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Pokusy o dosaZeni aktivni imunity proti chfipkovému onemocneni u ¢lo-

véka jsou velmi starého data, takZe préace obirajici se touto thematikou 1ze sle-

dovat zpét az do r. 1936.") Je tedy pochopitelné, Ze literatura o tomto thematu
je ohromna, a nelze ji zde uvadét ani ve velmi stru¢ném prehledu.

V r. 1939 byl i u nas uéinén pokus vakcinovati nékolik lidskych dobrovolnikl kme-
nem virusu, isolovanym v prubéhu tehdejsi epidemie a adaptovanym pfes fretéi pasaz
na bilou mygku.’) | o

Je$té obsaznéjsi je literatura o podstaté imunity u virusove chiipky a ko-
ne¢ny nazor na ni nezda se dosud zcela jednotny.

Nage prace nechce prispét k feSeni této rozsahlé a tézke problematiky. Je
pouze metodickym prispévkem, jenZ naznacuje novejsi moznosti potencovani
virusevého antigenu, pouZitého k piipravé otkovaci latky.

Samoziejmé& jsme musili i my vyjit pfed zapoCetim své prace z nékolika zaklad-

nich predpckladi, jeZz tuto uvadime bez hlubSiho komentare. |
Je obecnd znamo, Ze je moZno k dosaZeni prakticky zhodnotitelného stavu lidské

_ imunity proti chfipce pouZit nekolika metod.

¥ Nejidedln&jsi .z nich se zd4 pfiméa infekce citlivjch bunek respiraéniho traktu mi-

tigovanym virusem ve sprayi’) Néktefi autofi') nezaznamenali vSak métitelny uspech
touto metodou, aniz hloubé&ji patrali po pfi¢ind. Tim spiSe znamenéd velky pokrok prace
Zakstelskajové a Ritové,”) jez ukézaly, Ze velmi pravdépodobnou pricinou Spatné imuni-
saéni schopnosti virusi k tomuto cili pouZivanych (alantoid. tekutiny, pasdZované tkanové
kultury) je, krom& sniZené patogenity, hlavné ztrata jejich afinity k lidské tkani. Autorky
udrZovaly schopnost pFizpisobeni chfipkového virusu na lidskou tkan pasazemi ve tka-

fiovych kulturadch z lidskych embrédondlnich plic. Virus z téchto kultur byl rovnez nepato-

"genni, mnoZil se viak v lidském nosohltanu, a co je hlavni, zfetelné imunisoval.

Tento zpGsob vakcinace vede nejenom ke zvétSeni specifické odolnosti bunek respi-
raéniho traktu, nybrZ i ke zvySeni hladiny virus neutralisujicich protilatek. |
Druhou cestu ukézal Smorodincev,’) jenZ ve svych pracich vyty&il pfevladajici Glohu

“humoralnich protilatek pf¥i imunité proti chfipce obecné. Tuto zkuSenost potvrzuje rada

jingch autort, z nichz zejména Francis') a Solovév®) nasli, Ze vysok& hladina protilatek
v seru je doprcvazena jejich objevenim se v nosohltanovém, resp. bronchidlnim sekretu,
takZe nesporné spolupusobi i jako ochranna bariéra. Vyvolat tuto vysokou a pro imu-
nitu nutnou hladinu protildtek je samozifejm& moZno také parenterdlnim vstrikovanim
mrtvého a Zivéhio chfipkového virusu nativniho nebo koncentrovaného a po pripadé jeste

" potencovaného adsorpci na nejrizngj$i substraty, jako je Al-hydroxyd nebo Ca-fosfat.

Prvy princip vakcinace nespornd daleko pFesnéji odpovida prirozenym imunologic-
kym pomérum u Clovéka; jeho zakladnim pfedpokladem je vSak nepatogenni a pritom
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pro Clovéka invasivni virus. Ziskat vSak tyto virusoveé -Varianty se — kromé citovanych
sovétskvch autorit — podle vkeho zatim nikomu dalSimu nezdatilo.

Proto je az dosud nejvice rozSirena metoda druha, odpovidajici nynéjSimu stavu
pracovni metodiky vetSiny produkcénich laboratori i zvyklostem pfi praktickém podAavéani
vakciny. C tom, Ze druhd skupina ofkovacich metod neni stile jeSté dokonalda a nedéva
plné “uspokojujici vysledky, svédéi stdle nové ndvrhy na sloZeni vakciny, jeji pFiprawvu,
davkovani, zpusob aplikace a zvlasté snaha o zvySeni jeji antigenicity.

Jen zcela mimochodem upozornujeme na treti moznost, naznacéenou Smorodince-
vem, Gulmovem a Calkinou,’) ktefi doké&zali zredukovat p#iblizné 10krat morbitidu pfFi
prirozené infekci chripkou rozprésenim imunniho sera do lidskych dychadel. Takto do-
sazend pasivnl imunita se zdd podle uvedenych C¢isel wdatné ale je JlSte jen velmi
kriatkodoba a mohla by vést k pFecitlivélosti proti pouzﬂ:ym zvirecim serim.

Jednou z nejvice diskutovanych otadzek v komplexu problémd, spojenych se snahou
o dokonalou preventivni imunisaci, je proménlivost atigenicity chripkovych virust, jez
nesporné zc¢dsti souvisi s pfirozenym proimunisovianim lidstva v prabéhu prakticky kaZdo-

WF gt W m

raénich, at tézSich nebo lehéich chfipkovych epidemii.

Tato promeénlivost je tak velikd'a neCekand, Ze vedla u néktervch autort i k Castec-
nému skepticismu, co se t:{r‘i‘.’:e moznosti vubec pripravit takovou vakcinu, jeZ by byla
schopria zvladnout celou Siri této variability.

V Ceskeslovensku bylo za pouziti modernich pracovmch metod zavedeno prvé syste-
mnatické a masové proockovéni exponovanych a pracovné dualezZitych celkl obyvatelstva
Blaskcvicem. Tyz po velmi dikladnych p¥ipravnych studiich®) ukézal veliky a nepfiznivy
vllv chripkovych epidemii na celkovy zdravotni stav a pracovni schopnost obyvatelstva

a propracoval theoreticky i prakticky cesty k jejich tlumeni.

O tom, jak je epidemicka chripka i u nés problémem trvalym a zvlasté dllezitym,
Jasne mluvi prace Rasky a kolektivu, z néhoz Tumovéa-Papirnikovd, kromé uspéSnych
isolaci variant cnrlpkoveho virusu, mela téz Uc¢ast pri pokusné produkei prvych vakein.

BlaSkovi¢ ve své vakciné pouzil principu uvedeného Salkem, t. j. viru z alantoidni
tekutiny, adsorbovaného na Ca-fosfat in statu nascendi.

- -Néas zaujal jiny princip, jehoZ uspésnost byla provéfena jednak Fedou labo-
ratornich experimentld, jednak dosti obsahlou terénni praxi s virusem obrny
vepii.”) V naSem pracovnim postupu jde o zvy3eni antigennich schopnosti
chripkového virusu pridanim lipoidnich adjuvancii podle Freundova princi-
pu.”) Totoho bylo uZ pfed nami s uspéchem pouZito v fadé& praci, z nichz jen
namatkou uvadime imunisaci zvibat proti nejraznéjsim antigenim bakterial-
nim, toxinum, rickettsiim, proti malarickym parasitim i proti nékterym cho-
robam virusovym. Zejména pry se osveédcila lipoidni adjuvancia ve spojeni se
Zivym virusem veprové chripky k imunisaci proti této chorobé. Je popsana
vysoce UspéSné imunisace proti rabies,”) a dokonce i proti nékterym virusovym
encefalitidam.

Vyklad Géinku Freundova zplisobu imunisace nebyl dosud jasné podan. Je jisto, Ze
parzfinovy olej vyvoldva ve tkani celuldrni reakci, zalezejici v nahromadéni mononukleary,
lymfocytl, polymorfonuklearnich leukocytl i forinaci obrovskych bunék. Je pravdépodob-
no, ze se Cinnosti téchto elementdl zvySuje tvorba protilatek a pohotovost k aktivni
imunité vabec. Pivodni Freundova metoda pouzZiva jako lipoidt lanolinu nebo analogické,
-ale mnohem CistSi Falby, stejnym dilem s Cistym a lehkym parafinovyim olejem, které se
homogenisuji s antigenem suspendovanym ve fysiolog. roztoku v pomeéru 1:3. Podminkou
tGspéchu je, aby byl antigen suspendovidn v parafinovém oleji a nikoli obracené. Latkou,
kter4a s -nejvetsi pravdépodobnosti nasobi antigenni Wéin, je parafinovy olej, kdeZto
lanolin (Falba) m& tdlohu protekéniho stabilisdtoru. Novéji se parafinovy olej nahrazuje
jesteé CistSim prepardtem Bayolem a emulsifikatnim d¢inidlem je sorbit monooleidt nebo
manit monooleat. V nejstars§i Freundové modifikaci se pridavala jeSté usmrceni téla
mykocobakterii, coZ opét zesiluje a prodluiuje Imunitni reakci. JeZto vsak prldfml acido-
resistentnich tyCinek sensibilisuje souCasné az k isoalergickym reakcim, novéji se v te-
rénni praxi obvykle vynechava. 1

Zajimavé je zjiSténi, doloZené jiZ samym Freundem™) v pokusech o zvySeni antigenicity
suspense tyfovych bacilli, ze lehky parafinovy olej nemiZe ve svém optimalnim: Géinku
byti nahrazen zadnym ze zkouSenych rostlinnych oleju jako olivovy olej, olej z podzem-
nice olejnaté, z nichz posledni sice rovnéz zvySuje titr a prodluzuje formaci protilatek,
ale pedstatné méné nez mlnerﬁlm ole]..
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Dulezita se zda posdlo.gie vakciny s lipoidnimi adjuvanciemi. V prvych
pracich se vesmés navrhuji injekce podkozni, které vsak vyvolavaji zhusta
nezadouci mistni reakce, zaleZejici bud v tvorbé tézko resorbovatelnych uzliki
- {né&kdy druhotnou infekeci hnisajicich) nebo vzacné&ji vedouci aZ k nekrosam.

Nase pokusy s virusem obrny vepil, zapocaté v r. 1949 na mensSim podétu
zvirat v laboratori a prenesené 31z v r. 1950 do terénni praxe, byly inspirovany
Morganovou ") kterd ukézala, Ze aktivni imunisace virusem poliomyelitidy je
uspesnéjsi, pouzije-li se intramuskularnich injekei Zivé nebo inaktivované viru-
sové suspense, Proto jsme hned z podatku zavedli zasadné u vepfového bravu
intramuskularni vstrikovani suspense virusu v parafinovém oleji s lanolinem,
aby se dosdhlo rychlé imunity. V Zzadném =z masSich nékolika tisich pripadu
nedoslo k t&28im lokalnim komplikacim, a atkoliv se pouZivalo vesmés vysoce
utinného virusu, byla postvakcinaéni onemocnéni relativné vzicni. Neskod-
 nost této vakeiny s aktivnim virusem jsme si vykladali tak, %e lipoidni adju-
vancia nejenom potencuji antigenicitu virusu, nybrz i velmi zpomaluji a pro-
dluzuji jeho resorpci. Je tedy organismus zaplavovan pouze sub infek¢nimi
kvanty virusu, pfi éemZ ma soulasné dostatek ¢asu, aby odpovédél pozvolné se
stupnujici imunitou.

Dodate¢né jsme zjistili, Ze se ve vSech novéjsich pokusech o ‘vakeinaci s li-
poidnimi adjuvanciemi (zvla§té virusovymi — viz zejména Freund a Salk) po-
uziva od r. 1951 rovnéz intramuskularniho zpusobu injekce jako nejidealnéj-
Siho.

Pred zapocetim orientacnich experimentll na zviratech jsme musili je$té
rozhodnout otazku, zda pouZijeme chiipkového virusu tak koncentrovaného,

jak jej pripravuji (obvykle ultracentrifugaci) v nékterych komercnlch vakcei-
nach na zapadé. - |

- Nékteré nase neuspésné skonc€ivsi piredbézné pokusy, zejména vSak Sal-
kova") zevrubnai srovnavaci studie 0 imunisa¢nim ucinku virusu, vysoce, po
pripadé slabé koncentrovaného, nam doloZily, Ze hladina protildtek u imuni-
sovaného objektu nestoupa paralelné se wvzrustajici koncentraci virusu v po-
uzité vakciné. Pouzivani vakcin se zvlasté velkym obsahem virusu nejenom
nevede k adekvaineé vysokému stoupnuti protilatek, nybrz je dokonce neza-
douci proto, Ze vyvolavaji nepfijemné lokalni i celkové reakce. Zjisténo na
p¥. Salkem, Ze 200nasobné zvySeni kvanta virusového proteinu ve vakeiné vede
pouze k Snasobnému zvysSeni titru inhibiéné hemaglutinaénich protilatek, po-
rovnano s obsahem virusu a imunologickou odezvou u kontrolni, nekoncentro-
vané vakciny. Naproti tomu v témzZe pokuse stoupl podet nezidoucich reakci
z puvodnich 15% na 80%.

Bylo nadm rovnéZ jasno, Ze pro svoji vakcinu, jez v kone¢ném provedeni
byla uréena pro ¢lovéka, nemlZeme pouzit plivodni Freundovy metodiky, jak
se nam osvédéila v pokusech na zvifatech. MéEli jsme sice k disposici hod-
- notny lehky parafinovy olej, ale jeho absolutni ¢istota nemohla byt bezpetné
stanovena (kancerogeny). Tim méné nam byla poskytnuta zaruka za &istotu
lanolinu. Proti pouZiti parafinového oleje u ¢lovéka nadm byly uvadény na-
mitky se strany patologl, zatim vice jen theoretické, nebof jejich zavaZnost
jesté nemohla byt v té dob& pokusné ovéfena. Proto jsme se rozhodli prozatim
zkusit pouziti rostlinného oleje (araSidového) a jako stabilisdtoru Al-stearatu,
tedy latek, kterych se nasi Biogenou (zavod Roztoky) pouZiva jako ingredience
k vyrobé depotniho penicilinu.®)

*) Obé substance nam lask. poskytl Ing. Dr Herold, za jehoz ochotu zde vzdé-
vame dik.
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 Vyhodou nami pouzitych substanci je snadna sterilisovatelnost a pak to,
Ze neSkodnost pro ¢lovéka byla ovéfena rozsdhlymi zkuSenostmi s depotnim
pemmlmem

Z vyse uvedenych davodu a téz proto, aby se jasné rprOJewl potencujici ¢
1¢inek maSich adjuvancii, odhodlali jsme se k pouZiti malo koncentrovaného,
ale Zivého chiipkového virusu, o némzZ je znamo, Ze, vstiiknut v malych kvan-
tech parenteralné&, neptsobi toxické reakce a neni schopen vyvolat specifickou
infekeci. Jeho neSkodnost byla tim spiSe zarudena, Ze i zde, jako u zvirecich
experiment(, lipoidni vehikulum nutné zpomalovalo resorpci virusu. Naproti
tomu (i kdyZ mame zajisténo, Ze formol v uZivanych davkéach nejlépe ze v3ech
‘inaktivujicich prostredkli 3etfi antigenicity chiipkového virusu, v3e, jak se
zda, prokazuje, Ze Zivy virus ma prece jen daleko nejlepsi 1mun0genm vlast-
nosti. , |
- Jako antigenu jsme pouzili pouze 3 kmenh chriipkového virusu, a to PRS
(typ A), Rhodes (zastupce A1) a Lee (typ B), adaptovanych na alantoidni vak
kufectho embrya a koncentrovanych pouze adsorpci na erytrocyty s naslednou
eluci do desetiny objemu fysiolog. roztoku (s fosfat. naraznikem pH 7,4).
Virusové eluaty prezkouSeny na sterilitu prolongovanou kultivaci za podminek
aerobnich i anaerobnich. Kvili zvy$eni bezpeénosti byla vSak pres jejich sa-
moziejmou sterilitu pfidana antibiotika v béZzné uzivanych kvantech.

IMUNISACNI POKUSY NA ZVIRATECH.

Ziskané eluaty meély HA titry (vyjadiené puvodnim fedénim — pfed
ptidanim krvinek): PR8 5120, Lee 2560, Rh 5120; byly smiSeny v poméru 3:6:4
(v procentech zhruba 23% : 46% :31%). Kmene Lee jsme pridali dvojnasobné
mnozstvi vzhledem k jeho titru o polovinu nizSimu neZ u PRS. -

Vakecina obsahovala 5120 HA jednotek v 0.5 ccm, t. j. zhruba pro PRS
1770 HA j., pro Lee 1770 HA j.,, a pro RH 1590 HA j. U mnékterych pokust
jsme uZili té% monovalentni vakciny, pfipravené pouze z kmene PRS8, ktera
obsahovala 5120 HA j. v 0.5 ccm. Kontrolou obou vakcin v adjuvanciu byl
tyZ eluit bez pfidani adjuvancii. |

- Priprava adjuvancia: = |

Al-stearat, v predem odvaZeném mnozstvi, se tfe v tfeci misce za prida-
vani araSidového oleje po kapkach, a? vznikne velmi jemna kaSe; doplni se
 za neustdlého tfeni aralidovym olejem tak, Ze Al-stearat v ném tvori 4%
suspensi. Adjuvans sterilisujeme v lahvi¢kdch s gumovym patentnim zaveérem
(po vyssati vzduchu), v pafe p¥i 15 atm. po 20 minut, 2krat, v intervalu
24 hod. K odjuvanciu (teplota 25—30° C) pridavame po kapkach (!) chiipkovy
eluat, neustdle tfepeme, aby vznikla jemnad emulse — tvofeni steinymi dily
adjuvancia a eluatu. Takto pFipravena vakcina se di pfi pokojovych teplotach
dobie nassat do inj. strikaéky siln&jsi jehlou a je dobfe aplikovatelna béznymi
intramuskularnimi jehlami. Lep3i emulgace antigenu, v adjuvanciu (vhodné
zeiména pro vyrobu velkych davek) dosahneme oviem v turmixu.

Metodika vysetfovani ser:

Serologické vySetfovani metodou inhibice hemaglutinace (IHA) provadaéli
jsme modifikaci ustdlenou v na$i laboratoii.”) Vysledky shrnuté v tabulkach,
slouZici ke srovnani imunisaéni kapacity vakcin, byly ziskany vzdy v jednom
sezeni za jednotnych pokusnych podminek. |

Rozdily imunisaéniho efektu ve 2 skupinach vZdy po 3 kréalicich ukazuje
tabulka 1. Kralici skupiny ADJ dostali 1,0 ccm vakeiny s adjuvanciem 1. m.,
kralici skupiny EIL. dostali stejné mnozstvi antigenu (= 0.5 ccm) subkutanné,
tedy cestou, kterou se vakcina bé&zné aplikuje lidem. Clsla znamenaji titry IHA
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protiléhe_'k prok_ézanj’rch v seru kralikl, p¥ibliZné stejné vahy a véku, 27 dni po
otkovani, Néhledé k individudlnim rozdilim v imunitni odpové&di, je rozdil
v imunisaénim efektu vakcmy S ad]uvanmem a samé vakcmy z;evny

Tabulka I

EL AD]
Cislo szntigcn Cislo Antigen
I~ zvitete PR8 | |Lee" Rh zvirete PR 8 Lee Rh
31 64 128 32 35 4096 4096 2048
32 64 128 64 36 4096 2048 512
33 32 ' 128 64 37 1024 256 64

Tabulka 2 ukazuje stejné positivni vliv adjuvancia po aplikaci vakciny
opicim. Slo o opice, které pired ofkovanim nemeély ani stopy IHA protilatek.

-Agkoli jsme tu dali samého eluovaného virusu dvojnisobné mnozstvi nez vak-
- ciny s adjuvanciemi, nedosahly hladiny protilatek po c1stem v1rusovem eluatu

zdaleka té vyée Jako u latky s adjuvanciemi.

B Tabulka 2

Pred vakcinaci 21 dni po vakcinaci
| Ci'aln | - - Antig:n Ci§lﬂ Antigen h
zvilete PR 8 Lee Rh zvirete PR 8 Lee Rh
EL 1. <4 | <4 <4 1. 32 32 16
AD]J 2. <4 <4 <4 2. 256 128 256

Tabulka 3 shrnuje vysledky imunisace dvou skupin kralikt po 4 zvitatech.
Zde bylo uzito monovalentni vakeciny, tvofené eluatem PRS8. Nepotencovany
eluat (EL) byl aplikovan subkutanné, aviak v dvojnasobném mno¥stvi (1,0
cem antigenu), neZz ho bylo podano s adjuvanciem (0,5 cem antigenu). Krev
byla odebrana 27 dni po otkovani a v seru zjisfovan titr IHA protilatek proti

~ PR8. Rozdily imunisa&niho vysledku tu mluvi opét ve prospéch adjuvancia.
'. Tabulka 3 ,

, ADJ EL
| — Cisla zvifat Cisla zvitat
-7 Anti Anti
' Heen 0 | 4 42 43 ntigen 45 | 46 47 48
l PR8 . | 2048 | 2048 | 2048 | 2048 PR 8 256 | 512 | 1024 | 128

Tabulka 4 sleduje ve 3 €asovych intervalech (27, 52, 77 dni) hladiny IHA
protilatek u kralik{, otkovanych monovalentni vakcinou (PR8) s adjuvanciemi
a bez nich. Opé&t tu bylo dosaZeno vakcinou s adjuvanciemi vysokého titru,

~ ktery urditou dobu persistoval, na rozdil od nejednotnych a rychle klesajicich
hladin protilatek po eluitu samém, byf i aplikovaném v dvojnasobném kvantu.

. Tabulka 5 konetné prokazuje, Ze nami uzité adjuvans nema Skodlivy vliv

na virusovy antigen po dobu 160 dni pti teploté + 5° C. I zde jsme uzili vakei-
‘ny moncvalentni (PR8) a v udanych ¢asovych intervalech jsme ji vstfikovali
i. m.po 1,0 cm (= 0,5 ccm antigenu) vidy 2 kralikim, v jejichZ serech, ziska-

- nych 28 dni po otkovani, jsme stanovili IHA protilatky.
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Tabulka 4

AD] EL
Doba po Cislo Antigen . Antigen Cislo
ockovani zvitete PR 8 PR 8 zvifete |
40 2048 1024 47
27 dni
41 2048 128 48
40 4096 256 47
52 dni
41 2048 64 48
40 1024 64 47
77 dni
41 512 32 A8
Tabulka 5 |
Doba uloZzeni vakciny pfi +5 °C
Antigen - - -
21 dni 75 dnd 100 dni 160 dni
2048 1024 2048 1024 _
PR 8 - ' -
2048 1024 . 2048 1024 l

APLIKACE VAKCINY CLOVEKU

'K vakcinaci lidské vzata stejna SarZe ockovaci latky (PRS8, Lee, Rhodes),
jiz bylo pouzito ve vyse uvedenych pokusech se zviraty (s adjuvanciemi), Vak-
cina vstiiknuta — po predbé&Zném prikazu neskodnosti u 3 laboratornich pra-
covniktt — v mnozstvi po 1,0 cem (0,5 cem antigenu) i. m. do levého deltoideu
celkem 20 lidem. Vlastni aplikace je zcela nebolestiva. Vyjimeéné byla udava-
na nepatrna citlivost, spiSe v8ak jen pocit mirného tlaku v misté injekce pri
zvednuti ruky po dobu n&kolika hodin. Zanétlivych priznakd mistnich ani cel-
kové reakce nebylo, po vakcinaci se kazdy vratil bezprostiedné ke své praci.

Kontrolou byl pouze jediny spolupracovnik, jemuz vstiiknut 1 ccm téhoz
eluatu subkutanné, bez adjuvancii. Mistni reakce tohoto otkovaného byla na-

padné velikd (zanétlivy edém a otok), bolestivd a trvala spolu se znatelnou
celkovou odpovédi priblizné 4 dny.

Zmény hladiny protildtek jsme kontrolovali u 8 oCkovanych ].ldl po dobu
10 mésich. Sera z jednotlivych krvi jsme wukladdali pti —15° C a teprve po
ziskani viech vzorkd jsme je vySetfili metodou IHA v jednom sezeni. Nalezene

hodnoty titru prot:llatek byly revidovany 2krat, nékde 3krat qpakova.nou Sero-
reakei.

Otkovani byli v&tsinou studujici mediciny ve véku 21—23 let. Po sledova-
nou dobu 10 mésicli neonemocnél Z24dny z nich (ani nikdo z ostatnich, serolo-
gicky nesledovanych) chorobou, ktera by klinicky odpovidala chfipce, ackoli
v zimé r, 1952—1953 u nas probéhla epidemie chiipky. |

P&t uvedenych grafii ukazuje zmény hladiny protilatek po vakcinaci a od-

povida 4 namatkou vybranym prlpadu:m oékovanyc:h s adjuvanciemi a shora
popsané kontrole.

3
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DISKUSE

I maly potet ndmi sledovanych otkovanych lidi ukazuje znafnou indivi-
dualni rozdilnost v imunitni odpovédi, a to jak kvantitativni, tak i kvalitativni,
na jednotlivé antigeny vakciny. Je tomu piibliZzné& stejné jako u lidi, ktefi
prestali pnrozenou chiipkovou infekci. Niecméné v8ak lze zietelné vidét, Ze ad-
juvans mé znaény vliv na vysku hladiny IHA protllatek a jejich dlouhodobé
pretrvavani nad hodnotami kritickymi pro imunni lidsky organismus, jak Je
zndme ze sledovani protilatek u populace po probéhlé chfipkové viné.

Vysoky titr IHA protilatek proti PR8 pietrvava po dobu 10 mésicu jasné
u 4 ze sledovanych piipadd, u zbyvajicich klesid nepatrné — v ramei metodicke
chyby reakce. Protilatky proti kmenu Rhodes persistuji na dosazeném maximu
po 10 mésict jasn& u jednoho pfipadu, u ostatnich klesaji, rovnéz vSak jesté
v ramci moZnych metodickych nespravnosti. Nejdou ovSem priumérné do teé
- vySe jako protilatky anti PR8. Protilatky anti Lee se vytvarely v nejniZsich

~titrech, av8ak i tyto nizkeé hodnoty ztstavaji stabilni dlouho po otkovani. Kvan- -
titativni rozdily ve vySce titrii protilatek vzhledem ke kvalitativnim rozdilim
jednotlivych antigent (zastoupenych ve vakciné v priblizné stejném mnozstvi)
potvrzuji nasi uZ d¥ivéjsi zkuSenost, Ze kmen PR8 je nejlepsi, Lee nejhorsi anti-

gen z uzitych kmenu.
| Nafemu hodnoceni imunniho stavu po otkovani by se dalo vytknout Ze
jako jeho indikatoru uzivame pouze ]edme serologické zkousky, a to IHA. Pra-
vé v tom si vSak podindme shodné s vétSinou pracovniklt na obdobném the-
maté, ktefi rovnéZz pouzivaji testu ITHA jako bézZného a relativné presnéeho pro-
stfedku, hodnotictho dosaZeny stav imunity. Z domaécich praci poukazujeme
zejména na publikaci Blaskovite a Libikové, kteii celoro¢nim sledovanim hla-
diny protilatek u ofkovanych dobrovolniki nemohli uréit rozdilnost protilatek
merer:sych 2 ruznymi zk-ouék.a-mi, t. j. inhibici hemaglutinace a seroneutra-
lisaci.”)

Hlavnim smyslem nasi prace je zjisténi 2 vyznamnych fakt: 1. PouZili jsme
principu, kteryrn (aé v _podstaté neni novy) jsme dokazali, Ze je mozno za po-
moci u nas snadno a v jakémkoli kvantu dosazZitelnych lipoidnich adjuvancii
vyrobit protichfipkovou vakcinu, ktera u 20 lidi, jimZ prozatim vstfiknuta, ne-
vyvolala nejmensich nepfiznivych nebo obtiznych symptomi. Uznavame, Ze je
podet oékovanych prili§ nepatrny, abychom se mohli odvazit v fomto bodé de-
finitivniho zavéru. V kaZdém piipadé jsou vsak dosavadni vysledky do te
miry povzbuzujici, Ze podle naSeho nizoru stoji za provéreni v Sir§im méritku.
2. Pridani lipoidnich adjuvancii k malo koncentrovanému chripkovému virusu
z alantoidni tekutiny vedlo v naSich pokusech k dlouhodobému a kvantitativne
tak vysokému zvy$eni titru THA protilatek, Ze (posuzovéano podle lidskych pfi-
padi) byly vesmés nad hladinou kritickou pro imunitni stav.

Jasny nedostatek nadi prace je v tom, Ze bylo moZno z technickych divodu
pouzit pouze jediného lidského piipadu jako kontroly, t. j. ¢lovéka imuniso-
vaného bez lipoidnich adjuvanci. Pokusy na zvifatech vSak naprosto zietelné
a jednoznacné ukazuji imunogeni pfevahu virusu, podaného dokonce jen v po-
lovi¢ni davee, ale s lipoidnimi ad]uvanmeml

Jsme si samozre;me védomi toho, Ze nas pracovni postup mebyl optlmahu
jiz proto, ze nami pouzitd lipoidni ad]uvanma jak vyt€eno v uvodu, mohou
davat pouze stiedné dobré vysledky. Pfiznavame, Ze jsme byli sami prekvapem
dosaZenymi imunitnimi hodnotami, zejména u pokusli na zviratech. Zda se, ze
by nami uZity princip adjuvancii s rostlinnym olejem nazna&oval cestu, ktera
by méla byt znovu a bedlivéji prozkoumana, po pfipadé revidovana do pouzi-
telnosti v Sir$i lidské ofkovaci praxi. Soudime totiZ, Ze by rostlinné oleje byly
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~ #lovékem mnohem lépe snasSeny neZli mineralni, a kromé& toho by mimo jiné
odpadla i ta namitka, jiz se obiraji Salk a j., ukazujice na moznost nebezpeti
2z _eventudlniho parenteralniho vpravovani kancerogennich latek do lidského
téla. Jednim z paralelnich cilt naSich orientaénich experimenth je zasadné
upozornit na to, Ze se pouZiti metod s lipoidnimi adjuvanciemi k aktivni imu-
nisaci nabizi ve stale stoupajicim méritku nej en pro laboratorm a veterinarni,
nybrz i humanni praxi. | ) ;
- Z literatury je znamo, e po Wardové a Freundové™) prikazu o moZnosti
potencovani antigenicity poliomyelitického virusu bylo tohoto principu ve vel-
‘kém pouzito Salkem nejenom na opicich,”) nybrz u ¢lovéka pro formalinisova-
ny virus polio ze tkatiovych kultur.”)
Posledni autor byl také patrné prvni, ktery po Friedewaldovych™) a Vlast-
nich pokusech na zviratech provedl rozsdhlou ot¢kovaci kampan proti' chiipce
u lidi vakcinou s adjuvanciemi. Jak jsme si dodateéné ovéfili ze Salkovy préce,
jeZ nam byla v dobé naSich prvnich pokust neznama, dospél tento autor k stej-
‘ne zkuSenosti jako my, Ze se totiZ intramuskularni vsti¥ikovani vakeiny s adju-
vanciem nejlépe snasi a je imunologicky nejhodnotnéjsi. Salkovy vysledky po-
chomtelné jesté daleko pred¢i naSe vlastni, z¢asti nesporné pro mnohem vy§§i
u¢innost mineralnich hpo:ldmdh adjuvancii. Ohromny material, ktery Salk uva-
“di ve své posledni praci®) (vysledky otkovani u 20 000 lidi s kontrolcm hladiny
IHA protilatek aZ po dobu 2 let), ukazuje jasn& na veliké a nefekané moZnosti,
které se otviraji do budoucna takto uzplisobenym metodam aktivni imunisace.

SOUHRN

Autofi uvadé&ji v pfehledu moznosti aktivni imunisace proti chripce a
hodnotl ]E‘JICh pra*ktmkou pouzitelnost i vysledky u ¢lovéka. |

~ V préci [podrolbme propracovan princip aktivni imunisace s lipoidnimi adju-

'vanciemi, a to zhruba podle metody Freundovy, modifikovany autory tak, Ze

je misto parafinovaného oleje uzito oleje arasidového a jako emulsﬁilk.aéniho
~ prostiedku aluminiumstearatu.

Chripkova vakecina tohoto slozeni byla vyzkouSena v radé pokulsu na kra-

licich a 2 opicich na neSkodnost a antigenni téinnost; vstrikovana byla intra-
muskularné. Za kontrolu slouzila zvifata souc¢asné otkovana podkozné touz vak-
cinou bez lipoidnich adjuvancii, ale v dvojnasobné koncentraci.
- Vakcina byla snasena bez reakei. Jeji imunogenni u€inek hodnocen IHA
'1‘*'~-*“"'reakcl ‘Pokusy mna kralicich vesmés prokazaly wvelikou superioritu vakciny
- “s'adjuvanciemi jak do vyS$e titri protilatek (proti kontrole aZz 30nasobné vyssi
titry), tak zejména do délky trvani jejich hladiny (u kontrol za 77 dni poklesla -
aZ k nespecifick{m titrim [32, 64], vlastni pokus v téZe dobé jesté IHA tltry
512 @a 1024).

Na zvitatech vyzkouSend vakcina byla vst¥iknuta také 20 dobrovolnikiam
mtramuskularné do deltoideu v davce 1,0 cecm (0,5 cecm virusové smési). Vybrani
vétSinou mladi lidé mezi 21—23 lety, pouze nékolik stardich; 48 aZ pres 50 let.
- Kontrolou byl jediny laboratorni pracovnik, jenz obdrzel 1,0 ccm virusove
-smesi bez lipoidid podkoZné.

- O¢kovany pouhou virusovou suspensi mé] znatnou, asi 4 dny trvajlcl re-

"akcl vsichni ostatni — oékovani s adjuvanciemi — neudavah nejmensi, at
| 'subjektlvm at objektivni obtizZe. |

.. - Imuni stav 8 odkovanych sledovan rovnéz IHA reakci po dobu az 10 me-
>$1c11 Kontrola vykazovala pomé&rné rychly spad titru protilatek piribliZné do
3 mémcﬁ Oékovam s adjuvanciemi, a¢ individuidlné velmi.rizné, zachovavali

A
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vesmes titry protﬂatek po celou dobu pokust nad hladmu krlhckou pm stav
imunni pohotovosti.

Autori nechtédji &init ze své préce zadne deflmtwni uzavéry platné pro'
¢lovéka, nebof uznavaji, Ze pocet otkovanych byl p#ili§ maly. Pokusy na zviia-
tech mluvi jasné ve prospéch -adjuvancii. Bezvadna tolerance u lidi a jejich
protilatkova odezva toto zjiSténi prozatim potvrzuje.

SloZeni vakcmy neni optiméalni (mineralni olej z davodd, je vytyéeny

v praci, nahrazen rostlinnym), presto viak vysledky po jejim pouZiti jsou do

té miry povzbuzujici, Ze vybizeji k Gvaze o prohloubeném prostudovam a po-
uziti této i podobnych metod

- BbIBOJbI

ABTOpBI NPHBOAAT 0630p BO3MOMNHOCTEH aKTHBHOI MMMYHH3alHH IPOTHB I'pHNNa U oOLe-
HHBAIOT HX MNPAKTHYECKYI0O NPHMEHHMOCTb M pPe3YATaThl y HeAOBeKa

[loapo6uo paspabGoran npHHUMN aKTHBHOIM HMMYHHBAIHH [PH NPHMEHEHHH AHMOHAHBIX
BCIOMOraTeAbHbIX BellecTB, B of6mux dYeprax mo Meroay (Dpeiinza, moanpusmuposannom asTo-

paMH TaK, YTO BMECTO Mapa()MHOBOTO MacAa NPHMEHEHO apaXHZHOE, a B KadeCTBE BMYAbCH-
pYyIOLIero BelleCTBA — CTeapaT aAOMUHUA, |

[punnosnas BakyHHa Takoro cOCTaBa HMCCAeAOBaAaCh B pAje ONBITOB Ha KPOAHKAX H
2 o6esbsiHaX Ha G6e3BPEAHOCTD H AHTHTEHHYIO A€HCTBEHHOCTb; BaKIHA BIPBICKHBAAACD
B Mmpimuy. B xadecTBe KOHTPOASR 6bIAM B3SATH KHBOTHDIE, KOTOPHIM OAHOBPEMEHHO OblAa CAE-

AaHa TNOJAKOXKHAs INPHUBHBKA TOM :Ke BaKLHHBL 6e3 AHMNOHAHBIX BCIOMOTaTeAbHBIX CpPeJCTB, HO
B YABOCHHOH KOHIIEHTPAIIHH, |

Ilpumenenne BakyguHN He BbisbiBaAo peakuuil. Fe mMMyHorenHoe aefiCTBHe oleHMBaAOCD
peakuuend TOPMOMEHHsI reMarraloTHHanuu. OnNbITHL Ha KpPOAMKax JOKa3aAH GOAbIIOe mpe-
MMYIIECTBO BaKUUHBI CO BCIIOMOFaTEAbHBIMH CPEACTBAMH, KaK B OTHOIIEHHH BbICOTHI THTPA
aHTHTeA (10 CPaBHEHUIO ¢ KOHTPOADHBIMH THTPHI GbiAM Zaxe B 30 pas Bblme), Tak 0coGeH-
HO B OTHOIIEHHH JOATOBPEMEHHOCTH HX YPOBHA (Y KOHTPOABHBIX MHBOTHBIX Yepe3 77 ZAHeH
yPOBEeHb MOHH3HACA HAa BbICOTY Hecnenudmaecknx tutpoB (32, 64), caM e ONBIT B To Xxe
BpeMs NOKa3blBaA elle THTPH TopMo:enus remarrarorunanmn (312 u 1024).

Hccaeaonannas Ha :XHBOTHDIX BaKiHHa GbiAa BOPBHICHYTA Takxke 20 aoﬁpoao;\bgam B E€AD-
ToBuznyro mpimny B gose 1,0 ma (0,5 ma Bupycnoii cmecn). Jaa atoit gean 6piam us6pa-
Kbl B OOABHIHHCTBe Moaoable AWAH oT 21 a0 23 AeT, TOABKO HECKOABKO 6BIAG NOXKHABIX,
n BospacTe 48 u Bome 50 aer. B kauectBe KoMTpoas 6bIA OAMH TOABKO AA60PAaTOPHBIN
paboTHHK, noayuusmui noa xoxy 1,0 Ma BHpycHOH cMmecu Ges AmmouzoB.

Y auya, xoropoMy 6hira caeAraHa PHBHEKA OZHOH TOADKO BHPYCHOH B3BecH, Gblra 3Ha-
YHTEAbHAs, IPOAOAKAIOMIAACA OKOAo 4 aMeH, peaKpusi; BCe 2te OCTaAbHbIe AHIA, KOTOPBIM

OmAa cJeraHa NPHBHBKA €O BCIIOMOTaTeAbHBIMM CpeACTBaMH, He Hme.m HAHIICHBIIUX, KakK
CYOPEeRTHBHDIX, TaK H OODEKTHBHBIX KaAo0, -

Cocrosnue ummynureTa 8 AMU HccAeZ0BaAOCh TaK:Ke NPH MOMOILH PEAKIMH TOPMOMECHHA
reMarrAloTHHallHe B TedeHne jaxce 10 mecsaueB. B KoHTpoAbHOM cAydae 6bIAO YCTaHOBAEHO
CPABHHTEAbBHO GbICTPOE NMajeHHE THTPAa AHTHTEA NPUOGAHSHUTEABHO B TeueHMe 3 MecsleB. Y AHI,
KOTOPHM 6biAa CAEAaHa NPHUBHBKA CO BCIOMOTaTEAbHBIMH CPeJCTBAMH — XOTA HHAHBHYaAb-
HO BechMa Pa3AMYHO — COXPAHHAMCb THTPBI aHTHTEA B TEUEHHE BCEro BPEMEHHM OMDBITA BblIIe
YPOBHSA, KPHTHYECKOro XAl COCTOSHHS HMMYHHOH TOTOBHOCTH.

ABTopH He CYMTAIOT BO3MOMHDIM Ha OCHOBaHMH cBOeH paboOTbl CAEAaTb KaKoe-AMGO OKOH-
JaTEAbHOE 3aKAIO9EHHMe, HMMeEIoIlee CHAY JAASA 4YeAOBeKa, T. K. NPHBHAIOT, UYTO KOAHYECTBO AHI,
KOTOpHIM ObiAa cAeAaHa NPHBHBKA, 6bIA0 cAMIIKOM Maaoce. OnbiThl Ha KHBOTHBIX fACHO YKa-
3BIBalOT Ha BHIoAY BCNOMOraTEABHBIX cpeAcTB. Xopoluas BbIHOCAHBOCTb Y AKOJAEH H HX
PEaKLHA CO CTOPOHDI AHTHTEA IIOKa IOATBEP:KAAIOT 3TO YTBEPXKIAEHHE,

CocTaB BakKIMHbBI He SABASeTCA ONTHMaAbHbBIM (MHHEpaAbHOE MacCAO, MO NPHYHHAM MNPH-
BeAcHHbBIM B paboTe, 3aMEHEHO PACTHTEAbHBIM), HO, HECMOTPS Ha STO, PESYADTaTHl €€ INpPHMe-
REHHSA ABASIOTCH TaK MOOUIPAIOIHHMH, YTO BBI3bBIBalOT K OoAaee myﬁoxomy H3YVICHHIO H MpPH-
MEHEHHIO IIpeJAaraeMQro H INOoZOOHBIX MeTOJOB. Mn.
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| | - SUMMARY |
The possibilities are reviewed of active immunisation against influenza and its prac-
. tical use and results in man are evaluated. ; | o - |

The principle of active immunisation with lipoid adjuvants has been worked out in

L

-~ detail, roughly along the lines of Freund’s method, modified by the authors in that

instead of paraffin oil peanut oil is used -and aluminiumstearate as an emulsifying agent.

The influenzal vaccine of this composition, administered intramuscularly, was tested
in a series of experiments on rabbits and two monkeys for its harmlessness and antigenic
efficacy. The control group was made up of animals, simultaneously inoculated subcuta-
neously with the same vaccine without lipoid adjuvants but in double concentration. |

The vaccine was tolerated without reactions. Its immunogenic effect was evaluated
by the IHA reaction. All the experiments on the rabbits proved the superiority of the

~ vaccine with the adjuvants, both with regard to the antibedy titres (up to 30 times

higher than in the controls) and especially to the duration of their level (in the controls
after 77 days it declined down to non-specific titres (32, 64), whilst at the same time
the experiment proper still IHA titres 512 and 1024). -

After being tested on animals the vaccine was also injected intramuscularly into
the deltoid of 20 volunteers in a dose of 1,0 ccm (0,5 ecm of virus mixture). Mostly
young persons between the ages of 21—23 years were selected, there were only few
older ones from 48 to over 50 years. The only control was a laboratory worker who was
given 1,0 com of virus mixture without lipoids subcutaneously. \

The one inoculated with the virus mixture had a considerable reaction, lasting
-approximately - 4 days, whilst all the others inoculated with the adjuvants did not
complain of the least difficulty nor were there any untoward signs.

The state of immunity in the 8 inoculated subjects was also followed by the IHA
reaction over a period of up to 10 months. The control showed a comparatively rapid fall
in antibody titre within approximately 3 months. Those inoculated with the adjuvants,
though widely varying individualy, retained invariably all along titres above the critical
level of immune alertness. |

The authors-do not propose to draw any definitive conclusions, valid for man, for
they realise that the number of inoculated subjects in this work is too small. The expe-
riments on the animals speak clearly in favour of the adjuvants. This finding is, for the
time being, confirmed by the perfect tolerance in human beings and their antibody
responses. ' - | : |

The composition of the vaccine is not optimal (the mineral oil was for reasons given
in the paper, substituted by vegetable oil), nevertheless the results following its use
are s0 much encouraging that they call for a thorough exploration and utilisation of this
and similar methods.
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