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Przeprowadzone badania mialy na celu identyfikacje oraz okreslenie
zakresu wahan jednorodnosci produkcji oraz badan kontrolnych mocy
komponentu krztuscowego serii szczepionek DTP, stosowanych do maso-
wych szczepienn w Polsce w latach 1972-2001. Otrzymane wyniki wska-
zujq na wysokq jednorodnosé¢ produkcji i wynikéw badan kontrolnych,
a co za tym idzie potwierdzajq okreslonq jakos¢ szczepionki DTP produk-
¢ji krajowej.
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WSTEP

Przeprowadzenie analizy jednorodnosci wynikéw mocy pelnokomorkowego kompo-
nentu krztuscowego (wP-whole-cell pertussis) szczepionki DTwP, stosowanej do maso-
wych szczepien w Polsce, stanowilo kolejny element proby wyjasnienia, czy za wzrost
zachorowan na krztusiec w Polsce odnotowany od 1997 roku moze by¢ odpowiedzialne
obnizenie si¢ skutecznosci szczepionki DTwP. Spadek jakosci szczepionki wymieniany
jest jako jedna z mozliwych przyczyn niespodziewanego wzrostu zachorowan w krajach
o0 wysokim poziomie zaszczepienia (1-3,7-14), przy czym analizy dotyczace jako$ci
szczepionek DTwP stosowanych w tych krajach sa nieliczne (4,15), a analizy jednorodno-
$ci niedostgpne.

Do zwalniania do obrotu poszczegdlnych serii szczepionek DTwP rutynowo stosowa-
ny jest, zalecany przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (SOZ) oraz Farmakopee Europejska
(FE), czynny domozgowy test przeprowadzany na myszach bialych (test Kendrick), ktdre-
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go wyniki bezposrednio koreluja ze skutecznoscia ocenianga w badaniach terenowych
u ludzi (16,17).

Przeprowadzone badania opisane w cz¢sci I mialy na celu identyfikacje oraz okresle-
nie zakresu wahan w wartosci mocy komponentu krztu§cowego serii szczepionek DTwP
w zaleznosci od zmian wprowadzanych do technologii produkcji oraz do badan kontrol-
nych w latach 1972-2001. W badaniach wykazano, ze na warto$¢ mocy, pomimo identycz-
nej technologii produkcji przez dwoch krajowych producentow, mialy wplyw: pochodze-
nie serii, sklad szczepoéw produkcyjnych, seria oraz sklad preparatéw odwolawczych oraz
pochodzenie szczepu zwierzat doswiadczalnych. Wyzsze wartosci mocy komponentu krztu-
scowego otrzymano dla serii DTwP produkowanych poczawszy od wczesnych lat 80-tych,
czyli po zmianie serii preparatow odwolawczych, szczepdw produkcyjnych oraz szczepu
zwierzat doswiadczalnych stosowanych w testach. Z kolei, analiza §rednich wartosci mocy
dla komponentu wP serii wyprodukowanych w okresach o jednakowych parametrach pro-
dukcji oraz testow kontrolnych wykazala widoczny spadek mocy wP serii DTwP w latach
1992-1997, pozostajacy jednak w zakresie akceptowalnym, powigzany z obnizeniem licz-
by bakterii wyrazonych w jednostkach gestosci optycznej na pojedyncza dawke ludzka.

Badania przeprowadzone i opisanc ponizej mialy na celu okreslenic jednorodnosci
produkcji oraz jednorodnosci parametréw kontrolnych testu Kendrick dla poszczegélnych
serii szczepionki DTwP wyprodukowanych oraz stosowanych do masowych szczepien
w Polsce od 1972 roku. Analizy przedstawione w pracy zostaly tak dobrane, aby w przy-
szlosci moglyby by¢ podstawa do zoptymalizowanego nadzoru jakos$ci szczepionki DTwP
stosowanej do masowych szczepien.

MATERIAL I METODY

Test Kendrick. Celem do$wiadczenia jest okreslenie, czy szczepionka DTwP
jest zdolna do wywolania ochronnej odpowiedzi immunologicznej, ktéra jest w stanic za-
bezpieczy¢ zwierzeta przed czynnym domézgowym zakazeniem B. pertussis. Badanie prze-
prowadza si¢ zgodnie z zaleceniami FE oraz SOZ (16-18). Wéréd wiclu elementéw tego
testu, ktore powinny by¢ w sposob jednoznaczny kontrolowane, waznym elementem jest
wymdg odnoszacy si¢ do linearnosci i paralelizmu dawko-zaleznej odpowiedzi zwierzat
na dawke szczepionki i/lub dawke zawiesiny zakazajacej. Wartos¢ ED,  (ED, - jest to taka
ilo$¢ szczepionki, wyrazona w jednostkach objgtosciowych, ktora chroni 50% myszy przed
okreslong dawka zakazajaca: 100-1000 LD, hodowli B. pertussis podanej droga domo-
zgowa) szczepionki referencyjnej powinna znajdowac si¢ w zakresie +2SD/-2 SD (Stan-
dard Deviation) kumulatywnej $redniej obliczonej z poprzednio przeprowadzonych badan.

Dane retrospektywne oraz analiza statystyczna. Dobadan wla-
czono oznaczenia mocy komponentu krztuscowego 254 serii szczepionki DTwP produko-
wanej w Polsce w latach 1972-2001, ktére byly dostgpne w archiwum Zakladu Badania
Surowic i Szczepionek (ZBSS) powolanego do Paristwowej Kontroli Biopreparatéw. Serie
szczepionki zwolnione do obrotu w latach 1973-1988 oraz 1973-2001 zostaly wyproduko-
wane odpowiednio przez Warszawskq oraz Krakowska Wytworni¢ Surowic i Szczepionek
(WWSS i KWSS). W dwoch okresach (1973-1977 oraz 1978-2001) komponenty krztus$-
cowe analizowanych serii szczepionek DTwP produkowano w oparciu o dwa rézne zesta-
wy szczepow produkcyjnych (D i E). W przypadku KWSS zmiany dotyczyly objg¢tosci
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Tabela I. Jednorodne okresy produkcji oraz kontroli mocy komponentu wP w analizach jakosci
wynikow na wykresach Shewhart’a
Table I.  Periods of similar wP production and control used for Shewhart charts construction

Llczpa Wykresy Shewhart’a
Nr Seru Okres Zmienna
okresu | ogélem/K
WSS KWSS | WWSS | EDxs, ®)
D, Per9,
I 36/24 1973-1975 | Mysz1, +(24) -(12) +(34) -
SHD-1 ml
D, Perl0,
I 25/10 1975-1977 | Mysz1, -(10) -(15) +(25) -
SHD-1 ml
D, Perll,
111 8/5 1977-1977 | Mysz1, -(5) -(3)
SHD-1 ml
-(15) -
E, Perll,
v 7/6 1978-1978 | Mysz1, -(6) -(1)
SHD-1 ml
E, Perll,
v 110/76 1978-1988 | Mysz2, +(76) +(34) | H(100) -
SHD-1 ml
E, Perl2,
VI 29/28 1988-1992 | Mysz2, +(28) -(1)
SHD-1 ml, Al-1
+(53) | H63)
E, Perl2,
VII 37/37 1993-2001 | Mysz2, +(37)
SHD-0,5 ml, Al-2
Oznaczenia:
Mysz1/2  — pochodzenie szczepu zwierzat eksperymentalnych

Al.-1/Al.-2 — zrédlo adiuwantu

pojedynczej dawki ludzkiej (SHD — Single Human Dose) (1.0 m1/0.5 ml) w 1992 roku oraz
zrodla adiuwantu (produkcji KWSS oraz dostepny komercyjnie) w 1993 roku.

Serie krajowego preparatu odwolawczego Per9, Perl0, Perl1, oraz Perl2 byly stoso-
wane do oznaczen mocy wP odpowiednio w latach 1972-1975, 1975-1977, 1977-1988,
oraz 1988-2001. W latach 1972-1978 do testow Kendrick uzywano zwierzat szczepu
Pzh:SfiS pochodzacych z hodowli prywatnej, natomiast po 1978 roku myszy tego szczepu
pochodzily z hodowli PZH.

Monitorowanie jednorodnosci otrzymywanych wynikéw mocy (jednorodnosci produkcji
komponentu wP) przeprowadzono przy wykorzystaniu kontrolnych wykresow Shewhart'a
(19). Na wstepie oceniono, w ktérych okresach jednorodnej produkcji/kontroli dostgpne
byly wyniki co najmniej 20 wartosci mocy wP, z ktérych obliczano kumulatywna $rednia
oraz zakres wartosci +2/3SD migdzy —2/3SD. Tak jak pokazano w tabeli I, co najmniej 20
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wynikéw pochodzacych z tej samej populacji danych (serie wyprodukowane ze szczepdw
produkcyjnych o identycznym skladzie oraz oceniane wobec tej samej serii preparatu od-
wolawczego) w przypadku KWSS uzyskano w okresach I, V, VI, i VIL. W przypadku WWSS,
kontrolne wykresy Shewhart'a mozna bylo wykonac¢ tylko dla okresu V. Wynik, ktory zna-
lazl si¢ w zakresie —2SD/+2SD $wiadczyl o jednorodnosci kazdej kolejnej wartosci z po-
przednimi, natomiast wynik zajmujacy pozycj¢ w zakresach +3SD/+2SD oraz —3SD/3SD
alarmowat o wystapieniu fluktuacji.

Jednorodnos$¢ wynikdéw oznaczenh mocy komponentu wP w testach Kendrick przepro-
wadzonych w ZBSS, oceniono na wykresach Shewhart'a dla wynikow wartosci log, ED_
oraz nachylenia krzywej wzorcowej (b). Serie szczepionki DTwP poddane analizie zr6zni-
cowano w zaleznosci od serii preparatu odwolawczego oraz szczepu zwierzat ekspery-
mentalnych stosowanych do testu na pigé okreséw o jednorodnych populacjach danych
(tab. I). W wyznaczonych okresach kontrolne wykresy Shewhart'a wykonano dla wartosci
log, ED,, testow wykonanych dla serii zwalnianych do obrotu w okresie I, II, V, VI+VII,
a dla nachylenia krzywej wzorcowej (b) w okresie VI+VIL.

WYNIKI

Kontrolne wykresy Shewhart'a dla log , ED, oraz wartosci b (Per) testu Kendrick
$wiadcza o jednorodno$ci wykonywanych badan. Wsrdd czterech okresow, ktdre ze wzgle-
du na liczbg reprezentatywnych danych ED_ mogly by¢ porownywane, jedynie 2 i 4 wyniki
z okreséw Vi VI+VII znajdowaly si¢ w obszarze pomigdzy —2SD/-3SD, i zaden z wynikow
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Ryc. 1. Wykres Shewhart’a dla warto$ci logED,  otrzymanych w testach Kendrick wykonanych dla
serii szczepionek DTwP wyprodukowanych w latach 1978-1988

Fig. 1. Shewhart chart for logED, values in Kendrick tests performed on DTwP vaccine lots
produced within 1978-1988
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nie znalazl si¢ w obszarze +2SD/+3 SD (ryc.112). Wykres Shewhart'a dla nachylenia krzy-
wej wzorcowej (b) dla okresu V zawieral tylko 2 wyniki w obszarze —2SD/-3SD
1 3 wyniki w obszarze +2SD/+3SD.
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Ryc. 2. Wykres Shewhart’a dla wartosci logED,0 otrzymanych w testach Kendrick wykonanych dla
serii szczepionek DTwP wyprodukowanych w latach 1988-2001

Fig. 2. Shewhart chart for logED, values in Kendrick tests performed on DTwP vaccine lots
produced within 1988-2001
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Ryc. 3. Wykres Shewharfa dla wartosci mocy komponentu krztuscowego poszezegolnych serii
DTwP otrzymanych w testach Kendrick wyprodukowanych przez KWSS w latach 1992-2001
Fig. 3. Shewhart chart for wP potency of DTwP vaccine lots produced within 1978-1988
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Warto$ci log,, mocy wP serii szczepionek DTwP KWSS wyprodukowanych w okre-
sach I, V, VI, i VII wykazywaly rowniez jednorodnos¢. Z wyjatkiem okresu V (dziewie¢
wynikéw) i VI (jeden wynik) nie odnotowano wartosci w zakresie —2SD/-3SD. Poréwnu-
jac wykres Shewhart'a dla okresu V (1978-1988) z wykresami sporzadzonymi dla innych
okresow, wickszos¢ wynikow zlokalizowanych bylo ponizej wartosci Sredniej kumulowa-
nej. Wykres Shewhart'a dla warto$ci mocy otrzymanych dla serii WWSS, wykonany
w okresie V, wskazuje na wysoka jednorodnos¢ wynikow. Ze wzgledu na fakt, ze granice
akceptowalnych wartosci mocy wP dotycza tylko dolnej wartosci, pojawienie si¢ wyniku
w obszarze powyzej +2SD oraz +3SD moze swiadczy¢ jedynie o losowej niejednorodno-
sci (ryc. 3).

DYSKUSJA

Podstawowym testem pomiaru aktywnosci biologicznej komponentu krztuscowego jest
test Kendrick, czyli domozgowy test czynny przeprowadzany na myszach bialych. Z racji,
ze jego wyniki bezposrednio koreluja ze skutecznoscia szczepionek DTwP oznaczanych
w kontrolowanych badaniach terenowych, test Kendrick jest rutynowym badaniem zaleca-
nym z ramienia SOZ i FE, sluzacym do zwalniania poszczegélnych serii do obrotu. Jego
wartos¢ oprocz przewidywania skutecznosci poszczegolnych serii szczepionek DTwP prze-
ciw zachorowaniom na krztusiec, dotyczy réwniez identyfikowania szczepionek o nicod-
powiedniej jako$ci oraz do pomiaru jednorodnosci produkcji (17,20). Przy profesjonal-
nym utrzymywaniu warunkow testu, otrzymywane wartosci mocy mogq odzwierciedlaé
nawet minimalne wahania i zaklécenia zachodzace podczas produkcji, nawet, jesli proces
produkc;ji zostal zakwalifikowany jako wysoce jednorodny (18,21,22). Pomimo, ze produ-
cenci sq obligatoryjnie zobowiazani do utrzymywania wysokiej jakosci oraz jednorodno-
Sci produktu, poszczegoélne serie szczepionki DTwP moga w rzeczywistosci wykazywac
réznice w zakresie akceptowalnych wymagan (23). Te niewielkie r6znice moga zostac roz-
poznane poprzez monitorowanie jednorodnosci poziomu odpowiedzi testu mocy, porow-
nania nachylenia krzywej preparatu odwolawczego w obrebie jej liniowej czgsci oraz od-
powiedzi mierzonej za pomoca paralelizmu krzywej, otrzymywanej dla szczepionki bada-
nej oraz odwolawczej (24).

W pracy do analizy wykorzystano wszystkie zarchiwizowane w ZBSS wyniki testow
Kendrick dla komponentu krztuscowego poszczegolnych serii szczepionki DTwP wykona-
ne w latach 1972-2001. Przeprowadzona wczeéniej analiza dowiodla, ze na wartosci mocy
wP wyprodukowanych serii szczepionki DTwP wplywaly wszystkie czynniki analizowane
jako zmienne, zaréwno u producenta oraz w badaniach kontrolnych, z wyjatkiem zmian
w objetosci pojedynczej dawki ludzkiej oraz zrédla adiuwantu. Jednak realnos¢ wplywu
wykrytych fluktuakcji na obnizona skutecznos¢ serii preparatu wyprodukowanych w okre-
Slonym czasie, cho¢ mozliwa, jest raczej znikoma, ze wzgledu na fakt, ze minimalne wy-
magania mocy preparatu zostaly zachowane. Przedstawione wyniki w obecnej pracy po-
twierdzajq to zalozenie, gdyz wykresy Shewhart'a §wiadcza o zadowalajacej jednorodno-
$ci produktu pomimo powaznych zmian wprowadzonych do produkcji oraz kontroli wP.
Analizy na wykresach Shewhart'a stanowia obecnie element rutynowej kontroli wP stoso-
wanej prospektywnie. Retrospektywna analiza stanowila oprocz proby okreslenia jedno-
rodnosci produkcji oraz badan kontrolnych element retrospektywnej oceny metody Ken-
drick. Odnotowanie trzech kolejnych wynikdéw poza wartoscia +2SD lub —2SD $redniej
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kumulatywnej wskazywac¢ moze na potrzebe przeprowadzenia dodatkowej kontroli proce-
su technologicznego produkcji w celu wykazania zrédla niejednorodnosci oraz usunigcia
fluktuacji.
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PERTUSSIS INCIDENCE INCREASE AND QUALITY OF WHOLE-CELL PERTUSSIS
COMPONENT OF THE DTP VACCINE PRODUCED IN POLAND
PART II. CONSISTENCY OF CONTROL AND PRODUCTION
SUMMARY

This study aimed to identify and to evaluate the level of potency fluctuations of the pertussis

component of Polish-produced DTP vaccine lots produced within 1972-2001 due to the changes
having occurred in production and potency testing procedures. Obtained results showed high consi-
stency of the production and control tests confirming relevant quality of country-produced DTP
vaccine.
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