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Francisella tularensis antikorlan ile Brucella capraz
reaksiyonlarinin arastirilmasi
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OZET

Amac:  Francisella tularensis antikorlarn ile
Brucella, Legionella, Yersinia ve Mycoplasma
turleri arasinda capraz reaksiyonlar bildirilmistir.

F.tularensis liposakkarit yapisinda bulunan Brucella
O-polisakkaritindeki benzer antijenik yapilar serolojik
testlerde capraz reaksiyonlara neden olabilmektedir.
Aglitinasyon testlerinde Ftularensis ve Brucella
abortus arasindaki capraz

yorumlanmasini gliclestirebilir.

reaksiyonlar sonuclarin

Yontem: Brucella ve F.tularensis arasindaki ¢capraz
reaksiyonlarin sikligi ve bu reaksiyonlardan sorumlu
mikroagliitinasyon, Brucella ELISA
ve 2-merkaptoetanol mikroagliitinasyon testleri ile
arastinlmistir.

olan antikorlar

Bulgular: 260 tularemi pozitif 06rnegin 49
(%18.8)’unda B.abortus antijeniyle capraz reaksiyonlar
saptanirken, bruselloz pozitif 252 &rnegin 23

(%9.1)’lnde F.tularensis antijeni ile capraz reaksiyon
gozlenmistir. Otuzalt: tularemi (%73.5) pozitif serumda
Brucella capraz reaksiyon titreleri 1:20-1:80 iken, 13
ornekte (%26.5) ise >1:160 titrelerde capraz reaksiyon
gozlenmistir. 2-ME testi ile <1:160 titrelerde Brucella
aglutinini saptanan orneklerinde titreler <1:40 titrelere
dusmistiir. 23 Brucella pozitif ornegin 22 (%95.7)
1:20-1:80 titrelerde
tularemi antijeni ile capraz reaksiyon saptanmistir.
2-ME testi ile 1:20-1:80 titrelerde Brucella agliitinini
saptanan orneklerde titreler <1:40 titrelere inmistir.

Brucella MA pozitif ornekte

ABSTRACT

Objective: with
tularensis antibodies to Brucella, Legionella, Yersinia,
and Mycoplasma species
F.tularensis LPS is able to induce serological cross-
reactions indistinguishable from brucellosis due to
a similar immunodominant epitope in the Brucella
O-polysaccharide. In agglutination tests, cross-reaction
occurred only between
abortus, cross reactivity with Brucella can confuse
interpretation of the results.

Cross-reactions Francisella

have been described.

F.tularensis and Brucella

Method: The aim of this study was to assess
cross reactions and whether IgM or IgG antibodies
are responsible for Brucella and F.tularensis cross-
reactions, by the use of microagglutination, Brucella
ELISA and 2-mercaptoethanol microagglutination test.

Results:  Cross-reaction agglutinin titers to
B.abortus antigen were found in 49 of 260 (18.8%)
tularemia positive serum specimens, and cross-reaction
titers to Ftularensis antigen were found in 23 of
252 (9.1%) Brucella positive serum specimens. While
thirty six (73.5%) tularemia positive serum titers had
Brucella cross reactivity at the titers of 1:20-1:80,
cross-reaction with >1:160 titers was found in 13
samples (26.5%). The cross-reaction titers to B.abortus
antigen were reduced to equal or less 1:40 titers
by 2-ME. Cross- reactivity at the titers of 1:20-1:80
was determined in 22 of 23 Brucella positive
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Sonug¢: Her iki enfeksiyonda saptanan MA
aglitinasyon titrelerin, 2-ME testi ile <1:40 titrelere
diismesi capraz reaksiyonlarin IgM antikorlarina bagl

oldugunu gostermektedir.

Anahtar
reaksiyon, Aglutinasyon, 2-Merkaptoetanol

Kelimeler: Tularemi, Brucella, Capraz

GIRiS

Tularemi, Francisella tularensis etken oldugu
diinya capinda bir dagiim gosteren ve farkli klinik
belirtilerle zoonotik  bir  enfeksiyon
hastatigidir (1). Son yillarda Ulkemizde tularemi

seyreden

olgularinin artis1 ve daha 6nce tamimlandigi Marmara
Bolgesi’nin disinda bircok bolgede kucuk epidemilere
neden olmasi,
kazanmasina neden olmustur (2).

bu enfeksiyonun giderek 0onem

Bruselloz; iilkemiz koyun ve sigir yetistiriciligini
olumsuz yonde etkileyen ve insan sagligi agisindan
da ciddi tehdit olusturan zoonotik bir enfeksiyondur
(3). Tularemi ve Bruselloz iilkemizde endemik olarak
gorulmektedir (1).
tularensis arasinda ortak antijenik yapilar nedeniyle
serolojik testlerde capraz reaksiyonlarin varligi
tularemi hastaliginin ilk tamimlandigr yillarda dikkat
cekmistir (4, 5). F.tularensis’in lipopolisakkarit (LPS)
yapisi, Pseudomonas aeruginosa ve Shigella flexneri
turleri ile benzer tek tip O-antijeni icermektedir (6).
S-tipi koloni olusturan Brucella turlerinin (B.abortus,
B.melitensis ve B.suis) lipopolisakkaritlere bagli O
polisakkarit zincirindeki 4-amino, 4-6 dideoksimannoz
(N-acil-D-perozamin) bolgesi bazi Gram negatif
bakteriler ile ortak antijenik ozellik gostermektedir.
Bu antijenik bolgenin F.tularensis,
0157, Escherichia  hermanni,
0:30, Vibrio cholerae 0O-1, Yersinia enterocolitica
0:9, Stenotrophomonas  maltophilia’mn ylizey
antijenleriyle benzerligi capraz reaksiyonlardan
sorumludur (6-8). Her iki enfeksiyonun farkli klinik
tablolar ile seyretmesi nedeniyle capraz reaksiyonlar
laboratuvar tanisinda onemli bir sorun olarak kabul
edilmemektedir (9, 10). Ancak her iki enfeksiyonun
ulkemizde kirsal bolgelerde gorilmesi ve baslangicta

Brucella spp. ile Francisella

Escherichia

coli Salmonella
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Conclusion: The cross-reaction titers determined
with MA test in both infections were reduced to 40
or less by 2-ME, suggesting that the titers are due to
immunoglobulin M antibody.

Key Words: Tularemia, Brucella, Cross reaction,
Agglutination, 2-Mercaptoethanol

grip benzeri sendrom (ates, halsizlik, terleme, kas
ve eklem agnsi1 vb) seklinde goriilmeleri nedeniyle
ayirici tanida ve tularemi icin aglutinasyon testindeki
sinir  degerlerin varliginda capraz
arastinlmasi gereklidir (10-15).

reaksiyonlarin

F.tularensis ile Brucella turleri arasindaki capraz
reaksiyonlarin 1920’li yillardan itibaren bilinmesine
karsin literatirde bu konuyla ilgili tek calisma
bulunmaktadir (9). Behan ve Klein (1982), 128
tularemi pozitif 6rnegin 42’sinde ve 34 bruselloz pozitif
ornegin sekizinde capraz reaksiyonlar saptamislar ve
rediktan test ile capraz reaksiyon titrelerin <1:10
titrelere nedeniyle capraz reaksiyonlarin
IgWe bagli oldugu o&ne (9). Bu
calismada; Brucella ve Ftularensis arasindaki
capraz reaksiyonlarin sikliginin saptanmasi ve capraz
reaksiyonlarda hangi antikor tipinin rol oynadiginin
saptanmasi amaglanmistir.

inmesi
surmuslerdir

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Tiirkiye Halk Saglig1 Kurumu, Ulusal
Yuksek Riskli Patojenler Referans Laboratuvari’na
F.tularensis ve Brucella antikorlarinin arastirilmasi
amaciyla gonderilmis 512 serum ornegi incelenmistir.
F.tularensis LPS’ine kars1 gelisen aglutininler (IgM,
IgG ve IgA) Ftularensis mikroaglutinasyon (MA)
testi ile arastinlmistir (16). Brucella antikorlarin
saptanmas1 amaciyla Brucella MA testi ile Brucella
ELISAIgM ve IgG (Euroimmun AG, Almanya) yontemleri
kullamlmistir (17).

Her iki etkene kars1 gelisen antikorlarn saptamak
amaciyla MA testi icin U-tabanli mikropleytlerde

serum orneklerinin iki katli seri dilusyonlan
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(1:5-1:5120)  hazirlanmistir. ~ Serum
son godeler ise antijen kontrol icin kullanilmistir.
Godelerdeki serum diliisyonlarinin
miktarda boyali antijenler eklenerek 1:10 ve 1:20480
serum dilusyonlan elde edilmistir. Mikropleytin Uzeri
kapakla kapatilarak 37°C’de nemli ortamda 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Aglutinasyon reaksiyonu
ciplak gozle ve okuma aynasinda degerlendirilmistir.
Antijen antikor kompleksinin godelerde “dantela veya
semsiye” tarzinda ¢okmesi ve supernatantin tumuyle
pozitif olarak degerlendirilirken,
godenin merkezinde toplanmis boyali diluyentin
cevreledigi dizgiin kenarli diigme tarzinda cokelti
varligi negatif olarak kabul edilmistir.

icermeyen

lzerine esit

berrak olmasi

F.tularensis ve Brucella spp. karsi gelisen IgG
antikorlarin saptanmasi amaciyla 2-Merkaptoetanol
(2-ME) testi mikropleyt yontemiyle uygulanmistir.
2-ME testinde ornek diliyenti olarak 0.1 M 2-ME
iceren serum fizyolojik kullamlmasi disinda ayn1 MA
test protokolii uygulanmistir. ilk asamada serum
ornekleri 1:20 diliisyonda capraz reaksiyonlarin varligi
acisindan taranmis ve pozitif bulunan orneklerde
ust titreler arastinlmistir. Capraz reaksiyonda rol
oynayan antikor tipini belirlemek icin MA testinde
>1:160 titrelerde pozitif bulunan orneklerde 2-ME
testi calisitmistir.

BULGULAR

F.tularensis MA ile =21:160 titrelerde pozitif
bulunmus 260 ornegin 49 (%18.8)’'unda Brucella
antijeni ile 21:20 titrelerde capraz reaksiyon
gozlenmistir. Brucella MAT (MAT>1:160 titre) ve
ELISA IgM/IgG pozitif olan 252 ornegin 23 (%9.1)’U
F.tularensis antijeni ile 21:20 titrelerde capraz
reaksiyon vermistir. Otuzalti tularemi (%73.5) pozitif
serumda Brucella capraz reaksiyon titreleri 1:20-1:80
iken, 22 (%95.7) Brucella MA pozitif ornekte 1:20-
1:80 titrelerde tularemi antijeni ile capraz reaksiyon
saptanmistir. <1:160 titrelerde Brucella agliitinini
saptanan orneklerde titreler 2-ME testi ile <1:40
titrelere inmistir (Tablo 1). Her iki MA testinde >1:160
titrelerde pozitif bulunan orneklerin MA ve rediiktan
test sonuclar1 Tablo 2’de gosterilmistir.
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Kirkdokuz tularemi pozitif serum oOrneginin 13
(%26.5)’unde Brucella ile >1:160 titrelerde capraz
reaksiyon gozlenmistir. Tularemi pozitif bir ornekte
(Tul-136) Brucella aglutinin titresi Ftularensis
MA titresinden (1:2560) daha yiiksek bulunmus ve
Brucella 2-ME testi ile aglitinin titresi 1:5120’den
1:80’e dusmustur. Tularemi pozitif iki ornekte
(Tul-60 ve Tul-106) ise aymi titrede (1:5120 titre)
tularemi ve Brucella aglutininleri saptanmis olup,
Brucella aglutinin titreleri 2-ME testinde 1:10 ve 1:20
dizeylerine inmistir. Brucella ile capraz reaksiyon
veren tularemi pozitif 10 oOrnegin 2-ME titreleri
degerleri; iki ornekte 1:80, bir ornekte 1:40, bir
ornekte 1:20, iki ornekte 1:10 ve dort ornekte ise
<1:10 olarak saptanmistir. Yirmilic Brucella pozitif
ornegin birinde F.tularensis ile 1:160 titrede capraz
reaksiyon gozlenmis ve 2-ME ile tularemi antikor
titresi 1:20 diizeyine inmistir (Tablo 2).

TARTISMA

insanlarda tulareminin klinik tablosu lokalize
hastaliktan fulminan, yasami tehdit eden pnomoni
veya septisemiye kadar degismektedir (11). Tularemi
enfeksiyonunda hastaligin  baslangicindaki  grip
benzeri 6zgiin olmayan veya diger solunum yolu
enfeksiyonlarina benzer yakinmalarin varligi klinik
tamisim zorlastirmaktadir. Bu nedenle laboratuvar
ile taninin desteklenmesi gereklidir.
konulmasi daha agir seyirli klinik formlardaki yiiksek

mortalite nedeniyle onemlidir (12).

Taninin erken

F.tularensis ile temas sonucunda humoral ve
hiicresel immin yamt gelisir Humoral immin
yanit etkenle temasin iyi bir gostergesi olmasina
ragmen, korunmada hiicresel immiinite onemlidir.
F.tularensis LPS’e kars1 gelisen antikorlar (IgM, IgG
ve IgA) semptomlarin baslangicindan sonraki 6-10
gun icerisinde belirmektedir. Olgularin %89-95’inde
temastan iki hafta sonra antikor yaniti olusurken,
baz1 vakalarda ise antikorlar Uclinci ve dordiincu
haftalarda saptanabilir dizeylere ulasmaktadir (5,
13, 18, 19). Bu nedenle, hastaligin erken donemindeki
tek bir pozitif agliitinasyon sonucunun tanisal degeri
sinirlidir ve akut enfeksiyon tanisinda 7-14 gun arayla
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alinan cift serum orneginde dort kat ve iizerinde titre
artisinin (serokonversiyon) gosterilmesi gerekir (11-
15). Ancak antikor yamtinin ilk haftalarda gelismemesi
veya cok dusuk duzeylerde olmasi, laboratuvar
dogrulamasi icin ikinci serum Grneginin alinmasina ve
dolayisiyla tanida gecikmeye neden olmaktadir. Klinik
tablolar arasindaki farkliliklara ragmen, hastaligin
erken donemindeki disuk antikor titrelerinin capraz
reaksiyonlara mi1 yoksa dogal enfeksiyona bagli
oldugunun arastinlmasi gereklidir (9, 11, 12).

Ulkemizde endemik olarak gériilen tularemi ve
bruselloz enfeksiyonlarin agliitinasyon testlerindeki
sinir degerlerin varliginda capraz reaksiyonlarin
arastinlmas1  gereklidi. Bu c¢alismada
merkezde bildirim sisteminde var olan vaka tanimina
gore laboratuvar kriterleri ile dogrulanmis kesin

referans

tularemi ve bruselloz olgularina ait ornekler calismaya
alinmistir. Tularemi kesin tanisi; uygun epidemiyolojik
verilerin varliginda, klasik hastalik formlarindan birini
gosteren olgularda tularemi mikroagliitinasyon testi
ile tek serum orneginde F. tularensis’e kars1 artmis
serum antikor titresi (>1/160 titre) ve/veya cift serum
orneginde antikor titrelerinin >4 kat artmasi veya
klinik ornekten etkenin izolasyonu ile konulmustur.

Cilt70 B Say12 W 2013

Bruselloz pozitif ornekler; uygun epidemiyolojik ve
klinik belirti/bulgularin varliginda, klinik érneklerden
Brucella spp’in izole edilmis ve/veya daha once tedavi
almamis olguda tek serum orneginde STA ile antikor
titresinin >1/160 olmasi veya en az iki hafta ara ile
alinan cift serum 6rneginde Brucella STA titresinin 24
kat artisin saptandigi olgulara ait ornekler arasindan
secilmistir (20).

Tularemi on tanili olgularda MAT ile elde edilen
disiik pozitif veya sinir degerlerdeki titrelerde capraz
reaksiyonlar arastirilmalidir. Ancak bir olguda her
iki etkene kars1 esit ve/veya daha ylksek titrelerde
agliitinin varliginda olgunun oykusi, klinik belirti
ve bulgulara gore degerlendirilmelidir. Bruselloz ve
tularemi enfeksiyonunda tedavi sonrasinda spesifik
aglutininlerin uzun bir siire tanmsal titrenin lzerinde
kalmas1 nedeniyle tek bir ornekte dusuk titrelerdeki
aglutinasyonlarin capraz reaksiyona m1 yoksa gercek
pozitifligemi ait oldugunun degerlendirilmesinde
sorunlar yasanilabilir. IsM  ve IgG
antikorlart siklikla tiim hiicre antijenin kullanildig
aglitinasyon testleri saptanmaktadir. MA
testi ile temel olarak IgM sinifi, daha az oranda
IsG IgA antikorlarn  saptanmaktadir.

F.tularensis

ile

ise ve

Tablo 2. Tularemi ve bruselloz pozitif serum orneklerinde 1:160 titrenin lizerinde saptanan capraz reaksiyonlar.

Standard MAT titresi*

Capraz Reaksiyon titresi 2-ME titresi

Ornek Ornek No
F.tularensis Brucella F.tularensis Brucella F.tularensis Brucella

Tularemi Tul-13 160 160 80 80
Tul-17 320 320 40 <10
Tul-32 640 640 160 <10
Tul-56 1280 160 320 10
Tul-60 5120 5120 640 20
Tul-64 2560 160 160 10
Tul-84 2560 320 640 80
Tul-104 2560 160 640 <10
Tul-106 5120 5120 1280 10
Tul-114 1280 160 160 <10
Tul-115 2560 160 320 40
Tul-119 2560 640 640 20
Tul-136 2560 5120 20 80

Bruselloz Bru-90 320 160 20 40

* Francisella tularensis ve Brucella MA titreleri, resiprokal titre.
Turk Hij Den Biyol Derg
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F.tularensis’e kars1 gelisen spesifik antikorlar 8-10
yil gibi uzun siure dusuk titrelerde pozitif olarak
saptanabilir (12, 13, 18, 19). Her iki etkene karsi
agliitininlerin saptandigi durumlarda hangisinin capraz
reaksiyon hangisinin gercek pozitiflik oldugunun
gosterilmesi amaciyla konvelesan donem orneginde
antikor titre artisinin arastinlmasi gereklidir. Akut
ve konvelesan orneklerdeki titre artisinin saptanmasi
hangi enfeksiyonun aktif oldugunu gosterilmesinde
onemli katki saglayacaktir.

Diger yandan Yersinia enterocolitica, Escherichia
coli 0157, Salmonella 0:30 gibi diger bakterilere bagli
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gelisebilecek capraz reaksiyonlarin arastirilmamasi bu
calismanin bir kisitliigidir. Bu calismadan elde edilen
veriler, tularemi enfeksiyonu esnasinda Brucella
tlirleri ile capraz reaksiyonlarin daha fazla gelistigini
gostermistir. Reduktan test sonuclart Ftularensis
ve Brucella arasindaki capraz reaksiyon titrelerinin
IgW’e  bagli oldugunu gdstermektedir.
Sonug olarak; capraz reaksiyonlarin cogunlukla 1:10-
1:80 titrelerde olmasi nedeniyle ozellikle tularemi
on tamili olgularda <1:160 titrelerdeki MA test
sonuclarinin varliginda mutlaka Brucella yoniinden
capraz reaksiyonlarin arastirilmalidir.
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