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OZET
Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz bruselloz olgularimin sitokin profilleri

Bruselloz cesitli yollarla insana bulasabilen, etkeni Brucella spp olup, diinyada
ve llkemizde yaygin goriilen zoonotik bir hastaliktir. Yoremizde endemik olarak
bulunmaktadir. Fakiiltatif hiicre i¢i bakteridir. Bu nedenle tedavisi uzun siirmekte ve
hastalik relaps ve reenfeksiyonlarla karsimiza c¢ikabilmektedir. Tiim sistemleri
etkileyebilen hastalik nadir de olsa kalic1 sekellere ve hatta 6liimlere yol acabilmektedir.

Bu calismada bruselloz olgularinin tedavi 6ncesi serumlarinda IL-2, IL-6, IL-10,
IFN-y, TNF-a diizeylerini ELISA yontemi ile belirlenmis olup, kontrol grubu ile
karsilastirilmistir. Bu calismanin amaci tedavi Oncesi sitokin diizeylerinin tespiti ile
komplikasyonlu hastalarda gézlenebilecek yeni immun parametreler bulmaktir.

Bu caligsma 40 bruselloz hastasi, 40 goniillii icermektedir. Calisma sonucunda hasta
grubunda serum IFN-y diizeylerinin daha yiiksek oldugu ve anlamli oldugu saptanirken
(p<0,05), diger sitokinler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Komplikasyonlu grup ile komplikasyonsuz grup karsilastirildiginda ise komplikasyonlu
hasta grubunda serum TNF-a diizeylerinin daha yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Serum CRP diizeyleri komplikasyonlu hasta
grubunda daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Sonug
olarak Bruselloz tipl hiicresel immunitenin daha on planda oldugu bir hastaliktir.
Komplikasyonlu hastalarda olgu sayilar arttirilarak yeni c¢alismalar yapilmasini
Oneriyoruz.

Anahtar kelimeler: Bruselloz, immunite, sitokinler
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SUMMARY

Cytokine profiles in patients with complicated and noncomplicated Brucellosis

Brucellosis that occurred by Brucella spp is an important zoonotic disease which
can be contagious to people with several ways and seen widespread in Turkey and in the
world. It exists as an endemic in our region. It is a fakultative intracelluler bacteria. So
the treatment of the disease takes a long time and disease may occur with relapse and
reinfections. Disease which can affect all the systems, rarely can cause permanent
sequelas and moreover deaths.

In this study, the levels of IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-o. have been
determined by ELISA method in brucellosis cases pre-treatment serums and compared
with a control group. The aim of this study is to find new immun parameters that can be
observed in patients with complication by determination of pre-treatment cytokin levels.

This study includes 40 brucellosis patients and 40 volunteers. According to the
findings of the study, it is found that levels of serum IFN-y is higher and significant in
patient group (p<0.05). Other cytokins are not found significant as statistical. (p>0.05).
In the comparison of with and without complicated groups, it is found that the levels of
serum TNF-a is higher and significant as statistical in patient group with complicated
(p<0.05). The levels of serum CRP is found significant in patient group with
complicated (p<0.05). As a result, Brucellosis is a disease which type 1 cellular
immunity stands in the forefront. We suggest that new studies should be done for the
complicated patients by raising the number of the cases

Key words: Brucellosis, immunity, cytokins
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1. GIRIiS

Bruselloz temelde bir hayvan hastaligi olup enfekte hayvanlarin; etleri,
siitleri, idrar, viicut sivilari, gebelik materyali, enfekte siit ile hazirlanan baz siit
iriinleri araciligi ile insanlara bulasan zoonotik bir hastaliktir (1).

Geligmis iilkelerde tamamen ortadan kaldirilmakla birlikte, hayvanciligin
yogun, ¢ig siit ve siit iiriinlerinin tiikketiminin yaygin oldugu iilkemizinde iginde
bulundugu gelismekte olan iilkelerde halen 6nemli bir halk sagligi sorunu
olmaya devam etmektedir (2).

Bruselloz viicudun herhangi bir sistemini veya organimi tutabilen
sistemik bir hastaliktir. Komplikasyonla seyreden bruselloz olgularinin %20-
60’1nda da osteoartikiiler tutulum gozlenirken, gastrointestinal sistem, santral
sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, solunum sistemi, genitoiiriner sistem,
hematolojik sistem ve deri tutulumu daha nadir gézlenmektedir (3).

Brusella konagin fagositik hiicreleri i¢inde yasayabilen fakiiltatif
intraselliiler bir bakteridir. Bakterileri 06ldiirme mekanizmalarina direng
gostermektedir (4).

T helper (Th1/Th2) dengesi bruselloza direng¢ veya duyarliligin
olugmasinda, sitokinler ise brusellozun patogenezinde ©Onemli bir rol
oynamaktadirlar (5).

Farelerde yapilan ¢alismalarda, brusellozun Tip 1 (Th1) hiicresel immun
yaniti uyardigi gosterilmistir. Tip 1 hiicresel yanit hastaligin baslangicinda
iretilen tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y), IL-12’nin
kontrolii altinda gelismektedir (6).

Son zamanlarda insanlarda yapilan c¢alismalarda da hastaligin
baslangicinda Th 1 hiicresel immun yanitin dominant oldugu gosterilmistir (7).

Bruselloz ¢esitli klinik goriiniimlerde ortaya ¢ikabilen, komplikasyonlarla
seyredebilen, niiks ve relapslarin olabildigi bir hastaliktir. Bu nedenle
brusellozda immunitenin arastiritlmasi 6nemlidir. Calismamizda komplikasyonlu
ve komplikasyonsuz bruselloz olgularinda, kontrol grubu ile karsilastirmak
suretiyle IL.-2, IL.-6, IL-10, IFN-y, TNF-a sitokin diizeylerini arastirdik. Boylece
brusellozun takibinde immun degisiklikler acisindan yeni kriterler elde etmeyi
hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bruselloz:

Bruselloz brusella cinsi bakterilerin olusturdugu koyun, kegi, sigr,
manda ve domuz gibi hayvanlarin etleri, siit, idrar gibi viicut sivilari, enfekte siit
ile hazirlanan siit iiriinleri, enfekte hayvanin gebelik materyali araciligi ile
bulagsmas1 sonucunda, kliniginde titreme ile yiikselen ates, kas ve biiyiik eklem
agrilarmin goriildigi ve farkl klinik tablolar taklit edebilen bir hastaliktir (8).

2.1.1. Tarihge:

Sir David Bruce 1887 yilinda Malta adasinda, Malta hummasi ad1 verilen
hastaliktan 6lmiis Ingiliz askerlerinin dalagindan ilk defa Brucella melitensis’i
izole etmistir. B. abortus ise 1897 yilinda Bang tarafindan, Danimarka’da,
dogum yapan sigirlarin uterus duvari salgisindan izole edilmis, Traum 1914’te
ABD’nin indiana eyaletinde prematiire dogan domuz yavrularinin karaciger,
mide ve bobreklerinden B. suis’i saptamistir. Bunlari, Avustralya ve Yeni
Zelanda’da epididimitli koclardan B. ovis, ABD’nin Utah eyaletinde orman
kenesinden B. neofomae, Rusya ve Alaska’da ren geyiginden B. rangiferi
tarandi, deniz memelilerinden B. maris’in izole edilmesi takip etmistir. Av
kopeklerinde salginlar yapan B. canis ise ilk kez 1977 lerde, bir kadin hastadan,
saptanmugstir (1).

Ulkemizde ilk defa 1915 yilinda Hiisamettin Kural ve Mahmut S. Akalin
tarafindan, Kuleli hastanesinde bir askerde B. melitensis saptanmistir. 1931°de
Zihtii Berke sigirlardan; 1943’de Golem, 1944°de ise Koyliioglu ve Aktan
koyun ve kecilerden, brusella cinsi bakterileri izole etmislerdir (1,9).

2.1.2. Etken:

Brusella cinsi bakteriler; kiicilik, hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiiz olup,
0,5-0,7 mm eninde, 0,6-1,5 mm boyunda Gram negatif, kokobasil seklindedir
(10).

Brusella bakterileri; H,S iiretmeleri, iireyi hidroliz etmeleri, tiyonin ve
bazik fuksine direngli olmalarina gore tiirlere ayrilirlar. Insanlar icin enfektif
olabilen dort tiir: B. abortus, B. melitensis, B. canis ve B. suis’tir. B. neotomae ve
B. ovis’in insanlarda hastalik etkeni olabilecegi ispatlanmamustir (10).

Brusella bakterilerinin ortak biyosimik ozellikleri; katalaz ve ¢ogu kez
oksidaz olumlu olmalar1, indol ve asetil metil karbinol (Voges Proskauer)
olusturmamalar1 ve metil kirmizisi testinin olumsuz olmasidir (3).

Brusella tiirlerinin ayriminda bazi boyalar 6nemli rol oynamaktadir. B.
melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis ayrimi i¢in sozkonusu olan ozellikler
tablo 1’de verilmistir (3).



Tablo 1. Insanda enfeksiyon yapan brucella suslarin1 ayiran 6zellikler

Test B.abortus B.melitensis B.suis B.canis
Bazik fuksin Direngli Direngli Duyarli Duyarli
Tiyonin Duyarli Direncli Direncli Direncli
Ure hidrolizi >90 dk >90 dk <90 dk <90 dk
H,S olusumu 2-5 giin yok 1-6 giin Yok
Tb faji ile lizis + - - -
CO0, gereksinimi | +/- - - -

Brusella tiirleri arasinda yapilan DNA hibridizasyon ve homoloji
deneylerinde tiim tiirlerin aymi tiir sayilabilecek kadar yakin benzerlikler
gosterdigi bulunmustur. Ancak gosterdikleri biyokimyasal ve konak ayriliklar
nedeniyle ayn tiirler olarak kabul edilmeleri uygun goriilmiistiir. Her bir brusella
tiiriniin biyokimyasal ve fizyolojik ozellikleriyle birbirinden ayrilabilen cesitli
biyotipleri vardir. B. melitensis’te ii¢, B. abortus’ta dokuz ve B. suis’te dort
biovar ayirt edilmistir (11).

2.1.2.1. Kiiltiir ozellikleri:

Brusella tiirleri hiicre i¢i yasadiklarindan, beslenme ihtiyaclar 6zellikle
ilk izolasyonda kompleks besiyerlerinin kullanilmasini gerektirir. Et Ozeti,
triptoz gibi kompleks peptonlu, glikoz ve tuz igeren besiyerlerinde iyi iirerler.
Baz tiirler icin tiamin, niasin, nikotinik asit, vitaminler ve biotin, bazen serum
gerekebilir. Jelozdaki kolonileri kiiclik, yuvarlak, kabarik, saydam, sebnem
tanesine benzeyen, kaygan, S (smooth) seklindedir (1).

Optimal iireme 1s1s1 37 'C olup, 10-40 'C’de de iireyebilirler. Optimal
pH : 6,7-7,4’tiir. Zengin besiyerlerinde diizgiin kenarli, konveks, nemli, parlak
koloniler olustururlar. Kolonileri hemoliz yapmaz ve pigmentsizdirler.
B.melitensis ve B.abortus’un bazi tiirlerinin kolonileri, eski kiiltiirlerde esmer
renkte goriilebilir. B.ovis ve B.canis kolonileri normal olarak piiriizlii R (rough)
koloni seklindedir (1,11).

2.1.2.2. Antijenik yapt:

Gram  negatif  bakterilerde  oldugu  gibi, brusella  cinsi
mikroorganizmalarin yiizey katmanlart en igte stoplazma membrani, bunu
cevreleyen lipopolisakkarid (LPS), DMP (dis membran proteini) ve fosfolipid
iceren hiicre duvan seklindedir. Bir¢cok calismada brusella antijenlerinin tiim
suslarda ortak oldugu, somatik LPS antijenlerinin ‘S’ tipinde olan ve olmayan
suslarda farkliliklar gosterdigi; DMP’nin ise degisik tiirlerde degisik yapida
oldugu gosterilmistir. Brusella bakterilerinin ‘S’ tipi koloni olusturan suglarinda
agliitinasyon reaksiyonlarindan sorumlu A ve M antijenlerinin bulundugu tespit
edilmistir. B.melitensis’te daha cok M ve daha az miktarda A antijeni
bulunmasina karsilik, B. abortus ve B. suis’te daha cok A ve daha az M
antijenleri yer alir (11,12). Bunun yaninda brusella bakterilerinin Salmonella
cinsi bakterilerde bulunan Vi antijenlerine benzer L antijenleri vardir. Bu antijen
genelde B. abortus suslarinda olup yeni izole edilen bakterilerde vardir ve
immun serumlarla agliitinasyona engel olmaktadir (13).



Bu antijenlerden S tipi kolonilerdeki suglarin lipopolisakkarid antijenleri (S-
LPS) agliitinasyon, kompleman birlesmesi (KB) ve Rose-Bengal (RB)
testlerinde rol oynayan en dnemli antijenlerdir (12).

2.1.2.3. Direnclilik:

Brusella bakterileri 1s1 ve dezenfektanlara kars1 dayaniksizdirlar. Nemli
toprakta iki ay, suda 15 giin, kiiltiirlerde ve sogukta ii¢ ay, tereyaginda dort ay
kadar canli kalabilirler. 60 °C’de on dakika, % 0,1 fenolde 15 dakikada tahrip
olurlar. Normal mide asit pH’st mikroorganizmayi oldiirmeye yeterlidir.
Hayvanlarin barindigi ahirlarda alti hafta canliligini siirdiirebilir. Pastorizasyon
esnasinda cabuk olmelerinin epidemiyolojik bir degeri vardir. Bunlar disinda %
10 tuz iceren salamura peynirde 45 giin, % 17 tuz iceren salamura peynirde ise
bir ay yasayabilirler (8,11).

2.1.3. Patogenez:

Brusella bakterileri gastrointestinal sistem, deri, nadiren de solunum
yolu veya diger mukoza yiizeylerinden alindiktan sonra, nétrofiller ve doku
makrofajlar tarafindan alinarak bolgesel lenf bezlerine transfer edilirler. Ilk
tiremesini bolgesel lenf bezlerinde yaparlar ve kan yolu ile tim viicuda
ozellikle retikiiloendotelyal sistem (RES) organlarina (karaciger, dalak, kemik
iligi vb.) dagilirlar. Bakteriler yerlestikleri organlarda epitel hiicreleri,
notrofiller, lenfositler ve dev hiicrelerden olusan graniilom formasyonlarina yol
acarlar. Zaman zaman polimorfoniikleer hiicreleri lizise ugratarak dolasima
salimirlar ve endotoksinleri sayesinde hastaligin semptom ve belirtilerini
meydana getirirler (8,14,15).

inkﬁbasyon siiresi 2-3 hafta olup, B. melitensis ve B. suis, B. abortus ile
B. canis’ten daha viriilandir. Konagin nutrisyonel ve immun durumu, inokulum
miktar1 ve bulagsma yolu hastaligin belirleyici faktorleridir (14).

Brusella fakiiltatif hiicre i¢i bakterisidir. Smooth lipopolisakkarit (LPS)’e
sahip brusella bakterileri olan B. melitensis, B. abortus ve B. suis rough tipi
LPS’e sahip olan B. canis’e gore polimorfoniikleer ve mononiikleer 16kositler
icerisinde daha kolay canliligim siirdiiriir. Bakterinin hiicre icinde canliligim
siirdirmesinde, Cu-Zn superoksit dismutaz eritruloz fosfat dehidrogenaz
icermesi ve stresle indiiklenebilir proteinleri salgilamasinin rolii olabilecegi
diisiinilmektedir. En  6nemli  virulans  faktorii  ise  notrofillerde
myeloperoksidaz-H,O, sistemini baskilayan, TNF iiretimini inhibe eden,
makrofajlarda fagozom-lizozom fiizyonunun engelleyen ve oksidatif hasara kars1
koruyan adenin ve guanin monofosfat gibi baz1 maddeleri sentezlemesidir (3,14).

Biiyiilkbas hayvanlarin plasenta ve amniyotik sivilarinda brusella
bakterileri i¢cin karbonhidrat kaynagi olan eritritol yapisinda bir madde izole
edilmis olup, gebe hayvanlarin brusella bakterisine duyarli olmalar1 buna
baglanmaktadir (16). Insan plasentasinda ise eritritol bulunmaz. Brusella
bakterileri sigir, keci, domuz gibi hayvanlarin genital organlarina yerleserek
abortus ve steriliteye sebep olurlar. Insanlarda ise eritritol bulunmamasi
sebebiyle, bruselloza bagl diisiik riski diger bakteriyel enfeksiyonlarin seyrinde
goriilebilecek diisiik riskinden fazla degildir (8,11).



Brusellozda karekteristik histopatolojik goriiniim; dalak, kemik iliginde
epiteloid hiicreler, plazma hiicreleri ve mononukleer hiicrelerle cevrili
graniilomlardir. Deney hayvanlarinin dokularinda, B. abortus’un graniillomlar,
B. melitensis ile B. suis’in ise abse olusturdugu gosterilmistir (3,8).

Sonug olarak bakteri hiicre i¢i ortamda iiremesine devam eder ve RES
dokularinda hiicre proliferasyonuna bagli organomegali meydana gelir.
Enfeksiyonun daha sonraki donemlerinde immunite gelisir ve makrofajlar aktive
olur. Mikroorganizma 6ldiiriiliir ve boylece endotoksinler agiga ¢ikar. Viicudun
endotoksinlere cevap vermesiyle tipik klinik belirtiler ortaya c¢ikar (14).

2.1.4. Epidemiyoloji:

Bruselloz brusella bakterilerinin yol agtigi, en sik goriilen zoonotik
hastaliklardan birisi olup, tiim olgularda dogrudan veya dolayli olarak enfekte
bir hayvan ile temas sozkonusudur. Hastalik diinyanin her bolgesinde
goriilebilmekle birlikte Portekiz, Ispanya, Giiney Fransa, italya, Yunanistan,
Tiirkiye ve Kuzey Afrika iilkelerinin yer aldigt Akdeniz havzasi ile Arap
Yarimadasi, Hindistan, Meksika, Orta ve Giiney Amerika’da hiperendemiktir.
Tim diinyada yillik 500 000 yeni bruselloz olgusunun goriildiigii tahmin
edilmektedir (17).

Ulkemizde hayvanlar arasinda oldukca yaygin bir hastahktir. Ozellikle
Ankara ovasinda, Konya yoresinde, Giineydogu Anadolu’da Diyarbakir ve
Urfa yorelerinde hayvanlarda yayginlik daha fazladir. Kirsal kesimde daha cok
B. melitensis enfeksiyonu goriiliirken, biiyiik sehirlerde daha cok B. abortus
enfeksiyonuna rastlanir (8). Bruselloz seroepidemiyolojisi konusunda 1987
yilinda yapilan calisma sonunda iilkemizde normal populasyonda bulunmus
olan seropozitiflik % 1,8 olarak saptamirken, risk gruplarinda % 6 olarak
bulunmustur. En yiiksek pozitifligin ise Diyarbakir, Konya ve Antalya
yorelerinde oldugu belirlenmistir (18).

B. melitensis koyun, keci ve devede, B.abortus sigirlarda, B.suis
domuzda ve B. canis kopeklerde hastalik yapmaktadir. Hayvanlarda diisiik
nedeni olabilmektedirler. Hastaligin insanlara gecisi; kontamine siit ve siit
tiriinleri, ¢ig et gibi hayvan iiriinlerinin tiiketilmesi sonucu oral ~ yolla  olur.
Nadiren de cilt kesisi olanlarda direk temas, kontamine materyalin
konjonktivaya sicramasi, havadan inhalasyon, plasental yol, emzirme ve seksiiel
yolla da bulasabilir. Seksiiel yol ile gecis gosteren olgularda sperm
orneklerinden brusella bakterisi izole edilmistir (3,14,19,20).

Ulkemizde hastalik her yas ve cinste goriilmekle birlikte, 15-35 yas
grubunda yiiksektir. Bazi meslek gruplari; hayvan yetistirenler, veteriner hekim
ve saglik memurlari, mezbaha iscileri, et sanayinde calisanlar, veteriner
arastirma laboratuarinda ¢alisanlar riskli gruplardir (8).



2.1.5. Klinik:

Bruselloz klasik olarak titreme ile yiikselen ates, bol terleme, halsizlik,
basagrisi, kilo kaybi, bel agrist ve yaygin viicut agrilart ile kendini
gosterir  (8,15). Bruselloz vakalarinda en sik rastlanan bulgular: ates,
hepatomegali, splenomegali, lenfadenomegali ve artrittir. Klinik olarak akut,
subakut, kronik ve niiks enfeksiyon seklinde seyir gosterir (14,21). Hastaligin
inkiibasyon siiresi genellikle 2-3 hafta olup, birkag¢ aya uzayabilir (8).

Akut bruselloz hafiften agir seyirli tabloya kadar degisen bir spektrum
gosterebilir. Agir seyirli tabloda iisiime, titreme ile yiikselen ates, terleme,
yaygin viicut ve eklem agrilart goriiliirken, hafif ve orta seyirli vakalarda
influenzaya benzer nonspesifik belirtiler mevcuttur. Akut ve subakut brusellozda
sik rastlanan fizik muayene bulgular1 splenomegali (%20-30), hepatomegali
(%20), servikal ve aksiller bolgede hafif lenfadenopatidir (%12-21) (14,22-24).

Akut bruselloz olgularinin tedavi edilmeyen bir kismi subakut
doneme gecebilir. Baslangi¢ siiresi iki ay ile bir yil arasinda degisen
olgulardir. Bu hastalarda en sik belirtiler yorgunluk, sinirlilik, bas ve bel agrilari
olup, siklikla hepatomegali  vardir.  Artrit, epididimoorsit, hematolojik
tutulum ve g6z tutulumuna akut formdan daha sik rastlanir. Tedavi edilen
bruselloz vakalarinin birka¢ ay icinde yeniden ortaya g¢ikmasi durumunda
niiks ya da reenfeksiyon sézkonusudur (21-23,25).

Subakut brusellozda semptomlar olmadigi ya da klinik bulgular tam
ortaya ¢ikmadigi halde serolojik bulgular pozitif olabilir. Bu seyir 6zellikle
enfekte hayvanlarla yakin temast olan mezbaha ¢alisanlar, veteriner
hekimler ve hayvancilikla ugrasanlarda goriiliir (14,22-24).

Hastaligin bir yildan uzun siirdiigii durumlarda kroniklestigi kabul edilir.
Bu durum c¢ocuklarda nadir goriilmekle birlikte 40 yas {iistii erigskinlerde siktir.
Kronik brusellozlu vakalarin bir boliimiinde ilk atagin uygun olmayan tedavisine
bagl olarak hastalik devam edebilir ya da kemik, karaciger veya dalakta fokal
siipiiratif lezyonlar ile birliktedir. Kronik brusellozda halsizlik, yorgunluk,
sinirlilik, uykusuzluk, emosyonel labilite, bas agris1 ve depresyon ©n
plandadir. Fizik muayene bulgulari; arasinda ates, hepatomegali, splenomegali,
lenfadenopati  goriilebilecegi gibi etkilenen sistemlere ait bulgulara da
rastlanabilir (14,22-25).

Tedavi sonrasinda yeniden ortaya cikan brusella enfeksiyonlari niikse
veya reenfeksiyona baghdir (3).

2.1.6. Komplikasyonlar:

Bruselloz hemen her sistemi tutabilen bir zoonozdur. En sik tutulan
sistemler; kas iskelet sistemi ve gastrointestinal sistem olup, merkezi sinir
sistemi, iirogenital sistem, hematolojik sistem, kardiyovaskiiler sistem, solunum
sistemi, deri ve okiiler sistemler ise daha az tutulurlar (22).



Kas iskelet sistem tutulumu:

Brusellozda kas iskelet sistem tutulumu hastalarin % 20-85’inde
goriilebilmektedir. Artralji, myalji, artrit, sakroileit, bursit, tendinit, spondilit,
osteit, osteomyelit gibi klinik sekillerde goriilebilir. Artralji en ¢ok diz, ayak
bilegi ve omuz eklemlerinde ortaya c¢ikar (14,22). Bruselloz tiim eklemleri
tutabilmekle birlikte daha cok sakroiliak, kalca, omuz, diz, el ve ayak
bilekleri tutulur. Spondilit brusellozlu hastalarin % 10-65’inde goriiliir (8).
Enfeksiyon sirasinda periferik artrit de goriilebilmektedir. Vakalarin 2/3’iinde
eklem tutulumu monoartrit, 1/3’iinde oligoartrit seklinde olup, monoartrit;
kalca, diz, ayak bileginde en siktir (22,25). Periferik artrit tablosu sinovyal sivi
analizi ile bile septik artritten ayirt edilemeyen enfeksiyoz artrit seklinde veya
eklem sivisinda mikroorganizmanin bulunmadigi reaktif artrit seklinde olabilir
(25).

Spondilit saptanan olgularda radyolojik olarak vertebralar aras1 mesafede
daralma, ileri donemlerde vertebralarda fiizyon meydana gelebilir. Yine
radyolojik olarak vertebra korpusunun ©On iist kosesinde giive yenigi
manzarast seklinde osteoporoz (Pedro-pons arazi), osteofit ve sindesmofitler
olusabilir. Bazen subperiosteal ve subkondral abseler tesekkiil edebilir (8,26).

Brusellozda  bursit, tendinit, fibrozit gseklinde tutulum da
goriilebilmektedir. En cok tutulan bursa, prepatellar bursa olup, genellikle
kronik gidiglidir ve antibiyoterapi ile diizelmektedir (22,25). Kas iskelet
tutulumu gosteren bruselloz olgulan ile ilgili Gilgil ve arkadasinin (27) yaptig
caligmada; 43 hasta ¢alisma kapsamina alinmis olup, 25 hastada spondilit, 21
hastada periferik artrit, 10 hastada sakroileit ve 1’er hastada osteomyelit, bursit
ve tendinit saptandigi bildirilmistir.

Hematolojik tutulum:

Bruselloza bagli hematolojik sistem tutulumu daha ¢ok anemi,
Iokopeni, trombositopeni seklinde goriiliirken, pansitopeni daha nadir
goriilmektedir (28). Akdeniz ve arkadaslarinin (29), bruselloz tanis1 konulan 233
hastadaki hematolojik bulgular1 arastirdiklart c¢alismalarinda, 128 (%55)
hastada anemi, 49 (%?21) hastada 16kopeni, 59 (%26) hastada trombositopeni,
18 (%8) hastada ise pansitopeni tespit edildigi bildirilmistir. Pansitopeni nadir
goriilmekle birlikte, kemik iliginde graniilom olusumu, hemofagositoz ve
hipersplenizm ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (13,22,25).

Bruselloz olgularinda hematolojik tutulum 6zellikleri acisindan
pansitopeni tablosu en sik B. melitensis enfeksiyonlarinda goriilmektedir (13).
Trombositopeni steroid tedavisi veya splenektomi gerektirecek kadar ciddi
diizeyde olabilmektedir. Idiopatik trombositopenik purpura tanisiyla takip
edilen bir ¢ok olgunun brusella enfeksiyonuna bagli oldugu anlasilmistir (30).

Gastrointestinal sistem tutulumu:

Bruselloz sistemik semptomlarin 6n planda oldugu bir zoonozdur ancak,
pastorize edilmemis siit ve siit liriinlerinin tiiketimi dolayisiyla gastrointestinal



sistemde; istahsizlik, karin agrisi, bulanti, kusma, kabizlik, ishal gibi
semptomlara yol agabilir (31).

Peyer plaklarinin inflamasyonu sonucu barsak mukozasinda hiperemi
olustugu bildirilmistir. B. melitensis ile meydana kolit tanis1 konulan hastalarda
ileum inflamasyonu radyolojik ve histolojik olarak gosterilmis olup, literatiirde
brusella enfeksiyonuna sekonder ileit tanisi ile tedavi edilmis olan olgular
mevcuttur (14,32).

Karaciger tutulumu brusellozda siklikla goriilmekle birlikte karaciger
fonksiyonlarinda genellikle hafif derecede bir artis olmaktadir. Brusella
hepatitinin en sik goriilen sekli graniilomatoz hepatittir. B.abortus ve B.canis
vakalarinda graniilomatdz hepatit daha sik tammlanmistir (25). B. melitensis
enfeksiyonlarinda portal alanlarda mononiikleer hiicre infiltrasyonlari mevcuttur.
Brucella suis enfeksiyonlar1 ise karaciger ve dalakta siipiiratif abselere yol
acabilmektedir (14). Bruselloz olgularinda splenomegali 6zellikle akut vakalarda
sik goriilmektedir (22,25). Bunlarin disinda brusella nadiren akut kolesistit,
pankreatit, spontan bakteriyel peritonit nedeni de olabilmektedir (33).

Kardiyovaskiiler sistem tutulumu:

Brusellozda kardiyak komplikasyonlar; endokardit, —miyokardit,
perikardit, aort kokii absesi olarak siralanabilir. Brusella endokarditi en sik
goriillen kardiyak tutulum sekli olup, tim vakalarin % 2’sinden azinda
goriilebilmektedir (14,22). Bruselloz ile iliskin ©lim sebebleri arasinda
endokardit 6nemli bir yer tutmaktadir. En sik aort kapagi daha sonra ise mitral
kapak tutulmaktadir. Bu tiir vakalarda genellikle antimikrobiyal tedavi ile
birlikte, cerrahi girisim gerekmektedir (8,22).

Solunum sistemi tutulumu:

Bakteri inhalasyon veya bakteriyemi yoluyla akcigerlere ulasarak
solunum sistemi bulgularina yol a¢maktadir. Solunum sistemi semptomlari;
oksiiriik, balgam, dispne seklindedir. Radyolojik olarak; parankimal nodiiller,
lober pndmoni, paratrakeal lenfadenopati, plevral effiizyon saptanabilir (8,34).

Klinigimizde takip edilen hemoptizi ve ates etyolojisinin arastirildig1 bir
olgunun ii¢ kan kiiltiiriinde ve bronsial lavaj sivisimin kan kiiltiir pasajinda
B.melitensis iiretilmis olup, rifampisin, doksisiklin, siprofloksasin tedavisi ile
olgu tamamen diizelmistir (35).

Urogenital sistem tutulumu:

Urogenital sistem tutulumu vakalarin %2-14’iinde goriilmektedir. Tek
tarafli epididimoorsit en sik goriilen tirogenital sistem tutulumu olup, interstisyel
nefrit, piyelonefrit, glomerulonefrit goriilebilecegi gibi nadiren de testikiiler
abse, seminal vezikiilit, prostatit goriilebilir (14,36,37).

Hayvanlarin plasentasinda bulunan eritritol adli madde bakterinin genital
traktusa yerlesmesini kolaylastirmakta ve klinik tablo abortus ile
sonuclanmaktadir. Kadinlarda da bruselloz abortusa yol acabilmekle birlikte,
diger enfeksiyon hastaliklarindan daha sik abortus yaptigina dair iddialar



tartismalidir. Khan ve arkadaslarinin (38), yaptig1 bir caligmada bruselloz tanisi
konmusg olan hamile kadinlarda birinci ve ikinci trimesterdeki diisiik sikliginin
% 43, iicilincii trimesterdeki fetal 6liim sikliginin ise % 2 oldugu bildirilmistir.

Santral sinir sistemi tutulumu:

Brusellozda norolojik klinik tablo; menenjit, ensefalit, meningovaskiiler
komplikasyonlar, parankimatdz disfonksiyonlar, periferik noropati/radikiilopati
ve psikoz seklindedir. Santral sinir sistemi tutulumu olgularin % 5’inden azinda
goriiliir ve siklikla akut veya kronik menenjit seklindedir (3). Akut brusella
menenjitinde; ates, bas agrisi, ense sertligi, suur degisiklikleri vardir. Beyin
omurilik s1vis1 (BOS) bulgulari; basing artisi, lenfosit agirlikli hiicre sayisi artisi,
protein artisi, glukoz seviyesinin normal veya diisiikk olmasi ile birliktedir
(3,14,22,25).

Norobrusellozun, Guillain-Barre sendromuna yol a¢tigimi bildiren
yaymlar mevcuttur. Kronik brusellozda depresyon, kronik yorgunluk, hafiza
bozukluklarina yol acan psikiyatrik yakinmalar goriilebilmektedir (39).
Klinigimizde takip edilen ates, biling bulaniklig1, kusma sikayeti ile bagvuran bir
olguda; BOS glukozunun 11 mg/dl (es zamanh kan glukoz 104 mg/dl), BOS
proteininin ise 271 mg/dl oldugu saptanmis olup, BOS’tan yapilan Standart Tiip
Agliitinasyonu (STA) ve Coombs testleri 1/10 olarak sonu¢lanmis ve BOS
kiiltiirtinde Brucella spp tiretilmistir (40).

Okiiler tutulum:

Brusellozla iligkili goz tutulumlari; iiveit, optik nevrit, papil 6demi,
korneal tutulum, kronik iridosiklit, ve koroidit olarak bildirilmistir. Uveit
dolasan immunkomplekslerin varlig1 ile aciklanir, nonenfeksiydzdiir ve topikal
ve sistemik kortikosteroid tedavisine yanit vermektedir (14,39).

Giingor ve arkadaglarinin (41) 147 bruselloz tanist konulan hastalar
izerinde yaptiklart bir ¢calismada, 38 (% 26,0) hastada okiiler komplikasyonlara
rastlanmig olup, 26 (% 17,7) hastada konjonktivit, alt1 (% 4,1) hastada anterior
tiveit, bir (% 0,7) hastada posterior iiveit, iki (% 1,4) hastada dakriyoadenit ve ii¢
(% 2,1) hastada episklerit tanis1 koymuslardir.

Cilt tutulumu:

Hastaligin yiiksek atesle seyrettigi toksik donemde nadir olgularda
makiilopapiiler veya eritematdz deri dokiintiileri goriilebilir. Deri lezyonlart;
eritem, papiil, iirtiker, petesi, impetigo, ekzema benzeri ras, eritema nodosum,
derialt1 abseleri, kiitandz vaskiilit seklinde olabilir. Diisilk yapan hayvanlarin
plasentasini ¢ikartmak i¢in  miidahale eden veteriner hekim, hayvan saglik
memurlart veya hayvan bakicilarinin temas yerlerinde, 6zellikle 6n kollarinda
goriilebilir (8,14,22).



2.1.7. Tanu:

Brusellozda belirti ve bulgular 6zgiin olmadig: i¢in kapsamli bir dykii
almak gerekir. Mesleki riskler, hayvan temasi, endemik bolgeye yolculuk,
pastorize edilmemis siit ve siit tiriinlerinin tiiketimi sorgulanmalidir (39). Lokosit
sayist normal veya diisiik olabilir. Sedimantasyon hizi degisken olup,
transaminazlar birkac kat yiikselmis bulunabilir. Anemi, trombositopeni,
Iokopeni goriilebilir (14,39). Brusellozda nadir goriilen bobrek tutulumunun
olmadigi durumda idrar tetkiki normaldir. Yiiksek atesli donemde febril
albuminiiri bulunabilir. Bobrek tutulumu oldugu zaman; idrar dansitesi diisebilir,
proteiniiri  belirginlesir, idrar sedimentinde eritrosit, l6kosit ve silendir
goriilebilir (8).

2.1.7.1. Etkenin izolasyonu:

Brusellozda kesin tani etkenin siklikla kan ve kemik iliginden, nadirende
BOS, plevra sivisi, periton sivist ve idrar gibi Orneklerden kiiltiir yoluyla
izolasyonu ile konur. Kan Kkiiltiirlerinde {iretme sanst % 15-70 arasinda
degisirken, kemik iligi kiiltiirtinden iiretme sanst % 90 oranindadir. Gotuzzo ve
arkadaslarinin (25) yaptiklar1 ¢caligmalarinda, kemik iligi kiiltiirlerinde % 92, kan
kiiltiirlerinde % 70 oraminda tireme saptamislardir. Kan kiiltiirlerinde daha az
oranda iiremenin saptanmast hiicre ici bir bakteri olmasindan ve Oncesinde
anbibiyotik kullamim Oykiisiinden kaynaklandigi bildirilmistir. Brusella
izolasyonu i¢in kullanilan baslica besiyerleri kat1 ve siv1 besiyerleri seklindedir.
Siv1 besiyerleri daha ¢cok kan ve BOS gibi materyallerin ekiminde kullanilir.
Besiyerleri olarak; serumlu dekstrozlu agar, gliserozlu dekstrozlu agar, patates
agar, triptaz agar, triptikaz soy agar, brusella K vitaminli agar,  brusella agar
kullanilir. Ekimler cift yapilarak birisi normal atmosfer kosullarinda digeri % 5-
10 CO0, 1i atmosferde enkiibe edilmelidir (1).

Brusellozun inkiibasyon siiresi 2-3 hafta oldugundan, kan kiiltiir
siselerinin dort haftaya kadar inkiibasyonu tamamlanmadan {ireme olmadigi
bildirilmemelidir. Bu siire giiniimiizde otomatize kan Kkiiltiir sistemleri olan
BACTEC (NR 660, 9240), BacT/Alert kullanilmasiyla bes-yedi giine diigmiisse
de brusella bakterisi hiicre i¢i ve zor iireyen bir bakteri oldugundan, inkiibasyon
siiresinin uzatilmast ve subkiiltiirlerin yapilmas1 Onerilmektedir (42,43).
Baysallar ve arkadaslariin (43) 33039 kan kiiltiir 6rneginde BACTEC 9240 ve
BacT/Alert otomatize kan kiiltiir sistemlerini kullanarak, brusella bakterisinin
tireme zamanini tespit etmeye yonelik olarak yaptiklar calismalarinda, 17 tanesi
her iki sistemde, 13 tanesi sadece Bact/Alert sisteminde olmak iizere, 30 brusella
bakterisinin iiredigi saptanmistir. Bact/Alert otomatize sistemde ortalama 2,5
giin BACTEC 9240 sisteminde ise ortalama 2,8 giinde brusella bakterisinin
iiredigi tespit edilmistir. Ozkurt ve arkadaslarmin (44) BacT/Alert otomatize
sistemi ve Brucella Broth kiiltiir yontemiyle B. melitensis bakterisini saptamaya
yonelik olarak yaptiklar1 calismada, Bact/Alert otomatize sistemde kan
kiiltiirlerinde B. melitensis bakterisi ortalama 4,5 giinde saptanirken, Brucella
Broth kiiltiirlinde 5 giinde saptanmistir. Bu calismada her iki yontem arasinda
bakterinin iireme zaman agisindan anlamli bir fark bulunmamis olup, Brucella
Broth kiiltiir yontemi daha duyarli bulunmustur (44).
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2.1.7.2. Serolojik tani:

Brusellozda bakterinin kiiltiirde liremesi i¢in uzun siire gerektiginden ve
bu siire i¢inde hasta kaninda mikroorganizmanin antijenlerine kars1 antikorlar
olustugundan, serolojik reaksiyonlarla hastaliga tan1 konulabilir (1).

2.1.7.2.1. Standart Tiip Agliitinasyonu:

Brucella abortus S99 kokeninin kolonilerinden alinan bakterilerin 1s1 ile
oldiiriilmesi ve fenol ile siispanse edilmesi ile elde edilen antijen, hasta
serumunun ardisik diliisyonlar ile karsilagtirilir.

STA testinde salmonella, tularemi, kolera enfeksiyonu ve kolera asisi
yapildiktan sonra, Sistemik Lupus Eritematozus (SLE), myeloma, Yersinia
enterecolitica serotip O:9 enfeksiyonlari, lenfoma ve tiiberkiiloz vakalarinda
yanlis pozitiflikler olabilmekle birlikte titre genellikle 1/160’1n altindadir (13).
Mert ve arkadaslarinin STA testinin duyarhilifini arastirdiklan ¢alismalarinda,
bruselloz tanist almis ve klinik olarak brusellozu taklit eden, miliyer tiiberkiiloz,
malarya, tifo, erigkin baslangi¢h stil hastaligi, SLE, romatid artrit, sarkoidoz,
aktif lenfoma tanilar1 olan toplam 310 hastaya STA testi uygulanmis olup,
caligmaya alinan 30 bruselloz hastasinin tamaminda 1/160 ve daha iizeri titrede
pozitiflikler saptanmis, diger 280 hastadan sadece malarya ve lenfoma tanisi
olan iki hastada 1/40, tifo tanisi olan bir hastada 1/20 pozitiflik saptanmistir (45).

STA testinde bazen antikor fazlaligima bagli olarak agliitinasyonun
engellenmesi yani prezon olayr olabilmektedir. Bu durumun 6niine ge¢gmek
icin serumun sulandirtminin artirilmas: gerekmektedir. Ayrica sulandirim icin
fizyolojik tuzlu su yerine % 5°lik NaCl’li su kullanilmasi da bu olay:
engelleyebilir (11). Tiip sayisinin artiritlamadigl durumlarda, siipheli olgulara ait
diliisyon tiiplerine birer damla coombs serumu damlatilarak prezon onlenebilir
(12).

2.1.7.2.2. Coombslu brusella testi:

Standart tiip agliitinasyon testinin negatif oldugu ancak klinik olarak
bruselloz siiphesi devam eden hasta serumlarinda agliitinasyon blokajinin olup
olmadigin1 aragtirmak amaciyla Coombslu brusella testi uygulanir. Bu testte
standart agliitinasyon testinde agliitinasyon vermeyen tiipler tuzlu su ile ii¢c kez
yikanip, yeniden siispansiyon haline getirildikten sonra her tiipe bir damla
antihuman globulini (Coombs serumu) eklenir. Etiive kaldirilir ve 24 saat sonra
agliitinasyonun olup olmamasina gore degerlendirilir (8,11).

Blokan antikorlarin varliginda antijen antikor reaksiyonu olsa da
agliitinasyon meydana gelmemektedir. Ortama eklenen Coombs serumu
antikorlar aras1 koprii vazifesi gorerek agliitinasyonun goriintir hale
gelmesini saglamaktadir (12).
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2.1.7.2.3. Lam agliitinasyon testi (Rose Bengal):

Rose Bengal boyasi ile boyanmis B.abortus S99 siispansiyonunun hasta
serumu ile lam {izerinde Kkarsilastirilmasi sonucu agliitinasyonun olup
olmadiginin belirlenmesine dayanan bir testtir (11,12). Agliitinasyon varliginda
test pozitif olarak degerlendirilir. Calismas1 kolay ve hizli sonug¢ veren diisiik
oranda yanlis pozitifligi olan bir tarama testidir (25).

2.1.7.2.4. Enzym Linked Immunosorbent Assay yontemi (ELISA):

Bu testte antijenle kaplanmis plaklara hasta serumu konularak antijene
kars1 olusan IgG, IgM, IgA antikorlarinin varlign arastirilir. Kronik bruselloz
tanisinda ELISA IgG, IgA sonuglar1 anlamhidir (46). Fadeel ve arkadaslarinin
(47) izl ELISA yontemi ile klasik teknikleri karsilagtirdiklart ¢alismalarinda
brusella enfeksiyonuna karsi gelisen total antikorlar1 saptama bakimindan
ELISA yOnteminin sensitivite ve spesifitelerinin >%96, standart tiip
agliitinasyonun ise %87 oldugu bildirilmistir. Yasar ve arkadaslarinin (48) alt1
norobruselloz hastasin1 retrospektif olarak inceledikleri calismalarinda iki
hastada BOS ve kan kiiltiirii negatif olmasina ragmen, BOS’ta brusella IgM, 1gG
antikorlarimin ELISA yontemi ile gosterilmesi sonucu tani konulabilmistir.
ELISA testi: hizli, yiiksek duyarlikli ve spesifiktir. Brusella spesifik IgG, IgM,
IgA antikorlarmi kan ve BOS’ta tanimlamaktadir. SAT’dan farkli olarak
immunglobulinlerin farkli siniflarini ve titrelerini tayin etmek miimkiindiir (49).

2.1.7.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR):

Tam kan, serum, viicut sivilar, beyin omurilik sivist ve dokulardan
Brusella Deoksiriboniikleikasit (DNA)’sinin saptanmasi esasina dayanan
yontemdir. DNA izolasyonu, amplifikasyon, piirifikasyon ve sekanslama gibi
islemleri igerir. Tiim brusella suglarinda bulunan 31 kDa agirligindaki membran
proteinini kodlayan DNA bolgesini saptar (50). PZR yontemine dayali  testler
geleneksel yontemlere gore daha hizli ve daha duyarlidir. Bununla birlikte
laboratuarlar arasinda sensitivite ve spesifite bakimindan farkliliklar
olabilmektedir. Hedef genler ve saptama yontemi konusunda bir standardizasyon
olusmamustir (51).

2.1.8. Tedavi:

Brusellozda tedavi Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 6nerdigi sekilde ikili
tedavi seklinde olup 6 hafta siirmektedir. Baz1 durumlarda ise iiclii kombine
antibiyotik uygulanmasi kullamilmaktadir. Tek antibiyotik kullanimimin tedavi
basarisizligina yol agma nedenleri; hizli diren¢ gelisimi ve bakterinin hiicreici
olarak ¢ogalabilmesi nedeniyle tek ilacin yetersiz kalarak relapsa yol agmasidir
(8).

Bruselloz tedavisinde secilecek antimikrobiyallerin in vitro ¢alismalarda
etkinliklerinin saptanmasinin yam sira, bakterinin bulundugu makrofaj iginde
yeterli ila¢ diizeyine ulasabilmesi ve diisiik pH degerlerinde etkinliklerini
stirdiirebilmesi gerekir. Hiicre i¢ine yiiksek oranda girme kabiliyetinde olan
antimikrobiyaller arasinda, tetrasiklinler, kinolonlar, makrolidler, streptomisin,
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rifampin ve trimetoprim-sulfometoksazol sayilabilir. Bruselloz tedavisinde
aminoglikozid grubu antibiyotikler de kullanilmaktadir (39).

Tetrasiklinler: Bakterilerin ribozomal 30S subiinitine geri doniisiimlii
olarak baglanarak, protein sentezini engellerler. Terapotik konsantrasyonlarda
bakteriyostatiktirler (52). Tetrasiklinler i¢cinde 6zellikle doksisiklinlerin bruselloz
tedavisinde en etkin antibiyotikler oldugu bilinmektedir. Ancak tek bagsina
kullanmldiginda % 14-29 oraninda niiks goriilebilmektedir (39). Doksisiklin
yagda eriyebilirligi, kan beyin bariyerini en iyi gecen tetrasiklin olmasi ve
Iokositler icine daha iyi penetre olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (14,25).

Rifampisin: Rifampisin B’nin semisentetik tiirevidir. DNA’ya bagimh
RNA (Riboniikleikasit) polimerazi inhibe ederek etkisini gosterir. Oral
uygulandiktan sonra viicut dokularina iyi dagilir. Serebrospinal siviya
serumun % 10-40’1 oraninda gecer. Norobruselloz tedavisinde kombinasyon
rejimi icinde yer alir (39,53,54). Gebelikte bruselloz tedavisinde giivenle
kullanilabilecek bir ajandir (14).

Aminoglikozidler: Aminoglikozidler Streptomyces ve micromonospora
cinsi toprak bakterilerinden (Actinomycetes) elde edilen dogal ya da
semisentetik  antibiyotiklerdir. Bakterilerdeki protein sentezini bozarlar.
Duyarhi bakteri hiicresine hizli bakterisidal etki gosterirler (57).

Streptomisin bruselloz tedavisinde tetrasiklinlerle kombinasyon halinde
kullanilir. Doksisiklinin 200 mg/giin alt1 hafta, streptomisinin 1gr/giin 2-3 hafta
birlikte kullanilmas1 brusellozda en efektif tedaviyi olusturmaktadir.
Gentamisin streptomisin tedavisinin yerini alabilecek gibi goriinse de doz ve
tedavi siiresinin belirlenmesine ihtiya¢ vardir (14).

Ariza ve arkadaglarinin (58) yaptig1 bir caligmada 45 giinliik doksisiklin-
rifampisin kombinasyonun doksisiklin+streptomisin kombinasyonuna benzer
etkinlikte oldugu ancak spondilitli olgularda doksisiklin+streptomisin
kombinasyonun daha etkili oldugu bildirilmistir.

Sekiz yasin iizerindeki c¢ocuklarda iic hafta siire ile doksisiklin
(5mg/kg/giin) veya oksitetrasikline (30mg/kg/giin) ek olarak ilk bes giin
gentamisin (Smg/kg/giin) Onerilmektedir. Sekiz yasindan kiiciik hastalarda
ise aym sekilde doksisiklin veya oksitetrasiklin yerine kotrimoksazol
konularak tedavi edilebilir (3).

Trimetoprim-Sulfometoksazol (TMP-SMZ): TMP-SMZ bakterilerde
niikleik asit sentezi icin gerekli folik asit sentezini aym yolda iki aym
basamakta inhibe eder. Bakterisidal bir antibiyotiktir (59). Sekiz yasindan
kiigiik cocularda tetrasiklinlerin yan etkilerinden  dolayr  onlarin  yerine
kullanilabilir. Gebelerde, emziren annelerde ve tetrasiklin tiirevlerine
intoleran hastalarda tek basina veya rifampisin ile kombine olarak
kullanilabilir (3).

Kotrimoksazol ile rifampisin kombinasyonunun, kotrimoksazol ile
doksisiklin kombinasyonu ile karsilastinldigi bir c¢alismada rifampisin+
kotrimoksazol kombinasyonunda % 10 oraninda relaps goriilmekre iken,
doksisiklin+kotrimoksazol ~ kombinasyonunda % 8,6 oraminda relaps
gozlenmistir (55). Solero ve arkadaslarinin (56) yaptigi diger bir ¢alismada,
doksisiklin ve rifampisin kombinasyonunda % 16 oraninda relaps gozlenirken,
doksisiklin+streptomisin kombinasyonunda % 5 oraninda relaps gozlenmistir.
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Kinolonlar: Duyarl1 bakteride bakterisidal etki gosterirler. Bu etkileri
konsantrasyona bagimlidir. Bakterisidal etkilerini DNA sentezini hizli bir
sekilde inhibe ederek gosterirler (60). Kinolonlar in vitro etkinliklerine ragmen,
tek basina kullanildiginda niiks oranmi yiiksektir (% 16-66)(39). Yamazhan ve
arkadaslarinin (61) yaptig1 calismada, siprofloksasin ve levofloksasinin B.
melitensis bakterisine kars1 in vitro etkinligi benzer bulunmus olup Minimum
Inhibitor Konsantrasyon (MiK) degeri; MIK50:0,5ugr/ml, MiK90:2ugr/ml olup,
moksifloksasinin etkinligi ise daha diisik bulunmustur. MiK50:1 pgr/ml,
MiK90:8 pgr/ml

Akova ve arkadaslarinin (62) yaptig1 klinik calismada, ofloksasin 400
mg/giin  ve rifampin 600 mg/giin kombinasyonu rifampin+doksisiklin
kombinasyonu kargilagtirillmis olup, her iki kombinasyonun benzer etkinlikte
oldugu (% 95 kiir, % 3 relaps) ilk kombinasyonda istenmeyen yan etki (gastrik
intolerans) oraninin % 6,5 ikinci kombinasyonda % 43 oldugu bildirilmistir.

Yeni antibiyotiklerden olan tigesiklininde Brucella sp. suslarina karsi
etkinliginin arastirildigt bir calismada, 82 Brusella susu c¢alisma kapsamina
alinmis olup doksisiklinin MIK90 degerlerinin en diisiik (0,047ugr/ml),
rifampisinin ise en yiliksek (1,50pgr/ml) olarak bulunmustur. Bu ¢alismada tim
suglar tigesikline duyarli olarak bulunmasina karsin in vitro aktivitesi
doksisiklinden daha diisiik bulunmustur (63).

Menenjit ve endokardit gibi komplikasyonlarin tedavisinde ideal olan bir
tedavi semast ne yazikki gOsterilememistir. Norobruselloz tedavisinde
doksisiklin+rifampisin ya da doksisiklin+kotrimoksazol kombinasyonu tercih
edilir. BOS’a iyi gecebilen iiclincii kusak sefalosporinler tedaviye eklenebilir.
Tedavi siiresi hastadan hastaya degismekle birlikte hasta iyilesene veya BOS
glukoz seviyesi normale donene kadar siirdiiriilmelidir (3). Brusella
endokarditinde  doksisiklin+rifampisin ~ veya  doksisiklin+kotrimoksazol
kombinasyonu ile birlikte genellikle kapak replasmani gerekmektedir. Prostetik
kapak varliginda replasman sarttir. Replasman sonrasi tedavinin ne kadar
siirecegi tartigmalidir. Siire klinik gozleme gore her olgu igin ayri olarak
belirlenmelidir (3).

Ozsoyler ve arkadagslarinin (64) brusella endokarditinde medikal tedavi
sonrast cerrahi zamanlama ve postoperatif tedavi siiresi konusunda bes vakay1
iceren yayinlarinda, hastalardaki preoperatif medikal tedavi siiresinin 5,2
hafta oldugu, ii¢ hastaya aort kapak, iki hastaya da hem aort hem de mitral
kapak replasmani yapilmis oldugu, operasyon sonrasi ortalama 3,6 ay medikal
tedavinin devam ettirildigi, postoperatif 15,8 aylik takipte problem
yasanmadig bildirilmistir.

Brusellozun komplikasyonlarinin tedavisinde, vertebral fragmantasyon
veya granilloma bagli mediller veya kok basisi oldugu durumlarda,
paravertebral veya epidural abse varliginda, testikiiler abse veya nekroz
gelisirse, karaciger ve dalakta biiyiikk abse varliginda ve kalp kapak
tutulumunda medikal tedavi ile birlikte cerrahi tedavi gerekmektedir (65).

2.1.9. Prognoz:

Bruselloz genellikle prognozu iyi olan bir zoonozdur. Osteoartikiiler
tutulum, meningeal ve kardiyovaskiiler tutulum morbidite ve mortalite nedeni
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olabilmektedir. Ozellikle kardiyovaskiiler ve santral sinir sistemi tutulumlarinda
tedavi giic ve uzun siireli olmaktadir (66).

2.1.10. Korunma:

Insanlarim brusellozdan korunmasi; dogrudan dogruya ozellikle  koyun,
keci, sigir ve domuz gibi evcil hayvanlarin kontrolii ve eradikasyonuna
baghdir. Brusella bakterisi ile enfekte olmamais siit danalar B. abortus 19 susu,
siit kuzular1 B.melitensis Rev 1 susu asisi ile agilanmalidir (1,8).

Brusellozdan korunmak icin alinmasi gerekli onlemler; risk altindaki
personelin (mezbaha iscileri, et paketleyicileri, laborantlar, veterinerler ve
hayvan bakicilar) eldiven ve tiim kollarin1 orten giysiler giymeleri ve gozliik
takmalar gerekmektedir. Kirsal kesimdeki halk bilinglendirilmeli ve ¢ig siitten
peynir ve yag yapimi  onlenmelidir. Insanlarda kullamlabilecek etkin ve
giivenilir bir as1 heniiz yoktur (1,8,14, 67 ).

2.2. immunite:

Immunite antijene 6zgii bir yanittir ve genellikle olusumu belli bir siire
gerektirir. Dogal immunite antijene Ozgii degildir ve uyar1 sonrasinda bellek
olusturmayan, kisa siireli bir yanit sistemi niteligi tasimaktadir. Bu yanitta
notrofiller, eozinofiller, bazofiller, dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri, monosit ve
makrofajlar rol oynarlar (68). Immuniteyi olusturan diger sistemler humoral ve
hiicresel immunitedir. Hiicresel immun yanitin temel effektor hiicreleri timus
kokenli (T) lenfositleri, humoral immunitenin ise kemik iligi ya da bursa
kokenli (B) lenfositleridir (68).

2.2.1. Dogal immunite:

Canlilarin yapisal (anatomik, fizyolojik, fiziksel, kimyasal vs) ve kalitsal
karakterleri ile iliskili olarak, disardan giren patojen, patojen olmayan etkenlere
ve diger maddelere yonelik olarak genel savunma mekanizmasi yardimi ile karsi
koymasi ve kendini korumasi dogal immunite kapsami icinde yer almaktadir
(69).

Dogal immunite kapsami i¢inde viicut 1sisi, yas durumu, hormonal
faaliyetler, saglam deri, mukozalar ve salgilart (lizozim, salgisal IgA,
mikrobiyal flora, fibronektin vs.) patojenlere kars1 engel olusturmaktadir. Bu
savunma hattin1 asan mikroorganizmalar spesifik olmayan humoral ve hiicresel
komponentlerden olusan ikinci bir savunma hatti ile karsilasirlar. Humoral
komponentler kanda, dokularda, mukoid salgilar ve viicut sivilarinda bulunan
antimikrobiyal sivisal faktorlerdir (lizozim, properdin, interferon, dogal
antikorlar ve kompleman sistemi). Hiicresel faktérler B ve T hiicrelerinin
aktivasyonunu ve mikroorganizmalara kars1 daha spesifik savunma olugsmasinm
saglar. Makrofajlarin uyarilmasi ve antijen isleyerek bunlar1 Th hiicrelerine
sunmasi Th hiicrelerinin lenfokin (IL-2, IFN-y vs) salgilamasini artirdig gibi, B
hiicrelerini de uyararak spesifik antikorlarin sentezlenip salgilanmasim saglar.
Makrofajlar tarafindan sentezlenen IL-1 hem B hem T hiicrelerinin
stimiilasyonunda onemli fonksiyona sahiptir (69).
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2.2.2. Edinsel immunite:

Antijen ile karsilasildiginda uyarilan ve sadece o antijene 0zgii olarak
gelisen, ikinci karsilasmada daha giicli bir yanit verilmesini saglayan
sistemdir. Spesifik immunitenin baslica elemanlar1 T ve B Ienfositler,
antikorlar ve bazi lenfokinlerdir. Edinsel immun yanit dogal immuniteyi takip
eder, aktif ya da pasif olarak olusturulabilir. Organizmanin yabanci antijene
maruz kalip aktif bir sekilde immun yanit olusturmasi aktif immunite, spesifik
olarak immunize olmus bir bireyden serum ya da hiicrelerin immun olmayan
bir bireye nakliyle gelistirilen immuniteye pasif immunite denilir (69,70).

2.2.3. immun sistemin hiicreleri:

T Hiicreleri: Normal periferik lenfositlerin %70-80’ini olustururlar.
Yiizey immunglobulin reseptorii tasimazlar. Hiicresel immunitenin kaynagi
olarak direkt hiicresel temas ve sitokinler yolu ile diger T ve B hiicreleri ile
monosit fonksiyonlarini diizenlerler. T hiicrelerinin immun uyar1 sonrasi g¢esitli
sitokinler salgilayarak diger T ve B hiicreleri ile monosit-makrofajlarin uyarilma
ve olgunlagmalarim1 saglayan alt grubu yardimci T hiicreleri (Th) olarak
adlandirilirlar. Bu grup yiizeyinde CD4 ve THRof tasir. Periferik T
lenfositlerinin % 60- 65’ini olustururlar. Yardimci hiicre grubu salgiladiklar
sitokinlere gore iki alt gruba ayrilabilir. B hiicre 6zellesmesi, inflamasyon ve
otoimmunitede yer alan Thl lenfositler IL-2, IFN-y, TNF- (Timor Nekroz
Faktor Beta) salgilarken, IL-4 ve IL-5 salgilamaz. Th2 lenfositler ise IFN-y ve
TNF- B salgilamazken; IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 salgilar. Diger bir T hiicre
grubu ise yabanci antijenleri HLA simmif 1 molekiilleri yardimiyla tanmyip bu
hiicreleri yikima ugratan sitotoksik T hiicreleridir (Ts). Bu hiicreler CD§ ve
THRaf molekiilleri tasirlar. CD8+ grup periferik lenfositlerin % 30-35’ini
olustururlar (68).

B Hiicreleri: Kan lenfosit havuzunun % 5-15’ini olustururlar. Insanda
once fetal karacigerde, sonra kemik iliginde gelisirler ve yiizeylerinde antijen
reseptorii olarak da gorev yapan immunglobulin molekiillerini tagirlar.
Antijenik uyar1 sonrasi, T hiicrelerinden salinan sitokinlerin de katkisiyla (IL-2,
IL-6) B hiicreleri plazma hiicrelerine doniiserek gelisimlerini tamamlarlar ve
ikincil lenfoid organlara (lenf bezi follikiilleri ve dalak) yerlesirler. Plazma
hiicreleri ise antikor olarak adlandirilan ¢6ziiniir formdaki immunglobulinleri
sentezlerler. Plazma hiicresine farklilasmayan bir grup B hiicresi spesifik
antijenik uyarty1 tamyip saklayan bellek (memory) hiicreleri olurlar. Bunlar
istirahat halinde kalirlar ve ayni antijenle yeniden karsilastiklarinda siiratle
cogalarak immun cevabin daha hizli ve etkin bir bicimde olugmasini
saglarlar (68,71).

Biiyiik graniillii lenfositler: Periferik kanda mononiikleer hiicrelerin %5-
10’unu olustururlar. Yiizeylerinde T veya B hiicresi isareti tasimazlar. Bu
hiicrelerin yiizeylerinde IgG Fc kismina karsi reseptdr bulunur. Biiyiik
sitoplazmik graniilleri olan, ancak fagositoz yapma ve yapisma oOzellikleri
olmayan bu hiicreler biiylik graniillii lenfositler olarak adlandirilir. Bu hiicreler
antikora bagl hiicresel oldiirme ya da dogal oldiiriicii hiicre (natural killer)
aktivitesi gosterirler. Antikora bagli hiicresel oldiirme Fc reseptorii olan
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lenfositin antikor ile kapli (opsonize) hiicreye Fc yolu ile baglamip onu
oldiirmesidir. Dogal Oldiiriicii hiicre aktivitesi ise daha ©Onceden hedef ile
karsilasmamis lenfositin antikor varligi gerektirmeyen oldiiriicii aktivitesidir.
Malign ya da virus ile enfekte hiicreler ve transplante edilmis yabanci
hiicrelerin yok edilmesinde rol alir. Lenfokin ile aktive (LAK) oldiiriicii
hiicreler ise IL-2 adli sitokin ile uyarnlarak timor Oldiiriicii yetenekleri
arttirilmis olan hiicrelerdir (68,71).

Graniilositler (Notrofil, Eozinofil, Bazofil): Dogal ve 0zgiin immun
yanitlarin effektor hiicreleridirler. Kan l6kositlerinin % 60-70’ini olustururlar.
Notrofillerin dolasimdaki yarilanma siireleri yaklasik yedi saati bulmaktadir.
Notrofiller giiclii fagositik aktiviteleri ile, enflamasyonun major hiicreleridir.
Sitoplazmalarinda iki tip graniil tasirlar. Azurofilik (nonspesifik) graniillerde
fagositik aktivite i¢in gerekli enzimler (peroksidaz, asit fosfataz, aril sulfataz, 8
galaktosidaz, pB-glukuronidaz, S5-niikleotidaz, elastaz, kollajenaz, katepsin,
lizozim, katyonik antibakteryel proteinler) bulundugu gosterilmistir. Notrofilik
(spesifik) graniillerinde ise baghica laktoferrin, alkalen fosfataz, kollojenaz ve
lizozim vardir (71). Notrofiller, makrofajlarda oldugu gibi spesifik ~ antijenleri
tammak icin 6zel antijen reseptorlerine sahip degildirler. Immunojenler yalniz
veya opsonize olduktan sonra (IgG ve C3b ile) hiicre yiizeyindeki FcR (Fc
reseptor) ve CRI (Kompleman reseptorii) ile baglanti kurabilirler. Boyle
birlesmeler hem nétrofillerde iyi bir uyarinm meydana getirir ve hem de
fagositozu ve oldiirme islevini etkinlestirir (72). Periferik kanda % 2-5 oraninda
bulunan eozinofiller IgG icin Fc reseptorii (CD32) tasirlar ve 6zellikle parazitik
organizmalar i¢in sitotoksik etki gosterirler. Periferik kanda % 0,1-0,2 gibi
diigilk oranlarda bulunan bazofilin ve doku mast hiicrelerinin gorevi tam
anlagilamamistir. Bazofillerin alerjide ve gecikmis tipte asinn duyarlilik
reaksiyonlarinda rol aldig1 diisiiniilmektedir (68).

Monositler ve makrofajlar: Kandaki 16kositlerin % 5-8 kadarini
monositler olusturur. Kandan dokulara gecen monositler doku makrofajlarini
(konnektif doku histiyositleri, karacigerin kupffer hiicreleri, plevra,
periton, sinovya, alveol, dalak ve lenf nodiilleri makrofajlari, kemik iliginin
osteoklastlar1, sinir sisteminin mikroglialar1) olustururlar. Makrofajlar da
monositler gibi lizozomal graniillere ve bakterisidal maddelere sahiptirler.
Monosit ve makrofajlar yiizeylerinde baslica IgG (6zellikle IgG ;| ve IgGs’iin Fc
parcasi), Csb ve cesitli lenfokinler i¢in reseptorler, kemotaktik reseptorler ve
diger molekiilleri baglayan reseptorler ile Major Histokompatabilite Kompleksi
(MHC) smif-I molekiillerini tagir. Makrofajlarin ¢esitli  stimiilanlarla
(enfeksiyoz etkenler, endotoksin, sitokinler) aktive olduklar1 zaman; IL-1, IL-6,
arasidonik asit metabolitleri, koloni stimiile edici faktor (CSF), kompleman
komponentleri, Timor Nekrozis Faktor (TNF), reaktif oksijen metabolitleri,
nitrik oksit metabolitleri, plazminojen aktivatorii, trombosit aktive edici faktor
(PAF) ile lizozim, elastaz, kollojenaz, asit hidrolazlar gibi ¢esitli aktif madde ve
enzim sentezledikleri gosterilmistir (71). Monositler ve makrofajlar bu
ozellikleriyle bakteri parazit ve funguslari, suda erimeyen immun kompleksleri,
yabanc1 partikiilleri fagosite ederler ve tiimor hiicrelerini oldiiriirler (sitotoksik
etki). Immiin regiilasyonda antijenik uyariy1, antijen sunan hiicre (APC) olarak T
hiicrelerine sunmak suretiyle immun cevabin olusmasina katkida bulunurlar.
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Aktive makrofajlar IL-1 ve IL-6 sentezleyip salgilamak suretiyle akut faz
cevabinin olugsmasina ve ates yiikselmesine neden olabilir. IFN-y, TNF, IL-4, ve
GM-CSF (Graniilosit Monosit Koloni Stimiile edici Faktor)gibi sitokinler bu
hiicrelerde makrofaj aktive edici faktor olarak etki gosterirler. IL-10, IL-4 ve
TGF-B makrofajlarin sitotoksik aktivitesini sinerjik olarak inhibe edebilir (71).

2.2.4. Kompleman sistemi:

Kompleman sistemi, proteolitik enzimlerden, regiilator proteinlerden ve
bunlarin yan iriinlerinden olusan ve viicudun nonspesifik ve spesifik
savunmasinda o©nemli rol oynayan bir sistemdir. Zincirleme reaksiyon
sistemleri olarak bilinen koagiilasyon, fibrinolitik ve kinin sistemleri ile aym
plazma protein grubu icinde yer alirlar (73). Kompleman sisteminin asil gorevi
immun ve enflamatuar reaksiyonlara katilmak ve bu reaksiyonlar
giiclendirmektir. Kompleman sistemi iki yoldan aktive olur. Klasik yoldan
kompleman aktivasyonuna C; ile Cy arasinda yer alan dokuz komponenti katilir.
Immunglobiilinler iginde IgM, IgG (IgG;, I1gG;) ve cok az olarak IgG, ile
olusmus immun kompleksler ve ayrica poliniikleotidler, C-Reaktif Protein
(CRP), baz1 viruslar ve plazmin kompleman: klasik yoldan aktive edebilirler. C,
komponenti C;4Cy,, Cis olmak iizere ii¢ alt birimden olusan komplekstir. C; den
membran atak kompleksinin etkisiyle bakteri, parazit veya konak hiicresi sitolize
ugrar. Alternatif yoldan kompleman sisteminin aktivasyonu C; 4 » kompleksinin
by-pass edilerek dogrudan Cs’iin aktivasyonuyla baslamaktadir. Alternatif yolun
mutad aktivatorleri mikrobiyal polisakkaritler ve lipopolisakkaritlerdir.
Aktivasyon icin immunglobulin gerektirmedigi icin spesifik immun cevabin
olusmadig1 donemde antimikrobik savunmada onem tasimaktadir (73,74).

Sekil 1.
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2.2.5. Immunglobulinler:

Antijenik uyarimlar sonu viicutta plazma hiicreleri tarafindan sentezlenen
ve homolog antijenle birleserek spesifik bir reaksiyon verebilen glikoprotein
karakterinde molekiillerdir. Protein elektroforezinde y (gamma) globulin
fraksiyonundadirlar. Fiziksel, kimyasal, biyolojik ve antijenik oOzellikleri
tizerindeki calismalarda insanlarda bes ayr1 sinifa ayrilabilecegi saptanmis olup
bunlar IgG, IgA, IgM, IgD ve IgE olarak kodlanmistir. Saglam bir
immunglobiilin molekiilii proteolitik bir enzim olan papain ile sindirime maruz
tutuldugunda, enzim, antikoru kavsak bolgesinden ii¢ parcaya ayirir (75).
Bunlardan ikisi, hem hafif ve hem de agir zinciri birlikte iceren, birbirinin aynisi
olan, tiim molekiiliin yaklagik 2/3’inii olusturan ve iki benzer parcadan meydana
gelmis olan Fab (fragment antijen binding) kismi ile digeri sadece agir zincirden
meydana gelmis kristalize olabilen Fc (fragment  crystallizable)  boliimiidiir.
Molekiilin Fab kismi homolog antijenle birlesme yetenegine sahip olmasma
karsin Fc boliimiiniin boyle bir etkinligi yoktur. Ancak bu kisim komplemani
baglama, plasentadan gecebilme, makrofajlara ve deriye yapisabilme, mast
hiicrelerinde degraniilasyon, katabolizmada gorev alma, protein A’ya baglanma
vb. gibi diger ¢ok onemli biyolojik sekonder aktiviteye sahiptir (75).

2.2.6. Sitokinler:

Spesifik ve dogal immun sistemin hiicrelerince salgilanan immun sistem
fonksiyonlar1 iizerine hayati neme sahip regiilator proteinlerdir. Sadece immun
ve inflamatuar yanitlar1 etkilemekle kalmazlar aym1 zamanda hematopoez ve
yara iyilesmesi gibi bir cok biyolojik olaylar1 da regiile ederler. Antijen
spesifik degillerdir ancak yapimlar1 ve salgilanmalar1 antijen uyarisina
baglhidir (76). Farkli 16kosit topluluklart arasinda iletisim sinyalleri olarak is
gormeleri nedeniyle bir grup sitokinler interlokinler (IL) olarak
isimlendirilmislerdir. Inflamasyonda lokal sistemik olarak oynadiklar1 énemli
rolleri nedeniyle IL-1, IL-6, TNF ve kemokinler pro-inflamatuar sitokinler
olarak, lenfositlerin aktivasyonunda ve farklilagmasindaki onemli rolleri nedeni
ile IL-2, IL-4 immunoregiilator sitokinler olarak bilinir. IL-10 ve TGF- J’nin
antiinflamatuar 6zellikleri 6n plandadir. IL-3, GM-CSF daha ¢cok immatiir
Iokositlerin biiylime ve farklilasmasinda rol oynarlar (76).

Interlokin-1 (IL-1): Sitokinler iginde ilk tanitilan araci molekiildiir.
Lenfositler iizerine etkisi nedeniyle lenfosit aktive edici faktor (LAF) olarak
isimlendirilmistir. Monositler, doku makrofajlari, lenfositler (Th, B hiicre,
NK  hiicreleri) baslica hiicresel kaynaklaridir. IL-1 NK hiicrelerinde
sitotoksik aktiviteyi, polimorfoniikleer l6kositlerde fagositik aktiviteyi  artirir
(77).

Interlokin-2 (IL-2): IL-2 kaynag Th hiicreleridir. izole edilmis T-lenfosit
ve timosit alt populasyonlar1 ile yapilan ¢alismalarda antijen ile aktive edilen
CD4 T yardimcr hiicrelerde IL-2 sentezlendigi saptanmistir. Bununla birlikte
giiclii poliklonal mitojenler ve simif I MHC antijenlerinin CD4 T lenfositleri
uyardiklar1 ve IL-2 sentezini indiikledikleri bilinmektedir. IL-2 duyarli hiicre
yiizeylerinde IL-2 reseptorleri bulunur. IL-2 reseptorleri yalniz antijen ile
uyarilmis T hiicrelerinde ve B hiicrelerinde sentezlenir ve sergilenirler.
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Th hiicrelerinde sentezlenen ve salinan IL-2 otokrin olarak kendini ve parakrin
olarak B hiicre, monosit ve NK hiicreleri etkiler. T hiicrelerinde motilite ve
sitotoksik aktiviteyi artirir. Dogal oldiiriicii T hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini
artirir (77).

Interlokin-3 (IL-3): IL-3 lenfosit CD4 alt populasyonunda olusan T
lenfosit iirtinii bir sitokindir. Kan hiicreleri i¢in bilyiime ve degisim faktorii
oldugu ve olgun mast hiicrelerini de etkiledigi bildirilmistir. Mast hiicrelerinde
histamin sentezini ve makrofajlarda fagositoz aktivitesini artirdifi ortaya
konulmustur (77).

Interlokin-4 (IL-4): Aktive edilmis T lenfositlerinde olusur. Murine T
hiicreleri (CD4) iizerine yapilan calismalarda alt grup Th1 hiicrelerde IL-2, IFN-
gamma ve lenfotoksin sentezlenmesine karsin Th2 hiicrelerinde IL-4 ve IL-5
sentezlenip salgilandiklar1 ortaya konulmustur. ilk saptandiginda B hiicre
biiytime faktorii (BCGF-1) olarak tanitilmis ve antijenlerle uyarilmis B hiicreleri
aktive ettigi belirlenmistir (77).

Interlokin-5 (IL-5): IL-5 aktive edilmis B hiicrelerinin biiyiimesini
hizlandirdigi, bu  hiicrelerde  antikor  siniflarinin - IgA  izotiplere
doniistiiriilmesinde rol aldigi saptanmis olup mukozal immunitede rol
oynamaktadir. T hiicreleri iizerine mitojenik etkisi ¢ok azdir. Th hiicrelerinde
IL-4, IL-5 olusmas1 IgE ve IgA antikorlarinin olusmasma yol acarken ayni
zamanda mast hiicre ve eozinofillerin biiylime ve deg8ismelerini de
gercgeklestirir (77).

Interlokin-6 (IL-6): Baslica aktive edilmis makrofajlarda sentezlenir. In
vivo olarak verilen IL-6 notrofil sayisimi artirir. Ayrica oncii kan hiicrelerinin
degisimine ve koloni olusturmalarina neden olur. Hiicrelerde IL-2 yapimini
ve IL-2 reseptdr sergilenmesini artinr (77). B hiicrelerinin biiyiime ve
farklilagmalarina yardim ederek antikor sentezleyen hiicrelere doniismelerine yol
acar. Hepatositlerden akut faz proteinlerinin salinimini artirir (77).

Interlokin-7 (IL-7): T ve B lenfosit onciilleri iizerinde gelisme faktorii
olarak etki gostermektedir. Aplastik anemi gibi hastaliklarda terapdtik etkiye
sahip olabilir (78).

Interlokin-10 (IL-10): T hiicreleri alt gruplarinda (Th2) sentezlenen
bir sitokin olarak tamtilmigtir. Th2 disinda B hiicreleri, makrofaj ve
keratinositlerde de sentezlendigi bildirilmistir. IL-10 T hiicrelerinde sitokin
sentezlenmesini inhibe eder. IL-10 etkisi ile inhibe edilen sitokinler IFN-gamma
ve IL-3 olarak saptanmistir. Buna karsin GM-CSF lenfotoksin ve TNF-alfa
diizeylerinde degisme goriilmemistir (77,78).

Interlokin-11 (IL-11): Kan hiicreleri ve lenfoid hiicrelerin biiyiime ve
degisimlerini etkileyen bir sitokin olarak tamtilmistir. Kemik iliginin
stromal  hiicrelerinde  sentezlendigi =~ samilmaktadir.  Direk  olarak
megakaryositleri uyarir ve megakaryopoezde 6nemli rol oynar (77,78).

TNF: interlokinlerle aktive edilen monosit ve makrofajlarda
sentezlenip, salinan effektor sitokinlerden birisidir. Hayvan viicudunda
makrofaj ve sitotoksik T hiicrelerinin tiimorosidal aktivitelerinin ¢ogunda TNF
etkili olmaktadir. TNF etkisi ile tiimorlerin nekrozu, dogrudan tiimor
hiicrelerini etkileme ile degil, muhtemelen tiimor iceren dokularin
damarlanmasini zedeleyerek etki eder ve nekroz olusturur (77).
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Interferon-y (IFN- y): T yardimci hiicre alt smifi olan Th1’lerde
sentezlenir. Ayrica uyarilan NK hiicrelerinde de IFN- vy sentezlendigi
belirlenmistir. Makrofaj aktivasyonu, B ve T lenfositlerinin aktivasyonu ve
regiilasyonunu saglar. NK hiicrelerinin aktivitesini artirirlar (77).

TH1/TH2 Polarizasyonu: Sitokinlerin immun yanitin regiilasyonunda
oynadiklari 6nemli rollerin bir gostergesi, Th lenfositlerin salgiladiklar
sitokinlere gore Thl ve Th2 olarak alt gruplara ayrilmasidir. Thl lenfositler
IL-2, IFN-y, TNF-f (lenfokin) salgilarken, IL-4 ve IL-5 salgilamaz. Th2
lenfositleri ise IFN-y ve TNF- B salgilamaz. IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13
salgilar. Th1 ve Th2 hiicreler birbirlerinin fonksiyonlarim karsilikli olarak regiile
ederler. Th2 hiicrelerde yapilan IL-4 ve IL-10, Th1 hiicrelerini inhibe ederken,
Th1 hiicrelerde salgilanan IFN-y, Th2 hiicrelerini inhibe eder. inflamatuar ve
immun yanitlar Th1 hiicrelerince olusturulurken, humoral immun yanitlar ve
allerjik yanit Th2 hiicrelerince olusturulur (76). Th1 sitokin ailesi i¢inde bulunan
IFN-y, TNF-B ve IL-2 IgG2a, kompleman: fikse edici antikorlarin iiretimini
artirir, makrofaj aktivasyonuna yol acar ve antikor bagimli hiicresel immiinite
ile gecikmis hipersensitiviteden sorumludur. Th2 ailesi i¢indeki sitokinler ise
humoral immun cevaplardan, mukozal immuniteden sorumlu olup, mast
hiicrelerinin ve eozinofillerin gelisimini uyarir. Ayrica IgA sentezine yol acar.
Sonug olarak Thl hiicreleri hiicresel aracili immun cevaplardan sorumlu iken
Th2 hiicreleri antikor cevabi ve allerjik yanitlardan sorumludur (79).

2.2.7. Bruselloz ve immunite:

Brusella genusunda insan ve c¢esitli hayvan tiirlerinde enfeksiyon

meydana getiren hiicre i¢ci mikroorganizmalar bulunmaktadir. B. abortus,
B. melitensis, B. suis, B. neotomae kat1 besi yerinde S (smooth) formlu koloniler
olustururlar ve bu bakteriler A (abortus) ve M (melitensis) olmak {iizere iki
degisik yap1 ve oranda hiicre duvari antijenlerine sahiptirler. Brusella etkenleri
ile enfekte konakci bakteri hiicre duvar antijenlerine bagli olarak IgA, IgE,
IgM, IgG antikorlar1 olustururlar ve meydana gelen bu antikorlar
bakterisidinler, agliitininler, presipitinler, opsoninler, kompleman: fikse edici ve
inkomplet antikorlar  olarak tamimlanirlar.  Brusella enfeksiyonunda,
humoral immun yanita ek olarak konakcida organizmaya ve bakterinin bazi
komponentlerine karsi gecikmis tipte asir1 duyarlilik olusur (80).

Brusella tiirleri konak¢inin fagositleri icinde bulunma ve c¢ogalma
ozelligi tagidiklarindan humoral antikorlardan korunabilmektedirler. Genel
olarak brusella enfeksiyonundan korunmada hiicresel bagisiklik rol
oynamaktadir. Etkenin fagositik hiicreler tarafindan  alinmasi  sonucunda
Oldiiriilerek  viicudun nonspesifik savunma mekanizmalarindan  birisi
olugsmaktadir. Fagosite edilmis mikroorganizmalarin, fagozomlar icinde
oldiiriilme isi siiperoksit-myeloperoksidaz sisteminin kombine calismasi ile
basarilir. Ancak her hiicre tarafindan yutulan bakteriler fagositozu takiben
oldiiriilemez. Bu durum viicuda giren etkenin virulansi ile iliskilidir. Ornegin
atteniie ve virulan B. abortus ve B. melitensis suslart PMN (Polimorf niiveli
Iokositler) tarafindan elimine edildikleri halde, virulan B. melitensis suslari
fagositoza  direngli  olmakta ve  hiicre i¢inde Olim  meydana
gelmemektedir. Buna karsin virulan B. abortus suslarinin PMN hiicrelerinde
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canli kaldiklar1 bildirilmistir. B. abortus’un diisik molekiiller agirlikli
maddeleri spesifik olarak bakterisidal sistemin myeloperoksidaz-H,O,
sistemini inhibe etmektedir (80,81).

Hiicre ici bakterilere karsi asil koruyucu immun cevap, hiicresel
immunitedir. Hiicresel bagisiklikta T hiicre kokenli sitokinler, ozellikle IFN-y
yolu ile makrofaj aktivasyonunun sonucu olarak fagosite edilmis
mikroorganizmalarin oOldiiriilmesi gerceklesir. Diger o6nemli yol ise CD8+
sitolitik T lenfositleri tarafindan  enfekte hiicrelerin  lizisidir. Hiicre igi
bakterilerin protein antijenleri hem CD4+ hem de CD8+ T hiicrelerini uyarir ve
CD4+ yardimei T hiicrelerinin Th1 fenotipine farklilagsmasinda potent uyarici rol
oynarlar. Ayrica NK hiicreleri tarafindan IFN- y ve makrofajlar tarafindan IL-2
tiretimini uyarirlar. Thl hiicreleri, makrofajlarin fagosite edilmis patojenin
oldiiriilmesini saglayacak reaktif oksijen radikalleri ve enzimler iiretmesini
aktive edecek olan IFN-y sitokinini salgilarlar. IFN-y, ayrica komplemani
aktive eden ve fagositoz icin bakterileri opsonize eden, boylece makrofajlarin
effektor fonksiyonlaria yardimei olan antikor izotiplerinin iiretimini uyarir. Thl
hiicreleri lokal enflamasyonu indiikleyen TNF-a sitokini de salgilarlar. Her iki
sitokininde intraselliller bakterilere karsi bagisikliktaki ©nemi deneysel
modellerde gosterilmistir (82).

B. abortus’a kars1 gelisen immunite antijen-spesifik T hiicre aktivasyonu,
CD4+ ve CD8+ T hiicreleri ile humoral immuniteden olusmaktadir. B.abortus
enfeksiyonuna karsi korunmada primer olarak Thl tip hiicresel immunitenin
aracilik ettigi diistiniilmektedir. B.abortus antijen sunan hiicreleri tetikleyerek
IL-12 salmimini arttirmaktadir bu ise ThO hiicrelerinin Thl hiicrelerine
farklilagmasim saglayarak IFN-y salinimina yol agmakta boylece makrofajin
oldiirme mekanizmasi aktive olmaktadir. Ayrica CD8+ sitotoksik T lenfositleri
de IFN-y sekrete edebildigi i¢in B.abortus ile enfekte makrofajlar1 6ldiirme
kapasitesine sahiptir (83).

NK  hiicreleri  patojenlere  karst1 ilk defans mekanizmasini
olusturmaktadir. B. abortus antijen sunan hiicreleri uyararak IL-12 salinimina
yol agar. IL-12 NK hiicrelerinin 6ldiiriicii hiicre haline gelmesine, IFN-y sekrete
etmesine yol acar. NK hiicreleri bu yolla enfekte makrofajlar1 o6ldiirme
yetenegine sahiptir. Bununla birlikte fare modelinde in vitro ortamda NK
hiicrelerinin ortamdan uzaklastinlmas1 B. abortus bakterisine karsi gelisen
immunitede degisiklik yaratmamistir. Bu durum NK hiicreleri olmasa bile
diger immun mekanizmalarin B. abortus enfeksiyonunu kontrol etmede yeterli
olabilecegini gostermektedir (84). Paranavitana ve arkadaslarinin (85) yaptigi bir
calismada, zayiflatilmis B. melitensis susu ile oral olarak immunize edilen
farelerden elde edilen dalak hiicreleri kiiltiir yolu ile cogaltildiktan sonra bu
hiicreler, B. melitensis susu ile stimiile edilmiglerdir. Bir cok sitokin ve
kemokinin gen salinim iiriinleri gergek zamanli PZR yontemiyle, sekrete edilen
proteinler de ELISA yontemi ile belirlenmistir. Sonugta IL-2, IL-18, IFN-y
diizeylerinin ve IL-12 ve IL-23 ile ilgili gen iiriinlerininin arttig1 saptanmistir.

Antijen sunan hiicreler (APC); makrofaj, dendritik hiicrelerden olusurlar
ve NK hiicreleri ile birlikte invaze olan mikroorganizmalara kars1 aktive olan en
erken hiicrelerdir. Cilt alunda ve mukozal bolgelerde yerlesirler. Bakteri hiicre
duvar1 ve lipopolisakkarit yapi, APC hiicrelerinin toll like reseptorlerinin
yardimiyla taninir ve bakteri hiicre icine alinir. Fagositoz APC hiicrelerinden
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TNF-o, IL1p ve IL-6 gibi sitokinlerin salinimina yol agarak APC hiicrelerinin
aktivasyonunu artirir. Fagositozu takiben MHC molekiilleri sentezlenir ve bazi
bakteryel peptidlerle birlikte hiicre yiizeyinde belirginlesir. Daha sonra deri ve
mukozal bolgelerden lenfoid organlara gé¢ ederler ve ylizeylerinde bulunan
MHC molekiilleri ve bakteryel peptidler yolu ile T hiicrelerini aktive ederek
antijen spesifik immunitenin olugsmasina aracilik ederler. APC hiicrelerinin
aktivasyonu sonucu IL-12 salinimi, NK hiicreleri, T ve B hiicrelerinin  antijen
spesifik hiicrelere doniisiimiine yol acar. T hiicrelerinden IFN-y salinim1 enfekte
hiicrenin Olduriilmesine aracilik eder (84). Hem in vitro hem de in vivo
ortamda Thl sitokini olan IFN-y’nin makrofaj aktivasyonuna yol acma ve
brusella enfeksiyonunu sinirlamada onemli rol oynadig1 gosterilmistir. Bunun
aksine Th2 sitokini olan IL-10 makrofaj fonksiyonlarinin baskilanmasima yol
acarak enfeksiyona egilimi artirmaktadir. Fare modelinde Thl immunitesi
baskin farelerde enfeksiyona diren¢ daha fazla iken Th2 immunitesi baskin
olanlarda enfeksiyona duyarlilik daha fazladir (84).

T hiicreleri CD4+ T helper hiicreleri (Th) ile CD8+ sitotoksik T (Ts)
hiicrelerinden olugmaktadir. APC hiicrelerinin aktivasyonu bu hiicrelerin
sitokinlerin degisik paternlerini sentezleyebilen effektér ve hafiza hiicrelerine
doniisiimiine yol agar. Thl ve Ts hiicreler primer olarak IFN-y ve f
kemokinleri sentez ederken, Th2 hiicreleri temel olarak IL-4 ve IL-5 sekrete
ederler. Th hiicreleri B hiicrelerinden antikor salimmina da yol acarlar. Thl
hiicreleri IgG2a’nmin baskin oldugu antikor sentezine yol acarken, Th2
hiicreleri IgG1 ve IgE’ nin baskin oldugu antikor sentezine yol agarlar. Sonug
olarak yiizeylerinde MHC-1 peptid ve bakteryel peptid tasiyan B. abortus’u
fagosite etmis hedef APC hiicreleri sitotoksik T hiicreleri tarafindan
taninarak yok edilirler (84).

B hiicreleri antijen ile aktive edilmis T hiicreleri tarafindan salinan
sitokinler yolu ile aktive olarak plasma hiicrelerine ve bellek hiicrelerine
doniisiirler. Ayrica B hiicreleri antijen isleyen ve sunan hiicre olarak da gorev
yapar. Iglerine aldiklart immunojenleri MHC II molekiillerinin yardimiyla
Th hiicrelerine sunarlar. Brusella bakterilerine bagli enfekte konakcida IgA,
IgE, IgM, IgG antikorlar1 sentezlenir. Bruselloza direngte antikor titresi ile
hastaliga diren¢ arasinda bir korelasyon bulunmamaktadir. Antikorlardan
ozellikle Th hiicrelerin aktive ettigi B hiicrelerinden salinan IgG subgruplari
olan IgG1 ve IgG2 kompleman araciligi ile bakterinin lizisine yol agmaktadir
(75,84). Brusella bakterilerinin lipopolisakkarit ve proteinlerine kargi antikorlar
olugmakta ve bu antikorlar serolojik testler ile saptanabilmektedir. B. canis ve
B. ovis burusuk (R) tip koloni morfolojisi gosterdiginden dolay1 serolojik testler
dis membran proteini gibi protein antijenlerine bagli gelisen antikorlar
gostermektedir. Dis membran proteinine kars1 IgA, IgM, IgG tipi antikorlar
gelismektedir. Ariza ve arkadaslar ile - Araj ve arkadaglarinin (86,87) yaptiklar
caligmalarda, relaps gosteren hastalarda IgA ve IgG’nin ikinci bir pik yaptigi
gosterilmistir. Yiiksek IgG diizeylerinin brusellozlu hastalarda direncin bir
gostergesi olabilecegi, ancak relapsin gostergesi olmadig, birlikte IgA artisinin
da olmasi gerektigi  kanitlanmistir.

Kompleman araciligi ile yiizeyi diiz (smooth) olan brusella bakterilerinin
oldiiriilmesinde antikorlar gerekmektedir. Klasik kompleman yolu LPS’e
spesifik olan IgM, IgG antikorlarinin diisiik seviyeleri ile baslatilabilmektedir.
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Klasik kompleman yolunun sonunda bakterinin lizisi gergeklesmektedir. Yiiksek
antikor diizeyi iceren serumlarda kompleman araciligi ile bakterinin 6ldiiriilmesi
zorlagmaktadir. Bu durum antikor diizeyi ile hastaliga direng¢ arasinda pozitif bir
korelasyon olmadigim1 gostermektedir. Avirulan yiizeyi burusuk bakteriler
invazyondan kisa siire sonra kompleman yolu ile oldiiriilebilirken, yiizeyi diiz
(smooth) formlar serum faktorlerine direngli olup fagositik hiicrelerde hayatta
kalmaya devam ederler. Yiiksek serum antikor diizeyi kompleman aracili bakteri
oldiiriilmesini zorlastirirken, opsonizasyonu kolaylagtirarak fagositozu artirir.
Bundan sonraki asamada hastaliga karsi diren¢ hiicresel immunite yolu ile
saglanir (88).

PMNL’ler enfeksiyona karsi savunmada ilk rol oynayan
hiicrelerdendir. Fagositoz sonrasi oksijene bagimli ve oksijene bagimsiz
yollarla hiicre i¢i mikroorganizmalan Oldiiriirler. Oksijenden bagimsiz olan
mekanizmalarda, lizozim, laktoferrin (demir baglayan protein), katyonik
proteinler vs. rol alirken, oksijene bagimli mekanizmada NADPH oksidaz
enziminin katalitik etkisi ile molekiiler oksijenin siiper oksit radikallerine
ve hidrojen peroksit (H,O,) olusumuna yol ag¢masi rol oynar. Oksijene
bagimli mekanizma ile olusan siiperoksit, hidroksil ve hidrojen peroksit
mikroorganizmalar i¢cin toksiktir. Ayrica myeloperoksidaz ile iliskili
reaksiyonlarda meydana gelen halojenli bilesikler mikroorganizmalar iizerine
oldiiriicii etki gosterirler (72). Insanlarda ve sigirlardaki polimorfoniikleer
hiicre graniil salgilar1 ile yapilan bir calisma sonucu, Salmonella typhimurium
bakterisinin yiizeyi burusuk tiiriiniin oksijen bagimsiz yol ile %100 oraninda
oldiiriilebildigi buna karsin yiizeyi diiz ve burusuk olan B. abortus tiirlerininin
oldiirelemedigi saptanmistir. Oksijen bagimli mekanizmanin B. abortus
bakterisini Oldiirmede etkili oldugu, yiizeyi diiz olan suslarin, burusuk
olanlara gore bu 6ldiirmeye daha direngli oldugu bildirilmistir (89).

Brusella bakterilerinin fagositik hiicrelerin 6ldiirme mekanizmalarindan
korunmak ve hayatlarin1 devam ettirebilmek amaciyla gelistirdikleri savunma
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bakterinin hiicre i¢inde canliligini siirdiirmesinde
Cu-Zn superoxide dismutaz, eritruloz fosfat dehidrogenaz icermesi ve stresle
indiiklenebilir proteinleri salgilamasinin rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. En
onemli virulans faktorii ise notrofillerde myeloperoksidaz-H,O, sistemini
baskilayan, TNF {iretimini inhibe eden, makrofajlarda fagozom-lizozom
flizyonunun engelleyen ve oksidatif hasara kars1 koruyan adenin ve guanin
monofosfat gibi bazi maddeleri sentezlemesidir (3,14). B. suis bakterisinin
konak iginde yasamini devam ettirebilmek amaciyla icinde bulundugu monosit
ve makrofajlarin apoptozisini engelledigi gosterilmistir. Farelerde yapilan bir
calismada, B.suis ile enfekte makrofajlarin IL-1, IL-6, IL-10, IL-8 sekrete ettigi
halde TNF-a sekrete etmedigi gosterilmistir. Bu inhibisyonun bakterinin Omp25
antijeninin  TNF-o  salimmi  iizerindeki  etkisinden  kaynaklandig
disiiniilmektedir. Bakteri boylece ilk olarak makrofajin otokrin aktivasyonunu,
ikincisi IL-12 idretimini ve Thl tip hiicresel immun yamti bozarak
antimikrobiyal savunma mekanizmalarindan kagmaktadir (6).
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3. MATERYAL

Calisma kapsamima 21.08.2006-10.09.2007 tarihlerinde Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Mikrobiyoloji servisinde bruselloz tanisi ile takip edilen 40 kisiden olusan
hasta grubu ile meslek, yas ve cinsiyet acisindan benzerlik gosteren; herhangi bir
akut ya da kronik hastaligi olmayan ve yapilan degerlendirmelerde herhangi bir
semptomu ve patolojik fizik muayene bulgusu olmayan 40 kisiden olusan
kontrol grubu alinmistir. Hastalardan alinan tedavi 6ncesi serumlar1 ve kontrol
grubundan alinan serum Ornekleri, calisilacagi giine kadar -80 °C’de
saklanmistir. Calisma giinii olan 17-22.09.2007 tarihinde bu serumlarda ELISA
yontemi ile IL-10, IL-6, IL-2, TNF-a, IFN-y diizeyleri belirlenmistir.

Bruselloz tamisi; klinigi brusellozu diisiindiiren STA > 1/160 veya
Coombslu brusella testi > 1/160 pozitif olan ve/veya kan ya da kemik iliginde,
diger viicut sivilarinda Brucella spp. iiretilmesi ile konulmustur.

Calisma prospektif olarak planlanmis olup, hasta grubu komplikasyonlu
ve komplikasyonsuz olarak ikiye ayrilmistir. Komplikasyonlu grup hematolojik,
gastrointestinal, osteoartikiiler, kardiyovaskiiler, iirogenital sistem, solunum
sistemi tutulumu olan vakalar olarak belirlendi. Oncesinde hematolojik bir
sorunu olmayan olgularin hematolojik tutulum gosterenlerinde; anemi (Hb
degerinin bayanlarda <12 g/dl erkeklerde <14 gr/dl olmasi), 16kopeni (kan
lokosit diizeyinin <4000/ mm’® olmasi), 16kositoz (kan l6kosit diizeyinin >12000
mm’ olmasi), trombositopeni (trombosit diizeyinin <150000/ mm’ olmasi),
trombositoz (trombosit diizeyinin >450000/ mm®) olanlar komplikasyonlu gruba
dahil edildi. Gastrointestinal tutulum gosteren olgularda serum ALT seviyesinin
normalin 1,5 katindan fazla olanlar ile, hepatomegali, splenomegali saptananlar
komplikasyonlu gruba dahil edildi. Osteoartikiiler tutulumu olan olgular
goriintiileme yontemleri ile sakroileit, periferik artrit, spondilit, osteomyelit
tespit edilen vakalar olarak belirlendi. Kardiyovaskiiler sistem tutulumunun
ekokardiyografik bulgularla kanitlandig1 olgular, genitoiiriner sistem tutulumu
gosteren olgularda epididimoorsit saptanan hastalar, solunum sistemi tutulan
olgularda plevral effiizyon saptanan bir olgu komplikasyonlu gruba dahil edildi.
Kontrol grubu ise hasta grubu ile yas, cinsiyet, meslek acisindan benzerlikleri
olan bruselloz acgisindan brusella tiip agliitinasyonu ve Coombslu brusella
testlerinin negatif oldugu saptanan saglikli goniilliilerden olusturuldu.

Calisma icin SDU Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 25.07.08 tarih ve 06/03
sayili kararla onay alinmistir.
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Bu calismada asagida bulunan malzemeler kullanilmistir.

- Hasta serumlar

- Kontrol serumlar1

- 10 mI’lik steril enjektorler

- 8 ml’lik standart biyokimya tiipleri

- Santrifiij cihaz1 (NF615- Niive sanayi malzemeleri)

- Brucella Tiip Agliitinasyonu Test Antijeni 200ml (Brucella abortus S19-
Pendik Veteriner Enstitiisii)

- % 5’lik konsantre fenollii tuzlu su (Seromed laboratuari)

- % 0,5 Fenol iceren serum fizyolojik 500 ml

- 300 plt pipetor (Hamilton)

- 100 plt pipetor (Hamilton)

- 16x100ml test tiipleri

- Eppendorf tiipleri 2 ml

- Antihuman Globulin 10 ml (Tulip Diagnostik LTD)

- 300 pl multi kanall1 pipetér (Hamilton)

- Distile su

- Ultramicroplate Reader (ELX808 iu)

- Auto Strip Washer (ELX50)

- Multimode Printer (Panasonic K-X P1110)

- Human TNF-a ELISA- Beckman Coulter-Kit icerigi

- 2x10 ng/vial(kiiciik sise)-Liyofilize standart

- 1x12 ml Konjugat soliisyonu

- 1x12 ml Streptavidin-peroksidaz soliisyonu

- 1x12x8 96 kuyucuk iceren monoklonal anti TNF-a antikorlari ile kapl plak
- 1x12 ml Substrat Soliisyonu

- 1x15 ml Diliisyon soliisyonu

- 1x50 ml Yikama soliisyonu konsantre, 1 sise 50 ml

- 3 adet folyo

- Human IL-10 ELISA IM 1987-Beckman Coulter- Kit icerigi

- 96 kuyucuk igeren monoklonal anti IL-10 antikorlar ile kapl plak
- Liyofilize standart, 1 kiiciik sise

- Biotinile monoklonal antikor 1 kiigiik sise, 6 ml

- Diliisyon sivisi 1 sise 25 ml

- Streptavidin peroksidaz konjugat soliisyonu 1 sise, 12 ml

- Yikama soliisyonu konsantre, 1 sise S0 ml

- Substrat soliisyonu 1sise 12 ml

- Stop soliisyonu (sulfurik asit) 1 sise 6 ml

-  Human IFN-y KHC4021:1 plate Biosource- Kit icerigi

- 96 kuyucuk iceren monoklonal anti [FN-y antikorlari ile kapli plak

- Human IFNy standart, recombinant Human IFNy, 2 kiiciik sise

- Standart diliisyon tampon soliisyonu, 25 ml Isise

- Inkiibasyon tampon soliisyonu, 12 ml 1 sise

- Hu IFNy biotin konjugat soliisyonu, 6 ml 1sise

- Streptavidin-Peroksidaz konsantre soliisyonu, 0.125 ml 1 kiiciik sise
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- Streptavidin-Peroksidaz diliisyon s1vis1 2 Sml 1 sise
- Yikama soliisyonu konsantre, 100 ml 1sise

- Stop soliisyonu, 25 ml Isise

- Folyo

- Human IL-6 ELISA IM 1120- Beckman Coulter- Kit icerigi

- 96 kuyucuk iceren monoklonal anti IL-6 antikorlar ile kapl plak
- Liyofilize standart, 1 kiiciik sise

- IL-6 liyofilize konjugat, 1 kiigiik sise

- Diliisyon sivisi 1 sise, 25 ml

- IL-6 diliisyon sivis1 2 liyofilize

- IL-6 Liyofilize kontrol serumu, 1 sise

- Yikama soliisyonu konsantre, 1 sise, 50 ml

- Liyofilize substrat soliisyonu, 1 kiiciik sise

- Stop soliisyonu ( tacrine) 1 sise, 6 ml

- Human IL-2 Biosource 96 testlik kit icerigi

- Human IL-2 standart 2 sise

- Standart diliisyon tampon soliisyonu Isise (25 ml)

- 96 kuyucuk iceren monoklonal anti IL-2 antikorlari ile kapl plak
- Inkiibasyon tampon soliisyonu 1 sise (25 ml)

- Human IL-2 biotin konjugat soliisyonu 1 sise (6 ml)

- Streptavidin-Peroksidaz konsantre soliisyonu 1 kii¢iik sise (0.125 ml)
- Streptavidin-Peroksidaz diliisyon sivisi 1 sise (25 ml)

- Yikama soliisyonu konsantre 1sise (100 ml)

- Stabilize kromojen soliisyonu 1 sise (25 ml)

- Folyo 3 adet

3.1. istatistik

Hasta ve kontrol gruplarmnin IL-2, IL-6, 1L-10, TNF-a, IFN-y serum
diizeylerinin karsilastirilmalar1 SPSS 11.0 paket programinda student’s t testi
kullanilarak yapilmistir. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz hasta gruplarinin
IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y serum diizeyleri Mann Whitney U testi
kullanilarak karsilagtinnlmistir. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz hasta
gruplarindaki serum CRP, sedimantasyon degerleri Mann Whitney U testi
kullanilarak, STA dagilimi ise c¢ok gozlii diizende ki-kare testi kullanilarak
karsilastirlmistir. Hasta ve kontrol gruplarimin yas, cinsiyet, meslek
ozelliklerinin dagilimim gosteren tablolar igin ise SPSS 11.0 paket programi
kullanilmistir. Testler sonucu elde edilen p degerleri < 0,05 ise anlamli kabul
edildi.
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4. METOD
4.1. Standart tiip agliitinasyonu ve Coombslu brusella testinin uygulanmast:
4.1.1. Standart tiip agliitinasyonunun uygulanmasi:

Hasta ve kontrol grubu serum 6rneklerinde brucella abortus S (smooth)
kolonilerinden hazirlanan standardize edilmis antijen kullamilarak tiip
agliitinasyon testi uygulandi. Bu teste gore, en az 10 adet 10x100 ml steril tiip
kullanilarak, 1.tiipe 0,8 cc diger tiiplere 0,5 cc %0,5 fenollii tuzlu su konuldu.
% 0,5’1ik fenollil tuzlu su % 5’lik 40 ml konsantre fenolli tuzlu suya toplam
400 ml’ye tamamlanacak sekilde serum fizyolojik eklenerek elde edildi. 1.
tipe hamilton 300 mikrolitrelik pipetor kullanilarak 0,2 cc hasta serumu
eklendi. Yeni bir pipetle 1. tiipten baslayarak 1. tiipten 0,5 cc 2. daha sonra 3.
ve sondan bir Onceki tiipe kadar aktarildi. 9. tiipten sonra 0,5 cc disart atildi.
Daha sonra her tiipe 0,5 cc standart brusella antijeni konuldu. Bdylece
1/10,1/20,1/40....seklinde serumun cift sulandirimlar1 elde edilmis oldu. Tiipler
37°C’de 24 saat bekletildi. Sonuglarin okunmasinda Once antijen kontrol
tiipiiniin agliitinasyon vermemis olduguna bakilarak, diger tiiplerde {iistteki
sivinin berrakligi ve olusan ¢okeltiye gore titreleri ile birlikte degerlendirildi.
Bu teste gore 1/160 ve iizerindeki agliitinasyon titreleri anlamli olarak kabul
edildi.

4.1.2.Coombslu brusella testinin uygulanmasi:

Brusella tiip agliitinasyon testinin negatif oldugu hasta ve kontrol grubu
orneklerinde agliitinasyon blokajinin olup olmadigin1 saptamak i¢in Coombslu
brusella testi uygulandi. Agliitinasyon vermeyen tiipler 2000 rpm de 20 dk
santrifiij edilerek antijen ¢oktiiriildiikten sonra iistteki sivi dokiildii. Her tiipe
yeniden 0,5 cc tuzlu su konulduktan sonra, tiip calkalanarak veya vortekslenerek
siispansiyonun karigmasi saglandi. Tekrar santrifiij edilerek 3 defa bu islem
tekrarlandiktan sonra her tiipe 0,05 ml insan antiglobulin (Coombs) serumu
eklendi. 37°C’de 24 saat bekletildikten sonra agliitinasyon okundu. Testin 1/160
titrasyonda pozitif agliitinasyon verdigi durumlar anlamli olarak kabul edildi.

4.2. Hasta ve kontrol grubu serumlarimin ayrilmasi ve saklanmasi:

Klinik olarak bruselloz diisiiniilen serolojik olarak standart tiip
agliitinasyon testi veya Coombslu brusella testi 1/160 ve {izeri pozitif olan hasta
grubundan 10 ml’lik steril enjektorlerle 8ml periferik ventz kan 6rnegi alinarak
steril biyokimya tiiplerine aktarildi. Aym sekilde kontrol grubundan alinan
periferik venoz kan Orneklerinde brusella tiip agliitinasyonu ve Coombslu
brusella testlerinin negatif oldugu goriildiikten sonra, 10 ml’'lik steril
enjektorlerle 8 ml periferik vendz kan 6rnegi alinarak steril biyokimya tiiplerine
aktarildi. Biyokimya tiipleri i¢indeki kanin kendiliginden pihtilagmasi
beklendikten sonra 15 dakika boyunca 1000 devirde santrifiij edildi. Daha
sonra gekilli elemanlardan ayrilmis iistteki serum kismindan 1,5 ml ornek
almarak 2 ml’lik eppendorf tiiplerinin her birine 300 ult olacak sekilde 5
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eppendorf tiiptine  aktarildi. Eppendorf tiipleri i¢indeki ornekler calisilacagi
giine kadar -80°C’de saklandi.

4.3. Hasta ve kontrol grubunun serumlarinda ELISA yontemi ile IFN-y, IL-2,
IL-6, TNF-a, IL-10 diizeylerinin belirlenmesi:

4.3.1. Hasta ve kontrol grubu serum Orneklerinde ELISA yontemi ile IFN-y
diizeyinin belirlenmesi:

Kit icerisindeki maddeler kullanmadan once oda 1sisinda 30 dakika
bekletildi. Standart, standart diliisyon sivisi ile konsantre hale getirildikten sonra
5000 pg/ml konsantrasyonunda standart soliisyonu hazirlandi. 100 plt
konsantre standart soliisyonu ile 400 plt standart diliisyon sivisi plastik tiip
icinde kanstirilarak 1000 pg/ml konsantrasyonda Hu-IFN v iceren soliisyon elde
edilmis oldu. Daha sonra alt1 adet plastik tiiplere 150 plt standart diliisyon sivist
konuldu ve 1000 pg/ml konsantre standart soliisyondan seri diliisyonlarla tablo
2’de goriildiigii gibi 500, 250, 125, 62,5, 31,2 ve 15,6 pg/ml IFN vy iceren
standartlar hazirlanmig oldu.

Kit igeriginde belirtildigi gibi Streptavidin-peroksidaz konsantre
solusyunundan 120 plt ve streptavidin peroksidaz diliisyon sivisindan 12 ml
plastik bir tiip icinde diliie edildi. ~ Yikama icin kullanilacak soliisyon 950 ml
distile su ile karistirilarak, 1/20 oraninda diliie edildi.

Tablo 2. IFN-y seri diliisyonlarinin hazirlanmasi

Standart konsantrasyon IFN-y Diliisyon s1vis1

500pg/ml 150ult 1000 pg/ml standart | 150ult
soliisyon

250pg/ml 150ult 500 pg/ml standart | 150ult
soliisyon

125pg/ml 150ult 250 pg/ml standart | 150ult
soliisyon

62,5pg/ml 150ult 125 pg/ml standart | 150ult
soliisyon

31,2pg/ml 150ult 62,5 pg/ml standart | 150ult
soliisyon

15,6pg/ml 150ult 31,2 pg/ml standart | 150ult
soliisyon

0 pg/ml 150ult

Kit icindeki yiiksek vakumda kurutulmus (liyofilize) komponentlerin
coziinmesinden sonra 10 dakika beklendi. Yikama icin kullanilacak soliisyon
950 ml distile su ile Kkaristirilarak, 1/20 oraminda dilile edildi. Tim
kuyucuklara 50 plt inkiibasyon tampon soliisyonundan konuldu. Daha sonra
standart veya serum Orneklerinden 50 plt tiim kuyucuklara konuldu. Folyo ile
plagin iistii kapatilarak 1,5 saat oda 1sisinda bekletildi. Beklemeden sonra tiim
kuyucuklar biyokimya laboratuvarinda ELX50 Auto Strip Washer ile dort
kez yikandi. dordiincii yikama sonrasinda kuyucuklar icindeki soliisyonun
tamamen aspire edilmis olduguna dikkat edildi. Daha sonra her kuyucuga
streptavidin-peroksidaz soliisyonundan 100 plt eklendi. Plagin iistii yeni bir
folyo ile kapatilarak 45 dakika oda 1sisinda bekletildi. Beklemeden sonra
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kuyucuklar ikinci kez dort defa yikandi Dordiincii yikamadan sonra
kuyucuklarin igindeki sivinin tamamen aspire edilmis olduguna dikkat edildi.
Ikinci yrkama sonrasinda her bir kuyucuga 100 ult kromojen soliisyonu eklendi
ve 30 dakika oda 1s1snda ve karanlikta bekletildi. Son olarak her kuyucuga 100
plt stop soliisyonundan eklendi kuyucuklarin icindeki soliisyonun mavi
renkten sar1 renge doniistiigii goriildii. Her bir kuyucuk igindeki soliisyonun
450 nanometrede absorbans degerleri ELX808 iu Ultramicroplate Reader
kullanilarak saptandi ve pg/ml olarak hesaplandi.

4.3.2. Hasta ve kontrol grubu serum Orneklerinde ELISA yontemi ile IL-2
diizeyinin belirlenmesi:

Kit icerisindeki maddeler kullanmadan ©nce oda 1sisinda 30 dakika
bekletildi. Kit icindeki liyofilize komponentlerin ¢oziinmesinden sonra 10
dakika daha beklendi. Yikama i¢in kullanilacak soliisyon 2,4 litre distile su ile
karnistirilarak, 1/25 oraninda diliie edildi. Liyofilize standart soliisyon sise
tizerindeki belirtilen distile su miktar ile karigtirilarak, 10000 pg/ml konsantre
standart soliisyonu elde edildi. Konsantre standart solisyonundan 100 plt ve
standart diliisyon soliisyonundan 900 plt plastik bir tiip icinde karistirildi.
Boylece 1000 pg/ml konsantrasyonunda standart soliisyon elde edilmis oldu. Bu
soliisyondan her birinin icerisinde 300 plt olan plastik tiiplere tablo 3’de
goriildiigli gibi seri diliisyonlar yapilarak 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6 ve O
pg/ml konsantrasyonlarda standart soliisyonlar elde edildi. Konsantre
streptavidin-peroksidaz soliisyonundan 120 plt ile streptavidin-peroksidaz
diliisyon sivisindan 12 ml plastik bir tiip icinde kanstirilarak diliie streptavidin-
peroksidaz soliisyonu elde edildi.

Tablo 3. IL-2 seri diliisyonlarinin hazirlanmasi

Standart konsantrasyon IL-2 Diliisyon s1visi

1000pg/ml

500pg/ml 300ult 1000 pg/ml standart | 300ult
soliisyon

250 pg/ml 300ult 500 pg/ml standart | 300ult
soliisyon

125 pg/ml 300ult 250 pg/ml standart | 300ult
soliisyon

62,5 pg/ml 300ult 125 pg/ml standart | 300ult
soliisyon

31,2 300ult 62,5 pg/ml standart | 300ult
soliisyon

15,6 300ult 31,2 pg/ml standart | 300ult
soliisyon

0 pg/ml 300ult

96 kuyucuk iceren plak iizerinde her bir kuyucuga 100 plt standart
soliisyondan veya serum orneklerinden konuldu. Daha sonra 50 plt inkiibasyon
solisyonu her kuyucuga konuldu. 50 plt biotin konjugat soliisyonu
eklendikten sonra plak folyo ile kapatilarak 2 saat oda 1sisinda bekletildi. Daha
sonra ELX50 Auto Strip Washer ile kuyucuklar dort kez yikandi. Dordiincii
yikama sonrasinda kuyucuklar icindeki soliisyonun tamamen aspire edilmis
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olduguna dikkat edildi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 plt streptavidin-
peroksidaz soliisyonu eklendi. Plak tekrar folyo ile iistii kapatilarak oda 1sinda
30 dakika bekletildi. Bir sonraki asamada kuyucuklar icindeki soliisyon tekrar
dort kez yikandi ve dordiincii yikama sonrasinda soliisyonun tamamen aspire
edilmis oldugu goriildii. Her bir kuyucuga 100 plt kromojen soliisyonu eklendi
ve kuyucuklar icindeki sivinin mavi bir renk aldig1 gozlendi. Daha sonra plak
oda 1s1sinda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Son olarak her bir kuyucuga
100 plt stop soliisyonu eklendi ve ELX808 iu Ultramicroplate Reader ile, 450
nanometrede her bir kuyucugun absorbans degerleri saptandi pg/ml olarak
hesaplandi.

4.3.3. Hasta ve kontrol grubu serum Orneklerinde ELISA yontemi ile IL-6
diizeyinin belirlenmesi:

Kit icerisindeki maddeler kullanmadan ©once oda 1sisinda 30 dakika
bekletildi. Kit icindeki liyofilize komponentlerin ¢oziinmesinden sonra 10
dakika daha beklendi. Yikama i¢in kullanilacak soliisyon 950 ml distile su ile
kanistirilarak, 1/20 oraninda diliie edildi. Liyofilize kontrol serum sise
tizerindeki distile su miktar ile diliie edildi. Liyofilize konjugat sise tizerindeki
distile su miktar ile diliie edildi. Substrat soliisyonu kullanmadan 10 dakika
oncesinde sise iizerindeki distile su ile diliie edildi. Liyofilize standart soliisyon
sise iizerindeki belirtilen distile su miktar1 ile karistirilarak, 10 ng/ml standart
soliisyon elde edildi. Tablo 4’de gosterildigi gibi standart soliisyondan ve
diliisyon s1visindan, uygun miktarlarda kullanilarak 1000 pg/ml, 333 pg/ml, 111
pg/ml, 37 pg/ml, 12,3 pg/ml diliisyonlarinda plastik tiiplere seri diliisyonlar
elde edildi.

Tablo 4. IL-6 seri diliisyonlarinin hazirlanmasi

Standart konsantrasyon IL-6 Diliisyon s1visi

1000pg/ml 50ult 10ng/ml standart soliisyon | 450ult

333pg/ml 150ult 1000pg/ml  standart | 300ult
soliisyon

111pg/ml 150ult 333pg/ml  standart | 300ult
soliisyon

37pg/ml 150ult 111pg/ml standart | 300ult
soliisyon

12,3pg/ml 150ult 37pg/ml standart | 300ult
soliisyon

Opg/ml 300ult

96 kuyucuk igeren plak iizerinde her bir kuyucuga 100 plt standart veya
serum Orneklerinden ve 100 ult konjugat konuldu. Plak 18-20 °C’de oda 1s1sinda
inkiibe edildi. Daha sonra ELX50 Auto Strip Washer ile kuyucuklar ii¢ defa
yikandi. Uciincii yikama sonrasinda kuyucuklar igindeki soliisyonun
tamamen aspire edilmis olduguna dikkat edildi. Daha sonra her bir kuyucuga
200 plt substrat soliisyonu eklendi. Plak ikinci kez anlatildigi sekilde oda
1s1sinda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Son olarak her bir kuyucuga 50
ult stop solusyunu konularak, ELX808 iu Ultramicroplate Reader  ile, 405
nanometrede her bir kuyucugun absorbans degerleri saptandi ve pg/ml olarak
hesaplandi.
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4.3.4 Hasta ve kontrol grubu serum orneklerinde ELISA yontemi ile TNF-a
diizeyinin belirlenmesi:

Yikama icin kullanilacak soliisyon 950 ml distile su ile karistirilarak 1/20
oraninda diliie edildi. Liyofilize TNF-o 1 ml diliient buffer ile diliie edildi.
Boylece 10 ng/ml konsantrasyonunda stok standart soliisyon elde edilmis
oldu. Tablo 5’de gosterildigi gibi stok soliisyondan ve diliisyon sivisindan,
uygun miktarda kullanilarak 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5
pg/ml, 30 pg/ml, 15 pg/ml ve O pg/ml diliisyonlarinda plastik tiiplere seri
diliisyonlan elde edildi.

Tablo 5. TNF-a seri diliisyonlarinin hazirlanmasi

Standart konsantrasyon TNF--a Diliisyon s1visi

1000pg/ml 100ult 10ng/ml standart | 900ult
soliisyon

500pg/ml 250ult 1000pg/ml  standart | 250ult
soliisyon

250pg/ml 250ult 500pg/ml  standart | 250ult
soliisyon

125pg/ml 250ult 250pg/ml standart | 250ult
soliisyon

62,5 pg/ml 250ult 125pg/ml standart | 250ult
soliisyon

30pg/ml 250ult  62,5pg/ml  standart | 250ult
soliisyon

15pg/ml 250ult 30pg/ml standart | 250ult
soliisyon

Opg/ml 250ult

96 kuyucuk iceren plak tizerinde her bir kuyucuga 50 plt diliient buffer
ve 50 plt serum Ornegi konuldu. Plagin {iistii kit icerisinde bulunan folyo ile 151k
gormeyecek sekilde kapatilarak 18-25°C’de 120 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra ELX50 Auto Strip Washer ile kuyucuklar ii¢c defa yikandi. Uciincii
yikama sonrasinda kuyucuklar igindeki soliisyonun tamamen aspire edilmis
olduguna dikkat edildi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 plt konjugat
eklenerek, plagn iistii 151k gérmeyecek sekilde yeni bir folyo ile kapatildikdan
sonra 60 dakikal8-25°C’de inkiibe edildi. Daha sonra plak icindeki kuyucuklar
tekrar 3 kez yikandi. Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga kit iginde
bulunan 100 plt streptavidin-peroksidaz soliisyonu konularak, plagin iistii 1g1ktan
korunacak sekilde folyo ile tekrar kapatildiktan sonra 30 dakika 18-25°C’de
inkiibe edildi. Daha sonra plagin i¢indeki kuyucuklar iigiincii kez yikandi. Her
bir kuyucuga 100 plt substrat soliisyonundan eklendi. Plak iizeri kapatilmadan
karanlik bir ortamda 18-25°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Son olarak her bir
kuyucuga 100 plt stop soliisyonu eklendi ve 30 dakika sonra ELXS808 iu
Ultramicroplate reader kullamilarak 450 nanometredeki her bir kuyucugun
absorbans degeri saptandi ve pg/ml cinsinden hesaplandi.
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4.3.5. Hasta ve kontrol grubu serum orneklerinde ELISA yontemi ile IL-10
diizeyinin belirlenmesi:

Kit icerisindeki maddeler kullanmadan ©once oda 1sisinda 30 dakika
bekletildi. Kit icindeki liyofilize komponentlerin ¢oziinmesinden sonra 10
dakika daha beklendi. Yikama icin kullanilacak soliisyon 950 ml distile su ile
karistirilarak, 1/20 oraminda diliie edildi. Standart soliisyon sise iizerindeki
belirtilen distile su miktar1 ile karistirilarak, 20 ng/ml stok standart soliisyon
elde edildi. Stok standart soliisyondan ve/veya diliisyon sivisindan uygun
miktarda kullanilarak 2000 pg/ml, 400 pg/ml, 80 pg/ml, 16 pg/ml, 0 pg/ml
diliisyonlarinda plastik tiiplere seri diliisyonlar elde edildi.

Tablo 6. IL-10 seri diliisyonlarinin hazirlanmasi

Standart konsantrasyon IL-10 Diliisyon s1visi
2000pg/ml 50ult 20ng/ml standart soliisyon | 450ult
400pg/ml 100ult 2000 pg/ml standart | 400ult
soliisyon
80pg/ml 100ult 400 pg/ml standart | 400ult
soliisyon
16 pg/ml 100ult 80 pg/ml standart | 400ult
soliisyon
Opg/ml 400pult

96 kuyucuk igeren plak iizerinde her bir kuyucuga 50 plt standart veya
serum Orneklerinden konuldu. Plak 18-20 °C’de oda 1sisinda inkiibe edildi.
Daha sonra ELX50 Auto Strip Washer ile kuyucuklar ii¢ kez yikand1. Uciincii
yikama sonrasinda kuyucuklar igindeki soliisyonun tamamen aspire edilmis
olduguna dikkat edildi. Daha sonra her bir kuyucuga kit igerisinde
bulunan 50 plt biotinile edilmis antikor ve 100 plt streptavidin-peroksidaz
konjugat soliisyonundan eklendi ve plak tekrar 30 dakika 18-20°C’de bekletildi.
Bir sonraki asamada kuyucuklar tekrar ii¢ kez yikama iglemine tabi tutuldu ve
her bir kuyucuga 100 ult substrat soliisyonundan eklendi. 15 dakika boyunca
oda 1s1sinda tekrar inkiibasyon saglandiktan sonra, her bir kuyucuga 50 plt stop
solisyonundan eklendi 450 nanometrede her kuyucugun absorbans degerleri
pg/ml cinsinden hesaplandi.
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5. BULGULAR

Hasta grubunun tedavi Oncesi serumlar1 ile kontrol grubunun
serumlarinda 17.09.2007-22.09.2007 tarihleri arasinda Biyokimya Anabilim
Dali laboratuvar destegi ile ELISA yontemi kullanmilarak; IL-10, IL-6, IL-2,
TNF-a, IFN-y diizeyleri belirlendi.

Tablo 7. Hasta ve kontrol grubunun cinsiyet ve yas ortalamasina gére dagilimi

Say1
Hasta grubu Kontrol grubu
Erkek 21 21
Kadin 19 19
Yas ortalamas1 | 45,7 46,1

Tablo 8. Hasta ve kontrol grubunun meslek 6zelliklerine gore dagilimi

Say1
Hasta grubu Kontrol grubu
Emekli 6 6
Ciftci 8 8
Ev hanimi 18 18
Serbest 3 3
Ogrenci 4 4
Isci 1 1

Tablo 9. Hasta grubunun semptomlarin baglama zamanina gore dagilimi
Hasta grubu-say1

Akut 28
Subakut 11
Kronik 1

Tablo 10. Hasta grubunun predispoze edici faktorlere gore dagilimi

Hayvancilik ile ugragsma 8
Cig siit icme, taze peynir yeme 11
Hayvancilik ve taze peynir yeme aligkanligi 8
Nedeni belli degil 13
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Tablo 11. Organ tutulumu gosteren komplikasyonlu hasta grubu
No | Isim HM | SM Diskit Endokardit | PE Sakroileit Artrit Orsit
Epidural
abse
1 M.Y. +
2 AY. +
3 N.S +
4 B.D. +
5 K.C. + +
6 AS +
7 N.K +
8 E.T +
9 M.YL +
10 S.K +
11 | AAY | + +
12 | T.D. + + +
13 | HK. + +
14 | KA. +
15 C.A. +
16 | MA. +
17 | S.O. + +
18 | A.AT +

HM:Hepatomegali SM:Splenomegali PE:Plevraleffiizyon

Tablo 12. Komplikasyonlu hasta grubunun laboratuvar parametreleri

No [sim | Sedim' CRP? Hb’ Whbc? PI¢ ALT® | STA Coombs
(mm/saat) | (mg/dl) | (gr/dl) | (mm®) | (mm?) | Y-
bin

1 MY 100 59 12,5 10100 283 41 1/80 1/160
2 AY. 44 85 11,1 15600 406 21 1/640

3 N.S. 90 38 10,5 4410 64 63 1/640

4 E.E. 30 57,6 9,9 3570 126 240 1/640

5 B.D. 14 26,1 7,9 7480 246 75 1/1280

6 K.C. 44 113 10,0 8850 243 15 1/320

7 A.S. 58 9,07 14,3 8000 597 138 | 1/1280

8 N.K. 33 143 12,8 9500 252 25 1/160

9 M.O. 30 24,5 13,1 8600 286 70 1/640

10 E.T. 24 70,8 15,9 13800 264 20 1/160

11 M.Y. 30 44.4 11,9 8600 464 18 1/2560

12 SK. 25 16,2 11,8 5000 241 21 1/640

13 AAY. 18 47,3 13 4200 180 137 1/320

14 T.D. 115 39,8 15,1 5500 212 29 1/1280

15 K.K. 27 3,85 13,1 7300 264 64 1/320

16 H.K. 60 158 10,9 8100 250 21 1/80 1/160
17 K.A. 30 16 10,1 3710 340 14 1/320

18 C.A. 12 22 10,8 10900 80 79 1/2560

19 AXK. 29 35 10,8 2800 135 51 1/2560

20 M.A. 54 38 8,7 12700 489 5 1/80 1/160
21 S.0. 22 37,9 12,6 6600 212 30 1/320

22 A.AT 21 57,6 12,7 11400 204 25 1/320

! Sedimantasyon ~ C-reaktif protein ? Hemoglobin * White blood cell(I6kosit) Platelet(trombosit) ® Alanin
aminotransferaz
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Tablo 13. Komplikasyonsuz hasta grubunun laboratuvar parametreleri

No | Isim [ Sedim' CRP’ Hb’ Whc' PIf ALT® | STA Coombs
(mm/saat) | (mg/dl) (gr/dl) (mm®) (mm®) UL
bin
1 MK 4 3,40 12,4 4420 309 22 1/160
2 Z.T. 10 33,5 12,2 10160 214 23 1/80 1/160
3 A.C. 52 46,5 12 7700 517 21 1/640
4 AA. 30 12 14 6030 298 24 1/160
5 A K. 16 1,28 14,7 7000 277 28 1/320
6 S.C. 20 3,6 12,1 5500 236 12 1/640
7 H.M. 26 36,0 14,1 4800 174 34 1/1280
8 Y.C. 36 37 13 6400 410 20 1/160
9 K.D. 32 1,87 12 4400 169 19 1/320
10 FY. 33 41,6 12 7300 294 21 1/160
11 B.K. 45 116 14 7800 298 56 1/320
12 S.E. 14 2 14 5500 150 47 1/80 1/160
13 U.Y. 20 1,93 12,5 7200 416 17 1/320
14 AA. 26 9,6 16,3 12000 234 29 1/80 1/160
15 H.A. 89 81,7 12 6400 567 49 1/160
16 I.B. 2 14,3 17,3 9600 574 16 1/320
17 R.U. 20 27,9 16,7 8130 325 36 1/320
18 1.BU. 28 24 14,3 7480 219 21 1/1280
I Sedimantasyon * C-reaktif protein > Hemoglobin * White blood cell(1okosit)
3 Platelet(trombosit) ¢ Alanin aminotransferaz
Tablo 14. Komplikasyonlu hasta grubunda sitokin diizeyleri
Isim IL-10 1L-6 1L-2 TNF-a IFN-y
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
1 MY 1,7 1,5 17,1 848,8 46,6
2 AY. 92,6 1196 23,7 186,5 51,4
3 N.S. 24,7 7,9 20,9 639,9 74,1
4 E.E. 9,4 0,1 20,1 173,9 30,2
5 B.D. 23,5 9,7 12,3 997 92,6
6 K.C. 1878 15,7 19,9 997 53,7
7 A.S. 10,2 45,5 25,2 467,2 97,9
8 N.K. 1,8 1,5 23,4 471,1 997
9 M.O. 9,5 8,7 24,7 88,9 46,3
10 E.T. 14.5 34,3 20,4 56 55,6
11 M.Y. 8,6 0,1 16,8 997 52,1
12 S.K. 7.7 0,1 20,9 347 266,2
13 AAY. 26 3 20,6 60,7 75,4
14 T.D. 8 0,1 19,6 997 139,3
15 K.K. 1814 0,1 20,4 571,7 61,4
16 H.K. 7 0,1 23,4 130,9 43,7
17 K.A. 13,1 0,1 24,2 67,7 48,5
18 C.A. 53,6 0,1 15,1 768,4 121,3
19 A.K. 34 1,8 18,1 667 48,5
20 M.A. 56,2 15,2 21,2 4242 35,6
21 S.0. 30,2 19,6 25 54,3 46,9
22 AA 159,2 192,1 29,3 79,3 53,4
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Tablo 15. Komplikasyonsuz hasta grubunda sitokin diizeyleri

No Isim IL-10 IL-6 IL-2 TNF-a IFN-y
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
1 MK 20,5 0,1 21,9 406,6 46,9
2 Z.T. 1,2 11,3 20,9 22,7 36,3
3 AC. 58,9 71,9 19,9 16,1 86,4
4 AA. 17,6 16,5 19,6 466,7 66,9
5 AK. 21,6 63,3 22,9 84 47,2
6 S.C. 16 11 18,9 40,1 36,6
7 H.M. 2.1 15,7 20,1 247,6 55,3
8 Y.C. 2 0,1 21,4 165,5 66,6
9 K.D. 1,7 10,5 26,8 87,1 103,3
10 FY. 1 20,9 22,7 192,3 80,2
11 B.K. 50 18,8 22,2 25,7 126,5
12 S.E. 1,6 0,1 11 860, 1 143,5
13 U.Y. 26 5,9 23,4 83 26,6
14 AA. 33,4 6,4 20,9 118 198
15 H.A. 93 13,1 20,4 108,9 63,7
16 L.B. 17,4 0,1 24,5 455,5 122,6
17 R.U. 63,2 16,7 21,4 63,7 39,2
18 LBU. 65 16,7 21,4 57,4 85,4
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Tablo 16. Kontrol grubunda sitokin diizeyleri

No Isim IL-10 IL-6 IL-2 TNF-a IFN-y
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

1 S.T. 53 7,7 16,1 782.,4 41,1
2 U.S. 57 2,1 22,4 313,2 21,5
3 z.U. 46 33,5 23,7 351,2 414
4 S.D. 30,4 16,7 18,6 210,3 3L1
5 H.M. 22 12,1 22,9 62,3 33,7
6 C.D. 44,3 0,1 21,7 74,9 34,3
7 M.D. 37 244 22,7 54,9 38,5
8 H.S. 86,2 3L6 19,9 33,7 44,3
9 Y.S. 55,5 0,1 16,1 997 45,6
10 ML.AS. 15,9 0,1 24 503 25,3
11 R.Y. 22,3 8.4 20,1 230,2 21

12 AY. 13,6 0,1 22,7 285,3 30,8
13 V.S. 30,6 4,1 21,9 69,8 27,3
14 N.K. 50,8 64,8 24,2 40,3 17,6
15 S.S. 24,1 4,8 25,2 70 36,9
16 F.M. 104,2 49,1 20,4 174,5 21,2
17 AK. 98.8 11,5 16,1 997 31,4
18 S.K. 30,1 244 234 997 70,5
19 G.0. 34,6 29,2 19,4 406,6 28,6
20 M.A. 3,9 4,8 22,9 129,2 33,7
21 AK. 4,2 7,1 22,2 106,2 21,5
22 H.A. 64,9 8,2 21,2 244 80,5
23 E.A. 80,6 29,7 23,7 344 49,2
24 S.K. 170,8 63,3 21,9 471,6 27,9
25 AS. 46,1 0,1 18,6 772,2 27,6
26 T.Y. 30,2 30,5 20,4 600,2 27,6
27 M.Y. 56,7 6,1 214 7273 44

28 MK. 53,6 4,8 18,9 308,2 324
29 AA. 21,3 5,1 20,6 74,3 31,8
30 D.Y. 72 59 21,2 119,2 44,3
31 KY. 11,5 18,6 25,5 108,5 44,6
32 S.T. 82 5,6 21,7 478,6 49,8
33 H.D. 1955 103 15,1 997 34,3
34 N.D. 155 32,9 19,1 271,8 39,2
35 E.B. 26,5 19,4 21,2 652,6 46,9
36 C.A. 69,7 48,8 234 584,7 27,9
37 G.3S. 80,2 10 21,9 278.,5 20,5
38 AH. 246,2 52,7 18,6 502,7 36,3
39 H.B. 83,2 99,7 51,6 431,2 31,3
40 0.S. 191,6 37 18,4 969,1 33,4
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Istatistiksel analizler:

1-) Hasta ve kontrol grubu arasinda sitokin diizeylerinin ortalama
degerleri student’s t testi ile degerlendirildi. Test sonucuna gore hasta ve
kontrol gruplann arasinda IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken; hasta grubundaki IFN-y
diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu ve bunun
goriilmiistiir (p=0,011). Hasta grubunda
IL-6, IL-10 diizeyleri kontrol grubuna goére daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli degildi ( Tablo 15, grafik 1).

istatistiksel olarak anlamli oldugu

Tablo 17. Hasta ve kontrol gruplarinin serum sitokin diizeyleri ortalamalar

Say1 Ortalama deger Standart sapma P

pg/ml pg/ml degeri
Hasta grubu 40 119,39 402,51

IL-10 Kontrol grubu | 40 109,04 303,79 0,897
Hasta grubu 40 46,31 189,29

IL-6 Kontrol grubu | 40 22,95 25,58 0,442

Hasta grubu 40 21,06 3,47

IL-2 Kontrol grubu | 40 21,77 5,45 0,490
Hasta grubu 40 339,81 328,72

TNF-a Kontrol grubu | 40 395,63 310,82 0,438
Hasta grubu 40 99,23 153,24

IFN-y Kontrol grubu | 40 35,67 12,6 0,011

Grafik 1. Hasta ve kontrol gruplarinin sitokin diizeylerinin karsilastirilmasi
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2-) Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz hasta gruplart IL-2, IL-6, IL-10,
TNF- a, IFN-y diizeyleri acisindan istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Her iki grup arasinda IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y diizeyleri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Komplikasyonlu
gruptaki TNF-o diizeylerinin komplikasyonsuz grup ile karsilastirildiginda
daha yiiksek oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli  oldugu  goriildii.
(p=0,013) Diger taraftan komplikasyonlu grupta IL-10, IL-6, IFN-y
diizeylerinin daha yiiksek oldugu ancak istatistiksel olarak degerlendirildiginde
ise anlamli olmadig saptandi (Tablo 18, grafik 2).

Tablo 18. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz hasta grubunda sitokin diizeyleri
ortalamalari

Say1 Ortalama deger | Standart p

pg/ml sapma degeri
pg/ml
Komplike grup 22 194,70 535,78

IL-10 Komplikasyonsuz | 18 27,34 27,59 0,568
Komplike grup 22 70,60 254,67

IL-6 Komplikasyonsuz | 18 16,61 19,82 0,220

Komplike grup 22 21,01 3,79

IL-2 Komplikasyonsuz | 18 21,12 3,15 0,754
Komplike grup 22 458,71 357,93

TNF-a Komplikasyonsuz | 18 194,5 221,33 0,013
Komplike grup 22 115,35 203,40

IFN-y Komplikasyonsuz | 18 79,53 44,93 0,634

Grafik 2. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz hasta gruplarinin sitokin
diizeylerinin karsilastirilmasi
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3-) Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplarda sedimantasyon ve CRP
degerleri bakimindan fark olup olmadigi ve istatistiksel olarak anlamli olup
olmadig1 arastirildi. Iki grup arasinda istatistiksel karsilastirmalar i¢in Mann-
Whitney U testi kullanildi. Buna gore her iki grup arasinda
sedimantasyon  degerleri  acgisindan  anlamli  fark olmadigi  ancak
komplikasyonlu hasta grubundaki CRP diizeylerinin daha yiiksek ve istatistiksel
olarak anlaml oldugu goriildii. (p=0,011) (Tablo 19).

Tablo 19. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz hasta grubunda serum CRP,
sedimantasyon degerlerinin ortalamalari

Say1 Ortalama Standart p degeri
deger sapma
Komplikasyonlu grup 22 51,93 40,80
CRP 0,011
mg/dl Komplikasyonsuz 18 27,45 30,75 ’
grup
Komplikasyonlu grup 22 41,36 28,01
Sedimantasyon 0,09
mm/saat Komplikasyonsuz 18 27,94 20,01
grup

4-) Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz hasta gruplan arasinda standart tiip
agliitinasyon degerleri acisindan fark olup olmadigi istatistiksel olarak
degerlendirildi. Istatistiksel yontem olarak ¢ok gozlii diizende ki-kare testi
kullanildi. Komplikasyonlu hasta grubunda yiiksek titre degerlerinin daha fazla
oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadigi goriildii.
(p=0,077)( Tablo 20).

Tablo 20. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz hasta grubunda STA
degerlerinin siklig1

Gruplar- Say1
STA Komplikasyonsuz Komplikasyonlu
1/80 3 3
1/160 5 2
1/320 6 6
1/640 2 5
1/1280 2 3
1/2560 3
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6. TARTISMA ve SONUC

Brusella enfeksiyonlarma kars1 gelisen konak immun yanitlarindan
antijen spesifik T hiicre aktivasyonu, CD4+, CD8+ T hiicreleri ve humoral
immun cevap rol oynamaktadir (83). Bununla birlikte asil koruyucu immun yanit
hiicresel immunitedir. Hiicresel bagisiklikta temelde iki tip reaksiyon rol oynar.
T hiicre kokenli sitokinler, mikroorganizmalarin Oldiiriilmesine yol agarken,
diger taraftan CDS8 sitolitik T lenfositleri yolu ile enfekte hiicrelerin lizisi
gerceklesir (82).

B. abortus enfeksiyonlarinda konak savunmasinin primer olarak Thl tip
immun cevap yolu ile gerceklestigi diistiniilmektedir. B. abortus, konak antijen
sunan hiicrelerinden IL-12 salinimim tetikleyerek ThO hiicrelerinin IFN-y
salgilayan Thl hiicrelerine doniismesini saglayarak makrofaj oldiirme
mekanizmalarim aktive etmektedir. Bununla birlikte IFN-y sentezleyen CD8+
sitotoksik T hiicreleri de B. abortus ile enfekte makrofajlar1 6ldiirebilir (83).

Hiicre i¢i mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinde rol alan edinsel bagisiklik
sisteminde T lenfositler rol oynamaktadir. Hiicre i¢i bakterilerin protein
yapisindaki antijenleri ile naif T lenfositleri periferik lenfoid organlarda
karsilasir. Bu organlarda antijenler islenerek antijen sunan hiicreler iizerindeki
MHC molekiilleri tarafindan sunulur. Aktive olan T lenfositleri mikrobiyal
antijenleri taniyabilen ve elimine edebilen farklilasma siirecine girer. Naif
CD4+ T hiicresi, effektor ve bellek CD4+ T hiicresine doniisiirken, naif CD8+ T
hiicresi aymi sekilde effektor ve bellek CD8+ T hiicresine doniisiir. CD4+ T
hiicreleri makrofaj, B hiicreleri ve diger hiicrelerin aktivasyonuna yol agarken,
CD8+ T hiicresi enfekte hedef hiicrelerin 6liimiine ve makrofaj aktivasyonuna
yol agar (90).

CD4+ yardimct T  hiicreleri, degisik sitokinleri ireterek farkli
fonksiyonlara neden olan effektor hiicre alt gruplarma farklisabilirler. Bu alt
gruplarm en iyi tanimlanant Thl hiicreleri ve Th2 hiicreleri (Tip 1 yardime1 T
hiicreleri ve Tip 2 yardimc1 T hiicreleri) olarak adlandirilmistir. Thl hiicreleri
tarafindan iiretilen en onemli sitokin IFN-y’dir. IFN-y makrofajlarin giiclii bir
aktivatoriidiir ve mikroorganizmalarin fagositozunu uyaran antikor izotiplerinin
iretimini de stimiile eder. Bu nedenle Th1 hiicreleri fagosit aracili sindirimi ve
mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesini uyarir (90).

CD4+ T hiicreleri tarafindan aktivasyonu takiben 1-2 saat icinde
salgilanan diger bir sitokin IL-2’dir. IL-2’nin temel rolii T hiicre biiyiimesinin
uyarilmasidir. Thl hiicreleri tarfindan TNFB ve IL-3 salimm da
gerceklesmektedir. Diger taraftan Th2 hiicreleri, IgE antikor iiretimini stimiile
eden IL-4 ile eozinofilleri uyaran IL-5 iiretir. Bu nedenle Th2 hiicreleri 6zellikle
helmintik parazitlere etkili eozinofil aracili, fagosit bagimsiz immuniteyi stimiile
eder. IL-4, IL-10, IL-13 gibi Th2 hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinlerin
bazilar makrofaj aktivasyonunu inhibe eder ve Thl aracili immuniteyi baskilar.
Bu nedenle hiicre aracili immun yanitlarin etkisi Thl, Th2 hiicrelerinin
aktivasyonu arasindaki denge ile saglamr. Immunitenin Thl veya Th2
yoniinde farklilagsmasi mikrobiyal patojenenin tanimlanmasina baghdir. Hiicre
ici bakteriler antijen sunan hiicreler tarafindan IL-12 iiretimine neden olarak Th1
yoniinde farklilasmaya neden olurken, helmintlerde oldugu gibi IL-12 iiretimine
neden olmayan paraziter enfeksiyonlar Th2 alt grubuna farklilagmayi indiikler.
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Th2 hiicreleri tarafindan diger salinan sitokinler, IL-6, IL-9’dur. Bizim
caligmamizda yer alan diger bir sitokin olan TNF-a ise hem Thl hem de Th2
hiicrelerinden salgilanir (90).

Calismamiza 21 erkek, 19 kadin olmak iizere 40 kisilik hasta grubu ve
aym sekilde 21 erkek 19 kadin olan 40 kisilik kontrol grubu dahil edildi.
Calismamizda bruselloz olgularinin 28 tanesinin akut, 11 tanesinin subakut, 1
tanesinin ise kronik bruselloz oldugu belirlendi. Hastaligin insanlara gecisi;
kontamine siit ve siit {iriinleri, ¢ig et gibi hayvan iriinlerinin tiiketilmesi sonucu
oral yolla olmaktadir (3). Bizim ¢alismamzda hasta grubunda 27 olguda taze
peynir yeme, ¢ig siit icme ve/veya hayvancilikla ugrasma oldugu belirlenirken,
13 tanesinde hicbir predispozan sebep Oykiide yoktu. Meslek gruplar1 arasinda
emekli veya ev hanimi olan ve hayvancilikla ilgisi olmayan kisilere bulasta
farkinda olmadiklan taze peynir yeme hikayesi olmus olabilir.

Demirdag ve arkadaslarinin (91) akut brusellozlu hastalardaki serum
sitokin diizeylerini ve klasik enfeksiyon goOstergeleri ile iligkisini arastirdiklari
caligmalarinda, akut bruselloz olgularinda IFN-y, TNF-a diizeylerinin kontrol
grubu ile kiyaslandiginda daha yiiksek ve anlaml oldugunu, IL-4 diizeyinin ise
anlamli bir fark olusturmadigini bildirmislerdir. Klasik enfeksiyon gostergeleri
olan sedimantasyon ve CRP diizeylerinin, sitokin diizeyleri ile parelel olarak
akut brusellozlu hastalarda daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bizim
calismamizda ise hasta ve kontrol gruplar arasinda serum IL-2, IL-6, IL-10,
TNFa, IFN-y diizeyleri kasilastirilmis olup serum IFN-y diizeyinin hasta
grubunda daha yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p=0,011). Hasta grubunda IFN-y’nin istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksek olmasi brusellozda Tipl immunitenin daha baskin oldugunu
diisiindiirmektedir.

Calismamizda hasta ve kontrol gruplari arasinda IL-2 diizeyi agisindan
bir fark gozlenmezken, hasta grubunda serum IL-10 ve IL-6 diizeyleri daha
yiikksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Diger taraftan
serum TNF-a diizeyi kontrol grubunda daha yiiksek bulundu ancak istatistiksel
olarak anlamli degildi. Kontrol grubunda TNF-a diizeyinin yiiksek bulunmasi,
bireylerin sistemik bir hastalik acisindan laboratuvar parametreleri ile ayrintili
incelenmemesine bagli olabilir. Bununla birlikte Kamruddin ve arkadaslarinin
(92) calismalarinda akut brusellozlu hastalarda TNF-o diizeyinin tespit
edilemeyecek kadar diisiik oldugu bildirilmis olup, Brucella suslarinin TNF-o’y1
indiiklemedigi One siiriilmiistiir. Bizim caligmamizda hasta grubunda TNF-a
diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha diisiik bulunmustur. Bu durum
Kamruddin ve arkadaslarinin (92) yaptign calismaya benzer sekilde bruselloz
enfeksiyonu sirasinda TNF-a sentezinin indiiklenmedigini diistindiirmektedir.

Brucella abortus enfeksiyonuna karsi konak immun yanmitimin Thl tip
immun cevap yolu ile oldugu diisiiniilmektedir. Th1 hiicrelerinden IFN-y diginda
diger salgilanan sitokin IL-2’dir (83,91). Kamruddin ve arkadaglarinin (92)
yaptigi calisgmada da benzer sekilde hastalarda IL-2 diizeyinin tespit
edilemeyecek derecede oldugu ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda fark
olusturmadig1 bildirilmistir. Bu durum IL-2’nin yar1 Omriiniin kisa olmasima
baglh olabilir.

Makis ve arkadaslarinin (93) yaptig1 bir calismada ise cocuklarda tedavi
oncesi ve sonrasinda serum IL-2 ve IL-2 reseptor alfa diizeyleri belirlenmis olup,
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tedavi Oncesinde ve sonrasinda kontrol gruplan ile kiyaslandiginda serum IL-2
diizeylerinin anlamli bir fark olusturmadigl bunun aksine serum IL-2 reseptor
alfa diizeylerinin tedavi oncesinde kontrol grubundan anlamli bir sekilde daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Buna ek olarak 17 ¢cocukta tedavi ile birlikte IL-2
reseptor alfa diizeyinin anlamhi bir sekilde azaldigi ve bu cocuklarin relaps
gostermedigi belirlenmistir. Bizim c¢alismamizda hasta ve kontrol gruplar
arasinda IL-2 diizeyleri acisindan literatiirdeki yayinlara benzer sekilde bir fark
bulunmamigtir. Bu nedenle brusellozlu hastalarda IL-2R saptanmasi daha
degerlidir.

Refik ve arkadaslarinin (94) bruselloz hastalarindaki serum sitokin
diizeylerini arastirdiklan ¢aligmalarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda; IL-6,
IL-2R (reseptor) ve IL-8 diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli derecede
yiikksek oldugu; TNF-a ve IL-1B diizeyleri arsinda ise farklilik goriilmedigi
saptanmistir. IL-2R, IL-8, IL-6 seviyelerinin hastaligin klinik paterni ve siddeti
ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu calismada sitokin profili immiilite
kemiliiminesans enzim immuniimetrik yontem kulanilarak saptanmistir. Bizim
caligmamizda ELISA yontemi kullanilmis olup, hasta grubunda serum IL-6
diizeyinin daha yiiksek bulunmasina karsin kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlaml bir fark olusturmadigi goriilmiistiir. Bunun sebebinin
hasta grubunda IL-6 diizeyleri agisindan en kiigiik ve en  yiiksek degerlerinin
arasindaki farkin biiyiik olmasindan kaynaklandig1 diisiinilmiistiir.

Th1 ve Th2 hiicreler birbirlerinin fonksiyonlarimi karsilikli olarak regiile
ederler. Th2 hiicrelerde yapilan IL-4 ve IL-10, Thl hiicrelerini inhibe ederken,
Thl hiicrelerde yapilan IFN-y, Th2 hiicrelerini inhibe eder. inflamatuar ve
immun yanitlar Thl hiicrelerince olusturulurken, humoral immun yanitlar ve
allerjik yanmit Th2 hiicrelerince olusturulur (76). Bizim c¢alismamizda Th2
hiicreleri tarafindan salinan bir sitokin olan IL-10 hasta ve kontrol ~ grubu ile
karsilastirlldiginda hasta grubunda ortalama degeri daha yiiksek olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu durum hasta grubunda en
yikksek ve en diisiik degerlerin arasindaki farkin yiiksek olmasindan veya
Th1/Th2 hiicreleri arasindaki etkilesimden kaynaklamiyor olabilir. Bizim elde
ettigimiz sonuglara gore Tablol4 ve Tablo 15’de goriildiigii gibi IFN-y
diizeylerinin yiiksek oldugu durumlarda serum IL-10 diizeyi diisiik bulunmustur.
Aym sekilde IL-10 diizeyinin yiiksek oldugu durumlarda da serum IFN-y
diizeyinin ortalamanin altinda oldugu goriilmektedir. Bu durum Th 1 ve Th2
dengesini gostermektedir.

Sitokinlerin  Brucella abortus bakterisinin hiicre i¢i ortamdaki
gelisimine etkilerinin arastirildigi  bir c¢alismada deneysel olarak fare
makrofajlarn  kullamilmis  olup, IL-1-a, IL-4, IL-6, TNF-a, GMCSF
sitokinlerinin Brucella abortus 19 susunun hiicre i¢i gelisimine bir etkisi
olmadigi, buna karsin IL-2 veya IFN-y makrofaj kiiltiir ortamina eklendiginde
bakteri sayisinda anlamli bir diisme oldugu gozlenmistir (95). Farelerde elde
edilen bu sonuglar, Kamruddin ve arkadaglarinin insanlarda yaptiklar ¢alisma
ile benzer olup insanlarda da Thl aracili immun yanitin brusellozda dominant
oldugunu gostermektedir (92). Bizim calismamizda da buna benzer sekilde Thl
kokenli sitokin olan IFN-y hasta grubunda anlamli bir sekilde daha yiiksek
bulunmustur.
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Bruselloz viicudun herhangi bir sistemini veya organmini tutabilen
sistemik bir hastaliktir. Komplikasyonla seyreden bruselloz olgularinin %20-
60’inda da osteoartikiiler tutulum go6zlenirken, gastrointestinal sistem, santral
sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, solunum sistemi, genitoiiriner sistem,
hematolojik sistem ve deri tutulumu daha nadir gozlenmektedir (3). Biz bu
caligmada komplikasyon gosteren ve komplikasyon gostermeyen bruselloz
olgularinda serum IL-10, IL-6, IL-2, TNF-q, IFN-y diizeyleri agisindan anlamli
bir fark olup olmadigimi belirlemek iizere hasta grubunu komplikasyonlu ve
komplikasyonsuz olmak tizere iki gruba ayirdik ve ELISA yontemi ile serum
sitokin diizeylerini belirledik. Komplikasyonlu hasta grubunda serum IL-6,
IL-10, IFN-y diizeylerinin, komplikasyonsuz hasta grubuna gore daha yiiksek
bulunmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Serum IL-2
diizeyleri ise her iki grupta benzerdi ve istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05). Komplikasyonlu grupta serum TNF-a diizeyleri ise daha yiiksek ve
anlamli bulundu (p=0,013). Calismada komplikasyonlu hasta grubundaki serum
sitokin diizeylerinin en alt ve en list degerleri arasindaki farkin yiiksek olmasi
calismanin sonucunu etkilemis olabilir. IL-6 ve IL10 antiinflamatuar sitokinler
oldugundan brusellozda yiiksek olmasi1 beklenir. Bizim ¢alismamizda da buna
uygun bir sekilde hasta grubunda kontrol grubuna gore ve hasta grubu igerisinde
komplikasyonlu grupta bu sitokinler daha yiiksek bulunmustur ancak istatistisel
olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir (p>0,05) Aym sekilde IFN-y diizeyi
istatistiksel olarak anlamli olmamasina karsin (p>0,05) komplikasyonlu grupta
komplikasyonsuz grup ile karsilastirildiginda daha yiiksek bulunmustur. Bu
durum daha Once de belirttigimiz gibi brusellozda Thl immiinitenin 6n planda
oldugunu gostermektedir.

Demirdag ve arkadaslarimin (91) yaptiklann bir c¢alismada, akut
bruselloz olgularinda serum CRP ve sedimantasyon degerleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu
caligmada da, komplike ve komplike olmayan bruselloz olgularinda klasik
enfeksiyon  gostergeleri olan CRP ve sedimantasyon diizeylerini
karsilastirllmistir. Komplike bruselloz olgularinda CRP diizeyi, komplikasyon
gostermeyen olgulara gore daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlamlh
bulunmustur (p=0,011). Her iki grup arasinda sedimantasyon degerleri acisindan
ise anlamlh bir fark bulunmadi (p=0,09). Bu sonuclara gore CRP degerleri
yiikksek olan brusellozlu olgular herhangi bir komplikasyon varligi agisindan
degerlendirilmelidir.

Literatiirde komplike ve komplike olmayan bruselloz olgularinda sitokin
diizeyleri ile ilgili benzer bir calisma bulunamadi. Bu nedenle bizim
caligmamizda komplikasyonlu bruselloz olgularinda TNF-o diizeyinin daha
yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli bulunmasim1 destekleyecek bir veriye
ulagilamadi. Bununla birlikte Kamruddin ve arkadaglarmin (92) yaptgi
caligmada brusellozlu hastalarda serum TNF-o seviyeleri tespit edilemeyek
kadar diisik bulunmus olup, bu durum TNF-o’'nin yar1 6mriiniin kisaligindan
olabilecegi bildirilmistir. Aym sekilde Refik ve arkadaslarinin (94) yaptiklar
caligmada da serum TNF-a diizeyi brusellozlu ve saglikli kontrol gruplar
arasinda kiyaslanmis ve degisiklik saptanmamistir. Bizim calismamizda hasta
grubundaki TNF-a diizeyi kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha diisiik ve
anlamsiz (p>0,05) bulunmus olup, hasta grubu icinde komplikasyonlu grupta,
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komplikasyonsuz grup ile karsilastirildiginda daha yiiksek ve anlamli (p<0,05)
bulunmustur. Diger taraftan calismamizda olusturulan kontrol grubunda TNF-a
diizeylerinin yiiksek olmasi sadece bruselloz  agisindan  hasta  olmayan
bireylerden secilmesi ve sistemik hastaliklar acisindan ayrintili calisma
yapilmamasi sonucu olmus olabilir. Bununla birlikte literatiirdeki verilere benzer
bir sekilde hasta grubunda IFN-y diizeylerinin yiiksek olmasi brusellozda Thl1 tip
hiicresel immun yanitin daha 6n planda oldugunu desteklemektedir. Hasta grubu
icerisinde komplikasyonlu bruselloz olgularinin oldugu grupta TNF-a ortalama
degerinin daha yiiksek olmasi, etkilenen organ sistemlerindeki inflamasyonun
siddeti nedeniyle TNF-a sentezinin indiiklenmesi sonucu olusmus olabilir.
Calismamizda buldugumuz sonuclara dayanarak TNF-a degerleri yiiksek olan
bruselloz olgularinin komplikasyon varligi agisindan degerlendirilmesi gerektigi
inancindayiz.

Sonu¢ olarak komplikasyon gosteren olgularda, sistemik tutulum
ozelliklerine gore olgu serileri genisletilerek  sitokin  diizeylerinin
degerlendirilmesi icin daha ileri arastirmalara gereksinim vardir. Brusellozda
korunmada Th1 tip hiicresel immunite 6nemli bir yer tutmaktadir. Diger taraftan
klasik enfeksiyon gostergesi olan CRP diizeyleri komplikasyon gostergesi
olabilir. Serum TNF-a diizeyleri yiiksek olan bruselloz olgular1 komplikasyon
varlig1 agisindan degerlendirilebilir. Hiicre i¢i bakteri enfeksiyonlarinda
ozellikle bruselloz olgularinda relaps ve reenfeksiyonlardan dolay1 tedavi
zorlugu dikkate alinirsa komplikasyon gosteren olgularin erken donemde tespit
edilebilmesi ve izlemde immun parametrelerin de kullanilmasi gerekliligi
anlasilir. Immun sistem ¢ok genis ve ¢ok sayida parametresi olan bir konu
oldugundan komplike bruselloz olgularmin patogenezlerinin daha iyi
anlasilabilmesi icin daha fazla sitokin kullanilarak arastirmalarin yapilmasi
gerektigini diisiinmekteyiz.
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