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(54) Fremgangsmdde til konservering af

vacciner indeholdende levende myco=
bakterier.

Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsm&de til kon-
servering af vacciner indeholdende levende mycobakterier, iser
Bacille bilié Calmette-Guérin, B C G.

Vacciner indeholdende levende bakterier frembyder gmtdlelige
konserveringsproblemer. Det skyldes, at antallet af levende bakteri-
er, som de indeholder, kan formindskes hurtigt i tidsrummet, som '
fglger efter deres fremstilling. Disse vacciners immuniserings-—
virkning, som er forbundet med tilstedevarelsen af de levende bakte-

rier, kan sdledes let aftage hurtigt, endog forsvinde helt.

L)
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For B C G's vedkommende sker der for baktérierne, som hidrwgrer fra kul-
turer, der er bragt i suspension i et medium,'der for en fjerdedels
vedkommende udggres af et dyrkningsmedium og for tre fjerdedeles ved-
kommende af destilleret vand (sadvanlig metode til fremstilling af
frisk flydende vaccine) og konserveret ved 4°C,en halvering af leve-
dygtigheden efter 15 dages konservering.

Denne manglende stabilitet af den flydende friske vaccine er
&rsag til tab af en vigtig del af produktionen, fordi det ikke kan
lade sig ggre at anvende den inden for den meget korte frist, hvor
bakteriernes levedygtighed er tilstrakkelig til,at en effektiv
vaccination kan gennemfgres. Denne manglende stabilitet ngdvendigggr
ligeledes en uafbrudt produktion,for at opretholdelsen af en perma-
nent vaccinereserve kan sikres.

De med denne produktion forbundne gkonomiske krav bevirker lige-
ledes, at man er tilbgjelig +til at forlange varigheden af bakterie-
dyrkningen til det tidspunkt, hvor man opndr maksimumproduktion, for-
trinsvis efter 14 - 21 dage, skgnt man ved, at de yngre kulturer,
fortrinsvis 5 ~ 8 dage gamle, sadvanligvis har en stgrre vaccinations-—
evne. P& dette stadium er mangden af bakterier, som er udviklet, imid-
lertid relativt begranset, og afbrydelsen af dyrkningen indebarer
sterkt forggede fremstillingsomkostninger.

For at mindske de vanskeligheder, der er forbundet med flydende
friske vacciner indeholdende levende mycobakterier, er sddanne kon-
serveringsmetoder som lyofilisering allerede blevet foresldet, men
disse metoder er ikke uden ulemper.

- Narmere betegnet har man ved lyofilisering kunnet konservere
BCG-vaccine i et ar ved 4°C, og endog flere &r ved -25°C. Men lyo-
filiseringen medfgrer dgden eller fremkalder en tilstand af dyb anabi-
ose hos en betydelig del af bakterierne. Dette tab af "levedygtighed"
i vid forstand er mere end 50%. Det, som ud fra et immunitetsudvik-
lingssynspunkt betyder mest, synes at vare de metaboliske relationer,
som etablerer sig mellem de levende bakterier og den parasit-angrebne
celle. Disse relationer viser sig ved en forstarket metabolisk akti-
vitet udtrykt ved en forggelse af mezngden af lysosomer og hydro-
lytiske enzymer i makrofagerne, hvilket alt afhanger af den speci-
fikke eller ikke specifikke immunitet.

For at begranse faldet i levedygtighed og det deraf fglgende
effektivitetstab er forskellige lgsninger blevet foreslédet, som de,
der bestdr i gennemfgrelse af lyofiliseringen under tilstedevarelse
af dimethylsulfoxid. Disse lgsninger er dog ikke fuldstaendig til-



143316

fredsstillende, og fremfor alt er lyofiliseringsbehandlingerne re-
lativt bekostelige.

Det er ligeledes allerede blevet foresl8et at konservere for-
stadier af BCG ved nedfrysning og lagring ved lav temperatur, fx.
ved =70°C eller ved -196°C. Disse forstadier af bakterierne kan gen-
vindes ved opt¢ning.

Denne nedfrysning og optgning af mycobakterierne er vanskelig
at gennemfgre; det er ngdvendigt strengt at overholde visse nedfrys-
nings- og optgningshastigheder.

En af de vanskeligheder, som man mgder pé nedfrysningsniveauet
bestar i, at man ikke straks opndr en fuldstendig nedfrysning af
indholdet af mycobakterierne. Det bemzrkes sarligt, at mycobakterierne
mellem temperaturerne fra -10°C til -40°C er tilbgjelige til at lide
betydelig skade, sandsynligvis pd grund af en endnu kun delvis frys-
ning af indholdet af mycobakterierne, hvilket medfgrer lokale elek-
trolytkoncentrationer, som kan blive meget sterkt forhgjet i de endnu
ikke frosne partier. Det er allerede blevet foresldet at gennemf@gre
denne nedfrysning under tilstedevarelse af beskyttende midler, s&som
glycerol eller polyvinylpyrrolidon. Det ar bhlevet antydet, at disse
beskyttelsesmidler, i sardeleshed glycerolen, skulle vare i stand til
at fiksere vand indeholdt i mycobakterierne, som s&ledes forhindres
i at undergd frysning, og sdledes reducere dannelsen af intracellu-
lare iskrystaller.

Det bemerkes imidlertid, at mycobakteriekulturerne efter op-.
tgning genfindes i en meget skrgbelig tilstand dgmt til en hurtig
ded, og endog hurtigere end det er tilfazldet med de friske kulturer,
uanset om nedfrysningen og optgningen har varet gennemfgrt under
eller uden tilstedevarelse af glycerol, polyvinylpyrrolidon, di-
methylsulfoxid eller andet beskyttelsesmiddel.

Fremgangsmidderne til konservering ved nedfrysning kan séledes
neppe benyttes til konservering af vacciner p& basis af mycobak-
terier. Dette ville forudsatte, at sdvel producenter som brugere dis-
ponerede over sarlige kgleanlsg, hvilket naturligvis er utankeligt
i praksis.

Vanskelighederne forbundet med den hidtil kendte konserverings=-
teknik er endog s& store, at den flydende friske vaccine p& trods
af de ulemper, den frembyder, stadig anvendes meget.

Den foreliggende opfindelse har til formdl at afhjzlpe de tid-
ligere navnte mangler, isar at tilvejebringe en meget enklere og
mindre bekostelig fremgangsmi&de til konservering af vacciner inde-
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holdende mycobakterier, som bevarer disse vacciners virkeevne, om
ikke altid fuldstzndigt, s& dog i det mindste i en grad, som er til-
strekkelig betydelig til, at de kan anvendes med succes selv efter
lange lagringsperioder. De vacciner, der kan konserveres ved frem-
gangsmdden ifglge opfindelsen, er specielt sé&danne, som fremstilles
ud fra de stammer, der kendes under betegnelsen BCG, fx. de som er
registreret under numrene 1010, 1011 og 1019 i Trudeau Mycobacterial
Culture Collection U.S.A., eller under nummeret 11 173 P 2 i
Institut Pasteur's samling.

Konserveringsfremgangsmidden ifglge opfindelsen er ejendommelig
ved, at bakterierne bringes i suspensibn i et om ¢gnsket fortyndet
neringsmedium for disse bakterier, hvilken suspension indeholder
enten glycerol eller dimethylsulfoxid i en mengde pa 4 til 10%,
og at denne suspension holdes ved en temperatur, der er hgjere end
0°c og ikke overxstiger 6°cC. Suspensionen holdes fortrinsvis mellem
2% og 60C, og serlig foretrukket ved en temperatur omkring 4°C,
idet der anvendes en sadan mezngde beskyttelsesmiddel, at den er til-
strakkelig til at sikre konservering af vaccinen ved den ovenfor
navnte temperatur. Mzngden af konserveringsmiddel valges fortrinsvis
sdledes, at bakteriernes levedygtighed 3 méneder efter konserveringen
endnu er omkring i det mindste 50% af det, som den var fgr kon-
serveringen.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen, til konservering af
vacciner indeholdende levende mycobakterier, er sdledes bemerkelses-
vardig derved, at der ikke forekommer noget nedfrysningstrin mellem
dyrkningen af mycobakterierne og brugen af vaccinen.

Mazngden af glycerol, som er det foretrukne konserveringsmiddel,
eller dimethylsulfoxid udgg¢r sdledes mellem ca. 4 og ca. lo volu-
men-%, og er sarligt foretrukket af stgrrelsesordenen 5 volumen-% i
forhold til den samlede oplgsning.

Opfindelsen bygger pd den iagttagelse, at glycerol og dimethyl-
sulfoxid i sig selv er i besiddelse af en virkning, som favoriserer
konserveringen af mycobakterier, uden at der foretages nedfrysning,
og saledes uden at der er behov for at beskytte mycobakterierne mod

nogen form for osmotisk chok eller dannelse af intracellulzre is-

krystaller.
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Fremgangsméden ifglge opfindelsen tillader som fglge heraf
konservering af en ikke forud traumatiseret vaccine, hvorved det
vasentlige af metabolismen og af den friske vaccines evne til at
stimulere det retikulo-endotheliale system bevares.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen frembyder en gkonomisk fordel
forsavidt angdr vaccineproduktionsetaperne, som kan fordeles tids-
messigt. Det bliver ligeledes muligt at begranse dyrkningsvarigheden
med det form&l at opnd vacciner med maksimal aktivitetsgrad,uden at
de udbyttetab, som er resultatet deraf, er uforenelige med produktions-
omkostningerne.

De naringsstoffer, der er ngdvendige for mycobakteriernes
overlevelse, udggres fortrinsvis af dyrkningsmedierne for de pagald-
ende bakterier. Disse dyrkningsmedier kan anvendes i deres sadvanlige
form eller fortyndet f.eks. ved hjalp af destilleret vand. N&r en
s&dan fortynding gennemfgres, er det med det formdl at narme mediet
til isotoniske tilstande. Under alle omstendigheder md fortyndingen
ikke fortsattes i en sddan grad, at oplgsning af bakterierne risi-
keres. Slut-anvendelsen, og isear administreringen af praparaterne
i form af vaccine lettes derved. Det foretrazkkes, at disse medier
ikke indeholder dispergeringsmidler, da man har konstateret, at
konserveringen bliver bedre i fraver af disse midler, som sadvan-
ligvis kun tilsattes med det form&l at lette den homogene udvik-
ling af kulturerne under dyrkningen. I forhold til den sadvanlige
udformning af disse dyrkningsmedier, kan det yderligere vere for-
delagtigt at tilsatte menneskealbumin i en mengde p& ca. 1 til ca.
10 g pr. 100 ml medium, fortrinsvis i stgrrelsesordenen 1,75 g/100
ml medium, idet menneskealbumin foretrazkkes frem for oksealbumin
af immunologiske &rsager.

Endelig anvendes med fordel bakterier, der stammer fra unge
kulturer, dvs. kulturer, som ikke har nidet deres udviklingsmaksimum
ved de sarligt opretholdte betingelser, da disse kulturer konser-
veres bedre end de @ldre og mere fyldige kulturer.

Forsadvidt angdr BCG kan neringsmediet med fordel udgpres af
dyrkningsmedier af den type, der kendes under navnene "Sauton" og
"Dubos", og fortrinsvis af sidstnavnte. Sammensatningen af disse
medier gives senere, idet medierne i pdkommende tilfzlde fortyndes.

Et sarlig foretrukket konserveringsmedium har fglgende sammen—

satning:
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Monokaliumphosphat 1 g
Dinatriumphosphat 6,3 g
Asparagin 2 g
Kasein-autolysat 2 g
Ammoniakalsk ferrumcitrat 5%-ig oplgsning 1 ml
Magnesiumsulfat ) 1%-ig - 1 ml
Calciumchlorid 0,05%~-ig - 1 ml
Zinksulfat 0,01l%-ig - 1 ml
Kobbersulfat 0,01l%-ig - 1 ml
Menneske-albumin,Kohn fraktion V 17,5 %$-ig - 100 ml
Glucose 50 %-ig - 10 ml
Glycerol 50 %=ig - 100 ml
Destilleret vand 790 ml
1000 ml

Glycerolen i ovenstiende medium kan erstattes med dimethylsulfox-
id (pMso). 7

Det er konstateret, at der ved konserveringsfremgangsmaden
ifglge opfindelsen opnéds en betydelig forggelse af bakteriernes leve-
dygtighed ved lagring i forhold til levedygtigheden ved friske vac-
ciner. Som fplge deraf fremkalder disse mere stabile vacciner mere
ensaftede resultater. Da disse vacciner er mindre forgangelige, er
tabene ligeledes begrensede, hvis de overhovedet forekommer.

Det md ydermere bemzrkes, at disse forbedringer'er opnaet ved
meget simple midler, som er lette at ivarksatte, og som ikke pavirker
produktionsomkostningerne kendeligt.

Konserveringsbetingelserne,og i sardeleshed konserveringens
varighed, valges foretrukket sdledes, at levedygtigheden af myco-
bakterierne i vaccinerne, ikke er mindre end ca. 50% af det, den
var f@¢r konserveringen.

Konserveringsfremgangsmédden ifglge opfindelsen anvendt pd vaccine

BCG belyses narmere i de fglgende udfgrelseseksempler.
Bakterierne behandles forud for konserveringen efter de sad-

vanlige fremgangsm&der. Denne behandling bestdr, idet der gds ud fra
bakteriestammen,i dyrkning i et egnet medium. Et foretrukket medium
er for BCG's vedkommende af typen "Sauton" eller af typen "Dubos".

Disse mediers sammensatning er som fglger:
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"Sauton"
Asparagin 4 g
Citronsyre 2 g
Dikaliumphosphat 0,5¢g
Magnesiumsulfat 0,5¢g
Ammoniakalsk ferrumcitrat 0,05 g
Glycerol 60 ml
Destilleret vand 940 ml

1 liter
"pubos"
Monokaliumphosphat 1 g
Dinatriumphosphat 6,3 g
Asparagin 2 g
Kasein-autolysat 2 g
Ammoniakalsk ferrumcitrat 5%-ig oplgsning 1ml
Magnesiumsulfat 1%-ig - 1 ml
Calciumchlorid 0,05%-ig - 1l ml
Zinksulfat 0,01%-ig - 1 ml
Kobbersulfat 0,01%-ig - 1 ml
"Tween 80" 10%-ig - 5 ml
Okseplasma, fraktion V 5%~1ig - 10 ml
Glucose 50%-ig - 1 ml
Destilleret vand op til 1000 ml

Der gennemfgres,stadig ifglge den sadvanlige teknik til frem-
stilling af frisk flydende vaccine, to passager af bakterierne 1i
det eller de valgte dyrkningsmedier. Ved afglutningen af den anden
passage indhgstes og renses bakterievaksten.

I de efterfglgende eksempler anvendes unge kulturer (dvs. fra

6 til 11 dage gamle), og narmere betegnet kulturer pa 8 dage.
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Eksemgel l

Bakterier af stamme nr. 1011 fra Trudeau Mycobacterial
Culture Collection behandlet som anfgrt nedenfor anbringes i
forhold pad 50 mg/ml i oplgsningerne A, B og T, hvis sammensatning
er som fglger:

- A - Bouillon "Dubos" uden befugtningsmiddel (£f.eks. uden
"Tyween 80") hvortil der er sat injicerbar menneske-albumin i stedet
for okse-albumin, og som er tilsat glycerol til en koncentration pd
5

o0

- B - det samme "Dubos"-medium som ved oplgsning A, men med
glycerol erstattet af dimethylsulfoxid (DMSO) til en koncentration

p& 5%.

- T - 1/4 "Sauton"-medium fortyndet med 3/4 vand til vaccine
som sammenligningsmedium (sadvanlig laboratorieteknik).

- T - "Sauton"-medium fortyndet 1/4 til vaccine som sammenlig-
ningsmedium (sadvanlig laboratorieteknik) .

Oplgsning T svarer til den, som sezdvanligvis anvendes til frem-
stilling af flydende frisk vaccine. Denne oplgsning tjener som sam-
menligningsmedium for oplgsningerne A og B ifglge den foreliggende
opfindelse.

De siledes fremstillede suspensioner fordeles i ampuller i meng-
der p& 0,6 til 1 ml pr. ampul. Pafyldningen gennemfgres under sterile
betingelser. )

Konserveringen gennemfgres ved 4°% i 7 mdneder,i lgbet af hvilke
vaccinernes levedygtighed kontrolleres med regelmessigt mellemrum.

. Hertil anvendes metoden til bestemmelse af levedygtige enheder (pd
medium Loewenstein-Jexsen) ifglge teknikken beskrevet i "Guide
Technique" 67-6 udgave O.M.S.: 1'Organisation Mondiale de 1la
Santé.

Resultaterne af disse undersggelser er anfgrt i Tabel I, som for
hver oplgsning og som funktion af lagringstiden viser antallet af

dyrkbare enheder (NUC) pr. mg halvfugtig BCG.
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TABEL I

Antal levedygtige enheder i 1 mg "skarifikations"-BCG lagret
ved 4°¢ (fortyndet i oplgsningerne A, B og T).

A B T
for 6 6 6
lagring 7,5.10 8,9.10 16,9.10
efter 6 6 6
15 dage 9,4.10 9,2.10 0,6.10
efter 6 6 6
1 méned 1,34.10 7,1.10 13,44.10
efter 6 6 6
2 maneder 9,94.10 8,04.10 10,38.10

6l %

efter 6 6 6
3 maneder 3,3.10 4,75.10 2,6.10
efter 6 6 6
4 maneder 8,08.10 5,4.10 1,68.10
efter 6 6 6
5 mdneder 5,9.10 7,6.10 1,2.10
efter 6 6 6
6 maneder 3,4.10 2,7.10 0,3.10
efter 6
7 méneder 1,5.10 - -

Det fremgar af disse resultater, at prgve T bevarer en god leve-
dygtighed i ca. 2 mdneder (61 %), men at den derefter aftager meget
hurtigt. I sammenligning med de tidligere anvendte flydende vacciner,
hvis levedygtighed efter 15 dage allerede er reduceret til halvdelen,
frembyder prgve T dog en forgget stabilitet, som m& tilskrives an-
vendelsen af unge kulturer.

Prgverne A og B, som er fremstillet og konserveret ved fremgangs-
midden ifglge den foreliggende opfindelse, frembyder en endnu mere

fremragende stabilitet end prgve T. For A's vedkommende er levedygtig-
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heden pd 100 % efter 4 mdneder, 80 % efter 5 mdneder og endnu pa
50 2 efter 6 mineders lagring. For de samme lagringsperioder er

levedygtigheden af B, henholdsvis 80, 65 og 30 %.

Eksempel 2

To gerier prgver A og T fremstillet som under eksempel 1
undersggtes, idet samme konserveringsmetode fulgtes.

Der anvendtes samme malemetoder som i eksempel 1. Resultaterne
er anfgrt i tabellerne II og III. Tabel III viser middelvardierne
opndet ved syv prgver i hver af serierne A og T.
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TABEL ITI
*

Antal dyrkbare enheder i 1 mg BCG lagret ved 4°%c

Kongerverings-— tSauton" 1/4
oplgsning (T)
(a)

Fgr lagring 8,9 9,3
1 maned 4% 7,7 6,4
2 maneder 4°C 10,4 100% 6,8 73%
3 méneder 4°C 7,4 81% 6,1 65%
4 mineder 4°C 5,3 59% . 2,5 26%
6 maneder 4°C 4,5 50% 1,5 16%

% tal multipliceres med 106/mg

Disse resultater bekrafter resultaterne i eksempel 1, idet

overlevelsen af BCG er 50 $ efter 6 maneders lagring for A-prgvernes

vedkommende og kun 16% for T-sammenligningsprgvernes vedkommende.

Eksempel 3

Under samme betingelser som i eksempel 1A undersggtes levedygtig-
heden af bakteriestammerne BCG nr. 1019 og 1010 fra Trudeau Myco-
Bacterial Culture Collection og stammen betegnet "stamme C"

i Exp. Intern. Laboratories (Intern. Ass. Biol. Stand.) .

Som i eksempel 1 bestemtes stammernes levedygtighed fra mé&ned
til maned. Resultaterne er anfgrt i tabel IV. Det bemarkes for disse
tre stammers vedkommende, at levedygtigheden holder sig pa et hgjt
niveau, og at den ikke er lavere end ca. 50 % efter 3 méneders forlgb.
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TABEL IV
Lagringstid
i midneder 0 1 2 3 4 5 6
6 6 3 3 G §
1019 21,6.10° 18,48.10°| -  16,52.10° |[15,12.10° |12,96.10° |10,95.10
1010 6.12.10° | 4,20.10°| - |2,87.10% | 2,10.10% | 1,3.20°
Stamme C 60.100 | 55.100 9,910 48,1.10° |32,3.10° |[28,3.10° | 8,56.10°
Eksempel 4

Under anvendelse af samme metode som i eksempel 1 undersggtes

successivt forskellige faktorers betydning for konserveringen af

vaccine af stamme nr.

1011.

Ved forsgg D anvendtes kulturer, som var 14 dage gamle i stedet
for 7 som i eksempel 1A. Af resultaterne fremgdr det, at konserve-

ringen, skgnt den er bedre end de sadvanligvis anvendte friske

vacciners, er dirligere end den, som man opnér med unge kulturer.

I forsgg E anvendtes et medium bestdende af "Sauton" -medium tilsat

albumin og glycerol til konservering af en stamme hidrgrende fra en

7 dage gammel kultur. Levedygtigheden er i dette tilfazlde ogs& mindre

end den p& "Dubos"-medium opnéede.

Dette resultat er imidlertid ikke fuldstandig signifikant, da

det drejede sig om et enkelt forsgg, som kan vare blevet andret pa

en ikke kontrolleret méde.

I forsggene F og G anvendtes kulturer pd 7 dage i medier be-

stiende af "Dubos"-medium tilsat henholdsvis 10% albumin og 5% gly-

cerol.
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Resultaterne af disse forskellige forsgg er anfgrt i efterfglgen-

de Tabel V.
o TABEL V
Lagringstid
i maneder 0 1 2 3 4 5 6
D 5,76.10% | 4,9.10% | 2,37.10° | 1,08.10° | 1,45.10° | 0,6.10° -
E 24,6.10°  |13,22.10°14,36.10° | 5,45.10° | 3,74.10° | 2,24.10° | 0,9.10°
6
F 18,4.10° 117 4106 | 9,8.10° |9,4.10° | 9,5.10% | 7,9.106 | 3,5.10°
G 12,7.10° - 11,5.108 - 5,95.10° | 4,59.10° | 2,41.108
Eksemgel 5

Prgverne A i eksempel 2 underkastedes en biologisk kontrol
efter afslutningen af de 7 mineders konservering. Marsvin inoku-
leredes intradermalt, idet hvert marsvin fik 0,1 og 0,01 mg
BCG afprgve A pa den ene side og de samme mzngder BCG afprgve T
pd den anden side.

Den iagttagne reaktion tillader bestemmelse af vaccinernes
restvirulens, hvoraf den immuniserende evne sluttelig afhanger.

Fem dage efter inokulering fremkommer nodulerne, som varer
ca. 30 dage.

Nodulernes diameter tjener som mal for vaccinens virulens.
For prgverne A's og for doserne 0,1 og 0,01 mg's vedkommende
er nodulernes diameter henholdsvis 8 og 4 mm; for prgverne T's
vedkommende 4 og 2 mm.

Dette forsg¢g viser klart de fortrin, som vaccinerne

konserveret efter fremgangsmaden ifglge opfindelsen besidder.

Eksempel 6

I dette forsgg mdltes kim-multiplikationen i mus inokuleret

med prgverne fra eksempel 2 efter lagring ved 4% i 7 méneder.
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Ssamtidig gennemfgrtes et identisk forsgg med en flydende frisk-
fremstillet vaccine.

Hver mus indgaves 0,02 mg BCG (halvfugtig vagt). Efter 30 dages
forlgb bestemtes antallet af dyrkbare enheder i musenes milt efter
fremgangsmé&den beskrevet af Gheorghiu og hendes medarbejdere i
"Contrble de la qualité du vaccin BCG lyophilisé& par inoculation a la
souris" (International Symposium on BCG vaccine Frankfurt/Main -
Series Immunobiol. Standard 1971, t. 17, p. 221-226).

Resultaterne af disse forsgg er anfgrt i tabel VI.

TABEL VI

Indsamlet antal dyrkbare enheder pr. musemilt

Mus Vacciner lagret i 7 méneder Frisk vaccine
ved 4°C ikke lagret
A T ,

1 11.730 0 28.000

2 17.700 0 ‘ 102.200

3 9.706 0 13.900

4 26.830 0 2.830

5 9.460 0 , ' 30.060

6 - - 15.400
Middel-
verdi 15.085 32.165

Det konstateredes, at milten hos mus vaccineret med prgverne A,
T og frisk vaccine gennemsnitligt indeholdt henholdsvis 15.000, 0 og
32.000 dyrkbare enheder. Vaccine konserveret ved fremgangsmaden
ifplge opfindelsen er sdledes i besiddelse af en indtrangningsevne,
en evne til at multiplicere sig og til at bevares i organismen som

er af stgrrelsesordenen 50 % af den friske vaccines.
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Patentkrav

1. Fremgangsmdde til konservering af vacciner indeholdende
levende mycobakterier, iser Bacille bilié Calmette-Guérin,
BCG, k endetegnet ved, at bakterierne bringes i sus-
pension i et om gnsket fortyndet naringsmedium for disse bakte-
~ rier, hvilken suspension indeholder enten glycerol eller di-
methylsulfoxid i en m@ngde pd 4 til 10%, og at denne suspension
holdes ved en temperatur, der er hgjere end 0°c og ikke over-

stiger 6°c.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k ende tegnet ved,
at neringsmediet udggres af et dyrkningsmedium for de pagaldende
bakterier, hvilket dyrkningsmedium er af "Dubos"- eller "Sauton"-

typen.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, kende teg-
n et ved, at neringsmediet indeholder menneskealbumin i en

'mangderpé 1 til 10 g, og fortrinsvis 1,75 g,pr. 100 ml medium.

4. Fremgangsmidde ifglge et hvilket som helst af de fore-
gdende krav, k ende t egnet ved, at de anvendte mycobak-

terier stammer fra unge kulturer.

5. Fremgangsmade ifglge krav 1, ved hvilken mycobakterierne
er BCG, kende tegnet ved, at bakterier hidrgrende fra
7 til 11 dage gamle kulturer bringes i suspension i et dyrknings-
medium af "Dubos"-typen, hvortil der sattes glycerol, pé en sa-
dan made at den resulterende blanding har et glycerol-indhold
p& 5%, og i hvilket okse-albumin er erstattet med menneske-albumin,
og at suspensionen opbevares ved en temperatur pa 4%c.

6. Fremgangsmdde ifglge et hvilket som helst af de fore-
-géende krav, kendetegnet ved, at mediet, hvori bakte-
rierne anbringes, ikke indeholder dispergeringsmiddel.

- 7. Fremgangsmade ifglge krav 5, k ende tegnet ved,
at mycobakterierne hidrgrer fra stammer registreret under numre-
ne 1010, 1011 og 1019 i "Trudeau Mycobacterial Culture Collection®.

Fremdragne publikationer:

Dansk patent nr. 106687

Britiske patenter nr. 1014712, 1171783
Tysk fremleggelsesskrift nr. 1245037
Tysk offentliggerelsesskrift nr. 2024341.

Langkjer Koebenhavn
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