T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BRUCELLA SEROPOZITIiF HASTALARDA SERUM
ANTIKOR TITRELERI iLE BAZI YANGISAL VE
BiYOKIMYASAL PARAMETERLERIN
KARSILASTIRILMASI

Berrin PANCARCI

Mikrobiyoloji Anabilim Dal

YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Doc. Dr. Ahmet UNVER

2010- KARS



ONSOZ

Bu c¢aligmada insan ve veteriner hekimliginde yaygin bir sorun olan bruselloz
enfeksiyonun teshis ve patogenezisini anlamada biyokimyasal ve immunolojik
gostergelerden nitrik oksit ve oksidant antioksidant sistemlerinin diizeyleri
arastirilmis ve insanlarda seyreden bu enfeksiyonun teshis ve takibi ile enfeksiyonun
patogenizisi bakimindan yeni yaklagimlar saglanilmis olup, bu calismadan elde
edilen bulgularin bu alanda yapilacak yeni c¢aligmalara kaynak olacagi
diistiniilmektedir. Kars Devlet Hastanesi Biyokimya laboratuvart personeline,
Seroloji ve Mikrobiyoloji laboratuvar personeline ve Serhat Saglik Meslek Lisesi
laboratuvar boliimii &grencilerine yardimlarindan dolay: tesekkiir ederim. KAU,
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilimdali’ndan Yrd. Dog.Dr. Onur ATAKISI® ye
de yardimlarindan dolay1 tesekkiir ederim. Tez danismanim Dog¢.Dr. Ahmet
UNVER’e bilimsel ¢alismamda beni yonlendirmesinden dolay1 tesekkiir ederim.
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilimdali baskan1 Prof. Dr. Mithat SAHIN’e
ve diger O0gretim iiyeleri ile arastirma gorevlilerine tesekkiir ederim. Esim Siikrii
Metin PANCARCI’nin yardimlarindan ve sabrindan dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi

bildiriyorum.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

AGID : Agar Gel Immiinodifiizyon
ALT : Alanin Aminotransferaz
ASO : Antistreptolizin O

AST : Aspartat Aminotransferaz
CRP : C-Reaktif Protein

DDT-MAT : Dithiothreitol Mikroagliitinasyon Testi
EDTA-MAT : Etilen Diamin Tetraasetik Asit Mikroagliitinasyon Testi

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FFTS : Fenollii Fizyolojik Tuzlu Su
FPA : Fluorescense Polarization
KFT : Komplement Fikzasyon Testi
MRT : Milk Ring Testi

NO : Nitrik Oksit

nNOS : Noronal Nitrik Oksit Sentetaz
iNOS : Indiiklenebilir NOS

eNOS : Endotelyal NOS

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RAT : Rivanol Agliitinasyon Testi
RBPT : Rose Bengal Plate Testi
ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri

SAT : Serum Agliitinasyon Testi
SOD : Stiperoksit Dismutaz

TAK : Total Antioksidan Kapasite
TOK : Total Oksidan Kapasite

WHO : Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Bruselloz Gram negatif, aerobik ¢omak ve koklar i¢cinde fakiiltatif hiicre ici
bir etken olan Brucella tiirleri tarafindan neden olunur. Son yillarda yapilan
calismalar sonucunda bu tiirlerin Proteobacteria smifinin bir iyesi oldugu ve
Agrobakterium Rhizobium kompleksindeki bitki patojenleri ile ayn1 addan geldikleri
bildirilmistir (9, 49).

Bruselloz diinyada ve iilkemizde yaygin olarak goriilen bir enfeksiyon
hastalig1 olup tarihsel isimleri,’Ondiilan ates’, ‘Bang hastalig1’, ‘Gibralter hummast’,
‘Akdeniz hummasi’ ve ‘Malta hummasi’olarak anilmaktadir. Her yil tiim diinyada
500,000 yeni vaka saptanmakta, Asya’nin batisi, Akdeniz iilkeleri, Ortadogu, Afrika
ve Latin Amerika’da endemik olarak seyretmektedir (41). Bruselloz esasen
hayvanlarda goriilen bir hastalik olup koyun, kegi, sigir, kopek, manda ve domuz gibi
hayvanlarin etleri, siit ve idrar gibi viicut sivilari, enfekte hayvanin yavru zarlari,
yavru sulari, araciliiyla insanlara da bulasan zoonotik bir hastaliktir (78). Bruselloz
sigir ve koyun yetistiriciligi yapilan ¢ogu iilkede goriildiigi gibi, iilkemizde yaygin
olarak rastlanmakta, insanlarda baslangigta septisemiye yol agan, sonra cesitli
organlara yerlesme egilimi gosteren Brucella bakterilerinin sebep oldugu bir
infeksiyon hastaligidir (10, 13). Insanlardaki bulasma &zellikle kirsal bolgelerde
pastorizasyon ve kaynatma isleminin yetersiz yapilmasi, ¢ig siitten yapilan peynir,
yag ve diger siit {iriinlerinin tiiketimi ile gerceklesmektedir (26). Insanlarda
brusellozin belirli bir bolgeye yayilmis olmasi, o yorede hayvancilikla ugrasilmasi
arasinda yakin iliski bulunmakta ve bu nedenle bir meslek hastalig1 olarak
nitelendirilmektedir (9, 10, 49). Brucella ile infekte hayvanlar bakterileri genellikle
laktasyon doneminde siitleriyle ¢ikarirlar. Bu sebeple infekte hayvanlarin siit ve siit
tirtinleri 6nemli infeksiyon odaklaridir. Koyun siitiinden hazirlanan peynir énemli
kaynag1 olusturur. Taze peynirin infeksiyon kaynagi olusturdugu iilkelerin basinda

Akdeniz iilkeleri, Fransa, Italya, Yunanistan ve Orta Asya iilkeleri gelmektedir.



Brucella bakterileri +4°C ‘de muhafaza edilen etlerde uzun siire canliliklarini
korurlar (67, 10).

Brusellozun seyri sirasinda, damar i¢i pihtilasmasindan hafif hematolojik
degisikliklere kadar cesitli seviyelerde hematolojik bozukluklar bildirilmis olup en
yaygin hematolojik bozukluk anemi ve nétropenidir (3). Kronik hastalik anemisinin
en sik goriildigi enfeksiyon hastaliklar1 arasinda bakteriyel ve fungal endokardit,
ampiyem, menenjit, pulmoner hastaliklar, kronik peritonit, kronik osteomyelit ve
kronik tiiberkiiloz, tifo, bruselloz gibi her tiirlii kronik hastalik anemiye sebep olabilir
(5). Lokosit bozukluklar1 enfeksiyondan enfeksiyona ve kisiden kisiye degisir.
Lenfoid ve myeloid hiicrelerde degisiklik olurken morfolojik, immiinolojik ve
fonksiyonel degisikliklere de neden olur (5). Lenfosit artisi, akut bakteriyel
enfeksiyonlarda azda olsa goriiliir. Lenfositoz uyarict bir faktdr olarak bilinmekte
olup Bordotella pertussis toksininin lenfosit sayisinin arttigi gorilmiistiir. Riketsial
enfeksiyonlar, tliberkiiloz, sifilis ve bruselloz birlikte seyredebilmektedir (25).
Trombositopeni septiseminin en sik komplikasyonu olup bakteri, viriis ve mantara

bagl sepsiste goriiliir ve hayati tehdit etmektedir (17).

1.1. Hastahigin Klinik Semptomlar:

Insanlarda brusellozin bulasmasi sindirim sisteminin yani1 sira temas ve
solunum yoluyla da olabilmektedir (10). Genellikle sindirim, solunum, deri,
konjuktiva ve genital yolla bulasan etken lenf dolagimi ve retikiilo-histiosit sistem ile
hedef doku ve organlara yerlesir (79). insanlarda infeksiyonla beraber etken lenf
yumrulari, karaciger, dalak, kemik iligi ve retikiilo-histiosit sisteme yerlesir. Hastalik
on-otuz giinliik inkubasyon déneminin ardindan, {isiime, titreme, bas ve eklem agrisi,
halsizlik, dalgali ates ve gece terlemesi seklinde kendini gosterir (41). Brucella
cesitli organ ve dokulart tuttugu icin ¢esitli degisik tablolara neden olmaktadir.
Osteoartikiiler tutulum Brucella’nin en sik goriilen komplikasyonudur. Cesitli

kaynaklarda % 2-80 arasinda degisen oranlarda belirtilmistir. Bunlardan bazilari



artralji, periferik artritis, miyalji, spondilit, sakroileit ve osteomiyelittir (27, 63, 88).
Etkenin yerlesim yerine gore menejit, ensefalit, endokardit, abortus, pndmoni gibi
belirtiler de gosterebilir. Insanlarda brusellozda genellikle etken olarak B.
melitensis’e rastlanilmakla birlikte B. abortus, B. canis ve B. suis’e de
rastlanabilmektedir (28, 39, 48).

1.2. Bruselloz tanisida kullanmilan serolojik yontemler

Tiim infeksiyon hastaliklarin laborutuvar tansinda oldugu gibi, brusellozun
tanisinda ilk bagvurulmasi gereken islem, bakteriyolojik kiiltiir yontemleridir. Ancak
incelenecek Orneklerden etkenin {iretilebilmesi icin muayene materyalinin hastaligin
belirli donemlerinde alinmas1 gerekliligi, atessiz donemlerde ornek alinmasi veya
kandaki bakteri sayisinin diisiik olmasi, hastanin antibiyotik kullanmasi gibi
durumlarda etkenin izalasyon sansinin azalmasiyla, 6zellikle kronik olgularda kiiltiir
yontemlerinin her zaman sonug¢ vermemesi ve kiiltiir tekniklerinin her laboratuvarda
bulunmayan bazi kosullar1 gerektirmesi gibi durumlardan dolay1, bruselloz tanisinda
indirekt tan1 tekniklerine daha sik basvurulmaktadir (10, 15, 21, 42).

Bruselloz’un teshisinde etken izolasyon ve identifikasyonu’nun yani sira
serolojik teshis metotlarinin da olduk¢a yaygin kullanimi vardir. Bu amacla Rose
Bengal Plate Testi (RBPT) (19, 30, 33), Serum Agliitinasyon Testi (SAT) (7, 60),
Rivanol Agliitinasyon testi (RAT) (46, 50, 68), Komplement Fikzasyon Testi (CFT)
(18, 72), Dithiothreitol Mikroagliitinasyon Testi (DTT-MAT) (86), Etilen Diamin
Tetra Asetik Asit Mikroagliitinasyon Testi (EDTA-MAT) (37, 60, 86), Milk Ring
Testi (MRT) (82), Agar Gel Immunodiffusion Test (AGIT) (34), ELISA (36, 77) ve
Fluorescence Polarization Assay (FPA) (69), Coombs gibi teknikler gelistirilmistir.
Bruselloz i¢in KFT referans test olarak kabul edilmektedir. Diger yandan SAT ve
RBPT testleri ise yaygin serolojik tarama testleri olarak kullanilmaktadir (41, 48).
Ayrica RBPT 2-Merkapto-etanol testi ve FAT da serolojik teshis i¢in kullanilabilinir

(23). Brucella etkenlerinin kiiltiirde iiretilebilmeleri gii¢ oldugundan dolay: standart



tiip agliitinasyon testi klinik bulgularla birlikte degerlendirildiginde teshis igin
oldukca pratik bir test olarak kabul edilmektedir. Fakat SAT testinin uzun zaman ve
isgilicii almas1 ve yalanci negatif durumlarla karsilagilmasi bu test i¢in dezavantajlar
olusturmaktadir (89). Son yillarda niikleik asit amplifikasyonuna dayali direk
metotlar gelistirilmistir. Bu amagla polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kesin, etkili
ve hizli bir metot olarak bruselloz’un teshis amaciyla kullanilmaya baglanmistir (14,
23). Ancak pratikliginin yiiksek olmasi ve spesifik ekipmanlara ve personele
ihtiyacinin az olmasi nedenleriyle RBPT, SAT ve diger serolojik testler brusellozun

tanisinda gliniimiizde yayginlikla kullanilmaktadir (9, 14, 23).

1.3. Bruselloz 6n tanisida kullanilan biyokimyasal ve hemogram yontemleri

Rutin biyokimya bulgulari Bruselloz’un nonspesifik tanisinda 6nem
arzetmektedir. Bruselloz’da 16kosit sayis1 genellikle normal olmakla birlikte 16kopeni
ve 16kositoza da bazi olgularda rastlanilmaktadir. Kimi kronik olgularda ise anemi ve
trombositopeni de goriilebilmektedir (78). Aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST) karaciger fonksiyon testlerindendir. Karaciger hiicrelerinin
enfeksiyon ve toksik maddeler gibi cesitli nedenlerle hasar gdrmesi durumunda
hastada AST ve ALT miktarlar1 artar (6). C-Reaktif Protein (CRP, Komplement
Reaktif Protein) yangi reaksiyonlar1 sirasinda kanda miktar1 artan ve karaciger ile
yag hiicreleri tarafindan tiretilen akut faz reaktanlar1 adi verilen proteinlerdendir (6).
CRP akut faz reaktan1 olarak hepatositler tarafindan sentezlenmektedir ve
kompleman sistemi ile reaksiyona girerek viicudun immunolojik savunma sistemine
yardimci olmaktadir. Enfeksiyonlarda, romatizmal ates, romatoid artrit, tiiberkiiloz
ve kanser gibi bir ¢ok hastalikta serum CRP diizeyi yiikselmektedir. Klinik olarak
hastaligin baglamasiyla CRP diizeyi 10 saat i¢inde artmakta ve yangi uyarilarin sona

ermesinden itibaren birkag¢ giin i¢erisinde normale donmektedir (11).



1.4. Nitrik Oksit

Nitrik Oksit (NO) L-arjinin sitrulline doniisiimii sirasinda sentez edilen, suda
¢oziilebilen, yar1 6mrii ¢cok kisa olan serbest radikal etkili bir molekiildiir (80). L-
argininden NO sentezi sirasinda molekiiller oksijen ve kofaktdr olarak NADPH’a
ihtiya¢c duyar (22, 84). Nitrik oksit’in sentezi koken aldigi doku ve fonksiyonel
ozelliklerine gore {li¢ izoform olarak bulunan NO sentetaz (NOS) enzimine baglidir.
Bunlardan ndronal (nNOS) ve endotelyal (eNOS) olanlar temel olanlardir ve siirekli
bazal seviyede NO salinimindan sorumludurlar. Fakat tiglincii form olan uyarilan
(indiiklenebilir, iNOS) ise yangisal sitokinlere ve lipopolisakkaritlere cevap olarak
uyarilir (66). Bu ii¢ izoformdaki enzimler néronlar, mide ve brons epitelleri, iskelet
kasi, makrofajlar, kalp kasi hiicreleri hepatositler ve kondrositler gibi farkl
hiicrelerde bulunmustur. Nitrik oksit olduk¢a genis bir alandaki fonksiyonlara
katilmaktadir. Bunlar vazodilatasyonu belirler, platelet agregasyonunu ve
notrofillerin endotelyal hiicrelere yapismasini engeller, diiz kas hiicrelerinin
cogalmasini ve gogiinii azaltir, apoptozisi kontrol eder ve endotelyal hiicre bariyer
fonksiyonunu devam ettirir ve norotransmitter olarak gorev yapar (74).

Bircok enfeksiyonda TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinler ile nitrik oksit
(NO) gibi molekiillerin diizeylerinde artis olur (55, 70). Nitrik oksit organizmada
nitrik oksit sentetaz (NOS) enziminin L-arginini katalize etmesi sonucu olusur.
NOS’un kalsiyuma bagli olan iki izoformu genellikle endotel hiicreleri ve beyinde
bulunur (20). NOS’in uyarilan (indiiklenebilen) izoformu olan (iNOS) genellikle
makrofajlarda bulunur ve dolayisiyla ¢esitli yangisal hastaliklarda NO iiretimi
oldukca artar (59, 65). Yangisal durumlarda tiretimleri artan ve sitokinlerin etkisiyle
aktive olan ve uyarilabilir iNOS tarafindan iiretilen NO birincil savunma sistemi
olarak kabul edilir (47, 71). Nitrik oksit’in antibakteriyel ve antimikrobiyal etkisi
NO'nun kendisinden dolay1 degil, NO'nun oksidasyonu sonucu sekillenen reaktif

nitrojen metabolitlerinden biri olan peroksinitrit tarafindan kaynaklanmaktadir (12).



Sonug¢ olarak, bakteri lipopolisakkaritleri, interferon gamma ya da yiiksek
konsantrasyonlarda lipopolisakkaritlerle uyarilan makrofajlarin iNOS araciligiyla
sentezlenen NO’in bazi viriis, parazit, bakteri ve tiimor hiicreleri iizerine sitotoksik

veya sitostatik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (1, 8).

1.5. Oksidan ve Antioksidan Kapasite Dengesi

Oksidatif stres genel olarak hiicresel diizeyde oksidan ve antioksidan
diizeyleri arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir (58, 73). Peroksinitrit gibi
reaksiyon yetenegi fazla olan molekiiller organizmada antioksidan dengenin
bozulmasina neden olur (24). Yangi durumunda fagositik hiicrelerden salinan
sitotoksik radikaller ve proinflamatuar sitokinler (55) hiicresel metabolik yollarin
inhibisyonuna ve lipid peroksidasyonuna neden olur (40). Hiicresel oksidan durumun
asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimi sonucu asilmasiyla oksidatif stresten ve
lipid peroksidasyonundan dolay1 hiicre hasar1 olusabilir (24, 45). Metabolik ve
fizyolojik siireglerde organizmada meydana gelen bu zararli ROT molekiilleri
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidatif mekanizmalarla uzaklagtirilir.
Oksidanlarin arttigi ve antioksidanlarin azaldigi durumlarda, oksidan/antioksidan
dengenin oksidan duruma daha yakin oldugu durumlarda organizma mevcut durumu
tolere edemez ve sonucta organizmada oksidatif stres kaynakli ylizden fazla
bozukluk meydana gelir. Oksidan maddeler elektron transportu, ksantin oksidaz,
monoaminoksidaz gibi oksidaz enzimler araciligiyla endojen olarak da
olusabilmektedir (2, 35, 85, 87). Serum veya plazmada ¢esitli oksidan maddelerin
konsantrasyonu o6l¢iilebilmektedir. Bu olgiimler yogun emek ve zaman kaybinin
yanisira karmagik teknikler gerektirmekte ve pahali olmaktadir. Bu sebeple farkli
oksidan maddeleri ayr1 ayr1 6lgmek pratik bir yaklasim olarak goriilmemektedir.
Dolayisiyla orneklerde total antioksidan kapasiteyi (TAK) 6l¢gmek oldukca pratik
oldugu kadar sonuglarin degerlendirilmesi bakimindan da daha dogru bir yaklagimdir

(35).



Bu c¢alismada agliitinasyon testleri ile Brucella seropozitif bulunan insan
serum Orneklerindeki antikor titreleri ile serum nitrik oksit konsantrasyonlar1 ve
toplam oksidan-antioksidan kapasitelerinin karsilagtirilmas1 yoluyla hastaligin
patogenezi ve klinik biyokimyasal bulgularin izlenmesi amag¢lanmistir. Calismada
belirlenmesi amaglanan biyokimyasal parametrelerden nitrik oksit ile bruselloz
arasinda iligki onceki caligmalarda bildirilmis olmasina ragmen, farkli titrelerdeki
hastalarda bu parameterelerin nasil degistigi ve enfeksiyonun seyri hakkinda
literatlirde bir ¢caligmaya rastlanilmamistir. Yine benzer olarak serum total oksidan ve
antioksidan kapasiteleri ile bruselloz arasindaki iliskileri kapsayan c¢aligmalar
yetersizdir. Calisma kapsamindaki biyokimyasal parametrelerin bazi hematolojik
bulgularla biraraya getirilerek hastaligin patogenizini de daha iyi anlamaya yardimci

olmas1 beklenmektedir.



2. MATERYAL ve METOD

2.1. Kan ornekleri

Calismanin materyalini 2007-2009 yillarinda Kars Devlet hastanesinin ¢esitli
polikinliklerine bruselloz-benzeri klinik belirtiler (ates, artrit, eklem agrisi, vb.)
sebebiyle gelen hastalardan alinan kan 6rnekleri olusturdu. Hastalardan vendz yoldan
4 ml. antikoagulansiz ve 2 ml. antikougulanl tiiplere alinan kan numuneleri 4000
rpm 8dk. santrifiij edilerek serumlar1 ve plazmalar1 ayrildi. Dort ml.’lik tiiplerden
ayrilan serumlarda derhal CRP, ALT ve AST analizleri otomatik olarak yapildiktan
sonra serolojik testlere devam edildi daha sonra bu numunelerden TAK, TOK ve NO
calisildi. iki ml.’lik antikougulanlh tiiplerde de plazmada hemogram analizleri

eritrosit, trombosit ve 16kosit sayilarina bakildi.

2.2. Rose Bengal Pleyt Aglutinayon Testi (RBPT)

Brucella siipheli hastlarin serum 6rnekleri 6n tarama amaciyla RBPT (Tarim
ve Koy Isleri Bakanligi, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii; (5) ile
analiz edildi. Bu test antijeni S99 kokenli Brucella abortus’un Rose Bengal boyasi
ile boyanmasiyla hazirlanmaktadir (14). Rose Bengal testi i¢in temiz bir fayans
tizerine Sero-lam Brucella Rose Bengal Plate Test (Seromed- Tiirkiye) antijen
kitinden bir damla antijen ve bir damla serum ilave edilerek yaklasik iki dakika
cevrilerek diliisyon yapildi. Bu siire i¢cinde bakterilerin kiimeleserek agliitine olmalari

testin pozitif oldugunun gostergesi olarak kabul edilmistir. Agliitinasyon olusmazsa



negatif olarak degerlendirildi. Pozitif serum 6rnekleri antikor titrelerinin belirlenmesi
ve testin teyit edilmesi amaciyla Standart Tiip Agliitinasyon Testi’ne (SAT) tabi
tutuldu.

2.3. Serum Agliitinasyon Testi (SAT, WRIGHT)

Bu test notral pH’ da agliitine olan Brucella i¢in spesifik olan IgM ve
IgG‘lerin invitro olarak saptanmasinda kullanilmaktadir (5, 61). RBPT pozitif serum
ornekleri diliisyon yapilarak Brucella Agliitinasyon Testi antijeni (B. abortus S99,
Tarmm ve Koy Isleri Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii,
Tirkiye) kullanilarak titreleri belirlendi (5). Test edilecek serumlar ve antijen oda
sicakliginda (20-22°C) ‘ye gelene kadar bekletildi. SAT testi gerceklestirilirken
serum diliisyonu i¢in 10 adet deney tiipli alindi. Birinci tiipe 0.8 ml. ikinci ve diger
tiiplere 0.5 ml. % 0.5 fenolli fizyolojik tuzlu su (FFTS) konuldu. Birinci tilipteki
FFTS iizerine 0.2 ml. muayene edilecek serum ilave edildi. Iyice karigtirildiktan
sonra Dbirinci tiipten 0.5 ml. alind1 ikinci tiipe konularak iyice karistirildi. Bu
sulandirma ve karistirma islemi son tiipe kadar devam etti. Son tiipten 0.5 ml. alinip
disar1 atildi. Her tiipe 0.5 ml. Pendik antijeni Tip Brucella Tip Agliitinasyon
Antijeni olarak ilave edildi ve tiipler iyice karigtirildi. Serum antijen karisim oranlari
1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 seklinde degerlendirildi. Tiipler 18-24 saat
37°C ‘de etiivde inkkiibasyon edildikten sonra neticeler okundu.

Bu yontemle bulunan titreler 1/160 ve iizeri degerler pozitif olarak kabul
edildi. Seropozitif numunelerden 1/160, 1/320 ve 1/640 olanlardan yirmiser adet
olmak ftizere toplam 60 pozitif 6rnek ve RBPT ile negatif sonu¢ veren 20 6rnek
kontrol amaciyla calisma kapsamina dahil edildi. Titreler belirlendikten sonra
ayrilan numuneler biyokimyasal analizler yapilana kadar — 20°C ‘de derin
dondurucuda saklandi. Her bir hastaya ait serumlarda biyokimyasal olarak nitrik

oksit, toplam oksidan ve antioksidan kapasiteleri belirlendi.
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2.4. Serum nitrik oksit diizeylerinin belirlenmesi

Nitrat, NO’in stabil bir {iriinii olup akut gastroenterit, septik sok ve Bruselloz
gibi bazi1 enfeksiyonlarda NO’in bir gostergesi olarak serum veya plazmada nitrat
belirlenmektedir (1, 51). Serum Orneklerindeki nitrik oksit diizeyleri Miranda ve
ark.’nin (64) bildirdikleri sekliyle yapildi.

Nitrat, vanadyum (III) kloriir ile nitrite dontistiiriiliir. Nitritle siilfanilamidin
asidik ortamda N-(1-Naftil) etilendiamine dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu
kompleks diazonyum bilesigi olusur. Olusan bu renkli kompleks 540 nm’ de dlgiiliir.
Deneyde kullanilan cozeltiler:

1. Cinko Siilfat (% 10),

Sodyum Hidroksit (0,3 M),

Vanadyum (III) Kloriir (% 0,8),

1 M HCI, Siilfanilamid (% 2),

NEDD (% 0,1),

Griess Ayiract (50 ml % 0,1 NEDD ve 50 ml % 2 siilfanilamid esit

S

miktarda karistirilarak),

7. Stok Nitrit Cozeltisi (1 mM),

8. Stok Nitrat Cozeltisi (1 mM),

Calisma Standartlar1 (1 mM’lik stok nitrit ve nitrat ¢ozeltilerinden 200 — 100
- 50 —25-12,5 - 6,25 - 3,125 uM’lik ¢alisma standartlar1) 540 nm’de kore karsi
optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Deneyin yapilisi:

400 pl serumun tizerine 200 pl 0,3 M NaOH ilave edilerek vortekslendi ve 5
dakika beklendikten sonra 200 pl % 10'luk ZnSO4 eklenerek tekrar vortekslendi.
Numuneler 14000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki berrak sivi

analiz i¢in ayrildu.
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Mikroplak kuyucuklarina 100 pl numune pipetlendi. Tiim kuyucuklara 100 pl
VCI; konuldu. Hemen arkasindan da 100 pl griess ayiract pipetlendi. 30 dakika
37 °C’ de etiivde inkiibe edildikten sonra absorbanslar 540 nm dalga boyunda
okundu. Mikroplak kuyucuklarina 100 pl numune pipetlendi. Hemen arkasindan da
100 ul griess ayiraci pipetlendi. 30 dakika 37 °C‘de etiivde inkiibe edildikten sonra
absorbanslar 540 nm dalga boyunda okundu. Kalibrasyon egrisine bakilarak bulunan
nitrat ve nitrit konsantrasyonlar1 toplanacak ve nitrik oksit konsantrasyonu bulundu.

Nitrik Oksit (uM) = Nitrat (uM) + Nitrit (LM)

2.5. Toplam oksidan ve antioksidan kapasite ol¢iimleri

Serum numunelerinde toplam antioksidan kapasite ve oksidan kapasite ticari
kit (Rel Asssay Diagnostic, Tiirkiye) ile kolorimetrik (PowerWave XS, BioTek,
Instruments, USA) olarak saptandi. Numunelerdeki antioksidanlar koyu mavi-yesil
renkli 2,2"-azinobis (3-etilbenzothiazoline-6-sulfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS)
radikalini renksiz ABTS formuna indirgedi. 660 nm’deki absorbans degisimi ile
numunedeki toplam antioksidan diizeyi belirlendi. Numunedeki oksidanlar ferréz
iyon-selatér kompleksini ferrik iyona oksitledi. Oksidasyon tepkimesi ortamda
bulunan gii¢clendirici molekiillerle uzatildi. Ferrik iyon asidik ortamda kromojen ile
renkli bir kompleks olusturdu. Toplam oksidan molekiilleriyle iligkin renk yogunlugu
530 nm dalga boyunda ol¢iildii. Toplam antioksidan kapasite i¢in trolox, toplam

oksidan kapasite i¢in hidrojen peroksit standart olarak kullanildi (35).
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2.6. Serum ALT, AST Aktivitesi ve CRP Diizeylerinin Belirlenmesi

Serumdaki ALT, AST ve CRP analizleri Architect C8000 cihaziyla ve Abbott
kiti kullanilarak yapildi.

2.7. Hemogram Analizleri

Plazmada lok®dsit, eritrosit ve trombosit sayimi ‘cell dyn 3700’ cihaziyla ve

Abbott kiti kullanilarak gergeklestirildi.

2.8. istatistiki Analizler

Veriler General Linear Model kullanilarak SAS programi (75) ile analiz
edildi. Istastiki modelde yalin olarak her bir parametre bagimsiz degisken olarak ayri
ayr1 analiz edilerek Brucella antikor titreleri iizerine olan etkileri arastirildi. Analiz
sonunda farklilik bulundugunda kontrast prosediiri uygulanarak 1/160, 1/320, 1/640
titreleri negatif titrelerle karsilastirilarak farklilik ayrica belirlendi. Sonuglar linear
regresyon ortalamalar1 (least squares means) ve standart hata olarak bildirildi.
Brucella antikor titreleri ile biyokimyasal ve hemogram parametreleri arasindaki

korelasyon analizleri SAS programi (75) kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR

Brucella antikor titrelerinin serum TOK konsantrasyonu iizerine etkisi
bulunurken (P<0,01) Brucella antikor titreleri ile serum nitrik oksit, TAK, CRP, AST
ve ALT degerleri arasinda istatistiksel bir iliski bulunamadi (Tablo 1). Ancak 1/640
titrede AST konsantrasyonu sayisal olarak yiiksek bulunmus olmasina ragmen
istatistik olarak kismen 6nemli bulundu (P<0.07).

Brucella antikor titrelerinin hematolojik bulgulara etkileri incelendiginde
Brucella antikor titrelerinin 16kosit (P<0,05) eritrosit (P<0,05) sayilarmi etkilerken
trombosit sayilar1 tizerine etkileri bulunmadi (Tablo 2). 1/160 ve 1/320 titrelerinde
eritrosit ve l0kosit degerlerinde degisiklik goriilmezken, 1/640 titrede l0kosit

sayilarinin azaldigi, eritrosit sayilarinin ise arttig1 belirlendi.

Tablo 1. Brucella seronegatif, 1/160, 1/320, 1/640 titrelerdeki 6rneklerin NO, TAK,
TOK, CRP, AST ve ALT seviyeleri (Linear regresyon ortalamasi =+ standart hata).

NEGATIF 1/160 1/320 1/640
n=20 n=20 n=20 n=20
NO 6.65+ 1.18" 7.09 +1.18° 6.44 +1.18" 6.27 + 1.18°
TAK 0.85 + 0.04° 0.84 + 0.04 0.85 + 0.04 0.80 + 0.04°
TOK 6.35 +2.32° 22.31+232° 1522+£2.32° 25194232
CRP 2.06 + 1.48" 4.18 +1.52° 3.02 +1.56 5.76 +1.91°
AST 26.47 + 7.60° 25.59 +7.79% 26.42 +7.79% 47.44 £ 8.24° <007
ALT 30.65 + 11.53° 23.38 + 12.15° 2040+ 11.53*  50.87 +12.50°

®Seronegatif grup ile 1/160, 1/320, 1/640 titre gruplarnin ayri ayri karsilastirmalar.. Aym satir

icindeki farkli simgeler yapilan karsilagtirmalar sonucundaki farkliliklar: géstermektedir (P<0,01).
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Tablo 2. Brucella seronegatif, 1/160, 1/320, 1/640 titrelerdeki 6rneklerin hemogram

sonuglar1 (Linear regresyon ortalamasi + standart hata).

NEGATIF 1/160 1/320 1/640
Lokosit 7.88 + 0.48" 7.21 + 0.48% 7.49 + 0.48% 5.76 + 0.49°
Eritrosit 4.94+0.13 5.20+0.13% 5.25+0.13% 5.50+0.14°

Trombosit 285.40 £ 18.77* 25410+ 18.77* 281.95+ 18.77* 247.16 £ 19.26"

®Seronegatif grup ile 1/160, 1/320, 1/640 titre gruplarnin ayri ayri karsilastirmalar.. Aym satir

icindeki farkli simgeler yapilan karsilagtirmalar sonucundaki farkliliklar: géstermektedir (P<0,05).

Brucella antikor titreleri ile TOK (r=0,44; P<0,01), AST (r=0,23; P=0,05)
degerleri ve eritrosit sayis1 arasinda pozitif korelasyon (r=0,32; P<0,01) bulunurken

16kosit sayist arasinda negatif korelasyon (r=-0.32; P<0,01) saptand1 (Tablo 3 ve 4).

Tablo 3. Brucella antikor titreleri ile NO, TAK, TOK, CRP, AST ve ALT seviyeleri

arasindaki korelasyon analizi sonuglari.

Titre ile NO TAK TOK AST ALT CRP
Korelasyon

r degeri r=-0,04 r=-0,11 r=0,44 r=0,23 r=0,15 R=0,16
P degeri P=0,72 P=0,35 P<0,01 P=0,05 P=0,21 P=0,18
Ornek sayisi 80 80 80 75 75 69

(n)
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Tablo 4. Brucella antikor titreleri ile hemogram sonuglari arasindaki korelasyon

analizi sonugclari.

Titre ile Korelasyon WBC RBC PLT
r degeri R=-0,32 r=0,32 r=-0,13
P degeri P<0,01 P<0,01 P=0,27

Ornek saysi (n) 79 79 79




16

4. TARTISMA

Brusellozun ates, eklem agrisi, gece terlemesi, halsizlik, hepatomegali ve
splenomegali (38) gibi hastalia 6zgiin olmayan belirtilerle seyrettigi i¢in teshisin
laboratuvar yoklamalari ile desteklenmesi gerekir. Kiiltiir, PCR ve seroloji gibi kesin
tan1 yoOntemlerinin yani sira hastaligin seyri sirasinda olusan hematolojik ve
biyokimyasal degisikliklerin de belirlenmesi ve bu bulgularin 6ntanida
kullanilmasinda biiyiik yarar vardir. Tansel ve ark. (81)‘nin brusellozlu olgularda
baz1 hematolojik ve biyokimyasal degerlerin arastirildigi bir ¢aligmada, standart tiip
agliitinasyon testi veya kan kiiltiirii ile tanis1 konulan 40 bruselloz vakasinda %
30’unda 16kopeni, % 40’1inda anemi, % 35°inde trombositopeni, % 90‘inda eritrosit
sedimentasyon hizinda artig, % 82.52°sinde CRP pozitifligi, % 67.5 ‘inde AST,
% 55 ‘inde ALT artis1 tespit edilmistir. Tansel ve ark. (81)'nin yaptiklar
calismalardan farkli olarak bu c¢alismada brucella test titrelerin CRP, ALT ve AST
konsantrasyonlar1 {lizerine etkisi bulunamadi. Ancak 1/640 titredeki vakalarin AST
konsantrasyonu sayisal olarak yiiksek bulunmus olmasina ragmen istatiksel olarak
kismen 6nemli bulundu. Geyik ve ark.‘nin (38) ¢aligmalarindaki klinik ve serolojik
yontemlerle bruselloz tanisi olan 154 hastalarin % 7° sinde 16kositoz, %25 * inde
16kopeni, % 28 ° inde anemi, % 38 ‘ inde ALT yiiksekligi, % 39’ unda AST
yiiksekligi, % 85 ¢ inde bruselloz agliitinasyon testi pozitif olarak belirlenmistir. Ozer
ve ark. (83) agliitinasyon titresi ve kan kiltiirii ile tanis1 konulan 33 bruselloz
vakasida % 61’ inde eritrositte artis, % 55  inde anemi, % 3 ° {inde 16kopeni, % 6
‘sinda l10kositoz, % 82°sinde CRP pozitifligi, % 42 ‘side ALT ve AST yiiksekligini
bulmuslardir. Rose Bengal testiyle pozitif olarak belirlenen 140 bruselloz vakasinin
% 86°sinda SAT ile pozitif olarak belirlenen bir ¢alismada, vakalarin % 54’linde
l6kosit sayis1 normal degerdeyken, % 13 ‘linde lokositoz, % 34 ‘linde l6kopeni,
% 11‘inde trombositopeni, % 14‘linde anemi, % 32‘sinde ALT’ nin yliksekligi
bildirilmistir (44). Bu calismada daha spesifik olarak 1/160 ve 1/320 titrelerde
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eritrosit ve 16kosit degerlerinde degisiklik goriilmezken, 1/640 titrede 16kopeni ve
eritrositoz belirlendi, fakat bruselloz ile trombosit sayilari arasinda bir etkilesim
bulunamadi. Yine yapilan bu ¢alismada zit olarak ALT konsantrasyonlarinda fark
bulunamadi. Ancak 1/640 titrede AST konsantrasyonu sayisal olarak yiiksek
bulunmus olmasina ragmen istatistiki olarak kismen Onemli bulundu (P<0.07).
Benzer olarak Brucella antikor titreleri ile TOK, AST degerleri ve eritrosit sayisi
arasinda pozitif korelasyon bulunurken 16kosit sayis1 arasinda negatif korelasyon
saptandi.

Bir akut faz reaktan1 olan ve en Onemli gorevi kompleman sistemlerle
reaksiyona girerek viicudun immiinolojik savunma mekanizmalarina yardimci
olmak olan CRP’nin serum diizeyi enfeksiyonlar, romatizmal ates, romotoid artrit,
kanser, tiiberkiiloz gibi ¢ogu hastalikta artmaktadir (56). Bu ¢aligmada artan Brucella
antikor titrelerine paralel olarak serum CRP diizeylerinde de sayisal bir artig
olmasina ragmen CRP diizeylerindeki bu artis istasitiki olarak énemli bulunmamustir.
Bu durumda Brucella enfeksiyonunun hastalarda kronik seyrettigi seklinde
yorumlanmustir.

Mehli ve ark. (61) caligmalarinda, brusellozda standart tiip agliitinasyon
titreleri ve Rose Bengal testi sonuglarinin biyokimyasal parametrelerle ilskisindeki
sonuglarda; Rose Bengal testi ile 85 vakanin 11’ inde % 13 negatif bulunmus,
vakalarin % 62 ‘sinde C- reaktif protein (CRP), % 31’inde alanin aminotransferaz
(ALT), %32’ sinde aspart aminotransferaz (AST) yiiksek olup, %15’ inde 16kositoz,
%7’ sinde lokdpeni, %35’ inde anemi ve %12’ sinde trombositopeni bulunmustur.
C-Reaktif Protein (CRP) bulunan serum Orneklerinde Brucella — antikorunun
arastirildigr bir calismada 52 serum 6rneginde CRP pozitif, ASO negatif bulundugu
bildirilmistir (52). Bayraktar ve ark.(11), brusellozlu hastalarin serumunda istatiksel
olarak CRP diizeylerini yiiksek saptamislardir. Brusellozlu hastalardaki yiiksek CRP
diizeyini aktif inflamasyona baglamislar ve serum CRP diizeylerinin izlenmesinin,
Brucella enfeksiyonu olan hastalarin tan1 ve takibinde yol gosterici olabilecegi
kanisina varmiglardir. Bu ¢alismada seronegatif bireyler ile Brucella antikor titreleri
yiiksek bireyler CRP bakimindan Kkarsilastirildiginda, Brucella antikor titreleri

arttikca serum CRP degerlerinde de sayisal bir artis olmasina ragmen istatistiki
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olarak Onemli bir artis olmamasi calismadaki hastalarda akut bir bruselloz
enfeksiyonu olmadigini diisiindiirmektedir.

Nitrik oksit organizmada bir¢ok biyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen ve yangi
siirecinde de onemli gorevleri olan bir molekiildiir (4). Nitrik oksit antibakteriyel
etkisinin yani1 sira immunopatolojik mekanizmalar araciligiyla konagm immun
cevabim etkileyebilmektedir (8). B. abortus ve B. melitensis ile ratlarda yapilan
deneysel enfeksiyonlarda NO diizeylerinin arttigi bildirilmistir (57). Nitrik oksit
Brucella’nin hiicre i¢inde 6ldiiriilmesinde 6nemli bir molekiildiir, fakat bu molekiiliin
asir1 iiretimi konak igin zararl olabilir. Insanlarda in vitro deney sonuglarina gore
NO’nun tahrip edici etkisini gosterememesi Brucella enfeksiyonunun kronik
seyretmesinden kaynaklandigi ortaya atilmis ve in vitro ortamda Brucella ile infekte
insan makrofajlarinda NO yeteri kadar yiliksek konsantrasyonlarda sentezlenmedigi
bildirilmekle birlikte bu sonucun insanlarda bruselloz’un kontroliinde nitrik oksitin
rolii olamayacagi anlamina gelemeyecegi olarak yorumlanmistir (43). Ancak rat
bruselloz modelinde, NO konsantrasyonunun karaciger ve dalakta onemli olarak
arttig1 buna karsin plazmada ki konsantrasyonlarinda degisim olmadig: bildirilmistir
(31). Bu baglamda Brucella’nin yerlestigi dalak ve karaciger dokularinda NO
tiretimindeki bu 6nemli artisin bu patojenin kontrolii i¢in 6nemli olabilecegi ortaya
atilmistir (31). Bu ¢alismada serum NO diizeyinde seronegatif ve seropozitif bireyler
arasinda anlamli bir farkin belirlenememis olmasi ratlarda oldugu gibi insanlarda da
NO’nun anti-brusella 6zelliginin sistemik olarak serumda degil dokularda daha
onemli olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer olarak insanlarda akut ve kronik
seyreden bruselloz vakalar1 ile saglikli bireylerde yapilan karsilagtirmali bir
calismada plazmada NO indikatorii olarak oOlgiilen toplam nitrit diizeylerinin
degismedigi bildirilmistir (53). Bu acidan ileriki ¢calismalarda spesifik dokularda NO
diizeyi veya NO ekspresyonu serum diizeyi ile beraber analiz edilmelidir.

Yapilan bu ¢alismada kan 6rnekleri kliniklere Brucella taramasi amaci yerine
farkli sikayetler ve Ozellikle romatoid artrit sikayetiyle gelen hastalardan
toplanmistir. Bu durum hastalarda akut brusellozdan ziyade kronik enfeksiyonun var
oldugu ihtimalini uyandirmaktadir. Bu ¢alismada farkli Brucella antikor titreleri ile
serum NO konsantrasyonlar: arasinda bir iliski bulunamadig1 gibi Brucella pozitif

hastalarda da serum nitrik oksit konsantrasyonlarinda bir artis belirlenememistir.
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Benzer olarak, Savas ve ark. (76) NO ile Brucella serum agliitinasyon testi (SAT),
AST, ALT, ates, terleme ve eklem agrisi arasinda anlamli bir iliski olmadigini
bildirmiglerdir. Fakat brusellozlu hastalardaki serum NO diizeyinin saglikli bireylere
gore yiiksek oldugunu bildirilmistir (51, 76). Buna karsin, akut gastroenterit bulunan
hastalarda NO diizeyinin arttig1, pndmoni ve iiriner enfeksiyon bulunan hastalarda ise
NO diizeyinin normal smirlarda kaldig1 bildirilmistir (1). Ahreen ve ark (1) yaptigi
calismada pndmoni ve iiriner sistem enfeksiyonu bulunan hastalarda NO diizeyinin
normal sinirlarda seyretmesi ve yapilan bu caligmada da Brucella seropozitif
hastalarda da serum nitrik oksit konsantrasyonlarinda bir artis belirlenememis
olmasi, kroniklesen enfeksiyonlarda nitrik oksitin artmamis olabilecegini ve kronik
yangilarin teshisinde de nitrik oksit konsantrasyonlarinin yeterli olamayabilecegini
gostermektedir. Yapilan bu calismada olgularin kronik seyirli olma ihtimali ve
hastalarin bagka sikayetlerle birlikte bulunmalari NO, TAK ve TOK diizeylerinin
neden etkilenmedigini kismen agiklayabilmektedir. Ayrica Brucella etkenlerinin
polimorfo lokositler tarafindan hiicre i¢i imha edilme olayindan nasil
kurtulduklariin mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir. Bu baglamda Brucellae
etkenleri polimorf 16kositler tarafindan hiicre icinde NO sentez mekanizmalarint ve
sonugta da ROT fiiretimini engelleyerek lokositlerin i¢inde yasayabilme yetenegi
kazanabiliyor olabilecegini ve dolayisiyla hiicre iginde NO sentez mekanizmalarinin
engellenmesiyle de serum NO konsantrasyonlarinda artis olamayacagi sonucunu
ortaya koymaktadir.

Brusellozis i¢in bildirilen en yaygin hemotolojik bozuklukluklardan olan
lokopeniye (3) bu calismada da rastlamlmustir. Brucella antikor titrelerinin
hemogram degerlerine olan etkileri incelendiginde 1/640 titrede 16kosit sayilarinin
onemli derecede azaldigi tespit edilmistir. Fakat, bruselloz icin bildirilen yaygin
hematolojik bozuklukluklardan bir digeri olan anemi (3) bu c¢alismada
belirlenmemis, aksine 1/640 titrede eritrosit sayilarinin arttigir belirlenmistir. Bu
calismada literatiir bilgilerine uyum saglamayan bu eritrosit sayilarindaki artigin,
calismanin gerceklestirildigi bolgenin cografik ozelliklerive bireysel farkliliklardan
kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

ROT bir ¢ok durumda metabolik ve fizyolojik islemler sirasinda iiretilmekte

ve hiicre ic¢i Ozellikle Brucella gibi makrofaj i¢i mikroroganizmalarin yok
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edilmesinde Onemli bir gorev iistlenmektedir. Zararli oksidatif reaksiyonlarin
organizmaya zararli etkisini ortadan kaldirmak i¢in enzimatik veya enzimatik
olmayan bir ¢ok mekanizma mevcuttur. Bazi hastaliklarda oksidanlarin artmasi ve
antioksidanlarin azalmasinin engellenemedigi durumlarda bir ¢ok bozukluk meydana
gelmektedir. Bu bozukluklarin telafi edilmesinde antioksidan molekiillerin biiyiik
onemi vardir. Bu calismada TOK degerinin artmasiyla beraber TAK degerlerinin
diisme olmadan sabit kalmasi gozlemlenmistir. Bu durum antioksidan sisteminin
immun mekanizmalarin bir parcasi olarak hastalikta etkin oldugunu gostermektedir.
Zorunlu makrofaj ici bir bakteri enfeksiyonunun patogenezinde boyle bir bulgu dogal
bir sonug¢ olarak kabul edilebilir. Bruselloz patogenezinde ve olusturdugu patolojik
degisikliklerde doku tahribati1 ile ilgili herhangi bir bildiri mevcut degildir.
Brusellozda doku hasarinin bulunmamasi ¢alisma sonuclarinda TAK degerlerinin
diismeksizin sabit kalmasiyla agiklanabilir.  Ayrica insanlarda akut ve kronik
seyreden bruselloz vakalar1 ile saglikli bireylerde yapilan karsilagtirmali bir
calismada, akut seyirli bruselloz vakalarinda bir antioksidant enzim olan siiperoksit
dismutazin (SOD) lokositlerdeki aktivitesinin tedavi oncesinde diisiik oldugu ve
tedavi sliresince artarak sonunda saglikli bireylerdeki seviyeye ulagtigi bildirilmis ve
bruselloz tedavisinde klasik antibiyotik tedavisine ek olarak bir antioksidan ajan
kullanilmasinin yeni bir tedavi yaklasimi olabilecegi 6nerilmistir (53).
Enfeksiyondan yedi giin sonra Brucella’nin plazmada, karaciger ve dalakta
lipid peroksidasyonunu énemli derecede (3-5 kat) uyardigi bildirilmistir (31). Ayrica
ratlarda Brucella’nin bir antioksidan enzim olan SOD aktivitesini karaciger ve
dalakta Onemli olarak azalttigi, yine rat bruselloz modelinde B. melitensis
enfeksiyonunun oksidatif stresi ve lipid peroksidasyonu in vivo olarak inflamatuar
sistemi etkilemeden uyardigi bildirilmistir (31). Buna karsin ratlarda deneysel B.
melitensis enfeksiyonunun antioksidan enzim aktivitelerini etkilenmeksizin membran
lipidlerinde peroksidasyonuna neden oldugu bildirilmistir (62). Yine ratlarda B.
melitensis enfeksiyonunun antioksidan savunma sistemi aktivitesini azalttig1 ve lipid
peroksidasyonunu uyardigi bildirilmistir (32). Astim hastaligi olan hastalarda TAK
ve TOK diizeyleri kontrol gruptakilerine gore yiiksek bulundugu bildirilmistir (28).
Astiml1 hastalarda TOK ile beraber TAK’1n da artmis olmasi olgularin ciddi olarak

oksidatif strese maruz kaldiklarin1 gostermektedir (29). Biondi ve ark. (16) serum
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oksidatif stres parametrelerinden hidroperoksit ve TAK diizeylerinin hizli ve rutin bir
test olarak primer ve sekonder Raynaud hastaligin teshisinde kullanilabilecegini,
antioksidan molekiillerin verilmesi yoluyla yapilan tedavilerin stratejisinin
olusturulmasinda kullanilabilecegini bildirmistir (16). Karako¢ ve ark. (54)
ankylosing spondylitis (AS) hastalarinda, sagliklara gore plazma TOK diizeyi ve
oksidatif indeks diizeyleri yiliksekken plazma TAK diizeyinin diisiik olmasinin
oksidan ve antioksidan parametreleriyle hastalik aktivitesi arasinda dnemli bir iliski
bulunamamasinin, artan oksidan ve azalan antioksidan kapasitelerinin hastaligin
patogenezisiyle iliskili olabilecegi sonucuna varmislardir. Bu ¢alismada da Brucella
seropozitif bireylerde TOK diizeyindeki artis ve TAK dilizeyindeki degismezligin
brusellozun patogenezinde oksidan sisteminin aktive oldugunu ve bunu zararh
etlilerini ortadan kaldirmak icin antioksidan sistemin de etkin oldugunu
gostermektedir. Bu calismada elde edilen bulgular 1513inda analiz edilen
parametrelerin brusellozun teshis ve takibinde yardimci gostergeler olarak rol
oynayabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica, bu sonuglarin hastaligin patogenezisini

daha iyi anlamaya yardimci olmasi1 beklenmektedir.
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5. SONUC

Bu ¢aligmada Brucella antikor titrelerinin artisina paralel olarak serum TOK
degerlerinde artis bulunurken TAK degerlerinin sabit olarak seyrettigi belirlenmistir.
Bu durum antioksidan sisteminin immun mekanizmalarin bir pargasi olarak
hastalikta etkin oldugunu gostermektedir. Zorunlu makrofa; i¢i bir bakteri
enfeksiyonunun patogenezinde bdyle bir bulgu dogal bir sonu¢ olarak kabul
edilebilir. Brusellozda doku hasarinin bulunmamasi ¢aligma sonuglarinda TAK
degerlerinin diigmeksizin sabit kalmasiyla aciklanabilir. Ayrica, titrelere paralel
olarak nitrik oksit, CRP, AST ve ALT degerlerinde degisim bulunamadi. Bununla
birlikte 1/640 titrede AST konsantrasyonu sayisal olarak yiiksek bulunmus olmasina
ragmen istatistik olarak kismen énemli bulundu.

Brucella antikor titrelerinin hemogram degerlerine olan etkileri
incelendiginde 1/160 ve 1/320 titrelerinde eritrosit ve 16kosit degerlerinde degisiklik
goriilmezken, 1/640 titrede 16kosit sayilarinin azaldigi, eritrosit sayilarinin ise arttig
belirlendi. Buna karsin Brucella antikor titrelerinin trombosit sayilari iizerine etkileri
bulunmadi.

Brucella antikor titreleri ile TOK, AST konsantrasyonlar1 ve eritrosit sayisi
arasinda pozitif korelasyon bulunurken 16kosit sayisi arasinda negatif korelasyon
saptandi.

Bu c¢alismada farkli Brucella antikor titreleri ile serum nitrik oksit
konsantrasyonlari arasinda bir iliski belirlenemedigi gibi Brucella pozitif hastalarda
da serum nitrik oksit konsantrasyonlarinda bir artis belirlenememistir. Bu bulgu
Brucella etkenlerinin polimorf 16kositler tarafindan hiicre iginde NO sentez
mekanizmalarin1  ve sonugta da ROS iiretimini engelleyerek l6kositlerin i¢inde
yasayabilme yetenegi kazanabiliyor olabilecegini ve dolayisiyla hiicre icinde NO
sentez mekanizmalarinin engellenmesiyle de plazma NO konsantrasyonlarinda artis

olamayacagli sonucunu ortaya koymaktadir. Polikliniklere farkli sikayetler ve



23

Ozellikle romatoid artrit sikayetiyle gelen hastalardan numune alinmasi hastalarda
akut bruselloz’dan ziyade baska kronik enfeksiyonun var oldugu ihtimalini
uyandirmaktadir. Bu sonucta bruselloz teshisini desteklemek veya patogenezini
ortaya c¢ikarmak i¢in yalniz basma biyokimyasal olarak serumda NO analizinin
yeterli olamayabilecegini, TOK, TAK ve antioksidant enzim aktiviteleri analizleriyle
desteklenmesi gerektigini ve diger bir ¢ok enfeksiyon veya yangi etkenlerinden

etkilenebilecegini gostermektedir.
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6. OZET

Bu ¢alismada Brucella seropozitif olan insan serumlarindaki antikor titreleri
ile serum nitrik oksit (NO) konsantrasyonlar1 ve toplam oksidan-antioksidan
kapasitelerinin (TOK-TAK), serum CRP, AST, ALT ve hematolojik bulgularin
karsilastirilmasi amaclanmustir. Calisma 2007-2009 yillarinda Kars Devlet
Hastanesine ates, artrit, eklem agris1 gibi belirtiler sebebiyle gelen hastalardan alinan
kan orneklerinde Brucella bakimindan seropozitif numunelerden titreleri 1/160,
1/320 ve 1/640 olanlardan yirmiser adet olmak {lizere 60 6rnek ve negatif olan 20
ornekte analizler yapildi. Brucella antikor titrelerinin serum TOK konsantrasyonu
tizerine etkisi bulunurken (P<0,01) bu titreler ile serum NO, TAK, CRP, AST ve
ALT degerleri arasinda bir iliski bulunamadi. Ancak 1/640 titrede AST
konsantrasyonu sayisal olarak yiiksek bulundu (P<0.07). Brucella antikor titreleri
16kosit (P<0,05) eritrosit (P<0,05) sayilarimi etkilerken, bunlarin trombosit sayilari
tizerine etkileri bulunmadi. 1/160 ve 1/320 titrelerde eritrosit ve 16kosit degerlerinde
degisiklik goriilmezken, 1/640 titrede 16kosit sayilarinin azaldigi, eritrosit sayilarinin
ise arttig1 belirlendi. Brucella antikor titreleri ile TOK (r=0,44; P<0,01), AST
(r=0,23; P=0,05) degerleri ve eritrosit sayis1 arasinda pozitif korelasyon (r=0,32;
P<0,01) bulunurken, 16kosit sayis1 arasinda negatif korelasyon (r= -0.32; P<0,01)
saptand1. Brucella antikor titreleri ile serum NO konsantrasyonlari arasinda bir iliski
belirlenemedigi gibi Brucella negatif ve pozitif serumlarda NO konsantrasyonlarinda
bir fark belirlenemedi. Bu sonu¢ NO’nun anti-Brucella 6zelliginin sistemik olarak
degil dokularda daha 6nemli olabilecegini ve Brucella etkenlerinin makrofajlarda
yasayabilmesi i¢in NO sentezini baskilayabilecegini diigiindiirmektedir. Ayrica TAK
degerlerinin azalmamasi antioksidan sistemin immun mekanizmalarin bir pargasi
olarak etkin oldugunu gostermektedir. Calisma sonuglarinin brusellozun klinik
degerlendirilmesinde ve hastaligin patogenizini daha iyi anlamaya yardimci olmasi

beklenmektedir.
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7. ABSTRACT

In this study, it is aimed to compare serum nitric oxide (NO) concentrations
and total oxidant-antioxidant capasities (TOC-TAC), serum CRP, AST, ALT and
hematological findings with respect to Brucella seropositive human serums antibody
titers. Analyses were performed in blood samples collected from patients with
complaints of fever, arthritis, joint pain etc., between 2007 and 2009 at Kars State
Hospital. Further analyses were done in twenty Brucella seropositive samples from
each titers (1/160, 1/320 and 1/640) as sixty samples in total, and in twenty negative
samples. While significant (P<0,01) effect of Brucella antibody titers on serum TOC
concentration was detected, no relationship was found between those titers and
serum NO, TAC, CRP, AST and ALT values. However, AST concentration was
numerically higher at 1/640 titer (P<0.07). Brucella antibody titers affected
leucocyte (P<0,05) and erythrocyte (P<0,05) numbers; whereas, no effect of those
titers on trombocyte numbers were observed. While no changes in erithrocyte and
leucocyte numbers at 1/160 and 1/320 titers, decrease in leucocyte and increase in
erythrocyte numbers were determined at 1/640 titer. There was a positive correlation
between Brucella antibody titers and TOC (r=0,44; P<0,01), AST (r=0,23; P=0,05)
values and eritrocyte numbers (r=0,32; P<0,01); whereas, there was a negative
correlation between Brucella antibody titers and leukocyte numbers (r=-0.32;
P<0,01). Neither relationship was found between Brucella antibody titers and serum
NO concentrations, nor difference was detected between Brucella negative and
positive serums for serum NO concentrations. This result may imply that anti-
Brucella property of NO could be important at tissue level rather than systemic level,
and Brucella microorganisms could suppress NO synthesis in macrophages to
survive. Moreover, no decrease in TAC values reveal that antioxidant system could
be active as part of immun mechanisms. Better clinical evaluation and understaning

of pathogenesis of brucellosis are expected with these obtained results.
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