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OZET

Bogmaca, Bordetella pertussis'in neden oldugu, tiim yas gruplarini etkileyen, bulasici bir solunum sis-
temi enfeksiyonudur. Ozellikle yenidogan ve bebeklerde yiiksek morbidite ve mortaliteye yol acar. Ergen
ve eriskinlerde atipik ve ihmli seyreden hastaliga cogu zaman tani konulamamakta; bu hastalar duyarl
bebek ve cocuklara bulasmada 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Bu nedenle iki haftadan daha uzun si-
ren Okslrik semptomu olan cocuk ve ergenlerde B.pertussis enfeksiyonunun laboratuvar incelemeleriyle
arastirilmasi onerilmektedir. Bu calismada, uzamis okstirigi olan ¢ocuk yas grubu hastalarda kiltir, ger-
¢ek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) ve serolojik yontemler ile B.pertussis enfeksiyonunun
arastirlmasi amaclanmustir. Calismaya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklari Anabi-
lim Dali Genel Pediatri Poliklinigine Aralik 2009-Agustos 2010 tarihleri arasinda bagvuran, uzamis (= 14
glin) oksuriugu olan 2 ay-14 yas (ortanca: 7.0) arasindaki 51 (19 kiz, 32 erkek) hasta dahil edilmistir. Ol-
gularin 48 (%94)’i yasina uygun olarak asi semasi uygulanan, tgcu ise bogmaca asisi yapilmamis hastalar
olup, 38 (%75) olgunun bagvuru 6ncesinde antibiyotik kullandigi belirlenmistir. Hastalardan alinan na-
zofarengeal siirlinti 6rneklerinde B.pertussis arastiriimasi icin kiltir (%7 at kani ve komiir iceren Borde-
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tella Agar; Becton Dickinson, Almanya) ve 1IS4871 gen bdlgesinin hedeflendigi Rt-PCR (Roche Applied Sci-
ence, Almanya) yontemleri uygulanmistir. Ayrica 2-4 hafta arayla elde edilen iki serum 6rneginde anti-
pertussis toksin (anti-PT) IgG ve antifilamentdz hemaglutinin (anti-FHA) IgG diizeylerinin 6l¢ildiga “in-
house” ELISA calisiimig; antikor titresinde dort kat artis veya tek serum 6rneginde 100 EU/ml’nin {izerin-
deki anti-PT IgG titreleri B.pertussis enfeksiyonunun serolojik kaniti olarak kabul edilmistir. Calismaya ali-
nan 51 hastadan birinin nazofarengeal stirlintl kilttiriinde B.pertussis Gremis; 6 (%11.8) hastanin nazo-
farengeal surtintli 6rneginde 1S487 Rt-PCR testi ile pozitiflik saptanmis ve 9 (%17.6) olgu serolojik test-
lerle B.pertussis enfeksiyonu olarak degerlendirilmistir. Buna gore toplam 12 hastada en az bir yontemle
pozitif sonug alinmis; bu hastalardan birinde her ti¢ yontemle, ikisinde /S487 Rt-PCR ve serolojik testlerle,
lictinde sadece 1S481 Rt-PCR ile, altisinda ise sadece serolojik testlerle tani konulmustur. Dolayisiyla calis-
mamizda, uzamig Oksiiriigi olan ¢ocuklarin %23.5 (12/51)'inde B.pertussis enfeksiyonu tespit edilmistir.
Bu olgularin (5 kiz, 7 erkek) yas araligi 2 ay-11 yil arasinda olup, biri agilanmamis, doérdi asi semasi ta-
mamlanmamis hastalardir. Sonug olarak, uzamis 6kstirigu olan cocuklarda B.pertussis varliginin arastiril-
masinda kultlr, PCR ve serolojik testlerin kullanilmasi gerektigi ve bu alanda standardize edilmis testlere
ihtiyac oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar sozciikler: Bordetella pertussis; kiiltiir; seroloji; gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, uza-
mis Sksdirdk.

ABSTRACT

Pertussis is a respiratory infection caused by Bordetella pertussis. It attacks all age groups. It has sig-
nificantly higher mortality and morbidity among newborns and children. Adolescents and adults with
symptomatic but unrecognized pertussis are often the source of the infection for pediatric cases. There-
fore, it is suggested to perform laboratory diagnostic tests for B.pertussis infection in children and ado-
lescents with prolonged cough of more than two weeks. In this study, it was aimed to identify B.pertus-
sis infection by culture, real-time polymerase chain reaction (Rt-PCR) and serological methods among
children with prolonged cough. Nasopharyngeal swab samples were obtained from 51 children (19 fe-
male, 32 male; age between 2 months-14 years; median age: 7.0), who attended the outpatient clinic
of Ege University Medical Faculty Department of Pediatrics, Izmir, Turkey with prolonged cough (= 14
days) during December 2009-August 2010. While pertussis vaccination had been completed in 48
(94%) of the cases, three cases had not been vaccinated. Previous antibiotic treatment was reported for
38 (75%) of the cases. Cultivation was done by using 7% horse blood and charcoal containing Borde-
tella Agar (Becton Dickinson, Germany) and Rt-PCR targeting /S481 sequence (Roche Applied Science,
Germany) was used to detect B.pertussis. In addition, in house ELISA was performed to detect titers of
anti-pertussis toxin (anti-PT) IgG and anti-filamentous hemagglutinin (anti-FHA) IgG antibodies in paired
sera collected in 2-4 week intervals. Fourfold titer increase of antibodies or anti-PT IgG levels of at least
100 EU/ml in one serum were evaluated as serological confirmation of B.pertussis infection. In our studly,
B.pertussis was isolated from one nasopharyngeal swab samples culture among the 51 patients, and
I1S481 Rt-PCR yielded positive results for B.pertussis in 6 (11.8%) samples. Nine (17.6%) patients were
diagnosed as B.pertussis infection by serological tests. Totally 12 patients were evaluated as positive using
at least one method. Among them only one had positive results with three of the tests used and two
were positive with 1IS487 Rt-PCR assay and serologic tests. Three patients were found positive with only
IS4871 Rt-PCR and six were identified only with serologic diagnosis. In this study, 23.5% (12/51) of child-
ren with persistant cough were evaluated as having B.pertussis infection. The age range of these cases
(5 female, 7 male) was 2 months-11 years and one case had not been vaccinated at all while four cases
had not completed the vaccination schedule. It was concluded that since B.pertussis can be detected as
the etiologic agent of persistant cough in a significant number of children by culture, PCR and serolo-
gic tests, diagnostic tests must be applied to evaluate B.pertussis infection. However, standardized sero-
logical methods and PCR protocols are needed for accurate and reliable diagnosis.

Key words: Bordetella pertussis; culture; serology; real time polymerase chain reaction; prolonged cough.
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GiRis

Bogmaca, Bordetella pertussis'in neden oldugu tiim yas gruplarini etkileyen bulasici bir
solunum sistemi enfeksiyonudur. Ozellikle yenidogan ve bebeklerde yiiksek morbidite ve
mortaliteye sahiptir. Asilama programlarinin uygulanmaya baglamasindan bu yana, has-
taligin ortaya cikis sikhigi ve 6lim oranlarinda belirgin diisiis olmustur'-2. Bununla bera-
ber bogmaca, son 20 yilda yeniden artma egilimindedir. Asinin sagladigi koruyuculugun
yillar icinde azaldigi, yaygin asilama faaliyetinin dogal yoldan olusan bagisiklamay: en-
gelledigi ve boylelikle yaygin asilamanin oldugu bdlgelerde ergen ve eriskinlerin bu has-
taliga karsi daha duyarl hale geldigi savunulmaktadir®3. Ergen ve eriskinlerde atipik ve
ilimli seyreden hastalia cogu zaman tani konulamamakta; bu hastalar duyarli bebek ve
cocuklara bulasmada 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Bu nedenle iki haftadan uzun
sliren Oksurigu olan ¢ocuk ve ergenlerde B.pertussis enfeksiyonunun laboratuvar incele-
meleriyle aragtiriimasi énerilmektedir'-3.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC; Centers for
Disease Control and Prevention) tarafindan bogmaca olgu tanimlar yapilmistir; ancak
bogmaca o6zellikle ergen ve eriskinlerde tanisi zor konulan bir hastaliktir. Oykii ve fizik
muayene bulgulari ile tani konuldugunda bir¢ok olgu yanhs tanimlanmakta ya da atlan-
maktadir. Bu nedenle klinik taninin laboratuvar ile dogrulanmasi énemlidir. Bogmacanin
mikrobiyolojik tanisinda; kultur, direkt antijen testi, molekiler ve serolojik yontemler kul-
lanilabilmektedir®#. Bu calismada, uzamis dksiiriigii olan 0-18 yas grubu hastalarda kiil-
tur, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) ve serolojik yontemlerle B.per-
tussis enfeksiyonunun arastirilmasi amaclanmig; B.pertussis tani testlerinin rutin laboratu-
var calismalarina yerlestirilmesi ve bogmaca tanisinda kliniklere laboratuvar destegi ve-
rilmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar ve Ornekler

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali Genel Pedi-
atri Poliklinigine Aralik 2009-Agustos 2010 tarihleri arasinda basvuran, 14 giinden uzun
sliren okslrugl olan ve okslrige sebep olacak baska bir tanisi bulunmayan 0-18 yas
grubu 51 hasta calismaya alindi. Basvuru sirasinda astim, tiberkuloz, kronik bronsit, re-
aktif hava yolu hastaligi, gastro6zefageal refli hastaligi, anjiyotensin donustirici enzim
(ACE) inhibitord ilag kullanimi gibi kronik oksuriik nedenleri olanlar veya 6yku ve fizik
muayenede bunlardan stiphelenilen hastalar ile bilinen immunyetmezIigi olanlar calis-
maya dahil edilmedi. Calisma etik kurul onayi ile gerceklestirildi. Hasta ve hasta yakini
calisma hakkinda bilgilendirildi, “bilgilendirilmis onam formu” hasta yakini tarafindan
dolduruldu.

Poliklinige ilk basvuru sirasinda hastalardan bir adet nazofarengeal siirintii (NFS) or-
nedi ve bir serum 6rnegi, 2-4 hafta sonra yine bir serum 6rnegdi alindi. NFS, uzman he-
kim tarafindan rayon uglu, esnek sapl ekiivyon (Transwab, ingiltere) ile nostrilden giri-
lip nazofarenks arka duvarinda 3-5 saniye rotasyon yapilarak alindi. Kémiirli Amies tagi-
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ma besiyerinde (Transwab, ingiltere) birkag saat icinde Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Da-
I Bakteriyoloji Laboratuvarina ulastirildi. NFS 6rnekleri kiltiir ve Rt-PCR testi icin kullanil-
di. Hastalardan poliklinige ilk bagvuruda ve 2-4 hafta sonra elde edilen serum 6rnekleri
alikotlanarak antipertussis toksin (anti-PT) IgG ve antifilament6z hemaglutinin (anti-
FHA) IgG ELISA testleri uygulanincaya kadar -80°C’de sakland.

Kultiir ve Direkt Floresan Antikor (DFA) Testi

B.pertussis izolasyonu icin NFS 6rnekleri, “%7 at kani ve odun komtirl (charcoal) ice-
ren Bordetella Agar (Becton Dickinson, Almanya)” ticari besiyerine ekildi. Plaklar 36°C’de,
nemli ortamda, parafilm ile sarilarak 10 giin streyle inkiibe edildi. inkiibasyon stresinde,
plaklar stipheli koloniler acisindan her glin kontrol edildi; stipheli koloniler (lictinci guin-
den sonra Ureyen, yaklasik T mm capli, parlak, inci renkli S koloniler) pasajlandi. Bunlar-
dan gram-negatif boyanan ince basil morfolojisine sahip, katalaz pozitif, Greaz negatif,
hareketsiz olan ve koyun kanli agarda tremeyen bakteriler, tanimlama icin DFA ve IS481
gen bélgesinin hedeflendigi Rt-PCR testine alindi. Orneklerle es zamanli olarak baska bir
plaga B.pertussis ATCC 9797 standart susu pasajlanarak tireme kontrol edildi.

Kiltirde treyen supheli kolonilerin tanimlanmasinda kullanilan DFA testi, Uretici fir-
manin (Difco FA Bordetella pertussis; Becton Dickinson, ABD) 6nerilerine gére uygulandi
ve degerlendirildi. Testte, kit ile saglanan FITC ile isaretli poliklonal B.pertussis antikoru
kullanildi. Antiserumun ve yontemin kontrolu icin, pozitif (B.pertussis ATCC 9797) ve ne-
gatif (Bordetella parapertussis ATCC 15311 ve Pseudomonas aeruginosa suslart) antijen
kontrolleri de test edildi. Pozitif ve negatif kontrol preparatlar, NFS érneginden yapilan
kilturde treyen stpheli koloniden hazirlanan preparatla es zamanli olarak hazirlandi,
boyandi ve degerlendirildi.

NFS 6rnekleri, ekim yapildiktan sonra 400 pl fosfat tamponu (PBS) icinde stspanse
edilip 200 pl’lik iki alikot seklinde DNA ekstraksiyonunda kullanilmak tzere -80°C’de sak-
land.

Ger¢ek Zamanh PCR (Rt-PCR) Testi

Daha 6nce ayrilmis olan 200 pl’lik NFS 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu, “High Pu-
re PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science, Almanya)” ile 6nerildigi sekil-
de yapildi. Elde edilen 200 pl'lik ntkleik asit solisyonunun 5 pl’si amplifikasyona alind.
Her calismada negatif kontrol olarak PBS ve pozitif kontrol olarak B.pertussis ATCC 9797
susunun PBS icindeki stispansiyonu kullanildi. NFS 6rneklerinde B.pertussis DNA'sinin
arastinlmasi amaciyla B.pertussis icin 1S481, B.parapertussis icin IST00T gen bdlgesinin
hedeflendigi kantitatif multipleks Rt-PCR yontemi uygulandi. Calismada “LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe, Versiyon Ocak 2006 (Roche Applied Science, Alman-
ya) “PCR icin “hot start” reaksiyon karisimi ve “LightMix (Bordetella pertussis ve paraper-
tussis) Kit (Roche Diagnostics LightCycler 1.x/2.0 ve 480 Il cihazlari icin) (TIB MOLBIOL
GmbH, Almanya)” ticari kitleri kullanild.

Kullanilan kit ile B.pertussis icin 1S481 bolgesinden 130 baz cift (bg)’lik bir boli-
miin amplifikasyonu yapilmakta, LC640 isaretli hibridizasyon problariyla saptanmak-
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tadir. B.parapertussis icin ise IST001 bolgesinden 97 b¢'lik bir bolimiin amplifikasyo-
nu yapilmakta, saptamada LC690 isaretli hibridizasyon problari kullanilmaktadir. in-
ternal kontrol (IK) LC640 isaretli kisa problarla saptanmakta ve ergime egrisinde
49.5°C’de pik olusturmaktadir. Kit icerigine gore testin duyarliligi 10 kopya B.pertus-
sis/B.parapertussis DNA'si; linear 6lctim araligi ise 102-10° kopya B.pertussis/B.para-
pertussis DNA'sidir.

Test icin “LightCyler 1.5” cihazi, kit 6nerisinde belirtildigi sekilde programlandi ve
yontem kit onerilerine uygun olarak calisildi. Kit ile saglanan B.pertussis ve B.parapertus-
sis icin 10° hedef molekiil/5 pl konsantrasyondaki kontrol DNA'lari, ATCC 9797 susunun
PBS icindeki stiispansiyonundan elde edilen DNA ekstrakti ve niikleazdan arindirnilmig dis-
tile su her calismaya dahil edildi. Hasta orneklerinin calisilmasindan once B.pertussis
ATCC 9797 susu ile hazirlanan 0.5 McFarland bulanikligindaki bakteri siispansiyonundan
200 pl alinarak DNA ekstraksiyonu yapildi. Ekstrakte edilen ornegin eliisyon tamponu
icinde 10 kat diltsyonlari (7 dilisyon) hazirlandi. Testin performansinin degerlendirilme-
si icin DNA ekstraktinin dilisyonlari Rt-PCR testine alindi.

Amplifikasyon, saptama ve veri analizi “LightCycler 1.5” cihazinda gerceklestirildi. So-
nuglar hedef DNA kopya sayisi olarak elde edildi. Ornekte floresans sinyali yokken inter-
nal kontrolde 49.5°C’de pik gozlenmisse ve ekstraksiyon ve amplifikasyon icin pozitif
kontroller pozitif, negatif kontroller negatif sonuglanmis ise test sonucu negatif kabul
edildi. Negatif kontroller negatif veya pozitif kontroller pozitif olarak sonuclanmamissa
ya da ornekler negatif oldugu durumda internal kontrolde floresans gozlenmemisse test
gecersiz kabul edildi ve tekrarlandi.

Serolojik Testler

Hastalarin ilk basvurusunda ve 2-4 hafta sonra elde edilen serum 6rneklerinde, anti-
pertussis toksin (PT) IgG ve antifilament6z hemaglutinin (FHA) IgG antikor seviyelerinin
saptanmasi icin daha once standardize edilmis olan “in-house” kantitatif indirekt ELISA
yoéntemi kullanildi®. Diiz tabanl 96 cukurlu mikroplaklarin (Greiner, Almanya) antijenle
kaplanmasi asamasinda, saflastirlmis “Pertussis Toxin” ve “Pertussis Filamentous He-
magglutinin” (10’ar pg PN/ampul, Japonya) kullanildi. Test glini %0.5 sigir serum al-
bumini ile inklibatorde bloke edildi. Plaklar t¢ kez %0.05 Tween 20 iceren PBS ile yikan-
di ve bu islem her inkiibasyondan sonra tekrarlandi. Referans serum ve hasta serumlari
iki kat artan sekiz seri dilisyonda hazirlandi ve plaklar bu asamada ve takip eden asama-
larda 22°C’de bir saat inklbe edildi. Konjugat asamasinda; “Fc-specific alkaline phosp-
hatase-conjugated goat anti-human IgG” (Seikagaku, Kogyou, Japonya); substrat asa-
masinda dietanolamin tamponda 1T mg/ml, pH: 9.6 sulandiriimis “P-nitrophenyl phosp-
hate” (Sigma N2765); durdurma asamasinda ise 3M NaOH uygulandi. Mikroplaklar ELI-
SA okuyucusu (Labsystem, Finlandiya) kullanilarak 405/630 nm dalga boylarinda okutul-
du. Anti-PT ve anti-FHA IgG antikor seviyeleri “paralel line assay” ile bogmaca referans
serum (anti-PT icin 250 EU/ampul ve anti-FHA icin 400 EU/ampul) ile karsilastirma yapi-
larak hesaplandi ve ELISA Gnitesi/ml (EU/ml) seklinde ifade edildi. Bu testte saptanabilen
en diisiik anti-PT ve anti-FHA antikor konsantrasyonu 1.0 EU/ml’dir>®. ilk serum érnegi
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ile karsilastinldiginda ikinci serum 6rneginde anti-PT IgG ve anti-FHA IgG titresinde dort
kat titre artisi ve tek serum 6rneginde 100 EU/ml'nin lzerindeki anti-PT IgG titresi sero-
pozitiflik olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan hastalarin 19 (%37)u kiz, 32 (%63)’si erkek olup, yas araligi 2 ay-
14 yas (ortanca: 7.0) arasinda degismektedir. Olgularin 48 (%94)’i yasina uygun olarak
asl semasl uygulanmis, tcl ise bogmaca asisi yapilmamis hastalar olup, 38 (%75)inin
basvuru 6ncesinde antibiyotik kullanim oykulsu vardir (Tablo ). Uzamig okstrigu olan
hastalarin poliklinige basvurularina kadar olan okstriik streleri 15-180 giin arasindadir
(Tablo I).

Calisilan 51 hastaya ait NFS orneklerinden 1 (%1.96)’inde kiltir, 6 (%11.8)'sinda ise
I1S481 Rt-PCR pozitifligi saptanmistir (Tablo I). Serolojik tani icin 31 (%61) hastadan 2-4
hafta arayla cift, 20 (%39) hastadan ise tek serum 6rnegi alinabilmis ve 9 (%17.6) olgu-
da serolojik testlerde pozitiflik belirlenmistir (Tablo I). Toplam 12 (%23.5) hastada en az
bir yontemle pozitiflik tespit edilmistir (Tablo II).

B.pertussis ATCC 9797 susundan elde edilen DNA 6rneginin IS4871 Rt-PCR amplifikas-
yon edrileri, Urlinlerin “crossing point” ve konsantrasyonlari Resim 1’de gosterilmistir.
P.aeruginosa DNA siispansiyonu (negatif kontrol), amplifikasyona alindiginda negatif so-
nug vermistir (Resim 1).

Basvuru sirasinda 30 guinden kisa siiredir oksuriik semptomu olan 15 hastanin birin-
de her li¢ yontemle pozitiflik saptanmustir. iki olguda 15487 Rt-PCR ve seroloji pozitifligi,
ticlinde sadece 1S481 Rt-PCR, birinde ise sadece seroloji pozitifligi belirlenmistir. Oksii-
rik semptomunun 30-60. giniinde basvuran 17 hastanin dordiinde sadece serolojik
testlerde pozitiflik izlenmistir. Poliklinie basvuru sirasinda 60 giin ve daha uzun suredir
oksurigu olan 19 olgunun ise sadece birinde seroloji pozitifligi gortulmustur. B.pertussis
enfeksiyonu yonunden yapilan mikrobiyolojik calismalarda, pozitiflik saptanan 12 (5 kiz,
7 erkek) olgunun yas araligi 2 ay-11 yas (ortanca: 6.5) arasindadir. B.pertussis enfeksiyo-
nu olan olgularin Aralik 2009-Agustos 2010 tarihleri arasinda aylara gore dagihmlari Se-
kil 1’de gorilmektedir.

TARTISMA

B.pertussis enfeksiyonunun mikrobiyolojik tanisi; kiilttr, DFA ile antijen saptama, PCR
ve serolojik yontemlerle yapilmaktadir. DFA testi, hizli, ucuz ve basit bir yontem olmak-
la birlikte 6zg(illiik ve duyarliligi (%30-71) distiktir’. Degerlendirmenin subjektif olma-
s, yanlis pozitif ve yanhs negatif sonuclar ile sik karsilagilmasi gibi nedenlerle CDC, DFA
testinin kullanimini 6Gnermemekte, kullanilirsa mutlaka kiltirle birlikte yapilmasi gerekti-
gini vurgulamaktadir’-8, Bircok iilkenin siirveyans sisteminde DFA, B.pertussis enfeksiyo-
nunun laboratuvar kaniti olarak kabul edilmemektedir'. Bu kisitlamalar nedeniyle calis-
mamizda DFA testi, sadece kiiltiirde ireyen slipheli bakterilerin tanimlanmasinda kulla-
nilmustir.
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Tablo I. Calismaya Alinan Hastalarin Ozellikleri ve Mikrobiyolojik Tani Sonuglari

Hasta Yas Asilanma  Antibiyotik Oksiiriik 1S481  Serolojik
no (yil) durumu kullanimi siiresi (giin) Kaltir Rt-PCR tani
1 2 E \% 35 N N N
2 6 E \Y 60 N N N
3 11 ay E Y 25 N N N
4 5 E \ 20 N N N
5 7 E \ 45 N N N
6 5 E \ 60 N N N
7 6 E \ 120 N N N
8 3 E \% 60 N N N
9 4 E \Y 20 N N N
10 6 H Y 30 N N N
11 8 H Y 30 N N N
12 4 E Y 60 N N N
13 4 E \% 150 N N N
14 5 E \ 60 N N N
15 14 E \% 30 N N N
16 7 E Y 150 N N N
17 10 E \ 920 N N N
18 8 E \Y 60 N N N
19 6 E \ 60 N N N
20 7 E \% 30 N N N
21 5 E \% 30 N N P
22 2 E \ 30 N N N
23 8 E Y 90 N N N
24 9 E \% 20 N N P
25 7 E \ 60 N N N
26 2 ay H Y 15 N 102 kopya N
27 13 E \% 30 N N N
28 14 E \ 75 N N N
29 6 E \ 180 N N N
30 7 E \ 920 N N N
31 10 E \ 30 N N P
32 12 E \Y 60 N N N
33 14 E Y 30 N N N
34 10 E \ 15 N N N
35 12 E \ 30 N N N
36 6 E \% 15 N N N
37 11 E \ 50 N N N
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Tablo I. Calismaya Alinan Hastalarin Ozellikleri ve Mikrobiyolojik Tani Sonuclari (Devami)

Hasta Yas Asilanma  Antibiyotik Oksiiriik 15481 Serolojik
no (yil) durumu kullanimi siiresi (giin) Kaltir Rt-PCR tani
38 10 E Y 15 N N N
39 10 E \% 20 N 102 kopya N
40 11 E \% 30 N N P
41 2 ay H \ 20 N N N
42 2 ay E (1 doz) Y 15 N 10* kopya N
43 2 E \ 15 N N N
44 9 E Y 60 N N P
45 3 ay E (1 doz) \Y 15 N 102 kopya P
46 9 E \% 180 N N N
47 14 E \ 30 N N N
48 3 ay E (1 doz) Y 15 N 10° kopya P
49 10 ay E (3 doz) \ 20 P 10 kopya P
50 8 E Y 30 N N P
51 14 E \% 30 N N N

Rt-PCR: Gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu; E: Bogmaca asisi yasina uygun olarak yapilmis; H: Bogmaca asisi
yapilmamis; V: Var; Y: Yok; P: Pozitif; N: Negatif.

\bsolute Quantification

Channel (540/530) ~ Colot Compensation ~ Program (2) - [I Method [Auto] - Standard curve [Ex] ~

Samples | Results
| CP | Concenlation | Amplification Curves

0,067 s

0057
g oo
00374

0,027

om7.

0,007

| Anaysis Notes

Resim 1. 0.5 McFarland standardi olarak hazirlanan ATCC 9797 standart susunun 200 pl’sinden elde edilen
DNA ekstraktinin ve bunun 10 katlik yedi diltisyonunun 15481 Rt-PCR amplifikasyon egrileri (negatif kontrol
olarak P.aeruginosa susunun DNA ekstrakti kullanilmistir).
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12

[ Toplam olgu

Pozitiflik saptanan
olgular

Aralik
Ocak
Subat

Mart
Nisan
Mayis

Haziran
Temmuz
Agustos

Sekil 1. Aralik 2009-Agustos 2010 tarihleri arasinda Bordetella pertussis enfeksiyonu icin yapilan mikrobiyo-
lojik tani testlerinde pozitiflik saptanan olgularin aylara gére dagilimi.

Tablo Il. Tani Testlerinden Herhangi Birinde Pozitiflik Saptanan Hastalara Ait Sonuglar

Hasta  Oksiiriik Anti-PT IgG (EU/ml) Anti-FHA IgG (EU/ml) 15481

no siiresi (giin) 1. serum 2. serum 1. serum 2. serum  Rt-PCR Kltir
21 30 36.15 287.23 23.63 635.99 N N
24 20 12.26 302.9 11.71 26.56 N N
26 15 8 Alinamadi 16.38 Alinamadi 102 kopya N
31 30 13.62 90.23 2212 140.29 N N
39 20 25.46 Alinamadi 41.78 Alinamadi 102 kopya N
40 30 97.07 133.471 121.06 197.57 N N
42 15 2.01 Alinamadi 7.97 Alinamadi 10 kopya N
44 60 110.9 133.4 0.81 10.51 N N
45 15 2.93 226.56 38.02 218.53 102 kopya N
48 15 5.11 64.94 6.9 55.23 10 kopya N
49 20 80.02 288.44 43.61 101.6  10° kopya P
50 30 153.7 Alinamadi 70.61 Alinamadi N N

Rt-PCR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu; P: Pozitif; N: Negatif.
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Kiltir ve PCR ile B.pertussis arastirilmasinda, bakterinin tutundugu st solunum yolu-
nun siliyal epitelini iceren nazofarengeal aspirat veya nazofarenks arka duvari striintusu
tercih edilen orneklerdir. Bogaz siruintusi, burun surintlsu ve balgam, siliyali epiteli
icermediginden ve cok sayida normal flora Gyesi bulundurdugundan uygun 6rnekler de-
gildir. NFS 6rneginin alinmasi invaziv degildir ve rutin kullanim icin pratiktir. Bu calisma-
da cocuk yas grubu poliklinik hastalari hedeflendiginden, hasta uyumunun daha iyi ol-
dugu NFS 6rnekleri tercih edilmistir. NFS, esnek tel sapli, dakron ya da rayon uclu ekiv-
yon ile alindiginda hem kiiltir hem de niikleik asit testi icin uygun 6rnektir. Pamuk uglu
ekivyonlarin icerdikleri yag asitleri nedeniyle B.pertussis kiltiirii icin inhibitor olmasi; kal-
siyum aljinat uclu ekiivyonlarin ise PCR’yi inhibe etmesi nedeniyle, bu calismada rayon
uglu esnek tel sapl ekiivyonlar kullanilmistir”°, Uygulanan PCR testinde hicbir 6rnekte
inhibisyona rastlanmamistir.

Kdltur, B.pertussis enfeksiyonu tanisinda en 6zgul yontem olarak kabul edilmektedir;
ancak duyarliigi distiktir. Yapilan calismalarda kalttrin duyarlihdi, hastanin semptom-
larinin suresi, yasi, asilanma durumu, antibiyotik kullanimi gibi faktorlere, 6rnek alim ve
transport kosullarina ve kullanilan besiyerine bagl olarak degismektedir’. Oksiiriik semp-
tomunun ilk iki haftasinda etkenin kiltirde izolasyon oranlari daha yuksektir. Ancak ti-
pik hastalik tablosu yerlestiginde bu oranlar duser. Yapilan farkh calismalarda kiltiiriin
duyarlihgr icin %12-60 arasinda degisen oranlar bildirilmistir'®. B.pertussis izolasyonu icin
Bordet-Gengou ve Regan-Lowe agar siklikla kullanilan besiyerleridir. Ancak Regan-Lowe
besiyerinin raf 6mri daha uzundur ve bakterinin izolasyon oranlarini artirdigi gosteril-
mistir''. Bu calismada, NFS &rneklerinin kiiltiiriinde, %7 at kani ve komiir iceren ticari
Bordetella Agar (Becton Dickinson GmbH) kullanilmistir. Bu besiyeri, Mishulow ve arka-
daslarinin'? formiilii baz alinarak hazirlanmis Regan-Lowe agar benzeri bir besiyeridir ve
normal flora elemanlarinin baskilanmasi icin 0.04 g/L sefaleksin icerir. Besiyeri ve ortam
sartlarinin kontrolu icin kullanilan B.pertussis standart susu, bu besiyerinde sorunsuz ola-
rak Gremistir. Calismada, 6rnek akisinin yavas oldugu g6z 6niine alindiginda, besiyerinin
iki ay olan raf 6mri avantaj saglamistir. Klinisyenin katilimini gerektireceginden 6rnekler
hasta baginda ekilmemis; komurli Amies tagima besiyerinde birkag saat icinde laboratu-
vara ulastiriip hemen kiltir yapilmistir.

Calismamizda, hastalarin %23.5 (12/51)'inde en az bir test ile pozitiflik saptanmisg, 1
(%2) hastanin kultiriinde ise B.pertussis GUremistir. Calismaya alinan olgularin 15 glinden
uzun suredir semptomlari olan, cogu asili ve basvuru 6ncesinde antibiyotik almis hasta-
lar oldugu g6z 6ntine alindiginda (sadece dort hasta 20 giinden daha kisa stiredir semp-
tomu olan ve antibiyotik almamis olgulardir), bu oran kabul edilebilir. B.pertussis izole
edilen hasta ise G¢ doz asilanmis, ancak bogmaca asi semasi tamamlanmamis, 20 gun-
dir oksurigu olan 10 ayhk bir olgudur. Bu hastada PCR ve serolojik testler de pozitif bu-
lunmustur.

B.pertussis enfeksiyonunun molekiiler tanisinda, farkli gen bolgelerini hedefleyen PCR
yontemlerinin arasinda Rt-PCR yontemi, kontaminasyonu en aza indiren kapali sistem ol-
masi, DNA ekstraksiyonu sonrasi kisa strede sonug vermesi, 6zgul problarla yakalanan

220 MiKROBiYOLOJi BULTENi




Gursel D, Aslan A, Sénmez C, Koturoglu G, Coplu N, Kurugdl Z, Aydemir S.

yiiksek 6zgiilliik ve duyarllik oranlariyla éne cikmistir'3. Kiiltiirde oldugu gibi PCR’nin
duyarliigi da, semptomlarin baslangicindan itibaren gecen sure uzadik¢ca azalmaktadir.
Ancak kilturden farkli olarak 6li bakterilerin DNA’sinin saptanabilmesi nedeniyle PCR ile
nazofarengeal 6rneklerde dort haftadan sonra da B.pertussis DNA'si gosterilebilmekte-
dir'®. Antibiyotik tedavisinden sonra da PCR porzitifligi kiiltiire gére daha uzun siire de-
vam etmektedir. Bidet ve arkadaslar'*, bogmaca icin antibiyotik tedavisi verilen 22 has-
tanin seri nazofarengeal aspirat orneklerinde B.pertussis DNA'sinin persistansini arastir-
mislar; izlemde ulasilabilen hastalarda, tedavinin baslangicindan itibaren besinci glinde
21/21,14. giinde 10/12, 21. glinde 4/6 ve 30. giinde 1/1 hastada Rt-PCR pozitifligi sap-
tamiglardir. Bu hastalarin 11‘inin baslangig kiltirlerinde B.pertussis Gremesi varken, 5-14.
glinde tekrarlanan kilturleri negatiflegmistir.

B.pertussis arastirlmasinda genomda siklikla kullanilan iki hedef 1IS4871 ve pertussis tok-
sin promoter gen bélgeleridir'>'6. Daha duyarli olmasi nedeniyle tercih edilen 1S487’i
hedefleyen primerlerin, ayni zamanda Bordetella holmesii'yi de saptamasi, bu bolgenin
0zqgulligunin sorgulanmasina neden olmaktadir. Ancak, bogmaca benzeri 6kstrigu
olan hastalarda nazofarengeal 6rneklerde B.holmesii ya nadiren izole edilmis ya da hic
saptanmamistir'”. “Pertussis Consensus Group” tarafindan 2005 yilinda, bogmaca tani-
sinda nukleik asit amplifikasyon testlerinin kullanimu ile ilgili yayinlanan 6nerilerde; top-
lumda solunum yolu enfeksiyonlarinda B.holmesii insidansi cok dusiik oldugundan, has-
tanin semptomlari uyumlu ise, rutinde klinik 6rnekteki 1IS487 PCR pozitifliginin B.pertus-
sis enfeksiyonu olarak degerlendirilebilecegi belirtiimektedir'®. Ayrica yapilan calismalar,
IS481 gen bolgesini hedefleyen PCR testlerinin analitik 6zglligunin yiiksek oldugunu
gostermektedir'>'3. Yine de Rt-PCR ydntemlerinin uygulanmasinda, kalite kontrol 6ne-
rilerine titizlikle uyulmasi ve testin performansinin degerlendiriimesinde pozitif kontrol
olarak standart suslarin kullanilmasi gerekliligi vurgulanmaktadir'®'518, Bizim calisma-
mizda da kontrol olarak B.pertussis ATCC 9797 kullaniimistir.

Nazofarengeal suriinti 6rneklerinde DNA ekstraksiyonu sonrasi 1S487 gen bolgesinin
arastinimasinda kullanilan kit, ayni zamanda B. parapertussis DNA'sin1 da saptayan mul-
tipleks Rt-PCR formatindadir. Bu ¢alismada B.parapertussis arastiriimasi hedeflenmemis,
ancak mevcut ticari kit olmasi nedeniyle bu kit tercih edilmistir. Calismaya alinan 6rnek-
lerde B.parapertussis icin PCR pozitifligi saptanmamistir. Calismamizda, 6 (%11.8) hasta-
da Rt-PCR porzitifligi belirlenmis; bunlardan birinde ayni zamanda kdltiir ve serolojiyle de
pozitiflik saptanirken, ikisinde PCR ve seroloji pozitif bulunmustur. Kalan li¢ olguda ise
sadece 1S4817 Rt-PCR pozitifligi saptanmistir. Calismamizin verileri, 1IS4871 PCR'nin duyar-
ihgmin (%93) kiltire gore (%58) daha Ustin oldugunu rapor eden Dragsted ve arka-
daslarinin® calismasiyla uyumludur. Ayrica, literatiirle uyumlu olarak, PCR pozitifligi sap-
tanan olgularin'® cogu asi semasi tamamlanmamis ve semptomlarin baslangicindan 6r-
nek alinmasina kadar gecen siire daha az olan hastalardir'®2°,

Bogmacaya karsi koruyucu antikor seviyesi heniiz belirlenmemis olmasina karsin, PT
ve FHA'ya karsi 10 EU/ml duzeyindeki titreleri koruyucu olarak kabul eden calismalar
mevcuttur?®?2, Bu calismada anti-PT IgG ve anti-FHA IgG titresinde dért kat artis ve tek
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serum Orneginde 100 EU/ml'nin tzerindeki anti-PT IgG titreleri B.pertussis enfeksiyonu-
nun serolojik kaniti olarak degerlendirilmistir. Anti-PT antikorlari B.pertussis'e 6zgulddr;
ancak farkli bakteriyel enfeksiyonlar, FHA ile capraz reaksiyon veren antikorlarin gelisme-
sine neden olabilir?. B.pertussis ile enfekte bireylerin %90’dan fazlasinin her iki antijenik
yaplya karsi antikor gelistirdigi bilinmektedir®. Calismamizda, serolojik tani pozitifligi
olan hastalarin cogunda, birinci ve ikinci serum 6rnekleri arasinda anti-PT IgG ile paralel
olarak anti-FHA 1gG antikorlarinda da artis gorilmustur. Hastalarin 9 (%17.6)'u serolojik
olarak B.pertussis enfeksiyonu olarak degerlendirilmis; bunlarin ti¢linde (15-20 gunddr
oksurik semptomu olan olgular) ayni zamanda Rt-PCR pozitifligi de saptanmistir. Basvu-
ru sirasinda 30-60 glindulr oksuriik semptomu olanlarda saptanan pozitiflikler degerlen-
dirildiginde, bes hastada ve sadece serolojik olarak B.pertussis enfeksiyonunun saptan-
masl, ozellikle hastaligin ilerleyen donemlerinde serolojinin PCR’ye ustiin oldugunu yo-
niindeki literatiir bilgisiyle paraleldir'®?*. Ankara’da 2007 yilinda yapilan bir calismada?®’
14 glinden uzun siren 6ksiirigl olan 6-14 yas grubu cocuklarda anti-PT IgG ELISA ile
bogmaca sikligi arastirilmig ve 307 6grencinin %716.6'sinda B.pertussis enfeksiyonu sap-
tanmustir. Yildinm ve arkadaslarinin?® calismasinda da, 0-16 yas grubu uzamis 6ksiiriigi
(= 14 gun) olan cocuklarda; kiiltir, 1IS481 gen bdlgesini hedefleyen konvansiyonel PCR
ve anti-PT IgA ve IgG ELISA yontemleri kullanilarak bogmaca sikligi arastirilmistir. Bir yil-
ik donemde, olgularin %16.9 (25/148)'unda en az bir yontemle pozitiflik belirlenmis;
12 olguda sadece PCR, dokuz olguda sadece seroloji, dort olguda ise hem PCR hem de
seroloji ile pozitiflik izlenmis; kiiltiir pozitifligi saptanmamustir?S.

Hastaligin serolojik tanisi, ¢ift serum 6rnegdi arasinda serokonversiyonun gosterilmesiy-
le konulmaktadir?. Bu uygulama, zaman alici olmasinin yani sira, hastalarin ikinci bagvu-
rusunun her zaman saglanamamasi ya da ilk basvurunun ge¢ dénemde yapilmasi gibi
nedenlerden dolayi pratik degildir. Calismamizda, tim hastalardan (n= 51) ilk serum or-
nekleri ilk poliklinik basvurusu sirasinda alinmis; ancak ikinci serum ornekleri ancak 31
hastadan elde edilebilmistir. Hastalarin sehir disinda olmalari, semptomlarinin kaybolma-
si ve Ozellikle bebeklerde, tekrar kan alma islemi konusunda ailenin direng géstermesi gi-
bi nedenler ikinci serum 6rneklerinin elde edilmesini zorlastirmistir. Bu nedenle ¢alisma-
mizda, baska calismalarda?’ belirtildigi sekilde, tek serum érnegindeki 100 EU/ml’nin
Uzerindeki anti-PT IgG titreleri de B.pertussis enfeksiyonunun kaniti olarak degerlendiril-
migstir. 1S487 Rt-PCR pozitifligi olan ¢ hastada, ikinci serum ornekleri alinamadigindan
olasi bir titre artisi arastinlamamistir (Tablo II). Bu hastalar 15-20 giindur oksurigu olan
hastalardir. Dolayisiyla, 6zellikle hastaligin erken doneminde, tek serum 6rneginin yeter-
li olmayabilecedi kanisina variimistir. Seroloji ve PCR icin optimal 6rnek alma zamanlari
farkli oldugundan bu iki testin sonuglarinin tam olarak uyumu beklenmemektedir?®. Ca-
lismadan elde edilen sonuclar da bu yéndedir. Oksiirigiin baslangicindan itibaren (¢
hafta icinde 6rnek alindiginda kdiltur ve 6zellikle PCR ile; Ug hafta sonrasinda, buyiik ¢o-
cuk ve erigkinlerde ise seroloji ile tani konulmasi daha olasi goriinmektedir.

Calismamiza, Aralik 2009-Agustos 2010 tarihleri arasindaki dokuz aylik donemde
basvuran hastalar alinmistir. B.pertussis enfeksiyonu en fazla ilkbahar sonu ve yaz ayla-
rinda basvuran hastalarda saptanmis, kis aylarinda bagvuran hicbir hastada izlenme-
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mistir. Literatlirde de yaz ve sonbahar aylarinda olgularin sikhginda artis oldugu bildi-
4,19

rilmektedir

Ege bolgesi genelinde 2005 yili verilerine gore bogmaca asilanma orani %93'tir. Ayni
yil Ege bélgesinde bildirilen olgu sayisi 42 ve insidans 0.44/100.000'dir?°. Bu calismaya
dahil edilen hastalarin agilama orani ise %94 olarak hesaplanmistir. Ancak bu caligmanin
ve Ulkemizde yapilan benzer calismalarin sonuglari, yiksek asilama oranlarina ragmen
B.pertussis'in toplumda dolasmaya devam ettigini géstermektedir?>2630, Uzamig 6ksirii-
gu olan cocuk yas grubunda kiilttr, PCR ve serolojik yontemler kullanildiginda, etken ola-
rak B.pertussis 6nemli oranda saptanmaktadir. Kultur, duyarliigi disiik ve ge¢ sonug ve-
ren bir ydontem oldugundan, 6zellikle semptomlarin ilk (i¢ haftasinda PCR yonteminin, da-
ha ge¢ donemde ise serolojinin taniya 6nemli katkida bulundugu séylenebilir. Ancak bu
alanda standardize PCR protokollerine ve serolojik yontemlere gereksinim vardir.
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