
better yields. A simple method for the production of fibrinogen, gamma-globulin and 
albumin is mentioned. Finally the properties of these fractions and the possibilities of 
their use in medeein are recalled. 
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Ueber die Herstellung und PriJfung der SALK-Vakzine 
yon Dr. G. Weisflog, Sektionsehef am Eidg. Gesundheitsamt, Bern 

Der  Surgeon-General  der  Vereinigten S taa ten  ha t  die Salk-Vakzine im Mai 
1955 wie folgt umschr ieben:  (~ Die Vakzine wird derar t  hergestell t ,  daf~ der in 
ihr verble ibende Rest  an infekt iSsem Virus un terha lb  einer Konzen t r a t i on  
bleibt, welche vermi t te l s  Gewebekul tur  oder  am Affen gefunden werden kann  
oder  die fiir den Mensehen schiidlieh ist. ,) 

Der  Impfs tof f  bes teht  aus einer vermit te ls  Formal in  inakt iv ie r ten  Suspen- 
sion von Poliomyeli t isvirus,  die aber  die Bi ldung von Ant ikSrpern  noch aus- 
15sen kann.  E r  ist das Resu l ta t  einer rap iden  Entwicklung  und  in tensiven For-  
schung, welche dank  der gro~ztigigen finanziellen Unters t t i tzung durch  das 
amer ikanische  Pub l i kum ermSglieht  worden  ist. 

Dr. Jonas  Salk, nach dem der Impfs toff  benann t  wird, konn te  sich au f  
folgende grundlegende Erkenn tn i s se  stt i tzen. 

1. Enders ,  Weller  und Robb in  haben 1949 Poliovirus erstmals auf  extra-  
neura lem Gewebe in v i t ro  gezi ichtet .  

2. 1951 wurde  es klar, daG mindes tens  drei  immunologisch verschiedene Virus- 
a r ten  bestehen,  deren P r o t o t y p e n  folgende Namen  t ragen:  Brunhi lde  (Name 
eines Schimpansen  ), Lansing (Stadt  in Michigan) und  Leon (Knabenname  
aus Los Angeles). Die drei T y p e n  waren  somit  im Impfstoff  zu beriieksiehti- 
gen. 

3. Neben  die frtihere Hypo these  eines s treng neuro t ropen  Infekt ionsweges 
t r a t  die E rkenn tn i s  einer mSglichen Viri~mie als t ransi tor iseher  Zus tand  
zwischen primi~rer, indifferenter  In fek t ion  des Magen-Darm-Traktes  und  
irreversibler  In fek t ion  des Nervensys tems.  Die Anwesenhei t  y o n  Poliovirus 
im Blur  wurde  durch  d i rek te  Isolierung, die Unte rb reehung  des Zyklus 
dureh  Verabre ichung yon  Gammaglobul in  im Tierversuch sowie in den 
Fe ldversuchen  der J ah re  1952 bis 1953 bewiesen. Der  stat ist isch ermi t te l te  
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kurze Schutzwert jener Aktion (2. bis 6. Woche nach der passiven Immuni- 
sierung) und die UnmSglichkeit, ausreichendes Material zu beschaffen, deu- 
ten jedoch die Grenzen eines solchen Unterfangens an. 

Von einer aktiven Immunisierung wurde eine unmittelbare AntikSrper- 
bildung zur Blockierung des Ubertri t ts  yon Virus aus der Blutbahn ins Zentral- 
nervensystem und, im Hinblick auf eine sp~tere infektion, eine ausreichende 
Sensibilisierung erwartet. Die Polio-Impfung sollte somit die Funktion der 
Erstinfektion fibernehmen, was in einer BevSlkerung, die zufolge guter hygieni- 
scher Verh~ltnisse fiber keine natfirliche Feiung mehr verffigt, eine gro6e Be- 
deutung haben kann. Die Frage nach der Form des Impfvirus - lebend oder 
inaktiviert - kann in einem Zeitpunkt, wo die drei Virustypen durch Adapta- 
tion an fremde Wirte ihrer humanpathogenen Eigenschaften noch nicht mit 
Sicherheit beraubt  sind, nur zugunsten des inaktivierten Virus ausfallen. Die 
Bedeutung der Gewebekultur als virologische Methode muB auch yon der in- 
dustriellen Produkt ion aus gesehen mit Nachdruck betont  werden. Die im 
wissenschaftlichen Laboratorium mit Vorteil verwendeten humanen embryo- 
nalen Gewebe aus Muskel, Niere, Lunge, Testikel usw. kommen ffir die indu- 
strielle Vakzineproduktion aus naheliegenden Grfinden nicht in Frage; die 
HELA-Zeile arm karzinomat5sem menschlichem Tumor, die seit 1951 in vitro 
unterhalten wird, dfirfte ffir die Herstettung eines Injektionsmittels bis auf  
weiteres ebenfalls ungeeignet sein. Vergleichende Untersuchungen mit ver- 
schiedenen Organen des Affen haben Dr. Salk bewogen, der Affenniere als Aus- 
gangsmaterial ffir die industrielle Produktion yon Gewebekulturen den Vorzug 
zu geben. 

Aul~er der laufenden Beschaffung der lebenden Affen und geeigneter Ni~hr- 
medien, stellen der Unterhalt und die Erneuerung yon Gewebelculturen und die 
Sterilhaltung yon der Autopsie bis zur AmPulle schwere Probleme ffir die in- 
dustrielle Massenproduktion dar. ])as Prozedere kann wie folgt skizziert wer- 
den: ]:)as Tier wird unter An~sthesie entblutet, die Nieren entnommen und 
eine Nekropsie unter  besonderer Berficksichtigung yon Lunge und Mitz durch- 
geffihrt. Die Nieren werden ohne Zeitverlust yon der Kapsel und yore Binde- 
gewebe befreit, mit der Schere rein zerhackt, gewaschen und in einer N~hr- 
15sung, genannt TCM 199 nach Morgan, Morton und Parker, suspendiert. Diese 
enth~lt etwa 50 Komponenten,  worunter Aminosauren, Dextrose, Vitamine, 
Mineralsalze usw. Der Verwendung yon tierischem Eiwei], wie Pferdeserum, 
Htihnerembryonalextrakt,  Amnionfltissigkeit, Laktalbuminhydrolysat,  als 
Wachstumsfaktoren ist wegen der Sensibilisierungsgefahr gewisse Grenzen ge- 
setzt. Durch Trypsinisieren mit ¼ Prozent Difco-Trypsin wird das Gewebe 
aufgeschlossen und der Prozei] im geeigneten Moment in der Ki~lte unter- 
brochen. Die Herstellung einer brauchbaren Zellsuspension erfordert einige 
Ubung und ist zeitraubend. Ein Nierenpaar liefert etwa 1,5 bis 2 Gramm Zell- 

155 



sediment, aus dem mit N~hrmedium die gewfinschte Suspension yon beispiels- 
weise 100 Mflligramm Zellen/4 ecm hergestellt wird. 

In  Kulturfiasehen gebraeht und schwach mit Ni~hrmedium bedeckt, zur 
Erzeugung eines regelm~t3igen Waehstums in konstanter Schaukelbewegung 
gehalten, entwiekelt sich bei 36 bis 37 ° auf  dem Glasboden ein mehr oder weni- 
ger zusammenhi~ngender Zellrasen. Das gfinstigste PH ffir das Zellwachstum 
liegt bei 7,2 bis 7,4 und wird mit Phenolrot markiert. Gut wachsende Kulturen 
veri~ndern die Wasserstoffionen-Konzentration ziemlich rasch und werden mit  
Bikarbonat nStigenfalls wieder alkalisch gemacht. Das optimale Zellwachstum 
ist in 7 bis 8 Tagen erreicht. Die Nahrl5sung wird in diesem Stadium erneuert 
und mit Virus infiziert, worauf nach etwa vier Tagen eine brauchbare Virus- 
konzentration gewonnen, iiltriert und titriert werden kann; ein Titer von 10 -6 
wird als brauchbar bezeicl~net. 

Zur Inalct]vierung des Virus bei 36 ° C dient Formalin in einer Endverdfin- 
nung yon 1 : 4000. Durch laufende Proben erstellt man eine Inaktivierungs- 
kurve und verl~ngert die Kontaktzei t  fiber die Nullinie hinaus im Sinne einer 
Sicherheitsmarge. Das Formalin wird in der Folge mit Natriumbisulfit neutra- 
lisiert. Es ist klar, dai3 bei der Inaktivierung die grSl3te Sorgfalt aufgewendet 
werden mul3. 

Uber die Pra/ung yon Poliomyelitis-Imp/sto]/en hat das National Inst i tute 
of Health in Washington am 12. April 1955 sogenannte Minimalan/orderungen 
herausgegeben, die inzwischen dutch vier Supplemente erg~nzt bzw. versch~rft 
worden sind (19. April, 26. Mai, 10. September, 11. November 1955). Die eben- 
falls 1955 im (~ Hessischen Staatsanzeiger ~ publizierten deutsehen Vorschriften 1) 
deckten sich weitgehend mit den ersten U. S. (~ Requirements ~)2) und umfaBten : 

a) eine klinische und pathologisch-anatomische Untersuchung der Affen, deren 
Nieren ffir die Gewebekultur zur Herstellung yon Impfstoffen verwendet 
werden; 

b) die Typenbestimmung; 
e) die Bestimmung des Infektionstiters; 
d) die ~essung der Inaktivierungsgeschwindigkeit sowie 
e) den Nachweis des Freiseins yon vermehrungsfahigem Kinderli~hmungsvirus 

und anderen Keimen; 
die Prfifung auf  Sehutzkraft. 

Jede inaktivierte Virussuspension wird vorerst einem Sicherheitstest au[ 
Gewebelculturen unterzogen und nach einem eventuellen zytopathogenen Effekt 
gefahndet. Der Mnsteranteil am Gesamtvolumen, das Verhaltnis Inokulum zu 

f) 

1) Die deutschen Minimalanforderungen 1955 sind gegenwartig sistiert und werden tiber- 
arbeitet. 

~) Wir b e s c h r ~ k e n  uns auf die Darstellung der Grundztige des Verfahrens unter bewui3tom 
Verzicht auf unz~hlige Einzelheiten. Auf die in den U.S.-Anforderungen eingetretenen Modi- 
fikationen wird zurtickgekommen. 
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N~hrfliissigkeit und die Zahl der Proben ist genau vorgeschrieben. Nach einer 
Beobachtungszeit yon 7 bzw. 14 Tagen werden Subkulturen angelegt. Analog 
wird mit der fertigen Mischung der drei Virussuspensionen verfahren. 

Ein zweiter Sicherheitstest wird am lebenden Alien (Rhesus- oder Cynomol- 
gus-Affen) durch intramuskul~re bzw. intrazerebrale Beimpfung geffihrt. Bei 
s~mtlichen Affen ist am Ende der Beobachtungszeit oder unmittelbar nach 
vorzeitigem Tod eine histopathologische Untersuchung, besonders von Hirn 
und Riickenmark, alff Anzeichen von iibertragbarer Kinderl~hmung vorzu- 
nehmen. Die Gewebekultur wird als empfindlicher als der Affe bezeichnet. Der 
verprfifte Musteranteil pro Herstellungscharge ist betr~chtlich und betr~gt in 
den USA 4 ½ Liter, unabh~tngig vom Produktionsvolumen. 

Parallel wird auf Abwesenheit yon vermehrungsf~thigem B-Virus (Sabin) 
am Kaninehen und yon vermehrungsf~thigem Virus der lymphozyt~ren Chorio- 
meningitis an der Maus geprfift. 

Pr~/ung au/ Schutzkra/t des Imp/sto//es. Die amerikanischen Minimum 
Requirements lassen die Wahl zwischen einer Gehaltsbestimmung der neutrali- 
sierenden Antik5rper im Serum geimpfter M~use oder geimpfter Affen. In 
Schweden beurteilt S. Gard den Impfstoff an Hand der grSBten Verdfinnung, 
die im Meerschweinchen noch AntikSrper bildet. Die deutschen Minimalanfor- 
derungen bedienen sich fiir den Wirksamkeitstest ebenfalls des Meerschwein- 
chens; durch Herzpunktion yon 15 Tieren werden im Abstand yon drei Wochen 
vor und naeh der Impfung Mischseren gewonnen; ein minimaler Titeranstieg 
um das Vierfache ist ffir die Zulassung Bedingung. Die Auswertung erfolgt 
gegen 50 oder 100 DCPm (Dosis cytopathogenia media) der drei Typen, die 
Beurteilung an Hand des zytopathogenen Effektes oder im sogenannten 
p~-Test; bei dieser letzten Methode macht  man sich den rotgelben Farbum- 
schlag des Indikators Phenolrot in wachsenden bzw. durch Virus geschi~digten 
Gewebekulturen Z u 1Nutzen, um den Antik6rpertiter des Serums zu bestimmen. 
Der Wirksamkeitstest ist natfirlich nur yon relativem Wert und nur bedingt 
auf den Menschen fibertragbar; auch gibt er keine Auskunft fiber die Dauer des 
Impfschutzes. 

Grundsi~tzliche Unterschiede in der Herstellungstechnik der verschiedenen 
inaktivierten Impfstoffe sind heute nicht bekannt. Dagegen werden nicht yon 
allen Herstellern die gleichen Virusst~mme verwendet : 

USA, Canada 
D~nemark, Deutschland 

England 

Sfida~ika 

Mahoney, MEF I, Saukett 
Brunhilde, MEF I, Saukett 

Brunhildel), MEF I, Saukett und 
Brunhildel), YSK, Leon (Versuch 1956) 
Brunhilde, Collans, Templeon (letzte zwei lokaler 
Provenienz) 

1) Von Sabin durch Passage iiber Schimpansen abgeschw~chte Variante. 
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Der deutsche Impfstoff (Behringwerke) enth~lt im Gegensatz zum amerika- 
nischen Impfstoff Aluminiumhydroxyd als Aktivator, yon dem man sich eine 
Verst~rkung der immunisatorischen Wirkung verspricht. Das Garantiedatum 
des amerikanischen Impfstoffes betr~gt seehs Monate, dasjenige der deutsehen 
Impfstoffe 12 Monate. Die amerikanischen Vorschriften lassen folgende Kon- 
servierungsmittel zu: Thimerosal kombiniert mit dem Komplexbildner Na- 
trium-Jkthylendiamintetraessigs~ure (Versene), Benzethoniumchlorid (Pheme- 
rol), eine quatern~re Ammoniumbase und Nipacombin. 

Die mit der Polio-Impfung in Zusammenhang stehenden Impfzwischenfalle 
in den USA sind zur Genfige kommentiert  worden. Nachdem der unter der Be- 
zeichnung ~ Francis-Report ~ bekannte ausffihrliche Bericht des ~ Poliomyelitis 
Evaluation Center, University of Michigan ~> den Erfolg des gro~en Feldversuches 
1954, welcher 1 829 916 Kinder (Geimpfte, Ungeimpfte und Placebos) umfa~te, 
verkfindet hat te  und die Massenimpfung 1955 bereits organisiert war, sind eine 
Reihe yon Impflingen (79) im Zeitraum von 4 bis 14 Tagen erkrankt und haben 
teilweise weitere Personen ihrer Umgebung angesteckt. Der verantwortliche 
Impfstoff ents tammte zum grSl3ten Teil aus der gleichen Produktionsstatte, 
w~hrend i m selben Zeitraum etwa 4 ~iillionen Dosen anderer Provenienz ohne 
Zwischenfatle verabreicht worden sind. Die ]~berprfifung der Fabrikations- 
technik und Kontroltmethoden ffihrte zu folgenden Erw~gungen: Gestfitzt auf  
die Salkschen Versuche wird angenommen, dab sich die Formalin-Inaktivie- 
rung als Reaktion erster Ordnung vollzieht; die Beziehung zwischen dem 
Logarithmus der Konzentration des lebenden Virus und der Inaktivierungs- 
dauer kann als Gerade dargestellt werden; diese schneider die Abszisse im all- 
gemeinen am dritten Tag. Wird die Inaktivierung im Sinne einer Sicherheits- 
marge bis am 9. Tag verl~ngert, so durfte auf  Grund der Laboratoriumser]ah- 
~ungen eine absolute Sicherheit angenommen werden. In der industriellen Pro- 
dulction verlief nun aber die Inaktivierung nicht immer linear, was nach Auf- 
fassung des ~ U. S. Technical Committee on Poliomyelitis Vaccine ~ auf die An- 
wesenheit von Virus-Aggregaten (Mitwirkung yon Reaktionsprodukten der 
bIahrflfissigkeit, Prazipitate usw.) und damit  von durch Formalin nicht erreich- 
baren Virusteitchen zurfickzuffihren ist. Das neueste Supplement der offi- 
ziellen Prfifungsvorschriften verlangt daher, dab am Ende der ersten Inakti- 
vierungsperiode eine zweite Seitzfiltration eingeschaltet wird; die genannten 
Pr~zipitate oder Aggregate sollen beseitigt werden. Die Bestimmungen wurden 
auch in dem Sinne versch~rft, dab pro Herstellungssatz nunmehr mindestens 
4½ Liter auf Gewebekulturen verprfift werden mfissen, w~hrend zu diesem 
Zweck frfiher durchwegs 1%0 des Lots aufgewendet wurde. Das erhShte Kon- 
trollvolumen soll mit einer ~ahrscheinl ichkeit  yon 0,99999 die Abwesenheit 
von mehr als ffinf infektiSsen Einheiten pro Liter garantieren (5 Einheiten als 
Basis der Berechnung angenommen). Als weitere Neuerung wird beim Un- 
seh~dlichkeitstest am Affen gleichzeitig 200 mg Cortisonazetat gespritzt, nach- 
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dem als erwiesen gilt, dab die Anfi~lligkeit gegeniiber gewissen Infektionen, im 
besonderen Virusinfektionen, durch Cortison gesteigert wird. (Nach anderen 
Informationen soll eine zeitliche und graduetle Staffelung der Cortisongaben 
vorzuziehen sein.) SehlieBlich wurde der Zusatz yon Konservierungsmitteln, 
der vortibergehend aufgegeben war, ~ wieder eingeffihrt. 

Die allgemeine Tendenz geht somit dahin, das zu verprtifende Volumen zu 
erhShen, die Empfindlichkeit der Kontrollmethoden zu steigern und besonders 
virulente Virusst~mme, vorab der Mahoney-Stamm, auszuschtiet3en. Die Prti- 
fung des Impfstoffes ist aber nicht nur ein quantitatives Problem - der Auf- 
wand an Ni~hrb6den ist auBergewShnlieh groB -, sondern steht auch in engem 
Zusammenhang mit der Empfindlichkeit der Affennierenzellkulturen und Test- 
tieren gegentiber eventuellen Virusresiduen. Es ist daher erstrebenswert, die 
einzelnen Chargen nicht nur dureh den Herstetler, sondern Lot ftir Lot noch 
dureh mindestens einen zweiten Prtifer kontrollieren zu lassen. 

Die in der Schweiz geltenden Vorschri/te~ fiir das Inverkehrbringen yon 
Impfstoffen ganz allgemein verpflichten das EidgenSssisehe Gesundheitsamt, 
von jeder Herstellungscharge, gleiehgtiltig ob sie im Lande hergestellt oder im- 
portiert wird, Muster auf Unschi~dlichkeit und soweit mSglich auf Wertigkeit 
zu prtifem Das Gesundheitsamt verftigt zur Prtifung des Polio-Impfstoffes tiber 
ein kleines Laboratorium, in dem die Prtifung auf Abwesenheit von ver- 
mehrungsfahigem Virus in der Affennierengewebekultur durchgeftihrt werden 
kann. Die Wertigkeit wird am Meerschweinchen gemessen. Setbstversti~ndlich 
ist das Laboratorium auch in der Lage, Humanseren auf ihren Gehalt an neu- 
tralisierenden AntikSrpern zu prtifen (vor und nach der Impfung). 

Die Ereignisse der tetzten Monate und die Verbesserung der Herstellungs- 
technik bzw. Kontrollvorschriften haben zu einer Verlangsamung der Produk- 
tion und der Verteilung des Salk-Impfstoffes geftihrt. Epidemiologen und Sta- 
tistiker sind zu einer kritisehen Wtirdigung der bisherigen Resultate und der 
weiteren Entwicklung gesehritten, die noeh nieht in allen Teilen abgekl~trt ist. 
Insbesondere werden in n~chster Zeit Fragen der Impfschutzdauer, der Sensi- 
bilisierung der untern Altersklassen und des Einflusses auf  die nattirliche 
Durchseuchung AnlaB zu ausgedehnten Studien geben. 

Zusammen]assung : 

Man erwartet yon der aktiven Immunisierung mit Poliomyelitis-Impfstoff eine 
Blockierung des Virus im transitorisehen Zustand der Vir~mie und, im Hinbliek auf 
spatere Infektionen, eine ausreiehende Sensibilisierung. Die Frage nach der Form des 
Impfstoffes - lebend oder inaktiviert - kann heute nur zugunsten der formalininakti- 
vierten Vakzine naeh der Methode Salk ausfallen. Die Gewinnung brauehbarer Virus- 
konzentrationen erfolgt aus der fiberstehenden N~hrl6sung von Affennieren-Zellkulturen. 
An Hand einer Inaktivierungskurve, deren linearer Verlauf zur Diskussion steht, ist die 
Inaktivierungsgesehwindigkeit festzustelten. Die Inaktivierung entscheidet fiber die 
Sicherheit der Vakzine (Abwesenheit yon vermehrungsf~higem Virus) und den Verlust 
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an antigener Wirkung. Eine strenge Sicherheits- und Wirksamkeitskontrolte mit  gr6i]e- 
ren Muster-Votumina jedes Herstellungssatzes .ist angezeigt; der Sicherheitstest wird 
sowohl am lebenden Affen als auch auf  Gewebekulturen fiber drei Passagen geffihrt. Der 
personelle und  materielle Aufwand ist groi]. Die in letzter Zeit vorgenommenen techni- 
schen Verbesserungen bezfiglich Fabrikation und Kontrolle werden in groi]en Ziigen be- 
schrieben. 

Rdsumd: 

L'imm~misation active au moyen du vaccin antipoliomy~litique est appel~e ~ blo- 
quer le virus dans l '~tat transitoire de la vir~mie et, eu ~gard aux infections ult~rieures, 

produire une sensibilit~ suffisante. La question du vacein - v ivant  ou inactiv~ - dolt 
~tre r~gl~e aetuellement en faveur du vaccin inactiv~ ~ la formaline, d'apr~s la m~thode 
Salh. Des concentrations ad~quates de virus sent  r~cup~r~es du milieu surnageant de cul- 
tures de reins de singes. La rapidit~ d ' inact ivat ion est ~tablie au moyen d 'une courbe 
d' inactivation dent  le trac~ lin~aire est encore en discussion. L' inactivation d~eide de la 
s~curit~ du vaccin et de ta perte de capaeit~ d'immlmisation. Un contrSle serr~ au moyen 
de quantit~s consid~rables pr~lev~es sur chaque lot de fabrication est indiqu~; l'~preuve 
de s~curit~ {absence de virus actif) est faite sur des singes vivants et sur des cultures de 
tissus avee trois passages cons6cutifs. Le contrSle demande un  effort consid6rable aussi 
bien en ce qui coneerne le mat6riel que le temps. Les dernibres am61iorations techniques 
dans la fabrication et dans les laboratoires de contr61e sent ddcrites K grands traits. 
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