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Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
Viruslebendimpfstoffen fiir den Einsatz gegen Viruskrank-
heiten.,

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Nach dem bisherigen Stand der Technik exrfolgt die Virus-
vermehrung fir die Impfstoffproduktion iiber Versuchstie-
re oder mit Hilfe wvon bebriiteten Hihnereiern oder mit Hil-
fe von Zellkulturen. Bei Zellkulturen werden Finschicht-
zellkulturen (Monolayer), Rollerkulturen oder Suspensions-—
kulturen verwendet.

Einschichtzellkulturen bedingen den hochsten Aufwand an
Arbeitszeit und Material. Eine intensive Kontrolle der Vi~
rusvermehrung durch mikroskopische Kontrolle ist moglich.
Rollerkulturen ergeben die hSchste Viruskonzentration im
Erhaltungsmedium. Der Arbeitszeit~ und Materialaufwand

ist noch erheblich. Suspensionskulturen erfordern den ge-—
ringsten Arbeitszeitaufwand. ZEchte Suspensionskulturen
von Zellen mit Vermehrung der Zellen sind jedock nur mit
permanenten Zellinien mdglich., Fir die Herstellung von
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Lebendimpfstoffen sind permanente Zellinien wenig ge-—
eignet, da die mdgliche Ubertragung von onkogenen In-
formationen iber den Lebendimpfstoff auf den Impfling
nicht auszuschlieBlen ist. Diese bekannten technischen
Losungen sind alle in MAYR et.al., Virologische Arbeits-
methoden, Band 1, VEB Gustav-Fischer Verlag Jena, 1974,
zusammengefalt.,

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, den hohen Material- und Ar-
beltszeitaufwand, wie er bei der Monolayer-Kultur und
auch bei der Rollerkultur auftritt, wesentlich zu senken.

Darlegung des Vesens der Erfindung

Die Virusvermehrung in Monolayer- und in Rollerkulturen
bedingt einen erheblichen Arbeitszeitaufwand, der in

der Hauptsache durch hohe Stiickzahlen an Glasgeridten und
der damit verbundenen Arbeitsgidnge, wie Waschen, Trock-
nen, Sterilisieren und Handhabungen (z.B. Einsaat) be-
grindet ist.

Alle Versuche, primdre Zellen in Suspensionskultur zu
vermehren, sind bisher fehlgeschlagen.

Erfindungsgemidf wurde nun festgestellt, dall man die Vi~
rusvermehrung in Suspension von Primdrzellen durchfiihren
kann, wenn die Virusart eine ausreichende Virusvermeh-
rung vor dem starken Absinken der Lebendzellzahl ermdg—
licht. Im Gegensatz zu den bekannten Verfahren, beil de-
nen vor der Virusbeimpfung eine Anhaftung der Zellen auf
einer Unterlage (z.B. Glaswand der GefdaBe) und nachfol-
gende Vermehrung der Zellen stattfindet (Monolayer- und
Rollerkulturtechnik) bzw. eine Zellvermehrung (Suspen-
sionskuliur von permanenten Zellinien) erfolgt, fallt
beim erfindungsgemilen Verfahren die vorgenannte Phase
der Zellvermehrung (Mindestdauer 24 Stunden) weg.
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Die zur Gewinnung der erforderlichen Virusmenge benttig~
te Zellmenge wird hierbei bereits mit der Zelleinsaat
zugefithrt., Mit als erfindungswesentlich muBl angesehen
werden, dall bei diesem Verfahren, in dem die Primirzel-
len in Suspension gehalten werden, eine Uberlebenszeit
der Primirzellen erreicht wird, die bei Virusarten mit
kurzen Vermehrungszeiten, wie Aujeszky-Virus und New-
castle disease-Virus, eine filir die Impfstoffproduktion
ausreichende Virusvermehrung ermdglicht., Auf diese Vei-
se wurde nun erstmalig die Virusvermehrung mittelc Sus=-
pension von Primdrzellen fiir die Impfstoffproduktion an-
gewandt., Als Primdrzellen finden Gefliigelembryofibrobla-
sten, insbesondere Hiihnerembryofibroblasten Verwendung,
weil diese technologisch gut zu handhaben und in fiir die
Impfstoffproduktion erforderlicher Qualitdt in ausrei-
chender Menge verfiigbar sind.

Fiir die Virusvermehrung wird in ein Xultivationsgefids,
das mit einer Rihrvorrichtung ausgeriistet ist, eine sol-
che Zellmenge eingesit, dafl eine Zellkonzentration von

1 x 10° bis 4 x 106, vorzugsweise 3 x 10° Zellen/ml er-~
reicht wird, Die Bebritung erfolgt bei 37° C bei einem
geregelten pH-Wert von 6,9 bis 7,3. Die Fiillmenge des
KultivationsgefdBes darf 80 % des Gesamtvolumens nicht
iberschreiten. Die Virusbeimpfung erfolgt innerhaldb von

30 min. nach der Zelleinsaat. Wiahrend der Virusvermehrungs-—

phase wird die Sedimentation der Zellen durch stédndiges

Rithren des Nohrmediums verhindert. Die Virusernte erfolgt
24 bis 48 Stunden nach der Beimpfung. Das Rohvirusmaterial
wird in bekannter Weise weiterverarbeitet.

Ausfihrungsbeispiel 1

Ein 30~1-Fermentor mit Rithreinrichtung wurde mit 13,05 1
Zellsusvension (Konzentration der Zellen 3 x 10 /ml),
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bestehend aus gepufferter SalzlUsung nach HANKS unter
Zusatz von 0,2 % Laktalbuminhydrolysat und 3 % Kilber-
serum, gefiillt. Als Zellen finden Hilhnerembryofibrobla-—
sten Verwendung. 15 min. nach der Zelleinsaat wurde der
Ansatz mit 650 ml (Aujeszky-Virus) beimpft. Das Rohvi-
rusmaterial lag dabei in eilner Konzentration von 105’5
KID50/O,1 ml vor. Den Titerverlauf zeigt Tabelle 1:

Tabelle 1 - Vermehrung von AUJESZKY-Virus

Titerverlauf Konzentration
(Stunden nach der Beimpfung) (KID5O/O,1 ml)
27 10740
43 10892
50 10890

Der pH-Wert lag wdhrend des Ansatzes zwischen 7,0 und
743, 50 Stunden nach der Beimpfung erfolgte die Virus-
ernte. Unter Zusatz von GS-4-Stabilisator wurde das Roh-
virusmaterial lyophilisiert.

Ausfiilhrungsbeispiel 2

Ein 6 1-Glasfermentor mit Rihrer wird mit 2 1 Zellsus-
pension (Xonzentration der Zellen 4 x 10° Zellen/ml),
bestehend aus gepufferter Salzldsung nach HANKS mit

0,5 % Laktalbuminhydrolysat und 10 % Kilberserum, ge-
fillt. 30 min. nach der Einsaat wird mit 253 ml New-
castle disease-Virus (Titer 107233 KID50/0,1 ml) be-
impft. Bei einem pH-Wert von 7,4 wird folgender aus Ta-
belle 2 ersichtlicher, Titerverlauf beobachtet.



Tabelle 2 - Vermehrung von Newcastle disease-Virus

Titerverlauf Konzentration
(Stunden nach der Beimpfung (KID50/0,1 ml)
19 10%133
33 107267
50 107323

Die Virusernte erfolgt 50 Stunden nach der Beimpfung.
Unter Zusatz von GS-4-~Stabilisator wird das Rohvirus-
material lyophilisiert.,
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Erfindungsanspruch
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2

Verfahren zur Herstellung von Lebendvirusimpfstof-
fen, insbesondere Aujeszky-Lebendimpfstoff, dadurch
gekennzeichnet, dal die Virusvermehrung in Suspensi-
on von Primidrzellen unter Verhinderung der Zellsedi-
mentation durch Flissigkeitsbewegung bei einexr Zell-
konzentration der Primirzellen von 1 x 106 bis

6 Zellen/ml sowie einer
Virusbeimpfung spdtestens 30 min. nach der Zellein-
saat und die Virusernte vor dem starken Absinken der

Lebendzellzahl exrfolgt.

4 x 106, vorzugsweise 3 x 10

Verfahren nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, daB
als Prim#rzellen Gefliigelembryofibroblasten, vor-
zugsweise Hilhnerembryofibreblasten, verwendet wer-
den.

Verfahren nach Punkt 1 und 2 dadurch gekennzeichnet,
dal die Virusvermehrung bei einer Fiillmenge von ma-
ximal 80 % des Gesamtvolumens des Kultivationsgefds-—
ses, bei einer Temperatur von 37° C und einem pH~
Wert von 6,9 bis 7,3 erfolgt.
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