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1 WPROWADZENIE

Btonica jest ostra choroba zakazna wywotywana
przez maczugowca Corynebacterium diphthe-
riae. Chorobotwoérczos¢ tych drobnoustrojow
zwigzana jest z wytwarzang toksyna, ktora po-
przez btony $luzowe uktadu oddechowego prze-
dostaje si¢ do tozyska naczyniowego i wywotuje
trwate uszkodzenie wielu narzadow (1,2).
W Polsce przed wprowadzeniem szczepien, blo-
nica byla jedna znajczgsciej wystepujacych
i najcigzszych choréb zakaznych wieku dziecig-
cego. Charakteryzowala si¢ wysoka $miertelno-
Scia, a okoto 40 % przypadkoéw blonicy stano-
wily dzieci ponizej 5 roku zycia, a 70% ponizej
15 lat. W okresie, kiedy drobnoustrdj wystepo-
wal powszechnie w srodowisku wigkszo$¢ no-
worodkow posiadata odpornos¢ uzyskana od
matek. Po jej wygasnigciu btonica byla czgsto
pierwsza choroba zakazna na ktéra chorowaty
niemowlg¢ta i male dzieci. Odporno$¢ naturalna
utrzymywata si¢ dtugo, poniewaz przedluzana
byta poprzez stymulacje krazacym
w $rodowisku antygenem. W latach 50-tych wy-
stgpowalo $rednio okoto 40 000 zachorowan
rocznie. Obowiazkowe szczepienia ochronne
przeciwko btonicy wprowadzono w latach 1954-
55, co spowodowalo obnizenie czgstosci wyste-
powania choroby (do 1 przypadku btonicy rocz-
nie w latach 1987/88). Spowodowalo to po-
wszechne przekonanie, ze blonica jest jedna
z tych chorob zakaznych, ktore ze wzgledu na
wieloletnie stosowanie szczepien ochronnych sa
skutecznie kontrolowane. Jednak, kiedy w latach
90 doszto do wybuchu groznej epidemii btonicy
w krajach bylego Zwiazku Radzieckiego, zaob-
serwowano rowniez zwigkszenie liczby zacho-

rowan w wielu krajach europejskich, Azji
anawet USA (3,4). Pierwsze zachorowanie
w Polsce powiazane zepidemia w Rosji ina
Ukrainie nastapito w 1992 roku, aw 1993
z terenu calego kraju zgloszono 10 przypadkéw
btonicy, co wzbudzito wowczas duze zaniepo-
kojenie. Wszystkie przypadki btonicy obserwo-
wano we wschodniej czesci kraju. Zmodyfiko-
wano wowczas kalendarz szczepien ochronnych
wprowadzajac dawke przypominajaca szcze-
pionki btoniczej w postaci ,,Td” (t¢zec + bloni-
ca) dla os6b w 19 roku zycia oraz zalecajac
szczepienie ,,Td” lub ,,d” dla wszystkich osob
zamieszkujacych tereny graniczace z krajami
objetymi epidemia. W latach nastepnych do dnia
dzisiejszego zanotowano jednak tylko kilkadzie-
sigt przypadkow hospitalizowanych. Mimo, iz
pokrycie szczepionkowe dla blonicy, tezca
1 krztusca w Polsce wynosi dla  dzieci
1 mlodziezy powyze] 95% (5), a szczepienia sa
realizowane od ponad 40 lat, to jednak moga
istnie¢ pewne luki regionalne 1 wiekowe. Ko-
nieczna jest zatem, jak przy realizacji kazdego
programu ochrony zdrowia publicznego, okre-
sowa kontrola realizacji szczepien
1 monitorowanie stanu uodpornienia ludnosci,
a ponadto stale doskonalenie stosowanych me-
tod diagnostycznych. Mimo, ze epidemia
w krajach bylego Zwiazku Radzieckiego dobie-
gla juz konca, to jednak stale istnieje realne za-
grozenie w krajach sasiadujacych. Szacuje sig,
ze kazdego dnia nocuje tylko w samej Warsza-
wie okoto 30.000 - 40.000 os6b przybywajacych
z terendbw objetych epidemia. Jak wynika
z raportow epidemiologicznych szczegdlnie na-
razone s3 tereny wzdluz wschodniej granicy
Polski, gdzie ruch tej ludnosci jest najwigkszy,




chociaz w nieznacznie mniejszym stopniu nara-
zone sa wigksze miasta, poniewaz sa czgsto ce-
lem podrézy wielu obywateli bylego Zwiazku
Radzieckiego (5,6).

Odporno$¢ przeciw zachorowaniu na btonicg
zalezy gtownie od obecnosci przeciwcial skie-
rowanych przeciwko toksynie C. diphtheriae.
Przeciwciata te naleza gtownie do klasy IgG,
przenikaja przez tozysko dajac bierna odpornosé
u niemowlat podczas pierwszych 2-4 miesigcy
zycia. Wytwarzanie przeciwcial przeciwbtoni-
czych przez organizm moze by¢ indukowane
przez toksyng btonicza produkowana przez C.
diphtheriae podczas choroby lub stanéw nosi-
cielstwa, jak réwniez w wyniku przeprowadza-
nych szczepien toksoidem bloniczym (toksyna
pozbawiona dziatan cytotoksycznych). Wytwo-
rzone  przeciwciata wobu przypadkach sa
identyczne 1 nie mozna ich odrdzni¢ dostgpnymi
technikami laboratoryjnymi. Poziom krazacych
przeciwcial bloniczych wynoszacy 0,01 TU/ml
(7), oznaczony testem neutralizacji na zwierze-
tach czy komoérkach uznaje si¢ za zabezpiecza-
jacy przed zachorowaniem na blonice. Poziom
ten koreluje z testem Schicka (referencyjny test
diagnostyczny na ludziach). Mimo, iz istnieje
korelacja pomiedzy klinicznym dziataniem
ochronnym, a obecnoscia przeciwciat
W surowicy, poziom przeciwcial zapewniajacy
ochrong¢ przed zachorowaniem nie jest jedno-
znacznie okreslony (8), co moze by¢ zwiazane
z dawka toksyny przekraczajaca zdolno$¢ neu-
tralizacyjna przeciwciat. Opisano przypadki,
w ktorych poziom przeciwciat powyzej 0,16
IU/ml nie zabezpieczyt przed zachorowaniem
(9). Ochrona przed zakazeniem, oprocz poziomu
krazacych swoistych immunoglobulin, zalezy
takze od innych czynnikéw takich jak: liczba
1 zjadliwo$¢ komorek bakteryjnych, stan uktadu
odpornosciowego, wtym  w szczegdlnosci
sprawnos¢ odpornosci komoérkowej 1 obecnosé
komorek pamigci immunologicznej (10). Wielu
badaczy za poziom ochronny przyjmuje
0,1TU/ml (11,12), brak uodpornienia okresla si¢
jako poziom ponizej 0,011U/ml, poziom ochrony
niecatkowitej jako 0,01-0,11U/ml, zabezpiecze-
nie powyzej jednego roku 0,1-1,0IU/ml
1 zabezpieczenie na wigcej niz pieé lat, powyzej
1,0IU/ml (13).

Do oznaczania aktywnosci przeciwciat bloni-
czych wykorzystywane sa dwie wazne wilasci-
wosci toksyny bloniczej. Pierwsza znich jest
zdolno$¢ do indukowania reakcji zapalnej,

a nastepnie martwicy skory po podaniu S$rod-
skornym u cztowieka lub zwierzgcia. Wtasci-
wos¢ ta wykorzystywana jest uludzi w tescie
Schicka (14-16) 1 do oznaczania zneutralizowa-
nych toksyna przeciwciatl w testach in vivo na
zwierzetach (17,18). Druga wlasciwoscia jest
zdolnos$¢ toksyny btoniczej do blokowania syn-
tezy biatek w komorkach ssakow 1ich $mierci.
Wiasciwos¢ ta jest wykorzystywana do ozna-
czania poziomu przeciwciat bloniczych w tescie
neutralizacji in vitro wykonywanym na komor-
kach wrazliwych na toksyne blonicza (19-25).
Ponadto innymi testami stosowanymi in vitro do
oznaczania poziomu st¢zenia przeciwcial btoni-
czych sa: test biernej hemaglutynacji (OHB)
(26-34) 1itest immunoenzymatyczny (ELISA)
(35-37). Ze wzgledow praktycznych, etycznych
1 ekonomicznych najczesciej stosowane sa tech-
niki in vitro (38).

Diagnostyka serologiczna moze by¢ stosowa-
na dla ustalenia obecnosci 1 poziomu przeciwciat
przeciwbtoniczych przede wszystkim dla po-
twierdzenia zakazenia w watpliwych przypad-
kach oraz w badaniach przegladowych odporno-
$ci populacji. Pozwala to na wyodrgbnienie grup
zwigkszonego ryzyka na zachorowanie, kontrolg
skutecznos$ci  przeprowadzanych programoéw
szczepien, moze by¢ takze wykorzystywana
w sytuacjach wyjatkowych przy stosowaniu
u chorego antybiotykéw lub przy trudnosciach
w wyizolowaniu szczepu bakteryjnego. Najbar-
dziej wiarygodnym testem shluzacym do ozna-
czania antytoksyny btoniczej jest test in vivo na
zwierzgtach. Wyniki uzyskane w tym tescie naj-
bardziej odpowiadaja stanowi uodpornienia
u poszczegdlnych osdb, jednak z wielu wzgle-
doéw w laboratoriach testy in vivo zastgpowane
sa przez testy in vitro. Coraz czgsciej stosuje si¢
test na komorkach z réwnie dobrymi rezultata-
mi, natomiast odczyn hemaglutynacji biernej
stracil znaczenie na rzecz testOw immunoenzy-
matycznych, wérod ktérych najbardziej korelu-
jacym z testem in vivo jest ToBI — ELISA oraz
Toksoid ELISA (39-42).

Celem pracy w pierwszym etapie bylo opra-
cowanie, standaryzacja, ocena trafhosci diagno-
stycznej 1 przydatno$ci wybranych testow oraz
wytypowanie wlasciwej metody pozwalajacej na
szybkie, swoiste 1iczute okreslanie poziomu
przeciwciat przeciwbtoniczych w surowicy. Po
dokonaniu wyboru wilasciwej metody celem
drugiego etapu byla ocena stanu uodpornienia
przeciwko btonicy w réznych grupach wieko-
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wych w wybranych wojewodztwach 1 regionach
Polski, wytypowanie populacji zwigkszonego
ryzyka zakazenia blonica i ustalenie zalecen
dotyczacych  zapobiegania  zachorowaniom
w zalezno$ci od wieku oraz regionu zamieszka-
nia.

2 MATERIALY I METODY

W celu wytypowania metody, ktora najlepiej
nadawataby si¢ do przegladowego okreslania
poziomu przeciwcial przeciwbloniczych wy-
standaryzowano 1 sprawdzono przydatno$¢ na-
stepujacych testow: testu lateksowego, immuno-
enzymatycznego  testu = Toksoid  ELISA,
immunoenzymatycznego testu neutralizacji tok-
syny bloniczej ToBI ELISA, odczynu biernej
hemaglutynacji. Wobec wszystkich tych testow
przeprowadzono standaryzacj¢ = wewngtrzna
(standard WHO) oraz zewngtrzna, poréwnujac
badane testy do testu neutralizacji toksyny blo-
niczej] na komoérkach Vero, zalecanego przez
WHO (obok testu neutralizacji prowadzonego
na zwierzetach) jako test referencyjny. Zdecy-
dowano sig¢ na stosowanie jako uktadu odniesie-
nia testu in vitro na komoérkach Vero ze wzgle-
dow ekonomicznych i etycznych. Pordéwnania
z metoda referencyjna oraz wyboru optymalne-
go testu do przesiewowej diagnostyki uodpor-
nienia  populacji dokonano W oparciu
o parametry statystyczne - wspotczynnik korela-
cji Pearsona (r) imigdzymetodyczny wspot-
czynnik zmiennosci (CV) oraz cechy testow ta-
kie jak czulo$¢ 1swoistos¢ przy arbitralnie
dobranych warto$ciach granicznych, praco-
i czasochtonno$¢, stopien komplikacji i koszty.

Badaniem objeto tacznie 4829 os6b w wieku
od 1 dnia do 98 roku zycia. Pacjenci z choroba
nowotworowa, chorobami autoimmunologicz-
nymi, pierwotnym i wtdrnym niedoborem od-
pornosci, ostrymi infekcjami oraz leczeni im-
munosupresyjnie  byli wylaczeni z analizy.
Surowice gromadzone byly migdzy sierpniem
1996 a lipcem 1998 roku.

Badaniem objeto osoby z regionu potnocno-
wschodniej Polski (wojewddztwo suwalskie),
Polski centralnej (warszawskie), potudniowo-
wschodniej (lubelskie, rzeszowskie, przemyskie,
kro$nienskie), oraz zachodniej (szczecinskie,
zielonogodrskie) (Rysunek 1). Wybor regionow
podyktowany byl potrzeba okreslenia sytuacji

epidemiologiczne] w catym kraju, nie tylko
w regionach przygranicznych.

Analiz¢ poziomu przeciwciat przeciwbtoni-
czych klasy IgG w surowicy przeprowadzono
w grupach wiekowych ustanowionych arbitral-
nie, uwzgledniajacych okresy szczepien prze-
ciwko blonicy wskazane w obowiazkowym Ka-
lendarzu  Szczepien Ochronnych. Przyj¢to
nastepujace przedzialy wiekowe: od 1 do 30
dnia zycia - 0 miesiecy (0 m), od 31 do 60 dnia
zycia -1 miesiac (1 m), od skonczonych 2 mie-
sigcy do 7 miesiagca zycia — (2-6 m),
1 analogicznie 7-11 m, 1-5 lat, 6-13 lat, 14-18
lat, 19-24 lat, 25-29 lat, 30-34 lat, 35-39 lat, 40-
44 lat, 45-49 lat, 50-54 lat, 55-59 lat, 60-64 lat,
>65 lat.

W niniejszej pracy przyjeto nastepujacy po-
dziat zakresoOw warto$ci poziomu przeciwcial:
ponizej 0,1 TU/ml — brak zabezpieczenia przed
zachorowaniem, od 0,1 IU/ml do 1,0 IU/ml -
podstawowe zabezpieczenie, dajace uodpornie-
nie na okres do okoto pigciu lat, warto$ci powy-
zej 1,0 IU/ml uodpornienie dtugoterminowe na
okres powyzej pigciu lat.

Jako grupe ryzyka zakazenia Corynebacte-
rium diphtheriae przyjeto osoby nalezace do
tych przedzialéw wiekowych, w ktorych odsetek
0so6b nieuodpornionych (a wigc posiadajacych
poziom przeciwcial przeciwbtoniczych nie prze-
kraczajacy 0,1 IU/ml) wynosit ponad 30%.

Rys. 1. Terytorialne pochodzenie materialu badawczego we-
dtug podzialu administracyjnego obowiazujacego do 1 stycznia
1999 roku.

Zwigzlego przedstawienia ogdlnej charakte-
rystyki istotnych witasciwo$ci badanych zbioro-
wosci uzyskano poprzez okreslenie parametréw
statystycznych (43,44,45). Parametry te tak cha-
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rakteryzuja zbiorowos¢, ze poroOwnanie roznych
zbiorowosci statystycznych mozna sprowadzié¢
do ich porownan. Podstawowe zadania tych pa-
rametréow to: okreSlenie przecigtnego rozmiaru
1 rozmieszczenia warto$ci zmiennych (oblicze-
nie miar potozenia), okre§lenie granic obszaru
zmienno$ci warto$ci zmiennych (obliczenie miar
zmiennos$ci), okreslenie skupienia 1 sptaszczenia
(w stosunku do krzywej normalnej) oraz stopnia
zmiany od idealnej symetrii (obliczenie miar
asymetrii 1 koncentracji).

Istotno$¢ rdéznic pomiedzy poszczegdlnymi
zbiorowos$ciami okreslano stosujac test t— Stu-
denta dla zmiennych niepowiazanych. Do bada-
nia zalezno$ci pomigdzy zmiennymi jakoscio-
wymi (poréwnanie liczby 0s0b
nieuodpornionych w poszczegoélnych regionach)
stosowano test chi kwadrat.

Wszystkie obliczenia statystyczne przepro-
wadzano przy 95 % poziomie ufnosci (p < 0,05).

Sita i1kierunek zalezno$ci migdzy zbiorami
zostaly opisane poprzez wspdiczynnik korelacji
Pearsona. Jako miary zmiennoS$ci przyjeto mig-
dzygrupowe wspotczynniki zmiennosci.

Przyjeto nastgpujaca skalg dla oceny wspol-
czynnika korelacji (r):

r=0 zmienne nie sa skorelowane

0<r<0,1 korelacja nikta

0,1 <r <£0,3 korelacja staba

0,3<r<0,5 korelacja przecigtna

0,5<r<0,7 korelacja wysoka

0,7<r<0,9 korelacja bardzo wysoka

0,9<r<1 korelacja prawie peina

Mechanizm powiazan migdzy zmiennymi
przedstawiono w postaci obliczonych réwnan
regresji. Funkcja regresji to analityczny wyraz
przyporzadkowania $rednich warto$ci zmienne;j
zaleznej konkretnym warto§ciom zmiennej nie-
zaleznej (y = ax + b; wyrazenie a okre$la o ile
jednostek przecigtnie wzro$nie (lub zmaleje)
warto$¢ zmiennej zaleznej, gdy warto$¢ zmien-
nej niezaleznej wzrosnie o 1 jednostke).

Ocena trafnos$ci testu diagnostycznego zostata
przedstawiona w nastepujacy sposob (tabela 1):
—Swoisto$¢ (specificity) - zdolno$¢ wykrywania

osobnikow rzeczywiscie zdrowych (bez danej

cechy). Test swoisty powinien dawa¢ mata
liczbg 0s6b z wynikami falszywie dodatnimi.

W naszym przypadku swoistos$¢ testu okresla

nam procentowa wykrywalno$¢ osob wystar-

czajaco uodpornionych, awigc z mianem

przeciwcial przeciwbtoniczych powyzej 0,1

IU/ml.

—Czulosc (sensitivity) - prawidlowe rozpozna-
wanie przypadkow (wykrywalnos¢). Zdol-
no$¢ wykrywania wszystkich osobnikéw rze-
czywiscie chorych (posiadajacych dana
cechg). Test czuty powinien dawa¢ mala licz-
be 0so6b z wynikami falszywie ujemnymi.

W naszym przypadku czuto$¢ testu okresla
nam procentowa wykrywalno$¢ osobnikow nie-
wystarczajaco uodporniona, tak wigc 0s6b po-
siadajacych miano przeciwcial przeciwbtoni-
czych ponizej poziomu 0,1 TU/ml.

W przypadku standaryzacji metod diagno-
stycznych ustalano czuto$¢ 1 swoistos¢ testow
dla roéznych arbitralnie wybranych poziomow
granicznych. Generalnie dla testu Toksoid ELI-
SA w calej analizie przegladowej przyjeto po-
ziom 0,1 TU/ml.

Tabela. 1. Wzor okre$lania trafno$ci diagnostycznej analizo-
wanych metod.

Wyniki testu referen-
: Suma
cyjnego
Wynik Wynik
dodatni ujemny
o Wyniki
V[\)/ér:skileszt-u dodatnie a b atb
wego Wymkl c d c+d
ujemne
Suma atc b+d N

a - wyniki prawdziwie dodatnie

b - wyniki fatszywie dodatnie
¢ -wyniki falszywie ujemne

d - wyniki prawdziwie ujemne

Dwie miary oceny trafno$ci testu wyliczono
w/g WZorow:

Czutos¢ = (a/a + ¢) x 100%
Swoistos¢ = (d/b + d) x 100%

W pracy do wszystkich obliczen statystycz-
nych jak 1 grafiki wykorzystano programy kom-
puterowe: STATISTICA for Windows 95 PL
(StatSoft Polska, Krakow), Excel 7,0 (Micro-
soft).

3 WYNIKI

Przy poréwnaniu z metoda referencyjna wspot-
czynnik korelacji Pearsona o najwyzszej warto-
sci r= 0,93, p<0,0001 (korelacja prawie petna)
uzyskano dla immunoenzymatycznego testu
neutralizacji toksyny btoniczej (ToBI ELISA).
Stwierdzono takze wysoka czuto$¢ oraz swo-
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1Stosc tego testu wynoszaca odpowiednio 95,9%
190,2%.

Test lateksowy wuzyskal wysoka korelacje
z testem referencyjnym r= 0,74 (p<0,0001).
W tescie tym uzyskano mata swoistos¢ wyno-
szaca 76,4%. Z praktycznego punktu widzenia
jest to metoda, ktora kwalifikuje do doszczepie-
nia 23,5% nietrafnie zidentyfikowanych osob.
Jednakze nie ma ryzyka niezdiagnozowania
osoby nieuodpornionej (czutos¢ 100%).

Wykazano, ze odczyn hemaglutynacji biernej
posiada staba korelacje r= 0,34 (p<0,0001)
z testem Toksoid ELISA (wykorzystanym ze
wzgledow technicznych zamiast testu referen-
cyjnego) oraz czuto$¢ wynoszaca tylko 15%
(swoistos¢ 85,6%).

Wysoki wspotczynnik korelacji z testem refe-
rencyjnym uzyskano dla testu Toksoid ELISA

(r = 0,81; p<0,0001, korelacja bardzo wysoka).
Ocena trafnosci diagnostycznej testu immuno-
enzymatycznego Toksoid ELISA wzgledem te-
stu referencyjnego przy punkcie krytycznym 0,1
IU/ml wyrazona przez czulo$¢ testu wynosita
94%. Swoisto$¢ testu wynosita rowniez 94%.

Na podstawie porownania parametrow staty-
stycznych takich jak wspotczynnik korelacji Pe-
arsona,  migdzymetodyczny  wspotczynnik
zmiennos$ci, czuto$¢ 1 swoisto$¢ testow przy ar-
bitralnie dobranej wartosci granicznej 0,1 1U/ml
oraz biorac pod uwage takie czynniki jak czas
wykonania oznaczenia, koszty, zlozonos¢
1 dostepnos¢ metody jako metodg najlepiej spet-
niajaca wymagania badan przegladowych wy-
brano test Toksoid ELISA (Tab. 2, Rys. 2).

Tabela 2. Zbiorcze zestawienie porownawcze parametréw statystycznych metod pomiaru poziomu przeciwciat bto-
niczych: testu lateksowego, immunoenzymatycznego Toksoid ELISA, immunoenzymatycznego testu neutralizacji
toksyny ToBI ELISA wzgledem referencyjnego testu neutralizacji toksyny na komoérkach Vero.

TEST
Parametry statystyczne LATEKS | Toksoid ELISA | ToBIELISA | NT VERO
Liczebnos¢ (N) 100 100 100 100
Srednia arymetyez- | 49 0,54 0,68 0,68
Blad ér. arytm. 0,09 0,07 0,13 0,12
Miary potozenia | P. ufn. — 95% 0,31 0,40 0,42 0,42
P. ufn. +95% 0,67 0,68 0,94 0,93
Mediana/wartos¢ | 3 0,11 0,07 0,15
srodkowa/
Rozstegp 4,80 3,20 9,59 9,59
X — min. 0,009 0,005 0,002 0,002
X - maks. 4,80 3,21 9,6 9,6
1,\/[.1ary zmienno- | Odchylenie standar- 0.91 0.70 13 1.29
sci dowe
Wariancja 0,83 0,50 1,7 1,67
Wewnatrz- grupowy | 14 o, 129,9 % 190 % 190 %
wsp. zmiennosci
. .. | Skosno$¢ /wsp.
Miary asymetrii Y 2,76 1,43 4,06 4,16
Miary koncen- | Kurtoza/wsp. kon-
tracji/skupienia/ | centr./ 8,91 1,67 22,59 24
. el () r=0,74 r=20,81 r=20,93 r=1
Miary korelacji P- ) p. = 0,00001 p.=0,00001 p. = 0,00001 p.=0,00001
wzgledem TN Miedzygrupowy
VERO wsp. Zmiennos$ci CV=6% CV=60% CV=0% -
(CV)
Ocena trafnosci | Czutosé 100 % 93,87 % 95,91% 100 %
?ﬁ‘{,"&%"‘dem Swoistos¢ 76,47 % 94,11 % 90,19% 100 %
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ELISA IU/ml = 24399 + 44419 * NT- VERO
Wsp. korelacji = ,81029, p=0,0001, CV=60% , N=100

0 coRma
=
@

TEST TOKSOID ELISA 1U/ml
o
=)
2
3
©

o o 00

0,007 =

6,000 10,000
4,000 8,000
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0,041 0,081 0,301 0,701 2,000
0,061 0,101 0,501 0,901

Lo
0,002 0,006 0,010
0,004 0,008 0,021

TEST NT- VERO IU/ml

Rys. 2. Porownanie testu Toksoid ELISA z referencyjnym te-
stem NT — Vero.

Ze wzgledu na charakterystyczny rozkiad
krzywej korelacji wybranego testu Toksoid
ELISA ztestem referencyjnym za poziom gra-
niczny przeciwcial pozwalajacy w wigkszosci
przypadkéw na calkowita neutralizacj¢ toksyny
btoniczej przyjeto poziom 0,1 IU/ml. Stwier-
dzono, ze powyzej tej wartoSci wspodlczynnik
korelacp wynikéw odnosnie do testu referencyj-
nego wynosi r= 0,74 przy p<0,0001, migdzy-
grupowy wspotczynnik zmiennosci (CV) wyno-
sit 52,9%. Ponizej wartosci 0,1 TU/ml uzyskano
korelacje przecigtna, r= 0,5 przy p= 0,0002,
CV osiagnal wartos¢ 91,8%.

Stwierdzono, ze u23% populacji mieszkan-
coOw Polski pozmm przemwmal przeciwbloni-
czych znajduje si¢ ponizej progu zabezpieczenia
przed zachorowaniem, 64% stanowily osoby
o podstawowym zabezpieczeniu, a 13% osoby
o wysokim poziomie zabezpieczenia. Grupg ry-
zyka zakazenia C. diphtheriae stanowily osoby
w przedziale od 30 do 64 roku zycia.
W przedziale tym 43% nie posiadato zabezpie-
czajacego poziomu przeciwcial (Tabela 3, Rys.
3). Dynamike rozkladu poziomow przemwmal
przeciwbloniczych w poszczegélnych przedzia-
tach wiekowych przedstawiono na rys. 4.

m<0,1IU/ml
m0,1-1,0IU/ml

0>1,0 IU/ml

Om  1m 26m 711m 151 613] 14-18] 1924| 252

4 LS S

g
8
£
2
2
6
g
8

Rys. 3. Procentowy rozktad poziomu przeciwcial przeciwbto-
niczych w populacji wszystkich badanych regionow.

Miano IgG (IU/mi)
o000 0000
o2RGRGGIRE~

Oom m g-ﬁm 7-11m 145I F?GI 14-181 19-241 25-291 30-341 35391 40441 45491 50541 55591 60641 >65|

%

Rys. 4. Srednie geometryczne mian przeciwciat przeciwbtoni-
czych w calej populacji regionow / T - szczepienia ochronne /.

Po szczegotowej analizie wytypowanych re-
gionow okazato si¢, ze znamiennie nizszy po-
ziom  uodpornienia  populacji  wystepuje
w regionie zachodnim a nastepnie przygranicz-
nym regionie potudniowo-wschodnim (Tabela
3-4). Srednia arytmetyczna mian przeciwciat
przeciwbtoniczych w tych regionach wynosi od-
powiednio 0,40 10,45 IU/ml. Najwyzsza $rednia
poziomu przeciwcial wystgpuje w regionie cen-
tralnym, wynosi ona 0,59 IU/ml. Sposrod anali-
zowanych wojewddztw istotnie nizszy S$redni
poziom przeciwcial przeciwbloniczych wykaza-
no w wojewddztwie szczecinskim, wynosi on
0,34 IU/ml.

Najwyzszy odsetek oséb posiadajacych mia-
no przeciwcial przeciwbtoniczych ponizej 0,1
[U/ml (30%) stwierdzono u mieszkancow przy-
granicznego regionu potudniowo-wschodniej
Polski. Jest to zbiezne z najwigksza liczba przy-
padkéw zachorowan na blonice w ostatnich la-
tach obserwowana wlasnie w tym regionie. Wy-
soki odsetek 0sOb nieuodpornionych
stwierdzono roéwniez w regionie zachodnim
(25%). Niski za$ wykazano w nadgranicznym
regionie poludniowo-wschodnim 1 po6tnocno-
wschodnim (19%) oraz centralnym (20%).

Na podstawie analizy grup ryzyka
w badanych regionach wykazano, ze najnizszy
sredni poziom przeciwcial przeciwbtoniczych
wystgpuje w regionie pdinocno-wschodniej Pol-
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sk1 (0,16 TU/ml). Znamiennie najwyzszy odsetek
0sOb nieuodpornionych w analizowanych gru-
pach ryzyka stwierdzono w przygranicznym re-
gionie potudniowo-wschodniej Polski (47%). Na
podstawie analizy grup ryzyka w badanych wo-
jewddztwach wykazano najwyzszy odsetek oséb
nieuodpornionych w wojewddztwach przemy-
skim (50%) 1 krosnienskim (48%), najnizszy
w wojewodztwie szczecinskim (33%).

W populacji 0s6b dorostych powyzej 19 roku
zycia najnizsza Srednig arytmetyczng poziomu
przeciwcial  przeciwbloniczych  stwierdzono
W przygranicznym regionie potudniowo-
wschodnim (0,26 IU/ml) oraz regionie zachod-
nim (0,27 IU/ml). Wysoki odsetek dorostych
0sO0b nieuodpornionych wykazano w trzech re-
gionach: przygranicznym (42%), centralnym
(36%) oraz zachodnim (30%). Rozpatrujac ana-
lizowane obszary odpowiadajace dawnemu po-
dziatowi administracyjnemu najwigkszy odsetek
dorostych 0s6b nieuodpornionych wykazano
w wojewoddztwach: przemyskim (44%), kro-
$nienskim (39%), warszawskim (36%) oraz
zielonogdrskim (31%). Znamiennie najwyzszy
sredni poziom przeciwcial (0,41 IU/ml) jak
inajnizszy odsetek o0s6b nieuodpornionych
(24%) stwierdzono w nadgranicznym regionie
potudniowo-wschodniej Polski.

Tabela 3. Procentowy rozkiad uodpornienia oraz charaktery-
styka statystyczna poziomu przeciwcial przeciwbtoniczych
w poszczegblnych przedziatach wiekowych populacji wszyst-
kich regionow tacznie.

Przedziat <2m. [2m.—18 |>19r. . Gitige
. . o . Lacznie |ryzy-

wiekowy zycia | 1. zycia zycia Ka*

Liezba 0sob | 199 | 28 787 |1124  |546

(%)’ (41) (11) (32) (23) (43)

Liczba os6b

0,1-1,0 146 1404 1528 |3078 695

1U/ml (53) (66) (63) (64) (53)

(%)

Liezba0sob | 1o 1490 127 |67 |28

%) 4) (23) (5) (13) (2)

Srednia

arytmetycz- | 0,26 0,71 0,31 0,48 0,22

na

Srednia

geome- 0,14 0,44 0,17 0,25 0,12

tryczna

Mediana 0,16 0,56 0,18 0,29 0,11

Odchylenie

standardo- | 0,28 0,74 0,37 0,60 0,3

we

Minimum | 0,011 |0,005 0,003 0,003 0,005

Maksimum | 1,55 8,89 5,32 8,89 5,13

Liczebno$¢ | 265 2122 2442 | 4829 1269

* - suma osob w przedziatach wiekowych, w ktorych odsetek
nieuodpornionych przekracza 30%.

Tabela 4. Analiza réznic statystycznych pomigdzy grupami
wiekowymi.

2m — 18 —
e > 19 roku zycia | Gr. ryzyka
veia |P < _ _

<2 m. zycia 0.0000001 p=0,017182 p=0,01665
2, — 1§ el p <0,0000001 |p<0,0000001
Zycia
> 19 roku p < 0,0000001
zycia

4 OMOWIENIE WYNIKOW

Liczne badania przeprowadzone w ostatnich la-
tach w wielu krajach europejskich potwierdzaja
obserwacje zterenu Polski. W 1995 roku (46)
okreslono poziom przeciwcial w populacji nor-
weskiej oraz populacji rosyjskiej metoda neu-
tralizacji toksyny btoniczej na komorkach Vero.
Wsréd populacji rosyjskiej u44% badanych
stwierdzono poziom przeciwcial ponizej granicy
zabezpieczenia (<0,1TU/ml), podobnie
W populacp norweskiej stwierdzono u 40% o0s6b
poziom przeciwciat ponizej 0,11U/ml. Odsetek
0sOb uodpornionych w grupie wiekowej od 30
do 60 roku zycia w Norwegii byl wyzszy niz
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stwierdzony w Rosji. Stan uodpornienia zarow-
no populacji norweskiej jak 1rosyjskiej wydaje
si¢ by¢ dwukrotnie nizszy niz populacji polskie;.
Ze wzgledu na odsetek oso6b nieuodpornionych
oba te kraje posiadaja wciaz jeszcze utrzymujace
si¢ bardzo duze ryzyko wystapienia epidemii
btonicy.

Réwniez w 1995 roku przeprowadzono bada-
nia w potnocnych Niemczech (47) stosujac wy-
standaryzowana metod¢ ELISA. U 24% popula-
cji stwierdzono brak uodpornienia (miano
<0,11U/ml), 69% wykazywato podstawowy po-
ziom zabezpieczenia (0,1-1,01U/ml), a tylko 7%
posiadato wysoki poziom zabezpieczenia (=
1,0IU/ml). Najlepiej zabezpieczona grupe¢ sta-
nowity dzieci od 1 do 10 lat. Od 11 roku zycia
w kolejnych przedziatach wiekowych stwier-
dzono stopniowo zmniejszajacy si¢ odsetek osob
zabezpieczonych. Zadna z 0séb powyzej 50 ro-
ku zycia nie posiadata poziomu przeciwcial
przeciwbtoniczych powyzej wartosci 1,0I1U/ml.
Poziom przeciwcial 0sob powyzej 50 roku zycia
nie roznil si¢ od wystgpujacego u noworodkow.
W poréwnaniu z polskim schematem szczepien
niemiecki zawiera mniejsza liczb¢ dawek,
przede wszystkim nie uwzglednia dawki przy-
pominajacej w 19 roku zycia. Mimo, ze obser-
wuje si¢ zbiezno$¢ w odsetkach osob niezabez-
pieczonych obu populacji (w Polsce 23% <
0,1IU/ml), to jednak odsetek oséb uodpornio-
nych dlugoterminowo w populacji polskiej jest
dwukrotnie wyzszy. Ponadto, odsetek osob za-
bezpieczonych w Polsce wykazuje wyrazny
spadek dopiero po 25 roku zycia, w porownaniu
z populacja niemiecka (po 11 roku zycia).
W 1997 roku (48) wykorzystujac test neutraliza-
cji toksyny btoniczej na komorkach Vero wyka-
zano u 46% dorostej niemieckiej populacji po-
miedzy 19 a 54 rokiem zycia calkowity brak
uodpornienia przeciw blonicy. Nalezy podkre-
sli¢, ze w badaniach wlasnych w polskiej popu-
lacji u 0s6b powyzej 19 roku zycia odsetek nie-
zabezpieczonych wynosi 32%.

Podobne dane dotyczace uodpornienia prze-
ciwko btonicy uzyskano réwniez we Francji
w 1997 r. w badaniach przeprowadzonych przez
Ballereau i wsp. (49). Wykazano, ze w grupie
1004 oséb ponad potowa populacji (53,6%) po-
siadata miano ponizej 0,1IU/ml. Grupg ryzyka
okreslono w przedziale wiekowym od 40 do 65
lat, gdzie 54% stanowily osoby niezabezpieczo-
ne. U 0s6b w podesztym wieku (> 65 rok zycia)
osoby niezabezpieczone stanowity 67%.

Badania przeprowadzone testem immunoen-
zymatycznym ELISA we Wloszech wykazaly,
ze w 1997 roku tylko 23% sposrod badanych
0s0b posiadato miano powyzej 0,1 IU/ml (50).

Badania stanu uodpornienia przeciwko btoni-
cy w Danii przeprowadzone w 1988 r. (51) wy-
kazaty dwie grupy ryzyka. Pierwsza obejmowata
kobiety w wieku 30-39 lat zycia (brak uodpor-
nienia u 68% badanych), druga osoby pomigdzy
60 a 69 rokiem zycia, w ktérej brak uodpornie-
nia stwierdzono u 36% oso6b. Wyzszy odsetek
nieuodpornionych kobiet w stosunku do mez-
czyzn spowodowany jest prawdopodobnie pro-
wadzonymi w Danii szczepieniami u dorostych
przeprowadzanymi podczas odbywania stuzby
wojskowej.

W Szwecji z powodu braku zachorowan na
btonice w ramach zmian w kalendarzu szczepien
od roku 1979 zastosowano skrocony schemat
szczepien. W chwili obecnej wigkszo$¢ popula-
cji szwedzkiej wykazuje niski stan uodpornienia.
Odsetek osob nieuodpornionych znaczaco wzra-
sta juz w populacji dzieci w wieku powyzej 10
lat osiagajac odsetek 48% (52,53).

Proby poréwnania sytuacji w réznych krajach
europejskich, mimo iz maja charakter orienta-
cyjny, pozwalaja na sformutlowanie ogoélnego
wniosku, ze w wigkszosci krajow w populacji
0sOb dorostych obserwujemy niezadowalajacy

stan  uodpornienia  przeciwko btonicy.
W minionych latach  programy szczepien
ochronnych  skoncentrowane byly przede

wszystkim na populacji dziecigcej, poniewaz
btonica byla jedna znajgrozniejszych chordb
zakaznych wieku dziecigcego. Przypadki btoni-
cy u osob dorostych wystgpowaty sporadycznie,
poniewaz doro$li nabywali odporno$¢ droga
naturalng. Powszechne szczepienia ochronne
wyeliminowaty mozliwo$¢ nabycia odpornosci
ta droga, a objecie immunizacja tylko populacji
dzieci i mtodziezy doprowadzilo do powstania
nowych grup oséb narazonych na zakazenie,
przede wszystkim dorostych, u ktorych poziom
przeciwciat ochronnych obniza si¢ z wiekiem.
Poziom uodpornienia przeciwko blonicy oséb
dorostych w naszym kraju nie odbiega znaczaco
od tego, ktory obserwujemy w panstwach Euro-
py Zachodniej. Stan uodpornienia przeciwko
btonicy populacji dorostych znajduje si¢ na ni-
skim poziomie, ktéry stwarza realne zagrozenie
epidemiczne, zwlaszcza ze czgstos¢ przypadkow
zakazenia btonica w niektorych krajach europe;j-
skich utrzymuje si¢ na stalym poziomie.
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W wielu krajach, na wniosek epidemiologow
zmodyfikowano kalendarz szczepieh, wprowa-
dzajac dodatkowe dawki przypominajace dla
0s0b dorostych.

Aktualnie w Polsce obowiazkowym szcze-
pieniom ochronnym przeciw blonicy podlega
grupa osob do 19 roku zycia, w ktorej wskaznik
realizacji szczepien jest wysoki. Na podstawie
uzyskanych wynikow, nalezy rozwazy¢ rozsze-
rzenie zakresu szczepien przypominajacych
u wszystkich dorostych powyzej 30 roku zycia
na obszarze calego kraju.

5 WNIOSKI:

Test Toksoid ELISA speilnia wymagania testu
diagnostycznego, ktory mogltby by¢ powszech-
nie stosowany w placowkach zajmujacych si¢
zagadnieniem uodpornienia przeciwko blonicy.
W tescie tym za graniczny poziom uodpornienia
nalezy przyja¢ wartos¢ 0,1 IU/ml, wynikajaca
z charakterystycznego rozktadu korelacji
z testem referencyjnym.

Najwigkszy odsetek osob niezabezpieczonych
oraz najnizszy Sredni poziom przeciwcial
stwierdzono w wojewodztwach nalezacych do
przygranicznego regionu potudniowo-
wschodniego 1 regionu zachodniego.

Wsréd osdb powyzej 19 roku zycia u 63%
stwierdzono podstawowy poziom zabezpie-
czajacy wymagajacy podania wciagu 1-5 lat
dawki przypominajacej szczepienia.

Ze wzgledu na niski poziom uodpornienia
grupe najwickszego ryzyka zakazenia btonica
w badanych regionach stanowia osoby w wieku
od 30 do 64 roku zycia.

Proponuje si¢ sukcesywne szczepienie
wszystkich 0sob osiagajacych 30 rok zycia oraz
nastgpnie ich doszczepianie w odstgpach co 10
lat szczepionka Td.

Podzigkowania: Badanie to bylo czgsciowo
finansowane przez KBN (projekt 4POSA 029
16). Dzigkujemy regionalnym wspdipracowni-
kom: Chudnicka A., Gedrys-Kalemba S., Golec
K., Opania A., Pilarska M., Prosiecki R., Rude-
wicz-Kowalska M., Skowronek B, bez ktorych
udzialu niniejszy projekt by nie powstat.
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