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LIYOFILIZE STANDART DIFTERI-TETANOZ-BOGMACA ASILARI
GELISTIRME CALISMALARI

DEVELOPMENT STUDIES OF LYOPHILIZED STANDARD
DIPHTHERIA-TETANUS-PERTUSSIS VACCINES

Erkan OZCENGIZ', Derya UNVER', H. Hiiseyin CAYAN'
Pinar ATAKAN ABLAY', Esin KANIK'

OZET: Bu calismada, difteri, tetanoz, bogmaca asi komponentleri, difteri-tetanoz-
bogmaca (DTB), difteri-tetanoz/cocuk tipi (DT), difteri-tetanoz/yetiskin tipi (Td) ve tetanoz
toksoidi (TT) formulasyonlarinda adsorbe ve liyofilize edilerek standardize edilmistir.
Alhidrojele (aliminyum hidroksit jeli) adsorbe edilen ve stabil edici maddeler iceren
bu preparatlarin uygun liyofilizasyon isleminden sonra, her asida tim komponentlerin
immunojenite testleri in vivo ve in vitro olarak yapiimistir. Tetanoz komponenti potens
degeri her asida “letal challenge” testi ile saptanmis ve liyofilize adsorbe (LA)-DTB
asisinda 144.86 1U/ml, LA-DT asisinda 116.5 IU/ml, LA-Td asisinda 98.25 1U/ml ve LA-
TT asisinda 96.2 1U/ml olarak bulunmustur. Ayrica bu asilarla bagisiklanan farelerden
alinan serum Orneklerinde anti-tetanoz IgG ve anti-difteri IgG ELISA degerleri yuksek
bulunmustur. Bogmaca yéntinden de, anti-B.pertussis fimbria IgG antikor diizeyleri ELISA
Unitesi olarak yUksek degerde saptanmis ve bogmaca mikroaglttinasyon titresi de ylksek
bulunmustur. Bu preparatlarin adsorbe sivi asilarla karsilastiriimalari da yapilmis ve bu
yontemle hazirlanan liyofilize formulasyonlarda komponentlerin korundugu gortlmustur.
Bu calismada elde edilen preparatlarin, Diinya Saglik Orgiitii standartlarina karsi kalibre
edilerek standart asi olarak kullanilabilecedi sonucuna varilmigtir.

Anahtar sézclikler: Difteri, tetanoz, bogmaca, agl, standart.

ABSTRACT: In this study, diphtheria, tetanus and pertussis vaccine components
were prepared as the formulations of diphtheria-tetanus-pertussis (DTP), diphtheria-tetanus
(DT) for children, diphtheria-tetanus (Td) for adults, and tetanus toxoid (TT), respectively.
Alhydrogel-adsorbed vaccines prepared to contain the stabilizing substances were
lyophilized and the immunogenicity tests were carried out both in vivo and in vitro. The
potencies of the tetanus component of the vaccines were obtained by the lethal challenge
test in mice. The values were found as 144.86 1U/ml for lyophilized adsorbed (LA)-DTP,
116.5 IU/ml for LA-DT, 98.25 IU/ml for LA-Td and 96.2 IU/ml for LA-TT. Anti-tetanus 1gG
and anti-diphteria 1gG levels determined by ELISA method were found high in the sera
taken from the mice immunized with the above —mentioned vaccines. Anti-B.pertussis
fimbria IgG antibody levels were also high by both ELISA and microagglutination tests.
The test preparations were then compared to adsorbed liquid vaccines and it was shown
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that the components were quite stable in the lyophilized formulations. It was concluded
that the formulations prepared in this study can be used as standard vaccines after
being calibrated against World Health Organization standards.

Key words: Diphtheria, tetanus, pertussis, vaccine, standard.
GIRIS

1919 yilinda, tibbi kimyasallardan farkli olarak “asilar, serumlar, toksinler,
antitoksinler ve benzeri biyolojik Granler” ile ilgili ilk Amerikan duzenlemeleri
belirlenmistir. Pek ¢ok biyolojik triinde goérilen dogal cesitlilik ve onlarin
biyolojik test yéntemleri ve bu gibi saf olmayan Urtinlerdeki potens élgimu igin
ortak sistemlerin yoklugu, o tarihlerde kalite kontrol testlerinde kullanim igin
uluslararasi standartlarin ve referans reaktiflerin olusturulmasina yol agmistir. ilk
biyolojik standart 1923 yilinda insulin igin gelistirilmistir. 20. ylzyilin baslarinda
O6nemi fark edilen “uluslararasi biyolojikler standardizasyonu” konusunda halen
Dinya Saglk Orgiitiinin (DSO) calisan bir komitesi bulunmaktadir'.

Standartlar ve referans materyaller lisanslama ve kalite kontrol islemlerinde
énemli olup, asilarn toksisite ve immuinojenite testlerinde belirleyici bir rol oynar.
Bu standartlar, asi antijenlerine karsi bagisik yanitin belirlenmesinde oldugu
kadar, asilarin degerlendiriimesinde kullanilan yontemlerin standardizasyonunda
da 6nem tasir. Standartlarin ayni zamanda, elde edilen sonuglarin laboratuvarlar
aras! ve klinik calismalarin uluslararasi karsilastirimasinda hayati énemi vardir.
Buna ek olarak, ulusal duzenleyici otoriteler ve Ureticiler kendi ulusal veya
calisma standartlarini her Grinun kalitesini tespit etmek icin olusturabilir ve
bunu bir uluslararasi standarda karsi kalibre edebilirler. Diinya Saglik Orgitiiniin
(DSO) uluslararasi standardi genel olarak referans olarak kullanilmaktadir. Coklu
standart preparatlarin artisini énlemek igin ise, bdlgesel calisma standartlari
buyilk kapasitede belli bir yerde (retilebilir. Ornegin, Avrupa Konseyi ilac kalite
bélimi asilar icin calisma standartlarini DSO’nlin uluslararasi standartlarina
kars! kalibre ederek olusturmaktadir?.

Bu calismada adsorbe tetanoz toksoidi (TT) ve difteri-tetanoz-bogmaca
(DTB), difteri-tetanoz/cocuk (DT), difteri-tetanoz/yetiskin (Td) kombine asilarin
Uretim kalite kontrol testlerine yénelik calismalarda kullaniimak Uzere liyofilize
standart asilarin hazirlanmasi amaclanmistir. Bunlar liyofilize formda gelistirilerek
DTB, DT, Td ve TT asilan olarak hazirlanmis ve bu asi komponentlerinin
immunojenik &zellikleri, hayvan deneyleri ve in vitro yéntemlerle belirlenmistir.

GEREC ve YONTEM

Adsorbe Asilarin Hazirlanmasi: Difteri-tetanoz-bogmaca asisi (DTB),
0.5 ml'de 25 Lf difteri toksoidi, 7.5 Lf tetanoz toksoidi ve 10 milyar jerm isi
inaktif B.pertussis hicreleri olacak sekilde alhidrojele adsorbe edilerek hazirlandi.
Difteri-tetanoz agsisi (DT), 25 Lf difteri toksoidi, 7.5 Lf tetanoz toksoidi/0.5 ml
olacak sekilde alhidrojele adsorbe edilerek; yetiskin difteri-tetanoz asisi (Td),
7.5 Lf tetanoz toksoidi ve 2.5 Lf difteri toksoidi /0.5 ml olacak sekilde alhidrojele
adsorbe edilerek ve tetanoz toksoid agsisi (TT), 7.5 Lf tetanoz toksoidi/0.5 mi
seklinde alhidrojele adsorbe edilerek hazirlandi.
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Liyofilizasyon: Yukarida belirtilen kompozisyonlardaki adsorbe DTB, DT,
Td ve TT asilarina, liyofilizasyon 6ncesi son konsantrasyonda %5 sukroz, %1
tripton, %1 monosodyum glutamat olacak sekilde bu maddeler ilave edildi ve
liyofilizasyon siselerine 0.5 ml miktarlarda steril olarak dagrtildi. Derin dondurucuda
dondurulan materyal liyofilizasyon cihazinda vakum altinda kurutuldu.

Liyofilize Adsorbe (LA-DTB, LA-DT, LA-Td, LA-TT) Asilarda Tetanoz
Potensi “Letal Challenge” Testi: Hazirlanan liyofilize adsorbe LA-DTB asisi ve
karsilastirimali olarak kullanilan sivi adsorbe DBT- India (EU 430 422-C) asisI
seri olarak sulandirildi (1/25, 1/50, 1/100, 1/200) ve her sulandirrmdan 10’ar
adet her biri 17-22 gr olan farelerin derialtina 0.5 ml enjekte edildi. Liyofilize
adsorbe DT, Td, TT asilar testinde ise karsilastirimali olarak sivi adsorbe TT
(RSHM TT0001) asisi kullanildi. Bu asllar seri olarak sulandirildi (1/20, 1/40,
1/80, 1/160) ve her sulandinmdan 10’ar adet her biri 17-22 gr olan farelerin
derialtina 0.5 ml enjekte edildi. Bagisiklanmayan 10 adet fare toksin kontroll
icin kullanildi. Bu enjeksiyonlardan 40 gun sonra farelere standart tetanoz
toksininin (TA-4B, JICA-Japonya) 100 LD, /0.5 ml “challenge” dozu derialti
yolla enjekte edilerek fareler bir hafta suresince gbzlendi. Bir hafta icinde, her
gln tetanoz semptomlari ve 6lum durumu gézlenerek skor kaydi yapildi®®.
Sonuclar “Paralel Line” metoduna goére IU olarak hesaplandi®.

LA-DTB, LA-DT, LA-Td Asilarinda Difteri-Bogmaca-Tetanoz Komponentleri
Immiinojenite Testi: Liyofilize adsorbe LA-DTB, sivi adsorbe SA-DBT-India (EU
430 422-C) asisi ve sivi adsorbe deneysel SA-DTB asimiz, 0.25 ml olarak 6
adet her biri 17-22 gr olan fareye derialti yolla enjekte edildi ve farelerden 15
glin sonra alinan serum &rneklerinde ELISA ile anti-B.pertussis fimbria 1gG,
anti-tetanoz IgG ve anti-difteri IgG antikor duzeyleri arastirildi.

Liyofilize adsorbe LA-DT, LA-Td, sivi adsorbe DT-India (EU 20404-A) ve
sivi adsorbe Td-India (EU 40311-B) asilar, sulandirimadan ve 1/2 ile 1/10
sulandinmlarda, 5’er adet her biri 17-22 gr olan farelere 0.5 ml derialti yolla
enjekte edildi. Farelerden 30 gun sonra alinan serum érneklerinde anti-tetanoz
IgG ve anti-difteri IgG antikor dizeyleri belirlendi. Bagisiklanmayan 5 adet fare
serumu negatif kontrol olarak kullanildi.

ELISA Yéntemi: Bu yontem, Gueirard ve arkadaslarinin” tanimladig sekilde
uygulandi. Kisaca; duz tabanli mikropleyt gukurlari 0.05 M NaHCO,, pH
9.6 kaplama solusyonu icinde, purifiye difteri toksini (5 ng/100 pl), purifiye
tetanoz toksoidi (5 png/100 pl) ve B.pertussis Saadet susu fimbria proteini
(1 ng/100 ul) ile 100 pl hacimde 24 saat oda isisinda bekletilerek kaplandi.
Daha sonra yikama c¢dézeltisi (%0.05 Tween 20+%0.85 NaCl) ile U¢ kez
yikandi. Cukurlara %2 fétal dana serumu iceren dilisyon c¢oézeltisi kondu ve
test serumlari, karsilastirma serumlari ile negatif kontrol serumunun 1/100
dilisyonlarindan birinci cukurlara 100 pl konularak seri sulandirmlari yapild.
Oda 1sisinda iki saat bekletildikten sonra ¢ kez yikandi ve 1/15.000 dilisyonda
konjugat (alkaline phosphatase- anti-mouse IgG) her bir cukura 100 pl ilave
edilerek oda isisinda iki saat inktbe edildi. Tekrar Uc kez yikama isleminden
sonra cukurlara 100 pl substrat (0.5 mM MgCI2 iceren %10 etanolamin pH
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9.8 icinde hazirlanan paranitrophenyl phosphate; 1 mg/ml) ilave edildi. 15-20
dakika sonra 50 ul 1M NaOH eklenerek reaksiyon durduruldu ve sonuglar
405/630 nm dalga boyunda okunarak degerlendirildi.

Bogmaca Komponenti Mikroagliitinasyon Testi: B.pertussis Saadet susunun
formaldehit inaktif 40 milyar jerm/ml stspansiyonu antijen olarak kullanild.
U tabanh mikropleytlerde tim cukurlara 0.05 ml fosfat klor(ir tamponu, pH 7.2
(PBS) konuldu ve her siradaki ilk cukura liyofilize adsorbe DTB ve karsilastirmali
olarak sivi adsorbe DBT-India (EU 430 422-C) ve sivi adsorbe deneysel tam
hicre bogmaca asilarina kargi elde edilen bagisik serumdan 0.05 ml konarak
seri sulandirmalar yapildi. Daha sonra her sirada bulunan tim cukurlara 0.05
ml antijen ilave edildi ve 37°C’de bir gece inklibasyondan sonra, sonuclar
aglutinasyon titre degeri olarak kaydedildi®.

BULGULAR

Liyofilize adsorbe asilar ile bagisiklanan farelerde tetanoz potensi Tablo I'de
goraldugu gibi belirlenmistir.

Tablo |I. Liyofilize Adsorbe Asilarda Tetanoz Komponentinin
“Letal Challenge” Test Degerleri

Liyofilize Adsorbe Asilar Tetanoz Potensi (IU/ml)
LA-DTB 144.86
LA-DT 116.5
LA-Td 98.25
LA-TT 96.2

Liyofilize adsorbe LA-DTB, LA-DT, LA-Td asilari ve sivi adsorbe
asllarla bagisiklanan farelerden alinan serum o6rnekleri ELISA yéntemi ile
karsilastirldiginda, liyofilize asilarin yiksek degerlerde anti-tetanoz IgG, anti-difteri
IgG ve anti-B. pertussis fimbria IgG antikor titreleri olusturdugu goérdlmustir.

Liyofilize adsorbe LA-DTB asisi, sivi adsorbe SA-DBT-India (EU 430 422-C)
asisi ve sivi adsorbe deneysel SA-DTB asisi ile bagisiklanan fare serumlarinda
ELISA ybéntemi ile saptanan anti-difteri IgG duzeyleri Sekil 1’de, anti-tetanoz
IgG degerleri ise Sekil 2'de gérilmektedir.

LA-DTB asisi, SA-DBT- India (EU 430 422-C) asisi ve SA-Deneysel Tam
Hicre Bogmaca asisi ile bagisiklanan fare serumlarinda ELISA y&ntemi ile
anti-B.pertussis fimbria 1gG degerleri Sekil 3'de gorildigu gibi belirlenmistir.

LA-DT asisi ve SA-DT-India (EU 20404-A) asis! ile bagisiklanan fare
serumlarinda ELISA ydntemi ile belirlenen anti-difteri IgG degerleri Sekil 4'de,
anti-tetanoz IgG degerleri ise Sekil 5'de verilmigtir.

LA-Td asisi ve SA-Td-India (EU 40311-B) asisi ile bagisiklanan fare
serumlarinda ELISA yéntemi ile anti-tetanoz IgG degerleri Sekil 6’da, anti-difteri
IgG degerleri ise Sekil 7’de géruldigu gibi belirlenmisgtir.
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Sekil 1. Liyofilize adsorbe LA-DTB asisi, sivi adsorbe SA-DBT- India asisi ve SA-deneysel DTB
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asisi ile bagisiklanan fare serumlarinda anti-difteri IgG degerleri.
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Sekil 2. LA- DTB asisi, SA-DBT- India asisi ve SA-Deneysel DTB asisi ile
bagisiklanan fare serumlarinda anti- tetanoz IgG degerleri.
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Sekil 3. LA-DTB asisi, SA-DBT-India asisi ve SA-Deneysel Tam Hiicre Bogmaca asisi ile
bagisiklanan fare serumlarinda anti-B.pertussis fimbria IgG degerleri.
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Sekil 4. LA- DT asisi ve SA-DT- India asisi ile bagisiklanan fare serumlarinda
anti-difteri 1IgG degerleri.
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Sekil 5. LA-DT asisi ve SA-DT-India asisi ile bagisiklanan fare serumlarinda
anti-tetanoz IgG degerleri.
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Sekil 6. LA-Td asisi ve SA-Td-India asisi ile bagisiklanan fare serumlarinda
anti- tetanoz 1gG degerleri.
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Sekil 7. LA-Td asisi ve SA-Td-India asisi ile bagisiklanan fare serumlarinda
anti-difteri 1IgG degerleri.

LA-DTB asisi, SA-DBT-India (EU 430 422-C) asisi ve SA-deneysel tam
hcre bogmaca agilari ile bagisiklanan fare serumlarinda bogmaca komponenti
icin mikroaglutinasyon titre de@erleri Tablo I'de gésterilmigtir.

Tablo Il. LA-DTB, SA-DBT-India ve SA-Deneysel Tam Hilcre Bogmaca
Agllari ile Bagisiklanan Fare Serumlarinda B.pertussis
MikroaglUtinasyon Titre Degerleri

Asllar Titre
Liyofilize Adsorbe LA-DTB 1/64
Sivi Adsorbe SA-DBT- India 1/256

Sivi Adsorbe Deneysel Tam Hicre Bogmaca 1/16384
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TARTISMA

Dunya Saglk Orgitii (DSO), insan hastaliklarinin énlenmesi, tedavisi ve
teshisi icin kullanilan biyolojik maddeler icin uluslararasi biyolojik referans
standartlari olusturmaktadir. Tim dinyada &lcimlerin tutarhhigini saglamak
Uzere bu maddelerin aktiviteleri ortak bir uluslararasi Unite olarak belirlenir.
Uluslararasi biyolojik referans standartlar sinirli miktarlarda bulunduklar igin,
rutin kullanim olarak degil ancak bdlgesel, ulusal veya laboratuvar standartlarinin
karakterizasyonu ve kalibrasyonu i¢in temin edilebilir®'°. Bu referans standartlarin
listeleri, DSO tarafindan zaman zaman gézden gegcirilerek yenilenmekte, ilave
ve degisiklikler Biyolojik Standardizasyon Uzman Komitesinin yillik raporlarinda
(DSO Teknik Rapor Serileri) yayinlanmaktadir'.

Ozellikle asilarin potens dlciimlerinde, Gretim isleminin devamhligini
saglamak i¢in bu tip standartlara ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle galismamizda
liyofilize adsorbe asilarin hazirlanmasi amaclanmistir. Geligtirilen yontemle
hazirlanan cgesitli preparatlarla yapilan bagisiklama galismalarinda, ylksek
dizeyde antikor yaniti olustugu saptanmistir. Liyofilize adsorbe DTB, LA-DT,
LA-Td, LA-TT kombine formdaki agilarin, tetanoz komponenti yéninden yapilan
“letal challenge” testlerinde, potens degerleri sirasiyla 144.86 IU/ml, 116.5 IU/ml,
98.25 IU/ml ve 96.2 IU/ml olarak bulunmus; yiksek degerlerde elde edilen bu
in vivo potens sonuglarinin, in vitro deneylerle de uyumlu oldugu gériimastar.
Bagisik fare serumlari ile yapilan ELISA testlerinde de ylksek dizeyde anti-
IgG antikorlar saptanmistir. Ozellikle LA-DTB asisinin SA-DBT-India asisi ile
hemen hemen ayni degerleri vermesi (Sekil 1,2,3), hatta LA-DT asilarinin
sivi aglya gore daha iyi gérinmesi (Sekil 4,5), liyofilize preparatlarin standart
as! olarak kullanima ¢ok uygun oldugunu gdstermistir. Boylece adsorbe sivi
asilarla yapilan karsilastirmalarda, hazirlanan liyofilize formulasyonlarin her bir
komponent potensinin iyi oldugu ve komponentlerin iyi derecede korundugu
saptanmistir. Sonug olarak hazirlanan liyofilize asilarin DSO standartlarina karsi
kalibre edilerek standart asi olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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