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Különböző' eredetű BCG vakc inák összehasonlító v izsgálata 

s ta t isz t ika i módszerekkel 

Csáki Péter, Lugosi László, Bene Béla, Lovas Lászlóné, 

Kutas Tibor és Kiss Györgyné 

A z Egészségügyi V i lágszervezet (WHO) egy ik fontos f e l -
adatának tek in t i a TBC e l l e n i harcot . Ennek egy ik lényeges f e l -
té te le a ke l lően tartós hatású o l tóanyagga l , a BCG vakc inóva l 
va ló folyamatos e l lá tás biztosí tósa. A v i l ág különböző' országai -
ban gyártanak BCG o l tóanyago t , ezek minősége azonban kü lön -
böző', só't, az egyes gyártó he lyeken időről időre is vá l tozha t . 
Ezért a WHO a gyár to t t vakc inákbó l rendszeresen mintát kér és 
e l l enőrz i ezek minőségét. Fontos fe lada t a gyár tás i , táro lás i , szá l -
l í tás i és értékmérési f e l t é te lek standardizálása, op t imal izá lása. A 
je len munka cé l j a az v o l t , hogy erre megfe le lő javaslat k i do lgozá -
sát tegye lehetővé. Budapesten az Országos Közegészségügyi In té -
zet BCG-Laboratór iuma a W H O felkérésére 1964 ó ta e l l enő rző l a -
boratór iumként rendszeresen f o l y t a t j a a v i l ág mintegy 40 helyéről 
származó l i o f i l B C G - v a k c i n a - m i n t ó k el lenőrző v i zsgá la tá t , va lamin t 
a kü lönböző v izsgá la t i metodikák tesztelését. A z évek fo lyamán 
összegyűjtött nagy mennyiségű információ ret rospekt ív , számi tógépes 
feldolgozása és matemat ika i értékelése lehetővé te t te , hogy megbíz-
ható módon végezzünk összehasonlításokat az edd ig iekben k i a l ak í t o t t 
vakc ina- termelés i és -é r téke lés i módszerek közö t t . 

1. A B C G - v a k c i n a értékmérése 

A B C G - v a k c i n a hatékonyságának a lapve tő f e l t é t e l e , hogy a 
szervezetbe ju t ta to t t dózis e legendő mennyiségű é l ő baktér iumot ta r -
ta lmazzon ahhoz , hogy az immunrendszerből a védekező' reakc ió t k i . 
tud ja v á l t a n i , de ne tar ta lmazzon a k t i v fertőzést e lő idéző nagy szá-
mú é l ő baktér iumot. Ezenkívül az is lényeges, hogy a gazdaszerve-
ze tben az é lőbaktér iumok hosszú tú lé lés i idővel sokáig biztosítsák az 
immunrendszer r eakc ió j á t . A vakc ina minőségét ennek megfe le lően k é t -
fé leképpen lehet v izsgá ln i : 

a . ) a gyártás fo lyamán egyes ampul lákba ke rü lő m l -enkén t i 
élőbaktér ium-egységszám (ÉBE) a l ap ján , 
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b . ) az é l ő szervezetbe j u t t a t va az immunizá ló hatása, 
i l l e t ve ennek tartóssága a lap ján . 

A je len előadásban az ÉBE-vizsgálatok ( a . ) p o n t ) a l a p j á n 
kapot t eredményeket ismertet jük, bár a b . ) pontban e m i i t e t t mód-
szerrel is fo l y ta t tunk v izsgá la tokat . 

A BCG ÉBE a következő módon határozható meg : az e -
gyes ampul lákbó l k i ve t t mintákat először megfe le lően fe l k e l l h i -
g i t a n i , majd megfe le lő konténerben e l h e l y e z e t t t áp ta la j ra o l t a n i . 
Több hetes inkubálás a la t t a tápta la jon az egyes BCG é l ő b a k t é r i -
umok ko lón iáka t hoznak lé t re . Ezután a kapo t t ko lón iák leszámlá-
lásával megbecsülhető az eredet i ampu l la 1 m l -ében l é v ő EBE. 

A z igy becsült érték természetesen sok tényezőtő l f ü g g , nem 
adja meg pontosan az ampul lában ta lá lha tó EBE—t. Befo lyáso l ja a 
becslést a hig i tás pontossága, a t áp ta la j minősége, a leszámlálás 
pontossága és még számos egyéb tényező is. Ezért v i zsgá la ta inka t 
két kérdés köré csoportosítot tuk: 

1. A BCG vakc ina egyes gyártási té te le inek minősége k ö z ö t -
t i e l térés, 

2 . a BCG-vakc ina értékmérési me tod i ká ja . 

Ezen kérdések v izsgálatához az EBE-t j e l l emző ada tokon (a 
kolóniaszámokon) k i v ü l többféle, egyéb in fo rmác ióka t ta r ta lmazó a d a -
tokat is rögz í ten i k e l l e t t . 

2 . Az adatrendszer k ia lak i tása 

A z adatrendszer rögzítése több lépésben tö r tén t . A z e lső l é -
pésben lé t rehozot t f i l e - és rekord - formátumot a későbbiek fo l yamán 
egy célszerűbb formára konver tá l tuk . A z adatok e l lenőrzését és j a v í -
tását az első formátumban végeztük. A konvertá lás magában f o g l a l t a a 
kódrendszer javí tását , a rekordformátum áta lakí tását és egyes, a k o n -
ver tá ló program á l ta l leszámlált mennyiségek beírását. 

Végül is a k ia lak í to t t f i l e - f o r m á t u m a köve tkező v o l t (a f e l so ro -
lás nem te l jes , i t t csok a fontosabb adatokat tün te t j ük f e l ) : 



- 607 -

általános ínformációk 

v izsgálat -szám 

általános ínformációk 
származási he lyek száma 

általános ínformációk 

gyártási té te lek száma 

közös vakc ina in formációk 

származási he ly (kódol t ) 

közös vakc ina in formációk 
v izsgálat cé l j a (kódol t ) 

közös vakc ina in formációk 

gyártási tételszám (kódol t ) 

közös vakc ina in formációk 

ampullaszáma 

közös vakc ina in formációk 

érkezési dátum 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 

t áp ta l a j , konténer (kódol t ) 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 

leoltás időpont ja 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 
hőkezelés időtartama 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 
hig i tás időpont ja 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 

h ig i tás i szintek száma 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 

1. h ig i tás i szint 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 

konténerek száma 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 

2 . h ig i tás i szint 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 

konténerek száma 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 

• 
• 
• 

speciál is vakc ina in fo rmóc iók 

ko lón iák száma 
(konténerenként) 
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A z adatrendszer rögzítése után az összes adatokbó l és 
bizonyos s ta t isz t ika i alapszámitásokból á t t ek in the tő táb láza toka t 
készí te t tünk, amelyek segítségével tá jékozódn i lehet az a l a p -
és k isérő- in formác iók a lakulásáró l . 

3 . A z élőbaktér ium-egységszóm becslése 

A z eredet i ampul lák 1 ml -ébe jutó EBE-t a z egyes t áp -
ta la jokon (konténerekben) k inőt t bak té r i um-ko lón iák a l ap j án b e -
csü lhe t jük . Egy ampul lábó l több mintát veszünk, kü lönböző s z i n -
tű hígításokat készítünk és mindegyiket több konténerre o l t j u k l e . 
Ezek a lap ján a legegyszerűbb becslési mód a k ö v e t k e z ő : egy ado t t 
ampul lából ismeretes, hogy mennyi a táp ta la jok ra l eo l t o t t összes 
(eredeti) té r fogat , ezért ( fe l téve, hogy minden ko lón ia egye t l en é -
lőbaktér iumot képv ise l ) ezzel osztva az összkolóniaszámot, megkap-
juk a k ívánt becslést. Kép le tben: 

i n -
k i 

E E xn 
" V V / ' / 

r -
(•= I I 

ahol k a h ig i tás i szintek száma, d , , . . . , d, a h ig i tás i s z i n tek , n. 
I k i 

az i - e d i k sz inten a konténerek száma, x „ . az ?-edik sz in ten a i -
•I 1 

edik konténerben a ko lón iák száma, végül v egy konténerre l e o l t o t t 

(hígí tot t ) té r fogat . ( Igy tehát d. -szeresre h ig i tás esetén v / d . a z e -

redet i t é r foga t . ) 

Ez a becslés f e l t é t e l e z i , hogy az e redet i tér fogat v a l a m i l y e n 
drszeresre h ig i t va az EBE a d-edrészére csökken. Ez nem m ind ig t e l -
jesül , ezér t a W H O egy o lyan becslési e l já rás t javaso l t , ame ly az 
egyes h ig i tás i sz inteken kapott ko lón iaszámokat sú lyozza , éspedig n a -
gyobb súlyt ad (az adot t körülményekre megá l lap í to t t ) " o p t i m á l i s " k o -
lóniaszám közelében kapot t ér tékeknek. N e m lehet egyér te lműen e l -
dön ten i , hogy me ly i k bedslési e l v ad helyesebb eredményt , ezér t 
mindkét e l járást a lka lmaz tuk és ezeket - kü lön táb láza tban f e l t ü n t e t -
ve - összehasonlí tot tuk. Ezeken k ívü l egy harmadik becslési e l já rás t is 
a l ka lmaz tunk . T . i . az / ! / formula nem mind ig használható. Ugyanis 
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tul magas kolóniaszám esetén csak az t lehet megá l lap í tan i , hogy 
a z egy adot t ko r l á t f e l e t t van, azaz i l yenkor cenzúrá i t leszám-
lálást ke l le t t a l k a l m a z n i . 

A z egyes térfogategységekben az é lóbaktér iumok száma á l -
ta lában v á l t o z i k , igy ezeke t valószínűségi vá l tozóknak célszerU 
tek in ten i . Cenzúrá i t Poisson-eloszlást f e l t é t e l e z v e , maximum l i k e -
l ihood módszerrel kaptuk harmadik becslésünket. Ha minden k o l ó -
niaszám az L ko r l á t a l a t t van , akkor ez megegyezik az / l / f o r -
mu láva l , egyébként ped ig a következő' egyen le t gyökeként adódik 

k 

E X . t ( n ; " m ; ) G ( * / d ; ) 
• 4 I I I I 

* " k n. ™ 
— 

w d i 

ahol d . az i - e d i k h ig i tós sz in t ié X . , n . , m. az i - e d i k szinten az 
I I I I 

L ko r lá t a la t t t a l á l t összkolóniaszám, az összes konténerek száma, 
i l l e t v e az L kor lá t a l a t t i kolóniaszámokat tar ta lmazó konténerek 
száma, és 

G w - . + L / f ; ^ J l j - p 
n— I 

A z egyen le te t i terációs uton o ldo t tuk meg. A további számításo-
kat az ezen eljárással kapot t becsléssel végez tük . 

Megv izsgá l tuk a Poisson-"hipotézis tel jesülését és a hígítás— 
-arányosságot, mindkettó't Ch i - négyze t -p róbáva l . A z e lőbb i t minden 
hig i tásra külön a 

n _ 2 
2 ( * ; - * ) 

X = i = 1 ' 

X 

próbasta t isz t ikáva l , ahol x . az adot t hígítás esetén a j -ed i k kon té -

nerben kapott kolóníaszám, x ped ig ezek á t laga . Az u tóbb i t az 
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X ^ , X ^ / • • • / X ^ hígításonként! kolóníaszám-összegek a l a p j á n 

(nu l lh ipo téz is : X . eloszlása A / d . paraméterű Poisson-eloszlás) 
a 

t—- i n. d. 2 
2 - r - — X . - x 

X = ' ' 

x 

próbastat isz t ikáva l , ahol 

k k 

i = l i = l 

4 . V izsgá la t i faktorok 

Amin t em l i t e t t ük , az EBE becslését a vakc ina ér tékmérésé-
ben szerepet játszó kü lönfé le fak torok is be fo l yáso l j ák . Ezek közü l 
a két legfontosabb: a higi tási módszer és az á l ta la e lé rhe tő pontos-
ság, va lamin t a táp ta la j minősége. 

A hig i tás á l ta lában több fokozatban t ö r t é n i k , így fontos a n -
nak e ldöntése, hogy mi lyen h ig i tás i f okokban , hány lépéssel lehet 
opt imál is körülményeket b iz tos í tan i . A táp ta la j minősége ped ig m e g -
határozza, hogy az egyes BCG-vakc inákban az é lőbak té r iumok m e k -
kora hányada és mi lyen sebességgel szaporodik o l yan mér tékben, hogy 
lá tható és leszámlálható ko lón iákat képezzen . 

A je len v izsgálatok során ké t fé le h ig i tás i módszert hason l í t o t -
tunk össze: 

1. A W H O á l ta l javasolt módszer ( W H O ) : szér iá l isan két 5 0 -
szeres fokozat után a kapott 2500-szoros hígításból párhuzamosan 4 , -
8 , - 1.6 stb.-szeres fokozatok közü l többet k i vá lasz tunk o l ymódon , hogy 
legalább egy fokozatban "op t imá l i s " ko lóniaszámot é r jünk e l . 
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2 . Tízszeres h ig i tás i fokokbó l á l ló sorozat (10X) : s z é r i á l i -
san négy 10-szeres fokoza t után a kapot t 10 ezerszeres hígításból 
párhuzamosan 2 - , 4 - , 8 - stb-szeres fokozatok közü l az e lőbb ihez 
hasonló módon vá lasz tunk. 

A z összehasonlításra kerülő' ké t fé le t á p t a l a j : 1. Löwen-
s te in -Jensen- fé le táp ta la j (L -J ) és 2 . olajsavas albuminos véres a -
gar tápta la j (BOAA) . 

5 . A matemat ika i ana l íz is és a számítógépes algor i tmus 

A z összehasonlítások matemat ika i módszereként a többszem-
pontos var ianc iaana l íz is t ( A N O V A ) vá lasz to t tuk . A z összehasonlítá-
sokat v izsgá la t i egységenként és ezen be lü l a különböző' eredetű 
vakc inákra k ü l ö n - k ü l ö n végeztük e l . A lapadatnak a cenzúrá i t Pois-
son-eloszlás a lap ján kapot t becslésünket t ek in te t t ük . Aho l az adatok 
száma és elrendezése ez t lehetővé t e t t e , háromszempontos A N O V A - t 
végeztünk . A három f a k t o r : a h ig i tás i módszer, a táp ta la j és a v a k -
c ina gyártási sorozata (batch) . I lymódon az értékmérési módszereket 
és a vakcina-minó'séget együt t v i zsgá l tuk . 

Azokon a he lyeken , ahol nem á l l t rendelkezésre kel lő ' meny-
nyiségü a d a t , e g y - i l l e t ve kétszempontos A N O V A - t végez tünk , a l e -
hetőségeknek megfe le lően. 

A z ana l íz is t végző program a megfe le lő A N O V A - m ó d s z e r t a 
köve tkező algori tmus szer int vá lasztot ta k i : 

a * ) Minden gyártási sorozathoz (batch) megá l lap i to t tuk , hogy 
a másik ké t faktor m i l yen kombinác ió jában á l l t rendelkezésre EBE-
becslés. 

b . ) Ha több o lyan batch v o l t , amelyekhez mindkét h ig i tás i 
módszerrel mindkét táp ta la jon tör tént ÉBE-meghatározás, akkor e z e k -
ke l a ba tch-ekke l háromszempontos A N O V A - t végeztünk . 

c . ) Ha csak egyet len i l yen batch v o l t , akkor ezzel két szem 
pontos A N O V A - t végeztünk (h ig i tás i módszer - táp ta la j f ak to rokka l ) , 

d . ) Ha több o lyan batch v o l t , amelyekhez va lame l y i k , de le 
galább egy ba tch -hez csak az egy ik h ig i tás i módszerrel mindkét t á p -
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ta la jon tör tént ÉBE meghatározás, akkor ezekke l a b a t c h - e k k e l 
kétszempontos A N O V A - t végeztünk (batch - táp ta la j f a k t o r o k k a l ) . 
Ebbe az A N O V A - b a azokat a b a t c h - e k e t is beszórn i to t tuk, a m e -
lyek a b . vagy c . pontbe l i A N O V A - b a n szerepe l tek . 

e . ) Ha csak egyet len i l yen b a t c h - e t ta lá l tunk és egy t á p -
ta la jon több ÉBE-meghatározás tör tént (p l . több a m p u l l á b ó l ) , akko r 
erre a ba tch- re vonatkozóan a két t á p t a l a j t kétmintás t - p r ó b á v a l 
hasonl i tot tuk össze. 

f . ) Hasonló módon végeztünk kétszempontos A N O V A - t 
(ba tch -h ig i tás i módszer fak to rokka l ) , i l l e t v e kétmintás t - p r ő b á t , a -
hol csak egy táp ta la jon történt EBE meghatározás. 

g . ) Ha több o lyan batch v o l t , amelyekhez v a l a m e l y i k , de 
legalább egy batch-hez csak az egy i k h ig i tás i módszerrel és t á p t a -
la jon tör tént ba tch-enként több ÉBE-meghatározás, akkor e z e k k e l a 
ba tch -ekke l egyszempontos A N O V A - t végeztünk (az ado t t h ig i tás i 
módszerre és tápta la j ra vonatkozóan) . 

A fent vázo l t algori tmus szer int tehát az adatok e l r e n d e z é -
sétől függően egy anyagon belül több A N O V A - t is v é g e z t ü n k . Egy 
adot t ba tch-hez tartozó ÉBE-becslés többfé le összehasonlító v i zsgá -
latba is be lekerü lhe te t t . P l . ha a B^, B_, B^ ba t ch -ekhez mindkét 
h ig i tás i módszerrel mindkét tápta la jon tör té n t EBE-becslés, akkor 
ezekkel háromszempontos A N O V A - t végez tünk . Ha e m e l l e t t a B^, 

B^ ba tch-ekhez csak a W H O - f é l e h ig i tás i módszerrel L - J t áp ta l a j on 

kaptunk ada toka t , akkor a B^, B^, B^ , B^, B^ b a t c h - e k k e l egyszem 

pontos A N O V A - t is végeztünk. 


