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Den foreliggende opfindelse angdr en sarlig teknisk for-
delagtig fremgangsmdde til fremstilling af vacciner (bade som
levende og drabt vaccine), ved hvilken en mikroorganismesuspen-—
sion underkastes en behandling med elektrisk strgm.

Det er allerede kendt, at mikroorganismer, is@zr bakteri-
er og vira, kan svekkes ved et antal passager (vavskulturer eller

levende dyr eller organer osv.), hvorved disse sdledes attenuerede vira



144479

og bakterier ganske vist stadig er formeringsdygtige, men har tabt
deres pathogenitet. S&danne attenuerede vira har bibeholdt deres
immunogenitet (levende vacciner). Ulempen ved disse i litteraturen
ofte beskrevne attenueringsmetoder (se f.eks. tysk offentligggrel-
sesskrift nr. 2.033.946) er frem for alt det enorme tids- og ar-
bejdsforbrug, der er ngdvendigt, indtil der er opndet den gnskede
attenueringsgrad ved passager. Man kan siledes ved en attenuering
over f.eks. 100 vavskulturpassager regne med en attenueringsvarighed
pa ca. 1 ar.

Det er desuden kendt, at mikroorganismer , fortrinsvis bak~
terier og vira,kan inaktiveres ved hjalp af kemiske midler (sdkaldte
"inaktiveringsmidler"). Som inaktiveringsmidler kommer en raekke for-
skellige kemiske stoffer og stofklasser pé tale, f.eks. formaldehyd,
ethylenimin og dets derivater, glutaraldehyd, B-propiolacton, phenol,

hydrogenperoxid og forskellige andre.
De kendte fremgangsmdder er imidlertid ikke altid anvendelige

over for alle mikroorganismer, og den tid, der anvendes til inaktive-
ring med forskellige inaktiveringsmidler (f.eks. formaldehyd), er
undertiden lang.

Det er desuden kendt, at en inaktivering af mikroorganis-
mer kan gennemfgres ved f.eks. indvirkning af varme eller ultravio-
let 1lys.

Fra beskrivelsen til tysk patent nr. 397.888 er det kendt
til fremstilling af specifikke vacciner ud fra renkulturer af mikro-
organismer at drazbe disse organismer ved hjalp af en elektrisk javn-
strgm og at foretage en forarbejdning til emulsioner i kogsaltop-
lpsning pd i og for sig kendt mdde. Denne fremgangsmade har den
ulempe, at den forlgber under elektrolysebetingelser, ved hvilke
vavskulturer gdelagges pd meget kort tid, og mikroorganismepartik-
lernes immunogenitet ophaves pd grund af gdelaggelse af de antigene

determinanter.
Hidtil kendte inaktiveringsmetoder har til dels forskel-

lige ulemper; saledes forstyrres i for vid udstrazkning til dels

den antigenbestemmende nedbrydning af mikroorganismer, f.eks. vi-
ra, idet mikroorganismerne kun bgr nedbrydes i en s&dan grad, at
de strukturelementer, der er ngdvendige til udlgsning af det speci-
fikke immunrespons, bibeholdes. Hvis organismerne nedbrydes vidt-
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gdende, d.v.s. ndr der sker en nedbrydning af de antigene deter-
minanter, mister vaccinen sin specificitet. Desuden er det ofte
vanskeligt at bevirke en fuldstandig pdeleggelse af de infektigse
egenskaber .af mikroorganismer og samtidig at bevare de antigene
egenskaber. Det er til dels muligt ved rekombination og/eller mu-
tation, at eventuelt bestemte inaktiverede mikroorganismer gen-—
erhverver deres infektigse egenskaber. Desuden bestdr der f.eks.
ved gennemfgrelse af inaktiveringen med formaldehyd eller ved
indvirkning af ultraviolet lys en fare for aggregatdannelse, hvor-
ved eventuelt delmengder af de infektigse mikroorganismer ikke
inaktiveres.

Det har nu vist sig, at man kan svakke henholdsvis inak-
tivere mikroorganismer, fortrinsvis bakterier og vira, men ogsa
mycoplasma og chlamydier, ved behandling i et elektrisk veksel-
strgmsfelt i suspension og herudfra kan fremstille levende eller
drabte vacciner. '

Fremgangsméden ifglge opfindelsen, der er af den allerede
angivne art, er sdledes ejendommelig ved, at mikroorganismesuspen-
sionen, eventuelt under tilsatning af et kulturmedium, underkastes
en behandling med elektrisk vekselstrgm med en spaznding mellem 110
og 330 Volt, en strgmstyrke pd 200-300 mA og ved en temperatur pa
4—600C, og at den sdledes fremkomne mikroorganismesuspension even-
tuelt isoleres som sidan og eventuelt pd i og for sig kendt made
tilsattes yderligere formuleringshjalpemidler.

Ved fremstillingen af levende eller Jrabte vacciner ved
fremgangsmiden ifglge den foreliggende opfindelse undgas de oven-
for beskrevne ulemper ved hidtil kendte attenuerings- eller inaktive-
ringsmetoder. Den her omhandlede fremgangsmdde udggr sdledes et
stort overraskende fremskridt inden for human- og veterinarmedici-
nen.

Fremgangsmdde ifglge opfindelsen gennemfgres i en reaktions-
beholder under sterile betingelser. De p& tegningens fig. 1 og 2
anskueliggjorte apparater har vist sig hensigtsmassige. Apparatet
i fig. 1 bestédr af en flad flaske af glas med tre abninger. En
3bning ved flaskehalsen 3 er lukket med en prop indeholdende et

tilledningsrgr med ventil, og de to andre dbninger er ligeldes
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lukket med propper, gennem hvilke elektroder 1, 2 af &delmetal
(f.eks. guld, platin eller sglv, fortrinsvis sglv, men ogsd adel-
metallegeringer er mulige) fgres, til hvilke der er sluttet en
elektrisk vekselstrgmsspandingskilde. Til kontrol er der i flasken
anbragt et termometer 5.

I glasbeholderen befinder sig den mikroorganismesuspension,
der skal behandles med elektrisk vekselstrgm. De forsggsbetingelser,
der skal valges (temperatur, varighed af behandlingen med elektrisk
vekselstrgm, vekselstrgmsspanding, strgmstyrke, pH-vaerdi osv.)
er afhengige af beskaffenheden af den mikroorganisme, der skal be-
handles, og af den ved hjalp af den her omhandlede fremgangsmade
patenkte effekt (f.eks. attenuering til levende vaccine eller inak-
tivering til drebt vaccine). Desuden er virkningen af de enkelte fak-
torer til dels forbundet med hinanden, sédledes at man f.eks. kan ud-
ligne en lav strgmstyrke f.eks. ved en langere indvirkningstid af
vekselstrgmmen.

Man kan til opndelse af hgjere spandings- o9 strgmstyrke-
verdier ogsi forsyne beholderen med en kglekappe.

Et apparat til den sédkaldte gennemstrgmningsmetode er
vist 1 fig. 2.

Herved strgmmer den mikroorganismesuspension, der skal
behandles, over en med en ventil forsynet togangshane (A) i en
beholder (B). Over en pumpe (C) pumpes mikroorganisme-
suspensionen over eventuelt med en kglekappe (E) forsynede
elektroder (D). Fra en beholder (F) sker bortledningen fortrins-
vis over en med en ventil forsynet togangshane (G). Bl og Fl be-
tegner indretninger til tilfgrsel og bortledning af luft. Herved
anvendes eventuelt steril luft.

Det i fig. 2 skitserede gennemstrgmningssystem egner sig
godt til fremstilling af vacciner (b&de levende og inaktiverede
vacciner).

Som mikroorganismer kan man ved den her omhandlede frem-
gangsm&de anvende alle stoffer, der ellers ogsd ved attenuering
over vavskultur- eller dyrepassager eller ved inaktivering ved

hjalp af kemiske og fysiske metoder kan overfgres i levende eller

drabte vacciner.
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Som eksempler herpd skal i enkeltheder navnes:

RNS-vira fra fglgende grupper: stavformige plantevira, Picornavira,
Toga-vira, Rhabdovira, Retroviridae, Arenavira, Orthoamyxovira, Para-
myxovira, Corona- og Orbirier, doppeltstrengede RNS-vira, DNS-vira
fra fglgende grupper: smé& DNS-phager, Parvo- og Reovira, Adenovira,
Papovavira, phager med middelstgrrelse, store phager, Herpesvira,
Iridoviridaevira, paravaccinale vira, koppevira og Adeno-ledsagevira.

Som bakterier, der kan komme pd tale, skal fglgende navnes:
Bakterier fra ordenen Eubacteriales (uforgrenede bakterier), isar
fra slagterne Neisseria, Streptococcus, Leuconostoc, Pseudomonas,
Escherichia, Serratia, Proteus, Salmonella, Pasteurella, Brucella,
Haemophilus, Corynebacterium og Clostridium.

Bakterier fra ordenen Actinomycetales, isar fra slagterne
Streptomycesbakterier, eller fra ordenen Spirochaetales, isar fra
slzgten Leptospira.

Hvis man vil fremstille attenuerede, dvs. ikke-pathogene,
men stadig helt immunogene, levende mikroorganismer i form af leven-
de vacciner, har i afhangighed af den anvendte mikroorganisme fplgende
fremgangsmddebetingelser vist sig hensigtsmessige:

Vekselstrgmsspanding:

Man arbejder hensigtsmassigt med den foreliggende net-

spanding, som ved de inden for rammerne af de her beskrevne for-
s¢g androg 220 volt, men man kan naturligvis ogsd arbejde med
andre spandingsverdier, f.eks. 110 eller 330 volt. I s&danne til-
fplde skal de andre reaktionsbetingelser udlignes.

Strgmstyrke:

Ved en vekselstrgmsspanding p& 220 volt har en strgmstyrke
- p4 200~300 mA vist sig hensigtsmaessig. Strgmstyrkevardien afhanger

af strgmspanding og beskaffenheden af oplgsningen.
Temperaturer:
Behandlingen med elektrisk vekselstrgm gennemfgres

ved temperaturer fra 4 til GOOC, fortrinsvis ved 20-40°C
og isar ved 37-39°C (fysiologisk temperaturomrade). Den anvendte

temperatur er f.eks. afh@ngig af termostabiliteten af den anvendte

mikroorganisme.
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Man kan indstille temperaturen af den mikroorganisme eller
-suspension, der skal behandles, ved uforandret strgmspanding,
ved at strgmstyrken varieres sdledes, at der foreligger en konstant

temperaturvaerdi i den mikroorganismesuspension, der skal behandles.

Varighed af behandlingen med elektrisk vekselstrgm:

Ved behandlingen til fremstilling af levende vacciner
p4 basis af attenuerede mikroorganismer (fortrinsvis bakterier
og vira) har en behandlingstid p& 5-300 minutter, isar pd 30-240 mi-
nutter vist sig hensigtsmassig. Det er imidlertid i afhengighed
af naturen af den anvendte mikroorganisme og af de anvendte andre
forsggsbetingelser (f.eks. temperatur, suspensionsmiddel, strgm-
spanding og strgmstyrke) muligt at anvende tidverdier under 5
eller over 300 minutter.
Det er desuden af betydning hvilken attenueringsgrad,
der kan méles ved hjalp af i og for sig kendte dyreeksperimentelle
metoder, der skal opnés.
Hvis man ved hjzlp af den her omhandlede fremgangsmade
vil fremstille inaktiverede mikroorganismer til anvendelse i
drabte vacciner, gzlder de samme angivelser hvad angdr veksel-
strgmsspanding, strgmstyrke og temperaturer ved fremstillingen
af attenuerede mikroorganismer til anvendelse i levende vacciner.
Fremgangsmaden til behandling af mikroorganismer med
elektrisk vekselstrgm er altsd ved inaktivering af mikroorganismer
den samme som ved attenuering af mikroorganismer.
Inaktiveringen ifglge den her omhandlede fremgangsmade
kraver imidlertid almindeligvis et stgrre tids- og energiforbrug.
Siledes varer inaktiveringsprocessen ved den her omhand-
lede fremgangsmade (se fig. 1) almindeligvis 10-72 og isar 15-48 ti-
mer. I afhengighed af naturen af den anvendte mikroorganisme og de
anvendte andre forsggsbetingelser (f.eks. gennemstrgmningsmetoden
(fig. 2), temperatur, suspensionsmiddel, strgmspanding og strgm-
styrke) er imidlertid vardier pd under 10 og over 72 timer mulige.
Som udgangsmaterialer anvendes ved fremgangsmaden ifglge

opfindelsen almindeligvis vandige suspensioner af de ovenfor navnte
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mikroorganismer. Fortrinsvis anvendes de medier, i hvilke de mikro-
organismer, der skal behandles, er blevet dyrket, f.eks. Earle-
-mediet, eventuelt under tilsatning af lactalbumin-hydrolysat eller
fglgende andre medier: Eagle's medium, Hanks medium, medium PM-13
(Serva), VM-3a medium og MEM-medium.

De efter behandlingen med elektrisk vekselstrgm dannede
slutprodukter, der indeholder attenuerede eller inaktiverede mikro-
organismer, anvendes enten som s&danne i steril form eller formule-
res p& i og for sig kendt og sadvanlig mé&de til levende eller drabte
vacciner og indgives som oplgsning, sirup, emulsion, suspension,
spray, salve, pasta, creme, lotion, aerosol eller tabletter.

Formuleringerne fremstilles pd i og for sig kendt made,
f.eks. ved fortynding af de ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen attenue-
rede eller inaktiverede mikroorganismer med egnede oplgsningsmidler oa/eller
indifferente ikke-toksiske, faste, halvfaste eller flydende bare-
stoffer,eventuelt under anvendelse af emulgeringsmidler og/eller
dispergeringsmidler, sprg¢jtemidler og drivmidler og under anvendel-
se af egnede stabilisatorer.

Som oplgsningsmidler, barestoffer, emulgeringsmidler eller
dispergeringsmidler skal her navnes: vand, ikke-toksiske organiske
oplgsningsmidler eller fortyndingsmidler, sédsom paraffiner (f.eks.
jordoliefraktioner), vegetabilske olier (f.eks. jordnpgdde-/sesam-
-olie), polyvalente alkoholer, f.eks. glycerol, glycoler (f.eks.
polypropylenglycol og polyethylenglycol) og vand, faste baerestof-
fer s&som naturlige stenmelsarter (f.eks. hgjdispers kiselsyre
og silicater), sukker (f.eks. rgr-, maelke- og druesukker), emul-
geringsmidler, sdsom ikke-ionogene og anioniske emulgatorer

(f.eks. polyoxyethylen-fedtsyreestere, polyoxyethylen-fedtalkohol-
-ethere, alkylsulfonater og arylsulfonater), dispergeringsmidler
(f.eks. lignin, methylcellulose, stivelse og polyvinylpyrrolidon)
og smgremidler (f.eks. magnesiumstearat, talkum, stearinsyre
og natriumlaurylsulfat).

Som stabilisatorer skal der navnes: aminosyrer, sukker,
proteiner, polysaccharider og polyalkylenglycoler. Disse stabili-
satorer kan bade tilsattes i vandig oplgsning og i lyophiliseret

tilstand.
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De ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen attenuerede vira og bakterier
eller de ud fra disse fremstillede lagemidler kan anvendes pé
sedvanlig mdde, f.eks. intranasalt, intragenitalt, oralt, intra-
muskulert, intravengst,eller subcutant (lokalt,isar pd alle slimhin-
der i menneske- eller dyrekroppen).

Indgivelsesm@&ngden ved behandling af menneske- og dyre-
organismer skal bestemmes fra tilfalde til tilfelde. Den svarer
imidlertid i regelen til de ifglge klassiske metoder fremstillede

mengder (f.eks. lOSKID50 pr. ml eller g) af vaccinen (KID = kultur-

infektigse doser).
De i de fglgende eksempler anvendte forkortelser har
fplgende betydninger:

IBR-IPV-vira: Infektigs bovin-Rhinotracheitis
infektigs pustulgs Vulovagenitis

PI-3 Virus: Parainfluenza-3-virus
MD-VD-Virus: Mucosal-Disease, Virusdiarrhoe-virus

HAH: hazmagglutinationshzmmende

Eksempel 1

Virulent IBR-IPV virus isoleret fra respirationsomréddet
hos et sygt dyr (okse) dyrkes pa en kalvenyrecellekultur i Earle-medium under
tilsatning af lactalbumin-hydrolysat ved 379 i 48 timer. Den sé&-
ledes fremkomne IBR-IPV-virussuspension befries ved centrifugering
ved 4°%¢ og 2000 g fra resterende celler og udsattes derpd i 1 time
ved 22°C for et elektrisk vekselstrgmfelt (220 V vekselstrgmsspan-
ding, strgmstyrke 260 mA,sglvelektroder) i den i fig. 1 skitserede
reaktionsbeholder.

Den samme m@ngde IBR-IPV-virus opbevares i et kulturme-
dium (Earle-medium) til kontrol ved 22%%.

Derp& inficeres med de to suspensioner hver gang fire
okser i en isoleringsstald.

Resultater:

Mens kontroldyrene udviser samtlige tegn pa& Rhinotrachei-
tis, kunne der ved de med de ovenfor behandlede suspensioner infi-
cerede okser ikke fastslds nogen sygdomssymptomer. I vavskulturen

kunne det vises, at
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1) b&de denmed elektrisk vekselstrgm behandlede og
den som kontrol tjenende ubehandlede virussuspension udviste
en cytopathogen effekt, og at

2) begge grupper dyr fire uger senere udviste specifikt
neutraliserende antistoffer i serum.

I tilfezlde af med elektrisk vekselstrgm behandlede virus-
suspensioner foreligger der altsd en levende vaccine, der indehol-

der apathogen IBR-IPV-virus.

Eksempel 2

En parainfluenza-3-virusstamme isoleres fra andedrats-
systemet hos en syg okse og formeres pé sekundare kalvenyreceller
i Earle's-medium under tilsetning af 0,5% lactalbumin-hydrolysat
og 3% antistoffrit, inaktiveret kalveserum. Efter fracentrifugering
af cellerester udsattes den aktive PI3—virussuspension i 1 time ved
37°C for et elektrisk vekselstrgmsfelt (220 V vekselstrgmsspanding,
strgmstyrke 255 mA, sglvelektroder).

Ved hijelp af vavskulturteknik kan det derpéd fastslas,
at der i suspensionen findes formeringsdygtigt virus (der fore-
ligger alts& en sdkaldt "levende vaccine").
Dyreeksperimentforsgget med den ved fremgangsmaden ifglge op~
findelsen behandlede PI-3-virusstamme viste de samme resultater som beskre-
vet i eksempel 1, dvs. der kunne pavises en cytopathogen effekt,
og desuden kunne der péavises specifikt neutraliserende eller

HAH-antistoffer i blodserum fra de behandlede dyr.

Eksempel 3
I analogi med den i eksempel 1 beskrevne metode udsattes

en vandig suspension af virulent IBR-IPV-virus ved 379 i 24 ti-
mer for et elektrisk vekselstrgmsfelt (220 V vekselstrgmsspanding,
250 mA strgmstyrke, s¢lvelektroder). Derpé foreligger der en
inaktiveret IBR-IPV-vaccine.

Den saledes fremkomne virussuspension anbringes pd en
kalvenyrekultur og dyrkes i indtil 5 dage ved 37°C. Herved kunne

der ikke mere iagttages nogen cytopathogen effekt.
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Eksempel 4

85 ml af den ifglge eksempel 3 fremstillede virussuspen-
sion blandes med 15 ml af en 3%'s Al(OH);-suspension. 10 m1 af den
s3ledes dannede vaccine indgives hver gang til 3 IBR-IPV-antistof-
fri okser subcutant.

Efter 20 dages forlgb kan der ved alle tre okser pavises
IBR-IPV-antistoffer i blodserum.

P& den 21. dag inficeres de tre vaccinerede okser og
et ikke-vaccinet kontroldyr intranasalt med hver 2 ml af den
i eksempel 1 beskrevne, ikke for elektrisk vekselstrgm udsatte,
aktive IBR~-IPV-virussuspension.

Mens kontroldyrene alle udviste tegn pa& akut Rhinotra-

cheitis, kunne der ved de tre vaccinerede okser ikke fastsléds nogen

sygdomstegn.

Eksempel 5

Analogt med eksempel 1 udsattes en suspension af virulent
MD-VD-virus i Eagle's medium ved 370Cvfbr et elektrisk vekselstrgms-—
felt (220 V vekselstrgmsspanding, strgmstyrke 260 mad, sglvelektro-
der) i 32 timer.

Den siledes fremkomne MD-VD-virussuspension viser sig at vare
fuldstezndig inaktiveret, dvs. at der ikke kunne pévises nogen

cytopathogen effekt.

De immunogene egenskaber forbliver imidlertid
bevaret (specifik antistofdannelse, identitet ved dobbelt-

diffusionsforsgg).
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Patentkravw

Fremgangsmdde til fremstilling af vacciner, ved
hvilken en mikroorganismesuspension underkastes en behandling
med en elektrisk strgm, k ende tegnet ved, at mikro-
organismesuspensionen, eventuelt under tilsatning af et kultur-
medium, underkastes en behandling med elektrisk vekselstrgm med
en spanding mellem 110 og 330 Volt, en strgmstyrke péd 200-300 mA
og ved en temperatur pa 4-60°C, og at den sidledes fremkomne mikro-
organismesuspension eventuelt isoleres som s&dan og eventuelt pa

i og for sig kendt mdde tilsattes yderligere formuleringshjalpe-

midler.

Fremdragne publikationer:
DE patent nr. 397888.
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