. .BUIOYER

[

U.P.

[ECIPOSPOLITA
LUDOWA

OPIS PATENTOWY

28130

Patent dodatkowy

do patentu
Zgloszono:
Pierwszenstwo:
URZAD
PATENTOWY
P H I. Opublikowano:

41X.1965 (P 110 707)

14.I1X.1964

21.XT11.1964

10.1I1.1970

Kl. 30 h, 6

dla zastrz. 2
ibd

dla zastrz 1,
3i4

Stany
Zjednoczone
Ameryki

UKD

Wspélttworcy wynalazku: Louis Greenberg, Margaret Ivonne Cooper

WilaSciciel patentu: Canédia'n Patents and Development Limited, Otta-

wa (Kanada)

Sposob wytwarzania sométycznych, antygenowych szczepionek

1

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania soma-
tycznych, antygenowych szczepionek. Szczepionki
te sg preparatami rozpuszezonych, nieczynnych
bakterii, powodujacymi u chorych wytwarzanie sie
przeciwcial.

Typowym sposobem wytwarzania szczepionek
bakteryjnych jest wyhodowanie bakterii na odpo-
wiedniej pozywce, zebranie uzyskanego zbioru,
ustalenie stezenia organizmdéw, a po6Zniej pozba-
wienia aktywno$ci lub zabicie bakterii za pomoca
ciepta, §rodka konserwujgcego lub 1gcznie ciepta
i §rodka konserwujgcego.

Szczepionki bakteryjne moga byé uzyskiwane z
laboratoryjnych szczepéw bakterii lub z bakterii,
ctrzymanych wprost od pacjenta, ktéoremu stosuje
sie szczepionke. W ostatnim przypadku nazywa sie
je szczepionkami autogennymi_ Szczepionki, zawie-
rajgce kilka szczepoéw bakterii nazywa sie szcze-
pionkami wielowarto§ciowymi. Szczepionki, zawie-
rajace bakterie, nalezace do dwéch lub wiecej ro-
dzajow, nazywa sie szczepionkami mieszanymi.
Szczepionki moga byé takze uzyskiwane z frakcji
bakterii lub bakteryjnych produktéw wydzielania.
Przykladami tego ostatniego jest otrzymywanie
szczepionek z trujgcych wydzielin blonicy i tezca.

W szczepionkach wytwarzanych sposobem wedlug
wynalazku bakterie sg calkowicie rozpuszczone, tak,
ze wszystkie antygeny bakteryjne, wewnetrzne i
zewnetrzne, obecne sg w szczepionce w skutecznej
postaci. Ten typ szczepionki nazywa sie szcze-
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pionkag somatyczng, antygenows. Szczepionki,
uzyskane wedlug wynalazku, mogg byé jednowar-
tosciowe, wielowartosciowe lub typu mieszanego.

W zwigzanym patencie nr 260 057, zgloszonym 20
lutego 1963 roku w Stanach Zjednoczonych Ame-
ryki ujawniono spos6b wytwarzania somatycznych,
antygenowych szczepionek, ktéry dotyczy rozpusz-
czania martwych komoérek bakterii patogennych
przez poddanie ich dzialaniu enzymu proteolitycz-
nego, takiego jak dezoksyrybonukleaza (Dornase),
ktéra powoduje rozpuszczenie komoérek bez znisz-
czenia antygenowosci.

Obecnie stwierdzono, ze rozpuszczanie (liza) ko-
moérek moze byé w duzej mierze utatwione przez
wzrost komérek w Srodowisku, zawierajgcym je-
den lub wiecej aminokwaséw, pobudzajgce rozwaj
ostabionych $cian komorek. Rezultatem tego jest
fakt, Ze ostabione bakterie bardzo latwo ulegaja
rozpuszczeniu, skoro tylko pozbawiono je aktyw-
nosci odpowiednim $rodkiem konserwujgcym lub
bakteriob6jezym, jak np. ,,Thimerosal” (handlowa
lub ogélna nazwa dla tiosalicylanu rteciowego so-
dowo-etylowego). Zaleca si¢ stosowanie tego §rod-
ka jako Srodka konserwujgcego lub bakteriobdj-
czego, mozna stosowaé jednak takze inne S$rodki
jak tymokrezol, chlorek benzalkoniowy (mieszani-
na chlorkéw alkilodwumetylobenzyloaminowych)
oraz fenol. W sposobie wedlug wynalazku zastoso-
wano Thimerosal, wyprodukowany przez firme Eli

MKP C 12 k 5/00
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Lilly and Company, pod handlowg nazwg , Merthio-
late”,

Stosowanie glicyny w rozrywaniu komoérek .opi-
sali uprzednio E. S. Maculla i P. B. Cowles w Rocz-
nikach Nauki, tom 107, strona 376, 1948 rok. Wedlug
tej publikacji glicyne dodaje si¢ w stosunkowo wy-
sokich stezeniach do masy komdrek po zbiorze.
Tym niemniej, jak to oceniono badaniami mikro-
skopowymi, rozerwanie komodrek jest minimalne,
a otrzymanie ekstraktéw zawdziecza sie prawdopo-
dobnie eluowaniu materialu miedzykomérkowego
w roztworze glicyny. W korzystnej postaci wyko-
nania wynalazku glicyne dodaje sie poczatkowo
do §rodowiska rozwojowego, aby uzyskane bakterie
posiadalty Scianki komoérek podatne na rozpuszcza-
nie. Stwierdzono, ze w pewnych przypadkach ta-
kie komorki ulegajg dostatecznej autolizie dla
unikniecia konieczno$ci dodatkowego traktowania.

Proby wyprodukowania somatycznych, antygeno-
wych szczepionek technikg Maculli i Cowlesa nie
zostaly w tym laboratorium uwienczone sukcesem.
Wykonano serie doS§wiadczen z pewnymi organiz-
mami Staphylococcus przez dodanie glicyny do zy-
wych kultur, w stezeniu 0,5—3,5%. Inne do$wiad-
czenie przeprowadzono z bakteriami tyfusu, stosu-
jac w tym przypadku glicyne w stezeniu 7,5%,
W zadnym z tych do§wiadczen nie nastgpilo roz-
puszczenie komoérek, ani nie uzyskano ich rzeczy-
wistego rozerwania, chociaz przypuszcza sie, ze
stezenie azotu proteinowego w wyklarowanym roz-
tworze musialo wzrosngé. Pézniejsze proby sku-
teczno$ci na zwierzetach doSwiadczalnych wykaza-
ly, ze ani szczepionki przeciw bakteriom Staphy-
lococcus ani tyfusowe, przygotowane w ten sposdéb
nie wykazujg znacznego, uodporniajacego dziata-
nia.

Wynalazek niniejszy zapewnia ulepszony sposéb
wytwarzania somatycznych, antygenowych szcze-
pionek z bakterii. W sposobie tym bakterie nale-
zace do grupy Streptococcus, Staphylococcus, Neis-
seriaceae, Escherichia coli i Clostridium-lub szcze-
py tych bakterii hoduje sie na odpowiedniej po-
zywce zawierajacej jeden lub wiecej aminokwa-
s6w uzywanych przez te bakterie lub wspéldzia-
lajacych w s}ntezie budowy komoérek_ bakteryjnych
w ilosci dostatecznej dla uzyskania rozwoju bak-
terii posiadajacych oslabione §cianki komorek,
dzieki czemu s3 one podatne na rozpuszczenie. Na-
stepnie wyhodowane bakterie zbiera sig, pozbawia
je aktywno$ci odpowiednim $rodkiem bakteriobdj-
czym, po czym poddaje je rozpuszczeniu, ewentual-
nie przyspieszajac ten proces przez potraktowanie
pozbawionych aktywnoSci bakterii enzymem li-
tyeznym.

Sposéb wedlug wynalazku polega na tym, ze w
celu uzyskania bakterii o oslabionych S§ciankach
komérkowych, bardziej podatnych na rozpuszcza-
nie, stosuje sie aminokwasy w iloSci 1—5% wa-
gowych w stosunku do iloSci pozywki hodowlanej.
Jako aminokwas stosuje sie glicyne lub tez L-pro-
line. D,L-waline, L-histydyne, D,L-asparaging i
L-argine. Jako pozywke hodowlang sfosuje sie
zmodyfikowang pozywke Frantza, a jako &rodek
bakteriobbj(zy tiosalicylan rteciowo-sodowo-etylo-
wy o nazwie handlowej ,Thimerosal” lub ,Mer-
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4
thiolate”. Jako enzym lityczny stosuje sie¢ enzym
proteaze. )

Postaé wykonania wynalazku stanowi wytwarza-
nie szczepionki przeciw zapaleniu gruczolu sutko-
wego, ktéra stosuje sie dla uodpornienia kréow
przeciwko zapaleniu wymion. Zapalenie to powo-
dujg zwykle bakterie Staphylococcus lub Strepto-
coccus lub tez mieszanina obu tych rodzajow bak-
terii. Przynajmniej czeSciowo zapalenie wymion
moga powodowaé inne organizmy, jak Escherichia
coli. Stosownie do tego, szczepionka wedlug wy-
nalazku przeciw zapaleniu wymion, moze byé*
szczepionka przeciw bakteriom Staphylococcus,
Streptococcus, mieszang szczepionkg przeciw tym
dwom bakteriom lub jedng z tych trzech, z do-
datkiem somatycznej, antygenowej szczepionki
przeciw Escherichia coli. Somatyczng, antygenowa
szczepionke przeciw Escherichia coli wedlug wy-
nalazku, przygotowuje si¢ przez kombinacje po-
czatkowego wzrostu w glicynie i nastepnie roz-
puszczenie w obecno$ci odpowiedniego, proteoli-
tycznego enzymu, jak na przyklad Pronase (znak
towarowy). Dalsza postacia wykonania wynalazku
jest wytwarzanie somatycznej, antygenowej szcze-
pionki z dodatkiem Clostridium, na przyklad
szczepionke Clostridium chauvoei przeciw szelest-
nicy u bydla (gangrena emhymatosa). Przygotowuje
sie ja w podobny sposéb jak szczepionke przeciw
Escherichia coli i uzyskuje si¢ réwniez zadowala-
jace rezultaty.

Dodatkowym aspektem wynalazku jest sposéb
wytwarzania somatycznej, antygenowej szczepionki
przeciw bakteriom, wybranym z grupy Staphylo-
coccus, Streptococcus, Neisseria i Clostridium,
przy czym w S$rodowisku hodowli obecna jest gli-
cyna, w iloSci dostatecznej dla spowodowania roz-
woju bakterii, posiadajacych ostabione $§cianki ko-
mérek, a utatwiajacych przez to rozpuszczamie (li-
zg) tych komoérek, skoro tylko bakterie pozbawi
si¢ aktywnos$ci przez dodanie odpowiedniego §rod-
ka konserwujacego. Korzystne §rodowisko odzywecze
zawiera¢ powinno okolo 1—5,0% wagowych glicyny.

Ponizej podano przyklad sposobu wytwarzania
somatycznych, antygenowych szczepionek i ich-
badania, nie ograniczajagce w zadnym razie zakre-
su wynalazku.

Przypuszcza sig, ze wysoki poziom antygeno-
wosci, wykazany przez szczepionki wytwarzane spo-
sobem wedlug wynalazku wynika z zatrzymania
w szczepionce tych antygenowych substancji, ktére
uwazane sg za wywolujgce uodpornienie. Ogoélnie
biorac szczepionki sg wzglednie przezroczyste i za-
sadniczo wolne od osadu i calych komodrek,

Optimum stezenia glicyny moze zmieniaé sie w
szerokim zakresie, w zalezno$ci od rodzaju bak-
terii. Dla wiekszo$ci badanych bakterii op‘bymalne
stezenie glicyny mieSci sie w zakresie 1—5,0% wa-
gowych ‘pozywki hodowlanej. Zaobserwowano, ze
ogblnie biorgc im wyzsza jest zawartosé amino-
kwasow, jaka moze byé¢ zastosowana bez ujemnego
oddzialywania na rozwoéj bakterii, tym szybsze jest
pdézniej ich rozpuszczanie. ’

Przyklad I. Jako pozywke hodowlang, sto-
suje sie w szeregu przykladéw zmodyfikowang
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pozywke Frantza (Watson & Scherp, Journal Im-
munol. 81, strona 331 (1958 r.) niemniej zaleca
sie takze stosowanie w pewnych okoliczno$ciach
innych pozywek. '

Roztwér A

kwasy kazeinoaminowe (techniczne)

DIFCO . 10 g
cystyna (1,2% roztwér w 0,1 normalnym

HC) 1,0 ml
chlorek potasowy (KCI) 0,090 g

ortofosforan dwusodowy Na,HPO,* 12 H,0 6,5 g

czerwien fenolowa iO,l% roztwor) 8,0 ml
woda destylowana do 1000 ml
Roztwoér B

siarczan magnezowy MgSO,-7H,0 24 g
glukoza 20,0 g
woda destylowana do 100 ml

Kwasy kazeinoaminowe s3 to hydrolizaty ka-
zeiny, zawierajace produkt o niskim ciezarze
czgsteczkowym. Kazdy roztwér nastawia sie na
pH = 7,4 przez dodawanie roztworu wodorotlenku
sodowego i utrzymuje w ciggu 15 minut w auto-
klawie w temperaturze 121°C.

Zwykle, przy stosowaniu pozywki Frantza dla
ogolnego uzytku roztwér B dodaje sie aseptycznie
do roztworu A w dawkach 25 ml/l. Doswiadczenie
wykazuje, ze niektére postacie bakteryjne lepiej
dzialajg, je$Sli te proporcje zmienié, przy czym
stwierdzono, Ze korzystne sa nastepujgce proporcje
dla podanych bakterii:
bakterie Neisseria — 50 ml roztworu B/1 litr roz-
tworu A . ‘
bakterie Staphylococcus — 15 ml roztworu B/1 litr
- roztworu A
bakterie Streptococcus — 40 ml roztworu B/1 litr
roztworu A

Przyktad II. Wytwarzanie szczepionki prze-
ciw zapaleniu opon mdézgowych (spowodow.anej
bakteriami Meningococcus).

Kultury nasienne pobiera sie bezpo$rednio z lio-
filizowanych ampulek do kolb, zawierajgcych po
250 ml pozywki z przykladu I i inkubuje sie w
temperaturze 37°C przez noc (okolo 18 godzin),
wstrzgsajac na wstrzgsarce o 40 wahaniach na mi-
nute. 20 ml z zasianych kolb zaszczepia sie do kolb
jednolitrowych, zawierajacych po 500 ml zmody-
fikowanej pozywki Frantza, a posiadajacej w swym
sktadzie 1% wagowych glicyny. Glicyne mozna do-
da¢ do roztworu A w czasie jego sporzadzania lub
aseptycznie mieszaniny przed jej zaszczepieniem.
Kolby z zaszczepionymi kulturami poddaje sie
inkubacji w ten sam sposéb jak poprzednio po za-
sianiu, a wiec w ciggu 18—20 godzin na wstrzgsar-
ce 0 40 wahaniach na minute. Po inkubacji kolby
usuwa sie z inkubatora i dodaje sie roztworu
1/100 ,Merthiolate” do kazdych 500 ml roztworu
w kolbie uzyskujgc konicowe stezenie Merthiolate
1:10 000. Kolby pozostawia sie nastepnie w tempe-
raturze pokojowej na okres 1 tygodnia, W okresie
tym szczepionka, ktéra na poczatku ma zwykle
warto§é odczytowg na nefelometrze Mc Farlanda
réowng standardowi 3, klaruje sie calkowicie i daje
w koncu na nefelometrze wartosé 0.

Szczepionki bada sie nastepnie na jalowo$é, nie-
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szkodliwos¢, toksyczno§é, pyrogeny i site dzialania
(patrz przyklad VI). Meningococcus to powszechnie
uzywana nazwa dla bakterii Neisseria, z rodziny
Neisseriaceae, powodujacych zapalenie opon mézgo-
wych. Stosuje si¢ na przyklad nastepujace szczepy
Meningococcus: ’

M 1027 (S. Branham)

Z 1 (Lapeyssonnie)

M 129 (Lapeyssonnie)

Przyktad III. Wytwarzanie szczepionki prze-
ciw bakteriom Staphylococcus.

Szczepionki przeciw bakteriom Staphylococcus
wytwarza sie zasadniczo podobnie jak w przykla-
dach I i II, lecz stwierdzono, ze dla optymalnego
rozpuszczenia wymagane sg rozne stezenia glicyny
dla réinych szczepéw bakterii, jak nastepuje:

9 szczepu
Fag—| g 0ze 9 w szcze-
p | Typ fagu . ;
licyny | pionce

grupa BHEINY |41a ludzi
I | 584763 (80/81) 3,5 30
II 596535 (3A/3B/3C) 3,5 .30
III 596510 7/47/53/54/75 + 3,5 30
v 596297 42D 4,5 5
v 6032 KS6 3,5 5

Stwierdzono, Ze szczepionki Staphylococcus za-

chowuja swoja aktywno&é po. ogrzewaniu przez 15
minut w autoklawie, w temperaturze 120°C, pod
ci$nieniem 1,4 kG/cmz2.

Przyktad IV. Wytwarzanie szczepionki prze-
ciw zapaleniu gruczolu sutkowego (Mastitis).

Technika wytwarzania tej szczepionki, bedacej
kombinacja szczepionek przeciw bakteriom Staphy-
lococcus i Streptococcus rézni sie tym, ze bakterie
hoduje sie na stalej pozywce szybciej niz na po-
zywce plynnej,

Zasiane szczepy hoduje si¢ wpierw na 2% odzyw-
czych odpadkach agarowych, przez 18 godzin, w
temperaturze 37°C, a zbiér przemywa sig¢ albo wy-
jalowiong woda destylowang, albo 0,5% roztworem
soli. Rozpuszczanie trwa dluzej, jeSli stosuje sie
roztwor soli. Zebrane bakterie majg stezenie okoto
3 X 10 organizméw na 1 ml i dajg wartosé od-
czytowa 10 na nefelometrze Mc Farlanda. Zaleca
sie jako korzystne, hodowanie bakterii na odzyw-
czym bulionie, zamiast na stalym odzywczym aga-
rze, gdyz w ostatnim przypadku stezenie komodrek
moze byé nizsze, okoto 1108 do 1 X 10° na 1 ml.

¥ szczepu
%_ W szcze-
Bakterie — Szczep gli- pionce

€Y~ przeciw

Y | Mastitis
Staphylococcus — szczep 584763 3,0 15
Staphylococcus — szezep 596535 | 3,0 10
Staphylococcus — szczep 596510 3,0 16
Staphylococcus — szczep 6032 3,5 20
Staphylococcus — szczep 596297 3,5 10
Staphylococcus — szczep Dog (psi) | 1,5 10
Streptococcus — szczep A 36(1118) | 1,5 10
Streptococcus — szczep C 30 (1628) | 1,6 10
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Po dodaniu ,,Merthiolate” do koncowego stezenia
roztworu 1:10 000, komérki zostajg zasadniczo roz-
puszczone calkowicie w okresie 7—10 dni. Opty-
malne stezenie glicyny dla pobudzenia rozpuszcza-
nia zmienia sie z rodzajem bakterii. W tym do-
§wiadczeniu majbardziej odpowiednie sg po-
dane stezenia glicyny dla réznych szczepéw, roz-
wijanych na odzywczym agarze.

JeSli pominie sie bakterie Streptococcus ze
§zczepéw A 36 (1118) i 30 C (1628), odpowiednie
stezenia glicyny przedstawiaja sie nastepujaco:

% szczepu W szcze-
. pionce przeciw
Szezep bakteril % glicyny | zapaleniu gruczotu
Staphylococcus
sutkowego
(Mastitis)
584763 3,0 15
596535 3,0 15
596510 3,0 25
6032 3.5 30
596297 3,56 10
psi (Dog) 1,5 5

Przyktad V. Wtharzanie szczepionki przeciw
bakteriom Streptococcus.

Stosowane ludzkie szczepy bakterii:

Typ A 36 1118
Typ A 19 616
Typ A 12 602

Liofilizowane ampulki umieszcza sie w kolbach
z bulionem z naparem z serca i hoduje sie wzra-
stajgce bakterie przez noc w temperaturze 37°C.
10 ml zasianej hodowli dodaje sie do kazdej
partii 500 m} pozywki Frantza, zawierajgcej 2%
glicyny i nastepnie bakterie poddaje sie przez 20
godzin inkubacji w temperaturze 37°C, na wstrzg-
sarce. Nastepnie przeprowadza sie wyliczenie bak-
teryjne zywych organizméw i dodaje sie dosta-
teczng ilo§¢ roztworu 1/100 ,Merthiolate”, aby uzy-
skaé jego koncowe stezenie 1:10 000, Kolby utrzy-
muje sie nastepnie w temperaturze pokojowej do
zakonczenia rozpuszczania, co trwa 7—10 dni. Po
calkowitym rozpuszczeniu .organizméw wykonuje
sie badania jatowos$ci, toksycznoS$ci, bezpieczenstwa
stosowania i sity dzialania szczepionki.

Przyktad VL
Wyniki

W tabelach I i II podano przyklady wynikow,
otrzymanych w badaniach przeprowadzonych na
krolikach, przy zastosowaniu szczepionki przeciw
zapaleniu gruczotu sutkowego (Mastitis), przygo-
towanej zaré6wno z bakterii Staphylococcus jak i
Streptococcus. Kazda probe przeprowadza sie na
czterech krdlikach. Kazdemu krdélikowi podaje sie
domie$niowo 1 ml szczepionki, a podskérnie do kaz-
dej z pieciu plamek na grzbiecie krélika 0,2 ml
szczepionki. Dwa tygodnie pdzniej dwa z bada-
nych zwierzat zakaza sie podskérng dawkg 0,1 ml
15 réznymi szczepami bakterii Staphylococcus, a
pozostale dwa zwierzeta zakaza sie podskérng
dawkag 0,1 ml 15 roéznymi szczepami bakterii
Streptococcus. Dalszym czterem kontrolnym (nie
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szczepionym) kroélikom wstrzykuje sie identycznag
dawke tych samych szczepéw bakterii, w tym sa-
mym czasie i w ten sam sposéb jak zwierzetom
szczepionym, przy czym dwom krolikom wstrzyku-
je sie bakterie Staphylococcus, a dwom bakterie
Streptococcus. Kroliki obserwuje sie dwa do czte-
rech dni. Pod koniec tego okresu nie szczepione
kréliki kontrolne powinny wykazaé duze martwicze
plamy woko6l miejsc wstrzykiwania, podczas gdy
miejsca te u uodpornionych przez zaszczepienie kré-
liké6w powinny pozostaé czyste lub wzglednie czy-
ste. W przytoczonych tabelach podano rozmiary
plam (pasm), otrzymanych w aktualnych badaniach.
WielkoSci podane sg w milimetrach, a ,,x” ozna-
cza wydzielanie ropy i obumarcie tkanki,

Tabela I

Kroéliki szczepione
szczepionka P.S.A.
przeciw bakt. Staphylo-
coccus partia 7—3(sucha)

Kroliki kontrolne

Kroélik nr 4 | Krélik nr 3 [ Krélik nr 5 | Krélik nr 6
Staphylo- | Staphylo- | Staphylo- Staphylo-
coccus coccus coccus coccus
20x 10 20x|25x 15x20x| O O O 0 0 o
15x 165x 25x|20x 20x 256x| O 5 O 0 0 b
15x 10 25x|15 10 25x| 0 "0 O 5 0 0
20x 20x 25x|15x 15 25x| 5 O 5 5 5 5
26x 25x 20x|25x 256x 15x| 10 10 O 5 5 0

Kroliki zaszezepione szczepionka przeciw bak-
teriom Staphylococcus (ludzka) i zakazone przez
wstrzykiwanie 15 szczepami bakterii Staphylococ-
cus z liofilizowanych amputek, w iloSci 0,1 ml na
kazda plamke, przy stosowaniu rozcienczenia 1:75.

Tabela II
Kroliki szczepione
Kroéliki kontrolne szczepionkg przeciw
Mastitjs nr 4—36
Staphylo- Strepto- Staphylo- Strepto-
coccus coccus coccus coccus
10 25x 20x | 20x 15 10 0 010 |20x 0" 5
25x 30x 0 30x 25x 20 10 10 5 0 10 5
5 50x10 |10 15 10 10 5 5 0 00
35x 20x 40x | 10 20x 10x| 10 O 5 0 00
40x 30x 30x | 25x 20x 15 5 5 b 0 00O
zaobserwo- nie zaobser-
wano ré6zo- wowano
we zabar- zaczerwie-
wienie nienia

Kroliki szczepione szczepionka przeciw zapale-
niu gruczotu sutkowego (Mastitis) i zakazone przez
wstrzykiwanie 15 szczepami bakterii Staphylococ-

cus lub 15 szczepami bakterii Streptococcus.

Uwaga do

Wstrzykiwanie 15 szczepéw bakterii Staphyloco-
ccus w rozcienczeniu 1:75

tabeli II:

0,1 ml na plamke
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Wstrzykiwanie 15 szczepéw bakterii Streptoco-
ccus w rozcienczeniu 1:50 0,1 ml na plamke

Z tabeli wynika, ze stopienh uodpornienia, uzyska-
nego przy uzyciu szczepionek wedlug wynalazku,
jest wysoki. Stwierdzono takze, Ze somatyczne,
antygenowe szczepionki, wytworzone sposobem
wedlug wynalazku, w ogdlnoSci uodporniajg sil-
niej niz odpowiednie konwencjonalne szczepionki
pelnobakteryjne oraz, ze szczepionki wedlug wy-
nalazku powodujg mniejsze objawy uboczne u lu-
dzi. niz konwencjonalne szczepionki pelnobakte-
ryjne.

Spos6éb postepowania w badaniu
przeciw bakteriom Meningococcus polega na uod-
pornianiu 60 myszy, przy uzyciu po 20 myszy na
kazde z trzech oddzielnych rozcieficzen szczepionki,
jak pokazano w tabeli III. 20 myszy pozostawia sie
dla kontroli. Dwa do trzech tygodni pézniej zwie-
rzetom wstrzykuje sie zyjacy, zlo§liwy szczep bak-
terii Meningococcus (Neisseria meningitidis) i
zwierzeta obserwuje sie w ciggu 1 tygodnia. Wy-
niki typowego badania zwierzat zestawiono w ta-
beli III.

Wstrzykiwany szczep bakterii w tym badaniu to
szczep Z 1, wyhodowany przez Laboratorium Hi-
gieny Departamentu Zdrowia i Opieki Spolecznej
Kanady. Uzywa sie czterogodzinng hodowle roz-
winieta na pozywce Frantza na wstrzgsarce i
inkubowana w temperaturze 37°C.- Wstrzykiwana
dawka stanowi zawiesine w 4% mucynie i poda-
wana jest do wewnatrzotrzewniowo w iloSci 0,1
ml na mysz.

Tabela III

Szczepionki Wyniki émiertelne
Po godzinach: 1:?:1%'

Rozcieniczenie Zy-

24| 48 | 72 | 144 | wych
Szcze-
pionka
przeciw
bakteriom |nie-
Meningo- |roz-
coccus cien. | 0/20 | 2/20 | 2/20 | 2/20 | 18/20
P.S.A. nr 1| 1:5 | 3/20| 6/20 | 6/20 | 6/20| 14/20
zlozone
partie 213 | 1:10 | 6/20| 7/20 | 9/20 | 10/20 | 10/20
Szcze-
pionka
przeciw
bakteriom |nie-
Meningo- |roz-
coccus cien. | 2/18| 2/18| 2/18| 2/18]| 16/18
P.S.A. nr 1| 1:5 | 0/20| 0/20]| 0/20| 0/20| 20/20
zlozone
partie 4i5( 1:10 | 5/20| 11/20| 11/20{ 11/20| 9/20
Kréliki ’
kontrolne 15/20| 18/20 | 18/20 | 18/20 | 2/20
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Wyniki, podane w tabeli III wykazuja, Ze soma-
tyczna, antygenowa szczepionka przeciw bakte-
riom Meningococcus daje dobre uodpornienie my-
szy.

Przyktad VII. Szczepy bakterii Escherichia
coli rozwija sie na zmodyfikowanej pozywce
Frantza, podobnie jak w przykladzie I i II. Dodaje
sie dostateczng ilo$¢ glicyny dla uzyskania jej ste-
zenia w pozywce 1,5% wagowych. Inkubacje pro-
wadzi sie na wstrzgsarce w temperaturze 37°C,
w ciggu 18—24 godzin. Nastepnie dodaje sie
,Merthiolate” do uzyskania koficowego stezenia
tego Srodka 1:10000. Hodowle inkubuje sie dalej
na wstrzasarce w 18 do 24 godzin. W tym stadium
wykonuje sie nastepnie badania zywotnoS$ci bak-
terii, aby upewnié sieg, ze wszystkie bakterie po-
zbawione zostaly aktywnosci. Stale wstrzasajgc na
wstrzagsarce dodaje sie do kolby, w jednym lub
dwoch stadiach, enzym proteaze, uzyskang z
Streptomyces griseus. Calo§¢ 10 mikrograméw
enzymu dodaje sie, wstrzgsajgc przez 24 godziny
miedzy jednym, a drugim dodawaniem. Wstrzasa-
nie kontynuuje sie w ciggu 1—3 dni, az rozpusz-
czanie bedzie zasadniczo zakonczone. Otrzymuje
sie wzglednie czysta szczepionke, ktéra badana na
sile dzialania na myszach, wykazuje skutecznosé¢
uodpornienia myszy przeciw zakazeniu szczepami
bakterii Escherichia coli, pochodnymi szczepom
stosowanej szczepionki, Przyklady typowego ba-
dania pokazano w tabeli IV. Szczepionke mozna
dodawaé w matych proporcjach do szczepionki
przeciw zapaleniu gruczolu sutkowego (Mastitis)
peniewaz bakterie Escherichia coli powodujg
takze pewne przypadki zapalenia wymion u bydia.
Mozna stosowaé ja takze dla zabezpieczenia ludzi
przed biegunkg niemowleca, spowodowang przez
bakterie Escherichia coli.

Tabela IV
Szczep ba.lkterii Wyniki wstrzykiwan
Escherichia coli .
Ilo$¢é my-
Tlosé v
Szcze- | Wstrzki-| myszy w SZy pozo-
Szczep nr ) X doéwiad- statych
pionka | wanie osw1fi przy
czeniu zyciu
A 634760 0—26 0—26 10 9
Kontrola — . 0—26 10 0
B 634760 0=26 0—26 9 7
Kontrola — 0—26 10 0
Przyktad VIII. Wytwarzanie szczepionki

przeciw szelestnicy u bydta.

Pieé szczepéw bakterii Clostridium chauvoei np.
»WHW?”, F”  Deal”, ,,Oklahoma” i ,, Tosper” ho-
duje si¢ przez 24 godziny, w temperaturze 37°C na

- bogatym w tioglikolan bulionie. Te zasiane kultu-

ry stosuje sie nastepnie do zaszczepienia pozywki
produkcyjnej w dawkach 0,1 ml na 100 ml po-
zywki. Sklad pozywki produkcyjnej jest nastepu-
jacy: :
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Skladniki % wagowo/objetoSciowe

trypton 4,0

chlorek sodowy 0,5

ekstrakt drozdzowy 0,5 (Amber X)

cysteina 0,5

glicyna © 0,25—0,75 (warto$é zmie-

: nia sie w zaleznoS$ci

od szczepu)

MgSO4 * 7H20 0,5

dekstroza 0,5 (dodana aseptycznie
z jalowego 50% roz-
tworu podstawowe-
go)

Warto$é pH roztworu nastawia sie na 7,8 przez
dodanie 5 n NaOH, po czym pozywke sterylizuje
sie w ciggu 15 minut w autoklawie, w temperatu-
rze 121°C. Literatura: Journal Comp. Path. 67, 157
(1957),

Wytwarzanie.

Kultury produKcyjne hoduje sie w temperaturze
37°C w ciggu 24 godzin, a pdéZniej pozbawia sie je
aktywnosci przez dodanie 0,5% formaliny. Nastep-
nie dodaje sie enzymu ,Pronase” w iloSci 5 mikro-
graméw/ml, z roztworu podstawowego, zawiera-
jgcego 0,25 mg-na 1 ml. Po dodaniu enzymu war-
to§¢é pH roztworu nastawia sie na 8, stosujgc 5 n
NaOH. Roztwér utrzymuje sie na lazni wodnej w
temperaturze 45°C w celu uaktywnienia enzymu,
po czym pozostawia sie w temperaturze pokojo-
wej w ciggu 7—10 dni, kontrolujac codziennie pH
i nastawiajac je w razie potrzeby oraz obserwujac
postep rozpuszczenia. Po zakonczeniu lizy roztwoér
bada sie na jalowo$¢, bezpieczeristwo stosowania
i sile dzialania, stosujac znane metody badan.

Badanie sily dziglania.

Pie¢ §Swinek morskich szczepi sie domie§niowo
1,0 ml szczepionki przeciw bakteriom Clostridium
chauvoei, przygotowanej z rozpuszczonych caiko-
wicie komorek, jak wyzej opisano. Po 10 dniach
wsirzykuje si¢ w podobny sposéb 1,0 ml zastrzyku
pobudzajacego. Po nastepnych 10 dniach, zaréwno
tym $§winkom morskim jak i pieciu kontrolnym,
nie szczepionym $§winkom, wstrzykuje sie¢ domie$-
niowo 0,5 ml standardowej, zarodnikowej zawiesiny
bakterii Clostridium chauvoei, zawierajacej 10
M.L.D, w zawiesinie. Cztery (80%) na pieé szcze-
pionych §winek morskich pozostaly przy zyciu.
Zadna z pieciu nie szczepionych §winek nie przezyla
do$wiadczenia.

Przyktad IX. Rozpuszczanie innymi amino-
kwasami.

Chociaz zaleca sie glicyne do stosowania jako
aminokwas, takze inne aminokwasy moga ulatwiaé
w podobny sposdb rozpuszczenie komdrek bakte-
ryjnych w celu wytworzenia uzytecznych szczepio-
nek. Wyniki zestawiono w tabeli V,

LZGraf, Zam.
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Tabela V
Liczba bakterii |
]
.| Staphy- | Staphy- | &
. Steze- N
Aminokwas Iﬁ o |lococcus|lococcus| 4
Szczep | Szczep &
nr 584763 |nr 596297 ©
L-argenina 1 1,0 | 7X107 | 85X107 |+
Kwas D i L-aspara-

ginowy 2,5 1x107 3X107 |4
L-histydyna «| 15 1X107 8X107 [+
D i L-walina 3,0 5X107 8X10' [+
L-prolina 3,0 | 2X107 6X107 | 4

Glicyna .
(poréwnanie) 3,5 2X107 | 12X107 |+

Dodatkowymi szczepami bakterii, stosowanymi

W wytwarzaniu uzytecznych szczepionek sa na-

stepujace:

Staphylococcus szczepy 1645, 591714, 598022, 597497,
595354, 598074 i 6003.

Streptococcus szczepy 1510 T 35, 589 T1, 601 TI1,
618 T22 i 599 T9.

Meningococcus szczepy D2 (Lapeyssonnie), M 111,

N1 (Lapeyssonnie), 962
(Brannon) M 132 (Lapeys-

sonnie).
Szczegdblnie interesujgcymi sg bakterie z rodzin
Micrococcaccae, Lactobacteriaceae, Bacillaceae i
Enterobacteriaceae, do ktérych nalezg rodzaje:

Neisseria, Staphylococcus, Streptococcus, Escheri-
chia coli i Clostridium.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania somatycznych antygeno-
wych szczepionek z rozpuszczonych, pozbawionych
aktywno$ci bakterii chorobotworczych nalezacych
do grupy takich jak Streptococcus, Staphylococcus,
Neisseriaceae, Escherichia coli i Clostridium,
przez hodowanié wymienionych bakterii na odpo-
wiedniej pozywce zawierajacej jeden lub wiecej
aminokwaséw uzywanych przez te bakterie lub
wspoldzialajgcych w syntezie budowy komorek,
zebranie bakterii, pozbawienie ich aktywnos$ci i
nastepne ich rozpuszczenie, znamienny. tym, zZe
aminokwasy stosuje sie w ilo§ci 1—5% wagowych
w stosunku do ilosci pozywki hodowlanej w celu
uzyskania bakterii o oslabionych &ciankach ko-
moérkowych, bardziej podatnych na rozpuszczenie.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Zze
w przypadku wytwarzania szczepionek z bakterii
nalezacych do grupy Staphylococcus, Streptoco-
ccus, Neisseria i Escherichia coli jako aminokwas
stosuje sie glicyne.

3. Spos6b wedlug zastrz, 1, znamienny tym, ze
jako aminokwas stosuje sie L-proline, D,L-wa-
line, L-histydyne, D,L-asparagine i L-argine.

4. Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
rozpuszczanie bakterii przy$piesza sie przez po-
dzialanie na nie enzymem litycznym, po uprzed-
nim pozbawieniu ich aktywno$ci odpowiednim
Srodkiem bakteriobdjczym.

5. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako pozywke hodowlang stosuje sie zmodyfiko-
wang pozywke Frantza. Lo -
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