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OZET

Bartonella henselae enfeksiyonunun laboratuvar tanisi indirekt immiinofloresans antikor (IFA) ile ya-
pilan serolojik testlere dayanir. B.henselae'nin hiicre dizilerindeki es-kilturleri ve agar ortamlarinda Ureti-
len antijenleri, anti-Bartonella antikorlarinin degerlendirilmesinde kullanilan iki ana yontemi olusturur. Ve-
ro ve Hep-2 hiicre kiiltiiri serileri, hem laboratuvarda hazirlanan hem de ticari olarak temin edilebilen ta-
nisal kitlerin olusturulmasinda es-kiltir icin en sik kullanilan ortamlardir. Bununla birlikte daha kolay sag-
lanabilen ve Uretilebilen Hela hiicreleri de B.henselae ile kolaylikla enfekte olabilir. Bu calismada, B.hen-
selae ATCC 49882 (Houston-1) susu ile es-kiiltlirli yapilan Vero ve Hela hiicrelerinden elde edilen anti-
jenlerin, IFA yontemi ile antikor tespitindeki performanslarinin karsilastirilmasi amaclanmstir. Calismamiz-
da, her iki hiicre dizisi es-kiltiri antijenleri ile calisilan IFA yonteminde; 381 serum 6rneginin 127
(%33.3)’si pozitif, 195 (%51.2)'i negatif bulunmus; yontemler arasi toplam uyum %84.5 (322/381) ola-
rak belirlenmis ve uyumun degerlendirilmesinde Cohen kappa degeri 0.68 (glicli, tutarli) olarak hesap-
lanmistir. Sonug olarak, B.henselae enfeksiyonlarinin serolojik tanisi icin IFA yonteminde Hela hiicrelerin-
den elde edilen B.henselae antijenlerinin kullaniimasi yararli olabilir. HeLa hiicrelerinde es-kltlr yontemi-
nin rutin uygulamaya girmesinden once, farkli genotipteki suslarla ve diger enfeksiy6z etkenler ile cap-
raz reaksiyonlarin olup olmadigi, planlanacak yeni calismalar ile arastirnimalidir.
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Vero ve Hela Hucrelerinde Es-Kiiltur ile Elde Edilen Bartonella henselae Antijenlerinin

indirekt Imminofloresan Antikor Yéntemindeki Performanslarinin Karsilastiriimasi

ABSTRACT

The laboratory diagnosis of Bartonella henselae infection is mainly based on serological testing by
indirect immunofluorescence assay (IFA). Cell line co-cultivation with B.henselae and agar derivated an-
tigens are the two major procedures used for evaluation of anti-Bartonella antibodies. Vero and Hep-2
cell lines are the most commonly used media for co-cultivation both in-house and commercial diag-
nostic kits production. However, Hela cells which are easily supplied and grown, also can easily be in-
fected by B.henselae. The aim of this study was to compare the performances of antigens obtained by
co-cultivation of B.henselae ATCC 49882 (Houston-1) in Vero and Hela Cells in IFA serology. Out of
381 sera samples, 127 (33.3%) were found positive and 195 (51.2%) were found negative by IFA per-
formed by both cell line co-cultivations. The total agreement between the methods were found as
84.5% (322/381), and Cohen kappa value was calculated as 0.68 (strong, coherent). As a result, He-
La cells were found to be useful for the preparation of B.henselae antigens to be used in IFA for the se-
rologic diagnosis of B.henselae infections. However different genotype strains and cross reactions with
other infectious agents should be investigated by further studies before routine applications of Hela
cell co-cultivations procedure is established.

Key words: Bartonella henselae; co-cultivation; immunofluorescence antibody method; Hela; Vero; sero-
logy.

GiRisS

Bartonella tiirleri, besiyerlerinde zor iireyen, gram-negatif, aerobik basillerdir'-2. Barto-
nella enfeksiyonlari sirasinda mikrobiyolojik tani koymak gtictir; zira etkenin primer izo-
lasyonu 2-6 haftalik inkiibasyonu gerektirmektedir. Enfeksiyon varliginda bile, kan ve lenf
nodu biyopsisi gibi klinik érneklerden izolasyonun basariimasi zordur. Erken laboratuvar
testi olarak kullanilabilen intradermal deri testi %99 6zgtillige sahiptir, ancak pratik de-
gildir. Folikiler hiperplazi ve mikroapse odaklari ile birlikte granilom formasyonu histo-
patolojik olarak Bartonella henselae'yi distindurir. Warthin-Starry giimisleme boyasi ile
tani desteklenir. Invazif girisim ihtiyaci nedeniyle patolojik tani kolaylikla uygulanamaz®*
5. B.henselae enfeksiyonunun tanisinda PCR temelli testler giinceldir, ancak duyarlihg
%43-76 arasinda degismektedir®.

Gunumizde serolojik yontemler [indirekt immunofloresans antikor (IFA), enzim te-
melli immiinolojik yontemler (EIA), immunoblot yontemleri vb.] kolay uygulanabilir ol-
masl, invazif islem gerektirmemesi ve kisa siirede sonu¢ vermesi gibi avantajlari nedeniy-
le bartonelloz tanisinda 6nem kazanmistir. Bu yontemlerin duyarhlii; yontemin meka-
nizmasina, kullanilan antijenlerin farklihgina, testin uygulama sekline ve kullanilan esik
(cut-off) degerine gore farklilik gostermektedir. IFA teknigi ile yapilan arastirmalarda, du-
yarlilik %14-100, 6zgiillik %0-100 arasinda bildirilmektedir®. Ticari olarak uretilen IFA
kitlerinde antijenler farkli yontemlerle ve farkli hiicre kiilttirlerinde hazirlanmaktadir. Ve-
ro [Afrika yesil maymun (Cercopithecus aethiops) bobrek epitel hiicreleri] ve Hep-2 (insan
epiteloid larenks karsinoma) hiicreleri en yaygin kullanilan hiicre kilttrleridir. Ticari kit-
lerin karsilastirmali degerlendirmesinde genel olarak kabul edilen gorus, kullanilan test-
lerin yiiksek 6zgiilliige, ancak diisiik duyarliiga sahip olmasidir’'". IFA testi ayrica, besi-
yerinde Uretilen bakterilerin yumurta sarisinda emilsiyonu yontemi ile elde edilen anti-
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jenlerle de uygulanabilmektedir'?'3. Ancak petri plaklarindaki agar yiizeyinde Uretilen
B.henselae, sivi ortamda otoaglitinasyon yapma egilimindedir. Bu nedenle intraseltiler
Ureyebilen B.henselae, hiicre kilturu serilerinde es-kultir (ko-kiltivasyon) ile cogaltilir ve
IFA tekniginde kullanilacak olan lamlara kaplanir'.

Ticari olarak bulunabilen tani kitlerinde, poptilasyon taramalarinda ve laboratuvar or-
taminda hazirlanan tanisal islemlerde Hep-2 ve Vero hiicrelerinde es-kiltirinin yapildi-
g1 antijen hazirlama islemi, IFA teknigi icin en sik kullanilan yontemdir. Ancak tlkemizde
insan servikal karsinoma hiicre serisi olan Hela hiicreleri (Henrietta Lacks servikal kanser
hucreleri) bircok laboratuvar ortaminda bulunmakta, ticari olarak kolaylikla saglanabil-
mektedir. HelLa hiicrelerinin de B.henselae ile kolaylikla enfekte olabildigi patogenez ca-
lismalari ile gosterilmistir'>6, Sunulan arastirmada, B.henselae bakterisi standart yon-
temler kullanilarak Hela ve Vero hiicrelerinde es-kiltur ile cogaltilmig, IFA teknigi ile an-
tikor saptama oranlari karsilastiriimistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya tibbi etik kurul tarafindan B.henselae’ye karsi antikor varhginin arastiriima-
sina onay verilen 381 serum ornegdi alindi. Antijenlerin hazirlanmasinda Regnery ve ar-
kadaslari'’ tarafindan énerilen yéntem uygulandi. Tip Il giivenlik kabini icinde, liyofilize
B.henselae ATCC 49882 (Houston-1) susu steril fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile sus-
panse edildi. Bakteri siispansiyonu taze olarak hazirlanmis %5 defibrine at kanli beyin-
kalp infuzyonu (BKI) agar besiyerlerine ekildi. Ekim yapilan besiyerleri nem ve %10 CO,
saglayan etlivde 45 giin inkiibe edildi. B.henselae’'nin Vero ve Hela hiicre kiltirlerine es-
kiiltiirii Zbinden ve arkadaglari'* tarafindan belirtilen sekilde yapildi. Hiicrelerin tek taba-
ka olusumu saglandiktan sonra, %5 at kanl BKI agar besiyerinde canlandirilmig olan
B.henselae susu, BKI buyyonu ile sispanse edildi. Hazirlanmis bakteri siispansiyonundan
100 pl alinarak tek tabaka halinde hiicre iceren 25 cm?¥liik “flask”lar icine inokiile edil-
di. Hucreler 37°C’'de %10’luk CO, ve nem saglayan ettivde yaklagsik bir hafta inklibasyo-
na birakildi. Teflon kapli lamlar %96’k etanol iceren sale icinde 10 dakika bekletildi. Ha-
va akimi altinda kurutulan lamlar kullanima hazir hale getirildi. inkiibasyonda birakilmis
hucreler Tip Il glivenlik kabini icinde steril Pasteur pipeti yardimiyla steril cam tiplere
alindi. Yilmaz ve arkadaslarinin'® tanimladigi sekilde, cam tiip icerisine alinan B.henselae
ile enfekte hticreler, su banyosunda 56°C’de 30 dakika bekletilerek B.henselae antijenle-
rinin inaktivasyonu saglandi'®. Giivenlik kabininde 100 pl'lik pipet yardimiyla inaktive
edilmis antijen stispansiyonundan 10°ar pl alinarak, her birinde on kuyucuk bulunan tef-
lon kapli lamlar Gzerine konuldu. Lamlar hava akimi yardimiyla oda isisinda kurumaya bi-
rakildi. Kurutulmus olan lamlar -20°C sogutulmus aseton icerisinde 15 dakika bekletile-
rek antijenler tespit edildi ve calisma stiresine kadar -70°C’de saklandi.

Calisma kapsamina alinan 381 serum érnegi icin Regnery ve arkadaslarinin'’ tanim-
ladigi protokol uygulandi. Tween 20 (%1) iceren PBS ile yagi alinmis siit tozundan
%5'lik calisma sollisyonu hazirlandi. Serum ornekleri oda isisinda ¢oziildikten sonra vor-
teks ile stispanse edildi. Her iki hiicre kiltiri serisinden hazirlanan antijenlerle kaplanmig
lamlar Uzerinde, serum orneklerinin 1/64 dilisyonundaki antikor varhdi IFA teknigi ile
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Tablo I. B.henselae ATCC49882 Susunun Hela ve Vero Hiicre Serilerinde Es-Kiiltiirti Antijenlerinin IFA ile De-
gerlendirmesi (Cohen k= 0.68)

Vero hiicre serisinde

Pozitif Negatif Toplam
Hela hiicre serisinde Pozitif 127 25 152
Negatif 34 195 229
Toplam 161 220 381

arastirildi. Floresans mikroskobu ile degerlendirme deneyimli arastiricilar tarafindan ya-
pildi ve > 2+ yansima alinmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edildi.

Verilerin istatistiksel analizi icin SPSS Ver 16.0.0 programi kullanildi. Yontemler arasin-

daki uyum Cohen k (kappa) ve Landis-Koch degerlendirmesi dikkate alinarak belirlen-
di19’20.

BULGULAR

Arastirmaya alinan serum orneklerinden elde edilen veriler Tablo I'de gosterilmekte-
dir. Test edilen iki hiicre grubu arasindaki rastlantisal olmayan uyum (Cohen k degeri)
0.68 olarak bulunmus ve “gliclii tutarl” olarak degerlendirilmistir. Bu sonug Landis-Koch
degerlendirmesine gore, “iki test arasinda 6nemli derecede uyusma bulunmaktadir” sek-
linde yorumlanmistir. Vero hiicrelerinde es zamanl tGremenin daha cok oldugu, buna
bagh degerlendirmenin daha kolay oldugu gézlenmistir.

TARTISMA

Bartonellozun tanisinda lenf nodu veya diger enfekte dokulardan alinan biyopsi or-
neklerinin PCR ile analizi tani koydurucudur. Ancak invazif islem gerektirmeyen serolojik
testler, tanida ilk basamagi olusturmaktadir®'>21, Ulasilabilen literatiirdeki B.henselae se-
roprevalansi arastirmalarinda, antijen kapli lamlarin hazirlanmasinda B.henselae’nin ¢o-
gunlukla Vero hiicrelerinde, ikinci sirada da Hep-2 hicrelerinde es-kdiltiir yontemi ile co-
galtildigr gorilmekle birlikte, besiyerinde Uretilen bakterilerden elde edilen antijenlerin
kullanildigi calismalar da bulunmaktadirs-1014,22:24,

Laboratuvarda hazirlanan “in-house” kitlerin yani sira ticari olarak temin edilen IFA kit-
leri, toplum taramalari ve hasta 6rneklerinde taniya yonelik incelemelerde kullaniimakta-
dir. Farkli yontemler ile elde edilen verilerde; cogunlukla sonuclarin degerlendirilmesi ve
birbirleriyle karsilastiriimasi asamasinda sorunlar ortaya ¢cikmaktadir. Ayni zamanda test-
lerin uygulandigi poptlasyonun bartonelloz riski veya kesin tanisinin bulunmamasi da
karsilagilan diger bir sorundur. Uygun 6rnegin elde edilebildigi ve molekiler tanimlama-
larin yapilabildigi uygulamalar diginda, tanisinda zorluklar ile karsilagilan kedi tirmigr has-
talgi, bakteriyel peliyoz ve sinirli lenfadenopati durumlarinda, IFA testinin uygulanabil-
digi hasta popiilasyonunda, testin yapildigi andaki bartonellozun durumu hakkinda ye-
terli bilgi bulunmamaktadir®. Benzer sekilde, bu testlerin yapildig iilkelerdeki sinirli top-
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lumlarda bartonelloz seroprevalansinin buytk farkhliklar gosteriyor olmasi da, kontrol
amacli negatif popiilasyon grubunun olusturulmasini giiclestirmektedir®®'3. Bunun ne-
deni olarak da, farkli bolgelerde bulunabilecek farkl B.henselae genotiplerinin olabilece-
giileri stirliimustir'!. Ayrica test edilen &rneklerin farkli Bartonella tiirleri, Chlamydia trac-
homatis, Coxiella burnettii, Rickettsia rickettsii, Ehrlichia chaffeensis, Treponema pallidum,
Francisella tularensis ve Mycoplasma pneumoniae ile capraz reaksiyon verebilmesi de fark-
Il yontemler ile hazirlanan ortamlarda elde edilen IFA sonuclarinin karsilastirlmasini zor-
lastirmaktadir®'!. Ancak bu capraz reaksiyonlarin biyiik cogunlugunun C.burnettii ile
olabilecegi belirtiimektedir®'32°. Benzer sekilde Epstein-Barr virus kapsid antijenine kar-
st gelisen IgM tipi antikorlar da bazi yontemlerde capraz reaksiyon verebilmektedir?s.
B.henselae Marsilya genotipine karsi Toxoplasma gondii IgM tipi antikorlari da ¢apraz re-
aksiyon olusturmustur''. Tsuneoka ve arkadaslar?’, hiicre kiiltiirlerinde (retilen antijen-
lerin IgM tipi antikorlara 6zgil olmayan sekilde baglanarak yanhs pozitif sonuclara yol
acabildigini, bu nedenle IgM IFA testlerinde antijenlerin agardan elde edilmesinin, so-
nuglarin yorumlanmasinda énemli bir faktor oldugunu ileri sirmuglerdir. Bir diger sorun
da, farkl yontemlerle elde edilen antijenler ile hazirlanan IFA testlerinde, farkli diliisyon-
larin esik deger olarak kabul edilmesidir®®11/13,

Sunulan arastirmada Cohen k degeri 0.68 bulunmustur. Bu degerlendirme Cohen ta-
rafindan 1960 yilinda ortaya atilmistir, ancak cesitli arastiricilar tarafindan farkli yorumlan-
maktadir?®2?_ Literatiirde farkli iki testin uyumu icin énerilen diger bir degerlendirme me-
todu Landis ve Koch?® tarafindan ileri siiriilmstiir; ancak bu degerlendirmenin de her za-
man uyumu belirtemedigi vurgulanmaktadir. Yine de her iki test icin 0.60’in tizerinde sap-
tanan deger, genellikle testlerin uyumlu oldugu yéniindedir. istatistiksel verinin (Cohen K)
elde edilmesinde test edilemeyen en énemli parametre, IFA degerlendirmesi yapanlarin
“grup ici uyumu”dur. Bu durum aragtiricilarin deneyimi ile degiskenlik gosterecektir. Bu
nedenle sunulan arastirmada, farkli calismalar nedeniyle daha 6nce ayni test yontemini
kullanmig deneyim sahibi arastiricilar IFA testi degerlendirmesine katilmislardir.

Calismamizda elde edilen veriler, laboratuvar ortaminda hazirlanan Hela hiicrelerin-
de es-kiltire alinan B.henselae’dan elde edilen antijenlerin, bartonelloz tanisinda IFA
yonteminde kullanilabilecegini dustindirmektedir. Burada kisitlayici basamak, elde edi-
lecek olan verilerin literatiirde yer alan Vero ve Hep-2 hiicre temelli veya agarda uretilen
antijenlerle yapilan arastirmalarin verileri ile karsilastirlmasindaki zorluklardir. Hela hiic-
relerinde ¢ogaltilan antijenin IFA testinde kullaniminda gtivenilirligine ait veriler yukari-
da tartisilan parametreler acisindan farkli aragtirmalar ve arastiricilar tarafindan degerlen-
dirilmelidir. Ulkemizde insanlarda ve hayvanlarda bartonelloz seroprevalansina yénelik
taramalar heniiz yeni baslamistir'®3°, Bu taramalarda en énemli sorunlardan biri mali-
yettir. Vero hiicre serileri ile aralarinda biylk maliyet farki olmamakla birlikte, 6zellikle
ortak amaca yonelik genetik, biyoloji ve mikrobiyoloji alanlarina sahip arastirma labora-
tuvarlarinda, Hela hticrelerinin B.henselae ile eg-kultiriiniin yapilmasi maliyetin disural-
mesi konusunda yardimci olabilir. Benzer sekilde farkli genotiplere sahip Bartonella sus-
larinin hiicre dizilerinde antijen 6zelliklerinin arastinlmasinda, maliyeti dusik, 6zgilligu
ve duyarlihgr ylksek testlerin olusturulmasi gereklidir.
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