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Summary

Eifect of lyophilization and storage on B-38 strain
of Derzsy’s disease virus properties

Vaccine B-38 strain of Derzsy’s disease virus (DDV) was
used in the study. The virus was lyophilized after the
multiplication in the culture of GEF. Sucrose — glutamine,
gelatine sucrose, peptone — lactose and SPGA solutions
were applied as stabilizators. The lyophilizates were kepi
at 4°C for 24 months. The conecentrations of the virus in
the samples were estimaled periodically. It was found that
peptone — lactose stabilizator was the most effective pro-
tector of DDV from inactivation, The virus was dissolved
in Eagle’s fluid, PBS and commercial solvent, The dissol-
ved vaccine was kept at 4°C, 21°C and —20°C for 24 h.
The titre of the vaccine was determined immediately after
the dissolving and then after 2, 4, 6 and 24 h. Storage of
the vaccine at 21° or 4°C for more than 2 h resulted in
a significant drop of its titre. Eagle’s fluid used as a disol-
vent did not differ significantly from the commercial sol-
vent.

Konieeznosé uzywania czynnikéow ochronnych podezas
procesow wysuszania i zamrazania materiatow wiruso-
wych jest powszechnie znana (1, 5). Przy produkeji tzw.
szczepionek zywych zastosowanie odpowiednich ostania-
czy w procesie liofilizacji gra pierwszoplanowa role,
bowiem szezepionki muszg zawiera¢ odpowiednio wy-
soka koncentracje zywych czastek wirusowych, a takze
musi istnieé¢ mozliwoéé przechowywania ich przez okres
co najmniej paru miesiecy. W zaleznosci od materiatu
wirusowego uzywane sa rozne oslaniacze (1, 3, 4, 5).
Ostaniaczem takim moze byé normalna surowica, od-
tluszezone mleko, roztwér zelatyny, bialek, peptonu itp.

Celem pracy bylo poznanie wplywu warunkow liofi-
lizacji i przechowywania szczepionki przeciwko chorobie
Derzsyego na przezywalno§¢ wirusa szczepionkowego.

Material i metody

Uzyto szezepu B-38 wirusa choroby Derzsyego
fibroblastéw zarodka

Wirus.
(DDV), zaadaptowanego do hodowli

gesi. Szezep ten uzyskano od dr J. Kisariego (Akademia
Nauk, Budapeszt). TCID. fego szczepu wynosilo 10%% w
0,2 ml

Hodowla fibroblastéw zarodka gesi (GEF)
Sporzadzano ja z 12—14-dniowych zarodkow gesi wg 0g6i-
nie przvietych zasad. Jako podinia wzrostowego uzywano
plynu Eagle'a z dodatkiem 10% surowicy cielecej.

Okreslenie miana infekeyjnego wirusa.
Speorzadzano kolejnz dziesigciokrotine rozciznezznia mate-
riatu wirusowego w plynie wzrostowym, od 10°! do 105,
Po 005 ml kazdego rozcieficzenia przenoszono do baseni-
kéw plytki Cooka, do ktoryeh uprzednio wlano po 0,15 ml
zawiesiny komoérek GEF, o gestosci 0,8 - 107 komorel/ml.
Plytki inkubowano w temperaturze 37°C, w atmosferze
wilgotnej z dodatkiem 5% CO; Fo 7 dniach inkubacji mi-
kroskopowo oceniano wystgpowanie efektu cytopatycznego.
Miano wirusa obliczano metoda Reeda — Muencha.

Stahilizatory uzywane w procesie liofili-
zacji. Uzyto nastepujacych stabilizatorow:

a) stabilizator sacharozowo-glutaminowy o skladzie:

fosforan jednopotasowy — 0,13 g
sacharoza — 18,65 g
glutaminian sodu — 0,75 g
surowica cielgeca — 25 ml

H.O bidest. ad  250,0 ml
b) stabilizator zelatynowo-sacharozowy o skladzie:

zelatyna spozywceza — 42 g
sacharoza — 187 ¢
1.0 bidest. ad  250,0 ml
¢) stabilizator peptonowo-laktozowy o sktadzie:
pepton — 50 ¢
laktoza — 25,0 g
fosforan dwusodowy -12 H.O — 7,205 g
fosforan jednopotasowy — 0,220 g
H:O bidest. ad 250 ml
d) stabilizator SPGA o sktadzie:
sacharoza — 18,65 ¢
fosforan dwupotasowy — 0,337 g
fosforan jednopotasowy — 0,110 g
glutaminian sodu — 024 ¢
albumina bydleca — 258
H.O bidest. atl 250 ml

Okreslenie optymalnych parametrow lio-
filizacji szczepionkowegao szczepl B-38 wi-
rusa cheroby Derzsyego. Zawiesing fibroblastéw
zarodka gesiego (GEF) w plynie wzrostowym rozlewano pso
20 ml do butelek Legroux. Roéwnoczesnie zakazanp je wi
rusem DD, w dawee po 108 TCID:. Hodowle inkubowano
w termperaturze 39.5°C przez 72 h. Po tym czasie hodov
trzykrotnie zamrazano 1 odmrazano. Uzyskany materiz!
wirusowy wirowano (1000 obrotow/min.) przez 10 min.
a nastepnie badano na jalowos¢. Fo skontrolowaniu czv-
stosei bakteriologiczne] okreslano miano infekeyjne wirusz
mikrometoda na plytkach Cooka. Wynosila ona 10065 TCID-y
w 1 ml. Nastepnie material wirusowy mieszano w stosun-
tu 1:1 z poszezezdlnymi stabilizatorami, rozlewano co
amputek liofilizacyjnych i poddawano liofilizacii. Po liafi-
lizacji ampulki umieszczano w temp. 4°C. Konceniracis
wirusa okredlano przed oraz 1/2 1,4, 5, 6. 12, 18 1 24 mie-
sigee po liofilizacji. W tym celu pobierano po 3 ampulls
v kazdym stabilizatorem, material wirusowy rekonsty-
tuowano plynem utrzymujaeym. po czym okreslano TCID:y
wirusa.

Wyboér rozpuszczalnika do
oraz okresélenie przezywalnosci
rozpuszczonej szczepionce.

Material wirusowy zliofilizowany ze stabilizatorem pep-
tonowo — laktozowym rozciedczano w 50 ml plynu Eagle’a
lub PBS, by uzyskaé¢ z 1 ampuiki (1 ml) 100 dawek szcze-
pionki. Rozclenczong szczepionke mianowano 2zaraz po roz-
puszezeniu, a nastepnie po 2, 4, 6 1 24 h przechowywania
w temperaturze pokojowej (okolo 21°C), w temperaturze
4°C oraz w temperaturze 20°C. Jako kontroli uzyto
szezepionki rozpuszczonej w rozpuszezalniku komerey jnym
tirmy IFFA — Merieux, stuzgeym do rozcienczania Szcze-
pionki Palmivax.

szczepionki
wirusa w

Wyniki i omoéwienie

Wyniki badan nad przezywalnosciag wirusa po liofi-
lizacji przedstawiono w tab. 1. Najmniejszy spadek kon-
centracji wirusa w ciggu 24 miesiecy przechowywania
uzyskano w probkach, w ktérych stosowano stabiliza-
tor peptonowo — laktozowy. Sam proces liofilizacji,
przy zastosowaniu tcgo stabilizatora, spowodowal
zmniejszenie log miana wirusa o 0,2, nastepnic w ciggu
6 miesiecy miano wirusa utrzymywalo sie na nie zmie-
nionym poziomie. Po 12 miesigcach przechowywania log
miana TCID,, wynosil 5,21 (spadek o 0,84 log), a po 24
miesiacach TCID,, wynosito 4,2 log (spadek o 1,85 log
w stosunku do miana wyj$ciowego). Natomiast dla po-
zestalych ostaniaczy zmniejszenie log miana wirusa, no-
towane 2 tygodnie po liofilizacji wynosito od 1,0 (dla
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Tab. 1. Przezywalnos$¢ wirusa choroby Derzsyego
szczepu B-38, po liofilizacji

Miesigce ‘ Stabilizatory*
przechowy- | 1 2 | 3 4
wans log TCIDs/1 ml
0 6,05 6,05 6,05 6,05
1/2 425 4,05 5,85 5,05
1 485 4,05 5,85 5,05
4 425 4,05 5,78 5,08
5 431 3,82 5,93 4,81
6 4,80 4,50 5,81 43¢
12 4,60 4,13 5,21 4,30
18 420 4.00 4,80 4.01
24 3.60 3,60 4,20 3.81
Objasnienia: * stabilizatory: 1 — sacharozowo-glutaminowy, 2 -—
zelatynowo-sacharozowy, 3 — peptonowo-laktozowy, 4 -— SPGA.

Tab. 2. Przezywalnos$¢ wirusa choroby Derzsyego
szezepu B-38, w rozpuszczone] szczepionce

Tempera- ] Okres po rozpuszczeniu
Rozpusz- tura prze- i
ezalnik hoorze” |_on | on | 4n | 6n | 24n
nia \ log TCID;,/0,5 ml
1° 354 | 354 | 201 | 222
Plyn Eagle'a 21° 358 | 2088 | 162 | 158 | 052
—90° 351 | 349 ' 361 | 348
4° 341 | 3.21 | 2,43 | 2,08
PBS 210 352 | 265 | 2,14 | 113 | 023
—20° | 342 | 321 | 289 | 284
- 1
Sloms 40 o | 358 | 324 | 286 | 2,41
czdlnly 219 | 398 | 9%7 | 2998 | 1,83 | 0.65
Komercyjny B = : |

stabilizatora SPGA) do 2,0 (dla stabilizatora zelatyno-
wo-sacharozowego), a po 24 miesigcach od 2,25 (stabili-
zator SPGA) do 2,45 (stabilizator sacharozowo-glutami-
nowy).

W tab. 2 przedstawiono wyniki badan nad przezywal-
noscia wirusa w rozpuszezonej szczepionce. W rozpusz-
czonej szczepionce nastepowal szybki spadek koncen-
tracji zywych czastek wirusa. Po rozpuszczeniu szeze-
pionki w plynie Eagle’a i przechowywaniu przez 2 h w
temperaturze pokojowej obserwowano zmniejszenic log
miana infekecyjnego wirusa o 0,7, po 24 h log miana wi-
rusa obnizyt sie o 3.

Szezepionka rozpuszezona w PBS jeszeze szybciej ule-
gala inaktywacji. Juz 2 h po rozpuszczeniu w tempera-
turze pokojowej miano jej wynosito 10%% TCID;, w
1 dawce, dluisze za$ przechowywanic prowadzilo do
prawie zupelnej inaktywacji (24 h).

W temperaturze 4°C nastepowal powolniejszv spadek
liczby czastek infekeyinyeh wirusa szezepionkowego.
Po 24 h przechowywania notowano zmniejszenie log
mian o okolo 1.

W rozpuszezalniku kontrolnym firmy IFFA — Merie-
ux przezywalno$¢ wirusa szezepionkowego byla zblizo-
na do przezywalnosci w plynie Eagle’a. Badania w tem-
peraturze 20°C nie wykonano, poniewaz producent
podaje w instrukeji, ze rozpuszezalnika tego nie wolno
zamrazac.

Mozliwosé uzyskiwania droga liofilizacji szezepionek
o dlugim terminie waznos$ei jest sprawa bardzo istotna.
Jednakze proces liofilizacji moze powodowaé spadek
infekeyjnosel niektoryeh wirusow, dlatego . tez wazny
Jest dobor odpowicdniego plynu oslaniajacego. Oslaniacz
taki powinien by¢ starannie dobrany do kazdego rodza-

ju wirusa. W doswiadczeniach nad liofilizacja szczepion-
kowego szczepu wirusa choroby Derzsyego zastosowano
4 rézne stabilizatory uzywane do produkeji szczepionek
wirusowych.

Stabilizator sacharozowo-glutaminowy uzywany jako
oslaniacz przy liofilizacji szczepionki przeciwko odrze
(4) byt mniej przydatny niz stabilizator peptonowo-lak-
tozowy, bowiem wystepowaly znaczne spadki miana
infekcyjnego wirusa DD. Réwniez stosowanie SPGA (2)
uzywanego z powodzeniem do liofilizacji cell-frec wi-
rusa choroby Mareka, powodowalo obnizenie TCID;,
wirusa DD. Podobnie zachowywal sie ostaniacz zelaty-
nowo-sacharozowy stosowany do liofilizacji wirusa za-
palenia watroby kaczat (DHV) (3). Powodowal on spa-
dek zywotnosci wirusa DD w zalcznosei od czasu prze-
chowywania, od 2 do 2,45 log. Natomiast zywotnogé
wirusa DD liofilizowanego w obecnosci stabilizatora
peptonowo-laktozowego utrzymywala sie do 12 miesie-
¢y na prawie nie zmienionym poziomie (spadek miana
TCID;, 0 0,2 log — 2 tygodnie po liofilizacii, 0,84 log —
12 miesigey po liofilizacji). Po 2 latach przechowywa-
nia liofilizatu miano TCID;, bylo nizsze od wyjsciowe-
go o 1,85 log.

W badaniach nad wyborem rozpuszezalnika do szcze-
pionki zastosowano plyn Eagle’a, PBS oraz dla kontroli
zagraniczny rozpuszczalnik komercyjny. Przechowywa-
nie rozpuszczonej szczepionki ponad 2 h w temperaturze
pokojowej lub 4°C powodowalo znaczne obnizenie jej
miana.

Jak wynika z danych piSmiennictwa (6) minimalna
dawka uodparniajaca szczepionki przeciwko chorobie
Derzsyego wynosi 10%% TCID,,. W zwiazku z dosé szyb-
kim inaktywowaniem eczasteczek wirusowych w roz-
puszezonej szczepionce wydaje sie, ze nalezy zuzyé ja
w ciggu 2 h od momentu rozpuszczenia. Plyn Eagle’a
zastosowany jako rozpuszezalnik nie réznit sie znaczaco
od rozpuszczalnika komercyjnego.

Wnioski

1. Stabilizator peptonowo-laktozowy w sposéb zado-
walajacy chroni wirus szczepionkowy DDV przed inak-
tywacja w czasie liofilizacji, jak i w okresie 24 miesiecy
przechowywania w temperaturze 4°C.

2. Plyn Eagle’a zastosowany jako rozpuszezalnik do
szczepionki przeciwko chorobie Derzsyego nie odbiega
znaczgco od rozpuszezalnika firmy IFFA — Merieux.

3. Przechowywanie rozpuszczonej szczepionki w tem-
peraturze pokojowej lub w 4°C ponad 2 h powoduje
znaczny spadek jej miana.
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