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8]  VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG DES IMPFSTOFFES GEGEN DIE MAREK'SCGHE KRANKHEIT

T

7) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Impfstoffes gegen die Marek'sche
-ankheit aus einem Stamm des Putenherpesvirus, der aus Zellkulturen von Hihnerembryos
swonnen wurde. Gegeniiber dem bekannten Verfahren wird eine Verbesserung der
arstellungstechnologie erreicht. ErfindungsgeméR werden die z. B. auf Dextrantragern in Form
sn Mikrokugeln erhaltenen Kulturen, wenn diese 80% des Zellrasens gebildet haben, mit einem.
stenherpesvirus vom Stamm FC-126, Kion 1, llib {(Sammlung des Forschungs- und
opréaparatezentrums fiir Gefliige! und Kleintiere, Bukarest) infiziert und in SPGA, welches
accharase, Phosphate, Kaliumglutamat und Rindereiweif} enthélt, gewonnen, sobald der
tophatische Effekt des Impfvirus 80% betragt. Sodann erfolgt dreimal eine Tminitige
ltraschallbehandlung mit anschlieRender Pause von 2 Minuten. AnschlieRend wird durch
snirifugieren eine erste Impfstoffausbeute erhalten. Das Sediment wird erneut mit SPGA
sfgeschwemmt und erneut der dreimaligen Ultraschallbehandlung unterzogen, wobei man eine
veite Impfstoffausbeute gewinnt. Die beiden Ausbeuten werden vereinigt und bei —100°C bis

ir Bestimmung der erforderlichen Virusmer ge eingefroren, dann schnell in SPGA verdinnt und

ophilisiert,
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Verfahren zur Herstellung eines Impfstoffes gegen die
Marek *sche Krankheit

Anwendungsgebiet der Brfindung:

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstel-
lung eines Impfstoffes gegen die Marek'sche Krankheit.

C . /
Charakteristik der bekannten technischen LOsungen:

Zur Herstellung des ob:ngenannten Impfstoffes ist es be-
kannt, Gewebekulturen us SPPF-Embryos so vorzubereiten,
daB sie eine Dichte veoa 2 x 106 Zellen/Milliliter, ver-
teilt in Spezialbehdltarn aus Glas oder Kunststoff aufwei-
sen, wobei diese im statischen System erhalten bleiben.
Das Kulturmedium wird denn von Zeit zu Zeit erneuert, und
zwar in Abhingigkeit von der Entwicklung des zytopathi-
schen Effekts der mit dem Impfvirus infizierten Kulturen.
Der Auszug des Putenherpesvirus wird sodann sus einer ‘
Zellaufschwemmung in einer SPGa-SchutzlSsung, die Saccha-
rase, Phosphate, Kaliumglutamat und RindereiweiB (PFraktion
V) enth&lt, gewonnen. '
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Die Abtrennung des Virus erfolgt durch Ultraschallbehand-
lung, und zwar wie folgt: 1 Minute Behandlung, 5 Minuten
Pause und 1 Minute Kdltebehandlung bel der biologischen
Hﬁchstgrenzé. AnschlieBend wird der azellulare Herpesvirus
innerhalb klirzester Zeit bei -80 °q eingefroren und bei
dieser Temperatur konserviert, bis die Viruskonzentration
pro ml bestimmt wird.

Das Verfahren erfordert anschlieBend ein nachtrigliches
Auftauen, eine erneute Dispergierung durch eine 10 Sekun-
den deuernde Ultraschallbehandlung, eine Verdiinnung in
einer entsprechenden Menge (1000 Dosen pro Beh#lter) und
die Lyophilisierung des Produkts. |

Dieses Verfahren het folgende Nachteile: das statische -
Syétem fiir die Gewebekulturen’benﬁtigt-einen gusdtzlichen
Arbeitsaufwand, es ist ein grbﬁés»Speichervermégen des
Phermostaten erforderlich, es wird eine groBe Anzahl von
Behiltern mit Gewebekulturen bendhigt, und es ist eine
mehrmalige Erneuerung des Kulturmediums in der Replika-
tionsperiode des Impfvirus erforderlich. AuBerdem setzt

die Ultraschallbehandlung keine ausreichend groBe Menge

von infektitsen Impfpartikeln frei.

Ziel der Erfiandung:

7iel der Erfindung ist »s, die Mingel des Standes der Tech-
nik zu beseitigen.

Darlegung des Wesens der Erfindung:

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren
zur Herstellung eines Impfstoffes gegen die Marek'sche
Krankheit aus einem Stamm des Putenherpesvirus, der -aus
priméren Zellkulturen von Hilhnerembryos, frei von spezi-
fischen palhogenen Erregern geziichtet wurde, so abzuwan-
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deln, daB der zusidtzliche Aufwand zur Aufrechterhaltung
des statischen Systems fiir die Gewebekulturen entf&dllt
und auch einfachere Vorrichtungen verwendet werden konnen.

ErfindungsgemiB wird die Aufgebe dadurch geldst, daB die
auf geeigneten Mitteln, z.B. Dextrantréigern in Form von
Mikrokugeln erhaltenen ulturen, wenn diese 80 % des Zel-
lenrasens gebildet haben, mit einem Putenherpesvirusstamm
PC-126, Klon 1, IIT b (Sammlung des Forschungs- und Biopré-
paratezentrums fir Geflﬁgél und Kleintiere, Voluntari,
Bukarest/Ruminien) infiziert und in SPGA, welches Saccha~
rase, Phosphate, Keliumglutamaet und RindereiweiB (Fraktion
V) enthslt, gewonnen werden, sobald der zytophatische Ef-
fekt des Impfvirus 80 % betrdgt, daf sodann dreimal hin-
tereinander eine Ultraschallbehandlung von einer Minute
Daver mit anschlieBender Pause von zwel Minuten Dauer er-
folgt, daB anschlieBend aus der Prim&raufschwemmung durch
Zentrifugieren eine erste Impfstoffausbeute erhalten wird,
daB sodann das erhaltene Sediment in einer SPGA-Verdiinnung
erneut aufgeschwemmt und diese Aufschwemmung erheut der
vorerwdhnten dreimsligen Unltraschallbehandlung unterworfen
wird, woraufhin man durch Zentrifugieren eine zweite Impf-
gtoffausbeute erh#lt, die nach Véreinigung mit der ersten
Tmpfstoffausbeute bei -100 °C bis zur Bestimmung der er-
forderlichen Virusmenge gefroren wird, die dann innerhalb
einer moglichst kurzen Zeit in SPGA verdiinnt und abschlies-
send lyophilisiert wirc. ’ |

Auvsfithrungsbeispiel:

An einem Ausfiihrungsbeispiel goll die.Erfindung nachfolgend
ndher erléutert werden. '

Aus Hilhnerembryos, die freil von spezifischen pathogenén
Erregern (SPF) sind, werden primire Zellkulturen z.B, auf
Mikrodextrenkugeln hergestellt. Nach 20 bis 24 Stunden,
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wenn sich zu 80 % ein Zellenrasen gebildet hat, wird das
Kulturmedium durch frisches Kulturmedium ersetzt, in das
such das Inokulum des Impfvirus vom Zellentyp eingeflihrt
wurde. '

Die Zellkulturen werden auf einem Fermenter oder dgl. mit
periodischer Kontrolle ohne Auswechsinng des Nghrmediums:
gehalten, bis der charakteristische zytopathische Effekt -
der Infektion mit dem Putenherpesvirus 80 % der Kultur-
oberfléche susmacht,

Sodann vom Zellenrasen die Zellen durch iibliche Behandlung
durch Trypsinisieren gewonnen. Die Zellen werden durch
Zentrifugierea bel + 4 °¢ und 1200 U/min abgetrennt;

Die Zellen aus dem Sediment konnen im Gefriermedium noch-
mals aufgeschwemmt und bei einer Temperatur bis zu -196 0.
eingefroren werden. Besser ist es jedoch, die Zellen in
einem Spezialverdiinner, der Saccharase, Phosphate, Kalium-
glutamat und RindereiweiB (Praktion V) (SPGA) enth&lt,
aufzuschwemmen, woraufhin der Virus durch Ultraschallbe-
‘hendlung aus den Zellen freigesetzt wird und zwar durch
1 ¥inute Ultraschallbehandlung uvnd 2 Minuten Pause, wobei
diese Behandlung dreimal wiederholt wird, und zwar bei |
+40 °C. Die Suspension wird bei +4 °¢ und 1200 U/min zen-
trifugiert. Das erhaltene Serum wird keimfrei gewonnen

und bildst diz erste Impfstoffausbeute. AnschlieBend wird
das Zellensediment in SPGA aufgeschwemmt und es wird die-
selbe Ultrascﬁallbehandlung wie vorher durchgefiihrt. Die
nach der zweiten Behandlung erhaltene Suspension bildet
die zweite Impfstoffausbeuté und wird mit der ersten Aus-
beute vereinigt.

/
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Die Virusaufschwemmung wird bei --100 °¢ in geeigneten Be-
héltern, z.B, Kunststoffrdhrchen eingefroren, Die in den
Kﬁnststoffrﬁhrchén enthaltenen Proben werden aufgetaut,
und es werden bakteriologische, virologische und mykologi-

sche Kontrollen durchgefiihrt. Ferner erfolgt die quantita- .-

tive Bestimmung des Impfvirus.

Nach der Feststellung der Viruskonzentraiion pro ml wird
die Viruseufschwemmung sufgetaut, mit SPGA verdiinnt und-
lyophilisiert.

Jeder Beh&lter muB 250, 500 oder 1000 Impfdosen enthalten
und jede Impfdosis 1200 PFE (Plaque formende Einheiten).

Der 1yoph113q1erte Impfstoff w1rd bis zum Gebrauch bei
+4 °¢ Ponserv1ert.

Die erhaltene Impfstoffproduktion, im Vergleich mit dem
Verfahren der Haupterfindung und dem Verfahren der gegen-
wirtigen Erivndung (Varlante I und Variante II), ist folm
gende: ‘

Spezifikation l;ﬂ§ * Gesamt PFE/ml Impfstoffdosis
B mL-. o - nach der Lyo-
. v*v'“'ﬁ‘ © philisierung
1. Impfetoff Variénte T 100 - 5%10° 66.0002)

2, Impfstoff Variente II
- mit der Ultraschall-
- behandlung des
Zellensediments 80.000

- Uberstand 100 5x10°
- Zellensediment 20 4,5X1O6

a) eine Impfdosis enthilt 1200 PFE
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Als Medium flir die Zellkulturen dient TC 199 ohne Purin,
Pirimidin und Nukleotide, unter Zusatz von Phosphattryp-
tose, Natriumbikarbonat, Antibiotika und Potualserum,

Als Impfvirus wird der Putenherpesvirus vom Stamm F(-126,
Klon 1, frei von Mykoplasma, verwendet, der unter der

Wr. III b, Klon 1, in das Register des Forschungs- und
Biopréparatzentrums filir Gefliigel und Kleintiere, Voluntari,
Bukarest, eingetragen ist. Der Putenherpesvirus FC-126 ist
fir Hihnerkilken nicht krankheitserregend. Der Klon 1 ist
frei von Mykoplasma und ruft in Xulturen von Fibroblest-
zellen aus Totalembryo oder in Kiikennierenzellkulturen
einen charakteristischen zytopathischen Effekt hervor. Die
mit dem Putenherpesvirus vom Stamm FC-120 geimpften Kiken
widerstehen einer spdteren Infizierung mit dem krankheits-
erregenden Virus der Marek'schen Krankheit. Auch entwickeln
gich keine Geschwiire.

Das erfindungsgeméBe Verfahren weist folgende Vorteile auf:

- die Impfstoffherstellung erfordert keine komplizierte
Methodik und ermdglicht eine kontinuierliche, halbauto-
matische Technologie;

- dle Aufschwemmung der Viren ist nach der Ultraschall-
behandlung #uBerst homogen;

- es kinnen beide Impfstofformen, niémlich gefroren oder
lyophilisiert, hergestellt werden. ‘
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Erfindungsanspruch:

Verfahren zur Herstellung eines Impfstoffes gegen die
Marek'sche'Krankheit aus einem Stamm des Putenherpesvirus,
der aus priméren Zellkulturen von Hilhnerembryos, frei von
spezifischen pathogenen Erregern gezlichtet wurde, gekenn-
zeichnet dadurch, daB die auf Rollern oder Dextrantrigern
in Form von I'ikrokugeln erhaltenen Kulturen, wenn diese

80 % des Zellenrasens gebildet heben, mit einem Putenher—
pesvirusstamm FC-126 Klon 1, IIT b (Sammlung des Forschungs-
und Biopré&paratezentruns fiir Geflligel und Kleintiere,
Voluntari, Bukarest/RurmEnien) infiziert wird in SPGA, wel-
ches Saccharase,'Phosphate, Keliumglutamat und RindereiweiB
(Fraktion V) enthdlt, gewonnen werden, sobald der zytopha~
tische Effekt des Impfvirus 80 % betrigt, daB sodann drei-
mal hintereinander eine Ultraschaellbehandlung von einer
Minute Dauer mit anschlieBender Pause von zwei Minuten Dauer
erfolgt, daB anschlieBend sus der Primdraufschwemmung durch
Zentrifugieren eine erste Impfstoffausbeute erhalten wird,
dafl sodann das erhaltene Sediment in SPCA-Verdiinnung er-
neut aufgeschwemmt und clese Aufschwemmung erneut der vor-
erwihnten dreimaligen Ultraschallbehandlung unterworfen ,
wird, woraufhin man durch Zentrifugieren eine gzweite Impf;

stoffausbeute erhilt, cie nach Vereinigung mit der ersten.

Impfstoffausbeute bei -'00 °C bis zur Bestimmung der er-
forderlichen Virusmenge gefroren wird, die dann innerhalb
einer mbglichst kurzen “eit in SPGA verdiinnt und abschlies-
gsend lyophiliziert wirc.
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