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(54) Zpiisob vyroby Zivé vakeiny pfiusnic

Vyndlez se tyké zplisobu vyroby Zivé vakeiny prfudnic.

Epidemickd parotitis je velmi roz3itenym onemocn¥nim na celém sv&t&. V Bulharsku Je
kaZdoro&nd registrovdno prim&rn& vice ne¥ 25 000 pfipadi. Krom& mirné klinické formy jsou
$asto pozorovéna vé¥n& onemocnéni Zetnych orgdnd a systémi asto konéicich trvalym poSkoze-
nim jako paralyzou, neplodnost{, cukrovkou, thyreoitis, hluchotou, poruchou ledvin, kardio-
vaskuldrnfho systému, podkozenim plodu u t¥hotnych Zen atd. Epidemie se vyskytuji ve m&s-
tech a na vesnicich b&%n& a ve vdt3ich m&stech pretrvdvaji epidemie cely rok. Proto je za-
pot¥ebi vyvinout u¥inné prostPedky proti infekinimu zén&tu p¥iufnic.

Prvni pokusy o dosa¥eni profylaxe proti epidemické parotitid& za pouZiti therapeutické-
+ho séra byly nedsp¥sné. NavrZené vakciny piipravené z usmrcengeh vird nebyly d&inné a nemoh-

1y se pouZit v praxi.

Ukézalo se, -%fe nejperspektivndjsdi je Zivé vakcina. AvSak %4dné z t&chto vakcin nebyly

doposud mezindrodn& uzndny. Prvni pokusy, které provedl Enders a spol. (Enders et al. J.
Immunol., 54, 1946, 281-291), zdstaly ve sféfe pouze pokusi. Desetiro¥ni studium Zivé vak-
ciny, ziskeané z "Leningradského" kmene (Proceedings of the EMI Institute "Pirogov" v. 16,
1958, 116-122, Klyachko N. S., A. A. Smorodintzev - Acta virol., 1958, 3, 145-151), které
provedli Smorodintzev A, a Klyachko, nebylo ukon&eno praktickou aplikaci. Podobny osud m&la
vakcina ziskand Copelovicem a spol. (Copelovic et al. Cercetari asupera valorii - Immunoge-

ne a uni vaccin antiurlian preparat cutulpini autochtoni, stuor. Cercetari inframicrobiolo-
gis, 1962, 4, 473-480).

Dal#f pokusy Nassibova a Smorodintzeva (Nassibov M. N., A. A, Smorodintzev, Voprosi vi-
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rusologii, 1968, 3, 336-340) and of Andjaparidze and assoc. (Andjaparidze et al. - Rev.
children’s infections, 1971) s novymi kmeny "Leningrad 1, 2 a 3" Jjsou stdle ve stédiu
laboratornich experimentfi. Ve stddiu experimentace Jsou také pokusy Starkeho a spol.
(Starke G. et al. Verfahien tur Nherstellung von mumps - lebenvirus implet. off. Pat. NDR
&. 88169) s kmenem "Leningrad 3" p¥stovanym na ledvind ¥t¥n&te. V poddtednim stéddiu pokusid
osou také prédce japonskych autord s kmeny Towata a Urabe (Hosai et al. Studies of live at-
tenuated mumps virus vaccine. Biven J 13, 1970, 2, 121-126).

Pouze Hilleman a spol. ve Spojenych stdtech d¥laji pokusy ve velkém m&¥Fitku s kme-
nem Jeryl Lynn a se ziskanou vakcinou (Bujnak E., B. Hilleman MR, Mem anor. Co. Patent USA
&. 3 555 149). I EndersQv kmen nemd v&t3{ pouZiti z dlvodd pouze znémych jeho autordm.
Kmen "Leningrad" se nepouZivd, protoZe je izolovén na kufecich zérodcich, z &eho¥ se také
ziskd vakcina. KuPeci zdrodky Jsou nositeli viri kufeci leukemie, proto stdle trvéd velké
nebezped{ kontaminace vakciny témito viry. Pozd¥&ji bylo zji¥tdno, Ze tento kmen mé nizkou
imunogenitu. Stejnému nebezpedi jsou vystaveny kmeny Copelovice a spol.

Kmeny "Leningrad 1 a 2" jsou také izolovdny na kuiecich zdrodecich a proto nemajf ze
stejného divodu pouZiti. Kmen "Leningrad 3" je vyp&stovdn na fibroblastech bun&k kultury
#. japonskych k¥epelek, avdak jeho Siroké pouZiti je momentdlné& brzd¥no technologickymi,
v&deckymi 2 organizednimi ddvody. Aplikace vakciny ziskené z kmene "Leningrad 3-Pankov"
vyp8stoveného na ledvindch Serstvé narozenych 3tdnat, byla zastavena pro potiZe v&deckého
pivodu. Kmen "Jeryl Lynn" Jje izolovédn na kutécich zdrodcich z aleukemickych ptékdi, tzv.
"zlatych vejcich, kde se teké ziskd vakcina, coZ &ini Jeji vyrobu ndkladndjsi. Vakciny
z kmenld Towata a Urabe se ziskaji na stejnych vejcich.

Predm&tem vyndlezu je zplsob vyroby Zivé vakciny priu¥nic s domdcim kmenem, ktery
méd byt areoktogenicky, imunogenicky a epidemiologicky d&inny. PouZil se kmen Sofia 6,
ulo#eny 7. preosince 1976 pod &islem 111 v bulharské mikrobiologické sbirce v "Institute
for Control on the Medicements, 26, V1. Zainov. Blv., Sofia, Bulgaria."’

Zplisob vyroby #ivé vakciny pPfiudnic se vyznaduje tim, %e se pouZije kmen Sofia 6
ICM &. 111, ktery se izoluje od pacienta na vldknité kultufe z ledviny Cerstv& narozenych
mordat a gfedi se 12 aZ 25ndsobnym pasdZovdnim na stejné kultuie a 3. aZ 5. den po pPipra-
vé kultury se tato infikuje pi*i 0,01 a% {,00ndsobné dévce, kapalina obsahujici virus
se sbird 3x bez monobunééné vrstvy a ndsleduje lyofilizace po 48 hodin pPi teplot& konden-
zdtoru -50 OC, vakuu sudici komory aZ 100 mikrometrl a teplotd produktu v komofe ha konci
suseni az 25 °C.

Koneény produkt také prochdzi dalsimi kontrolami na biologickou aktivitu, sterilitu,
neSkodnost, atoxicitu, reaktogenni a imunogenni vlastnosti. Vakcina tvoXi sv&tle rGZové
tablety v ampuli a méd 1 rok u&innost. PPed pouZitim se vakcina rozpusti v destilované vod#&
a infikuje se subkutdnn& v 0,5 ml objemu, obsahujicim 1 000 a% 10 000 infekdnich jednotek.

Pri imunizaci se nezvy3i teplote a nenastanou Zddné obecné a mistni reakce. Pouze v
n&kterych pPipadech se pozoruje zvydeni teploty, aviek mlZe se také zaznamenat pii kontrole,
coZ ukazuje, Ze teplota je ndsledkem n&kterych dal8ich pfidin, nejéast¥ji katard hornich
dychacich cest.,

U imunizovanych 1idi se zvy31 protildtkovy titr na 95 %, s geometrickym stiPfedem titru
vird neutralizovenych protildtkemi 1:22,6 a hemaglutinadni inhibice protildtky na 83,5 %,
s geometrickym stfedem titru 11,3.

Uspokojivd epidemiologickd uWéinnost vakciny je potvrzena jeji aplikaci v ohnisku epi-

demie a také Jejim masovym pouZitim.
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Po aplikaci vakciny v ohniscich epidemie se epidemicky proces rychle pPerusf, podet
pacientd klesne a zkrdti se doba karentény. V ohnisku, kde se aplikovala vakceina, trvala
epidemie prim&rng 30 dni, zatimco u kontrol trvala tém&F 120 dni.

Pri masové aplikaci vakeiny byla také prokdzéna jeji vysokd dlinnost. Nyni, po uplné
vakcinaci ve mdstd Plovdivu, se u vdech d¥ti od 1 do 12 let, které nem&ly epidemickou paro-
titidu, sniZila nemocnost 12 a# 17ndsobn&. Pro tuto oblast m&la vakcina index d&innosti
nad 10 a kceficient ochrany €% 97 %. V minulosti zaujimala infekdni parotitida v urdéitych
letech 1., 2. nebo 3. misto na seznamu nakaZlivych onemocn&ni, zatimco nyni je Jjednou z
poslednich na seznamu. Dfive pFedstavovala epidemickd parotitis 22,3 % ze v8ech infekei a
25,8 % z kapénkovych infekei, zatimco v r. 1973 pfedstavovala 2,9 % aZ 4,6 %. V minulosti
tvoiilo ohnisko se 4 a vice pfipady nad 90 %, zatimco po imunizaci klesl jejich podet na
5 %. Doposud ziskené vysledky ukazuji perspektivnost vakciny v boji proti epidemické paro-
titidé v této zemi.

Zpisob mé nasledujici vyhody:

Pro vakcinu bylo pouZito doméciho kmene, ktery se izoluje na kultufe, na které se poz-
d8ji zisk4 samotnd vakcina, zabezpelend tfmto zplsobem od vedlej¥i kontaminace. PouZije se
domdci substrdt, tj. ledviny morat, na kterych se také ziskd vakcina spalnidkového viru
a které jsou zérukou &istoty a na druhé strand je snadno dostupny a levny. Technologie pro
piipravu vakeiny byla vypracovéna pfi zajiZténi vysoké a levné produkce, ndkolikendsobnd
levn&jsi neZ dosud pouZivand. Zpﬂsqb zajisfuje produkci areaktogenicky, imunogenicky a epi-
demiologicky u&inné vakciny pri délnnosti alespon jednoho roku.

Priklad 1 objasnuje bez omezeni zpisob podle vynélezu.
Priklad 1
Priprava kmene Sofia 6.

Kmen Sofia 6 se izoluje z ditdte nemocného pravostrannou epidemickou parotitidou. Tre-
ti den nemoci se odebere dit¥ti slina, kterd se po. upravé kultivuje v p&ti zkumavkdch na
xultude z ledvin mordéat, Infikované bunky neukazuji-.%4dné morfologické zmdny. Hemiadsorpce
vyvoland 4., 6., 8. a 10. den Jje negativni. Desdty den se vytvori sm&s z kapalné kultury
ve zkumavkéch. Reakce hemagglutinace Je negativni. Provede se novd infekce p&ti novych zku-
mavek "slepy pokus". Infikované kultury neukazuji Z4dné morfologické zm&ny, aviak zkouSky
hemaadsorpce ukazujl 4. den pozitivni vysledky. Sebrand kapalné kultura je 8. den poldted-
nim materidlem na ndsledujfci paséZ. Kmen se podrobi celkem 25 pasé¥im na tkénové kul tue
z ledvin mordat pri jediném vyb&ru ka%dé z nich, aby nastalo zPeddni. Materidl z posledni
pasd¥e slouZi jako vakcindlni kmen pro vyrobu vakciny.

Popis vyroby vakciny v sériich:

Pro vyrobu poloproduktu pro 1 sérii vakciny se pPipravi kultura z ledvin Cerstvé na-
rozenych mordat ve 30 nddobdch o kapacitd 1 200 ml a 3 nddobdch o kapacit& 150 mi. 4. den
po vytvoreni monovrstvy se infikuje 27 velkych nddob s kulturou vekcindlnim virem. Zbylé
kultura v 3 velkych nédobdch a 3 malych nddobdch se nechd neinfikovand, tj. p¥ipravi se ja-
ko kontrola. UdrZovaci prost¥edi kultury je podle Parkera (prosifedi 199) bez teleciho
séra. 2., 4. a 6. den se kapalina obsahujici virus shromdZdi a v prvnich 2 pFipadech se
p¥id4 novéd kultura, zatimco ve 3. pPipadé se kultura po odebrdni tekutiny odstrani. V takto
shrom&¥déném poloprodukiu se stanovi titr viru (ne men3i neZ 104'5XAdD5O/0.5 ml), sterili-
ta (bez jakychkoli infekdnich zdrodki), obsah albuminu (ne v&t8i ne% 0,10 mg/ml podle Low-
ry), specifita (pln& neutralizovéno specifickym sérem), nedkodnost a atoxicita viéi zvira-
tim,.
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Na konec kultivace se ptikapou do 3 malych nddob 1idské, kubeci a mor&eci erythrocy-
ty, aby se zjistila pripadnd vedlejsi hemadsorpce vird a tekutina ve 3 velkych kontrolnich
nddobdch se zkoudi na sterilitu a nepP{tomnost daliich vird. Po zkoulce kontrolnich vzorkd
se poloprodukt shromdZdi do série a pFidd se stabilisdtor, sachorosa a %Zelatina, nade? se
rozlije do 1 ml ampuli a lyofilizuje se. Suchy produkt se zkou¥f op&t na sterilitu (bez ja-
kychkoliv infek&nich zdrodki), biologickou ektivitu (titr nesmi byt mend{ ne% 103'7XAd850/—
/0,5 ml), nefkodnost a atoxicitu na laborstornich zvi¥atech, reaktogenni a imunogenni vlast-
nosti u 20 d&ti (jsou p¥ipustny slabé symptomy priusnic’ bez napédeni Jjakéhokoliv dalsiho
orgdnu do 1 % imunizovanych a konverse siry v&t3i ne? 80 %, stanoveno podle reskce pro
neutralizaci viru). Potom se oznadf série , dévka na ampulich a doba WZinnosti a produkt
Je pfipraven pro pouZiti.

PREDMET vYINALEZU

ZpGsob vyroby %ivé vakciny pfiudnic, vyznadeny tim, Ze se pouZije kmen Sofia 6, ICM
&. 111, ktery se izoluje od pacienta na vldknité kultufe z ledviny Serstvd narozenych mor~
%at a zfedi se 12 a% 25ndsobnym pasd¥ovénim na stejné kultute a 3. aZ 5, den po pfipravé
kultury se tato infikuje pii 0,01 a% 1,00ndsobné dévce, kapalina obsahujfici virus se
sbird 3x bez monobun&Zné vrstvy a ndsleduje lyofilizace po 48 hodin pFi teplot¥ kondenzdé-
toru =50 °C, vakuu suici komory aZ 100 mikrometrl a teplot¥ produktu v komofe na konci
sudeni a% 25 °C.

Severografia. n. p. zivod 7. Most
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