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(57) Tiivistelmd - Sammandrag

Keksintd koskee menetelmid tehostetun vaikutuksen omaavien eldvien hei-
kennettyjen rokotteiden valmistamiseksi. Menetelmin mukaan virusrokote
liuotetaan 8ljy-vedessti-emulsioon tai eldvi virusrokote sekoitetaan in-
aktivoituun rokotteeseen, joka sisiltdi 8ljy-vedessi-emulsion.

Uppfinningen avser ett f8rfarande f&r framstillning av levande fbérsvagade
vacciner med f8rstdrkt effekt. Enligt f8rfarandet 18ses virusvaccinet i

en olja-i-vatten-emulsion eller blandas det levande virusvaccinet med

ett inaktiverat vaccin inneh&llande olja-i-vatten-emulsionen.
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Menetelmd eldvin virusrokotteen valmistamiseksi

Keksinndn kohteena on menetelmi eldvien virusrokot-
teiden valmistamiseksi.

On tunnettua, ettd eldvit heikennetyt virukset ovat
yleensd vdhemm&n immunogeenisi# kuin alkuperdinen viru-
lentti virus, josta ne ovat johdetut. Heikent#misen tar-
koitus on poistaa virulenssi tai ainakin pienent&i siti
niin vahvasti, ett4 n#8in heikennettyd virusta voidaan
turvallisesti antaa. Kuitenkin t#m3 heikennys tavallisesti
myds johtaa pienentyneeseen immunogeeniseen aktiivisuu-
teen.

Elavdt virusrokotteet pakastekuivataan yleensi
tarttuvuuden stabiloimiseksi, mink# tuloksena t&llainen
eldvd rokote on pitemp##n stabiili. El&dv3 rokote liuote-
taan ennen antamista esimerkiksi fysiologiseen suolaliuok-
seen tai joskus inaktivoituun rokotteeseen. T&llainen in-
aktivoitu rokote on melkein aina Al(OH), :een adsorboitu
rokote. T&llainen eldvd virusrokote yhdistet#&n vain kay-
tadnndn syistd inaktivoituun rokotteeseen; tosiasiassa
molemmat voidaan nyt antaa samanaikaisesti. Yleensid t&l-
lainen yhdistelmd ei johda el#dvin aineosan suurempaan
tehoon.

Toistaiseksi on pidetty selvi®ni, ettid elivii ro-
kotteita kéytt8en voitaisiin aikaansaada suurempi immuuni-
reaktio esimerkiksi lis##m#lli viruspitoisuutta tai kdyt-
tamdlld immunogeenisemp## kantaa.

Yllatt8en on huomattu, ettd o6ljy-vedessi-(o/w)-
emulsion k&ytdlld "liuottimena" el#dville rokotteille on
positiivinen vaikutus rokotettujen eldinten serologiseen
ja immuunireaktioon. T&ssd Oljy-vedessd-emulsiossa on
vesifaasi l&snd ulompana, ja pakastekuivattu el&dvi rokote
voidaan helposti liuottaa siihen.
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Edelleen on havaittu, ett# kdyttam#lla 6ljy-vedes-
si-emulsiota liuottimena el#dville rokotteille nuorissa
eldimisssd, joilla on vield &idin immuniteettia, aikaan-
saadaan hyvin voimakas serologinen reaktio. Taman hdmméds-
tyttdvdn vaikutuksen voi aiheuttaa 8ljy-vedessd-emulsion
elivas virusta suojaava vaikutus eldimessd olevien vasta-
aineiden aiheuttamaa neutraloitumista vastaan.

Keksinndn kohteena on siten el&dvdn virusrokotteen
valmistusmenetelmi, jolle on tunnusomaista, ettd elavad
rokote valmistetaan k#ytt#mdlld adjuvanttina &ljy-vedessa-
emulsiota.

Erds keksinn®n toteutusmuoto on, ettd sen sijaan,
ettd eldva virusrokote tai -rokotteet sekoitettaisiin
dljy-vedessd-emulsioon sellaisenaan, mainitut eldvidt ro-
kotteet voidaan sekoittaa inaktivoituun rokotteeseen tai
rokotteiden seokseen, jotka sisdltévat 8ljy-vedessd-emul-
siota.

Keksinndén mukaisesti kdytett#vdn emulsion &ljyfaasi
on mineraali®ljy, esimerkiksi Marco]fE tai DrakeoﬁE.

81jyn masrd emulsiossa on yleensd vadlilla 15 - 50
tilavuus-%, edullisesti 20 - 30 tilavuus-%.

Kiytettdvd emulsio voidaan saada tavanomaisella
tavalla k&ytt&m#lld emulgointiaineita, jotka soveltuvat
8ljy-vedessé-emulsioiden valmistukseen.

Keksint®d kuvataan nyt yksityiskohtaisemmin viita-
ten joihinkin kokeisiin, jotka on tehty eldvillid heiken-
netylld Bartha-kantaan perustuvalla Aujeszky-rokotteella,
elivillsd heikennetylld tarttuva naudan Rhinotacheitis-
virus (IBRV)-rokotteella ja eldvdlla heikennetylld hen-
gitysteiden synkytiaali-virusrokotteella (RSV).

On tunnettua, ettd Bartha-kanta ei ole kovin ak-
tiivinen immunologisesti varsinkaan porsaissa, joilla
vield on 4idilt4 saatuja vasta-aineita. MyOskdan taman
rokotteen lisdtty viruspitoisuus el osoittautunut kykene-
viksi aiheuttamaan riitt&vén suurta seerumin tiitterid.
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Kdyttamdllsd 8ljy-vedessd-emulsiota keksinndn mukai-
sesti saatiin hdmmdstyttidvdsti suurempi serologinen reak-

Koska eldvien Aujeszky-rokotteiden tdrked kaytto-
kohde on nuorten juottoporsaiden rokottaminen, joilla
vield on &idin vasta-ainetiitteri Aujeszky'n tautiin n&h-
den, on vertaileva serologinen koe tehty kdyttden mainit-
tuja eldimid. Sen tulokset on luetteloitu taulukossa A.

6ljy-vedesséd-emulsioon (o/w-emulsio)

Taulukko A

Keskimddrdiset seerumin neutralointitiitterit (SN-
tiitterit) ennen ja jdlkeen rokotuksen Bartha-rokotteella
liuotettuna fysiologiseen suolaliuokseen tai 25-%:iseen

Rokot~- ’

!Eléin—¥

I

i

Ika ro- ' 2 viik- Roko~ Viikkojen luku-
teen Ryhmd  kotet- ten koa en- t9§—i W?ara rokotuksen
j luku- nen ro- pai- jalkeen ;
tyyppi ' taessa | maara kotusta vana! 2/ 4 l 6 18 lOI
, ; ‘ f i ;
Fysiol. I | 18 w 6 3,8 1,6 ! 7,3.10,8; - | - -
l : : ,
suola- II 16 w 6 9,1 1,6 11,5 5,8} - = - -
. ! : i i
liuos I1I 14 w 8 4,3 1,3 5,3 6,1 4,5 6,8‘
! !
1 1 @
o/w- v 14 w 8 4,5 2,3 16,2(18,9{22,9 - 47,3
‘emulsio | V 11 w 8 23,8 . 6,6 111,7|13,4/19,4 F9,4 - i
I H

L i

- = el suoritettu

Verindytteet vasta-ainetiitterin m33rittémiseksi

otettiin 2 wviikkoa ennen rokotusta,

rokotuspdivénd ja

useita viikkoja rokotuksen j#lkeen taulukossa A esitetys-

ti.

Taulukon A esittédmistid SN-tiittereistd ilmenee

seuraavaa:

- Bartha-rokote fysiologisessa suolaliuoksessa ei pysty

tuottamaan tyydyttdvd8 serologista reaktiota, ei edes
eldimissd, joilla #idilt# perdisin oleva immuniteetti on
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(1,3 - 1,6). Rokotushetkelld n&m&8 eldimet
olivat 14 - 18-viikkoisia.
-Bartha-rokote o/w-emulsiossa sitd vastoin antaa hyvat
joiden
Rokotettaessa

hyvin pieni

seerumin tiitterit annettaessa sitd8 porsaille,

4idilt4d saatu immuniteetti on 2,3 6,6.

ndmd eldimet olivat 11 - 14-viikkoisia.
Esimerkki II

Toinen k#yttdalue on nuorten emakkojen ja emakkojen
rokottaminen. Kdyttdkelpoisuuden tdssd8 tapauksessa mddrit-
t&84 oleellisesti eldinemossa saavutetun tiitterin suuruus,
koska vain t#118in voidaan varmistaa riittdv&8n pitkasn
jatkuva 8idin immuniteetti Aujeszky'n taudin suhteen jal-
keldisissad.

Lihtien nuorista emakoista, joilla on &idiltd saa-
tua immuniteettia, on tehty vertailu fysiologiseen suola-
liuokseen liuotetun rokotteen ja 25-%:iseen 6ljy-vedessd-
emulsioon liuotetun saman rokotteen v&lilla.
rokotetta annettiin kahdesti.

Kumpaakin

Taulukko B
Keskimddrdiset SN-tiitterit ennen ja jdlkeen 1. ja
2. rokotuksen 25-%:iseen 6ly-vedessd-emulsioon (o/w-emul-
sio) liuotetulla Bartha-rokotteella ja fysiologiseen suo-

laliuokseen liuotetulla samalla rokotteella

Rokote- Elain-| Ika 1. SN-tijit- l
|
. . | ten roko- teri Viikkojen lukumdarad 1.
t 1 iRyhma |
LYYPP ‘ Y 'luku- tukses- |ennen 1. rokotuksen jalkeen i
i maara sa rokotus- . ! .
(viikkoa) | ta 214 le 1012 ]
‘ / ! ; %
Fysiol. ; I i 1
suola- i ! t , |
liuos vl ! 6 12 6,3 6,3 6,363 . - 1 - |
| ! ! T
o/w- VII | 4 11 5,8 11,6 {20,3 '54(*5708013924
emulsio. VIII i 4 11 4,9 10,3 [22,5 23(* 4623 3012
- = el suoritettu *) = 2. rokotuksen ajankohta
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Taulukosta B ilmenee jdlleen, ettd Bartha-rokote
8ljy-vedessd-formulaationa ensimméisessd rokotuksessa 1l&-
pdisee didiltd perdisin olevan immuniteetin huomattavasti
paremmin ja ettd8 sama rokote 1liuotettuna fysiologiseen
suolaliuokseen ei tuota mitddn serologista reaktiota yhden
rokotuksen jdlkeen n#iss&8 eldimissd, joilla on &idilté
saatu immuniteetti.

Toisen rokotuksen j&lkeen ndiden kahden formulaa-
tion v&dlilld on myds selvd ero: vain 10-kertainen nousu
tiitterissd8 savutetaan Bartha-rokotteella fysiologisessa
suolaliuocksessa; kdytettdessd Bartha-rokotetta 6ljy-vedes-
sd-emulsiossa saavutettiin 130 - 200-kertainen nousu.

Esimerkki III

Tdssd esimerkissd on kdytetty yhdistettyd Aujeszky-
influensa-rokotetta.

Influensarokote porsaille on inaktivoitu rokote,
joka perustuu 6ljy-vedessd-emulsioon. Pakastekuivattu
Bartha-rokote liuotetaan siihen v#littdm#sti ennen k&yt-
toa.

T&dt8 koetta varten kdytettiin porsaita, joilla ei
endd ole 4idin vasta-aineita Aujeszky'n taudin suhteen,
jotta olisi paremmin pystytty tutkimaan influensa-aineosan
mahdollista negatiivista vaikutusta Bartha-rokotteeseen.
Influensaviruksen m84rd& annosta kohti vaihdeltiin, ja

tdm8 on ilmaistu arvoin "suuri", "kohtalainen" ja "pieni".
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Taulukko C
Keskim#iriiset Aujeszky-SN-tiitterit 1. tai 2.
rokotuksen jidlkeen suoritettuna 6ljy-vedessd-emulsiopoh-
jaisella Aujeszky-influensarokotteella

Influensa- - Rokotusten | Eldinten = SN-tiitteri — SN-tiitteri
en | . . 8 viikkoa . 2 viikkoa
annos lukumddra lukumaara 1. rokotuksen - 2. rokotuksen
i jalkeen jalkeen
i ‘
. 2 x : 4 195 (* 3016
"suuri" : ;
Pl x 3 ‘ 159 3 132
i ] (* :
i "kohtalai- : 2 X 4 116 ; 3877
; nen" E 1 x 3 ! 112 ; 58
2 % 4 : 107 (* 'a 3887
1 Ilpieni" ’
1 x 3 113 , 103
i ! i

*) toinen annos annettiin naille eldimille 8 viikkoa ensimmaisen
rokotuksen jalkeen

Taulukosta C k#y selvdksi, ettd inaktivoidun in-
fluensaviruksen 1l#snioclolla 6ljy-vedessd-emulsiossa ei
ole haitallista vaikutusta el#dvdn Aujeszky-aineosan tulok-
siin.

Serologinen reaktio sekd 1. ettd 2. rokotuksen
jdlkeen on erittdin hyvi.

Eri Kkokeissa el#dinten ruumiinldmpd mitattiin 1.
paivastd ennen rokotusta 3. paivddn rokotuksen jadlkeen.
Min&4n ajankohtana rokotuksen jdlkeen ei Oljy-veclessd-
formulaatiolla rokotetuissa eldimissd8 huomattu kohonnutta
lampdtilaa. Mit##n paikallisia rokotusreaktioita ei my&s-
k&3dn havaittu. El14v84 rokotetta 6ljy-vedess8-formulaationa
on siis pidettdvad turvallisena.
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Esimerkki IV

Keksinn®n mukaisesti kiytettdvén 6ljy-vedesssd-emul-
sion wvaikutusta tutkittiin myds eldvdlld heikennetylla
tarttuvalla naudan Rhinotracheitis-viruksella (IBRV) im-
munisoimalla lehm#t tavallisella m#&rdlld rokotevirusta
liuotettuna joko 25-%:iseen 6ljy-vedessd-emulsioon tai

fysiologiseen suolaliuokseen.
Serologiset reaktiot ovat taulukossa D esitetyt.

Taulukko D
Keskim#s8ridiset SN-tiitterit ennen ja jdlkeen 1. ja
2. rokotuksen IBRV-rokotteella 25-%:isessa 6ljy-vedessd-
emulsiossa (o/w-emulsio) tai fysiologisessa suolaliuokses-

sa.
Rokotteen | Eldinten iRokotusten SN-tiitteri
tyyppi lukumddrd| lukumdara ennen 3 viikkoa 6 viikkoa 1.
1. ro- 1. rokotuk- | vast. 3 viik-
kotusta | sen jdlkeen; 2. rokotuksen
jdlkeen
Fysiol. 4 1 0 1,4 (1)* 1,6 (1)
| suolal. 4 2 0 1,3 (2) 3,2 (3)
" o/w-emul- 4 1 0 3,8 (4) 3,8 (4)
, sio 4 2 0 2,9 (4) 8,5 (4)
1
|ei_rokotettu 4 0 0 0] 0

*) gsuluissa olevat numerot tarkoittavat niiden lehmien lukumd&rad,

joilla SN-tiitteri on positiivinen rokotuksen jalkeen

Taulukossa D esitetyist# SN-tiittereistd voidaan
vetdd seuraavat johtopddtdkset:
1) 100 % eldimistd, jotka on rokotettu keksinnén mukaises-
ti valmistetulla o/w-emulsiota sisdltdvdlld rokotteella
antaa serologisen reaktion, kun taas vain 50 % eldimistd
fysiologisessa suolaliuosryhmdssd antaa positiivisen reak-
tion.
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2) Sn-tiitterit rokotuksen jilkeen o/w-ryhmissid ovat 2-
3 kertaa suuremmat kuin toisessa ryhmissi.

Esimerkki v

Tdss8 esimerkissd tutkittiin keksinndn mukaisesti
kdytettdvan 81jy-vedessd-emulsion vaikutusta eldvdn rokot-

teen serologiseen reaktioon rokottamalla lehmid el&dv&lla
heikennetylld hengitysteiden synkytiaalivirusrokotteella
(RSV), joko 25-%:isessa 8ljy-vedess#d-emulsiossa tai fysio-
logisessa suolaliuoksessa.

Serologiset reaktiot rokotuksen jadlkeen kummankin
tyyppisill8 rokotteilla on esitetty taulukossa E.

Kummallakin rokotetyypilld4 annettiin samat m#&riat
virusta lehmille.

Taulukko E
Keskimddrédiset epdsuorat immunofluoresenssi-
(1.I.F.)-RSV-tiitterit rokotuksen j#lkeen RSV-rokotteella
liuotettuna fysiologiseen suolaliuokseen tai 25-%:iseen
6ljy-vedessid-emulsioon (o/w-emulsio)

Rokotteen Eldinten i-IF-tiitteri
. - '
!tyyppl llukumaara ennen rokotusta i 3 viikkoa rokotukse
: ! jalkeen
e :
Fysiologi- l {
nen suola- !
liuos ; 8 380 ‘ 269
| 1
" o/w-~emulsio 8 453 3044
ei rokotettu - 3 172 50
i

Taulukon E tuloksista ilmenee, etti:
RSV-rokotteella o/w-emulsiossa rokotetuilla eldimilld on
hyvin suuri tiitteri, vieldp3d silloin, kun huomattava
tiitteri on olemassa ennen rokotusta (#4idin immuniteetista
johtuen). Rokote liuotettuna fysiologiseen suolaliuockseen
el Kkuitenkaan aiheuta tiitterin kasvamista el#imilli,
joilla on &idin immuniteettia.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd eldvdn virusrokotteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd eldvd rokote valmistetaan
kdyttdm&llsd adjuvanttina 8ljy-vedessid-emulsiota.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siit3, etti valmistetaan el&dvi Aujeszky-
rokote.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan elivi Aujeszky-
rokote Bartha-kannan pohjalla.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siit4, ettd eldvid rokote liuotetaan inak-
tivoituun rokotteeseen, Joka sisdltdd yhden tai useampia
antigeenejd ja joka on formuloitu 8ljy-vedesssd-emulsioksi.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siit4, ettd eldvid rokote otetaan inakti-
voituun influensarokotteeseen, joka sis#dltdd 8l1jy-vedessi-
emulsiota.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd8 valmistetaan eldvd tarttuva
naudan rhinotracheitis-rokote.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnet tu siit4, ettd valmistetaan eldvd hengitys-
teiden synkytiaalirokote.
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Patentkrav

1. Férfarande f6r framstdllning av ett levande vi-
rusvaccin, kd4nnetecknat didrav, att det levan-
de vaccinet framst#dlls genom att anvénda en olja-i-vatten-
emulsion som adjuvant.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k &nn e -
tecknat darav, att man framstidller ett levande
Aujeszky-vaccin.

3. Fdrfarande enligt patentkravet 3, k &a&nne -
tecknat dirav, att man framstdller ett levande
Aujeszky-vaccin pad basis av Bartha-stammen.

4. Fdrfarande enligt patentkravet 1, k dnne -
tecknat dirav, att det levande vaccinet 1l4ses i
ett inaktiverat vaccin som innehdller en eller flera anti-
gener och som formulerats i en olja-i-vatten-emulsion.

5. Fdrfarande enligt patentkravet 4, k anne -
tecknat dirav, att det levande vaccinet upptages i
ett inaktiverat influensavaccin som innehdller olja-i-
vatten-emulsion.

6. Fbrfarande enligt patentkravet 1, k dnne -
tecknat dirav, att man framstdller ett levande
infektidst ndtdjursrhinotracheitis-vaccin.

7. Forfarande enligt patentkravet 1, k anne -
tecknat dirav, att man franstédller ett levande
respiratoriskt syncytialvaccin.
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