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GIRIS

Bogmaca, Bordetella pertussis'in neden oldugu endemik ve
epidemik bir hastaliktir. Ozellikle yeni dodan bebeklerde ve kigik

gocuklarda etkili olan bu hastalk biitiin diinyada yaygin olarak bulunur.

Dunyanin birgok bdlgesinde biylk bir problem olan
bogamaca hastaligi, genellikle 0-12 ayhk bebekler igin 6ldurliclidir. Bu
yas grubundaki 6lim orani, bitlin enfeksiyon hastaliklarinin neden
oldugu 6liimlerden daha fazladir. Diinya Saghk Orgiitl bu hastaiga bagh
olarak yilda 600.000 6lim oldugunu tahmin etmekte ve bunlarin timuinin

agisiz gocuklar oldugunu ileri siirmektedir.1.2

Bogmaca igin ilk asi fikri 1906 yilinda mikroorganizmanin
izole edilmesinden hemen sonra ortaya atilmig ve 6li B. pertussis
hiicrelerinden elde edilen standart agilar 1950'lerin bagindan itibaren
yaygin olarak kullaniimaya baglanmigtir. Bogmaca asisinin genis olarak
uygulandigi boigelerde hastahigin epidemiyolojisi siratle degismis,
bogmaca 6nemli gekilde gerilemig, ayni zamanda hastaligin agir seyri ve
6l0m orani diigmugtir. Ancak, agilamanin tam olarak uygulandigi gelismis
llkelerde olusan rahatlama ile beraber dikkatler agiya bagl reaksiyonlara
cevrilmigtir. Cok az da olsa bazi tlkelerde DBT asilamalarindan sonra
kaydedilen ciddi reaksiyonlarin B. pertussis komponentleri ile ilgili
olabileceéi s6z konusu edilmigtir. Bu silre¢ iginde B. pertussis'in
molekiler biyolojisi ve patojenezi lizerinde yapilan g¢alsmalarda
gbzéniinde bulundurularak yeni agi geligtirme gabalan artmigtir. Hatta

bazi Ulkelerde agi uygulamalarinin durduruldugu da gérulmistir. Fakat



bu Ulkelerde daha sonra gorilen bogmaca epidemileri asi

uygulamasindan vazgegilmeyecegini gostermigtir. 3.4

TOm bunlarin yaninda, agi uygulamasinin énemi kadar,
agida kullanilan suglar ve ybntemlerde aginin glici bakimindan énem
tagimaktadir. Ozellikle asida kullanilan suglarnin agliitinojen 1, 2 ve 3
determinantiarina sahip olmasi birinci derecede gbzdninde
bulunduruimasi gereken 6zellik olarak kabui edilmigtir. Bu agldtinojenlere
sahip B. pertussis suglan faz | olarak adlandinimakta olup, degisik faz |
suglarinin karigiminin da agi yapiminda kullanifabilecegi ileri

strilmektedir.1:5:6

Bununla beraber agi yapiminda kullanilan suglarin bazi
énemli komponentlere de sahip olmasi ve in vivo olarak asgari diizeyde

antikor yaniti gikarabilmesi gerekmektedir.

Bu nedenle, bu galismada faz | olarak belirledigimiz suglarin
Lenfositozis-Promoting-Faktér (LPF) ve Filament6z HemaglGtinin (FHA)
sentezleme yetenegi yaninda in vivo aglitinin yaniti gikarma 6zelliklerinin

de incelenmesi amaglanmigtir.



GENEL BILGILER
Bordetella pertussis'in mikrobiyolojik &zellikleri :

B. pertussis kiigik, gram negatif, hareketsiz ve konaktan ilk

izole edildiginde kapstllli formda olan bir mikroorganizmadir.5.7.8

Laboratuvar sartlarinda zor Urer. Uremesi igin aktif karbon,
nisasta, kan veya kan Urlnlerini ihtiva eden 6ézel ortamlara ihtiya¢ duyar.
Nigasta, pepton gliserol ve %33 oraninda kan ihtiva eden Bordet
Gengou'nun orjinal kati vasatlarinda 3-5 gtin iginde diz, geffaf ve kiglk
koloniler olugturur. Etrafi hemolizli olan kolonileri ile Haemophilus'a
benzetilen bu bakteri Greme igin X ve V faktdrlerine gereksinim duymaz.
Doymamisg yag asitleri, metal iyonlari, silfitler ve peroksitier gibi

bilesenlerin bulundugu ortamlarda tireyemez.1.5.7.9

Metabolizmasinda aminoasitlere 6zellikle sistein glutamik
asit, prolin, nikotinik asit ve magnezyum siilfat, glutatyon, demir tuzu gibi
treme faktérlerine ihtiyag duyar. Bu nedenle kiltirl igin son senelerde;
Yag asitlerini inhibe etmek amaci ile absorbans ilave edilmis Modifiye
Cohen-Wheeler, Greme faktérleri ihtiva eden Stainer-Scholte,
Modifiye-Morse Bray gibi gesitli sentetik ve yar sentetik besiyerleri

kullaniimaktadtr.

B. pertussis sentetik besiyerlerinde Urerken kapsilini
kaybeder ve bir takim degisimlere ugrar. Bu degisim faz I'den faz Il, Ili

veya IV'e olacak sekilde karakterize edilmigtir. 5.6.7.9



Faz | mikroorganizmalan konaktan yeni izole edilen
bakterilerin 6zelliklerini tagir. Faz | suglarinin hiicre duvar yapisinda 35
gesit protein varligr goésterilmis olup, bunlarla yapilan imminolojik
galigmalarda ise yaklagik 20 gesit determinant grubundan s6z edilmigtir.
Bu proteinlerin bir kismininda Kkultir pasajlari ile kayboldugu
belirlenmigtir. Faz Il ve lllI'de ki bakteriler ara gekillerdir. Faz IV suglarn ise

spontan degisimin son Urtinleri olup, antijenik yénden oldukga fakirdir. 5.9
Bordetella pertussis'in virilans faktérleri :

B. pertussis, ¢ok yonli biyolojik aktiviteleri olan patojenik bir
mikroorganizmadir. Hastaligin meydana gelmesinde rol oynayan faktorier
birden fazla olup, bunlar arasinda biyokimyasal 6zellikleri heniz

bilinmeyenler de vardir. 410

Son zamanlarda bu alanda yapilan imminokimyasal
calismalarda B. pertussis'in biyolojik aktivite gsteren bazi komponentleri
izole ve karakterize edilmigtir. Bu komponentlerin agilama ve hastalik
sonrasi immunite ile iligkili oldugu ve bogmacanin patojenezinin

anlagiimasinda énemli rol oynadi§i belirlenmigtir.

Bitin bu bilgiler bogmaca asilarinin geligtiriimesi ve
serolojik teghisinin dizenlenmesinde 6nemli bir agama kaydedilmesini

saglamistir. Bordetella pertussis'in virllans faktérleri;

Aglitinojenler (AGG)
Filamentbéz hemaglitinin (FHA)

Lenfositozis-promoting faktér (LPF)



Lipopolisakkaritier (LPS)
Adenilat siklaz (AC)
Dermonekrotik toksin (DT)
Trakeal sitotoksin (TCT)

Agliatinojenler:

B. pertussis'in en iyi bilinen ylizey komponentleri olan
aglutinojenler, bakterinin solunum yollan mukozasina baglanmasini
saglayarak enfeksiyonun baglamasina neden olurlar.4.10 Konagin immiin
sisteminde bu antijenlere kargi aglitinin adi verilen spesifik antikorlar
meydana gelir. Ve bu antikorlar bakteri ile reaksiyona girerek onun tam

aglitinasyonuna neden olabilirler.4.11

Aglitinojenler, heterojen dzellik gdsteren grup antijenleridir.
Bunlar az miktarda spesifik i1siya dayanikli lipopolisakkarit
komponentlerinden meydana gelen O antijenleri ile bir veya daha fazla
sayida Isiya dayaniksiz K antijenlerinden meydana gelmiglerdir. K
antijenleri 56°C isiya dayanikli olup, 100°C'de dayanikliligin

kaybederler.1,4,5,12,13

Bordetella turlerinde bugiine kadar 14 tip aglitinojen
tanimlanmigtir. Tip 7 tim Bordetella turlerinde yaygindir. 1957 yilinda
Eldering.13 B. pertussis igin 1-6 gesit serotip agliitinojen tanimlamigtir.
Bunlardan 1,2,3 baglica aglitinojenler olup, bitiin tam hiicre bogmaca
agilannda bulunurlar ve 6nemli derecede koruyucu etkiye sahiptirler.
4,5,6 ise diger aglitinojenlerdir. Bunlarin koruyuculuk yoniinden ¢ok fazia

etkinlikleri yoktur.1:4.5,10,14



Aglitinojen 1, tim suglarda bulunur ve tir igin belirleyicidir.
Ozellikle yeni izole edilen suglarda varli§ tesbit edilmigtir. Bu suglar 1,2,3;
1,2 veya 1,3 aglitinojenlerini ihtiva eden ¢ serotipten birine aittir.
Bugline kadar hiucrede hangi bdlgelerde bulundugu tam olarak
belirlenememigtir. Bu antijenlerin hem fimbriyalarda hem de hiircre
ylzeylerinde bulundugu ve tek bir bdlgede yer almadigi ileri

strdlmektedir.5,15,16

Aglitinojen 2, 22 kd agirhginda fimbriyal orjinli bir serotiptir.
Bakteri patojenezinde, epitel hiicre siliyalarina tutunarak non-invaziv
kolonizasyondan sorumlu oldugu disunilmektedir. Bu durum asgisiz
topluluklardan izole edilen suglarda genellikle 1,2,3 ve 1,2 geklinde

aglitinojen varliginin gésterilmesi ile de kuvvet kazanmaktadir.4.15

Aglitinojen 3'lin ise fimbriyal olmayip, bir dig membran
proteini oldugu ileri strlimigtir. Bu agldtinojenin de agilarda bulunmasi

iyi bir korunma sagdlamanin gartlarindan biri olarak gériilmektedir.1.4.15

Diger aglitinojenler olan 4,56 ve 6 hakkinda fazla bilgi
bulunmamaktadir. Aglitinojenlerin énemli bélimdndn (1,2,3) nispeten
tanimlanmig olmasi yaninda, bunlarnn izole suglardan zaman iginde kultir
pasajlar veya bekleme sonucu kendiliginden genotipik degisiklikler ile

ortadan kalktigi da bilinmektedir.4
Filament6z hemaglitinin:

2x40 nm boyutlarinda 126.000-133.000 molekil agirhginda

filamentéz yapiya sahip olan bu proteinin toksik &zelligi yoktur.,17.18



Koyun, tavuk, kaz gibi birgok hayvanin eritrositierini agliitine edebiime
6zelligine sahiptir. Molekillin bu aktivitesi kolesterol inhibisyonuna
duyarlih§: ile karakterizedir.14 Ayrica bu toksinin LPF ile birlikte

hemaglitinasyon aktivitesi gdsterdigi belirlenmigtir.

1976 yilinda Sato ve Arail® tarafindan yapilan galigmalarda
FHA, o gline kadar tek bir hemagliitinin olarak bilinen proteinden LPF ve
FHA olarak ayn ayn saflagtinlimis ve daha sonra saf FHA molekilinin
SDS-PAGE sisteminde 4 ana alt birim ve 5-6 kig¢ilk alt birimden olugtugu

gosterilmigtir.4.17

Filamentéz hemaglitinin, patojenez sirasinda bakterinin Ust
solunum yollarina yapigmasini ve kolonizasyonun baglamasini sagladig
ileri surilmektedir. FHA'ya kargi gelisen antikorlarin kisa émurli oldugu
fakat LPF ile beraber iyi bir koruyucu gii¢ olusturdugu saptanmig ve yeni
geligtiriimekte olan hiicresiz bogmaca agisi programlarinda bu toksinden

genig olarak faydalaniimigtir.1.3,10,17,18

Son zamanlarda yapilan galigmalarda FHA molekillerinin B.
pertussis kolonizasyonunda S. pneumoniae, H. influenzae ve S. aureus
gibi bazi patojenlerin de kolay kolonize olmasinda rol aldig: ileri
strtlmektedir. Bu durumun bogmaca vakalarinda gorilebilen

sUperinfeksiyonlarla iligkili oldugu zannedilmektedir.1.20
Lenfositozis promoting faktér:

B. pertussis'in en énemli virllans faktértidir. Farki biyolojik
aktivitelerinin olmast nedeni ile bu ekzotoksine : Pankreas aktive eden

protein (IAP : Islet activating protein), histamine duyarlagtinc: faktér (HSF :



Histamine sentizing factor), pertussigen ve pertussis toksin (PT) isimleri

de verilmistir.1,3,9,10,11,17,21

LPF, tipik olarak AB modelinde
olup, iki ana alt birimden meydana
gelmigtir. Bunlardan A komponenti
veya S1 enzimatik dlarak aktif
S2 3 kisimdir. B oligomeri, hedef

hiucrelere  baglanarak A

komponentinin hiicre igine
girmesini saglar. B komponenti; S2,
S3, S4 ve S5 olmak lizere 4 alt

Sekil 1 : LPF'nin sematik yapisi ve birimden meydana gelmistir.

alt birimleri Toksik 6zelligi yoktur (Sekil 1).

Cesitli in vitro ve in vivo galismalarda LPF'nin potent bir
toksin oldugu ve bogmaca hastali§i sirasinda goriilen sistemik belirtilerin
buytik bir gogunlugunun bu toksinin aktiviteleri ile meydana geldigi

belittilmigtir.1.3.4.10,21
LPF'nin en énemli biyolojik aktiviteleri sunlardir;

1. Konak organizmadaki nétrofil, monosit, makrofaj bazofil,
NK lenfositleri ve kemik iligi stem hlicreleri gibi, immiin efektér hicreleri
bloke ederek major hicre tiplerini etkiler ve bdylece konagin sekonder

enjeksiyonlara hassaslagmasina neden olur.



2. Pankreasin B hicrelerini aktive ederek, insdlinin glikoza

bagh salinimini arttirir.

3. Adenilat siklaz regllasyonunu hormonal uyarim gibi

modifiye ederek, hiicrelerin uyarimini saglar.

4. Lenfositozis, I6kositozis ve monosit migrasyonuna neden

olur.

5. T lenfositlerinin supresér aktivitesi ile IgE antikorlarinin

meydana gelmesini saglar.
6. Yag hucrelerinde lipolizise neden olur.

7. Fosfotidil inositol hidrolizinin stimllasyonunu bloke
ederek, aragidonatlarin serbest kalmasina ve bazi hiicrelerde kalsiyum

mobilizasyonunun meydana gelmesine neden olur.

LPF dislk dozlarda (<10 ngkg-1) hayvanlara verildigi
zaman zararh etki g0stermez. Yiksek dozlarda ciddi yan etkiler yapar ve

hayvanlarnn 6liimine neden olur.1,4,22,23

Tum bu aktiviteleri nedeni ile LPF yeni gelistiriimekte olan

hicresiz bogmaca agilarinin ana komponentidir.
Lipopolisakkaritler :

Bltin gram negatif bakterilerde yaygin olarak bulunan
lipopolisakkaritler B. pertussis'in endotoksinleridir. Bu mikroorganizma-
daki lipopolisakkaritlerin yapi ve fonksiyonlari diger mikroorganizma-

larinkinden farkhdir.1.4,10
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Yapisal olarak; Lipid A ve lipid X olmak Gzere iki farkl lipid
molekuld ile her Unitede 12-16 monosakkarit igeren iki farki oligosakkarit

zincirinden meydana gelmigtir.

Fonksiyonel olarak; Lipid X'in klasik bir endotoksin aktivitesi
vardir. Buna karsilik lidip A'nin pirojenite ve toksisitesi diglik olup,
adjuvant ve antiviral aktivite yéniinden kuvvetli bir etkiye sahiptir.
Oligosakkarit fraksiyon, fare lenfositleri igin mitojeniktir. Ayrica tavsan
splenositlerinin aktivitesini ve insan monositlerinden salgilanan interldkin

1'in uyanmini saglar.1.4

Tam hicre bogamaca asilarinda da bulunan
lipopolisakkaritlerin koruyucu etkileri yoktur. Bununla beraber agilama
sirasinda gorilen ates, iltihap gibi bazi reaksiyonlardan sorumiu
olabilecedi ileri surlimektedir. Bu etkileri ylziinden de yeni gelistirimekte

olan asilarda endotoksin bulundurulmamasi hedeflenmektedir.1.10,11
Adenilat siklaz :

B. pertussis'in olusturdugu bu enzim ayni zamanda toksin
aktivitesi de g6stermektedir. Molekiil agirhgi yaklasik olarak 70 kd dur. Bu
enzim 6karyot hiicre igine baska bir proteine baglanarak girer ve ATP'nin

cAMP'ye dbnlistimini katalize eder.1:4.24,25,26

Adenilat siklaz enzimi uygun kosullarda kalmodulin
tarafindan aktive edilerek fagositlere girer ve endojenéz ATP'nin cAMP'ye
dondsimind katalizler. Fagositoz {izerine bu etki organizmanin
enfeksiyon bélgesinde hayatta kalmasina olanak tanir. Bu aktivitelerinin

diginda adenilat siklaz toksin, konak organizmanin immiin sistemine etki
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ederek konak savunmasinin bozulmasina neden olur. Bu agamada ki en

onemli faaliyetleri sunlardir;

1. Kemotaksisi, siperoksid olugsumunu ve pargali gekirdekli

I6kositlerin mikroorganizmalan &éldirmelerini,
2. Alveolar makrofajlarin oksidatif aktivitelerini,
3. Monositleri ve NK hiicrelerini inhibe eder.4.10,11
Dermonekrotik toksin :

Isiya duyarli ve fareler igin kuvvetli éldlrtci etkisi olan bu
toksin, B. pertussis'in sitoplazmasinda lokalize olmustur. 56°C'de 10
dakika isitmakla yok olabilir ve formaldehid gibi kimyasal maddelerle
inaktive olur. Bu toksin kobay, koyun, fare, tavsan ve domuzda

dermonekrotik etki gdsterir.1,4

Molekil agirhgr 102 kd olup, 30 ve 20 kd agirliginda iki alt
birimi vardir. Imminojenitesi dislktir. Farelere disik dozlarda
subkutandz yol ile enjekte edildi§i zaman nekrotik lezyonlara, ylksek

dozlarda verildigi zaman &liime neden olabilir.4

Bu komponentin bogmacada ki roli tam olarak
belirlenememesine ragmen pUrifiye edilmis toksinin periferal kan
damarlarinin vazokonstriksiyonuna, lokal iskemiye, I6kositlerde
diapedezis ve petesial hemorajiye neden oldugu saptanmistir. Bugiine
kadar yapilan galismalarda toksinin insanda antikor olusumuna neden

olup olmadidi belirlenememigtir.4
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Trakeal sitotoksin:

B. pertussis'in sivi kiltir siUpernatanlarindan son
zamanlarda izole edilmis bir ekzotoksindir. Bakteri hicre duvarinin

peptidoglikanindan elde edilmigtir.

Enfeksiyon sirasinda bakterinin konak savunmasina kargi
micadelede 6nemli etkileri oldugu belirlenen bu toksin, ézellikle trakeal
silia ve epitel hiicrelerde lezyonlara neden olur. Hamster trakeal epitel
hiicrelerinin tek tabakali hlicre kiltirlerinde, doza bagl olarak DNA
sentezi inhibisyonuna ve yine hamster trakeal organ kuitirlerinde,

siliostazis ile hticrelerin nekrozuna neden oldugu belirlenmigtir.1.4.5,11

Hastaliktan korunmada, bu komponente kars: olusan antikor

yanitinin roli bugin igin tesbit edilememigtir.
Bogamaca hastahgi:

Onemli enfeksiyon hastaliklarimin baginda gelen bogmaca
daha ¢ok yeni dodan bebeklerde ve kiiglik gocuklarda goriilen, gok

yiiksek derecede bulasici 6zellik tagtyan bir hastahktir.4.8,27

Hava yolu ile viicuda giren B. pertussis insanlarin trake ve
bronglarinin epitel ylizeylerine yerleserek hizla gogalir. 1-3 haftalik bir

inkibasyon déneminden sonra ilk belirtiler ortaya gikar. Bu hastalik;

1. Inkiibasyon dénemi
2. Nezle dénemi
3. Spazmodik 6ksiirik

4. lyilesme ddnemi olmak (izere baglica 4 dénem ile

karakterize edilmigtir.1.4.8,9,27
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inklibasyon déneminden sonra gérllen nezle ddnemi
semptomlar, genelde hafif bir soguk alginh@i, hapsirma ve nazal mukus
membranlarinin inflamasyonu geklindedir. Ates 38,5°C'den daha azdir.
Bu dénem sirasinda B. pertussis nazofarengial kaltdrlerden %90
oraninda izole edilebilir. Fakat bu dénemde klasik bogmaca oksiriga
gorilmedigi icin primer tani olanags yoktur. Bu ylzden bu dénemde gok

nadir olarak bogmaca hastaligindan stiphelenilir.4

Spazmodik 6ksirik déneminde, infeksiyon asagi solunum
yollarinda yayginlagir. Nezle déneminden yaklagik iki hafta sonra 6kstrtk
spazmodik bir hal almaya baglar ve bu dénemde O6kslirik devamli
nébetler halinde olup gok kuvvetlidir. Non-prodiktif bir ékriislikten sonra
mukus (retimi ve kusma ile beraber karakteristik bogmaca 6ksurigu
goralir. Hasta mukusu nefes borusundan gikarmak igin gok fazla gayret
sarf eder. Mukusun temizlenmesinden sonra akcigerlere hizla hava girer
ve 6tme geklinde bir ses gikar. Bogmaca 6ksiirligu denilen bu ses sadece
bu hastalia 6zgtidur.4.5.8.9.25 Bu dénemde hastalarda gorilen diger

patolojik degisimler sunlardir;

1. Lenfositlerin artmasi ile karakterize 16kositoz,
2. Kilo kaybu,

3. Bazen hipoglisemi ve nadir olarak ensefalopati.

Spazmodik o6ksirik déneminin baglamasindan sonra
pertussis izolasyonu derece derece azalmaya baslar ve hastaligin gok
siddetli safhalarinda organizma kiiltir igin yetersiz kalir. Bu safhada
mikroorganizmadan ¢ok, bu mikroorganizmadan yayilan toksinler etkili

olup, klinik bulgular daha gok toksinlere bagh olarak ortaya gikar.1.4.27
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lyilesme ddneminde, 6kslirlk nobetleri gittikge azalarak
kaybolur. Fakat paroksismal dénem semptomlari tekrarliyabilir. Bu

nedenle tam olarak iyilesme igin birkag hafta beklemek gerekir.

Bogmaca hastalijr daha gok toksikasyon sonucu olugtugu
igin hastaligin seyri sirasinda antibiyotiklerin tedavi edici bir etkisi yoktur.
Fakat bagta eritromisin olmak lzere bazi antibiyotiklerin kullanimi

hastalarin infektivitesini azaltabilir.

Hastalik, virtlans faktérlerin toksikasyonu sonucu olustugu
igin korunmada en etkin faktér agi uygulamasidir. Agi uygulamasinin
baslamasindan bugiine kadar gegen zamanda hastaligin insidansinda

énemli derecede azalmalar kaydedilmigtir.2:4:7:27
Asilama ve bagisiklik:

Bogmaca'ya karsi ilk agl geligstirme fikri Bordet-Gengou'nun
1906 yilinda B. pertussis'i izole etmesinden hemen sonra ortaya atilmigtir.
O zamandan ginimize kadar uygulanan bogmaca agilamalari

sayesinde de hastaligin insidans) 6nemli éiglide diigmugtir.1.4

Asilamanin ylksek oranda uygulandigi Ulkelerde gok az
bogmaca vakasi gorllmesine kargin, agl uygulamasinin tam olarak
uygulanmadig: (llkelerde yer yer fazla sayida bogmaca vakasi
gb6zlenmigtir. Bu nedenle o&zellikle kilglik gocuklarda ¢ok tehlikeli

seyreden bogmacaya kargi agi uygulamasi son derece énemlidir.1.7

Gunimizde kullanilan bogmaca agilarn Ulkeden (lkeye

degisiklik gostermekte ve asilama takvimleri ile uygulamalar arasinda
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belirgin farklar gérilmektedir. Bugliin, bogmaca agilari baslica iki tip

olarak hazirlanmaktadir. Bunlar;

1. Tam hilicre bogmaca agisi dedigimiz bakteri hiicresinin

tamamini iceren inaktif agt ile,
2. Hicrenin komponentlerinden olugsan hiicresiz agidir.

‘Her iki agl da tek bagina herhangi bir adsorbant ile veya
difteri, tetanoz, polio asilari ile kombine gekilde hazirlanabilmektedir. TUm
diinyada yaygin olarak tam hiicre asilan kullaniimakla beraber Isve¢ ve
Japonya'da hiicresiz bogmaca asilan kullaniimaktadir. Yeni gelistirilen bu
hiicresiz bogmaca agilarinin ABD, Ingiltere, Danimarka, Norveg gibi
Glkelerde de yakin zamanda sistematik uygulamaya girecegi tahmin

edilmektedir.1,28,29,30
Tam hilicre bogmaca asis! :

ik tam hiicre bogmaca agtlarinin Gretimi insan veya hayvan
kani ihtiva eden Bordet-Gengou besiyerlerinde yapilmigtir. Bu ortamlarda
hazirlanan agilarda bakteri stispansiyonlarn ile birlikte kandan gegen bazi
proteinlerde bulundugundan agi uygulamasi yapilan insanlarda bu
agilara kargi asiri duyarganlik ve bazi ters reaksiyonlar geligtigi
gdzlenmistir. Ozellikle insan kaninin kullanildi§i agilarda serum hepatit
viristiniin bulunmas) agilama yaptlan Kkigiler igin blylk bir risk
olugturmugtur. Bu amagla yeni sentetik ve yan sentetik besiyerleri

geligtirilmigtir. Bunlar;

1. Hornibrook, Cohen-Wheeler tarafindan geligtirilen sivi

besiyerleri.31
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2. Charcoal ihtiva eden modifiye kati Cohen-Wheeler

besiyeri,

3. Daha ¢ok hticresiz bogmaca agisi Gretimi igin kullanilan

Stainer-Scholte, Modifiye-Morse Bray besiyerleridir.1,17,32

Klasik hiicresel bogmaca agisi, B. pertussis'in faz | suglarinin
hacrelerini igerir. Ureme ortamindan toplanan bakteri hiicreleri inaktive
edildikten sonra jerm miktari ve potensi ydniinden standardize edilir.
Genel olarak difteri-tetanoz toksoidleri ile birlikte aliminyum ve kalsiyum

taglyicilanina adsorbe edilerek kullamilir. 1:5.7,11,22,23

Hiicresel bogmaca agisi daha gok bakteri aglitininlerine
kargi antikor yaniti gikardigi igin koruyuculugu bu y&ndedir. Agilama
sonucunda B. pertussis'in bilinen bitlin antijenlerine kargi antikor titresi

artar.10

1983 Ashworth34, 1984 Baraff35, 1984 Barkin36,1991
Blumberg37 de yaptiklari galigmalarda tam hiicre bogmaca asisi ile
asilanmisg cocuklarda 6zellikle LPF, FHA, AGG, LPS ve dig membran

proteinlerine karg! antikor seviyesinde artis gozlemiglerdir.10

Tam hicre bogmaca agilar hastaligin kontrol altina
alinmasinda tartigmasiz bir etki ve iyi bir immunizasyon saglar. Fakat bu
asilarin kapsaminda yer alan endotoksin aktivitesi gdsteren
lipopolisakkaritlerin égllama yapilan gocuklarda baz: ters reaksiyonlara
neden oldugu saptanmigtir. Bunlar; infeksiyon bélgesinde agri, kizanklk,

kabarikhk gibi lokal reaksiyonlar ile ateg, uyuklama, sinirlilik, igtahsizlik



17-

gibi sistemik reaksiyonlar seklindedir. Ayrica inatgi aglama, 6lim ve
ensefalomiyelit gibi nispeten nadir gdriilen reaksiyonlar da tesbit

edilmigtir.1,4,23,27 \

Bu reaksiyonlar nedeni ile, bagta Ingiltere, Japonya, Isveg
olmak {(izere bazi Ulkelerde ag uygulamalari azaltiimisg hatta
durdurulmustur. Bunun sonucunda hastalik ve hastaliga bagh &limler
agidan kaynaklanan nedenlerden daha agir bir tablo olugturmus ve agi

uygulamalarindan vazgegilemiyecegi anlagiimigtir.1.3,27,28,29,30
Hicresiz bogmaca asisi:

Bu agilarin temeli mikroorganizmanin gesitli komponentleri-
nin kombinasyonuna dayanir. Ozellikle LPF gibi gok y&nli biyolojik
aktiviteleri olan molekdller ile FHA gibi mikroorganizmanin kolonize
olmasinda birinci derecede rol alan molekiiller saflagtirilarak ve inaktive
edilerek agi olarak kullaniimaktadir. Bu tir a§llardan LPS'nin uzak

tutulmasi saglanmigtir,1,10.11.18,,21,28,29,38,39

Detoksifiye edilmis LPF ve FHA ile yapilan immunizasyon
géllgmalarmda her iki komponent hayvan modellerinde test edilmis, buna
dayanilarak ¢ocuklardaki koruyuculuk ile farelerdeki intracerebral
challenge arasindaki iligki g6sterilmisgtir. Sonugta LPF'nin immin yanit
Uzerinde iyi bir etkisi oldugu buna karsilik FHA ile birlikte daha glglii bir
antikor yaniti meydana getirdigi belirtiimigtir.3.18.21,27,.37,40 Ayrica bazi
hicresiz agilarda aglitinojenler gibi adhezyonda rol oynayan diger
komponentlerden de faydalaniimigtir. Buglin igin Japonya'da halen

bilesimleri belirgin olarak degisik birkag tirin mevcuttur.30.38,39,40,41,42
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Genel olarak tiim hiicresiz agilarla yapilan uygulamalardan
sonra ise reaksiyon oranlaninin gok diisiik oldugu gézlenmigtir,11,40,41,42
Asilama kontroli amaciyla yapilan caligmalarda in vivo olarak
gerceklestirilen fare koruma testleri yaninda, insanlarda bagisikligi
Glgmek igin daha gok serum aglitininlerinin in vitro olarak belirlenmesi

caligmalan yapiimaktadir.

Aynica, Ozellikle ELISA yontemleri kullanilarak degisik
komponentlere kargi olugan antikor yanitinin insanlar ve deney

havyanlarinda hassas olarak 6lgiilmesi de miimkiindiir.43
Antikor yanitinin 6lgliimesi:

Bogmaca hastaligi veya bogmaca agilamasindan sonra

olugan antikor diizeyi,

1. Bakteriyel aglUtinasyon

2. ELISA

3. In vitro nétralizasyon

4. Indirekt hemaglitinasyon (IHA)

5. Bakterisidal reaksiyon

6. immiinoblot

7. Immiinodifiizyon

8. Kompleman fiksasyon gibi, gesitli test yéntemleri ile

belirlenebilir.1,10,44
Bakteriyel aglitinasyon:

Aglitinasyon’ testi, bogmaca asisinin etkinliginin British

Medical Research Council (1956-59) tarafindan go&sterilmesi



-19-

galigmalarinda genig olarak kullaniimigtir. Bu galigmalarda g¢esitli
suglardan yapilan bagdigiklama durumu; vaka sikhgi, farelerde ve
cocuklarda aglitinin titresi yéniinden degerlendirilmigtir. Galigmanin
sonunda, aglitinasyon testinin hastaliktan korunmanin iyi bir géstergesi

oldugu gézlenmigtir.10,344,45,46

Bakteriyel aglitinasyon testi gesitli galismalarda bazi
farkliliklar g6stermekle beraber antijenin konsantrasyonu, kullantlan sug,
inklibasyon slresi gibi klinik 6zellikler test sonucu agisindan 6nemli

gOrulmektedir.

Daha sonra bogmacada aglitinasyon testlerinin, pediatrik
.populasyonun epidemiyolojik galismalarinda énemli bir yeri olmugtur.
Test sirasinda yapilan iglemlerin pratikligi, az miktarda hasta serumunun
kullaniimasi ve titrasyonlu olarak sonuglarn kantitatif ifade edilebilmesi,

aglltinasyon testinin genis olarak kullanilabilirligini saglamistir.
Diger testler:

Genellikle B. pertussis infeksiyonu gegiren kisilerde,
bakterinin degisik komponentlerine yénelik antikor yanitlarinin éigtimesi
veya antikor tipinin belirlenmesi gibi amaglar igin degisik tekniklerin
kullanidigi caligmalar da bulunmaktadir. Bu galismalarda EIA, in vitro
nétralizasyon, RIA veya immuinoblot gibi teknikler kullanilarak, LPF, FHA

veya diger komponentlere kargi IgM, IgA, IgG yaniti test edil-
mistir.1,10,47.48,49,50,51
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GEREGC VE YONTEMLER:

Bu calismada, gesitli B. pertussis suglan kullanilarak
hazirlanan deneysel tam hiicre agilari ile bagigiklanan kobaylarda olugan
antikor diizeyi, aglitinasyon ydntemi ile belirlendi. Bagigik serumlarda
ayrica anti-FHA diizeyi IHA-nétralizasyon yéntemi ile gésterildi. Bunun
yaninda, bagigiklamada kullanilan suglarin LPF-FHA sentez 6zelligi, sivi
kiltur slipernatantinda hemaglitinasyon aktivitesi (HA) bakilarak test

edildi.
GEREG

Suglar : B. pertussis'in Tohama, Saadet Giin, Nursel,
19190, 60623 ve 165 numaral suglari Refik Saydam Hifzissihha Merkez

Bagkanli§i Bogmaca Asisi Uretim ve Arastirma Béliminden saglanmistir.

Tipe o6zgil aglitinin serumiar: Suslarnn aglitinojen
durumunu belirlemek amaciyla kullanilan aglitinin 1, 2 ve 3 serumlan Dr.
Preston Department of Bacteriology and Virology Manchester University

Medical School Ingiltere’den temin edilmistir.

Filamentdz hemaglitinin : Bagigik serumlarda anti-FHA
diizeyini gostermek igin IHA-n&tralizasyon testinde kullanilan pirifiye
FHA, Dr. Erkan Ozcengiz, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bogmaca

Asisi Uretim ve Arastirma Bélimi Ankara'dan saglanmistir.

Deney hayvanlari : Bagisiklama g¢aligmalan igin
kullanilan 200-250 gram agirligindaki kobaylar ile toksisite testlerinde
kullanilan 14-16 gram agirligindaki fareler Refik Saydam Hifzissihha

Merkezi Deney Hayvanlan Uretim B8lim{ Ankara'dan saglanmistir.
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Santrifigasyon iglemlerinde Hetich klinik tip santriflij ve
absorbans olgtimleri igin Schimadzu 1201 tip UV-visible spektrofotometre

kullaniimigtir.
Besiyerleri:

Modifiye Cohen Wheeler besiyeri 31:

Casamino acids (Difco tecnical) 10.0gr
Soluble starch (Difco) 1.5gr

Yeast extract (Difco) 2.0gr

NaCl 2.5gr

KHoPO4 0.5gr

MgCl».6H,0 0.4qgr

CaCl, 10.0mg
FeS04.7H,0 10.0mg
CuS0O4.5H,0 7.0mg
L.Cysteine HCI (Sigma) 30.0mg
Activated charcoal (Merck) 2.0gr

Agar (Difco) 18.5¢gr
Distile su 1lt

pH : 7,2'ye ayarlanip tiplerde veya Roux sigelerinde
121°C'de 40 dakika otoklavlandiktan sonra besiyerlerinin yatik

pozisyonda katilagmasi beklenir.
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Modifiye Morse Bray besiyeri18:

1 litre igin,

A) Casamino acids (Difco tecnical) 10.0gr
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 6.0gr
NaCl 2.5gr
Soluble Starch (Difco) 1.5gr
KHoPO4 0.5¢9
MgCl».6H,0 0.4gr
CaClz 0.01gr
L-Glutamic acid 0.2¢gr

B) Gilutation 100mg
FeS04.7H,0 10mg
L. Cysteine HCI (Sigma) 40mg
Ascorbic acid 20mg
Nicotinic acid 4mg
L-Prolin 120mg

Kisim (A)nin pH'1 HCI ile 7,2'ye ayarlanir, 120°C'de 20
dakika otoklavda steril edilir. Kisim (B) membran filtrede steril edilir ve

sogutulmus kisim (A)'ya ilave edilir.
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YONTEMLER
Suglarda agliitinojen tayini:

Aglitinasyon testinde kullanilacak suslarin aglitinojen tayini
%0.1 sodyum azid igeren tuziu su ile sulandinlmig her Gg¢ aglitinojene ait
liyofilize antiserumlar kullanilarak yapildi. Bunun igin 1&m UGzerine bir
damla antiserum damlatilarak bir 6ze dolusu Modifiye Cohen-Wheeler
besiyerinde Uretilmig olan B. pertussis bakterisi alinarak karigtiriidi. Bir

dakika igerisinde aglitinasyon gorillip gérilmedidi kaydedildi.

Her bir sus (¢ antiserum ile de reaksiyona sokuldu.

Antiserumlarin {igii ile reaksiyon veren suglar faz | olarak kabul edildi.52
Deneysel agi Uretimi33:

1. Seed lot kiltir : Liyofilize suglarin her biri steril
fizyolojik tuzlu su ile sulandinlarak, igerisinde Modifiye Cohen-Wheeler
besiyeri bulunan yatik tlplere aktarihp, 37°C'de 72 saat inkiibe edildi.
Kultdr, 48 saat araliklarla yapilan ikinci ve Uglincl pasajlardan sonra 5cc
steril fizyolojik tuzlu su ile sulandirlarak ag! tretimi igin igerisinde 125cc¢

kati Modifiye Cohen - Wheeler besiyeri bulunan Roux siselerine aktariidi.

2. Ag kiiltiiri : Uretim igin ekim yapilan Roux siseleri 48
saat 37°C'de inklibe edildi. Kiltlrlerin kontaminasyon ydninden
incelenmesinden sonra saf kiltlirler kapali gigelere steril sartlarda

topland.

3. inaktivasyon: Toplanan ana slspansiyon, su
banyosunda 56°C'de 30 dakika bekletilerek inaktive edildi. Oda isisinda

sogutulduktan sonra son agida %0.01 oraninda olacak gekilde thiomersal

ilave edildi.
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4. Jerm tayini : 630nm'de OD degeri Olgllen ana
stispansiyonun jerm miktari, Diinya Saghk Orgiti Standartlarina gore

elde edilen kalibrasyon egrisine dayanilarak belirlendi.

Daha sonra ana siispansiyon, jerm miktarn 15 milyar/mi

olacak sekilde sulandinlarak steril olarak gigelendi.

5. Toksisite testi : Asinin toksik 6zelligini belirlemek
amaci ile yapilan bu test, farelerin agilamadan &énce ve sonraki kilo

artiglarinin degerlendiriimesi esasina dayanir. Bu amagla;

- Her asi igin, segilen ayni cinsteki 14-16 gramlik 10 farenin

asllama 6ncesindeki toplam kilo durumlari belirlendi.

- Daha sona agilar 0.5 ml olarak her fareye periton igi olarak
verildi. Ayrica kontrol igin segilen gruba 0,5 ml fizyolojik tuziu su enjekte

edildi.

- Asilamadan sonraki her 72 saatte ve 7. glinde farelerin kilo

artiglan tesbit edildi.
Toksisite testinin degerlendiriimesinde;

- 72. saatteki toplam kilo artiginin agtlamadan &énceki kilo

durumundan disk,

- 7. glin sonundaki kilo artiginin, kontrol grubundaki artigin

%60'Indan az ve 6liim oraninin %5'den fazla olup olmadigi belirlendi.
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Kobaylarda aktif bagisiklama ve kan &rneklerinin

alinmasi:

Her susa ait bogmaca asisi, tam homojenize edildikten
sonra Uger kobaya derialt! yol ile 1 ml enjekte edildi. Ayrica li¢ kobay
kontrol grubu olarak bekletildi. Enjeksiyondan dort hafta sonra kobaylarin
kalbinden 1-2 ml kan ahndi. Kanlann serumlar ayrilarak -20°C'de
saklandi. Aglitinasyon ve nétralizasyon testleri galisiilmadan énce

serumlar 56°C'de 30 dakika inaktive edildi.
Mikroaglitinasyon testi38,53 ;

Test antijeninin hazirlanmasi : B. pertussis suglarinin
Modifiye Cohen-Wheeler besiyerindeki 48 saatlik kilttrinden tuzlu su ile
sulandirilarak alinan hicreler, 10 milyar jerm/ml konsantrasyonunda
olacak gekilde toplandi. Sonra Gzerine son konsantrasyonu %0.2 olacak
sekilde formaldehit eklenerek inaktive edildi. Bu sollisyon

mikroaglitinasyon testlerinde antijen olarak kullanildi.

- U tipi mikrotitre pleytin bir sirasinda yer alan her bdlime

0.05ml PBS (pH:7,4) kondu.

- Her siranin ilk bélimine 0,05'er ml susa 6zgl antiserum

koyularak, seri sulandirimlari yapiidi.

- Daha sonra her sirada bulunan b{itin bdlimlere 0.05'er mi

antijen sollisyonu ilave edildi ve parafilmle kapatildi.
- 37°C'de 2 saat inkiibe edildi.

- +4°C'de bir gece bekletildikten sonra sonuglar titre degeri

olarak kaydedildi.
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IHA-Né6tralizasyon testi:

- U tipi mikrotitre pleytin bir sirasinda yer alan her bélime

0.025ml PBS (pH:7,4) kondu.

- Her siranin birinci bélimune, her suga 6zgl antiserumdan

0.025ml konularak, seri sulandinmlian yapildi.
- BUtlin bolumlere 0.025'er ml FHA ilave edildi.

- Pleyt dairesel hareketlerle hafif gekilde galkalanarak

kanstinid.
- 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

- Her sirada yer alan bitin bdlimlere 0.05'er ml PBS

(pH:7,4) ile yikanmis %0.5'lik horoz eritrositleri ilave edildi.

- Oda sicakliginda 1 saat bekletilerek hemaglitinasyon

aktivitesinin nétralize edilip, edilmedigi titre degeri olarak kaydediidi.

Cesitli suglarda LPF ve FHA sentezinin

arastirilmasi :
1. Modifiye Morse-Bray besiyerinde kiiltir :

Modifiye Cohen-Wheeler besiyerinde kdltiri yapilan
liyofilize B. pertussis suglan tuzlu su ile slispanse edilerek, buradan
icinde 200 ml Modifiye Morse-Bray sivi besiyeri bulunan Fernbach
siselerine 1'er ml inokiile edildi. 37°C'de inklbe edilerek 2. glinden

itibaren alti gin boyunca her gin ¢érnek alinarak Greme, slpernatant
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sivisinda protein ve hemaglitinasyon aktivitesi 6lglldu. Kaltdrin 630nm
dalga boyundaki absorbans degeri Greme miktarinin tayin edilmesinde
kullanildi. Stpernatant sivisinin 280nm dalga boyundaki absorbansi

protein degeri olarak kaydedildi.

2. Hemagliitinasyon aktivitesinin tayini18.93;

I\f/lodiﬁye-Morse Bray besiyerinde Uretilmig olan bakterilerin
kaltar sijpernsatantlarmda LPF ve FHA molekdllerinin hemaglitinasyon
aktivitesine béknarak suslarin toksin yapma 6zelligi arastirldi. Bunun igin,
taze horoz éritrositleri PBS(pH:7,4) ile U¢ defa yikandiktan sonra

eritrositlerin %0.5'lik stiispansiyonlar yapildi.

U tipi pleytte 0.05ml PBS ile 0.05 ml 6rnegin seri diliisyonlar
yapilarak, tzerine 0.05ml eritrosit stispansiyonu ilave edildi. +4°C'de bir
saat iginde hemaglitinasyon olusumuna bakilarak, aktivite titre olarak

kaydedildi.
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BULGULAR

Modifiye Cohen-Wheeler besiyerinde lretilen gesitli B.
pertussis suslari, aglitinin 1,2 ve 3'e ait antiserumlarin herbiri ile

reaksiyona sokularak, bunlarnn aglitinojen tip tayini yapildi.

Tablo 1 : Suglarin antiserumlar ile aglitinasyon reaksiyonlari

Antiserumlar

Suslar Aglitinin 1 Aglitinin 2 Aglitinin 3
Saadet + + +
Tohama + + .
Gin + + .
Nursel + + +
165 + + +
19190 + + -
60623 + - +

Tablo 1'de gérildugi gibi Saadet, Nursel, 165 ve 60623
suglan, antiserumlarin her (gl ile de pozitif reaksiyon verdi. Tohama,
19190 ve Giin suglan ise aglitinin 1 ve 2 ile pozitif reaksiyon verip,

aglitinin 3 ile hig bir reaksiyon géstermedi.

Antiserumlarin her Ugl ile de pozitif sonug veren suslarda
aglitinojen 1, 2 ve 3 bulundugu igin faz |, aglitinin 3 ile reaksiyon

gdstermeyen suglar taz Il olarak kabul edildi.
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Daha sonraki agamada btlin suglar Modifiye
Cohen-Wheeler besiyerinde Uretilerek deneysel tam hiicre bogmaca
agilan hazirlandi. Hazirlanan agilar toksisite testlerinden gegirildikten
sonra kobaylarin bagigiklamasinda kullanildi. Daha sonra kobaylardan

alina kan 6rneklerinde serum antikor diizeyi belirlendi.

Mikroagliutinasyon testi ile yapilan galigmalarda btin
serumlar hem kendi hem de diger antijenlerle reaksiyona sokuldu. Her

serumdaki antikor diizeyi titrasyon olarak kaydedildi (Tablo : 2).

Tablo 2 : Degisik B. pertussis suglari ile bagigiklanan kobay
serumlarinda aglitinin titrelerinin mikroaglitinasyon

ybntemiyle saptanmasi

Antiserumlar (Susa 6zg)

Antijenler Saadet Tohama Gin Nursel 165 19190 60623 Kontrol
Saadet 1/256 1/64 1/8 1/16 1/128 172 1/256 -

Tohama 1/512 1/256 172 1/612 1/4 - - -

Gin 1/8 1/2 - - - - - -
Nursel 1/128 1/64 - 1/8 - - - -
165 1/128 1/64 - - - - - -
19190 - - - - - - - -

60623 1/256 1/64 - - - - -

Tablo 2'de gérildiigu gibi serumlarin mikroagliitinasyon titre
degerlerinin 6nemli oranda farkhliklar gosterdigi saptandi. Buna gére en

ylksek antikor diizeyi Saadet sugu ile hazirlanan asi ile badisiklanan
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kobaylarin serumiarinda gérildi. Daha sonra sirasiyla Tohama, 165,
Nursel ve 60623 suglar ile hazirlanan agilarda énemli derecede antikor
yaniti olugtugu belirlendi. Gin ve 19190 suglarinda ise son derece zayif

bir antikor yaniti meydana geldigi gézlendi.

Ayni serumlarda IHA-nétralizasyon testi ile yapilan
deneylerde ise anti-FHA dlizeyi Tablo 3'de gorlildigu gibi genel olarak

aglitinasyon sonuglari ile uyumlu olarak belirlendi.

Tablo 3 : Anti-FHA dilzeyinin 1HA-Nétralizasyon ydntemiyle

belirlenmesi.

Antiserumlar

Saadet Tohama Gun Nursel 165 19190 60623 Kontrol

Titre 1/128 1/128 1/64 1/128 1/64 - 1/4 -

En yiksek anti-FHA diizeyinin Saadet susu ile bagigiklanan
kobaylarda olustugu ve digerlerinde daha diglik dizeylerde bulundugu
gbrilda. 19190 numaral sus ile hazirlanan ag! ile bagisiklanan

kobaylarda ise anti-FHA yaniti gtkmadigi géziendi.

Ayni suslarin Modifiye Morse-Bray sivi besiyerindeki tireme,
protein ve LPF - FHA sentez dlizeyleri ise Sekil : 2-8'de géruldigu gibi

belirlendi.
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Sekil 2 : Saadet susunun Modifiye-Morse Bray besiyerinde lreme,

protein ve HA aklivitesi
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Sekil, 3 : Tohama sugsunun Modifiye Morse Bray besiyerinde ureme,

protein ve HA aktivitesi
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Sekil 4 : Gun susunun Modifiye Morse-Bray besiyctinde (reme,
prolein ve HA aklivilesi :
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Sekil 5 : Nursel sugunun Modiliye Morse-Bray besiyerinde {ireme,
protein ve HA aklivitesi '
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Sekil 6 : 165 susunun Modifiye Morse-Bray besiyerinde lireme, protein
ve HA aklivitesi
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Sekil 7 : 19190 susunun Modifiye Morse-Bray besiyerinde ureme
protein ve HA aklivitesi
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Sekil 8 : 60623 susunun Modifiye Morse-Bray besiyerinde UGreme,

protein ve HA aktivitesi

Bu deneylerde; Saadet sugunun ylUksek lireme aktivitesi

yaninda, sipernatant protein miktari ve LPF ve FHA sentezi gstergesi

olan HA aktivitesini de ylksek oranda gdsterdigi beliriendi. Tohama

susunun ise, Saadet sugsundan sonra yukaridaki aktiviteler yéniinden

digerlerine gbore daha iyi diizeyde oldugu gdzlendi. Diger susglarin ise

Sekil 4-8'de géruldugi gibi Greme, protein ve aktivite yéniinden olduk¢a

zay!f olduklari saptandt.
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TARTISMA

Onemli enfeksiyon hastaliklarindan olan bogmacanin etkeni
B. pertussis biitin dinyada ¢ok yaygin olarak bulunan bir
mikroorganizmadir. Diinya tizerinde bu mikroorganizmanin identifikasyon
ve karakterizasyonunun yapildigi pek ¢ok sugu vardir. Bu suglarnin yapisal

dzellikleri ve bagisiklik olusturma diizeyleri birbirinden farklidir.54.55

1930'larda yapilan ilk sus karakterizasyon caligmalarinda,
degisik suslarin morfolojik ve antijenik yap! bakimindan farkli formlarda

oldugu belirlenmigtir.54

1953'de Andersen56 farkli B. pertussis suslarinin farkli
antijenler igerdigini gbstermistir. Ayrica aglitinojenlerin immunize olmug
hayvaniarda farkli aglitininlerin meydana gelmesine neden oldugu

belirtilmistir.

Eldering ve ark.13 tarafindan yapilan bir galigmada
Bordetella cinsine ait 14 tip agliitinojen oldugu gosterilmis, bunlardan 6
tanesinin B. pertussis igin spesifik agliitinojenler oldugu, her susta farkh
kombinasyonlarda bulunduklan ve bu komponentlerin miktar olarak da
farkh olduklan, bu nedenle farkli antijenik 6zellikler gdsterdikleri ileri

sdrulmastir.

Bununla beraber, gesitli vakalardan izole edilen B. pertussis
suglarinda suga 6zgl aglitinojen 1 komponentinin ortak olarak hepsinde
bulundugu gdsteriimistir. Ayrica agliitinojen 2 ve 3'lin de vakalardan izole
edilen suglarda ilk zamanlarda ¢ogunlukla bulundugu ileri

sirdlmistiir.52,57
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Bu nedenle bagigiklamada kullanilan agi suslarinda bazi

genel dzellikler belirlenmigtir. Ornegin;

Asi suglarinin aglitinojen 1 yaninda 2 ve 3'U de
bulundurmasi genel olarak birinci derecede &nem tasiyan bir 6zellik
olarak kabul edilmigtir. Gesitli caligmalarda her g aglitinojeni icermeyen
suglarla yapilan agilamalarda kuvvetli bir bagisiklik olugmadigi, bu
nedenle 1,2 ve 3. aglitinojenin de agilarda bulunmasi gerektigi ileri

striilmigtiir.52.57

Ancak bu aglitinojenlerin sugta bulunmasi yaninda bunlarn
organizmada yeterli bagigik yanit gikararak kendisini imminolojik olarak
ifade edebilmesi son derece dnemliidir. Bu 6nem ingiltere’de Medical
Research Council46 tarafindan yapilan galigmalarda gdsterilmistir. Bu
galigmalarda her aginin gocuklarda ve farelerde olusturdugu aglitinin
titreleri ile hastaliktan korunma veya farelerdeki koruma glicl arasinda iyi

bir korelasyon oldugu gézlenmigtir.1.7,44,54,55

Ayrica asida kullanilan suglarin sahip olduklari
aglitinojenler yaninda diger bazi komponentleri sentez edebilme

yeteneginde olmasi ve bu komponentlerin agida bulunmasi 6nemlidir.

Galismamizda ozellikle bu konunun da arastiriimasi
amaglanmig olup, kullanilan yedi degisik susun toksin sentezleme
6zellikleri ve bu suglarin aglitinin yaniti yaninda anti-FHA yaniti
olugturabilme yetenegi arastinimstir. Her iki 6zellik bakimindan Saadet
susunun digerlerine goére oldukga Ustlin bir sug olusturdugu saptanmistir.

Her Uig aglitinojeni de igeren ve yerli bir izolat olarak uzun senelerdir asi
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sugu olarak kullanilan Saadet sugu ile tek doz agilanan kobaylarda
yuksek titrede aglitinin ve anti-FHA antikoru olustugu belirlenmigtir

(Tablo 2-3).

Bunun yaninda Tohama sugu aglltinojen 3'U igermemesine
kargin aglitinin yaniti ve anti-FHA yaniti yéniinden kuvvetli bir sug 6zelligi
gbstermigtir. Tohama sugunun agliitinin yaniti gikarma yéniinden 130,
138 ve 460 suslarina gére de daha iyi oldugu Blumberg ve ark.55

tarafindan yapilan galismalarda da g&sterilmigtir.

Galismamizda ise Saadet ve Tohama suglarinin Sekil 2-3'de
gbruldigu gibi Greme ve toksin (LPF-FHA) sentezleme ozellikleri
bakimindan da digerlerine gére, Ustlin olduklar belirlenmistir. GUn ve
19190 suglan ile bagisik kobay serumlarinda ise aglltinin varligs

yoninden 6nemii bir deger gdzlenmemistir.

Mikroaglltinasyon galigmalarinda, asinin kendi susu
yaninda, diger suglar da antijen olarak kullaniimis ve Saadet susuna kars!
asih kobay serumlarinin diger antijenlerle de blylk oranda ylksek titrede

aglatinasyon olusturdugu gézlenmigtir.

Bununla beraber mikroaglitinasyon sonuglari genel olarak
gézoniine alindigi zaman, testte kullanilan antijenin de 6nemli oldugu ve
bazi serumlarda kendi antijeni ile bir aglitinasyon olugsmamasina karsin
diger suglarla 6rnegin, Saadet susunun antijen olarak kullaniimasi
halinde, agiltinin varliginin belirlenebildigi gézlenmigtir. Bu durum, sugun
in vivo ifade yetenedi gibi in vitro ifade yeteneginin de bu testler

agisindan son derece 6nemli oldugunu gdstermektedir.



-38-

Bu konu ile ilgili olarak, Manclark ve ark.44'ri da
aglutinasyon testinde kullanilan diagnostik antijenin &nemine
deginmiglerse de uluslararasi bir standart sus belirlenememis ve agl
galigmalarinda kullanilan agi sugsunun pratik olarak bu test igin

Onerilebilecegi ileri strlimigtlr.

Ancak, bizim galismamizda; Tablo 2'de goérildigl gibi
Saadet ve Tohama suglarinin, 6zellikle Saadet sugunun, tim agilarin
aglUtinih titresini belirleme y6nlinden bir dzellik géstedigini ve belki
standart antijen gibi kullanilabilecegini ileri stirmek olasi géziikmektedir.
Tohama SU§ur igin benzer bulgular Blumberg ve ark.55 tarafindan da ileri
sirtlmis ve Tohama'nin spesifik bir determinanta kargi olugan antikoru

tanimlayan bir 6zelliginden s6z edilmigtir.

Diger yandan, B. pertussis suglannin aglitinojenlerden
bagka AC, LPF, FHA ve 69Kda protein gibi bazi komponentleri sentez
yetenegdi de, tam hiicre agilarinin bagigiklama yetenegi bakimindan btiyiik
énem tasimaktadir. Clinkl bu komponentler B. pertussis'in en dnemli
virllans faktorleri olarak bakterinin patojenligini arttimaktadir. Ozellikle
LPF, FHA ve AC en &nemli virGlans faktorleridir. Son zamanlarda bu
komponentlerin degigik kombinasyonlan ile hiicresiz bogmaca asilart
yapilmig ve bazi Ulkelerde sistematik uygulamalarda kullanilmaya
baglanmigtir. Ozellikle LPF ve FHA molekiilleri hiicresiz bogmaca
agtlarinin basglica komponentleri olup, bu molekillerin koruyuculugu
gobsterilmigtir., Tam hiicre bogmaca agilan ise bu komponentleri degisik

miktarlarda da olsa icermektedir. 10
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LPF ve FHA genellikle patojen susglarda birarada
bulunmakta olup, ikisi de HA aktivitesine sahiptir. Bu nedenle
calismamizda sivi kiltiir sipernatantiarinda HA aktivitesi test edilerek bu

toksinlerin suglara gére sentez miktarlari aragtinimigtir.

Sekil 2-8'de gortildugl gibi Saadet susunun HA aktivitesi
yénunden de diger suglara gore ylksek degerler gosterdigi belirlenmis,
Tohama sugunun da 6nemli derecede toksin sentezledigi gézlenmisgtir.
19190, 165, 60623, Giin ve Nursel suglarinin ise bu yénden gok zayif
olduklari gértlmastur. Yine bu suslarla bagdisiklanan kobay serumiarinda
anti-FHA antikor dizeyi bakimindan da Saadet ve Tohama'nin yiiksek

titrelerde antikor olugturduklari gézlenmigtir (Tablo 3).

Bununla beraber, Nursel, Gin ve 165 suglarn diguk
derecede HA aktivitesi gdstermelerine karsin, bunlarla bagigiklanan
kobaylardan Giin ve 165'in serumlarinda orta derecede anti-FHA diizeyi
belirlenmigtir. Nursel susu ile bagisiklanan kobay serumunda ise yiksek
titrede anti-FHA saptanmigtir. 60623 susu bu ydnden gok zayif bir yanit

olusturmus, 19190 susu ise hig bir yanit meydana getirmemisgtir.

Bu sonuglarla, FHA molekllinin filamentéz yapisi
nedeniyle iyi bir antijen oldugunu, agida ¢ok az miktarlarda bulunsa da
kayda deger seviyede antikor olusturdugunu ileri sirmek mimkunddr.
Edwards ve ark.54nin farkli tam hiicre bogmaca agilari ile yeni dogan ve
cocuklarda yaptiklar bagigiklama c¢alismalarinda da FHA antikoru
olusturma yéninden agilar arasinda belirgin bir farkliik gézlenmedigi

bildirilmigtir. Bu durum bizim deneylerimizle uyum géstermektedir. Ancak,
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LPF antikoru' olusturma agisindan agilar arasinda farkhliklar olduguna

igsaret edilmigtir.

Bu nedenle agi susu olarak kullanilacak bakterinin LPF-FHA
yénlinden de ylksek sentez yetedinde yani patojenitesinin fazla olmasi

gerektigini vurgulayabiliriz.
i
Sonug olarak; B. pertussis suglari arasinda, bagigiklama

gici aglsmda;in o6nemli farkhliklar oldugunu ve bu farkliliklarin bakterinin
|

yapisal ve hiicre digi komponentlerinin degigik kompozisyon ve

miktarlarina baéh oldugunu bu galigma sonuglarini da dikkate alarak

sdyleyebiliriz.

Bu galisma sonunda aglitinojen 1, 2 ve 3'U yapisinda
bulunduran her faz | sugunun in vivo olarak ayni diizeyde bagisik yanit
olugturmadigi ve aralarinda énemli sayilabilecek farkhliklar bulundugu

belirlenmigtir.

Ayrica, galigmamizda yeni izolat Saadet sugunun tim
6zellikler bakimindan diger suslardan oldukga farkli ve Ustiin oldugu
goriilmigtar. Ozellikle, Saadet susunun B. pertussis'e 6zgl ortak bir
determinanti serolojik olarak ortaya gikarabilecek 6zellikte ve yapida

oldugunu da ileri sirebiliriz.
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OZET

Arastirmanin birinci asamasinda, degisik B. pertussis
suglannin aglitinojen 1,2 ve 3 igerikleri yéniinden 1am aglitinasyon

yéntemi ile faz tayini yapildi.

Her susla Gretilen tam hiicre bogmaca agisi ile ayn gruplar
halinde bagisiklanan kobay serumiarinda mikroaglitinasyon yéntemiyle
aglttinin titresi ve IHA-nétralizasyon ydntemiyle anti-FHA titresi tayin
edildi. Saadet susu ile hazirlanan agi ile bagisiklanan kobay

serumlarinda en yiiksek aglltinin ve anti-FHA titreleri kaydedildi.

Ayrica her sugun sivi besiyerinde Ureme, protein ve LPF -
FHA sentezleri arastirildi. Bu sonuca gére de yine Saadet susunun

ylksek tUreme ve LPF-FHA sentezleme aktiviteleri gésterdigi belirlendi.
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SUMMARY

Studies on the Iimmunization potence and

pathogenity of the different strains of Bordetella pertussis

At the first step of this study, the phase determination of the
different B. pertussis strains has been carried out in term of their

agglutinogen 1| 2 and 3 contents by using the slide agglutination method.

A_Egglutinin and anti-FHA titration values of the guinea-pig
sera, immunizéd as different groups by the whole-cell pertussis vaccines
produced from each strain have been determined by using
microagglutination and IHA-neutralization methods respectively. It has
been recorded the highest titer of agglutinin and anti-FHA on the highest
titer of agglutinin and anti-FHA on the guinea-pig sera for which

immunized with the whole cell pertusis vaccine, Saadet strain.

In addition, it has been studied the production, protein and
LPF-FHA synthesis of each strain in the liquid medium. It has been
concluded that the Saadet strain has shown high in synthesizing of

LPF-FHA and in multiplication.
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OZET

Arastirmanin birinci asamasinda, degdisik B. pertussis
suglarinin aglitinojen 1,2 ve 3 igerikleri ybnlinden lam aglitinasyon

yontemi ile faz tayini yapild.

Her susla Uretilen tam hiicre bogmaca agist ile ayr gruplar
halinde bagisiklanan kobay serumlarinda mikroaglitinasyon yéntemiyle
aglitinin titresi ve IHA-nétralizasyon y6ntemiyle anti-FHA titresi tayin
edildi. Saadet susu ile hazirlanan asi ile bagigiklanan kobay

serumlarinda en yliksek aglitinin ve anti-FHA titreleri kaydedildi.

Aynca her susun sivi besiyerinde Ureme, protein ve LPF -
FHA sentezleri arastirildi. Bu sonuca gbre de yine Saadet susunun

yuksek treme ve LPF-FHA sentezleme aktiviteleri g6sterdigi belirlendi.
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SUMMARY

Studies on the Immunization potence and

pathogenity of the different strains of ' Bordetella pertussis

At the first step of this study, the phase determination of the
different B. pertussis strains has been carried out in term of their

agglutinogen 1, 2 and 3 contents by using the slide agglutination method.

Agglutinin and anti-FHA titration values of the guinea-pig
sera, immunized as different groups by the whole-cell pertussis vaccines
produced from each strain have been determined by using
microagglutination and IHA-neutralization methods respectively. It has
been recorded the highest titer of agglutinin and anti-FHA on the highest
titer of agglutinin and anti-FHA on the guinea-pig sera for which

immunized with the whole cell pertusis vaccine, Saadet strain.

In addition, 1t has been studied the production, protein and
LPF-FHA synthesis of each strain in the liquid medium. It has been
concluded that the Saadet strain has shown high in synthesizing of

LPF-FHA and in multiplication.



