyny ubogie w substancje odzywcze stwarzajg dogodniejsze wa-

runki do wystgpienia interferencji stymulowanej przez wirus kleszczo-
wego zapalenia mézgu niz pltyny zasobne w te substancje.

2. Wirus kleszczowego zapalenia mézgu adaptowany do hodowli ko-

moérkowej interferuje lepiej na homologicznej hodowli anizeli wirus adap-
towany do myszek.
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PE3IOME

MccnemoBany 3aBMCHMMOCTE MHTED(EPEHLMOHHBIX CBOMCTB BMpYCca Kie-
UIeBOTO SHIedaJ nTa B KJIETOYHOM KYJBTYpPe OT COCTaBa CPEAdBI.

ZKnunxocty, GoraTble NMTATENBLHBIMM CyOCTAHUMAMM M COZEpIKANTME
CBLIBODOTKY, ABJAIOTCA ONTMMAJBHOM CpPENOil TOJBKO IJA KYJbTYpPHI KJje-
TOK, KOTOpaA MHTEHCMBHO Pa3MHOXKAETCH, HO CO3AAIOT HEBBITOAHBIE YCJIO-
BUA OJI MHTEepGEpPEeHIIN.

Bonee BrirogHele ycioBusa AJA MHTEpEpPEHLMM B KYJbTYpe KJIETOK
CO3J]AaI0T XKMAKOCTM CO CKYAHBIM NMUTATENBHBIM COCTAaBOM, a MMEHHO, Oy-
dep Earle ¢ rmaposm3aToM JsakToaab0OMMHA M KMAKOCTY, HE coAepiKa-
e CHLIBOPOTKM,

Kpome TOro, KoHcTaTMpoOBasM, UTO BMpPYC KJELIEBOro 3HUedaanTa,
ajanTUpPOBaHHEIA K kjerkaMm Detroit 6, unrepdepupyer ayuile B KyJb-
TYpe€ TrOMOJOTMYHBIX KJETOK, YeM BMPYC, aRaNTMPOBAaHHBIM K MBIIAM.

SUMMARY 8

Relation 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 small 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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