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1. GiRi$ ve GENEL BILGILER

1.1.Brusella tarihgesi

Milattan sonra 79 yilinda volkanik patlama sonucu harap olan eski bir Roma
sehrinin kalintilari arasinda bulunan erigkin iskeletlerinde; brusellozun tipik kemik
lezyonlari bulunmus olup; gomulu karbonize peynirlerin elektron mikroskopuyla yapilan
analizinde Brucella spp’ye morfolojik olarak benzeyen kok benzeri formlarin varhgi tespit
edilmistir (1). Bruselloza benzer klinik durumlar; M.O. 450 yillarinda Hipokrat tarafindan
tarif edilmistir ve humma olarak tanimlanmistir. Ancak Brusellozun ilk uygun tarifi

1860 yilinda cerrah olan Marston tarafindan yapiimistir (2,3).

ingiliz ordusunda doktor olarak c¢alisan Sir David Bruce etkeni ilk kez 1887
yilinda, Malta'da hastaliktan 6len ingiliz askerin dalak dokusundan izole etmis ve
Micrococcus melitensis olarak adlandirmistir (2). Danimarkali veteriner Bang, 1895
yilinda sigirlardan dugsuk etkeni olarak Bacillus abortus’u izole etmeyi basarmigtir (3).
Maltali doktor olan Zammit, 1905 yilinda hastaligin rezervuarinin kegiler oldugunu ve
hastaligin insanlara bulasmasinda taze kegi sutinin rol aldigini belirtmistir (3). 1918
yilinda Amerikali bakteriyolog Alice Evans Malta Atesi ve Bang hastaliginin
etkenlerinin Dbirbiriyle yUksek derecede benzer oldugunu gostermistir. Kisa bir sure
sonra bu iki turun morfolojik, kultir ve biyokimyasal ozellikleri kiyaslanarak yapilan
incelemelerinde bunlarin ayni cins icinde olduklari belirtiimis ve Sir David Bruce’un

anisina Brucella cinsi olarak adlandiriimistir (4).

1914’'de Traum domuz duslk materyalinde B.suis’i, 1966'da Carmichael
kopeklerden B.canis’i izole etmiglerdir (3). B.ovis 1953'de koyunlardan, B.neotomae
1957’ de ratlardan izole edilmistir ve ginimuze kadar bu iki tirin insanlarda hastalik
yaptigi gosterilememistir (2). 1994’te Brucella maris olarak adlandirilan tir deniz

memelilerinden izole edilmistir (3).

Brusellozun tarihsel isimleri, “Ondulan ates”, “Bang hastaligi”, “Gibralter hastaligr”,

“Akdeniz atesi” ve “Malta atesi” olarak da bilinmektedir (5).

Turkiye’de B.melitensis ilk defa 1915 yilinda Kuleli hastanesinde bir erde tespit
edilmistir (6). Hastalik ilk olarak Malta adasinda saptandigindan “Malta Hummas”

veya “Akdeniz Hummasi” olarak isimlendirilmistir. Hastaliga, klinik gidisindeki tipik ates
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trasesi nedeni ile “dalgali humma” denmistir. Ulkemizde bu hastalik; B.melitensis’in

koyunlardan insanlara bulagsmasi nedeniyle “koyun hastaligi”, hastaligin hayvanlardan

insanlara bulagsmasi nedeniyle de “mal hastalgi” gibi isimlerle anilmaktadir (2).

1.2. Epidemiyoloji

insanlarda hastalik etkeni olan Brucella bakterilerinden B.melitensis esas olarak
koyun ve kecilerde; B.abortus daha ¢ok sigir ve mandalarda; B.suis domuzlarda bulunur.

Kdpeklerde bulunan B.canis’in insanlarda hastalik yapmasi ¢ok nadirdir (2).

B.abortus’un olusturdugu sigir brusellozu ¢ok yaygin form olma Ozelligini
korumakta ve B.melitensis’in olusturdugu koyun ve kegi brusellozu ise insanlardaki en
ciddi klinik tablo olusturma o6zelligini surdurmektedir (7). Bruselloz; hastaligin esas
kaynagini olusturan evcil hayvanlarda sut verimini azaltirken hayvanlarda dusuklere
neden olarak ekonomik kayba neden olmaktadir. Ergin ve gebe disi hayvanlar
bruselloza daha duyarlidir. Etken disilerde uterusa erkeklerde ise testise yerlesme
egilimindedir. Gebe hayvanlarda kotiledonlara yerlesip infeksiyona neden olan etken
yavrunun beslenmesini engelleyerek anne karninda oOlume veya dusuge neden
olmaktadir (2).

Bazi gelismis Ulkelerde Bruselloz hayvanlar arasinda tamamen eradike edilmis
olmasina ragmen iilkemizde hayvanlar arasinda yaygin bir hastaliktir. Ozellikle Ankara
ovasl, Konya yodresi, Guneydogu Anadolu’da Diyarbakir ve Sanlurfa’da yaygindir.
Kirsal kesimde daha c¢ok B.melitensis infeksiyonu gorulirken buyuk sehirlerde daha
¢ok B.abortus infeksiyonuna rastlanir. Turkiye’'de insanlardan en sik B.melitensis biyotip

3 izole edilmistir ancak B.suis infeksiyonuna ait yayin yapilmamistir (2,8).

Bruselloz hayvanlarla yakin temasi olan insanlarda (veteriner, ciftci ve kasap
gibi) veya sit ve sit Griinlerini taze tlketenlerde daha sik gorilmektedir. Ulkemizde
hastalik her yas ve cinste gorulmekle beraber en sik 15-35 yas grubunda gorulur. Yaz
aylarinda insanlarin kirsal kesime seyahat olanaklarinin artmasi, sut ve sut UrGnlerinden
taze peynir ve krema tarzi yaglarin taze olarak elde etme olanaklarinin bulunmasi

nedeniyle infeksiyon yaz aylarinda daha sik olarak gorulur (2).
Hastaligin insanlara bulagsmasinda G¢ 6nemli yol bilinmektedir;
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1) Kontamine et, st ve sut Urlnlerinin sindirim yolu ile alinmasi, Ulkemizde en
sik karsilagilan bulas yoludur. Genellikle pastorize edilmemis, ¢ig sutten yapilmis
peynirlerin yeterince bekletiimeden yenmesi ile bulas gergceklesmektedir. Kasar peyniri
ve yogurt gibi sitilarak veya fermentasyon ile hazirlanan besinlerle ise
bulastirilamazlar. Ulkemizde en sik bulas ¢ig sutten yapilan peynir, krema ve yaglarla

olmaktadir.

2) infekte hayvanin genital salgli, diisiik materyali veya idrarinin butinligi

bozulmus deri veya konjunktivaya direkt temasi.

3) infeksiydz aerosollerin inhalasyonu ile bulas olabilecegi diisiinilmekte ve 10-

100 bakterinin alinmasi bile hastaliga neden olmaktadir (2,9).

insandan insana bulasma son derece nadirdir ve insan spermlerinden elde edilmis
olsalar bile cinsel yolla gecis tartismaldir (10). Bruselloz laboratuvardan kazanimis
en sik etkenlerden biridir ve bruselloz vakalarinin %2’sinin laboratuvar kaynakli oldugu
belirtiimektedir. Bulasma genelde orneklerin korunmasiz olarak tutulmasi, besiyerlerinin
koklanmasi, agizla pipetleme veya infekte aerosollerin g6z, burun veya agiza temasiyla
olmaktadir (9,11).

Neden oldugu hastaligin ciddiyeti ve insanlar i¢in uygun asinin yoklugundan
dolayi biyoterdrizm ajani olarak kullanilabilmektedir. Bazi brucella suglarinin B kategorisi
biyoterdrizm ajani olarak dikkate alinmasindan dolayi; hastaligin saptanmasinda hizl ve

uygun tani araglari uzerinde yogun ilgi vardir (12).

1.3. Siniflandirma

Brucella cinsinde bilinen alti tlr vardir. B.abortus, B.melitensis, B.suis, B.canis,
B.ovis ve B.neotomae. B.ovis ve B.neotomae disindakiler insanlar icin patojendir.

Deniz memelilerinden izole edilen B.maris henlz siniflandirmada yerini almamigtir (10).

Her bir Brucella tirinun de biyokimyasal ve fizyolojik Ozellikleriyle birbirlerinden
ayrilabilen cesitli biyotipleri vardir. B.melitensis’in 3 biyotipi, B.abortus’un 7 biyotipi,
B.suis’in 5 biyotipi ve diger turlerin ise birer biyotipleri vardir (10). Brusella turlerinin

biyotip duzeyindeki identifikasyonlari i¢cin baglica 4 ana test uygulanmaktadir. Bunlar



CO2 gereksinimi, hidrojen sulfur (H,S) Uretimi, bazik fuksin ve tiyonin boyalari ile

inhibisyona duyarhlik ve monospesifik A, M ve R serumlari ile aglitinasyondur (8).

Filogenetik olarak Brucella cinsi; bakterilerin Rhizobiaceae grubuna aittir. Ayrica
Proteobacteria sinifinin a-2 alt sinifinda yer almaktadir ve bu sinif ise Bartonella,
Rochalimaea, Ochrobacterium ve Agrobacterium ile yakin iligkilidir (9). DNA-DNA
hibridizasyon c¢alismalari; bilinen 6 Brucella turi arasinda %90’dan fazla benzerligi

ortaya koymaktadir (13).

1.4.Gorunum ve boyanma ozellikleri

Brucella cinsinde bulunan bakteriler 0.5-0.7 ym eninde, 0.6-1.5 ym boyunda,
gram negatif, hareketsiz, sporsuz, kiicik koko-basil veya kisa comak seklindedir. Kiguk
olduklarindan, molekiler hareket nedeniyle, yerlerinde titresirler (Braunien hareket).
Comaklar genellikle tek, daha az siklikla ikili, kisa zincirler veya kuguk kimeler halinde
g6rulur. Kapsulsuzdirler ancak S seklinde ve mukoid koloni olusturan suslarda kapsul
gosterilebilir. Pasajlarla ve R koloni gekillerinde bu kapsuller kaybolur. Aerop sartlarda
urerler ve mikroaerofil bakterilerdir. Glikozu az miktarda utilize ederler. Gaz yapmazlar.
Nitratlari nitritlere indirgerler. CO, ile Uremeleri arttiriir. Ozellikle B. abortus ilk
izolasyonda %5-10 CO,'li ortama gereksinim duyar. Serum dekstroz agar veya diger
saydam besiyerlerinde 48 saatten sonra kuguk, seffaf, yuzeyden kabarik, yuvarlak ve
dizgun kenarl, nemli, parlak ylzeyli, sebnem tanesi goérinimunde koloniler
olustururlar. Kolonileri hemolizsiz ve pigmentsizdir. B.melitensis ve B. abortus’'un bazi
turlerinin kolonileri, eski kultlirlerde esmer renkte gortlebilir. S koloni yapan tirlerde R

koloni yapan varyantlar olabildigi gibi, dogada sadece R koloni yapabilen turler de (B

canis ve B. ovis) vardir. Optimal Ureme sicakligi 37OC (20-4OOC arasinda Ureyebilirler)
ve optimal pH 6.6-7.4 arasindadir. Katalaz ve c¢ogu kez oksidaz olumludurlar.
Kdkenlerin ¢ogu uUreyebilmek igin ¢esiti aminoasitler, tiamin, nikotinamid ve
magnezyum iyonlarindan zengin kompleks besiyerlerine ihtiya¢c duyarlar. Besiyerlerine
kan ve serum eklenmesi remeyi olumlu yénde etkiler. indol ve asetil metil karbinol

(Voges Proskauer) olusturmazlar. Metil kirmizisi testi olumsuzdur. Brucella bakterileri

o)
Isitiimaya, iyonizan radyasyona ve dezenfektanlara dayaniksizdirlar, canhliklarini 56 C
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(6]
de vyitirirler, 60 C de 1sitilmakta 10 dakikada, %1 fenol eriyiginde ise 15 dakikada olurler,

sterilizasyondan emin olmak igin 85°C gerekir. Normal mide asidi mikroorganizmayi
oldurmeye yeterlidir. Sut icinde 17 gun, tuzlanmis domuz etinde 3 hafta, dondurmada

1 ay, tereyaginda 142 gin yasadigi; insan idrarinda en az 7 gun, cesme suyunda

8°C de 57 giin, 25°C de ise 10 giin canlihidini korudugu, disik yapmis hayvan
fetlslinde 75 gun, hayvan digkisinda agikta 100 gun, toprakta 10 hafta, ahirlarin duvar
ve dosemesinde 4 ay canh kaldigi, kegi sutinden yapilmis peynirde sogukta 6 aya
kadar, gubrede 2 yildan daha uzun sure canliliklarini strdarebildigi bildirilmigtir. %10 tuz
iceren salamura peynirde 45 gun, % 17 tuz icerende ise 1 ay yasayabilir. Bu nedenle
salamura peynirlerin yapilis tarihleri tenekelerin Uzerinde yazili olmali ve tuz oranina
dikkat edilmelidir, oda isisindaki peynirde 2 ayda 6lmektedir. Pastdrizasyonla g¢abuk
Olmelerinin epidemiolojik degeri vardir (10,14,15,16). Tulum ve kasar peyniri uzun sire

bekletildigi icin, yogurt ise asiditesi fazla oldugundan hastaligi bulagtirmazlar.

1.5. Kiltir ozellikleri

Brucella cinsi bakteriler insanlarda hastaliga neden olan diger bakterilere gore
daha uzun bir bélinme zamanina (2.5-3.5 saat) sahiptirler ve klinik 6rneklerden
izolasyon icin uzun sure (30 gun veya daha fazla) gerekmektedir (3,17). Brucella cinsi
bakteriler organizmadan yeni ayrildiklarinda; besiyerinde yavas durerler ve ilk

izolasyondan sonra buyyon ve jeloz gibi basit besiyerinde de Gremeye aligirlar (18).

Kdkenlerin ¢ogu Ureyebilmek i¢in zengin kompleks besiyerlerine ihtiyag duyarlar
ve besiyerine kan veya serumun eklenmesi Uremeyi olumlu ydnde etkiler. Serum
dekstroz agar veya diger saydam besiyerlerinde ekimden 48 saat sonra koloniler
olustururlar (2).

Jelozdaki kolonileri kiguk, yuvarlak, konveks, saydam, sebnem tanesine
benzeyen kaygan ve S tipindedir ancak B.canis ve B.ovis ilk izolasyonlarinda R

koloni olustururlar (10,18).

Pigment yapmazlar. B.melitensis ve bir kisim B.abortus kokenlerinin kolonileri

zamanla esmer-kahverengi bir renk alir, hemoliz yapmazlar (4,18).



Zorunlu aerop olup respiratuvar tipte metabolizmalari vardir. Bazi kokenler

(B.abortus ve B.suis'’in birgok biovari ) Ureyebilmek icin 6zellikle primer izolasyonlarinda

CO,’ye gereksinme duyarlar. Optimal Greme sicakliklari 37 °C (20-40 °C arasinda

ureyebilirler) ve optimal pH 6.6-7.4 arasindadir (2).

1.6. Biyokimyasal 6zellikleri

Karbonhidratlardan asit veya gaz yapmamakla beraber glikozu az miktarda
kullanirlar. Jelatini eritmezler ve indol olusturmazlar. Katalaz ve ¢odu kez oksidaz
olumludurlar. Nitratlar1 nitritlere indirgerler. Asetil metil karbinol (Voges Proskauer)
olusturmazlar. Metil kirmizisi testi olumsuzdur. Ureaz aktivitesi degisken olup en yiiksek

B.suis’te gortlmektedir (10,18).

Organik kukudrtld bilesikleri parcalama sonucunda Brucella’larin her Ug¢ turt de
Hidrojen Sulfur (H,S) olustururlar. Ancak bunlar arasinda B.suis en uzun sure (3-5 gun)
ve en fazla miktarda, B.abortus orta slre (2 giin) ve az miktarda; B.melitensis ise en az

sure (1 gun kadar) ve en az miktarda H,S yapar (18).

Rusya’nin Thilisi eyaletinde izole edilip Tbilisi (Tb) adi verilen faj son derece stabil
oldugundan referans faj olarak tur tayininde yaygin olarak kullaniimaktadir. Tb faji rutin
test dilusyonunda (RTD) yani tam bir lizisin gorildigu minimal faj konsantrasyonunda

sadece smooth B.abortus kultlrlerini lize eder (8).

Brucella bakterilerinin belirli boyalar ile olan iligkilerinde de bazi farklar gorular.
Bundan dolayi turlerinin ayriminda bu boyalarin eklendigi 6zel besiyerleri (triptikaz soy
agar veya triptoz agar) kullaniimaktadir. insan infeksiyonlarindan en sik izole edilen ii¢

turan; s6z konusu olan bu boyalar varligindaki Greme ozellikleri Tablo1’de verilmigtir (18).



Tablo1: Brucella turlerinin boya varliginda dreme ozellikleri

TUR Tiyonin Bazik fuksin Metil vivale Pironin
(1/50000) (1/25000) (1/50000) (1/100000)

B.melitensis Urer Urer Urer Urer

B.abortus Uremez Urer Urer Urer

B. suis Urer Uremez Uremez Uremez

1.7. Direng ozellikleri

Brucella cinsi bakteriler 1s1, asit ve dezenfektanlara karsi direngli degillerdir.
lyonize radyasyon ve sik kullanilan dezenfektanlar bakterileri oldirmede yeterlidir.

Pastoérizasyon esnasinda élmelerinin epidemiyolojik degeri vardir (2,6,18).

60°C’de 10 dakikada, %0.1 fenolde 15 dakikada tahrip olurlar. Normal mide
asidi bakteriyi dldurmede yeterlidir. Hayvanlarin barindigi ahir tozlarinda 6 hafta, suda
ise 10 hafta canlih@ini strdarebilir. DistUk yapmis hayvan fetusunda 75 gun, infekte ¢ig
sutten yapilmis dondurmada 30 gun, c¢ig sutten yapilmis tuzsuz krema yaginda
buzdolabinda 142 gun, %10 tuz igeren salamura peynirinde 45 gun, %17 tuz igeren
peynirde ise 1 ay, toprakta 10 hafta, kegi sutinden yapilmis peynirde sodukta 6 aya
kadar ve ¢ig sutte 17 gun canli kalabilirler (2,6,7).

Bu bakteriler; streptomisin, tetrasiklin, rifampisin, 3.kusak sefalosporinler ve

trimetoprim/silfametoksazol’e (TMP/SMZ) duyarli, penisilinlere direnclidir (2).

1.8. Antijen yapisi

Aglutinin absorbsiyon ve jel difizyon teknigi ile yapilan incelemelerde Brucella’larda
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somatik A ve M antijenleriyle (Ag) bir yuzeyel L zarf antijeni bulundugu goésterilmistir.
Daha cok B.abortus kokenlerinde bulunmus olan L antijeni; organizmadan yeni ayrilan

bakterilerde var olup onlarin immun serumlarla aglitinasyonuna engel olmakta ancak

100 °C’de 30 dakika Isitildiktan sonra ortadan kalkmaktadirlar. Bu ozelligi ile
Salmonella’lardaki Vi Ag’'ye benzemektedir (3,18). Somatik A ve M Ag brucella
bakterilerinde farkli oranlarda bulunmaktadir. B.melitensiste daha ¢cok M Ag ve daha az
miktarda A Ag bulunmasina karsin; ve B.suis’ te daha az oranda M Ag ve daha fazla A
Ag vardir. Bundan dolayr aglutinin absorbsiyon testleri kullanilarak B.melitensisi
digerlerinden serolojik olarak ayirmak olanakli iken B.abortus ve B.suis’i birbirinden ayirt

etmek olanaksizdir (18).

1.9. Patogenez ve klinik 6nem

1.9.1.Virulans ve patojenite

Brusella bakterilerinin bilinen ekzotoksinleri yoktur. Brusella cinsi bakterilerden
pek ¢cok dis ve i¢ membran, sitoplazmik ve periplazmik antijenler identifiye edilmis
ve Ozellikleri saptanmigtir. Klinik olarak immunodominant olan yluzey antijeni Brusella
Lipopolisakkarit (LPS)'tir ve pek ¢ok serolojik tani testinin temelini olusturmaktadir.
Brucella cinsine ait LPS; 4-amino, 4,6 dideoksimannoz igcermektedir ve bu yapi
nedeniyle E.coli 0116, E.coli 0157, Francisella Tularensis, Salmonella 030,
Stenotrophomonas (Xanthomonas) maltophilia, Vibrio cholera O1 ve Yersinia

enterocolitica O9 LPS’leri ile gapraz antijenisite gosterir (19).

Hucre duvarinin bir komponentinin toksik oldugu tespit edilmistir. Bu toksinin
barsak bakterilerinin endotoksini ile benzer oldugu ve hastalik patogenezine yardim
ettigi dusunulmektedir. Endotoksin niteligindeki bu maddenin virulan ve avirulan
suslarda ayni yapi ve miktarda oldugu, fakat virulan suslarda avirulan olanlara goére
hicre iginde daha c¢abuk uredikleri belirtiimektedir. Endotoksine kargi duyarli olmanin,
hastalandiricilikta rolt oldugu sanilmaktadir. Ayrica hayvanin fetlus zarlarinda Brucellalar
icin bir gelisme faktorli olan eritrol yapisinda bir madde saptanmis olup, gebe
hayvanlarin Brusellalara karsi duyarli olmalari bu sekilde aciklanmaktadir. insan

plasentasinda eritrol bulunmaz. Bundan dolayl insanlarda genellikle, brucella



enfeksiyonlarina baglh abortuslara rastlanmaz. Daha c¢ok B.melitensis’de olmak Uzere
S-R varyasyonu ile Dbirlikte geriye donucu olmayan bir virilans azalmasi
gorilmektedir. inekler gogu zaman , bazen , nadir olarak da B. suis ile enfekte olurlar.
Bu hayvanlarda enfeksiyon akut belirtiler ile birlikte veya bunlari géstermeden septisemi
seklinde kendini gosterir ve mikroorganizmalar lenf nodilleri, dalak ve karacigerin
retiklloendotelyal hidcrelerine ve udrogenital sisteme yerlesir. Hayvanlarnn sata ile
bakteriler bol miktarda digari c¢ikar. Sigirlar arasinda enfeksiyonun yayillmasinda en
tehlikeli yol, suruler igine karistirilip enfekte olan bogalarin daha sonra suni tohumlama
amaci ile kullaniimalidir. Kegiler ise genellikle ile enfekte olurlar ve enfeksiyonun
insana bulagsmasinda en etkili kaynaktirlar. Zira bir kegi yaklasik 6-7 ay kadar
surekli bakteri sacmaktadir. Koyunlarda enfeksiyon etkeni ¢cogu zaman B. melitensis,
bazen de B. abortus veya B. suis’dir. Koyunlar, kegilere oranla etrafa daha kisa
sureyle bakteri yayarlar. Domuzlar B. suis ile enfekte olmaktadir. Ayrica, B abortus ve
nadiren B melitensis hastalik olusturabilmektedir. insanlarda B. melitensis, B. abortus,
B. suis ve B. canis diginda Rusya’da ciftciler arasinda Ren geyiginden kaynaklanan B.
rangiferi terandi’nin olusturdugu 1975 de 10 ve 1976 da 11 olgu bildirilmistir (14).

Brusella cinsi bakterilerin insana bulagmasi genellikle iki sekildedir :
1. Enfekte ¢ig sut igilmesi veya st Grunlerinin yenmesi.
2. Enfekte hayvanlar ile temas.

genellikle enfekte hayvanlardan elde edilen pastorize edilmemis sut ve sat Urlnleri
ile 6zellikle kecgi ve koyun sutiinden yapilmis taze peynirler ile sindirim yolundan alinir. B.
abortus’a oranla mide asiditesine daha dayaniklidir. Isitilmaya, iyonizan radyasyona ve
dezenfektanlara dayaniksizdirlar. Pastorizasyonla olurler (10). Mezbaha isgilerinde,
hayvan kesicilerinde, et ile calisan iscilerde ve veterinerlerde gorulen bulas sekli;
bakterilerin 6zellikle eldeki gizik, siyrik ve yaralardan vicuda girmesi seklindedir. Enfekte
hayvanlarin genital salgilarinda da etken bulunmaktadir. Eldiven kullanmadan hayvan
dogumuna mudahale eden bir veteriner hekimde, deri dokuntuleri ile seyreden bir

Bruselloz olgusu bildirilmistir (14).

insandan insana bulasma ise ¢ok ender rastlanan bir olaydir. B. melitensis biyotip
2 ve biyotip 3 ile enfekte iki ayri laboratuar personelinin birinin esinde, digerinin
nisanlisinda Bruselloz tespit edilmistir. Ayrica Brusellozlu bir hastadan yapilan kemik
iligi transplantasyonu ile ve enfekte annenin sut verdigi cocugunda Bruselloz bildirilmistir
(14).



Brusella agiz mukozasindan girerse lenf yollari ile bogaz lenf yollarinda, barsak
mukozasindan gecgerse mezenter lenf bezlerinde, konjunktiva ve deriden girerse
bdlgesel lenf nodullerinde veya solunum yolundan inhalasyonla alinirlarsa mediastenik
lenflerde yerlesir. Sonra Ductus Thorasicus yolu ile kana karisarak bakteriyemi
meydana getirirler. Normal insan serumu bazi Brusella turlerine bakterisid etki gosterir
ve polimorf nuveli I6kositler tarafindan fagosite olmalari igin opsonize eder. B.melitensis
serumun bakterisid etkisine direnglidir ve bu etkenin diger turlere gore daha virtulan
olmasini  acgiklar. Bakteriler lenf bezleri, karaciger, kemik iligi ve diger
retikiloendotelyal sistemde (mononukleer fagositer sistem) intraselliler olarak
cogalirlar. Burada hizla olebildikleri gibi c¢ogalarak fagositik hlcreyi harap da
edebilirler (20). Genelde fagositik hicreler iginde yasamlarini surdirurler. Bakteriler,
fagolizozom flizyonunu engeller ve fagosite edilmelerine ragmen lizozomal enzimler
ile ortadan kaldirilamazlar, lizozomal enzimlere direnglidir. Adenin ve 5’-guanozin
monofosfat Ureterek notrofillerin H,O, olusturmasini onlerler ve bu sekilde oksidatif
mekanizmalara direng gosterirler, sahip olduklari siperoksit dismutaz enzimi sayesinde
reaktif oksijen metabolitlerini uzaklastirarak oksidatif yikima karsi koyarlar. Konak hlcre
icinde kalici parazitlik, bir bakima etkenin kendi saldirganligina dayanabilmesi
anlamina gelmektedir. Bu nedenle intraselliler bakterilerin self-toksisitesi dugsuk
olmaktadir. Hucre icinde yasama, koruyucu immun cevabin niteliklerini belirgin sekilde
etkiler. intraselliiler bakteri infeksiyonlarinda, humoral immunitenin yeri oldukca sinirlidir;
buna karsilik T lenfositlerinin belirledigi hicresel immun yanit konagin korunmasinda
onem tasir. T hacrelerinin baglica gorevi, infekte makrofajlarda, etkin antibakteriyel
fonksiyonlari aktive etmektir. Ancak ¢ogunlukla, beklenen bu olay gergceklesemez ve
intrasellUler bakteriler bu hicrelerde yasamaya devam ederler (19). Moreno-Lafont ve
arkadaslari (21), spesifik antijen veya poliklonal stimilasyona karsi olusan immin
cevabin degerlendiriimesi amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda, hastalarin CD4 ve CD8 T
hacrelerinin RCM-BM antijenine cevap esnasinda ayni derecede aktive ve prolifere
oldugunu ve her iki T hlicre subpopulasyonunun Brusellaya kargi immun cevapta onemli
bir rol oynadigini bildirmiglerdir. Bakterilerin bobreklere yerlesmeleri sonucunda surekli
olarak idrarla atilim goraltr. Yerlestigi RES organlarini blyttmesinin nedeni; bulyuk,
tek nukleuslu hucrelerde progresif proliferasyondur. Hucre igerisinde Uremekte olan
bakteri, ayni zamanda antikor tehdidinden ve kullanilan antimikrobiyal ajanlardan uzun
sture korunmus olur. Bu nedenle tedavi uzun slrmektedir. Mikroorganizmaya karsi

immunitenin gelismesi ve makrofajlarin aktive olmasi ile mikroorganizmalar éldurilimeye
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baslar ve bakterinin sahip oldugu hticre duvar yapisi (Lipopolisakkarit= endotoksin) kana
dokular. Organizmanin bu endotoksine yaniti ile de hastalikta gorulen birgok belirti ortaya
cikar (19).

1.10. Klinik 6zellikleri

Bruselloz sistemik bir hastalik olmasi nedeniyle ¢ok genis bir klinik yelpazeye
sahiptir. Genelde semptomlar nonspesifiktir. Yaklagik 2-3 haftalik inkibasyon(bu sure 1
haftadan 3 aya kadar degisebilir) periyodunu takiben akut hastalilk semptomlari ortaya
cikar (3,22). Hastalik genellikle halsizlik, istahsizlik, basagrisi, ates, gece terlemeleri,
myalji ve artralji ile baslar. Ates, isiime titreme ile 38-39°C’ye kadar ¢ikar. Hergiin yarim
derecelik artislarla 40°C’ye yiikselebilir. Ateslenme genelde aksam {zeri ve gece olma
egilimindedir, gece yarisindan sonra bol terleme ile duser. Bazen 7-10 gun bu sekilde
devam eden ates,yiikseldigi gibi yavas yavas diiserek 37°C’ye kadar iner, 3-5 giinliik
atessiz donemi takiben atesin tekrar yukseldigi gorulur. Bu ates sekli bruselloz igin tipik
Ondulan ates trasesi olarak tanimlanmaktadir (3,10,23). Fizik muayenede, hastalarda
%10-20 oraninda lenfadenopati (LAP), %Z20-30 oraninda da hepatomegali ve
splenomegali izlenir. Belirli bir organ tutulumu 6n planda ise hastalik fokal veya
lokalizedir (3).

Bruselloz , heryasta gorulebilmekle birlikte tipik olarak geng ve orta yasl eriskinlerin
hastaligidir. 15-35 yas grubunda gériilme orani en yiiksektir. infant ve yaslilarda daha az
siklikla gorulur (3,24). Hastalik, semptomlarin suresine gore; akut(8 haftadan kisa),
subakut(8-52 hafta) ve kronik (2 haftadan uzun) olarak siniflandirilmistir (25,26).

1- Akut form:Bu tipik form olup, semptomlar 8 haftadan kisa surelidir. Ozellikle
geceleri yukselen ates, halsizlik, basagrisi, kilo kaybi, artralji, myalji, kabizlik, istahsizlik,
sirtagrisi gorulebilir. Fizik muayenede ates (%95), hepatomegali (%20), splenomegali
(%20-30), servikoaksiller bdlgede hafif lenfadenopati (%12-20) vardir. Hastalarda
genellikle 16kositoz goriulmez. Olgularin Ggte birinde I6kopeni goérulir. Bazi olgularda
anemi, trombositopeni gorulebilir. Sedimentasyon artigi hastalarin %25’'inde saptanabilir.
Bu devrede kan kullturinde izolasyon siktir (3,25,26).
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2- Subakut form (Ondiilan tip): Semptomlarin suresi 8-52 hafta arasindadir. Bu
gruba tedavi almamisg, yetersiz tedavi almis ya da dogru olmayan tedavi almis hastalar
girmektedir. Semptomlar hafif olup artrit daha siktir. Geng¢ erkek hastalarda orsit ve

epididimit sik goralur. Siklikla hepatomegali vardir (25,26).

3- Kronik form: Hastalarin sikayetlerinin 1 yildan fazla (52 haftadan uzun) sirdugu
devre olup nuks ve komlplikasyonlarin izlendigi donemdir. Bu hastalarda fizik bulgular
akut ya da subakut olgulardaki kadar fazla dedgildir. Halsizlik, yorgunluk, sinirlilik,
uykusuzluk, emosyonel labilite, belli belirsiz kas agrilari bas agrisi gibi depresif belirtiler
on plandadir. Okuler hasar (episklerit, Uveit ) ve spondilit izlenebilir. Bu dénemde
bakterinin izolasyonu kemik iliginden yapilabilir; ayrica dusik oranda kan kulturinden de
izole edilebilir (3,25,26).

1.11. Komplikasyonlar

Brusella infeksiyonlari akut sistemik belirtilerin yani sira veya bunlar olmadan

lokalize organ tutulumlariyla da ortaya ¢ikabilir (3).

1-Gastrointestinal sistem(GiS) bulgulari: Hastalarin %70'inde GIiS semptomlari
bulunmaktadir. Bunlar arasinda, istahsizlik, karin agrisi, bulanti, kusma, ishal veya

kabizlik, kilo kaybi yer alir. B.melitensise bagh kolit gelisebilmektedir (2,3).

2-Hepatobiliyer sistem: Karaciger fonksiyon testlerinde minimal yukselme olur.
B.abortusa badli infeksiyonda karacigerde granilomlar meydana gelir. B.melitensis
infeksiyonunda ise viral hepatite benzeyen nekroz alaninin gevreleyen monontkleer
hacre birikimi izlenir. Karaciger ve dalakta supuratif abse gelisimi B.suise bagl
infeksiyonlarda daha sik gorulmektedir. Hepatik lezyonlar antimikrobiyal tedavi ile duzelir.
Nadir olarak da akut kolesistit, pankreatit ve spontan bakteriyel peritonite sebep
olmaktadir (2,3,25).
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3-Kas-iskelet sistemi bulgulari: Brusellozda osteoartikiler tutulum 9%20-60
oraninda bildirilmistir. Kemik ve eklem lezyonlari iginde, artrit, spondilit, osteomyelit,
tenosinovit ve bursit yer almaktadir. Bildirilen en sik komplikasyon sakroileittir. Kalga, diz,
ayak bilekleri gibi buylk eklemler daha c¢ok tutulur (3,27). Cogu olguda tutulum

monoartikulerdir, hastalarda siklikla gece agrilari ve lasek testi pozitifligi vardir (25).

Bruselloz artritinde eklem sivisi incelendiginde mononukleer hicrelerde artig vardir
ve vakarlin yarisinda bakteri tespit edilebilmektedir. Bazi hastalarda ise dolasan immun

komplekslere bagh reaktif postinfeksiyoz spondiloartropati meydana gelebilir (3).

Yasa bagli olarak olgularin %3-15'inde spondilit meydana gelmektedir. Daha ¢ok
yasgll hastalarda gozlenir ve genelde lumbal vertebralar tutulur.Disk araliginin daralmasi
ve epifizit erken bulgulardandir. En belirgin radyolojik bulgular iginde; vertebral korpusun
anterosuperior kenarinin erozyonu (pons belirtisi) ve vertebral disk araliginin daralmasi
yer almaktadir (3,25). Spondiliti olan hastalarin %10-20 kadarinda paravertebral abse
vardir (25). CT ve MR tetkiki genelde eklem hasarini, vertebral osteomyeliti ve paraspinal

abseleri ayirt etmek amaciyla kullanilir (3).

Artrit ve sakroileit akut hastalikta ve pediatrik hastalarda daha sik gorulurken;
spondilit, vertebral osteomyelit ve paravertebral abse siklikla kronik hastalikta ve yasli

hastalarda goérulur (3).

4-Sinir Sistemi Bulgular: Brusellozda her ne kadar depresyon ve mental
bozukluklar goérllse de, santral sinir sistemine direkt invasyon olgularin %5’inden azinda
g6raltr. Sinir sistemi komplikasyonlari arasinda; menenijit, ensefalit, miyelit-radikilonorit,
beyin absesi, epidural abse, demyelinizan sendrom ve meningovaskuler sendromlar yer
almaktadir. Bunlar iginde en sik akut veya kronik menenjit gorulur. Hastalikta ilk belirti
olabilece@i gibi ge¢ donemde de ortaya cikabilir. Vakalarin %50’sinden azinda ense
sertligi meydana gelir. BOS incelemesinde lenfositik pleositoz vardir, protein seviyesi
artmis, glukoz seviyesi normal veya azalmis bulunur. Gram boyama genelde negatiftir ve
olgularin 1/4 Gnden azinda kultur pozitifligi vardir. BOS’ta 6zgul antikorlarin varligiyla tani
konur (3,5,25).

5-Kardiyovaskiuler Sistem: Olgularin  %2’den azinda kardiyovaskuler

komplikasyon izlenir. Bunlar iginde; dogal ve prostetik kapak endokardite, miyokardit,
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perikardit, septik embolizasyon ve aortik anevrizmalar yer almaktadir. En sik tutulan
kapak aort kapagidir. Bruselloza bagli 6lumlerin en sik nedeni brusella endokarditidir.
Medikal+cerrahi tedavi gerekmektedir (3,26).

6-Solunum Sistemi Bulgulari: Brusellozda pulmoner infeksiyon hematojen yayilim
veya direkt inhalasyon yolu ile mikroorganizmanin alinmasina bagli gelisir. Solunum
sistemi bulgulari akciger abseleri, milier lezyonlar, hiler lenfadenopati ve plevral effuzyon

seklinde gozlenebilir. Nadiren balgamdan brusella identifiye edilebilir (3,26).

7-Genitoiiriner Sistem: Renal tutulum olgularda nadir gorilir. interstisyel neffrit,
piyelonefrit, eksudatif glomerulonefrit ve IgA nefropatisi bildiriimistir. Orsit brusellozlu
erkeklerin %20’sinden fazlasinda gorulebilir. Bayanlarda ise nadiren salpenijit, servisit ve
pelvik abse gelistigi bildirilmistir (3). Brusella hayvanlarda plasentanin koryoamniyotik
zarina yerleserek (eritriol varligi nedeniyle) disiiklere neden olmaktadir. insan
plasentasinda eritriol bulunmamasi nedeniyle insanlarda bruselloza bagli dusuk riski,

diger bakteriyel infeksiyonlarin seyrinde gorulebilecek dusuk riskinden fazla degildir (2).

8-Hematolojik Komplikasyonlar: Bruselloza bagli hematolojik bulgular iginde
anemi, lokopeni, trombositopeni ve kanama bozukluklari yer almaktadir. Olgularin
%75’ inde kemik iliginde granulomlar (3), yetiskin hastalarin %1’inde ve c¢ocuklarin
%4’Unde trombositopenik purpura tanimlanmistir. Trombositopeni agir olabilir ve bazi
hastalarda steroid tedavisi veya splenektomiye ihtiya¢c duyabilir (25). Hematolojik
anormallikler genellikle gecici olup basarili bir antimikrobiyal tedaviden sonra normale
donmektedir (3).

9-Deri Komplikasyonlari: Deri lezyonlari brusellozlu hastalarin yaklagsik %5’in de
gorulmektedir. Cogu gecici ve nonspesifik lezyon olup, ras, papul, Ulser, eritema

nodozum, petesi, purpura ve vaskulit gérulebilir (3).

10-Géz Komplikasyonlari: Uveit genelde gec ortaya ¢ikan bir komplikasyondur.

Kronik iridosiklit, numaler keratit, multifokal karoidit ve optik norit olusabilir. Brusella
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uveitinin immun yanita bagli olarak gelistigi dusunulmektedir, bu nedenle sistemik ve

topikal steroid tedavisi verilebilir (3,25).

1.12. Tani

Hastaligin belirti ve bulgulari 6zgun olmadigi i¢cin hastadan kapsamli bir dykinun
alinmasi 6nem tasimaktadir. Hastaligin erken ve uygun tanisi tedaviye erken

baslanmasinda dnemlidir (9).

1.12.1 Ornek toplama,saklama ve transportu

insan brusellozunun tanisinda en uygun érnekler; kiiltiir icin kan ve Ki; serolojik
testler icin ise serumdur. Brusella ayrica dalak, KC ve apse Orneklerinden de izole
edilebilir. En uygun sonucu almak icin ategli donemlerde birden fazla kan kulturu ve
mumkinse antibiyotik kullanimindan énce alinmalidir. Alindiktan sonra 1 saat iginde
islenmeyecek ornekler buzdolabinda saklanmalidir. Akut faz serum o&rnekleri
semptomlarin baglangicindan hemen sonra; konvelesan faz serum ornekleri ise 14-21
gun sonra alinmalidir. Serum orneklerinin saklanmasi durumunda dondurulmalidir. Eger

dondurma islemi mimkun degilse serumun her ml’sine %1 lik 10 pl merthiolat eklenir (4).

1.12.2. Orneklerin direkt incelenmesi

Kan ve Ki'nin direkt olarak mikroskopla incelenmesi tanida yeterli derecede duyarli

degildir. Direkt Floresan Antikor Testi i¢in uygun laboratuvar protokolu yoktur (4).
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1.12.2.1 Direkt etyolojik tani yontemleri

Hastalik etkeninin kultirden izolasyonu veya nukleer materyallerin molekuler tani

teknikleriyle gosteriimesi temeline dayanan yontemlerdir.

A. Kiltur yontemleriyle etkenin izolasyonu

Fakultatif hdcre igi paraziti olan etkenlerin kultirden izolasyonu 5-7 gln arasi bir
zamani gerektirmektedir. Rutin kultirler bir hafta boyunca takip edilerek stire sonunda
ureme saptanamamasi durumunda negatif sonuglar bildirilir. Steril olmayan vucut
bdlgelerinden alinan o6rneklerin  kultarinin kontamine flora bakterilerinin UGremesini
engellemek igin secgici besiyerlerine yapilmasi uygun olmaktadir. Etkenler et ekstresi,
triptoz, glikoz ve tuz igeren ortamlarda birgok tlrunun izole edilebilmesine karsin birgogu
da tiamin, niasin, nikotinik asit, biotin ve serum gibi maddelerin varliginda
ureyebilmektedir. Brucella’larin Gretiminde %5 koyun kanli agar, triptoz agar, triptikaz soy
agar, serumlu dekstroz agar, gliserol dekstroz agar ve kan kultir siseleri kullanilan
besiyerlerinden bazilaridir. Tum temel ortamlar Brucella digindaki organizmalarin
uremesini engellemek igin antibiyotik eklenerek segici hale getirilebilir. Bu amagcla belirli
oranlarda Polimiksin B, basitrasin, siklohekzimid, nalidiksik asit, nistatin, vankomisin
iceren antimikrobik komplekslerin kullanilmasi uygun olmaktadir. Etkenin direkt
izolasyonu igin genelde kati besiyerleri tercih edilmektedir. Bu besiyerlerinin en énemli
avantajlarindan birisi gelisen bakteri kolonilerinin morfolojilerinin incelenmesiyle taniya
katki saglamasidir (28). Etlv igindeki nem; uzamig inkibasyon suresi iginde besiyerinin
yuzeyinin kurumasini engelleyecek derecede yeterli olmalidir (9). Kan kultlrleri sadece
sivi ortamlarda ve bifazik ortamlarda yapilabilmektedir. Castaneda besiyeri olarak bilinen
nonselektif bifazik besiyeri; kan ve diger vucut sivilari ya da sutten Brucella
izolasyonunda tercih edilen besiyeridir. Tekrarlayan pasajlarla kontaminasyondan
kaginmak icin Castaneda tarafindan gelistiriimis kati ve sivi besiyerlerinin ayni sisede
oldugu kultdr ortamlaridir. Castaneda yonteminde kan 6rnegi ekildikten sonra kati ortam
Uzerine sivi besiyerinin gegmesini saglayacak sekilde sise egdirilerek kanin besiyerine

yayllmasi saglanir. Sise dik pozisyonda etlvde inklbe edilir ve ¢ giin boyunca her gun
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incelenir. Kati kisimda koloni olusumu halinde alt kdltarler yapilir ve identifikasyona
gidilir. EGer koloni olugsmamigsa yine 3 gun boyunca inkibasyonda tutularak incelenir. Bu
yontemle kultir genelde 1 hafta iginde sonug verir. 15 glinden sonra pozitif sonu¢ almak

nadirdir. Ancak olumsuz sonuglar 35 gunlik inkiibasyondan sonra rapor edilir (17,28).

Bakterilerin izolasyon suresini kisaltmak amaciyla lizis konsantrasyon yontemi
uygulanmaktadir. Bu yontemde hidcre i¢i bakterilerin agiga c¢ikmasi saglanir.
Santrifugasyonla yogunlastirilan bakteri suspansiyonu agar iceren besiyerine ekilir (17).

izolasyonda kisa sirede sonug alabilmek amaciyla ticari otomatik kan kiiltiir
sistemlerinden de yararlanilabilir. Brusellozlu hastalarin kan kultarlerinden bakteriyi izole
etme orani % 53.4-90 arasinda degismektedir ve kronik hastalarda duyarlilik oldukca
dasuktar (17,29).

Ki kiltirlerinden pozitif sonu¢ alma siresi kan kultiriine oranla daha kisa
olmaktadir. Bakterilerin klltirden izolasyonunu sinirlayan en dnemli faktorlerin basinda
antibiyotik kullanimi gelmekte ve antibiyotik kullananlarda kan kulturlerinden onemli
dlclide hatali negatif sonuglar alinabilmektedir. Antibiyotik kullananlardan Ki kltirlerinin

yapilmasi durumunda daha olumlu sonuglar alinmaktadir.

B. Molekiiler yontemlerle brusella DNA’sinin aranmasi

Brusellozun tanisinda 1990 yilindan itibaren kullaniimakta olan PCR; duyarhliginin
yuksek olmasi, hizli olmasi, herhangi bir vicut dokusunda uygulanabilmesi ve bulagtan
10 gun sonra bile pozitif sonug vermesi agisindan 6nemli bir gelisme olmustur. Degisik
hedef genler, primer ciftleri, PCR teknikleri ve ekstraksiyon yontemleri hem hayvan hem

de insan Brucella infeksiyonlarinin tespitinde de kullaniimaktadir (30,31,32).
Bruselloz tanisinda real time PCR kullanimiyla ilgili ilk calisma Redkar ve ark. tarafindan
yapilmistir (33).

Rt PCR testinin ¢alismasi igin; hedef DNA, iki primer, dort nukleotid trifosfat (ANTP),
polimeraz enzimi, tampon ¢ozelti icinde magnezyum iyonlari gereklidir. Reaksiyon Isi
donguleriyle yapilmakta; cift zincirli hedef DNA’nin ayrilmasi (Denaturasyon) icin 1si

yukseltilir ve sonra primerlerin tek zincirli DNA’'daki hedef bodlgelere hibridizasyonu
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saglamak (annealing) icin 1s1 dusurdlir. Daha sonra polimeraz enzimi yardimiyla tek

zincir DNA kaliplarina baglanan primerler 5’- 3’ yonunde uzatilir (Extension) (32,34).

Rt PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde edilen UrUnlerin varliginin saptanmasi;
c¢ift zincirli DNA arasina giren bir floresan boya veya floresan ile isaretli problar
araciligiyla yapilabilmekte bu amag igin Syber Green (SYBR Gren) veya floresan problar
(TagMan probu, Molekuler boncuk yontemi, Fluorescence Resonance Energy Transfer
(FRET) hibridizasyon probu) kullaniimaktadir (35,36,37). PCR ile bruselloz tanisinda
Tagman probu; jel elektroforeze gére daha 6zgul bulunmustur (38). Ayrica Brucella spp
tanisinda multiplex rt PCR ve PCR-ELISA ile ilgili galismalarda yapilmistir (39,40).

1.12.2.2 indirekt tan1 ydntemleri

Tanida kullanilan serolojik testlerin birgogu diger bakterilerle capraz reaksiyon veren

antilipopolisakkarit antikorlarin tespitine dayanmaktadir (33).

A. Tup aglitinasyon yontemleri

a.) Standart tiip aglitinasyon testi (STA)

ilk kez Wright tarafindan 1897 yilinda uygulanan bu test gok ekonomik olmasi
sebebiyle yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu testte; Brucella bakterileri hizla antijen
yapilarini degistirdikleri icin standart aglutinasyon veren S kokenlerinin isi ile éldurdlmus
fenolli suUspansiyonlari kullanilir (28,41). Test titresinin 1/160 ve Ustu olmasi aktif
infeksiyon icin 6nemli bir kanit olarak dusunulmektedir (42). Bu testte yalanci negatiflik
sonuglari; prozon fenomeni, hastaligin erken déneminde olmasi ve blokan antikor
varliginda gozlenebilir. Prozon’da; aglutinasyon, serumun dusuk dilisyonunda ve
Ozellikle serumun yuksek titrede antikor igerdigi durumlarda maskelenebilir. Siklikla 1/20
dilisyonda gorular; 1/80 ve Ustu dilusyonlarda nadirdir (30,41). Yalanci pozitif sonuglar
ise Francisella tularensis, Escherichia coli O116 ve 0157, Salmonella urbana, Yersinia
enterocolitica O:9, Vibrio cholerae, Xanthomonas maltophilia ve Afipia chevelandensis’e

karsi olugan antikorlar ile capraz reaksiyona baglidir (30). Yalanci pozitif ve negatif
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sonuglar sulandirimlarin 1/320 den daha fazla yapilmasiyla énlenebilir (3). Bu testin en
buyuk dezavantaji hastaliktan sonra titrenin uzun sure yuksek kalmasindan dolayi hasta
takibinde kullanilamamasidir. Diger bir dezavantaji ise bu testin B.canis infeksiyonu

tanisinda kullanilmamasidir (30).

b.) 2-Merkaptoetanol ve Rivanol ( Diamino 6,9 Etoxy acridin) Testi

Bu testler; immunglobulin (Ig)M pentamerinin disulfit baglarininin indirgenmesini
temel alir ve serumun bu maddeler ile muamelesi sonucu Ig M aglutinasyon yetenegini
kaybederken IgG etkilenmeden kalir. STA aglutinasyon yapan antikorlarin (Ig G ve Ig M)
total miktarini belirlerken bu testler IgG miktarini tespitte kullanilir (28). Bu maddelerle
islem gérmus serumlarla yapilan aglitinasyon deneylerinin yine olumlu bulunmasi Ig G
antikorlarina bagh olup hastaligin kroniklestigi anlamini tasir (43). STA ile bu testin

birlikte kullanimi akut olgularin ayirt edilmesinde ve takibinde 6nemlidir (44).

c.) Coombs testi (CT):

Cok nadiren blokan antikorlarin varliginda negatif sonu¢ alinir ve bu durum Coombs
testiyle saptanir (3). STA’da aglutinasyon vermeyen, Ig G sinifindan olan blokan

antikorlari tespit etmek igin kullanilir (6,28).

B. Kompleman birlestirme testi

Hastaligin ileri evrelerinde veya kronik hastalarda predominant olan IgG
antikorlarinin tanisinda; 1/64 ve Uzerindeki titreler dnemlidir (42). Antikomplementer

aktivitenin ortaya ¢ikmasi, kompleman gibi kararsiz reaktiflerin kullaniimasi, hastaligin

19



baslangic donemlerinde kompleman fiksasyonuna yanitin tespit edilmesindeki yetersizlik

ve teknik gereksinimler gibi dezavantajlara sahiptir (28,45).

C. Hizl aglutinasyon testleri

Hizli aglitinasyon testleri; Lam aglitinasyon testi ve Kart test yontemidir. Bu
testlerde alinan pozitif sonuglarin STA ile dogrulanmasi gerekmektedir. Bu makroskopik
aglutinasyon testlerinde boyali bakteri sispansiyonlari kullaniimaktadir. Boyali brucella
antijenleri kullanilarak tlpte aglutinasyon da (mikroaglitinasyon) arastirilabilir. Bu
uygulamayla STA’a gore daha az antijjen, daha az tup dilusyonu ve daha kisa
inkiibasyon suresi avantaji saglanir (28). Diger bir hizl test olan Rose Bengal testi (RB);
STA ile oldukga uyumlu sonuglarin alindigi tamponlanmis reaktifler ile dusik pH’ta
(pH:3.65) aglitinasyon temeline dayanan tarama testidir. Ticari olarak kullanilan kitlerde
B.abortus antijeni kullaniimaktadir ve bu testin duyarlihdr %96 ile %100 arasinda
degismektedir (3,28,42).

Spot test 6zel ydontemlerle boyanmis antijenler ile tam kanda tanida kullanilir (41).

D. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay(ELISA) Testi

Son zamanlarda 6zgul lipopolisakkarit antijenlerin kullaniimasi esasina dayanan
ELISA yontemlerinde; antijen olarak Brucella’larin tim hucreleri, lipopolisakkaritleri, tuzla
ekstrakte edilen proteinleri, nativ hapten polisakkariti ve dig membran proteinleri
kullanilabilir (28,46).

Hastaligin baslangicinda 6zgll IgM, Gglnci haftadan sonra ise o6zgul IgG
antikorlari serumda saptanabilir. ELISA yontemi akut ve kronik bruselloz tanisinda Ig
siniflarinin profilini veren, hizli, duyarh, 6zgul ve guvenilir bir yontemdir ve genis kitlelerin

taranmasinda uygundur (28,47).
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Hastaligin seyri sirasinda 1gG, IgM, IgA antikor titrelerindeki degisiklikler ELISA
yontemiyle klasik serolojik testlerden daha iyi tespit edilir ve bu test kronik bruselloz
tanisinda iyi bir segenektir (46,48).

E.Deri Testleri

Geg tip asiri duyarlilik testleri bruselloz tanisinda yardimci olmakta, 6zellikle gevis
getiren hayvanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir. insanlarda da kulanilan bu testlerde;
antijen olarak dldurtlmuas Brusella bakterileri, saflastirilmis bakterilerin 21 gunlik kultir
suzuntuleri ve ticari olarak hazirlanmis saflastirimis rekombinant bakteri proteinleri
kullaniimaktadir. Testte kullanilan antijenlerin lipopolisakkarit icermemesi gerekmektedir.
Aksi halde diger Gram negatif bakteri infeksiyonlarda capraz reaksiyonlar alinmasi
nedeniyle testin tanisal degeri olmaz. Brusellin alerjik deri testleri; tarama testi veya
tamamlayici test olarak yardimci olmaktadir. Brusellozun allerjik tanisinda en sik
kullanilan test ‘Brucellergen’ deri testidir. Brucellergen bir nukleoprotein kompleksi olup
deri igine siringa edildikten sonra 24 saat icinde injeksiyon yerinde kizariklik, 6dem ve
sertlik meydana gelmesi durumunda kisinin Brusella bakterilerine kargi asiri duyarli

olduguna karar verilir (28).

F.RIA

Testte kullanilan anti-human antikorlar '®lodine ile isaretlenir ve Brucella’ya karsi
olusan antikorlar saptanir. Bu testin duyarliiginin yiksek olmasina ragmen kompleks
olmasi ve radyoaktif madde kullaniimasi nedeniyle yaygin olarak kullaniimamaktadir
(31,42).
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G. Dipstick Test

insan serum o6rneklerinde Brucella spesifik IgM antikorlarinin tespiti i¢in basit
dipstick testi gelistirilmistir. Dipstick 1siya diregli antijeni; B.abortus 1119-2’nin sivi
KGltdrinin yikanmis hucrelerinin  95°C’de isitilmasini  takiben hiicre kalintilarinin
santrifuigasyon ile kaldiriimasiyla hazirlanir. Hazirlanan bu preparat nitroseluloz banda
belli bir ¢izgi olarak nitroseltlozu kaplayarak uygulanmigtir. Testin sensitivitesi hastaligin
ilk 2 ayinda %89 ve hastaligin 2-4 aylarinda %83.1 olarak bulunmustur. Testin
hesaplanan spesifitesi ise %98.6 olarak bulunmustur. Testin uygulanmasinin kolay olusu,
O0zel ve cok fazla deneyimli personel gerektirmemesinden dolayi saha kullanimi igin

uygun oldugu belirtilmistir (49).

H. Brusellacapt Testi

Total anti-brucella antikorlarinin immunocapture-aglitinasyon teknigi temelinde

bruselloz tanisi igin yeni bir testtir. Tanisal etkinligi Coombs testine esittir (50).

1.13. Tedavi

Brusella cinsi bakterilerin intraselliler karaktere sahip olmalari 6nemli tedavi
sorunlarina yol agmaktadir, 6zellikle subakut ve kronik formda oldugu gibi bakteriyeminin
nadir oldugu durumlarda sorun daha fazladir. Antibakteriyel ajanlar brusellozun
tedavisinde semptomlarin suresini kisaltir ve komplikasyonlarin insidansini azaltir. Tam
bir tedavi kultiru elde etmek ve relapsi onlemek igin uzun sureli tedavi gereklidir; verilen
antibiyotiklerin invitro aktivitelerinin olmasi ve de intrasellller yeterli konsantrasyonlara
ulagsabilmeleri gerekmektedir (3,25,51). Bruselloz’da tedavi yaklasimlarinda diger bir
gereklilik de,relaps riskini azaltmak ve hastaligin kroniklesmesini 6nlemek amaciyla

kombine antibiyotik kullanimidir (25).
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Tedavide en etkin ajanlar tetrasiklinlerdir. ilk secilecek tedavi rejimi, doksisiklin
2x100mg,oral (6 hafta) + streptomisin 1gr/giin, IM(3 hafta) kombinasyonudur. Bu
kombinasyon relaps orani en disik tedavi rejimidir. Ikinci secilecek tedavi rejimi,
doksisiklin (2x100mg)+ rifampisin(1x600-900mg) (6 hafta)sireyle kombine kullanimidir
(3,25,52,53).

Diinya Saghk Orguti(WHO)nun 6nerisi de; doksisiklin(200mg/giin)+ rifampisin(600-
900 mg/gun)alti hafta veya doksisiklin(200 mg/gun)alti hafta ile stretomisin(1 gr/gun-
IM)Gg haftadir (3).

Diger aminoglikozitlerin kullanimina yonelik c¢alismalar da yapilmaktadir,
streptomisin yerine gentamisin (5 mg/kg/gtin) veya netilmisin (10-14gtn) kullanilabilir.

Tobramisine in vitro direng vardir (3,25,52,53).

Ko-trimaksazol, bruselloz tedavisinde basta monoterapi seklinde uygulanmisg,
ancak yuksek relaps oranlari nedeniyle terkedilmistir. Ko-trimaksazol, rifampisin veya
aminoglikozidlerle kombine edilerek 8 yasindan klguk ¢ocuklarda, gebelerde, emziren

annelerde ve tetrasiklin tirevlerine intoleran hastalarda kullanilabilir (3,10,53).

Kinolonlar, hucre iginde gegislerinin iyi olmasi nedeniyle bruselloz tedavisinde 6n ve
monoterapi olarak denenmis, fazla relaps goérulmesi Uzerine kombine tedavi rejimleri
icinde kullanimina baslanmistir (3,53). Yine makrolitlerden azitromisin, brusella
tedavisinde tek basina veya streptomisin ile kombine tedavileri hayvan calismalarinda

denenmig, ancak standart tedavi rejimleri kadar basarili bulunmamistir (53,54).

Norobruselloz tedavisinde doksisiklintrifampisin  ve /veya ko-trimaksazol
kombinasyonlari tercih edilir. BOS’a gegisi iyi olan 3.kusak sefalosporinler tedaviye
eklenebilir. Streptomisin, santral sinir sisteminde terapotik seviyelere ulasamadigindan
norobrusellozda kullanilmaz (3). Tedavi suresi uzundur; en az u¢ ay olmak Uzere, hasta

iyilesene ve BOS bulgulari normale dénene kadar tedavi surdurulebilir (3,5,25).

Brusella endokarditinin tedavisinde ise doksisiklin ile iki farkli ajanin kombine
kullaniimasi gereklidir. Doksisiklin + rifampisin tko-trimaksazol kullanilabilir. Cogu vaka
medikal tedaviye ilaveten cerrahi girisim de gerektirir. Her iki komplikasyonda da 6-9 aya

varan tedavi sureleri uygulanir (3,25).

Sekiz yasindan kuguk ¢ocuklarin tedavisinde rifampisin + ko-trimaksazol (4-6 hafta)

veya rifampisin (4-6 hafta) + gentamisin (5 mg/kg/gun) (5-10 gun) verilebilir. Gebelik ve
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emzirme doéneminde rifampisin + ko-trimaksazol veya rifampisin + gentamisin veya

seftriakson kombinasyonlari tercih edilmelidir (3,25).

Hepatik, splenik, paraspinal veya diger yerlesimli brusellar apselerin tedavisinde
medikal tedaviye ilaveten apsenin cerrahi drenaji saglanmalidir. Bu olgularda da tedavi

suresi hastaya gore ayarlanmalidir (25,54).

1.14 Korunma

insanlarda brusellozun énlenmesi 6zellikle koyun-keci, sigir gibi evcil hayvanlarda
hastaligin kontrolu ve endikasyonuna baglidir (3,55). Brusellozun korunma ve
kontrolinde; kuzu ve oglaklar 4-5 aylik iken B.melitensis Rev-1 asisi ile agilanmaktadir.
Rev-1 asisi ile asilanan koyunlarda ikinci veya uglncl gebeligin sonuna kadar korunma
saglanmaktadir. Sidirlarda bruselloza karsi bagisiklik olusturmak igin B.abortus S-19
asisi 4-8 aylik danalara uygulanmakta olup, bu agi hayvanlar 4.-5. gebelige kadar
korumaktadir. Son yillarada B.abortus biyotip-1'in rough kiltirinden elde edilen RB-51

susunun asli asl susu olarak kullaniimasi dnerilmektedir (3,56).

Ozellikle kirsal kesimde yasayan halkin biliclendirilmesi tiketilen sit ve st

artnlerinin kaynatilarak veya pastorize edilerek hazirlanmasi saglanmalidir (3,55).

Risk altindaki meslek gruplarinin(mezbaha isgileri, et paketleyicileri, veterinerler,
hayvan bakicilari, laboratuar c¢alisanlari vb.) eldiven ve tim Kkollarini 6rten giysiler

giymeleri, gozluk takmalari alinacak dnlemlerdendir (55).

Laboratuar kaynakli brusellozdan korunmak igin brusella ile ilgili islemler

bakteriyolojik emniyet kabininde yapilmalidir (22,57).

Brusellozlu olgularin Sadlik Bakanhgi’na mutlaka bildirimi yapiimaldir. Ayni sit ve
sut drunlerini yemek-igmek ve hasta hayvan ile temas etmek aile i¢i bulaga neden
olmaktadir. Bu nedenle bruselloz tanisi alan kigilerin aile bireyleri taranmali ve gerekirse

tedavi 6nlemleri alinmalidir. Ayrica etler iyice pigirildikten sonra tuketilmelidir (55).
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2. PROLIDAZ

2.1. Prolidazin Tanimi

Prolidaz hidrolazlar sinifina ait bir enzimdir (58,59). Uluslararasi siniflandirmaya
gore; EC 3.4.13.9 sinifinda yer alir. Hidrolazlar gesitli baglarin hidrolizini kataliz ederler.
Bu baglar; C-O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit bagini da igeren bazi bazlardir. Prolidaz
enzimi karboksil terminal pozisyondaki prolin veya hidroksiprolin iceren dipeptitlerin

hidrolizini katalizler.

1937 yilinda Bergmann ve Fruton glisin-prolin’in dnceden bilinen peptidazlardan
farkli, intestinal mukozal bir enzim tarafindan hidroliz edildigini saptamiglardir (60). O
tarinten itibaren prolidaz adi verilen bu enzimin pek ¢ok memeli dokusunda varhgi
gosterilmistir (61,62). Enzim yaklasik 60 yil 6nce bulunmasina ragmen 6nemi 25 yil dnce

eksikligi galismalari yapildiginda anlasiimigtir (63).

2.2.Prolin

Prolin esansiyel olmayan bir imino asittir. Glutamatin halka yapisindaki bir tarevidir.
Prolin sentezinde glutamatin y-karboksi grubunun ATP ile tepkimeye katilmasi sonucu y-
glutamilfosfat olusmaktadir. Bunun NADPH ile indirgenmesi sonucu olugan glutamat y-
semialdehit sonra kendiliginden A’-prolin-5-karboksilat olusturmak Uzere halkalagmakta
ve bu yap! indirgenerek prolini olusturmaktadir. Prolin katabolizmasinda prolin oksidaz ile
prolinden olusan A’-prolin 5-karboksilat, glutamat y-semialdehit ile ornitine transamine

olabilmekte veya glutamata oksitlenmektedir (64).

Prolinin diger amino asitlerden farki R grubunun hem amino grubu hemde a karbon

grubuna bagl olarak siklik bir yapiya yol agmasidir (Sekil-1).
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Sekil-1. Prolin ve diger amino asidin genel yapisal gérunumu

Benzersiz yapisal 6zellikten dolayi prolin bir peptit sekansina girdigi zaman 6nemli
konfarmasyonel Ozellikler gdosterir. Bu aminoasidin siklik yapisi polipeptit omurganin
yapisal yonlerine temel sinirlamalar getirmektedir. Prolin siklik yapisinin sonucu olarak
hicbir fonksiyonel grup icermez ki bu durumda hidrojen bagina veya peptit bir bagin
rezonans stabilizasyonuna katilmayi engeller bu nedenle prolin a helix veya 3 tabakall
sekonder yapilarina uyumlu olmayan tek amino asittir. Kemik, tendon ve destekleyici
membran dokularini ana bileseni olan kollejen prolinin yapisal 6zelliklerine belirgin bir
sekilde baghdir (65).

Prolinin siklik yapisi a karbon ve Nitrojenin bir peptit bagindaki rotasyon agisini
sinirlamaktadir ki normal olarak bitisik amino asitlerin reel gruplari arasindaki siterik
engelleme veya elektrostatik repulsiyona baghdir. Prolin potansiyel bir yapi kirici olan ve
peptit zincirlerinin yonunu degistirme egilimine sahip peptit zincir igine sabit bir egim
takdim eder. Proteinlerin ylzeyindeki ters bir donus veya sag¢ tokasi egdimi seklinde
onemli yapisal olayin proteinler igindeki en &nemli sonucu prolin tarafindan

olusturulmasidir (66,67).

Prolin ve hidroksiprolin, kollajen yapisinda yer alan en 6nemli amino asittir. Prolin
turevleri olan 3-hidroksiprolin ve 4-hidroksiprolin karigik fonksiyonlu oksigenazlar
kullanilarak polipeptit zincirinde bulunan prolin kalintilarindan elde edilmektedir.
Hidroksiprolinin hidroksiprolin oksidaz ile pargalanmasi sonucunda glioksalat ve pirtvat

olusmaktadir. Hidroksiprolin hidrojen yapim ve yikiminda acgida cikar (64).

Prolin biyolojik olarak aktif peptitlerin enzimatik degradasyona karsi koruma
saglamaktadir. Bu durum peptit veya protein prekdrsorlerinin post transyasyonel
modifikasyonlarinin regllasyonunda acgik¢a bellidir. Polipeptit zincirinin iginde yerlesik
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olan prolin amino asitler, zincirlerin enzimatik sureci dncesinde modifikasyon bdlimunde
bulunur ve polipeptit zincirinin hassasiyetine protelize sinirlayan yapisal unsurlar olarak
hareket eder. Bu durum peptitlerin post-translasyonel modifikasyonunda gorev alan
ekzopepdidazlarin 6zelligi ile iliskili arastirmalarda gosterilmistir. Pek ¢ok biyolojik olarak
aktif peptitlerin  amino ucuna vyakin yerlerde ortaya c¢ikan prolin gozlemiyle
desteklenmektedir (68,69).

Prolin ve hidroksiprolin prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen atomunun
girmesi ile olugsmaktadir. Bunlar genelde imino asit ismiyle adlandirilir. L-prolin amino
asitlerin hicre digi havuzunun temel bilesenidir. Bunu sadece glutamin ve alanin amino
asitleri takip eder. Hidroksiprolin oOncelikle vucut sivilarinda oligopeptitlerde
bulunmaktadir. insanlarda hidroksiprolinin yapisi 4-hidroksi —L-prolin seklindedir ve viicut
sivilarinda daha az bulunur. Protein yapisinda bulunan hidroksiprolin peptide bagli

prolinin hidroksillenmesi ile olugsmaktadir (70).

COOH OOH on’ \ COOH
A : : \ COOH
H H H H

L-Prolin 4-Hidroksi-L-prolin 3-Hidroksi-L-prolin D-Prolin

Sekil-2. Memeli kollajeninde bulunan prolin ve hidroksiprolin izomerleri

Prolin ayrica Kreps ve ure dongusuyle metabolik olarak baglantilidir. A -prolin-5-
karboksilik asit prolin metabolizmasinda iki donguyu birbirine baglayan bir pozisyondadir.
Prolinin karbon zincirinden Krebs dongusine gegisi, tim dokularda bilinen klasik yoldan

2-oksaglutarik asit metabolizmasi ile olur (71).
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PROLIN

A-Prolin-5-karboksilik asit
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GLUTAMIK ASIT \4\
I/ ORNITIN
U

URE
DONGUSU

(Gama-amino
butirik asit

Ure

Kiksinik asit|  DONGUSU

Sekil-3. Prolinin metabolik yollarla baglantisi (Scriver 1978) (71).

2.3.Prolidazin Yapisi

Prolidaz enzimi bir gok memeli dokusunda ve mikroorganizmalarda dagilim gosterir.

Dogal, sitoplazmik, homodimerik bir metaloenzimdir. Mn*2 prolidaz enzimi aktivitesini 5-

10 kat arttirmaktadir (K.E.66) (70). Mn*?a ek olarak enzimin maksimum aktivitesi icin

aktif merkezinde arjinin ve anyonik amino asit artiklarinin olmasi gerekir (70).

Proteazlar hep monomer yapida olmasina ragmen tum prolidazlar dimer yapi

gosterirler ve ancak bu sekilde katalitik aktivite gosterirler (72). Prolidaz glikoprotein
yapisindadir ve agirhk olarak %5 karbonhidrat i¢cermektedir. Prolidazin saptanan
sekonder yapisinda a-heliks (%33), B-tabakali (%41) ve 30 potansiyel beta baglanti

bdlgelerine esit bir sekilde dagilmis hidrofobik ve hidrofilik alanlar bulunmaktadir. Enzimin
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primer sirasi bilinen proteinlere benzemez fakat bazi siralar (%29'danfazlasi) Fi-ATP

az’in a ve 3 sublnitelerinin sirasina benzerlik gostermektedir (70,73).

Prolidaz enziminin aktif merkezinde tiyol grubu yer alir ve bu grup bloke edilirse
aktivite duser. Bu da sisteinin enzimin aktivitesi i¢in gerekli oldugunu goésterir. Dogal
enzim icin optimum Ph:7,6-7,8'dir ve izoelektironik nokta pH:4,4-4,5 olarak saptanmis
olup bu deger yapidaki asidik amino asitlerin varligini belirtmektedir (70). Enzimin
karakteristigi arastinldiginda DEAE (Dietilaminetil sellloz dizi kromatografisi)

kromatografisinde prolidazin iki pik verdigi gorulur (72).

Bai Hu 1992 yilinda yapmis oldugu ¢alismada prolidazda her monomer igin iki aktif
bdlgenin oldugunu saptamis ve enzimin duruma bagh olarak bu iki aktif bélgenin substrat
spesifikligi ve Mn*? ile preinkiibasyon ortamindaki aktivasyon bakimindan da farkhlik

gosterdigini ortaya koymustur (72).

2.4.insan Prolidazinin Primer Yapisi ve Gen Lokalizasyonu

Prolidaz geni semboli PEPD’dir ve insanda 19 numarali kromozomun kisa kolunda
lokalizedir (19p 13,2 bdlgesi). insan cDNA ‘si 1482 baz ciftinin okunmasiyla olusur bu da
493 amino aside karsilik gelmektedir (73). Enzimin komplementer DNA klonlari insan

karacigeri ve plesental cDNA bankalarinda izole edilmistir.

Prolidazin ntkleotit sirasi saptanmistir. Enzim amino asit olarak X-Ala-Ala-Ala sirasi
ile baslamaktadir (74). Prolidaz geni (PEPD) polimorfik allelleri icerir, bu aktiviteyi
engellemez ve nadir alleller prolidaz eksikligine neden olmaktadir (70). Amino asit
sirasinin saptanmasi ve gen lokalizasyonu enzimin eksikliginin sebep oldugu kalitsal
hastaligin temelinin anlagiimasi bakimindan énemlidir. Prolidazin genomik sirasi oldukga
genigtir. En az 130 kb ve 15 ekson igcermektedir. Ekson intron baglantilarindaki tim
konformasyonlar GT/AG kuralina uymaktadir. Kodlama sirasi genomik siranin % 2

‘sinden olugur. Ekson uzunlugu 45 bp’den 528 bp’ye kadar ulagir.
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Sekil-4. Prolidaz genini iceren kromozom 19(Endo ve Taloue 1989) (74).
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=18 CCAGTOCOGOGCaAME

+1 ATGGCOGCOUCCACCOOACCCTCOTTTTOOCTG0G0AATGAAACCETOAMGGTSCCOCTOOCOCTCTTTOCCTTGAACCGOCAGRACCTa
+1 MetAlaAlaAlaThrdl yProSerPheTrplenol luThrieulysVa lProLeudlaleuPhedl sleukanArgdl nkrgley

K20 K23

TGTGAGCGGCT GCCOAAGAACCCTGCTATGCAGOCCOGCTCCATCOTGOTCCTGCAGGGCGGGGAGEAGACTCAGCGCTACTGCACCGAC
CraGlubrglenhirglysaanProAl a¥alOlnAladlySerlleVal Valleudladl yalyGlud]l uThrOl aArgTyrCyeaThrAsp

ACCGGOOTCCTCT TCCTCCAGOASTCCTTCT T TCACT BGGOGT TCGGTGT CAC TOAGCCAGOCTGCTATOOTOTCATCOATOTTGACACT
ThrGly¥alLeuPhelauGlaGluSsrPhePheHisTrpAl aPheSiyValThrGluProG) yCyraTyrGlyVallleAspVal AspThr

GOGAAGTCOACCCTOT T TaT GOCCAGIC T TCC TGCCAGCCATOCCACE TEGA TOOTAAAGATCCAT TOCAAGSAGCACT TCAAGGAGAAG
leLalﬁtrThrLtuPhlﬂlllruanLnnFrnlll!&rﬂiya:nThrTrpu-talilygtl-Hl-lirLruﬁlnHj:!n-L;-GjuLpl

K15
TATGCCOTOOACGACOTCCAST ACOTAGATOAGAT TOCCAGCOTCCTOACGTCACAGAAGCCCTCTATCCTCCTCACTTTOCUTGGECOTE
TrralaValAspAspYalGlaTyr¥alAspOlul leAl aSerValLeuThrSerGinlysProSsryalLéuleaThrLeuArgGl ¥Val

AACACGOACAOCOGCAGT OTCTECAGGOAGGCCTCCTTTGACGGCATCAGCANGT T COAMGTCAACAATACCATTCTTCACCCAGAGATS
AsnThrAspSerdlySerValCraArgOlubl aSerPhehapGlyl leSerLyaPhelliuval snThrileLeuHiaProGialle

GTTGAGAGCCGAGTGT TTAAGACGOAT ATGOAGCTGGACOT TCTGOOCT ATACC AAT ALAATCTCCAGCGAGGCCCACCGTOAGOTAATG
ValGluSerArg¥alFhelysThrispMe tOluleudlu¥alLeuvArgTyrTheAsnlyel leSerSerGlulkl aHisArgdiuvalMal

AAGECTOT ARAAGTOOGAATOAARGAATATOOOT TGOAAAGCCTCTTCGAGCACTACTGCTACTCCCGOGOCGGCATGOGCCACAGCTCC
LysAlaValLyaValGlyMe tLyaGluTyrdlyLevdiuSerLeuPheGluHisTyrCraTyrSerArgGlyOl yMetArgHlinSerSer

K28 iy

TACACCTACATCTOCOGCAGTOOTCAGAACTCAGCCOTOCTACACT ACGOACACOCCGRAGCTCCCAACOACCOAACOATCCAGAATGGE
T¥rThiCralleCrallySerdlrGludsnSerdlaValLeudisTyrdlyHisAlaGiyalaProAsnkspAreThrl leSlnkant]y

GATATOTGOCTOTTCOACATSGOCCOTOAGTATTACTCTOTCOCT TCCGACATCACCTOCTCCTTTCCCCOCAACQGCAADT TCACTOCA
AspMe lCyaLleuPhedapletGlyGl ydluTyrTyrSerYalAlaSerdspl laThrCrsSerPheProhrghenG]l yLyaPhaThrils

GACCAGAAGOCCOTCTATOAGOCACTOCTOCTOAGCT COCOTGCCOTCATGOOTOCCATGAAGCCACOTGACTOOTOOCCTOACATGCAC
AspGinLysAla¥YalTyrdluklavalleuleuBerSerArgAlaValMetOl rilaMeilysProClyAspTroTrpProAspie LHIS

CGCCTGOCTGACCOCAT CCACCTOGAGGAGCT GGCCCACATGGOCAT CCTGAGCCACAGCOTGOACOCCATGUT CCAGOCTCACCTGOCD
ArglheuhladspArgl loisLeuGluGiuleuAlatisletdlylloleuSerGliySarvValAspAiade tValGlnAlaHisLeuG]y

GCCGTOTTTATOCCTCACOGOCT TGOCCACT TCOTOGOCATTGACOTOCACGACOTOGGACGCTACCCAGAGOOCOT GOAGCGCATCOAL
Ala¥alPheMetProtisG]l yLeud] yHisPheleuGl vl ledapValHisAepValGlyGl yTrrProGiuSl yYalGludrgl ladep

GAGCCCGOCCTGOOGAGCCTOCGCACTGCACGICACCTOCAGCCAGICATGATGCTCACCOTOUAGCCOOOCATCT ACTTCATCGACCAL
GluFroGlyLewArg3erLeuArgThrAlsArgHlsleul)nProGl yMetVal LeuThr¥alGluProGlylleTyrPhelleAspHis

CTCCTOOATOAGOCCCTOOCGOACCCOOCCCOCOCCTCCTTCCTTAACCOCOAGCTCCTGCAGCOCT TTCGOGOT TTTAGCGOGOTCCGE
LeuleuAnplludlaleudl alapProAlsdArgAlaSerPhelevAanArgdluYalLeuGl nArgPheArgGl yPheGlyGl¥YalArg

ATCOAGGAOGACOTCOTOATCATCOACAGCOOCAT AGAGCTGCTOACCT GCOTECCCCGCACTOTCOAASACATTOAAGCATGCATGRCA
[lefludivaspValValVal [ leAspSerGlylleGluleulouThrCyeVal ProArgThrValGludlul leGludlaCysMelAla

GOCTOTGALAAGGCCTTTACCECCT TCTCTOOCCCCAAGT AGAGCCAGCCAGAAATCCCAGCOCACCTGOGGOCCTGECCTTOCAACETE
GlyCyaAnpLysAl aPheThrProPheSerdiyProLyssss

K8 493
TITTCGT GATOGGCAGCCTOCTGOTCAGCACTCCAGT AGCOAGAGACGOCACCCAGAATCAGATCCCAQGCTTCOGCATTTGATCAGACCA

AACAGTGCTATT TCCCGOOGAGGAAACACTTTTTTAATTACCCTT TTGCAGGCACCACCT TTAATCTOTTTTATACCTTGCTTATTAAAT
QAGCOACTTAAAATOATTGAAAAT AT CCTATCCT T TAGTAGCAAGT AAMAATOTOTCT TOCTOTCATTTATATTCCTTTTOCCAGOAAAG
AAGCATTTCTOATACTTTCTOTCAAMAAATCAATATGCACAATOGCATTTOCAAT ALAAGGTTTCCTAAAATOAAAAAARARAARALANAN

AR
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Sekil-5. Prolidaz cDNA ‘nin amino asit ve nikleotit dizisi (Endo veTanoue 1989)

(74).



2.5.Prolidazin izoenzimleri

Dietiaminoetil selluloz dizi kromatografsi (DEAE) ile kultarlG deri fibroblastlari ve
normal insan eritrositlerinden ayristirilan prolidazin 2 formunun oldugu goértlmasttr (75).
Bunlar prolidaz | ve prolidaz Il olarak isimlendirilmigtir. Bu iki izoenzim subsrat spesifitesi
ile bazi kimyasal 6zellikler bakimindan farkliliklar gosterirler (76). Bu iki izoenzimi ilk izole
eden Butterworth ve Priestman olmustur (1985). Sonra Myara ve arkadaslari 1987 ve
1989 yilinda (77,78), Ohhashi ve arkadaslari ise 1990 yilinda izoenzimleri izole etmeyi
basarmiglardir (64).

izoenzimlerin molekil agirliklari saptanmis ve prolidaz I'in molekil agirhginin 112
kDa oldugu ve birbirini tamamlayan esit molekul agirliginda 2 subUniteden olustugu
(56kDa) bulunmustur (64,76). Prolidaz Il ‘nin ise molekul agirliginin 185 kDa oldugu ve
birbirine es iki sublniteden (95 kDa) olustugu gézlenmistir (64,79,80).

Prolidaz | tum insan dokularinda bulunur.Yapilan galigsmalarda prolidaz | ‘in tim
iminodipeptitlerle reaksiyona girmesine ragmen gly-pro dipeptitini tercih ettigi
bulunmustur. Cosson ve arkadaslari 1992 ‘de prolidaz Il nin gly-pro dipeptidine karsi
dusuk bir aktivite gosterdigini ve bu izoenzimin plazmada bulunmadigini kaydederek
preinkiigbasyonun uzamasi ile aktivitenin dnemli dlgide dustigunu gostermiglerdir (66).
Prolidaz II'nin en yuksek aktiviteyi gly-pro yerine met-pro ‘ya karsi1 gosterdigi saptanmistir
(76).

Prolidaz Il in vitro tespit etmek igin optimum sartlar; 1Mm MnCl;
konsantrasyonunda 24 saat 37°C’de preinkiibasyon oldugu bildirilmistir. Ayrica
Mn*?konsantrasyonunun yikseltilerek zamanin azaltilabilecegini ya da yiksek
preinkibasyon isisi, disuk MnCl, konsatrasyonu ve disuk preinkibasyon zamani
kullanilabilecegi kaydedilmistir (81). Cosson ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarda
prolidaz | ve prolidaz II'yi kromatografik olarak ayirdiktan sonra izoenzimlerin farkli doku

dagilimlari gosterdiklerini bulmuslardir (Tablo 2) (82).
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Tablo-2. insan prolidaz | ve prolidaz Il izoenzimlerinin doku dagilimlari (%)(Cosmos ve
Myara 1992)

Prolidaz | Prolidaz Il
Karaciger 53 47
Bobrek 62 38
ileum 53 47
Jejenum 53 47
Duadenum 42 58
Pankreas 22 78
Mide 42 58
Dalak 52 48
Beyin 36 64
Beyincik 44 56
Kalp 37 63
iskelet kasi 34 66
Eritrositler 51 49

Aragtirmacilar karaciger kaynakli prolidaz II’'nin karacigerde inhibe edildigini
saptamiglardir (64). Bu inhibisyona ise plazma proteinlerinin sebep oldugunu
belitmislerdir. Haptoglobilin, a, makroglobulin ve a4 antitiripsinin prolidaz II'nin
aktivitesinde etkili olmadigi fakat saf albuminin alti saatlik inkibisyondan sonra aktiviteyi
ortadan kaldirdigi goralmustar. Albuminin bu inhibitdér etkisine dayanarak insan

plazmasinda prolidaz II'nin aktivitesinin olmadidi agiklanmistir (82).

Saf insan bdbrek prolidaz I'in agaroz jel elektroforezindeki goruldiglu bdlge a4
globulin bélgesidir. izoelektrik noktasinin 4,65 oldugu titrasyon egrisinden bulunmustur.

Bu nokta insan ve hayvan dokularindaki diger prolidazlar icinde gecgerli olmaktadir.
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Cesitli insan dokularindan alinan prolidaz | izoenzimi tavsan immunglobilinleri ile
capraz reaksiyon verir fakat ayni immunglobilinler prolidaz Il ile reaksiyon vermez. Bu
durum hepatik fibrozis ve prolidaz eksikligi olan hastalarin dokulari ve plazmalarindan
prolidaz | arastirmalarinda bir spesifik immuinoassay yontem gelistirilebilecedini akla

getirmistir (81).

2.6.Prolidaz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Yapilan calismalarda enzimin aktivasyonu icin gerekli olan Mn*? iyonu yerine baska
metal iyonlarinin ilavesi ile inhibisyon oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismalar domuz bobrek
prolidazi (izerinde 1957 yilinda yapilmistir. Fe*?, Co*?, Ni*?, Cu*?, Zn *?, Cd*?, Ag*", Hg*?,
Pb*? ve Pt** iyonlarinin prolidazi inhibe ettigi bulunmustur. Ortalama 0,001-0,0004 M
araligindaki konsantrasyonlarda glutatyon kullanildiginda optimal stabilizasyon ve aktivite
saglandigi ancak glutatyonun yuksek konsantrasyonunun inhibisyona sebep oldugu
bulunmustur. Ayni arastirmacilar iyodoasetamin ve p-kloromerkiri benzoatin da enzimi

inhibe ettigine deginmislerdir (62).

Prolidazin substrat analogu olan asetilprolin ve trans-1,2 siklopentadikarboksilik asit
tarafindan kompetatif inhibisyonunda K; ‘in pH ‘ya bagli olarak izledikleri yolu
arastirdiklarinda enzimin fonksiyonel grubu ile substratin pKa: 6,6 ‘da baglandigini

bununla birlikte bu maddelerin inhibisyonunun farkl yollar izledigini gérmuslerdir (83).

1988 yilinda ise yapilan bir calismaya gore Mn*? ve Fe*? metal iyonlarinin enzim
aktivitesine onemli bir etkisi olmadigi bulunmustur. Bundan baska Co’nin Leu-Pro
disindaki substratlara karsi prolidazi inhibe eder. Cu*?, Hg*?, Cd*? , Zn*? ,Pb*? iyonlarinin

da enzimi dnemli derecede inhibe ettigi gdézlenmistir (84).

2.7. Prolidazin Kollajen Yapim ve Yikiminda Onemi

Kollajen yikimi interstisyel kollajenaz enziminin kollajen molekulinin amino ucuna

yakin bir ylzeyine baglanmasiyla baglar. Uglii sarmal yapidaki kollajen molekiiliine etkili
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enzim orijinal kollajen molekulinin %25 ve %75 kadarini tasiyan iki adet sarmal yapida
molekul agiga ¢ikarmaktadir. Sarmal yapilari dayanikh olmayan bu kug¢uk molekullerin
vlcutta parcalanmasi ile elde edilen polipeptitler, proteazlar tarafindan daha kuiguk

petitler veya serbest amino asitlere yikilmaktadir (64).

Prolidazin bltiin biyolojik fonksiyonunun prolin dongusuyle beraber kollajen
dejenerasyon Urunleri ve diger Xaa — Pro dipeptidlerin metabolizmasi olduguna
inaniimaktadir. Prolidaz C-terminalinde amino asidi prolin veya hidroksiprolin olan
dipeptidleri hucre icinde hidroliz eder. Prolin yeniden donguye girer ve yeni protein

sentezinde kullanilirken hidroksiprolin idrarla atilmaktadir (58,85).

Kollajen dokudaki amino asitlerin yaklasik %25’ini prolin ve hidroksiprolin
olusturdugundan, prolidaz kollajen yikiminda 6nemli rol oynamaktadir (86). Prolidaz
hicre igi protein yikiminin son basamaginda, ozellikle yuksek miktarda prolin igeren
prekollajenin yikimi asamasinda rol oynamaktadir (81,82). Enzim igin substrat kaynagi
kollajen olup imminopeptidler kollajenin yikiminin son basamaginda ortaya ¢ikmaktadir
(87). Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri asagidaki sekilde gorulmektedir (Sekil
-6).

Heri sentez

X-Pro-COOH

X-Hyp PROLIDAZ
v / \ A
ROTLATEN J——yfmire<epic |

droksi Idrarla
N / ; atihr
NH-Pro-X ~~ PROLINAZ

NH-Hyp-X

fleri sentez

Sekil-6. Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri (Myara ve Myara 1984) (86).

Prolidaz beslenme ile alinan proteinlerden ve vucuttaki depo kollajeninden imino
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asitlerin geri kazanilmasinda énemli rol oynar (88). Prolidaz C-ucunda prolin veya
hidroksiprolinin imino azotunu igeren peptid bag! bulunduran bilesiklerin hizla hidrolizini
katalizleyen tek enzim oldugu icin spesifitesi yuksektir (62). Prolidaz eksikligi prolinin
normal déngusundeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz eksikliginde blyutk miktarda prolin
ve hidroksiprolin Ure ile disari atilir. iminopeptidler gibi amino asitleri baglar ve sonug
olarak toplam prolin eksikligi olusur. Prolidaz enzim aktivitesi eritrosit, l6kosit ve
fibroblastlarda ¢ok duguktur. Etkilenen hasta bireylerde prolidaz enzim aktivitesi
saptanamaz. iminopeptiduri, ayni zamanda rasitizm, hiperparatiroidizm ve paget
hastaligi gibi durumlarda tanimlanir. Fakat iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢ok daha

yuksektir.

Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen dokulardaki anormalliklerle karakterize bir
sendromla sonuglanir (89). idrara salinan peptidler prolidaz igin substrat olarak gérev
yaparlar (89). Bu nadir genetik prolidaz eksikligi otozomal resesif olarak kalitimsaldir
(90). Prolidaz geni baska bir kalitimsal rahatsizlik olan miyotonik distrofi ile ilgili olmasi

acisindan 6nemlidir.

Prolidaz enzimi uzun zamandan beri bilinmesine ragmen onemi son yillarda
eksikligi calismalariyla iyice anlasiimistir (89,91). Bu yuzden bu konuda az sayida
¢alisma bulunmaktadir. Yapilan caligmalarin ¢cogu da eritrosit prolidazi ile ilgili olup
serum prolidazi hakkinda ¢ok sey bilinmemektedir. Prolidaz enziminin genetik eksikliginin
sonucunda mental gerilik , tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlari ile karakterize bir
klinik tablonun ortaya ¢iktigi bildirilmigstir (88,92). Prolidaz eksikligi olan kisilerde prolidaz |

aktivitesinin deri fibroblast kultiriinde ve kan hlicrelerinde azaldigi da gosterilmistir (93).

2.8.Prolidaz Aktivite Diizeyinin Olgiilmesinde Kullanilan Yéntemler

Alparslan ve arkadaslari 1993 yilinda viral hepatit, kronik aktif hepatit ve sirozlu
hastalarin serum prolidaz aktivitesini Chinard metoduyla olgmuslerdir. Bu hastalarin
serum prolidaz aktiviteleri bu metotla olgiimus ve degerleri kontrol grubundan anlamli

derecede farkli bulunmustur.
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1989 yilinda yapilan bir ¢alismada ise prolidaz eksikliginin molekuler analizini
yaptiklari ¢alismada prolidaz aktivitesini fare monoklonal IgG’leri ile hazirlanmis agaroz

kullanarak immun presipitasyon yontemi ile saptamiglardir (73).

Radzicka ve grubu ise prolidaz inhibitorleri ile ilgili yaptiklari ¢alismada, pH:6’da K+-
MES (4-morfolino etaanosilfirik asidin monopotasyum tuzu ) tamponunda 222 nM’de
Gly-Pro dipepdidinin kromofor grubunun kaybolmasi temeline dayanan devaml
spektrofotometrik bir yontem gelistirmiglerdir. Bu yontemi Mock ve arkadaslari da, N-agil
prolinin prolidaz ile pargalanmasindaki pHnin rolint arastirdiklari ¢alismada
kullanmiglardir (83,85).

Baska bir calismada ise deri fibroblast kultlrl ile elde edilen prolidazin aktivitesi
kapiller elekroforez ile saptanmigtir. Ayrica sonuglar kolorimetrik bir ydontem olan Chinard
ile de tekrarlanmistir (94).

Bu konuda yapilan bir ¢cok ¢alismada enzim aktivitesi dlgiminde modifiye edilmis
Chinard yontemi kullaniimistir (59,95). Mustafa Giltepe ve arkadaslar prolidaz aktivitesi
Olgum yonteminin mutlak aktiviteyi yansitip yansitmadigini arastirmiglar. Yontemdeki
mangan iyonlari ile yapilan aktivasyon igleminin proteinlerin ¢okturulmesi ve okuma
basamaklarini incelemigler. Mangan iceren aktive edici reaktifin inkibasyon slresince
stabil kalmadigini ve derigiminin enzim aktivasyonu i¢in uygun olmadigini dusunmusler.
Bu nedenlerle, fotometrik yontemin mangan derisimleri, 6n inkibasyon solisyonunun
pH’sini en uygun hale getirmigler. Ortamda var olan ve prolidaz enzimi ile
serbestlestirilen prolinin prolidaz enzimini inhibe edebilecegi ve ydntemin analitik
performansinin etkilenebilecegini gostermisler. Sonug olarak prolin inhibisyonunudan en
az etkilenecek hale getirilen modifiye(optimize) prolidaz Olgim metodunun mutlak

aktiviteyi daha iyi yansitabilecek bir yontem olabilecegini gostermisler (59).

Biz bu c¢alismamizda yeni gelistirilen modifiye (optimize) chinard metodunu

kullanmayi1 uygun bulduk.
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3-MATERYAL -METOD

Bu calismamizda 6zetle; Harran Universitesi Tip Fakdiltesine Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari poliklinik ve servisine bagvuran ve Akut
Brusella tanisi almig 35 gonulli hasta, yas, cinsiyet ve kilolari birbiriyle uyumlu, sigara
icmeyen, brusella disinda herhangi bir saglik sorunu olmayan Kigiler hasta grubu olarak
alindi. Ayrica saglikli ve gonuallt 35 kisi, yas, cinsiyet ve kilolari birbiriyle uyumlu, sigara
icmeyen, herhangi bir saglik sorunu olmayan kigiler kontrol grubu olarak alindi. Klinik
olarak tim hastalar detayl bir sekilde genel fizik muayeneden gegirildi. Tum hastalarda
Brusella tanisi Rose-Bengal Tup agglutinasyon ve Wright yontemleri ile konuldu. Alinan
kan onekleri santrifuj edildi ve serumlari ayrildi. Elde edilen serum Ornekleri ¢aligilincaya
kadar —80 °C ‘de muhafaza edildi. Calisma gunu serum ornekleri ¢dzulda ve prolidaz
enzim aktivitesini degerlendirmek Uzere kolorimetrik Olgim ydntemi olan optimize

Chinard yéntemi kullanildi.

3.1. GERECLER

3.1.1. Kullanilan Aletler:

Santrifilj Universal 30 rf®

Vorteks DCA-VF-2°

Visible spektrofotometre  Jasco V-530 UV/Vi3 Spectrofotometri®
Hassas terazi Sartorius®

Su banyosu  Niive BM 402°

Derin dondurucu (-80 °C)  New Brunswick Scientific®

pH metre Hanna®
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3.1.2. Kullanilan Kimyasallar:

Madde Adi

Prolin

Glisil-Prolin

Glasiyel asetik asit
Ortofosforik asit
Ninhidrin
Manganklorur (ll)hidrat
Trizma HCI
Triklorasetik asit

Prolidaz(Porcine

Kidney)

Serum fizyolojik
Glutatyon

Demir(ll) klorar

Cinko Asetat (ll) hidrat
Magnezyum klorur
EDTA (Triplex IlI)

TRIZMA BASE

Formiulu

Cs H2NO2

C7 H2N2O3
CH3;COOH
H3PO4
CoHsO4
MnCI;H,0
C4H11NO3HCI
C2HCI30;

100 Unite 2.4 mg

GSH
FeC|2
ZnC4H6042H20

MgCl,6H,0

C10H14N2N82032H20

C4H11NO3
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Firma ve Katalog no

Sigma P-0380
Sigma G-3002
Merck 541
Merck 564
Sigma N4876
Merck5917
SigmaT-3253
Fluka 91232

Sigma P-6675

CarloErba 51575
Fluka 96458
Riedel (1V) hidrat
Merck 8421

Sigma 93349



3.1.3.Prolidaz aktivitesi 6lgimiinde kullanilan ayiraglar:

1. 1 mM L-Prolin standarti 5mg/d| deiyonize su i¢inde hazirlandi
2. 1 mmol/L MnCl,; 4H,0 0.132 g tartiip pH:8 olan 0.05mol/L Tris tamponuyla litreye

tamamlandi.

3. 1 mmol/L GSH ,50 mmol/LMnCI 2 iceren pH:7’de 50 mmol/L Tris HCI tamponu
hazirlandi.( On inkiibasyon ¢ozeltisi )

4. Glisil - L prolin (144 mmol/ L): 144 mmol/L glisil-L-prolindipeptidi 6n inkibasyon
¢ozeltisinde eritilir. pH:7.8 ‘e ayarlanir.Taze hazirlanir.

5. Chinard c¢ozeltisi: 0.5 mol/L’lik ortofosforik asit igerisinde 3 g/dL olacak sekilde
ninhidrin 70 °C‘de eritildi.

6. Serum fizyolojik hazirlandi.

3.2.Serum prolidaz aktivitesi 6lglim yontemi (Optimize Chinard metodu ):

Substrat olarak glisil-prolin kullanilarak enzim aracili§i ile olusan prolinin asidik
ortamda 1sI etkisiyle ninhidrin ile renkli bir bilesik (pembe renk) olusturma ilkesine
dayanarak serum prolidaz dizeyi Olgulur. Rengin siddeti prolin konsantrasyonuna

baglidir ve spektrofotometrik olarak olgulur.

GLISIL-PROLIN PROLIDAZ GLISIN + PROLIN

»

Deney 3 basamaktan olusur:

1. Enzim aktivasyonu i¢in; Numunenin Tris-HCI MnCl;, ile preinkiibasyonu

2. Ornek ile glisil - prolinin inkiibasyonu

3. Serbestlesen prolinin spektrofotometrik olarak Chinard metodu ile dlgiimesi

Yontemde,100 uL serum ile 100 uL serum fizyolojik karistiriip bu karigimdan 25 uL
alinip 75 uL 0On inkubasyon solusyonu ile 37 derecede 30 dakika inkibe edildi
(preinkiibasyon). Daha sonra inklbasyonlu ve inkibasyonsuz diye iki ayri tip hazirlandi

ve asagidaki islemler uygulandi.
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Aviraclar inkiibasyonlu inkiibasyonsuz

100mM TrisTamponu 100uL 100uL
144mM Gilisil - L prolin 100uL 100uL

Preinkibe edilmis numune 100 uL 100 uL
Glasiyal asetik asit - 500 uL

inkiibasyonlu tiipler 37 °C’ de 5 dakika inkiibe edildikten sonra 1000uL glasiyal
asetik asit ilave edilerek reaksiyon durduruldu.Karigimin tzerine 300 uL Tris HCL
tamponu ( pH 7.8 ) ve 1000 uL optimize chinard solusyonu eklendi ve karisim 90
derecede 20 dakika bekletildi.

Ayiraclar Kér_  Standart  inkiibasyonlu inkiibasyonsuz
Gasiyal asetik asit (ml) 1 1 1 1

Tris HCLpH 7.8 (uL) 300 300 300 300
Optimize Chinard reaktifi(mL) 1 1 1 1
Standart 1

Yukaridaki iglemler uygulandiktan sonra tuplerin agzi kapatilip 20 dk 90 °C ‘de

tutulur ve daha sonra buzlu su banyosunda sogutulup 515 nm’de okutulur (59,83).

3.3.Prolidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Prolidaz aktivite dizeyi : (A-B) x [S] x Faktor

S
A: inkiibasyon tlipi absorbans degeri
B: Sifir zaman tipl absorbans degeri(inklibasyonsuz)
[S] : Standart konsantrasyonu (mmol/l)

S: standart absorbans degeri
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Faktor : Preink. Ortamindaki sulandirma x ink. Ortamindaki sulandirma

inkiibasyon zamani
F: 40x15

30’

Prolidaz aktivite duzeyi : (A-B) x [S] x Faktor : 1 litrede 1 dakikada olusan

S mmol prolin miktari

Prolidaz aktivite dizeyi : (A-B) x [S] x Faktor x 60 : 1 litrede 1 saatte olusan
S mmol prolin miktari

Serumda aktivite tanimi : 1uymol substrati 1 dakikada degigiklige ugratan enzim

miktari olarak yapilmistir. Birim U/l olarak tanimlanmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya Harran Universitesi Tip Fakiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklari poliklinik ve servisine bagvuran 35 gonulli akut brusella tanisi
konmus hastadan yas, kilo ve cinsiyetleri birbirine benzer nitelikte hasta grubu ile 35
kontrol vakasi dahil edildi. Hasta ve kontrol grubundan alinan kan 6rneklerinin prolidaz
enzim duzeyleri kolorometrik bir yontem olan Chinard yontemi ile dlgumu yapildi. Hasta
ve kontrol gruplari arasindaki cinsiyet dagilimi Tablo.3 de gdsterilmistir. Tablo da
gOsterildigi gibi hasta ve kontrol gruplari arasinda cinsiyet dagihimi agisindan anlaml bir

farkhlik goértlmektedir. Hasta ve kontrol gruplarinin serum prolidaz aktiviteleri Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo.3.Hasta ve kontrol gruplar arasindaki cinsiyet dagilimi

Grup Kadin Erkek Total
Hasta (n=35) 21 14 35
Kontrol (n=35) 16 19 35
Total (n=70) 37 33 70
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Tablo-4. Hasta ve kontrol gruplari arasindaki prolidaz parametreler

Hasta (n=35) Kontrol (n=35) P
Ortalama + SD Ortalama + SD
Prolidaz (U/L) 707.2338 + 10.1 613.0011 +4.0 P < 0.001

Sekil-7:Hasta ve kontrol gruplari arasindaki prolidaz parametreleri

800

700 =

600

PROLIDAZ

500

35
hasta

GRUP

35
kontrol
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5. TARTISMA VE SONUC

Biz bu calismamizda bruselloz hastalarinda kollagen metabolizmalarinda
gorulebilecek degisiklikleri incelemeyi hedefledik. Bruselloz 6zellikle gelisen Ulkelerde
evcil hayvanlar ve insanlarda gorilen bir enfeksiyon hastaligidir. Enfeksiyon Turkiye'de
ve Ozellikle Guneydogu Anadolu bdlgesi'nde endemik olarak gorultr (83). Turkiye'de
hastalik her yas ve cinsiyette gorilmekte olup, hastalik gérilme orani 15-35 yas arasinda
en yuksektir. Cinsiyetler arasinda gorulme sikhgi olarak belirgin bir fark goriimemektedir
(96).

Bruselloz hastaliinda kesin tani kan, kemik iligi veya diger enfekte dokulardan
etkenin Uretilmesiyle konur. Ancak bu oldukg¢a gugtur. Kan kultirinde Ureme oraninin
%20’den dusik olmasi ve Ureme igin ¢cogu kez 30 gunden fazla zaman gerekmesi
nedeniyle serolojik tani ydontemleri daha blydk 6énem kazanmistir. Ginimuzde hizli
izolasyon yoOntemleri kullanilarak tani sdresinin  kisaltimasina ve duyarlihgin
arttirimasina galigilmaktadir (27). Ozellikle kronik brusellozis vakalarinda kan kdiltdrleri
her zaman olumlu sonug¢ vermeyebilir. Boyle subakut veya kronik brusellozis vakalarinda
etkenin Uretilebilmesi igin kemik iligi kaltirG oOnerilir. Lokal formlarda ise bdlgeden
alinacak doku, aspirasyon ornekleri, BOS ve lenf bezi biyopsi kultlrlerinden
mikroorganizmay! Uretmek olasidir (97). Brusellozisin akut doneminde once IgM sinifi
antikorlarin artigi karakteristiktir. Yaklagik 1-2 hafta sonra bunu IgG sinifi antikorlarinin
artisi izler. Enfeksiyonun 3.haftasinda iyi bir antikor yaniti gelisir. lyilesme déneminde
IgG sinifi antikorlarin dizeyi birkag ay icerisinde duserken, IgM sinifi antikorlar
enfeksiyondan yillar sonra bile serumda dusuk duzeyde kalabilir. IgG antikorlarinin kalici
olmas» veya dustukten sonra tekrar yUkselmesi persistan enfeksiyonu veya relapsi
dusunduarur (98,99). Bruselloziste kullanilan tip aglitinasyon testine, Wright testi adi
verilir. Bu testle IgM, ve IgG sinifi antikorlari alt tiplerinin ayirimi yapilamamaktadir. Rose
Bengal testi, 6zel bir boya ile boyanan brusella antijenleri kullanilarak yapilan basit bir
lam aglutinasyon testidir. Tam kan kullanilarak yapilan lam aglutinasyon testine ise spot
test adi verilir. Tum testler icinde en sensitif olani ELISA’dir. Son dénemlerde indirek
hemaglitinasyon testi, radyoaktif immuno deney (RIA), polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) gibi yontemler de kullaniimaktadir (97). Rutin laboratuvar testleri tanisal degildir.
Lokosit sayisi gogunlukla normal veya azalmigtir. Eritrosit sedimentasyon hizi (ESH)

degisken sonuglar verir. Anemi ve trombositopeni bulunabilir. Sinovyal sivida ¢ogunlukla
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mononukleer hucreler hakimdir (98,99,100). Osteoartikiler komplikasyonlari olan
brusellozislilerde kan kultura pozitifligi osteoartikuler tutulumu olmayan hastalara gore
belirgin oranda dusuk bulunmustur. Serolojik testlerinin pozitiflik oraninda, rose bengal

titrelerinde ve indirek immuno fléresanda ise fark bulunmamaktadir (101).

Brusella enfeksiyonu insanlarda klinik bulgularin genis spektrum goésterdigi
multisistem hastalik tablosu olugturabilecegi gibi yalnizca serolojik bulgularin pozitif
oldugu asemptomatik tablo da olugturabilir (102). Semptomatik bruselloz vakalarinda
gorulen klinik bulgular nonspesifik olup siklikla gorulen bulgular; ates, miyalji, yorgunluk,
gece terlemesi, zayiflik/glgsuzluk, artalji ve hepatosplenomegalidir (103). Basvuru
semptomlarinin gesitliligi nedeni ile miliyer tiberkuloz, malarya, tifo gibi enfeksiyonlarin,
lenfoma gibi malignitelerin ve erigkin baslangich Still Hastaligi, sistemik lupus
eritematozus, romatoid artrit ve sarkoidoz gibi kollajen doku hastaliklarinin ayirici
tanisina girmektedir (102). Bununla birlikte brusella enfeksiyonu ile birlikte ¢esitli farkh
klinik gérinamler (organ tutulumu ve diger komplikasyonlari iceren) bildirilmistir. Degisik
klinik gérunuimler bu enfeksiyonun tanisinda yanilgilara yol agabilir (102). Bruselloz bu
sekilde pek c¢ok sistemi etkileyen bir hastalik olmasi nedeniyle vicudumuzda 6nemli
birgok dokunun yapisinda yer alan kollajenin metabolizmasini etkilemesi de ¢ok olasi
g6zukmektedir (102).

Kollajenler hayvansal dokularin ana bilesigi olup, vicutta en fazla bulunan proteindir
(104). Diger birgok dokuda oldugu gibi, karacierde de fibroblastlar tarafindan
sentezlenirler. Hepatositler ve presintzoidal hucrelerin de kollajen olugsuna katildigi
dusundlmektedir (93). Kollajen, bag doku iskeletinin temelini sadlar. Birgok hicre bir
kollajen matriksin iginde bulunur. Hucre, kollajen iligkisi; inflamasyon, hlcre hareketi,
yara iyilesmesi, trofoblast implantasyonu ve fetal gelisim icin temeldir. Kollajenin
aminoasid kompozisyonu, %33 glisin, %20-25 prolin ve hidroksiprolin, %5-11 lizin ve
hidroksilizinden olugur. Ayri genlerden olusturulan en az 24a zincirinden olusan, 15 tane
kollajen vardir. Tip 1,2,3,5 ve 11 fibriler kollajen olarak isimlendirilir. Yetigkinlerdeki
kollajenin %85-90’1 tip 1, %8-11’i tip 3, %2-4’G tip 5 icerir (93). Kollajen sadece pek ¢ok
organ ve dokunun degil ayni zamanda ekstrasellller matriksin de yapisal bir bileseni
olmasi nedeniyle bir ¢cok organ, doku ve hucre patolojisinden de etkilenmektedir. Ayrica
damarlarin duvarlarinda 0zellikle media tabakasinda, farkli tip damarlarda oranlari
degismek Uzere, kollajen fibriller bulunmaktadir. Yani damarlarimiz buyuk olgtide kollajen
doku icermektedir. Bu nedenle pek c¢ok organ ve doku gibi damar sistemini de

etkileyebilen mikroanjiopatik komplikasyonlara neden olabilen bruselloz gibi hastalik
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durumlarinda yapisal bir eleman olarak kollajen proteinin yapim-yikim ve yeniden yapim

dongusunun de etkilenmesi beklenir.

Kolajenin metabolik dongusinde prolidaz spesifik bir enzim oldugu igin dnemi
bayuktar (62). Kollajenin yikiminda ve prolinin kollajen yapimi dénglsune yeniden
katiiminda prolidaz aktif goérev almaktadir. Kollajen art arda birka¢ reaksiyonla
iminodipeptidlere ve bunlar da serbest aminoasitlere ayrlir. Bu aminoasitler genel
sistemik aminoasit havuzuna katilmadan tekrar kollajen yapimina girer. Prolin ve
hidroksiprolinin her biri kollajendeki amino asitlerin % 10'unu olugturur. Fakat
hidroksiprolin  kollajen  sentezine  katilmadigindan  ve  polipeptid  zincirinin
posttranslasyonel modifikasyonu sonucu prolinin hidroksillenmesiyle ortaya ciktigindan
dolay! kollajendeki amino asitlerin % 20 kadarini prolinin olusturdugu kabul edilir (105).
Kollajen yikiminin son basamagi prolidaz araciligi ile olmaktadir. Prolidaz kollajen
sentezi ve hucre gelisiminde rol alan prolinin déontsuminde 6nemli rol almaktadir.
Prolidaz beslenme ile alinan proteinlerden ve vucuttaki depo kollajeninden imino asitlerin
geri kazanilmasinda 6nemli rol oynar. Prolidaz enzimi (EC 3.4.13.9) -C ucunda protein
katabolizmasinda son basamakta olusan prolin veya hidroksiprolinin imino azotunu
iceren peptid bagi bulunduran bilesiklerin (X-Prolin veya X-Hidroksiprolin) hizli hidrolizini
katalizleyen tek enzim oldugu icin spesifitesi ylksektir (89,105). Bu enzimin aktivitesinin
eksikligi durumu, oldukga nadir karsilasgilan otozomal resesif gegisli kalitsal bir hastaliga
yol agmaktadir (106).

Prolidaz eksikligi prolinin normal déngusundeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz
eksikliginde biiyiik miktarda prolin ve hidroksiprolin iire ile disari atilir. iminopeptidler gibi
aminoasitleri baglar ve sonug¢ olarak toplam prolin eksikligi olugur. Prolidaz enzim
aktivitesi eritrosit, I0kosit ve fibroblastlarda ¢ok dusuktir. Etkilenen hasta bireylerde
prolidaz enzim aktivitesi saptanamaz. iminopeptiduri ayni zamanda rasitizm,
hiperparatiroidizm ve paget hastaliyi gibi durumlarda tanimlanir. Fakat iminopeptidiiri
prolidaz eksikliginde ¢ok daha yuksektir. Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen
dokulardaki anormallik sendromuyla sonuglanir. Etkilenen bolumler idrara asiri miktarda
iminopeptid salgilarlar ve bu peptidler prolidaz igin substrat olarak goérev yaparlar
(89,105). Prolidaz geni baska bir kalitimsal rahatsizlik olan miyotonik distrofi ile ilgili
olmasi agisindan énemlidir. Prolidaz eksikligi kronik deri Ulseri, tekrarlanan enfeksiyonlar,
mental retardasyon, splenomegali, karakteristik bir ylz gérunimu (6rnegin zayif saclar

yassi burun diz alin kalin dudaklar hipertelarizm) gibi gesitli klinik bulgularla baglantilidir.
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ilk defa 1968 yilinda Goadma tarafindan tanimlandi. 1974'de Powell ve arkadaslari

prolidaz eksikligi oldugunu gosterdi (92).

Prolidaz enzimi ile aciga ¢ikan prolin ve hidroksiprolin amino asitleri, kollajen
dokusunun yaklagik % 25’ini olusturmakta ve bag dokusunun devamliliginin saglanmasi
icin ise gereklidirler (107). Prolidaz enzimi; intestinal mukoza (108), bdbrek (61),
karaciger (109-110), beyin (111,112), kalp (113), uterus (113), timus (114), eritrositler
(115), lokositler (92,116), fibroblastlar (117) ve plazma (118,119) gibi pekgok dokuda
bulunmaktadir. Genis doku dagilimi olmasi prolidaz enzim aktivitesindeki degisimlerin

pekgok hastaligin gelisiminde ve sonucunda énem kazanabilecegini dusundirmektedir.

Prolidaz enzim aktivitesi 6lgimu ydntemi icin en sik olarak Chinard tarafindan
tanimlanan ninhidrin tepkimesi kullaniimaktadir (120). Bu tepkime daha sonradan Myara
ve ark. tarafindan bazi degisiklikler yapilarak optimize edilmistir (118). Bu yontemde
MnCl; ile 24 saat 6n inkUbasyon yapilip aktive edilen enzim, Gly-Pro substrati ile (Km =
2.9 mM) (121) 30 dakika inkibe edilip, aciga cikan prolin miktari Olcllerek enzim
aktivitesi hesaplanmaktadir. Bu metotda daha sonra Omer Ozcan ve ark tarafindan
optimize edilmistir. Gerekceside su sekilde agiklanmistir: Prolidaz enzimi aktivitesi
Olcimlerinde gdzden kacgan, ortamda var olan ve substratin parcalanmasi ile de agiga
cikan prolin amino asidinin enzimi inhibe etme riskinin varligidir. Clnku prolinin prolidaz
enzimini serumda fizyolojik olarak bulundugu konsantrasyonlarda guglu bir gekilde inhibe
ettigi kanitlanmistir (122). Bu nedenle biz de bu galismamizda bu optimize metodu

kullanmay! tercih ettik.

Prolidaz kollajen yapisindaki prolinin glisil ile yaptigi peptid bagini yikan tek enzim
olmasindan dolay! prolidaz aktivitesinin kollajen turnover hizi ile direkt olarak iligkili
olmasini bekleriz (62). lyidogan ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarda serum prolidaz
aktivitesinin klinik laboratuvarlarda kemik yapim ve yikiminin bir géstergesi olabilecegini
tespit etmiglerdir (123). Aksoy ve arkadaslarinin yaptigdi bir calismada diyabetiklerde
serum prolidaz aktivitesinin oldukga dusuk oldugu saptanmigtir (124). Celik ve
arkadaslar siroz hastalarinda serum prolidaz seviyeleri kontrol grubuna goére anlaml
olarak diusuk bulundugu ve kollajen turnoverinin insan karacigerinde sirozun gelisimiyle
degistigini ve prolidaz aktivitesinin bu dejeneratif karaciger hastaliginda kollajen
metabolizmasinin bozukluklarini yansitabilecegini ortaya koydular (125). Soner ve
arkadaslar kronik etanol ve selenium verilen siganlarin karacigerlerinde prolidaz |

aktivitesinin kontrollere oranla artmis olarak bulmustur (126). Arata ve arkadaslari ile
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Powel ve arkadaglari prolidaz enziminin genetik eksikliginin sonucunda mental gerilik,
tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlari ile karakterize bir klinik tablonun ortaya
ciktigini bildirmistir (127). Butterworth ve arkadaslari prolidaz eksikligi olan kisilerde
prolidaz | aktivitesinin deri fibroblast kultlrlerinde ve kan hicrelerinde azaldigi

gosterilmistir (93).

Gurdol ve arkadaslari ile Hui ve arkadaslari prolidaz aktivitesinin birgcok dokuda ve
amniotik sivida bulundugunu belirlemigtir (111,128). Zuyderhoultf ve arkadaglari
yaptiklari c¢alismada kemik hastaliklarinda higbir zaman yuksek prolidaz degerine
rastlanmadigini belirtmistir (129). Oono ve arkadaslari kronik yara iyilesmesinde prolidaz
enzim degerininin yaradan alinan sivi orneklerinde ve blister olusan hastaliklarda blister
ici sivi orneklerinde arttigini bildirmiglerdir (130). Yildiz ve arkadaglari kronik yaralarda
uygulanan hiperbarik oksijen tedavisinde (HBOZ2) ise serum ve doku orneklerinde,
prolidaz enzim degerleri dlguldiglinde tedavi sonrasinda, tedavi dncesine gére azalma
g6zlenmistir (131). Camhson ve arkadaslari prolidaz eksikligi olan hastalarda
immunodipeptiduri oldugunu gostermistir. Chamson ve grubu prolidaz eksikliginde en
onemli degisikligin kollajen yikiminin hizla artmasi oldugunu saptamiglardir. Bu olayin
gercekte bag dokusu hastaliginin degil, kollajen biosentezinin azalan prolin havuzu
tarafindan kisitlanmasindan kaynaklandigini duastinmektedirler (132). Myara ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismalarda serum prolidaz aktivitesinin karaciger
sirozunda ve hasarinda arttid1 bildirilmistir (86). Kronik etanol ve selenium verilen
sicanlarin karacigerlerinde prolidaz | aktivitesi kontrollere oranla artmis bulunmustur
(126). Ayni sekilde CCls uygulanan sicanlarin karacigerlerinde prolidaz | aktivitesinin
arttig belirlenmigtir (133). Demirbag ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada sol ventrikuler
hipertrofiden bagimsiz olarak hipertansiyon ile serum prolidaz aktivitesi arasinda iligki
oldugu tespit edilmistir (134). Altindag ve arkadaslarinin yaptigi calismada dizde
osteoartriti olan hastalarda serum prolidaz aktivitesinin kontrol grubuna gore azalmis
oldugu tespit edilmigtir (135). Aslan ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada
H.pylori(+) olgularda H.pylori(-) olgulara gére serum prolidaz aktivitesinde anlaml artig

oldugu tespit edilmistir (136).

Yaptigimiz detayli incelemeye ragmen Bruselloz hastaliginda Prolidaz ile ilgili
yapilmis bir ¢calismaya rastlayamadik. Butun bu bilgiler 1s1ginda dusunulecek oldugunda
prolidaz enzim aktivitesi ve bruselloz arasinda anlamh bir iligkinin varligr dusunalebilir.
Biz de bu duslUnceden yola ¢ikarak bruselloz ile prolidaz arasindaki iliskiye agiklik

getirmek ve brusellozun kollajen doku Uzerine etkisini tespit etmek, ayrica bruselloziu

49



hastalarda prolidaz aktivitesi olgumleri ile ilgili literatlrlere rastlamamis olmamizdan

dolayi sonraki ¢alismalara 1s1k tutmak istedik.

Biz calismayi yaparken oncelikle prolidaz enziminin 6lgimu i¢in modifiye Chinard
yontemini kullandik. Sonug¢ olarak ¢alismada hasta grubunun degerleri ile kontrol grubu
degerleri istatistiksel olarak kargilastiriimis ve hasta grubunda sonuglar anlamli olarak
yuksek bulunmustur (P<0.01). Bu bulgu bize brusellozun kollajen doku hasarina neden
oldugunu, kollajen turnoverinin (yikim ve yeniden yapim) hizlanmig oldugunu ve bundan
dolayi da brusellozda prolidaz enzim aktivitesinin arttigini gdstermektedir. Serum prolidaz
aktivitesinin  6lgiminin kolay uygulanabilir olmasi ve enzim aktivitesini saglikli
eriskinlerde buyuk varyasyonlar gostermemesi prolidaz enziminin bruselloz vakalarinda
kollajen doku hasarinin de@erlendirimesi acgisindan kullanilabilecegi ihtimalini
gOstermektedir. Ayrica hastalarda yaygin doku tutulumunun Dbilinmesi veya
komplikasyonlarinin varligi veya yokluguna goére gruplandirma yapilarak prolidaz
aktivitesinin bu farkli gruplar arasinda tespit edilerek mukayese edilmesi yakin gelecekte
yapmay! planladigimiz ileri bir calisma olarak dusunulmektedir. Bdylece gerek
brusellozun erken kontrol altina alinmasi gerekse komplikasyonlari hakkinda 6nceden
fikir edinilebilmesi agisindan uygulanabilir bir test olarak prolidaz enzim aktivitesinin

degerlendirilebilecegini ortaya koyduk.
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