DIFTERI

ASI TAKVIMI

Turkiye’de difteri hastaligina karsi asilama ilk
olarak 1937 yilinda, tek doz agI uygulamasi ile
baslatiimistir. Ayni yil Refik Saydam Hifzissihha
Merkezi Baskanligi da difteri, bogmaca ve tetanoz
agllarinin Uretimini baglatmistir. Bu asilarin, DBT
uclu karma asi seklinde kullanimina ise 1968
yilinda gegilmistir. Ulkemizin 1981’de DSO’niin
Genigletilmis Bagisiklama Programina dahil
olmasinin ardindan, 1985 yilinda Ulusal Asi Kam-
panyasi ile difteriye karsi bagisiklama da hiz
kazanmistir ve U¢ doz DBT asI uygulama orani
%20-30’lardan %83’e yukselmistir. Temel Saglik
Hizmetleri Genel Mudurlugu verilerine gore bu
kampanya sayesinde, yaklasik 3 milyon ¢ocuk asi
ile dnlenebilir hastaliklardan korunmus ve 30 000
kadar ¢cocuk bu hastaliklar nedeniyle dImekten
kurtulmustur. Bugun, Saglik Bakanlhgi ¢ocukluk
cagl asilama takvimine gore; difteri asi uygula-
masil, bir yas altinda u¢ doz DBT asisi (iki, u¢ ve
dordunct aylarin sonunda), 16-24. aylarda bir doz
DBT asisi, temel egitim doneminde iki doz
Td asi (1. ve 5. siniflarda) uygulamasi seklindedir
(Ek-1). Temel Saglik Hizmetleri Genel
Mudurlugu 1999 yil kayitlarina gore, DBT bir,
iki ve u¢c doz asilanma oranlari sirasi ile
Samsun igin; %92, %91 ve %89, Turkiye geneli
icin; %85, %82 ve %79'dur (Ek-2).

GEREC VE YONTEM

Bu calismada; difteriye karsi bagisiklik
diuizeyinin arastiriimasinda metod olarak ELISA
secilmis, dogrulama igin toksin nbtralizasyon
prensibine dayali hucre kulturi metodu (Cell
Culture Method, CCM) kullaniimigtir.

ELISA: Bu calismada Laboratuvarimizda
hazirlanan (in-house) ELISA kiti kullanilarak
serum drneklerinde difteri toksoidine karsi IgG an-
tikorlari arastirilmigtir. Parallel line assay ile test
referans serumunun titresini International Anti-
toksin Unit (IU) olarak saptamak icin, 'Biological
Standards and Control England' (NIBSC) referans
antitoksini (1.51U/ml) kullaniimigtir. 96 kuyucuklu
mikroplaklar (Greiner, Immuran 600, Germany),
karbonat-bikarbonat tampon (pH 9.6) solusyo-
nunda 5ug/mL olacak sekilde sulandirilan saf difteri

toksoidinin (1200 Lf/mL, 3061 Lf/mg PN; Biken,
Japan) 100ul’si ile kaplanmis ve bir gece buz-
dolabinda, nemli ortamda bekletilmigtir. Mikro-
plaklar %0.05 Tween-20 iceren phosphate-
buffered saline (PBS-T, pH 7.4) ile U¢ kez
yikanmig ve bu islem her basamaktan sonra
tekrar edilmistir. Arastirma grubu serumlari ve
referans serumun cift kat sulandirimlari %10
Block Ace (Daiichi Seiyaku, Japan) ile yapiimistir.
Bu ve bundan sonraki basamaklarda mikroplaklar
22°C’de bir saat inkiibe edilmistir. Ardindan kuyu-
cuklara; PBS-T'de sulandirilimis, Fc-spesifik, al-
kalen fosfataz ile konjuge edilmis anti-human IgG
(Seikagaku Kogyo; Japan) eklenmistir. Bir saatlik
inkubasyonun ardindan kuyucuklara dietha-
nolamine tamponda (DEA, pH 9.8) 1mg/mL kon-
santrasyonda hazirlanan p-nitrophenyl-phos-
phate’tan (Wako Junyaku; Japan) 200 ul eklen-
migtir. Bir saat inkubasyondan sonra 3N NaOH
(%12 w/v) solusyonu eklenerek reaksiyon
durdurulmus ve Aypse3p'da ELISA okuyucu ile
(Labsystem, Multi Skan EX) okunmustur.

Aragtirma grubuna ait serum drneklerinin an-
tikor titreleri, referans serumun titresiyle
kargilastirmali olarak ve parallel line assay
kullanilarak saptanmigtir.

Toksin Notralizasyon Metodu (Cell Culture
Method-CCM): Bu teknik; serumdaki antitoksik
antikorlarin, difteri toksinine karsi duyarli Vero
hucrelerinde, toksinin sitopatik etkisini dnlemesi
prensibine dayah olup, Japonya Ulusal Enfek-
siyon  Hastaliklari  Enstitusu  laboratuvar
prosedurune goére uygulanmigtir (1).

96 kuyucuklu mikroplaklarda (Falcon 3072,
F-bottom, USA) test serumlarinin (50 ul) 1:1 ve
1:5’den baglayarak iki sira halinde cift kat su-
landirimlari yapilmigtir. Diluent olarak %7 new-
born calf serum iceren Dulbecco’s MEM (Sigma,
D5280) kullaniimigtir. Kuyucuklara, 640 CDgo/mL
sulandirmda 25ul difteri standart test toksini
(Lot.M59, 1.6X105 CDgg/vial, Japan) ilave edilmis,
37°C’de 30 dk. inkUibasyondan sonra her kuyu-
cuga 50 pl Vero hiicresi (3x105 hucre/mL)
eklenmigtir. Standart test toksin ve standart anti-
toksinin (ST-AT Lot.9, 1060 IU/Amp., Japan)



titrasyonlan yapilmigtir. Hucre, besiyeri ve her bir
test drnegi icin kontrol kuyucuklari hazirlanmstir.
Mikroplaklar %5 CO, etuvde 37°C'de 4-5
gun inkube edilmistir. Toksinin hucrelerdeki
aktivitesinin bir indikatorl olarak, fenol kirmizisina
bagli renk degisikligi makroskopik olarak incelen-
mis; sitopatik etki mikroskobik incelemeyle dogru-
lanmistir. Arastirma grubunun serum orneklerine
ait antitoksin duizeyleri, IU/mL olarak, standart
antitoksin titrasyonuna gore hesaplanmigtir.

Istatistik analiz: ELISA ve CCM ile elde edilen
sonuglarin karsilastirmasi korelasyon katsayisi
analizi ile yapilmigtir.

Test sonuclarina gore bireylerin difteriye karsi
korunup korunmadigi; difteriye kargi antitoksin
duzeyleri icin kabul edilmis degerlere gore sap-
tanmigtir. Antitoksin duzeyi <0.01 IU/mL ise
bireyin enfeksiyona duyarli oldugu; 0.01-0.09
IU/mL ise kismen koruma saglandigi; =0.1 1U/mL
ise bireyin enfeksiyondan korundugu ifade
edilmektedir (4). Ek olarak; antitoksin duzeyi
=1.0 IU/mL oldugunda, uzun-ddonem koruyuculuk-
tan sbz edilmektedir (4).

BULGULAR

Difteri  Antikor  Diizeylerinin
Gruplarina Gore Dagilimi

Difteri antitoksin duzeyleri,

Yas

arastirmaya

katilan 343 bireyin 322’sinin serum 06rneginde
degerlendirilmistir.

Sekil 2-a’da ELISA ile dlgulen difteri antitoksin
duzeylerinin yas gruplarina gore dagilimi veril-
migtir. =0.1 IU/mL koruyucu antitoksin duzeyi
cocuklarda yetiskinlerden daha yuksek oranda
bulunmustur. Buna gore; =0.1 IU/mL Uzeri deger-
ler 4-5 yas grubu haric 20 yas alti gruplarda
%75’in  Uzerindedir. Antikorlarin  koruyucu
diuizeylerde oldugu bireylerin orani 20’li ve 30’lu
yas gruplarinda sirasi ile %43.7 ve %54.3’e
dusmektedir. Erigkin yas gruplarinda antitoksin
duzeyleri =0.1 olan bireyler icin geometrik ortala-
malar en fazla 20’li yaglarda olmak tzere belirgin
bir dusus gozlenmekte ve ileri yas grubunda 30’lu
yas gruplarina benzer geometrik ortalama deger-
leri ile tekrar artis izlenmektedir (Tablo 2-a).

CCM ile elde edilen degerler Sekil 2-b’de
gosterilmistir. Bu testin sonuglari =0.1 U/mL igin
ELISA metodu ile hemen hemen ayni
bulunmustur. CCM ile 0.01 IU/mL ve altindaki an-
titoksin duzeyleri de yuksek duyarlilikla dl¢ulebil-
digi icin, Sekil 2-b’de bir deger kategorisi olarak
=0.01 IU/mL antitoksin diuizeyine sahip olanlarin
oranlari da yer almaktadir. =0.01 1U/mL antitoksin
degerleri 20-29 ve 30-39 yas gruplan (sirasi ile
%68.7, %68.6) hari¢ tum yas gruplarinda %90’in
Uzerinde bulunmustur.

Tablo 2-a: Arastirma grubunda ELISA metodu ile elde edilen difteri antikor duzeylerinin yas gruplarina gore dagilimi;

Samsun, Subat-2000

ELISA ile difteri antikor duzeyi

Yas <0.01 0.01-0.09 0.1-4 =5 G.0.* Toplam
gruplari S % S % S % S % Log.10 S %

0-1 4 12.50 1 3.1 22 68.8 5 15.6 -0.4 32 9.9
2-3 2 6.50 1 3.2 26 83.9 2 6.5 -0.2 31 9.6
4-5 3 10.30 7 241 18 62.1 1 3.4 -0.6 29 9.0
6-7 2 5.70 0 0.0. 28 80.0 5 14.3 -0.1 35 10.9
8-9 1 4.30 2 8.7 17 73.9 3 13.0 -0.04 23 71
10-19 3 9.70 4 12.9 21 67.7 3 9.7 -0.5 31 9.6
20-29 10 31.25 8 25.0 14 43.8 0 0.0 -1.4 32 9.9
30-39 9 25.70 7 20.0 18 51.4 1 2.9 -1.3 35 10.9
40-49 2 6.90 5 17.4 22 75.9 0 0.0 -0.7 29 9.0
50+ 7 15.60 3 6.7 35 77.8 0 0.0 -0.9 45 14.0
Toplam 43 13.40 38 11.8 221 68.6 20 6.2 0.7 322 100.0

* Geometrik ortalamalar yalnizca koruyucu degerlerdeki antikor titrelerini icermektedir.
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Tablo 2-b: Arastirma grubunda toksin notralizasyon metodu (Cell Culture Method, CCM) ile elde edilen difteri
antitoksin duzeylerinin yas gruplarina gore dagilimi; Samsun, Subat-2000

CCM ile difteri antitoksin duzeyi

Yas <0.01 0.01-0.09 0.1-4 =5 G.O.» Toplam
gruplari S % S % S % S % Log.10 S %
0-1 1 3.1 9 28.1 17 53.1 5 15.6 -0.4 32 9.9
2-3 0 0.0 2 6.5 27 87.1 2 6.5 0.1 31 9.6
4-5 1 3.4 3 10.3 24 82.8 1 3.4 -0.4 29 9.0
6-7 1 2.9 1 2.9 28 80.0 5 14.3 0.3 35 10.9
8-9 0 0.0 1 4.3 19 82.6 3 13.0 0.2 23 71
10-19 2 6.5 4 12.9 22 71.0 3 9.7 -0.1 31 9.6
20-29 10 31.3 9 28.1 13 40.6 0 0.0 -0.9 32 9.9
30-39 11 31.4 12 34.3 11 31.4 1 29 -0.9 35 10.9
40-49 1 3.4 7 241 21 72.4 0 0.0 -0.7 29 9.0
50+ 3 6.7 13 28.9 29 64.4 0 0.0 -0.8 45 14.0
Toplam 30 9.3 61 18.9 211 65.5 20 6.2 -0.4 322 100.0

* Geometrik ortalamalar yalnizca koruyucu degerlerdeki antitoksin titrelerini icermektedir.
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Sekil 2-a: Difteri igin koruyucu kabul edilen antikor
duzeylerinin (ELISA ile) Uzerinde ve antinda kalan
degerlerin yas gruplarina gore dagilimi; Samsun,
Subat-2000

10170 4 8- . oy
al Pot v
i) R p
N ~ .

e ‘o'—f--—-K A s

N f"/ N

p ¥,

‘® AN
2 AN .
-

0% 303 4049 »=55

Yag gruplan
Sekil 2-b: Difteri igin koruyucu kabul edilen antikor
duzeylerinin ( toksin nbtralizasyon metodu ile, CCM )
Uzerinde ve antinda kalan degerlerin yas gruplarina
gore dagihmi; Samsun, Subat-2000

Difteri Antikor Diizeylerinin As1 Dykiisiine
Gore Dagilimi

Sekil 2-¢c, 0-15 yas grubu cocuklarda asi
dozlarina gobre difteri antitoksin degerlerini
gostermektedir. Difteri icin uygulanan tum asi
formlari (DBT, dT veya DT) degerlendirmeye dahil
edilmigtir (Tablo 2-b ve c¢). Asi dozuna paralel
olarak koruyucu antitoksin duzeyleri artis
gostermektedir. Buna gore; =0.1 IU/mL antitoksin
degerlerinin Ug, dort ve bes doz asi i¢in yuzde
dagilhimi sirasi ile %82.2, % 84.3 ve %92.7 iken,
ayni dozlarda ulagilan =1 IU/mL antitoksin
duzeyleri icin dagihm sirasi ile %37.8, %45.7 ve
%68.3 olarak bulunmustur (Tablo 2-c).
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Sekil 2-c: Arastirma grubunda 0-15 yas arahiginda,
difteri asisi dozuna (DBT+dT veya DT) gbre koruyucu,
kismen koruyucu ve koruyucu olmayan duzeyler igin
kabul edilen araliklarda (ELISA ile)dlgulen difteri
antitoksin duzeylerinin dagilimi, Samsun, Subat-2000
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Tablo 2-c: Arastirmaya grubunda 0-15 yas araliginda, difteri asisi dozuna (DBT+dT veya DT) gore koruyucu
duzeylerin altinda ve tizerinde (ELISA ile) dlgulen difteri antitoksin duzeylerinin dagilimi, Samsun, Subat 2000

Antitoksin Difteri agisI dozlari

duzeyleri 2 3 4 5 6 Toplam
(IU/mL) S % S % S % S % S % S %
<0.1 0 0.0 8 17.8 11 15.7 3 7.3 1 9.1 23 13.7
0.1-0.9 0 0.0 20 44.4 27 38.6 10 24.4 4 36.4 61 36.3
=1 1 100.0 17 37.8 32 45.7 28 68.3 6 54.5 84 50.0
Toplam 1 100.0 45 100.0 70 100.0 4 100.0 11 100.0 168 100.0

TARTISMA guvenilir yontemin deney hayvanlarinda veya

Saglik Bakanhgi cocukluk ¢agi asi takvimi
cercevesinde, kayitlara ve hafizaya dayali olarak
saptanan verilere gbre arastirma grubunda
agsllanma durumus; difteri i¢in tum dozlarda toplam
%70.5, en az dort doz uygulamada %41.4
oranindadir. Laboratuvar sonuglarina gore tum
yas gruplarinda elde edilen difteriye karsi koruyu-
cu antikor duzeylerinin (=0.1 1U/mL) orani ise
ELISA ile %74.9, CCM ile %71.0 bulunmustur. Bu
veriler, incelenen populasyonda mevcut durumun;
hastaligin eliminasyonu icin DSO’nun (4)
ongordugu bagisiklama hedefleri (>%95) ve
toplumsal bagisiklik hedeflerinin (>%90) altinda
kaldigini gostermektedir.

Arastirma grubunda difteriye kargi im-
munitenin en belirgin olarak azaldigi donem 20-40
yas arasidir; bu araliktaki yas gruplarinda CCM ile
koruyucu duzeyde antikorlarin saptanma oran-
larinin %40.6 ve %34.3 oldugu anlasiimaktadir.
Yine bu yas araliginda asilanma dykulerine gore
cocukluk asilarinin agirlikli olarak eksik veya
yapilmamis oldugu gbdzlenmistir. Asilanma duru-
muna ait gbzlemler 40 yas ve Uzerinde de benzer
olmakla birlikte; laboratuvar bulgularimiza gore bu
gruplarda koruyucu duzeydeki antikorlar daha
yuksek oranlardadir (40-49 yas igin %72.4; 50 ve
Uzeri yas icin %64.4).

Difteriye  karsi bagisiklik  durumunun
arastiriilmasinda; difteri toksinini nodtralize eden
antikorlarin veya bir diger ifadeyle serumdaki
fonksiyonel antikorlarin gosteriimesinde en
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hiuicre kulturlerinde toksin nbtralizasyon testi
oldugu yaygin bir sekilde kabul edilmistir (3,5).
Bununla birlikte kapsamli toplum taramalarinda
toksin nbtralizasyon testlerinin uygulanmasinda
belirgin guglukler vardir. Oyle ki, daha kolay ve
kimi caligsmalarda toksin nodtralizasyon testleri ile
de iyi korelasyon gosterdigi saptanan ELISA gibi
yontemler yaygin uygulama alani bulmustur.
ELISA ydnteminin en dnemli dezavantaji dzellikle
kismen koruyucu ve koruyucu olmayan antitoksin
degerlerinde (<0.1 1U/mL) korelasyon dusuklugu;
standart toksin nbtralizasyon testleri ile
olculebilen minimum duzeylere (~0.001 |U/mL)
inilemeyigidir.

Bu calismada kullanilan difteri toksoidine
karsi IgG antikorlan i¢in dizayn edilmis ELISA
metodu; bluyuk dlcekli toplum taramasi pratigine
uygun olmasi ve ayni zamanda ayni test
prosedurunun tumi ile tetanoz ve bogmaca an-
tikorlarinin arastiriimasina da uygulanabilir olmasi
nedeniyle secilmistir. Bir in-vitro toksin nbtra-
lizasyon testi olan CCM yontemi de bu g¢alismada
paralel olarak uygulanmis ve ELISA ile elde
edilen sonuglarla karsilagtirmali olarak analiz edil-
mistir. 20.1 1U/mL antitoksin duzeyleri igin ELISA
ve CCM sonuglarinin iyi bir korelasyon gosterdigi
gbdzlenmistir (r=0.84). Ancak serosurveyler icin en
kritik duzeyler olarak kabul edilen (5) koruyucu
antitoksin degerlerinin altindaki (<0.1 1U/mL)
titreler icin bizim bulgularimiz da CCM ile
calismanin uygun oldugunu ortaya koymaktadir.
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