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Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania tréj-
wartoéciowej' zywej szczepionki poliomyelitis, od-
powiedniej do podawania doustnego w postaci
jednostki dawkowania.

Stosowanie szczepionki oslabionego zywego
wirusa polio przedstawia wiele korzysci w sto-
sunku do szczepiqnki wirusa zabitego stosowa-

nego przez dr Salk‘a. Bezpieczenstwo stosowa- -

nia szczepionki oslabionego zywego wirusa, jesli
podaje sie jg doustnie, zostalo sprawdzone bada-
nami na wiecej niz szesciuset tysiacach pacjen-
téow bez wywolania wypadku paralitic polio
. wskutek szczepionki. Osiggano doskonalg reakcje
przeciwciala i wysoki stopien odpornosci. Wiel-
-ka ilo§é szczepien, byla przeprowadzona przez
podawanie doustnie szczepionki z oddzielnych
szczepOw ostabionego wirusa w kroétkich odste-
pach. Poniewaz wymaga to tylko trzech poda-
wan doustnych przedstawia przez to rzeczywistg
korzy$¢ wobec konmiecznoéci stosowania trzech,

lub czterech zastrzykéw szczepionki a zabitego

- wirusa. Nie jest to jeszcze doskonalym osiagnie-

ciem, poniewaz potraja czas wymagany do szcze-
pienia i powieksza mozliwo$¢ zapominania pa-
cjent6w do powtdrzenia jednego Ilub -dwéch
ostatnich szczepien. :

Dalsze badania prowadzono w Kierunku wyho-
dowania tréjwartosciowej szczepionki, to znaczy
szczepionki, ktéra bylaby .,mieszan'ina oslabio-
nych szczepéw wszystkich trzech typéw wirusa
polio. Niestety usilowania wyhodowania prak-
tycznie zdatnej do stosowania tréjwartosciowej
szczepionki napotykaly ma powazne tmdnoﬁci,‘
polegajace na zjawiskach wzaj ego oddzialy-
wania szczepow i wytmka]“:ej z tego braku sku-
tecznosci.

Zjawiska wzajemnego oddz1alywama poszcze-
gélnych szczep6w zaobserwowat dr Sabin
stosujac w szczepionce trzy oslabione szczepy ty-
pu I, II i III wirusa polio uprzednic wyhodo-



wane, Stwierdzil. on. bardzo powaine oddgiaty-
wanie wzajemne, 'pomewat ;ego oslatblony szczep,
Typu II okazal.sie- mujqq"m i hamujacym,
_lub zmmerzth&m izb ‘powaznie rozwéj za-
kazen pngeq ,'lxp 1 i Typ III polio, a przez to
i wytwarzaik przeciwciat tych trzech typéw.

Bylo to szczegélme niekorzystne, poniewaz Typ
II md mniejsze znaczenie w ponéwnamu z Typa-
mi I i III. Typ I stanowi- wielkie zagrorbenie

" wskutek swego wielkiego rozpowszechnienia
i przewazajgcego powiazania z polio paralitic.
Typ III jest drugim co do znaczenia, a tym II
ma znacznie mniejsze znaczenie, poniewaz wy-
woluje bardzo maly procent schorzen parali-
tycznych. Wskutek tego tréjwaricéciowa szcze-
pinon‘ka Sabina byla praktycznie bezuzyteczna
i w opisie jego doswiadczet w Joummal of the
American Medical Assotiation, tom 172, str 1589
— 1956 stwierdza on, ze uodpornienie przeciwkn
trzem typom wirusa polio. przez proste poda-
wanie mieszaniny tych trzech szczepdw jest mie
do rozwigzania. Dlatego poleca on, zeby te trzy
szczepy podawaé oddzielnie w ‘przerwach trzy-
tygedniowych w kolejnosei: Typ I, Typ III iw
konicu Typ II :

Wedlug wynalazku problem wzajemnego od-
dzialywania zostaje calkowxcle rozwigzany przez
dostarczenie tréjwartos$ciowej, zywej szczepion-
ki poliomyelitis, odpowiedniej do doustnego po-

dawania w postaci jednostki dawkowania, za-

wierajgcej mleszanme
a) oslablonego wirusa Typu I poliomyelitis
) me zjadliwege dla ludzi,
b) oslablonego wirusa Typy III pohofmyelltm
nie zjadliwego dla ludzi,
c) oslabionego wirusa Typu II adaptowane-
go w embrionie kurczecia i mie zjadliwe-

go dla ludzi i ktéry nie hamuje zakazenia *

nie zjadliwymi wirusami Typu I i Ty-
pu III, przy czym mieszanina ta posiada
wstepnie oznaczone miane kazdego typu
wiruséw.

Ten oslabiony wirus Typu,II wyhodowano w
Lederle Laboratories of American Cyanamid
Company, przy czym oslabienie osiagnigto A
sposéb nizej- opisany, przez kolejne pasaze wiru-
sa przez tkanke nerwowa milodych gryzoniéw az
do przystosowania do. wzrostu w embrionach
kurczat, a nastepnie przez. kolejne pasaze po-
przez embrlony kurczat az staje si¢ nie zjadli-
wy dla ludzi.

. Szczepy. wirusa Typu II,. ktore rozwijajg si¢

W tkance centralnego ukladu nerwoweg.o gryzo-

ni6w latwo otrzymuje si¢ z réznych Zrédel. Ten

material, zazwyczaj w postaci wodneJ zaw1esi-,
ny ze zmielonej tkanki nerwowej stanowlacy po-
siew wirusowy, zaszczepia sie do mézgéw mio-
dym, ssacym gryzoniom, korzystnie K chomikom
w wieku- okolo 1 do 12 dni. Stosowanie innych
miodych ssacych gryzoniéw, lub w innym wieku
do hodowli szczepu az do uzyskania miana LD;,
dla myszy i przystosowanie go do wzrostu w
tkance embrionowej jajka nie jest wykluczone.
Wirusowi temu pozwala sie wzrastaé w mlodych
ssacych gryzoniach az do zaobserwowania cho-
roby u co najmmniej kilku zwierzat, ktsre byly
zaszczepione. ‘Czas, ktéry powinien byé rzedu 48
godzin ma poczgtku seryjnych pasazy redukuje
sie p6zZniej do okolo 18 — 24 godzin, gdy wirus
przeksztalca sie w szeregu pasazy w mlodym
ssacym gryzoniu. Jedli objawy choroby wystepu-
ja u kilku zaszczepionych milodych ssacych, za-
bija sie cala partie, usuwa sie ich tkanke cen-
tralnego ukiadu nerwowego i wytwarza zawiesi-
ne zazwyczaj W izotonicznym roztworze soli
i dalej kontynuuje sie szczepienie mie uodpornin-
nych, mlodych ssacych gryzoni. Zakazona tkan-
ka powinna byé zebrana dokladnie w czasie
wezesniejszym od tego, w ktérym zaszczepione
ssgce mlode Zaczynaja wykazywaé objawy para-
lizu. Wieksze stezenie czasteczek Zywego wirusa
wystepuje w tkance nerwowej W czasie wczes$-
niejszym od widocznych juz objawéw paralizu.
Dlatego przez zabijanie mlodych ssgcych gryzoni
wlasnie przed rozwinigciem sig. objawéw mozna
otrzymaé¢ z ich tkanki nerwowej wigksze steze-
nie czasteczek wirusa. Odpowiednia droga usta-
lenia czasu zbierania tkanki centralnego ukladu
nerwowego polega mna zaszczepieniu znacznej
ilosci mlodych ssacych gryzoniéw w tym samym
czasie i zbieranie zakazonej tkanki nerwowej
calej grupy, gdy pierwszy z nich wykaze klinicz-
ne objawy chorocby. W ten sposéb wigkszo§é po-
zostalych - gryzoniéw bedzie u$miercona i ich
tkanka nerwowa zostanie usunieta w czasie, gdy.
miano wirusa jest w poblimf maksimum. Pro-
ces szczepienia miodych ssgcych gryzoniow, wy-
tworzenie zawiesiny z ich tkanki nerwowej i za-
szczepienie nieuodpernicnych mlodych ssacych,
prowadzi sig¢ seryjnie w sposéb opisany przy sta-
lym obserwowaniu miana LD, dla myszy, wy-
tworzonej zawiesiny. Stwierdzono, ze jako wy-
nik tej metody hodowli wirusa, miano prepara-
tu LD . dla myszy wykazuje stala daznos¢ do
zwiekszania ‘poziomu az do 10-5, a nawet de

-2 -



1975 przy ciaglych. pasazach seryjnych. Gdy
miano LD myszy zZawiesiny wytworzonej
z tkanki centralnego ukladu nerwowego osiggnie

‘wartos$é co najmniej 10-%, mozna wirus przenies¢

do inkubcwanych jaj, po czym prowadzié seryj-
ne pasaze W embrionie kurczecia, az wirus zc-
stanie zmodyfikowany tak, Ze mozna go bez-
piecznie stosowaé jako Zywg szczepionke u ludzi
i innych z rzedu naczelnych. Opisane to jest
w artykulach Roéca — Garcia i innych: Polio-
myelitis II: Propagaticn of MEF; Strain of
poliomyelitis Virus in Developing Chick Embrio
by Yolk Sac Inoculation, Proc. Soc. Exp. Biol.
& Med. 81:519, 1952 Cabassc i innych: Polio~
myelitis II: Prcpagation of MEF; Strain of
Pcliomyelitis Virus in Developing Chick by
Allantoic .Cavity Incculation, Proc. Soc. Exp.
Biol. & Med. 81.:525, 1952 i Cabasso i innyeh:
Policmyelitis IV: Some Culture and Other Cha-
rakteristics of Chick Embryo Adapted Type II
Strain of Policmyelitis Viru-s, Proc. Soc. Exp.
'Biol. & Med. 85:167 — 171, 1954.

Potréjne szczepicnki przygotowane z oslabio-
nego szczepu Typu II i ostabionego wirusa Ty-
pu I szczepu SM i wirusa Typu III szczepu
Fox’a, rozwinigtych w Lederle Laboratwries,
a takze opisane np. na stronicach 134--136
w University of Minnesota Medical Bulletin,
tcm 29, grudzien 1957 r. nie wykazuja domino-
wania Typu II, ktéry powcdowal niepowedz:nie
eksperymentéw Sabin’a lecz przedstawiaja inny
prcblem. Jezeli podaje sie w stezeniu mmiejszym
od miliona TCD; kazdego typu wirusa, procen-
towo$¢ jedncstek w surowico ujemnej grupie
dorcslych, rozwijajgcych aniyciala byla nieza-
‘dowalajgca. Stezenie szczepionki zwyczajowo
odnosi sie do zwyklego logarytmu dawek zaka-
zajacych i ta terminologia jest stosowana w opi-
sie i w zastrzezeniach. Do$wiadczenia na znacz-

-

nej ilo$ci dorostych ze szczepionksg zawierajacy

kazdy z trzech typ6w wirusa o log. 5.8 wyka-
zuja rozwdj antycial surowiczo ujemnych
z szybkoscig 719, dla Typu I, 67%, — dla Typu II
i 75%, dla Typu III. Powyzsze wyniki byly u do-
rostych, u ktérych jest trudniej wywolaé reakcje
antycial szczepionka zywego wirusa. Podczas,
gdy to nie daje niekorzystnego poréwnania
z wynikami otrzymanymi ze szczepionki z za-
bitego wirusa, nawet jesli poddaje sie trzykrot-
nemu szczepieniu, to jeszcze pozostawia niebez-
piecznie wielki stosunek niechronionych surowi-
czo ujemnie, szczegélnie przeciw Typom I i IIf,
ktére sg istotnie niebezpieczne. .

Nieoczekiwanie stwierdzono, ze jest bardzo
ostry prég przy log. 6. Przy log. 6,1 procento-

wosé u doroslych byla 96%, dia Typu I i 100%,
dla Typu III. Typ II wzrést do 78%, i moze byé
zwiekszony przez jeszcze wigksze dawki. Po-
wyisze badanie obejmuje rutynowe szczepienie
w szpitalach w Minnesota brzemiennych. kobiet,
ktére sg szczegblnie hardziej padatne aa.polio
paralitic. Wskutek tego kerzystna jest w poczat-

. kowym okresie potréjna szczepionka dajgca pra-

wie 100%-owg ochrong surowicoczynng przed
niebezpiecznymi szczepami Typu I i III i za-
sadniczag ochrone przed stosunkowo o wiele
mniej niebezpiecznym Typem IL

Wynalazek zalezy w swych szez;zych aspek-
tach od stosowania zmodyfikowanego w tkance
nerwowej mlodego ssacego gryzenia szczepu
Typu II, ktéry nie wykazuje dcminowania
W szczepionce oraz od dawek nie mniejszych od
Icg. 6. Dlaczego zmodyfikewany w mtodym
ssgcym gryzoniu wirus Typu II i szczeg6lnie ten,
ktéry - wykazuje przystosowanie do wazrostu
w embrionie kurczecia nie wykazuje wiadciwo-
§ci dominowania, wykazywanej przez modyfiko-
wany szczep Typu II dr Sabin’a, nie wiadomo.
Wirus6w nie mozna analizowaé chemicznie,
mczna je tylko charakteryzowaé przez ich wla-
§ciwosci biologiczne i historie ich rozwoju. Dla-
tego wynalazek nie moze byé ograniczony zad-
ng teoriag wyjasniajgcg, dlaczego modyfikowany
wirus Typu II wedlug wynalazku nie jest domi-
nujacy. Podcbnie istnienie ostrego progu przy
stezeniu réwnym log. 6 jest calkowicie nieocze-
kiwene i dotychczas nie wyjasnicne, dlaczego
taki prog istnieje dla tréjwartosciowej szcze-

pionki otrzymanej sposcbem wedlug wynalazku,

ze szczegbélnym rodzajem modyfikowanegoe
szczepu Typu II, ktéry nie jest dominujgcym.
Obydwa czynniki sg konieczne, pcniewaz potréj-
na szczepionka dr Sabin’a podawana przy ste-
zeniu log. 6 nie dawala wynikéw.

Wynalazek wyjaéniajag bardziej szczegblowo
nastepujace przyklady. *

Przyklad I. Wytwarzanie oslabionego wi-
Typ 1, szczep Sickles — Mahony, pochodzacy
z mieszaniny szczepu Sickles, otrzymanego przez
dr Alberto Sabin’a i szczepu Mahony, od dr
Browna z Uniwersytetu w Michigan przepu-
szczono kolejno 26 razy przez tkanke rdzenia
pacierzowego myszy. Po tym nastgpilo 10 ko-
lejnych pasazy kultury przez tkanke nerkowsa
mailpki, w tym czasie wirus zostal przystcsowa-
ny do rozwoju-w embrionie Kkurczecia. Wirus
przeprowadzcno kolejno 14 razy przez tkandki
embrionu kurczecia, po czym nastapily na zmia-
ne przejécia kilkakrotne przez tkanke nerkowg
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thalpki i tkanke embriona kurczecia. -‘To do-
prowadzilo do wytworzenia niezjadliwego. posie-
wu Typu I, ktéry nastepnie rozwijal sie w tkan-
ce nerkowej malpki, wytwarzajgc duze ilosci
materialu cdpowiedniego do  zastoscwania
w kohcowej szczepionce.

Wirus Typu II otrzymano biorgc szczep MEF
'(plerwotnle wyowbmony w Middle East w 1942
roku) Przeprowadzono g0 dmevmec razy sréd-
mo7gowo przez myszy, po czym 137 razy przez
tkanke nerwowg mlodych ssacych chomikow.
Po tych pasazach wirus zostal przystosowany
do rozwoju w embrignie kurczecia, przeprowa-
dzono go Wiec'seryjnie 17 razy przez embrion
‘kurczecia i 11 razy przez tkanke nerkowa
malpki. Nastepnie wirus byt hodowany na kc-
moérkach nerki malpki, pasazowany dwukrotnie,
po czym operacje te jeszcze raz powtdrzono.
Wytworzony nie zjadliwy wirus byl wirusem
posiewowym do produkowania szczepionki Ty-
‘pu II przez hodowanie na tkance nerkowej
malpki.

Wirus Typu IJI otrzymano biorgc szczep
Fox'a nie zjadliwego wirusa. Byl on jedynie
hodowany przez -ckoliczno$ciowe posrednie ho-
dowanie na komérkach nerki malpki i wytwo-
rzono material posiewowy dla szczepionki Typu
HI, ktéry nast¢pnie rozwijal si¢ na tkance ner-
kowej malpki.

Cieklg tkankowa kulturg ze zbioru kazdego
‘wirusa rozciehczono takg sama objetoscig
'70%~-0nwego roztwecru wodnego sorbitolu. Nastep-
nie ciecz rozcieficzono 35%-owym roztworem
wodnym sorbitolu; rozcienczalnik na podstawie
z syiopu mial nastepujacy sklad i byl przygoto-
wany jak nizej:

Pcdstawa syropowa 359, sorbitolu skladnikéw
na litr
p-hydrcksybenzoesan

etylu (Metylo-

parabens U.S.P.) , 044 ¢g
p-hydroksybenzotsan propylu (propy-
loparabens U.S.P.) 0,11 g
fosforan sodowy, jednozasadowy 2,76 g
fosforan scdowy, dwuzasadowy 11,36 g
Givandan Cherry Flavor (substancja

o smaku wisniowym) - 0,26 g
woda destylowana 500,00 g
roztwér sorbitolu 70%,-wego q.s. 500,00 g

Spos6b wytwarzania roztworu sorbitoiu jest
nastgpujacy: ogrzewa sie destylowang wode do
temperatury 90—95°C, dcdaje p-hydroksyben-
zoesanu etylu i propylu i mieszajge, rozpuszcza
Je, z kolei dodaje sie fosforanéw i rozpuszeza je,

pe czym dcdaje sie Givamdan Cherry Flavor,
oziebia do temperatury 25°C, deprowadza do po-
zgdanej cbjetosci roztworem 70%;,-owego sor-
bitolu, przesgcza i warto$§¢é pH doprowadza do
7,010,2, nalewa do sterylnego naczynia i zazna-
cza liczbe lcg. i date. Otrzymany kohicowy pro-
dukt stanowi trojwartosciowsy szczepionke o mia-
nie log. 5,8 na 1 em? kazdego rodzaju wirusa.

1 cm? powyzszej mieszaniny podano szerego-

“wi przewaznie dorcslych oséb, przy czym pro-

centowo$é wieku oséb poddawanych szczepie-
nicm byla nast¢pujgca: 8—10 lat — 7 %,; 11—20
lat — 17%; 21—30 lat — 229; 31—40 lat — 339/;
41-50 lat — 149, 51—60 lat — 5%, i 61—65 lat —
29/,.

Dwa procent spoSréd poddawanych szczepie-
niom bylo surcwiczo ujemnych w stosunku do
wszystkich trzech typéw, 10%, bylo ujemnych
wcbec dwéch typéw, a 21°%, — wobec jednego
typu. Dotyczy to odpowiednio potréjnie ujem-
nych, podwéjnie ujemnych i pojedynczo ujem-
nych. Po podaniu szczepionki 71%, surowiczo
ujemnych Typu I, 67%, surowiczo ujemnych
Typu 1I i 75%, surowiczo ujemnych Typu III
wytworzylo odpowiednie przeciw ciata.

Przyktad II. Powtdérzono proces z przy-
kladu I, lecz w tym przypadku dawke koncowej
szczepienki stanowilo 2 em?, przy czym dla kaz-
dego typu wirusa miano wyncsilo leg. 6,1. Ilosé.
oséb poddawanych szczepieniom byla w przy-
blizeniu cztery razy wieksza od ilo$ci w przy-
kladzie I, a procentowc$§é wieku wynecsita, jak
nastepuje: 4—10 lat — 20,; 11—20 lat — 5%
21—30 lat 33%,; 31—40 lat — 449%,; 41—50 lat —
10%, i 50—60 lat — 59, Okolo 5%, bylo pctrdj-
nie ujemmych, 189, podwdjnie ujemnych i 269,
pojedynczo ujemnych w stosunku do wszystkich
trzech typéw. Po =zaszczepieniu 96%; suro-
wiczo ujemnnych Typu I, 78%, surowiczo ujem-
nych Typu II i 100¢, surowiczo ujemnych Typu
III wytworzylo przeciwciala.

Przyklady obejmujg szczepionki wytwarzane
w postaci wodnych roztworéw sorbitolu. Jest to
prosta, niezawodna i nadajgca sie do podawania
postaé, lecz rozumie sie, ze wynalazek nie jest
nig ograniczony i potréjng szczepionke mozna
wprowadzié przez absorpcje na bezwodnej Ze-
latynie, lub zmieszaé z innymi nadajacymi sie
do podawania rozcienczalnikami w postaci sta-
tej lub cieklej. Naturalnie rozcienczalpiki musza
by¢ nie tylko nieszkodliwe dla ludzi, lecz takze
muszg by¢é nietoksyczne wobec ostabionych wi-
rusOw W szczepionce.



2astrzezenia patentowe

. Sposéb wytwarzania tréjwartosciowej zywej-

szczepionki poliomyelitis codpowiedniej do
podawania doustnego w postaci dawki jed-
nostkowej, znamienny tym, Ze miesza sig
ostabiony wirus poliomyelitis Typu I, nie-
zjadiiwy dla ludzi z oslabionym wirusem po-
Licmyelitis Typu III, niezjadliwym dla ludz,
oraz z oslabionym wirusem poliomyelitis, Ty-
~pu II, adaptowanym w embrionie kurczecia
i niezjadliwym dla ludzi, ktéry nie hamuje
zaka'ie‘nfia przez niezjadliwe wirusy Typu I
- i Typu III i z otrzymanej mieszaniny wytwa-
rza jednostki dawkowania, z ktérych kazda
zawiera co najmniej log. 6 kazdego typu wi-
rusa. :

. Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienny iym, ze

‘1. RSW ,,Prasa“, Rielce.

wirusy tych trzech typow dysperguje- ste
w wodnym roztworze sorbitolu.

. Sposob wedtug zastrz. 1 i 2, Znamienny tym,
“#e oslabienie wirusa Typu II przeprowadza

sie przez kolejne pasaze w tkance nerwowej
miodych ssgcych gryzoniéw, az do adaptacji
w embrionie kurczecia, a nastepnie przez ko-
lejne pasaze w embrionie kurczecia az do
osiggniecia niezjadliwesci wobec ludzi.

. Spos6éb wedlug zastrz. 1-3, znamienny tym,

ze jako wirus Typu I stosuje sie szczep SM
oslabicny przez kolejne pasaze w tkance ner-
wowej gryzoni, a jako wirus Typu IIT sto-
suje sie wirus szczepu Fox'a.

American Cyanamid Company

Zastepca: mgr Jozef Kaminski
rzecznik patentowy
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