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@ Zur Attenuierung oder Inaktivierung von pathogenen

Mikroorganismen wird eine entsprechende Mikroor-
ganismensuspension einer Behandlung mit elektrischem
Wechselstrom unterworfen.
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PATENTANSPRUCHE und daraus Lebend bzw. Totvakzinen herstellen kann.

1. Verfahren zur Attenuierung oder Inaktivierung von pat- Das erfindungsgemisse Verfahren zur Attenuierung oder
hogenen Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet, dass Inaktivierung von pathogenen Mikroorganismen ist dadurch
man eine entsprechende Mikroorganismensuspension einer gekennzeichnet, dass man eine entsprechende Mikroorganis-
Behandlung mit elektrischem Wechselstrom unterwirft. 5 mensuspension einer Behandlung mit elektrischem Wechsel-

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, strom unterwirft.
dass man die Mikroorganismensuspension unter Zusatz eines Durch die Herstellung von Lebend- bzw. Totvakzinen
Kulturmediums einer Behandlung mit elektrischem Wechsel-  nach dem erfindungsgeméssen Verfahren werden die oben
strom unterwirft. . geschilderten Nachteile der bisher bekannt gewordenen Atte-

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 10 nuierungs- bzw. Inaktivierungsverfahren vermieden. Das
dass man die verfahrensgemiss erhaltene Mikroorganismen-  erfindungsgemésse Verfahren stellt somit einen grossen und
suspension als solche isoliert. iiberraschenden Fortschritt auf dem Gebiet der Human- und

’ Veterindrmedizin dar.
Das erfindungsgemisse Verfahren wird vorzugsweise in
15 einem Reaktionsgeféss unter sterilen Bedingungen durchge-
fithrt. Als zweckmissig haben sich dabei die aus den Figuren

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues, technisch 1 und 2 ersichtlichen bevorzugten Apparaturen herausge-
fortschriftliches Verfahren zur Attenuierung oder Inaktivie- stellt. Die Apparatur 1 bestehe aus einer flachen Flasche aus
rung von pathogenen Mikroorganismen. Glas mit drei Offnungen. Die Offnung am Flaschenhals (3)

Es ist bereits bekannt geworden, dass man Mikroorga- 20 ist durch einen Stopfen enthaltend ein Anlassrohr mit Ventil
nismen, insbesondere Bakterien und Viren durch eine Anzahl  verschlossen, die anderen beiden Offnungen sind ebenfalls
von Passagen (Gewebekulturen, bzw. lebende Tiere oder durch Stopfen verschlossen, durch welche die Elekiroden aus
Organe usw). abschwichen kann, wobei diese so attenuierten ~ Edelmetall (beispielsweise Gold, Platin oder Silber, vorzugs-
Viren und Bakterien zwar noch vermehrungsfahig sind, weise Silber, aber auch Edelmetallegierungen sind moglich)

jedoch ihre Pathogenitit verloren haben. Solche attenuierten 25 gefiihrt werden, welche an eine elektrische Wechselstrom-
Viren haben ihre Immunogenitit noch beibehalten (Lebend-  spannungsquelle angeschlossen sind. (1, 2). Zur Kontrolleist

vakzinen). Der Nachteil dieser in der Literatur vielfach in der Flasche ein Thermometer angebracht. (5).
beschriebenen Attenuierungsverfahren (siehe z.B. Deutsche Im Glasgefiss befindet sich die mit dem elektrischen
Offenlegungsschrift 20 33 946) ist vor allem der enorme Zeit- ~ Wechselstrom zu behandelnde Mikroorganismensuspension.
und Arbeitsaufwand, welcher notwendig ist, bis der 30 Die zu wihlenden Versuchsbedingungen (Temperatur, Dauer

gewiinschte Attenuierungsgrad durch Passagierung erreicht der Behandlung mit elektrischem Wechselstrom, Wechsel-
worden ist. So kann man bei einer Attenuierung iiber z.B. 100 stromspannung, Stromstérke, pH Wert usw.) sind von der

Gewebekulturpassagen mit einer Attenuierungsdauer von Beschaffenheit des zu behandelnden Mikroorganismus, und
cirka einem Jahr rechnen. den durch das erfindungsgemisse Verfahren beabsichtigten
Weiterhin ist bekannt geworden, dass man Mikroorga- 35 Effekt (zum Beispiel Attenuierung zum Lebendimpfstoff
nismen, vorzugsweise Bakterien und Viren, mit Hilfe chemi-  bzw. Inaktivierung zum Totimpfstoff) abhidngig. Ausserdem
scher Agentien (sog. «Inaktivierungsmittel») inaktivieren ist die Wirkung der einzelnen Faktoren, zum Teil mitein-

kann. Als Inaktivierungsmittel kommen eine Reihe verschie-  ander gekoppelt, so dass man eine niedrigere Stromstérke
dener chemischer Stoffe und Stoffklassen in Frage, beispiels-  beispielsweise durch eine lingere Einwirkungszeit des Wech-
weise Formaldehyd, Athylenimin und dessen Derivate Gluta- 40 selstroms ausgleichen kann.

raldehyd, B-Propiolacton, Phenol, Wasserstoffperoxid und Man kann zur Erreichung héherer Spannungs- und Strom-
verschiedene andere. starkewerte das Gefiss auch mit einem Kiithlmantel versehen.
Die bekannten Verfahren sind jedoch nicht immer jeweils Die Apparatur fiir das sogenannte Durchflussverfahren
auf alle Mikroorganismen anwendbar, die Inaktivierungs- wird in Figur 2 dargestellt.
dauer mit verschiedenen Inaktivierungsmitteln (z.B. Formal- 45  Hierbei fliesst die zu behandelnde Mikroorganismen-
dehyd)istz.T. lang. Suspension iiber den mit einem Ventil versehenen Zweiwege-
Weiterhin ist bekannt geworden, dass z.B. durch Einwir- hahn (A) in das Gefiss (B). Uber die Zweiwegepumpe (C)
kung von Wirme oder ultraviolettem Licht eine Inaktivie- wird die Mikroorganismen-Suspension iiber die ggf. mit
rung von Mikroorganismen durchgefiihrt werden kann. einem Kiihlmantel (E) versehenen Elektroden (D) gepumpt.
Bisher bekannte Inaktivierungsverfahren haben zum Teil 50 Aus dem Geféss (F) erfolgt der Abfluss vorzugsweise iber
verschiedene Nachteile, so wird zum Teil der antigen deter- einen mit einem Ventil versehenen Zweiwegehahn (G). B
minierende Aufbau von Mikroorganismen, beispielsweise und F: bezeichnen Vorrichtungen fiir die Luftzu- bzw. abfith-
Viren, zu weitgehend zerstdrt. Weiterhin ist es manchmal rung. Hierbei wird gegebenenfalls Sterilluft eingesetzt.
schwierig, eine vollkommene Zerstorung der infektidsen Das in Figur 2 skizzierte Durchflussystem eignet sich sehr

Eigenschaften der Mikroorganismen herbeizufiihren und s5 gut fiir die Herstellung von Impfstoffen (sowohl Lebend- als
gleichzeitig die antigenen Eigenschaften beizubehalten. Zum  auch inaktivierte Vakzinen).

Teil ist es durch Rekombination und/oder Mutation Als Mikroorganismen kann man beim erfindungsge-
moglich, dass unter Umsténden bestimmte inaktivierte missen Verfahren alle Stoffe einsetzen, die sonst auch durch
Mikroorganismen ihre infektidsen Eigenschaften wiederer- Attenuierung iiber Gewebekultur- oder Tierpassagen bzw.

halten. Ausserdem besteht beispielsweise bei Durchfiihrung ¢ durch Inaktivierung mit Hilfe chemischer und physikalischer
der Inaktivierung mit Formaldehyd oder bei Einwirkung von ~ Methoden in Lebend- bzw. Totimpfstoffen iibergefiihrt
ultraviolettem Licht die Gefahr der Aggregat-Bildung, wobei ~ werden konnen.

unter Umstinden Teilmengen der infektiosen Mikroorga-

nismen nicht inaktiviert werden. Beispielhaft seien aufgefiihrt:
Es wurde gefunden, dass man Mikroorganismen vorzugs- 65 RNS-Viren folgender Gruppen: stabférmige Pflanzenviren,
weise Bakterien und Viren, aber auch Mykoplasmen und Picornaviren, Toga-Viren, Rhabdoviren, Retroviridae, Are-

Chlamydien durch Behandlung in einem elektrischen Wech-  naviren, Orthoamyxoviren, Paramyxoviren, Corona- und
selstromfeld in Suspension abschwichen bzw. inaktivieren Orbirien, doppelstrangige RNS-Viren, DNS-Viren folgender
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Gruppen: Kleine DNS-Phagen, Parvo-, Reoviren, Adeno-
viren, Papovaviren, Phagen mittlerer Grosse, grosse Phagen,
Herpesviren, Iridoviridae-Viren, paravakzinale Viren, Pok-
kenviren, Adeno-Begleitviren.

Das Verfahren der Behandlung von Mikroorganismen mit
elektrischem Wechselstrom ist also bei der Inaktivierung von
Mikroorganismen das gleiche wie bei der Attenuierung von
Mikroorganismen.

5 Die Inaktivierung nach dem erfindungsgemissen Ver-
fahren erfordert aber im allgemeinen einen grosseren Zeit-
und Energieaufwand.

So dauert der Inaktivierungsprozess nach dem erfindungs-
gemissen Verfahren (s. Fig. 1) im allgemeinen 10 bis 72 und

10 vorzugsweise 15 bis 48 Stunden. Es sind aber in Abhéingigkeit
von der Natur des eingesetzten Mikroorganismus und der

angewandten anderen Versuchsbedingungen (wie z.B.

Durchflussverfahren (Fig. 2), Temperatur, Suspensions-

mittel, Stromspannung und Stromstirke) beispielsweise
15 Werte unterhalb 10 und iiber 72 Stunden méglich.

Als Ausgangsmaterialien werden beim erfindungsge-
missen Verfahren im allgemeinen wissrige Suspensionen der
oben genannten Mikroorganismen eingesetzt. Vorzugsweise
werden diejenigen Medien verwendet, in welchen die zu

20 behandelnden Mikroorganismen geziichtet werden wie z.B.

Earle-Medium, gegebenenfalls unter Zusatz von Lactal-

bumin-Hydrolysat oder folgenden anderen Medien: Eagle’s

Medium, Hanks Medium, Medium PM-13 (Serva), VM-3a

Medium, MEM-Medium etc.

Die nach der Behandlung mit elektrischem Wechselstrom
anfallenden Endprodukte, welche attenuierte oder inakti-
vierte Mikroorganismen enthalten, werden gewdhnlich ent-
weder als solche in steriler Form appliziert oder nach an sich
bekannten und iiblichen Methoden zur Lebend- oder Totvak-
30 zine formuliert und als Losung Sirup, Emulsion, Suspension,

Spray, Salbe, Paste, Creme, Lotion, Aerosol, Tabletten usw.

verabreicht.

Als in Frage kommende Bakterien seien beispielsweise
genannt:

Bakterien der Ordnung Eubacteriales (unverzweigte Bakte-
rien), vorzugsweise der Gattung Neisseria, Streptococcus,
Leuconostoc, Pseudomonas, Escherichia, Serratia, Proteus,
Salmonella, Pasteurella, Brucella, Haemophilus. Corynebac-
terium, Clostridium.

Bakterien der Ordnung Actinomyc etales, vorzugsweise
der Gattung Streptomyces, Bakterien der Ordnung Spiro-
chaetales vorzugsweise der Gattung Leptospira.

Falls man attenuierte d.h. nicht pathogene aber noch voll
immunogene, lebende Mikroorganismen in Form von
Lebendvakzinen herstellen will, haben sich in Abhingigkeit
vom eingesetzten Mikroorganismus folgende Verfahrensbe-
dingungen als zweckmissig erwiesen:

Wechselstromspannung:

i.a. arbeitet man zweckmissigerweise mit der vorliegenden
Netzspannung, welche bei den im Rahmen der vorliegenden
Anmeldung durchgefiihrten Versuchen 220 V betrug,
natiirlich kann man auch mit anderen Spannungswerten bei-
spielsweise 110 oder 330 V arbeiten. In einem solchen Falle
sind die anderen Reaktionsbedingungen auszugleichen.

25

Stromstérke:
alszweckmassig hat sich bei einer Wechselspannung von
220V eine Stromstérke von 200 bis 300 mA erwiesen.

Natiirlich sind in Abhéngigkeit von der Stromspanung und

der Beschaffenheit der Lésung auch andere Stromstirkewerte

mdglich.

Temperaturen:

Die Behandlung mit dem elektrischen Wechselstrom wird
i.a. bei Temperaturen von 4 bis 60°C, vorzugsweise bei 20 bis
40°C und insbesondere bei 37°C bis 39°C (physiologischer
Temperaturbereich) durchgefiihrt. Die angewandte Tempe-
ratur ist beispielsweise abhéngig von der Thermostabilitit
des eingesetzten Mikroorganismus.

Man kann die Temperatur der zu behandelnden Mikroor-
ganismen bzw. -suspensionen bei gleichbleibender Strom-
spannung einstellen, indem man die Stromstirke in dem
Masse variiert, dass ein konstanter Temperaturwert in der zu
behandelnden Mikroorganismen-suspension vorliegt.

Die Formulierungen werden normalerweise in an sich
bekannter Weise hergestellt, z.B. durch Verdiinnung der

35 erfindungsgemiss attenuierten oder inaktivierten Mikroorga-

nismen mit geeigneten Losungsmitteln und/oder inerten
nichttoxischen, festen, halbfesten oder fliissigen Triger-
stoffen, gegebenenfalls unter Verwendung von Emulgier-
und/oder Dispergier-, Spriih- und Treibmitteln und unter
40 Verwendung von geeigneten Stabilisatoren.
Als Losungsmittel, Tragerstoffe, Emulgier- bzw. Disper-
giermittel seien hier beispielsweise genannt:
Wasser, nichttoxische organische Losungsmittel bzw. Ver-
diinnungsmittel wie Paraffine (z.B. Erdélfraktionen), pflanz-
45 liche Ole (z.B. Erdnuss-/Sesam-0l), mehrwertige Alkohole
wie z.B. Glycerin, Glycole (z.B. Propylenglycol, Polyithy-
lenglycol) und Wasser; feste Trigerstoffe wie z.B. natiirliche
Gesteinsmehle (z.B. hochdisperse Kieselsdure, Silikate),
Zucker (z.B. Rohr-, Milch- und Traubenzucker); Emuliger-

Dauer der Behandlung mit dem elektrischen Wechselstrom so mittel, wie nichtionogene und anionische Emulgatoren (z.B.

Bei der Behandlung zwecks Herstellung von Lebendvak-
zinen auf der Basis attenuierter Mikroorganismen (vorzugs-

weise Bakterien und Viren) hat sich eine Behandlungszeit von

5 bis 300 Minuten, insbesondere von 30 bis 240 Minuten als
zweckmadssig erwiesen. Es sind aber in Abhéngigkeit von der
Natur des eingesetzten Mikroorganismus und der ange-
wandten anderen Versuchsbedingungen (wie z.B. Tempe-
ratur, Suspensionsmittel, Stromspannung und Stromstiirke)
Zeitwerte innerhalb 5 bzw. oberhalb 300 Minuten méglich.

Ausserdem ist es von Bedeutung, welcher Attenuierungs-
grad, messbar durch an sich bekannte tierexperimentelle
Methoden erreicht werden soll.

Falls man mit Hilfe des erfindungsgemissen Verfahrens
inaktivierte Mikroorganismen zur Verwendung in Totvak-
zinen herstellen mochte, gelten die gleichen beziiglich Wech-
selstromspannung, Stromstarke und Temperaturen bei der
Herstellung von attenuierten Mikroorganismen zur Verwen-
dung in Lebendvakzinen gemachten Aussagen.

Polyoxyéthylen-Fettsdure-Ester, Polyoxyéthylen-Fettal-
kohol-Ather, Alkylsulfonate und Arylsulfonate), Dispergier-
mittel (z.B. Lignin, Methylcellulose, Stérke und Polyvinyl-
pyrrolidon) und Gleitmittel (z.B. Magnesiumstearat,
ss Talkum, Stearinsdure und Natriumlaurylsulfat).
Als Stabilisatoren seien beispielhaft aufgefiihrt:

Aminosduren, Zucker, Proteine, Polysaccharide, Polyalky-

lenglycole. Diese Stabilisatoren kdnnen sowohl in wissriger
Losung als auch im lyophilisierten Zustand zugesetzt werden.
Die erfindungsgemass attenuierten Viren und Bakterien
bzw. die aus diesem erfindungsgemiss erhaltenen Arznei-
mittel kdnnen in iiblicher Weise angewendet werden, z.B.

60

intronasal, introgenital, oral, intramuskuliir, intravends, sub-

kutan (lokal, insbesondere an allen Schleimhiuten des
65 menschlichen und tierischen Korpers.)
Die Applikationsmenge bei der Behandlung des mensch-
lichen und tierischen Organismus miissen von Fall zu Fall
ermittelt werden. Sie entsprechen jedoch in der Regel den
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nach dem klassischen Verfahren hergestellten Mengen (z.B.
105KIDso pro ml bzw. g) des Impfstoffes.

Die in den folgenden Beispielen gebrauchten Abkiir-
zungen haben folgende Bedeutung:

5
IBR-IPV-Viren: Infektidse bovine Rhinotracheitis - Infek-
tidse pustuldse Vul ovagenitis
PI-3 Virus: Parainfluenza-3-Virus
MD-VD-Virus: Mucosal-Disease, Vinesdiarrhoe-Viren
HAH: Himagglutinationshemmend 10
Beispiel 1

Virulentes IBR-IPV Virus isoliert aus dem Respirations-
trakt eines erkrankten Tieres wurde auf einer Kélbernieren-
zellkultur im Earle-Medium unter Zusatz von Lactalbumin-
Hydrolysat bei 37°C iiber 48 Stunden kultiviert. Die so erhal-
tene IBR-IPV-Virussuspension wurde durch Zentrifugation
bei 4°C und 2000 g von den Zellriicksténden befreit und
anschliessend bei 22°C einem elektrischen Wechselstromfeld
(220 V Wechselstromspannung, Stromstérke 260 m A Silber- 20
elektroden) in dem in Figur 1 skizzierten Reaktionsgefiss 1
Stunde lang ausgesetzt.

Eine gleiche Menge IBR-IPV-Virus im Kulturmedium
(Earle-Medium) wird zur Kontrolle bei 22°C aufbewahrt.

Im Anschluss daran wurden mit beiden Suspensionen je
vier Rinder im Isolierstall infiziert.

15

25

Ergebnis:

Wihrend die Kontrolltiere simtliche Erscheinungen der
Rhinotracheitis zeigten, waren bei den mit der wie oben
behandelten Suspension infizierten Rindern keinerlei Krank-
heitssymptome festzustellen. In der Gewebekultur konnte
gezeigt werden, dass

1) sowohl die mit elektrischem Wechselstrom behandelte,
als auch die als Kontrolle dienende unbehandelte Virussu-
spension einen zytopathogenen Effekt zeigte, und dass

2) beide Gruppen von Tieren vier Wochen spéter spezi-
fische neutralisierende Antikdrper im Serum aufwiesen.

Es liegt also im Falle der mit elektrischem Wechselstrom
behandelten Virussuspension eine Lebend-Vakzine vor,
welche apathogenes IBR-IPV-Virus enthélt.

30

40

Beispiel 2

Ein Parainfluenza-3-Virusstamm wurde aus dem Respira-
tionstrakt eines erkrankten Rindes isoliert und auf sekun-
didren Kilbernierenzellen in Earle’s-Medium mit Zusatz von
0,5% Lactalbumin-Hydrolysat und 3% antikdrperfreiem,
inaktiviertem Kélberserum vermehrt. Nach Abzentrifugation
des Zelldebris wurde die aktive Pls-Virus-Suspension 1
Stunde bei 37°C einem elektrischen Wechselstromfeld (220V s
Wechselstromspannung, Stromstéirke 255 mA, Silberelek-
troden) ausgesetzt.

45

Mit Hilfe der Gewerbekulturtechnik kann anschliessend
festgestellt werden, dass vermehrungsféhiges Virus in der
Suspension vohanden ist (Vorliegen einer sogenannten
«Lebendvakzine».)

Der tierexperimentelle Versuch mit dem erfindungsgemadss
behandelten PI-3-Virus-Stamm zeigte die gleichen Ergenisse
wie bei Beispiel 1 beschrieben, d.h. der zytopathogene Effekt
war nachzuweisen, ausserdem konnte spezifische neutralisie-
rende bzw. HAH-Antikdrper im Blutserum der behandelten
Tiere nachgewiesen werden.

Beispiel 3

In Analogie zu der in Beispiel | beschriebenen Methodik
wird eine wissrige Suspension von virulentem IBR-IPV-
Virus bei 37°C 24 Stunden lang einem elektrischen Wechsel-
stromfeld (220 V Wechselstromspannung, 250 mA Strom-
stirke, Silberelektroden) ausgesetzt. Anschliessend liegt eine
inaktivierte IBR-IPV-Vakzine vor.

Die so erhaltene Virussespension wurde auf eine Kélber-
nierenkultur gebracht und bis zu 5 Tagen bei 37°C bebriitet.
Dabei konnte kein zythopathogener Effekt mehr beobachtet
werden.

Beispiel 4

85 ml der nach Beispiel 3 erhaltenen Virussuspension
werden mit 15 ml einer 3%igen AI(HO)s-Suspension ver-
mischt. Je 10 ml des so erhaltenen Impfstoffes werden je 3
IBR-IPV-Antikérperfreien Rindern subkutan verabreicht.

Nach 20 Tagen konnte bei allen 3 Rindern IBR-IPV-Anti-
kérper im Blutserum nachgewiesen werden.

Am 21. Tag wurden die 3 vakzinierten Rinder und ein
nichtvakziniertes Kontrolltier mit je 2 ml der im Beispiel 1
beschriebenen, nicht dem elektrischen Wechselstrom ausge-
setzten, aktiven IBR-IPV-Virus-Suspension intranasal infi-

5 .
ziert.

Wihrend das Kontrolltier alle Erscheinungen einer akuten
Rhinotracheitis aufwies, konnte bei den 3 vakzinierten Rin-
dern keinerlei Krankheitssymptome festgestellt werden.

Beispiel 5

Analog Beispiel 1 wurde eine Suspension von virulentem
MD-VD-Virus in Eagle’s Medium bei 37°C einem elektri-
schen Wechselstromfeld (220 V Wechselstromspannung,
Stromstirke 260 mA, Silberelektroden) 32 Stunden lang aus-
gesetzt.

Die so erhaltene MD-VD-Virussuspension erwies sich als
voltkommen inaktiviert, d.h. es war kein ythopathogener
Effekt nachweisbar.

Die immunogenen Eigenschaften blieben jedoch erhalten
(spezifische Antikdrperbildung, Identitdt im Doppeldiffu-
sionstest).
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