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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia szczepionki przeciw §wince, zawierajgcej osla-
biony zywy wirus §winki. Na skutek ostabienia,
wirus §winki zawarty w szczepionce nie wywotuje
reakeji klinicznych lub wywoluje te reakcje tylko
w niewielkim stopniu, natomiast w wysokim stop-
niu powoduje w ludzkim organizmie wytwarzanie
przeciwcial przeciw wirusowi §winki i tym samym
stanowi istotng ochrone przed infekcja wirusem
i przed choroba.

Swinke, podobnie jak i odrg, zwykle traktuje
sie jako jedng z mniej powaznych chor6éb okresu
dzieciecego. W typowym przypadku Kklinicznym
tak jest istotnie. Jednak w przypadkach klinicz-
nie nietypowych, konsekwencje infekcji wirusem
Swinki moga byé ciezkie, a nastepstwa choroby
moga byé réwnie niszczace jak i w przypadku
odry z komplikacjami.

W typowym przypadku $§winki ostry etap go-
rgczkowy nastepuje po 18—21 dniowym okresie
inkubacyjnym. Zasadniczymi objawami klinicznymi
sg: goraczka wraz z jednostronnym lub dwustron-
nym opuchnieciem przyusznym, a niekiedy i po-
wiklania, obejmujace gruczol podiuchwowy i gru-
czol podjezykowy.

Infekeji wirusem §winki zwykle towarzyszy wi-
remia jak réwniez moga nastgpi¢é powiklania
w szeregu takich organéw i ukladéw jak epidi-
dymis, stercz, jajniki, watroba, trzustka, S$ledzio-
na, tarczyca, nerki, blednik uszny, oczy, grasica,
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osierdzie, gruczoly piersiowe i centralny system
nerwowy. Do najwazniejszych objawéw chorobo-
wych nalezy: encephalitis, encephalomyelitis, za-
palenie nerwéw twarzowych, tr6jdzielczego lub
ocznych, aseptyczne zapalenie opon mézgowych
(0,5—10°% przypadkéw), scleritis, pancreatitis pro-
wadzace niekiedy do cukrzycy oraz architis lub
ovaritis prowadzace niekiedy do atrofii i nieplod-
nofci. U dzieci powazne komplikacje wystepuja
rzadko. Znacznie groZniejsze niebezpieczenstwa to-
warzysza infekeji u ludzi dorosltych, ktérzy unik-
neli tej choroby w dzecinstwie.

Bezkomplikacyjna $§winka u dzieci wyczerpuje
i meczy rodzicow i powoduje dluzsza absencje
w szkole. Natomiast §winka z komplikacjami, za-
ré6wno w wieku dzieciecym jak i dorostym moze
mieé zakres od lekkich dolegliwo$ci z pozornym
wyzdrowieniem, az do zniszczenia i spowodowa-
nia niewydolno$ci podstawowych system6é6w orga-
nizmu, co moze spowodowaé Smieré lub trwatle
kalectwo.

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarza-
nia szczepionki przeciw §wince, zawierajacej osla-
biony zywy wirus §winki i powodujacej powsta-
wanie w organizmie ludzkim przeciwcial przeciw
wirusowi $§winki, bez réwnoczesnego wywolywa-
nia ciezkich objawéw choroby. Spos6b ten polega
na tym, ze zjadliwy wirus §winki izoluje si¢ i ho-
duje przeprowadzajac co najmniej 10, a korzyst-
nie 15 kolejnych pasazy w zaplodnionych jajach
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kurzych otoczonych skorupa, powodujac stopniowe
oslabienie wirusa, ktéry nastepnie rozmnaza sie
w temperaturze 30—38°C w kulturze zawierajacej
tkanke 9—11-dniowego zarodka kurczecia. W ostat-

niej fazie procesu z ostabionego, Zywego wirusa

wytwarza sie szczepionke.

Wyodrebnianie i adaptacje zjadliwego wirusa
do dalszej hodowli prowadzi sie w kulturze z za-
rodka kurczecia, stosujgc jako Zr6édilo wirusa ma-
terial kliniczny, na przyklad tampony z gardla
0s6b chorych na §winke lub wirus uprzednio ho-
dowany w zaplodnionych jajach kurzych. Inku-
bacje zakazonych kultur prowadzi sie w tempe-
raturze 30—34°C, korzystnie w temperaturze 32°C,
albo w temperaturze 35—38°C, korzystnie 36°C.
Typowe metody wyodrebniania sg nastepujace.
Metoda pierwsza polega na wyodrebnianiu wi-
rusa w zaplodnionych jajach kurzych z materialu
klinicznego, to jest od os6b chorych na $§winke.
Druga metoda polega na wyodrebnianiu wirusa
w kulturze tkankowej 2z zarodka kurczecia,
w oparciu o material kliniczny.

Wyodrebniony i zidentyfikowany wirus $§winki
wprowadza sie do szklanych kolb, zawierajacych
kultury tkankowe z zarodka kurczecia. Kultury te
sporzadza sie z posiekanych i poddanych dziata-
niu trypsyny, w przyblizeniu 10-dniowych zarod-
kéw kurczecia. Srodowiskiem kulturowym moze
byé dowolne medium podtrzymujgce wzrost ko-
morek, na przyklad tak zwane medium 199, z do-
datkiem surowicy cielecej. Medium 199, opisane
szczegblowo w opisach patentowych Stanéw Zjed-
noczonych Ameryki nr 3143470 i nr 3249 504, za-
wiera aminokwasy, witaminy, niebialkowe czyn-
niki wzrostowe, cukry i sole nieorganiczne oraz
ewentualnie antybiotyki, na przyklad penicyline
lub streptomycyne.

Po wprowadzeniu wirusa, zakazone kulfury pod-
‘daje sie inkubacji w kolejnych pasazach w tem-
peraturze 30—38°C, w ciggu ré6znych okresé6w
czasu, przy czym wirus rozmnaza sie i ulega
oslabieniu. Plyny zawierajace wirus gromadz sie
i przechowuje w stanie zamrozonym lub w tem-
peraturze odpowiednio niskiej, aby zachowaé za-
kazne wtaSciwo$ci preparatu. Kolejne pasaze prze-
prowadza sig¢ stosujac rozcieficzony materiat za-
‘rodnikowy i w réznych okresach dokonujgc wie-
lokrotnie zbioréw. Okreflanie sily dzialania za-
kaznego przeprowadza sie przy uzyciu kultury
HeLa albo kultury tkankowej z nerki malpy lub
'z zarodnika kurczecia.

Stwierdzono, ze wirus $§winki zebrany po po-
wtarzanym pasazu seryjnym nie dziala patogeni-
cznie na malpki i gryzonie, u ludzi nie wywo-
tuje reakcji klinicznych lub reakcje fe sg bardzo
stabe, natomiast powoduje znaczng produkcje
przeciwcial. Dzialanie wirusa utrwala sie za po-
imoca odpowiednich stabilizator6w takich jak
sacharoza, albumina ludzka, glutamina, fosforany
oraz ich mieszaniny. Po rie@len‘iu sity dziatania,
partie¢ hodowlang rozdziela sie¢ ‘do amputek prze-
znaczonych do uzytku. Produkt mozna przecho-
wywaé i rozprowadzaé w stanie zamrozonym lub
najkorzystniej w stanie liofilizowanym.
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Wynalazek jest blizej wyja$niony w nizej po-
danych przyktadach.

Przyklad I. Material posiewowy- otrzymuje
si¢ - pierwsza z dwéch wyzej podanych metod.
Dziewiecio-jedenastodniowe zarodki kurczecia po-
zbawia sie gléw i koficzyn i drobno sieka w wa-

‘runkach §ci§le aseptycznych, po czym rozdrobniong

tkanke wielokrotnie przemywa sie¢ roztworem
Hanks’a. Nastepnie przemyta tkanke poddaje sie
dzialaniu trypsyny w ciggu 2—3 godzin w tempe-
raturze 36°C, przy czym stosuje sie 0,25% tryp-
syny (Difco 1:250) w solankowym roztworze bu-
forowym. Zawiesing trypsynowanych komoérek
filtruje sie przez sterylne plétno serowarskie
o dwébch gestoSciach i nastepnie odwirowuje
w ciggu 5 minut przy 1500 obr/min.

Zebrane komorki ponownie przeprowadza sie
w stan zawiesiny w medium wzrostowym, w celu
ich policzenia. Jako medium wzrostowe stosuje
sie medium 199 z dodatkiem 2%, gamma — suro-
wicy cielecej, ogrzanej do temperatury 56°C
w ciggu 30 minut 50 mcg/ml neomycyny. Kultury
w szklanych kolbach hoduje sie przy zawartoSci
350 000 zdolnych do Zzycia komérek w 1 ml. Po
48—172, a korzystanie po 60 godzinach inkubacji
w temperaturze 36°C, kultury te mozna uzyé do
pasazu seryjnego lub do wytwarzania szczepionki.

Kultury oparte na tkance z zarodka kurczecia
sporzadza sie w szklanych kolbach stosujac jako
medium wzrostowe medium 199, zawierajace 2%
pozbawionej aktywno$ci surowicy cielecej. Po
uplywie 3—4 dni od rozpoczecia hodowli, odcigga
sie medium wzrostowe aseptycznie, przemywa
kultury czterokrotnie roztworem Hanks’a w por-
cjach po 100 ml i szczepi, stosujac 2,5 ml rozcien-
czonej kultury posiewowej wirusa $winki na
1 kolbe. Nastepnie dodaje si¢ 70 ml medium 199
zawierajacego 10% odpowiedniego $rodka stabi-
lizujacego dzialanie zakazne wirusa, po czym
kultury poddaje sie inkubacji w temperaturze
32°C.

Do medium wzrostowego i podtrzymujgcego
wprowadza sie neomycyne w takiej ilo§ci, aby jej
stezenie wynosilo 50 mcg/ml. Wielokrotnych zbio-
réw dokonuje sie w odstepach 2—4-dniowych,
przy czym Kkultury zasila sie §wieza pozywka
podtrzymujaca, ktéra zawiera wyzej wspomniany
stabilizator. Przeprowadza sie 10 kolejnych pa-
sazy, wszystkie w temperaturze okolo 32°C.
Oznaczanie dzialania zakaZnego dokonuje sie
w kulturze HeLa lub tkankowej z nerki malpy.
Kazdy zbi6ér gromadzi sie w warunkach aseptycz-
nych w sterylnym zbiorniku i pobiera prébki
w celu sprawdzenia sterylno$§ci mikrobiologicznej
za§ pozostalo§¢é zamraza w mieszaninie ozigbia-
jacej suchy 16d — alkohol. Przed selekcja zbioru
lub zbioréw dla sporzadzania szczepionki plyny
zawierajgce wirus przechowuje sie w temperatu-
rze —70°C w elektrycznej zamraZarce.

Selekcji tej dokonuje sie po zebraniu wynikéow
z okre§lania dzialania zakaZnego, wytypowany
material wyjmuje si¢ z zamrazarki i doprowadza
do odtajania, po czym pobiera si¢ proébke do ba-
dania kontrolnego i okre§lenia czy material jest

‘bezpieczny. Reszte plynu klaruje sie i ponownie
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pobiera prébke do sprawdzenia na malpach czy
material jest bezpieczny. Z kolei do plynu dodaje
sie dodatkowego odpowiedniego stabilizatora, roz-
lewa do osobnych fiolek i suszy. Po zakonczeniu
suszenia, fiotki kapsluje sie i uszczelnia. Szcze-
pionke odtwarza sie przez dodanie do fiolki ste-
rylnej wody.

Pr6éby na ludziach. Dawke szczepionki zawie-
rajacej oslabiony wirus §winki otrzymato poza-
jelitowo okolo 150 dzieci, kt6ére uprzednio nie
chorowaly na §winke. W ciggu miesigca od szcze-
pienia wszystkie dzieci zareagowaly wyraZnym
odczynem przeciwcialowym. Przy tym w zalez-
no$ci od szczepu wirusa $winki i iloSci pasazy
w zaplodnionych kurzych jajach lub w kulturze
tkankowej zarodka kurczecia, ‘u dzieci wystapily
bardzo slabe objawy kliniczne choroby lub
w ogble objawy te nie wystapity.

Przyklad II. Powtarza sie tok postepowania
opisany w przykladzie I z tym, Zze inkubacje
przeprowadza sie w temperaturze 36°C.

Przyklad III. Postepuje sie w sposéb po-
dany w przykladzie I, lecz stosujac posiew wi-
rusa $§winki otrzymany drugg z wyzej opisanych
metod.

‘W celu oslabienia wirusa mozna dokonaé wie-
cej lub mniej pasazy wirusa w kulturze tkanko-
wej z zarodka kurczecia. Mozna réwniez prze-
prowadzié to seryjnymi pasazami w zaptodnionych
jajach kurzych. Taki tok postepowania ilustrujg
ponizsze przyklady, w ktérych ZJK oznacza za-
plodnione jaja kurze, za§ KTZK oznacza kulture
oparta na tkance zarodka kurczecia. Szczegdlnie
dobre wyniki uzyskuje si¢ w warunkach poda-
nych w przykladach Va i Vbh.

Przyktad 1IV. 3 ZJK w temperaturze
36°C +1 KTZK w temperaturze 36°C,

Przyklad V. 10 ZJK w temperaturze
36°C + 10 KTZK w temperaturze 36°C.

Przyktad Va. 10 ZJK w temperaturze
36°C + 2 KTZK w temperaturze 36°C.

Przyklad Vb, 15 ZJK w temperaturze
36°C + 2 KTZK w temperaturze 36°C.
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Przyklad VI 20 ZJK w temperaturze
36°C + 2 KTZK w temperaturze 36°C.

Przyklad VII BezpoSrednie wyodregbnie-
nie z KTZK w temperaturze 36°C +1 KTZK
w temperaturze 32°C.

Przyklad VIII. BezpoSrednie wyodrebnie-
nie z KTZK w temperaturze 36°C + 10 KTZK
w temperaturze 32°C. . .

Przyklad IX. Bezpo§rednie wyodrebnienie
z KTZK w temperaturze 36°C + 1 KTZK w tem-
peraturze 36°C.

Przyktad X. BezpoS$rednie' wyodrebnienie
z KTZK w temperaturze 36°C + 10 KTZK w tem-
peraturze 36°C.

W celu oslabienia wirusa $§winki szczegblng
uwage pos§wiecono w niniejszym opisie dziesieciu
pasazom seryjnym poprzez KTZK, lecz zrozumija-
lym jest, ze dla ostabienia wirusa wystarczyé
moze takze i mniejsza liczba pasazy. Réwniez
pojedyncza inkubacja w KTZK pozwala uzyskaé
wirus, ktéry w organizmie ludzkim wywoluje
produkcje przeciwcial z jednoczesnym obnizeniem
symptoméw choroby. Kolejne pasaze po pierwszej”
hodowli w KTZK powodujg dalsze oslabienie
wirusa.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb  wytwarzania szczepionki  przeciw
§wince, zawierajacej ostabiony zywy wirus
§winki, znamienny tym, Zze =zjadliwy wirus
§winki hoduje sie przeprowadzajac co naj-

mniej 10 kolejnych pasazy w zaplodnionych
jajach kurzych, co powoduje stopniowe osta-
bianie wirusa, a nastepnie rozmnaza sie go
w temperaturze 30—38°C, w kulturze zawie-
rajacej tkanke 9—I11-dniowego zarodka kur-
czecia.

2. Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
przeprowadza sie 15 kolejnych pasazy zaplod-
nionych jajach "kurzych i dwukrotny zabieg
rozmnazania w kulturze zawierajgcej tkanke
zarodka kurczecia.
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