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Sposob otrzymywania szczepionki rézyczki
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Przedmiotem wynalazku jest otrzymywanie szcze-
Ppionki réziyczki, poza zakazonym organizmem ludz-
kim, a w szczeg6lnosci etap rozmnazania wirusa ré-
zyczki w sztucznym Srodowisku.

WynalazeK umozliwia hodowle wirusa rézyczki
o slabym dzialaniu w celu otrzymania szczepionki
w laboratorium lub w warunkach przemyslowych.

Dotychczas hodowla tego wirusa byla utrudniona

z powodu wolnego rozmnazania sie wirusa albo tez
z powodu niestandartowego $rodowiska, w ktérym
wirus by! hodowany. Wynalazek niniejszy umozli-
wia uzycie kurczecia jako pozywki dla hodowli wi-
Tusa W celu otrzymania szczepionki. Przed dokona-
niem niniejszego wynalazku uwazano, Ze kurczeta,
a Scisle biorgc ich jaja nie nadajg sie do rozmnaza-
nia wirusa rézyczki.

Hodowla laboratoryjna lub przemyslowa wirusa
rézyczki jest waznym etapem w procesie produkeji
szczepionki immunizujgcej. Rézyczka jest na ogél
lagodng chorobg wystepujaca u dzieci, jednak cho-
roba ta moze spowodowaé¢ komplikacje, jak: zapa-
lenie mézgu, zapalenie stawéw i zapalenie nerwow.
Oslabienie- wladz umystowych przy rézyczce wyste-
puje rzadziej niz przy odrze.

Powazne objawy wystepujg przy zakazeniu ko-
biet zwlaszcza w pierwszym kwartale cigzy. Wirus
powoduje zakazenie plodu i niewlasciwy rozwoj za-
rodka, miedzy innymi maloglowie, gluchote i nie-
mote czynnosciowg, wady wzroku, znieksztalcenie
serca i nieprawidlowo$¢ uzebienia. Niebezpieczen-
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stwo powodowane rézyczka jest tak powazne, ze

‘wysunieto sugestie, by mlode dziewczeta byly pod-

dawane procesowi chorobowemu przed okresem ma-
cierzynskim.

Hodowla wirusa, wedlug niniejszego wynalazku,
umozliwia w dalszym ciggu procesu otrzymywanie
szczepionki uodporniajgcej, ' na znanej zasadzie.
Ogodlnie biorgc, przedmiotem wynalazku jest adap-
tacja i rozmnazanie wirusa rézyczki w hodowlach
tkankowych, przygotowanych z zarodkowych jaj ku-
rzych, ktéra jest podstawowym etapem otrzymywa-.
nia szczepionki.

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest sposéb
wytwarzania szczepionki z oslabionego zywego wi-
rusa rézyczki, w drodze pasazowania wirusa w ho-
dowli tkankowej zarodka kurzego, przy czym ogoél-
nie wirus roézyczki izoluje sie z materialu klinicz-
nego przez zaszczepienie go bgdZ w hodowli tkan-
kowej zarodka kurzego, badZ tez hodowli tkanko-
wej malpy ,,Cercopitheaus aethiops” i poddanie tej
hodowli inkubacji w temperaturze 30—38°, a na-
stepnie sukcesywnie pasazuje sie wirus w Srodowi-
skach hodowlanych dostateczng ilo$é razy w celu
oslabienia wirusa, przy czym co najmniej dziesieé¢
z wymienionych pasazy dokonuje sie w §rodowisku
dziesiecio — do — jedenastodniowego embrionu kur-
czecia w Srodowisku wzrostu komérki w tempera-
turze 30—38°C. '

Po kazdym pasazu dokonuje, si¢ oznaczenia zdol-
nosci na zbiorach pobranych w odstepach 2—14 dni



60826

3

zamrozonych do ‘chWili przeprowadzania pomiaréw.
O ile pomiary wykazujg zbyt duzy stopien wiru-
lentnosci wirusa, poddaje sie go ponownemu pasa-
zowaniu w $rodowisku hodowlanym. Ten sposéb
wytwarzania szczepionki polega na przeprowadze-
niu nastepujgcych etap6w: A — wyizolowaniu wi-
rusa zloSliwego w jednej z odmian komérek w ho-
dowli i jego adaptacje do hodowli komérek em-
brionu kurzego, B — wytworzeniu oslabionego zy-
wego wirusa w drodze seryjnych pasazy w tkance
embrionu kurzego; C — przygotowaniu tego osla-
bionego 2ywego wirusa do uzytku.

A — wyodrebnianie i adaptacja wirusa rézyczki
moga byé wykonane w hodowli tkankowej embrio-
nu kurzego przy uzyciu materialu klinicznego lub
wirusa uprzednio rozmnozonego w innym rodzaju
hodowli tkankowej, jak nerki malpy lub embrionu
kaczki. Inkubacji zakazonych hodowli dokonuje sie
w temperafurze 30—34°C (optymalnie 32°C) lub 35—
38°C (optymalnie 36°C). Przykladowo procedury wy-
odrebniania wirusa sg nastepujace:

Procedura 1. Wirus rézyczki izoluje si¢ w ho-
dowli tkankowej nerki malpy ,,Cercopithecus ae-
thiops” i nastepnych pasazach na zarodkowych ja-
jach kurzych hodowli tkankowej nerki malpiej, ho-
dowlach tkankowych embrionu kaczego i embrionu
kurzego.

Procedura 2. Wirus rézyczki izoluje sie w ho-
dowli tkankowej nerki malpy ,,Cercopothecus ae-

thiops” oraz pasazach hodowli tkankowych nerki

matlpiej i hodowli tkankowej embrionu kurzego.

Procedura 3. Wirus rézyczki wyodrebnia sie
z materiatu klinicznego w hodowli tkankowej em-
brionu kaczego i hodowli tkankowej embrionu kacz-
ki i hodowli tkankowej embrionu kurzego w naste-
pnych pasazach.

B. Wytwarzanie szczepionki z oslabionego zywego
wirusa rézyczki polega na tym, ze rozpoznany w
etapie A jako wirus rézyczki wprowadza sie do bu-
telek szklanych, zawierajacych hodowle tkamkowa
embrionu kurzego, przygotowany z posiekanych in-
strypsynowanych dziesieciodniowych embrionéw
kurzych. Srodowiskiem hodowli moze byé kazde
Srodowisko sprzyjajace rozwojowi komoérek, na
przyklad znane $rodowisko 199, do ktérego dodano
surowice cielecg. Sklad $rodowiska 199 zostal opi-
sany w np. publikacji Diagnostic Procedures for
Rickettsial Diseases, 1964, str. 158—163.

Po wprowadzeniu wirusa, zakazone hodowle ko-
mérkowe poddaje sie inkubacji w kolejhych pasa--
zach w temperaturze 30—38°C korzystnie 30-—-34°C
(optymalnie 32°C) oraz 35—38°C (optymalnie 36°C)
znanym sposobem na przyklad wstrzasajge lub sta-
cjonarnie w zmiennych okresach czasu, w ktérych
wirus rozmnaza sie W znacznych iloéciach, a jedno-
czesnie oslabia sie.

PowyiZsze seryjne pasaze byly dokonywane przy
uzyciu rozcieiczonego lub nierozcieficzonego mater-
ialu zakaZnego do szczepienia (inoculurn), przy czym
uzyskano wielokrotne 2biory w réznych okresach
czasu. Oznaczenie miana dokonywane bylo w hodo-
wlach tkankowyeh malpy ,,Cercopithecus aethiops”.

W odpowiednich okresach czasu hodowle byly
traktowane przy uzyciu 1000 TDID;, wirusa prowo-
kujacego,

wykazujatego wlashosci oddzialywania
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(Buyamwera). Hodowle nie wykazujace objawéw
cytopatologicznych prowokujgcego wirusa w ciggu
3—4 dni po traktowaniu, uwazane byly za zakazone
wirusem rézyczki.

Wirus nastepnie zabierano i przechowywano w
stanhie zamrozonym lub w niskiej temperaturze, w
celu utrzymania jego zakazno$ci.

C. Przygotowanie do uzytku wirusa rézyczki,
polega na tym, Zze wirus zebrany po tym powtarzal-
nym pasazu stabilizuje sie-przy uzyciu odpowied-
niego stabilizatora, jak cukru trzcinowego, bialka
ludzkiego, glutaminy, fosforanu lub mieszaniny tych
substancji. Po oznaczeniu miana w celu ustalenia
jego mocy, material wirusowy dzieli sie i wlewa do
ampulek, do bezposredniego uzytku.

Produkt nalezy przechowywaé i rozprowadzaé¢ w
stanie zamrozenia lub w postaci liofilizowanej. Na-
lezy przechowywaé go bez dostepu wilgoci.

Poniewaz stwierdzono, ze produkt nie jest cho-
robotwoérczy dla malpy i gryzoni, celowe jest jego
wyprobowanie na czlowieku, w celu ustalenia wlas-
noéci immunizacyjnych. Wynalazek jest blizej wy-
jasniony w nastepujgcych przykladach:

Przyktad I. Jako wyjsciowe inoculum stosu_je
si¢ material otrzymany w procedurze 1. Dziewie- ‘
cio- do jedenastodniowe embriony kurze po usunie-
ciu gléw i konczyn, sieka sie w warunkach asep-
tycznych, a rozdrobniong tkanke przemywa sie kil-
kakrotnie w plynie Hanksa BSS. Przemytg tkanke
trypsynuje sie w temperaturze 36°C przy uzyciu
trypsyny 0,25°/0 (firmy Difco 1 :250) w zbuforowa-
nym roztworze solnym trzech soli w ciggu dwéch
do trzech godzin.

Sklad mieszaniny trzech soli jest nastepujacy:

Sole — mieszanina 1 litr roztworu

NaCL 8,00 g
KCL 0,38 g
Na,HPO, 0,10 g
dekstroza . 1,00 g
tré6jhydroksymetyloaminometan 3,00 g
trypsyna ' 2,50 g

warto§¢é pH + nastawia sie na 7,4 przed dodaniem

. trypsyny.

Zawiesine komérki trypsynowej zbiera sie za po-
moca dwoéch warstw gazy jalowej i odwirowuje sie
przy 1500 obr/min w ciggu 5 min. Komérki przepro-
wadza sie ponownie w zawiesine w Srodowisku ho-
dowli w celu ich przeliczenia. Srodowisko hodowli
sklada si¢ ze $rodowiska 199 (Morgan, J. F., Mor-
ton, H. J. i Parker, R. C. Proc. Soc. Exp. Biol. and
Med,, 73: 1-8, 1950), zawierajgcego 2°/6 surowicy
cielecej agamma ogrzanej do temperatury 50°C w
ciggu 30 minut i 50 mcg/ml neomycyny. Surowica
agamma jest to surowica, z ktérej usunieto gamma
globuline w procesie frakcjonowania.

‘Hodowle butelkowe posiewa sie tak, aby uzyskaé
steZenie 850.000 Zywych komoérek na mi. Po inku-
bacji w temperaturze 36°C w ciggu 4896 godzin,
hodowle butelkowe. . mogg byé uzyte do seryjnego
pasazowania lub przygotowania szczepionki.

Hodowle tkankowe embrionu kurzego przygoto-
wuje si¢ w butelkach szklanych, przy zastosowaniu
grodowiska 199, zawierajacego 2% inaktywowanej
agamma surowicy cielecej, jako pozywki wzrosto-
wej.
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Po trzech lub czterech dniach od rozpoczecia ho-
dowli, wybiera sie pozywke wzrostowa w warun-
kach aseptycznych, a hodowle butlekowe przemywa
si¢ cztery razy plynem Hanksa BSS, 100 ml na je-
dno przemycie i nastepnie zaszczepia 2—3 ml wyzej

wymienionego posiewu wirusa rézyczki, na jedng

butelke.

Siedemdziesiat do stu ml pozywki 199, zawieraja-
cej 10°/0 odpowiedniego stabilizatora zakaZnoéci na
przyklad sorbitolu lub albumisolu na fiolke dodaje
sie do kazdej hodowli butelkowej a butelki podda-
je sie inkubacji w temperaturze 30—34°C. Do po-
zywki wzrostowej i utrzymujacej dodaje sie neomy-
cyne w stezeniu 50 meg/l.

Wielokrotne zbiory dokonuje sie w odpowiednich
odstepach czasu, od 2 do 4 dni, a hodowle butelko-
we ponownie zasila sie §wiezg pozywkg, zawierajg-
cg wyzej wymieniony stabilizator.

Oznaczenia ' wskaZnika zakazenia kazdego zbioru
wykonywane sg w hodowlach tkankowych nerki
malpy ,,Cercopithecus aethiops”. Kazdy zbiér doko-
nywany jest w warunkach aseptycznych i umiesz-
czany w wyjalowionych naczyniach, prébki pobiera
sie¢ do wyjalowienia a reszte zamraza sie w kapieli
alkoholowej przy uzyciu suchego lodu.

Plyny zawierajace wirusy przechowuje sie w tem-
peraturze —70°C w elektrycznych chlodziarkach, do
czasu wybrania zbioru lub zbioréw do przygoto-
wania szczepionki. Odpowiedni zbi6ér lub zbiory
wybiera sie po oznaczeniu zdolnos$ci zakazenia.

Wybrany material usuwa sie z chlodziarki i od-
mraza sie. Nastgpnie pobiera sie prébke w celu kon-
troli. Do pozostalego plynu dodaje sie dodatkowo
odpowiedni wspomniany stabilizator. Material na-
stepnie oczyszcza sie, po czym pobiera sie prébke
do prébnego zaszczepienia malpy. Po osuszeniu, fiol-
ki kapsluje sie, lakuje i przechowuje sie az do chwi-
li uzycia szczepionki po dodaniu wody sterylizowa-
nej.

Moc produktu ocenia sie na podstawie zdolnosci
infekcyjnej hodowli komérkowych.

Przyklad II. Przeprowadza sie procedure jak
w przykladzie I, lecz inkubacja wirusa rézyczki od-
bywa sie w temperaturze 35—38°C, najkorzystniej
okolo 36°C.

Mozna wykonaé ponad dziesieé pasazy wirusa na
hodowli tkankowej embrionu kurzego, w celu dal-
szego oslabienia wirusa. Seryjne pasaze moga obej-
mowaé réwniez inkubacje hodowli nerki malpy
»Cercopithecus aethiops” lub zarodkowych jaj ku-
rzych, co wyjasnione jest na nastepujacych przykla-
dach:

GMK — oznacza hodowle malpy ,,Cercopithecus
aethiops”.

EAM - oznacza zarodkowe jaja kurze.

CEF — oznacza hodowle tkankowsg embrionu ku-
rzego.

DEF — oznacza hodowle tkankowg embrionu kacz-
ki.
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Przyktad III. 2GMK — i EAM — 9 GMK -— 5
DEF (36°C) — 26 DEF (32°C) — CEF (32°C).

Przyklad IV. GMK — CEF (32°C; 36°C).

Przyklad V. 77 GMK — 3 DEF — CEF (32°C)

Przyklad VI. Material kliniczny (wypluczyny
z gardla) — DET — CEF (32°C).

Przyktad VII. 5 GMK — 1 CEF — 2 DEF —
CEF (32°C).

Wynalazek zostal opisany ze szczegdlnym uwzgle-
dnieniem dziesieciu seryjnych pasazy przez hodowle
tkankowa embrionu kurzego w celu ostabienia wi-
rusa, jednak wystarczajgca jest mniejsza ilo§¢ ope-
racji. ’

Tak wiec, wynalazek przewiduje pojedynczg in-
kubacje w hodowli tkankowej embrionu kurzego,
w celu otrzymania wirusa wywolujgcego reakceje
przeciwciala wirusa u czlowieka, przy zmniejszeniu
powaznych objawéw choroby wystepujgcych w nor-
malnych jej przebiegu.

Nastepne procesy po pierw‘szym wzroécie w ho-
dowli tkankowej embrionu kurzego, moga przyczy-
nié sie do dalszego oslabienia wirusa.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymyWania szczepionki roézyczki,
znamienny tym, ze wirus rézyczki izoluje sie z ma-
terialu klinicznego przez zaszczepienie go w hodowli
tkankowej embrionu kurzego lub w hodowli tkan-
kowej malpy ,Cercopithecus aethiops” i inkubacje
wymienionej hodowli w temperaturze 30—38°C, na-
stepnie sukcesywnie pasazuje sie wymieniony wi-
rus w Srodowiskach hodowlanych w celu oslabie-
nia wirusa, przy czym co najmniej dziesigé z wy-
mienionych pasazy dokonuje sie w §rodowisku za-
wierajacym hodowle dziesiecio-. do jedenastodnio-
wego embrionu kurczecia, pozbawionego glowy
i konczyn, posiekanego i strypsynowanego, w $ro-
dowisku wzrostu komérki w temperaturze 30—38°C,
a jednocze$nie po kazdym pasazu dokonuje sie ozna-
czenia ,zdolno$ci zakazania na zbiorach prébnych,
pobranych w odstepach 2—14 dni, przy czym zbiory
te zamraza sie do momentu dokonywania pomiaru,
za$ jezeli wirusy wykazujg zbyt duzy stopien wiru-
lentnoéci, poddaje si¢ je ponownemu pasazowaniu
w $rodowisku hodowlanym.

2. Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienhy tym, ze

_stosuje sig dziesigciodniowy embrion kurzy.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1 lub 2, znamienny tym,
ze inkubacje wirusa zar6wno w etapie izolacji jak
i pasazowania prowadzi sie w temperaturze 30—
34°C.

4. Spos6b wedlug zastrz. 1 lub 2, znamienny tym,
ze inkubacje wirusa zaré6wno w etapie izolacji jak
i pasazowania prowadzi sie w temperaturze 34—
38°C.
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