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KULTIVACE VIRUSU ENCEPHALOMYELITIS
ENZOOTICA SUUM V TKANOVYCH KULTURACH
HOMOLOGNI TKANE II.

B. KORYCH, FR. PATOCKA, :VL. KUBELKA

V predchozich pracich bylo prokazano, zZe virus Té§inské choroby vepfd se
pomnozuje v tkanovych kulturiach homologni tkdné (1, 2, 3). V literatufe nim
dostupné jsme nenadli Zddnou zminku o cytopathogennim déinku virusu této ne-
moci, ackoliv Horstmannovai (4) a Larski (1) popisuji pravdépodobné pomnozeni
virusu v tkaniovych kulturich — v prvém pripadé embryonalnich kurecich, v dru-
hém pfipadé homolognich ledvinnvych, v obou pfipadech kultivovanych zpasobem
podle Maitlanda. V na$i praci, v niZ k prikazu virusu v homolognich tkanich jsme
vétsinou uzivali tkdné vvykazujici fibroblastovy rust a standardné jsme vybirali
4. den medium, vyrazny cytopathogenni Géinek virusu na tkan nebyl patrny. Jen
u tkani ledvinnych byly vyznadeny zmény, ukazujici poSkozeni bunék, ale k tak
vyraznym zménam, jako u poliomyelitidy lidské nedochézelo. Vzhledem k tomu, ze -
tyto ledviny, jichZ bylo uzito v pfedchozi praci k pomnozovani virusu, byly brany
z dospélych zvifat & mély tendenci k spontanni degeneraci pfi delsi dobé kultivace,
nepokladah ]sme tyto zmény za dostateéné prikazné pro cytopathogenni téinek
virusu veptové obray. Proto pro tento prikaz jsme zvolili homologm embryonalni
tkafi ledvinnou, kultivovanou ve formé monolayera.

Materidl — metody: Vzhledem k tomu, %e metodika zpracovani vepfové tkiné
neni béin& roz§ifena, popisujeme ji do vSech podrobnosti.

Virus: UZito stejného virusového kmene jako v prici predchozi (3). Pted inokulaci na tkifiové
kultury v tomto experimentu byl pasdzovdn na vepfovych tkinfich s fibroblastovym charakterem
ristu (kaiZe, plice) ve tiech pasaZich a pak intracerebrilné inokulovén v mediu z tkasovych kultur
seleti. Michy selete usmrceného za pfiznaki paralys po 7 dnech inkubace, bakteriologicky sterilni
a s diagnosou obrny vepid potvrzenou histologicky, bylo uzito jako zdroje virusu.

Tkafiové kultury byly ptfipravoviany z kortexu ledvin vepfovych embryi metodikou podie
Bodiana (5) s-malou modifikaci. Embrya vyiiata z gravidni délohy ne déle nez 3 hodiny po pordice

. gvifete. Vyhodnéj§i pro nas byla embrya z druhé poloviny gravidity, kdy byly ledviny jiz vétsi
a vhodnéjii ke zpracovani. Po vynéti ledvin a jejich dekapsulaci byl odstfizen kortex, ktery byl
nastfthan na malé kousky o priméru ne v&t§im nez 2 mm. Nastfihand tkaii mnohonasobné pro-
mytd Hanksovym roztokem za pridani antibiotik penicilinu a streptomycinu po 50 j. ev. ug na 1 ml,
aZ byla supernatantni tekutina Gplné ¢ir4. Na tkan po odssiti posledni promyvaci tekutiny nalito
150 ml 0,25% trypsinu (Organofarma ¢&. §. 1202/4,5) v Hanksové roztoku za pfidani stejného
mnoZstvi antibiotik jako pfi promyvani. pH trypsinu upraveno 1,4% Na bikarbonatem na 7,5. Tkan
8 trypsinem nalita pak do 500 ml §irokohrdlé Erlenmeyerovy ldhve s 6 zafezy na bocich a otvorem
pro pipetovdni na strané. Do lahve horem zavedena sklenéna tycinka tvaru T nasazeni na. ose ver-
tikilni michaéky, ktera se otaéela rychlosti asi 350 otidéek za min. Trypsinovano 2 hodiny pfi po-
kojové teploté (220 C), supernatant odssit a na sedimentované fragmenty nalito znovu 150 ml
trypsinu s antibiotiky, pH 7,5. Trypsinovdno za stejnjch obritek a za stejné teploty dalsi dvé ho-
diny. Po této dobé byl supernatant postrannim otvorem odpipetovin do centriffigaénich nddobek
o objemu 65 ml v mnoZstvi 50 ml do jedné nadobky, centrifugovin a sedimentované bunky pro-
myty. Na zbyvajici fragmenty byl pfidian opét trypsin ve stejné koncentraci a mnozstvi a trypsino-
vani pokradovalo po dalsi dvé hodiny. Zpravidla po tomto tfetim trypsinovani tkiané byly kompletné
rozvolnény do bunék.

Pfi promyvani bylo prvni centrifugovin{ provddéno na horizontdlni centrifuze pifi 800 rpm

' po 5 minut, supernatant zpravidla dosti kalny, dekantovan. Na sedimentovanou tkan nalit stejny
objem Hanksova naraznikového roztoku, buiiky promichany pipetou a centrifugoviny po dobu
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5 minut p¥i stejném poctu obritek jako pfi prvni centrifugaci. Supernatantni tekutina dekantovana,
na sediment nalit stejny objem Hanksova roztoku, buitky promichiny a centrifugovany pri 800 rpm.
Ttetf proprani bylo provedeno v poloviénim objemu Hanksova roztoku a centrifugoviano 1 min. pfi
~ 800 rpm. Timto postupnym centrifugovanim docileno pomérné velmi €isté bunéfné suspense bez
piim&si krvinek a bunééné drté. Po dekantaci posledniho supernatantu buiiky resuspendovany v me-
~ diu a uréeno jejich mnozstvi na 1 ml. Pogitdni bun&k provadéno v Biirkerové komirce po nabarveni
trypanovou modii 0,5% v poméru 1 dil bunééné suspense na 2 dily barviva. Konefna suspense
bunék v mediu upravena pak na‘hodnotu 200 000 Zivych bunék na 1 ml.

Medium, jehoz jsme uzili ke kultivaci bung&k, bylo jednak é&isté laktalbuminhydrolysatové
- (0,5% laktalbuminhydrolysat praskovany v Hanksové roztoku, 2,5% kortiského sera, antibiotika pe-
nicilin a streptomycin po 50 j. ev. ug, pH upraveno 1,4% natriumbikarbonitem na hodnotu 7,5)
nebo medium laktalbuminhydrolysitové smichané stejnym dilem s hovézi amniovou tekutinou a 5%
kofiského sera. Toto druhé medium mélo vyhodu v lepsich naraznikovych vlastnostech. Vyména media
providdéna zpravidla 4. den. Sesty den po nasazeni byly buiiky rozrostlé tak, Ze vytvafely souvisly
" jednovrstevny epithelizlni povlak. V tuto dobu, po propladchnutf tkinf alkalickym Hanksovym roz-
tokem pH 7,6, provadéna infekce 10-1 suspensi mi¥ni v Hanksové roztoku v mnozstvi 0,1 ml na
zkumavku. (Suspense pied tim centrifugovana 15 min. pfi 3.000 rpm, k infekci pouZito supernatanta.)

" Po 10min. inkubaci v horizontilni poloze pii pokojové temperatufe pfidino medium do celkového

objemu 1 ml. Inkubovano stationarné pii teploté 36,50 C. Kontrola tkini providéna denné, uzité
zvétieni 50X a 100X. PFi ukonéeni experimentu provadéna zkouska bakteriologické sterility na-
krevanim agaru a bujonu. q _

Jako kontroly postaveny kultury, ke kterym bylo stejnym zpiisobem ptidano 0,1 ml supernatantu
10-1 suspense normélnich mysich mozkti a kultury se samotnym mediem.

b

Visledky

72 hodin po infekci byly patrny prvni zmény, odli§né od intaktnich kontrol-
nich tkani. Ohrani¢ené skupiny bunék, obklopené normalnimi zdravymi burikami,
nabyvaly na svém objemu, jejich povrch se staval vyhlazeny a buriky jakoby pro-
minovaly nad okolni epithelidlni tkasi. Po 96 hodinach bylo vidéti ostriivky bunék,
které byly ve svém priméru vét§i neZ buiiky epithelidlni, zaokrouhlené s tmav§im
stfedem oddélenym od bunééné blany tzkou svétlou zonou. Mimo tyto velké
butiky bylo vidét butiky malé, zaokrouhlené, s granulacemi. Oba tyto typy bunék
ztracely soudrznost s okolni neporu§enou tkani. Rozsah zmén se roz§ifoval do plo-
chy. Po 120 hodinach granulace bunék vyznaéna na Cetnych mistech, buriky ztraceji
soudrznost, v mediu drf.

Kontrolni zkumavky v tutéz dobu bez degenerativnich zmén. Medium bakte-
riologicky sterilni.

- Zmeény vyvolané cytopathogennim agens na monolayeru epithelidlni tkané
derivované z kortexu embryondlnich vepfovych ledvin, postupuji v tomto sledu:
butika nejprve nabyva na objemu, jeji zevni struktura se postupné vyhlazuje a za-
okrouhluje. Centrum builky tmavne, je oddéleno od bunécéné bliny tGzkou zonou
normalni transparence, bunééni blana je jakoby. ztlu§téla. Nasleduje granulace
buitky a jeji zmenSovani, takZe se jevi jako maly¥okrouhly a tmavy Gtvar s gra-
nulirni strukturou. Poslednim stadiem je pak kompletni desintegrace builky s roz-
padem. - _ .

Pokusy tohoto druhu zaloZeny celkem tfikrat v riznych ¢asovych intervalech

v rozmezi 4 mésicl, a to po kazdé s pfiblizné stejnym vysledkem.

Diskuse a zavéry: V predchizejicim popsan sled zmén na jednovrstevném epi-
thelidlnim bunééném povlaku vepfové embryonalni ledvinné tkané infikovaném
materidlem obsahujicim vysoka kvanta virusu vepifové obrny. ( Titr pfibliZné 10-31
pfi intracerebralni titraci na zvifeti.) Podle vysledkdi experimentem ovéfenych na
zvifeti, popsanjch v pfedchozi praci (3), mame jisté podstatné opravnéni soudit
(i kdyZ experiment sim v tomto pfipadé z technickych divodd nebyl moiny), ze
jde o diisledek mnoZeni virusu t&§inské choroby na téchto burikach. Netrouidme si,
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| kdyz jsme tenomen v prakticky stejné miie opétované pozorovali, ¢initi striktni
paralelu mezi nim a cytopathogennim efektem zndmym u pfevainé vétSiny lidskych
poliovirusd na vnimavych tkanich. NemtzZeme se vSak ubranit dojmu, Ze jde o te-
nomen podobny, i kdyz kvalitativné a kvantitativné méné vyrazny pfi pfiblizné
stejnych titrech uZitého inokula. Jelikoz neni vyloudeno, ze by se zmény nimi po-
zorované mohly stat zretelnéj§imi adaptaci tohoto virusu na tkanovych kulturach,
uCinili jsme pripravy k dal§$im plynulym pasiZim na kulturich popsaného typu,
zaméfenym také k titraénimu ohodnoceni tohoto zjevu; tyto pasiZe pak samozrejmé
‘musi byt doplnény experimentem na zvireti.

Kviali aplnosti stoji. za zminku i to, Ze jsme se pokusili popsany ienomen
inhibovat serem rekonvalescentniho zvitete. Stejné jako pfedchézejici, i tato cast
prace si vyzada dalsich a opétovanych pozorovani s pfislu§nym systémem kontrol.

SOUHRN

V praci popsdna metodika kultivace jednovrstevného povlaku epithelidlni tkané derlvovane
z kortexu embryonilnich veprovych ledvin. PouZito v podstaté metody popsané Bodianem s malou
modifikaci, Dobfe rozrostlé epithelidlni tkdané tvofici jednovrstevny povlak byly intikovany super-
natantem 101 suspense mich obsahujici virus encephalomyelitis enzootica suum. Po 3 dnech inku-
bace pozorovdny na epithelidlnich buiikich degenerativni zmény celkem pomalu postupujici, jejichz
charakter je v praci bliZe rozveden a které vedly k postupnému rozruSeni bunék dobfe odlisitelnému
od kontrolnich tkani. O povaze tohoto fenomenu a dal§im pracovnim postupu se v praci diskutuje.

. ~ | B bl B O /I bi

KyabTuBauusa BHpyca HHPEKLHOHHOTO SHUehalOMUaIHTa CBHHEH (6oae3HH TemeHa) B TKaHEBBIX
KyJbTypax roMoJoruueckux tkaneu Il

Onucana MeToAMKa KYJbTHBALUM 3MUTEAHAJbHBIX TKaHEH IOJYUYEHHBIX H3 KODBI [I04eK
CBHHbHX 3MOpPHOHOB. ABTOPBEI B OCHOBHOM I[OJIb30BaJHCh MeTOoAOM boauvaHa ¢ HEKOTOPBHIMH
Monmpm{auﬂﬂmu SNuTe/HaNbHBlE TKAHH pas3pocline B OJHOM cjioe Obliy HH¢puuupoBaHu 10-!
CycleH3Hell CMHHHOrO MO3ra, COAepKaBllero BHPYC HHGPEKIHMOHHOro 3HUe(aJOMHIHTa CBHHEH
(6onesns Temena). Ilocae TpeanEBHOf«‘i HHKYOAlldH B SMHTEAMaNbHLIX KJIeTKax OblIU OTMe-
YeHb MENJIEHHO paclpocTpaHsiiolHecs JAereHepatHBHble H3MeHeHHsl. IDTH H3MeHeHHs BeJH
K IIOCTENIeHHOMY pPa3pyUIeHHIO KJeTOK XOpOWIO OTJIHYHOMY OT KOHTPOJIbHBIX TkaHei, llupoko
ONMCcaH xapakrep nsMeHeHu. O6cyxKAeHbl Mpouece paboThl U XapaxTep 3TOro HHTOJOTHYECKOro

ABJICHH A, -

SUMMARY

Cultivation of the Encephalomyelitisi enzootica suum Virus in Tissue Culture of “Homologous
~ Tissue II.

A technic of cultivation of epithelial tissues derived from the cortex of embryonic porcine
kidneys is described in this report. Fundamentally with slight moditications the method devised by
Bodian was employed. Epithelial tissues growing in one layer were infected with a 10-! suspension
of spinal cord containing the encephalomyelitis enzootica suum virus. After three days of incubation
slowly progressing degenerative changes were observed in the epithelial cells. These changes lead
to gradual desintegration of the cells unequivocally distinguishable from control tissues. An extensive
description of the nature of the changes is given in this article. The further procedures and the
nature of this phenomenon are discussed.
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