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OZET

Farkh genotipte Bartonella henselae kokenleri ile hazirlanan ELISA test
sonuc¢larimin karsilastirilmasi

Dr. Mustafa KULA

Bartonella sp. Gram-negatif, kokobasil/basil goriiniimiinde, 6zellikle
immiinsiiprese bireylerde hayati tehdit eden infeksiyonlara neden olabilen zoonotik
firsatg1 patojenlerdir. Bu ¢alismada, laboratuvar ortaminda farkli Bartonella
kokenleri ile hazirlanan ELISA plaklarindaki reaksiyonlarin karsilastirilmas: ve
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik olarak varligi arastirilan Epstein Barr
viriis, Sitomegalo virlis ve Toxoplasma gondii ile ¢apraz antikor reaksiyonlarinin

degerlendirilmesi amacglanmustir.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
BALB/c farelerine iki farkli B.henselae kokeni (ATCC 49882 ve Hifzisihha C-48)
verildi. Deneklerde antikor olusturulmasi siireci 90 giin devam ettirildi. iki farkli
B.henselae kokeni antijenleri ile “in-house” ELISA plaklar1 hazirlandi. Bu plaklarda
farkli antijen uyar1 verilen gruplardaki, farkli antijen ile kaplanan plaklardaki

reaksiyonlar ve insan kaynakli serumlarda ¢apraz reaksiyonlar degerlendirildi.

B.henselae ATCC 49882 (Houston-1) ile enfekte edilen grupta; B.henselae
ATCC 49882 antijeni ile kapli kuyucuklarda %90.91 pozitif, %9.09 negatif ve
B.henselae Hifzisthha C-48 antijeni ile kapli kuyucuklarda %81.82 pozitif, %18.18
negatif reaksiyon alindi (p<0.05). B.henselae Hifzisihha C-48 ile enfekte edilen
grupta; B.henselae ATCC antijeni ile kuyucuklarda %81.82 pozitif, %9.18 negatif ve
B.henselae Hifzisthha C-48 antijeni ile kapli kuyucuklarda %72.73 pozitif, %27.27
negatif olarak reaksiyon alindi (p>0.05). B.henselae ATCC 49882 antijeni ile kapl
kuyucuklarda EBV-pozitif hasta serumlarmm 2’sinde (%18.18) ve CMV-pozitif
hasta serumlarmin 2’sinde (%18.18) pozitif reaksiyon 6l¢iildii. B.henselae Hifzisihha
C-48 antijeni ile kapli kuyucuklarda EBV-pozitif hasta serumlarmmn 2’sinde
(%18.18), CMV-pozitif hasta serumlarinin 1’inde (%9.09) pozitif reaksiyon 6l¢iildii.
Her iki farkli B.henselae kokeni ile antijenin hazirlandigi kuyucuklarda T.gondii-

pozitif hasta serumlarinda reaksiyon izlenmedi.
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Sonug olarak; B.henselae Hifzisihha C-48 kokenin B.henselae ATCC 49882
kokenine gore daha diisiik diizeyde antikor cevabi olusturdugu saptandi. EBV-pozitif
ve CMV-pozitif hasta serumlarinda ¢apraz reaksiyon varhigi goriiliirken, T.gondii

seropozitif olgularda reaksiyon izlenmedi.

Anahtar Kelimeler: B.henselae, BALB/c fare, capraz reaksiyon, ELISA, seroloji
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SUMMARY
Dr. Mustafa KULA

Comparing ELISA test results that prapared with different genotype of
Bartonella hensalea
Bartonella sp. Gram-negative, coccobacilli/bacilli view, especially in
immunocompromised individuals which may cause life-threatening infections
opportunistic zoonotic pathogens. This study in the laboratory, comparison of the
reaction on ELISA plates prepared with different origins of Bartonella and cross-
antibody reactions was to evaluate with Epstein Barr viriis, Sitomegalo viriis ve

Toxoplasma gondii that investigated in clinical microbiology laboratories frequently.

At Pamukkale University Faculty of Medicine Experimental Animals
Laboratories, two different B.henselae origin (ATCC 49882 ve Hifzisihha C-48) was
given to BALB/c rats. The process of creating antibodies in subjects was continued
90 days. “‘In house’” ELISA plates were prepared with two different origins of B.
henselae antigens. In this plate cross-antibody reactions was to evaluate in different
antigenic stimulation given groups, reactions in plates coated with different antigens

and in human serum.

In the group being infected with B.henselae ATCC 49882 (Houston-1), in
wells coated with; B.henselae ATCC 49882 antigen %90.91 positive, %9.09
negative, In wells coated with B.henselae Hifzisithha C-48 antigen %81.82 positive,
%18.18 negative reaction taken (p<0.05). In the group infected with B.henselae
Hifzisthha C-48, in wells with antigen B.henselae ATCC, %81.82 positive, %9.18
negative, In wells coated with B.henselae Hifzisihha C-48 antigen; %72.73 positive,
%27.27 negative reaction taken (p>0.05). In wells coated with B.henselae ATCC
49882 antigen two of EBV-positive patient serum (%18.18) and two of CMV
positive patient serum (%18.18) positive reaction taken. In wells coated with
B.henselae Hifzisthha C-48 antigen two of EBV-positive patient serum (%18.18) and
one of CMV positive patient serum (%9.09) positive reaction taken. In T.gondii
positive patient serums, reaction wasn’t seen that prepared with both B.henselea

origin antigen.

X



As a result B.henselae Hifzisthha C-48 origin made up lower level of
antibody responses than B.henselae ATCC 49882 origin. In the serum of patients
with EBV positive and CMV positive cross reaction was seen. In T.gondii

seropositive patient reaction wasn’t observed.

Keywords: B.henselae, BALB/c mouse, cross- reaction, ELISA, serology
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GIRIS

Bartonella sp. gram-negatif, kokobasil/basil goriiniimiinde, ozellikle
immiinsiiprese bireylerde hayati tehdit eden infeksiyonlara neden olabilen zoonotik
firsatgr patojenlerdir (1). Insanlarda kedi trmugi hastaligi (KTH), basiller
anjiyomatoz (BA), basiller peliyoz, tekrarlayan ates, endokardit, ozellikle insan
immiinyetmezlik virtisi (Human Immunodeficiency Viriis, HIV) pozitif olgularda
norolojik sendromlar, Carrion hastali§1 ve siper atesine neden olabilirler (2).
Tiirkiye’de Bartonella bakterilerine bagli KTH ve BA olgu sunular1 bulunmaktadir
(3, 4). Bolgemizde kan donorlerinde B. henselae IgG seropozitifligi %6.0, saha
taramasinda ise Bartonella henselae seropozitifligi %12.5, veterinerlerde ise %29.6

olarak bulunmustur (5, 6).

Bu calismada,

a) Laboratuvar ortaminda farkli Bartonella kokenleri ile hazirlanan ELISA
plaklarindaki reaksiyonlarin karsilagtirilmasi,

b) Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik olarak varligi arastirilan
Epstein Barr viriis (EBV), Sitomegalo viriis (CMV) ve Toxoplasma gondii ile ¢apraz

antikor reaksiyonlarinin varliginin arastirilmasi amaglanmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda Bartonella infeksiyonlarmin tanisinda
faydalanilmak iizere, iilkemizde izole edilerek laboratuvar ortaminda hazirlanarak

ELISA yonteminin performansmin degerlendirilmesidir.



GENEL BIiLGILER

BARTONELLA CIiNSi

Bartonella tiirleri diinyada olduk¢a yaygin goriilen, hayvanlarla temas ile
iliskilendirilen zoonotik bir patojendir (7). Bartonella genusu kiiciik, oksidaz ve
katalaz negatif, pleomorfik, Gram negatif, basil/kokobasil, aerobik bakterilerdir.
Protobacteria smifinin o subesinin {yesidir. Gilinimiizde Bartonella cinsi
bakterilerinin 22’den fazla tiirii vardir (8, 9). Insanlar i¢in uzun siireden beri
B.henselae, B.bacilliformis ve B.quintana patojen olarak kabul edilmektedir. Son
yillarda B.clarridgeiae, B.elizabethae ve B.grahamii ve B.ancashi’nin de insanlar
icin patojen olarak kabul edilerek, toplum icinde yaygmligi arastirilmaktadir (8, 10,
11).

Bartonella tiirlerine kars1 olusan yanit Kisilerin bagisiklik durumuna gore
degismektedir. iImmiinitesi saglam kisilerde graniilomatoz ve siipiiratif bir tablo
olustururken, immiin yetmezlikli hastalarda siklikla vaskiiloproliferatif cevap
olusturmaktadir (12). Bartonella bakterileri asemptomatik infeksiyonlarm yaninda,
ciddi infeksiyonlara da yol agabilirler. Insanlarda kedi trmigi hastaligi (KTH),
basiller anjiyomatoz (BA), basiller peliyoz, tekrarlayan ates, endokardit, 6zellikle
HIV pozitif olgularda nérolojik sendromlar, Carrion hastalig1 ve siper atesine neden
olabilirler (2). B.henselae’'nin kedilerdeki dogal tasiyicis1 kedi pireleridir
(Ctenocephalides felis). Bartonella tiirlerinin gegisinde kene, tatarcik, pire ve bitler
onemli rol oynamaktadir (9, 13, 14). B.quintana i¢in viicut biti (Pediculus humanis
corporis), B.bacilliformis i¢in Lutzomyia verrucorum tatarciklari tanimlanmis olan

vektorlerdir.
Bartonella Tiirlerinin Taksonomisi
“Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’’nin 2012’deki basimma gore

Rickettsiales smifi ii¢ aile igermektedir: Rickettsiaceae, Bartonellaceae ve

Anaplasmataceae (15). Rickettsiaceae familyasinda Rickettsia, Coxiella ve



Rochalimaea genusu bulunmaktadir (16). Rickettsia ve Coxiella’larin spesifik konak
hiicrelerinin diginda kiiltiir edilememelerine ragmen, Rochalimaea genusu hiicreden
bagimsiz besiyerlerinde iiretilebilmistir. Bartonellaceae ailesinde 1984 yilina kadar
sadece bir Bartonella tiirii (B.bacilliformis), iki Grahamella tiri (G.talpae ve
G.peromysci) ve iki Rochalimaea tirti (R.quintana ve R.vinsonii) tanimlanmistir.
B.elizabethae 1986 yilinda yeni tiir olarak eklenmistir (17). Bartonella’lara son yillar
icinde yeni izole edilen tiirler eklenmektedir, 2013 yilinda Peru’da B.ancashi
hastadan izole edilen yeni bir tiirdiir. Gliniimiizde Bartonella sp. 19 tiir ve iig alt tiir
olarak bulunmaktadir (11, 18).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda standart kullanilan Gram boyama ile
saptanamayan bakteriler, deri ve visseral organ lezyonlarinin biyopsi kesitlerinde
Wartin-Starry glimiis boyama ile gosterilebilmistir. Mikroorganizmalarin kiiltiirde
iiremeleri son derece zor olmustur. Organizmalar uzun siire inkiibasyona birakilan
hiicre kiltlirlerinde izole edilebilmis, molekiiler ve genetik yontemlerle
tamimlanmustir (7, 19). Rochalimaea genusunun tiim tyeleri B.quintana, B.vinsonii,
B.henselae ve B.elizabethae olarak Bartonella genusuna dahil edilmistir (20).
O’connor ve ark. (21) DNA hibridizasyon teknikleri ve 16S rRNA sekanslama ile
yapilan genetik analiz ile Bartonella’nin Bartonella familyasinda tek genus oldugunu
saptamuslardir. Bu aile Proteobacteria smifinin a2 subgrubundaki ‘’Rhizobiales’’
takimina aittir. Afipia, Brucella ve Agrobacterium tumefaciens ile yakin akrabadir.
B.bacilliformis ve B.quintana insana ozgiil iken; B.henselae, B.clarridgeiae ve
B.koehlerae kedilerden, B.grahamii, B.taylori, B.doshiae, B.tribocorum vahsi
farelerden, B.vinsonnii subsp. Berkhofli ise kopeklerden izole edilmistir (22).
Geleneksel kiiltiir ve serolojik yontemler ile birlikte ‘‘Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis’> (SDS-PAGE) ve 16S rDNA sekanslama
yontemlerininde kullanilmas1 sonucunda B.henselae Houston (16S Tip 1) ve
B.henselae Marseilles (16S Tip II) kokenleri ayr1 kokenler olarak kabul edilmistir
(23). Bergmans ve ark. (24) Hollanda’da KTH olan kisilerde ‘‘Polimerase Chain
Reaction’” (PCR) yontemiyle degerlendirmisler ve B.henselae Tip I ve Tip II

varyantlarini da saptamiglardir.



Bartonella Tiirlerinin Epidemiyolojisi

Bartonella tiirlerinin vektorlerle gegisi tam olarak bilinmemektedir. Akarlar,
Phlebotomus spp., Cetanocephalides felis, viicut bitleri ve keneler bulastan sorumlu
tutulmaktadirlar (9, 25). B.henselae’nin insanlara bulagsmasinda kediler rezervuar
konumundadir. Kedilerden insanlara Bartonella’nin gegisi genellikle tirmalama ve
isirma ile olmaktadir. Muhtemelen kedi pireleri (C.felis) tarafindan da indirek yolla
Bartonella gecisi olabilmektedir (26, 27). Kedi pireleri, B.henselae’y1
bagirsaklarinda barindirmakta ve digkilart ile salgilayarak Bartonella’yr kediler
arasinda tagimaktadirlar. Kontamine tirnaklar ile tirmalama veya kedilerin kendilerini
yalamalar1 esnasinda pire digkilarinin dis aralarina yerleserek, i1srma sirasinda
infeksiyonu insanlara tagima sikligi artmaktadir. Nadiren de olsa kdpeklerden

insanlara gegis tanimlanmistir (28).

KTH diinyada ¢ogunlukla sicak iklim kusaginda ve sonbahar/kis aylarmda
goriilmektedir. Bu dagilim, yaz ortasinda dogan kedi yavrulariyla birlikte artan pire
popiilasyonuyla iligskilendirilebilir (29, 30). Cesitli iilkelerde risk gruplarinda ve
saglikli bireylerde Bartonella spp. seropozitifligi %0.2-40 arasinda degismektedir (2,
31-33). Risk grubu olan veteriner ve ilgili mesleklerde ABD’da B.henselae
seroprevalanst  %7.1-8.1 Avrupa’da ise %6.6-51.1 arasinda bulunmustur (25, 34,
35). Kedi ile temasi olan saglikli kan donérlerinde B.henselae seroprevalansi
ABD’de %2-6, Isve¢’te %4, Avusturalya’da %5 olarak rapor edilmistir. Immiin
yetmezligi olan hastalarda ise Japonya’da %9.6, Giiney Afrika’da %10, Bahreyn’de
%16 olarak saptanmustir (36). Evde kedi veya kedi yavrusu besleyen ailelerin KTH
olan olgular arasindaki insidansi %0.77-0.86 arasindadir (13, 37). Baz1 Bartonella
tiirleri sinirh cografik bolgelerde yer almaktadir. Ornek olarak, B.bacilliformis’in
vektorii olan Lutzomyia verrucarum, sadece Giiney Amerika’daki And Daglarinda
yasadig1 igin, B.bacilliformis’e daha ¢ok bu bolgede rastlanmaktadir (8). Ancak
2013°de Blazes ve ark. (11) B.ancashi’nin de bu bdlgede etken olarak bulundugunu

bildirmislerdir.



Patogenez

Bartonella tiirleri hemotropturlar. B.quintana ve B.henselae infeksiyonlari
kronik intraeritrositik bakteriyemiye neden olurken, B.bacilliformis infeksiyonlarinda
ise akut hematokrit diisiisiine baglh klinik tablo goriilmektedir (38, 39).
B.bacilliformis ve olasilikla B.henselae, deformin salgilamak {izere eritrositlerin
hiicre zarinda invazyon yaparak g¢ukurlar olusturmaktadir. B.bacilliformis kamgi
araciligiyla gerceklesen hareketi ile eritrositlerde parazit olarak davranir. ‘‘Invasion
Associated Locus’ (IalB) geni ile arthropod gibi davranarak eritrosit isgalini artirir
(39, 40). B.henselae’da buluna adhezin olan BadA; endotel hiicrelerine B integrinler
ve cesitli hiicre dis1 matriks proteinleri gibi proteinlere baglanarak makrofajlar
tizerinden fagositozu inhibe eder (41). B.quintana ve B.henselae’da ‘T4 secretion
system” (T4SS) bulunurken B.bacilliformis’de yoktur. “’Endotel cell’”” (EC)
iskeletindeki degisiklikler i¢in effektor sistem olan VirB/virD4 ile T4SS iizerinden
NF-xB aktivasyonu ve apoptozis inhibisyonu gerceklesir (42, 43). In-vivo ortamda
B.bacilliformis ‘‘Human umbilical vein endothelial cells” (HUVEC) i¢inde
anjiogenik ¢oziinlir mitojenik bir protein sentezler. B.henselae infeksiyonlarinda
BadA geni ile proanjiogenik molekiiller olan ‘‘Vasculer Endotelial Growth Factor’
(VEGF) ve IL-8 sentezini indiikler. T hepler- 1 VEGF upregiilasyonu ile
ekspresyonu ve IL-8’inde hepatositlerde artisini indiikler (44-46).

Bartonella Tiirlerinde Klinik Tablolar

Bartonella bakterileri ¢ok sayida infeksiyona neden olmaktadir. Siklikla
KTH, Carrion hastaligi, siper atesi’nin yanisira; endokardit, nedeni bilinmeyen ates
ve tekrarlayan bakteriyemi gibi klinik tablolar yaygin tanimlanmistir. Bunlarin
yaninda tekrarlayan ve sebebi bilinmeyen ates, bakteriyemi, retinit, optik norit,
basiller anjiomatozis, hepatik peliosis, LAP, pulmoner, hepatik, meningoensefalit,
ensefalit, myokardit, perikardit, osteomiyelit, kutandz vaskiilit gibi pek ¢ok klinik
tablolara neden olmaktadir (9, 13, 47).



Kedi Tirmig1 Hastalig1

KTH onceki yillarda bolgesel LAP ve atesle seyreden bir hastalik olarak
bildirilmistir. Tan1 yontemlerinin gelisimi ile birlikte etken B.henselae olarak
tanimlanmigtir. KTH ilk olarak 1950 yilinda Debre ve arkadaslari tarafindan
raporlanmistir. Daha Onceki yillarda 1889 yilinda Parinaud benzer semptomlari
tanimlamistir (48). KTH tipik ve atipik olmak tizere iki formda goriilmektedir. Tipik
formda tirmalama ve 1sirma yerinde 3-12 giin i¢cinde 2-10 mm ¢apinda eritamatoz
papiil veya piistiil seklinde primer lezyon ortaya ¢ikar ve iz birakmadan genellikle 2-
4 hafta iginde iyilesir. Takiben gelisen LAP en 6nemli klinik belirtidir (49). Etkenle
temasi1 izleyen 1-7 hafta icinde gelisen LAP’ler, agrisiz ve tek taraflidir. Primer
olarak aksiller bolgede ve daha nadir olarak servikal ve inguinal bolgede
goriilmektedir. LAP, olgularin %30’unda birden fazla bolgede ve %20’inde ayni
bolgede birden fazla LAP seklinde goriilmektedir. Olgularn %30 kadarinda lenf
bezlerinde siiplirasyon gelisir, jeneralize LAP nadir gériilmektedir (26, 49). Hastalik
esnasinda agir belirtilerin goriilmesine ragmen kendiliginden iyilesen klinik seyir
ortaya ¢ikmaktadir. Immiinitesi saglam bireylerde KTH spontan olarak 2-5 ay
icerisinde nadiren de sekel birakarak iyilesmektedir. Fakat AIDS, malignite, immiin
stipresif ila¢ kullanimi gibi immiinsiiprese hastalarda yaygin LAP ve yasami tehdit

eden klinik tablolar gelisebilir (13, 49).

Atipik form, nororetinit, uzun siireli ates, endokardit, ensefalit, Parinaud
okiiloglandiiler sendrom, eklem agrisi, artrit, sinovit, osteomiyelit, pnomoni ve
graniilomatdz hepatit olarak ortaya cikabilir (29, 50). Kedi trmigi hastalarinda
norolojik semptomlar %21-7 arasinda goriilmektedir (51). Kedi tirmigi hastahigi
olgularmm %]1-2’sinde LAP veya influenza benzeri tabloyu takiben ndroretinit
gelisir, agrisiz ve tek tarafli ani gorme kaybi ile karakterizedir. Go6z dibi
muayenesinde papil 6demi gozlenir (30). Nororetinit immun sistemi saglam olan
bireylerde kendiliginden iyilesir. Kedi tirmigi hastalarinda paniiveit optik sinir
biiyiimesi, retinal arter tikanmasi, subakut orbital apse ve peripapiller anjioma gibi
patolojiler de bildirimistir (30, 52). Kedi tirmig1 hastaliginm en 6nemli ve bazen tek

bulgusu olan LAP, lenfoma, tiiberkiiloz, tularemi, veba, sarkoidoz, toksoplazmoz,



histoplazmoz ve sifiliz gibi infeksiyonlarla karisabilmektedir bunun i¢in ayirici
tanida dikkat edilmelidir (30, 49). Kedi tirmig1 hastaligi kendiliginden iyilesen bir
hastaliktir. B.henselae’nin invitro olarak pek c¢ok antibiyotiklere karst duyarh

olmasina ragmen, antimikrobiklerin kullanimi tedavide yararli olmamustir (29, 50).

Oroya Atesi ve Verruga Peruana (Carrion Hastalign)

Daniel Carrion isimli tip 6grencisi 1885 yilinda bir hastadan aldigi kan
ornegini kendisine inokiile ederek birka¢ giin sonra siddetli anemi ile seyreden
hastalik sonucu hayatini kaybetmis ve hastalik bundan sonra Carrion hastaligi olarak
adlandirilmistir.  Etken  B.bacilliformis’tir. 1995 yilinda Alberto tarafindan
bulunmustur. Tatarcik ve kemirgenler ile temas, ciftcilik gibi ¢evre sartlarinda
calisan meslekler, evde hayvan beslemek, yas, endemik bdlgeye gog,

immiinsiipresyon ve hamilelik risk faktori olarak bildirilmistir (53, 54).

Carrion hastaliginin akut formuna Oroya atesi ve kronik formuna ise Verruga
Peruana olarak isimlendirilmektedir (55). Oroya atesinin inkiibasyon siiresi yaklasik
60 giindiir. Istahsizlik, halsizlik, kas agrisi, bas agrisi, omurga ve ekstremitelerde
eklem agris1 gibi nonspesifik prodromal belirtiler, titreme ile baslayan hastalik ates
sarilik ve dispne ile hizli bir klinik kétiilesme olur. Klinikte hemolitik anemi, LAP ve
hepatosplenomegali (HSM) eslik eder. Agwr vakalarda, miyokardit, endokardit,
perikardiyal eflizyon, deliryum, konviilziyon koma, akut solunum sikintis1 ve

multiorgan yetmezligi gelisebilir (47, 53, 56).

Hastaligin Verruga Peruana olarak isimlendirilen kronik déneminde
verrugalar ve nodiiler anjioproliferatif kutandz lezyonlar goriiliir. Lezyonlar visseral
ve mukozal olabilir, aylarca kalabilir, fakat prognozu iyidir (57). Verruga Peruanasi

olan 3 yasindaki ¢ocukta 2013 yilinda etken olarak B.ancashi gosterilmistir (11).



Peliozis

Peliozis, organ parankimine dagilan kistik, ici kan dolu kitleler ile
karakterizedir. Peliozis hepatitis, B.henselae infeksiyonu ile iligkilendirilmektedir ve
BA’un karaciger tutulumu oldugu diisiiniilmektedir. Diger i¢ organlarin parankimal
peliyozu (dalak, larinks, adrenal bez, kalp, serviks, over, akciger, pineal bez, koroid
pleksus gibi) de bildirilmistir (58).

Endokardit

B.quintana, B.henselae, B.elizabethae ve B.vinsonii’ye ait iki alt tir
(B.vinsonii subsp. berkhoffii ve B.vinsonii subsp. arupensis) insanlarda endokardit ile
iligkili olarak bulunmustur (47). Bartonella tiirleri %28 oraninda kan kiiltiirii negatif
endokarditlerden izole edilmektedir. Bu tiirler, c¢ogunlukla B.quintana ve
B.henselae’dir. Ayrica B.elizabethae, B.vinsonii subsp. Berkhoffii ve B.vinsonii
subsp. arupensis olarak bildirilmistir (18, 29). Altta yatan kardiak lezyonu olanlarin
Bartonella tiirlerinin olusturdugu endokardite egilimi oldugu diistiniilmektedir (47,
59).

Basiller Anjiomatoz

Basiller anjiomatoz (BA) ilk olarak 1983 yilinda tanimlanmustir. B.henselae
ve B.quintana’nin neden oldugu yaygim vaskiiler proliferasyon ile sonuglanan bir
infeksiyondur (58). Ozellikle immiinsiipresif bireylerde deri, bdlgesel lenf nddiilleri,
kemik, dalak, karaciger, beyin, akciger ve bagirsaklar gibi organ ve dokularda
anjiogenezi uyararak BA tablosunun gelisimine neden olmaktadir (49). En sik
goriilen BA formu kutandz formdur. Vaskiiler proliferasyona bagl oarak gelisen BA,
deri ve deri alt1 dokuda etrafi normal deri renginde veya agik-parlak kirmizi renkte,
boyutlar1 milimetreden santimetreye kadar degisen serdz veya kanli siv1 igeren tek
veya ¢ok sayida nodiille karekterizedir (13). Benzer lezyonlar muk6z membranlar ve
yumusak dokularda da goriilebilir (30). Yapilan calismalarda etkenin AIDS

hastalarinda CD4 hiicre sayilari 100 hiicre/mm’ den az oldugunda infeksiyonun



ortaya ¢ikist ve yayilmasini uyardigi gozlemlenmistir (8, 53, 60). BA da kemik
tutulumu bulunan olgularda genellikle agrisiz, litik radius ve tibiada yerlesen
iizerinde seliilit bulunabilen lezyonlar saptanmistir. Periton ve aniiste de benzer
lezyonlar tarif edilmistir (8, 48, 53). Visseral tutulumda basiller hepatik peliyoz veya
dissemine vaskiiler lezyon olusabilir. Basiller anjiomatozun lezyonlar1 konjuktiva,
orbita, kalp, diyafram, biliyer sistem, kaslar, karaciger, dalak, lenf nodlari, genital
yol, santral sinir sistemi, solunum yollar1 ve gastrointestinal sistemin mukozal

yiizeyinde de gosterilmistir (58).

Nedeni Bilinmeyen Ateg

Cogunlukla iki hafta veya daha fazla siiren, hicbir semptom veya belirti
vermeyen klinik bir hastaliktir. Cocuklarda nedeni bilinmeyen ates etyolojsinde
B.henselae siklig1 artmaktadir. B.henselae’nin neden oldugu KTH’li ¢ocuklar klinige

nedeni bilinmeyen ve uzun siiren ates sebebiyle bagsvurmaktadir (61).

Komplikasyonlar

En sik norolojik ve g6z komplikasyonlar1 gorilmektedir. Norolojik
komplikasyonlar hastalarmn  %?2’sinde meydana gelmektedir. En sik belirti
ensefalopatidir. Komplikasyonlar siklik sirasia gore; ensefalopati, status epileptikus,
koma, nororetinit, asempomatik menenjit, transvers miyelit, radikiilitis, serebral
arterit, akut hemipleji ve demans goriiliir (62). Tiim bu noérolojik komplikasyonlar
KTH’larinda %]1-2 civarinda goriilmektedir (63).

1889 yilinda ilk kez tanimlanan ates, bolgesel LAP ve folikiiler
konjunktivitten olugsan Parinaud okiiloglandiiler sendrom (POGS) en sik goriilen goz
komplikasyonudur (64, 65). KTH olan olgularin %6’sinda POGS goriilmiis ve
B.henselae etken olarak belirlenmistir (66). Klinik muayenede nekrotik graniilom,

epitelyumda iilserasyon, preaurikular ve servikal LAP goriiliir (64).



Bartonella Tiirlerinin Tespiti, izolasyonu ve Tanimlanmasi

Ornek alinmasi, tasinmasi ve saklanmasi

Bartonella tiirlerinin izolasyonu i¢in genellikle kan ve doku Ornekleri
alinmaktadir. Bu mikroorganizmanin narin ve hassas olmasindan dolayi, Ornek
alimdiktan sonra en kisa zamanda isleme alinmalidir. Kan 6rnekleri; sodyum sitrat
iceren tiiplere veya etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) igeren tiiplere almmalidir.
Eger ornegin saklanmasi gerekiyorsa, drnekler mutlaka dondurularak (en az -20°C)
saklanmalidir. Ornek mutlaka antibiyotik tedavisi baslanmadan énce alinmalidir (18,

67).

Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

B.henselae, 1-2x0.5-0.6 pm boyutlarinda, Gram negatif, hafif kivrik,
pleomorfik, genellikle kokobasil morfolojisinde, flagellasiz, mikroaerofilik, fakiltatif
hiicre i¢i bir bakteridir. Otoagliitinasyon 06zelliginden dolayr Gram boyamada bir

araya toplanarak kiimeler halinde goriilmektedir (19, 68).

Kiiltiir

Insanlarda kiiltiir icin dalak, karaciger, lenf nodu ve deri biyopsi 6rnekleri
kullanilabilir (8). Diger oOrneklerle birlikte endotelyal hiicre kiiltiiriinlin hem
izolasyon oranmi arttirdigi hem de izolasyon siiresini kisalttig1 icin oldukc¢a yararlidir
fakat sik kullanilan yontem degildir (28). B.henselae, eritrosit i¢i yerlesim gosterdigi
icin kan kiiltiirii yapilabilir. Fakat insanlarda nadiren bakteriyemiye neden oldugu
icin kandan izolasyonu zordur (30). Bartonella tiirlerinin iiretilmesinde agar temelli
besiyeri olarak tavsan, at ya da koyun kani eklenmis beyin-kalp inflizyon agar,
Columbia agar, ¢ukulotams1 agar ve kanli agar kullanilabilir. Ancak iireme siireleri
olduk¢a uzundur, ilk kiiltiirlerinde 10-12 giinde goriiliirken bazen bu siire 45 giine
kadar uzayabilmektedir. Bartonella tiirleri %5 CO, ve 37°C’de daha iyi

tiremektedirler. B.bacilliformis ise 30°C’de nemli ortamda daha iyi tirer (8, 69).
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Bartonella tiirlerinin ¢gogu anaerobik sartlar altinda 25°C veya 42°C’de veya hemin
ve CO; yoklugunda tiremez. Ancak B.bacilliformis iiremek i¢in CO2’ye ihtiyag
duymaz ve diisiik 1s1y1 (25-28°C) tercih eder (20).

Bartonella tiirleri kiiltirde beyaz, biiyliklik ve seklinde cgesitlilik gosteren
kiigiik yapiskan koloniler seklinde goriinmektedir. B.henselae kolonileri beyaz, kuru,
yapiskan, karnabahar benzeri, agar icine gOmiilmiis ve morfolojik olarak
heterojendir. B.henselae, B.quintana ve B.elizabethae’nin bazi kokenleri biiyiime
sirasinda agar yiizeyinde ¢ukur olusturabilir. Cok sayida pasaj ile koloniler daha az
kuru, daha az yapigskan, daha genis ve daha hizli liremeye egilimli olmaktadirlar.
B.elizabethae kolonileri %5°lik tavsan kani eklenmis kalp infiizyon agarda koloni
etrafinda hafif veya parsiyel hemolizler goriilmesinin disinda B.henselae’ya

benzemektedir (17).

Tanimlama Yontemleri

Bartonella tiirlerinin olusturdugu infeksiyonlarin tanisi son yillara kadar
Klinik bulgular ile konulmustur. Lenfadenopati ile basvuran hastalarin anemnezinde
kedi sahibi olmak veya kedilerle temas halinde olup tirmalama ve 1sirmay1 takiben
gelisen semptomlarin  varliginda B.henselae’nin  neden oldugu hastaliklar
diistiniilmelidir (13). B.henselae’nin laboratuvar tanisi klinik 6rnekten bakterinin
izolasyonu, genetik materyalin gdsterilmesi ve histopatolojik inceleme yontemiyle
diret olarak veya serumda B.henselae’ya karsi 6zgiil antikorlarin gosterilmesi ile
indiret olarak konulmaktadir (30). B.henselae’ya karsi olusan antikorlarin saptanmasi
amaciyla siklikla ELISA ve ‘“‘Immunofluoressence Antibody Technique’” (IFAT)
kullanilmaktadir (13). Genelde Bartonella tiirleri biyokimyasal olarak inerttir ve
oksidaz, katalaz, indol, iireaz, dekarboksilaz ve nitrat rediiksiyon testlerini iceren

rutin biyokimyasal tanimlama testleri ile nonreaktiftir (70, 71).
Molekiiler yontemler, diret klinik 6rneklerden hizli tani, kiiltiirlerden etkenin

tanimlanmasi ve izolatlarm tiir tayininin yapilmas1 amactyla kullanilmaktadir. insan

ve kedilerden izole edilen Bartonella siipheli izolatlarda PCR ile tiir tayini
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yapilamamaktadir (68, 72). Bartonella tiirlerinin laboratuvar tanilari, kiiltiirlerde
iireme siirelerinin uzun olmas1 ve PCR yonteminin ise 6zel laboratuvar ekipmani ve
sartlar1 gerektirmesi, her laboratuvarda yapilamamasi ve deneyimli kisilerin
gerekliligi nedeniyle kullanilamamaktadir. Serolojik testler ise uygulamasi kolay ve

tanida onerilen yontemlerdir (73).

KTH lenfadenopatinin histopatolojik incelemesinde, epiteloid, eozinofil ve
dev hiicrelerin ¢evreledigi merkezi nekrozlu c¢ok sayida apselerin goriilmesi
karakteristiktir. Brown-Hopp doku boyama ve Warthin-Starry giimiis boyama
yontemiyle kiiglik, kivrik, ¢omak seklinde bakteriler goriilebilir (28). Basiller
anjiomatozda mikroskobik olarak yeni vaskiiler proliferasyonlarin goériilmesi tanida
onemlidir. Peliyozda ic¢i kanla dolu lezyonlarin karaciger ve dalakta bulunmasi

karakteristiktir (8, 13).

Serolojik yontemler

Bartonella infeksiyonlarmin klinik tanisinda seroloji en ¢ok tercih edilen tani
yontemidir. Kiiltiir ve molekiiler yontemler pahali zaman alic1 ve belli merkezlerde
uygulanabilir olmas1 nedeniyle tercih edilmemektedir. Bartonella’ya karsi olusan
antikorlarin gosterilmesi i¢in siklikla IFAT ve EIA yontemleri kullanilmaktadir (13,
26).

Immiinofluoresans Yontem

Regnery ve ark. (68) ilk kez 1992 yilinda IFA tekniginin gelistirilmesinde
B.henselae’yr Vero hiicrelerinde ko-kiiltiire almiglar ve KTH olan hastalarin
kanlarinda %88 oranda tespit etmislerdir. Bu calismada titrenin >1/64 olmas1 tani
icin anlamli kabul edilmistir. B.henselae infeksiyonlarinin tanisinda diret ve indiret
immiinofluoresan yontemlerinde taninin daha kolay, duyarlilik ve ozgiilliigiiniin
yiiksek oldugunu belirtmiglerdir (73). Diisiik antikor titreleri hastaligin baslangic
donemlerinde, hastaligin sonunda ya da sadece etkenle karsilasma durumunda
saptanabilir (13, 74). Hastalarda ilk bagvuru esnasinda ¢ok yiiksek diizeyde IgG

antikorlariin varligi, IgG antikorlarmin uzun siire yiliksek diizeylerde kalabilmesi ve
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baz1 hastalarda antikor yanitinin gelismemesi infeksiyonun serolojik tanisini

giiclestirebilir (30).

IFA yontemi (Center for Disease Control, CDC) tarafindan BA tanisinda
Onerilmistir (27, 28). Fakat, serolojik yontemlerlerde Bartonella tiirleri arasinda
capraz reaksiyonlar olabilecegi gibi, C.burnetti ve Chlamydophilia tiirleri gibi diger
patojenik bakterilerle de capraz reaksiyonlar olusabilecegi bildirilmistir (75, 76).
Bartonella tiirleri igin IFA testinin duyarliligi %84-88, ozgiilliigii %94-96 olarak
bildirilmis, ELISA yonteminde akut infeksiyonda IgM >1/250 titreleri igin
duyarliligin %83-95, 6zgiilligiiniin ise %95 oldugu belirtilmistir (74).

Enzim Immiin Olciim Yontemi

EIA  testti de KTH’nin tanisinda  serolojik  yontem  olarak
degerlendirilmektedir. Solid faz antijeni olarak agarda iiretilmis B.henselae
bakterilerini kullanarak spesifik IgG, IgM ve IgA’nin tespiti i¢in EIA’y1
gelistirmislerdir (20). Bergmans ve ark. (74) Hollanda’da KTH olanlarda yaptiklar1
serolojik ¢alismada IFA, EIA yontemini kiyaslamiglar IFA yontemini istatistiksel
olarak daha anlamli bulmuslar. Bartonella tiirleri i¢in IFA testinin duyarliligi %84-
88, ozgilliigii %94-96 olarak bildirilmis, ELISA yonteminin ise IgM >1/250 titreleri
icin duyarliliginin %83-95, 6zgiilliigliniin %95 e ulastig1 belirtilmektedir.

Bartonella sp. tiirleri ile Chlamydia trachomatis, Coxiella burnetii, Rickettsia
rickettsii, Ehrlichia chaffeensis, Treponema pallidum, Francisella tularensis ve
Mycoplasma pneumoniae gibi Dbirgok tiirler arasinda ¢apraz reaksiyonlar
tanimlanmistir (77-81). Bartonella sp. IgM antikor1 igeren serum orneklerinin akut
EBV infeksiyonlarinda kapsid antijenlerine karsi capraz reaksiyonun oldugu
gosterilmistir (82). Graham ve ark. (79) yaptiklar1 ¢alismada B.henselae ile en fazla
capraz reaksiyon C.burnetii ile oldugunu bulmuslardir. Yapilan ¢aligmalarla benzer

olarak bulunmustur.
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GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlarinda Antikor Olusturma

Arastrmanim  baslangicinda Pamukkale Universitesi Deneysel Arastirma
Birimi’nden etik kurul izni alind1 (Ek-1). 80 adet 18-22 gr disi BALB/c fare, ‘‘Saki
Yenilli Deney Hayvanlar1’ {iretim laboratuvarlarindan temin edildi. Fareler bir
kafeste 6 tane olacak sekilde 12 saat karanlik 12 saat aydmlik ortam saglanarak,
isitma ve nemlendirme yapilabilen bir ortamda standart fare yemi ve su ile deney

caligsmasi stiresince barindirild.

Deney hayvanlarinda antikor olusturmak i¢in Karem ve ark. (83) nin
tanimladigir yontem uygulandi. Arastrmada iki farkli koken Bartonella henselae
(Houston-1 ATCC 49882, Hifzisthha C-48 kokeni) kullanildi. Bu kokenlerden
calisma gruplar1 olusturuldu. Her gruba 25’ser tane BALB/c fare alindi. Kafeslere
dagitilan fareler kiinyelendirildi. Bartonella henselae Hifzisthha C-48 kdkeni Ankara
Refik Saydam Hifzissthha Merkezinden Veteriner Hekim Bekir Celebi’den
(Ankara’da 2005 yilinda kedilerde tarama amaciyla yapilan ¢aligmada 8 aylik, disi

sokak kedisinin kanindan izole edilmistir) temin edildi.

Bartonella kokenleri Tip II giivenlik kabini iginde %5 at kanli agara
(Salubris-medica, ABD) ekildi. Ekim yapilan besiyerleri 32°C de %5 CO3’li ortamda
iiremesi igin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyona alman petri plaklari giin asir1
kontrol edilerek iireme takibi yapildi. Karem ve arkadaslarinin ¢aligmasinda oldugu
sekilde “Brain Heart Infusion” (BHI) besiyeri hazirlandi. Ureyen bakteriler Tip 11
glivenlik kabininde, laminar akim altinda, BHI i¢inde siispanse edildi. Siispansiyon
2500 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi. Santrifiij edilen stispansiyonun dip ¢okelegi
alinarak fosfatla tamponlanmis salin (Phosphate-buffered saline, PBS) i¢inde yeniden
re-siispanse edildi. Bu soliisyon yaklasik 10° koloni (CFU) bakteri igerecek sekilde
MacFarland bulaniklik eseline gore ayarlandi. Bu asamada elde edilen

slispansiyonlar spektrofotometre cihazi (Becton Dickinson, ABD) ile dogrulandi.
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Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvar’nda gruplandirilmig
deney farelerine maske ile metoksifluran anestezisi (baslangi¢ konsantrasyonu %4,
idame konsantrasyonu %0.5-1 olacak sekilde) uygulandi. PBS ile siispanse edilen
soliisyon insiilin enjektorlerine ¢ekildi. Bartonella kokenleri gekilen enjektorler
etiketlendirildi. Her bir gruba farkli koken B.henselae, yaklasik 10° koloni olusturan
linite (CFU/mm3) bakteri igerecek sekilde subkutan yol ile 1.5 ml verildi. Bartonella
kokenleri ve kontrol gruplar1 belirlenerek kafeslere yerlestirildi ve enjeksiyon sonrasi

BALB}/c fareler takibe alindi1.

Deney hayvanlarna ilk enjeksiyondan 30 ve 60 giin sonra aym doz (10°
CFU/mm®) Bartonella kdkenleri subkutan olarak tekrar verildi. Bu zaman zarfinda
deney hayvanlar1 kontrol altinda tutuldu. Calisma siireci boyunca Glen deney
hayvanlar1 ¢aligma dig1 birakildi. Deney hayvanlarinda antikor olusumu varlhigini
arastirmak icin 80. giinlin sonunda deney gruplarindan secilmis olan farelerden
oldiiriilmeden kan ornekleri alindi. EDTA’l biyokimya tiiplerine yaklasik 0.4 ml
alman kan oOrnekleri laboratuvarda 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
serumlar1 ayristirildi. Elde edilen serumlar antikor varliginin arastirilmasi i¢in IFA
yontemi ile calisilarak kontrol edildi. IFA ile antikor varligmin saptanmasinda,
laboratuvarimizda hazirlanarak -70°C’de saklanan B.henselae antijeni kapli teflon
lamlar kullanildi (5). IFA ile antikor varligmin saptanmasindan sonra deney 90.’c1

giinde sonlandirild1.

IFA Yontemi

Farelerden alinan serum orneklerine Regnery ve ark. (27) nin olusturdugu

protokol uygulandi.

e Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS), yagi alinmis siit tozu ve tween 20
kullanilarak, yagi almmis siit tozunun %5’lik c¢alisma diliisyonu
hazirland.

e Serum Ornekleri 1/64 diliie edildi (diliisyon %5°lik yagsiz siit tozu ile

saglandu).
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e Diliie edilen serum o6rnekleri pipet yardimiyla 25’ser pl almarak teflon
kapli lamlar tizerindeki kuyucuklara konuldu.

e [Karanlik ve nemli ortamda 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

e inkiibasyon sonras1 lamlar tween 20 i¢eren PBS ile bes dakika yikamaya
birakildi.

e Lamlar hava akimi yardimiyla kurutuldu. Anti-human IgG konjugatindan
(Chemicon 101.387, ABD) her bir kuyucuga 20’ser ul konuldu.

e Karanlik ve nemli ortamda 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

e Lamlar (10 damla Ewans blue ve PBS tween 20 iceren) salede bes dakika
yikanmaya brrakildi.

e Lamlar hava akimi1 yardimiyla kurutuldu.

e Her bir kuyucuga 10 pl tamponlu gliserol konuldu. Hava kabarcigi
kalmayacak sekilde lamel ile kapatild1 ve degerlendirildi (27).

Deney sonunda deney farelerine anestezi (metoksifluran baslangig
konsantrasyonu %4, idame konsantrasyonu 9%0.5-1 olacak sekilde) uygulayarak
insiilin enjektorleri ile kardiyak kanlar1 alindi. Alman kan 6rnekleri laboratuvarda
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayristirildi. Ayrilan serumlar 2
mm’lik steril eppendorf tiiplerine almarak serum Ornekleri ELISA testi ¢alisilana
kadar -70°C’da saklandi. Otenazi yapilan fareler kisisel 6nlemler alindiktan sonra

kirmiz1 posetlere konuldu ve prosediire uygun sekilde imha edildi.

ELISA TEST PLAKLARININ HAZIRLANMASI

Mikrotitrasyon plaklarina antijenlerin kaplanmasi1 Pamukkale Universitesi T1p
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yapildi. Arastrmaya alinan
kokenler Tip I giivenlik kabini iginde Bartonella kokenleri %5 at kanli agara ekildi.
Ekim yapilan besiyerleri 32°C de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakild1.
Besiyerleri giin asir1 kontrol edilerek iki haftalik siire ile koloni tiremeleri belirlendi.
Yaklasik sekiz giinliik inkiibasyonun sonrasinda iireyen bakteriler Tip II giivenlik

kabini i¢inde steril 6ze yardimi ile 4 ml PBS igeren steril tiiplere aktarildi. Bu
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stispansiyondan Gram boyama ve “Acridine Orange” boyamasi ile bakteri goriiniimii

yapilarak koloni saflig1 onaylandi.

Stispansiyon halindeki steril B.henselae bakterileri, 56°C’de 30 dakika su
banyosunda bekletilerek inaktive edildi (5). Inaktive edilen kokenler 4100 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek stipernatan 2 ml’lik kisim steril pipet yardimiyla digari
atildi. Dipte kalan ¢okelti kism1 vorteks ile homojenize edildi. Homojenize edilen
B.henselae Houston-1 (ATCC 49882) ve B.henselae Hifzisihha C-48 kokeni sirasiyla
farkli her kuyucuga iki farkli markada mikrotitrasyon plaginin 15’ser kuyucuguna
150 pl aktarildi. Mikrotitrasyon plaklar1 +4°C sicaklikda bir giin inkiibasyona
birakildi. Bir giinliik inkiibasyon sonrasinda plaktaki kuyucuktaki sivi lavaboda ters
cevrilerek dokiildii. Taze olacak sekilde yagsiz siit tozu, PBS ile %3’ liik olacak
sekilde hazirlanarak 150 pl olarak kuyucuklara dagitildi. Bu islemden sonra plaklar 1
saat 37°C de etiivde bekletildi. Inkiibasyondan sonra mikrotitrasyon plaklar1 ii¢ defa
PBST (PBS + %0.05 Tween 20) ile yikandi. IFA testi ile pozitif bulunan deney
serumlar1 mikrotitrasyon plaklarinin testinde kullanildi. Bu asamada iki farkli plak
arasinda yliksek absorbans gosteren mikrotitrasyon plagi markasinin se¢imi yapildi.
Test i¢in diiz taban Sarstedt (83.1835, ABD) marka mikrotitrasyon plagi kabul edildi.
Arastirmaya alinacak denek fare serumlarinda antikor varligi ELISA yontemi ile

asagida gosterilen sekilde calisildi. Her grubun ¢alismasi farkli glinlerde yapildi.

ELISA Yontemi

Calisma giiniinde serum oOrnekleri -70°C den ¢ikartilarak oda 1sisinda
bekletildi ve calismaya hazir hale getirildi.

e Bartonella kokenleri ile antikor olusturulan BALB/c fare serumlar1 PBST ile
1/50 oraninda diliie edildi.

e Her bir serum 6rnegi ti¢ farkl kuyucukta calisildi.

e Diliie edilen serum 6rnekleri kuyucuklara 150 pl olacak sekilde dagitildi.

e Negatif kontrol i¢in ii¢ kuyucuga 150 ul PBS dagitild1.

e Mikrotitrasyon plag iki saat 37°C de inkiibasyona birakild1.

e Inkiibasyondan sonrasinda kuyucuklar iicer defa PBST ile yikandu.
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e Sckonder konjugat (Promega, ABD “anti-Mouse 1gG-horseradish
peroksidaz”) kuyucuklara 100 pl ilave edildi.

e Mikrotitrasyon plaklar1 bir saat 37°C de inkiibasyona birakildu.

e inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar iiger defa PBST ile yikandi.

e Kuyucuklara 100 pl 2,2+azino-di-3-ethylbenzthiazoline (Sigma A3219,
ABD) ilave edildi.

e Plaklar 30 dakika igerisinde 405/nm filtre ile ELISA okuyucuda
degerlendirildi (83).

Her bir B.henselae kokenleri ve kontrol grubu BALB/c farelerden elde edilen
serumlar i¢in yukaridaki ELISA c¢aligma protokolii ayr1 ayr1 tekrar edildi. Kontrol
grubunda bulunan fareler i¢cin mikrotitrasyon plaklarma dagitilan serum 6rneklerinde
diger gruplardan farkl olarak pozitif kontrol serumu ilave edildi. Pozitif kontrol igin;
BALB/c farelerde B.henselae ATCC 49882 ile antikor olusturulmus olan serum
ornegi kullanildi. Ayn1 sekilde {i¢ farkl kuyucukta calisild.

CAPRAZ REAKSIYONLARIN INCELENMESI

Bu asama i¢cin Pamukkale Universitesi T1bbi Etik Kurulu’ndan etik kurul izni
almmustr (Ek-2). Arastirma siiresince Pamukkale Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkez Laboratuvarinda EBV (n=11), CMV (n=11), T.gondii (n=11)
antikorlar1 ELISA yontemiyle saptanmis olan insan serum 6rnekleri ¢aligmaya alindi.
Her serum oOrneginde (yukarida anlatilan yontemle hazirlanan mikrotitrasyon
plaklarinda) hem B.henselae ATCC 49882 hem de B.henselae Hifzisihha C-48
kokenine karsi antikor varligi arastirildi. Calisma anma kadar -70°C de saklanan
serum Ornekleri ¢ikartildi ve oda 1sisinda ¢aligmaya hazir hale getirildi. Yukardaki
anlatilan yontemden farkli olarak ‘‘anti-Mouse 1gG-horseradish peroksidaz’ yerine

‘‘goat anti-Human 1gG-horseradish peroksidaz’’(Promega 25.743, ABD) kullanid:.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel analizlerde gruplandirilmis veriler icin Mann-Whitney U testleri
kullanildi. Test degerlerinin karsilastirilmasinda Cohen’in  kapa (k) yontemi
kullanildi. Degerlendirme Minitab 16.0 (Minitab in, ABD) programi ile Ki-kare
yapildi. Istatistiksel hata pay1 (p) 0.05 olarak alind1. Farkli B.henselae ile kaplanan
mikrotitrasyon plaklarinda insan CMV, EBV ve T.gondii infeksiyonlarma karsi
gelisen antikorlarin ¢apraz reaksiyonlarmin degerlendirilmesinde istatistik test olarak

Cohen’in kappa (k) katsayis1 SPSS ver 16.0 bilgisayar programu ile hesaplandi.
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BULGULAR

Hayvan Deneyi Laboratuvarinda BALB/c farelerine B.henselae ATCC 49882
ve B.henselae Hifzisthha C-48 kokeni gruplara ayrilip subkutan yolla verilerek
antikor olusturuldu. B.henselae ATCC 49882 kokeni verilen 18 denekten 4’1
(%22.2) takipleri esnasinda, 3’4 (%16.7) 90. giin sonunda anestezi uygulanma
esnasinda 6ldii. B.henselae Hifzisihha C-48 kokeni verilen 19 denekten 4°i (%21.1)
takipleri esnasinda, 4’1 (%21.1) 90. giin sonunda anestezi uygulanma esnasinda 6ldjii.
Olen fareler calisma disinda birakildi. Ug grubun her birinde 11 fare olmak iizere

serumlar alindi ve ¢alismaya dahil edildi.

Bu ¢aligmada kullanilacak mikrotitrasyon plagi belirlenmesi amacina yonelik
olarak 6n galisma yapild1. Iki farkli marka mikrotitrasyon plag: B.henselae kdkenleri
ile kaplandi. Calisma giiniinde denek fare serumu, B.henselae pozitif insan serumu
ve negatif kontrol (PBS) yukaridaki “in-house” ELISA yontemine uyularak caligildi
ve veriler bilgisayara aktarilarak analize alindi. Elde edilen veriler sonucunda
caligmanin devamu igin diiz taban Sarstedt (ABD, N0:83.1835) marka mikrotitrasyon
plagi secildi (Sekil 1).

Negatif hasta serumu

Negatif kontrol

Poztif denek serumu

Negatif hasta serumu

Sekil 1. Arastirma i¢in secilen mikrotitrasyon plak goriintiisii
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Calismaya alman birinci grup BALB/c farelerine subkutan yol ile
B.henselae’nin ATCC 49882 kokeni verilerek antikor olusturuldu. “in-house” ELISA
yontemi ile bu grupta negatif kontrol 0.15 (+0.01) olarak bulundu. Bu iki farkl
B.henselae antijeni ile kapli mikrotitrasyon plaklarmm “in-house” ELISA
yonteminin sonuglar1 karsilastirildiginda B.henselae’nin ATCC 49882 kokeni
antijeni ile kapli kuyucuklarin ELISA sonuglari, B.henselae Hifzisthha C-48 kokeni
antijeni ile kapli olan kuyucuklardan daha yiiksek olarak saptandi (Tablo 1; p<0.05).

Tablo 1. Grup 1 (n=11) serumlarinin farkli antijen plaklarma gore absorbans verileri

B.henselae’nin ATCC B.henselae’nin C-48

kokeni ile kapli plak kokeni ile kapli plak
Ortalama 1.05 0.68
Standart sapma 0.32 0.19
Minimum 0.51 0.38
Maksimum 1.56 1.03

Calismaya alinan ikinci grup BALB/c farelerine B.henselae’nin Hifzisihha C-
48 kokeni verilerek antikor olusturuldu. Bu grupta negatif kontrol 0.15 (£0.01)
olarak bulundu. Bu iki farkli B.henselae antijeni ile kapli mikrotitrasyon plaklarinin
“in-house” ELISA yoOnteminin sonuglar1 karsilastirildiginda B.henselae’nin ATCC
49882 kokeni antijeni ile kapli kuyucuklarin ELISA sonuglari, B.henselae Hifzisthha
C-48 kokeni antijeni ile kapl olan kuyucuklar arasinda fark saptanmadi (Tablo 2;
p>0.05).

Tablo 2. Grup 2 (n=11) serumlarinin farkli antijen plaklarma gore absorbans verileri

B.henselae’nin ATCC B.henselae’nin C-48

kokeni ile kapl plak kokeni ile kapli plak
Ortalama 0.74 0.70
Standart sapma 0.23 0.24
Minimum 0.37 0.44
Maksimum 0.96 1.18
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Calismaya alman {giincii grup kontrol grubudur. Herhangi bir islem
yapilmadan takip edildi. Bu grupta negatif kontrol 0.16 (+0.04) ve pozitif kontrol
1.05 (£0.04) olarak bulundu. Bu iki farkli B.henselae antijeni ile kaph
mikrotitrasyon plaklarinin “in-house” ELISA yonteminin sonuglar1 tablo 3 de

gosterilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Grup 3 (n=11) serumlarinin farkli antijen plaklarina gore absorbans verileri

B.henselae’nin ATCC B.henselae’nin C-48

kokeni ile kapli plak kokeni ile kapli plak
Ortalama 0.29 0.25
Standart sapma 0.05 0.04
Minimum 0.21 0.19
Maksimum 0.37 0.35

Arastirmaya alman her iki grup ve kontrol grubu verilerinin karsilastirmali

sunumu Sekil 2’dedir.

1,8
r—- P<0.05 - —4 i——-p>0.05———I
1,64 ! | I I
I I
[} | |
I " N
1,44 : I I
I I
[} | |
: | |
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£ ¢ 1
é 1,04 ‘
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5 087 4 A
2 ¢ [
2 0,6- ) /
T T %
0,4+
. AR
0,0 T T T T T T
B.henselae B.henselae B.henselae B.henselae B.henselae B.henselae
ATCC 49882 Hifzisithha C-48 ATCC 49882 Hifzisihha C-48 ATCC 49882 Hifzisthha C-48

Sekil 2. Farkli B.henselae kokenleri ile olusturulan denek gruplarinda antikor
Olctimleri (ara ¢izgi: ortalama; siyah kare: ortanca)
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Arastirmanin son agsamasinda insan seropozitif CMV, EBV ve T.gondii

serumlarmin farkli B.henselae kokenleri ile verdigi “capraz” reaksiyon varligi

arastirildi. B.henselae ATCC 49882 antijeni ile kapli “in-house” ELISA yonteminde

EBV pozitif hasta serumlarinin 2’sinde (%18.18), CMV hasta serumlarinin 2’sinde

(%18.18) yiiksek absorbans degerleri alinirken, T.gondii hasta serumlarinda ise

negatif kontrole gore yiiksek degerler elde edilmedi. B.henselae Hifzisihha C-48

antijeni ile kapli “in-house” ELISA yonteminde EBV pozitif hasta serumlarmnin

2’sinde (%18.18), CMV hasta serumlarinin 1’inde (%9.09) yiiksek absorbans

degerleri alinirken, T.gondii hasta serumlarinda negatif kontrole gore yiiksek degerler

elde edilmedi.

Tablo 4. insan EBV, CMV ve T.gondii antikorlarmin “in-house” ELISA plaklarinda
verdikleri reaksiyonlarin karsilastirilmasi

B.henselae ATCC

B.henselae C-48

kokeni ile yiiksek | kokeni ile yiiksek
absorbans absorbans Cohen
Say1 n % n % K katsayis1
EBYV antikorlar1 11 2 18.18 2 18.18 1.00
CMV antikorlari 11 2 18.18 1 9.09 0.62
T.gondii antikorlar1 | 11 0 0.0 0 0.0 1.00
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TARTISMA

Bartonella infeksiyonlar1 diinyada olduk¢a yaygin goriilen ve tanisinda
serolojik yontemlerin siklikla kullanildig1 zoonotik hastaliklardandir. Ozellikle HIV
pozitif gibi immiinsiiprese kisilerde ciddi infeksiyonlara neden olmaktadir. CDC,
KTH i¢in IFA yOntemini tanida Onermektedir. Ancak IFA yOnteminin her
laboratuvarda yapilamamasi, degerlendirmenin kisiye gore degisebilmesi ve
deneyimli kisilere ihtiya¢ duyulmasindan dolayr IFA yerine ELISA yOntemi
kullanilabilmektedir. “In-house” ELISA testlerinin hazirlanmasinda 6nemli bir
basamak mikrotitrasyon plaklarmin se¢imidir. Mikrotitrasyon plaklar: farkli firmalar
tarafindan tiretilmektedir ve {iretilen malzemenin yapisina bagli olarak farkli sonuglar
elde edilmektedir (84). Bu nedenle arastirmada hazirlanmasi planlanan
mikrotitrasyon plaklarmin yeterli antijen baglanmasmi saglayan plak olmasi
gerekliligi vardir. Mikrotitrasyon plagmin taban yilizeyine antijenin kaplanmasi veya
kuyucuga farkli yapidaki boncuklara baglanmis antijenlerin ilavesi ELISA testlerinde
kullanilan yontemlerdir. Polistren boncuklar daha genis ylizey elde edilmesinde,
manyetik boncuklar mRNA ve saflastirilmig proteinlere yiiksek afiniteleri dolayisiyla
secilmektedir. Poliviniliden diflorid ve nitroseliilloz proteinler igin, naylon materyal
niikleik asitler i¢in tercih edilir. Membranéz ve immunoblotting tabanli ELISA
yontemine dayali ortamlarda yilizey alanlar1 plastik olanlardan 100-1000 kat daha
fazladir. Naylon membranlar proteinlerin nonspesifik baglanmalarina ytliksek egilim
gosterirler. Bu nedenle biiylik yiizey alanina sahip olarak desorpsiyon ve
“background” sorunlar1 kantitatif deneylerde kullanimmi engeller. Mikrotitrasyon
plaklar1 i¢in en yaygim kullanilan materyal polistirendir. Polistiren nispeten daha diiz
bir ylizeye sahiptir, hidrofobik ve nontoksijendir. Diisikk “background” aktiviteye
sahiptir (85). Sunulan aragtirmanin ilk asamasinda iki farkli tiretim polistren
mikrotitrasyon plagi kullanilarak yiliksek baglanmanin gosterildigi plak secilmistir.
Ulagsilabilen literatiirde Bartonella bakterilerinin ELISA plaklar1 hazirlanmasina

yonelik plak se¢imi ile ilgili veri bulunamamastir.

B.henselae bakterileri farkli yontemler ile inaktive edilebilmektedir. Bu

yontemlerden en ¢ok sonikasyon (620 nm ses dalgas1), irradrasyon (5+10° rads) veya
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56°C’de 30 dakika bekletilerek B.henselae antijeninin inaktivasyonu saglanmaktadir
(5, 83, 74). Farkli yontemler ile inaktivasyonun Bartonella bakterilerinin antijenik
yapisina etkisi ile veri ulasgilabilen literatiirde saptanamamistir. Calismamizda
B.henselae bakterileri i¢in 56°C’de de 30 dakika bekletilerek inaktivasyon

saglanmigtir.

Karem ve ark. (83) Atlanta’da yaptiklar1 ¢alismada 10* CFU/mI B.henselae
ATCC 48992 kokenini intravaskiiler (IV), subkutan (SK) ve oral olarak farelere
verilmistir. ELISA ile B.henselae IgG diizeyleri incelenmistir. Infeksiyonun 13.
giniinden 42. giniine kadar tiim gruplarda B.henselae spesifik IgG artisi
gdzlenmistir. Ikinci doz olarak 50. giinde verilen 10* CFU B.henselae diizeyleri 1V
ve SK olarak verilenlerde 70. giinde pik yapmistir. Oral olarak verilen farelerde ise
70. giinde artis gozlenmemistir. SK olarak verilen inaktif B.henselae veya SK, oral
ve 1V olarak 3x10° CFU B.henselae tek doz verilmistir. Deneyin 21. giiniinde tiim
gruplarda B.henselae IgG titreleri belirginlesmis ve 42. giinde ise B.henselae 1gG
titrelerinin en st seviyeye ulastign goriilmiistiir. Deneyin 52. giiniinden sonra ise
B.henselae IgG titreleri diismeye baslamis ve 81. giinde B.henselae IgG titreleri
kontrol grubunun B.henselae IgG titreleri seviyelerine indigi goriilmistiir. Karem ve
ark.’nin bu arastirmasinda B.henselae’nin serum antikor diizeylerinin en yiiksek 1V
ve SK enjeksiyon yolu ile elde edildigi sonucuna varimistir. Antikor olusumu
basarisinda IV enjeksiyonun SK metoda istiin olmamasi ve IV uygulamanin zor
olmas1 nedeniyle, sunulan arastirmada SK metodoloji tercih edilmistir. Karem ve
ark.nin (83) arastirmasinda B.henselae IgG antikorlarinin 30. ve 40. giinler arasinda
en ist seviyeye ulastiklar1 goriilmiistiir. Bu siirenin devaminda antikor titrelerinin
diistiiglinii gdzlemlemislerdir. Bu siireden sonra ardisik antijenik uyarilara ihtiyag
duyulmustur. Calismada 90. giin sonunda B.henselae 1gG seviyeleri istenilen
diizeylere ulagmaktadir. Bu verilere gore, arastirmamizda denek farelerinde antikor
titrelerinin yiiksek olmast i¢in 30’ar giin ara ile ii¢ defa ayni dozda B.henselae SK
enjeksiyon ile deneklere verilmis ve deney 90 giin sonra sonlandirilmistir. Deneysel
olarak yapilan farkli arastwrmalarda da benzer antikor kinetigine ulasilmistir.

Arastirmalarda antijenik uyarmin birden ¢ok uygulandigi goriilmektedir (86).
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Kiiltiirlerde iireme siirelerinin uzun olmasi, PCR yonteminin 6zel laboratuvar
ekipmani ve sartlar1 gerektirmesi nedeniyle Bartonella tanisinda bu yontemler tercih
edilmemektedir. Hastalarda kanitlanmis Bartonella koékenlerinin neden oldugu
infeksiyonlarda PCR ile yanlis negatif sonuglar alinabilmektedir. Bunun nedenleri
ornek alimmin gecikmesi, DNA izolasyonunun azligi veya yontemin Sensitivite
smirlihi@i olabilmektedir (84). Serolojik testler ise uygulamasi kolay, siklikla tanida
kullanilan, standardize olabilen yontemlerdir (73). Ulkemizde daha 6nce Bartonella
kokenleri ile ELISA testi uygulamasi yoktur. ELISA yonteminin en 6ne ¢ikan
avantajlari; IFA ve molekiiler yontemlere gore daha ucuz, hizli ve kolay yapiliyor

olmasi ile teknisyen faktoriiniin otomatize yontemler ile diglanabilmesidir (87).

Diinyada ve iilkemizde bugiine kadar bircok mikroorganizmaya karsi
serolojik c¢aligmada “in-house” ELISA yontemi kullanilmistir. Vermeulen ve ark.
(88) tarafindan yapilan bir ¢calismada B.henselae antijeni ile “in-house” ELISA ve
“in-house” IFA yontemleri gelistirilerek bu iki yontem (B.henselae IgM ve
B.henselae 1gG seviyelerini) karsilastirilmistir. Herremans ve ark. (89) tarafindan
2009 yilinda yaptiklar1 arastirmalarinda B.henselae’ya kars1 gelisen IgM seviyelerini
“in-house” ELISA yontemi ile degerlendirmislerdir. Giladi ve ark. (90) 2001 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada Bartonella kokenleri kullanilarak yapilan “in-house” ELISA
yontemi ile bazi mikroorganizmalarla c¢apraz reaksiyonlarim1 (EBV, CMV ve
T.gondii) arastirmuglardir. Vermeulen ve ark. (80) Hollanda’da 2010 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada B.henselae antijeni ile “in-house” IFA ve “in-house” ELISA
yontemleri ile bazi mikroorganizmalarla (EBV, CMV, T.gondii, C.burnetii,
Chlamydophila pneumoniae, Streptococcus pyogenes) ¢apraz reaksiyonlarin varhigmi
arastirmuglardir. Ulkemizde yapilan c¢alismalarda ise farkli mikroorganizmalar
kullanilarak “in-house” ELISA yontemi uygulanmistir. Kaya ve ark. (91)
toksokariazisli hastalarda otoantikor varliginin arastirilmasinda Toxocara larvalarmni
cesitli islemlere tabi tutarak Toxocara ES (Excretory-Secretory) antijenlerini
filtreden siizme yoluyla “in-house” ELISA olusturularak calisilmistir. Celebi ve ark.
(92) 2013 yilinda yaptiklart ¢caligmada Francisella tularensis tanisinda kullanilan
mikroagliitinasyon testindeki (MA) reaksiyonun daha iyi goriinmesi ve sonucun daha

kolay degerlendirilmesi i¢in F.tularensis antjenlerini kullanmislardir. Coplii ve ark.
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(93) ise 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada bogmaca seroepidemiyoljik ¢aligmalarinda
“in-house” ELISA plaklarin1 olusturmuslar ve bu “in-house” ELISA ile standart
ELISA kitini karsilagtirmiglar. Yapilan “in-house” ELISA yOntemi giivenilir olarak
bulunmustur. Yapilan bu c¢alismalar olusturulan “in-house” ELISA yOnteminin
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda  kullanilabilirligini gostermektedir.
Aragtirmamizda iki farkli B.henselae antijeni (B.henselae ATCC 49882 ve
B.henselae Hifzisthha C-48) kullanilarak Bartonella infeksiyonlarmin tanisinda “in-
house” ELISA yonteminin kullanabilirligini géstermek amaglanmistir. Bartonella
infeksiyonlar1 tanisinda “in-house” ELISA testinin hazirlanarak gelistirilmesi,
hastaligin hekimler arasinda farkindaligmin artmasi, tanisal yontemin daha ekonomik

ve yaygin kullanilabilmesi agisindan yararli olacaktir.

Yabani hayvanlar Bartonella tiirleri i¢in rezervuar olabilmekte ve hastalik
hayvanlardan diret veya vektorler yoluyla insanlara bulasabilmektedir. Dogada
yasam ve aktivasyon bartonelloz yoniinden risk olusturabilmektedir. Kedilerde B.
henselae seropozitifliginin 1liman ve nemli bolgelerde yiiksek, soguk ve kurak
bolgelerde diisiik oldugu goriilmektedir. Bu da iliman iklimlerde kedi pirelerinin
artan cogalmalarindan kaynaklanmaktadir. Buna bagli olarak nemli, iliman iklim
sartlarinda kedi pireleri kedilerde yogun enfestasyon olusturmakta ve B. henselae
prevalansi yiiksek olmaktadir. Cok sicak veya ¢ok soguk bolgelerde ise B. henselae
prevalans: disiiktiir (94, 95). Bolgemizdeki yapilan arastirmalarda Denizli kuzey
kirsal bolgesinde B.henselae seropozitifligi %44.0, veteriner ve hayvancilik
yapanlarda %29.6 olarak gosterilmistir (6, 96). Bolgemizde kan dondrlerinde B.
henselae IgG seropozitifligi %6.0 olarak saptanmustir. (5, 6). Normal populasyonda
B.henselae 1gG pozitifligi goriilebilmektedir. Bunun nedeni toplumun yasam
ozelliklerine bagl olarak B.henselae’ya maruz kalmasina bagl olabilmektedir (74,
97). Cogunlukla saglikli bireylerde subklinik tablolara neden olan B.henselae,
immiin siiprese ve organ transplantasyonu olan hastalarda ciddi klinik tablolar
olusturabilmektedir. Yapilan ¢aligmalar karaciger ve bobrek gibi organ nakillerinde
hastalarin ~ bartonelloz  agisindan da  degerlendirilmesini  desteklemektedir.
Bolgemizde bobrek alicilarinda yapilan arastrrmada 59 hastanin serum ve plazma
orneklerinde “in-house” IFA ydntemi ile B.henselae antikor pozitifligi sirasiyla

%16.9 ve %6.8 oraninda tespit edilmistir (98). Tiiberkiiloz ve malignensi gibi immun
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stipresif hastalarda goriilebilecek Bartonella infeksiyonlarmin diisiiniilmedigi igin ya
da yanlis tanimlandig1 i¢in yanlis tani ile tedaviye alindiklari ileri stiriilmektedir (99).
Ulkemizde bdlgemiz disinda insan bartonellozu verileri Denizli ile benzer iklim ve
cografya ozellikleri gosteren Aydin ilinde yapilmistir (6, 100). Aksoy ve ark. (100)
yaptiklar1 tez arastirmasinda Aydin’in  merkez ve ilgelerinde B.henselae

seroprevalans: % 6.1, B.quintana seroprevalansi %2.0 olarak bulunmustur.

Bu veriler ile karsilastirildiginda bolgemizde Bartonella tiirlerine karsi
seroprevalans  oranlar1  ylksektir. Hipotetik olarak bdlgemizde saptanan
seroprevalans pozitiflik oranina goéz Oniine alindiginda saglik kurumuna bagvuran
hastalarda Bartonella infeksiyonunun taninmadigi/disiiniilmedigi 6ne siiriilebilir.
Buna bir ¢6ziim olarak Bartonella infeksiyonlarinmn tanisina yonelik hizli ve ucuz

yontemler yayginlastirilmalidir.

Lappin ve ark. (101) tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismada atesi olan ve
atesi olmayan (kontrol grubu) 81’er kedide PCR ve ELISA yoOntemlerini
karsilagtirilmis. Atesi olan kedilerin 8’inde, kontrol grubundaki kedilerin ise 5’inde
ELISA ve PCR yonteminin her ikisinde de Bartonella sp. pozitif bulunmustur. Atesi
olan grubun 21 tanesinde kontrol grubunun ise 34 tanesinde Bartonella sp. ELISA
yontemi ile pozitif ve PCR yontemi ile negatif bulunmustur. Atesi olan grubun
6’smda kontrol grubunun ise birinde Bartonella sp. ELISA yontemi ile negatif ve
PCR yontemi ile pozitif bulunmustur. Atesi olan grubun 46’sinda kontrol grubunun
ise 41’inde Bartonella sp. hem ELISA yonteminde hem de PCR yonteminde negatif
bulunmustur. Sunulan arastirma Lappin ve ark.’nin yaptig1 arastirmadan farkli olarak
Balb/c farelerinde yapilmistir. Deneklere subkutan olarak farkli B.henselae kokenleri
uygulanmis, Karem ve ark. yaptiklar1 calisma referans almarak 90. giiniinii
tamamlayan farelerden almman serum Ornekleri B.henselae kokenlerine karsi olusan
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antikorlar “‘in-house’” ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Deneklerde ates

kontrollii yapilmamustur.

Sunulan c¢alismada iki farkli B.henselae kokenleri ile olusturulan

infeksiyonlarda antikor diizeylerinin &l¢iimlerinde farkli veriler elde edildigi
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goriilmektedir (Sekil 2). B.henselae ATCC 49882 antijeni ile kapli “in-house”
ELISA yonteminde antikor seviyeleri, ayn1 koken ile enfekte edilen grupta
B.henselae Hifzisthha C-48 antijeni ile kapli “in-house” ELISA ydntemindeki
antikor seviyelerine gore daha yiiksek saptanmiglar (p<0.05). Bu iki koken arasindaki
farkin nedenleri olarak, iki farkli B.henselae kokeninin antikor cevabi olusturan
antijenik yapilarmm farkli olabilecegi, mikrotitrasyon plaklarinda kaplanan
B.henselae’nin antijenik epitoplarinda degiskenlikler ve bu degiskenlikler nedeniyle

aktivite kaybina bagl farkl 6l¢ctim degerleri elde edildigi 6n goriilebilir.

B.henselae ile yapilan IgM 6l¢iim testlerinde farkli Bartonella genotiplerinin
bolgesel dagilimlara bagl olarak farkli sonuglara neden olabilecegi bildirilmistir.
Almanya’daki KTH tanili hastalarda yapilan bir arastirmada hem Bartonella genotip
I (serotip Houston I) hem de Bartonella genotip II (serotip Marseilles IT) kokenleri
ile olusan infeksiyonlarin serolojik degerlendirmelerinde farkhiliklarin goriildigi

rapor edilmistir (74).

Vermeulen ve ark. (88) Hollanda’da 2007 yilinda yaptiklar1 ¢calismada PCR
sonuglar1 ve klinik bilgilere gore hastalar1 KTH ve kontrol gruplarma ayirmiglardir.
KTH grubunda 51, kontrol grubunda 56 kisi bulunmaktadir. IFA ile KTH grubundaki
hastalardan 3’iinde IgM pozitifligi saptanmistir. Kontrol grubunun hepsi negatif
bulunmustur. IFA testinin sensitivitesi %6, spesifitesi %100 olarak belirlenmistir. In-
house IFA ile KTH grubundaki hastalardan 27’sinde, kontrol grubunda ise 4 hastada
IgM pozitif olarak Ol¢iilmiistiir. In-house IFA IgM testinin sensitivitesi %53,
spesifitesi %93 olarak belirlenmistir. In-house IFA ile KTH grubundaki hastalardan
34’tinde, kontrol grubunda ise 10 hastada IgG pozitif olarak 6l¢iilmiistiir. In-house
IFA 1gG testinin sensitivitesi %67, spesifitesi %82 olarak belirlenmistir. IgG ve IgM
birliktegindeki “in-house” IFA ydnteminde ise sensitivitesi %86, spesifitesi %77
olarak gozlemlenmistir. In-house ELISA ile KTH grubundaki hastalardan 33’{inde,
kontrol grubunda ise 5 hastada IgM pozitif bulunmustur. In-house ELISA IgM
testinin sensitivitesi %65, spesifitesi %91 olarak belirlenmistir. In-house ELISA ile
KTH grubundaki hastalardan 14’{inde, kontrol grubunda ise 5 hastada IgG pozitifligi

goriilmiistiir. In-house ELISA 1gG testinin sensitivitesi %28, spesifitesi %91 olarak
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belirlenmistir. Ayrica hastalardan iki hafta araliklarla kan 6rnekleri alinmig IFA ve
ELISA yontemiyle calisilmistir. IFA ydnteminde B.henselae IgM diizeylerinin
ortalama 6-8 haftadan sonra diistiigii gozlemlenmistir. B.henselae 1gG seviyeleri ise
6-8 haftada pik yaptigi goriilmiistiir. ELISA yonteminde ise B.henselae IgG testinin
sensitivitesi diisiik olmasindan dolay1 sonuglar agiklanamamustir. B.henselae IgM
ELISA ve IFA yontemleri sonuglar arasinda %86 uyumluluk bulunurken B.henselae
IgG ELISA ve IFA yontemleri arasinda ise bu oran %67 bulunmustur. KTH
grubundaki hastalardan lenfadenopatilerden PCR yOntemiyle genotipleme
yapilmistir. Caligmaya alinan hastalarin 32’sinde B.henselae genotip | (serotip
Houston 1), 15’inde ise B.henselae genotip Il (serotip Marseilles 1) olarak
belirlenmistir. B.henselae genotip II’nin B.henselae 1gG ELISA serolojik testin

sensitivitesi, B.hensela genotip I’den istatistiksel olarak daha anlamli bulunmustur.

Bergmans ve ark. (74) Hollanda’da yaptiklar1 ¢alismada muhtemel KTH olan
22 kisi calismaya almmistir. Bu hastalarin 19’unda PCR pozitif, 3’iinde ise PCR
negatif bulunmustur. PCR sensitivitesi %86.4 olarak belirlenmistir. B.henselae IgM
ELISA yontemiyle 21 hastanin 15’1 pozitif, 3’1 siipheli pozitif ve 3’ de negatif
bulunmustur. B.henselae IgM ELISA yoOnteminin sensitivitesi %71.4 olarak
degerlendirilmistir. B.henselae IgG ELISA y6ntemiyle 21 hastanin 2’si pozitif, 17’si
stipheli pozitif, 2’si de negatif olarak Ol¢iilmiistiir. B.henselae 1gG ELISA
yonteminin sensitivitesi %9.5 olarak belirlenmistir. IFA B.henselae IgM yontemiyle
22 hastanin 11’1 pozitif, 11’ide negatif bulunmustur. IFA B.henselae IgM yontemiyle
sensitivitesi %50 olarak belirlenmistir. IFA B.henselae IgG yontemiyle 22 hastanin
9’u pozitif, 11’1 siipheli pozitif, 2’si de negatif bulunmustur. IFA B.henselae 1gG
yonteminin sensitivitesi %40.9 olarak belirlenmistir. Ayrica kan dondrleri de
calismaya almarak ELISA ve IFA yontemiyle degerlendirmisler. IFA B.henselae 1gG
yontemiyle 60 dondrden 3’i pozitif, 33’si slipheli pozitif, 24 negatif olarak
bulunmustur. IFA B.henselae IgG yonteminin spesifitesini %95 olarak belirlenmistir.
IFA B.henselae IgM yontemiyle 60 dondrin 60’1 da negatif Olgiilmistiir. IFA
B.henselae IgM yonteminin spesifitesi %100 olarak bulunmustur. ELISA B.henselae
IgG yontemiyle 60 dondrden 2’si pozitif, 37’si silipheli pozitif, 21 negatif
Olclilmiistiir. ELISA B.henselae IgG yonteminin spesifitesi %96.7 olarak
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bulunmustur. ELISA B.henselae IgM yontemiyle 60 dondrden 1’i pozitif, 2’si
stipheli pozitif, 57’si ise negatif olarak saptanmistir. ELISA B.henselae IgM

yonteminin spesifitesini %98.3 bulunmustur.

Maurin ve ark. (102) 2002 yilinda Fransa’da 104 hasta ile yaptiklari
caligmada (68 KTH, 17 endokardit (5’1 B.henselae, 12’si B.quintana), 19’u kronik
B.quintana bakteriyemisi olan evsiz kisiler) KTH olan hastalarin serum
orneklerinden cut-off degeri 64 olarak alinan “in-house” IFA ve “in-house” ELISA
yontemi ile B.henselae IgG antikorlarinin sensitiviteleri “in-house” IFA yonteminde
%52.9, “in-house” ELISA yonteminde %91.2 olarak bulunmustur. Serum
orneklerindeki median degeri B.henselae IgG titre degerleri “in-house” ELISA
yontemi i¢in 256, “in-house” IFA yOntemi ic¢in ise 64 olarak bulunmustur. Sonug
olarak “in-house” ELISA yontemi B.henselae kokenlerine karsi gelisen IgG
antikorlar1 i¢in “in-house” IFA yOntemine gore sensitivitesi daha yliksek

bulunmustur.

Sander ve ark. (99) yaptiklar1 ¢alismada 1998 yilinda Almanya’da 42 KTH
olan kisiler ¢alismaya almmustir. Kontrol grubu A, B ve C olmak {lizere iice
ayrilmistir. Grup C kedi ile temas1 olmayan 142, grup B kedi ile son temasi alt1
aydan daha fazla olan 65 ve grup A kedi sahibi olan 63 kisiden olusmaktadir.
Calismada A ve B olmak iizere iki farkli IFA yontemi kullanilmistir. Test A yontemi
saglikli yetigskinlerdeki B.henselae igin, test B ise hasta grubundaki Kkisilerde
B.quintana ve B.henselae igin IFA yontemi olarak ¢alisilmistir. Kontrol grubundaki
270 kisiden 189°u seronegatif, 4 kiside ise 512 titre ve iizerinde pozitiflik
saptanmustir. B.henselae IgG antikorlar1 agisindan karsilagtirilan bu iki test %83
uyumluluk gostermistir. Fakat serolojik ¢aligmalarda sadece 10 hastada ayni titrede
pozitiflik saptanmistir. Diger hastalarin titre degerleri farkli bulunmustur. KTH olan
38 hastanin >64 titre tizerindeki B.henselae ve B.quintana antikorlarina gére 6’sinda
B.henselae titreleri yiiksek, 14’tinde B.quintana titresi yiiksek bulunmustur. 18
hastada ise her iki Bartonella tiiriinde esit titrede antikor saptanmistir. Zengwill ve
ark. (26) Atlanta’da yaptiklar1 c¢alismada; B.henselae kokeni kullanarak IFA
yonteminin sensitivitesi %84 (45 KTH olan kisilerin 38’1 pozitif) spesifitesi ise %96
(112 kontrol grubunun 108’1 negatif) olarak bulunmustur. Barka ve ark. (103)
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yaptiklar1 ¢alismada, B.henselae’ya karsi IFA ve ELISA serolojik yontemlerini
karsilastirmiglardir. ELISA yonteminin IFA yontemine gore daha sensitif ve daha
spesifik oldugunu gostermislerdir. Szelc-Kelly ve ark. (104) yaptiklar1 ¢alismada,
yine ELISA ve IFA serolojik yontemlerini karsilastirmiglardir. Bartonella 19G
antikorlar1 IFA yOnteminde daha sensitif ve daha spesifik olarak bulunmustur.
Herremans ve ark. (89) tarafindan 2009 yilinda Hollanda’da yapilan ¢alismada, KTH
olan PCR pozitif 126, KTH olan PCR negatif 69 ve KTH siiphesi olan 123 kisi
calismaya alinmistir. PCR pozitif hastalarin 71’inde ELISA IgM pozitifligi, 45’inde
ELISA IgG pozitifligi bulunmustur.  Arastirmada B.henselae IgM ELISA
yonteminin sensitivitesini %56.3, spesifitesini %98.4 ve B.henselae 1gG ELISA
yonteminin ise sensitivitesini %35.7, spesifitesini ise %97.6 olarak bulunmustur.
Calismadaki 123 siipheli KTH olanlarda ELISA y6ntemi ile 18’inde B.henselae IgM
pozitif bulunmustur. B.henselae IgG ELISA degerleri, PCR pozitif ve PCR negatif
hastalarin degerleriyle benzer bulunmustur. PCR pozitif ve PCR negatif hastalarin
B.henselae IgG degerleri kontrol grubuna gore 6nemli derecede yiiksek bulunmustur.
Sunulan c¢alismada B.henselae ATCC 49882 kokeni kullanilarak deney
hayvanlarinda olusturulan antikor diizeyleri “in-house” ELISA yontemi ile
arastirtlmigtir. Bu antikorlar B.henselae ATCC 49882 antijeni ile kapli “in-house”
ELISA yonteminde degerlendirilmis, 11 serum 6rneginden 10’u (%90.91) pozitif, 1’1
(%9.09) negatif bulunmustur. B.henselae Hifzisihha C-48 antijeni ile kaplanan “in-
house” ELISA yonteminde ise 9’unda (%81.82) pozitif, 2’inde (%18.18) negatif
olarak bulunmustur (Tablo 1). Calismamizda ayrica denek hayvanlarinda B.henselae
Hifzisihha C-48 antikorlar1 olusturulmustur. Olusturulan bu antikorlar B.henselae
ATCC 49882 antijeni ile kapli “in-house” ELISA yontemi ile ¢aligilmistir. Onbir
serum Orneginden 9’u (%81.82)  pozitif, 2’si (%18.18) negatif bulunurken,
B.henselae Hifzisthha C-48 antijeni ile kapli “in-house” ELISA yonteminde ise bu
serumlarin 8’inde (%72.73) pozitif, 3’linde (%27.27) negatif olarak bulunmustur
(Tablo 2). Negatif olarak bulunan serum 6rneklerinin ELISA degerleri siipheli (gri)
zonda yer almaktaydi. Deney hayvanlarinda antikor olusturulmadan elde edilen
serum Orneklerinin hepsinde ise her iki B.henselae antijenlerinde “in-house” ELISA

yontemi negatif olarak bulunmustur (Tablo 3).
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T.gondii zorunlu hiicre i¢i bir parazittir. Diinyada yaygm olarak goriilen
infeksiyonlardandir. Sicak ve nemli yerlerde, kuru yerlere oranla daha sik
infeksiyona neden olmaktadir. insanlarda infeksiyon en sik doku kisti iceren ¢ig veya
az pigmis etlerin ve ookistlerle kirlenmis su ve gidalarin tiiketilmesi yoluyla veya
gebelik sirasinda infeksiyon gegiren annelerden transplasental gegis ile konjenital
infeksiyon olarak goriilmektedir (105). Tiirkiye’de tokSoplasmosis seropozitifligi
konusunda yapilan ¢alismalarda anti-Toxoplasma IgM oranlar1 %0.68-13.4, I1gG
oranlar1 ise %23.1-57.6 olarak bildirilmistir. T.gondii infeksiyonu tanisinda ELISA,
IFAT ve Western blot’dan yararlanilmaktadir. (105, 106).

EBV, herpesviriis ailesinin lenfotropizm ile karakterli bir iiyesidir. Ozellikleri
herpesviriislerin genel 6zelliklerine benzer; niikleokapsit i¢inde ¢ift-sarmalli DNA ve
viral glikoproteinleri igeren lipit zarftan olusur. EBV infeksiyonu diinyada yaygin
olarak goriilen bir hastaliktir ve toplumda eriskinler arasinda yaklasik %90 oraninda
seropozitiflik vardir. Pek ¢ok laboratuvarda rutin olarak EBV infeksiyonunun
serolojik tanisinda ELISA testleri yaygm olarak kullanilmaktadir (107). CMV,
herpesvirus ailesinin bir liyesidir. Hiicre i¢inde tipik intrantikleer ve intrasitoplazmik
inkliizyon cisimcikleri olusturan virtislerdir. 230 kb’lik genom yapisiyla bilinen en
biliyiik insan herpes viriisiidiir. Cift iplikli lineer DNA genomu igerir. DNA’nin
cevresinde ikozahedral simetride bir kapsid yer alir. Kapsid diginda tegiiment veya
matriks olarak adlandirilan bir tabaka ve en dista hepsini ¢evreleyen bir zarf bulunur.
Tek kaynagi insan olan CMV tiim diinyada yaygmn olarak goriilmektedir. CMV
infeksiyonu tanisinda en sik ELISA yontemi olmak iizere pek ¢ok serolojik yontem
kullanilmaktadir (108, 109).

Bu  mikroorganizmalarin  yaptiklar1  infeksiyonlar  yaygmn  olarak
goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda bu mikroorganizmalarin B.henselae kokenleri
ile capraz reaksiyon verdikleri gosterilmistir. Bu bilgilere gére planlanan arastirmada
B.henselae kokenleri ile EBV, CMV ve T.gondii seropozitif hasta serumlarmin
capraz reaksiyonu arastirilmistir. B.henselae ve B.quintana’nin serolojik tanimlama
testlerinde ¢apraz reaksiyon pozitifliginin oldugu bilinmektedir. Aksoy ve ark. (100)
2011 yilinda IFA ile yaptiklari tez caligmasinda, B.henselae pozitif bulunan 21 serum
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orneginin 7’sinde B.quintana pozitif, 14’tinde B.quintana negatif bulunmustur. Bu
bulgularin Bartonella tiirleri arasindaki ¢apraz pozitiflige bagli oldugunu

diistinmiislerdir.

Sander ve ark. (99) yaptiklar1 ¢alismada EBV (n=9), CMV (n=9), T. gondii
(n=15) ve Chlamydia pneumoniae (n=15) pozitif olan hasta serumlarinda g¢apraz
reaksiyonu arastirmiglardir. Calismada B.henselae ile bu mikroorganizmalar arasinda
IFA yontemi ile ¢apraz reaksiyon bulanamamustir. Giladi ve ark. (90) Oklahoma
sehrinde yaptiklar1 ¢alismada Bartonella ile ¢apraz reaksiyonlari incelemislerdir.
Capraz reaksiyon incelemesi igin 46 kiside EBV, 9 kiside CMV, 31 kiside T.gondii
akut infeksiyonu olan pozitif serum 6rnekleri degerlendirmeye alimmistir. Bu pozitif
serum Ornekleri ile “in-house” ELISA testi ile capraz reaksiyon goriilmemistir.
Zbinden ve ark. (82) 1997 yilinda Isvigre’de yaptiklari ¢alismada, KTH olan 20
cocuk ve 20 lenf nodu KTH olan ¢ocuk ve 20 kan dondriinii IFA yontemi ile
degerlendirmistir. 20 KTH olan ¢ocuklarm 18’inde B.henselae IgM pozitif olarak
tespit edilmistir. Iki kan dondriinde ve ii¢ lenf nodu olan hastada B.henselae IgM
pozitif oldugu goriilmiistiir. Ayrica 20 hastada EBV kapsid antijeni IgM pozitif olan
hastalarda B.henselae IgM pozitifligi saptanmistir. Bu ¢alismada IFA sensitivitesi
%70-90, spesifitesi %87,5-100 olarak bulunmustur. Maruyama ve ark. (110) 2000
yilinda Tayland’da yaptiklar1 calismada 163 kan dondriinde IFA yontemiyle
caligmislardir. Bu donorin 9’unda B.henselae IgG, 2’sinde B.henselae IgM ve 5’inde
T.gondii pozitif olarak bulunmustur. B.henselae IgG pozitif olan hastalarn 3’{inde ve
B.henselae IgM pozitif olan hastalarin 2’sinde ayni1 zamanda T.gondii pozitifligi de

saptanmuistir.

Capraz reaksiyonlarla ilgili olarak literatiirde az sayida yayina rastlanmigtir.
En genis kapsamli arastirma Vermeulen ve ark. (80) tarafindan Hollanda’da 5 farkli
yontem ile yapilmigtir. Bu aragtirmalarinda 141 EBV, 39 CMV, 20 T.gondii, 54
S.pyogenes, 14 C.pneumoniae, 21 C.burnetii pozitif olan hasta serumlar1 dort farkli
tiretime sahip IFA (birisi “in-house”, digerleri ticari IFA) ve ayrica “in-house”
ELISA yontemiyle caligilmistir. Test A (IFA) da EBV pozitif serumlarin %1 inde,

S.pyogenes pozitif serumlar %2’sinde, C.burnetii pozitif serumlarin ise %20’sinde
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capraz reaksiyon pozitifligi goriilmiistiir. Test B (Marseilles IFA) da EBV pozitif
serumlarin %9’unda, CMV pozitif serumlarin %3’{inde, T.gondii pozitif serumlarin
%20’sinde, S.pyogenes pozitif serumlarm %19’unda, C.pneumoniae pozitif
serumlarm %14’tinde, C.burnetii pozitif serumlarin ise %20’sinde capraz reaksiyon
pozitifligi gorilmiistir. T.gondii pozitif olanlarda en fazla ¢apraz reaksiyon bu
yontemle bulunmustur. Test C (“in-house” IFA) de EBV pozitif serumlarin %1’inde,
S.pyogenes pozitif serumlarin %2’sinde, C.burnetii pozitif serumlardan ise %15’inde
capraz reaksiyon pozitifligi goriilmistiir. Bu calismada en az ¢apraz reaksiyon “in-
house” IFA yonteminde goriilmiistiir. Test D (“in-house” ELISA) da EBV pozitif
serumlarm  %24’tinde, CMV pozitif serumlarin %24’inde, T.gondii pozitif
serumlarin %5’inde, S.pyogenes pozitif serumlardan %8’inde, C.pneumoniae pozitif
serumlarm %36’sinda, C.burnetii pozitif serumlarin ise %20’sinde ¢apraz reaksiyon
pozitifligi goriilmiistir. EBV ve CMV pozitif olanlarda en fazla ¢apraz reaksiyon
“in-house ELISA” yonteminde bulunmustur. Test E (IFA) da EBV pozitif serumlarin
%8’inde, CMV pozitif serumlarin %5’inde, S.pyogenes pozitif serumlarin %?2’sinde,
C.burnetii pozitif serumlarin ise %13’linde ¢apraz reaksiyon pozitifligi bulunmustur.

Sunulan arastirmamizda iki farkli B.henselae kokenleri ile hazirlanan “in-
house” ELISA yontemleri ile EBV (n=11), CMV (n=11) ve T.gondii (n=11) pozitif
olan hasta serumlarinda ¢apraz reaksiyonlar1 incelenmistir. B.henselae ATCC 49882
antijeni ile kapli “in-house” ELISA yonteminde EBV pozitif hasta serumlarmin
2’sinde (%18.18), CMV hasta serumlarinin 2’sinde (%]18.18) pozitif reaksiyon
almmistr  (Tablo 4). T.gondii hasta serumlarinda ise ¢apraz seropozitiflik
saptanmamustir. B.henselae Hifzisthha C-48 antijeni ile kapli “in-house” ELISA
yonteminde ise EBV pozitif hasta serumlarinin 2’sinde (%18.18), CMV hasta
serumlarmin 1’inde (%9.09) pozitif reaksiyon verdi. T.gondii hasta serumlarinda

pozitiflik goriillmemistir (Tablo 4).

Sunulan arastirmada farkli B.henselae antijenleri kaplanan plaklarda ELISA
yontemi ile antikor seviyeleri gruplar arasinda farkli olarak olarak degerlendirildi.
Ulkemizde benzer arastirmalar olmakla birlikte Tiirkiye’de KTH ve immiinsiiprese

hastalarda Bartonella infeksiyonlar1 vaka bildirimleri bulunmaktadir. Planlanacak
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arastirmalar ile sunulan aragtirmada gosterildigi sekilde laboratuvar ortaminda
hazirlanacak ELISA plaklarinda toplum taramalar1 ve/veya olgu tanilar1 yapilmalidir.
Yeni gelistilmekte olan yontemler ile Bartonella antijenlerine karsi tanisal serolojik

cevabin arastirilmasi da bu planlamalara dahil edilmelidir.
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SONUCLAR

Bu calismada farkli B.henselae kokenlerinde BALB/c farelerine subkutan
yolla verilerek antikor olusturuldu. Deney asamasmin 80.’inci giliniinde
BALB/c farelerinden serum ornekleri alinarak antikor olustugu gosterilerek

deney 90. giinde sonlandirildi.

BALB/c farelerinde B.henselae ATCC 49882 kokeni ile antikor olusturulan
serumlarda B.henselae ATCC 49882 antijeni ile kapli “in-house” ELISA
yonteminde %90.91 pozitif, %9.09 negatif ve B.henselae Hifzisihha C-48
antijeni ile kapli “in-house” ELISA yonteminde %81.82 pozitif, %18.18
negatif olarak bulundu.

B.henselae Hifzisthha C-48 antikorlarinda ise B.henselae ATCC 49882
antijeni ile kapli “in-house” ELISA yonteminde %81.82 pozitif, %18.18
negatif ve B.henselae Hifzisihha C-48 antijeni ile kapl “in-house” ELISA
yonteminde %72.73 pozitif, %27.27 negatif olarak bulundu.

Kontrol grubu serumlar1 her iki B.henselae antijeni ile kapli ELISA

plaklarinda negatif olarak saptandi.

B.henselae ATCC 49882 antijeni ile kapli “in-house” ELISA yonteminde
EBV pozitif hasta serumlarinin 2’sinde (%18.18), CMV hasta serumlarmin
2’sinde (%18.18) pozitif reaksiyon verdi. T.gondii hasta serumlarinda

pozitiflik goriilmedi.

B.henselae Hifzisthha C-48 antijeni ile kapli “in-house” ELISA yonteminde
EBV pozitif hasta serumlarinin 2’sinde (%18.18), CMV hasta serumlarinin
1’inde (%9.09) pozitif reaksiyon verdi. T.gondii hasta serumlarinda pozitiflik

goriilmedi.
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