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The Susceptibility of some Continuous Cell Lines
to Parainfluenza Virus Infection

Pierwotna hodowla komérek nerki malp wykazuje duzg wrazliwo$é¢ na zaka-
tenie wszystkimi typami wirusow paragrypy (4). Dotychczas wiekszosé szczepow
od chorych wyizolowano na tym podlozu. Z drugiej strony komérki pochodzace
od réznych gatunkéw malp sg niejednakowo wrazliwe wobec wiruséw paragrypy
(8). Komérki te mimo niewatpliwych walorow sa dla wielu pracowni trudno do-
stepne ze wzgledu na brak odpowiednich Zrédel zaopatrzenia i duzy koszt (7, 14).
Powaznym problemem zwigzanym 2z uzyciem pierwotnej hodowli komoérek nerki
malp do badan nad mykso- i paramyksowirusami sg czeste (3, 7) zakazenia laten-
tne hemadsorbujgcymi wirusami malpimi. Szczegolne klopoty sprawia wirus SV5,
antygenowo spokrewniony (3) z ludzkim wirusem paragrypy typu 2 (CA). Ciggle
linie komérkowe chociaz mniej podatne na zakazenie wirusami paragrypy, przed-
stawiajg jednak pewne mozliwosei ich namnazania. Waznag zaletg linii cigglych
jest brak zakazen latentnymi wirusami malpimi. Wykazujg tez one stalg wrazliwosé
wobec okre§lonych szczepéw wirusowych przy zachowaniu standardowych warun-
k6w hodowli komérek (9). Komérki linii cigglych znalazly zastosowanie w przygo-
towaniu antygenéw wiruséw paragrypy do badan serologicznych. Uzyskana nie-
dawno ciggla linia komérek WISH okazala sie przydatna do namnazania wielu
roznych wirusé6w. Luczak i Korbecki (12) wykazali, Ze nadaje sie ona réw-
niez do namnazania wirus6w paragrypy typu 3. Nie byla natomiast blizej zbadana
wobec wiruséw paragrypy typu 11 2.

W obecnej pracy badano wrazliwosé¢ cigglych linii komoérkowych He-La, KB
i FL oraz komoérek linii WISH na zakazenie wirusami paragrypy typu 1 (C-39)
i typu 2 (CA). Stopien wrazliwosci tych komdrek okreslono na podstawie wysokosci
miana zakaznego wirusa. Poréwnawczo oznaczono tez miana badanych wiruséw w
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pierwotnej hodowli komérek nerki malp. W prébach wstepnych zbadano dynamike
narastania miana zakazZnego wiruséw w hodowli komérek He-La i FL.

MATERIALY I METODY

Wirusy. Wirus paragrypy typu 1 (szczep C-39), otrzymano z Zakladu Wiru-
sologii PZH w Warszawie. Do badan uzyto wirus z 11 i 12 pasazu w pierwotnej
hodowli komoérek nerki malp. Wirus paragrypy tvpu 2 (CA) otrzymano z The Virus
Reference Laboratory, Central Public Health. Colindale, London. Wirus uzyty do
badan przeszed! w naszym laboratorium 13—14 pasazy w pierwotnej hodowli ko-
mérek nerki malp. Wirusy hodowano w temperaturze 34°C.

Hodowle komérek. Pierwotne hodowle komérek nerki malpiej kupowanc
w Wytwérni Surowic i Szczepionek w Lublinie. Komoérki FL otrzymano od doc. dr
Kaweckiego z Zakladu Mikrobiologii Szczegélowej Uniwersytetu Marii Curie-Sklo-
dowskiej w Lublinie. Komérki He-La, KB i WISH otrzymano z Pracowni Entero-
wirusow PZH w Warszawie. Podloze wzrostowe dla komoérek KB i FL zawieralo
90% podloza Parkera i 10% inaktywowanej surowicy cielecej. Podloze wzrostowe dla
komoérek He-La skladalo sie z 80% plynu Hanksa z dodatkiem 0,5% hydrolizatu lak-
talbuminy i 20% inaktywowanej surowicy cielecej. Komérki WISH hodowano w
podlozu zawierajgcym 75% podloza Parkera, 15% plynu Hanksa z hydrolizatem lak-
talbuminy (0,5%) i 10% inaktywowanej surowicy cielecej. Komérki linii ciggtych ho-
dowano w temperaturze 37°C. Do badan byly uzywane dwudniowe jednowarstwowe
hodowle probowkowe. Przed zakazeniem usuwano z probowek podloze wzrostowe,
hodowle przeplukiwano dwa razy plynem PBS i dodawano po 1 ml podloza Par-
kera. Kolejnymi 10-krotnymi rozcienczeniami wirusa w plynie PBS zakazano po
4 probéwki z hodowlg komérek linii cigglyeh lub po 3 probowki z hodowlg ko-
mérek nerki malpy, dodajac po 0,2 ml rozcieficzenia na probéwke. Do probdéwek
kontrolnych zamiast wirusa dodawano po 0,2 ml plynu PBS. Zakazone hodowle in-
kubowano w temperaturze 34°C przez 4 dni. Zakazenie wykrywano przy pomocy
odczynu hemadsorpcji.

Odczyn hemadsorpcji. Do probéwek z hodowig komoérek zakazonych
wirusami dodawano po 0,2 ml 0,4% zawiesiny krwinek czerwonych swinki mor-
skiej w ptynie PBS. Po 30-minutowej inkubacji w temperaturze 4°C odczytywano
wynik pod mikroskopem. Miano zakazne wiruséw obliczano wedlug metody Reeda-
-Muencha. Dla poréwnania wysoko$ci miana zakazZnego poszczegélne probki wiru-
s6w miareczkowano jednoczesnie w czterech badanych liniach komérkowych. Wy-
konano trzy dos$wiadczenia z wirusem typu 1 i pie¢ doswiadczen z wirusem typu
2 i obliczono srednig dla kazdego wirusa i systemu komérkowego.

Dia poréwnania wrazliwosci linii cigglych i pierwotnej hodowli komoérek nerki
malp wykonano dodatkowo miareczkowanie obydwu wirusé6w w komorkach He-La
i w pierwotnej hodowli komoérek nerki malp. W probach wstepnych okreslono dy-
namike narastania miana zakaZnego badanych wiruséw w komoérkach He-La i FL
po zakazeniu dawkag 1000 TCID;. Codziennie przez okres sze$ciu dni zbierano po
3 probéwki z zakazong hodowlg i przechowywano w temperaturze —20°C. Po za-
konczonym okresie inkubacji hodowle 3 razy zamrazano i odtaiano. Po odwirowa-
niu oznaczano miana zakazne wiruséw w plynach hodowli z poszczegélnych dni
inkubacji. Miareczkowanie wykonano w komoérkach He-La.
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WYNIKI

Na podstawie odczynu hemadsorpcji stwierdzono zdolno§¢ namnazania
si¢ wiruséw paragrypy typu 1 (C-39) i typu 2 (CA) we wszystkich czte-
rech badanych ciaglych liniach komérek: He-La, KB, FL i WISH. Rye. 1
przedstawia dynamike narastania miana zakaZnego wiruséw paragrypy
typu 1 i 2 w komérkach He-La i FL po zakazeniu dawka 1000 TCID;,.
Hemadsorpcja pojawiala sie w hodowlach komoérek juz w drugim dniu
po zakazeniu i utrzymywala sie do konca doswiadczenia. Szczyt miana
zakaznego przypadal na okres od 3 do 5 dnia po zakazeniu. Zaobserwo-
wano pewng roznice w rozwoju wirusa typu 1 i 2. Po dojéciu do szczytu
miano zakazne wirusa typu 1 utrzymywalo sie na wysokim poziomie. Nie-
wielki spadek miana wystepowal w koncowym okresie doswiadczenia.
Miano zakazne wirusa typu 2 opadalo natomiast wyraznie wkrétce po
osiggnieciu szezytu.

Tab. 1. przedstawia miana zakazZne wirusé6w w czterech ciaglych li-
niach komérkowych. Miana te stanowig $rednig z trzech do$wiadczen wy-
konanych z wirusem typu 1 i pieciu doswiadczen wykonanych z wiru-

54 AT
IA"- Ta
IPTTTTOT IO
i\\
~
44 ~0
o 3
w
o \
-
o -]
-
(=]
S 24
o]
14
+
o] T T T T T T
1 2 3 4 5 6

dni po zakaieniu

Ryc. 1. Dynamika narastania miana zakaZnego wiruséw paragrypy typu 1 (C-39)
i typu 2 (CA) w hodowli komérek He-La i FL po zakaZeniu dawka TCIDs
The dynamics of the multiplication of parainfluenza viruses type 1 (C-39) and type
2 (CA), in He-La and FL cells inoculated with 1000 TCID;, of virus
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sem typu 2. Na podstawie wysokoS§ci miana zakaZnego okreslono wrazli-
wos$¢ komoérek na zakazenie. Najwieksza wrazliwosé (najwyzsze miano
zakazne) na zakaZenie wirusem typu 1 wykazaly komérki KB (104
TCIDso), mniejsza — komérki WISH (10366 TCID;,). Najmniejszg, jed-
nakowa wrazliwo$¢ wykazaly komérki He-La i FL (10%% TCID;,). Naj-
bardziej wrazliwe na zakazenie wirusem paragrypy typu 2 okazaly sie
komérki KB (103 TCIDs,) mniej wrazliwe byly kolejno komérki WISH
(1037 TCIDsy), He-La (1035 TCIDs,) i FL (102%¢ TCID;,). W poréwnaw-
czym badaniu wrazliwosci komérek He-La i pierwotnych komérek nerki
malpie] miana zakaZne obu wiruséw w komoérkach He-La byly o okolo
4 log. nizsze. ’

Tab. 1. Miana zakazne wiruséw paragrypy typu 1 (C-39) i typu 2 (CA)
w cigglych liniach komorek

Infectivity titers of parainfluenza viruses type 1 (C-39) and type 2 (CA),
in continuous linear cells

Miano zakazne log TCID,, w komorkach

Wirus
KB WISH He-La FL
para 1 (C-39) 4,0 3,66 3,5 3,5
para 2 (CA) 3,9 3,75 3,5 2,66
kontrola 0 0 0 0

OMOWIENIE WYNIKOW

Wielu autoréow stwierdzilo niewrazliwos$é ciagglych linii komérkowych
na wirusy paragrypy typu 1 (HA-2) (1, 2, 4, 6, 11, 13, 14). Dotychczas tyl-
ko w nielicznych publikacjach donoszono o namnazaniu sie wirusa pa-
ragrypy typu 1 w komérkach linii ciggtych (8, 10, 15, 16). Wyniki badan
wlasnych wykazaly, ze wirus paragrypy typu 1 (C-39) rést dobrze w
czterech badanych liniach cigglych. Wydaje sie, ze pewne szczepy wiru-
séw paragrypy typu 1 pasazowane kilkakrotnie w pierwotnej hodowli
komorek nerki malp zyskuja zdolno§é namnazania sie réwniez w komor-
kach linii ciaglych. Wirus paragrypy typu 2 (CA) zgodnie z licznymi do-
niesieniami namnazal sie dobrze w liniach ciaglych.

Badania wlasne, a takze wyniki prac innych autoréw wskazuja, ze
komérki KB sa najbardziej spo$réd badanych linii ciaglych wrazliwe na
zakazenie wirusami paragrypy. Chany i wsp. (5) stwierdzili, ze sa one
bardziej wrazliwe na wirus paragrypy typu 3 (EA 102) niz komérki He-
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-La i pierwotne komérki nerki malpiej. Henry i wsp. (8) izolowali wie-
cej wiruséw paragrypy w komoérkach KB niz w innych liniach ciggtych.

Komérki WISH sg stosunkowo nowa linig ciagla. Jak wykazali L u-
czak i Korbecki (12) stanowia one dobre podloze dla rozwoju wi-
ruséw paragrypy typu 3. Badania wlasne z uzyciem tych komérek wska-
zuja, ze s one rowniez wrazliwe na zakazenie wirusami paragrypy typu
1 i 2. Najmniejsza wrazliwo$é na badane wirusy wykazaly komorki He-
-La i FL. Komorki cigglej linii He-La byly znacznie mniej wrazliwe na
oba wirusy niz pierwotne komérki nerki malp, réznica miana zakaznego
wynosila okolo 4 logarytméw. Podobne wyniki uzyskaly Akopowa
iAleksiejewa (1) dla wirusa CA.

Wyniki badan wlasnych niewatpliwie nie moga by¢ rozciagniete na
wirusy i szezepy komorek utrzymywane w innych laboratoriach. Hull
i Tritch (9) przypuszczaja, ze te same szczepy komérkowe w poszcze-
gélnych laboratoriach ulegaja pewnym modyfikacjom w toku ich utrzy-
mywania i propagowania. Pewne zréznicowanie zaznacza tez sie wsrod
poszezegdlnych szezepéw wirusowych nowowyizolowanych i w'elokrotnie
pasazowanych. Obszerne pismiennictwo dotyczace namnazania wiruséw
paragrypy w liniach cigglych wskazuje, iz namnozenie wiruséw w ko-
morkach zalezy od typu komérek i indywidualnych wlasciwosci wiruséw.
Przeprowadzone badania wykazuja, Ze istnieja mozliwosci szerszego wy-
korzystania komérek linii cigglych w badaniach nad wirusami paragrypy.

Na podstawie dostepnego pi$miennictwa stwierdzono, ze odczynu za-
hamowania hemadsorpcji z wirusami paragrypy nie wykonywano do-
tychczas w hodowli komérek linii ciagltych. Natomiast w toku prowadzo-
nych badan wykonywano kilkakrotnie odczyn zahamowania hemadsorp-
cjiz1, 21 3 typem wiruséw paragrypy i z wirusem SV5 w komérkach
He-La. Otrzymywano zawsze swoiste zahamowanie hemadsorpeji przy
uzyciu wiruséw w dawce 100 TCID;, i wzorcowych surowic odpornoscio-
wych dla szczepéw C-39, Greer, C 243 i SV5.
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PE3IOME

MonyueHo pasmHoxeHue supycoe naparpunna tvuna 1 (C-39) u tuna 2
(CA) B knetkax nepesuBaemblx nuuuii KB, WISH, He-La, FL. Ha ocHose
BEfIMYMHBI TMTPA 3APA3MTENBHOCTHM CPABHMBANMCH UYYBCTBMTENbHOCTb MU3y4e-
MBIX CANOLWHLIX NIMHWA M 33POALILLEBLIX KIETOK nouku y obesbsH Kk 3apa-
WMEHMIO BUpPYcamMu naparpunna tuna 1 wm 2.

BbickazblBaeTCs MbICNb O BO3MOXHOCTM NPOBEAEHUS Peaklimu 3afepPiKu
remaacopbumn B NEepeBUBAEMbBIX NHHUAX KNETOK.

SUMMARY

The multiplication of parainfluenza viruses of type 1 (C-39) and type
2 (CA), in continuous linear cells, KB, WISH, He-La and FL, was ob-
tained.

The sensitivity of continuous linear cells and primary tissue of a mon-
key kidney to infection by parainfluenza viruses of type 1 and type 2,
was compared on the basis of infectivity titers.

It is suggested that the hemadsorption-inhibition test can be carried
out in continuous linear cells.



