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Szczepienia przeciw krztuscowi sq prowadzone w Polsce od roku 1960.
Przez caty czas stosowana jest petnokomdrkowa szczepionka produkcji
Wytworni Surowic i Szczepionek BIOMED S.A. w Krakowie. Po wpro-
wadzeniu szczepien sytuacja epidemiologiczna krztusca w Polsce ulegata
ciqgtej poprawie, lecz w latach dziewiecdziesiqtych nastgpito jej pogorsze-
nie. Przedstawiana praca ma na celu okreslenie stanu uodpornienia
przeciw krztuscowi dzieci po uptywie kilku lat od otrzymania ostatniej
dawki szczepionki przeciw krztuscowi. Dla porownania okreslono rowniez
stan uodpornienia przeciw teZcowi i btonicy.
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WSTEP

Aktualny Program Szczepienn Ochronnych (pso) zaleca stosowanie dawki pierwotnej
szczepionki DTP w postaci trzech wstrzyknie¢ niemowletom w wieku: 2, 3-4 oraz
5 miesiecy, z zachowaniem 6-tygodniowych odstepéw migdzy wstrzyknigciami. Dawke
uzupetniajaca szczepionki DTP otrzymuja dzieci w wieku 16-18 miesiecy. Cykl szcze-
pien przeciw krztuscowi jest wowczas zakonczony, natomiast dawki przypominajace
szczepionki przeciw btonicy i tezcowi otrzymuja dzieci w wieku 6 lat - w postaci
szczepionki DT i mtodziez w wieku 14 i 19 lat - w postaci szczepionki Td (1).
Szczepionke DTP stosuje si¢ w Polsce od roku 1960. Jest to petnokomdrkowa szcze-
pionka przeciw krztuscowi skojarzona z toksoidem btoniczym i tezcowym, produkowa-
na w Wytwérni Surowic i Szczepionek BIOMED SA. w Krakowie. Od chwili wpro-
wadzenia szczepien liczba zachorowan na krztusiec malata w sposob ciagly do roku
1989, kiedy zanotowano juz tylko 107 przypadkow. Jednak od roku 1990 liczba
zachorowan zaczeta rosnac¢ i w roku 1998 zanotowano 2871 przypadkéw (2). W roku
1999 liczba zachorowan obnizyta si¢ do 876, a w roku 2000 ponownie zacz¢ta wzrastaé
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i wyniosta 2269 zachorowan (3). Od roku 1990 mozna réwniez zaobserwowaé zmiany
rozktadu wiekowego oséb, ktore zachorowatly na krztusiec. Zachorowania zaczely
wzrastaé w starszych grupach wieku i w roku 1997 zanotowano 77 przypadkdéw krztusca
u 0s6b w wieku 15-19 lat (4). Podobne zmiany epidemiologii krztusca zaobserwowano
rowniez w innych krajach europejskich i w USA (5, 6, 7, 8). W USA Doradczy Komitet
ds. Szczepien (Advisory Committee for Immunization Practices, ACIP) oraz Komitet
ds. Choréb Zakaznych Amerykanskiej Akademii Pediatrycznej (Committee on Infec-
tious Diseases of the American Academy of Pediatrics) zaleca szczepienie przeciw
krztu$cowi dzieci w wieku 4-6 lat (9). W Polsce takie szczepienia nie sa prowadzone,
lecz w zwiazku ze zmieniajaca si¢ sytuacja epidemiologiczna krztusca nalezy rozwazy¢
taka ewentualnoscé.

Celem pracy byta ocena stanu uodpornienia przeciw krztu$cowi dzieci w wieku 6,
7 i 8 lat, a wiec po 4, 5 i 6 latach od otrzymania ostatniej dawki szczepionki przeciw
krztu$cowi, poprzez zbadanie poziomu swoistych przeciwciat. W celach poréwnawczych
przeprowadzono u badanych dzieci takze oceng stanu uodpornienia przeciw blonicy
i tezcowi.

MATERIALY I METODY

Prébki surowicy krwi otrzymano od 153 dzieci w wieku 6, 7 i 8 lat (61 dziewczat
i 92 chtopcow). Grupe 6-latkéw stanowito 56 dzieci, 7-latkéw - 50 dzieci, a grupg
8-latkéw - 47 dzieci. Wszystkie dzieci byly pacjentami oddziatéw pediatrycznych (oku-
listyka, chirurgia) szpitali z Wroctawia i Warszawy, a powodem ich hospitalizacji nie
byta choroba zakazna lub niedobdr odpornosci. Prébki krwi wykorzystane do badan
pobierano przypadkowo; stanowity one cze$¢ prébki pobranej w celu wykonania nie-
zbednych oznaczen Kklinicznych. U tych dzieci nie uzyskano informacji o wykonaniu
szczepien ochronnych, lecz na podstawie danych o wykonawstwie szczepienn ochronnych
w Warszawie i wojewddztwie stotecznym oraz we Wroctawiu i wroctawskim w latach
dziewieédziesiatych mozna przyjaé, ze ponad 95% badanych dzieci otrzymato peten
cykl szczepien DTP, a ponad 95% otrzymato szczepienie DT w széstym roku zycia
(10). Ze wzgledu na duza czesto$¢ wystepowania tej cechy uznano, ze przebadanie
okoto 1 na 250 dzieci z kazdej badanej grupy wiekowej w populacji powyzej wymie-
nionych miast moze dostarczy¢ miarodajnej informacji.

Wykrywanie przeciwciat przeciw krztuscowi

Przeciwciata przeciw krztu$cowi w klasie IgG oznaczono testem immunoenzyma-
tycznym ELISA firmy Virotech (Biomedica) - zgodnie z procedura laboratoryjna
zalecona przez producenta. W tym tesdcie ptytki optaszczone sa mieszanina oczyszczonej
toksyny krztuscowej (PT) i widkienkowej hemaglutyniny (FHA) Bordetella pertussis.
Wyniki oznaczen poziomu przeciwcial przedstawiono w jednostkach Virotech (VE),
przyjmujac warto$ci VE>11,0 jako wyniki dodatnie, VE 9,0 - 11,0 - wyniki +/-
i VE<9,0 jako wyniki ujemne. Producent testu zaleca ocenianie wszystkich probek
o zawartosci <11,0 VE jako ujemne.

Wykrywanie przeciwciat bfoniczych i teicowych
Przeciwciata przeciw btonicy i tezcowi w prébkach surowic okreslono w klasie IgG
testem ELISA opracowanym w Zaktadzie Badania Surowic i Szczepionek na podstawie
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metody opisanej przez Simonsena (11). Piytki polistyrenowe ( Nunc-PolySorp) opta-
szczono oczyszczonym toksoidem btoniczym (2131 Lf/mgN) lub oczyszczonym tok-
soidem tezcowym (2300 Lf/mgN). Oba toksoidy otrzymano z Wytwérni Surowic
i Szczepionek BIOMED S.A. w Krakowie. Do kazdego dotka na ptytce dodano po 100
ml odpowiedniego toksoidu rozciericzonego do 2,5 Lf/ml w buforze weglanowym o pH
9,6. Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C w komorze wilgotnej przez noc. Po
ptukaniu w Phosphate Buffor Saline (PBS) + 0,5% Tween 20 i blokowaniu przez
1 godzing przy pomocy PBS + 1% BSA i ponownym ptukaniu, do odpowiednich
dotkéw na ptytce dodawano po 100 ml surowicy badanej rozcienczonej 1/100 w PBS.
Kazde rozcienczenie badano w duplikatach. Do kazdej ptytki dodawano 10 pod-
wojnych rozcienczen (od 12 do 1: 1024) migedzynarodowego wzorca surowicy ludzkiej
zawierajacego odpowiednie przeciwciata (wzorzec btoniczy: 1,5 jm/ml, wzorzec tezco-
wy: 1 jm/ml), ktére otrzymano z National Institute of Biological Standards and
Control (Londyn, W. Brytania). W nastepnym etapie po ptukaniu i odsaczeniu do
kazdego dotka dodawano po 100 ml koniugatu, ktéry stanowity przeciwciata kozie
dla ludzkich 1gG znakowane peroksydaza chrzanowa (Cappel Laboratories) w roz-
cieficzeniu 1/50 000. Jako substratu dla peroksydazy chrzanowej uzyto OPD (Sigma).
Wartosdci gestosci optycznej odczytywano za pomoca czytnika do testu ELISA ,,Im-
munoreader” (Labsystems). Poziom przeciwciat btoniczych i tezcowych w badanych
prébkach obliczano w jm/ml na podstawie wzorca migdzynarodowego przy uzyciu
programu komputerowego ,, GENESIS" (Labsystems). Poziom chroniacy przed zacho-
rowaniem na btonice i tezec w badaniu ta metoda okreslono na 0,1 jm/ml (12).

Analiza statystyczna wynikow

Poziom odporno$ci na krztusiec, tezec i blonice analizowano w trzech grupach
wiekowych: 6, 7 i 8 lat. W kazdej z tych grup obliczono odsetek oséb z ochronnym
poziomem przeciwcial, a nastgpnie zastosowano test Chi’ do oceny réznic odpornosci
na te choroby w poszczegdlnych grupach wieku. Test Chi’ zastosowano réwniez do
oceny réznic poziomdéw przeciwciat krztu§cowych migdzy dziewczgtami i chtopcami.

WYNIKI

Przeciwciata krztuscowe

Wyniki oznaczen poziomdéw przeciwcial krztuscowych zamieszczono w tabeli I i 11
oraz na rycinach 1, 2 i 3. W grupie 6-latkéw stwierdzono przeciwciata krztuscowe u 39
sposrdd 56 dzieci (69,6%). W grupie 7-latkéw wykryto je u 29 sposrod 50 (58%) dzieci.
W grupie 8-latkow byly wykrywalne u 21 sposrod 47 (45%) dzieci. Przeciwciat krztu$-
cowych nie wykryto w tych samych liczebnie grupach u 12 (21,4%) dzieci w grupie
6-latkow, u 13 (26%) 7-latkéw i u 22 (47%) 8-latkow. Nieokreslony wynik badania
miato pigcioro dzieci (8,9%) w grupie 6-latkéw, o$mioro (16%) 7-latkéw oraz czworo
(8,5%) 8-latkow.

Wsérdéd 25 6-letnich dziewczat przeciwciata krztuscowe wykryto u 20 (80%),
u 8 sposrdd 18 (44,4%) 7-latek i u 5 sposrdd 18 (27,7%) 8-latek. Wérdd 31 chiopcow
w grupie 6-latkow przeciwciata krztuScowe wykryto u 19 (61,2%), u 21 sposréd 32
(65,6%) 7-latkéw i u 16 sposrdd 29 (55,1%) 8-latkéw. W grupie 31 dziewczat 6-letnich
przeciwciata krztuScowe byly niewykrywalne u 4 (16%), a w 1 (4%) przypadku uzys-
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Tabela I. Poziom odpornosci na krztusiec u dzieci w wieku: 6, 7 i 8 lat
Table L Levels of anti-pertussis antibodies in children aged 6, 7 and 8 years

Wiek Liczba surowic (%)
(w latach) dodatnie dodatnie/ ujemne ogbtem
ujemne
6 39 (69,6%) 5 (9%) 12 (21,4%) 56
7 29 (58%) 8 (16%) 13 (26%) 50
8 21 (45%) 4 (8%) 22 (47%) 47
Ogodtem 153
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Ryc. 1. Poziom przeciwciat krztuscowych u dzieci w wieku: 6, 7 i 8 lat
Fig. 1. Levels of anti-pertussis antibodies in children aged 6, 7 and 8 years

kano wynik niecokred§lony. W grupie 18 dziewczat 7-letnich przeciwciata byly niewykry-
walne u 7 (38,8%), natomiast wynik nicokreslony uzyskano u 3 (16,6%). W grupie 18
dziewczat 8-letnich przeciwciat nie wykryto ull (61,1%), a wynik nieokredlony otrzy-
mano u 2 (11,1%). Sposréd 31 6 - letnich chtopcdw przeciwciata krztu§cowe byty
niewykrywalne u 8 (25,8%), natomiast wynik nicokre$lony otrzymano u 4 (12,9%).
Sposrdd 32 chtopcdw w grupie 7-latkow przeciwciat nie wykryto u 6 (18,7%), natomiast
wynik nieokreslony otrzymano u 5 (15,6%). Spo$réd 29 chtopcéw w grupie 8-latkdw
przeciwciat nie wykryto u 11 (37,9%), a wynik nicokre$lony otrzymano u 2 (6,8%).
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Table II. Levels of anti-pertussis antibodies in children aged 6, 7 and 8 years
Wiek Dziewczgta Chtopcy
(w latach) liczba surowic (%) liczba surowic (%)
dodatnie| dodatnie/ | ujemne | ogdtem | dodatnie| dodatnie/ | ujemne | ogdtem
ujemne ujemne
6 20 8 5 33 19 21 16 56
80%) | (44,4%) | (27%) (61,2) | (65,6%) |(55,1%)
7 1 3 2 6 4 5 2 m
(4%) | (16,6%) | (11,1%) (12,9%) | (15,6%) | (6,8%)
3 4 7 11 ” 8 6 11 2
(16%) | (38,8%) |(61,1%) (25,8%)| (18,7%) | (37,9%)
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Ryc. 2. Odporno$¢ przeciw krztuscowi u dzieci w wieku: 6, 7 i 8 lat wedtug ptci
Fig. 2. Levels of anti-pertussis antibodies in children aged 6, 7 and 8 years according to sex




44

Przeciwciata tezcowe

J Slusarczyk iin.

Nr 1

Wyniki oznaczen poziomow przeciwcial tgzcowych ilustruje tabela III i rycina 3.
Facznie przeciwciata te wykryto u 98% 6-latkéw, u 92% 7-latkéw i u 89% 8-latkdw.
Wysokie poziomy przeciwciat (> 1 jm/ml) stwierdzono u 46 spoérdd 56 (82%) 6-latkow,
u 38 sposréd 50 (76%) 7-latkéw i u 36 sposrdod 47 (76%) 8-latkow. Niskie poziomy
przeciwciat (zakres 0,10-0,99 jm/ml) stwierdzono w tych samych liczebnie grupach
wieku u 9 (16%) 6-latkéw, u 8 (16%) 7-latkéw i u 6 (13%) 8-latkéw. Nie wykryto
przeciwciat tezcowych u 1 (2%) 6-latka, u 4 (8%) 7-latkéw i u 5 (11%) 8-latkéw.

Tabe 1alll. Poziom przeciwciat tezcowych u dzieci w wieku 6, 7 i 8 lat

Tab 1elll. Levels of anti-tetanus antibodies in children aged 6, 7 and 8 years

Wiek Liczba surowic (%) z poziomem przeciwciat (jm/ml)
(w latach) >1 01-0,99 <0,1 og6tem
6 46 (82%) 9 (16%) 1 (2%) 56
7 38 (76%) 8 (16%) 4 (8%) 50
8 36 (76%) 6 (13%) 5 (11%) 47
Ogdbtem 120 (78%) 23 (15%) 10 (7%) 153
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Ryc. 3. Poziom przeciwciat tezcowych u dzieci w wieku: 6, 7 i 8 lat

Fig. 3. Levels of anti-tetanus antibodies in children aged 6, 7 and 8 years
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Przeciwciata btonicze

Wyniki oznaczenn poziomow przeciwciat btoniczych ilustruje tabela IV i rycina 4.
Facznie wykryto je u 89% 6-latkéw, u 88% 7-latkébw i u 83% 8-latkéw. Wysokie
poziomy przeciwciat (> 1 jm/ml) stwierdzono u 37 sposrdd 56 (66%) 6-latkéw, u 30
sposrod 50 (60%) 7-latkéw i u 25 sposréd 47 (53%) 8-latkéw. Niskie poziomy prze-
ciwciat (zakres 0,10-0,99 jm/ml) stwierdzono w tych samych liczebnie grupach odpo-
wiednio u 13 (23%) 6-latkéw, u 14 (28%) 7-latkéw i u 14 (30%) 8-latkéw. Nie zostaty
wykryte przeciwciata btonicze u 6 (11%) 6-latkéw, u 6 (12%) 7-latkéw i u 8 (17%)
8-latkéw (tab. 1V), (ryc. 4).

Tabela IV. Poziom przeciwciat btoniczych u dzieci w wieku 6, 7 i 8 lat
Table IV. Levels of anti-diphtheria antibodies in children aged 6, 7 and 8 years

Wiek Liczba surowic (%) z poziomem przeciwcial (jm/ml)
(w latach) >1 01-0,99 <0,1 ogétem
6 37 (66%) 13 (23%) 6 (11%) 56
7 30 (60%) 14 (28%) 6 (12%) 50
8 25 (53%) 14 (30%) 8 (17%) 47
Ogdtem 92 (60%) 41 (27%) 20 (13%) 153
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Ryc. 4. Poziom przeciwciat bloniczych u dzieci w wieku: 6, 7 i 8 lat
Fig. 4. Levels of anti-diphtheria antibodies in children aged 6, 7 and 8 years

Analiza statystyczna wynikow
Réznice poziomdw odpornoséci na krztusiec w badanych grupach wieku, wskazujace
na obnizanie si¢ odsetka dzieci posiadajacych przeciwciata krztuscowe byly istotne
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statystycznie (p < 0,05). Tendencja szybszego spadku poziomu przeciwciat krztuscowych
wraz z wiekiem u dziewczat w poréwnaniu z chfopcami byta na granicy istotnosci
statystycznej (p = 0,07). Réznice poziomu odpornosci zaréwno na t¢zec, jak i na
btonice w poszczegdlnych grupach wiekowych nie byly statystycznie znamienne (p >
0,05).

DYSKUSJIA

Wsréd prawdopodobnych przyczyn zwickszania si¢ w ostatnim dziesigcioleciu liczby
przypadkéw Kkrztusca oraz obserwowanego wzrostu liczby zachorowan w starszych
grupach wieku wymienia si¢ min.: spadek pokrycia szczepiennego, spadek jakoSci
szczepionKi i jej nizsza immunogenno$¢ lub pojawienie si¢ nowych szczepdw B. pertussis
odmiennych od stosowanych w szczepionce (6, 13). Ta ostatnia mozliwos¢ jest brana
pod uwage, poniewaz w sktad polskiej szczepionki wchodza trzy szczepy B. pertussis
(oznaczone 189, 606 i 629), ktére sa nie zmieniane od roku 1970 (14). Celem badan
podjetych w tej pracy byta proba oceny poziomu odpornosci na krztusiec dzieci w wieku
6, 71 8 lat, a wiec po 4, 5 i 6 latach od podania dawki uzupetniajacej szczepionki DTP.
Te grupy wiekowe wybrano z dwéch powodéw: po pierwsze, odporno$¢ na krztusiec
mierzona poziomem swoistych przeciwciatl utrzymuje sie przez 2-3 lata od podania
dawki przypominajacej szczepionki i ulega obnizeniu, co powinno by¢ wyrazne wsréd
dzieci w wieku 6 lat (15), a po drugie, w tych grupach wieku - ze wzgledéw organiza-
cyjnych -najtatwiej bytoby przeprowadzi¢ akcje szczepien dodatkowa dawka szczepionki
przeciwkrztuscowej.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze spadek odpornosci w miare zwickszania si¢ odstepu
od ostatniej dawki szczepionki przeciwkrztu$cowej, moze by¢ brany pod uwage jako
przyczyna rosnagcej liczby zachorowan dzieci w wieku powyzej 5 lat. W grupie 6-latkéw
przeciwciata krztuscowe byly wykrywalne u 70% badanych dzieci, natomiast w grupie
8-latkéw posiadato je zaledwie 45% dzieci. Podobne wyniki uzyskata Torbicka E. i wsp.
(16). Zaskakujaca byta réznica w poziomach odporno$ci przeciw krztuscowi wérod
dziewczat w porownaniu z chtopcami. Dynamika spadku wykrywalno$ci przeciwciat
krztuscowych u dziewczat byta wyrazna i wéréd 8-latek stwierdzono je tylko u 27,7%
badanych, natomiast w grupie 8-letnich chtopcéw wykrywano je u 55,1% badanych.
By¢ moze zjawisko to jest zwiazane z innym stylem zycia w tym wieku i chtopcy czeéciej
przebywajac w gronie réwiesnikéw, np. przy okazji uprawiania sportéw zespotowych,
maja wigksza szanse kontaktu i stymulacji antygenowej przez B. pertussis, podczas gdy
dziewczeta przebywaja raczej w mniejszych grupach. Réznice pomiedzy chiopcami
i dziewczetami byly jednak na granicy istotnosci statystycznej, co sugeruje koniecznos$é
wykonania badan u wickszych liczebnie grup.

W poréwnaniu z poziomem przeciwciat krztu§cowych, poziom przeciwciat tezco-
wych i bloniczych byt w badanych grupach wieku wysoki i nie stwierdzono istotnego
statystycznie spadku odpornosci wraz z wiekiem. Jest to zapewne skutek dawki przy-
pominajacej szczepionki DT podawanej w 6 roku zycia (1). Wydaje sie wiec, ze
wskazane bytoby rozwazenie podawania dawki przypominajacej szczepionki krztusScowej
jednoczeénie ze szczepionka DT w 6 roku zycia. Powstaje jednak pytanie, czy powinna
nig by¢ szczepionka bezkomodrkowa, czy tez petnokomorkowa. Odpowiedzi na to
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pytanie moga udzieli¢ wyniki badan klinicznych obu szczepionek w dobranej wiekowo
grupie dzieci.

J Slusarczyk’ | G Dulny’, K Nowal’ , J Kisgnd' , T Wsokiriska' , A Fordymacka' , A Gzyl',
W Janaszek' , G Gniadek’
IMMUNITY OF CHILDREN AGED 6-8 AGAINST PERTUSSIS, TETANUS AND
DIPHTERIA

SUMMARY

Vaccination against pertussis has been performed since 1960. Whole cell pertussis vaccine
produced by Plant of Sera and Vaccines Biomed S.A. in Krakéw, has been used. After
vaccination has been introduced, epidemiological situation of pertussis in Poland improved, but
in 90's the decrease of immunity was observed.

The aim of this work was to determine pertussis immunity of children after several years
from the last dose of pertussis vaccine. For comparison purposes immunity against tetanus and
diphtheria was tested.

Protective antibody levels were detected in 70%, 58%, and 45% children aged 6, 7, and 8,
respectively. It shows that decrease of immunity may cause increasing number of pertussis in
children above 5. Taking into consideration our results, it seems necessary to introduce additional
dose of pertussis vaccine among children aged 5 years. The level of tetanus and diphtheria
antibodies was high in all tested groups.
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