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RUBELLANIN SEROLOJIK TANI YONTEMLERI
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OZET

Bu yazida rubella virus infeksiyonlarmn tanisinda kullanilan serolojik yontemler agiklanmus,
hemagliitinasyon inhibisyon (HAI), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), kompleman fiksas-
yon, floresan antikor teknikleri (IFA), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve diger yontemlerin rubella
tan degeri iizerinde durularak, rubella spesifik IgG ve IgM'in onemi vurgulanmustir.
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SUMMARY

SERODIAGNOSTIC TECHNIQUES FOR RUBELLA

In this article, serological techniques used in the recognition of rubella virus infections have been
explained and the importance of rubella spesific IgM antibodies has been emphasized after discussing
the validity of hemagglutination inhibition (HAI), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
complement fixation, fluorescent antibody techniques (IFA), polymerase chain reaction (PCR) and

other methods in the diagnosis of rubella.
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GIRIS

Kizamikgik, hafif seyirli, kizamigi andiran,
lenfadenopati, dokiintii ve atesle karakterize
akut bir infeksiyon hastaligidir. En 6nemli
ozelligi gebeligin ilk trimestrinde gecirildi-
ginde fotal infeksiyona ve anomalilere neden
olmasidir. Olii dogum ve spontan diisiikler
goriilebilmektedir. Bu bakimdan seronegatif
kadinlar risk grubunu olusturmaktadir (1-5).

Kizamikg¢ik 6miir boyu hem humoral, hem de
hiicresel bagisiklik birakmakla birlikte, nadir
de olsa reinfeksiyonlar izlenebilmektedir. Re-
infeksiyonlar asemptomatik seyretmekte ve
tan1 IgG diizeyinde yiikselme izlenmesiyle
konmaktadir. Reinfeksiyonda IgM antikorlar
olusmamaktadir. Bazen kizamikg¢ik asisindan
sonra, primer infeksiyona benzeyen ve IgM
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pozitifliginin eslik ettigi reinfeksiyonlar da iz-
lenebilmektedir (6-9). Kizamikg¢ik kesin tanisi
icin viriis izolasyonu veya antikor tayini
yapilmalidir. Viriis izolasyonu pahali ve zaman
alic1 oldugundan rutinde serolojik testferle 6z-
giil antikorlar arastirilir. Bu amagla hemaglii-
tinasyon inhibisyon, nétralizasyon, kompleman
fiksasyon, floresan antikor, lateks agliitinas-
yon, radyoimmunassay ve enzyme linked im-
munosorbent assay (ELISA) gibi farkli duyar-
lilik ve ozgiilliikte bir ¢ok serolojik test kulla-
nilmaktadir (1,2,4,7,10-14). Ayn1 zamanda son
yillarda reverse transcription polymerase chain
reaction (polimeraz zincir reaksiyonu, PCR)
yontemi  de  ¢esitli  arastirma  amach
calismalarda basariyla uygulanima girmistir
(15-17).



Hemagliitinasyon inhibisyon deneyi (HAI):
Kizamikgik viriisunun tek bir antijenik tipi ve
komplemani fikse eden ve hemagliitinasyon-
notralizasyon yapan, protein yapisinda antijen-
leri vardir. Hemagliitinasyon antijeni civciv ve
giivercin eritrositlerini agliitine etmektedir.
Eter veya tripsinle bu antijenin hemagliitinas-
yon aktivitesi kaybolmaktadir. Hemagliitininler
-4°C ve 22°C'de aktif olup, -20°C'de aylarca
stabil kalmakta, 56°C'de birka¢ dakikada harap
olmaktadir (2,18). Rubella infeksiyonu gegi-
renlerde bu hemagliitinasyonu inhibe eden spe-
sifik antikorlar olusur. Bu antikorlar1 ortaya
¢ikarmak i¢in de hemagliitinasyon inhibisyon
deneyi (HAI) yapilir. Bu testle IgG tipi
antikorlar taranmaktadir. Serum 2-merkapto-
etanol ile muamele edildikten sonra yapilan
HAI deneyinde titre azalmasi izlenirse bu,
serumun IgM igerdigini gosterir ve aktif bir
infeksiyonun isareti olarak degerlendirilir
(19,20). HAI ile pozitif bulunan sonuglarin, bir
infeksiyon varliginin isareti olabilmesi igin,
birisi infeksiyonun basinda, digeri bundan 3-4
hafta sonra olmak iizere, iki serum 6megindeki
antikor diizeyleri arasinda 4 kat titre artisi
bulunmasi gerekmektedir (5,13).

Bu yontemle yapilan bir ¢aligmada 1772 gebe
incelenmistir. Bu 1772 olguda rubella HAI
testi; negatif %2, 1/16 titre %12.5, 1/32 titre
%21.7, 1/64 titre %13.7, 1/128 titre %20.8,
1/256 titre %19.3, 1/512 titre %10 sonuglarini
vermistir. HAI negatif olan 36 hastadan 5'inde
(%13) serokonversiyon olmustur. Bu 5
hastadan 4'ii diisiik yapmis ve kordon kaninda
rubella IgM pozitif olarak bulunmustur (21).

Baska bir ¢alismada da diisiik ve 6li dogum
yapan 116 anne ile 73 bebegin serum 6rnekleri
HAI ile incelenmistir. Annelerin = %25'i
(29/116) ve bebeklerin %18' (13/73) pozitif
sonug gostermistir (22).

Romatoid artritli hastalarin sinovyal sivisinda
da rubella antijeni saptanmis ve rubella viriisii
tiretilmistir (23-26). Ancak rubella viriisii ile
romatoid artrit arasinda dogrudan bir iliski
bulunmamistir (27). Schnitzer ve ark. (28)
standart rubella HAI testi ile 70 romatoid
artritli hastadan 29'unda (%41.4) pozitif,
41'inde (%58.6) negatif sonug elde etmislerdir.
Bu arastiricilar 28 sinovyal sivi incelediklerini,
9 olguda (%32.1) pozitif ve 19 olguda (%67.9)
negatif sonug elde ettiklerini bildirmislerdir.

71

Morgan-Capner ve ark. (29) rubellali ile temasi
olan gebelerde Gnemli bir tani probleminin
varligin1 ve kesin tani koyabilecek virolojik
yontemlere gereksinim oldugunu belirtmisler-
dir. Serokonversiyonun veya 2-3 hafta ara ile
alinmis iki serum 6rneginde 4 kathk bir titre
artiginin gosterilmesi islemi, her zaman primer
infeksiyonla reinfeksiyonun ayiriminda yeterli
olamamaktadir. Ancak yenidoganda, prognoz
agisindan bu iki infeksiyon arasinda biiyiik fark
vardir. Erigkinlerde primer infeksiyon genellik-
le klinik belirtilerle seyrederken, reinfeksiyon
olgular1 siklikla asemptomatik olup, gebelerde
onemli problemler olusturmaktadir. Klinik
semptomlarla belirgin gidis gosteren reinfeksi-
yonun, gebe kadinda, fetusu etkileyecek sekil-
de goriilmesi son derece nadirdir. Gebelerin
rubella infeksiyonundaki klinik belirtilerin
anlamlihg1 ve konjenital infeksiyonun progno-
zu icin, rubella spesifik IgM testlerinin yapil-
mas1 ve yorumlanmasi gerekmektedir. Béylece
rubella spesifik IgM varligina veya yokluguna
gore;

a-Siipheli olgular

b-Primer infeksiyon

c-Reinfeksiyon

d-Rubella dig1 olgular siniflandirimi yapilabil-
mektedir (30).

Morgan-Capner ve ark. (31) rubella siipheli
olgularla temasi oldugu bilinen 2783 gebede,
15 giin ara ile 2 serolojik inceleme yaparak,
belirgin klinik semptom verenlerle, seropozitif-
lesme ya da 4 kati1 veya daha fazla HAI titre
artis1 gosterenleri rubella siipheli olgular sek-
linde ayirmiglardir. Rubella spesifik IgG ve
1gM ile HAT antikor titresi 6lgiimleri yapilmis-
tir. Bu 2783 kadindan 53'iinde (%1.9) seropo-
zitiflesme veya en az 4 kathk titre artisi,
31'inde (%]1.1) rubella ile uyumlu klinik bul-
gular belirlenmis ve bu 84 olgu (%?3) rubella
siipheli olarak kabul edilmistir. Daha sonra
primer infeksiyon olarak kabul edilen bu grup
icinden 55'inde (%66.5) rubella spesifik IgM
anlamli pozitif bulunmustur. Rubella spesifik
IgM negatif 29 olgudan 16's1 klinik belirti
vermeyip, en az 4 katlik bir 1gG antikor artisi
gostermis, reinfeksiyon olarak degerlendiril-
mistir. Bunlardan geriye kalan 13 olgu ise,
serokonversiyon gostermediginden, rubella dis
olgular olarak kabul edilmistir.

Rubella benzeri belirtiler gosteren tiim gebe-
lerde, spesifik IgM bakilmalidir. Rubella spesi-



fik IgM varligi, vireminin, dolayisiyla fétal
riskin bir gostergesi olarak alinabilir. Bu ¢alig-
mada oldugu gibi HAI ile serokonversiyon
veya 4 kati titre artis1 yeni bir infeksiyon isareti
olarak almirsa, klinik/subklinik infeksiyon
orani 1/0.3 (53 olguda 17 asemptomatik olgu)
seklinde bulunur. Buna karsin yeni infeksiyo-
nun gostergesi olarak rubella spesifik IgM
almirsa 1/0.02 (55 primer infeksiyonda 1
asemptomatik olgu) orani elde edilir ki bu
oran, 15 kat daha disiik diizeydedir. Bu
caligma verilerine gore biitiin reinfeksiyonlular
asemptomatik iken, primer rubellanin sub-
klinik ge¢mesi olduk¢a azdir. Bu noktadan
hareketle klinik belirtilerin tan1 koymada
biiyiik faydasi oldugu sonucuna varilmistir (30,
31).

Rubellanin  serodiagnozunda, noétralizasyon,
kompleman fiksasyon, floresan antikor, lateks
agliitinasyon ve radyoimmiinassay yontemleri
de kullanilabilmektedir (2,11,14,18). Bu yon-
temlerle tespit edilen antikorlarin pik yaptigi
zamanlar farkli oldugu gibi titreleri ve devam
siireleri de farklidir. Notralize edici antikor-
larin hastaligin 28. giiniinde pik yapmasina
karsilik, floresan antikorlar 16-17. ve komple-
man fiksasyon antikorlar1 21. giinde pik yapar.
Bunlarin titre yiikseklik sirasi ise hemagliiti-
nasyon inhibisyon, nétralizasyon ve floresan
antikor testleri seklindedir. Kompleman fiksas-
yon antikorlari ise, daha diisiik diizeyli ve daha
kisa siirelidir (32).Floresan antikor yontemi
kullanim ve okuma kolayligi yoniinden uygun
olup, ozellikle IgG tipi antikorlarin tesbiti ba-
kimindan giivenilir bulunmustur. Onceleri im-
miinglobiilinlerin kantitatif ol¢iimleri igin ta-
nimlanan floresan antikor testi (IFA), sonralari
rubella da dahil ¢esitli viriislere karst olusan
IgG antikorlarinin saptanmasi igin gelistirilmis
ve yaygin kullanim alani bulmus bir yontem-
dir. Rubellaya 6zgiin antikorlarin kantitatif tes-
biti i¢in spesifite ve sensitivite yoniinden diger
tetkiklerle olduke¢a iyi yarigmaktadir (33-37).
Testin yapilmasi ve degerlendirilmesindeki
kolaylik ve sadelik, her laboratuvara uygu-
lanabilecek yaygin bir ydntem olmasini
saglamistir. Rubella spesifik IgM ig¢in gelisti-
rilen IFA ise, floresan izotiyosiyanat bagl anti-
human IgM kullanan indirek bir yontem olarak
tanimlanmistir. Indirek solid faz testierinde
rastlanan, yaygin bir problem olan, serumda
yiiksek diizeyde bulunan spesifik IgG ve
romatoid faktorlerin (RF) interferansini gider-
mek icin, serum &rneklerinin Onceden anti-
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human IgG ile islem gormesi gerekmektedir
(38). IFA, egzantemden sonraki 4. giinden
itibaren, rubellaya ozgii IgM varhgmi dogru
olarak gostermektedir. Bu testte 4. giinden on-
ceki serum Orneklerinde spesifik IgM belir-
lenebilme orani ise %81 olarak bulunmustur.
IFA yonteminin primer rubella infeksiyonunda
spesifik IgM tesbiti yoniinden uygun duyarh-
likta oldugu ve genelde yorum problemlerine
yol agmayacak derecede net sonuglar verdigi
bildirilmistir. Ancak diisiik titrelerin dikkatle
yorumlanmasi ve miimkiinse baska bir testle
dogrulanmasi gerekmektedir. IFA yontemi ile
yalanci pozitiflik orant %57 bulunmustur. Bu
oran ELISA yontemindeki %19 oranina gore
oldukca yiiksektir (39). Floresan antikor testi,
antijen aramak amaciyla "direk floresan anti-
kor testi" olarak da uygulanabilir (18).

Viral antijenlerle kaplanan mikroskopik lateks
partikiilleri spesifik antikorlarin arastirilmasin-
da kullanilmakta ve bu yontem "lateks aglii-
tinasyon testi" olarak bilinmektedir. Basit ve
cabuk sonug¢ veren bir testtir. Testin avantaji
cabuk sonug¢ alinmasi yaninda ucuz olmasi ve
herhangi bir laboratuvar aletine ihtiya¢ goster-
memesidir. Olduk¢a duyarli ve spesifik bir
testtir. Ozellikle dogurgan yastaki kadmlarin
immiin durumunu gostermek icin hem tarama,
hem de teshis amaciyla kullanima uygundur
(18). Lateks agliitinasyon testinin HAI ile
uyumu %99.2, sensitivitesi %99.6, spesifitesi
%95.3 olarak bulunmustur. ELISA ile uyumu
ise %94.7 olarak saptanmistir (40). Hem lateks
agliitinasyon testi, hem de ELISA rubella an-
tikorlarinin tesbitinde uygun yontemler olarak
tanimlanmistir. Her iki yontemin de HAI tes-
tine gore belirgin teknik avantajlar1 vardir.
Omegin, serumu 6nceden herhangi bir isleme
tabi tutma geregi yoktur ve sonug¢ bildirimine
kadar gecen siire ¢cok kisadir. Ozellikle lateks
agliitinasyon yontemi basit ve hizlidir. 8 daki-
kalik bekleme siiresi sonunda, sonu¢ hemen
okunabilmektedir (40). Bu testlerin ¢ogu giinii-
miizde yerini ELISA testine birakmistir.
ELISA, rubella IgG ve IgM diizeylerinin
arastirilmasinda yaygin olarak kullanilmak-
tadir. ELISA IgG'nin ozgiilligiiniin %100,
duyarlihginin =~ %97.4, HAI  testi ile
uyumlulugunun %97.8 oldugu tespit edilmistir
(2,12,18,41). Allan ve ark. (42) da benzer
sonuglar bildirmistir. ELISA, IFA testine gore
daha duyarh, spesifik ve kisa uygulama
sirelidir. Aynm1 amaglarla kullanilan RIA ile
ELISA'nin sensitivitesi arasinda 6nemli bir



farklilik bulunmamaktadir (43,44). IFA ise,
ELISA ve RIA yontemlerine gore daha eskidir.
ELISA ve IFA ile, 94 kiz 6grencide rubella
IgM ve 1gG sonuglari karsilastirilmis, olgularin
81'inde (%86.2) IgG, 29'unda (%30.8) ise IgM
pozitif bulunmustur. Bunlarin 28'inde (%29.8)
hem IgG, hem de IgM pozitif sonug vermistir.
IFA rubella IgG 76 olguda (%80.9) ve IgM 27
olguda (%28.7) pozitif bulunmus, . ELISA IgG
negatif 3 serum IFA ile pozitif sonug vermistir
(45). ELISA ile baska bir incelemede,
kizamikgik IgG antikorlart 1000 serum
ormeginden 930'unda pozitif bulunmustur (26).

Cengiz ve ark. (46) ise, 0-16 yas diliminden
175 ¢ocugun serumunda ELISA ile rubella IgG
ve IgM antikorlart aramislardir. Bu galismada
rubella 1gG antikorlar1 kizlarda %87, erkek-
lerde %85 olmak iizere 175 olgunun 150'sinde
(%86) seropozitif bulunmus ve yasla birlikte
pozitifligin yiikseldigi g6zlenmistir. Rubella
[gM pozitifligi bir olguda saptanmistir. Rubella
IgG ve IgM negatif 25 olgunun risk grubuna
girdigi belirtilmistir.

Yine Cengiz ve ark.nin (47) baska bir
calismasinda 6lii veya anomalili bebek
dogumu yapan annelerin ve bebeklerinin
kordon serumlarinda ELISA ile rubella IgG
arastirilmistir. Calismada 76 olgunun anne ve
kordon serumu birlikte incelenmis, rubella IgG
64 anne, 54 kordon serumunda pozitif olarak
saptanmigtir. Rubella IgG negatif olup, risk
grubu icinde yer alan 12 olguda anensefali,
ansefalosel, immatiirite-prematiirite, kalp atre-
zisi, yiiksek damar anomalileri ile birlikte
intrauterin 6liim gozlenmistir.

Liigen Cengiz ve ark.nin (41) bir ¢alismasinda
18-40 yas grubundan, zamaninda, saglikli
bebek dogumu yapan annelerle bebeklerinde
ELISA ile rubella IgG antikorlari arastiril-
mistir. Toplam 182 olgunun 176'sinda IgG po-
zitifligi izlenmis, 6 olguda negatiflik saptan-
mistir. Anneden bebege rubella IgG gegis orani
da 174/176 (%98.86) seklinde belirlenmistir.

Ayni arastirmacilarin bir diger ¢alismasinda;
anomalili bebek dogumu ile sonuglanan gebe-
liklerde anne-kordon serum ciftlerinde ELISA
ile rubella IgG ve IgM aranmistir. Toplam 94
olgunun 13'tinde (%13.83) rubella IgM pozitif-
ligi saptanmig ve bu 13 olgunun konjenital
rubella sendromu ile iliskisi arastirilmistir.
Kordon serumunda rubella IgM pozitifligi ise
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94 olgunun 3'iinde izlenmistir. Arastirmada
rubella IgG-IgM antikorlarinin  konjenital
rubella sendromundaki tani degeri gozden
gecirilmis ve patolojik gebeliklerle saglikli be-
bek dogumu ile sonuglanan gebelikler arasinda
rubella IgG pozitifligi i¢cin p<0.01 diizeyinde
anlamlilik gorilmiistiir (48). Hastaya maksi-
mum fayday1 saglayabilmek i¢in, fotal infeksi-
yon gebelik sirasinda miimkiin oldugu kadar
cabuk ve erken tespit edilebilmelidir. Maternal
IgM fotal dolasima gegmediginden, fotal ru-
bella spesifik IgM, fotal infeksiyonun goster-
gesi niteligindedir (30,49). IgM 19-22. gebelik
haftalar1 gibi nispeten ge¢ gelistiginden ve her
zaman Olgiilebilecek diizeye ulasmadigindan,
sonuglarin ¢ok dikkatli yorumlanmasi gerek-
mektedir. Rubella virus spesifik IgM, dokiin-
tillerden 6 hafta sonrasina kadar pozitiflik gos-
termekte ve genellikle anne adayinda taniyi
saglamaktadir (5,11,50).

[gM saptanmasi i¢in ¢ok detayli immunas-
sayler gelistirilmis olmasina karsin, iki 6nemli
sorunu da giindeme getirmistir:

1. Rubella IgM'in ¢ok sik tesbiti, terapotik
abortuslarin artisina ve fetus kayiplarina yol
agmstir.

2. Cok disiik IgM diizeyleri mutlaka yeni
gecirilmis bir infeksiyonu gostermeyebilecegi
gibi, fotal riskin ¢ok az oldugu bir bolimi
yansitan, primer infeksiyonun akut fazindan
aylar sonrasinin da isareti olabilir (31,51).

Gebelik boyunca olan infeksiyonlar iizerinde
uzmanlar genel olarak, annedeki infeksiyonun
klinik ve laboratuvar bulgulari iizerine odak-
lanmislar ve ¢ocuga infeksiyonun olasi gegisi
ile birlikte, fotal hasar riskini tahmine yonel-
mislerdir. Giiniimiizde f&tal ornekleme icin
kullanilan teknikler ile fetus infeksiyonlarrnin
in utero tanist mimkiin kilinmistir ve fotal
hasarin goriilmesi ile bu bilgiler paralellik
gostermektedir. Amniyosentez, kordosentez ve
koryonik villus orneklemelerini iceren &rnek
alma teknikleri mevcuttur. Laboratuvar testleri;

a)Uygun laboratuvar sistemlerinde organizma-
nin izolasyonu,

b)Organizmanin DNA ya da RNA'sinin direkt
olarak ya da PCR gibi amplifikasyon teknikleri
ile saptanmasi,

c)Organizmanin floresans ya da in
hibridizasyon teknikleri ile aranmasi,

situ



d)ELISA ya da benzer metodlarla organizmaya
karsi olusan fotal IgM ya da IgA yapisindaki
anti-korlarin ayristirilmasini igerir. In utero
infeksiyon ajanlar1 rubelia disinda, sito-
megalovirus, parvovirus, T. gondii ya da HIV-
1 olabilir (52).

Rubella virusunun zarf glikoproteinlerinden
olan EI, rubella infeksiyonlarinda, en biiyiik
hedef antijen olmakta ve virus spesifik immun
cevabin olusmasinda énemli rol oynamaktadir
(53). Rubella virus RNA'sinin saptanmasi igin
bu EIl bolgesinden elde edilen primerler
kullanilarak gelistirilmis PCR metodu, yapilan
calismalarda, sensitif ve spesifik olarak
bulunmustur. Konjenital rubella infeksiyo-
nunun prenatal tanisi ve koryonik hastaliklarin
tanisiin arastirilmast i¢cin bu metodun kulla-
nimi uygun goriinmektedir (17,53).

Bosma ve ark. (16) nin yaptigi bir ¢alismada;
in utero olarak ve infantlarda konjenital rubella
tanisi icin PCR deneyi degerlendirilmis, PCR
deneyi sonuglari, primer rubella ya da rubella
virus reinfeksiyonunu takiben gebeligin son-
lanmasindan sonra elde edilen plasental ya da
fotal dokularda retrospektif olarak rubella virus
arastirilmasi amaciyla yapilan viriis izolasyonu
sonuglari ile karsilastirilmistir. Orneklerin %85
'inde iki yontem sonuglari arasinda uyum
gozlenmistir. Arastirmacilar, PCR'in konjenital
rubella infeksiyonunun tanisi igin basariyla
kullanilabilecegi yorumunu yapmislardir.

Tanemura ve ark (15) da fetal rubella infek-
siyonunun prenatal tanisi i¢cin gebe kadinlarda
koryonik villiis, amniyotik sivi ya da fotal
kandan viral riboniikleik asit ekstratlarinin
arastirilmasi yoluyla giivenilir bir tan1 metodu
gelistirmek amaciyla, rubella stiphesi olan 34
kadindan alinan 6rneklere PCR metodu uygu-
lamiglardir.  Sonuglart bu annelerin serum
antikorlar1 ve fotal kandaki rubella virus
spesifik IgM antikor diizeyleri ile karsilas-
tirmiglardir. Sonugta bu metodun, maternal
semptomlar ve serum antikor seviyelerinin
birlikte degerlendirimine kiyasla, koryonik
villus ve amniyotik sivi orneklerinden fétal
rubella infeksiyonunun ¢ok daha erken tanisina
izin verdigini saptamislardir. Sonug olarak ru-
tin tetkiklerde giiniimiizde ELISA en yaygin
tercih edilen yontemdir. Tek serum 6rneginde
kizamikg¢ik IgM tayini veya antikor titrelerinde
4 kat artis ile kesin tan1 konmaktadir. Kizamik-
¢ik gecirilip, geg¢irilmedigini anlamak igin ise,
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tek serum Orneginde IgG arastirmak yeterlidir
(2).

Serolojik testler; bazi durumlarda, bazi infek-
siyon hastaliklarinin tek tani metodu olabilir.
Serolojinin yalniz basina degerlendirilmemesi
gerektigi onemli bir noktadir. Hastada bulunan
klinik semptomlarla serolojik test sonuglari
karsilastiriimahdir. Iki serum &rnegi arasinda,
antikor titresinde artis olmasi taniyr destek-
lemektedir (54).
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