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Sposéb otrzymywania trwatej bezkomérkowej i o wysokim mianie zawiesiny
zdolnych do zycia wiruséw

Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywania trwatej, bezkomérkowej i 0 wysokim mianie zawiesiny,
zdolnych do Zzycia wiruséw, wiazacych si¢ z komdrkami. W szczegélnosci wynalazek odnosi si¢ do sposobu
ekstrakcji wigzacych si¢ z komérka wiruséw z zainfekowanych komorek, przy czym wirusy te utrzymuje si¢
w stanie zdolnym do zycia. Zawiesina wigzgcego si¢ z komérka wirusa, uzyskiwana sposobem wedtug wynalazku,
jest trwata i odznacza si¢ dziataniem nawet po liofilizacji. Mozna ja przechowywaé przez dluzszy okres czasu
w temperaturach lodéwki oraz mozna ja przesytaé w rézne miejsca bez niedogodnego do realizacji zamrozenia.
Zawiesing, otrzymana sposobem wedtug wynalazku, mozna stosowaé w badaniach naukowych, przesytaé bez
klopotu na duze odlegtosci i przechowywa¢é przez dtuzszy okres czasu w lodéwce. Spos6b wedtug wynalazku
mozna réwniez stosowaé do. ekstrakcji wigzacych si¢ z komérka wiruséw z komérek, w ktérych wirus ostabiono
albo z mato ztosliwego szczepu, antygenicznie zwigzanego z konkretna choroba. Otrzymane w ten sposéb bezko-
modrkowe zawiesiny wiruséw mozna stosowaé do przygotowania szczepionek ochronnych przeciw chorobom.

Z uwagi na oczywiste powiazanie przyczynowe z leukoza u ptactwa wicle wiruséw, wigzacych si¢ z komor-
ka, jest ostatnio przedmiotem intensywnych badan. W ostatniej publikacji, Witter i in., Avian Dis., 13, 171-184
(1969), opisano wirus typu opryszczki jako etiologiczny czynnik choroby Marek’a, bedacej choroba zakazng
kurczakéw, u ktérych w réinych organach wystepuja nowotwory limfoidalne. Wystgpowanie choroby Marek’a
ma powazne znaczenie ekonomiczne na swiecie, gdyz jest ona-bardzo zaraZliwa i w pewnych przypadkach wywo-
tuje wéréd drobiu 50-cio procentowg lub wyzsza $micrtelno$é zbiorows, oraz wysoki procent odrzutéw w dro-
biu, zabijanego na migso.

Ze wzgledu na wielka wage badari nad zapobieganiem chorobie Marek’a nalezato najpierw ustali¢ czynnik
ja wywotujacy, wyizolowaé go, poddaé ja testom kontrolnym, oraz réinym badaniom w celu pelniejszego
Zrozumienia istoty tej choroby. »

Dotychczasowe préby wyizolowania i oddzielenia wirusa z zainfekowanych komérek doprowadzaty nieste-
ty do kompletnego zaniku zakaznosci wirusa.
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Konieczno$é pozostawiania wirusa w stanie zwigzanym z komoérka, o ile cheiato si¢ zachowaé jego moc
i zdolno$¢ do zycia, catkowicie hamowata wszelkie préby uzyskania trwatych szczepionek.

Celem niniejszego wynalazku bylo opracowanie sposobu otrzymywania zawiesin wirusa, wigzacego si¢
z komoérkami, tak, aby zawiesiny te nie zawieraty komérek i byty przy tym trwate, nadajace si¢ do przechowy-
wania lub liofilizacji, a jednoczesnie, aby wirusy nie utracity nic ze swoich wtasciwosci i sity dziatania.

Sposéb wedtug wynalazku polega na zmieszaniu komoérek, zainfekowanych wirusem wigzacym si¢ z ko-
moérkami z czynnikiem stabilizujacym, zawierajagcym albumine lub kazeing w ilosci wystarczajgcej do wytworze-
nia homogenicznej zawiesiny zainfekowanych komérek w czynniku stabilizujgcym, po czym otrzymang homoge-
niczng zawiesing poddaje si¢ niszczeniu komorek tak, aby nastapito ich rozerwanie. W ten sposéb uwalnia sig
nienaruszony, zdolny do zycia wirus. Uzyskang bezkomdrkowa zawiesing wirusa w czynniku stabilizujacym
ewentualnie poddaje sig liofilizacji.

Dotychczas bylo wiadomo, ze wirusy, wigzgce si¢ z komérka, tracily swoja zdolnoéé do zycia i moc po
oddzieleniu ich od komdrki. Zaskakujacy jest w zwigzku z tym fakt, ze produkt, uzyskany sposobem wediug
wynalazku, nie zawierajacy komérek, wykazuje znacznie wigksza zdolno$é do zycia i dziatania, niz preparaty, nie
zawierajgce czynnika stabilizujacego i ekstrahowane z komérki. Inng, nieoczekiwang zaleta wirusowych produk-
téw, uzyskiwanych sposobem wedtug wynalazku jest fakt, ze pomimo, iz na og6t wiele typéw wiruséw, wigza-
cych si¢ zkomérka, wymaga zamrazania do kraricowo niskich temperatur, aby zachowaé ich stabilnos¢, to
produkt, otrzymywany wedlug wynalazku, mozna utrzymywaé w stanie zamrozenia w znacznie wyzszych tem-
peraturach w dtuzszych okreach czasu bez utraty zdolnosci do Zycia i dziatania. Ponadto, liofilizowane produk-
ty, uzyskiwane zgodnie ze sposobem wedtug wynalazku, mozna przechowywa¢ przez dtuzszy okres czasu w tem-
peraturach lodéwki bez znacznych strat ich zdolnosci do Zycia i dziatania. :

Sposéb wedtug wynalazku mozna stosowadé ogdlnie do wiruséw, wiazacych si¢ z komérkami, a zwlaszcza
do preparatéw wirusowych w postaci suchej lub wodnej, ktére sg albo zarazliwe albo moga by¢ stosowane do
wytwarzania szczepionek za pomoca uprzedniego ostabienia wirusa znanymi metodami, albo za pomoca zastoso-
wania wirusa, antygenicznie zwigzanego z konkretna choroba. Wiadomo na przyktad, ze zywy, ostabiony wirus
typu opryszczki choroby Marek’a, tj. szczep HPRS-16, mozna stosowaé do uodpornienia przeciw chorobie
Marek’a, co opisali Churchill iin., J.Gen.Virol. 4, 577—564 (1969) i Nature, 221, 744—747 (1969). Wiadomo
réwniez, Ze szczepienie szczepem FC-126 wirusa opryszczki indyka zabezpiecza przeciw chorobie Marek’a.

Sposéb wedtug wynalazku znajduje zatem szerokie zastosowanie do zwigzanych z komdrkami wiruséw,
a w tym zywych wiruséw ztosliwych, zywych ostabionych wiruséw, Zzywych wiruséw, antygenicznie zwigzanych
z chorobg Marck’a i do zabitych wiruséw. Dla przyktadu, niektére z wielu wiazacych si¢ z komérkami wiruséw,
do ktérych stosuje si¢ sposéb wedtug wynalazku, naleza do grupy B wirusa opryszczki, ktére opisal Melnick,
J. Immunol, 92, 595—-601 (1964).

Szczegdlnie korzystne wyniki uzyskuje sig, stosujac w sposobie wedtug wynalazku takie wirusy, wiazace sig
z komérkami, jak wirus varicella herpes zoster, cytomegalovirus, wirus Burkitt lymphoma, wirus Lucke tumor,
wirus opryszczki indyka i wirus choroby Marek’a.

Czynnikami stabilizujgcymi, stosowanymi w sposobie wedtug wynalazku, sa substancje biatkowe, takie jak
albumina i kazeina, ewentualnie w potaczeniu z innymi dodatkowymi sk}adnikami. Ich stabilizujace dziatanie
pozwala na utrzymywanie wysokiego miana wirusa podczas iflub po rozerwaniu komérek. Czynnik stabilizujgcy
moze précz albuminy lub kazeiny zawieraé¢ pochodng skrobi, korzystng szczegélnie w przypadkach, gdy mieszan-
ka ma by¢ poddana liofilizacji. Czynnik stabilizujacy moze takze zawieraé inne $rodki pomocnicze, takie jak
czynniki buforowe. Jako Zrédto albuminy korzystnie stosuje si¢ surowicg wotowa, a jako 2r6dto kazeiny — mle-
ko w proszku.

Tloéé stosowanego czynnika stabilizujacego zalezy od gestoéci materiatu komérkowego, wzglednego steze-
nia wystgpujacego wirusa i innych podobnych czynnikéw. Korzystnie dodaje si¢ czynnik stabilizujacy w postaci
suchego proszku lub rozciericzonego roztworu wodnego do materiatu komérkowego, jednoczesnie mieszajac
w niskiej temperaturze, do uzyskania homogenicznej zawiesiny substancji komérkowej w czynniku stabilizuja-
cym. B
Ogdlnie, zainfekowany material komérkowy rozprowadza si¢ w wodnym roztworze, zawierajacym substan-
cj¢ biatkowg w niskim st¢zeniu (okoto 0,1% wagowych/objeto$¢). Stezenie w procentach wagowych (objgtosé
oznacza stosunek suchej masy substancji, zawierajacej biatka, wyrazonej w gramach, do objetosci roztworu
w mililitrach, w ktérym zawiera si¢ substancj¢ komérkows. W celu uzyskania ptynnej, homogenicznej zawiesiny
mozna czynnik stabilizujacy stosowaé w mniejszym stezeniu, takim jak 0,05% wagowych/objetosé. Dopuszczal-
ne sg stezenia substancji, zawierajacej proteiny, okoto 1% wagowych/objgtoﬁé Mozna réwniez stosowaé wyzsze
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stezenia, pod warunkiem, Ze substancja biatkowa zasadniczo rozpuszcza si¢ w wodnym srodowisku. Ogélnie
stezenie substancji, zawierajacej biatka, wyrazone w procentach wagowych/objetosc, jest takie, aby uzyskaé
homogeniczng zawiesing substancji komérkowej w czynniku stabilizujagcym.

Moze byé korzystne takie nastawianie stgzenia substancji komdrkowej, zeby uzyskaé okre§lone miana
wirusa. Wptyw czynnika stabilizujacego, zawierajacego blaika, pozostaje jednak niezmieniony, dopéki stezenie
jest zgodne z powyzszymi ustaleniami.

Jezeli uzyskana sposobem wedtug wynalazku bezkomérkowa zawiesina wiruséw ma.byé poddana liofiliza-
cji, to jej zdolno$é dziatania w znacznej mierze zabezpiecza i utrzymuje dodanie do ciektego preparatu (przed
suszeniem) pochodnej skrobi lub mieszaniny pochodnych skrobi. Pochodng skrobi mozna dodawaé do gotowego
preparatu bezkomdrkowego lub przed rozerwaniem komdrek, tacznie z wymienionym czynnikiem stabilizujg-
cym. Wigkszo$¢é pochodnych skrobi mozna stosowaé razem z substancja, zawierajgca biatka. Mozna np. laczyé
produkty hydrolizy skrobi, jak sacharoza, dekstroza lub glikoza z albuming lub kazeing. Najkorzystniejsze jest
zastosowanie sacharozy jako pochodnej skrobi.

W celu utrzymania wysokiego miana preparatu w trakcie liofilizacji wystarczajace jest stezeme pochodnej
skrobi okoto 2% wagowych na objetosé (tj: suchej masy pochodnej skrobi w gramach do objetosci wodnego
roztworu w mililitrach). Mozna jednak stosowaé i wyzsze stezenia. Stezenie substanciji biatkowej nie jest bezpo-
srednio zwiazane ze stezeniem pochodnej skrobi. Tak wigc, do homogenicznej zawiesiny bezkomérkowej, kazda
ilo§¢ homogenicznie zawieszona czynnika stabilizujacego i kazda ilo§¢ pochodnej skrobi, 2% wagowych/objgtosé
lub wigksza, bedzie skuteczna do zabezpieczenia mocy i trwatosci preparatu.

Czynnik stabilizujacy moze ewentualnie zawiera¢ mate dodatkowe ilosci buforéw, wystarczajace do utrzy-
mania wzglednie optymalnego pH wirusa w czynniku stabilizujacym, tj. pH=6,5-7,5. Tak np. korzystny czynnik
stabilizujacy zawiera mieszaning albuminy wotowej, sacharozy i takiego buforu, jak fosforany metali alkalicz-
nych. Mozna réwniez dodawac¢ glutaminiany metali alkalicznych, chociaz nie sa one konieczne do uzyskania
efektu stabilizujgcego.

Korzystnie stosuje si¢ nastgpujace mieszaniny:

— albuming i sacharoze,

— albuming, sacharozg i glutaminiany metali alkalicznych,

— kazeing i sacharoze,

— kazeing, amine N—Z i glikoze,

— 2lbuming, sacharoze i fosforany metali alkalicznych,

— albuming wotowa, sacharoze, fosforany i glutaminiany metali alkalicznych.

Najkorzystnicjszym praktycznie stabilizatorem jest mieszanka, ogdlnie znana pod nazwa ,,SPGA”, opisana
przez Bovarnicka i in., J.Bact., 59, 509—522 (1950). Mieszanina ta zawiera 7,46% sacharozy, 0,05 g fosforanu
jednopotasowego, 0,16 g fosforanu dwupotasowego, 0,01 g jednosodowej soli kwasu glutaminowego i 0,1 g prosz-
ku albuminy wotowej, przy czvm wszystkie te sktadniki sg rozpuszczone w 100 ml wody destylowanej. Dosko-
nate wyniki uzyskuje sig, stosujac stezenie okoto 10 czesci wagowych opisanej ,,SPGA™ na 1 czgé¢ materiatu
komdrkowego. Zadowalajace wyniki otrzymuje si¢ réwniez przy zastosowaniu czynnika stabilizujacego ,,SPGA”
o stezeniu, dochodzacym do 150 czesci wagowych. Jest rzecza oczywista, ze odpowienie wartosci stgzenia
substancji biatkowej iochodna skrobi w ,,SPGA” zawierajy si¢ w ustalonych powyzej zakresach.

Sposobem wedtug wynalazku mozna tez otrzymac bardzo silnie dzialajace suche produkty, stabilizowane
przez normalne suszenie preparatéw ciektych, takie jak suszenie ze stanu zamroZenia i liofilizacja. Caty proces
korzystnie prowadzi si¢ w warunkach aseptycznych, stosujac uprzednio wysterylizowane sktadniki.

Sposéb wedtug wynalazku ilustruja nastepujace przyklady, nie ograniczajgc jego zakresu. Jesli tego nie
zaznaczono odrebnie, stezenie sktadnikéw podano w procentach wagowych/objetosé.

Opis stosowanych wiruséw. W celu ilustracji sposobu wedtug wynalazku stosowano trzy szczepy, silnie
wigzgcych si¢ z komérkami wiruséw opryszczki. Szczepy tych wiruséw zidentyfikowano jako szczep FC-126
wirusa opryszczki indyka, szczep JM choroby Marek’a i szczep GA choroby Marek’a.

a) Szczep JM wirusa choroby Marek’a wigze sig silnie z komérkami i jest antygenicznie zwigzany z wirusem
opryszczki indykéw, ale rézni si¢ wyraznie od zakaznych wiruséw zapalenia tchawicy i wiruséw zapalenia jelit
u kaczek. Wirus ten oznaczono jako szczep JM i zgtoszono bez ograniczern w American Type Culture Collection,
Washington, D.C., pod numerem statego zbioru wiruséw A.T.C.C. VR No. 585. Ztozono go réwniez w sktadnicy
Cornell University, gdzie jest dostepny pod oznaczeniem Accesion No. RT-711. Szczegétowy opis preparatu
i charakterystyke szczepu JM podat Sevoian in., Vet. Med., 57, 500—501 (1962).

b) Szczep FG126 wirusa opryszczki indyka wigze sig silnie z komérkami i jest antygenicznie spokrewniony
z wirusem choroby Marek’a u kurczakéw. Opisano dzialanie zabezpieczajace tego wirusa przeciw chorobie
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Marek’a, jesli jest zaszczepiony jednodniowym kurczetom i péZniej styka si¢ z wirusem choroby Marek’a. Ten
wirus opryszczki oznaczono symbolem FG126 (HVT) i ztozono bez ograniczeri w American Typo Culture Col-
lection, Washington, D.C., gdzie znajduje si¢ w statym zbiorze wiruséw pod numerem A.T.C.C. VR No. 584.
Ztozono go réwniez w sktadnicy Cornell University, gdzie jest dostgpny pod znaczeniem Accession No. RT-720.
DokZadniejszy opis szczepu podali Witter i in., Am.J.Vet. Res. 31, 525538 (1970) i Okzaki i in., Avian Dis., 14,
413-429 (1970).

c) Szczep GA wirusa choroby Marek’a réwniez silnie wigze sv; z komérkami. Wirus ten oznaczono jako
szczep GA iztozono bez ograniczeri w American Type Culture Collection, Washington, D.C., gdzie znajduje si¢
w statym zbiorze wiruséw pod numerem A.T.C.C. VR No. 624. Ztozono go takze w sk}adnicy Cornell Universi-
ty, gdzie jest dostgpny pod oznaczeniem Accession No. RT-743. Doktadniejszy opis szczepu GA i sposobu jego
otrzymywania podat Edison i in., Avian Dis., 12, 467—475 (1968).

Przyktad I. W opisanych poniZej prébach 1—3 stosowano podany powyzej wirus szczepu JM. Szczep
wirusa otrzymuje si¢ z 2 partii skéry bezposrednio przedtem zabitych kurczakéw, zainfekowanych szczepem JM
choroby Marek’a. Paski skéry, z ktérej usunigto upierzenie, miesza si¢ w stosunku 1:5 lub 1:10 z zawierajacym
s6l buforem fosforanowym o pH=6,8, miele sie, homogenizuje w ciagu 5 minut w mieszarce Sorvall Omni-Mixer,
Ivan Sorvall, Inc., Norwalk, Conn. i rozdrabnia si¢ przy uzyciu drgai dZiwigkowych w ciagu 2 minut przy
ustaleniu zasilania na pozycji 7 (26—32 ma), stosujac aparat Model W 140 D Sonifer Cell Disrupter (Heat Systema
Ultraconics, Inc., Plainview, Long Island, N.Y.). Zawiesing klaruje si¢ przez odwirowania przy szybkosci 650 x C
iciecz sklarowang zamraza si¢ do temperatury -65°C. Uwaza sig, ze tak uzyskane zawiesiny nie zawieraja
zdolnych do zycia komdrek. W prébach 1 do 3, zawiesiny wirusa odmraza si¢ i po réznych, opisanych zabiegach
prébki o objetosci 1 lub 2 ml zamraza sig.

W prébach 4 do 8 postepuije sig troche inaczej. Zrédtem wiruséw JM, GA i FC126 sa znacznie zainfekowa-
ne (powyzej 75 7CPE) hodowle na ptytkach Petriego o $rednicy 50 mm. Oba szczepy wirusa choroby Marek’a
rozwijaja si¢ w hodowli na nerce kurczakéw. W grupach 643 i 659 wirusy opryszczki indyka rozrastaja sig
w komorkach nerki kurczaka. W grupie 654 wirus opryszczki indyka rozwija si¢ w embrionalnych fibroblastach
kurczaka. Sklarowang ciecz odciaga sig¢ i zastepuje 2 ml (préba 6), 2,5 ml (préby 4, 5,7) lub 5 ml (préba 8)
kultury jednego z dwéch mediéw w postaci zawiesiny. Wolne komérki zeskrobuje si¢ gumowa pateczkg do
zbioréw z 4 lub 5 hodowli (1 hodowla na obrébke w prébie 8). Kazda zawiesing rozdrabnia si¢ przy pomocy
drgaii dZwigkowych w ciggu 2 minut i prébki o objetosci 1 ml zamraza si¢ do temperatury -65°C lub liofilizuje
sig.

Komérki z innych hodowli zbiera si¢ i zamraza do temperatury -65°C. Stosuje si¢ procedure, przeznaczong
do zabezpieczenia catosci komérek, z zastosowaniem sulfotlenku dwumetylu jako $rodka zabezpieczajacego we-
dtug metody, opisanej przez Spencera i in., Avian Dis. 11, 274287 (1967).

W prébach 9 i 10, zawiesing embrionalnych fibroblastéw kurczaka, zainfekowana wirusem HVT, zamraza
si¢ jako calo$¢ komorek do temperatury -196°C, odmraza sig i rozciericza w 'stosinkui1:30 (préba 9) liub 1:40
(préba 10) w réznych cieczach dyspergujacych, patrz tabela 3. Porcje po S ml rozdrabnia si¢ przy uzyciu  drgan
dzwigkowych w ciagu 1 minuty i prébki o objgtosci 1 ml zamraza si¢ do temperatury -65°C lub liofilizuje si¢. W
pierwszej probie stosowano nastgpujace roztwory:

Stabilizatory i rozciericzalniki.

1. 20 %glikoze,

2. Stabilizator, sk}ada]qcy si¢ z 8% odttuszczonego mleka w proszku i 2% aminy N—Z typu AS (Sheffield
Chemical, Norwich, N.Y.) z buforem Sorensena o pH=6,2 i z dodatkiem 5% glikozy,

3. Stabilizator ,,SPGA”, opisany przez Bovarnicka i in., J.Bact., 59, 509—522 (1950); mieszanina zawierata
0,218 m sacharozy, 0,0038 m fosforanu jednopotasowego, 0 0072 m fosforanu dwupotasowego, 0,0049 m jedno-
sodowej soli kwasu glutaminowego i 1 %proszku albuminy wotowej.

4. Aming ,,SPG—-NZ” tj. taka samg mieszaning, jak SPGA, z tym, ze zamiast albuminy wolowej zawiera
ona 1% aminy N—Z typu B (pozostato$¢ po trawieniu trzustkowym kazeiny) pH réznych roztworéw wynosito
6,2—7,0 tj. miescito si¢ w zakresie, w ktérym nie wplywa ono na miano wirusa.

W drugiej i trzeciej prébie przeprowadza si¢ dodatkowe testy ze stabilizatorem SPGA.

- W prébach 48 stosuje si¢ dwa roztwory: zawierajacy s6l buforanowy (PBS) o pH=6,8 oraz SPGA
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W prébach 9 i 10 stosowano nastgpujace roztwory w buforze fosforanowym (0, 0038 m fosforanu jednopo-
tasowego i 0,0072 m fosforanu dwupotasowego):
a) 0,218 m sacharozy (S),
b) 0,0049 jednosodowej soli kwasu glutaminowego (G),
¢)SiG,
d) 1% proszku albuminy wotowej (A),
e)AiS,
f)AiG,
g AGIiS,
h) 8% odttuszczonego mleka w proszku, 2% aminy N—Z typu AS oraz
i) 8% odttuszczonego mleka w proszku.
Stosowano réwniez:
a) nierozciericzona surowicg ptodows (wotows /BFS),
b) 15% BFS w $rodowisku hodowli tkankowej nr 99 (M 199),
¢) 10% sulfotlenku dwumetylu i 10% brzeczki fosforanowego tryptozy w M 199.

We wszystkich prébach, prébki poddane liofilizacji rekonstytuuje si¢ przy uzyciu wody destylowane;.

Liofilizacja. Liofilizacj¢ przeprowadza si¢ w aparacie Virtis Model USM—15 Reeze—Dryer (Virtis Co,. Inc.
Gardiner, N.Y.). Prébki, umieszczone w 5 mililitrowych buteleczkach na surowice z przerwanymi zamknigciami
gumowymi, zamraza si¢ wstepnie w oddzielnym zamrazalniku mechanicznym do temperatury -65°C lub zamraza
si¢ do temperatury -60°C na pétkach chtodniczych urzadzenia do odparowania ze stanu zamrozenia. Prébki -
suszy si¢ pod prézniag w temperaturze 38°C w ciggu 24 godzin, doprowadzajac ciepto do pétek suszarniczych,
a nastgpnie suszy si¢ jeszcze w ciagu okoto 15 godzin w temperaturze pétek 21°C. Buteleczki uszczelnia si¢ pod
préznig i do chwili przeprowadzenia analizy przechowuje si¢ w temperaturze 4°C. Analiz¢ przeprowadza si¢ po
uptywie 1 do 10 dni od momentu przygotowania wirusa.

Préby z wirusami. We wszystkich prébach, prébki zaszczepia si¢ bezposrednio po odmrozeniu lub rekonsty-
tucji do dwéch wysuszonych hodowli nerki kurczaka, rozwijanych w ciagu 24 godzin. W przypadku wiruséw
choroby Marek’a, ekstrahowanych z zainfekowanych komdrek hodowli, w celu zwigkszenia czutosci analizy
dodaje si¢ czasem 0,2% etylenodwuaminy kwasu czterooctowego (EDTA). W celu uzyskania takiej szybkoscl
zainfekowania, ktéra umozliwia zliczanie poszczegdlnych ognisk, w pewnych przypadkach wszczepia si¢ prébki
w dziesig iokrotnym rozciericzeniu. Rozciericzalnikiem jest srodowisko dyspergujace. Metody komérkowej hodo-
wli do analizy stosuje si¢ zgodnie z opisem Calneka i in., J.Nat.Cancer Institut., 45, 341—351 (1970). Uszkodze-
nie ogniskowe zlicza si¢ po uptywie 8 dni po zaszczepieniu (wirus choroby Marek’a) lub po uptywie 6 dni (wirus
opryszczki indyka). Do oceny liczby ognisk (FFU) na mililitr nierozciericzonego wirusa stosuje si¢ przecigtng
zliczen ognisk z dwéch jednakowych hodowli oraz wspéiczynnik rozciericzenia.

Wyniki. Wyniki przedstaviono w tabelach 1, 2 i 3. Badania wirusa JM choroby Marek’a, wyizolowanego
z ekstraktéw skory, (tablica 1) wskazuja, ze: okres przetrwania wirusa po liofilizacji jest troch¢ przedtuzony przy
uzyciu 20%-owej glikozy jako stabilizatora oraz wyraZnie dtuzszy przy zastosowaniu SPGA lub aminy SPG—NZ,
dodatek SPGA do nieliofilizowanej zawiesiny wirusa ponad dwukrotnie podwyzsza jego miano, najwyzsze zawar-
tosci uzyskuje sig z liofilizowanych prébek przy uzyciu SPGA.

Z préb, przeprowadzonych z wirusem, pochodzacym z hodowli komérkowej, (tablica 2) wynika jasno, ze
1) ekstrakcja obu szczep6éw wirusa choroby Marek’a prowadzi do wyzszych mian przy uzyciu SPGA, niz PBS jako
$rodkowiska dyspergujacego oraz, ze 2) dla wirusa choroby Marek’a z powodzeniem mozna przeprowadzaé
liofilizacjg przy uzyciu SPGA, jako stabilizatora, ponadto, ze 3) wydajnosci, uzyskiwane z ekstraktu hodowli,
zainfekowanych wirusem opryszczki indyka, sa znacznie wigksze, niz dla hodowli- zainfekowanych wirusem
choroby Marek’a, chociaz miana zaleznosci w stanie zwigzanym z komérkami'byly zblizone do siebie, oraz, ze 4)
miana ekstraktu za pomocg PBS wirusa opryszczki indyka sq podobne do mian uzyskiwanych w przypadku
zastosowania do ekstrakcji $rodowiska hodowli komérkowe;j, opisanego przez Wittera i in., Am.J.Vet.Res., 31,
525-538 (1970). Miana ekstraktu SPGA s3 cz¢sto 30—50 razy wigksze, niz dla ekstraktéw PBS oraz procent
przetrwania po liofilizacji wynosi zazwyczaj 30—40 lub wigcej, podczas gdy dla mnych ekstraktéw wynosf
ponizej 1%. '

Ponowne analizy wirusa lloﬁllzowanego w prébach 2,4,6i7 przeprowadzano po okresie przechowywama
17 do 44 dni w temperaturze 4°C. Miano wirusa w tych prébach nie ulega zmianie w stosunku do oznaczen
pierwotnych.

Z wynikéw préb 9 i 10 (tablica 3) wnioskuje si¢, Ze sama albumina lub z sacharozg i/lub solami kwasu
glutaminowego jest odpowiednim stabilizatorem przy ekstrakcji wirusa. Dodatek sacharozy jest jednak korzystny
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w celu zwigkszenia ilosci wirusa, zdolnego do przetrwania w trakcie liofilizacji. Odttuszczone mleko w proszku,
samo lub w polaczeniu z aming N—Z jest réwniez odpowiednim stabilizatorem wdo ekstrakcji i wirus mozna
potem liofilizowaé. Stwierdzono czesciowo dziatanie stabilizujace w czasie ekstrakcji i innych substancji, np.
surowicy (ptodowej) wotowej, 10% BFS w M 199 lub 10% sulfotlenku dwumetylu i 10% brzeczki fosforanu
tryptozy w M 199; s3 one jednak gorsze od wymienionych powyzej substancji lub ich potaczes.

Tablica I

Wptyw réznych sposobéw obrébki i stabilizatoréw na miano preparatu bezkomér-
kowego wirusa opryszczki szczepu JM choroby Marek’a, ekstrahowanego ze skéry*

FFU/ml
Sposéb obrébki nierozciericzonego wirusa
_ Liofilizowany.
Partia Rozcieniczalnik Nie Rekonstytuowany
Préba wirusa i rozciericzenie liofilizowany wodg
1 X—300 | bez rozciericzalnika 2800 100
- 20% glikozy, 1:2 1680 690
mleko odttuszczone
5% glikozy, 1:5 2400 360
SPGA, 1:5 5600 4900
SPG-amina N-Z, 1:5 4800 3120
2 X-311 | bez rozciericzalnika 690 10
SPGA, 1:5 1330 ) 480
3 X—300 | bez rozcienczalnika 2160 -
PBS, 1:10 2880 -
SPGA, 1:10 4000 -

* Skroty: FFU, liczba ognisk,
PBS, zawierajacy s6l bufor fosforanowy (pH=6,8),
SPGA i SPGA-amina N-Z, stabilizatory (patrz tekst),
— nie badane

Tablica II

Wptyw 1éinych sposobéw obrébki i stabilizatoréw na miano preparatéw bezkomérkowych wirusa
opryszczki choroby Marek’a (MDHV) (szczepy JM i GA) oraz szczepu FC-126 wirusa opryszczki indyka
(HVT) ekstrahowanych z hodowli zainfekowanych komdrek*

FFU/ml
Typ Ekstrakcja z rozciericzalnikiem
Préba i szczep wirusa Obrébka ' Zawiesina R o
catych komoérek PBS SPGA
4 MDHV/IM/ Zamrazanie 58000 120 220
Liofilizacja - 0** 820**
5 MDHV/GA/ Zamrazanie 94000 170 -
Liofilizacja - Q** 3850%*
6 HVT/FC 126/ | Zamrazanie 68000 1370 398000
C Liofilizacja - 0 125000
7 HVT/FC 126/ | Zamrazanie 190000 910 : 147000
i Liofilizacja - 5 72000 -
8 |HVT/FC 126/ | Zamrazanie 240 49400 144000
Liofilizacja - 0 : 96000

* Skréty:  PBS, zawierajacy sé1 bufor fosforanowy,
SPGA, stabilizator,
- FFU- liczba ognisk,
— nie badano
** — Analiza przeprowadzona z dodatkiem 0,2% EDTA do inokulum
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Tablica III

Wptyw réznych sktadnikéw srodowiska dyspergujgcego na miano preparatu bezkomodrkowego szczepu FC126 wirusa
opryszczki indyka /HVT/, ekstrahowanych z zainfekowanych hodowli komérkowych*/1,2 .

FFU/ml,
Ekstrakcja z rozcienczalnikiem
Ciecz dyspergujaca Préba 9 Préba 10
Zamrozona Liofilizowana Zamrozona Liofilizowana

Tylko bufor fosforanowy 10 0 0 0
Sktadniki buforu fosforanowego:

Sacharoza /0,218 m/ 10 0 - -

Glutaminian /0,0049 m/ 10 0 - -

Sacharoza i glutaminian 10 0 - -

Albumina wotowa /1%/ 3500 25 - -

Albumina wotowa i sacharoza 3950 1200 - -

Albumina wotowa i glutaminian 1925 75 - -

Albumina wotowa, sacharoza

* i glutaminian /SPGA/ 5650 560 2400 1520

Odttuszczone mleko zbierane /8%/

‘iamina N-Z [2%/ 2760 85 - -

Odttuszczone mleko zbierane /6%/ - - 840 110
Rozne substancje

Nierozciericzona surowica wotowa

ptodowa /BFS/ 100 ‘ 0 - - -
BFS /15%/ w hodowli tkanki
Med 199 /M 199/ 50 0 - -

Dwumetylosulfotlenek /10%/ . .
ibrzeczka fosforanu tryptozy w M 199 35 0 — -

*[1 ! Skréty: FFU — liczba ognisk, — nie badano

“*%/2 Dane tej tabeli sa wynikami do$wiadczen, w ktérych substancje komérkowa (Zréd¥o wirusa) zamrazano w postaci
zawiesiny catych komérek przy uzyciu dwumetylosulfotlenku jako $rodka zabezpieczajacego. Nastgpnie odmrazano ja, przemy-
wano w buforze i przed ekstrakcja w réznych cieczach rozciericzano w stosunku 1:30 (préba 9) lub 1:40 (préba 10) przy uzyciu
drgan dZzwigkowych.

Wyniki te wskazuja, ze wirus choroby Marek’a lub wirus opryszczki mozna uzyskaé z duzymi wydajnoscia-
mi przez ekstrakcje w obecnosci lub po rozciericzeniu w stabilizatorze wirusa, przy czym mozna nastgpnie
przeprowadzié liofilizacje bez dostrzegalnego zmniejszenia miana wirusa. Z powyzszych danych widad, ze trwata,
bezkomérkowa zawiesina wirusa, wytwarzana sposobem wedtug wynalazku, wykazuje miano 10° lub wigksze

- w przypadku wiruséw choroby Marek’a, a miano zawiesiny wirusa opryszczki indyka wynosi 10° lub wigcej.
Wyniki tych do$wiadczeri wykazaty ponadto, ze przy ekstrakcji, prowadzonej w obecnosci surowicy plodowe;j
wotowej, z zastosowaniem lub bez srodowiska hodowli tkankowej otrzymuje si¢ bardzo mate miano wirusa, co
oznacza prawie catkowita jego bezuzytecznos¢ jako szczepionki.

Sposéb wedlug wynalazku okazat sie nieoczekiwanie bardzo skuteczny do ekstrakcji wirusa, wiazacego sig
z komérkami z zainfekowanych komérek.

Rozerwanie i pgknigcie komérek, powodujace uwolnienie nienaruszonego, zdolnego do Zycia wirusa z ko-
moérek, wywolywano w czasie przyktadowych doswiadczeri metoda drgah dZzwigkowych. Wiadomo, jednak, Ze
mozna w tym celu stosowaé inne znane sposoby, takie jak zamrazanie i odmrazanie, homogenizacje niskotempe-
raturows itp.

Jedynym ograniczeniern procesu ekstrakcji sposobem wedtug wynalazku jest konieczno$¢ przeprowadzenia
rozerwania i peknigcia komérek wéwczas, gdy komorki sg zdyspergowane w czynniku stabilizujacym wirus, gdyz
tylko to zapewnia otrzymanie wiruséw, uwolnionych z komérki w stanie zdolnym do zycia.

Przyktad II. Moc, tj. miano zakaznosci preparatéw bezkomérkowych z komérek, zamfekowanych
wirusem opryszczki, otrzymanych przez poddanie drganiom dZzwigkowym roztwordw, zawierajacych w réznych
steZeniach albumine wotowa (frakcja surowicy V) jako czynnik stabilizujacy, okresla si¢ nastg¢pujacym sposo-
bem:
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Podstawowe hodowle komérek embrionalnych fibroblastéw kurczaka /CEF/ szczepi si¢ szczepem FC-126
wirusa opryszczki indyka. Po okresie 3-dniowej inkubacji, zainfekowane komérki zbiera si¢ znanymi metodami
trypsynowymi z 210 ptytek Pertiego o srednicy 60 mm i uzyskuje si¢ 1,4 - 10° komérek. Objgtosé osadu komé-
rek po odwirowaniu z szybkoscig 1200 obrotéw na minute w ciggu 10 minut wynosi okoto 3 ml. Odwirowane
komérki rozprowadza si¢ w 60 ml srodowiska hodowli tkankowej (§rodowisko nr 199 plus 10% brzeczki fosfora-
nu tryptozy). Sze§¢ prébek po 10 ml ponownie umieszcza si¢ w probéwkach i odwirowuje. Objetosé osadu
komérek w kazdej probéwce wynosi okoto 0,5 ml. Ciecz sklarowang nad komérkami odprowadza sig i zainfeko-
wane komérki dysperguje si¢ w 2,0 ml buforu fosforanowego zawierajgcego rézne iloéci albuminy tak, aby
uzyskaé rozciericzenie 1:5 (stosunek objetoSciowy). Nastgpne rozciericzenia otrzymuje sig z tych zawiesin i w od-
powiednich rozciericzalnikach wynosza one 1:10 i 1:100 objetosciowo.

Kazda prébke poddaje sig¢ w ciggu 45 sekund dziataniu drgari dZwigkowych i bezposrednio potem rozcien-
cza si¢ w stosunku 1:10 (objetosciowo) w czynniku stabilizujacym, sktadajacym sie z 6,7% sacharozy, 1% albu-
miny wotowej w buforze fosforanowym oraz nastgpnie zamraza si¢ do temperatury -70°C.

W celu przeprowadzenia analizy prébki o dziesigciokrotnym rozciericzeniu wszczepia si¢ do podwéjnych,
wydrenowanych hodowli pierwotnych komérek CEF. Po uptywie S dni od zaszczepienia zlicza si¢ ogniska.

Tablica IV
Stosunek komérek Liczba ognisk/ml / x 106/ po dziataniu drganiami dZwigkowymi w rozciericzalniku,
do rozpuszczalnika zawierajgcym wskazane ilosci albuminy*
[objetosciowo/ .
1% 0,5% 0,25% 0,1% 0,05%
1:5 5,5 5,5 6,0 5,5 2,3
- 121,5/ 121.5/ /30,0/ 127,51 /11,5/
1:10 1,4 1,8 2,2 2,8 1,0
[14,4/ /18,0/ /21,6/ 127,8/ 19,6/
1:100 0,17 - 0,24 0,26 0,28 0,14
/16,8/ 24,0/ /26,4/ 27,6/ 14,4/
Przecigtna wydaj-
nos$é na mililitr
osadu komdrek
/FFU X 106/ 19,6 23,2 26,0 27,6 11,8

*  Liczby w nawiasach wskazujg liczb¢ ogniska /X 106/ na mililitr osadu komérck (liczba na mililitr razy
wspéiczynnik rozcieficzenia).

Z danych, przedstawionych w tabeli 4, widac, ze stosunek komérek do rozciericzalnika nie jest czynnikiem
krytycznym (wydajnosci odpowiadajg liczbie wystgpujacych komérek wirusa) i juz tak niska zawarto$é albumi-
ny, jak 0,1%, daje wystarczajacy efekt zabezpieczajacy wirus, umozliwiajacy utrzymanie duzego miana wirusa
w trakcie i po rozerwaniu komdrek. Mozna zauwazy¢, ze przy stezeniu 0,05% réwniez uzyskuje si¢ pewien efekt
zabezpieczajacy, cho¢ nie tak duzy, jak przy stezeniach 0,1 do 1,0%.

Przyktad III. Nastepujacym sposobem okresla si¢ okres stopiefi przezycia bezkomérkowego wirusa
opryszczki indyka, ekstrahowanego przy uzyciu drgaii dZwigkowych z zainfekowanych komérek CEF, zdysper-
gowanych w jednym z czynnikéw stabilizujacych, stosowanych w sposobie wedtug wynalazku (sacharoza, bufor
fosforanowy i albumina wotowa), a nastgpnie liofilizowanych po uprzednim rozcieficzeniu w stosunku 1:10
w roztworach o réznych stgzeniach sacharozy i albuminy wotowej w buforze fosforanowym. .

Podstawowe hodowle komérek CEF, zainfekowanych wirusem opryszczki indyka (szczep FC-126, tiki jak
opisano w przyktadzie II), rozciericza si¢ w czynniku stabilizujagcym, sktadajgcym si¢ z 7,6% sacharozy i 1%
albuminy wotowej., frakcji surowicy V w buforze fosforanowym /SPA/ przy stosunku objetosciowym 1 czg$é
osadu komoérek do 20 czeéci czynnika stabilizujacego SPA. Zawiesing poddaje si¢ drganiom dZzwigkowym w cig-
gu 1,5 minuty i nastgpnie zamraza si¢ na okres nocy w temperaturze -70°C. Po odmrozeniu zawiesing bezkomoér-
kowg frakcji wirusa rozciericza si¢ w stosunku 1:10 w kazdym z nastgpujacych 4 rozciericzalnikéw: 10% sacharo-
za, 10% sacharoza plus 1% albuminy, 1% albuminy (wszystkie w buforze fosforanowym) lub w samym buforze
fosforanowym. Przez zmieszanie odpowiednich ilosci wirusa, rozcieniczonego w 10% sacharozie i albuminie, z wi-
rusem, rozcierficzonym w samej albuminie, otrzymuje si¢ probki o réznych stezeniach sacharozy przy tym samym
stezeniu albuminy. Przygotowuje si¢ podobne mieszaniny wirusa w sacharozie lub w buforze fosforanowym.
Stezenie albuminy w tych prébkach wynosi 0,1%, poniewaz stosuje si¢ rozcieficzenie albuminy w wirusie 1:10.
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Kazda z prébek o objgtosci 1 ml liofilizuje si¢. W celu przeprowadzenia analizy, kazdg prébke w fiolce -
rekonstytuuje si¢ przy uzyciu 1 ml wody destylowanei. Nastgpnie po 10-krotnym rozciericzeniu szczepi si¢ po
dwie wydrenowane, pierwotne hodowle CEF, rozwijane w ciaggu 24 godzin. Po uptywie 5 dni od zaszczepienia
zlicza si¢ ogniska i dla kazdej prébki oblicza sie liczbe ognisk /FFU/ na mililitr. Uzyskuje si¢ nastgpujace wyniki
(tablica V).

Tablica V
FFU/ml w roztworach sacharozy,
Koricowe zawierajacych wskazane ilosci albuminy
stezenie sacharozy g
1% albuminy 0,1% albuminy

10% ) 44400 43200

8% 36000 35200

6% - 45600 56000 .

4% 31200 44800

2% 35200 33600

1% 14000 13600

Powyzsze wyniki wskazuja, ze zastosowanie sacharozy juz w stezeniu 2% wagowych dobrze zabezpiecza
wirus, zwigzany z komérkami, w trakcie liofilizacji, przy czym stezenie albuminy wynosi 1,0 lub 0,1% wago-
wych. .
Przyktad IV. Przyklad przedstawia skutecznos¢ liofilizowane;j-frakcji. bezkomérkowej wirusa typu
herpetycznego indyka [HVT/ jako szczepionki, zabezpieczajacej kurczaki przeciw chorobie Marek’a. W tym celu
jednodniowe i trzytygodniowe, podatne kurczaki szczepi si¢ réznymi dawkami wirusa i po uptywie 20 lub 22 dni
szczepione i nieszczepione kurczaki poddaje si¢ dziataniu ztosliwego wirusa choroby Marek’a. Wyniki przedsta-

wiono w tablicy 6. '
Tablica VI

Zakazno$¢ i odpornos$é przy zwalczaniu ztofliwego wirusa choroby Marek’a u kurczakéw, szczepionych liofilizowanym
bezkomérkowym preparatem wirusa opryszczki indyka (szczep  FC-126).

| Testy na zaraZliwo§é*/1 Wrazliwo$é na zwalczanie*/2
Wiek Rozciericzenie Dawka ~przy uzyciu HVT wirusa choroby Marek’a
Préba podczas wirusa /FFU/
e Wytracone ! Zdrazone ‘Niezakazone
szczepienia Zakazone precypityng . kurczaki kurczaki
1 dziert 1:50 6000 9/9 0/10° 0/10 ..*/3
1:500 600 10/10 0/10 0/10 .
1:5000 60 9/9 0/10 1/9
1:50000 6 8/10 0/10 1/8 2/2
- 2adna 0/10 0/10 9/9
3 tygodnie 1:50 2700 10/10 1/10 0/10
‘1 1:500 270 10/10 0/10 0/10
1:5000 27 10/10 0/10 0/9
1:50000 22,7 1/10 0/10 1/7 3/3
- zadna 0/10 0/10 0/10

*/1 Badano po okresie 20 dni (préba 1) lub 22 dni (préba 2) od zaszczepicnia. Analiz¢ na zakaZenie wirusem HVT
przeprowadzono z nierozerwanymi komdrkami w stanie §wiezym (préba 1) lub zamrozonym przy uzyciu DMSO jako srodka
zabezpieczajacego (préba 2).

*/2 Wszystkie kurczaki szczepiono dobrzusznie przy uzyciu komérek, zainfekowanych wirusem JM w dawce 10 000 FFU.
Kurczaki, ktére padty /MD/ lub wykazywatly catkowicie zmiany patologiczne /MD/ w 8 tygodni po zaszczepieniu uwaza si¢ za
podatne.

*/3 ... — nie ma drobiu w tej kategorii.

Z tabeli 6 wynika, ze juz mate dawki 2, 7 i 6 jednostek, tworzacych ogniska, sa zarazliwe dla wigkszosci
szczepionych kurczakéw, a wigksza dawka — dla wszystkich kurczakéw. Widaé réwniez, ze prawie wszystkie
zainfekowane kurczaki sa odporne na ztosliwy wirus choroby Marek’a podczas, gdy prawie wszystkie kurczaki
nie szczepione padaja w identycznej prébie.
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Zastrzezenia patcntowe

1. Sposéb otrzymywania trwatej, bezkomérkowej i o wysokim mianie zawiesiny zdolnych do Zycia wiru-
séw, wigzacych si¢ zkomérkami, znamienny tym, ze komdrki zainfekowane wirusem, wigzacym sig
z komérkami, miesza si¢ z czynnikiem stabilizujgcym, zawierajagcym albuming lub kazeine, w ilosci, wystarczaja-
cej do wytworzenia homogenicznej zawiesiny zainfekowanych komérek w czynniku stabilizujacym, po czym
otrzymang homogeniczng zawiesing poddaje si¢ niszczeniu komorek tak, aby nastapito ich rozerwanie, przy
czym nast¢puje uwolnienie nienaruszonego, zdolnego do Zycia wirusa z komdrek, a nast¢pnie uzyskana bezko-
modrkows, zdolng do Zycia zawiesing wirusa w czynniku stabilizujacym poddaje si¢ ewentualnie liofilizacji.

2. Sposéb. wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze stosuje sig komorki, zainfekowane wirusem
opryszczki grupy B.

3.Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze stosuje si¢ komérki, zainfekowane wirusem
opryszczki indyka.

4. Spos6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze stosuje sie¢ komdrki, zamfekowane wirusem
FC 126, wyizolowanym z wirusa opryszczki indyka.

5. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze stosuje si¢ komoérki, zainfekowane wirusem, wy-
izolowanym z grupy wiruséw JM i GA, wyizolowanych z wirusa opryszczki choroby Marek’a.

6. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze stosuje si¢ czynnik stabilizujacy, zawierajacy do-
datkowo pochodna skrobi, zwtaszcza sacharozg.

7. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosu]e si¢ czynnik stabilizujacy, sktadajacy si¢
z mieszaniny albuminy lub kazeiny oraz jednej lub wigcej substancji, takiej jak sacharoza, fosforany, glutaminia-
ny, glikoza i aminy N—Z.

8. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze stosuje si¢ substancje biatkowe w takiej ilosci, aby
ich stgzenie w otrzymanej zawiesinie wynosito co najmniej 0,05% wagowych/objetos¢, obllczonych w g suchej
masy w stosunku do objetosci w ml roztworu.

9. Sposéb wedtug zastrz. 6, znamienny tym, Ze stosuje si¢ pochodng skrobi, a zwtaszcza sacharo-
z¢ w takiej ilosci, aby jej stezenie w otrzymanej zawiesinie wynosito co najmniej 2% wagowych/objeto$é, obli-
czonych w g suchej masy w stosunku do objgtosci w ml roztworu.
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