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ELJARAS PERTUSSZISZ TOXOID ELOALLITASARA

(57) KIVONAT igy kapott folyadékot formaldehiddel keverik tgy, hogy

a formaldehid koncentrdciéja 0,1 és 0,6 térfogat%

A taldlmdny tdrgya eljdrds pertusszisz toxoid elsalli- k3zétt legyen, majd az elegyet 32 °C és 42 °C kozotti

tdsdra. hdmérsékleten az exotoxin detoxifikdloddsdig, el6nyé-

A taldlmdny értelmében tgy jamak el, hogy valamely sen 3—14 napig inkubdljdk, és ilyen mddon a pertusszisz

Bordetella pertussis 1 torzs, elénydsen Bordetella per- exotoxint flokkuldljik, és kivint esetben a flokkulilt

tussis Tokama I (IFO-14073) t6rzs tenyészetének diali- exotoxint tartalmazd szuszpenziét dializdljdk, és kivint

z4lt vagy . dializdlatlan feliilisz6jdbél vagy annak kon- esetben a dializdlt vagy dializdlatlan, a flokkuldlt exo-

 centrdtumdbdl fajsily- vagy molekulasily kiilénbségen tpxint tartalmazé szuszpenziét eldnydsen ultrahangos
* alapulé médszerekkel eltdvolitjdk az endotoxint, és az kezeléssel diszpergéljak.

I

I




1

A taldlmdny tdrgya eljdrds pertusszisz toxoid eldalli-
tdsdra.

A szamdrkohogés fertdzd betegség, melyet a Borde-
tella pertussis nevii baktérium okoz, és melynek komoly
kovetkezményei vannak, kiiléndsen gyerekeknél,

A betegség megel6zésére vakcindt alkalmaznak. Ezek
a vakcindk azonban — mivel a kérokozd baktérium teljes
sejtjeibol dllitjsk el6 — lazat és més mellékhatdsokat
okoznak.

Szdmos kisérletet végeztek mdér arra nézve, hogy a
Bordetella pertussis 1 torzsb&l csak a hatdsos kompo-
nenst izoldljdk és vakcindvé alakitsdk, az ajdnlott eljdrd-
soknak azonban egyike sem volt sikeres. Mivel M, Pitt-
mann: ,Reviews of Infectious Diseases” 1, 401412 iro-
dalmi helyen kozdltek szerint a Bordetella pertussis dltal
okozott fertdzést a baktérium dltal termelt exotoxin
okozza, felvet6dott annak lehetGsége, hogy a megelGzést
pertusszisz toxoiddal végezzék. Arra vonatkozd hiradds
azonban, hogy megfelel6 pertusszisz toxoidot sikeriit
volna igy elddllitani, még nem ismeretes.

A technika alldsa szerint a jelen taldlmdny feltaldldi-
nak sikeriilt el@szor pertusszisz toxoidot detoxifikaldsi
cljdrdssal elGéllitani.

A taldlmdny tdrgya a fentiek alapijdn eljdrds olyan per-
tusszisz toxoid elSdllitdsdra, amely kevéssé toxikus,
immuniz4lé hatdsa azonban igen jo.

A taldilmény értelmében vgy jdrunk el, hogy a tenyé-
szet felulisz6jdbadl vagy annak koncentratumdbdl eltdvo-
litjuk az endotoxint, és a keletkezett folyadékot formal-
dehiddel kezeljiik a pertusszisz exotoxin flokkuldldsa cél-
j4bdl, mialatt bdzikus aminosav nincs jelen.

A taldlmdny szerinti eljdrdshoz Bordetella pertussis
I torzs tenyészetének feliiliszéjat vagy annak koncentra-
tumdt haszndljuk. A Bordetella pertussis 1 tdrzs tenyész-
tését dnmagaban ismert médon végezzik. lgy példdul a
torzset folyékony tdptalajon (Cohen-Wheeler tdptalaj,
[osszetételét 1. 1, példdban], Stainer and Scholte tdptalaj
[Gsszetételét 1, J, of Genera Microbiol, (1971) 63, 211—
220], stb.) 3537 °C-on 5-7 napig tenyésztjiik. A ka-
pott tenyészet felilisz6jdt sziiréssel vagy centrifugdldssal
véalasztjuk el. Vagy magét a folyékony feliliszot vagy
annak koncentritumét hasznilhatjuk az utina kdvetkez8
lépésben, amikor az endotoxint elvdlasztjuk. A koncent-
raitumot ismert médon kisézdssal készithetjik. Igy pél-
ddul 10 1 feliliszohoz 2-5 kg amménium-szulfitot
adunk, és keverés utdn a képz8dott csapadékot alkalmas
modszerrel, pl. szliréssel vagy centrifugilassal elvdlaszt-
juk. A csapadékot feloldjuk alkalmas mennyiségli 1 mdl
ndtrium-kloriddal kiegészitett 0,05 maélos foszfdtpuifer-
ben és a felillisz6t centrifugdldsos filepitéssel vagy ehhez
hasonld mddszerrel nyerjik ki.

A talilmany szerinti eljérdssal a fent leirt feliiliszot
vagy annak koncentrdtumdt az endotoxin eltdvolitdsa
céljabol kezelésnek vetjiik ald. Az endotoxin eltdvolitdsat
szacharéz fajsdly-gradiens centrifugdldssal, kdlium-tarta-
it fajsuly-gradiens centrifugdldssal, cézium-klorid faj-
stily-gradiens centrifugdldssal, gélsziréssel vagy m4s méd-
szerrel végezziik. Kiillonosen elényds modszer a fent leirt
feiitliszot vagy annak koncentrdtumét O és 60 sily% ko-
z0tti szachardz fajsuly-gradiensnél 62 000 és 122 000 g
kézotti gyorsuldssal 10-24 6ra hosszat centrifugdlni.

A taldlmdny szerinti eljdrds leglényegesebb lépése a
pertusszisz exotoxin flokkuldldsa. Ezt dgy- végezzik,
hogy a fent leirt modon nyert pertusszisz exotoxint tar-
talmazé folyadékot formaldehiddel kezeljiik bdzisos
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aminosav jelenlétének teljes hidnya meilett, igy az exo-
toxint lényegében véve detoxifikdljuk és pertusszisz toxi-,
dot nyerink. Igy a kicsapott és tisztitott vakcina, amely’
az igy detoxifikélt toxoidot tartalmazza és a kicsapott és
tisztitott pertusszisz-diftéria-tetanusz kombindlt vakcina,
amely szintén detoxifikdlt toxoidot tartalmaz, kevéssé
toxikus, de nagy az immunizdlé hatdsa. Ilyen hatést
nem Jehet elémi olyan pertusszisz toxoiddal, melyet
tgy dllitottak el6, hogy a pertusszisz exotoxint tartal-
mazd folyadékot formaldehiddel kezelték bdzikus ami-
nosav, kiiléndsen L-lizin jelenlétében.

A szokdsos baktérium exotoxinok esetében mint pél-
daul a diftéria toxin esetén 4ltaldban csak gyenge koté-
sek képzddnek a toxin molekuldk és a formaldehid
kozott, és gy lehetetlen stabil polimerizdtumot kapni
anélkil, hogy egy adalékanyagot, példdul bazikus amino-
savat, azaz L-izint ne adnink az oldathoz. A pertusszisz
exotoxin esetén azonban nem virt mddon azt taldltuk,
hogy a formaldehides detoxifikélds ilyen bazikus amino-
sav hidnydban eldsegiti az exotoxin polimerizdcicjdt és
igy antigén flokkuldtumot nyeriink. Ez elésegiti az
immunitds-’kompetens  molekulaméret  névekedést,
fokozza az immunogenitdst és igy lehetdvé teszi a nagy-
hatési pertusszisz toxoid elddllitasat.

A flokkulalasi kezelést ugy végezzik, hogy a pertusz-
szisz exotoxint tartalmazé folyadékhoz formalint, (azaz
formaldehidnek 37 suly/térf. %-os vizes oldatdt) vagy
vizzel higitott formalint adunk lényegében véve bézikus
aminosav, példdul L-lizin jelenléte nélkiil (azaz 10 mmol-
ndl kisebb koncentrdciéban lehet jelen). Az elegyet addig
inkubaljuk, mig a pertmszisz exotoxin lényegében véve
detoxifikdlédik. Elényosen gy jdrunk el, hogy a forma-
lint vagy higitott formalint elkeverjik az exotoxint
tartalmazé folyadékkal anéikiil, hogy bazikus amino-
savat adndnk hozzd, olyan mennyiségben, hogy az elegy
formalin koncentrdcidja 0,1 és 0,6 térf.% kozott legyen.
Az elegy formalin koncentrdciéjdt az inkubdlds alatt
esetleg adagolt tovabbi formalinnal 3 fenti ertekhatarok
kozott tartjuk, és az inkubdldst 32 °C és 42 °C kozott
3--14 napig folytatjuk.

A fenti kezeléssel a pertusszisz exotoxint flokkuldlva
detoxifikiljuk, és egy flokkulalt pertusszisz toxoidot tar-
talmazé szuszpenziét nyeriink. A keletkezett flokkuldlt
toxoidot tartalmazd szuszpenzidt valamilyen alkalmas
mddszerrel diszpergdliuk, példdul ultrahanggal 10—
50 kHz-nél ¢és igy folyékony toxoidot kapunk.

A taldlminy szerinti eljdrdsban a fenti lépések kozé
egy dializaldsi kezelés iktathat6 be. A dializist 6nmagd-
ban ismert médon hajtjuk végre.

Ugyaniigy, mint a szamdrkohogés vakcina teljes sej-
tekb&) vaio eldallitdsakor, az igy nyert pertusszisz toxoid
folyadék is felhaszndlhato kicsapott tisztitott pertusszisz
vakcina vagy kicsapott tisztitott pertusszisz-diftéria-teta-
nusz kombindlt vakcina elGéllitdsdra és embereken vald
alkalinazdsdra.

A taldlmédny szerinti eljdrdst a kOvetkezd példdkkal
illusztrédljuk az oltalmi k61 korldtozdsa nélkil.

A taldlmdny szerinti eljardsban felhaszndlt Bordetella
pertussis Tohama 1 toérzsének tulajdonsigait példdul az
wnfection and Immunity” 6, 899-904 (1972) irodalmi
hely ismerteti. A torzset a National Institute of Health,
Tokio, Japan (NIHJ) tartja fenn, és az Institute for Fer-
mentation, Osaka, Japan 1IFO-14073 szdm alatt van de-
ponilva.
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1. példa

Bordet- Gengou tdptalajt, melyet burgonya, pepton
ndtrium-klorid, agar és szarvasmarha vérbdl készitettiink
(pontos Gsszetételt 1. Ann. Inst. Pasteur, 1906, 20, 731), ¢
beoltottuk Bordetella pertussis Tohama 1 tdrzssel, és
32 °C-ot: 2 napig inkubdltuk, majd az dttetsz§ kerek ko-
Ionidkat leszedtiik, és a K agglutindcids antitest aktivi-
tast koldnidkat tjra Bordet-Gengou tdptalajon tenyész-.
tettiik, és igy nyertiik az oltétenyészetet. A tenyésztd-;
tdptalajt Ggy készitettikk, hogy Cohen-Wheeler tiptalajt
(Osszetételt ldsd kés6bb 1. tdblizatban) 121 °C-on 60
percig sterilizdltunk autokldvban, gyorsan lehf{itdttik
40 °C-a. A téptalajt 37 °C-on téroltuk.

A fenti oltdtenyészeitel beoltottuk a tenyésztGtdp-
talajt oly médon, hogy a sejtkoncentraci6é 200300 mil-
lié sejt/ml legyen, alaposan elkevertitk és Roux palac-
kokba adagoltuk 0,2 l-es részletekben, majd 37 °C-on
inkubdlva tenyésztettiik. Az inkubdlds ideje a sejtek
novekedési iitemétdl fiiggdtt. A maximdlis sejtndvekedés
az 6tddik napon volt megfigyelhetd, amikor a tenyészet
csirke eritrocitdk elleni hemoglutindcids titere szintén
maximdlis értéken volt [az ,Infection and Immunity”,
7, 992999 (1978) irodalmi helyen ismertetett mddszer
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centrifugdltuk, majd 20,2 sily/térf.%-0s ammdnium-szul-
fatot adtunk a feliiliszohoz. Jél elkevertiik és az elegyet
allni hagytuk 4 °C-on. 7 nap utdn leszivattuk a feliildszot,
az tledéket osszegy(jtottiik és percenkénti 8000 fordu-
lattal 10 percig centrifugdltuk. A feliiliszét elontottiik.
Az iledékhez térfogata tizedrészének megfeleld meny-
nyiségli 1 molos ndtrium-klorid — 0,05 mélos foszfétpuf-
fer (pH = 8,0) elegyet adtunk és jol elkevertiik. Az ele-
gyet iijra 4llni hagytuk 4 °C-on 7 napig, majd centrifugal-
tuk 8s a feliilisz6t osszegy(Gjtottik (1. extraktum).
Ennek a feliffiszénak nagy volt a leukocitdzis gyorsitd
fakto: (a tovibbiakban LPF), hisztamin szenzitizdl$ fak-
tor (a tovdbbiakban HSF) és sejt nélkiili endotoxin tar-
talma. (A mérési mddszert ldsd késédb.) Az L. extraktu-
mot djra koncentrdltuk, azonos térfogati telitett ammo-
nidval pH = 8,0-ra bedllitott amménium-szulfitot
adtunk hozzi, és az elegyet 4llni hagytuk 4 °C-on. 7 napi
4llds utdn percenkénti 10 000 fordulattal 20 percig cent-
rifugdltuk, az Uledéket Osszegy(ijtottik és térfogata
hiromszdzad (1/300) részének megfeleld mennyiségi
1 mdélos ndtriumklorid ~ 0,05 mélos foszfitpuffert
(pH = 8,0) adtunk hozzd. Alapos elkeverés utdn féligdt-
ereszt6 membrdn dializis cs6vekbe helyeztik az ammé-
nium-szulfdt eltdvolitisa céljabol, kils§ folyadékként
pH = 8,0-as 1 mélos natrium-klorid oldatot haszndltunk. 50
A dializdlt koncentritumot azutdn a kovetkezd szacha-
6z fajsily-gradiens centrifugdldsnak vetettiik ald.

Az el8z8leg sterilizdlt 1700 ml-es centrifuga forgé-

© részt z4aréberendezéssel egyiitt alacsony fordulatszdmmal
forgattuk, és gradiens szivatty segitségével 1300 ml 5 és B5
30 suly/térf % kozotti szacharézoldatot juttattunk bele.
Azutin 100 ml fenti dializdit koncentrditumot és 300 ml
fed6folyadékot (0,5 mdlos ndtrium-klorid-oldat, pH =
= 8,0) adagoltunk. A forgérészt 98 400 g-vel 18,5 ora
hosszat forgattuk.

Centrifugdlds utdn 34 suly/térf.%-os szachardzoldatot
adagoltunk alacsony fordulatszdm mellett, és a forgo-
részben levd folyadékot 50100 ml-es frakcidkba gyfij-
tottik (frakciok gydjtése). A-frakcidk szedését az ala-
csony fajstlyt szacharéz oldatoktol kezdtik, és a nagy 65
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hamoglutindcids titerii (HA) (16bb munt 20 titer/ml, el6-
nrdsen S00 titer/ml) és endotoxinszegény frakcidkat
g{ijtottik. Az endotoxin hidnydt nyulakon végzett piro-
genitdsi préba alapjdn itéltik meg. Ezl gy végeztiik,
hogy minden frakcidbdl vett mintdt 100 °C-on melegi-
tettink 3 percig és 20 HA-titer/ml-re higitottuk fiziolé-
gids séoldattal. Ezt a higitott oldatot intravéndsan bead-
tuk nyulaknak 1 mlftestsily kg ddzisban. Azokat a frak-
cidkat, amelyek 3 6rdn beliil nem okoztak ldzat, elkiilo-
nitettiik és Osszegydjtottilk mint exotoxin tartalmd
folyadékokat.

Az exotoxin tartalmd folyadékot 1/250 méios fosz-
fittal pufferolt sdoldattal (pH = 7,0) mintegy SO pgiml
fehérjeeredet{i nitrogéntartalomig higitottuk. Ebben a
lépésben zselatint, Tween 80-at (polioxietilén-szorbitdn-
-monooledt, Kao-Atlas, Japan) és tiomerzélt adtunk
hozzd olyan mennyiséghen, hogy a zselatinkoncentracié
0,32 suly/térf.%, a Tween 80 koncentricié 0,05 térf.% és
a tiomerzdl koncentrdcié 0,01 sily/térf.% legyen. Ehhez
a folyadékhoz 39 °C-os inkubitorban, bézikus aminosav
hozzdaddsa nélkil annyi formalint adtunk, hogy annak
koncentrdciéja az elegyben 0,2 térf. % legyen. Alapos ke-
verés utdn egy napig inkubdltuk 39 °C-on, majd tovabbi
fermalint  adtunk hozzd, a formalinkoncentréciot
0,3 térf.%-1a dllitottuk be. Alapos etkeverés utdn 2 napig
inkubdltuk, majd tovdbbi formalin adagoldsdval 04
téef.%-ra dllitottuk be a koncentréciot, alaposan elkever-
tiik és tovdbb inkubdltuk. A teljes inkubdlds 5 napig tar-
tott. A keletkezett flokkuldlt toxoidot tartalmazé szusz-
penzidt 0,01 térf.%-os formalinos fiziologids sooldattal
mint kils§ folyadékkal szemben dializdltuk. A fenti
szaszpenzié dializisét egy membrdn dializis cs6ben végez-
titk, és 12 5-szeres belsd folyadékot haszndltunk a fent
erilitett kilsd folyadékhoz képest. A dializist 4 °C-on
2 napig végeztitk, mialatt a ks folyadékot 4llanddan
kevertiik. A kiils§ folyadékot 2 nap utdn frissel cserél-
tik ki és a dializist megismételtitk. A dializélt flokku-
ldrum-szuszpenziét kiilonb6z6  pertusszisz vakcindk
ellendrzésére szolgdld tesztekkel vizsgdltuk. A végsd
té fogatra vald bedllitas elStt a flokkuldlt toxoid szusz-
penzioét 10 kHz-es ultrahangos kezelésnek vetettiik ald
5 percig. majd 400-as lyukméreti szlirén sziirtik, és igy
a végsd pertusszisz toxoidot tartalmazé folyadékot
kaptuk. Kontrollként a kilsg folyadékot formalinnal
kezeltik 0.05 mdl L-izin hozzdaddsa mellett, majd a
feati kezelésnek vetettik ald, igy kaptuk a kontroll
foyadékot.

A fenti médon kapott pertusszisz toxoidot tartal-
mizé folyadékot és a kontroll folyadékot Levine méd-
szerével kezeltik (Reo Levine, Joseph L. Stone and
Leuise Wyman: Factors affecting the efficiency of alumi-
niam adjuvant in diphteria and tetanus toxoid. J. Immu-
nclogy 75, 301-307, 1975). Eszerint mindkét folyadékot
1/250 mdlos 7,0-es pH-u foszfittal pufferolt séoldattal
higitottuk, 20 ug/m! vagy ennél kisebb fehérjeeredetd
nitrogéntartalom értékig. Azutdn aluminium-kloridot
adtunk az oldathoz, melynek koncentriciéjit 0,18 sily/
[térf.%b-0sra dllftottuk be. Az elegyet alaposan elkevertilk
és pHjdt sosavval vagy ndtrium-hidroxiddal 7,0-re 4llitot-
tuk be. Igy aluminiummal kicsapott vakcindt kaptunk,
melynek koncentrdciéja 0,2 mg aluminium/ml-ben kife-
jezve. Ennek a terméknek a tulajdonsigait a 2. tdblézat-
ban foglaltuk Gssze. Statisztikai értékelés utdn azt taldl-
tui, hogy az LPF érték akkor elfogadhat$, ha annak
értéke nem tobb mint 0,5 LPegység/ml (LP-egység:
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leukocitdzis gyorsit6 egység, a ,,Medicine and Biology”,
83, 117-123 irodalmi helyen ismertetett médszer szerint
meghatdrozva), és nem elfogadhat6, ha ett6l eltérd.
Hasonléan, HSF érték elfogadhatd, ha nem tobb mint
0,8 HS-egység/ml (HS-egység: hisztamin szenzitizalo egy-
ség a ,,Journal of Biological Standardization”, 7, 21-29,
1979 irodalmi helyen ismertetett mddszer szerint megha-
térozva) és nem elfogadhatd, ha ett6l eltérs. Az egérvé-
dési hatds (az Am. J. Public health 37, 803-810, 1947
irodalmi helyen ismertetett mddszer szerint mérve),
hasonléan statisztikai értékelés utdn, akkor elfogadhatd,
ha értéke legalibb 8 nemzetkozi egység milliliterenként
vagy ennél t6bb (3 héttel az immuniz4lds utdn), és nem
elfogadhatd, ha ettdl eltérd.

Amint a 2. tdbldzatbdl kitdnik, a taldlmdny szerinti
detoxifikdldsi eljdrdssal dolgozva 14 egymdst kovetd eljd-
rasban nem kaptunk el nem fogadhaté LPF, HSF és egér-
védési hatds-érték terméket, az dtlagos érték 13,5 nem-
zetkozi egység volt -milliliterenként. Ezzel szemben,
amikor L-izint adtunk az elegyhez, 23 termelési ciklus
terméke esetén 4 esetben az LPF érték, 8 esetben a HSF

10 CUSOq SHQO

2
1. tdbldzar

A haszndlt Cohen—Wheeler taptalaj 6sszetétele

5 Oldhaté keményits 225g
NaCl 3i5g
K H2P04 75 8
MgCl, .6H,0 750 mli (8 sily/térf %-os oldat)
CaCl, 75 ml (2 suly/térf.%-os oldat)

112,5 ml (0,1 stly/térf %-o0s

oldat)
Ndtrium-L-glutamét 30g
Nikotinamid 45¢g
Kazein 1800 g
15 Cisztein-hidroklorid 45g
Tris-puffer 1251

A tdblizatban szerepl6 anyagokat desztilldlt vizzel
150 L-re higitottuk, pHdt 7,0 és 7,2 kozotti értékre 4lli-

2g tottuk be és sterilizdltuk, majd a kévetkezd anyagokat

adtuk hozzé-

érték és 10 esetben az egérvédési hatds érték nem volt Glutation (reduk4lt forma) 50 ml
megfelels, az dtlagos elfogadhatosdgi érték 6/23=26 % (1 sulyftérf.%-os oldat)
volt. FeS80,4.7H,0 50 mi
75 ’ (1 stly/térf.%-os oldat).
2. tdbldzat
Taldlmdny szerinti eljdrds Detoxifikdlds L-lizin hozzdaddsdval
LPF HSF Egérvédési hatds LPF HSF  Egérvédési hatds IPF HSF Egérvédési hatds
0 0 8,0 X X 42" 0 0 3,00
0 0 14,5 X X 69 0 0 3,04
0 0 128 0 X 11,3 0 0 7,0
0 0 10,0 0 X 10,0 0 0 50
0 0 12,0 0 X 10,2 0 0 2,28
0 0 150 0 X 1,54 0 0 8.4
0 0 13,0 X X 8,0 0 0 2,00
0 0 18,0 X 0 75 0 0 3,00
0 0 110 0 X 14,1 0 0 1,82
0 0 12,2 0 0 4,52
0 0 152 0 0 45
0 0 143 0 0 8,0
0 0 18,1 0 0 7,7
0 0 15,5 0 0 59

Atlagériék 13,5

Atlagérték: 82

Atlagérték: 4,7

LPF 0: Kevesebb, mint 0,5 LPegység/ml-
nek megfeleld
X: mds mint 0
(nem elfogadhato)

HSF 0: Kevescbb mint 0,8

Egérvédési hatds: nemzetkozi

HS egység/ml-nek egység/ml
megfeleld 4. nem megfeleld hatds
X: mds mint Q (nem elfogadhatd)

(nem clfogadhatd)
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2. példa

Az 1. példdban leirt médon nyert pertusszisz toxoi-
dot tartalmazé folyadékot, a Japanese Biological Pro-
ducts Standard-nak megfeleld diftéria toxoidot tartal- g
mazé folyadékot & wugyanolyan min8ségli tetanusz
toxoidot az 1. példdban leirt médon kicsapdsos kezelés-
nek vetettiink ald, és igy kicsapott tisztitott kombinalt
pertusszisz-diftéria-tetanusz  vakcindt dllitottunk el§.
A kombindlt vakcina dsszetétele a kdvetkez§ volt:

Pertusszisz toxoid: fehérje eredetii nitrogéntartalom:

10

kb. 15 ug/mi
Diftéria toxoid: kb. 30 Lf/ml
Tetanusz toxoid: kb. 5 Lfjml
Aluminium: kb. 0,2 mg/ml 15
Tiomerzal- 0,01 sily[térf.%.

Az el8dllitott kombindlt vakcina alapvetd tulajdon-
sdgai a kovetkez6k: pH = 7,0; pirogenicitds nyilon
(50-szeresre higitva, fiziolgids sdoldattal, intravéndsan 20
Imltestsuly kg dézisban adagolva) negativ; egér testsily
csokkenés kevesebb mint 10 BWDU/ml (BWDU = test-
siily csokkentési egység, a J. Med. Sci. Biol. 27, 115-135
irodalmi helyen ismertetett mddszer szerint mérve): egér
leukocitézis gyorsitd aktivitds kevesebb mint 0,5 LPUjml;
egér hisztamin szenzitizdlé aktivitds kevesebb mint
0,8 HSU/ml; pertusszisz toxoid tartalom 8 nemzetkozi
egység/ml; diftéria toxoid tartalom 45 nemzetkozi
egység/ml, tetanusz toxoid tartalom 30 nemzetkdzi
egység/ml.

A kombinrdlt vakcindt embereknek lehet adagolni pél-
ddul a kovetkezd litemezés szerint:

3-48 hénapos gyerekeknek 0,5 ml vakcindt adunk be
szubkutdn dton 3-szor 2--8 hetes id6kozonként. 12—18
hénappal az utolsé oltds utdn tovdbbi 0,5 ml vakcindt 35
adunk be szubkutdn titon minden gyermeknek.

25

30

Szabadalmi igénypontok

1. Eljards pertusszisz toxoid eldillitdsdra, azzal jelle-
mezve, hogy valamely Bordetella pertussis 1 torzs, el-
ny3sen Bordetella pertussis Tokama I (1IFO-14073) torzs
teryészetének dializalt vagy dializdlatlan feluilisz6jabol
vagy annak koncentritumdbol fajsily- vagy molekula-
suly kiilonbségen alapulé médszerekkel eltdvolitjuk az
endotoxint, és az igy kapott folyadékot formaldehiddel
keverjiik ugy, hogy a formaldehid koncentrdcidja 0,1 és
0,€ térfogat% kozott legyen, majd az elegyet 32 °C és
42 °C kozotti hdmérsékleten az exotoxin detoxifikald-
dérdig, elény6sen 3-14 napig inkubdljuk &s ilyen médon
a ‘pertusszisz exotoxint flokkuldljuk, és kivint esetben
a flokkulalt exotoxint tartalmazd szuszpenziét dializal-
juk, és kivint esetben a dializdlt vagy dializdlatlan,
a flokkuldlt exotoxint tartalmazé szuszpenzi6t el6nyd-
sen ultrahangos kezeléssel diszpergdljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds foganatositdsi
médja, azzal jellemezve, hogy az endotoxin eltdvolitdsit
ugy végezzik, hogy a tenyészet feliliszéjdt vagy annak
koncentrdtumat O és 60 sily% kozotti szachardz fajsiily-
-gradiens mellett 62000 és 122000 gkozotti  értéknél
10--24 dra hosszat centrifugdljuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljdrds foganatositdsi
médja, azzal jellemezve, hogy a flokkuldlt anyagot ultra-
hangos kezeléssel diszpergdljuk a képzddd§ szuszpen-
zidban.

4. Az 1. igénypont szerinti eljdrds foganatositasi
mdédja, azzal jellemezve, hogy egy dializdlo kezelést ikta-
turk a megfeleld 1épések kozé.

5. Az 1. igénypont szerinti eljirds foganatositdsi
médja, azzal jellemezve, hogy a tenyészet feliiliszdjdnak
koncentratumdt oly mdédon készitjiik, hogy a felildszdt
ammdénium-szulfdttal kisézzuk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljdrds foganatositdsi
moédja, azzal jellemezve, hogy Bordetella pertussis 1
torzsként Bordetella pertussis Tohama | (IFQ-14073)
torzset haszndlunk.

Abra nélkiil
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