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OZET

Bruselloz Hastalarinda Asimetrik Dimetilarginin (ADMA) Diizeyinin

Arastirilmasi

Giris ve Amac : Asimetrik dimetilarginin (ADMA), nitrik oksit sentazin (NOS) ana endojen
inhibitoriidiir. NOS, konak savunmasinda ve vaskiiler yapinin siirdiiriilmesinde énemli rol
oynamaktadir. Yiikksek ADMA diizeylerinin endotel disfonksiyonu ile iligkili oldugu ve
cesitli hastaliklarda rol aldigi gosterilmistir. Brucella spp.’nin neden oldugu zoonoz bir
hastalik olan bruselloz, vaskiilopati olarak kendini gosterebilmektedir. Ancak Bruselloz ile
ADMA arasindaki iliski ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir. Caligmamizin amact
bruselloz hastalarinda ve saglikli kontrol grubunda ADMA diizeyinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metot : Caligmamiza 40 bruselloz hastasi ve 40 saglikli goniilli alind.
Bruselloz hastalarinda ve saglikli goniilliide serum ADMA diizeyleri Insan ADMA ELISA
kiti (Cusabio, Wuhan, China) ile iiretici firma Onerileri dogrultusunda arastirildi.
Katilimcilarin fiziki muayeneleri yapilarak, cinsiyet, yas ve ikamet adreslerini igeren
demografik karakteristikleri ve laboratuvar test sonuglar1 kayit altina alindi. Verilerin
degerlendirilmesinde IBM SPSS 19 istatistik paket programu kullamldi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi (p< 0.05) ve (p< 0.01) olarak kabul edildi.

Bulgular : Calismamiza bruselloz grubu ve saglikli kontrol olarak dahil edilen 40 olgunun
18’1 (%45) erkek, 22’si (%55) kadin olup, yas ortalamalar1 bruselloz grubunda 49,2+17.3,
kontrol grubunda ise 39,0+7,9 yildir. Serum ADMA konsantrasyonlar1 bruselloz ve kontrol
grubunda sirastyla; 262.6+139.59 ng/ml ve 196.52+85.25 ng/ml olarak saptanmustir.
Bruselloz grubunda, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik tespit edilmistir (p=0.013).

Sonug : Son yillarda yliksek ADMA seviyeleri, kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, diabetes
mellitus, multiple organ yetmezlikleri, kronik bobrek yetmezligi gibi pek ¢ok hastalikla
iligkilendirilmistir. Caligmamizda, Mengeloglu ve arkadaslarinin caligsmalarma benzer
sekilde brusellozlu hasta grubunda kontrol grubuna goére ADMA diizeyi yliksek
bulunmustur. ADMA diizeylerindeki bu yiiksekligin, brusellozun vaskiilitteki rolii
konusunda yeni yorumlar yapilmasina olanak saglayacagi ve yeni tedavi yontemlerinin
giindeme gelebilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Asimetrik Dimetilarjinin (ADMA), Bruselloz, ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)
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ABSTRACT

Investigation of Asymmetric Dimethylarginine (ADMA) Level in Brucellosis

Patients

Introduction and Aim : Asymmetric dimethylarginine (ADMA) is the main endogenous
inhibitor of nitric oxide synthase (NOS). NOS plays an important role in host defense and
the maintenance of vascular stracture. High ADMA levels have been associated with
endothelial dysfunction and have been implicated in a variety of diseases. Brucellosis is a
zoonotic disease caused by Brucella spp, which can be manifested as vasculopathy.
However, there are no sufficient data regarding the relationship between ADMA and
brucellosis. The aim of our study was to investigate ADMA levels in brucellosis patients and
healthy control group.

Material and Method : Our study enrolled 40 healthy volunteers and 40 patients with
brucellosis. Serum ADMA levels in brucellosis patients and healthy volunteers were
investigated with the Human ADMA ELISA kit (Cusabio, Wuhan, China) according to the
manufacturer's recommendation. Physical examinations of the participants were carried out
and the demographic characteristics including the gender, age and residence addresses and
the laboratory test results were recorded. IBM SPSS 19 statistical package program was used
to evaluate the data. Statistical significance level (p< 0.05) and (p< 0.01) were accepted.

Results : Out of 40 patients with brucellosis included in our study, 18 (45%) men and 22
(55%) were female, and the mean age was 49,2 + 17,3 years. Out of 40 healthy volunteers in
the control group, 18 (45%) men and 22 (55%) were female, and the mean age was 39,0 +7.,9
years. Serum ADMA concentrations in brucellosis and control group were; 262.6 + 139.59
ng/ml and 196.52 + 85.25 ng/ml, respectively. The brucellosis group yielded a statistically
significant difference compared with control group (p = 0.013).

Conclusion : In recent years, elevated ADMA levels have been associated with many
diseases such as cardiovascular system diseases, diabetes mellitus, multiple organ failure,
chronic renal failure. In our study, similar to the study of Mengeloglu et al., the level of
ADMA was higher in the patient group with brucellosis than the control group. Thus,
elevation in ADMA levels will provide opportunities to establish new interpretations of the
role of brucellosis in vasculitis, with new contributions to the development of novel
treatment methods.

Key words: Asymmetric Dimethylarginine (ADMA), Brucellosis, ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Brusellozun, diinya ¢apinda onemli saglik ve
ekonomik sorunlara yol acan zoonotik bir enfeksiyon oldugunu bildirmektedir (3).
Hastaligin tilkemizde ilk goriilmesinden bu yana neredeyse bir ylizyll gegmesine
ragmen, Tiirkiye'de hastalik eradike edilememis ve niifus hala biiytik risk altindadir.
Hemen hemen her insan bruselloz vakasi hayvansal kokene sahiptir ve bu nedenle,
hastaligin  kontrol Oncelikle veterinerlik problemidir. Diger yandan enfekte
hayvanlarla dogrudan temas disinda, hastalilk gida kaynaklidir ve gida
aligkanliklarinin degismesi ¢ok zor oldugundan, gelecekteki vakalarin ¢ogu gida
kaynakli olacaktir. Siiphe diizeyi yiiksek ve hastaligin goriinimii tipik ise, insan
brusellozunun tanis1 zor degildir, ancak bazen lokalize, sub-akut veya kronik
enfeksiyonun ¢esitli ve yaniltict bulgulart oldugunda vakalara yanhis tam
konulabilmektedir. Ayrica, insanlarda kullanim i¢in giivenli ve etkili bir as1 heniiz
mevcut degildir.

Nitrik oksit sentaz (NOS) vaskiiler yapinin siirdiiriilmesinde temel rol oynar.
Asimetrik dimetilarginin (ADMA), insan kaninda ve idrarinda saptanabilen endojen
bir molekiil olup NOS’un ana endojen inhibit6riidiir. Endotel, damar yapisinin ve
tonunun korunmasinda rol oynar. Nitrik oksit (NO), 6nemli bir endotel kaynakli
vazoaktif mediyatordiir.

Yiksek ADMA diizeylerinin endotel disfonksiyonu, hiperkolesterolemi,
ateroskleroz, hipertansiyon, kronik kalp yetmezligi, enflamasyon ve inme ile iliskili
oldugu gosterilmistir. ADMA ve enfeksiyon hastaliklar1 arasindaki iligki de

arastirilmis ve bazi bakteriyel enfeksiyonlarda, HIV ve sepsiste ADMA diizeylerinin



arttig1 ve HIV tedavisinde ise azaldig1 gosterilmistir. ADMA'nin, kritik hastalardaki
mortalitenin prediktif bir belirteci oldugu da bildirilmistir.

Bruselloz, multisistem tutulumu ile karakterize enfeksiyoz bir hastaliktir,
vaskiilopati tablosu ile de karsimiza cikabilmektedir. Ozellikle endemik bolgelerde,
vaskiiler hastaliklarin ayirici tanisinda Bruselloz diisiintilmelidir.

Calismamizin amaci bruselloz hastalarinda ve saglikli bireylerin serum
orneklerinde ADMA diizeyleri belirlenerek; ADMA ile bruselloz arasindaki iliskiyi

arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bruselloz Tanim

Bruselloz, Brusella cinsi bakterilerin neden oldugu diinya ¢apinda en yaygin
zoonoz hastaliklardan biridir (1). Insanlarin koyun, kegi, sigir, manda ve domuz gibi
hayvanlarin etlerini ve siitlerini tiiketmesiyle, hayvan atik iirlinleri veya enfekte
hayvanlarla dogrudan temas ve enfeksiy6z aerosollerin solunmasi yoluyla enfekte
olurlar (2). Bruselloz, hayvanlarda ekonomik kayiplara neden olmasi yaninda

insanlara bulastigindan dolay1 halk sagligi bakimindan 6nem tasimaktadir (3).
2.2. Tarihce

Hastalik ilk kez 1861 yilinda, Kirim Savasinda Ingiliz ordusunda cerrah olan
Jeffry Allen Marston tarafindan Malta adasindaki Ingiliz askerlerinde goriilen
Akdeniz atesi klinik tablosu ile bildirilmis (4). 1887 yilinda, Ingiliz Cerrah Kaptan
David Bruce ve Maltali mikrobiyolog Doktor Giuseppe Caruana-Scicluna
brusellozun etkeni olan Micrococcus melitensis’i (daha sonra Brucella melitensis
olarak adlandirilmig) “malta hummas1” nedeni ile 6len hastalarin dalak pulpasindan

izole etmisler (5, 6).

Maltal1 Tip Doktoru Laurenzo Giuseppe Sammut (Temi Zammit) Malta atesi,
Akdeniz atesi, Kibris atesi, napoliten atesi, Cebelitarik atesi, Kirim atesi olarak
anilan hastaligin aslinda bruselloz oldugunu ve kegilerden insana kontamine siit
yoluyla bulastigin1 ortaya koymus (7). Cerrah Kaptan M. Louis Hughes ve Kaptan

James Crawford Kennedy, hem insanlarda hem de hayvanlarda hastaligin venereal



bulasma yolu da dahil olmak iizere brusellozun zoonotik bulagi hakkinda 6nemli

detaylar1 kesfetmis (8).

M. melitensis'in izolasyonundan on yil sonra, Danimarkali bilim adami
Bernhard Bag abort olmus biiylikbag hayvan fetuslarinda Bacillus abortus’u (daha
sonra Brucella abortus olarak adlandirildi) izole etmis (9). Traum, 1914 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri'ndeki aborte domuzlardan Brucella suis’i izole ettigini

bildirmistir (5).

1918'de Amerikan mikrobiyolog Alice Catherine Evans brusellozun
epidemiyolojisini ortaya koymus ve Onleyici tedbir olarak siit pastorizasyonunun
kurulmasina katkida bulunmustur (10). Daha sonra 1920'de Louis Meyer ve Wilbur
Shaw, David Bruce'u onurlandirmak amaciyla, bu patojenik bakterileri Brucella adi
altinda tek bir cinse dahil etmeyi onermisler (11). 1994 yilinda, Kaliforniyada bir
yunus baligindan ve Iskog sahillerindeki deniz memelisi leslerinden B. maris'i izole

edilmis, 1996 yilinda ise Carmichael, kopeklerde B. canis'i tanimlamistir (12, 13).
2.3. Siniflandirma

Brucella cinsi, c¢esitli bitki ve hayvan patojenlerini (Agrobacterium ve
Rhizobiaciae) ve ayrica memelilerin hiicre i¢i patojenleri (Brucella, Bartonella,
Ochrobactrum ve Rickettsiae) kapsayan Proteobacteria'nin a2 alt smifinda yer
almaktadir (14). Brucella'nin resmi smiflandirmasi, bir dizi bakteriyolojik ve
biyokimyasal test kullanilarak yapilan fenotipik karakterizasyona dayanmaktadir

(15).

Klasik isimlendirme altinda, alt1 tiir baslangigta tercih ettikleri konak, bir dizi

spesifik faj ile lizize yatkinliklar1 ve ¢esitli karbonhidrat ve amino asit substratlarinin



oksidasyon paterni bazinda birbirinden ayrilmistir. Deniz memelileri, tarla faresi,
siganlar ve enfekte insan gogiis implantindan bir ka¢ yeni Brucella tiiriiniin izole
edilmesiyle birlikte suanda bilinen tiir sayist 10'un iizerine c¢ikmustir. Brucella
melitensis, Brucella abortus, Brucella suis, genel olarak insan hastalig: ile iliskili {i¢
tirdiir. Nadiren, Brucella canis’in etken oldugu insan vakalar1 bildirilirken, Brucella

ovis ve Brucella neotoma enfeksiyonu bildirilmemistir (16-18).
2.4. Morfolojisi ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

Brusella, 0.6-1.5 um boyunda, 0.5-0.7 pm eninde, kiigiik, hareketsiz, spor
yapmayan, gram negatif intraselliiler kokobasil veya siradan ortamlarda oldukca
yavas biiyiiyen kisa comaklardir. Morfoloji tiirler arasinda degisir. Ozellikle zengin
besiyerlerinde B. melitensis ¢ogunlukla kokkal formda goriiliirken, B. abortus ve B.
suis basiller fromda goriliir. Glisin, penisilin veya hormonlarla tedavi edilen
kiiltiirlerden, patojen olmayan L-formlari izole edilebilir. Aerobik olmalarina
ragmen, bazi suslar ek karbon dioksit gerekmektedir. Brusella suslar1 katalaz ve

stiperoksit dismutaz pozitiftir, cogu oksidaz pozitiftir.

Ozellikle B. suis ve B. ovis dahil olmak iizere suslarin ¢ogu, nitrat rediiktaz ile
nitrat1 nitrite indirgeyebilir. Metil kirmizis1 ve Voges-Proskauer testlerinde olumsuz
sonug verirler. Ureaz aktivitesi olmasina ragmen, tiirler ve biyovarlar arasinda
farklilik gosterir. Siniflandirilma biyovarlarin farkli metabolik aktivitelerine, boya
duyarliligina ve monospesifik serumlarla agliitinasyona dayanir. Brusella suslarinin
farkli karbonhidratlara ve amino asitlere oksidatif aktivitesi tanimlanmasi i¢in ¢ok
onemlidir. Brusella tiirlerinin oksidatif metabolizmas1 ve iireaz aktivitesindeki

farkliliklar Tablo 1°de 6zetlenmistir (19, 20).



Tablo 1. Brucella Tiirlerinin Oksidatif Metabolizmasi ve Ureaz Aktivitesi

B. melitensis | B. abortus B. suis B. neotomae B. canis B. ovis
L-Alanin + + D D D D
L- + + D + - +
Asparajin
N L- + + D + + +
ﬁ Glutamin
3
2 | L-Arjinin - - + - + -
&
DL-Sitrulin - - + - + -
L-Lizin - - D - + -
DL-Ornitin - - + - + -
L-Arabinoz - + D + D -
D-Galaktoz - + D + D -
3
® | D-Riboz - + + D + -
=]
<= :
s D-Ksiloz - D - - - -
o
&
V4 D-Glukoz + + + + + -
izoeritritol + + + + D -
Ureaz Aktivitesi 1 saat 1 saat 5 dakika 1 saat 5 dakika 7 giin

+, pozitif, - , negatif; D, degisken
2.5. Bulasma Yollar1

Bruselloz bir zoonozdur ve birka¢ istisna disinda insanlarda enfeksiyon
hayvansal kaynaklarla dogrudan veya dolayli temastan kaynaklanir. Nadiren
insandan insana bulagin cinsel yolla olabilecegi bildirilmistir. Laboratuvar kaynakl
bruselloz, kazara inhalasyon, enjeksiyon, mukozal veya cilt kontaminasyonu sonucu
maruz kalma ile olusur ve onemli bir sorundur. Brusella tiirleri 60 °C'de 10 dakika
isitilarak yok edilir ve etanol, izopropanol, iyodoforlar, hipoklorit gibi diisiik diizey
dezenfektanlara hassastir (20). Idrarda 6 giin, su veya toprakta 10 hafta, abort edilen

fetiislerde 75 giin canli kalabilirler (19). Normal depolama kosullar1 altinda



Brusellanin 87 giin boyunca UHT siitiinde, 60 giin su ve bir haftadan daha az
yogurtta canli kalabildigi bildirilmistir (21). Enfekte siitten hazirlanan siit ve siit
tirlinleri ¢ok sayida canli organizma igerir ve insanlarda biiyiik enfeksiyon kaynagi
olusturur (19). Brusella tiirlerinin, dogal konaklari, ilk kez izole edildigi tarih, yaygin

olarak goriildiigii iilkeler gibi epidemiyolojik 6zellikler Tablo 2°de verilmistir (19).

Tablo 2. Brucella Tiirlerinin Epidemiyolojik Ozellikleri

Tiir Ilk Vaka Dogal Yaygin goriildiigii bolge
Konak
. melitensis Bruce-1187 Koyun, ke¢i | Akdeniz kiyilari, Arap
yarimadasi, Latin Amerika
. abortus Ewans-1918 Sigir Asya tilkeleri
. suis Traum-1914 Domuz Latin Amerika, Giiney Cin,
Giliney Dogu Asya
. canis Carmichael and Kopek Arjantin, Brazilya, Cin , Cek
Bruner-1968 Cumhuriyeti, Almanya,
Japonya, Madagaskar, Papua
Yeni Gine, Peru, Filipinler
. ovis Buddle-Boyes and Koyun Arjantin, Sili, Fransa,
Simmons Hall-1953 Almanya, Giliney Afrika,
USA, Ispanya, Eski Sovyetler
Birligi Ulkeleri
. heotomae Stoenner and Kemiriciler | Insan vakasi bildirilmemis
Lackman-1957
. ceti Foster-2007 Deniz Bir laboratuvar enfeksiyonu
memelileri | vakasi
. pinnipedalis Foster-2007 Deniz Insan vakast bildirilmemis
memelileri
. microti Scholz-2008 Kirmizi Insan vakasi bildirilmemis
tilkiler,
tarla faresi
. inopinata Scholz-2010 Bilinmiyor | Protez meme implanti

enfeksiyonu (bir insan vakasi)



2.6. Antijenik Yapi ve Virulans Faktorleri

Brusella'nin antijenik yapisi, yiizey, hiicre i¢i ve in vivo antijenlerden
olusmaktadir. Brusella tiirlerinin hiicre duvar yapisi Enterobacteriaceae’ya
benzemektedir. Kapsiil ve glikokaliks yapisina sahip olmadigindan hiicre duvar
yapisinin biiyiilk bir kismi lipopolisakkarit (LPS) yapidan olusmaktadir (22,23).
Bagisiklik sistemi tarafindan taninan protein yapisindaki antijenler (sitoplazmik,
periplazmik ve dis membran proteinleri-OMPs) serolojik tam1 amaciyla
kullanilabilmektedir. Ribozomal proteinler (6rn. L7/L12) ile fiizyon proteinlerine
karst humoral ve hiicresel yanit gelisebildiginden dolayr Brusella asilari ic¢in
potansiyel molekiiller olarak kabul edilmektedir (23,24). Brusella’nin antijenik

bilesenleri Tablo 3’te 6zetlenmistir (19).

Brusella, metabolik regiilatdrler gibi davranan cesitli virtilans faktorleri
sayesinde, konakg¢min bagisiklik sisteminden kendini koruyabilir, farkli ¢evre
kosullarina kolayca uyum saglayabilir ve hiicre i¢i cogalabilir. Brusella tiirlerinin
cogu son derece viriilenttir ve hem dogal hem de tesadiifi konaklarda akut
enfeksiyona neden olurlar. Bakteri, bityiik bir inflamatuar yanit olusturmadan enfekte
edebilen "gizli patojen™ olarak bilinmektedir. Retikuloendotelyal sistemdeki
makrofajlar ve plasentadaki trofoblastlar gibi konak¢1 hiicrelerde hayatta kalma ve
cogalma yetene8i, virulansinin oOnemli bir yOniidiir. Hiicrelere savunma
mekanizmalarindan kagmaya yardim eden lipit sallar araciligiyla girer. Bakterinin
lipopolisakkariti ve periplazmik siklik bir B-glukan, Brusella'nin hayatta kaldigi ve

cogaldig bir hiicre ici replikasyon oyugunun olusturulmasindaki ilk adimlar icin



gereklidir (25, 26). Fagozomun asidifikasyonu VirB tip 1V sekresyon sistemi de dahil
olmak iizere birkag viriilans faktoriinlin ekspresyonunu indiikler. VirB sisteminin,
hiicre i¢i ¢ogaltma oyugu olusturmak i¢in konak hiicre biyolojisi diizenleyen efektor
proteinleri konak hiicreye aktardigi distliniilmektedir. Brusella, endoplazmik
retikulum ¢ikis bolgelerinde membran kesecikleri yakalayarak replikasyon

vakuolunu olusturur (27).

Tablo 3. Brusella’nin Antijenik Bilesenleri

Antijenik Bilesenler Antijenler

Yiizey Antijenleri LPS
Diger polisakkarit antijenler

Dis membran proteinleri
Hiicre ici antijenler L7/L12 ribozomal protein

Al, A2, A3, A4, B1, B2, C antijenleri
In vivo antijenler Demir diizenleyen proteinler

Stres-iligkili proteinler

2.6.1. Lipopolisakkarid (LPS)

Brusellalar, gram negatif bakterilerdir ve hiicrenin etrafi iki membranla
cevrilidir. D1 membran, bakteri ve konak arasindaki ilk etkilesim noktasi oldugu i¢in
enfeksiyon siirecinde ¢ok 6nemli rol oynar. LPS, Lipid A, kor oligosakkarid ve O-
polisakkarid yan zinciri (O antijeni) olmak iizere ii¢ temel bilesenden olusur.
Brusellalar, bir O-antijen ile modifiye edilmis LPS igeren diiz (smooth) LPS (S-LPS)
suslart ve O-antijeni olmayan kaba (rough) LPS (R-LPS) olmak iizere iki fenotipe
ayrilir (28,29). Bircok bakteriyel enfeksiyonda, LPS, dogal bagisiklik sistemi
tarafindan taninan ve organizmaya karsi siddetli bir bagisiklik tepkisini tetikleyen
baslica molekiildiir. Brusellalarin tam bir O-antijeniyle S-LPS iiretme yetenegi,

insanlarda virulansi igin ¢ok 6nemlidir. Vahsi tip (wild-type) brusella suslarinin ¢ogu
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diiz fenotipindedir. Kaba fenotipindekiler ise mutant suslardir. Tam bir O-antijeni
eksprese eden B. melitensis, B. suis ve B. abortus, insan enfeksiyonlarindan sorumlu
ana tiirlerdir. Dogal olarak O-antijen modifikasyonundan yoksun Brusella tiirleri B.
canis ve B. ovis, ya diisiik bir virulansa sahiptir ya da insanlarda avirulenttir. O-
antijen tagimayan bu Brusella tiirlerinin mutantlari, 6nemli 6l¢iide daha az viriilandir

(29-31).

Diiz brusella, lipid tabakadan hiicre igine giris yaparak, lizozom
lokalizasyonundan kagip replikatif ER bolgesine giderken, kaba brusella, makrofaja
lipid tabaka diginda baska bir bolgeden girerek hizla lizozomla birlesir ve fagosite
olur. Diiz brusella fenotipinde, LPS’in diger etkisi de indirekt yolla enfekte konak
hiicrede (makrofaj) apopitozu 6nlemesidir. LPS, Gram negatif bakterilerden biiyiime
ve Olim sirasinda salinir ve septik hastalarda endotoksik sokun nedenidir.
Brusellanin LPS'si enterobakteriyel LPS’e gore daha az toksik ve immunojeniktir.
B.abortus’un LPS molekiillerinin inflamatuar sitokinleri indiikleme agisindan E. coli

LPS’ine gore 1000 kat daha az potent oldugu bildirilmistir (29, 31, 32).

2.6.1.2. VirB Tip IV Sekresyon Sistemi (T4SS)

VirB operonu tarafindan kodlanan, VirB Tip IV sekresyon sistemi (T4SS),
Brusellanin en Onemli virulans faktorlerinden biridir. T4SS, bakteriyel
makromolekiillerin  bakteri membranindan enfekte hiicrenin sitoplazmasina
transferini saglayan ¢ok sayida protein kompleksinden olusur. Brusella, bu sistem ile
konak hiicreye virulans faktorlerini aktarir. Bu nedenle Brusellanin hiicre i¢i yagami

ve replikasyonu i¢in gereklidir (31-33).
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2.6.1.3. iki Komponentli BvrR/BvrS Sistemi

BvrR/BvrS sistemi; Brusellanin virulansi, hiicreye invazyonu ve hiicre ici
replikasyonu ve polimiksin B gibi bakterisidal ajanlara diren¢ gibi fonksiyonlarinin
kontroliinde ve dis membran proteinlerinin  (Omps) kompozisyonunun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Brusella BvrR ve BvrS mutantlarinin, hiicre igi

replikasyon yeteneginin azaldig1 ve daha az invaziv olduklar1 bildirilmistir (32-34).
2.6.1.4. Siklik p-1,2 Glukan

Cgs geni tarafindan kodlanan ve siklik B (1;2) glukan sentetaz tarafindan
sentezlenen siklik B-1,2 glukan, bir membran proteinidir. Konak hiicre
membranindaki lipid tabaka {izerine etki ederck fagozom-lizozom fiizyonuna engel
olur. Brusella Cgs mutant suslarinda fagozom-lizozom fiizyonu olustugundan replike

olamazlar ve bu nedenle virulanslarini kaybederler (32, 33).
2.6.1.5. Siiperoksit Dismutaz

Brusella konak¢i makrofajlarin fagozomal bdlmesi i¢inde bulundugundan,
patojenin kronik enfeksiyonlar1 olusturma ve siirdiirme kapasitesi, bu fagositik
hiicreler iginde hayatta kalma ve cogalma yetenegine baghdir (35). Konak
makrofajlar tarafindan iretilen reaktif oksijen ara irtnleri, Brusella’nin hiicre igi

replikasyonunu sinirlamak i¢in kullanilan ana mekanizmalardan biridir (36).

Stiperoksit (Oy), hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil radikalleri (OH) gibi
reaktif oksijen ara tiriinleri makro molekiiler yapilara zarar verdikleri i¢in Brusella'ya
zararhdir. Bakteriler genellikle reaktif oksijen ara liriinleri tarafindan hasara karsi iki

savunma hattina sahiptir. Ik savunma hatt;, bu reaktif oksijen ara iiriinlerini
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dogrudan detoksize eden katalaz, siiperoksit dismutaz ve peroksidaz gibi enzimleri
icerir. Tkinci savunma hatt1, hiicresel bilesenlerde oksidatif hasar1 onaran enzimleri

icerir. Bu enzimler arasinda DNA onarim enzimlerinden bazilar1 bulunur (37).

Stiperoksit dismutazlar, aktif bolgelerinde demir, manganez veya bakir ve
¢inko igeren bir metaloenzimler ailesidir. Bu enzimler, siiperoksidin (O,) oksijene ve
hidrojen perokside (H,0;) degisimini katalize eder (32, 36). Fe-Mn igeren
sitoplazmik siiperoksit dismutaz, aerobik metabolizma sonucunda olusan endojen
stiperoksidi detoksifiye ederken, Cu-Zn igeren siiperoksit dismutaz (sodC) ise katalaz
ile birlikte periplazmik bolgede konak makrofajlarinda olusan reaktif oksijen

elementlerinden Brusella’y1 korur (36, 38).
2.6.1.6. Katalaz

Katalazin hiicrelerin oksidatif stresten korunmasinda énemli bir rol oynadigi
1yi bilinmektedir. Patojenik bakteriler, konake tarafindan saldiriya karsi bir savunma
araci olarak hidrojen peroksitin su ve oksijen halinde ayrismasini katalize etmek igin
bu enzimi kullanirlar. Brusella'daki bilinen tek katalaz aktivitesi periplazmik alanda
sinirhdir ve periplazmik yerlesiminden dolayr Cu-Zn superoksit dismutaz ve
katalazin bakterileri dis kaynakli oksidatif bilesiklerden korumada dahil oldugu
diisiiniilmektedir. Brusella katalaz mutantinin hidrojen peroksite karsi artan

duyarlilik gdsterdigi bildirilmektedir (32, 39).
2.6.1.7. Ureaz

Ureaz, iire hidrolizini katalize eden amonyak ve karbondioksit veren, ¢ok
uniteli nikel igeren bir enzimdir. Brusella cinsine (B. ovis harig) ait bakteriler

genellikle karakteristik giiclii iireaz aktivitesi gosterirler. Ureazin, insan bruselloz
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enfeksiyonunun ana yolu olan oral yoldan bakteriler alindiginda, mideden gegisi

sirasinda B. abortus ve B. suis suslarini korudugu bildirilmistir (40).

2.6.1.8. Baz Ekzisyon Onarimi

XthA geni tarafindan kodlanan Ekzoniikleaz III, DNA'nin baz cksizyon
onariminda bakteriyel DNA'dan oksidatif lezyonlar1 gidererek énemli bir rol oynar.
Brusella spp.’nin genom dizilerinde iki 6zdes olmayan xthA (XthA-1 ve XthA-2)
geni oldugu gosterilmistir. XthA-1 gen iriiniiniin, B. abortus'un in vitro olarak

oksidatif hasardan korunmasina katildig: bildirilmistir (37, 38).

2.6.1.9. Diger Virulans Faktorleri

Ayrica Brusella’yr reaktif oksijen friinlerinin toksik etkisinden koruyan
sitokrom oksidaz (cydB), alkil hidroperoksit rediiktaz (ahpC/ahpD) ve nitrik oksit
detoksifikasyonunu saglayan nitrik oksitrediiktaz (norD) gibi viriilans faktorleri de
bulunmaktadir (32, 41). Brusella’nin virulans faktorleri ve fonksiyonlari Tablo 4’te

Ozetlenmistir (19).



Tablo 4. Brusella’nin Virulans Faktorleri

Virulans Faktor

Fonksiyonu

LPS’i de iceren yiizey antijenleri

Bakir-¢inko siiperoksit dismutaz
(Cu-Zn SOD)

VirB Tip IV Sekresyon Sistemi

(T4SS)

Siklik p-1,2 Glukan

Katalaz

Baz ekzisyon onarimi

Ureaz

ki Komponentli BvrR/BvrS

Sistemi

AlKil hidroperoksit rediiktaz

Sitokrom oksidaz

Nitrik oksit rediiktaz

Brusella virulans faktor A

Serum ve fagositlerin bakterisidal aktivitesinin inhibisyonu

Polimorfoniikleer fagositlerde oksidatif patlamanin
baskilanmasti

Hiicre i¢i canli kalma

Viriilans faktorlerinin hiicre igi yer degisimi

Hiicre i¢i trafigin diizenlenmesi

Oksidatif stresten koruma

Bakteriyel DNA’dan oksidatif lezyonlarin uzaklastirilmast

Asidik ortamda canli kalma

Mideden gecerken bakteriyi koruma

Invazyon ve hiicre i¢i canli kalma

Oksijen radikalleri hasarina karst koruma

Hiicre i¢i cogalma

Diistik-oksijen konsantrasyonunda {ireme

Hiicre i¢i oyugun olusturulmasi
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2.7. Epidemiyoloji

Bruselloz, diinya ¢apinda en yaygin zoonotik enfeksiyondur ve 56 iilkede
bildirilmektedir (42). Ayrica, yilda 500.000'den fazla yeni bruselloz vakasi
bildirilmektedir (43). Bununla birlikte, diinya ¢apinda endemik bolgelerde insan
brusellozunun yillik insidans hizi, 100.000 niifus basina <0.01 ila >200 vaka arasinda
degismektedir. 2005 yilinda 100.000 niifus basina yillik insidans orani: Suriye'de
160.30, Mogolistan'da 60.60, Tiirkiye'de 26.20 ve Suudi Arabistan'da 21.40 olarak
bildirilmistir (44). Cesitli sosyoekonomik ve politik sebeplere kiiresellesme ¢aginda
uluslararasi seyahat evriminin de eklenmesiyle, insan brusellozunun epidemiyolojisi
son 25 yilda 6nemli dl¢lide degismistir. Fransa ve Latin Amerika gibi endemik olarak
kabul edilen baz1 yerlerde, hastaligin kontrolii saglanmistir. Portekiz, Ispanya, Tunus
ve Urdiin gibi baz1 iilkelerde, bruselloz insidans1 énemli dlgiide azalmistir. Aksine,
Gliney Avrupa ve Afrika'daki bircok bolgeye ek olarak, Tiirkiye, Cezayir gibi
tilkelerde insidans artmaktadir. Kabul edilen kontrol 6nlemlerine ragmen, hastalik
hem Avrupa'da hem de ABD'de degisen oranlarda hala mevcuttur (43). Akdeniz ve
orta dogu bdlgeleri, zoonozlarin tarihi gelisimi ve yogunlasmasi icin en Onemli
alanlar olarak kabul edilmektedir. Ortadogu'da yirmi bes iilkede hastalik kayit altina
alinmakta ve bu tilkelerin 6’sindan yilda 90.000 vaka bildirilmektedir (42). Sosyo
ekonomik degisiklikler, baz1 akdeniz ve Ortadogu iilkelerindeki savaglar ve politik
calkantilar, bazi iilkelerde kontrol programlarinin yetersiz olmasi, insanlarin
uluslararast seyahat kolayli§i ve acik smirlar boyunca kontrolsiiz hayvan
tasimaciligl, bruselloz insidansindaki artisin nedenleri olarak bildirilmektedir (45,

46).
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Tirkiye jeopolitik konumu nedeniyle, kuzeybatida Yunanistan ve
Bulgaristan'la, kuzeydoguda Ermenistan, Azerbaycan ve Giircistan'la, giineydoguda
ise Iran, Irak ve Suriye ile sinir komsulugu yapmaktadir (47). Tiirkiye'nin cografi
durumu, basta dogu ve gilineydogu komsular1 olmak iizere bulasici hastaliklarin
yayilmasi i¢in her zaman bir risk faktoriidiir (48). Tirkiye'yi ¢evreleyen tiim
iilkelerde bruselloz endemiktir. insan brusellozu, milyonda 238,6 vaka ile iran'da
ciddi bir halk sagligi sorunudur (49). Irak'ta insan brusellozu, milyonda 278.4 vaka
olarak bildirilirken, Suriye ise milyonda 1603.4 vaka ile diinyanin en yiiksek insan
brusellozu insidansina sahiptir. Tiitkiye sinirlar1 boyunca yasadisi hayvan hareketi,
2001 yilinda 3285 sayili Kanunun ilgili maddelerinde yapilan degisikliklerle son
yillarda en aza indirilmistir. Ancak, bolgedeki tiim iilkeler arasindaki brusellozun

eradikasyonu ve dnlenmesi i¢in igbirligine ihtiyag¢ vardir (47, 50).

1980'li yillara kadar, Tirkiye’de insan brusellloz vakalari nadiren
kaydedilmis. Ornegin, 1930 ve 1980 yillar1 arasinda, 2000’den daha az vaka
kaydedilmistir. 1980-2005 déneminde, toplam 189 226 insan bruselloz vakasi resmi
olarak rapor edilmistir; bunlarin yaklagik 90 000’1, 2000 ve 2005 yillar1 arasinda
kaydedilmistir (yilda yaklasik 15.000 vaka). Ancak bu sayilar, gercek sayilari
yansitmamaktadir; Kayitli olanlarin kayitli olmayanlara orani tahminen yaklasik

1:30°dur (47, 51).

Tiirkiye'de ilk laboratuvar tanili bruselloz vakasi 1915 yilinda bildirilmistir.
1915'ten 1963'e kadar incelendiginde, 48 yilda 11 621 kisinin agliitinasyon testi ile
bruselloz agisindan test edildigi ve bunlarin yaklagik % 9'unun pozitif oldugu
bulunmustur (52). 1937 yilinda, Celik 1157 bireyde bruselloz varligini arastirmis ve

% 2.6 oraninda pozitiflik saptamigtir (53). 1943' te Golem 1154 bireyde bruselloz
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varligini arastirmis ve % 5.9' unda pozitiflik bulmustur (54). 1957 yilinda Akyay ve
Giirsel, Eskisehir’de 2424 kiside ve 203 mezbaha calisaninda bruselloz varligimi

arastirmig ve sirasiyla % 4.3 ve % 23.1 oraninda pozitiflik saptamistir (55).

Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden genis 6lgekli seroepidemiyolojik arastirmalar
yaptlmistir. 1990 yilinda Cetin ve ark.’lari, Tiirkiye genelinde biiyiik sehirlerde
(Istanbul, Ankara, Konya, Antalya, Diyarbakir, Izmir, Sivas, Erzurum ve Bursa)
58767 saglikli goriiniimli birey ve 3734 mezbaha c¢alisanina ait 6rnekte sirasiyla

% 1.8 ve % 6 oraninda bruselloz pozitifligi saptamistir (56).

Bir diger calisgmada, Ko6se ve ark.’lari, Tiirkiye’nin farkli illerindeki kirsal ve
kentsel niifustaki insanlarda bruselloz {izerine seroepidemiyolojik bir ¢alisma
yiirlitmiisler. Rose Bengal ve standart agliitinasyon testleri kullanarak 832 saglikli
yetiskini test etmisler ve % 3 oraninda bir seroprevalans saptamislar. Tiirkiye'nin
giineydogu illerinde seroprevelans batidaki illere gore daha diisiikk bulunmus ve
yazarlar bu disiikliiglin nedenini arastirmadan onceki yil ¢iftlik hayvanlarinin
agillanmasina baglamig (57). 1991-2005 yillar1 arasinda Tirkiye’'nin diger illerinde
Rose Bengal testi kullanilarak yapilan ¢aligmada, seroprevalans oranlari Afyon
(% 15.7), Malatya (% 2.9), Denizli (% 6.5), Kayseri (% 3.4), Bolu (% 1.3) ve Van’da

(% 26.7) olarak bulunmustur (47).
2.8. Klinik Belirti ve Bulgular

Bruselloz, cesitli organlar1 veya viicut sistemlerini etkileyen sistemik bir
hastaliktir. Semptomlar ates, terleme, halsizlik, bas agrisi, sirt agrisi, istahsizlik gibi
nonspesifiktir ve aniden veya bir haftalik bir stirede gelisebilir. Herhangi bir organin

tutulumu siklikla lokalize hastalik olarak adlandirilir ve akut brusellozun bir
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komplikasyonu olarak veya kronik brusellozun bir goriiniimii olarak ortaya ¢ikabilir

(58, 59).

Inkiibasyon siiresi organizmanin viriilansina, giris yoluna ve enfeksiyoz doza
gore degismektedir. Semptomlarin siiresine gore, bruselloz vakalari akut (sekiz
haftadan az), subakut (sekizden 52 haftaya kadar) ve kronik (52 haftadan fazla)

olarak siniflandirilir (59).

Brusellozun klinik spektrumu ¢ok hafif, atesli hastaliktan ciddi multisistem
tutuluma kadar uzanir. Hastalar sabahlar1 kendilerini 1yi hissederken, 6gleden sonra
iistime titreme ile ylikselmeye baslayan ates gece yarisindan sonra bol terleme ile
diiser. 7-10 giin icinde giderek yiikselen ates, ylikseldigi gibi diiserek normale doner.
3-5 giinliik atessiz donemi takiben ates baslangicta oldugu gibi tekrar yiikselir.

Bruselloz i¢in tipik olan bu tablo ondiilan ates olarak adlandirilir (59, 60).

2.8.1. Akut Bruselloz

Hastalik, influenza benzeri hafif bir tablodan ¢ok agir seyirli septisemik bir
tabloya kadar degisik bir spektrumda goriilebilir. Akut bruselloz intermittan veya
remittan ates ile karakterizedir. Halsizlik, bas agrisi, kas agrisi, eklem agrisi, kilo
kaybi, kramp, kabizlik, anoreksi ve sirt agrisi, akut brusellozun diger belirtileridir.
Akut bruselloz, Brucella melitensis ile enfeksiyonda diger tiirlere gore daha sik

goriiliir (59, 60).
2.8.2. Subakut Bruselloz

Subakut bruselloz, endemik bolgelerde tarif edilen, ondulan ates ile

karakterize tipik ve klasik formdur. Semptomlar hafiftir, halsizlik, bas agris1 ve kas
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agris1 goriliir. Ayrica, epididimit, orsit gibi lokalize enfeksiyonlar ve osteoartikiiler
komplikasyonlar daha sik goriiliir. Uygun olmayan antibiyotik tedavisi alan
hastalarda ve tedavisi tamamlanmamuis hastalarda gozlenir. Brusella kan kiiltiirlerinin

% 40-70’inden izole edilir (59, 60).

2.8.3. Kronik Bruselloz

Kronik bruselloz genellikle kemik, eklem, bobrek, karaciger veya dalak gibi
derin dokularda enfeksiyon odaginin elimine edilememesi sebebiyle olusur. Kronik
brusellozda goriilen yaygin semptomlar zayiflik, yorgunluk, duygusal kararsizlik,
depresyon, bas agris1 ve uykusuzluktur. Kronik bruselloz, 6zellikle yaslilarda goriilen
kronik yorgunluk sendromuna benzer ozelliklere sahiptir. Kan kiiltiirii pozitifligi

% 10-20 oranindadir (59, 60).

2.8.4. Subklinik veya Asemptomatik Enfeksiyon

Subklinik veya asemptomatik enfeksiyon ciftciler, mezbaha calisanlar1 ve
veteriner hekimlerde bildirilmistir. Hastaligin klinik belirti ve bulgular1 goriilmez.

Tani etkenin izole edilmesi ve pozitif serolojik testlerle konur (59, 60).

2.8.5. Relaps

Tedavi tamamlandiktan sonra belirti ve bulgularin tekrarlanmasi ve yeni kan
kiiltiir pozitifligi relaps olarak tanimlanir. Relaps genellikle tedavi bittikten 3 ila 6 ay

sonra ortaya ¢ikar ve genellikle antibiyotik direncinden kaynaklanmaz (59, 60).
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2.8.6. Multiorgan Sistem Tutulumu

Aktif brusellozlu hastalarda herhangi bir bolge veya organ tutulumu klinik
tabloya hakimse fokal bruselloz veya komplikasyon olarak tanimlanmaktadir. Fokal
tutulum akut hastaligin bir komplikasyonu olarak goriilebilecegi gibi kronik

brusellozun klinik tablosu olarak da ortaya ¢ikabilir (60).
2.8.6.1. Osteoartikuler Tutulum

Osteoartikiiler tutulum, brusellozun en yaygin fokal komplikasyonudur. Cogu
seride osteoartikiiler tutulum insidanst % 10-85'dir (58, 61). Geng¢ hastalarda
sakroiliak eklemlerde en ¢ok tutulum olurken, yasl hastalarda spondilit ve periferik
artrit daha ¢ok goriilmektedir (58, 62). Artrit ve sakroileit genellikle akut formda
sika goriiliir ve standart tedaviye yanit verir. Ote yandan, spinal bruselloz genellikle
subakut ve kronik bruselloz tabloda ortaya ¢ikar ve tedavisi daha zordur (63). En sik
lomber vertebralarda (L4-L5) vertebralarda goriilirken, torakal ve servikal
vertebralar1 nadiren tutabilir (58, 61, 64). Gegmiste paravertebral ve / veya epidural
apse olusumu nadiren bildirilirken, son yillarda, hassas tan1 teknikleri (bilgisayarh
tomografi veya manyetik rezonans goriintiileme-MRI ) ile daha ¢ok tan1 konmaktadir
(61, 63, 65). Brusellar artritte, herhangi bir eklem etkilenebilir ancak, biiytik agirlik
tasiyan eklemler (kalga ve dizler) en ¢ok etkilenen eklemlerdir. Tenosinovit ve

bursite de neden oldugu bildirilmistir (59).

Osteoartikiiler bruselloz hastalarinin sikayetleri sinsi ve nonspesifik olabilir.
En sik goriilen semptomlar eklem agrisi, eklem sisligi, eklem derisinde kizariklik,
ates, terleme, halsizlik, bel agris1 ve anoreksiyadir. Spinal brusellozda kord ve noral

basiya bagli paraparezi, parestezi veya refleks degisiklikleri olabilir (58, 64, 66).
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2.8.6.2. Norolojik Tutulum

Norobruselloz, brusellozun nadir fakat ciddi bir komplikasyonudur.
Brusellozlu olgularin % 5'inden azinda sinir sistemi tutulumu saptanmustir (59).
Bununla birlikte, norobruselloz insidansinin, calisma popiilasyonlarinin farkl
orneklem biiyiikliigiinden ve merkezlerin ve iilkelerin epidemiyolojik 6zelliklerinden
etkilendigi bildirilmektedir (67). Norobrusellozun klinik gériiniimii spesifik degildir.
Ense sertligi vakalarin % 50'sinden daha azinda ortaya g¢ikmaktadir (63, 67).
Norobrusellozlu 187 olgu analiz edildiginde bas agrisi, ates, terleme, kilo kayb1 ve
sirt agrisinin baskin  semptomlar oldugu bildirilmistir (68). Anti-depresif veya
antipsikotik tedavi olmaksizin antibakteriyel tedavi ile diizelen nérobrusellozlu

hastalarda gesitli psikiyatrik belirtiler ve 6zellikle depresyon bildirilmistir (69).

Norobrusellozun tanisi, herhangi bir norolojik hastalik ile agiklanmayan
norolojik sendromun semptomlarina veya klinik bulgularina dayanir. Norobruselloz
tanisi, beyin omurilik sivisinda (BOS) Brusella’nin izolasyonu veya Brusella
antikorlariin BOS’ta gosterilmesi (herhangi bir titrede), BOS'ta pleositoz gibi
herhangi bir anormalligin varligi ile konmaktadir (68, 70). BOS kiiltiirinden
Brusellanin izolasyonu teshisi icin altin standarttir. Ancak, farkli vaka serilerindeki
hastalarda BOS Kkiiltiirlerinin % 15-30'unda pozitiflik saptanmistir (67, 68).
Bruselloz, menenjit, meningoensefalit, ndrit, beyin apsesine neden olabilir ve
hastalarda sensorindral isitme kaybi1 ve vertigo gibi nonspesifik semptomlarla

bagvurabilir (68).
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2.8.6.3. Kardiyovaskiiler Tutulum

Brusellozun kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 (endokardit, miyokardit ve
perikardit) nadirdir (59). Endokardit, hastaligin en sik goriilen kardiyovaskiiler
tutulumu ve ayn1 zamanda bruselloz iligkili 6liimlerin sebebidir (59, 71). Brusella

enfeksiyonu sonrasi gelisen endokardit oranlar1 (% 0.4-11) degismektedir (72).

Genellikle ates, kalpte {ifiirtim, karaciger ve dalak biiylimesi gozlenen klinik
semptomlardir. B. melitensis ve B. abortus en sik izole edilen tiirlerdir. Enfeksiyon
hem dogal hem de protez kapaklarda olusabilir. Hastalik genellikle kalbin sol tarafini
etkiler ve agirlikli olarak aortik kapak etkilenir. Mitral tutulumu olan hastalarda,
romatoid bozukluklarda eslik etmektedir. Brusella endokarditi, dogal kapaklarda
dejenerasyona yol acar ve semptomlarin baslamasindan 3 ila 11 ay sonra kalp
yetmezligine neden olur. Cerrahi tedavi yiliksek oranda medikal tedavi basarisizlig

nedeniyle brusella endokarditinin tedavisinde endikedir (71, 72).

2.8.6.4. Gastrointestinal Tutulum

Karaciger retikiiloendotelyal sistemin en biiylik organi oldugundan siklikla
etkilenir. Karacigerde biliylime, brusellozun en sik goriilen gastrointestinal
belirtisidir, vakalarin % 32-63'tinde bildirilmistir. Bruselloza bagl hepatit, graniilom
veya apse olusumu nadirdir (59, 73). Splenomegali olgularin % 29.6-% 56'sinda
bildirilmektedir. Hastalik dalakta graniillomlara veya apse olusumuna neden
olabilmektedir (74). Anoreksiya, kusma, ishal, kabizlik brusellozun diger nonspesifik

gastrointestinal bulgularidir (59, 64).



23

2.8.6.5. Genituriner Tutulum

Epididimoorsit, prostatit ve seminal vezikiilit, bruselloz ile iligkili
genitotiriner enfeksiyonlardir. Brusella epididimo orsiti (BEO), testikiiler apse, atrofi
ve infertilite gibi ciddi komplikasyonlari olan en yaygin klinik durumdur. Hastalik
insidans1 farkli iilkelerden% 1.6 ila % 20 arasinda rapor edilmektedir. BEO, geng
hastalarda skrotal siglik ve agr1 ile karakterizedir. Hastalik genellikle akut baglangich
olarak ortaya ¢ikar, ancak Ozellikle endemik bolgelerde sistemik semptomlar
olmadan ortaya ¢ikabilir (75, 76). Bruselloza bagli epididimoorsit, kabakulak ve
torsiyon ve tiimorler gibi cerrahi problemlerden ayrilmalidir. Uygun antimikrobiyal
tedaviye ragmen, tedavi basarisizligi olan hastalara orsiektomi yapilir (76). Prostatit
ve seminal vesikiilitli hastalarda genellikle diziiri, titreme, ates, perianal ve pelvik
rahatsizlik gibi uzun siireli semptomlar goriiliir ve Brusella prostatik sekresyon

kiiltiiriinden izole edilebilir (59).

2.8.6.6. Solunum Sistemi Tutulumu

Brusellozda solunum sistemi tutulumu nadirdir (<% 5), ancak akut bronsit,
bronkopndmoni, plevral eflizyon, ampiyem ve akciger apsesi de dahil olmak iizere
cesitli pulmoner bulgular bildirilmistir. En sik bildirilen semptomlar kuru veya
prodiiktif oksiiriik, dispne, gogiis agris1 ve grip benzeri semptomlardir ve % 15-30
oraninda goriiliir (58, 59). Brucella spp. gram boyamada nadiren goriilebilir veya

balgamdan izole edilebilir (77).

2.8.6.7. Cilt Tutulumu

Brusella’nin cilt tutulumu genellikle mesleki maruziyeti olan hastalarda

bildirilmistir. Brusellozun kutandz bulgulari nonspesifiktir ve nadiren ortaya
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cikmaktadir (<% 5). Makiilopapiiler dokiintiiler, purpura ve petesiler, eritema
nodozum, iilserler ve apse, kutandz brusellozda bildirilen semptomlaridir. Apse ve

tilseratif lezyonlar, B. suis enfeksiyonunda daha sik rapor edilmistir (78).
2.8.6.8. Goz Tutulumu

Brusellozda goz tutulumu % 4- % 26 oraminda bildirmistir. Uveit,
konjunktivit, koroidit, keratit, papildodem hastaligin akut veya kronik evresinde
goriilebilmektedir. Direkt invazyon, endokarditten septik uveal emboli ve immiin
komplekslerin olusumu iliskili mekanizmalardir. Uveit (6n, arka veya paniiveit) en

sik goriilen formdur (64, 79).
2.9. Tam

Brusellozun tanisi, 6yki, klinik muayene, rutin hematolojik ve biyokimyasal
laboratuvar testleri, radyolojik tetkikler ve en onemlisi, Brusella'ya 6zgi kiiltiir,
serolojik ve molekiiler testler de dahil olmak iizere cesitli yaklagimlarin

kombinasyonunu gerektirmektedir.

Bruselloz tanisinda kullanilan rutin hematolojik testler, tam kan sayimu,
eritrosit sedimantasyon hizi ve karaciger fonksiyon testleridir. Genel olarak, bu
testlerdeki bulgular insan brusellozu tanisinda spesifik degildir, degiskendir ve diger
hastaliklarla ortiigebilir. Insan bruselloz tanisiin temel dayanag: spesifik laboratuvar

testleridir.
2.9.1. Kiiltir

Kiiltiir, brusellozun laboratuar tanisinda altin standart olarak kabul edilir (80).

Brusella, en yaygin laboratuvar kaynakli enfeksiyon etkenidir, bu nedenle Risk



25

Grubu 3’de yer almaktadir. Biyogiivenlik Diizeyi 3 laboratuvar kosullarinda
calisilmalidir. BGD-3 laboratuvarlarin belirli yerlerde bulunmasi nedeniyle bruselloz
siipheli orneklere yapilacak olan tiim islemler biyogiivenlik kabini igerisinde

gerceklestirilmelidir (81).

Bakterinin izolasyon orani; aliman klinik 6rnege ve miktarina, kullanilan
kiiltiir yontemine ve hastaligin evresine bagh olarak degismektedir (80, 81). Ornegin,
bifazik Ruiz-Castaneda siseleri kullanan geleneksel yontem, uzun bir inkiibasyon
stiresi (6 hafta) gerektirir ve verimi degiskendir (akut vakalarda % 40-90, kronik,

fokal ve komplike vakalarda % 5-20 oraninda) (80).

Bactec (BD Diagnostics, Sparks, MD, ABD) ve BacTAlert (bioMerieux,
Durham, NC, ABD) gibi otomatik olarak siirekli izlenen kan kiiltiirii sistemleri,
geleneksel kiiltiir yonteminden daha yiiksek verim saglar ve bakteriyel biiyiimenin
saptanmasini hizlandirir. Bu sistemler ile kan kiiltiirlerinde genellikle ilk 4 gilinde
Brucella spp. saptanmaktadir. Otomatize kan kiiltiir sistemlerinde, 10-14 giinden
daha uzun siire inkiibasyona gerek yoktur. Orneklere negatif sonug verilmeden dnce
mutlaka boyama ve pasajlarin yapilmasi Onerilmektedir. Kemik iligi kiiltiirleri,
periferik kan kiiltlirlerine kiyasla % 15-20 daha yiiksek verimle sonuglanir. Nadiren,

brusellozlu bazi hastalar pozitif kan kiiltlirline sahip olmalarina ragmen seroloji

negatif olabilmektedir (80, 82, 83).

Brucella tiirleri, kan, serum veya doku ekstrelerinin eklenmesiyle
zenginlestirilmis ortamlarda biiyiiyebilir, 6rnegin; % 5 koyun kan1 igeren kanli agar
veya cikolata agar gibi. Brucella spp. kolonileri, klinik 6rneklerden kanli agar ve

cikolata agarda, 37 °C 'de 24-48 saat aerobik veya % 5-10 CO, ortamda izole edilir.
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Kanli agar’da 24 saatte “toz benzeri” koloni olustururken, 48. saatte S-tipi non-

hemolitik ve pigmentsiz koloniler gelisir (80, 83).

Birincil izolasyon igin, zenginlestirme faktorlerine ek olarak, iso eritritol,
pantotenat, tiamin, nikotinamid, magnezyum, demir gibi diger bazi biiyiime faktorleri

de gerekli olabilir (20).

Farrell, Brodi ve antibiyotik eklenmis SDA besiyeri, florali orneklerden
Brusella’nin izolasyonu amaciyla kullanilan segici besiyerleridir. Farrell’in besiyeri
polimiksin B siilfat, basitrasin, nistatin, natamisin, vankomisin igerir ve en yaygin
kullanilan segici besiyeridir. Segici besiyerleri florayr baskilayarak Brusella’nin
tiremesine olanak saglamasina ragmen, Farell besiyerindeki basitrasin ve nalidiksik
asitin B. abortus biovar 2, 3, 4 ve baz1 B. melitensis suslar1 {izerinde inhibisyona yola
acabilecegi bildirilmistir. Secici besiyerlerinin hazirlanmasinin zor olmasi nedeniyle,
son yillarda gonokok izolasyonu amaciyla kullanilan, Thayer Martin ve Martin-

Lewis besiyerlerinin modifikasyonlarinin kullanimi 6nerilmektedir (81, 83).

Brusella izolatlarinin cins diizeyinde on tanisi, gram ve stamp boyama,
oksidaz, katalaz (tlipte katalaz), lircaz testi ve Brusella spesifik antiserumla (Brucella
polivalan (A+M) antiserum) lam aglutinasyon testi ile yapilmaktadir (81, 83). Gram
Negatif Bakteri tanimlanmasi amaciyla kullanilan ticari kitler Brucella tiirlerinin
tanimlanmasinda Onerilmemektedir. Bakteri API20NE® (bioM¢érieux) sistemi ile
Moraxella veya Ochrobactrum olarak, Dade Microscan sisteminde ise Haemophilus
influenza olarak yanlis tanimlanabilmektedir (83). Vitek-2 otomatize sistemlerindeki
Gram negatif Kkartlar ve oksidaz test sonuglarina dayanarak kisa siirede (6-10.25

saatte) B. melitensis’in tanimlandig1 bildirilmistir (84).
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Ureaz aktivitesi, farkli boya (bazik fuksin, tiyonin ve safranin)
konsantrasyonlarinda tireme, CO, gereksinimi, H,S iretimi, faj tiplendirme ve
monospesifi antiserumlarla (A ve M) aggliitinasyon gibi parametrelere bakilarak alt
tiirlere ve biovarlara ayrilabilmektedir. Ancak son yillarda, tiplendirme/alt
tiplendirme amaciyla daha giivenli ve tekrarlanabilir molekiiler yontemler

kullanilmaktadir (80, 83).

2.9.2. Serolojik Testler

Serolojik testler, brusellozun laboratuvar tanisinda en sik kullanilan testlerdir.
Brusellozun tanisi amaciyla ¢ok g¢esitli in-house ve ticari serolojik testler
kullanilmaktadir. Standart bir referans antijeni olmadigindan, kullanilan antijenin
kaynagmin (ticari veya baska) belirtilmesi 6nemlidir. Ayrica, B. canis ve B. ovis
enfeksiyonlarina karsi antikorlarin saptanmasi amaciyla major dis membran protein
antijenlerinin kullanilmas1 gerekmektedir. Ciinkii bu tiirler kaba (rough) koloni
formunda bulunurlar ve diger Brucella tiirleri ile carpraz reaksiyon gosteren

antijenleri paylagsmazlar (80, 85).

2.9.2.1. Rose Bengal Lam Agliitinasyon Testi

Test, Rose Bengal boyasi ile boyanmis ve spesifik olmayan agliitininleri
inhibe etmek amaciyla pH 3.65'te tamponlanan B. abortus hiicrelerinin siispansiyonu
ile serumun agliitinasyon reaksiyonuna dayanmaktadir (80). B. abortus S 99 veya S
1119-3 suslarindan hazirlanan antijenler kullanilmaktadir. Antijen, lam agliitinasyon
testinde en giivenilir antijen olmasina ragmen, daha ¢ok serum agliitinasyon testleri
icin kullanilan diger ticari olarak temin edilebilir boyali antijenler de lam

agliitinasyon i¢in kullanilabilir, ancak antijenin kaynagma bagl olarak degisen
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sonuglar gozlemlenebilmektedir. Testin uygulanmasi basit ve hizhidir (5-10 dakika
icinde) ve akut brusellozu olan hastalarin tanisinda nispeten iyi sonuglara sahiptir,

ancak kronik ve komplike vakalarda yliksek oranda yanlis negatif sonug

verebilmektedir (80, 86, 87).

2.9.2.2. Serum Aglutinasyon Testi (SAT)

Bir asirdan fazla bir siire 6nce 1897 yilinda, Smith ve Wright tarafindan
gelistirilmis SAT, giliniimiizde halen insan bruselloz tanisinda en sik kullanilan ve
referans olarak kabul edilen yontemdir. Serum aggliitinasyon testi, Wright
aggliitinasyon testi (WAT), tlip aggliitinasyon testi (TAT) ve Standart tiip
aggliitinasyon testi (STA) gibi farkli isimlerle anilmaktadir. Test bilinen standart
hacim ve konsantrasyonda Brusella hiicre siispansiyonu konsantrasyonu ile 1:20 ila
1: 1280 arasinda degisen iki katina c¢ikan standart hacimde serum dillisyonlarinin
tiplerde reaksiyona sokulmasiyla gergeklestirilir. Siispansiyon karigimi, su
banyosunda 37 °C'de 24 saat inkiibe edilir ve tiiplerin altindaki agliitinasyon gorsel
olarak incelenir. % 50'den fazla agliitinasyon gosteren en yiiksek serum diliisyonu

agliitinasyon titresi olarak kabul edilir (80, 81).

Klinik bulgularin ve temas Oykiisii varligindan bir serum 6rnegindeki SAT
titresi > 1:160 ise akut/aktif brusellozla uyumlu olarak kabul edilir. 1:80 titre siipheli
olarak kabul edilirken, endemik bolgelerde > 1:320 titrelerin pozitif kabul edilmesi
Ozgiilliigh artirmaktadir (81, 85, 87, 88). Erken déonemde SAT titrelerinin ¢ok diisiik
olmasi nedeniyle en az iki hafta ara ile alinan ¢ift serum 6rneginde SAT titresinin > 4

kat artis1 (serokonversiyon) kesin tani kriteridir (80, 81, 87).
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2.9.2.3. Indirekt Coombs (Anti-insan globulin) Testi

Coombs testi, brusellozun seyri sirasinda aciga c¢ikan blokan Ig/IgA
antikorlarinin, anti-human immunoglobulin kullanilarak, agliitinasyon reaksiyonuna

katilmasini saglayan bir testtir (80, 87).

Serum diliisyonlar1 ve tiim B. abortus veya B. melitensis hiicreleri (antijenler
olarak) igeren 24 saat inkiibasyondan sonra negatif olan SAT tiipleri santrifiije tabi
tutulur, siipernatan bosaltilir ve hiicre pelleti yeniden suspanse edilir ve fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi ile yikanir, li¢ kez tekrarlanir. Standart anti-human globulin
reaktifi (anti-IgG), her bir test tiipline eklenir. Pelet yeniden siispanse edilir ve 24
saat 37 °C 'de su banyosunda inkiibe edilir. Aglutinasyon, SAT testinde oldugu gibi

gorsel olarak belirlenir (80).

Test, SAT sonuglarinin negatif oldugu veya diisiik antikor titrelerinin
saptandig1 siipheli durumlarda yararlidir. Ozellikle kronik brusellozda, IgG ve Ig A
yiiksek diizeyde uzun siire kalabilmesi ve blokan antikorlarin daha ileri donemlerde
aciga ¢ikmasi nedeniyle, kronik bruselloz siiphesinde SAT’a ek olarak CT veya
ELISA testi yapilmast gereklidir. CT, komplike ve kronik olgularin
degerlendirilmesinde yararlidir ancak ELISA ile karsilastirildiginda kronik olgularin

yaklagik % 7’sinde negatif olarak bulunmustur (80, 85, 89).
2.9.2.4. Brucellacapt (Vircell, Granada, Spain)

Brucellacapt testi, 1997 yilinda gelistirilmistir. Tek adimda Brusella
agliitininlerini ve agliitinasyon vermeyen IgG ve IgA antikorlarin1 saptayabilen

immun yakalama teknigine dayanir (85, 90, 91).
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Brucellacapt testinde; her bir serum dilusyonu, anti-insan immunoglobulin
(IgG, IgM ve IgA) ile kaplh mikropleyte eklenir, daha sonra formaldehit ile
oldirilmis, renkli B. melitensis tiim hiicre antijen siispansiyonu eklenir. Plaka 18-24
saat 37 °C 'de inkiibe edilir. Test pozitif ise kuyucugun dibinde agliitinasyon

gozlenirken, negatif ise kuyucukta pellet gézlenecektir (80).

Brucellacapt testinin tanisal titre/sinir deger >1:320-640 titredir. SAT ile
pozitif ¢ikan olgular; Brucellacapt testinde hem agliitininler hem de blokan
antikorlarin saptandigindan dolay1 SAT ile pozitif ¢ikan olgular daha yiiksek titrede
pozitif bulunacaktir. Ayrica, CT ile sadece IgG antikorlar1 saptandigi ve Brucellacapt
ile total antikorlar tespit edildigi i¢in Brucellacapt titreleri CT’ye gore daha yiiksek

¢ikmaktadir (90-93).

Tarama testi olarak kullanilabilmesi, 24 saat i¢inde sonu¢ vermesi, kolay
uygulanabilmesi ve CT’ne benzer duyarlilik 6zgiilliige sahip olmasi nedeniyle CT

testine alternatif bir testtir (90, 91).

2.9.2.5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA, yiiksek duyarlilik ve 6zgilliikle total ve immiinglobulin izotiplerini
hizli bir sekilde (4-6 saat i¢inde) saptayabilmektedir. Kisaca test, Brusella antijeni ile
kaplanmis 96 kuyucuklu mikropleytlerde gergeklestirilir. Kuyucuklara standart
hacimde serum eklenir ve pleyt inkiibe edilir ve yikanir. Kuyucuklara enzimle-
konjuge (alkalin fosfataz, horseradish peroksidaz) anti-insan 1gG, IgM veya IgA
eklenir. Substratin eklenmesi ve inkubasyonun ardindan, uygun dalga boyunda optik

dansite okunur (80).
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ELISA, karmasik, fokal ve kronik vakalarda, 6zellikle klinik stiphenin oldugu
ancak diger testlerin negatif sonu¢ verdigi olgularda tercih edilmektedir. ELISA,
Ozellikle gegcirilmis, kronik ve nérobruselloz gibi komplike olgularda SAT’dan daha
duyarl iken akut olgularda aglutinasyon testlerine benzer tanisal 6zelliklere sahiptir.
ELISA testleri, aglutinasyon yontemlerine gore daha pahali, testlerdir ayrica
donanim ve deneyim gerektirmektedir. Bu nedenle akut olgularda klinik tablonun

ozelliklerine bagl olarak tercih edilmektedir (80, 94, 95).

ELISA serosurveyans c¢alismalari i¢in milkemmel bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Immiinoglobulin siiflarmin saptanmasina ek olarak, ELISA ile
Brusella'ya 6zgii IgG alt siiflarin1 ve IgE gibi diger Brucella immiinoglobulinlerini

de tespit edebilir (80, 95, 96).
2.9.2.6. indirekt Floresan Antikor Testi (IFA)

Lamlara, tim B. abortus veya B. melitensis hiicreleri (referens
laboratuvarlardan veya farkli ticari firmalardan) asetonla fikse edilir. iki katli serum
diliisyonlarmin ilavesinden sonra, inkube edilir (37° C 'de 30 dakika) ve fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi i¢inde yikanir, floresan isaretli anti-insan 1gG, IgM veya IgA
lama eklenir ve tekrar inkube edilir (37° C 'de 30 dakika) ve yikanir. Daha sonra
pozitif floresan gosteren en yiiksek diliisyon titresini belirlemek igin floresan
mikroskop altinda incelenir. Test hizlidir (2-3 saat) ve ELISA ile karsilastirilabilir
sonuglar gosterir. Ancak, test subjektiftir, IgA'y1 tespit edemeyebilir ve farkli
tireticilerden elde edilen antijenlere karsi reaksiyonlarda farkliliklar gozlenmistir (80,

97).
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2.9.2.7. Immunokromatografik Test (Lateral Flow Assay)

LFT, bir ugta bir reaktif ped ile ve diger ucunda bir emici ped ile birlestirilmis
bir nitroseliiloz saptama seridinden olugmaktadir. Kompozit serit, bir plastik cihazda
bulunur. Saptama seridi, Brusella'ya 6zgii bir yakalama probu olarak Brusella
lipopolisakkaritini (LPS) ve ayrica bir reaktif kontroliinii igerir. Reaktif ped,

kolloidal altinla konjuge anti-human IgG/ IgM reajenini igerir (80, 98).

Serum eklendikten sonra 10-15 dakika igerisinde test sonucu gorsel olarak
degerlendirilmektedir. Kalitatif bir test olmasina ragmen, antikor miktarina bagh
olarak  reaksiyonun  siddeti-boyanma  yogunlugu 1’den 4’e¢  kadar
degerlendirebilmektedir. Kolay uygulanabilmesi ve ekipmana gerek duyulmamasi
nedeniyle, sahada tarama/serosurveyans c¢alismalarinda, salginlarda uygun bir

yontem olarak kabul gérmektedir (98, 99).

2.9.3. Molekiiler Yontemler

In-house konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve ger¢cek zamanli
(real-time PCR) yontemleri, klinik orneklerden Brusella’nin direk tespiti, tedavi
yanitinin izlenmesi veya izole edilen Brusella tiirlerinin identifikasyonu ve tiir ayrimi

amaciyla kullanilmaktadir (80, 100, 101).

Brusellanin  klinik &rneklerden direk tespiti amaciyla kullanilan bu
yontemlerin duyarliligi % 50-100, 6zgiilliigi % 60-% 98 arasinda degismektedir. Bu
farkliligin nedeni, farkli DNA ekstraksiyon yontemlerine, secilen hedef bolgeye,
yontemin sinir degerine ve kullanilan 6rnek tiirleriyle iliskili olabilmektedir (100,

101).
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Molekiiler yontemler bruselloz tanisinda iyi bir potansiyele sahip olmasina
ragmen, rutin kullanima girmeden once sonuglarin tutarliligini ve glivenilirligini
saglamak i¢in standardizasyon ve optimizasyonun saglanmasi gerekmektedir (80,

100-101).

2.10. Tedavi

Bruselloz hem oOnlenebilir hem de tedavi edilebilir bulasic1 bir hastaliktir.
Bruselloz tedavisinde primer amag¢ hastaligin semptomatik hastaligin dogal seyrini
kisaltmak, komplikasyon goriillme sikligin1 azaltmak ve relapsi 6nlemektir. Ancak
klinik tablonun ¢ok yonliiliigii genellikle yanlis tan1 ve taninin gecikmesiyle

sonuclanmaktadir. Bu durumda hem komplikasyon hem de vaka oliim oranlar

artmaktadir (81, 102).

Esansiyel ila¢ direnci heniiz Brusella izolatlarinda tanimlanmamis olmasina
ragmen, insan brusellozunun tedavisinde monoterapi ve kisa siireli antibiyotik
rejimlerinin  yeterli olmadig1 disiliniilmektedir. Uzun siireli antibiyotik ilag
uygulamasi, birincil tedavi basarisizigi ve relaps riskini giderek azaltir. Ozellikle,
endokardit veya spondilit gibi fokal hastaliklar1 olan hastalarda uzun siireli

antibiyotik tedavisi ve ek cerrahi miidahaleler gerekmektedir (81, 103).

Bruselloz tedavisinde standart rejim olarak Diinya Saglik Orgiitii (DSO), 1986
yilinda; doksisiklin 2x100 mg + rifampisin 600-900 mg/giin 4-6 hafta siireyle (veya
doksisiklin 2x100 mg/giin 4-6 hafta + 2-3 hafta siireyle streptomisin 1 g/giin)
kullanilmasini 6nermistir. Bu donemden beri farkli tedavi rejimlerinin brusellozdaki

etkinligini degerlendirmek tizere ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (103).



34

Bruselloz tedavisinde kullanilacak antimikrobiyallerin makrofajlara penetre
olabilmesi ve hiicre i¢i asit ortamda etkinligini siirdiirebilmesi gerekmektedir.
Bruselloz tedavisinde tiim monoterapi denemeleri yliksek oranda relaps ile

sonuglandigindan  tedavinin  bir diger prensibi kombine antimikrobiyal

kullanilmasidir (63).

En yaygin olarak kullanilan antibiyotik rejimi 6 hafta boyunca giinde iki kez
100 mg oral doksisiklin ile tek doz oral 600-900 mg/giin rifampisin
kombinasyonudur. Rifampisin yerine, streptomisin 1g (15 mg/kg/giin) 2-3 hafta
boyunca giinde bir kez intramuskiiler olarak uygulanmaktadir. Streptomisin, etkinlik
kayb1 olmaksizin bruselloz ¢oklu ilag rejimlerinde gentamisin ile yer

degistirebilmektedir (81, 104).

Doksisiklin-rifampisin ile tedavi edilen hastalarda genel basarisizlik orani
(yiiksek relaps oranindan dolay1), doksisiklin-streptomisin ile karsilastirildiginda
anlamli derecede daha yiiksek olmasina ragmen, insan brusellozunda ilk se¢enek
olarak oOnerilmektedir. Doksisiklin-rifampisin rejiminin tercih edilmesinin baglica

nedenleri, oral olarak uygulanmasi ve daha az yan etkiye sahip olmasidir (103, 104).

Doksisiklin, rifampisin ve gentamisin, ti¢lii kombinasyonunun, doksisiklinin
sadece bir aminoglikozid ile kombinasyonundan daha etkili oldugu kanitlanmistir.
Bununla birlikte, 6zellikle fokal komplikasyonlar olmaksizin akut hastaligi olan
hastalarda tiglii tedavinin elestirel olarak degerlendirilmesi gerektigi bildirilmektedir

(104, 105).

8 yasm altinda olan c¢ocuklarin tedavisinde, tetrasiklin ve kinolonlar

kontrendikedir. DSO, bu yas grubundaki g¢ocuklarda rifampisin monoterapisi
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Onerirken, baska kaynaklar ko-trimoksazol monoterapisi veya rifampisin+ko-

trimoksazol kombinasyonu 6nermektedir (104, 105).

Gebelikte bruselloz tedavisi ile ilgili randomize kontrolli c¢alisma
bulunmamaktadir. En genis serili ¢alismada, Trimetoprim/siilfametaksazol’iin tek
basina veya rifampisinle kombine kullanimi onerilmektedir. Rifampisin gebelikte
bruselloz tedavisinde emniyetli kabul edilebilecegi ve komplike olmayan gebe

brusellozunda rifampisin monoterapisinin verilebilecegi bildirilmistir (103, 106).

2.11. ADMA

Asimetrik dimetilarjinin (ADMA\), proteinlerdeki arjinin rezidiilerine, Protein
Arjinin Metil Tranferaz-1 (PRMT1) enzimi araciligiyla metil gruplarinin eklenmesi
ve metillenmis proteinlerin parcalanmasit sonucu olusan arjinin tirevidir. NG
monometil L-arjinin (L-NMMA), simetrik dimetil arjinin (SDMA) ve asimetrik

dimetilarjinin (ADMA) baslica metil arjinin tiirevleridir (107).

Metillenmis arjinin tiirevleri ilk olarak 1970 yilinda insan idrarindan
tanimlanmistir. Ancak, Vallance ve arkadaslari, 1992 yilinda insan plazmasinda ve
idrarda, Nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii olarak ADMA'nin varligini ilk kez
ortaya koyarak bu alandaki caligmalari baslatmistir (108). ADMA ve L-NMMA,
NOS enziminin inhibitorii iken, SDMA’nin ise NOS enzimini inhibe etme 6zelligi

yoktur (107).

2.11.1. ADMA’nin Biyosentezi ve Tasinmasi

Proteinlerin arjinin rezidiileri, post-translasyonel modifikasyon sayesinde

metillenerek metil arjinin tiirevleri olusmaktadir. Bu metilasyonu, Protein Arjinin
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Metil Transferaz (PRMT) enzimi katalizleyerek, proteinlerin igindeki arjininin
guanido azotuna 1 veya 2 metil grubu transferini saglar. Bu reaksiyonlar sirasinda,
PRMT grubu enzimler, S-adenozil metioyonini metil kaynagi olarak kullanirlar (107-

109).

PRMT-1, NG monometil-L-arginin (LNMMA) ve NG, NG-dimetil-L-arginin
(ADMA) olusumunu katalize ederken, PRMT-2, proteinlerden NG, NG-dimetil-L-
arjinin (simetrik dimetil ADMA arginin; SDMA) ve L-NMMA "nin olusumu katalize
eder (Sekil 1) (107-109). Endotel hiicrelerine ADMA, SDMA ve L-NMMA aminosit
tasiyicist (y+ tastyicisi) ile girer. Bu li¢ metilarjinin hiicreye girebilmek i¢in arjininle
yariga girer. Yilkksek ADMA konsantrasyonlari; L-arjininin hiicre igine taginmasini

engelleyerek NO sentezini azaltir (108).
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CH, CH, CH, CH; CH,
[ NS |
H,N\rfNH H H HN\r?NH H\H{H
NH NH NH NH
HM : H,N%\CDD' H,M : HN Coor
ARJININ L-NMMA ADMA SDMA

Sekil 1. Arjininin metillenmis formlarinin sentezi (107)

2.11.2. ADMA’nin Metabolizmasi

Proteoliz sonrasi serbest ADMA ve SDMA salinir. Saglikli bir yetiskinde
giinde 60 mg (~ 300 puMol) ADMA iiretilir, bunun yaklasik % 20'si bobrekler
yoluyla idrarla atilir (110, 111). ADMA' nin aksine, SDMA, ADMA diizeylerinin
sadece % 50'si kadar iiretilir ve SDMA' nin eliminasyonu biiyiik dl¢iide idrar atilimi
yoluyla olmaktadir. Serbest ADMA ve SDMA, L-arginin ile ortak bir tagima siirecini
paylasir ve bu sekilde, katyonik amino asit tasiyict (CAT) ailesi araciligiyla

hiicrelerin igine veya disina tasinabilirler (112). Dolasimdaki ADMA enzimatik
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degredasyon ig¢in bobrek, beyin ve karaciger gibi biiyiik organlara tasinir. Bugiine
kadar, lic enzimin ADMA'yr metabolize ettigi bildirilmistir: dimetilarginin
dimetilaminohidrolaz-1 (DDAH-1) ve dimetilarginin dimetilaminohidrolaz-2
(DDAH-2) ve alanin-glioksilat aminotransferaz 2 (AGXT2). DDAH' lar, ADMA' y1
sitrulin ve dimetilamine metabolize etmektedir. Benzer sekilde ADMA, AGXT?2
enzimi ile a-keto-a-(NG, NG-dimetilguanidino) valerik aside (DMGV) transamine
edilmektedir (113). Plazma ve doku ADMA seviyeleri, DDAH ve AGXT2' nin

ekspresyonu ve aktivitesini etkileyen faktorlere biiyiik 6l¢ide bagimlidir (114).

2.11.3. ADMA Olgiim Metodlari

ADMA ve SDMA ¢ok dar bir normal konsantrasyon araligi gosterdiginden,
normal ve hafif yiiksek konsantrasyonlari ayirt etmek i¢in yiiksek analitik hassasiyet
zorunludur. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi
(GC), kiitle spektrometrisi (MS), sivi kromatografisi/tandem kiitle spektrometresi
(LC-MS ve LC-MS/MS), Ultra Basinglh (performansli) Sivi Kromatografisi (UPLC)
ve Enzim immuno assay (ELISA), ADMA ve SDMA diizeylerinin 6l¢iimii igin

kullanilan yontemlerdir (115-118).

HPLC tabanli yontemler, plazma, idrar ve doku homojenat1 gibi 6rneklerde
ADMA ve SDMA seviyelerini degerlendirmek i¢in kullanilan en yaygin tekniklerdir.
Ancak HPLC yontemleri ¢ok zaman alicidir. MS bazli yontemler daha hassas
olmasma ragmen, ADMA ve SDMA ¢esitli MS sistemlerinde farkli ayrisma

paternleri sergiler (119).
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2.11.4. ADMA’mn Cesitli Fizyopatolojik Durumlarla fliskisi

Vaskiiler endotelyal sistemin fonksiyonun devaminda endotel kaynakli
mediatorlerin 6nemli rolleri bulunmaktadir ve NO bunlarin en 6nemlilerinden biridir.
NO, endotelde, noronlarda ve makrofajlarda bulunan NOS enzimi araciligi ile
sentezlenmektedir. NO, kadiovaskiiler sistemde Onemli rollere sahiptir,
vazodilatasyonu uyararak trombositlerin adezyon ve agregasyonuna engel olur.
Ayrica 1okosit ve monositlerin endotele yapismasmi ve diiz kas hiicre

proliferasyonunu onler (120, 121).

NO, superoksit radikallerinin olusumunu 6nleme ve angiogenezi uyarma gibi
etkilerinden dolay1 “endojen anti-aterojenik molekiil” olarak da adlandirilmaktadir.
Yiiksek ADMA seviyeleri, NOS enzimini inhibe ederek L-arjininin intraselliiler
gecisini  Onledigi icin NO sentezinde azalmaya neden olur. NO iiretiminin
baskilanmasi oksidan-antioksidan durumun degismesine yol agar ve oksidasyonun

artmasi da doku hasari ile sonuglanir (122-124).

Son yillarda, plazma ADMA seviyelerinin, kronik bdbrek yetmezligi,
hipertansiyon, periferik arter hastaligi, konjestif kalp yetmezligi, hiperkolesterolemi,
preeklampsi, diabetes mellitus, inme, koroner arter hastaligt ve polikistik over

sendromu gibi klinik durumlarda yiiksek oldugu gosterilmistir (125-135).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tiirii

Bu calisma Ocak 2014-Ocak 2016 tarihleri arasinda Erzincan Universitesi
Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji poliklinigine basvuran ve Bruselloz tanisi alan 40 hasta ve 40 saglikli

kontrol {izerinden prospektif olarak olarak gerceklestirildi.
3.2. Arastirmanin Yapildig1 Yer ve Zaman

Arastirma, Erzincan Universitesi Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji poliklinigi ve Tibbi
Mikrobiyoloji  Laboratuvari’nda Ocak 2014-Ocak 2016 tarihleri arasinda

gerceklestirildi.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Aragtirmanin evrenini Ocak 2014-Ocak 2016 tarihleri arasinda Erzincan
Universitesi Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari
ve Klinik Mikrobiyoloji poliklinigine bagvuran hastalar, aragtirmanin 6rneklemi ise
ilgili tarihler arasinda poliklinige basvuran ve c¢aligmaya katilmayr kabul eden

Bruselloz tanis1 alan 40 hasta ve 40 saglikli kontrolden olusturdu.
3.4. Arastirmanin Etik ilkeleri

Arastirmanin yapilabilmesi igin Erzincan Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulundan 11.04.2017 tarih ve 04/10 sayili etik kurul onayr alindi (EK-1).

Aragtirma kapsaminda hastalarm haklarmin korunmasi amaciyla, “Ozerklik” ilkesine
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ve “Gizlilik ve Gizliligin Korunmas1” ilkesine uyulmasina 6zen gdosterildi. Genel

olarak ‘Zarar Vermeme/Yarar Saglama’ etik ilkeleri yerine getirildi.
3.5. Arastirmanin Simirhiliklar: ve Genellenebilirligi

Bu arastirma, Erzincan Universitesi Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji poliklinigine bagvuran ve
calismaya katilmay1 kabul eden Bruselloz tanis1 alan 40 hasta ve 40 saglikli kontrolle
sinirlandi. Calisma Bruselloz tanis1 alan ve saglikli kontrol iizerinde yapildigindan

aragtirma sonugclar1 bu gruba genellenebilir.
3.6. Verilerin Toplanmasi

Bruselloz siiphesi ile Erzincan Universitesi Mengiicek Gazi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji poliklinigine
bagvuran hastalara, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Rose Bengal Aglutinasyon
Testt (Turkiye Halk Sagligt Kurumu, Tiirkiye) ve dogrulama i¢in Brusella
immuncapture agliitinasyon testi (Brucellacapt) (Metserlab, Tiirkiye) calisildi.
Kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, diabetes mellitus, multipl organ yetmezligi,
kronik bobrek yetmezligi gibi serum ADMA diizeylerini etkileyebilecek hastaliklar
olan kisiler ¢alisma dis1 birakildi. Rose Bengal Lam Aglutinasyon Testi ile pozitiflik
veren, Brusella immuncapture agliitinasyon testi ile dogrulanan 40 olgu calismaya
alindi. Herhangi bir hastalig1 ve sikayeti olmayan daha 6nce bruselloz gegirmemis 40

saglikli goniillii kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edildi.

Her katilmcidan 10 ml vendz kan Ornegi alinarak, 1000 xg’de 15 dakika
santrifiij edilip serumlar1 ayrildi. Elde edilen serum orneklerinden brusellozun

serolojik tanisinda kullanilan Rose Bengal Testi, Brucella CAPT testleri
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bekletilmeden ¢alisilirken, serum ADMA ELISA testi i¢in serum 6rnekleri -20°C’de

calisincaya kadar saklandi.

Katilimeilarin - cinsiyet, yas ve ikamet adreslerini iceren demografik
karakteristikleri kayit altina alindi. Kisilerin fiziki muayeneleri yapilarak hemogram,
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), kreatinin,

sedimentasyon, CRP diizeyleri belirlendi.

3.7. Bruselloz Tanisi

3.7.1. Rose Bengal Lam Aglutinasyon Testi

Tarama testi olarak Rose Bengal agliitinasyon testi (Tirkiye Halk Sagligi
Kurumu, Tiirkiye) kullanildi. Serum ornekleri (kontrol serumlar1 dahil) ve test
antijeninin teste baslamadan Once oda sicakligina gelmesi beklendi (yaklasik 30
dakika). Beyaz zeminli kart iizerine serum Orneginden, pozitif ve negatif
kontrollerden 50 pL birakildi ve her birinin iizerine 50 pLL Rose Bengal antijeni
damlatildi. Pipet ucu kullanilarak serum ve antijenin karigsmasi saglandi ve 4 dakika
boyunca elle dairesel hareketler yapilarak antijen ve serumun karigmasi saglandi.
Agliitinasyon goriilen ornekler pozitif, goriilmeyenler negatif kabul edildi. Tarama
testi pozitif bulunan hasta serumlarina Brusella immuncapture agliitinasyon testi

(Brucellacapt) (Metserlab, Tiirkiye) uyguland.

3.7.2. Brusella Immuncapture Agliitinasyon Testi

Brucellacapt testi, iiretici firma onerileri (Metserlab, Tiirkiye) dogrultusunda
yapildi. Calismaya baslamadan Once tiim reaktifler oda sicakligina (18-25°C)

getirildi. Her hasta i¢in alt1 kuyucuk, pozitif ve negatif kontroller i¢in de iki kuyucuk
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kullamildi. ilk kuyucuga 95 uL, diger kuyucuklara 50 uL serum diluenti konuldu. ilk
kuyucuga 5 pL hasta serumu, pozitif ve negatif kontrol kuyucuklarina da 5’er pL
pozitif ve negatif kontrol serumlar1 konuldu. Ilk kuyucuga 5 pL serum pipetaj
yapilarak karistirildi. Bu kuyucuktan 50 pL alip sirayla diliisyon yaparak en son 50
pL disar1 atildi. Biitiin kuyucuklara 50 ul Brucella antijeni eklendi. Uzeri koruyucu
bantla kapatilarak plak nemli ortamda 18-24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Sonuglar,
ilk kuyucuk 1/40 olmak {izere 1/1280 titrasyona kadar gozle degerlendirildi.

Brucellacapt testinde 1/320 ve {izeri bulunan titreler pozitif olarak kabul edildi.

3.8. Hemogram, Biyokimyasal Testler, Sedimentasyon ve CRP Diizeylerinin

Olciilmesi

Hemoglobin (Hb), Hematokrit (Hct), Lokosit (WBC), Trombosit (PLT)
degerleri Sysmex XN-2000™ Hematology System (Sysmex, Kobe, Japonya)

otomatize kan sayim cihazinda calisildi.

Aspartat aminotransferaz (AST), Alanin aminotransferaz (ALT), kreatinin
(Kr) degerleri Beckman Coulter AU2700Plus Chemistry Analyzer (Beckman
Coulter, ABD) cihazi kullanilarak &lgiildii. Sedimentasyon degerleri TEST 1 BCL
(Alifax, Padova, Italya) cihazi ile, C-reaktif protein (CRP) degerleri ise BN™ II

System (Siemens, Munich, Almanya) cihazinda ¢alisildi.

Testlerin de@er araliklart &lgiimlerin  yapildign  Erzincan Universitesi
Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji ve Biyokimya
laboratuvarlarinin referans araligina uygun olarak belirlendi. Bu referans araligina

gore, WBC: 4.49-12.68 x 10%L; Hb: 12-16 g/L, Hct: % 36-48, PLT: 150-450
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x10*/mL, AST: 0-35 U/L, ALT (0-35 U/L), Kr: 0.66-1.09 mg/dL, Sedimentasyon (0-

20 mm/h), CRP (0-5 mg/L) olarak kabul edildi.
3.9. ELISA ile Serum ADMA Diizeylerinin Olciilmesi

Hastalardan ve kontrol grubundaki bireylerden kan oOrnekleri alindi ve
santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serum ADMA ELISA testi i¢in serum ornekleri -

20°C’de calisincaya kadar saklandi.

Serum ADMA diizeyleri insan ADMA ELISA kiti (Cusabio, Wuhan, China)
ile iretici firma Onerileri dogrultusunda c¢alisildi. Kit igerisinden ¢ikan standart
sulandirilarak, 7.8-500 ng/ml araliginda standart hazirlandi. Standart kuyucuklarina
100 pL standart, 6rnek kuyucuklarina ise 100 pL. serum 6rnegi eklendi. Daha sonra
sizdirmaz membranla kaplayarak, yavasca calkalanarak, 37 °C'de 120 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra her kuyucuktaki sivi aspire edildi. Her kuyucuga 100 uL Biyotin-
Antikor eklendi. Sizdirmaz membranla kaplandi ve yavasg¢a c¢alkalanarak, 37 °C'de
60 dakika inkiibe edildi. 25x konsantre yikama solusyonu distile su ile 25 kez dilue
edildi. Membran1 dikkatlice kaldirild1 ve sivi aspire edildi. Yikama islemi 6 kere 200
pL yikama soliisyonu ile yapildi. Daha sonra, her kuyucuga 100 uL Horseradish
Peroxidase (HRP-Avidin) eklendi. Sizdirmaz membranla kaplayarak, yavasca
calkaland1 ve 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi. Membram dikkatlice kaldirilarak,
stvi aspire edildi ve 6 kere 200 pL yikama soliisyonu ile yikama yapildi. Her
kuyucuga 90 uL Tetrametilbenzidin (TMB) substrat eklendi. 15-30 dakika 37 °C' de
inkiibe edildi. Son olarak, reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 50 pL stop
soliisyonu eklendi. Stop solusyonu eklendikten sonra 5 dakika igerisinde

standartlarin ve Orneklerin absorbanslari Epoch spektrofotometre (BioTek
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Instruments, Inc., Winooski, VT, ABD) kullanilarak 450 nm dalga boyunda (540 nm
veya 570 nm diizeltme) okutuldu. ADMA diizeyini belirlemek i¢in standart egri x
ekseni iizerinde standart konsantrasyon ve y ekseni iizerinde absorbans olacak

sekilde olusturuldu. Her 6rnek ¢ift ¢alisildi.
3.10. Istatistiksel Analiz

Demografik veriler ve biitlin laboratuvar sonuglar1 istatistiksel olarak analiz
edilip yorumlandi. Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 19 (IBM Corp. Released
2010. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0. Armonk, NY: IBM Corp.)
istatistik paket programi kullanildi. Siirekli degiskenler Ortalama+Standart sapma ve
Medyan (Minimum-Maksimum) deger olarak, kategorik degiskenler ise n (%) deger
olarak verildi. Normallik varsayimina Kolmogorov-Smirnov testi ile bakildi, iki grup
arasindaki farklhiliklar degerlendirilmek istendiginde parametrik test on sartlarinin
saglandig1 durumda Student’s t test; saglamadigi durumlarda ise Mann Whitney—U
testi kullanildi. Kategorik veri analizi yapilirken Pearson Ki-Kare Testi ve Fisher’s
Exact Test kullamldi. Istatistiksel anlamlhilik diizeyi (p< 0.05) ve (p< 0.01) olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya, Bruselloz tanisi almis 40 (% 50) hasta ve 40 (% 50) saglikli
kontrol dahil edildi. Her iki gruptaki katilimci oranlar1 homojen olarak secildi.
Bruselloz ve kontrol gruplarinda serum ADMA, AST, ALT, PLT, WBC, Hb, Hct,

Sedimentasyon ve Kr degerlerine bakildu.

4.1. Calisma Gruplarinda Cinsiyet ve Yas Oranlar:

Bruselloz grubunda 22 (% 55) kadin, 18 (% 45) erkek, kontrol grubunda 22
(% 55) kadin, 18 (% 45) erkek vardi ve her iki grupta da cinsiyet oranlar1 benzerdi
(p=1.000). (Tablo 5).

Bruselloz grubunda yas ortalamasi 49.2 + 17.3, kontrol grubunda ise 39.0 +
7.9 olarak bulundu. Gruplar arasinda yas ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli farkliliga rastlandi (p=0.001). Bruselloz grubunda yas ortalamas: daha

yiiksekti. (Tablo 6).

Tablo 5. Calisma Gruplarinda Cinsiyetin Dagilimi

Grup
Toplam p
Kontrol Bruselloz
n 22 22 44
Kadin
% 55.0 55.0 %55.0
n 18 18 36
Cinsiyet | Erkek 1.000
% 45.0 45.0 %45.0
n 40 40 80
Toplam
% 100.0 100.0 %2100.0
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4.2. Calisma Gruplarinda ADMA Diizeyleri

Serum ADMA diizeylerinde bruselloz grubunda 262.6 + 139.59 ng/ml,
kontrol grubunda ise 196.52 + 85.25 ng/ml olarak saptandi. Bruselloz ve kontrol
gruplarinda ADMA diizeylerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.013).

Bruselloz grubunda ADMA ortalamasi daha yiiksek bulundu.
4.3. Calisma Gruplarinda Biyokimyasal Test Diizeyleri

AST diizeyleri bruselloz grubunda 32.5 + 25.8, kontrol grubunda ise 25.4 +
10.5 olarak bulundu. Bruselloz ve kontrol gruplarinda anlamli olarak fark yoktu

(p=0.319).

ALT diizeyleri bruselloz grubunda 27.5 + 24.7, kontrol grubunda 21.6 + 8.9

olarak bulundu. Her iki grupta da degerler benzerdi (p=0.160).

Kr diizeyleri bruselloz grubunda 0.7 £ 0.2 ve kontrol grubunda 0.8 + 0.2
olarak bulundu. Degerler birbirine yakindi. Ancak Kr diizeyi kontrol grubunda daha

yiiksekti. Iki grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0.023).
4.4. Calisma Gruplarinda Hemogram Test Diizeyleri

Bruselloz ve kontrol gruplarinda WBC, Hb, Hct ve PLT degerleri incelendi.
WBC diizeylerine bakildiginda bruselloz grubunda 6.3 + 2.1 iken kontrol grubunda
7.7 = 1.8 olarak saptandi. Bruselloz ve kontrol grubu arasinda anlamli fark vardi

(p=0.003). Kontrol grubunda WBC ortalamasi daha yiiksek bulundu.

Hb ve Hct diizeylerine bakildiginda, Hb, bruselloz grubunda 13.6 + 1.7 ve

kontrol grubunda ise 14.0 + 1.8 olarak bulundu. Her iki grupta degerler birbirine
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benzerdi (p=0.370). Hct ise bruselloz grubunda 40.3 + 4.7, kontrol grubunda ise 41.9

+ 5.1 olarak bulundu ve degerler benzerdi (p=0.148).

PLT diizeyleri bruselloz grubunda 224850.0 + 71379.3 ve kontrol grubunda
ise 230450.0 + 40787.1 olarak bulundu. Bruselloz ve kontrol gruplarinda oranlar

benzerdi (p=0.668).

4.5. Calisma Gruplarinda Sedimentasyon Test Diizeyleri

Sedimentasyon diizeyleri bruselloz grubunda 22.4 + 16.3 ve kontrol grubunda
ise 10.8 = 10.5 olarak saptandi. Bruselloz ve kontrol gruplarinda anlamli olarak
farklilik tespit edildi (p=0.001). En yiiksek sedimantasyon degerleri bruselloz

grubunda saptandi.

4.6. Cahisma Gruplarinda CRP Test Diizeyleri

CRP diizeyleri bruselloz grubunda 1.8747 + 2.86470 ve kontrol grubunda ise
0.9638 + 1.31798 olarak saptandi. Bruselloz ve kontrol gruplarinda anlamli degildi.

(p=0.389). (Tablo 6).



Tablo 6. Calisma Gruplarinda Tiim Parametrelerin Karsilastirilmas: ??7??
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Gruplar
Kontrol Bruselloz o
(ortalama =+ s.sapma) (ortalama +s.sapma)
medyan (min-max) medyan (min-max.)
39.0+7.9 492+173
Yas 0.001
39.5 (27.0-53.0) 50.0 (18.0-78.0)
196.5 £ 85.2 262.6 £139.6
ADMA (ng/mL) 0.013
173.5 (69.8-371.9) 233.3 (4.2-512.5)
254 +£10.5 32.5+25.8
AST (U/L) 0.319
23.0 (12.0-66.0) 25.0 (14.0-163.0)
21.6 £8.9 27.5+24.7
ALT (U/L) 0.160
20.5 (7.0-48.0) 19.0 (7.0-121.0)
230450.0 £40787.1 224850.0 +71379.3
PLT (x10°mL) | 279000.0 (152000.0- | 223000.0 (14000.0- | 0668
365000.0) 379000.0)
7.7+1.8 63+2.1
WBC (10%/L) 0.003
7.2 (5.0-11.6) 5.8 (2.1-12.4)
14.0+1.8 13.6 1.7
Hb (g/L) 0.370
13.9 (10.3-17.0) 13.6 (9.3-16.6)
419+5.1 403 £4.7
HCT (%) 0.148
42.3 (30.2-51.6) 40.6 (27.2-50.2)
Sedimentasyon 10.8+10.5 224+163 1001
(mg/dL) 8.5 (1.0-45.0) 20.0 (1.0-76.0)
0.8+0.2 0.7+0.2
Kr (mg/dL) 0.023
0.8 (0.1-1.2) 0.7 (0.4-1.2)
0.9638 £1.31798 1.8747 £2.86470
CRP (mg/L) 0.389

0.4160 (0.15-3.30)

0.6240 (0.13-11.60)




50

4.7. Grup Bazinda Degerlendirilen Biyokimyasal Test Diizeyleri

Bruselloz ve kontrol gruplarinda degerlendirilen biyokimyasal testlerden
AST, ALT ve KR diizeyleri grup bazinda diisiik, normal ve yiiksek diizey olarak

incelendi.

4.7.1. AST Diizeyleri

AST diizeyleri grup bazinda incelendiginde bruselloz grubunda 31 (% 77.5)
kiside AST normalken, kontrol grubunda 36 (% 90) kiside normaldi ve bu oranlar
istatistiksel olarak benzerdi. Kontrol ve bruselloz gruplarinda AST diizeyleri
incelendiginde kontrol grubunda 4 (% 10) kiside yliksek diizeyde AST degerleri
saptanirken, bruselloz grubunda 9 (% 22.5) kiside AST diizeyi yiiksekti. Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p=0.130). (Tablo 7).

Tablo 7. AST Diizeyleri

Gruplar
Total p
Kontrol Bruselloz
n 36 31 67
Normal

% 90.0 775 %83.8

n 4 9 13
AST Yiksek 0.130
. . % 10.0 225 %16.3

Diizeyleri
n 40 40 80
Total
% 50.0 50.0 %100.0
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4.7.2. ALT Diizeyleri

Bruselloz ve kontrol gruplarinda ALT diizeyleri incelendiginde kontrol
grubunda 3 (% 7.5) kiside yiiksek diizeyde ALT degerlerine saptanirken, bruselloz
grubunda 7 (% 17.5) kiside ALT diizeyi yiiksekti. Degerler istatistiksel olarak

birbirine benzerdi (p=0.176) (Tablo 8).

Tablo 8. ALT Diizeyleri

Gruplar
Total p
Kontrol Bruselloz
n 37 33 70
Normal

% 92.5 82.5 %87.5

n 3 7 10
ALT Yiksek 0.176
. . % 75 175 %12.5

Diizeyleri
n 40 40 80
Total
% 100.0 100.0 %100.0

4.7.3. Kr Diizeyleri

Kr diizeyleri grup bazinda incelendiginde bruselloz grubunda 15 (% 37.5)

kiside Kr degerleri diisiik iken, kontrol grubunda 4 (% 10) kiside diisiik bulundu.
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Bruselloz grubunda sadece 1 (% 2.5) kiside Kr degeri yiiksekti. Istatistiksel olarak

gruplar arasinda anlamli fark tespit edildi (p=0.008) (Tablo 9).

Tablo 9. Kr Diizeyleri

Gruplar
Total p
Kontrol Bruselloz
n 4 15 19
Diistik
% 10.0 375 %23.8
n 36 24 60
Normal
% 90.0 60.0 %75.0
Kr 0.008
Diizevleri n 0 1 1
uzeylen Yiksek
% 0.0 25 %1.3
n 40 40 80
Total
% 100.0 100.0 %100.0

4.8. Grup Bazinda Degerlendirilen Hemogram Test Diizeyleri

Bruselloz ve kontrol gruplarinda degerlendirilen hemogram testlerinden
WBC, HB, Hct, PLT diizeyleri grup bazinda diisiik, normal ve yiiksek diizey olarak

incelendi.
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4.8.1. WBC Diizeyleri

WBC diizeyleri bruselloz grubunda sadece 2 (% 5) kiside diisiik bulunurken,
2 (% 5) kiside de yiiksek bulundu. Kontrol grubunda ise 3 (% 7.5) kiside yiiksek
bulundu. Oranlar benzerdi ve gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmadi (p=0.331)

(Tablo 10).

Tablo 10. WBC Diizeyleri

Gruplar
Total p
Kontrol Bruselloz
n 0 2 2
Diisiik
% 0.0 5.0 %2.5
n 37 36 73
Normal
% 925 90.0 %91.3
WBC 3 5 : 0.331
. . n
Diizeyleri Viiksek
% 75 5.0 %06.3
n 40 40 80
Total
% 100.0 100.0 %100.0

4.8.2. Hb Diizeyleri

Hb diizeyleri, her iki grupta benzerdi ve gruplar arasinda istatistiksel bir fark
bulunmadi (p=1.000). Bruselloz grubunda 37 (% 92.5) kiside Hb diizeyleri

normalken, kontrol grubunda da 37 (% 92.5) kiside normaldi (Tablo 11).



Tablo 11. Hb Diizeyleri
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Gruplar
Total p
Kontrol Bruselloz
n 3 3 6
Diistik
% 7.5 75 %7.5
n 37 37 74
Normal 1.000
Hb Diizeyleri % 925 92.5 %92.5
n 40 40 80
Total
% 100.0 100.0 %100.0

4.8.3. Het Diizeyleri

Hct diizeyleri bruselloz grubunda 35 (% 87.5) kiside normal diizeyde iken,

kontrol grubunda 38 (% 95) kiside normal olarak bulundu. Gruplarlar arasinda

anlaml bir fark yoktu (p=0.235). (Tablo 12).



Tablo 12. Hcet Diizeyleri
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Gruplar
Total p
Kontrol Bruselloz
n 2 5 7
Diistik

% 5.0 12.5 %8.8

n 38 35 73
HCT Normal 0.235
.. . % 95.0 87.5 %91.3

Diizeyleri
n 40 40 80
Total
% 100.0 100.0 %100.0

4.8.4. PLT Diizeyleri

PLT diizeyleri bruselloz grubunda 4 (% 10) kiside disiik iken 36 (% 90)

kiside ise normal diizeyde bulundu. Kontrol grubunun tamaminda 40 (% 100) kiside

normal diizeylerdeydi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p=0.040). (Tablo 13).
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Tablo 13. PLT Diizeyleri

Gruplar
Total p
Kontrol Bruselloz
n 0 4 4
Diistik
% 0.0 10.0 %5.0
n 40 36 76
PLT Normal 0.040
. . % 100.0 90.0 2095.0
Diizeyleri
n 40 40 80
Total
% 100.0 100.0 %100.0

4.9. Grup Bazinda Degerlendirilen Sedimantasyon Test Diizeyleri

Bruselloz grubunda sedimantasyon diizeyleri 20 (% 50) kiside yiiksek
bulunurken, kontrol grubunda ise 6 (% 15) kiside yiiksek bulundu. Gruplar

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.001). (Tablo 14).



Tablo 14. Sedimantasyon Diizeyleri

Gruplar
Kontrol | Bruselloz
n 34 20
Normal
% 85.0 50.0
n 6 20
Sedimantasyon = Yiuksek
.. y % 15.0 50.0
Diizeyleri
n 40 40
Total
% 100.0 100.0

4.10. Grup Bazinda Degerlendirilen CRP Test Diizeyleri

57

Total p

54
%67.5
26
0.001
%32.5
80

%100.0

CRP diizeyleri bruselloz grubunda 16 (% 40) kiside yiiksek diizeyde

bulunurken, 24 (% 60) kiside normal diizeyde idi. Kontrol grubunun tamaminda ise

40 (% 100) kiside normaldi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p=0.001). (Tablo 15).



Tablo 15. CRP Diizeyleri
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Gruplar Total p
Kontrol Bruselloz
n 40 24 64
Normal
% 100.0 60.0 2080.0
n 0 16 16
. . % 0.0 40.0 %20.0
Diizeyleri
n 40 40 80
Total
% 100.0 100.0 %100.0
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5. TARTISMA

ADMA, NO sentazin se¢ici olmayan giiclii bir inhibitorii, endotel
disfonksiyonunun bir biyobelirleyicisi olarak kabul edilmektedir (136). ADMA’ nin
hiperkolesterolemi, hiperhomosisteinemi, hipertansiyon, diabetes mellitus, insiilin
direnci, kronik kalp yetmezligi, hipertiroidizm, hemorajik sok, preeklamptik gebelik,

coklu organ yetmezligi ve sepsiste arttig1 gosterilmistir (136-139).

NO iretiminin azaltilmasi, vaskiiler disfonksiyon ve tromboza katkida
bulunan artan trombosit agregasyonu ve lokosit adezyonu ile iliskilidir. NO
sentezinin inhibisyonu vaskiiler tutulumu hizlandirir, uzun siireli L-arginin
takviyesinin aterosklerozu ve vaskiiler tutulumu inhibe ettigi gosterilmistir.
ADMA'nin artan plazma konsantrasyonun vaskiiler tutulumda ve inflamasyonda

gorildigi bildirilmistir (140).

Brusellozlu hastalarda vaskiilit, endokardit ve anevrizmalar gibi vaskiiler
patolojiler tanimlanmis olmasima ragmen Ferrero ve arkadaslarinin calismasina
kadar, Brusella'nin endotel ile etkilesimi karakterize edilememistir. Ferrero ve
digerleri, Brucella abortus ve Brucella suis'in insan umbilikal ven endotelyal
hiicrelerinde (HUVEC'ler) ve mikrovaskiiler endotelyal hiicre hatt1 1 ‘de (HMEC-1)
enfekte ettigini ve ¢ogaldigin1 gostermistir. Brusellozda enfeksiyonun HUVEC ve
HMEC-1 hiicrelerinde interleukin (IL) 8 ve IL-6 iiretiminin artmasina ve adezyon
molekiillerinin artmis ekspresyonuna yol actigi bildirilmistir. Bu sonuglar Brucella

spp. vaskiiler endotel hiicrelerini enfekte edebilecegini gostermistir (141).
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Yogun bakim hastalar ile yapilan prospektif bir ¢alismada, O'Dwyer ve ark.
organ yetmezliginin siddeti, inflamasyon ve siddetli sepsiste erken sok varlig1 artmis

ADMA seviyeleri ile iligkili oldugunu bildirmistir (139).

ADMA ve enfeksiyon hastaliklar1 arasindaki iliskiyi arastiran smirli sayida
calisma bulunmaktadir. Weis M. ve arkadaglarinin 2004 yilinda yaptig1 ¢alismada,
akut rejeksiyon ya da enfeksiyon kanit1 olmayan 33 ortotopik kalp nakli alicisi
transplantasyondan 67 + 51 ay sonra ve 16 saglikli kontrolde sitomegaloviriis (CMV)
DNA ve ADMA varligini arastirmislar. Transplant alicilarinda saglikli kontrole gore
200 kat plazma ADMA konsantrasyonunun yikseldigini, CMV DNA-pozitif
lokositleri  olan transplant hastalarinin  daha yiikksek plazma ADMA
konsantrasyonlarina sahip oldugunu bildirmisler. Yiiksek ADMA seviyesi olan
hastalar (> 2.0 pmol / L) ve CMV DNA varlig1 olan hastalarda en yiiksek transplant
arteriopati prevalansim1  gostermisler. HMEC-1 ve HMVEC hiicre kiiltiirii
ortamindaki ADMA seviyesinin, CMV TB40/E ile enfeksiyondan sonra Onemli
Ol¢iide arttigin1 belirtmigler.  Kardiyak alicilarin koroner arterlerinde gdzlenen
degismis vaskiiler fonksiyon ve yapida CMV kaynakli endotelyal disfonksiyonun

onemli bir rol oynadigini belirtmislerdir (142).

Kurz K. ve ark’lar1 ise HIV-1 ile enfekte olmus 112 hastada, anti-retroviral
tedavi verilmeden dnce ADMA, SDMA ve arjinin konsantrasyonlari ile C-reaktif
protein ve neopterin konsantrasyonlar1 karsilagtirilmistir. HIV-1 ile enfekte olmus
hastalarda, saglikli kontrole gore neopterin, ADMA ve SDMA konsantrasyonlarinin
artt1ig1 ve arginin, plazma lipid konsantrasyonlarmin ise azaldigi gozlenmistir.

Gozlemlenen ADMA artisinin HIV-1 ile enfekte hastalarda kardiyovaskiiler riskin
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artisi ile iliskili olup olmadiginin, daha genis ¢aligmalarla ortaya konmasi gerektigini

bildirmislerdir (143).

Helicobacter pylori (H. pylori) aterogenezde rol oynayan patojenlerden
biridir. Aydemir ve ark.’lar1 H. pylori enfeksiyonu tedavisinin serum ADMA
diizeyine etkisini arastirmak amaciyla 42 H. pylori pozitif hastay1 ¢alismaya almis ve
14 giin boyunca tiim hastalara iiclii tedavi yontemi uygulamiglar. ADMA serum
seviyelerini tedavi Oncesi ve tedaviden 2 ay sonra dlgmiisler. Calismada 42 hastadan
34 (% 81)’tinde H. pylori eradike edilmis. H. pylori’nin eradike edildigi grupta tedavi
sonrast istatistiksel olarak anlamli azalmis serum ADMA diizeyleri saptamislar. H.

pylori eradikasyonunun ateroskleroz riskini azaltabilecegini belirtmislerdir (144).

Stinnetcioglu ve ark’lar kutan6z anktrakst olan 35 serum Orneginde ve 18
kontrol serum Orneginde ADMA diizeylerini ELISA yontemi ile arastirmiglar.
ADMA diizeylerini hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulmuslar. ADMA diizeylerinin sedimentasyon ve INR diizeyleri ile de pozitif
iliskili oldugunu belirtmisler.  Kutanéz antraks hastalarinda artmis ADMA
diizeylerinin altinda yatan kesin mekanizma net olmamakla birlikte, bu artisin daha
once rapor edilen kutandz antraksta perivaskiiler inflamasyon ve vaskiilite bagl

olabilecegini bildirmisler (136).

Kronik HCV enfeksiyonu olan hastalarda interferon-o. (IFN-a) tedavisi ile
ADMA seviyelerinin degistigi  gosterilmistir  (145). Ayrica HCV-HIV  ko-

enfeksiyonu olan hastalarda yiiksek ADMA konsantrasyonlari tespit edilmistir (146).

Karakecili ve ark.’lar1, kronik aktif hepatit B hastalar1 (KHB), inaktif hepatit

B virus tasiyicilart (tasiyic1) ve saglikli bireylerin serum &rneklerinde ADMA
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diizeylerini arastirmislar. KHB hastalarindaki serum ADMA diizeyleri, tasiyici ve
kontrol grubuna gore anlamli olarak yliksek tespit etmisler. ADMA diizeylerindeki
bu yiiksekligin, HBV’nin vaskiilitteki roliinii destekledigini ortaya koymuslardir

(147).

Literatiirde Bruselloz hastalarinda ADMA diizeyi hakkinda yalnizca bir
calisma bulunmaktadir. Mengeloglu ve ark.’lar1i, ADMA ve brusella arasindaki
iligkiyi arastirmak amaciyla 39 bruselloz hastasi ve 18 saglikli kontrolden alinan
serum Orneklerinde ADMA varligim1 arastirmiglar. ADMA diizeylerini hasta

grubunda kontrollerden anlamli olarak daha yiiksek bulmuslar (148).

Calismamizda Mengeloglu ve ark.’larmin ¢alismasina benzer sekilde,
bruselloz grubunda serum ADMA diizeyleri, kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulundu. Serum ADMA diizeyleri 262.6+139.59 ng/ml, kontrol grubunda ise
196.52+£85.25 ng/ml olarak saptandi. Bruselloz ve kontrol gruplarinda ADMA

diizeylerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.013).

Yiiksek Eritrosit sedimentasyon (ESR), CRP ve karaciger enzimleri ve anemi,
l6kopeni ve trombositopeni gibi hematolojik anormallikler Brusellozda en sik
gorilen laboratuvar bulgularidir. ESR ve CRP'de yiikselmeler bir¢ok calismada en

yaygin laboratuvar bulgulari olarak bildirilmistir (149, 150).

(Calismamizda bruselloz ve kontrol gruplarinda serum AST, ALT, PLT, WBC,

Hb, Hcet, Sedim ve Kr, CRP degerlerine bakildi.

AST diizeylerinde bruselloz grubunda 32.5 + 25.8 iken kontrol grubunda 25.4

+ 10.5 olarak bulundu. Bruselloz ve kontrol gruplarinda anlamli olarak fark yoktu
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(p=0.319). ALT diizeylerinde bruselloz grubu 27.5 + 24.7, kontrol grubu 21.6 + 8.9

olarak bulundu. iki grup arasinda diizeyler benzerdi (p=0.160).

Kr diizeyleri ise bruselloz grubu 0.7 £ 0.2 ve kontrol grubu 0.8 + 0.2 olarak

bulundu. Iki grup arasindaki diizeyler istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.023).

WBC diizeylerine bakildiginda bruselloz grubunda 6.3 + 2.1 iken kontrol
grubunda 7.7 £+ 1.8 olarak saptandi. Bruselloz ve kontrol grubu arasinda anlamli fark

vardi. (p=0.003). Kontrol grubunda WBC ortalamasi daha yiiksek bulundu.

Hb ve Hct diizeylerine bakildiginda, Hb, bruselloz grubunda 13.6 + 1.7 ve
kontrol grubunda ise 14.0 + 1.8 olarak bulundu. Degerler birbirine yakin ve benzerdi
(p=0.370). Hct diizeylerinde ise bruselloz grubu 40.3 + 4.7, kontrol grubu ise 41.9 +

5.1 olarak bulundu ve diizeyler birbirine yakin ve benzerdi (p=0.148).

PLT diizeyleri bruselloz grubu 224850.0 £ 71379.3 ve kontrol grubu
230450.0 = 40787.1 olarak bulundu. Bruselloz ve kontrol gruplarinda degerler

benzerdi (p=0.668).

Sedimentasyon diizeyi bruselloz grubunda 22.4 + 16.3 ve kontrol grubu 10.8
+ 10.5 olarak saptandi. Bruselloz ve kontrol gruplarinda anlamli olarak farklilik

tespit edildi (p=0.001).

CRP diizeyleri bruselloz grubunda 16 (% 40) kiside yiiksek, 24 kiside (% 60)
ise bulundu. Kontrol grubunun tamaminda 40 (% 100) ise normaldi. Gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.001). Calismamizda

sedimentasyon, CRP ve WBC diizeyleri literatiirle uyumlu bulundu.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizin bulgular1, bugiline kadar bildirilen enfeksiyon hastaliklar1 ve
ADMA diizeyleri arasindaki iliskiyi desteklemektedir. ADMA diizeylerindeki bu
yiiksekligin, brusellozun vaskiilitteki rolii konusunda yeni yorumlar yapilmasina
olanak saglayacagi ve yeni tedavi yontemlerinin giindeme gelebilecegi
kanaatindeyiz. ADMA ile bruselloz arasindaki iligkinin altinda yatan mekanizmay1
acikliga kavusturmak icin hiicre kiiltlirii calismalarini da iceren kapsamli ¢alismalara

ihtiya¢ oldugunu diistinmekteyiz.
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