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OZET

Organ nakli, son dénem bdbrek hastaliklarinda hayat kalitesini artiran 6nemli bir tedavi secenegidir.
Bobrek nakil alicilarinda, doku atiliminin 6nlenmesi amaciyla uygulanan immiinstpresif tedavi enfeksiyon-
lara yatkinlik olusturmaktadir. Saglikli bireylerde sistemik, yaygin ve sessiz klinik tablolara neden olan Bar-
tonella henselae, immiinsipresif hastalarda tedavi edilmedigi takdirde 6liimle sonuglanabilen enfeksiyon-
lara yol acabilmektedir. B.henselae enfeksiyonlarinin tanisinda serolojik yontemler, uygulamalarinin pratik
olmasi ve hizli sonug vermeleri nedeniyle tercih edilmektedir. Son yillarda literatiirde 6zellikle karaciger ve
bobrek organ nakilleri sonrasinda bartonelloz kliniginin gorildigine dair raporlar artmistir. Bu calismada,
bobrek nakil alicilarinin serum ve plazma orneklerinde B.henselae’ye karsi saptanan antikor seropozitifligi-
nin sunulmasi amaclanmistir. Calismamizda, hem bobrek nakli olmus hastalarda antikor seropozitifliginin
belirlenmesi, hem de serum ve plazma 6rneklerinden elde edilen sonuglar arasinda farklilik olup olmadig
degerlendirilmistir. Calismaya, Pamukkale Universitesi Saglik, Arastirma ve Uygulama Merkezi Organ Nak-
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li Biriminde takip edilen 59 bobrek nakil alicisindan (32 erkek, 27 kadin; yas araligi: 20-65 yil) toplanan se-
rum ve plazma 6rnekleri dahil edilmistir. Liyofilize B.henselae ATCC 49882 (Houston-1) susu stispanse edil-
dikten sonra, B.henselae'nin Vero hiicre kiltirlerine ko-kiltiivasyonu Zbinden ve arkadaslan [Clin Diagn
Lab Immunol 1995, 2(6): 693-5] tarafindan belirtilen sekilde yapilmistir. Hiicrelerin tek tabaka olusumu
saglandiktan sonra, flasklar icinde ko-kiiltlivasyona alinmistir. Enfekte hiicreler ile kaplanan lamlar kullani-
larak gerceklestirilen “in house” immiunofloresan antikor (IFA) yontemiyle B.henselae antikorlarinin varhig
1/64 tarama dillisyonunda serum ve plazma 6rneklerinde arastirilmistir. Calismamizda, hastalarin serum
ve plazma orneklerinde B.henselae antikor pozitifligi sirasiyla %16.9 (10/59) ve %6.8 (4/59) oraninda tes-
pit edilmistir (Cohen k= 0.37). Saptanan kappa degeri, serum ve plazma 6rnekleri ile alinan sonuglarin “or-
ta uyumlu” oldugunu gostermektedir. Her ne kadar genel uygulama olarak serolojik yontemlerde serum,
molekiler yontemlerde ise plazma 6rneklerinin kullanimi tercih edilmekteyse de, plazma 6rnekleri ile cali-
silan IFA yonteminde yalanci negatiflik oranlarinin artacagr akilda tutulmalidir.

Anahtar sézciikler: Bartonella henselae; transplantasyon; seroprevalans; immdinofloresan antikor; serum;
plazma.

ABSTRACT

Solid organ transplantation is an important therapeutic choice to improve the life quality of patients
with end-stage renal disease. Renal transplant recipients have to take immunosuppressive therapy to pre-
vent transplant rejection. However, this treatment increases susceptibility to infection. Bartonella henselae
causes systemic, disseminated and silent manifestations in healthy individuals, while the mortality rate is
high in immunosuppressive patients in the case of untreated bartonellosis. The diagnosis of B.henselae in-
fections is usually based on serological methods since they are practical, simple and rapid. Recent reports
indicated that bartonellosis seen after liver or kidney transplantation have been increased. The aim of this
study was to present the antibody seropositivity of B.henselae detected in the serum and plasma samples
of renal transplant recipients. This study was aimed to evaluate the antibody seroprevalence in renal
transplant recipients and also to compare the antibody results obtained from serum and plasma samples.
A total of 59 renal transplant recipients (32 male, 27 female; age range: 20-65 years) followed by Transp-
lantation Unit of Health, Research and Training Center of Pamukkale University, were included in the
study. After suspension of lyophilised B.henselae ATCC 49882 (Houston-1); B.henselae co-cultivation to Ve-
ro cell culture was performed by the method recommended by Zbinden et al. [Clin Diagn Lab Immunol
1995; 2(6): 693-5]. The cells were taken to co-cultivation in flasks after development of monolayers. In
house immunofluorescence antibody (IFA) method was performed with the use of infected cell-coated sli-
des. B.henselae antibodies were studied at 1/64 screening dilution both in serum and plasma samples. In
our study B.henselae antibody positivity rates found in serum and plasma samples of the patients were
16.9% (10/59) and 6.8% (4/59), respectively (Cohen k= 0.37). This detected kappa value indicated that
the results of serum and plasma samples revealed “fair agreement”. It should be kept in mind that the
use of plasma samples in IFA tests would increase the false negative results. Thus the results of this study
supported the general approach for the preference of serum samples for serological tests.

Key words: Bartonella henselae; transplantation; seroprevalance; immunofiuorescent antibody; serum;
plasma.

GIRis
Son dénem bobrek yetmezliginde organ nakli sagkalimi uzatan bir tedavi secenegidir’.

Ancak nakledilen organin atiiminin engellenmesi icin uygulanan immudinsupresif tedavi,
enfeksiyon riskini artirmaktadir. Ozellikle kronik, latent ve subklinik enfeksiyona neden
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olan mikroorganizmalar, nakil sonrasi donemde ciddi klinik tablolara neden olabilmekte-
dir. Bu enfeksiyon etkenlerinden biri de saglikli bireylerde cogunlukla subklinik tablolara
neden olan Bartonella henselae'dir. Son yillarda literattrde 6zellikle karaciger ve bobrek or-
gan nakilleri sonrasinda bartonelloz kliniginin gériildiigiine dair raporlar artmistir®®,

Bartonella cinsi tyeleri, fakultatif hiicre ici bakteriler olup, vektorlerle bulasan, rutin kil-
turlerde zor Ureyen, hemotropik gram-negatif basillerdir. Bu cins icinde en az alti tiriin
(B.henselae, B.bacilliformis, B.quintina, B.elizabetheae, B.vinsonii, B.koehlerae) insanlarda
hastalik yapabildigi bildirilmistir. Kedi tirmig1 hastaligi, Carrion hastaligi, siper atesi, basil-
ler anjiyomatoz, peliozis hepatit, kronik bakteriyemi, endokardit, kronik lenfadenopati ve
norolojik bozukluklar, etiyolojisinde Bartonella tirlerinin bulundugu hastaliklardir. En yay-
gin bulundugu dogal konak kedilerdir. insandaki enfeksiyonlar kedi tirmalamasi, 1sirmasi
ya da yalamasinin sonucu gelisir; ancak artropod isirmasiyla bulas da bildiriimektedir®'2.

B.henselae enfeksiyonlarina yanit, enfekte konagin immiin durumuna baghdir. immin
sistemi saglikh bireylerde enfeksiyon 2-4 ayda sonlanan immun yanitla birlikte lenfatik-
lerde sinirh kalirken, immiinsiipresif hastalar basiller anjiyomatéz icin risk altindadir'’.
AIDS hastaligi ve organ nakli olan immin duskiin hastalarda kedi tirmigi hastaligi lenf
nodlarindan yayilabilmekte, néroretinit ve koryoretinite neden olabilmektedir?8138 |n-
sanlarda B.henselae’ye karsi antikor seroprevalansi toplumlara ve cevresel 6zelliklere go-
re farklilik gosterebilir. Ulkemizde ise saglikl kisilerde bartonelloz seroprevalansi hakkin-
da veriler heniiz cok azdir'®2°, immiin sistemi baskilanan bir grup olarak organ nakil ali-
cllarinda bartonelloz orani ise hentiz bilinmemektedir.

B.henselae tanisinda lenf nodundan veya enfekte dokulardan alinan biyopsi 6rnekle-
rinde PCR yontemi tani koydurucudur. Ancak invazif islem gerektirmeyen serolojik test-
ler [immiinofloresan antikor (IFA), ELISA, Western blot] tanida ilk basamagi olusturur?'.
Organ nakil hastalarinin nakil sonrasi kontrol muayenelerinde cesitli testler icin serum ve
plazma ornekleri laboratuvarlara gonderilmektedir. Son yillarda kullanilan IFA teknigiyle
antikorlarin varligi serumda aranmaktadir. Sunulan arastirmada bobrek nakil alicilarinda
B.henselae’ye karsi antikor seroprevalansinin serum ve plazma orneklerinde arastiriimasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Arastirmaya Pamukkale Universitesi Saglik, Arastirma ve Uygulama Merkezi Organ
Nakli Biriminde takip edilen 59 bobrek nakil alicisi (32 erkek, 27 kadin; yas arahg:: 20-
65 yil) dahil edildi. Hastalarin serum ve plazma [etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)'li
tip] ornekleri calisma glintine kadar -20°C’de sakland.

B.henselae’ye karsi antikor variginin saptanmasinda IFA teknigi kullanildi. Kisaca; B.hen-
selae ATCC 49882 (Houston-1) susu %5 defibrine at kanli beyin-kalp infiizyon (BKI) agar
besiyerlerinde, nemli ve %10 CO, saglayan etuvde 45 giin suresince inkibe edildi. Ure-
yen bakterilerin Vero hiicrelerinde es kiiltiirli Zbinden ve arkadaslari?? tarafindan belirti-
len sekilde yapildi. Es kilture alinan bakteriler 37°C’'de %10’luk CO, ve nem saglayan
etlivde bir hafta inkiibasyona birakildi. Stire sonunda eg kiiltiire hiicreler Tip Il guivenlik
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kabini icinde steril pastor pipeti yardimiyla steril cam tuplere alindi. Hiicreler Yilmaz ve ar-
kadaslarinin'® tanimladigi sekilde, modifiye bir islem olarak 56°C’de 30 dakika su banyo-
sunda bekletildi ve B.henselae antijenlerinin inaktivasyonu saglandi. inaktivasyon sonrasin-
da hcreler teflon kapl lamlar (izerine kaplandi. Kurutma isleminden sonra lamlar -
20°C'de aseton ile 15 dakika tespit edildi ve calisma stresine kadar -70°C’de saklandi. Ca-
lisma kapsamina alinan serum ve plazma &rnekleri icin Regnery ve arkadaslarinin?? olus-
turdugu protokol uygulandi. Yagr alinmis stt tozunun %5’lik calisma soltsyonu, %1 Twe-
en-20 iceren fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile hazirlandi. Serum ve plazma 6rneklerinde
1/64 dilisyonda IFA teknigiyle B.henselae antikorlarinin varligi hiicre kiltlrli serisinden
hazirlanan antijenlerle kaplanmis lamlar Gzerinde aragtirildi. iki pozitif (++) ve Gzeri flore-
san yansima alinmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edildi. “In-house” olarak hazirlanan
antijen kapli lamlarin caligilmasi esnasinda internal kontrol olarak daha 6nceden kedi tir-
migi hastaligi tanisi alan bir hastanin serum érnegi pozitif kontrol olarak kullanildi?*,

BULGULAR

Calismamizda, 59 bobrek nakil alicisinda B.henselae antikor pozitifligi serum ve plaz-
ma orneklerinde sirasiyla %16.9 ve %6.8 oraninda saptanmistir (Tablo I). Test edilen iki
ornek grubu arasindaki rastlantisal olmayan uyum “orta derecede uyumlu” (Cohen k de-
geri= 0.37) olarak degerlendirilmistir. Calismaya alinan alicilarin hicbirinde akut rejeksi-
yon gelismemistir.

TARTISMA

Saglikh bireylerden farkli olarak, immiin sistemi baskilanmis kisilerde B.henselae gibi ses-
siz seyreden ve zor tani konulan enfeksiyonlar daha belirgin bir klinik tablo olusturmakta-
dir. Immiin yanittaki yetersizlikler farkli mikroorganizmalarin, normal konakta olusturdugu
beklenen tablolarin yaninda, patojenitesine gore farkl klinik vermelerine neden olmakta-
dir. B.henselae immiinitesi saglam konakta yaygin olarak kedi tirmigi hastaligi ve lenfade-
nopati etiyolojisinde rol alirken, organ nakli sonrasinda 6zellikle izole anjiyoproliferatif ya-
pilarin baskin oldugu klinik tablolar meydana getirmistir. Zor tani konulan enfeksiyonlarin
bircogunda oldugu gibi, ulasilabilen literatiirde organ nakli yapilmis hastalarda gorilen
B.henselae enfeksiyonlari ile ilgili az sayida olgu sunumu ve arastirma bulunmaktadir.

B.henselae’nin laboratuvar tanisindaki zorluklar ve farklliklardan dolayi, cesitli risk grup-
larina ait seroprevalans taramalari heniiz arastirma asamasinda olup, literattrde veri sinir-

Tablo 1. Bébrek Nakil Alicilarinin Serum ve Plazma Orneklerinde B.henselae Antikor Sonuglarinin Karsilasti-
rilmasi

Serum
Pozitif Negatif Toplam (%)
Plazma
Pozitif 3 1 4 (6.8)
Negatif 7 48 55(93.2)
Toplam (%) 10 (16.9) 49 (83.1) 59 (100)
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lidir. Molekiler tanimlama icin uygun ornegin elde edilebildigi durumlar disinda, giini-
muzde B.henselae enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda IFA testi en sik tercih edilen tek-
niktir. Antikor varliginin saptanmasina yonelik testlerde, bartonellozun konaktaki durumu
hakkinda yeterli bilgi bulunamamaktadir?®. Ulasilabilen literatiirde farkl iilkelerdeki cesit-
li risk gruplarinda yapilan toplum seroprevalans taramalarinda buytik farkhliklar oldugu
gorulmektedir. Bu durum kontrol amach negatif poptlasyon grubunun olusturulmasinda-
ki glicligi gostermektedir?>26, Diger 6nemli bir sorun da Coxiella burnettii, Rickettsia ric-
kettsii, Ehrlichia chaffeensis, Treponema pallidum, Francisella tularensis, Mycoplasma pne-
umoniae ve Chlamydia trachomatis tirleri arasinda gorulebilen capraz serolojik reaksiyon-
lardir?>?”, Capraz reaksiyonlarin cogunlugu C.burnettii ile olusmaktadir. Bu durumun asil-
masi icin kullanilan cogu seroprevalans arastirmasinda esik (cut-off) dilisyon degeri 1/64
olarak kabul edilmistir?®2°. Immiinsiipresif bir grup olarak kabul edilen organ nakil hasta-
larinda ise bu konuda ulasilabilen literatiirde olgu sunumlari haricinde veri bulunamamis-
tir. Ulkemizde farkl merkezlerden yapilmis bartonelloz olgu sunumlari bulunmaktadir.
B.henselae seroprevalansi Denizli bolgesi gonullt kan vericilerinde %6; veteriner ve hay-
van yetistiricilerinde ise Aydin bolgesinde %30, Denizli bolgesinde %12.5 olarak bildiril-
mistir'®2%, Arastirmamizda bobrek nakil alicilarinin serum 6rneklerinde buldugumuz
%16.9 orani bu oranlardan yuksektir. Bu durum calisma grubumuzun immiin stpressif
katilimailardan olusmasi ve bu nedenle enfeksiyona yatkin olmalarina baglanabilir.

Organ nakil alicilarinda Bartonella enfeksiyonlari, saglam konakta gorilen enfeksiyon-
lara gore daha farkli tablolar olusturmustur. Karaciger nakli sonrasinda farkl arastiricilar
karacigerde Bartonella spp. kaynakli grantilomatoz lezyonlar bulundugunu rapor etmis-
lerdir>>7. Bazi arastiricilar etkenin vericiden gectigini diisiindiiklerini bildirmistir®®. Vas-
sallo ve arkadaslan®® allojenik kemik iligi nakli olan dért hastada oral kavitedeki psédo-
membran6z anjiyomatoz papillamatozu Bartonella spp. ile iliskili bulmuslardir. Bobrek
nakil alicilari ile ilgili olgu sunumlarinda, tipik klinik tablolarin yani sira atipik tablolar da
bildirilmistir. Rheault ve arkadaslari*, ikinci kez bobrek nakli yapiimis, ates ve lenfadeno-
patisi olan 19 yasinda bir hastada B.henselae tespit etmislerdir. Kisa siireli azitromisin te-
davisinden sonra niiks gozlenmis ve bobrek nakil alicilari gibi immdin dugkiin hastalarda
bartonellozun ilk teshis edildiginde antibiyotik tedavisinin uzun tutulmasi gerektigi vur-
gulanmistir*. Bir baska raporda, 25 yasindaki bébrek nakil alicisinda sistemik B.henselae
enfeksiyonuna bagli gelisen peliozis hepatit ve hemato-hepato-renal sendom bildirilmis-
tir'®. Dharnidharka ve arkadaslari'® bobrek nakli olan {ic cocuk hastadan ikisinde kedi tir-
migi hastaligini akut rejeksiyonla iliskilendirmislerdir. Patel ve arkadaglan'® da, bilateral
bobrek nakli olan hastada gelisen koriyoretinopatide etken olarak B.henselae'yi tespit et-
mislerdir. Caniza ve arkadaslari>® dért kez bobrek nakli olmus, 17 yasinda atesli bir has-
tada pulmoner nodiil tespit etmisler, acik akciger biyopsisi sonucunda B.henselae sapta-
muslardir. Karras ve arkadaglarinin® calismasinda, hemofagositik sendromlu 17 bébrek
nakil alicisindan birinde hemofagositik sendrom B.henselae ile iligkilendirilmistir. Juskevi-
cius ve Vnencak-Jones'® ise ikinci kez bobrek nakli olan ve ates pikleri gézlenen hastada
yapilan fizik muayenede aksiller lenfadenopati bulmuglar ve hastada etken olarak B.hen-
selae tespit etmislerdir.
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Genel olarak IFA teknigi ile yapilan arastirmalarda serum ornekleri tercih edilirken
plazma ornekleri PCR yontemlerinde kullaniimaktadir. Plazma, serumdan farkl olarak an-
tikoagulan (oksalat, sitrat, EDTA, floriir vb.) icermektedir. Bobrek nakil alicilarinin plaz-
malarinda buldugumuz pozitiflik orani (%6.8) serum sonuclarindan (%16.9) dusuktir.
Bu durumun EDTA'li ortamda elektrolit dengesinin farkli olmasindan kaynaklandigi ve
sonug olarak antijen-antikor birlesmesinde farkllik olusturdugu distndlebilir. Istatistiksel
olarak saptanan Cohen kappa degerine gore; plazma ve serum ornekleri ile alinan so-
nuglar “orta derecede uyumlu”dur. Buna gore iFA yonteminde serum yerine plazma kul-
lanilabilirse de, literatiirde yer alan arastirmalarin cogunlugu serum ile yapilmistir. Plaz-
ma elde etme yontemine gore antikor diizeylerinin farkli olabilecegi de g6z 6ntine alin-
diginda, B.henselae antikorlarinin IFA teknigi ile arastinlmasinda serum 6rneklerinin kul-
lanilmasinin daha uygun olacagi goristindeyiz.

Literattirde genis kapsamli calismalardan ziyade olgu sunumlarinin olmasi, calisma-
mizin verilerini karsilastirmayi zorlastirmaktadir. Organ bagisinin yetersiz oldugu Ulke-
lerde ve nakledilen organin korunmasinin 6nemi goz 6nune alindiginda, tanisi zor da
olsa yapilabilen mikroorganizmalar tekrar 6nem kazanmistir. Bu hastalarda Bartonella
bakterilerine bagl tipik ve atipik klinik tablolarin dikkate alinmasi ve buna yonelik in-
celeme yapilmasi onemlidir. Bobrek nakil alicilarinda Bartonella tiirlerine bagh tablola-
ra yatkinhgin ve akut rejeksiyon gelismesi iliskisinin netlesmesi icin daha genis kapsam-
I calismalara ihtiyag vardir. Arastirmaya alinan olgular icinde akut rejeksiyon gelisme-
se de, bobrek nakil alicilarindaki seropozitiflik oraninin saglikli géndallilerdeki oranlar-
dan yiiksek olmasi, bu konunun daha kapsaml veri serileri ile arastirlmasi gerekliligi-
ni distindidrmektedir.
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