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LABORATUVARIMIZDA HAZIRLANAN ELISA TESTININ BOGMACA
SEROLOJISINDE STANDARDIZASYONU VE SEROEPIDEMIYOLOJIK BIiR
CALISMADA KULLANILMASI*

STANDARDIZATION OF AN IN-HOUSE ELISA FOR PERTUSSIS SEROLOGY
AND ITS APPLICATION IN A SEROEPIDEMIOLOGICAL STUDY

Nilay COPLU**, Berrin ESEN**, Demet KURTOGLU**
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OZET: Seroepidemiyolojik calismalarda cok sayida érnegin incelenebilmesi
icin duyarl, pratik ve ucuz yéntemlere gereksinim duyulmaktadir. Bu calismada,
bogmaca serostirveyansi igin, laboratuvarimizda anti-pertusis toksin (PT) ve
anti-filamentéz hemaglutinin (FHA) antikorlarini saptayan bir ELISA yéntemi
gelistiriimis ve daha 6nceki galismalarda glvenilir oldugu belirlenen Ball-ELISA
kiti ile karsilastinlmistir. Her iki ydntemle 60 serum 6rnegi test edilmis ve iki
yéntem arasindaki korelasyon katsayisi anti-PT ve anti-FHA icin sirasiyla 0.729
ve 0.776, regresyon katsayisi ise sirasiyla 0.623 ve 0.693 olarak saptanmigtir.
Laboratuvarimizda hazirladigimiz ELISA yontemi, Antalya ilinde yapilmis olan
seroslrvey calismasinda toplanan 373 saglikli bireyin (6 ay- 91 yas arasi)
serum Orneklerinde uygulanarak sonugclar degerlendirilmistir. Her iki antikorun
hareketli ortalamalarinin 10 yasina kadar yikselerek anti-PT ve anti-FHA icin
sirasiyla 31 EU/ml ve 65 EU/ml’ye ulastidi, daha sonraki yas gruplarinda da bu
seviyeyi korudugu goézlenmistir. Calismada laboratuvarimizda hazirlanan ELISA
yontemi guvenilir bulunurken, uygulamanin yapildigi seroslrvey sonuglarinin
antikor titreleri igcin anlaml bir dagihm gdésterdigi saptanmistir.

Anahtar sézclikler: Bogmaca, seroepidemiyoloji, in-house ELISA, Ball ELISA.

ABSTRACT: Seroepidemiological studies need sensitive, practicle and
cost-effective methods. For pertussis serosurveillance, an in-house ELISA for anti-
pertussis-toxin (PT) and anti-filamentous-hemagglutinin (FHA) were established
in our laboratory and compared by a Ball-ELISA which had been reported to be
reliable previously. Sixty sera with various antibody titers were tested by both of
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the methods. The correlation coefficients between two methods were 0.729 and
0.776 for anti-PT and anti-FHA, respectively, and regression coefficients were
0.623 and 0.693, respectively. The in-house ELISA was applied to a serosurvey
including 373 healthy subjects (6 months-91 years old) in Turkey to observe the
results. The moving averages of both antibodies were increased until 10 years
old, reaching to 31 EU/ml for anti-PT and 65 EU/ml for anti-FHA and kept around
this level in the older ages. The in-house ELISA was found to be reliable and
the serosurvey results obtained by ELISA showed a characteristic distribution of
antibody titers in each age group.

Key words: Pertussis, seroepidemiology, in-house ELISA, Ball ELISA.
GIiRIS

Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi, Saglik Bakanligr Temel Saglik
Hizmetleri Genel Muadurligu ve JICA (Japan International Cooperation Agency)
isbirligi ile “Tarkiye’de Enfeksiyon Hastaliklarinin Kontrol Projesi’ni gergeklestirmistir.
Bu projede secilmis Ug ilde asi ile dnlenebilen hastaliklardan bogmaca, difteri,
tetanoz, gocuk felci, kizamik ve hepatit B'ye karsi toplumun bagisikiik duzeyini
saptamak amaciyla, 2000-2001 yillarinda bir dizi seroepidemiyolojik arastirma
yapimigtir'. Seroepidemiyolojik arastirmalarda, cok sayida 6rnegin antikor
duzeylerinin hizli, gavenilir ve ucuz yollardan olculebilmesine gereksinim vardir.
ELISA bu gereksinimlere cevap verebilecek bir ydontem olup, bircok Ulke tarafindan

bu amacla kullaniimakta, guvenilirlik agisindan standardizasyon ¢alismalar bir cok
laboratuvar tarafindan gerceklestiriimektedir?®.

Bu calismanin amaci laboratuvarimizda kurulmus olan (in-house) ELISA
testinin gavenilirligini daha 6nce kullaniimis ve dogru sonuglar verdigi saptanmis
olan Ball ELISA testi ile karsilastirmak ve seroepidemiyolojik bir arastirmaya
uygulayarak sonuclari degerlendirmektir. Bu amacla Bordetella pertussis’e ait iki
onemli antijen olan pertusis toksini (PT) ve filamentdz hemaglttinine (FHA) karsl
antikor duzeylerinin olctlmesi 6ngdralmustar.

GEREC ve YONTEM

“In-house” ELISA Hazirlama ve Uygulama: Anti-PT ve anti-FHA IgG antikorlari,
96 cukurlu duz tabanl mikroplaklar (Greiner, 655001, Frickenhausen, Germany)
kullanilarak arastinidi. Mikroplaklarin antijen ile kaplanmasi agsamasinda saflagtinimis
“Pertussis Toxin” (PT; 10 ug PN/ampul, JNIH-5, Biken, Japan) ve saflastirimig
“Pertussis Filamentous Hemagglutinin” (FHA; 10 ug PN/ampul, JNIH-4, Biken,
Japan) kullanildi. Cukurlarin kaplanmasinda 0.05 M karbonat-bikarbonat tampon
(pH: 9.6) ile her iki antijen 100 ul'de 0.1 ug PN/ml PT, 0.04 ug PN/ml FHA
olacak sekilde eklendi ve nemli ortamda, 4°C’de 48 saat inklbe edildi. Test
gliny, oncelikle mikroplaklar 125 ul bloke edici tampon [(%0.5 Bovine Serum
Albumin iceren fosfat tampon saline (FTS-BSA)] ile 37°C’de bir saat ¢alkalamall
inkUbatérde (Incubator/shaker, Labsystem iEM8, Helsinki, Finland) bekletildi.
Calkalamali inkUbator bundan sonraki tim inklbasyonlarda kullanildi. Daha
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sonra mikroplaklar U¢ kez %0.05 Tween 20 iceren FTS (FTS-T) ile yikandi ve bu
islem her inkibasyondan sonra tekrarlandi. Denek serumlari ve referans serum
[Anti-Pertussis Reference human sera IgG (anti-PT IgG icin 250 ELISA Unit (EU),
anti-FHA 1gG icin 400 EU) Biken, Japan] %0.05 Tween 80 iceren FTS-BSA ile,
sekiz kez iki kat artan seri dilisyonda hazirlandi ve mikroplaklar bu ve takip eden
basamaklardan sonra 22°C’de bir saat inktbe edildi. Bundan sonraki basamaklar;
FTS-T'de sulandinimis konjugat [Fc-specific alkaline phosphatase-conjugated
goat anti-human IgG (Seikagaku, Kogyou, Tokyo, Japan)] eklenmesi, yilkama ve
sonrasinda substrat eklenmesi [diethanolamine tamponda (1 mg/ml, pH: 9.6)
sulandinimis “P-nitrophenyl phosphate” (Wako, Tokyo, Japan)] ve 3M NaOH ile
durdurma seklinde gerceklestirildi. Mikroplaklar ELISA okuyucusu (Labsystem,
Multi Skan EX, Helsinki, Finland) kullanilarak A, ... dalga boylarinda okutuldu.
Anti-PT and anti-FHA IgG antikor titreleri “parallel line assay” (p=0.05) kullanilarak
hesaplandi™. Bu yontemle tespit edilebilen en disuk antikor titresi her iki antikor
icin de 1.0 EU/ml idi.

Ball-ELISA Yontemi: Ball-ELISA kiti (Takeda Chemical Industries, Ltd., Osaka,
Japan) Uretici firmanin onerileri dogrultusunda c¢alisildi. Kisaca; 24 cgukurlu
mikroplaklarin (Greiner, no. 662160, Frickenhausen, Germany) her ¢ukuruna
denek serumu ya da standart soltsyon (anti-PT, 125 EU/mI; anti-FHA, 200 EU/m)
(10 ul), tampon soltusyonu (1200 wl) ve PT ya da FHA antijeni ile kaplanmis olan
birer polistiren boncuk eklendi. Mikroplaklar 37°C’de bir saat inkibe edildikten
sonra “horseradish peroxidase-labeled antihuman IgG” (1200 ul) eklendi, yine
inkUbasyondan sonra boncuklar ayr gukurlara alindi. Sitrat tamponda sulandiriimis
“orthophenylenediamine” (500 ul) ile inkibasyondan sonra 0.5 M H,SO, (1500 pl)
ile tepkime durduruldu ve ELISA okuyucusu (Labsystem, Multi Skan EX, Helsinki,
Finland) ile A, dalga boyunda okutuldu. Antikor titreleri, standart serumlarin
sonuglari kullanilarak cizilen grafik yardimi ile saptandi. Bu ydntemle tespit edilebilen
en dusuk antikor seviyesi her iki antikor icin de 1.0 EU/ml idi2®.

Calisma Grubu ve Serum Ornekleri: Uygulama igin Antalya ilinde 2000 yilinda
yapllmis olan arastirmada, 6 ay-91 yas arasindaki bireylerden alinan serumlar
kullanildi. Arastirma grubu saglik ocaklari tarafindan her yas grubundan, kirsal-
kentsel ve kadin-erkek orani esit olacak sekilde randomize olarak segilmisti. Katiim
igin kisilerin onay! alinmis ve kan ornekleri yuz yldze goérisme yontemiyle yapilan
bir anket sonrasinda fizik muayene yapilarak toplanmisti. Serumlar ayrildiktan
sonra test gundne kadar -80°C’de saklandi.

Arastirma grubunun cinsiyet, yerlesim yeri, difteri-bogmaca-tetanoz (DBT) asi
dozu ve gecirilmis bogmaca enfeksiyonu oykulerinin yas gruplarina gére dagilimi
Tablo I'de gosterildi.

Anti-PT icin 373, anti-FHA icin 371 serum 6rnegdi 6ncelikle “in-house” ELISA
testi ile caligildi. Bu sekilde antikor dizeyi belirlenmis olan serumlardan degisik
titrelere sahip olan 60 adedi secilerek Ball-ELISA ile tekrar calisildi.

[statistiksel Degerlendirme: Istatistiksel analizde bagdimli érneklerde t testi
kullanildi. Hareketli ortalama UglU yas bantlar igin uygulandi.
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Tablo I: Arastirma Grubunda Bazi Degiskenlerin Yas Grubuna Gdére Dagilimi,

Antalya-2000
Cinsiyet Yerlesim Yeri DBwT dozu Bogmaca Enfeksiyonu
B N N
é é_ w g é o & 3 % % © %
g
0-1 36 16 20 18 18 -1 3 - 36 - -
2-3 38 20 18 20 18 -1 37 - 38 - -
4-5 41 20 21 22 19 1 - 38 2 40 - 1
6-7 33 14 19 16 17 2 - 31 - 32 1 -
8-9 31 14 17 15 16 - - 27 4 29 1 1
10-19 30 13 17 17 13 - 1 21 8 29 - 1
20-29 43 15 28 20 23 3 - 8 32 38 - 5
30-39 40 20 20 21 19 - - 3 37 33 - 7
40-49 31 16 15 13 18 3 - 3 25 22 3 6
=50 50 23 27 27 23 4 - 1 45 41 — 9

Toplam 373 171 202 189 184 13 3 204 153 338 5 30

BULGULAR

Anti-PT ve anti-FHA antikorlari icin her iki ELISA ydnteminin karsilastirmali
sonuglart Sekil 1a ve 1b’de sunulmustur.

“In-house” ELISA ile Ball-ELISA sonuclarinin arasindaki korelasyon katsayisi
anti-PT ve anti-FHA igin sirasiyla 0.729 ve 0.776, regresyon katsayilari ise siraslyla
0.623 ve 0.693 olarak saptanmistir.

“In-house” ELISA testi ile anti-PT ve anti-FHA titrelerinin karsilastirimasi
Sekil 2'de gosterilmistir. Iki antikorun titreleri arasindaki korelasyon ve regresyon
katsayilar siraslyla 0.867 ve 0.970 olarak saptanmistir. Bu sonuglar “in-house”
ELISA testinin, strveyans calismalarinda kullanilabilecegini gdstermektedir.

“In-house” ELISA yontemi ile Antalya sUrveyinde saptanan antikor titreleri
anti-PT icin Sekil 3a ve anti-FHA icin Sekil 3b’de verilmistir. Kisilerin antikor
titrelerinin yasa goére dagilimi nokta grafik ile sunulurken antikor seviyelerinin
hareketli ortalamasi duz cizgi ile gosterilmistir.

Her iki antikor icin de titrelerin yasa gore dagiliminin benzer oldugu
gbzlenmigtir. Anti-PT ve anti-FHA titreleri 0-1 yas grubunda sirasiyla 7 EU/mI
ve 10 EU/ml olup, yasla birlikte artis gostermekte, 10 yas grubunda sirasiyla
31 EU/ml ve 65 EU/mI seviyesine cikmaktadir. Daha ileri yas gruplarinda bu
seviyeler, kismen dusme ve dalgalanma gostermekle birlikte, 10 yas grubundaki
seviyeleri blylik lglide korunmaktadir. Istatistiksel analiz sonucuna gére, anti-FHA
antikor seviyeleri anti-PT’ye gore 2.5 kat yuksek bulunmustur (p<0.01).
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Sekil 1: “In-house” ELISA ile Ball-ELISA antikor titreleri arasindaki korelasyon (n=60).
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[x ekseninde “in-house” ELISA, y ekseninde ise Ball-ELISA testinin antikor titre sonuglar log,,
EU/ml olarak sunulmaktadir. Titresi 1 EU/ml’den dlsuk bulunan serum &6rnekleri icin 0.5 EU/mI
degeri kullanilarak regresyon egrisi cizilmistir. Sekil 1a anti-PT korelasyon katsayisi=0.729,
regresyon katsayisi=0.623; Sekil 1b anti-FHA korelasyon katsayisi=0.776,
regresyon katsayisi=0.693 olarak saptanmigtir.].

"In-house" ELISA

PT Log EU/mI

1 1,5 2

FHA LogEU/mI

Sekil 2: “In-house” ELISA ybéntemi ile saptanmis olan anti-PT ve anti-FHA antikor

titrelerinin kargilastinimasi. (n=60).
[Her iki eksende de antikor titreleri log,, EU/ml olarak sunulmustur. Titresi 1 EU/mlI’den dlislk
bulunan serum &rnekleri icin 0.5 EU/ml degeri kullanilmigtir.].
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Anti-PT (n: 373)

(@)

Log-Antibody

Yas

Anti-FHA (n: 371)

(b)

Log-Antihody

Yas

Sekil 3: Yasa gore B.pertussis antikor titrelerinin Antalya strveyindeki dagilimi (2000).
[Antikor titreleri “in-house” ELISA ile saptanmistir. x ekseninde yas, y ekseninde ise log,, EU/mI
olarak antikor titreleri sunulmustur. Her nokta bir denegi gostermektedir. Kesiksiz ¢izgi, G¢lu
yas bantlar uygulanarak hesaplanan hareketli ortalamayi goéstermektedir.

Kesiksiz cizgi 10 EU/mI seviyesini gdstermektedir.].

TARTISMA

Bogmaca hastaliginin etkeni Bordetella pertussis olup etkene karsi immuan
cevap, hem dogal enfeksiyon, hem de asl ile gelisebilmektedir. Tam hicre asis
ile elde edilen bagisiklik asi dozuyla orantili olup, asilamadan sonra yaklasik 2-5 yil
surebilmektedir. Asinin etkinligi icerigine gore degismekte ve cocuklarin %70’den
fazlasi U¢c doz difteri toksoidi, tam htcre bogmaca asisi ve tetanoz toksoidine
(DBT) cevap vermektedir*!". Hastaligin patogenezinde en etkili oldugu bilinen PT
ve FHA antijenlerine karsi gelisen antikorlar, bagisikigin élgimuinde de yaygin
olarak kullaniimaktadir. Antikor cevabinin 6lgimuinde kullanilan baslica teknikler
Chinese hamster ovary test, bakteriyel aglutinasyon testi ve ELISA’dir#578.12,

Laboratuvarimizda, ¢ok sayida érnegi ayni anda calisma olanagi saglamasi,

ucuz olmasi ve ayni proje kapsaminda calisilacak olan diger antijenlere de
uygulanabilir olmasi nedeniyle, bogmaca serolojisi ¢alismalarinda kullaniimak
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Uzere “in-house” ELISA teknigi gelistiriimigtir. Bu teknigin gtvenilirligini saptamak
icin bulunan sonuglar, daha onceki calismalarda olgtmlerinin basarili oldugu
saptanmig ve benzeri seroepidemiyolojik arastirmalarda kullaniimig olan Ball-ELISA
kitinin sonuglari ile karsilastinimistir?®3, Sonuclarin karsilagtinimasinda saptanan
korelasyon ve regresyon katsayilarn (Sekil 1a ve 1b) ve “in-house” ELISA testinin,
iki antikor titrelerinin 6lcimunde kendi icinde gosterdigi uyum (Sekil 2), bu teknigin
serolojik bir calismada kullanilabilir oldugunu dustundtrmustur.

“In-house” ELISA tekniginin Antalya ilinde gergeklestirilen serosurveye
uygulanmasindan elde edilen sonuclar irdelendiginde, her iki antikor icin hareketli
ortalamanin 0-1 yas grubunda artmaya basladigi ve artisin 10 yas grubuna kadar
sUrdugu izlenmektedir (Sekil 3a ve 3b). Bu durum ulkemizde uygulanan ulusal
asilama programi ile uyumludur. Bu programa gére bogmaca asisi 2, 3 ve 4
aylik gocuklara, rapel doz ise 18-24 aylik gocuklara uygulanmaktadir. Rapel dozun
gecikmesi halinde asinin tam hucre asisi olmasi nedeniyle 6 yasindan buyuk
cocuklara uygulanamamaktadir. Ulkemizdeki 1., 2. ve 3. doz asilama oranlari
sirasl ile %85, %82, %79 olup, Antalya ili icin bu oranlar %93, %92 ve %88’dir'.
Antalya ilindeki yuksek asilama hizlari bizim verilerimizle uyumludur. Buna karsilik
eriskin yas gruplarinda saptanan yuksek antikor seviyelerinin, cocukluk gaginda
uygulanmis olan agl ile agiklanmasi mumkun degildirt. On yas grubu ve daha ileri
yas gruplarinda saptanmig olan antikorlar blytk olasilikla dogal enfeksiyona bagli
olup B.pertussis’in dolasimda olduguna isaret etmektedir. Son zamanlarda primer
asilama hizlarinin yiksek oldugu Ulkelerde bile okul ¢cocuklarinda, adélesanlarda
ve erigkinlerde bogmaca hastaliginin rapor edildigi goézlenmisgtir#68913.15-17,
Bu durum bogmaca hastaliginin yasa goére dagiiminda bir degisimin s6z konusu
oldugunu dusundurmektedir. Ayrica, adodlesanlarin ve erigkinlerin toplum igin
bogmaca acisindan bulas kaynag olduklarini da gostermektedir. Bazi yazarlar
yedi yas Ustindeki cocuklar, hatta addlesan ve erigkinleri hlicresiz asli ile rutin
olarak asilamayi ve bdylece toplumda bogmaca enfeksiyonunun énlenmesini
dnermektedir®®'”. Buna karsilik Dinya Saglik Orgutii (DSO), DBT asisinda ek
doz dusunen ulkelere maliyet-kar analizlerinin yapilmasini, kaynaklarin ve kaynak
devamliliginin saglanip saglanamayacaginin iyi arastirimasini, uygulanmasi
planlanan ek dozun bogmaca epidemiyolojisine, dzellikle de yas dagiimina olan
etkilerinin de gdzdninde bulundurularak hareket edilmesini 6Gnermektedir*®.

ELISA testi ile saptanan antikorlarin koruyucu dizeyleri hakkinda genel kabul
goérmus bir titre bulunmamaktadir. Bununla birlikte, DSO’ne gére asidan beklenen
minimum antikor seviyesi 4 EU/ml'dir*. Ote yandan, bogmaca enfeksiyonundan
iyilesen cocuklarda saptanan en dusuk antikor titresinin 10 EU/ml olmasi nedeniyle,
bu degerin sinir kabul edildigini belirten bir caligma vardir'®. Bizim ¢alismamizda
10 EU/mI deg@eri koruyucu antikor titresi agisindan sinir deger olarak kabul
edilmistir. Bu bakis agisi ile, koruyucu titrelerin altinda anti-PT antikoruna sahip
bireylerin 10 yasina kadar saptandigi (Sekil 3a), anti-FHA antikorlarina sahip olan
bireylerin ise 2 yas altinda kaldiklar (Sekil 3b) gézlenmektedir. Ek olarak, anti-FHA
antikor seviyeleri, anti-PT antikor seviyelerinden yUksek seyretmektedir. Degisik
Ulkelerde yapilmis olan pek ¢ok calismada da benzer bulgular gozlenmigtirt6891315,
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Bu durum, diger Bordetella trleri ile karsilasma olasiliginin yanisira, Haemophilus
influenzae, Mycoplasma pneumoniae ve Chlamydia pneumoniae turleri ile enfeksiyon
sonrasinda da anti-FHA antikorlar gelisirken, anti-PT antikorlarinin gelismemesine
bagl olabilir¢13181°  Ayrica anti-PT antikorunun titresi anti-FHA antikoruna gore
daha hizli bir dusts gostermektedir®.

Bu calisma, “in-house” ELISA tekniginin uygulanmasinin bogmaca
serosurveyinin kantitatif olarak analiz edilebilmesi icin uygun oldugunu ve gelecekte
yapilacak olan genis capl seroepidemiyolojik calismalarda kullanilabilecegini
gOstermektedir.

TESEKKUR

Bu calismada serum &rneklerinin toplanmasinda emegi gecen Refik Saydam
Hifzissihha Merkezi Bagkanligi, Refik Saydam Hifzissihha Bolge Laboratuvarlar ve
Antalya Il Saglik Mudurlagu elemanlarnina katkilanindan dolayr tesekkurd borg biliriz.

KAYNAKLAR

. Asl ile o6nlenebilir hastaliklarin laboratuvar verilerine dayall ulusal epidemiyolojik strveyansi. Turk
Hij Den Biyol Der 2001, 58: 1 (Ek 1).

2. Sato Y, Sato H, Kodama H, et al: An improved ELISA system for the measurement of IgG
antibodies against pertussis toxin (PT) and filamentous hemagglutinin (FHA) in human sera.
Develop Biol Standard 1990, 73: 167-174.

3. Kuno-Sakai H, Kimura M, Ohta K, et al: A simple and sensitive ELISA of antibodies to pertussis
antigens. Vaccine 1992, 10: 350-353.

4. Immunological basis for immunization. Module 4: Pertussis. WHO/EPI/GEN/93.14

—

5. Giammanco A, Chiarini A, Maple PA, et al: European Sero-Epidemiology Network: Standardisation
of the assay results for pertussis. Vaccine 2003, 2: 112-120.

6. Dominguez A, Vidal J, Plans P, Salleras L: The seroepidemiology of B.pertussis infection in
Catalonia, Spain. Epidemiol Infect 2001, 126: 205-210.

. Meade BD, Deforest A, Edwards KM, et al: Description and evaluation of serologic assays employed
in a multicenter trial of acellular pertussis vaccines. Pediatrics 1995, 96 (Suppl): 570-575.

~

8. Van der Wielen M, Van Damme PV, Van Herck K, Schlegel-Haueter S, Siegrist CA: Seroprevalence
of Bordetella pertussis antibodies in Flanders (Belgium). Vaccine 2003, 21: 2412-2417.

9. Cattaneo LA, Reed GW, Haase DH, Wills MJ, Edwaards KM: The seroepidemiology of Bordetella
pertussis infections: A study of persons ages 1-65 years. J Infect Dis 1996, 173: 1256-1259.

10. Finney DJ: Statistical Method in Biological Assay. 1987, Charles Griffin Co Ltd, London.

11. Petersen JW: Cellular immunity in relation to pertussis vaccination and infection. Danish Medical
Bulletin 1995, 42: 121-140.

12. Onorato |, Wassilak S: Laboratory diagnosis of pertussis: The state of the art. Pediatr Infect Dis
J 1987, 6: 145-151.

13. Konda T, Kamachi K, Iwaki M, Matsunaga Y: Distribution of pertussis antibodies among different
age groups in Japan. Vaccine 2002, 20: 1711-1717.

14. T.C.Saglk Bakanhig Temel Saglik Hizmetleri Genel Mudurlugu Galisma Yiligi 2001. T.C.Saglik Bakanlg
Temel Saglik Hizmetleri Genel Madurlugu ve Saglik Projesi Genel Koordinatorliga, Ankara, 2002.

15. Corbeira PC, Dal-Re R, Aguilar L, Garcia-de-Lomas J: Seroepidemiology of Bordetella pertussis
infections in the Spanish population: A cross-sectional study. Vaccine 2000, 18: 2173-2176.



16.

17.

18.

19.

MiKROBIYOLOJi BULTENI 289

Buydner PGV, Owen D, Vurdien JE, Andrews NJ, Matthews RC, Miller E: Bordetella pertussis
surveillance in England and Wales: 1995-1197. Epidemiol Infect 1999, 123: 403-411.

Campins-Marti M, Cheng HK, Forsyth K, et al: Recommendations are needed for adolescent
and adult pertussis immunisation: Rationale and strategies for consideration. Vaccine 2001,
20: 641-646.

Barenkamp SJ, Leininger E: Cloning, expression and DNA sequence analysis of genes encoding

nontypable Haemophylus influenzae high-molecular-weight surface-exposed proteins related to
filamentous hemagglutinin of Bordetella pertussis. Infect Immun 1992, 60: 1302-1313.

Vincent JM, Cherry JD, Nauschuetz WF, et al: Prolonged afebrile nonproductive cough iliness in
American soldiers in Korea: A serological search for causation. Clin Infect Dis 2000, 30: 534-539.





