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Sposéb wytwarzania mieszanki szczepionkowej przeciw goraczce
transportowej bydta
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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia szczepionki przeciw gorgczce transportowej
bydta, zawierajgcej inaktywowana mieszanine wi-
rusa Myxovirus parainfluenza-3 oraz drobnoustro-
jéw Pasteurella, z dodatkiem adiuwanta. Szcze-
pionka wytwarzana sposobem wedlug wynalazku,
wykazuje zdolnoéé do zasadniczo calkowitego uod-
pornienia bydia przeciwko zakazZeniu wirusowemu
przez Myxavirus parainfluenza-3 oraz przeciwko
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wyosobnionych z pluc cielat chorych na goraczke
transportows. Gotowa cze§é bakteryjna zawiera
25,0 czeéci Pasteurella multocida, 25,0 czeéci Paste-
urella hemolytica, 48,6 cze$ci lekkiego oleju mi-
neralnego i 1,4 czeSci emulgatora. Gotowa szcze-
pionka zawiera réwne ilo§ci inaktywowanej for-
maling cze§ci wirusowej i czeSci bakteryjnej. Prze-
prowadzone badania (The Cornel Veterinarian,
tom 54, nr 1, str. 41—49) wykazaly jednak, zZe
szczepionka ta nie zabezpiecza dostatecznie bydla

pasterellozie, zwigzanym z gorgczka transportows. ip

Wystepowanie wirusa My=xovirus parainfluenza-3 przed goraczka transportowa. O negatywnych wy-
oraz drobnoustrojéw Pasteurella w drogach odde-~ nikach stosowania znanej szczepionki zawierajacej
chowych bydla zostalo dowiedzione niewatpliwie. Myxovirus parainfluenza-3 inaktywowanej forma-
Obecnie stwierdzono réwniez z calg pewnoécig, ze ling informuje wréwniez artykul zamieszczony
stanowia one etiologiczne wazne czynniki w zespole ;; W Journal of the American Veterinary Medical
chorobowym, zwanym goraczka transportowa. E- Association, tom 142, nr 8, str. 881—883.
tiologiczne czynniki tego zespolu chorobowego Cecha znanych szczepionek przeciwko goraczce
tworza prawdopodobnie kompleks zlozony z kilku transportowej bydta jest miedzy innymi to, Ze ja-
elementéw. ko adiuwant zawieraja olej mineralny.

Znanych jest kilka sposobéw wytwarzania mie- 20 Stwierdzono, Ze znacznie skuteczniej dzialajaca
szanek szczepionkowych do uodporniania zdrowe- mieszanke  szczepionkowa  przeciwko goraczce
go bydia przeciwko chorobie, a raczej zespotowi transportowej otrzymuje sig¢ jezeli zamiast oleju
chorobowemu goraczki transportowej. Sposéb do- mineralnego stosuje sie adiuwant zawierajacy jon
tychczas = najczeSciej stosowany jest opisany glinowy, taki jak zel wodorotlenku glinowego, tle-
w Journal of the American Veterinary Medical ,; nek glinowy w postaci zdyspergowanej lub fosfo-
Association, tom 142, nr 8, str. 884—887. Polega on ran glinowy. ‘
na tym, ze jako cze$é wirusowg mieszanki stosuje Spos6éb wedlug wynalazku polega ma tym, ze do
sie wirus parainfluenza-3, a jako czeéé bakteryjna mieszaniny hodowli Myxovirus parainfluenza-3,
hoddwle Pasteurella, przygotowana ze szczepéw hodowli Pasteurella multocida i hodowli Pasteu-
Pasteurella multocida i 30 rella hemolytica dodaje sie zel wodorotlenku gli-~

Pasteurella hemolytica,
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nowego, zdyspergowany tlenek glinowy lub fosfo-
ran glinowy, przy czym ilo§¢é adiuwanta dobiera
sie tak, aby otrzymaé preparat o stezeniu jondéw
glinu chemicznie réwnoWainym stezeniu, otrzyma-
nemu przez dodanie okolo 10—50 ml wodnej za-
wiesiny o zawarto§ci AlyO; wynoszacej w stosunku
wagowym 1,3% na 100 ml hodowli drobnoustrojéw
i aby otrzymany preparat wykazywal gesto§é 5—.
—10 krotnie wyzszg niz prébéwka McFarlanda nr
1, wedlug skali testu metodg McFarlanda. Przed
_ dodaniem lub po dodaniu adiuwanta, drobnoustro-
je ‘ma.ktywuje sie pojedynczo lub w mieszaninie
za pomocg znanego $rodka inaktywujgcego, a na-
stepnie zobojetnia ewentualnie nadmiar $§rodka
inaktywujgcego i do preparatu dodaje dopuszczal-
ny do stosowania pozajelitowego antyseptyk w
ilo$ciach bakteriostatycznych i fungistatycznych.

Adiuwant stosowany wedlug wynalazku powi-
nien zawieraé jon glinowy w postaci odpowiadaja-
cej przepisom farmakopei. Moze to byé wodny roz-
twér odpowiedniej soli glinowej lub tez w postaci
adsorbentu stalego albo uwodnionego Zzelu, zawie-
rajacych jon glinowy. Przykladami odpowiednich
postaci jonu glinowego sa wolne zele lub wodne
dyspersje wodorotlenku albo tlenku glinowego oraz
sole glinu, a takze mieszane sole glinowe réznych
kwasow. Najodpowiedniejszymi postaciami. mate-
rialéw zawierajacych jon glinowy sa: wodny zel
wodorotlenku glinowego, wodna zawiesina aktyw-
nej glinki (tlenku glinowego), oraz. uwodniony fo-
sforan glinowy w postaci §wiezo skreconej, wyrdz-
niajacej sie bardzo duza aktywnos$cia. Materialy te
mozna wytwarzaé za pomoca podwojnej wymiany
miedzy odpowiednimi solami prekursorowymi
w wodnych roztworach lub zawiesinach, po czym
odpowiedni strgcony osad odsgcza sie i przemywa
w warunkach gwarantujacych odpowiednig steryl-
no§é, az do chwili uzycia.

Fosforan glinowy mozna wytwarzaé¢ na przykiad
przez zmieszanie wodnych roztworéw chlorku gli-
nowego i ortofosforanu dwusodowego, albo roz-
tworéw siarczanu glinowo-potasowego i ortofosfo-
ranu tréjsodowego. Powstaly osad odsacza sie
i przemywa woda, aby usungé substancje rozpusz-
czalne, po czym osad ten w stanie wilgotnym moz-
na dodaé¢ do zinaktywowanej hodowli wirusa albo
do mieszaniny wirusowo-bakteryjnej, jak opisano
powyzej. Z mieszaning wirusowo-bakteryjng albo
ze zinaktywowang hodowlg wirusa miesza sie ma-
teriat zawierajacy jon glinowy w postaci wodnego
roztworu zelu albo dyspersji na stalym adsorben-
cie. W materiale tym stezenie zwigzku glinu wy-
nosi okolo 0,5—59, wagowych, a najlepiej okoto
1—20, wagowych. Ten zwigzek glinowy dodaje

. sie w ilo§ci chemicznie réwnowaznej okolo 10—50
ml, najlepiej 20—30 ml wodnej zawiesiny 1,30
wagowych tlenku glinowego na 100 ml mieszaniny
hodowli wirusa z hodowlg bakterii albo zinaktywo-
wanej hodowli wirusa. Powstalg mieszanine nalezy
dokladnie wymieszaé, w celu zapewnienia réwno-
miernoéci skladu. Zazwyczaj wystarcza mieszanie
w ciggu 15 minut.

Do inaktywacji drobnoustrojéw stosuje sie zna-
'ne &rodki inaktywujace, na przyklad aldehyd
mréwkowy, p-propiolakton, hydroksylamine, fenol
lub chloroform. Najodpowiedniejszym inaktywato-
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rem jest aldehyd mréowkowy, totez w dalszym of)i-
sie jako inaktywator wymienia sie dla uproszcze-
nia tylko ten zwigzek. Ewentualny nadmiar alde-
hydu mréwkowego zobojetnia sie roztworem wo-
dorosiarczynu metalu alkalicznego, korzystnie
wodorosiarczynu - sodowego. Przed =zmieszaniem
mieszanki = wirusowo-bakteryjnej z adiuwantem
korzystnie jest doprowadzié warto§¢ pH mieszanki
do 6,4—6,8, dodajac w zaleznosci od potrzeby od-
powiednia ilo§¢é kwasu lub zasady, na przyktad
kwasu solnego lub wodorotlenku sodowego.

Probki inaktywowanej mieszanki wirusowo-bak-
teryjnej odstawia sie¢ do .badan na antygenowo$é
bakteriologiczng i wirusowa, a gléwng porcje pro-
duktu konserwuje sie za pomocg znanego §rodka
antyseptycznego, na przyklad soli sodowej estru
etylorteciowego kwasu salicylowego. Oftrzymana
zinaktywowana mieszanka wirusowo-bakteryjna
z adiuwantem moze byé stosowana w tej postaci,

20 .alba tez mozma.ja stezyé przez lamnie cieczy znad
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osadu. Takie stezenie szczepionki nie jest mozliwe
w przypadku znanych szczepionek, zawierajgcych
adiuwant olejowy.

Mieszanke wirusowo-bakteryjna pa‘zygotowuje
si¢ w ten spos6b, ze My=xovirus parainfluenza-3
rozmnaza sie zwyklymi metodami w hodowli tkan-
kowej z nerki zarodka lub dorostego bydlecia,
matpy, krélika albo w hodowli podobnych, jedno-

_warstwowych zanurzonych komérek nerkowych

pierwotnych, badz tez komoérek linii tkankowej tak

.-dlugo, az komérki zakazone wirusem wykazg efekt

cytopatogeniczny, charakterystyczny dla tego
szczepu wirusa. W osobnym zabiegu hoduje sie
Pasteurella multocida i oddzielnie Pasteurella he-
molytica na agarze albo w cieklych srodowiskach
pozywkowych. W razie potrzeby zjadliwo§é bak-
terii mozna zwiekszyé, hodujac bakterie naj-pierw'
na tkankach workéw omoczniowego i owodniowe-
go zarodka kurzego albo na tkankach myszy, kré-
likéw lub éwinek morskich. Nastepnie plon kazdej
z tych bakterii zbiera sie osobno z ich $§rodowisk
hodowlanych, mieszajgc razem porcje plonowego
plynu wirusa z odpowiednimi $§rodowiskami zawie-
rajacymi bakterie, aby otrzymaé osobne zZywe mie-
szaniny: wirus Pasteurella multocida oraz wirus
Pasteurella hemolytica.

Oddzielne mieszaniny wirusowo-bakteryjne do-
prowadza sie w przyblizeniu do jednakowej gesto=
Sci lezacej w granicach 5-10-krotnej, a 'korzystnie
okolo T7-8-krotnej gestosci probéwki McFarlanda
nr 1, mierzonej typowg metoda McFarlanda. Na-.
stepnie laczy sie poszczegélne mieszaniny wiruso-
wo-bakteryjne, reguluje warto§¢ pH kombinowanej
mieszanki w sposéb wyzej podany, po czym mie-
szanke te inaktywuje sie i miesza z adiuwantem
lub inaktywuje po zmieszaniu z adiuwantem. .

Zgodnie z wynalazkiem, mozna hodowle Myxo-
virus parainfluenza-3, hodowle Pasteurella hemoli-
tica i hodowle Pasteurella multocida inaktywowaé
osobno, a nastepnie mieszaé¢ te hodowle przed lub
po dodaniu adiuwanta. Korzystnie jest dodawaé
adiuwant do zinaktywowanej hodowli wirusa
jeszcze przed zmieszaniem z zinaktywowanymi ho-
dowlami P&steurella hemolytica i Pasteurella mul-
tocida. Umozliwia to wykonanie oddzielnych préb
dla mieszanin wirusa z bakteriami Pasteurella he-
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molytica oraz wiruspa z bakteriami Pasteurella
multocida, aby okreélié proporcje hodowli wirusa
oraz hodowli Pasteurella hemolytica i Pasteurella
multocida potrzebne do wytworzenia optymalnych
mieszanek wirusowo-bakteryjnych. Po zmieszaniu
adiuwanta z hodowla wirusa moina dodaé obli-

‘czone iloéci zinaKtywowanych hodowli Pasteurella

hemolytica i Pasteurella multocida w celu otrzy-
mania mieszanki szczepionkowej o 'zadanej gesto-
Sci. I ~

Proces wedlug wynalazku korzystnie jest prowa-
dzi¢ w ten sposdb, ze Myxovirus parainfluenza-3
namnaza sie znanag metodg hodowli tkankowej
z nerki bydlecej tak dlugo, az 50—709, komorek
wykaze charakterystyczny efekt cytopatogeniczny,
po czym hodowle te miesza sie z hodowlami bak-
terii uzytymi w iloSci nie wigkszej niz 250, ob-
jetosciowych otrzymanej mieszanki wirusowo-ba-
kteryjnej. Gesto§é t&j mieszanki nastawia sie tak,
aby rownala sie okolo 7-8-krotnej gestoSci pro-
béwki McFarlanda nr 1, a jako adiuwant stosuje
si¢ wodna zawiesine Zelu wodorotlenku glinowego,

zawierajaca okolo 1—20) wagowych wodorotlenku

glinowego. Otrzymana mieszanine miesza sie z al-
dehydem mréowkowym w takiej iloéci, aby uzys-
kaé stezenie tego zwigzku wynoszace okolo 0,075—
—0,125%, wagowych, a nastepnie do tak zinakty-
wowanej mieszaniny wirusowo-bakteryjnej dodaje
sle soli sodowej estru. etylorteciowego kwasu sali-
cylowego w ilo§ci okoto 0,4—0,6 ml 109, roztworu
ria 1 litr mieszaniny.

Hodowle posiewowe wirusa Myxovirus parain-
fluenza-3 stosowane do wytwarzania mieszanki
szczepionkowej wedlug wynalazku powinny odpo-
wiadaé nastepujacym wymogom: wirus powinien
wywolywaé charakterystyczny efekt cytopatoge-
niczny w komérkach hodowli tkankowej z nerki
bydlecej w ciagu 2—5 dni, powinien byé neutrali-
zowany swoista surowicg odpornosciowa przeciw-
ko parainfluenza-3, powinien powodowaé hemaglu-
tynacje (HA) czerwonych cialek krwi $winki mor-
skiej, o takze hemadsorpcje krwinek czerwonych
§winki morskiej w zakazonych hodowlach. Zawie-
rajace wirus hodowle posiewowe stosowane podczas
wykonania niniejszego wynalazku powinny wyka-
zywaé miano zjadliwo$ci (miano HA) 1:40 lub
wyzsze wobec czerwonych krwinek §winki mors-
kiej oraz miano zakazalno$ci w hodowlach tkan-
kowych z nerki bydlecej wynoszace 103 na mililitr
lub wyzsze. Hodowle wirusa kontroluje sie jak
zwylkde na jalowoéé¢ bakteriologiczng oraz na nie-
obecnodé drobnoustrojéw z rodzaju wywolujgcych
pleuropneumonie (zapalenie ptuc i oplucnej).

Hodowle posiewowe oraz hodowle produkcyjne
wirusa namnaza sie w szczepach komérek pierwot-
nych, w szczepach komérek linii tkankowej, albo
w szczepach komérek diploidalnych z nerki zarod-
ka lub dorostego bydlecia, albo z merki zarodka
lub dorostej malpy. Szczepy te przygotowuje sie
przez trypsynowanie tkanek i zawieszenie komoérek
w zréwnowazonym roztworze soli Hanksa i Earle’a,
wzbogaconym malg ilo$cia hydrolizatu laktoalbu-
miny. Srodowisko hodowli produkceyjnej moze
w razie potrzeby zawiera¢ surowice bydleca, lecz

nie jest to konieczne. Jako Srodki ’ko’nserWuja‘-ce'
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mieszaning mozna stosowaé drobne ilgéci penicy-
liny i streptomycyny.

Stosowane naczynia moga mieé dowolng odpo-
wiednia pojemno§é. Wynalazcy hodowali wirus
w butelkach aptecznych o pojemnos$ci od 60 ml az -
do 5-litrowych, szklanych butli Povitsky’ego. Hc-
dowle posiewowa wirusa liofilizuje sie ze sterylng
wodg destylowang i odpowiednim stabilizatorem.

Srodowisko -do hodowli produkcyjnej zakaza sie
w warunkach aseptycznych 4—69, objetoSciowych
liofilizowanej hodowli posiewowej. W tym $rodo-
wisku hoduje sie wirus az do osiagniecia miana
wy.noszq.cégo co najmniej 103, a najlepiej co naj-
mniej 108 zakazonych wirusem komoérek w jednym
mililitrze. Na przykiad odpowiednie miano wirusa
mozna osiggngé przez inkubowanie w ciggu 2—17
dni w temperaturze okoto 35—38°C zakaZonego wi=
rusem §$rodowiska komoérek pierwotnych z nerki
bydlecej. ’

Plon wirusa, czyli obcigzone nim ciecze z ho--
dowli tkankowej 3z naczyn wolnych od bakterii
i innych zanieczyszczen zbiera sie przez aseptyczne
przeniesienie ptynéw hodowlanych, lacznie z ko-
morkami, bezposrednio do stadium mieszania z ba-
kteriami albo do odpowiednich naczyh zbiorczych.
Ciecze te stosuje sie do wymywania $rodowiska
pozywkowego kazdego z obu rodzajéw bakterii po
uplywie 2—7 dni od chwili zakaZenia nimi tego
srodowiska. Ciecz zawierajgcg zywy wirus mozna
stosowa¢ natychmiast, albo w razie potrzeby mozna
ja zamrozié i przechowaé w temperaturze chlod-
ni lub zamrazalnika, aby zwiekszyé otrzymany
plon wirusa i zachowaé ciecz do poéiniejszego
uzycia. Aby taka ciecz mogla byé uzyta do wymy-
wania bakterii zgodnie z wynalazkiem, powinna
wykazywaé miano HA 1:40 lub wyzsze wobec
czerwonych krwinek §winki morskiej oraz miano
zakazalno§ci wirusowej. w tkankowych hodowlach
z nerki bydlecej wynoszace co najmniej 103 czg-
stek wirusa w 1 ml Srodowiska.

Posiewowe hodowle drobnoustrojéw Pasteurella
mozna rozmnazaé zwyklymi metodami ma poiyw-
kach dostepnych w handlu.

Podczas wytwarzania wigkszych iloSci kazdego
z obu rodzajéw bakterii liofilizowang ampulka
kazdego szczepu bakterii stosuje sie do zakazenia
duzych objeto$ci agaru lub bulionu tryptozowego-
przeznaczonych po 7—24 godzinnym inkubowaniu
jako posiew produkcyjny. Ilo§¢ posiewu moze sie
zmieniaé, zaleznie od uzytego naczynia. Zazwyczaj
stosuje sig¢ ilo§¢ posiewowej hodowli bakterii na
bulionie dostateczng do pokrycia powierzchni aga-
ru. Przy uzyciu cieklych $§rodowisk hodowlanych
zakaza sie Srodowisko za pomocy okojo 1—5 % ob-
jeto§ci posiewu w produkcyjnej hodowli na bulia-
nie. Hodowle bakterii inkubuje sie w temperaturze
okolo 35—38°C w przeciggu czasu wystarczajgcym
do zwigkszenia miana bakterii, co najmniej do 107,
a korzystnie do 10° zdolnych do zycia komoérek
bakteryjnych w 1-mililitrze. -

Jak zaznaczono powyzej, osobne hodowle Paste-
urella hemolytica oraz Pasteurella multocida mozna
zmieszaé z clecza z hodowli tkankowej Zywego wi-
rusa parainfluenza-3, a nastepnie mieszaning ina~
ktywowaé aldehydem mréwkowym albo tez wszy=
stkie trzy hodowle mozna inaktywowaé oddzielnie,
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dodajac do nich odpowiednie roztwory aldehydu
mréwkowego, nastepnie pozostawié w spokoju az
do chwili uzycia i dopiero wtedy zmieszaé. Eaczac

‘hodowle tkankewa wirusa z hodowlami bakterii,

7

nalezy zwré6cié uwage na proporcje cieczy z ho-
dowli wirusa oraz cieczy z hodowlanych bakterii,
aby osiagnaé koncowq gesto§é cieczy -wirusowo-
bakteryjnej réwnowazng wyzej wspomnianej ge-
stoéci wedlug skali McFarlanda. Aby otrzymaé
mieszanke ostateczng o wyzej wskazanej gestosci
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wediug skali McFarlanda, mozna réwniez mieszaé-

zinaktywowana mieszaning hodowli wirusa i ho-
dowli bakterii. _ ‘

Po zmieszaniu cieczy z hodowli tkankowej wi-
rusa z kazda z cieczy z hodowli bakterii, mozna w
kazdej z mieszanin wirusowo-bakteryjnych osigg-
naé zasadniczo jednakowsq .gesto§¢ za pomoca do-
datku cieczy z hodowli tkankowej wirusa albo ho-
dowli bakterii, zaleznie od potrzeby. Jezeli hodowle
Pasteurella rozmmnaza si¢ w $rodowisku cieklym,
to do rozcieficzenia poszczegélnych spluczyn Paste-
urelli do zadanej gestoSci koncowej stosuje sie
wystarczajacy ilo§é cieczy z hodowli tkankowej
wirusa. W mieszance wirusowo-bakteryjnej ho-
dowla Pasteurelli nie powinna stanowié¢ wiecej niz
okoto 250 objetosci.

Jezeli zgodnie z wynalazkiem po doprowadzeniu
oddzielnych mieszanin Myxovirus parainfluenza-3
— Pasteurella multocida oraz Myxovirus parainflu-
enza-3 — Pasteurella hemolytica do zagdanej gestos-
ci miesza sie z sobg zasadniczo réwne objetosci
poszczegblnych skladnikéw, woéwezas wartosé pH
otrzymanej mieszaniny doprowadza sie do 6,4—6,8
za pomocg dodatku kwasu, na przyklad 0,1 n kwa-
su solnego, albo zasady, jak na przyklad wodoro-
tlenku sodowego. Do tak otrzymanej mieszaniny
o nastawionym pH dodaje sie adiuwanta zawiera-
jacego jon glinowy.

Wedlug wynalazku moZna réwniez inaktywo-
waé trzy hodowle oddzielnie aldehydem mréwko-
wym, po ustaleniu proporcji hodowli wirusa i ho-
dowli Pasteurella hemolytica oraz hodowli wirusa
Pasteurella multocida, zapewniajgcych zadang ge-
sto§¢ mieszanki, okre§long na przyklad wyzej opi-
sanymi metodami testowymi. Zinaktywowang ho-
dorwlé wirusa mozna laczy¢ z mieszaning adiuwan-
ta zawierajacego jon glinowy jeszcze przed zmie-
szaniem z ta hodowla okreSlonych iloci hodowli
Pasteurella hemolytica i Pasteurella multocida.

W stadium inaktywacji, czyli zabijania wirusa
i bakterii, dodaje sie aldehydu mréwkowego w i-
loSci zapewniajgcej inaktywacje wirusa i bakterii
bez szkody dla antygenowo$ci wytwarzanej szcze-
pionki. ‘Zazwyczaj wystarcza do tego celu okolo
0,075—0,1259, wagowych aldehydu mréwkowego.
QOczywiécie aldehyd mrowkowy mozna stosowaé
w dowolnej postaci zapewniajgcej zetkniecie sie
czynnego aldehydu mréwkowego z wirusem i bak-
teriami, a wiec na przyklad w postaci tréjoksyme-
tylenu, stalego polimeru aldehydu mréwkowego
albo kondensatéw aldehydu mréwkowego itp.,
ktére w srodowisku wodnym wydzielaja wolny al-
dehyd mréwkowy. Oczywiste jest réowniez, ze pre-
parat formaldehydowy nie powinien zawieraé zad-
nych substancji szkodliwych dla mieszanki szcze-
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8
pionkowej nawet w razie, gdyby jakie§ substancje
musiaty pozostaé w mieszance. ¢ ’

Inaktywacja wirusa i bakterii zostaje -zasadni-
czo zakonczona w ciggu okolo 6 godzin, jednakze
ze wzgledéw ostroznosci potraktowane formalde-
hydem hodowle przetrzymuje si¢ co najmniej
w ciggu okolo 24 godzin, lecz nie dluzej niz w cig-
gu 4 dni w- temperaturze pokojowej. Po okresie
przetrzymywania mozna mieszanke w razie potrze-
by zatezyé przez usuniecie cze§ci odcieku. Nastep-
nie nadmiar aldehydu w wytworzonej mieszaninie
szczepionkowej neutralizuje sie¢ odpowiednim §rod-
kiem wigzacym. Odpowiedni do tego celu jest
10—359, jalowy wodny roztwér wodorosiarczanu
sodowego. .

Sprawdzanie wirusowego bezpieczehstwa szcze-
pionki polega na zakazeniu 6 probé6wek jednowarst-
wowej bydlecej hodowli tkankowej 0,2 mililitrami
rozczynu 1:30 catkowitego prgduktu szczepionko-
wego pobranymi przed dodaniem antyseptyku
konserwujacego. Te 6 prébéwek z odpowiednimi
probami kontrolnymi obserwuje sie w ciaggu 7—9
dni. Jezeli nie wystapi efekt cytopatogeniczny,
a préby kontrolne pozostang zasadniczo normalne,
to mozna uznaé, ze wirus zostal inaktywowany.

Moc mieszanki mozna mierzyé kilkoma metoda-
mi. Jedna z nich zwana metoda zahamowania ak-.
tywno$ci hemaglutynacji (H) polega na dobraniu
szeSciu cielat w wieku 3—6 miesiecy, ktérych su-
rowica krwi wykazuje miana HI niZsze od 1:20
(mierzone standartowymi metodami wobec czer-
wonych krwinek $§winki morskiej) i zakaZeniu
trojga z tych cielat za pomocg dwdéch domiesnio-
wych wstrzyknieé 10 cm3 dawek szczepionki bak-
teryjnej w odstepach 2—3 tygodni. Wszystkie 6
cielat w okresie badania trzyma sie w jednej obo-
rze. Po uptywie 2—3 tygodni od drugiego wstrzyk-
niecia od wszystkich sze§ciorga cielat pobiera sie
krew. Poréwnanie miana aktywno$ci HI Z badan

.przed- i poszczepiennych probéwek surowicy krwi

powinny wykazaé konwersje miana HI surowicy
na 1:80 lub wiecej u cielagt szczepionych, a tylko
nieznaczny wzrost miana surowicy u cielgt nie
szczepionych. Moc ‘mieszanki mozna réwniez ozna-
czaé kontaktujgc szczepione i nie szczepiorie cie-
leta z kombinacjg wirusa Myxovirus parainfluen-
za-3 oraz hodowli Pasteurella multocida i Pasteu-
rella hemolytica, podawang jako aerosol albo drogg
§rédtchawiczng lub inng odpowiednig droga. '

Objawy gorgczki transportowej takie, jak pod-
niesiona temperatura, kaszel i katar nie powinny
wystapié u cielgt szczepionych, natomiast powinny
wyraznie wystapié u kontrolnych icielat mie szcze-
pionych. Moc mozna réwniez oznaczaé za pomocg
testu ne{xtral-izacji odpowiedniej surowicy (SN) albd
za pomocg poréwnania konwersji miana HI ha
§winkach morskich. Na konwersje serologiczng
u Kwinek morskich wskazuje 10-krotny wzrost
§redniej :geometrycznej miana GMT u szczepio-
nych §winek morskich w poréwnaniu z niewielkim
warostem GMT u nie szczepionych Lkontrolnych
s§winek morskich. ) - ’

Charakterystyczne dla [Pasteurelli wtasciwosci
antygenowe mieszanki szczepionkowo-bakteryjnej
wedlug wynalazku mozna stwierdzi¢ nizej opisa-.
nymi metodami. ] -
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Myszkom szwajcarskim o wadze 15—20 gramoéw
dwa razy wstrzyknieto podskérnie po’ 0,2 ml go-
towego produktu. Przerwa miedzy obu wstrzyknie-
ciami wynosita 10—14 dni. W ciggu 7—I14 dni po
drugim wstrzyknieciu jednakowe liczby szczepio-
nych i nie szczepionych myszek potraktowano 10-
krotnymi rozcieficzeniami zjadliwej hodowli bulio-
nowej Pasteurella multocida. Zaréwno myszki
szczepione, jak i kontrolne, dzieli sie na grupy
rozcieficzeniowe liczace po 5 albo wiecej myszek.
Co najmniej dwie grupy rozcieficzeniowe stosuje
sie dla myszek szczepionych i kontrolnych. |Okres
obserwacji po =zarazeniu wynosi 7 «dni. Punkty
graniczne dawek powodujacych 500, Emiertelnosé
(LLD) oblicza sie zaréwno dla myszek szczepionych
jak i kontrolnych metodg Reeda i Muencha. Wynik
testu uwaza sie¢ za zadowalajacy, jezeli LDj, dla
myszek szczepionych jest co najmniej o 2 logaryt-
my nizszy ‘od LD;, dla myszek mie szczepionych.

Ilo§é szczepionki zalecana dla bydia wynosi co
najmniej jedng dawke 2—15 cm? wstrzykiwana
domie$niowo albo podskérnie. Najlepiej jednak
stosowaé dwie dawki okolo 10 cm? z jprzerwa 1—4
tygodni miedzy dwoma wstrzyknieciami. |

Mieszanke szczepionkowa wediug miniejszego
wynalazku mozna wiaczaé do skojarzonych mie-
szanek antygenowych umozliwiajacych jednoczesne
uodpornienie bydia przeciwko -dwum lub wigcej
chorobom. Takie kombinacje mozna robi¢é na przy-
klad z antygenami dla gatunku Brucella, gatunku
Clostridium dla wirusa wirusowej biegunki by-
dlecej (BVDV), dla bydlecego zakaznego zapalenia
blon §luzowych nosa i tchawicy (rhinotra cheitis)
(IBR) itp. '

Wynalazek wyjasniono ibardziej szczegoélowo
w ponizszych przykladach. Przyklady I i II ilustru-
ja wytwarzanie kombinowanych szczepionek we-
dlug wynalazku. Sposéb postepowania wedtug
przyktadu II jest szczegdlnie odpowiedni do pro-
dukcji szczepionki na skale handlows. !

Przyktad I Przygotowanie wirusa. Uzytym
wirusem jest hodowla wirusa Myxovirus parain-
fluenza-3, wyosobnionego przez R.S. Reisingera
i zwanego zazwyczaj szczepem 'SF-4.

Hodowle posiewowe i produkcyjne Myxovirus
parainfluenza-3 namnazano na jednowarstwowych
hodowlach komoérek z nerki zarodka bydlecego
(BK), otrzymanych za pomota trypsynowania i roz-
proszenia w zréznicowanym roztworze soli Hanksa
wzbogaconym 0,5% hydrolizatu laktoalbuminy i su-
rowicg bydleca. Jako $rodki konserwujace zasto-
sowano penicyling i sterptomycyne.

‘Hodowle produkeyjne Myxovirus parainfluenza-3
prowadzono w  5-litrowych pyrexowych butlach
Povitsky’ego. Uzyta objeto§é posiewu stanowila
w przyblizeniu 5%, objetoSci Srodowiska w butli
produkcyjnej. Butle hodowlane zawierajace po-
siew inkubowano w temperaturze 35—37°C w cig-
gu 3—5 dni @lbo dopéty, az 659, zakazonych ko-
moérek wykazato odezyny cytopatogeniczne, cha-
rakterystyczne dla szczepu wirusa SF-4. .Ciecze
z. hodowli tkankowej dostatecznie obcigzone wiru-
sem przeniesiono aseptycznie do zbiornikéw zlew-
nych. Plon hodowli tkankowej wirusa zebrany po
uplywie 3—7 dni po zakazeniu zastosowano nas-
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tépnie, jak opisano ponizej, do zebrania z agaru
hodowli ‘dwéch réznych Pasteurelli. B

Porcja pbakterii Pasteurella. Hodowle posiewdowe
szczepu Pasteurella multocida P 1062 oraz szcze-
pu Pasteurella hemolytica P 1148 hodowano osobno
w ciggu 8—12 godzin w temperaturze 37°C na
bulionie tryptozowym. Tymi posiewowymi hodow-
lami bakterii uzytymi w objetoéci 0,1 ml zakazono
8—10-dniowe zarodki kurze, wprowadzajac inocu-
lum do workéw omoczniowego i owodniowego. Po
inkubacji trwajacej w przyblizeniu 24 godziny
(w ciggu tego okresu polowa-zarodkéw obumarta)
jaja ochlodzono i zmieszano plyny omoczniowy
i owodniowy. Kazdg z cieczy zawierajacych ze-
brany szczep bakterii 'poddano osobno liofilizacji.
Te hodowle uzyto jako inocula posiewowe. | )

Fiolke kazdego z powyzszych szczepdw bakterii
przygotowano na tryptozonowym bulionie. Po inku-
bacji w ciggu 10—12 godzin W temepraturze 37°C
hodowle te uzyto do zakazenia bulionu tryptozo-
wego, przeznaczonego nastepnie do zakazenia aga-
ru. Po 12—15 godzinach inkubacji hodowlami tymi
zakazono poszczegblne podloza agarowe, stosujac
ilo§é hodowli na tryptozowanym bulionie dosta-
teczng do pokrycia catej powierzchni agaru. Byl
to agar skrobiowy z dodatkiem 1,59, agaru. Te
produkcyjne hodowle agarowe inkubowano w tem-
peraturze 37°9C w ciggu 15—18 godzin po zakaze-
niu. ! )

Z butli zawierajgcych produkcyjng hodowle ba-
kterii po uplywie 12 do 48 godzin zebrano plon,
splukujagc hodowle agarowe cieczg zawierajaca
plon hodowli tkankowej Myxovirus parainfluen=
za-3, uzytym w dostatecznej ilo§ci do usuniecia
bakterii z agaru. Splukiwanie prowadzono w taki
sposéb, aby otrzymaé osobno mieszanine wirusa
i Pasteurella. hemolytica oraz osobno mieszanine
wirusa i Pasteurella multocida.

Gesto§é kazdej z tych mieszanin doprowadzono
do 7,5-krotnej gestosci probéwki nr 1 wedtug skali
McFarlanda przez dodanie cieczy z plonem hodow-
li tkankowej Myxovirus parainfluenza-3 a nastep-
nie polaczono réwne objetosci mieszanin. W otrzy-
manej mieszance doprowadzono pH do wartosci
6,6 + 0,2 za pomoca 0,1 n kwasu solnego, a mastep-
nie zmieszano z Zelem wodorotlenku glinowego,
zawierajacym w przeliczeniu 1,39, Al,O,, biorage na
100 ml mieszanki hodowlanej 20 ml zelu wodoro-
tlenku glinowego. Mieszanine #Zelu z mieszanka
hodowlang wstrzasano w ciagu 15 minut, aby za-
pewni¢ réwnomierne rozprowadzenie skladnikéw.
Nastepnie dodano formaliny (38%, wodny roztwér
aldehydu mréwkowego) w postaci 10°% wodnego: -
roztworu formaldehydu tak, aby ostateczne ste-
zenie formaliny w mieszaninie wynosito 0,19,
i wstrzasano calo§¢ w ciggu dalszych 15 minut.
Tak potraktowana mieszanine przechowano, po-
zwalajac jej reagowaé w ciggu 24 godzin w tem-
peraturze pokojowej, a nastepnie skoncentrowano,
zlewajac w iprzyblizeniu polowe gérnej warstwy
cieczy znad osadu bakteryjnego.

Nadmiar aldehydu w pozostalej mieszaninie wi-
rus -— bakterie — zel wodorotlenku glinowego zo-
bojetniono 359, jalowym wodnym roztworem' wo~
dorosiarczynu sodowego, po czym pobrano proébki
produktu w celu zbadania na sterylho§é bakterio-e
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logiczng wedlug wymagan standartowych i za-
pewnienia inaktywacji zawartych w nim wirusa
i bakterii. Do caloéci produktu dodano soli sodo-
wej estri etylorteciowego kwasii salicylowego
w postaci 109, roztworu, biorac 0,5 ml na litr pro-
duktu. Tak otrzymany produkt przechowywano
w temperaturze chtodni az do czasu napelnienia
pojemnikéw ostatecznych.

Sprawdzanie bezpieczefistwa wirusowego wyko-
nano, zakazajac 6 probowek hodowli jednowarst-
wowych tkanki bydlecej za pomoca 0,2 ml roz-
cienczenia 1:50 produktu catkowitego (jeszcze
przed dodaniem do niego soli sodowej estru etylo-
rteciowego kwasu salicylowego). Te 6 probowek
oraz odpowiednie probéwki kontrolne obserwowa-
no w ciggu 7—9 dni. Nie stwierdzono efektu cy-
topatogenicznego (CPE) w naczynkach zaszczepio-
nych, a réwniez i kontroli pozostaly zasadniczo
normalne. W ten spos6b stwierdzono inaktywacje
wirusa.

Przyktad II Srodowisko do hodowli wirusa
parainfluenza-3 oraz sposéb namnazania wirusa.

Trypsynowane komoérki hodowli tkankowej =za-
rodka bydlecego (BKTC), wyekstrahowane z ko-
rowych cze§ci nerek zawieszono w odpowiednim
dla nich érodowisku wazrostowym, inkubowano w
temperaturze 35°C — 37°C dopéty, az komoérki
BKTC staty sie splawne. Odciek Zz §rodowiska
wzrostowego odrzucono i zastapiono podobnym
srodowiskiem wzrostowym, lecz zawierajacym 1 ml
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posiewu zywego wirusa parainfluenza-3 (szczep’

SF-4) na kazde 99 ml dodanego &rodowiska. Ho-
dowle tkankowe BKTC zakazone w ten sposéb wi-
rusem inkubowano w temperaturze 35—37°C do-
péty, az dajacy sie zaobserwowaé efekt ‘cytopato-
geniczny (CPE) osiggnie 65 do 100%, co nastepuje
zwykle po 48—96 godzinach po zakazZeniu wirusem.
Srodowiska komoérkowe, zawierajace wirus, zebra-
no razem z kilku naczyh. Po pobraniu probéwek
do oznaczenia miana HA, odmiareczkowania wi-
rusa, oznaczenia gestoéci, calo§é srodowiska wazros-
towego z Zywym wirusem parainfluenza-3 inak-
tywowano za pomocg traktowania rozciericzonym
roztworem aldehydu mrowkowego (formalina han-
dlowa), uzytym w iloci dostatecznej, aby zapew-
nié stezenie réwne okoto 1 czeSci aldehydu mréw-
. kowego ma 1000 czesci zawiesiny wirusa. -

Jeszcze przed dodaniem roztworu aldehydu
mréowkowego do §rodowiska zowierajacego wirus,
rozcieficzono go dalej do stezenia 10% za pomocy
Sfrodowiska utrzymujgcego BKTC. Srodowisko wi-
rusa parainfluenza-3 potraktowano aldehydem
mréwkowym, mieszano mechanicznie w sposéb e-
nergiczny jeszcze w ciggu okoto 15 minut. Srodo-
wisko wzrostowe uzyte do rozmnazania komérek
stanowito mieszanine: 24 g soli sodowej kwasu
fenoloftaleinosulfonowego, 8,160 kg chlorku sodo-
wego, 480 g chlorku potasowego, 246 g siarczanu
magnezowego, 172,8 g jednozasadowego fosforanu
sodowego, 1,2 kg dekstrozy, 318 g chlorku wapmnio-
wego, 6 kg hydrolizatu laktoalbuminy, 672 g wo-
doroweglanu sodowego, 8,3 g krystalicznej penicy-
liny G, 120 g siarczanu streptomycyny oraz dosta-
teczng ilosé wody tak, aby objeto§é calo§ci wyno-
sila. 1266 litrow. Mieszanine mieszano mechanicz-
nie w ciagu 10 minut, wyjatowipno w temperatu-
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rze - 120°C - w ciggu 4 godzin, ostudzono o
temperatury pokojowej i przed uzyciem dodano
do niej 24 litry surowicy bydlecej.

Srodowisko utrzymujace zawieralo takie same
sktadniki jak &rodowisko wzrostowe, z. wyijatkiem
soli sodowej kwasu fenoloftaleinosulfonowego, przy
czym zamiast 672 g.wodoroweglanu sodowego za-
wieralo 2,664 kg tej soli, natomiast nie zawieralo
surowicy bydlecej. i ! .
. Pasteurella - hemolytica. Hodowle posiewowsq
Pasteurella hemolytica prowadzono najpierw na
tryptozowanych i tiaminowanych plytkach agaro-
wych, inkubowano w temperaturze 35°C w ciggu
16—36 godzin, a po tym uzyto do zakazenia tg ba-
kterig tryptyzowanych i tiaminowanych hodowli
bulionowych. W hodowlach bulionowych inkubo-
wano Pasteurella hemolytica w ciggu 6—i18 godzin
w témperaturze 35°C. Po wykonaniu préb na nie-
obecno$§é zanieczyszczen zawarto§é kilku hodowli
bulionowych Pasteurella hemolytica zebrano razem
do - sterylnych zbiornikéw i uzyto jako hodowle
posiewowe dla wiekszyech hodowli tego drobno-
ustroju. ' W razie potrzeby mozna Pasteurella hemo-
lytica hodowaé w aparacie obrotowym, albo jak
w niniejszym przyktadzie — w duzych butlach
wstrzgsanych podczas inkubowania. w

Srodowisko wzrostowe zakazono hodowla posie-
wowa Pasteurella hemolytica, stosowang w iloSci
stanowiacej okoto 3%, objetoci ptynu hodowli pro-
dukcyjnej. Hodowle produkcyjne inkubowano w
ciagu 18—24 godzin w temperaturze 35°C na
trzesawce. Nastepnie przeniesiono hodowle pro-
dukcyjne do wyjalowionych zbiornikéw. Gestosé
hodowli Pasteurella hemolytica oznaczono za po-
mocy fotometru z filtrem zielonym, przyjmujac za
100, przepuszczenie §wiatla przez jalowa pozywke
dla Pasteurella hemolytica. Fotometr skorelowano
uprzednio tak, aby wskazywal gesto§é o wartos-
ciach 7-8 wedlug skali McFarlanda. Tak otrzy-
mang Pasteurella hemolytica inaktywowano za
pomoca dodatku roztworu aldehydu mréwkowego.
Nastepnie inkubowano ja w ciggu 48—72 godzin
w temperaturze 53°C. Tak zinaktywowany produkt
przechowano w chtodni (5° C) az do chwili uzycia
jej do wytwarzania mieszanki szczepionkowej we~
dlug niniejszego wynalazku. i

Srodowisko wzrostowe do hodowania Pasteurella“
hemolytica skladalo sie z 3,6 kg sproszkowangj
mieszanki proteinowowitaminowej, wytworzonej za
pomocg trawienia trypsyng kazeiny, 1,8 kg wyciagu
drozdzowego, 1,2 kg tryptonu, 120 g siarczanu ma-
gnezowego, 324 g jednozasadowego fosforanu po-
tasowego, 912 g dwuzasadowego fosforanu sodowe-
go, 960 g dekstrozy w 90 litrach 'wody, do ktérej
dodano autolizatu drozdzy i ktoéra ogrzano do
45°C, Nastepnie warto$é pH Srodowiska doprowa-
dzono do 7,2—17,3 za pomocsg [l n roztworu wodoro-
tlenku sodowego, a po tym dopelniono cato§é woda
do objetosci 120 litréw.

Pasteurella multocida. Pasteurella multocida roz-
mhozono, jak opisano powyzej dla Pasteurella he-
molytica z tg roéznica, ze $rodowisko wzrostowe .
zawieralo 480 graméw sacharozy zamiast dekstro-
zy. Po inkubowaniu i rozmnozeniu [Pasteurella
multocida oraz-oznaczeniu gestosci przy uzyciu fo-
tometru, dodano do hodowli Pasfeurella multocida
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w celu inaktywacji bakterii roztworu aldehydu
mréwkowego. :

Osobne préby wykonano z matymi ilo§ciami mie-
szanin inaktywowanej hodowli wirusa parainflu-
enza-3 oraz inaktywowanej hodowli Pasteurella
hemolytica, aby oznaczyé proporcje kazdego z tych
sktadnikéw potrzebne do wytworzenia mieszaniny
o zadanej gesto$ci optycznej wedlug skali McFar-
landa.

" Przed zmieszaniem inaktywowanego wirusa zina-

ktywowanymi hodowlami bakterii, hodowle wirusa
zmieszano z wyjalowiong 1,3% zawiesing tlenku
glinowego, biorac jéj 360 ml na litr hodowli wirusa
i mieszajgc w ciggu 15 minut. Nastepnie do potrak-
towanej tlenkiem glinowym inaktywowanej hodowli
wirusa dodano potrzebne ilo§ci hodowli Pasteurella
hemolytica i Pasteurella multocida i mieszano w
ciggu 15 minut. Powstala mieszanke¢ przechowywa-
no w temperaturze 30°C w ciagu 124 godzin, po
czym zdekantowano objeto§é odcieku odpowiada-
jacag sumie objetosci hodowli lbakteryjnych oraz
okolo 209, lgcznej objetoSci mieszaniny hodowli
wirusa z zawiesing tlenku glinowego.

W otrzymanej stezonej zinaktywowanej mieszan-
ce wirus parainfluenza-3, Pasteurella hemolytica
i [Pasteurella multocida, zawierajacej jon glinu
zobojetniono aldehyd mréwkowy 359, roztworem
wodorosiarczynu az do osiggniecia punktu konco-
wego wobec odczynnika Schiffa. .

Podczas mieszania mieszaniny dodano aseptycz-
nie tymerosalu w stosunku 0,5 ml na litr szcze-
pionki. Aby oznaczyé sterylno&é caloci pobrano
prébki. Moc Pasteurella multocida oznaczono na
myszach, moc wirusa —na §winkach morskich
oraz moc wirusa — na cieletach. Cato§¢ szczepion-
ki przechowywano w temperaturze 5°C az do
chwili umieszczenia w opakowaniu.

Zawiesine tlenku glinowego uzytg powyzej przy-
gotowano w nastepujgcy sposdéb: dostepny w han-
dlu zel tlenku glinowego rozcieniczono wodg desty-
lowana wolng od produktéw pyrogenu i otrzyma-
na zawiesine przepuszczono przez miyn Eppenba-
cha w celu rozdrobnienia czastek zelu. Tak otrzy-
mang wodng zawiesine zelu wyjalowiono, a
nastepnie ochtodzono do temperatury pokojowej.
Ostateczne stezenie zelu tlenku glinowego obli-
czono tak, aby zawiesina zawierala w przyblizeniu
1,39, wagowych tlenku glinowego (Al;Oj).

Przyktad III. Na cieletach i na §winkach
morskich przebadano cztery serie mieszanek szcze-
pionkowych wedlug przykladu I, zaré6wno w stanie
stezonym (to jest po zdekantowaniu polowy od-
cieku przed zobojetnieniem za pomocy NaHSOj),
jak i w stanie niesteZzonym, postugujac sie metoda
oznaczania miana zahamowania hemaglutynacji
(miana HI), jak i w stanie niestezonym, postugujac
sie metodg oznaczania miana zahamowania hema-
glutynacji (miana HI).

W tej prébie zakazono cieleta za pomocg S$rod-
miesniowego wstrzykniecia dwéch 10 ml porcji pro-
duktu szczepionkowego stosujgc 3-tygodniowsg przer-
we miedzy wstrzyknie¢iami. Niektére cieleta zostaly
zakazone niestezong mieszanks, inne — mieszankg
stezong. Swinkom morskim podano dawki réwno-

wazne o objetosci 1 ml, stosujac taki sam odstep
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miedzy wstrzykiwaniami. Przygotowano réwniez
odpowiednie niezakazone kontrolne cieleta i $winki
morskie. Wyniki miana zahamowania hemagluty-
nacji zebrano od wszystkich cielgt i'éwi_nek‘mor-.
skich. Wartoéci miana dla czterech serii badanej
szczepionki zestawiono w ponizszej tablicy:

Tablica
$winki | swinki .
’ Nri . Szczepionka |Cieleta a morskie b morskle b_
sertl (Nebraska)| (Indiana)
1 —(kontrolna) & 1 22 5d
Niestezona - 160 49 132
"Stezona 508 113 236
2 —(kontrolna) 0 9 C -
’ Niestezona . BO7 , 32 132
Stezona 508 60 539
3 —(kontrolna) 25 .10 —_
Niestezona 807 103 321
Stezona 320 198 906
4 —(kontrolna) 160 11 -
Niestezona 807 297 202
Stezona 255 260 260

Znaczenie symboli literowych:

a — S§rednia z trzech cielgt

b — érednia z 8—10 §winek morskich

c — kazda z liczb oznacza drugg liczbe w stosunku
miana HI 1:N, gdzie N jest liczbg w tablicy

d — tylko jedng klatke zwierzgt kontrolnych z In-
diany uzyto do badania, lecz przebadano na
nich wszystkie cztery serie jednoczesnie.

Te oraz inne dane ilustrujg moc mieszanki szcze-

pionkowej wedlug wynalazku oraz $§wiadczg o tym,

ze zaréwno Swinki morskie jak i cieleta mozna

stosowaé do mierzenia skutecznosci szczepionki. Od-

krycie to zostalo potwierdzone réwniez za pomoca

analizy statystycznej.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania mieszanki szczepionkowej
przeciw gorgczce transportowej bydla, zawierajgcej
inaktywowang mieszanine wirusa Myxovirus para-
influenza-3 oraz drobnoustrojéw Pasteurella z do-
datkiem adiuwanta, znamienny tym, ze jako adiu-
want do mieszaniny hodowli My=xovirus parainflu-
enza-3, hodowli Pasteurella multocida i hodowli Pa-
steurella hemolytica dodaje sie zel wodorotlenku
glinowego, tlenek glinowy w postaci zdyspergowa-
nej lub fosforan glinowy, przy czym ilo§é adiuwan-
ta dobiera sie¢ tak, aby otrzymaé preparat zawiera-
jacy jony glinu w iloSci chemicznie réwnowaznej
stezeniu otrzymanemu przez dodanie okolo 10—50
ml wodnej zawiesiny o zawartosci 1,39, wagowo
Al;03 na 100 ml hodowli drobnoustrojéw i aby pre-
parat ten wykazywal gesto§¢ 5—10-krotnie wyzsza
niz prébka McFarlanda nr 1 wedlug skali testu me-
toda McFarlanda, przy czym drobmoustroje przed
wprowadzeniem adiuwanta lub po jego wprowa-
dzeniu poddaje sie pojedynczo lub w mieszaninie
inaktywacji znanym $rodkiem inaktywujgcym, a
nastepnie zobojetnia si¢ ewentualnie nadmiar $rod-
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ka inaktywujacego, a do preparatu dodaje w ilo§-

ciach bakteriostatycznych i fungistatycznych anty-
septyk, dopuszczalny do stosowania pozajelitowego.

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze ja-
ko $érodek inaktywujacy stosuje si¢ aldehyd mroéw-
kowy.

3. Sposéb wedlug zastrz. 1 i 2, znamienny tym,
ze nadmiar S$rodka inaktywujgcego zobojetnia sie
wodnym roztworem wodorosiarczynu metalu alka-
licznego.

4. Spos6b wedlug zastrz. 1—3, znamienny t{ym, zZe
warto§é pH polaczonej mieszanki wirusowo-bakte-
ryjnej nastawia sie na 6,4—6,8 przed zmieszaniem
mieszanki z adiuwantem.

5. Sposdb wedlug zastrz. 4, znamienny tym, Ze cie-
klag hodowle tkankowg wirusa Mpyxovirus parain-
“fluenza-3 zamraza sie przed zmieszaniem jej z ho-
dowlami bakterii.

6. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze

59083

10

15

16

Mpyxovirus parainfluenza-3 namnaza si¢ znang me-
toda hodowli tkankowej z nerki az 50—70%, komo-
rek wykaze charakterystyczny efekt cytopatogenicz-
ny, po czym hodowle te miesza sie z hodowlami
bakterii, uzytymi w ilo$ci nie wigkszej niz 25%,
objetosciowych otrzymanej mieszanki wirusowo-
bakteryjnej, ktorej gesto$§¢ nastawia sie tak, aby
r6wnala  sie okolo 7—8-krotnej gesto$ci probéwki
McFarlanda nr 1, a jako adiuwant stosuje sie wod-
ng zawiesing zelu wodorotlenku glinowego, zawie-
rajaca okolo 1—29/, wagowych wodorotlenku glino-
wego i otrzymang mieszanine miesza sie z aldehy-
dem mréwkowym w takiej iloéci, aby uzyskaé ste-
Zenie tego zwigzku wynoszace 0,075—0,125%, wago-
wych, po czym do tak zinaktywizowanej mieszani-
ny wirusowo-bakteryjnej z adiuwantem dodaje sig
soli sodowej estru etylorteciowego kwasu salicylo-
wego w ilosci okoto 0,4—0,6 ml 109, roztworu na
1 litr produktu.

ZG ,,Ruch” W-wa, zam. 1363-69 nakl. 230 egz.
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