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ÖZET

Bartonella henselae enfeksiyonunun laboratuvar tanısı indirekt immünofloresans antikor (IFA) ile ya-
pılan serolojik testlere dayanır. B.henselae’nın hücre dizilerindeki eş-kültürleri ve agar ortamlarında üreti-
len antijenleri, anti-Bartonella antikorlarının değerlendirilmesinde kullanılan iki ana yöntemi oluşturur. Ve-
ro ve Hep-2 hücre kültürü serileri, hem laboratuvarda hazırlanan hem de ticari olarak temin edilebilen ta-
nısal kitlerin oluşturulmasında eş-kültür için en sık kullanılan ortamlardır. Bununla birlikte daha kolay sağ-
lanabilen ve üretilebilen HeLa hücreleri de B.henselae ile kolaylıkla enfekte olabilir. Bu çalışmada, B.hen-
selae ATCC 49882 (Houston-1) suşu ile eş-kültürü yapılan Vero ve HeLa hücrelerinden elde edilen anti-
jenlerin, IFA yöntemi ile antikor tespitindeki performanslarının karşılaştırılması amaçlanmıştır. Çalışmamız-
da, her iki hücre dizisi eş-kültürü antijenleri ile çalışılan IFA yönteminde; 381 serum örneğinin 127
(%33.3)’si pozitif, 195 (%51.2)’i negatif bulunmuş; yöntemler arası toplam uyum %84.5 (322/381) ola-
rak belirlenmiş ve uyumun değerlendirilmesinde Cohen kappa değeri 0.68 (güçlü, tutarlı) olarak hesap-
lanmıştır. Sonuç olarak, B.henselae enfeksiyonlarının serolojik tanısı için IFA yönteminde HeLa hücrelerin-
den elde edilen B.henselae antijenlerinin kullanılması yararlı olabilir. HeLa hücrelerinde eş-kültür yöntemi-
nin rutin uygulamaya girmesinden önce, farklı genotipteki suşlarla ve diğer enfeksiyöz etkenler ile çap-
raz reaksiyonların olup olmadığı, planlanacak yeni çalışmalar ile araştırılmalıdır.
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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.

GİRİŞ

Bartonella türleri, besiyerlerinde zor üreyen, gram-negatif, aerobik basillerdir1,2. Barto-
nella enfeksiyonları sırasında mikrobiyolojik tanı koymak güçtür; zira etkenin primer izo-
lasyonu 2-6 haftalık inkübasyonu gerektirmektedir. Enfeksiyon varlığında bile, kan ve lenf
nodu biyopsisi gibi klinik örneklerden izolasyonun başarılması zordur. Erken laboratuvar
testi olarak kullanılabilen intradermal deri testi %99 özgüllüğe sahiptir, ancak pratik de-
ğildir. Foliküler hiperplazi ve mikroapse odakları ile birlikte granülom formasyonu histo-
patolojik olarak Bartonella henselae’yi düşündürür. Warthin-Starry gümüşleme boyası ile
tanı desteklenir. İnvazif girişim ihtiyacı nedeniyle patolojik tanı kolaylıkla uygulanamaz3-

5. B.henselae enfeksiyonunun tanısında PCR temelli testler günceldir, ancak duyarlılığı
%43-76 arasında değişmektedir5.

Günümüzde serolojik yöntemler [indirekt immünofloresans antikor (IFA), enzim te-
melli immünolojik yöntemler (EIA), immunoblot yöntemleri vb.] kolay uygulanabilir ol-
ması, invazif işlem gerektirmemesi ve kısa sürede sonuç vermesi gibi avantajları nedeniy-
le bartonelloz tanısında önem kazanmıştır. Bu yöntemlerin duyarlılığı; yöntemin meka-
nizmasına, kullanılan antijenlerin farklılığına, testin uygulama şekline ve kullanılan eşik
(cut-off) değerine göre farklılık göstermektedir. IFA tekniği ile yapılan araştırmalarda, du-
yarlılık %14-100, özgüllük %0-100 arasında bildirilmektedir6. Ticari olarak üretilen IFA
kitlerinde antijenler farklı yöntemlerle ve farklı hücre kültürlerinde hazırlanmaktadır. Ve-
ro [Afrika yeşil maymun (Cercopithecus aethiops) böbrek epitel hücreleri] ve Hep-2 (insan
epiteloid larenks karsinoma) hücreleri en yaygın kullanılan hücre kültürleridir. Ticari kit-
lerin karşılaştırmalı değerlendirmesinde genel olarak kabul edilen görüş, kullanılan test-
lerin yüksek özgüllüğe, ancak düşük duyarlılığa sahip olmasıdır7-11. IFA testi ayrıca, besi-
yerinde üretilen bakterilerin yumurta sarısında emülsiyonu yöntemi ile elde edilen anti-
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jenlerle de uygulanabilmektedir12,13. Ancak petri plaklarındaki agar yüzeyinde üretilen
B.henselae, sıvı ortamda otoaglütinasyon yapma eğilimindedir. Bu nedenle intraselüler
üreyebilen B.henselae, hücre kültürü serilerinde eş-kültür (ko-kültüvasyon) ile çoğaltılır ve
IFA tekniğinde kullanılacak olan lamlara kaplanır14.

Ticari olarak bulunabilen tanı kitlerinde, popülasyon taramalarında ve laboratuvar or-
tamında hazırlanan tanısal işlemlerde Hep-2 ve Vero hücrelerinde eş-kültürünün yapıldı-
ğı antijen hazırlama işlemi, IFA tekniği için en sık kullanılan yöntemdir. Ancak ülkemizde
insan servikal karsinoma hücre serisi olan HeLa hücreleri (Henrietta Lacks servikal kanser
hücreleri) birçok laboratuvar ortamında bulunmakta, ticari olarak kolaylıkla sağlanabil-
mektedir. HeLa hücrelerinin de B.henselae ile kolaylıkla enfekte olabildiği patogenez ça-
lışmaları ile gösterilmiştir15,16. Sunulan araştırmada, B.henselae bakterisi standart yön-
temler kullanılarak HeLa ve Vero hücrelerinde eş-kültür ile çoğaltılmış, IFA tekniği ile an-
tikor saptama oranları karşılaştırılmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya tıbbi etik kurul tarafından B.henselae’ye karşı antikor varlığının araştırılma-
sına onay verilen 381 serum örneği alındı. Antijenlerin hazırlanmasında Regnery ve ar-
kadaşları17 tarafından önerilen yöntem uygulandı. Tip II güvenlik kabini içinde, liyofilize
B.henselae ATCC 49882 (Houston-1) suşu steril fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile süs-
panse edildi. Bakteri süspansiyonu taze olarak hazırlanmış %5 defibrine at kanlı beyin-
kalp infüzyonu (BKI) agar besiyerlerine ekildi. Ekim yapılan besiyerleri nem ve %10 CO2
sağlayan etüvde 45 gün inkübe edildi. B.henselae’nın Vero ve HeLa hücre kültürlerine eş-
kültürü Zbinden ve arkadaşları14 tarafından belirtilen şekilde yapıldı. Hücrelerin tek taba-
ka oluşumu sağlandıktan sonra, %5 at kanlı BKI agar besiyerinde canlandırılmış olan
B.henselae suşu, BKI buyyonu ile süspanse edildi. Hazırlanmış bakteri süspansiyonundan
100 µl alınarak tek tabaka halinde hücre içeren 25 cm3’lük “flask”lar içine inoküle edil-
di. Hücreler 37°C’de %10’luk CO2 ve nem sağlayan etüvde yaklaşık bir hafta inkübasyo-
na bırakıldı. Teflon kaplı lamlar %96’lık etanol içeren şale içinde 10 dakika bekletildi. Ha-
va akımı altında kurutulan lamlar kullanıma hazır hale getirildi. İnkübasyonda bırakılmış
hücreler Tip II güvenlik kabini içinde steril Pasteur pipeti yardımıyla steril cam tüplere
alındı. Yılmaz ve arkadaşlarının18 tanımladığı şekilde, cam tüp içerisine alınan B.henselae
ile enfekte hücreler, su banyosunda 56°C’de 30 dakika bekletilerek B.henselae antijenle-
rinin inaktivasyonu sağlandı18. Güvenlik kabininde 100 µl’lik pipet yardımıyla inaktive
edilmiş antijen süspansiyonundan 10’ar µl alınarak, her birinde on kuyucuk bulunan tef-
lon kaplı lamlar üzerine konuldu. Lamlar hava akımı yardımıyla oda ısısında kurumaya bı-
rakıldı. Kurutulmuş olan lamlar -20°C soğutulmuş aseton içerisinde 15 dakika bekletile-
rek antijenler tespit edildi ve çalışma süresine kadar -70°C’de saklandı. 

Çalışma kapsamına alınan 381 serum örneği için Regnery ve arkadaşlarının17 tanım-
ladığı protokol uygulandı. Tween 20 (%1) içeren PBS ile yağı alınmış süt tozundan
%5’lik çalışma solüsyonu hazırlandı. Serum örnekleri oda ısısında çözüldükten sonra vor-
teks ile süspanse edildi. Her iki hücre kültürü serisinden hazırlanan antijenlerle kaplanmış
lamlar üzerinde, serum örneklerinin 1/64 dilüsyonundaki antikor varlığı IFA tekniği ile
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araştırıldı. Floresans mikroskobu ile değerlendirme deneyimli araştırıcılar tarafından ya-
pıldı ve ≥ 2+ yansıma alınması pozitif reaksiyon olarak kabul edildi. 

Verilerin istatistiksel analizi için SPSS Ver 16.0.0 programı kullanıldı. Yöntemler arasın-
daki uyum Cohen κ (kappa) ve Landis-Koch değerlendirmesi dikkate alınarak belirlen-
di19,20.

BULGULAR

Araştırmaya alınan serum örneklerinden elde edilen veriler Tablo I’de gösterilmekte-
dir. Test edilen iki hücre grubu arasındaki rastlantısal olmayan uyum (Cohen κ değeri)
0.68 olarak bulunmuş ve “güçlü tutarlı” olarak değerlendirilmiştir. Bu sonuç Landis-Koch
değerlendirmesine göre, “iki test arasında önemli derecede uyuşma bulunmaktadır” şek-
linde yorumlanmıştır. Vero hücrelerinde eş zamanlı üremenin daha çok olduğu, buna
bağlı değerlendirmenin daha kolay olduğu gözlenmiştir.

TARTIŞMA

Bartonellozun tanısında lenf nodu veya diğer enfekte dokulardan alınan biyopsi ör-
neklerinin PCR ile analizi tanı koydurucudur. Ancak invazif işlem gerektirmeyen serolojik
testler, tanıda ilk basamağı oluşturmaktadır6,13,21. Ulaşılabilen literatürdeki B.henselae se-
roprevalansı araştırmalarında, antijen kaplı lamların hazırlanmasında B.henselae’nın ço-
ğunlukla Vero hücrelerinde, ikinci sırada da Hep-2 hücrelerinde eş-kültür yöntemi ile ço-
ğaltıldığı görülmekle birlikte, besiyerinde üretilen bakterilerden elde edilen antijenlerin
kullanıldığı çalışmalar da bulunmaktadır6-10,14,22-24. 

Laboratuvarda hazırlanan “in-house” kitlerin yanı sıra ticari olarak temin edilen IFA kit-
leri, toplum taramaları ve hasta örneklerinde tanıya yönelik incelemelerde kullanılmakta-
dır. Farklı yöntemler ile elde edilen verilerde; çoğunlukla sonuçların değerlendirilmesi ve
birbirleriyle karşılaştırılması aşamasında sorunlar ortaya çıkmaktadır. Aynı zamanda test-
lerin uygulandığı popülasyonun bartonelloz riski veya kesin tanısının bulunmaması da
karşılaşılan diğer bir sorundur. Uygun örneğin elde edilebildiği ve moleküler tanımlama-
ların yapılabildiği uygulamalar dışında, tanısında zorluklar ile karşılaşılan kedi tırmığı has-
talığı, bakteriyel peliyoz ve sınırlı lenfadenopati durumlarında, IFA testinin uygulanabil-
diği hasta popülasyonunda, testin yapıldığı andaki bartonellozun durumu hakkında ye-
terli bilgi bulunmamaktadır9. Benzer şekilde, bu testlerin yapıldığı ülkelerdeki sınırlı top-
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Tablo I. B.henselae ATCC49882 Suşunun HeLa ve Vero Hücre Serilerinde Eş-Kültürü Antijenlerinin IFA ile De-
ğerlendirmesi (Cohen κ= 0.68)

Vero hücre serisinde
Pozitif Negatif Toplam

HeLa hücre serisinde Pozitif 127 25 152

Negatif 34 195 229

Toplam 161 220 381



lumlarda bartonelloz seroprevalansının büyük farklılıklar gösteriyor olması da, kontrol
amaçlı negatif popülasyon grubunun oluşturulmasını güçleştirmektedir6,9,13. Bunun ne-
deni olarak da, farklı bölgelerde bulunabilecek farklı B.henselae genotiplerinin olabilece-
ği ileri sürülmüştür11. Ayrıca test edilen örneklerin farklı Bartonella türleri, Chlamydia trac-
homatis, Coxiella burnettii, Rickettsia rickettsii, Ehrlichia chaffeensis, Treponema pallidum,
Francisella tularensis ve Mycoplasma pneumoniae ile çapraz reaksiyon verebilmesi de fark-
lı yöntemler ile hazırlanan ortamlarda elde edilen IFA sonuçlarının karşılaştırılmasını zor-
laştırmaktadır9,11. Ancak bu çapraz reaksiyonların büyük çoğunluğunun C.burnettii ile
olabileceği belirtilmektedir6,13,25. Benzer şekilde Epstein-Barr virus kapsid antijenine kar-
şı gelişen IgM tipi antikorlar da bazı yöntemlerde çapraz reaksiyon verebilmektedir26.
B.henselae Marsilya genotipine karşı Toxoplasma gondii IgM tipi antikorları da çapraz re-
aksiyon oluşturmuştur11. Tsuneoka ve arkadaşları27, hücre kültürlerinde üretilen antijen-
lerin IgM tipi antikorlara özgül olmayan şekilde bağlanarak yanlış pozitif sonuçlara yol
açabildiğini, bu nedenle IgM IFA testlerinde antijenlerin agardan elde edilmesinin, so-
nuçların yorumlanmasında önemli bir faktör olduğunu ileri sürmüşlerdir. Bir diğer sorun
da, farklı yöntemlerle elde edilen antijenler ile hazırlanan IFA testlerinde, farklı dilüsyon-
ların eşik değer olarak kabul edilmesidir6,9,11,13. 

Sunulan araştırmada Cohen κ değeri 0.68 bulunmuştur. Bu değerlendirme Cohen ta-
rafından 1960 yılında ortaya atılmıştır, ancak çeşitli araştırıcılar tarafından farklı yorumlan-
maktadır28,29. Literatürde farklı iki testin uyumu için önerilen diğer bir değerlendirme me-
todu Landis ve Koch20 tarafından ileri sürülmüştür; ancak bu değerlendirmenin de her za-
man uyumu belirtemediği vurgulanmaktadır. Yine de her iki test için 0.60’ın üzerinde sap-
tanan değer, genellikle testlerin uyumlu olduğu yönündedir. İstatistiksel verinin (Cohen κ)
elde edilmesinde test edilemeyen en önemli parametre, IFA değerlendirmesi yapanların
“grup içi uyumu”dur. Bu durum araştırıcıların deneyimi ile değişkenlik gösterecektir. Bu
nedenle sunulan araştırmada, farklı çalışmalar nedeniyle daha önce aynı test yöntemini
kullanmış deneyim sahibi araştırıcılar IFA testi değerlendirmesine katılmışlardır. 

Çalışmamızda elde edilen veriler, laboratuvar ortamında hazırlanan HeLa hücrelerin-
de eş-kültüre alınan B.henselae’dan elde edilen antijenlerin, bartonelloz tanısında IFA
yönteminde kullanılabileceğini düşündürmektedir. Burada kısıtlayıcı basamak, elde edi-
lecek olan verilerin literatürde yer alan Vero ve Hep-2 hücre temelli veya agarda üretilen
antijenlerle yapılan araştırmaların verileri ile karşılaştırılmasındaki zorluklardır. HeLa hüc-
relerinde çoğaltılan antijenin IFA testinde kullanımında güvenilirliğine ait veriler yukarı-
da tartışılan parametreler açısından farklı araştırmalar ve araştırıcılar tarafından değerlen-
dirilmelidir. Ülkemizde insanlarda ve hayvanlarda bartonelloz seroprevalansına yönelik
taramalar henüz yeni başlamıştır18,30. Bu taramalarda en önemli sorunlardan biri mali-
yettir. Vero hücre serileri ile aralarında büyük maliyet farkı olmamakla birlikte, özellikle
ortak amaca yönelik genetik, biyoloji ve mikrobiyoloji alanlarına sahip araştırma labora-
tuvarlarında, HeLa hücrelerinin B.henselae ile eş-kültürünün yapılması maliyetin düşürül-
mesi konusunda yardımcı olabilir. Benzer şekilde farklı genotiplere sahip Bartonella suş-
larının hücre dizilerinde antijen özelliklerinin araştırılmasında, maliyeti düşük, özgüllüğü
ve duyarlılığı yüksek testlerin oluşturulması gereklidir.
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