- 605 -

MTA SZTAKI és Orszagos Kozegészségugyi Intézet

Kulsnbozd eredety BCG vakcindk ©sszehasonlité vizsgélata

statisztikai médszerekkel

Cscki Péter, Lugosi Lészlé, Bene Béla, Lovas Lészléné,

Kutas Tibor és Kiss Gyodrgyné

. Az Egészségugyi Vildgszervezet (WHC) egyik fontos fel~
adaténak tekinti o TBC elleni harcot. Ennek egyik lényeges fel-
tétele a kell8en tartés hatésu oltéanyaggal, a BCG vakcinéval

valé folyamatos ellétés biztositésa. A vilég kilonboz8 orszégai-
ban gyértanck BCG oltéanyagot, ezek mindsége azonban kulon-
bsz8, sét, az egyes gyérté helyeken idérél idSre is véltozhat.
Ezért a WHG a gydrtott vakcinékbsl rendszeresen mint6t kér és
ellendrzi ezek mindségét. Fontos feladat a gyértési, térolési, szél-
litési és értékmérési feltételek standardizélésa, optimalizélésa. A
jelen munka célja az volt, hogy erre megfeleld javaslat kidolgozé~
sét tegye lehetdvé. Budapesten az Orszégos Kozegészséglgyi Inté-
zet BCG-Laboratériuma a WHC felkérésére 1964 6ta ellendrzd lo-
boratériumként rendszeresen folytatia a vilég mintegy 40 helyérdl
szarmazé liofil BCG=vokcina=minték ellendrzd vizsgélatét, valomint
a kulonbbzd8 vizsgélati metodikék tesztelését. Az évek folyamén
dsszegyUjtott nagy mennyiségt informdécié retrospektiv, szamitégépes
feldol gozésa és matematikai értékelése lehetévé tette, hogy megbiz-
haté médon végezzlnk Bsszehasonlitésokat oz eddigiekben kialakitott
vakcina-termelési és ~értékelési médszerek kozott.

1. A BCG-vakcina értékmérése ;

A BCG-vakcina hatékonysdgénak alapvetd feltétele, hogy a
szervezetbe juttatott dézis elegend8 mennyiségti él8 baktériumot tar-
talmazzon ahhoz, hogy oz immunrendszerbdl a védekezd reakciét ki .
tudja vélteni, de ne tartclmazzon aktiv fertdzést eldidézd nagy szé-
mu él& baktériumot., Ezenkivil az is lényeges, hogy o gazdaszerve-
zetben az éldébaktériumok hosszu tulélési iddvel sokéig biztositsék az
immunrendszer reakciéjét. A vakcina mindségét ennek megfelelden két-
féleképpen lehet vizsgélni:

a.) a gyértés folyamén egyes ampullékba keril6 mi-enkénti
él8baktérium-egységszém (EBE) slapijén,
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b.) az él8 szervezetbe juttatva az immunizélé hatésa,
illetve ennek tartésségo alapjén.

A jelen eléadésban az EBE-vizsgélatok (a.) pont) alapjén
kapott eredményeket ismertetjik, bér a b.) pontban emlitett méd-
szerrel is folytattunk vizsgélatokat.

A BCG EBE a kovetkezd médon hatdrozhaté meg: az e~
gyes ampullékbsl kivett mintgkat eldszor megfeleléen fel kell hi-
gitani, majd megfeleld konténerben elhelyezett téptalajra oltani,
Tobb hetes inkubdlés alatt a téptalajon az egyes BCG élébaktéri-
umok koléniékat hoznok létre. Ezutén a kapott kolénidk leszémla-
laséval megbecsilthetd az eredeti ampulla 1 ml-ében lévé EBE.

Az igy becsult érték természetesen sok tényezdtdl fugg, nem
adja meg pontosan az ampulléban taldlhaté EBE-t. Befolyésolja a
becslést o higités pontosséga, a téptalaj mindsége, o leszémlalés
pontossdga és még szémos egyéb tényezd is, Ezért vizsgélatainkat.
két kérdés koré csoportositottuk:

1. A BCG vakecina egyes gyértési tételeinek mindsége kszot-
ti eltérés,
2. a BCG-vakcina értékmérési metodikéja.

Ezen kérdések vizsgdlatéhoz az EBE-t jellemzd adatokon (a
koléniaszémokon) kivul tobbféle, egyéb informéciskat tartalmazé ada-
tokat is rogziteni kellett,

2. Az adatrendszer kialakitésa

Az adatrendszer rogzitése tobb |épésben tortént. Az elsd lé-
pésben létrehozott file ~ és rekord - formdatumot a késébbiek folyamaén
egy célszertbb forméra konvertéltuk. Az adatok ellendrzését és javi~
tésGt az elsd formGtumban végeztuk. A konvertdlés magéban foglalta o
kédrendszer jovitésGt, o rekordformétum &talokitését és egyes, a kon-
vertdlé progrom dltal leszémlélt mennyiségek beirdsét. ~

Végulis o kialakitott file=formé&tum a kovetkezd volt (a felsoro-
I6s nem teljes, itt csuk a fontosabb adatokat tuntetjuk fel):
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Gltalénos informécisk

vizsgélat-szém

szérmazési helyek széma

gyértési tételek széma

kozos vakcina informéciék

szérmazési hely (kédolt)

vizsgdlat célja (kédolt)

gyértési tételszam (kédolt)

ampullaszéma

érkezési détum

speciélis vakcinainformécisk

téptalaj, konténer (kédolt)

leoltés idépontia

hékezelés idStartama

higités idépontija

higitési szintek széma

1. hisifési szint

konténerek széma

2. higitési szint

konténerek széma

kolénick széma
(konténerenként)
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Az adatrendszer rdgzitése utén az Osszes adatokbs! és
bizonyos statisztikai alapszémitésokbél attekinthetd tébléazatokat
készitettink, amelyek segitségével t&jékozédni lehet az alap-
és kiséré-informéciék alakulésérél.

3. Az éldbaktérium-egységszém becslése

Az eredeti ampullék 1 mi-ébe juté6 EBE-t az egyes tép-
talajokon (konténerekben) kindtt baktérium-koléniék alapjén be-
csUlhetjuk. Egy ampullébdl tsbb mintét veszunk, kilonbozd szin-
tu higitésokat készitink és mindegyiket tobb konténerre oltjuk le.
Ezek alapjén a legegyszeribb becslési méd a kovetkezd: egy adott
ampullébsl ismeretes, hogy mennyi a téptalajokra leoltott sszes
(eredeti) térfogat, ezért (feltéve, hogy minden kolénia egyetlen é-
[8baktériumot képvisel) ezzel osztva az osszkoléniaszémot, megkap-
juk a kivént becslést. Képletben:

avs

ahol k a higitési szintek széma, d], ecey dk a higitési szintek, n,
az i-edik szinten a konténerek széma, x;i az i-edik szinten a j=

edik konténerben a kolénidk széma, végul v egy konténerre leoltott

(higitott) térfogat. (Igy tehdt d, -szeresre higitds esetén v/di az e-
1

redeti térfogat.)

Ez o becslés feltételezi, hogy az eredeti térfogat valamilyen
d-szeresre higitva oz EBE a d-edrészére csokken. Ez nem mindig tel-
jesul, ezért a WHO egy olyan becslési eljarast javasolt, amely az
egyes higitési szinteken kapott koléniaszémokat sulyozza, éspedig na-
gyobb sulyt ad (az adott ksrulményekre megéliapitott) "optimdlis" ko=
I6niaszém kozelében kapott értékeknek. Nem lehet egyértelmuen el-
donteni, hogy melyik becslési elv ad helyesebb eredményt, ezért
mindkét eljérast alkalmaztuk és ezeket - kulon téblézatban feltuntet-
ve - osszehasonlitottuk. Ezeken kivul egy harmadik becslési eljarést is
alkalmaztunk. T.i. az /1/ formula nem mindig hasznélhaté. Ugyanis
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tul magas koléniaszém esetén csak azt lehet megéllapitani, hogy
oz egy adott korlét felett van, azaz ilyenkor cenzurélt leszém-
16l6st kellett alkalmazni.

Az egyes térfogategységekben az él8baktériumok széma 6l-
taléban véltozik, igy ezeket valészinuségi véltozéknak célszeru
tekinteni. Cenzurélt Poisson-eloszlést feltételezve, maximum like-
lihood médszerrel kaptuk harmadik becsléstunket. Ha minden kol6-
niaszém az L korlét alatt van, akkor ez megegyezik az /1/ for-
muléval, egyébként pedig a kovetkezd egyenlet gyskeként adédik

e
) X+ (n.-m.) G(2/d.)
'x - i=1 '

/2/

k n,
T

=1 G

ahol di az i-edik higités szintje Xi'- n.,, m. oz i-edik szinten az

L korlét alatt talélt Ssszkoléniaszém, az sszes konténerek széma,
illetve az L korlét alatti koléniaszémokat tartalmazé konténerek
széma, és .

had n
_ t
G(t?-f+L/; TFmT

Az egyenletet iteréciés uton oldottuk meg. A tovébbi szémitéso-
kat az ezen eljdréssal kapott becsléssel végeztuk.

Megvizsgéltuk a Poisson=hipotézis teljestlését és a higités—
-ardnyossGgot, mindkettét Chi-négyzet-prébéval. Az elébbit minden
higitésra kulon a

2 Z:(x.-_;)2
G N

X

prébastatisztikéval, ahol xi az adott higités esetén a j-edik konté-
nerben kapott koléniaszém, ;_ pedig ezek dtlaga, Az utébbit az
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X], X2,..., Xk higitdsonkénti koléniaszém-tsszegek alapjén

(nullhipotézis: Xi eloszl&sa ?\/di paraméter Poisson-eloszlés)
a

4, Vizsgadlati faktorok

Amint emlitettik, az EBE becslését a vakcina értékmérésé-
ben szerepet jétszé kilonféle faktorok is befolydsoljék. Ezek kozul
a két legfontosabb: a higitési médszer és az &ltala elérheté pontos-
ség, valamint a téptalaj mindsége.

A higités Gltaléban tobb fokozatban torténik, igy fontos an-
nak eldontése, hogy milyen higitési fokokban, hcny lépéssel lehet
optimélis korulményeket biztositani. A téptalaj mindsége pedig meg-
hatdérozza, hogy az egyes BCG-vakcinékban az él8baktériumok mek-
kora hényada és milyen sebességgel szaporodik olyan mértékben, hogy
l6that6 és leszémlélhaté kolénidkat képezzen.

A jelen vizsgélatok sorén kétféle higitési médszert hasonlitot-
tunk ossze:

1. A WHO éltal javasolt médszer (WHO): széridlisan két 50-
szeres fokozat utén a kapott 2500-szoros higitésbél pérhuzamosan 4, -
8,- 16 stb.~szeres fokozatok kozul tobbet kivélasztunk olymédon, hogy
legaldbb egy fokozatban "optimélis" koléniaszémot érjunk el.
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2. Tizszeres higitési fokokbésl allé sorozat (10X) : széridli-
san négy 10-szeres fokozat utén o kapott 10 ezerszeres higitdsbél
pérhuzamosan 2-, 4-, 8- stb-szeres fokozatok kozUl oz eldbbihez
hasonlé médon vélasztunk.

Az Bsszehasonlitésra keril§ kétféle téptalaj: 1. Lowen-
stein-Jensen-féle téptalaj (L-J) és 2. olajsavas albuminos véres a-

gor téptalaj (BOAA).

5. A matematikai analizis és a szdmitégépes algoritmus

' Az bsszehasonlitésok matematikai médszereként o tobbszem=
pontos varianciaanalizist (ANOVA) vélasztottuk., Az dsszehasonlité-
sokat vizsgélati egységenként és ezen belul a kuldnbozd eredetu
vakcinékra kulon-kulon végeztuk el. Alapadatnak a cenzurélt Pois-
son-eloszlés alapjén kapott becsléstnket tekintettuk. Ahol az adatok
széma és elrendezése ezt lehetdvé tette, héromszempontos ANOVA-t
végeztink. A hérom faktor: a higitési médszer, a téptalaj és a vak-
cina gy6rtési sorozata (batch). llymédon az értékmérési m6dszereker
és a vakcina-mindséget egyUtt vizsgéltuk.

Azokon a helyeken, ahol nem éllt rendelkezésre kell§ meny-
nyiségl adat, egy- illetve kétszempontos ANOVA-t végeztink, a le-
hetdségeknek megfelelden,

Az analizist végzd program a megfelel6 ANOVA-médszert a
kdvetkezd algoritmus szerint vélasztotta ki:

a:.) Minden gyértési sorozathoz (batch) megéllapitottuk, hogy
a mésik két faktor milyen kombinéciéjéban éllt rendelkezésre EBE-
becslés,

b.) Ha tbb olyan batch volt, amelyekhez mindkét higitési
médszerrel mindkét téptalajon tortént EBE-meghatérozés, akkor ezek-
kel a batch-ekkel héromszempontos ANOVA=-t végeztink.

c.) Ha csak egyetlen ilyen botch volt, akkor ezzel két szem~-
pontos ANOVA-t végeztunk (higitési médszer - téptalaj faktorokkal),

d.) Ha tobb olyan botch volt, amelyekhez valamelyik, de le~
galébb egy batch~hez csak az egyik higitési médszerrel mindkét tép-
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talajon tortént EBE meghatérozés, akkor ezekkel a batch-ekkel
kétszempontos ANOVA-t végeztunk (batch - téptalaj faktorokkal).
Ebbe az ANOVA=-ba azokat a batch-eket is beszémitottuk, ame-
lyek a b. vagy c. pontbeli ANOVA=-ban szerepeltek.

e.) Ha csak egyetlen ilyen batch-et taléltunk és egy tap-
talajon tsbb EBE-meghatérozés tortént (pl. tsbb ampullébsl), akkor
erre a batch-re vonatkozéan a két téptalajt kétmintés t-prébéval
hasonlitottuk ssze.

f.) Hasonl6 médon végeztiunk kétszempontos ANOVA-t
(batch-higitési médszer fokforokkol), illetve kétmintés t—prébof a-
hol csak egy téptalajon tortént EBE meghatérozés.

g.) Ha tobb olyan batch volt, amelyekhez valamelyik, de
legalobb egy batch~hez csak az egyik higitdsi médszerrel és tépta-
lajon tortént batch-enként tobb EBE-meghatérozds, akkor ezekkel a
batch-ekkel egyszempontos ANOVA-t végeztUnk (0z adott higitdsi
médszerre és téptalajra vonatkozéan).

A fent vézolt algoritmus szerint tehdt az adatok elrendezé-
sét8l fuggSen egy anyagon belul tsbb ANOVA-t is végeztlmk Egy
adott batch-hez tartozé EBE-becslés tﬁbbféle osszehasonlité vizsga-
latba is belekerulhetett., Pl. ha a B ’ B batch~ekhez mindkét
higitasi médszerrel mindkét fupfa|o|on tdlzténf EBE-becslés, akkor
ezekkel héromszempontos ANOVA-t végeztunk. Ha emellett a B4,
B. batch-ekhez csak @ WHO-féle higitési médszerrel L-J téptalajon
kaptunk adatokat, akkor a B], 82' B
pontos ANOVA-t is végeztink.

3 B4, 85 batch-ekkel egyszem=~




