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Wynalazek dotyczy otrzymywania szczepionki
rozyczki zawierajgcej ostabiony zywy wirus ré6-
zyczki.

Dzieki temu, Ze szczepionka zawiera wirus w
ostabionej formie, powoduje ona niewielkg go-
rgczke i nieznaczne kliniczne reakcje organizmu.
Wytwarza ona natomiast dostateczng ilo§é prze-
ciwcial w organizmie czlowieka i zwierzecia, wy-
starczajacg do zabezpieczenia organizmu przed in-
fekcja wirusowsa. Roézyczka jest zwykle lagodnie
przebiegajacg chorobg u dzieci, chociaz moze po-
wodowaé komplikacje artretyczne, zapalenie ner-
woéw, zapalenie mézgu. Choroby umyslowe zdarza-
ja sie rzadziej niz w przypadku odry. Infekcja
kobiety w pierwszych trzech miesigcach cigzy, mo-
ze spowodowaé opéZnienia w okresie dojrzewania
plodu. Wirus atakuje zarodek powodujgc nie-
wiasSciwy rozw6j embrionu, co w efekcie powo-
duje takie defekty jak: mikrocefal, gtuchote, de-
fekty oczu, nieprawidlowy rozwéj serca i uktadu
zebowego. Niebezpieczenstwo wirusa rézyczki dla
ptodu w pierwszych dwoch lub trzech miesigcach
cigzy jest tak wielkie, ze mlode dziewczeta po-
winny by¢ zaszczepione przed uzyskaniem doj-
rzatoSci piciowej. Szczepionka ostabionego wirusa
zgodnie z niniejszym wynalazkiem moze uodpor-
nié organizm.

Celem wynalazku jest wynalezienie sposobu
otrzymywania szczepionki wywolujacej powsta-
wanie przeciwcial zwalczajacych wirus roézyczki.
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Cel ten osiggnieto dzieki temu, ze wirus rézycz-
ki izoluje sie z materialu klinicznego przez za-
szczepienie hodowli tkankowej embrionu kaczki
lub hodowli tkankowej nerki malpy i inkubacje .
tej hodowli w temperaturze 30—38°C, nastepnie
sukcesywnie pasazuje sie¢ wymieniony wirus do-
stateczng ilo§¢é razy w osrodku hodowlanym w
celu oslabienia wirusa, przy czym przynajmniej
dziesie¢ z wymienionych pasazy dokonuje sie w
Srodowiskach zawierajgcych hodowle pokrajane-
go i potraktowanego trypsyna dziesiecio- lub je-
denastodniowego, pozbawionego glowy i konczyn
embrionu kaczki, w §rodowisku wzrostu komorek
w temperaturze 30 = 38°C, a jednocze$nie po kaz-
dym wspomnianym pasazu przeprowadza sie
oznaczenie zdolno$ci zakazenia na zbiorach préb-
nych w odstegpach dwu do czternastu dni, ktére
to zbiory zamraza sie do momentu dokonywania
pomiaru, przy czym w przypadku jezeli wirusy
wykazujg zbyt duzy stopien wirulentnosci, pod-
daje sie go ponownemu pasazowaniu w Srodowis-
ku hodowlanym.

Spos6b wedlug wynalazku obejmuje nastepu-
jace etapy: A, izolacji zlo§liwego wirusa w jakiej-
kolwiek odmianie komoérek w hodowli, jego ada-
ptacji do hodowli komoérkowej embrionu kaczki;
B, rozwoju oslabionego zZywego wirusa poprzez
szereg etap6w rozwoju w tkance kaczego embrio-
nu i C, przygotowanie szczepionki opartej na wy-
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zej wspomnianym wirusie. Etapy te s3g ponizej
oddzielnie opisane.

A.Izolacja i adaptacja ' zlo§liwego wirusa.

Mozna dokonaé izolacji i adaptacji wirusa ré-
zyczki w hodowli tkankowej embrionu kaczki, u-
zywajac materialu klinicznego (na przyklad tam-
ponu za pomocy ktérego pobiera sie wymaz z
gardla) lub za pofrednictwem uprzednio rozprze-
strzenionego wirusa w innym typie hodowli ko-
moérkowej, takiej jak nerka malpy lub zaplod-
nione jajka. Mozna przeprowadzaé inkubacje zain-
fekowanych hodowli w temperaturze pomiedzy
30°C a 38°C, najlepiej w.30—34°C (optymalna 32°C)
lub w temperaturze 35—38°C (optymalna 36°C).

Ponizej podano typowe procedury etapu A

Procedura 1. Wirus rézyczki izoluje sie ‘w hodo-

wli tkankowej embriona kaczki z materialu kli--

‘nicznego, na przyklad z gardla osoby zarazoneJ
rozyczka. DIREE

z klinicznego ma-
tkankowej

‘Procedura 2. Wirus roézyczki
teriatu. jest wyizolowany w hodowli
nerki malpy.

B. Rozwéj szczep10nk1 oslabionego zywego wi-
rusa rézyczki .

Wirus,' po jego zidentyfikowaniu w etapie A,
-dodaje sie do szklanych butelek zawierajgcych
hodowle tkankowg embrionu kaczki przygotowang
z rozdrobnionego i potraktowanego trypsyna
dziesieciodniowego embrionu kaczki. Srodowisko
hodowlane moze byé jednym z jakichkolwiek §ro-
dowisk podtrzymujgcych wzrost komérki. Moze
to byé na przyklad §rodowisko 199, do ktérego zo-
stala dodana surowica cieleca. Skiad tego $rodo-
‘wiska opisany zostal np. w publikacji Diagnostic
Procedures for Viral and Rickettsial Diseases,
1964, str. 158—163. Po dodaniu wirusa, zainfeko-
wane hodowle komérkowe poddaje sie inkuba-
cji w sukcesywnych etapach, w temperaturze po-
miedzy 30°C ‘a 38°C (optymalna 36°C). Podczas
powyzZszego procesu, wirus rozmnaza sie w wiel-
kich iloSciach i zostaje oslabiony. Powyzsze suk-
cesywne étapy zostaly przeprowadzone przy za-
stosowaniu rozcieficzonej lub nierozcienczonej
szczepionki (inoculum). Pobierano w réznorodnych
odstepach czasu rézne prébki. Przeprowadzono na-
stepnie, miareczkowanie w hodowlach tkankowych
nerki malpy. W odpowiednich okresach czasu,
hodowle byly traktowane okolo 1000 TDID;, wi-
rusa prowokujgcego, majgcego wlaSciwosci od-
dzialywania (ECHO,;, Bunyamwera, itd.). Hodo-
wle w probéwkach nie wykazujace objawbéw cy-
topatologicznych 'prowokujacego wirusa — w cig-
gu 3—4 dni po potraktowaniu, uwazane byly za
zakazone wirusem rézyczki. Wirus zbiera sie na-

stepnie i przechowuje w niskiej temperaturze, aby

utrzymaé jego zakaZno$é.

C. Stwierdzono, ze wirus rézyczki otrzymany po
szeregu etapach rozwoju byl niepatogeniczny dla
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malp i gryzoni, i powodowal lekka 'chor_obe u lu-
dzi oraz powstawanie pozgdanej iloSci- neutrali-
zujacych przeciwcial. Zdolno§é infekcyjng wirusa
stabilizuje sie¢ za pomoca odpowiedniego stabili-
zatora takiego jak sacharoza, ludzka albumina,
glutamina lub fosforan lub ich mieszanina. Po
operacji miareczkowania ustalajgcego- jego moc,
masg¢ wirusa dzieli sie i napelnia nia amputki
przeznaczone do poOZniejszego uzycia. - Produkt
mozna przechowywaé w stanie zamrozonym w
suchym otoczeniu pozbaWironym wilgoci.

Ponizsze przyklady wy]aéma]a bllZE] spos6b
wedlug wynalazku.

Przyktad I Jako wyjSciowe 1nocu1um sto-
suje sie material otrzymany w spos6b opisany w
procedurze 1. Embriony kacze 9-11-dniowe, po od-
lgczeniu. glewy i czeSci wystajacych (odnézg) do-
kladnie si¢ rozdrabnia w warunkach aseptycz-
nych, a rozdrobniong tkanke przemywa szereg ra-
zy W éWlezym pilynie Hanksa BBS. Wymytg tkan-
ke nastepne traktuje sie 0,25% trypsyna w tem-
peraturze 26°C (Difco 1:258) w mieszaninie trzech
soli buforowych (sél trypsynowa), w tym przypad-
ku w ciggu dwoéch i p6l.godzin.

Skiad mieszaniny soli: 1,0 litr roztworu

NaCl 8,00 g
KC1 0,38 g
Na,HPO, 0,10 g
dekstroza 1,00 g
tr6jhydroksymetyloaminometan 3,00 g
trypsyna 2,50 g

Warto§¢ pH nastawia si¢ na 7,4 przed dodaniem
trypsyny. Nastepnie, zawiesing komérek potrakto-
wanych . trypsyng odsiewa sie poprzez dwie gru-
boSci wysterylizowanej gazy i odwirowuje przy
1500 obr/min w ciggu 5 minut. Upakowane ko-
mérki umieszcza sie w oSrodku wzrostowym w
celu policzenia. Srodowisko wzrostowe sklada sie
ze S§rodowiska 199 (Morgan, J. F. Morton. H. J.
and Parker, R. C. Proc. Soc. Exp. Biol. and Med,,

‘73:1-8, 1950) zawierajagcego 2% surowicy cielecej

agamma (Surowica cieleca agamma oznacza su-
rowice cieleca, z ktérej usunieto globuline gam-
ogrzewanej w
temperaturze 56°C w ciggu 30 minut i 50 mcg/ml
neomycyny. Hodowle w butelkach posiewa sie w
celu otrzymania stezenia 350 000 zdolnych do zycia
komoérek na ml. Po operacji inkubacji w tempe-
raturze 36°C w ciggu 36—48 godzin, hodowle bu-
telkowe mozna zastosowaé w seryjnym etapie roz-
woju lub do przygotowania szczepionki.

Hodowle tkankowe embrionu kaczki przygoto-
wuje sie w szklanych butelkach przy zastosowa-
niu $rodowiska 199, zawierajacego 2% dezaktywo--
wanej cielecej surowicy jako Srodowiska wzrosto-
wego. Trzy do czterech dni po posianiu, odcigga
sie w aseptycznych warunkach érodowisko wzro-
stowe, a hodowle butelkowe przemywa cztery ra-
zy BBS Hanksa, 100 ml na jedno przemycie, a
nastepnie zaszczepia 2,5 milimetrami wyzej wspom-
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nianego nierozciefnczonego wirusa ré6zyczki na bu-
telke. Sze$édziesigt ml Srodowiska 199, zawiera-
jacego 10% sorbitolu w charakterze stabilizatora
zakaZno$ci, dodaje sie do kazdej hodowli butelko-
wej, a nastepnie butelki poddaje sie inkubacji w
temperaturze 30—34°C. Neomycyne o stezeniu
50 mcg/ml wilgcza sie do $rodowiska wzrostowego.
Przeprowadza sie szereg zbior6w w odstepach cza-
su 2—4 dni, przy czym butelki z hodowlg sg po-
wtérnie wypelniane Swiezym $rodowiskiem, za-
wierajagcym wyzej wspomniany czynnik stabili-
zujacy. Kolejne etapy rozwoju odbywaja sie w
temperaturze 32°C. Przeprowadza sie miareczko-
wanie zdolnosci infekcyjnej kazdego zbioru’ w ho-
dowlach tkankowych nerki malpy. Kazdy zbiér
gromadzi sie w warunkach aseptycznych w wy-
sterylizowanym pojemniku. Zostajag pobrane prob-
ki do mikrobiologicznych badan wysterylizowania,
pozostalo§é tworzy zamarznieta warstwa w suchej
kapieli zamarznietego alkoholu.

Plyny zawierajgce wirus sg magazynowane w
temperaturze —70°C w elektrycznym urzgdzeniu
chlodniczym, przed selekcja odsiewu lub odsie-
woéw po dokonaniu kompletnych operacji miarecz-
kowania majacych na celu okre§lenie stopnia za-
kazenia. Wybrany material nastepnie usuwa sie z
urzgdzenia chlodniczego i rozmraza. Przeprowadza
sie kontrole i préby bezpieczennstwa probki. Po-
zostalag ciecz oczyszcza nastepnie, a prébke pod-
daje sie prébom bezpieczeistwa na malpach. Do
pozostalej cieczy dodaje sie¢ dodatkowo odpowiedni
czynnik stabilizujgcy. Ciecze rozprowadza sie do
poszczegblnych ampulek, a nastepnie suszy. Po
procesie osuszenia, ampulki kapsluje sie i zatapia
z mozliwo$cig uzyskania szczepionki po dodaniu
wyjalowionej wody. Moc produktu ocenia sie na
podstawie zdolno$Sci infekcyjnej hodowli komoér-
kowych. Dodatkowo ostabiona szczepionka, zaszcze-
piona malpom pozajelitowo w sposéb regularny,
powoduje powstawanie duzej ilosci specyficznych
neutralizujgcych przeciwcial, ktoére zostaja w .or-
ganizmie w niezmienionej ilo§ci przez przynaj-
mniej rok.

Do$wiadczenia z ludZmi. Siedmiorgu dzieciom nie
zakazonym uprzednio wirusem roézyczki podano
pozajelitowo szczepionke ostabionego wirusa ré6-
zyczki. W organizmie wszystkich powstata duza
ilo§é neutralizujgcych przeciwcial (1:16 — 1:64) w
okresie jednego miesigca po szczepieniu. Ilo§é tych
przeciwciat ré6wna sie z grubsza iloSci, ktoéra jest
wytwarzana przy rozwoju choroby naturalnej.
Niektére dzieci mialy goraczke niewielkg, nie-
wielkg i przemijajacg wysypke i klinicznie slabo
zaznaczong limfodemopatig.

Przyktad II. Postepuje sie jak w przy-
kladzie I, z tym, ze inkubacja wirusa roézyczki
odbywa sie w temperaturze okoto 36°C.

Przyktad III. Postepuje sie jak w przy-
kladzie II, z tym, ze trzy seryjne inkubacje wiru-
sa przeprowadza sie w temperaturze 36°C, a na-
stepnie siedem w temperaturze 32°C. Aby dodat-
kowo ostabi¢ wirus, mozna przeprowadzaé wigcej
niz dziesieé sukcesywnych etapdéw rozwoju wiru-
sa w hodowli tlenkowej embrionu kaczki. Etapy te
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moga obejmowaé inkunacje w hodowlach w ner-
kach malpy lub w zaplodnionych jajach kurzych.
Jest to zilustrowane w nastepuJacych przykla-
dach w ktérych:

GMK oznacza hodowle nerki malpy

EAM oznacza zaplodnione jaja kurze

DEF oznacza hodowle tkankowq embrionu
kaczki

Przyktad IV. 2 GMK =+ 1 EAM <+ 9 GMK =+
= 5 DEF (36°C) + 5 DEF (32°C)

Przyklad V. 2 GMK = 1 EAM -+ 13 GMK
-+ 2 DEF (36°C) = 8 DEF (32°C)

Przyktad VI. 2 GMK <+~ 1 EAM =+ 17 GMK
-+ 10 DEF '(32°C) ‘

Przyktlad VIL 21 GMK 3 DEF 36°C)
<+ 7 DEF (32°C)

W wyniku postepowania opisanego w przykla-
dach IV, V, VI i VII otrzymuje sie szczepionki
ktérych moc przedstawiono w ponizszym zestawie-
niu. Moc szczepionki wyrazona jest w postaci
miana zakaZznoS$ci, ktére odpowiada stezeniu zaka-
zajgcego drobnoustroju w $§rodowisku. Miano to
mozna okre§lié réwniez jako minimalng dawke
zakazajacy kulture tkankows. Zazwyczaj okre§la
sie je jako odwrotno$§é rozcienczenia.

Jednostka TCID;, (dawka zakazajaca Kkulture
tkankowa w odniesieniu do 50%) jest miarg ste-
zZenia wirusa. Tak wiec np. sporzadza sie dwu-
krotne rozcieficzenie zawiesiny wirusowej, ktérej
miano ma sie okreS§li¢ i bada sie ich stopief za-
kazno$ci tkanek, przy czym dla kazdego rozciefi-
czenia stosuje sie kilka pr6ébek. Za jednostke za-
kazno$ci przyjmuje sie dawke wirusa w takim roz-
cieficzeniu, ktére wywoluje rozpad tkanek w poto-
wie probek. Miano wyrazone w TCIDso na rhl za-
wiesiny oblicza sie jako wielokrotnosé tej dawki.
Przyktad Moc (TCIDg)
v 10—2.5/1,0 ml
v 10—4.9/1,0 ml
VI 10—2.5/1,0 ml
VII 10—2.8/1,0 ml

Wynalazek zostal opisany w odniesieniu do
dziesieciu seryjnych etapéw przejScia przez DEF,
w celu zapewnienia oslabienia wirusa, lecz moze
okazaé¢ sie wystarczajgca réwniez mniejsza ich
ilo§é.

Wynalazek moze takze obejmowaé pojedynczy
proces inkubacji w DEF w celu osiagniecia zada-
nej formy wirusa, ktéry spowoduje powstanie
przeciwcial w organizmie, przeciwdziatajgcych
ciezkim objawom choroby. Mozna oczekiwaé, ze
nastepne etapy rozwoju po procesie pierwszego
wzrostu w DEF moga da¢ w wyniku zwiekszone
oslabienie wirusa.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b otrzymywania szczepionki rézyczki,
znamienny tym, Ze wirus rézyczki izoluje sig z
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materialu klinicznego przez zaszczepienie go w
hodowli tkankowej embrionu kaczki lub hodowli
tkankowej nerki malpy i inkubacje tej hodowli
w temperaturze 30—38°C, nastepnie sukcesywnie
pasazuje sie wymieniony wirus dostateczng ilo$§é
razy w S$rodowiskach hodowlanych w celu osla-
bienia wirusa, przy czym przynajmniej dziesieé¢ z
wymienionych pasazy dokonuje sie w $Srodowis-
kach zawierajgcych hodowle pokrajanego i po-
traktowanego trypsyna dziesiecio- lub jedenasto-
dniowego, pozbawionego glowy i konczyn embrio-
nu kaczki, w $rodowisku wzrostu komoérek, w
temperaturze 30—38°C, a jednocze$nie po kazdym
wymienionym pasazu przeprowadza sie oznaczenie
zdolno$ci zakazenia na zbiorach prébnych w od-
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stepach 2—14 dni, przy czym zbiory te zamraia
sie do momentu dokonywania pomiaru, za$§ je-
zeli wirusy wykazujg zbyt duzy stopien wirulent-
no$ci, poddaje sie je ponownemu pasazowaniu w
$§rodowisku hodowlanym. .

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
stosuje sie dziesieciodniowy embrion kaczki.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
inkubacje prowadzi sie na etapie pasazowania w
temperaturze 35—38°C.

4. Spos6b wediug zastrz. 1, znamienny tym, Ze

inkubacje prowadzi sie na etapie pasazowania
temperaturze 30—34°C.

Bitk 1340/70 r. 220 egz. A4
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