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(54 Fremgangsmade til fremstilling af en vaccine
mod Panleukopeni hos felider

Den foreliggende opfindelse angér en fremgangsmade
til fremstilling af en vaccine mod kattesyge, ogsd kaldet infek-
tigs Gastroenteritis eller - efter dens hovedsymptom - Panleuko-
peni, ved hvilken fremgangsmade et patogent Panleukopeni-virus
svekkes ved passage gennem kattenyreceller.

Kattesyge er en felidespecifik virussygdom. Frem-
kalderen, et parvovirus, har en elektronmikroskopisk stgrrelse
pa 20-25 nm. Viruset overfgres via &ndedrats-~ og fordgjelses-
kanalen, og det udskilles via nasesekret og faces. Efter en in-
kubationstid p& fra 2 til 6 dage begynder sygdommen med spise-
vegring, feber, opkastning, for det meste diarré og tiltagende-
svaghed med exsiccatio p& grund af vasketab. Som et karakteris-
tigk trezk indtrader en Panleukopeni af svar grad. Dgdeligheden
er op til 90%.
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Ratte, der overlever sygdommen, bliver immune. De
kxan overfgre antistoffer til killinger via ramzlken, men disse
er ogsd snart uden beskyttelse, fordi moderens antistoffer ef-

terhdnden nedbrydes.
Kattesyge er udbredt over hele verden, infektio-

siteten og patogeniteten af dens fremkalder er sardeles stor,
og kattene er derfor udsat for stor risiko.

Man har allerede forsggt at udvinde et svakket
virus, der er egnet til fremstilling af en levende vaccine mod
kattesyge, ved passager i vavskulturer. Mindst 6 passager, isar
10 - 30 passager, er imidlertid ikke tilstrakkelige til frem-
bringelse af et stabilt, svakket virus, der kan virke som ak-
tivt princip i vaccinen. Det er nemlig blevet iagttaget, at
podeviruset udskilles og optages af andre katte. Ved s&danne
dyrepassager kan der fremkomme tilbagemutationer.

Til formeringen af det svaekkede kattesygevirus har
man ogsd allerede anvendt fostervav fra katte. Kattefostrene
giver imidlertid sardeles lidt vav, sdledes at denne metode er
udelukket af gkonomiske grunde.

Endvidere kendes fra NO-patentskrift nr. 111.029
en fremgangsmdde til fremstilling af en vaccine mod Panleuko-
peni hos felider, ved hvilken fremgangsmide et patogent Pan-
leukopeni-virus svakkes ved passage gennem kattenyreceller.

Af navnte NO-patentskrift fremgdr imidlertid ogsd, at katte,
som vaccineres med den s8ledes fremstillede vaccine stadigvak
viser svage sygdomstegn, sdledes at det anvendte virus ikke er
virkelig "svakket". Derfor er det heller ikke udpraget egnet
til vaccinefremstilling.

Man har nu fundet frem til en fremgangsmade til
fremstilling af en vaccine mod Panleukopeni, ved hvilken frem-
gangsmdde et patogent Panleukopeni-virus svakkes ved passage
gennem kattenyreceller. Den her omhandlede fremgangsmade er
ejendommelig ved, at man foretager mindst 80 passager pd kat-
tenyrecellerne og dernast yderligere mindst 18 passager pa
permanente vavsceller fra felider eller mustelider, hvorefter
man formerer det p& denne mdde fremkomne, svakkede virus pa
kattefosterceller og oparbejder det pd i og for sig kendt made
til en vaccine.

Det fgrste trin af svakningen, der hensigtsmessigt
omfatter fra 80 til 100 passager, sker i cellekulturer fra kat-
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tenyrer, der dyrkes i et af de naringsmedier, der er gangse for
celleformeringen. Dyrkningen af cellerne kan ske b&de som celle-
métte og som cellesuspension. En temperatur pa fra 35 til 39°C,
fortrinsvis fra 36,5 til 37,5°C, skal holdes. En sddan kultur
skal inficeres tidligt, senest dog,ndr cellerne er ca. 75%
udvoksede. Som infektionsmedium anvendes den overstdende vas-

ke fra den forrige, inficerede cellekultur. Den sattes til den
nye cellekultur i forholdet fra 1:5 til 1:20. Fra 2 til 6 dage
efter inficeringen kan den overstdende vaske udvindes og over-
fgres til den naste cellekultur.

Efter fra 80 til 100 passager pa den beskrevne
mdde overfgres den virusholdige, overstdende vaske til en per-
manent vavcellekultur af felider eller mustelider. Tilsvarende
permanente kulturer er kendt fra litteraturen. Et eksempel pa
sddanne permanente cellekulturer er Crandell-cellen, en perma-
nent kattenyrecelle, beskrevet af R.A. Crandell et al., In
Vitro 9, 176-185 (1973). Inficeringen af denne cellekultur med
den overstlende vaske fra en inficeret cellekultur og den vi-
dere forarbejdning sker som beskrevet ovenfor.

Efter mindst 18 passager i permanente vavceller
er viruset tilstrakkeligt svakket. Det er fuldstandigt apato-
gent, uskadeligt og godt tdleligt. Ved svakningen mister det
ikke immunogenitet, og den derudfra fremstillede vaccine har
fremragende immuniseringsegenskaber.

Det kunne ikke ud fra ovennavnte NO-patentskrift
nr. 111.029 forudses, at opdeling af virussvekningen i to trin,
hvoraf det andet gennemfgres pd permanente vavsceller fra fe-
lider eller mustelider ville resultere i et fuldstandig svak-
ket virus, som er velegnet til vaccinefremstilling. Dertil kom-
mer, at en permanent cellelinie, nar den fgrst har vist sig eg-
net til det pdtankte form&l, har den fordel, at cellerne kan
formeres i stor milestok, uden at det er ngdvendigt til stadig-
hed at ofre nye forsggsdyr, ligesom den kan holdes fri for
fremmede vira under passagerne, ndr den fgrst er udviklet fri
for fremmede vira. Dette muligggr fremstilling af en virkelig

effektiv vaccine i stor mdlestok.
Det svakkede virus, der har den videnskabelige be-

tegnelse “"Panleukopeni-virus, stamme BW 103", er deponeret i
Institut flir Hygiene und Epidemiologie, Prag, under registrer-
ingsnummeret CNTCC A 03/77.

Det p& denne méde svaekkede virus kan formeres i
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vaevskulturer af kattefostre. Egnede hertil er isar fostre, der
er taget ud pd organogenese-stadiet, ca. i den sidste tredje-
del af dragtighedsperioden. Til anlaggelsen af vavskulturerne
kan man forarbejde de totale fostre eller dele deraf. Det er
anbefalelsesverdigt ikke at anvende ekstremiteterne, hovedet
og huden til cellekulturen. Cellerne oparbejdes pa& gangs made,
f.eks. ved trypsinering, anlagges som stationar kultur, som
rullekultur eller som suspensionskultur og inficeres som oven-
for beskrevet med det svakkede virus for at opnd& formering.
Afhgstningen af den overstdende vaske sker efter fra 2 til 6
dage. Til opndelse af stgrst muligt udbytte foretrakkes det
ifplge opfindelsen, at man flere gange afhgster de til former-
ingen af det svakkede virus anvendte kulturer fra kattefoster-
cellerne. Efter hver afhgstning dyrkes de inficerede cellekul-
turer videre under tilsatning af ny naringsoplgsning.

Denne gentagne afhgstning fortsattes, indtil cel-
lerne er udtgmt, og det har vist sig, at dette almindeligvis
sker, ndr man ifglge opfindelsen til formeringen af det svaek-
kede virus anvender stationzre kulturer fra kattefosterceller-
ne og afhgster disse mindst 4~6 gange eller anvender rullekul-
turer fra kattefostercellerne og afhgster disse mindst 20-25
gange. Ved den sidste oparbejdning kan cellerne gdelagges,
f.eks. ved dybfrysning eller ultralydbehandling, til udvinding
af et stgrre udbytte.

Det materiale, der fremkommer ved oparbejdningen
af formeringskulturen, kan oparbejdes til en vaccine pé& den
gezngse mdde. Det er anbefalelsesvardigt at tilsette en stabi-
lisator, f.eks. gelatine, kgdekstrakt, pepton- eller sukkeroplgs~
ninger, isar ndr der er planlagt en lyofilisering af vaccinen.
En s&dan er anbefalelsesvaerdig pa grund af den bedre holdbarhed.
Vaccinen kan imidlertid ogs& anvendes som vaskevaccine. Om ¢gnsket

er en tilsatning af et af de gaengse hjzlpemidler mulig.
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Vaccinen kan indgives subcutant eller intramuskulart -
efter oplgsning i et af de hertil gzngse oplgsningsmidler, hvis
den foreligger i lyofiliseret form. I forhold til kendte vacciner
har den nedenstdende fordele:

1) Stor renhed af antigenerne.

2) Ingen fremmedproteinreaktioner ved formering pé
homologt vav. Ingen chokreaktioner eller allergier
ved gentagen indgift.

3) Uforandret kvalitet og renhed af de anvendte pode-
vira, fordi formeringen sker pd et ensartet, afprgvet
cellesubstrat.

4) Hurtig beskyttelse.

Ved en rzkke undersggelser og afprgvninger i laboratorium

og ved dyreforsgg er den her omhandlede levende vaccine mod Pan-
leukopeni afprgvet for sine egenskaber, tdlelighed, uskadelighed

og virkning.

Forsgg og resultater

Uskadelighed

Afprgvningen af uskadeligheden sker pad hvide mus og
marsvin. 5 mus vaccineres subcutant med 0,5 ml af den genoplgste
vaccine hver. 2 marsvin fir hver 2 ml intraperitonzalt. I et ob-
servationstidsrum p& 10 dage skal forsggsdyrene forblive sunde.

Der lagges s@rlig vegt pd uskadeligheds—- og talelighedsafprgvningen
pd katte. Ved kontrollerede laboratorie- og markforsgg er hidtil
962 katte, der overvejende er holdt isoleret, og 174 store katte,
sdsom lgver, tigre og geparder, vaccineret subcutant eller intra-
muskulart med den her omhandlede vaccine og sadvanligvis observe-
ret i 14 dage, for en dels vedkommende i flere uger. Foruden kon-
trollen af lokale og almene reaktioner er der ogsd foretaget leuko-
cytoptallinger ved laboratorieforsggene. Herved har det vist sig,
at vaccinen tdles godt. Heller ikke vaccinationen af SPF-

(SPF = specificeret patogenfrie) -katte, der for en dels vedkommende
er holdt isoleret i over 2 &r, har givet hogen anledning til ind-

vendinger.
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Til en uforandret god virkning af den her omhandlede
vaccine kraves en god holdbarhed foruden virustiteren. Afpregv-
ningen af holdbarheden sker ved konstatering af indholdet af pode-
virus efter opbevaring af vaccinen ved forskellige temperaturer
i op til 24 mdneder efter fremstillingen. De fremkomne antigen-

titre kan aflases i tabel I.

Tabel I

Afprgvning af vaccinens holdbarhed efter opbevaring ved forskellige

temperaturer

Udgangstiter efter fremstillingen: 104'833ID50/m1

Opbevaringstid Virusindhold i ID50/ml ved opbevaringstemperaturer pa

+37% +20°%  +10°% +4%  -35%
1 uge 103'833
3 uger 103375
1 m&ned 1030375 14,166
2 maneder 101’50 104'375
3 mineder Lole375 14,375 04,833 14,833
4 maneder Ingen virus 104’166
6 maneder 103750 104833 144,625 144,833
9 maneder 103'50 10
12 méneder 1035 10%/625 144,833 144,833
18 mé&neder 102/625 144,625 144,833 ;44,833
24 m&neder 102:625 qp4:5 14,833 ;44,833
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Virkning og tédlelighed

Efter afprgvning af indholdet af levende vaccine ved
virustitrering i cellekulturen afprgves det her omhandlede pro-
dukt ved en razkke immuniseringsforsgg pad katte. Ved gennemfgrelse
af forsgg med indkgbte katte m& man tage hensyn til den vide ud-
bredelse af Panleukopeni-viruset og andre felidepatogene fremkal-
dere ved et tilsvarende karantazneophold. For at undgd fremmedin-
fektioner og opnd eksakte forsggsresultater er det hensigtsmas-
sigt at anvende specificeret patogenfrie katte, de sdkaldte
SPF-katte.

Dyreforsgg nr. 1

Ved et fgrste dyreforsgg afprgves vaccinens virkning og
tdlelighed p& 6 SPF-katte. Af kattene, der er anbragt sammen i et
isolationsanlaeg, vaccineres 4 subcutant med vaccinen. 2 katte for-
bliver som uvaccinerede kontroldyr. Foruden en afprgvning af den
almene sundhedstilstand lazgges der isar marke til, om der efter
indgift af vaccinen indtrader en signifikant sankning i leukocyt-
vardierne i forhold til ikke-vaccinerede katte. Dette er ikke til-
fzldet ved det foreliggende og ved yderligere forsgg. Virkningen
afprgves serologisk ved antistofmdling og pdfglgende belastnings-
inficering. Resultatet af denne afprgvning gengives sammenfattet
i tabel II. Af denne tabel kan det ses, at kattene er Panleukopeni-
-modtagelige forud for vaccinationen. 2 uger senere er de vaccine-
rede katte allerede serclogisk immune og kan belastes, kontroldyrene

derimod forbliver beskyttelseslgse og bukker under for infektionen.
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Dyreforsgg nr. 2

Vacciner, der indeholder levende apatogene Panleukopeni-
-vira, fgrer som regel til en hurtig vaccinebeskyttelse, der fgrst
og fremmest m& tilskrives interferensfaznomenet. Her forhindres
formeringen af patogent virus i vertscellen af vaccineviruset.
Ved et forsgg med 12 unge katte afprgves, om disse allerede
72 timer efter indgiften af den her omhandlede vaccine er tilstrak-
keligt beskyttet mod en belastningsinfektion. Resultatet af disse
undersggelser er gengivet i tabel III. Forsgget viser, at vaccinen
er i stand til at beskytte mod Panleukopeni péd kort tid - nemlig
inden for 3 dage. Alle katte var ubeskyttede forud for vaccina-
tionen. 3 dage senere modstod de vaccinerede dyr allerede en belast-
ningsinfektion med patogent Panleukopeni-virus. Ved hjalp af en
daglig leukocytoptalling, der foretages efter belastningsinficerin-
gen, og som strakker sig over 2 uger, konstateres det, at kattene
er forblevet yderst sunde og ikke viser nogen signifikant leuko-
cytnedgang. De udgangs- og minimumvardier, der er konstateret un-
der forsggets varighed, er indfgrt i tabel III. En leukocytnedgang
til under 2.000/mm3 er almindeligvis et karakteristisk sygdomstegn
for Panleukopeni. De ikke-vaccinerede kontrolkatte bliver mere
eller mindre alvorligt syge af Panleukopeni, idet 4 af 6 dyr buk-

ker under for infektionen.
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Dyreforsgg nr. 3

Ifglge dyreforsgg nr. 2 beskytter den ved fremgangsméden ifglge -
opfindelsen fremstillede vaccine katte mod sygdom af Panleukopeni (PL) allerede
3 dage efter vaccinationen (3 d.p.v.). For at konstatere om den
samme vaccine ogsd giver beskyttelse mod PL allerede fgr den 3. d.p.v.,
gennemfgres det nedenfor beskrevne forsgg.

16 katte, der er modtagelige for Panleukopeni, vaccineres
hver med 1 dosis af vaccinen og opdeles i 4 grupper med 4 dyr i
hver. En gruppe deraf belastes allerede umiddelbart efter vaccina-
tionen, de andre grupper successivt med 1 dags mellemrum med pato-
gent Panleukopeni-virus, 6 ubehandlede kontrolkatte inficeres pé
3. d.p.v. sammen med den sidste gruppe. Som det fremgdr af tabel IV,
viser dette forsg¢gg, at vaccinen allerede 1 dag efter vaccinationen
er i stand til at beskytte en del af de vaccinerede katte mod en
sygdom af Panleukopeni. Af fire katte i den pagaldende gruppe bliver
kun 1 dyr sygt af Panleukopeni og dgr, de andre 3 dyr forbliver
sunde.

Af de dyr, der er belastet 2 dage efter vaccinationen,
har kun 1 af 4 katte en ringe nedgang i leukocyttallet (til 4.200
hhv. 5.100/mm3) péd 4. og 5. dagen efter inficeringen. De katte,
der er inficeret 3 dage efter vaccinationen, overstdr belastningen
uden reaktion.

Af kontrolkattene dgr alle af Panleukopeni.

Yderligere enkeltheder kan udledes af tabel IV.
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Dyreforsgg nr. 4

Til afprgvning af beskyttelsesvarigheden gennemfgres et
yderligere forsgg med SPF-katte, der holdes i streng isolation.
Af 10 SPF-katte fdr 8 hver en dosis af vaccinen subcutant. De to
ikke-vaccinerede kontrolkatte anbringes i samme rum til afprgvning
af udskillelsen og en eventuel videreudbredelse af podeviruset eller
PL-Virusmedrivning; P& alle kattene udtages blodprgver til madling
af antistofferne. Resultaterne fra denne undersggelse fremgdr af
tabel V. Forsgget viser, at vaccinen fgrer til en aktiv immunitet
med en antistoftiter af h¢j vardi, som giver de vaccinerede katte
en palidelig beskyttelse mod Panleukopeni igennem det samlede ob-
servationstidsrum. Det viser ogsd, at kontrolkattene forbliver fri
for antistoffer. Det betyder, at der i forsggstidsrummet hverken
sker en videreudbredelse af podeviruset eller en medrivning af PL-
-vira, som ville have fgrt til en naturlig stigning hos de vaccine-
rede dyr eller til en Panleukopeni-sygdom hos kontrollerne med en
pdfplgende antistofudvikling. Da forsggskattene dagligt passes og
observeres, kan det konstateres, at der under den samlede forsggs-
periode ikke optrader reaktioner, der kunne pege pé en utdlelighed
eller skadelighed.
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Eksempel

1. Fremstilling af en kultur af kattefosterceller

En dragtig kat drzbes smertefrit, og fostrene tages ud
under sterile betingelser. Fra et foster fjernes hoved; ekstremi~-
tetender og hud, og det resterende legeme deles i stykker pé ca.

2 - 4 mm med en saks.

Stykkerne anbringes i en 0,25%'s trypsinoplgsning og op-
varmes til 37°C under omrgring. Med intervaller p& ca. 10 - 20 mi-
nutter haldes trypsinoplgsningen med de deri indeholdte, suspen=-
derede celler fra og erstattes med en ny trypsinoplgsning.

6 ml af det afhazldte cellesediment opslammes i en 1:300-
~fortynding i et medium med f£glgende sammensztning:

10% Eagle's medium (10-dobbelt)

10% fdre- eller kalveserum

% lactalbuminhydrolysat (5%'s)
1 % NSP-oplgsning (neomycin-streptomycin-penicillin
50 Y/ml hhv. 20.000 IE/ml)
2% natriumhydrogencarbonat (5%'s)
bidestilleret vand til 100%.

Blandingen anbringes i en kulturkolbe og holdes pa 37°%.

Den 2. 4. og 7. dag fornyes naringsoplgsningen. Den 10. dag
haldes neringsoplgsningen fra cellerne og erstattes med en oplgs-
ning, der indeholder 95% af et trypsineringsmedium, 1% af en 1%'s
oplgsning af dinatriumdihydrogenethylendiamintetraacetat, 1% af
en 1%'s trypsinoplgsning og 3% af en 5%'s natriumhydrogencarbonat-
oplgsning.

Trypsineringsmediet indeholder

1 liter bidestilleret vand
7,27 g natriumchlorid
0,36 g kaliumchlorid

0,91 g dextrose

I denne oplgsning oplgser cellesamlingerne sig i enkelt-
celler eller mindre grupper. De pd denne mdde fremkomne celler kul-

tiveres flere gange p& den ovenfor beskrevne méde.
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2. Fremstilling af Panleukopeni~udsdningsviruset

En kat inficeres med patogent Panleukopeni-virus, der
er isoleret fra en kat, der er blevet syg og d¢d af Panleukopeni, og
drabes 7 dage senere i alvorligt syg tilstand med en leukocytvaerdi
pa 200/mm3. Nyrerne tagesrud og behandles som ovenfor beskrevet
i en 25%'s trypsinoplgsning til udvinding af en cellesuspension.
Den fremkomne virussuspension sedimenteres, og sedimentet suspen-
deres i forholdet 1:300 i et kulturmedium med fglgende sammen-—
setning:

52,2% Hanks' medium

5,8% lactalbuminhydrolysat

20,0% "Tissue Culture Medium 199"
20,0% kalveserum

1,0% natriumhydrogencarbonat (5%'s)
1,0% NSP-oplgsning.

Suspensionen holdes ved 37°C. Derved sker der en forme-
ring af Panleukopeni-viruset i cellerne. Viruset kan pdvises ved
overfgring af den overstdende kultur p& sunde katte.

Viderekultiveringen af viruset sker pd fglgende made:
Nyrer udtages fra sunde katte og trypsineres og suspenderes i narings-
oplgsning p& den ovenfor angivne made. Nar cellemdtten er nasten
75% udvokset, podes den med den virusholdige overstdende vaske fra
Panleukopeni-viruskulturen.

Til dette formil blandes den overstdende vaske med frisk
nafingsmedium i forholdet 1:10, og den pdfgres som lag over cellerne.
Efter 4 dage haldes den overstdende vaske af, der indeholder det
formerede Panleukopeni-virus. Efter mindst 8C ganges gentagelse erstat-
tes de hidtil anvendte kattenyreceller med en permanent kattenyre-
cellestammekultur ifglge Crandell, og passagerne gentages yderligere
17 gange.

Til kultiveringen af stabile kattenyreceller anvendes
fplgende medium:

10 % Eagle's medium
10 % kalveserum

1,5% natriumhydrogencarbonat (5%'s)
1,0% NSP-oplgsning

bidestilleret vand til 100%.
Ved viruspodningen reduceres serumandelen til 3%.
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Efter den 103. passage har viruset mistet sin patogenitet,
men beholdt sine gode immuniserende egenskaber. Det kan anvendes
til fremstillingen af en vaccine.

3. Fremstilling af vaccinen

En kattefostercellekultur, der er formeret ifglge 1.,
suspenderes i et medium med nedenstiende sammensatning:

10% Eagle's medium (10-dobbelt)

10% kalveserum

2% lactalbuminhydrolysat (5%'s)
2
1% NSP-oplgsning

75% bidestilleret vand.

Efter 1 - 2 dage fdrnyes neringsoplgsningen. Nar celle-
mdtten er 50 - 75% udvokset, pipetteres en 10%'s virussuspension,
der er fremstillet ifglge 2., p& cellekulturen.

Efter 4 dage haldes den virusholdige overstdende veaske

natriumhydrogencarbonat (5%'s)

oe

o0

fra, og cellekulturen kultiveres videre under tilsaztning af ny
neringsoplgsning. Den overstdende vaske har en virustiter pa ca.
10° ID50/ml- Denne overstdende virusvaeske forarbejdes p&d kendt made
til en vaccine ved tilsatning af en stabilisator med fglgende sammen-
s@tning:

4 dele gelatine-bouillon, 2%'s

1 del glucose, 50%'s

Vaccinen pafyldes 3 ml valsekantampuller i portioner pa
1 ml, frysetgrres og lukkes i vakuum.

vVirusformeringen kan ogsd gennemfgres i rulle- eller

suspensionskulturer p& den ovenfor beskrevne made.
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Patentkrauv.

1. Fremgangsmdde til fremstilling af en vaccine
mod Panleukopeni hoé felider, ved hvilken fremgangsmade et
patogent Panleukopeni-virus svakkes ved passager gennem kate«
tenyreceller, k ende tegnet ved, at man foretager
mindst 80 passager pd kattenyrecellerne og dernast yderligere
mindst 18 passager p& permanente vavsceller fra felider eller
mustelider, hvorefter man formerer det p& denne made fremkom-
ne, svazkkede virus pd& kattefosterceller og oparbejder det pa
i og for sig kendt made til en vaccine.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k end e t e g-
n e t ved, at man flere gange afhgster de til formeringen af
det svakkede virus anvendte kulturer fra kattefostercellerne.

3. Fremgangsmide ifglge krav 2, k end e t e g-
n e t ved, at man til formeringen af det svakkede virus an-
vender stationare kulturer fra kattefostercellerne og afhgs-
ter disse mindst 4-6 gange.

4. Fremgangsmdde ifglge krav 2, ken d e t e g-
n e t ved, at man til formeringen af det svekkede virus an-
vender rullekulturer fra kattefostercellerne og afhgster dis-

se mindst 20-25 gange.

Fremdragne publikationer:
NO patent nr. 111029.
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