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T4dmdn keksinn®n kohteena on menetelmd8 Trichomonas-syndrooman
terapeuttiseen kidsittelyyn kdytettdvidn sekarokotteen valmistamiseksi.

Laji Trichomonas vaginalis kuuluu alkueldimiin ja ihmislddke-
tieteessd kdytOssd olevan alkueldinten systemaattisen luokittelun
mukaan luokkaan Mastigophora tai siimaeldimet. Se on pddasiallisesti
patogeehinen loinen, jota esiintyy naisten ja miesten virtsa- ja
sukuelimissd. Tartunta tapahtuu pddasiallisesti sukupuoliyhdynndn
kautta, mutta tartuntaa on todettu my8Ys esineiden vdlitykselld.

Vaikka miehet joutuvat tartunnalle alttiiksi yhtd usein kuin
naiset, ilmenee heilld kliinisid oireita huomattavasti harvemmin;
suurimmalla osalla Trichomonaksen kantajista ei ole vaivoja tai he
eivdt ollenkaan huomaa lievdd heikkoa eritystd - virtsaputkentuleh-
duksen oiretta.

Kiytinndssid Trichomonas-infektio ilmenee naisilla normaalia
avioeldmidd hdiritsevdnd, midrkividnd emdtintulehduksena. Infektio ei

kuitenkaan yleensd rajoitu emdttimeen, vaan levidd useimmiten



65166

Trichomonas-infektioon liittyv&ni bakteeri-infektiona ylempiin suku-
puolielimiin aiheuttaen kohdun sivuelintulehduksia (Adnexitis), jot-
ka lisddvdt munanjohdinraskauden tai munanjohtimien sulkeutuman (he-
delmdttdmyyden) vaaraa. Sekd krooninen infektio ettd toistuvat tar-
tunnan uusiutumiset aiheuttavat huomattavan kohdunnapukan ja kohdun-
kaulan tulehduksen; tdstd aiheutuu paikallisia kudosmuutoksia, joiden
vakavuus ulottuu aina palautumiskykyisestd kasvuhiiri®stid kohdunkau-
lan sy&vdn alkuasteisiin. N&it3 kliinisi¥ oireita nimitet3in yvhteis-
nimelld Trichomonas-syndrooma.

Vaikkakin valmiste metronidatso]iw[ﬁr(2-hydroksietyy1i)—2-me-
tyyli-5-nitroimidatsoli/ soveltuu tdysin Trichomonas vaginaliksen
tuhoamiseen ja on tdstd syystd otettu hoitokdytt68n, ei sairastumis-
ten mddrd kuitenkaan osoita vihenemist4, vaan sill¥ on pikemminkin
taipumus suurentua; maasta riippuen 3,5-88 % videstdstd on saanut tar-
tunnan, niin ettd voidaan jo puhua kansansairaudesta.

Infektion levi&mistd ja aina uusiutuvaa infektiota edist&i
suuresti vapaan sukupuoliel&min lisidntyminen. Lisiksi infektio on
sangen itsepintainen ja yhd lis&intyv4 ovulaatiota estidvien steroi-
dien jatkuva kdyttd ndytti3i vaikeuttavan hoitoa, silld munasarjojen
alentunut hormonieritys estdd tunnetusti epiteelin uudiskasvun emit-
timessd.

Nyt havaittiin, ettd useat luonnossa esiintyvistd Lacto-
bacterium acidophilum-kannoista, (nyky33n tunnetaan noin 4000 erilais-
ta kantaa), joita kutsutaan my®s nimelld Lactobacillus acidophilus,
maitohappobakteerit, laktobakteerit, Ddderlein-sauvat tai D&derlein-
bakteerit, ovat sellaisia, joista voidaan valmistaa Trichomonas-
syndrooman hoitoon kdytettdvdd arvokasta sekarokotetta.

Yksittdiset kannat on eristetty v. 1976 sairaalassa tatid
syndroomaa potevien naisten emdttimestd. Kannat on talletettu 17. lo-
kakuuta 1977 lyofilisoituina Baarnissa (Hollannissa) olevaan laitok-
seen "Centralbureau voor Schimmelcultures" varustettuna nimikkeilli
CBS 465,77 - CBS 472,77 (kahdeksan yksittdistd kantaa).

Morfologisesti eri kannat eroavat muodostamiensa kasvupesik-
keiden suuruuden suhteen: useat kasvupesikkeet ovat hyvin pienid,
ldpindkyvid ja ympyrdnmuotoisia, toiset kasvupesdkkeet ovat suurem-
pia ja ruusukkeenmuotoisia, pinnaltaan uurteisia. Mikroskoopin avul-
la suoritetun tarkastelun perusteella kaikki kahdeksan bakteerikan-
taa kuuluvat grampositiivisiin monimuotoisiin basilleihin, jotka
esiintyvdt ketjuina tai palisadeina.

Ndiden kantojen biokemiallisia ominaisuuksia voidaan luonneh-
tia sen mukaan, miten ne kasvavat erilaisilla hiilenlihteilli

seuraavasti:
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Kannoilla CBS u66 77, 467 77 ja 469 77 ilmenevdt samat bio-
kemialliset tai kdymisominaisuudet.

Keksinndn mukaisesti valmistettu sekarokote muodostuu siis
y1lld mainituista Lactobacterium acidophilum-kannoista perdisin ole-
vista inaktivoiduista mikro-organismeista fysiologisesti sopivassa
liuoksessa.

Keksinndn mukaiselle menetelmdlle Trichomonas-syndrooman hoi-
dossa kdytettdvdn rokotteen valmistamiseksi on tunnusomaista, ettd
seuraavista Baarnissa (Hollannissa) olevaan laitokseen "Centralbureau
voor Schimmelcultures" nimikkeilld CBS 465,77, CBS u466,77, CBS 467,77,
CBS 468,77, CBS 469,77, CBS 470,77, CBS 471,77 ja CBS 472,77 talle=
tetuista Lactobacterium acidophilum-kannoista viljelld&n vdhintddn
¥olmea kantaa erikseen sopivassa nestemdisessd ravintoliuoksessa
aerobisissa olosuhteissa, muodostunut bakteerimassa erotetaan vilje-
lyn pddtyttyd ja inaktivoidaan tunnetuilla menetelmilld, ja eri kan-
toihin kuuluvia inaktivoituja mikro-organismeja sekoitetaan fysiolo-
gisesti hyvdksyttdvdin liuokseen yhtd suuret mddrdt, tai erillisid
inaktivoituja viljelmid sekoitetaan tilavuusmddrind, jotka ovat kul-
loinkin kdidntden verrannollisia viljelyn lopettamisen tai inaktivoin-
nin jdlkeen midritettyyn viljelmdn tiheyteen (mikro-organismien luku-
mddrddn millilitrassa viljelynestettd).

Esimerkiksi kdytettdessd kolmea kantaa, A, B ja C, Joiden
viljelmien mikro-organismitiheydet ovat vastaavasti 1000, 100 ja 10
mikro-organismia/ml, rokote koostuu ndistd viljelmistd tilavuussuh-
teessa A:B:C = 0,01:0,1:1.

Mainitut kannat on valittu siten, ettd jos menetelmd suori-
tetaan kdyttden kaikkia kahdeksaa kantaa, saadaan yleisesti tehoava
rokote. T&113 tarkoitetaan rokotetta, joka tehoaa kdytdnndllisesti
katsoen jokaisen potilaan Trichomonas-syndroomaan, riippumatta siitd,
mistd tartunta on perdisin. Siten rokote, joka sisdltdd inaktivoitu-
ja mikro-organismeja kaikista kahdeksasta mainitusta kannasta, on
keksinn®én parhaana pidetty muoto, ja rokotteen valmistus kdyttden
kahdeksaa mainittua kantaa on menetelmdn suositeltavin suoritusmuoto.

Esimer kki

Kantojen viljelyssi voidaan kdyttdd erilaisia, mikrobiologias-
sa tavanomaisia nestemdisid ravintoliuoksia. Erityisen sopivaksi
tdhdn tarkoitukseen on osoittautunut seuraavan koostumuksen omaava

ravintoliuos:
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tryptoosi-peptonia 5¢g
kaseiinihydrolysaattia 8 g
lihauutetta 10 g
hiivadialysaattia 100 ml
K,HPO, 2 g
triammoniumsitraattia 2 g
natriumasetaattia 5g
suolaseosta 5 ml
sorbitaanioleaatin polyoksi- 1 ml
etyleenijohdannaisia (Tween BUR)
glukoosia 10 g
laktoosia 10 g
tislattua vettd, kunnes saadaan

tilavuus 1000 ml

Y11ld mainitun suolaseoksen koostumus on seuraava:

MgS0,.7 H,0 11,5 g

MnS0, .2 H,0 2,4 g

FeS0,.7 H,0 0,68 g
tislattua vettd, kunnes saadaan

tilavuus 100 ml

Nestemdisen elatusaineen pH siddetddn arvoon 6,1-6,8 mieluim-
min 6,5, ja sitd steriloidaan autoklaavissa 20 minuutin ajan l3mpd-
tilassa 115°C.

Elatusaine jaetaan steriileihin astioihin, esim. erlenmeyer -
pulloihin, ja kunkin astian liuokseen siirrostetaan ndyte, joka on
perdisin yhdestd ainoasta kannasta. Kasvatus on tarkoituksenmukaista
suorittaa ldmpdtilassa 32—U5°C, mieluimmin noin 37°C:ssa, esim.

48 tunnin aikana. Td&mdn ajanjakson jdlkeen tai kun on muodostunut
aiottuun rokotteen tuotantoon riittdvid midri biologista materiaalia,
tamd materiaali kootaan steriileissd olosuhteissa ja erotetaan ela-
tusaineesta sentrifugoimalla; voidaan esim. sentrifugoida 1 tunti
nopeudella 3000 kierrosta/min.

Erotettu biologinen materiaali suspendoidaan, edullisesti
fysiologiseen keittosuolaliuokseen, ja inaktivoidaan timin jdlkeen
tunnetulla menetelmdlld. Inaktivointiin soveltuu erityisen hyvin
kdsittely formaldehydilld ja fenolilla; edullisiksi ovat osoittautu-
neet suspension formaldehydipitoisuus 0,3 % ja fenolipitoisuus 0,5 %
ja kdsittelyaika 3-5 pdividi. Inaktivoinnin jdlkeen suspensio sentri-
fugoidaan jdlleen, esim. 1 tunti nopeudella 3000 kierrosta/min

ylimddrdisen inaktivointiaineen poistamiseksi.
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Kustakin yksittdisestd kannasta saadusta materiaalista teh-
dddn jdlleen suspensio, mieluimmin fysiologiseen suolaliuckseen, ja
kdyttden seuraavassa kuvattavia menetelmis tutkitaan materiaalin
steriilisyys sekd, sisdltiikd materiaali vield elinkykyisid maito-
happobakteereita. Jos tulos on kielteinen, so. materiaali soveltuu
rokotteen valmistukseen, mddritetddn kunkin kannan viljelmdn tiheys
eli mikro-organismien lukum#drd millilitrassa elatusnestetti.

Mikdli ei jostain syystd ole mahdollista sekoittaa niitd eri
biologisia materiaaleja keskendin vdlittdmisti inaktivoinnin jdlkeen,
on vastaavat suspensiot sdilytettdvd vi#iliaikana lampdtilassa 4°C.
Inaktivoidut kannat voidaan my8s lyofilisoida. Lyofilisoituja kanto-
ja voidaan sdilyttdd 4°C:ssa vdhintd4n kolmen vuoden ajan muuttumat-
tomina. Lyofilisointiin soveltuu suojakolloidiksi erityisen hyvin
vdliaine, jossa on 5,6 % gelatiinia, 37,5 % sakkaroosia ja 0,5 %
kalsiumlaktobionaattia; on tarkoituksenmukaista lyofilisoida 24 tun-
tia.

Rokote valmistetaan sekoittamalla vihint#3n kolmesta kannasta
saatua inaktivoitua materiaalia siten, ettd kunkin kannan mikro-orga-
nismeja on suurinpiirtein yht3 suuri lukumiird millilitraa kohti.
Saatu rokote on edullista laimentaa fysiologisen keittosuolaliuoksen
avulla kunnes siind on millilitraa kohti noin 14 x 10g mikro-organis-
mia.

Rokotteen kokonaistyppipitoisuus on 3,68 mg-% kuiva-aineen
mddrdstd (mddritys Kjeldahlin menetelmdll&d). On osoittautunut tar-
koituksenmukaiseksi 1lisitd sdildntdainetta, esimerkiksi formaldehydid
tai fenolia (formaldehydin tai fenolin konsentraatio esim. 0,25 %)
tai natriummetyylimerkuritiosalisylaattia (Thiomersal) ja antaa rokot-
teen seistd noin 30 pdivdn ajan lidmpdtilassa uOC, ennen kuin se tdy-
tetddn ampulleihin. Ampulli sis&#1t43 mieluimmin 0,5 ml rokotetta.
Luonnollisesti mydskin ndm4 viimeiset toimenpiteet on suoritettava
steriileissd olosuhteissa ja k3yttden pyrogeenivapaata lasimateriaa-
lia.

Ampullin sisd1td voidaan myds lyofilisoida ja sdilyttdd kidyt-
tbajankohtaan asti kuiva-ampullina, mieluummin noin 4°C:n ldmp&tilas-
sa. Rokotteen sdilyvyys on, niin tavanomaisena kuin lyofilisoitunakin
vidhintddn kolme vuotta valmistuksesta ldhtien, jos se sdilytetddn
Limpdtilassa 2-8°C (normaalissa jddkaappil&mpstilassa); sdilytettid-
essd noin 20°C:ssa sdilyy rokote noin 6 kuukautta. Mainittakoon vield,
ettd kolme vuotta on pisin Maailman Terveysjdrjestdn sallima inakti-

voidun rokotteen (elottoman rokoteaineen) kdyttdaika.
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Valmisteelle tulee suorittaa seuraavat kokeet, ennen sen
terapeuttiseen kdyttd6n ottamista:

1. Steriilisyystutkimus

2. Myrkyllisyystutkimus

3. Antigeenisen tehokkuuden tutkimus

4. Tutkimus vield elinkykyisten maitohappobakteerien mahdol-
lisen ldsndolon selvittdmiseksi (2. steriilisyyskoe).

T4116in menetellddn mieluimmin noudattaen Maailman Terveys-
jdrjestdn (Biologisia aineita koskevia vaatimuksia, Erfordernisse
fur biologische Substanzen, Technische Berichte der WGO Nr. 323,1966)
ja Euroopan Farmakopean II, 1971, ohjesdantdji.

Steriilisyyskoetta varten lisdttiin 1 ml inaktivoitua mikro-
organismisuspensiota (joko jokaista kantaa erikseen tai kantojen
lopullista rokotetta vastaavana seoksena) koeputkiin, joissa oli tio-
glykolaatti-elatusainetta Ja sellaisiin, joissa oli Sabouraud-liha-
lientd, minkd j&lkeen koeputkia inkuboitiin 10 pdivdn ajan 1l&mpS-
tilassa 37°C ja vastaavaa sarjaa samoin kdsiteltyjd@ koeputkia inku-
boitiin sama aika ldmp&tilassa 25°C. Osoittautui, ettd kaikki koe-
putket olivat kummassakin sarjassa pysyneet steriileind.

Myrkyllisyyskoe kaikkia 8 kantaa sisdltdvdlld valmisteella
suoritettiin marsun ja valkean hiiren avulla. Viidelle marsulle, joi-
den keskimddrdinen kehon paino oli 300 g, annettiin kullekin 5 ml
inaktivoitua mikro-organismisuspensiota (so. 10 kertaa enemmdn kuin
ihmiselle tarkoitettu kerta-annos) lihaksensisdisesti - 2,5 ml kum-
paankin takajalkaan - 14 pdivdn tarkkailuajan jdlkeen ndiden viiden
eldimen terveydentila oli ennallaan eikd my8skddn kdsitellyissd ja-
loissa havaittu mitd3n reaktiota. Toisaalta annettiin kymmenelle
valkealle hiirelle, joiden keskimiddrdinen kehonpaino o0li 20 g, kulle-
kin 0,5 ml rokotetta takajalkaan lihaksensisdisesti; lu4 pdivdn tark-
kailuajan jidlkeen oli ndiden kymmenen hiiren terveydentila ennallaan.

Antigeeninen tehokkuustutkimus suoritettiin ensin in vivo
marsujen avulla. Kolmelle eldimelle annettiin 14 pdivdd edelld mai-
nitun myrkyllisyystutkimuksen jdlkeen kullekin 1 ml rokotetta intra-
kardiaalisestij;huolimatta suhteellisen korkeasta annoksesta ei ha-
vaittu mink#dnlaista anafylaktista reaktiota. Sitten rokotetta ko-
keiltiin myds in vitro, kdyttden Ouchterlonyn immunodiffuusiomene-
telmdd, normaalista ihmisen seerumista saatuja ndytteitd vastaan;
el havaittu positiivista reaktiota.

Kokeessa, jossa pyrittiin toteamaan vield elinkykyisten mai-

tohappobakteerien ldsndolo, siirrostettiin rokotendytteitd ndiden
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mikro-organismien eristdmiseen ja identifiointiin soveltuvalle kiin-
tedlle kasvualustalle. Tdhdn tarkoitukseen soveltuu seuraavan koos-

tumuksen omaava elatusaine:

vettd 800 ml
tripkaseiiniaX) 16 g
liuosta 1 50 ml
liuosta 2 10 ml
liuosta 3 10 ml
liuosta U4 10 ml
tuoretta hiivaa 100 g
Witte—peptoniaXX) 10 g
liuksnevaa tdrkkelystd, 5 g
?ifu;tettuna)

vettd, ad 1000 ml

X)kaseiinihydrolysaatti (valm. Institute of Immunology and Virology
Torlak, Belgrad, Jugoslavia)
xx)pr'oteiinihydrolysaatti (valm. Difco Laboratories, Detroit, Mich.
USA).

Y114 mainittujen liuosten, jotka ovat kaikki vesiliuoksia,
koostumus on seuraavanlainen:

liuos 1: 10 % NaCl-liuocs

liuos 2: 2 % KCl1- ja 5 % Na2C03-1iuos
liuocs 3: 2 % CaClz— ja 1 % MgClz—liuos
liuos 4: 2,5 % KQHPOu-liuos

Saatuun lopulliseen liuokseen lisdtdédn 25 g agar-agaria, pH
sdddetddn arvoon 5,5-6,7, mieluimmin noin arvoon 6,0, ja elatusainet-
ta steriloidaan 20 minuutin ajan autoklaavissa ldmpbtilassa 115°cC.
Tédmédn jdlkeen lisdtddn liuos, jossa on 3 g maltoosia, 10 g glukoosia
ja 10 g laktoosia 100 ml:ssa vettd, ja sen jdlkeen 30 ml 1 % kyste-
iinihydrokloridiliuosta; jokainen ndistd liuoksista steriloidaan
etukdteen steriilisuodattamalla. Lopuksi t&hdn elatusaineeseen lisd-
tddn vield 10 % ihmisen verta, josta on poistettu fibriini. Ndin saa-
dulle veriagarkasvatusalustalle siirrostetaan rokotendytteitd ja
inkuboidaan ldmp&tilassa 37°C. Vertailun vuoksi siirrostetaan ja kas-
vatetaan Lactobacterium acidophilum-ndytteitd samoissa olosuhteissa.

Tutkitussa rokotteessa el osoittautunut olevan eldvid mikro-
organismeja, mikd todistaa tdydellisen inaktivoitumisen tapahtuneen
formaldehydin ja fenolin vaikutuksesta. Keksinn®n mukaisella menetel-

m3lld valmistettu rokote on siis niin kutsuttu inaktivoitu rokote.
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Koska sen vaikutus toisaalta kohdistuu sellaiseen infektioon ja
tdmdn seurausilmidihin, jotka on saanut aikaan toista lajia oleva
mikro-organismi - Trichomonas vaginalis -, se kuuluu sekarokottei-
siin.

Rokote saa aikaan mm. spesifisten vasta-aineiden muodos-
tuksen Lactobacterium acidophilumia vastaan, erityisesti sen epd-
normaaleja ja monimuotoisia muotoja vastaan, jotka osaltaan ai-
heuttavat Trichomonas-syndroomaan kuuluvan sairaalloisen emitti-
men pH-arvon muutoksen. Tdmi immunoiva vaikutus voidaan osoittaa
sekd eldinkokeilla ettd my®8s kliinisillid kokeilla seuraavasti.

Eldinkokeissa kdytettiin kahta kaniinia, joiden kehon pai-
not olivat 2950 ja 3200 g, ja ndille annettiin laskimonsisiisesti
kaksi kertaa, kahden viikon vdliajalla, kulloinkin 0,5 ml rokotet-
ta, joka oli valmistettu sekoittamalla kaikkia kahdeksaa inakti-
voitua mikro-organismikantaa. Yhden kuukauden kuluttua toisesta
kdsittelystd eldimiltd otettiin verta ja siitd erotettiin seerumi.
Jos vasta-aineita on muodostunut, on seerumin aiheutettava vihin-
tddn laimennoksena 1:50 spesifisesti niiden kantojen maitohappo-
bakteerien agglutinoituminen, joista rokote on valmistettu; see-
rumilla on t&116in tutkittuna laimennoksena positiivinen tiitteri
agglutiniinien suhteen. Ensimmiiselld ja toisella kaniinilla oli
agglutiniinitiitteri ennen rokotusta negatiivinen seerumilaimennok-
sen ollessa kulloinkin 1:103; yhden kuukauden kuluttua toisesta ki-
sittelystd oli tiitteri positiivinen laimennoksen ollessa 1:160 tai
1:8C.

Lisdksi mddritettiin rokotteiden immuuniutta aikaansaava
vaikutus kahdella eri 10 uroskaniinia (paino 2500-2950 g) kdsit-
tdvdlld ryhmdlld (a) kaikista 8 kannasta valmistetulla ja (b) 4
kannasta (CBS 465 77, 467 77, 470 77 ja 472 77) valmistetulla ro-
kotteella. Molemmat rokotteet sisilsivit 14 x 10g inaktivoitua
Lactobacterium acidophilum bakteeria/ml. Jokaiselle kaniinille
annettiin kaikkiaan 5 kertaa joka toinen pdivd 0,2 ml rokotetta
(a) tai (b). Ennen rokottamista ja 5 vrk rokottamisen padtyttyd
otettiin verindytteitd, niistd erotettiin veriseerumit, joista teh-
tiin fysiologisen keittosuolaliuoksen kanssa laimennussarja (1:5,
1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 ja 1:640). Antigeenind kiy-
tettiin mainitun 8 Lactobacterium acidophilum-kannan suspensiota,

jota lici/ittiin kuhunkin 0,5 ml:n seerumindytteeseen 0,5 ml, minkd



10

65166

jdlkeen heti suoritettiin agglutinaatiokoe; ndin miiritettiin
tiitteri ennen rokotusta ja sen jdlkeen. Saatiin seuraavat tiit-
terin geometriset keskiarvot: rokotteella (a) rokotetulla ryhmdl-
14 ennen rokotusta 1:13,19 ja rokotuksen jdlkeen 1:211,12 ja ro-
kotteella (b) rokotetulla ryhmdlld ennen rokotusta 1:12,31 ja ro-
kotuksen jdlkeen 1:196,98.

Ndistd vartailukokeista ilmenee, ettd 4:std Lactobacterium
acidophilum-kannasta valmistetullarokotteella on sama immuuniutta
aiheuttava vaikutus kuin 8:sta kannasta valmistetulla rokotteella.

Uuden rokotteen avulla on mahdollista parantaa ja ehkdistd
Trichomonas-syndrooma ja dkillinen, krooninen ja oireeton triko-
monaasi. Olipa kysymys parantamisesta tai ennalta ehkdisystd, suo-
sitellaan seuraavaa annostusta: yhden 0,5 ml:n suuruisen annoksen
(so. noin 7 x 107 mikro-organismia) antamista ruiskeena lihaksen-
sisdisestl kolme kertaa kahden viikon vdliajoin, ja td&midn jdlkeen
saman suuruisen (0,5 ml) tehosteruiskeen antamista vuoden kulut-
tua hoidon alkamisesta.

On tehty kliinisid tutkimuksia noudattaen esitettyd annos-
tusta ja td4118in tehty serologisia tutkimuksia 97 naispotilaasta.
Potilailta otettiin tietyin aikavdlein verta, josta tutkittiin
veriseerumissa olevat maitohappobakteeri-vasta-aineet. T&td tar-
koitusta varten seerumia kdsiteltiin geometrisesti suurenevana
laimennussarjana (1:10-1:1280) rokotetta vastaavalla antigeenilld
tai agglutinogeenilld ja tarkkailtiin mahdollisesti tapahtuvaa
agglutinoitumista. Agglutinogeenind kdytettiin vasta valmistettua,
so. vihemmdn kuin kolme kuukautta vanhaa, suspensiota, jossa oli
inaktivoituja Lactobacterium acidophilum-mikro-organismeja samois-
ta kannoista, samassa mddrdsuhteessa ja samana konsentraationa
(14 x 10% mikro-organismia millilitraa kohti) kuin itse rokottees-
saj inaktivointiin kdytetyn fenolin konsentraatio oli 0,25 %.
Agglutiniinien muodostuminen seerumissa rokotuksen seurauksena il-

menee selvidsti seuraavassa taulukossa esitetyistd tiitteriarvoista.
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Agglutiniinitiitterien jakaantuminen ennen rokotusta ja

sen jdlkeen

Tiitteri Ennen 2 viikkoa 3 kuukautta 6 kuukautta{12 kuukautta
roko- 3.rokotuksen jdlkeen rokottamisen
tusta aloittamisen

jdlkeen

<1:10 16 1 1 1 1

1:10 0 0 0 1
1:20 2 3 3 3
1:40 13 0 1 3 8
1:80 29 3 5 6 17
1:160 18 13 11 16 16
1:320 13 49 48 40 15
1:640 0 25 24 20 3
1:1280 0 4 3 3 0
Summa™ 97 97 96 92 64
Tiitterin

geometrinen

keskiarvo 1:56,4 1:356 1:293 1:257 1:120

XSumman pieneneminen 3:n, 6:n ja 12:n kuukauden j&lkeen johtuu

potilaista, jotka eivdt endd tulleet tarkastukseen.

Y114 olevasta tiitterin geometrisesta keskiarvosta voi-

daan laskea esim., ettd 2 viikkoa rokotuksen p&ittymisen jilkeen
tiitteri kohoaa kertoimella (keskimifrin) 6,3. Vuoden kuluttua

rokotuksen alkamisesta, so. tehosterokotuksen ajankohtana, on agg-

lutiniinitiitteri vield 2,1 kertaa korkeampi kuin alkuperdinen,

mikd osittain selittdd rokotuksen pitkdaikaisen vaikutuksen.

Jos kiinnitetd&n huomio tiitterin kohoamiseen rokotusta

vdlittdmdsti seuraavana ajanjaksona, so. ensimmiisen ja toisen nédyt-

teenoton vdlisend aikana, havaitaan sen jakautuvan potilailla

seuraavasti:
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Agglutiniinitiitterin kohoaminen

Kohoamis- . v
kerroin 2x bx 8x 16x 32x% 64x ja enemmdn
Potilaiden 13 13 21 10 6 7

lukumddrd

Potilaiden 13,4 % 13,4 % 21,6 % 10,3 % 6,2 % 7,2 %
osuus

kokonais-

mddrdstl

Seuraava yhteenveto kuvaa kdsittelyn vaikutusta. 200 naista,
joiden ikd o0li 15-59 vuotta, ja jotka kirsivit Trichomonas-syndroo-
masta, rokotettiin keksinndn mukaisesti mainitusta kahdeksasta kan-
nasta valmistetulla rokotteellaj; tarkistuksia tehtiin joillakin poti-
lailla.jopa yli 2 vuoden ajan (2 potilasta ei endi ilmestynyt tarkas-
tuksiin). 138 potilasta, so. 69 % kokonaismdirdstd, oli aikaisemmin
useita kertoja hoidettu oraalisilla tai intravaginaalisilla valmis-
teilla, varsinkin metronidatsolilla, mutta infektion uusiutumisesta
pddtellen ilman pitempiaikaista vaikutusta. Ennen hoidon aloittamis-
ta suoritettiin veren ja virtsan tutkimisen ohella gynekologinen tut-
kimus, mukaan luettuna em&dttimen tdhystys ja Papa-kokeen; ndiden
lisdksi otettiin sivelyndytteet hdvystid, emdttimestd, kohdunkaulasta
ja virtsaputkesta ja niistd valmistettiin vdrjdimatén natiiviprepa-
raatti, sekd my8s gram- ja giemsa-vdrjidtyt (ks. Dorlands Illustrated
Medical Dictionary, 25. painos, s. 1464, julk. W.B. Saunders Co., USA)
préparaatit sekd viljelmd Trichomonas vaginaliksen osoittamiseksi.
Kaikki ndmd tutkimukset toistettiin 6 viikon, 4 kuukauden ja 12 kuu-
kauden kuluttua kdsittelyn aloittamisesta.

Ennen hoidon aloittamista voitiin 145:1la 200 potilaasta
(72,5 %:11a) todeta selvdt Trichomonas-syndrooman tuntomerkit, nimit-
tdin emdtintulehdus, kutina, runsas vihre&nkellertdvd, pahalta haise-
va vuoto, sukupuolinautinnon hdirid, virtsaamisvaivat, jne.; emdtti-
men tdhystyksessd ilmeni emdtin- ja kohdunnapukkaepiteelin turvotus-
ta ja punoitusta. Lisdksi havaittiin 61 potilaalla kohdunnapukan
limakalvon punatdpld isyyttd, 13 muulla krooninen kohdunkaulan tuleh-
dus. Lopuilla 55 potilaalla (27,5 %:11la) vaihtelivat oireet tuskin
havaittavasta lievddn emdtintulehdukseen.

Hoidossa noudatettiin ylld esitettyd ldskitystd. Tapauksissa,



13

65166

joissa 0li kysymyksessd lievd emdtintulehdus, ei kdytetty muuta
hoitoa; akuuttien oireiden lievittdmiseksi kdytettiin paikallisesti
antibiootteja ja vaikeissa tapauksissa lisdksi paikallisesti valmis-
tetta, joka sisdlsi Lactobacterium acidophilumin sammalsienitautia
vastaan vaikuttavien kantojen mikro-organismeja. Metronidatsolia tai
vastaavia nitroimidatsolijohdannaisia ei kuitenkaan annettu yhdessd-
kddn tapauksessa.

Jos emdtinerite luokitellaan Jivorecin mukaan
[u. Ritzerfeld, Der Gyndkologe 2 (1), sivut 2-6 (1969)7 seuraaviin
luokkiin, voidaan hoidon vaikutus lukea selvidsti taulukosta Uu:

Luokka I: terveen naisen kuva

Luokka II: bakteerien aiheuttama ei mdrkd&inen vuoto

Luokka III: bakteerien aiheuttama mdrkdinen vuoto

(Luokka IV: tippuri - yhtddn tapausta el esiintynyt tutkittu-
jen joukossa)

Luokka V: siimaelidtauti (Trichomoniasis) (positiivinen

(natiivipreparaatti)

Luokka VI: sienitauti emdttimessd (Candida albicans)

Taulukko 4

Tutkimuksen Luokka Luokka Luokka Luokka
ajankohta Lukumddrd 11 I1I \' VI
Ennen rokotta- 200 - - 194 6
misen aloitta- _ 97 % 3%
mista

2 viikkoa 200 139 L7 1y -
3. rokotuksen 69,5 % 23,5 % 7 %

jd1lkeen

3 kuukautta 198 164 27 9 -
3. rokotuksen 82 % 13,5 % 4,5 %
jdlkeen

12 kuukautta 198 157 32 9 -
rokotuksen 79,3 % 16,2 % 4,5 %
aloittamisen

jdlkeen

Niihin § potilaaseen, joissa toisessa tarkastuksessa, kolmen
kuukauden kuluttua rokottamisen lopettamisesta, voitiin vield mikros-
koopin avulla osoittaa olevan Trichomonas vaginalista, ei hoito edel-
leenkddn vaikuttanut; hoito suun kautta annettavalla Trichomonas-~
lddkkeelld ei mydskddn muuttanut tilannetta. Lisdksi oli kohdunkau-
lassa vield 12 kuukauden kuluttua jd1jelld muutoksia, jotka ilmenivdt

kroonisena kohdunkaulan tulehduksena tai huomattavana limakalvon
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punatdpldisyytend. N&mi huonot tulokset johtuvat luultavasti siiti,
ettei ndilld naisilla rokotuksesta huolimatta muodostunut riitts-
vdsti vasta-aineita.

198 hoidetusta potilaasta oli 12 kuukauden kuluttua 189:114
(95,5 %:1la) luokkaan II ja III kuuluva emitinerite, so. he olivat
parantuneet siimaelidtaudistaan. 55 potilasta, joilla oli lievi
emdtintulehdus, saavutti tdmin parantumisasteen ilman mitdin lisi-
hoitoa. Potilaiden tarkkailua jatkettiin osittain 2 vuoden ajan;
tdnd aikana ei esiintynyt taudin uusintoja eiki uudelleen tartun-
toja; mikd on td114 liiketieteen alueella uutta ja osoittanee py-
syvdd trikomonaksen vastaista tulosta. Lopuksi ndyttdd, etti
rokotteella on my8s positiivinen vaikutus kohdunkaulan muutoksiin
ja kohdunnapukan vaurioihin. Kokonaistulos ndyttdi vield merkit-
tdvdmmdltd, kun otetaan huomioon, ettd suurinta osaa tapauksista
0li jo hoidettu paikallisesti ja systeemisesti erilaisilla kemial-
lisilla yhdisteilld, joiden vaikutus ei kuitenkaan ollut pysyva.

Lukuunottamatta satunnaista punerrusta tai liev3i turvo-
tusta infektiokohdassa ei yhdell#k#&n potilaista esiintynyt hoi-
don aikana eik4 v&litt8misti sen jdlkeen ei-toivottuja sivuvaiku-
tuksia. Ei todettu my8skddn allergisia eiki myrkytykseen viittaa-
via vastavaikutuksia.

Partnerin samanaikainen hoitaminen on rokotteella hoi-
dettavien naisten kohdalla tosin toivottavaa, mutta potilaan kan-
nalta katsottuna se ei ole vilttimdtdntd, koska rokotus tekee hi-
net immuuniksi,

Etuna keksinn®én mukaisesti valmistetulla rokotteella on
lisdksi se, ettd potilaan tultua immuuniksi ei tartunnan uusiutu-
misen vuoksi hdnen partneriaan tarvitse viltt#mitt3 hoitaa.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd Trichomonas-syndrooman terapeuttiseen kisitte-
lyyn kdytettdvdn sekarokotteen valmistamiseksi, t unn et t u siiti,
ettd seuraavista Baarnissa (Hollannissa) olevaan lajtokseen "Central-
bureau voor Schimmelcultures" nimikkeilld CBS 465,77, CBS 466,77,

CBS 467,77, CBS 468,77, CBS 469,77, CBS 470,77, CBS 471,77 ja CBS
472,77 talletetuista - Lactobacterium acidophilum-kannoista viljelldan
vdhintddn kolmea kantaa erikseen sopivassa nestemdisessd ravinto-
liuoksessa aerobisissa olosuhteissa, viljelyn pddtyttyd muodostunut
bakteerimassa erotetaan ja inaktivoidaan tunnetuilla menetelmilly,

ja eri kantoihin kuuluvia inaktivoituja mikro-organismeja sekoitetaan
fysiologisesti hyvidksyttdviin liuokseen yhtd suuret mddridt, tai eril-
lisid inaktivoituja viljelmi¥ sekoitetaan tilavuusmddrind, jotka ovat
kulloinkin kd&ntden verrannollisia viljelyn lopettamisen tai inakti-
voinnin jdlkeen midritettyyn viljelmdn tiheyteen (mikro-organismien
lukumddrddn millilitrassa viljelynestettd).

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t t u
siitd, ettd kiytetddn kaikkia kahdeksaa mainittua kantaa.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd viljely suoritetaan pH:ssa noin 6,5 ja 1&mps-
tilassa noin 37°C.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd muodostuneen bakteerimassan inaktivointi suo-
ritetaan kdsittelemdlls sitd formaldehydilli ja fenolilla, mieluim-
min liuoksessa, jonka formaldehydipitoisuus on 0,3 % ja fenolipitoi-
suus 0,5 %.

5. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd inaktivoituja mikro-organismeja lis&t&dn fy-
siologisesti hyv3ksyttdvdidn liuokseen sellainen mddrd, tai saatua
rokotetta laimennetaan fysiologisesti hyvdksyttdvdlld liuoksella
siten, ettd mikro-organismeja on millilitrassa noin 14 x 10°.

6. Patenttivaatimuksen 1 téi 2 mukainen menetelmid, t u n-
nettusiitd, ettd saatuun rokotteeseen lisdt&din sdildntdainetta,
esimerkiksi formaldehydid, fenolia tai natriumetyylimerkuritiosali-
sylaattia.
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Patentkrav

1. Fdrfarande f&6r framstdllning av heterovaccin fdr tera-
peutisk behandling av Trichomonas-syndrom, k & n n e tecknat
dirav, att man odlar skilt minst tre stammar av féljande i Baarn
(Holland) i anstalten "Centralbureau voor Schimmelcultures" under
beteckningarna CBS u65 77, CBS 466 77, CBS 467 77, CBS 468 77,

CBS 469 77, CBS 470 77, CBS 471 77 och CBS 472 77 deponerade stam-
mar av Lactobacterium acidophilum i ett ldmpligt flytande ndringsme-
dium under aerobiska f&rhdllanden, avskiljer efter odlingen den
formade bakteriemassan och inaktiverar den pd i och for sig kdnda
sitt, och blandar lika stora mdngder inaktiverade till olika stam
tillh&rande mikroorganismer med en fysiologiskt godtagbar 1l&sning
eller blandar skilda inaktiverade odlingar i volymmdngder, som i
varje fall &r omvdnt proportionella till t&dtheten (antalet mikro-
organismer per milliliter odlingsvdtska) bestdmd efter slutet av
odlingen eller av inaktiveringen.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k dnnetec knat
dirav, att man anvdnder alla ndmnda dtta stammar.

3. Forfarande enligt patentkrav 1 eller 2, k d nnetec k-
nat didrav, att man utfér odlingen vid en pH av circa 6,5 och en
temperatur av circa 37°C.

4. Fdrfarande enligt patentkrav 1 eller 2, k d nn e t e c k-
nat dirav, att man utfér inaktiveringen av den formade bakterie-
massan med formaldehyd och fenol, fdretrddesvis 1 en 18sning med en
formaldehydkoncentration av ¢,3 % och en fenolkoncentration av 0,5 % .

5. Férfarande enligt patentkrav 1 eller 2, k & nn e t e c k-

n a t dirav, att man sdtter inaktiverade mikroorganismer till en fysio-
logiskt godtagbar 18sning i en sddan mdngd eller att man utspdder den
erhdllna vaccinen med en s&dan mingd av en fysiologist godtagbar 108s-
ning, att man far cirka 14 x 109 mikroorganismer per milliliter.

6. Fdérfarande enligt patentkrav 1 eller 2, kdnnetec k-
nat dirav, att man sdtter till den erhdllna vaccinen konserverings-
medel, exempelvis formaldehyd, fenol eller natriummetylmerkuritio-

salicylat.

Viitejulkaisuja—-Anforda publikationer
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