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OZET

Brucella, insanlarda endokardit, artrit, osteomiyelit, menenijite yol agan
gram negatif hdcre ici bakteridir. Hastaligin kroniklesme riski ve ylksek
morbiditesi nedeni ile etkili agi ve yeni tani reaktanlarinin geligtiriimesine
ihtiya¢g duyulmustur. Bu amagla Brucella antijenlerinden yeni sentetik peptitler
gelistiriimis ve hayvan modellerinde denenmistir. Ancak bu peptidlere kargi

insan immun sisteminin yanitina ait yeterli gcalisma yoktur.

Calismamizda B. abortus’dan elde edilen L7/L12 ve GAPDH peptitlerine
kargl Bruselloz'lu hastalarin periferal kan lenfositlerinin profilleri ve sitokin
yanitinin aragtirilmasi amagcladik. Akut Bruselloz’'lu ve saglikl hastalarin kan
lenfositlerinde bu antijenlere yanit olarak ortaya ¢ikan lenfosit alt gruplarindaki
degisiklikleri akim sitometrisi ile ve hicre disi sitokin Uretimini bu hucrelerin

kaltar supernatantlarinda ELISA yéntemi ile arastirdik.

Caligmaya 25 Akut Bruselloz hastasi ve 15 saglikh birey alindi. Bu
kisilerden elde edilen periferal monontkleer hicreler PHA, L7/L12, GAPDH
ile uyarildiktan sonra lenfosit alt gruplari ve hicre disi sitokin (IFN-y, IL-4, IL-
10) miktan ol¢uldi. Uyari sonucu BruselloZ'lu hastalarda hiicre disi IFN-y
seviyeleri yuksek tespit edildi. Gruplar arasinda uyari sonrasi IL-4, IL-10
seviyeleri arasinda farklilik yoktu. Calismada ayrica CD3*/CD4", CD3*/CD8",
CD4*/CD25*, CD4'/CD27’, CD3'/CD152"(CTLA4), CD3*/CD69" lenfosit
dagiimi arastirildi. Bu peptidler ile uyari sonucunda hastalarda CD3*/CD69"
lenfosit oraninin arttigi saptandi. Ancak diger lenfosit alt gruplarinin

dagihminda hasta ve saglikli gruplar arasinda farklilik tespit edilmedi.

Bu caligsmalarda elde edilen veriler 1si1ginda Bruselloz’da koruyucu

immuniteden Th1 tip immunitenin sorumlu oldugunu, GAPDH ve/veya



L7/L12'nin yeni Bruselloz asi preparasyonlarinda; bu peptitler ile uyariyi
takiben IFN-y yapimini temel alan spesifik hicresel immian yaniti dlgen
immunolojik tani testlerinde kullanilabilecegini soyleyebiliriz. Bununla birlikte
GAPDH ve L7/L12'nin kompleks immunomodulator etkilerini  agikliga

kavusturacak yeni ve daha ileri gcaligmalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Akut Bruselloz, GAPDH, L7/L12, Sitokin, Lenfosit Alt
Gruplari, IFN-y, IL-4, IL-10.



SUMMMARY

The Regulation Of Spesific T Cell Response In Brucellosis

Brucella is a gram-negative intracellular bacterium that leads to
endocarditis, arthritis, meningitidis and osteomyelitis in humans. Because of
the chronicity risk of the disease and high morbidity, there are requirements
for effective vaccines and spesific diagnostic reagents to eradicate
brucellosis. For that purpose novel synthetic peptides derived from Brucella
antigens were generated and tested in animal models. However there is a

little known about the human immune response to these peptides.

In this study we investigated the profiles of the peripheral blood
lymphocytes and cytokine responses of Acute Brucellosis patients and
healthy subjects in response to two novel peptides derived from Brucella;
GAPDH and L7/L12 by evaluating changes in lymphocyte subpopulations
and by measuring the amount of cytokine productions in culture supernatants

using flow cytometry and ELISA, respectively.

Twenty-five Acute Brucellosis patients and fifteen healthy subjects were
included in the study. The peripheral blood mononuclear cells obtained from
Acute Brucellosis patients (study group) and healthy subjects (control group)
were stimulated with PHA, L7/L12, GAPDH prior to the measurement of
extracellular cytokines (IFN-y, IL-4, IL-10) and evaluation of the lymphocytes
subgroups. As a result of stimulation, extracellular IFN-y levels increased in
brucellosis patients. There were no differences in the levels of IL-4, IL-10
under the stimulation with these peptides between the groups. Also
CD3*/CD4*, CD3*/CD8*, CD4*/CD25", CD4"/CD27", CD3*/CD152*(CTLA4),
CD3*/CD69" lymphoctes were counted. The CD3*/CD69* counts in patients

increased under the stimulation with L7/L12, GAPDH. However there were



no statistically significant differences in the other lymphocytes subpopulations

between the healthy and patient groups.

In the light of the data obtained in our study, it can be suggested that
Th1 type spesific cellular immunity is responsible for protective immunity in
Brucellosis. The more potent vaccines may be developed by including
L7/L12, GAPDH and diagnostic tests using these peptides may be evaluated.
However, there are needs for new and further studies which reveals the

complex immunomodulatory effects of GAPDH and L7/L12.

Key Words: Acute Brucellosis, GAPDH, L7/L12, Cytokine, Lymphocyte
Subpopulation, IFN-y, IL-4, IL-10



GiRiS

Bruselloz, Brucella cinsi bakterilerin neden oldugu, esas olarak ot yiyen
evcil ve vahsi hayvanlarin, insanlara gegebilen bir hastaligidir (1,2). Hastalik,
insanlara hasta hayvanlarin vucut sivilar, idrar, et, sit ve bu sit ile
hazirlanan sut Urlnleri, gebelik materyalleri araciligi ile gecer ve daha ziyade
bir meslek hastahgidir (1-4). Bruselloz, hayvanlarda yavru atimi, sut ve et
verim kaybina neden olur; insanlarda ise akut baglangich yuksek ates, gece
terlemesi, eklem agrisi gibi belirti ve bulgular ile seyredebildigi gibi; sinsi
baglangi¢li, romatizmal ve psikiyatrik hastaliklari taklit eden atipik belirti ve

bulgular ile de seyredebilir (1-3).

ilk defa Malta adasinda bulunan olgularin bildiriimesinden dolay! “Malta
Hummasi, Akdeniz Hummasi, Gibraltar Hummas/”, tipik ates trasesi nedeni

ile “Ondulan Ates”, koyunlardan bulasabildigi icin “Mal Hastalig1” veya “Koyun
Hastalid1” da denilen Bruselloz hastaliginin etkeni ilk olarak 1886’da David
Bruce tarafindan Malta atesine maruz kalan 5 fatal olgunin dalaklarindan
izole edilerek, “Micrococcus” sinifina dahil edilmistir (1-4). 10 yil sonra
Danimarka’li veteriner B.Bang, tekrarlayan duslUk oOykusu olan sigirlarin
plasenta ve fetuslerinde mikroorganizmay! izole ederek “Bacillus of abortion”
olarak isimlendirmigtir (2). 1917'de A.C.Evans, Bruce’in tanimladigi
organizma ile Bang’in tanimladi§i organizmanin ayni oldugunu tespit ederek
mikroorganizmayi Bruce’un anisina tekrar isimlendirinceye kadar Malta atesi

ve Bang hastaliginin etkenleri arasindaki iligki fark edilmemigtir (1,2).

Hastaligin yol actigi ekonomik kayip ve isgucl kaybinin yani sira,
mikroorganizmanin aerosoller ile bulasabilmesi nedeni ile biyolojik savas
ajani olarak kullanilma riski agi ve tanida farkh tetkiklerin gelistiriimesini

gerekli kilmistir (2).



Patojen

Filogenetik olarak Brucella spp, serbest olarak toprakta yasayan
organizmalar ile ortak orjine sahip olup, 16S rRNA sekansina ve dis membran
proteinlerinin analizine dayanarak, Proteobacteria sinifinin a; altsinifina dahil
edilmistir (1,5). Mikroorganizma 0,6 pum en, 1,5 pum boyunda, spor
olusturmayan, katalaz (+), hdcre igi Ureyen Gr(-) kokobasildir (1,2,4). Genel
olarak oksidaz pozitif olup, Ureaz aktivitesi, H,S Uretimi ise dedisken olan
Brucella tirleri patojenitedeki ve konak tercihindeki farkliliklara goére
B.abortus, B.melitensis, B.suis, B.ovis, B.canis, B.neotomae, B.maris olarak
siniflandinlir (1,2,4). Bu turler icinde sadece B.abortus, B.melitensis, B.suis
ve B.canis insanda enfeksiyon yaparken, B.ovis, B.neotomae ile insanda

enfeksiyon bildirilmemistir (2).

Bakteri pepton iceren ve kan veya serum ile zenginlegtiriimis herhangi
bir kiltir ortaminda Ureyebilir, bazi turler igin tiamin, niacin, nikotinik asit,
biotin ve bazi vitaminler gerekebilir (1,3). Klinik érnekler 30 gin ve Ustl
izolasyon suresine ihtiya¢c duyar (1). Brucella tiurleri aerobik ortamda
¢ogalirken, B.abortus’un ¢ogu biyovarinin primer izolasyonu igin %5-10’luk
karbondioksit gereklidir (2,3). Brucella cinsi bakterilerin tercih ettikleri konak,
besiyeri, metabolik ve antijenik karakterlerine goére B.abortus igin 9,
B.melitensis icin 3, B.suis i¢in 4 biyovar tanimlanmistir (1). Molekduler teknikler
kullanilarak yapilan DNA-DNA hibridizasyon calismalari, suslar arasinda %
95'den fazla homoloji oldugunu ve aslinda 6zgun konaga adapte olmus
evrimsel baglara uyan alt turler ile Brucella cinsi bakterilerin monospesifik bir

cins oldugunu dustndurmustur (1).

Bakterinin bilinen bir ekzotoksini yoktur (3). Brucella cinsi bakterilerde
pek cok dig ve i¢c membran, sitoplazmik, periplazmik antijen tanimlanmisg,
Ozellikleri saptanmistir. Bunlarin gogu koruyucu immuniteyi uyarmada onemli
olabilir. Ancak Brucella’'nin baskin olan, major hicre duvar antijeni ve virilans
faktord, ilk olarak Wilson ve Miles tarafindan tanimlanan A ve M antijenleri

iceren smooth-lipopolisakkarit (S-LPS)'tir (1,2). Brucella’nin dig zarinin



lipopolisakkarit (LPS) komponenti hem yapisal, hem fonksiyonel olarak diger
gram (-) bakterilerinkinden farklidir (2). Brucella LPS’sindeki intrensek
heterojenisitenin tespiti onun kimyasal yapisi ve biyolojik davranigini
aciklamada yararli olacaktir. Bu da LPS’nin enfeksiyon ve agilamada 6nemli
bir antijen olmasindan, Bruselloz’'un tanisi ile immunolojik g¢alismalarinda

yaygin bir sekilde kullaniimasindan dolay1 dnemlidir.

Epidemiyoloji

Bruselloz bir zoonozdur. Hastalikk hayvanlarda sut verimini azaltmanin
yani sira, dusukler nedeni ile de ekonomik kayba neden olur. Brucella’nin
hayvanlarda, Ureme organlarinda lokalizasyonu dusuk ve sterilite ile
karsimiza ¢ikmasinin nedenidir. Gebe hayvanlarin kotiledonlarinda yerlesen
bakterinin meydana getirdigi enfeksiyon, fetlsin vyeterli beslenmesini
engelleyerek, ana karninda o6lume ve dusuge neden olur (1). Hayvanlarin
fetls zarlarinda bakteri i¢in bir gelisme faktdri olan eritrol yapisinda bir
madde saptanmis olup, gebe hayvanlarin Bruselloz’a duyarli olmalari bu
sekilde aciklanmaktadir (1,3). insan plasentasinda ise eritrol bulunmamasi
nedeni ile insanlarda bu enfeksiyonda dusuge rastlanmaz (3). Hayvanlarda
mikroorganizma lenf nodulleri, dalak, karaciger retikiloendotelyal hicreleri ve
urogenital sisteme yerlesir. Hayvanlarin sit ve idrarinda ¢ok miktarda bulunan
mikroorganizmanin hayvan sutine bulagi mastit ve genital akintidan karigsma
seklindedir (4).

B.abortus, esas olarak sigirlarda bulunur, ancak deve, Tibet 6klzleri gibi
turlerin de lokal dnemi olabilir (1). B.melitensis bulasinda en belirgin kaynak
keci ve koyunlardir. Cunklu Ozellikle kegiler 6-7 ay bakteriyi cevreye
bulastirmaktadir. Koyunlarda bazen B.abortus ve B.suis enfeksiyona neden
olabilir (3). B.suis biyovar 1-3, vahsi ve evcil domuzlarda ortaya ¢ikar ve
mezbaha iligkili insan hastaliina neden olur. Domuzlarda B.abortus ve
B.melitensis de hastalik olusturmaktadir (1,3). Nadir olarak bazi Guney

Amerika Ulkelerinde, B.suis biyovar 1 sigirlarda da izlenir, insan



enfeksiyonunun diger bir kaynagini olusturur (1). B.canis, kdpeklerde genital

enfeksiyonlara neden olur ve insan da nadiren hastaliga sebep olur (1,2).

Bruselloz her yil binlerce insani etkileyerek isgucu kaybi ve fiziksel
yetersizlige neden olmaktadir. Enfeksiyonun hayvanlardan insanlara bulas
yolu iginde; hayvanlar ve sekresyonlarina ciltteki kesik ve siyriklar yoluyla,
disuge mudahale yada kesim sirasinda direkt, indirekt temas, enfekte
aerosollerin inhalasyonu, konjuktiva yoluyla inokulasyon, pastérize olmayan
sut drunlerin alinmasi sayilabilir (1-3). Et Grdnleri, ¢ig yenmemelerinden ve
kas dokusunda mikroorganizmanin sayisinin az olmasindan dolayi
enfeksiyonun bulasinda nadir bir kaynaktir (1). insandan insana bulas
nadirdir, ancak B.melitensis biyotip 2 ve 3 ile enfekte iki ayri laboratuvar
personelinin eslerinde de Bruselloz izlenmistir (3). Bu gibi nadir olgularda
bulagsin cinsel yolla olabilecegi dusunulmus, nitekim etken sperm

orneklerinden izole edilmigtir (1).

insanlarda hastaligin insidansi koyun, keci, sigirlardaki enfeksiyon ve
enfekte hayvan ile bunlarin Urlnlerine maruziyet ile iligkilidir. Etken cogu
ulkede Ozellikle peynir gibi pastorize edilmemis st Uranlerinin tuketilmesi ile
bulasir. Bruselloz A.B.D. gibi pastorize sut Urunlerinin tuketildigi Ulkelerde ise
daha cok veteriner, mezbaha calisani, ciftci ve laboratuvar c¢alisanlarinda

“meslek hastali§i” olarak gorulir (2).

Brucella laboratuvar ortaminda olduk¢a enfeksiyozdur. Bakteri 60°C’de
10 dakikada, %1’lik fenol eriyiginde 15 dakikada tahrip olur (3). Normal mide
asidi bakteriyi oldurebilir. 4-8°C’de saklanan ke¢i peynirinde 6 aydan uzun
sure, duslik yapmis hayvan fetlistinde 75 gun, enfekte sutten yapilmig
dondurmada 30 gun, %10 tuz iceren salamura peynirde 45 gun, %17 tuz
icerisindeki peynirde 1 ay yasayabilir (3,4). Etken 1sI ve pastOrizasyona
duyarlidir. Tulum ve kasar peyniri uzun sure bekletildigi, yogurt asiti fazla

oldugu igin hastaligi bulastiramaz (6).



Hastalik ozellikle Akdeniz'de, Arap yarimadasli, Hindistan’da, Meksika,
Orta ve Glney Amerika’'nin bir béliminde daha yaygin olacak sekilde, tim
diinyada gérilebilir (1). Ulkemizde Bruselloz’a ait seropozitiflik orani %2-6
olarak belirlenmigtir. Hastaligin morbiditesi yuksek olmasina ragmen
mortalitesi dusuktir (<%2). Hastalik 15-35 yas arasinda ve yaz mevsiminde 4
kat daha fazla goraliir. Ulkemizde en sik bulas taze peynir ve ¢ig sut kaynakli
krema tuketimi ile olur (4). Kirsal kesimlerde B.melitensis, buyuk sehirlerde
B.abortus enfeksiyonu daha ¢ok gorulir. Basta Konya olmak Gzere Diyarbakir

ve Sanliurfa hastaligin en sik géraldugu illerdir (3,4).

Klinik Bulgular

Bruselloz’'un klinik bulgulari cesitli, seyri ise degiskendir (2). Hastalik
akut, sistemik atesli hastalik, kronik enfeksiyon veya lokalize enflamatuvar
sure¢ olarak kendisini gosterebilir (2). Baslangi¢ akut ya da sinsi olabilir.
inkiibasyon periyodu 3 giin ile haftalar arasinda degismekle birlikte, genellikle

semptomlar etkenin alinmasindan 2-4 hafta sonra baslar (1,2).

Bruselloz Brucella turlerine baglh olarak farkl gsekillerde gorulebilir.
B.melitensis digerlerine nazaran daha ciddi sistemik hastaliga neden olurken,
B.suis daha cok lokalize, supuratif hastalida neden olur (2). Genel olarak
hastalik kendisini ates, terleme, istahsizlik, basagrisi, sirt agrisi gibi 6zgul
olmayan semptomlar ile gosterir. Uzun sure tedavi edilmemis hastalarda
(0zellikle B.melitensis enfeksiyonlarinda) ates 10-15 gun 38-39°C veya daha
yuksege ciktiktan sonra basamak basamak azalarak iki hafta igcinde normale
iner ve 3-10 gunlik bir atessiz donem sonrasi ates tekrar yukselir (ondulan
ates) (1,3). Ek olarak kemik, eklem veya genitolriner sistemin fokal
enfeksiyonu lokal agriya neden olabilir. Oksuriik, pléritik gdégus agrisi da
bildirilmigtir. Aerosoller ile enfekte hastalarin semptomlari diger yollar ile
enfekte olanlarinkinden farkli degildir. Bruselloz’lu hastalarda depresyon,
huzursuzluk gibi noéropsikiyatrik semptomlar yaygindir (2). Somatik

sikayetlerin yogunluguna ragmen, fizik muayene bulgulari azdir (1).



Bruselloz, vucudun herhangi bir organ veya sistemini iceren sistemik bir
enfeksiyondur. Bu hastalari semptomlarin uzunlugu, ciddiyetine gore akut,
kronik, subakut olarak kategorize etmek gugtur (1). Akut hastalarda en sik
rastlanan fizik muayene bulgulari splenomegali, hepatomegali, vertebralar
uzerine basmakla hassasiyettir. Bu olgularin tedavi edilmeyen bir bolimu
subakut doneme gecebilir. Subakut hastalarda en belirgin bulgular yorgunluk,
sinirlilik, bel, bas agrisi, ondulan atestir (3). Hastaligin 1 yildan uzun surmesi
halinde kroniklestigi farzedilir (1,3). Akut ve kronik formlari ayirdetmenin
gucligu yayinlarda belirtiimistir (1). Kronik hastalik kendisini dort sekilde
gosterir: i. Hastalik cogunlukla asemptomatiktir ve sinsi seyir izleyebilir (3). ii.
Akut hastaligi takiben tekrarlayan nuksler olabilir. Genellikle ates (olgularin
%25-50’sinde), halsizlik, sinirlilik, basagrisi, depresyon belirtileri ve kilo kaybi
on plandadir (3). Lenfadenopati, hepatomegali yada splenomegali
izlenebilmesine karsin fizik muayene bulgulari genellikle normaldir (2). iii.
Lokalize organ tutulumlari olabilir. Spesifik organ tutulumu baskin oldugunda,
hastalik genellikle “fokal” veya “lokalize” olarak tanimlanir. Sikhkla eklem,
kemik, karaciger, dalak ve bobreklerde supuratif lezyon gibi derinde
enfeksiyon odagi olarak karsimiza c¢ikar (1). iv. Antimikrobik tedaviye
yanitsizlik olabilir. Relapslar o6zellikle tedavi erken kesildiginde siktir,
genellikle tedavinin kesilmesinden 3-6 ay iginde ortaya c¢ikar. Relapslar,
antibiyotik direncinden kaynaklanmaz. Nitekim relapslarda izole edilen

suslarin duyarhhgi, orijinal suglarinkinden farksizdir (1).

Pek c¢ok organi etkileyen Bruselloz’'un sistemlere gore yaptigi klinik

bulgulara goz atacak olursak;

Gastrointestinal Sistem; Hastalarin %70’inde anoreksiya, bulanti, kusma,
ishal, kabizlik, karin agrisi gibi bu sisteme ait sikayetler izlenir (1). Karaciger,
retikiloendotelyal sistem (RES)'in en blylk organi oldugu icin brusellozda
tutulum orani yuksektir. Ancak hepatik lezyonlar antimikrobiyal tedavi ile

iyilegir, enflamasyonun ciddiyetine ragmen hepatit C veya alkol aligkanhgi gibi



durumlar hari¢ siroz olugsmaz. Hepatitin disinda akut kolesistit, pankreatit ve

spontan bakteriyel peritonit de olabilir (1).

iskelet Sistemi; Osteoartikiiler komplikasyonlar Bruselloz’da ¢ok
yaygindir (olgularin  %20-60'inda) (1). Eklem ve kemik lezyonlarinin
spektrumu; artrit, spondilit, osteomiyelit, tenosinovit, bursiti igerir. Kalca, diz,
ayak bilegi, gibi buyuk eklemler daha ¢ok tutulurlar (2). Sakroileit en yaygin
bildirilen komplikasyondur (1). Grafilerde sakroiliak eklem tutulumu halinde de
eklem aralijinda daralma ve duzensizlesme olup olmadiginin aranmasi
gerekir; bu tutuluma “Akdeniz Koksaljisi” denilmektedir. Nadiren paravertebral

apseler olusur (4).

Sinir Sistemi; Bruselloz’da depresyon ve dikkat bozuklugu yaygin
olmasina kargin, Santral Sinir Sistemi (SSS)’nin direkt invazyonu %5’ten az
olguda izlenir. Sinir sistemi komplikasyonu i¢cinde menenijit, ensefalit, miyelit,
radikulondrit, beyin apsesi, epidural apse, demiyelinizasyona neden olan
sendromlar ve menengovaskuler sendromlar sayilabilir. Akut yada kronik

menen;jit SSS’nin en yaygin komplikasyonudur (1).

Kardiyovaskuler Sistem; Hem dogal, hem protez kapakta bildirilen
endokardit olgularin  %2’sinden azinda izlenir. Ancak Bruselloz iligkili
Olumlerin %80’ini kapsar (2). Aortik kapak, mitral kapaktan daha sik tutulur (1)
Perikardit, endokarditin komplikasyonu olabildigi gibi, primer enfeksiyon

olarak da geligebilir (1).

Solunum Sistemi; Hastalarin dortte biri 6ksuruk, dispne, ploritik agr gibi
solunum yoluna ait sikayetler ile bagvururlar. Solunum sistemi tutulumu nezle
benzeri semptomlardan bronsit, bronkopnémoni, akciger nodull, apse, plevral

eflizyona kadar farkli bulgular ile kendisini gdsterebilir (1,2,4).



Genitouriner Sistem; Piyelonefrit, sistit, erkeklerde epididimoorsit
gérilebilir. intersitiyel nefrit, eksiidatif glomerulonefrit, IgA nefropatisi
bildirilmistir (1).

Ayrica, anemi, I6kopeni, trombositopeni, pihtilasma bozukluklari ile
karakterize hematolojik bozukluklar; Papul, Ulser, cilt apsesi, eritema
nodozum, petesi ve purpura gibi dokuntulu cilt lezyonlari; ve Uveit, kronik
iridosiklit, keratit, multifokal koroidit, optik norit gibi gbze ait bozukluklara

sebep olabilir (1,4).

Bu kadar yaygin organ tutulumu ve klinik formlara ragmen hastalik
mezbaha iscileri, veterinerlerde asemptomatik gecebilir veya klinik

semptomlar ortaya ¢ikmadan dnce serolojik bulgular pozitiflesebilir (3).

Tani

Semptomlar 6zgll olmadidi igin, dyku tanida en 6nemli aragtir (1,2).
Dolayisiyla, hasta hayvanlar ile temas, hastaligin yaygin oldugu bdlgelere
seyahat, pastorize edilmemis sut gibi yuksek riskli yiyecek alimini igceren
ayrintil 6yku onemlidir. Lokosit sayisi siklikla normal veya dusuk, eritrosit
sedimentasyon hizi degiskendir (1). Bakterinin hemen hemen tim vicutta ve
hiicre icinde bulunmasi tanida zorluk ve karisikiga neden olur. ilk atakta
teshis nispeten daha kolay olsa da, kronik, nuks veya lokalize Bruselloz'da
taniya ulasmak guctir. Bu nedenle Bruselloz’'un kesin tanisi ancak

laboratuvara dayanilarak konulabilmektedir (1,3).

Etken kan, kemik iligi ve diger dokulardan izole edildiginde tani netlesir.
Bakteri kan ve kemik iligi diginda, lenf nodulu, dalak, karaciger, beyin omurilik
sivisi, genital salgi, sut ve irinden elde edilebilir (3). Kandan izolasyon orani
inkibasyon suresince kullanilan metoda baglh olarak degisir. Tanida Bruselloz
dusunuldugunde laboratuvar, kulturleri en az 4 hafta bekletmesi igin

uyariimahdir (1). Kemik iligi kaltirleri daha duyarlidir. Bu neden ile Bruselloz



dusunulen, ancak kan kultirinde etkenin izole edilemedigi durumlarda kemik

iligi kalttrG onerilmektedir (1).

Bakteriyolojik dogrulama yoklugunda tani, etkene kargi olugan antikorun
tespitine dayanir. Wright-TUp aglutinasyon testi (Standard Aglitinasyon testi;
SAT) en sik kullanilan standart metoddur (1). Bu test serumun &lduriimus
mikroorganizmalari aglutine edebilme yetenedine dayanir ve anti-O-
polisakkarit antikorunun varhigini yansitir (2). Aktif enfeksiyonda tani
koydurucu titre genelde 1:160 Ustlindedir (1-4). Daha dusuk titreler tani
koydurucu degildir ve testin bir sire (10-14 gun) sonra tekrarlanmasinda 4 kat
titre artisi izlenir. Ancak gogu hasta klinik bulgular gosterdigi sirada yuksek
titrelere sahiptir ve titrede 4 kat artis olmayabilir (2). Hastahdin erken
doénemlerinde IgM artar, U¢ ayda en yuksek dizeye ulasirlar, daha sonra
azalirlar (2). Basarili tedavi sonrasi yillarca 1/20 gibi dustk titrelerde kalir.
Hastaligin baglangicindan Ug¢ hafta sonra IgG antikorlar yukselmeye baslar;
6-8 haftada en yuksek duzeye ulasirlar. Ancak hastaligin iyilesmesi ile hizla
kandan kaybolurlar ve reaktivasyon durumunda tekrar ortaya cikarlar (3).
Dolayisiyla bir reaktivasyon belirteci olarak kabul edilebilir. immiinoglobulin
titrelerinde dusmede zayiflama relaps veya kronik enfeksiyonda prognostik
degere sahiptir. Kronik enfeksiyonun akut alevlenmesinden siphe ediliyorsa,
IgG’nin aglitinasyon titresinin gosterilmesi gerekir. Bu amagla total titrenin
IgM’e ait kismi, 2-Merkaptoetanol (ME) veya Rivanol ile IgM’i monomerlere
ayirmak sureti ile yok edilir ve yuksek titrede IgG saptanmasi ile tani konabilir
(2). Bazen, blokan antikorlarin varligi negatif reaksiyona neden olur. Eger test
negatif sonuglanirsa ve klinik olarak hastaligi destekleyen bulgular var ise
Coombs (anti human globulin) serumu ilavesi ile tekrarlanir, blokan
antikorlarin baglanmasi ve gorunir aglutinasyon olusmasi saglanir (1,4).
SAT’daki yanlis pozitif reaksiyonlar Yersinia, V.cholerae, F.tularensis etkenine

kargl olusan ¢apraz reaksiyonlardan kaynaklanir (1,4).

B.abortus 99S susunun tamponlu eriyikteki suspansiyonunun boyali

antijen olarak kullanildigi lam aglutinasyon testi olan Rose Bengal testi, hizli



tarama metodudur. Ancak (+) sonuglar SAT ile konfirme edilmelidir (4).
Benzer sekilde tam kan ile calisilabilen SPOT testi de g¢abuk sonug veren

testlerden biridir. Ozellikle kitle taramalarinda kullanilir (3).

Brucella enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda I6kosit tarafindan fagosite
edilen ortalama bakteri sayisinin degerlendiridigi opsonositofajik test; antijene
spesifik IgM, IgG ve IgA’nin saptanabildigi ELISA testleri; immunocapture

aglutinasyon testi olan Brucellacapt gibi yontemler de kullanilabilir (3).

Tanida diger yontemde ise bakterilerden elde edilmis, saflastiriimis
nukleoprotein kompleksinden olusmus “Brucellergen” deri igine enjekte edilir
(4). Bu test Brucella’nin éldurtlmus kaltarleri veya 21 gunluk kalttr stizuntuleri
(Mellitin-Abortin) ile de yapilir (3). 24 saat i¢inde kizarti, ddem, sertlik seklinde
izlenen reaksiyon varsa, bu kigiler Brucella’'ya karsi asiri duyarh kabul
edilerek test pozitif olarak degerlendirilir (3,4). Ancak testin negatif olmasi

Bruselloz’dan uzaklastirmaz (3).

PCR yontemine dayali testler, ginimuzde diger zor ve geg¢ Ureyen
bakterilerde oldugu gibi Brucella turlerinin tanisinda da yerini almaktadir.
Geleneksel tani yontemleri ile tedavi sonrasi iyilesmenin degerlendiriimesi
oldukga zordur. PCR yonteminde ise nlks olgularinda kan érneklerinde ¢ok

az sayida bulunan Brucella bakterilerinin bile varli§i goésterilebilmektedir (3).

Korunma

B.melitensis ve B.suis’in, B.abortus ve B.canis’ten daha virtlan oldugu
digunulmektedir. En virtlan ve agir hastaliktan sorumlu olan B.melitensis
iken, en az virllansa sahip olan B.abortus’tur. Ancak atente asi suslari dahil
herhangi bir sus ile enfeksiyon insanlarda ciddi enfeksiyon ile sonuglanabilir
(1). Bu nedenle hastaliktan korunma ¢ok énemlidir ve insan brusellozundan
korunma hayvanlarda hastaligin kontrol altina alinmasi ve eliminasyonuna

bagldir. Risk altindaki kisilerin eldiven, uzun kollu 6nlik, gézluk kullanmasi,
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sutlerin pastorizasyonu, taze peynir yapiminda peynirlerin yeterince
tuzlanmasi ve en az iki ay bekletiimesi, tenekelerin Uzerinde mayalanma
tarihlerinin bulunmasi, etlerin iyice pigirilmesi ve bruselloz olgularinin saglik
midurliklerine bildiriimesi 6nerilmektedir. Diinya Saglhk Orglti bu hastalik ile
micadelede hayvanlarin hastaliktan korunmasi, testler ile hasta hayvanlarin

belirlenip, kesilmesini, 4-8 aylik disi danalarin asilanmasini 6nermektedir (3).

Hayvanlarda B.abortus (Sus 19) ve B.melitensis (Sus Rev-1) igin etkili
atenle canli asilar mevcuttur (1). Ancak B.suis veya B.canis igin etkili agi
yoktur. Sus 19 ve Rev-1in yanliglikla insanlarca alinmasinin insan
brusellozuna neden oldugu nadir de olsa bildirilmistir (1). B.abortus sus RB51
ile Uretilen agI sigirlarda tercih edilen asidir. Bu sus sigirlari antikor yaniti
uyarmaksizin korur, ayrica insanlar igin virllanstan yoksundur ve yanhsglikla
alinmasina ragmen insan RB51 enfeksiyon olgusu bildiriimemistir (1).

insanlarda ise Bruselloz’a karsi etkili asi heniiz gelistirilememistir (2).

Hastaligin isglicu kaybina neden olmasi, kronik seyir izlemesi, nukslerin
gorulmesi, epidemik potansiyeli, sik kargilasilan bir meslek hastaligi olmasi,
mevcut asilarin guvenli olmamasi ve Ozellikle biyolojik silah olarak kullaniima
riskinin olmasi asi gelistirilmesini gerekli kilmistir. Bununla birlikte bazi
hastalarin iyilesirken, digerlerinde  tedaviye ragmen hastaligin
kroniklesmesinin agiklanabilmesi, tani ve tedavideki sikintilari asabilmek igin
hastaligin patogenezinin ve konak immun sisteminin etkene yanitinin
incelenmesi, etkene ait antijenik yapilarin agiga cikariimasi 6nemlidir. Bu
neden ile patogenez ve konak immuin sisteminin hicre i¢i bir bakteri olan

Brucella’ya karsi yanitini ayrintili degerlendirmek yerinde olacaktir.
Bruselloz’da immiin Yanit
immiin sistemin gelisimi igin en iyi itici glic konak ile mikroorganizma

arasindaki suregelen gatismadir. Bu ¢atisma kimi zaman konak, kimi zaman

da mikroorganizma lehine sonuclanir (7). Ancak mikroorganizma, hucre
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icinde kendisine immun sistemden kacgabilecegi koruyucu bir alan
buldugunda, immun sistem, mikroorganizmanin ¢gogalmasini kontrol etse de

ortadan kaldiramaz.

Hucre icinde yasama, koruyucu immun yanitin tipini de belirgin etkiler.
Hucre ici bakteri, antikor ve 6zgul olmayan humoral efektér molekiller ile
nadiren iligki kurar; daha ziyade hicre iginde bir takim islemlerden gegirilerek
antijenik peptidler halinde MHC molekulleri tarafindan T lenfositlere sunulur.
Yani hicre ici bakteriler ile gerceklestirilen enfeksiyonlarin bir diger 6zelligi
konagin antikorlardan c¢cok T hucreleri aracili immunolojik mekanizmalar
kullanilarak savunulmasidir. Bu T hucrelerinin en 6nemli gorevi, enfekte
makrofajlarda, etkili antibakteriyel fonksiyonlarin aktivasyonu, bagka bir
deyisle mononukleer fagositin major efektdér hicreye donusmesidir (7).
Sikhkla hicre ici bakteriler makrofaj igcinde yasamaya devam eder. Aktive
makrofajlar ile bu mikroorganizmalar arasindaki bu surekli savas bolgesinde

karakteristik doku yaniti olarak granulomat6z reaksiyon geligir (7).

Hucre ici bakterilerin bir kismi konak hicresinde yasamaya iyi adapte
olmalarina ragmen, nadiren hicre diginda da bulunurlar. Mononukleer
fagositleri yasamak igin tercih ederler ancak diger konak hucrelerini de
enfekte edebilirler. “Fakultatif hdcre ici bakteri” olarak nitelendirilen bu
bakteriler icinde sayilan Brucella spp, noétrofiller tarafindan éldirmeye direncli,
makrofajlarda ve profesyonel olmayan fagositlerde c¢ogalabilen, konak

hicreleri ile uzun sureli iliski kurabilen bir patojendir (5,7).
Dogal immiinite
Dogal immun yanit, patojenlere karsi, enfeksiyonun erken dénemlerinde
ortaya ¢lkan, 6zgul olmayan ilk immuin yanittir (7). Bruselloz’da dogal

immunitenin baglica rolu, baslangigtaki virilan bakterinin sayisini azaltmak ve

konakta Th1 immun yaniti olugturmak i¢in ortam hazirlamaktir (5).
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Vicuda mukozadan giren hucre ici bakteriler icin mukozada gercgeklesen
lokal immunite énemli bir bariyerdir. Bu bdlgede immuniteye spesifik IgA, M
hacreleri, intraepitelyal lenfositler (cogunlukla yd T lenfositler), lamina propria

lenfositleri ve lokal lenfoid follikil htcreleri katilir (7).

Bruselloz immunitesine katilan dogal immun sistemin hucrelerini tek tek

inceleyecek olursak;

Notrofiller

Notrofiller kan hucrelerinin %50-70’ini kapsayan, kisa dmurlu hicrelerdir.
En o6nemli fonksiyonlari fagositozdur (5). Notrofiller muhtemelen insanda
Bruselloz ile mucadelede ilk ortaya ¢ikan immun sistem hucreleridir (8).
Notrofiller kemotaksis ile mikroorganizmanin giris bodlgesine hicum eder (7).
Virtdlan ve atenue Brucella suslarinin noétrofiller ile hizli fagositozu, antikor ve
kompleman ile opzonizasyonun ardindan gergeklesir. Opzonize olmamis
Brucella spp, fagositik hlcreler ile zayif sekilde sindirilir. Bu durum
opzonizasyonun fagositoz igin gerekli oldugunu dusundurar (5,8). Ancak
mikroorganizmanin notrofil icindeki bakteri dlduricu mekanizmalara direng
gosterdigi izlenmigtir. Bunu saglayan mekanizmalar tam olarak anlagiimamak
ile birlikte bu faktorler arasinda adenin, guanin monofosfat Uretimi ile
noétrofillerin degrantlasyonunun 6énlenmesi ve Cu-Zn superoksid dismutaz

uretimi sayilabilir (1,5,8).

Daha ayrintili belirtecek olursak; nétrofiller, mikroorganizmayi 6ldirmek
igin miyeloperoksidaz-hidrojenperoksid-halid sistemini kullanir.
Miyeloperoksidazin salinimi igin, primer ve sekonder noétrofil granullerinin
degranulasyonu gereklidir (5,8). Bu da Brucella’da reaktif oksijen metabolitleri
(ROM) ve reaktif nitrojen metabolitleri (RNM)’e karsi oldugu gibi hipohalid,

laktoferrin, bakteriyel permeabilite artiran faktor, serprocidin, fosfolipaz Ay,
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cathelicidin, lizozom ve defensinlere karsi gelisen antimikrobiyal direng
mekanizmalarin mevcut olabilecegini gosterir. Ornegin B.abortus, GMP ve
adenin salgisi ile degranulasyonu engelleyerek, sigir noétrofillerinde
miyeloperoksidaz H;O, halid antibakteriyal sistemi inhibe eder (5).
Degrantlasyonun inhibisyonu, nétrofiller ile micadele etme ve erken yikimi
engelleyerek bakterinin yasamasina izin veren virulansta onemlidir. Dahasi
B.suis ve B.abortus, fagozom-lizozom fuzyonunu engellemede henuz

tanimlanmayan faktorler geligtirilebilmiglerdir (8).

Farkh tdrlere ait notrofiller, Brucella’'ya karsi farkli yikim yetenegine
sahiptir. Ornegin insan nétrofilleri, B.melitensis’i 6ldirmede sigir nétrofillerine
gbre daha etkisizdir. Bu da insanlarda B.melitensis’in B.abortus’tan daha

virtlan olma nedenini agiklar (8).

Dogal Oldiiriicii Hiicreler

Dogal dldurtcu (Natural Killer; NK) hicreler, CD56 belirteci ile identifiye
edilen buyuk grantler lenfositlerdir. Bu htcrelerin T lenfositlerin yaptigi
fonksiyonlari gerceklestirdikleri igin aktif T hucreler ortaya ¢ikmadan Once,
erken donemde konak savunmasina katildiklari saptanmigtir (7). NK
hicreleri, patojenlere karsgi ile korumada ilk savunmada vyer alir ve
aktivasyonu izleyerek enfekte hedefleri éldurebilir (9). Hem in vivo hem de in
vitro hucre igi bakteriler ile yapilan galigmalarda NK hucrelerinin aktive oldugu
ve bu bakteriler ile enfekte konak hucrelerinin parcalandigi gosterilmistir (7).
NK hucrelerinin enfekte ve enfekte olmayan konak hucrelerini ayirt ederken
inhibitor reseptorleri araciigiyla MHC Sinif | molekilini eksprese etmeyen
veya dusuk duzeyde eksprese eden hedef hucreleri 6zellikle parcaladigi
saptanmistir (7). Bunun yani sira NK hucreleri aktive edildiklerinde IFN-y
ureterek ve makrofaj aktivasyonuna katilirlar (7,9). B.abortus’un [L-12
salgilamak igin antijen sunan hucreleri uyararak NK hucrelerini aktive

edebildigi gosterilmigtir (5,9). IL-12 de NK hucrelerini, 6lduracu hucre olacak
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ve IFN-y sekrete edecek sekilde uyarir. IFN-y’nin bu salinimi, Th1 veya Tc1

benzeri edinsel immun yaniti gergeklestirmede rol oynayabilir (9).

insan NK hiicrelerinin sitotoksik etkisinin in vitro isi ile oéldurtimis
B.abortus’a maruz birakilmigs makrofajlardan elde edilen IL-12 ile muamele
edildiginde arttigi; NK hicrelerinin  disfonksiyonunun ise hastaligin
kronisitesini arttirdigi gosterilmigtir (5). Ote yandan NK hiicreleri olmayan
farelerde yapilan calismalarda bu farelerin B.abortus enfeksiyonu ile basa
cikma yetenegdinin degistirmedigi ortaya konmustur (10). Bu bize fonksiyonel
NK hicre yaniti yoklugunda dahi, diger immin yanitlarin B.abortus

enfeksiyonunu kontrol etmede yeterli oldugunu dusundurmektedir (9).

Antijen Sunan Hiicreler: Dendritik Hiicreler ve Makrofajlar

Antijen sunan hucreler (Antigen Presenting Cells; APC), makrofaj ve
dendritik hucreleri (DH) icerir. Bunlar NK hdcreleri ile birlikte invaze olan
mikroorganizmalara kargl reaksiyonda en erken goérev yapan hucrelerdir, cilt
alti ve mukozal bdlgelerde bulunur (9). Dogal immuin yanit primer olarak
monositik fagositler (MP) ve dendritik hucrelerin  bakteri tarafindan
sentezlenen lipopolisakkarit, bakteriyel lipoprotein ve lipoteikoik asit gibi
artnler ile konadin kendi yapi elementlerini ayirt edebilmeleri yetenegine
baghdir (7). Fagositik hucreler, patern taniyan reseptorler (pattern recognition
receptors; PRR) denilen bir grup mikroorganizmanin paylastigi degismez
molekuler patternlerini tanityan reseptorler tasirlar. Makrofaj mannoz reseptoér,
CD14 ve ¢opgl (scavenger) reseptorler ve Toll benzeri reseptorler gibi belirli
konak reseptoérlerine bakterinin baglanmasi, mikroorganizmanin aktif bir
sekilde iceri alinmasini saglar (7,9). Sadece MP ve notrofiller gibi profesyonel
fagositler bunu yapabilir. Kimi zaman hucre ici bakteriler, profesyonel
olmayan fagositlere de baglanabilir. Ancak bu hucreler ¢ok az fagositik
aktivite gosterirler (7). Son zamanlarda patojenleri ayirt eden ve gerekli hiicre

ici sinyallerini saglayan asil molekullerin Toll benzeri reseptorler (Toll like
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receptor; TLR) oldugu, bu reseptorlerin fagositozda yer almadidi, ancak
fagolizozomal maturasyonda rollerinin oldugu ortaya c¢ikmistir (7). Bu
reseptorlere direkt baglanma siklikla kompleman komponentleri ve Ig
tarafindan dolayl olarak desteklenir (7). Kompleman veya antikor yoklugunda
bakterinin hlcre icine aliminda rol oynayan hlcre reseptorleri henlz
tanimlanmamistir. Reseptorlere siki baglanma, hucre iginde hicre iskeletinin

invajinasyonu ve fagozom formasyonunu aktive eder (7,8).

Hucre icine alinan bakteri ve apoptotik hicreler APC'lerce islenerek
peptidler haline getirilir, yeni sentezlenmis MHC sinif | ve sinif Il molekdlleri
oluklarina yuklenerek, bu peptidlere 6zgul T hucre reseptorine sahip T
lenfositlerine sunulur. CD4" T hiicreleri peptid-Sinif 1I, CD8" T hiicreler ise
peptid-Sinif | kompleksleri ile etkilesir (7,9). Nitekim 1s1 ile o6ldurdlmus
B.abortus’'un APC fonksiyonunun farkh yonleri Gzerindeki etkileri ¢alisiimistir
ve in vitro c¢aligmalar B.abortus’'un insan monositlerini proenflamatuvar
sitokinler TNF-a, IL-13, IL-6 salgilamasi i¢in uyardigini gostermistir (8,9). Bu
fonksiyon, B.abortus’tan elde edilen LPS ile de gdsterilmistir. Sitokinler ile
aktivasyon, APC'i daha c¢ok aktive eder, cesitli antibakteriyel efektor
mekanizmalarin hareketlenmesine neden olur, mononukleer fagositlerin
efektdr hlcrelere donismesini saglar (7). Fagositoz ve aktivasyonu takiben,
APC'ler yuzeylerinde MHC ve kostimulator molekuller B7.1/2’inin duzeylerini
yukari ¢eker; APC’ler daha sonra cilt ve mukozadan T hicre bdlgeleri olan
lenf dugumlerine go¢ ederler (9). Bu bdlgelerde T hucrelerini TCR'yi aktive
eden MHC peptid kompleksleri ve T hucrelerindeki CD28'i uyaran B7.1/2 gibi
kostimulatér molekuller yoluyla stimile eder (9). Bu iki sinyalin olugsmasi,

kazanilmig immunite gibi antijene 6zgu yolda T hucreleri aktive eder.

Bunun disinda insan monositlerindeki hicrelerarasi adhezyon molekulu
(intercelluler adhesion molecule-1; ICAM-1) ekspresyonu da artar, APC ve T
hicreleri arasindaki etkilesim daha da guglenerek T hicrelerinin APC

tarafindan aktivasyonu arttirihr (9). Aktive T hucreler de APC'leri T
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hicrelerdeki CD40 ligandi ile ve IFN-y'nin sekresyonu ile aktive edebilir (9).
APC'nin o6zellikle DH’lerin enfeksiyon etkeni ile aktivasyonu, siklikla IL-12
sekresyonu ile sonuglanir (9). IL-12 NK hdcrelerinin ve antijene 6zgu efektor
hucrelere dontigen T ve B hucrelerinin aktivasyonu ve farkhlasmasi dahil
baglatici ve esas roli oynamaktadir (5,9). IL-12 Th1 hdcrelerinin geligimini
uyarir ve bodylece makrofajlari aktive eden énemli bir sitokin olan IFN-y
yapiminin surekliligini saglar (11). Brusellozda IL-12’nin 6nemi Zhan ve
Cheers’in (12) galismasinda gosterilmigtir. Th1 sitokini olan IFN-y, makrofaji
aktive etmede ve Brucella’nin neden oldugu enfeksiyonu sinirlandirmada hem
in vivo hem de in vitro énemli bir rol oynar. Zit olarak makrofaj aktivasyonu IL-
4, IL-10, TGF-B gibi Th2 sitokinleri tarafindan baskilanabilir ve bu durum

enfeksiyona duyarliligi artirabilir (7).

Mononukleer fagositler bir defa aktive olduktan sonra mikroorganizmalari
oldurme yetenegdi kazanir ve lokal doku yikimina katilan proteolitik enzimlerin
yani sira; fagozom atagi, granulom olusumu ve makrofaj aktivasyonunu
dizenleyen sitokinler gibi hastaligin sonucunu etkileyecek aktif molekulleri

salgilar (7).

Makrofajlarin  bakterisidal fonksiyonlari IFN-y ve TNF-a tarafindan
uyarilan reaktif oksijen metabolitleri (ROM) ve reaktif nitrojen metabolitleri
(RNM) ile gercgeklestirilir (5). IFN-y veya IgG uyarimi ile membrana bagh
NADPH oksidazin aktivasyonu, toksik ROM, Oj, H;O,, OH" olusumu ile
sonuglanan oksidatif patlamayi baglatir. Ayrica IFN-y, TNF ve lipoteikoikasit
gibi mikrobiyal Urlnlerce uyarilan NO olusumu sonucu ag¢iga ¢ikan RNM
bakterisidal etkisini ROM ile sinerjizm olusturarak, bakteriyel enzimlerin demir
ve sulfur igeren reaktif merkezlerini yikarak gergeklestirebilir (7). Demir ise
hem prokaryot, hem O&karyotlarda c¢ogu biyokimyasal suregte gereklidir.
Dolayisiyla hicre igi demir havuzu igin konak hicre ve patojen arasinda yaris
mevcuttur. IFN-y ile aktive olan demir yukli makrofajlar, hicre ici Brucella’yi

oldurmek icin artmis kapasiteye sahiptir. Ayrica bu makrofajlarin, demirin
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Haber-Weiss reaksiyonunu katalize  etme  yetenegi sayesinde

mikroorganizmayi elimine edebilmesi ROM’nin énemini dogrular (5).

Hem MP hem de profesyonel olmayan fagositlerde IFN-y aracilhgi ile
indolamin  2-3-deoksijenaz uyarilarak triptofan yikimi  gercgeklestirilir.
Triptofanin  kisittanmasi  mikroorganizmalarin  yasamasi i¢cin  gerekli

besinlerden yoksun birakilarak oldurulmesine iyi bir 6rnektir. (7).

Defensin ve bazik proteinler fagositlerde yaygin bulunan, bazik pH'da
mikrobisidal kuguk lizozomal antimikrobiyal polipeptidlerdir. Bu peptidlerin

cogu hucre igi bakterilere kargi bakterisidal etkiye sahiptirler (7).

Brucella bakterisi mukozal epitelden gecisi izleyerek bdlgesel lenf
noduna serbest ya da fagositik hicre icinde tasinir (5). Peyer plaklarinda
mononukleer fagositler mikroorganizmay! alir, ancak tamamen eradike
edemez. Bunlar daha derin dokulara iletmek icin siginak yada gecis sistemi
olarak goérev yapar (2,7). Baslangicta mononukleer fagositlerce alinmig
Brucella hticre igcinde yasamini ve ¢ogalmasini surdirir (5). Burada Uredikten
sonra lenf yolu ile genel dolagsima karisir. Mikroorganizma hematojen yayilimi
takiben, karaciger, dalak, kemik iligi gibi retikiloendotelyal sistemden zengin

organlarda lokalize olur.

Mikroorganizmanin  konakta sayisinin  artis nedeni  6ldurme
mekanizmalarindan kagmasidir (2,5,7). Brucella, fagositozu takiben sadece
notrofillerde oldurilmeye direngli degil, ayni zamanda makrofaj ve
profesyonel olmayan fagositlerde de c¢ogalma yetenegine sahiptir. Kronik
enfeksiyon gelismesinden de sorumlu tutulan makrofaj iginde yasama
yetenedi, bakterinin kompleman ve antikor gibi hicre digi konak
savunmasindan kagmasina, antimikrobiyal ajanlardan korunmasina neden
olur (5,7). Makrofajlarda hucre igi yasamlarini surdurebilmeleri Brucella’nin

¢ozunebilir drunleri ve stres uyarisi ile artan sayidaki proteinler sayesinde
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fagozomun hizh asidifikasyonu ile fagozom-lizozom flizyonunun inhibisyonu

sayesinde kolaylasir (7,8).

Makrofaj bakteriye karsi atak basarisiz oldugunda bakterinin daha ¢ok
¢ogalmasini 6nlemek igin kendi apoptozunu uyarabilir (11). Ancak, Dornand
ve ark. (13) tarafindan B.suis enfeksiyonun, insan monositlerinde apoptozu
engelledigi, konak hucre eliminasyonunu engelleyerek, monosit/makrofajin
apoptotik yanitini patojen lehine duzenlendigi gosterilmistir. Ayrica pek ¢ok
hicre ici bakteri superoksid dismutaz, katalaz gibi ROM’ni detoksifiye eden
enzimler salgilar. Bu sonuglar RNM’ni de etkiler. Eger makrofajdaki 6lduricu
mekanizmalar ile kontrol edilemez ise bakteri ¢ogalarak birikir ve konak
hicreyi zedeler; hlcre iginde biriken bakteri hicre digina ¢ikmadan direkt

diger hucrelere gecger (7).

Mikroorganizmaya kargi immunitenin gelismesi ve makrofajlarin aktive
olmasi ile mikroorganizmalar 6lduriimeye baslar ve bakterinin sahip oldugu
hicre duvar yapisi (LPS; endotoksin) kana dokulir. Organizmanin bu
endotoksine yaniti ile de hastalikta gorulen birgok belirti ortaya c¢ikar.
Histopatolojik olarak konak hiucre yaniti apse olusumundan lenfositik
infiltrasyon ve kazedz nekroz ile granulom olugsumuna kadar degisebilir (7).
Savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirilamayan bakteriler, grantlom
olusumu ile sinirlandiriimaya caligihr. Ozellikle dalak, karaciger ve kemik
iliginde; epiteloid hucreler, plazma hucreleri ve mononukleer hicreleri iceren
hicre yiginlari Bruselloz’un karakteristik histopatolojik goérinimu olan
grandlomlari  olugturur (4). Granulomatéz lezyonlar, bakteriyel Urln,
kemokinler, enfeksiyon bodlgesinde endotel hiicre ve mononuUkleer fagositler
tarafindan uretilen IL-1 ve TNF-a ile gergeklestirilen nonspesifik enflamatuvar
sinyaller tarafindan baglatiir. Granulom icindeki bakterinin tamamen
eliminasyonu zordur. Aslinda bu doku reaksiyonu bakterinin oksijen ve besin
kaynagini azaltir, bakterinin yayilmasini engeller. Ancak ayni granulom,

bulundugu organin fizyolojik fonksiyonunu bozabilir (7).
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Edinsel (Kazanilmig) immiin Yanit

Kazanilmig immun yanit, yabanci antijenlerin peptidlere parcalanip, daha
sonra monositik fagosit ve dendritik hlcreler dahil antijen sunan hucrelerin
yuzeylerinde MHC molekdl igeriginde T hilcrelere sunulmasina ve dogal yanit
suresince farkl bakteri turleri Ustundeki etkisine bagl olarak zayif veya
kuvvetli uyarilan sinyallere dayanir (7). Bu immun yanit, asilamada anahtar

roli oynayan bellegin gelistiriimesinde énemlidir (5).

Bruselloz’a karsi gelisen kazaniimig immun yanit fonksiyonlari, 3
mekanizma ile siniflandiriimistir (5);

»CD4" CD8" ve yd T  hicreler tarafindan (Uretilen IFN-y
mikroorganizmanin hicre iginde yasamasini engellemek igin makrofajlarda
bakterisidal fonksiyonu aktive eder.

» CD8" ve yd T hiicrelerinin sitotoksisitesi, enfekte makrofajlari 6ldirir.

» |gG2a ve IgG3 gibi Th1 tip antikor izotipleri fagositozu artirmak igin

patojeni opzonize eder.

T Lenfositler

Hucre i¢i bakteriye kargi direng, kazanimig immun yanit ve T
lenfositlerce makrofajlarin aktivasyonuna dayalidir (14). T lenfositler, en
koruyucu korunma mekanizmalarini baglatmakla kalmaz, konaga verilecek
zararl azaltacak sekilde koruyucu yaniti sadece savas bdlgesinde
sinirlandirir. Ancak hticre igi bakteriyel enfeksiyonlarin patogenezinin 6zellikle
T lenfositlerce saptanmasi nedeniyle T hucre yanitinin siki bir sekilde kontrol

edilip, gerekirse azaltilmasi gereklidir (7).
Koruyucu immdunite yd, CD1 kisith af T hucreleri, CD4 ap T hicreler,

CD8 af T hucreleri igerir. Bu hucreler bagimsiz davranmaz ve diger
hiicrelerle koordineli galisirlar (7). T hiicreleri CD4" T helper (Th) ve CD8" T
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sitotoksik (Tc) olmak Uzere 2 major alt populasyondan olusur (11). Bu
hicreler DH aktivasyonunu takiben naif (ThO veya Tc0) hucrelerden efektor
veya hafiza hucrelerine donustarular. ThO hucrelerinden tim T hicre
subsetlerinin  gelisimi  belirli  sitokinlerin  dlizenlenmesi altindadir (9).
Makrofajlardan salgilanan IL-12 ve IL-18 Th1 gelisimini de uyarir. Th2
gelisiminden sorumlu olan sitokin ise IL-4’tlir (7). Genel olarak, hicre igi
patojenler ile yapilan deneysel ¢alismalar koruyucu olan yanitin Th1 oldugunu
goOstermigstir (7). Hucre igi patojeni elimine ederken, Th1 tip immun yanitin
uyarilmasi, ayni zamanda enflamasyon aracili doku hasari igin bir riskdir.
Dolayisiyla konak sonugta kendisine zarar verebilecek immun yaniti kontrol
ederek immunopatolojiyi engellemelidir. Bu IL-10, TGF-B gibi sitokinlerin
uretimi ile gerceklestirilir. Bu sitokinlerin en énemli gorevi; IL-12’nin etkilerini
inhibe etmek ve IFN-y aracili makrofaj aktivasyonunu antagonize etmektir.
Ancak bazi durumlarda, bu sitokinler enfeksiyonun erken déneminde Uretilip

dogru immun yaniti baskilayabilir (7).

CD4 * T Lenfositler

Bu hucreler fagozomal bolimden huicre yuzeyine taginip MHC Sinif I
molekul tarafindan sunulan antijenik peptidleri tanir. Bazi hicre igi bakteriler
icin hedef hiicre olan epitel, endotel hiicre ve hepatositler gibi hlicreler ancak
IFN-y ile uyarim sonrasi bu hicreler MHC Sinif [l molekdillerini ekspresse
edebilir ve CD4" T hicrelerini uyarabilir (7). CD4" T hicrelerin aktivasyonu,
efektor ve hafiza hicrelerine farklilagsmasi ile sonuglanabilir (9). CD4™ T
hicreler, sitokin Uretimine gore farkli 2 gruba ayrilir; Th1 hicreler IFN-y, TNF-
B, Th2 hucreler IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 Uretir (7,9). Dolayisiyla bu hicreler ile
uyarilan konak immun sisteminde farkliliklar mevcuttur. Th1 hucrelerden
salgilanan IFN-y makrofaj aktivasyonu, sitolitk CD8" T hiicrelerin uyariimasi,
opzonize eden IgG antikor Uretimi ile karakterize hicresel immuniteyi uyarir.
Bunun aksine Th2 hcreler B hucrelerin farklilagsmasini kontrol eder, farede

IgE ve 1IgG1 donugumunu arttirir (7,9).
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CD8 * T Lenfositler

CD8" T lenfositler, MHC Sinif | molekilii ile kompleks yapmig olan
antijenik peptidleri tanir. Bu hucrelerin sitolitik potansiyeli, enfeksiyon
hastaliklarinda savunmada iki rolt Ustlenir; antijene 6zgui MHC Sinif | sinirh
durumda hedef hicreyi oldurerek, bakterinin GUremesini direkt inhibe etmek
veya enfeksiyonu kontrol etmede vyetersiz kalan hucreleri pargalayarak,
bakterinin salinimini ve daha aktif hlcrelerce fagositozunu saglamak (7).
Ayrica MHC Sinif I, c¢ekirdekli tim konak hicrelerinde bulundugu igin,
profesyonel ya da profesyonel olmayan fagositleri esit derecede taniyabilmesi
nedeni ile enfekte profesyonel olmayan fagositlerde CD4" T lenfosit taninmasi
icin gerekli MHC Sinif Il ylzey ekspresyonunun uyariimasina da katilirlar (7).
CD8" T hiicreler, salgiladiklar sitokinlere dayanarak Tc1 (T sitotoksik tip1) ve
Tc2 (T sitotoksik tip2) olarak ayrilir. Bununla birlikte, CD8" T hicre yaniti
durumunda IL-4 salgilayan hicrelerden ziyade IFN-y salgilayan hucreler yani
Tc1 yolag baskin olur (9). CD8" hiicreler, IFN-y'’nin kaynagi da olmasi
nedeniyle, bu sitokinin salgilanmasi yoluyla gergeklesen koruyucu
mekanizmalara katilir (7). Oliveira ve ark. (14) CD8" T lenfositlerin IFN-y
uretimi, sitotoksik aktivite, makrofaj oldurme aktivitesi ve Tip 2 sitokinlerin
downregulasyonu gibi gorevlerinin hicre ic¢i enfeksiyonu kontrol etmede

onemli rol oynadigini 6ne sirmusglerdir.

Daha 6nceleri hiicre ici bakteriye kargi immdinitenin ozellikle CD4" T
lenfosit aracili olduguna inanilirdi (15). Son yillarda, hicre ici bakterilere karsi
optimal korumanin, uygun sitokin Greten farkli T hdcre alt gruplari arasindaki
karsilikli iligkilerle oldugu ortaya konulmustur (8,14). Daha o6nce yapilan
Bruselloz calismalarinda hastaliga kargi defansta CD4" velveya CD8* T
lenfositlerin roline dair geliskili veriler mevcuttur (5,8). Fare deneylerinde,
CD8" T lenfosit deplesyonu ile Brucella’nin eliminasyonunun engellenmesi
CD8" T lenfositlerin kazanilmis immin yanitta kritikk rolii  oldugunu
dusundurmaustur (8). Vahsi tip fareler ile oldugu kadar, MHC Sinif I'den

yoksun fareler ile yapilmis ek g¢alismalar brusellozu kontrol etmede CD8" T
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lenfositlerce Uretilen IFN-y ve IL-2 gibi tip 1 sitokinlerin Gretiminin énemli rol
oynadidini gostermistir (5,8,14). Bununla birlikte, major T hlicre populasyonu
sayl anlaminda CD4" T lenfositleri oldugu ve bu hiicre grubunun IFN-y
salgiladi§i g6z éniine alinarak Brusellozda CD4" T lenfositlerinin rolli gdzardi

edilmemelidir (5).

yd T Hucreler

Hastaligin dénemine ve etyolojik ajana bagl olarak farkli T hicre alt
gruplarinin kazanilmis dirence katilimi degisebilir. insan ve farelerde af T
hdcreleri, kan ve periferdeki tum lenfositlerin  %90’Inindan fazlasini
olustururken, %10’dan azini yd T hucreler olusturur. Oysa mukozadaki
epitelyal lenfositlerin ¢cogu da y® T hucrelerden olusur (7). yd T hucrelerin
immuniteye katilimi tam anlagilmamakla birlikte bu hucreler sitokin Uretir ve
sitolitiklerdir. Tum enfekte konak hucreleri yd T hucreler igin potansiyel
hedeftir (7). insanlardaki dolasan y® T hiicrelerin cogu Vy9 ve V52 bédlge
ciftine sahip TcR kullanir (13). Bertotto ve ark. (16) B.melitensis enfeksiyonu
akut fazindaki hastalarin periferik dolasimindaki Vy9Vvd2 TcR tasiyan yo T
hiucreleri sayisinin tum T lenfositlerin sayisinin %30'una ulasarak belirgin
arttigini saptamislardir. Dornand ve ark.(13) tarafindan Brucella’nin Vy9Vd2 T
lenfositleri TNF-a, IFN-y ve henlz tespit edilmemis sitokinleri salgilamasi igin
uyaran, dustk molekul agirlikli (<3000 KD) peptit yapida olmayan fraksiyon
(BSF) salgiladigi yayinlanmstir. ilging olarak 1 yasindan kiglk sigirlarin
major T hlcre populasyonu af T hucreler degil, yd T hucreleridir. Bu da
Brucella ile enfekte sigirlarda yd T hucrelerin rolinin daha belirgin oldugunu
disundurmastir (5). yd T hucrelerin antijen tanima agisindan daha az secici
olmasindan dolayi, bu hiucreler muhtemelen spesifik olmayan direng ile daha

spesifik af T hicre yaniti arasindaki boglugu doldurmaktadirlar (7).
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CD | Molekiillerce Kontrol Edilen T Hiicreler

CD 1, glikolipid antijenleri, konvansiyonel olmayan T hucrelere prezente
edebilen polimorfik olmayan MHC iligkili molekil grubunu kapsar. insanlarda
CD | molekdilleri ile sunulan peptidlere yanit veren T hucreler, CD4°CD8" veya
CD4°'CD8"dir ve af TCR ekspesse eder. Bu hicreler, antijen uyarisindan

sonra gelisebilir ve IFN-y sentezleyerek enfekte makrofaji aktive eder (7).

T Regiilator Hiicreler

immin yaniti baskilayan T lenfositler olarak ifade edebilecegimiz T
regulator (Treg) hUcreler arasinda Tip1 T regulator (Tr1) hucreler, Th3
hicreler ve CD4'/CD25" T lenfositler sayilabilir. Treg hicreler immin yaniti
hicre-hicre iliskisi ve/veya supressor sitokinler araciligi ile etkiler. Nitekim bu
hicreler arasinda sayilan Tr1 hacreler IL-10 ve TGF-B salgilama yetenegine
sahip olup, bu sitokinler araciligi ile naif ve hafiza Th1 ve Th2 yanitini baskilar
(17). Fernandes ve Baldwin’in (18) calismasinda anti IL-10 ile kulture edilmig
dalak hucrelerinde artmis IFN-y, anti IL-10 ile muamele edilmis B.abortus ile
enfekte farede azalmis bakteri yuku ile gosterildigi gibi IL-10 dolayisiyla Trec
hucreler Bruselloz’da immun yanita katilarak hdcresel immdn yaniti

azaltabilir.

B Lenfositler

Bruselloz’a karsi gelisen direngte humoral immunitenin roluna bildiren
pek ¢ok calismaya ragmen antikorun konagi korumadaki rolu geliskilidir. Cogu
pasif serum transfer calismalari, fare brusellozunda humoral immunitenin
onemini dusundurir (5). Anti-LPS antikoru iceren serumun farelere pasif
transferinin, virulan B.abortus’a kargi korudugu gosterilmistir (15). Ayrica,
B.abortus O-polisakkaride 6zgl monoklonal antikor (IgG2a)'nin pasif transferi,
B.abortus enfeksiyonundan fareyi korumustur (5). Enfekte farelerde, dogal

konada benzer sekilde IgG2a ve IgG3 baskin antikor tipidir (5,9). IgG
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izotiplerinin Uretimi, bu hastalikta baskin olan Th1 hucrelerince uyarilir. Bu da
Bruselloz’da Th1 aracili immuan yanitin olustugunu gosterir (5). Muhtemelen
hicre i¢i oldurmeyi arttirarak opzonizasyonun Brucella enfeksiyonuna kargi
gelisen antikorun esas koruma roliinii Ustlendigi kabul edilir. Ote yandan O-
polisakkaridden yoksun B.abortus RB51 susu, asi susu olarak en iyi korumayi
saglar (5). Bu da immun korumanin O-polisakkarid’e 6zglu antikor olmadan
mumkun oldugunu gosterir. Bir taraftan aktif enfeksiyon suresince gelisen Th1
yanitinin 1gG Uretimini artirmasi, diger taraftan yUksek antikor titrelerinin
negatif etkisi, bir yandan da fareye IgG’nin pasif transferinin koruyucu etkisi
antikolarin Bruselloz'daki geliskili rolunu vurgulamaktadir. Mikroorganizmanin
edilmesi belki de Th1 yaniti ve sinirli IgG1 Uretimi arasindaki dengeye
baghdir (8). Spesifik antikorlarin pasif transferinin fareyi korurken, sigiri
koruyamama yetenegi, farkh hayvan tarlerinde hastaligin rezolisyonunda
diger bir konak farklihdi olarak gérinmektedir. Cesitli tirlerde, antikorla

korunmadaki bu farklligin mekanizmasi bilinmemektedir (8).

Goraldugu gibi Bruselloz’da immun sistemin APC, NK, T ve B hucreleri
olarak adlandirilan farkli kollari koordineli bir yanit icin birlikte hareket eder.
Bu yanitin insanlardaki klinik yansimasina bakacak olursak akut bruselloziu
hastalarda NK hucre fonksiyonlarinin inhibisyonu ve IFN-y'nin bozulmus
uretimi, normal T hucre yanitinda defekt bildirilmistir (19). T lenfositler ve
makrofajlar ile enfekte konak hicreler, sitokinler arasindaki bu karmasik
iliskiyi anlamak, yeni tedavi yaklasimlarinin gelistiriimesinde bize vyarar

saglayacaktir.

Konak T Huicre Yanitini Uyaran Brucella Antijenleri

Bbruselloza kargi korumada IFN-y uretimi ile Th1 tip immuin yanitin
uyariminin ve CD8" T hiicrelerin geligsiminin esas rolli oynadigi birgok
calismada belirtilmistir (14,20,21). Ancak bruselloza karsi koruyucu hucresel
yanitin uyarisina katilan 6zgun antijenin dogasina dair bilgilerin sinirli olmasi

nedeniyle T lenfosit aracili immun yaniti uyaran bakteriyel proteinlerin
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saptanmasi Bruselloz’a kargi gelisen immuniteyi anlamada, alternatif asilarin

ve yeni tani metodlarinin gelistiriimesinde onemlidir.

Koruyucu T hicre antijenleri 3 6zelligi paylasmalidir; Birincisi, hicre
icinde yasayan bakteri somatik antijen igin fakir bir kaynaktir. Dolayisiyla bu
patojenlere kargi gelisecek olan T hucre yaniti salgilanan proteinlere
hedeflenmek durumundadirlar (7). ikinci dnemli durum, antijenlerin MHC Sinif
I ve Sinif Il isleme yollarinda uygun dagihmidir. MHC Sinif | ile isleme
ugrayabilmesi igcin asi hlcre icinde sitoplazmaya girebilen bir protein
tasimalidir (7). Uclinclisi CD8" T hiicreler, sadece konvansiyonel peptidleri
degdil N-formil metiyonil (N-fmet) sekansi igeren konvansiyonel olmayan

peptidleri de tanir. Bu peptid asilarinin tasarimi igin dnemlidir (7).

Denoel ve ark. (22) tarafindan yapilan ¢alismada, ticari bir gecikmis tip
hipersensitivite allerjeni olan fraksiyone Brusellergene, B.melitensis susg
B115'ten hazirlanarak 18 protein fraksiyonuna bolinmagstur. Test edilen 18
fraksiyon arasindan maksimum T hicre aktivasyonu gosteren Brucella
bakterioferritin ve P39 proteinleri tanimlanmistir. Al-Mariri ve ark. (23,24)
bakterioferritin ve P39 proteinlerinin farede Th tip1 immun yaniti uyardigini,
bir periplazmik baglayan protein P39'un icerdigi CpG motifleri nedeniyle ile
B.abortus’a karsi etkin bir koruyuculuk sagladigini géstermiglerdir. Cespedes
ve ark. (25) ise B.abortus RB51'i parcalayarak 2 protein identifiye etmigler.
Her iki proteinin de in vitro T hulcre proliferatif yaniti uyarma yetenegine
sahipken, bunlardan sadece birinin (22,9 kD’luk bir protein) BALB/c farede
savunmay! uyarmistir. Brooks-Worrell ve Splitter (26) ise lenfosit
proliferasyonu uyaran her bir B.abortus proteinini 1 ve 2 boyutlu hicresel
immunoblotting ile karekterize ederek ve 38 Brucella proteini ayristirmis. Ek
olarak, sus 19 ile asilanmis hayvanlarin lenfositlerinin, diger Brucella
turlerinden izole edilmis proteinlere yanit olarak prolifere oldugu belirlenmigstir
(27). Bu stratejiyi kullanilarak Oliveira ve Splitter (28) tarafindan
immunodominant molekul olarak B.abortus L7/L12 ribozomal proteini

saptanmistir. Farkli calismalarda M.bovis ve B.melitensis’in L7/L12’si ile
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asllanmig kobaylarda ciddi bir gecikmis tip asiri duyarlihgin gelistigi
belirlenmistir (29,30). Ote yandan Brucella ribozomal preparasyonlarin, sus19
ile asilamadaki koruma ile es korumayi sagladigi gosterilmistir (20). Kurar ve
Splitter'in (31) calismasinda L7/L12’yi kodlayan gen kullanilarak yapilan DNA
asisinin farede koruyucu yaniti uyardigi gosterilmistir. Oliveira ve Splitter (32)
calismalarinda farede L7/L12'in Brucella’'ya karsi koruyucu oldugunu

gOstermiglerdir.

ikinci strateji olarak Sigir T hiicrelerini uyaran immiinogenik proteinleri
tespit etmek icin B.abortus 2308 genomik kutliphanesi kullaniimig. Arastirilan
300 klondan 10 klonun T lenfosit proliferasyonunu uyardigi ve bunlar
arasinda B.abortus uvrA proteinin test edilen tum hayvanlarda sigir T
lenfositlerini aktive ettigi saptanmistir. Ayrica rekombinan uvrA'nin farede
CD4" T hicrelerini IL-2 ve IFN-y salgilamak icin uyardigi ve Brucella’ya
duyarlanmig kobaylarda gecikmis tip asiri duyarhlik yanitina sebep oldugu
gosterilmistir (20,33). Pek ¢ok hayvanda T hicre proliferasyonunu uyaran bir
diger protein olan Gliseraldehit-3-fosfatdehidrojenaz (GAPDH), klon 182’nin
DNA sekans analizi sonucu GAPDH enzimini kodlayan B.abortus gap geninin
varliginin gosterilmesi ile identifiye edilmigtir. Rosinha ve ark. (34) Brucella
rekombinan GAPDH'nin hem humoral hem de hucresel immuan yaniti uyardigi
g6stermis, rGARDH'ye in vitro stimllasyona yanit olarak rGAPDH veya
B.abortus S19 ile asilanan farelerin splenositlerinin IFN-y ve TNF-a Uretirken
IL-4 sentezlemedigini saptamigtir. Bunun yanisira diger bakteriler ile
Brucella’nin GAPDH aminoasit sekanslarinin benzer olmadigi, bu neden ile
oldukga 6zgul oldugu belirtilmigtir. Ayrica gap geni ile fare IL-12 molekulin
kodlayan genin DNA asisi seklinde uygulanmasinin farede Brucella
enfeksiyonuna karsi kismi koruma sagladigi gosterilmistir (34). Kutuphane
tarama metodlar ile pek ¢ok arastirmaci, farkli antijenler tanimlayabilmiglerdir
(20). Ornegin Vemulapalli ve ark. (35) IgG2a altsinif antikorunun IFN-y
uretiminin dolayisiyla Th1 tip immun yanitin belirteci olmasindan yola ¢ikarak
fare IgG2a tipi antikoru ile reaksiyona giren antijenler icin B.abortus genomik

kUtlphanesini taramak sureti ile proteinler izole etmiglerdir.
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Brucella proteinlerinin konak T hucreleri aktivite eden ve deneysel
hayvan modellerinde sebep olduklari koruyucu immun yanitlar incelendiginde,
sadece L7/L12 ribozomal protein, Cu/Zn superoksid dismutaz, P39
periplazmik protein, fonksiyonu bilinmeyen 22,9 kDa proteinin fare modelinde

kismi korumayi saglayabildigi saptanmistir (20).

Ozet olarak, Bruselloz enfeksiyonuna karsi konak savunmasi primer
olarak Th1 tip immun yanit ile duzenlenir (36). Bu gucla T hicre yanitini
arttiran Brucella proteinlerini tespit etmek konagin Brucella’yi nasil tanidigi ve
elimine ettiginin anlasilmasinda 6nemlidir, ayrica alternatif asilari
olusturulabilecek proteinleri segmede de en énemli basamaktir. Ote yandan
bakteriyel genlerin ve bunlarin kodladigi protein Urlnlerin  immadn
fonksiyonunu anlamak, konak patojen iligkisini daha ayrintih olarak ortaya
koyma imkani saglayacaktir. Bu sayede onemli Brucella proteinlerine
yanittaki bireysel farkliliklar neden belirli kisilerin Brucella’y1 elimine etmede
basarili iken, diger bireylerde Bruselloz’'un aylarca ve hatta vyillarca
uzayabildigini de aciklayabilir. Ayrica yeni tanimlanmig bakteriyel gen

arunlerinin bazilar teshis icin reaktan gelistiriimesinde de kullanilabilirler.

Pek ¢ok yeni sentetik peptid Brucella antijenlerinden hazirlanarak,
hayvan modellerinde denenmistir. Ancak bu peptidlere kargi insan immun
sisteminin yaniti hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Bruselloz’'da konak immun
yaniti agisindan farkliliklar oldugunu bildiren yayinlar (8,13) da g6z onune
alinirsa bu peptidlere kargi insan immun sisteminin yanitinin arastiriimasi
daha da 6nem kazanir. Calismamizda bu peptidlerden L7/L12 ve GAPDH’ye
karsi Bruselloz'lu hastalarin periferik kan lenfositlerinin profilleri ve sitokin
yanitinin arastiriimasi amagladik. Akut Bruselloz’lu ve saglikli bireylerin kan
lenfositlerinde bu antijenlere yanit olarak ortaya ¢ikan lenfosit alt gruplarindaki
degisiklik flow sitometri ile ve bu hulcrelerin kultlir stUpernatanlarinda hicre

digi sitokin uretimi ELISA yéntemi ile arastirdik.
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GEREG VE YONTEM

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Bakteriyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dal’'na basvurarak klinik, serolojik ve
bakteriyolojik olarak “Akut Bruselloz” tanisi konulmus 25 hasta alindi.
Bruselloz igin teshis kriterleri; klinik bulgular egliginde kan kultGrinde
(BACTEC 9050, Becton-Dickinson Diagnostic Instrument System, Sparks,
A.B.D.) Brucella spp. Uretilmesi veya tek serum o6rneginde SAT ya da
Coombs’lu SAT'nde 1/160 ve Uzerinde titre saptanmasidir. Bunun yani sira
daha oOnce Bruselloz gecirme Oykusu olmayan, serolojik ve Klinik olarak
Bruselloz ile uyumlu bulgu saptanmayan, ek hastaligi bulunmayan 15 saglikli
kisi kontrol grubuna dahil edildi. Calismaya katilan tim hastalara ve saglikli

kisilere ¢calisma hakkinda bilgi verilerek, onaylari alind1.

Hasta ve saglikh kontrol grubundaki kisilerden heparinli 20 ml kan
alindi. Bekletiimeden igleme alinan kanlar %10 FCS igeren zenginlestiriimis
RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.) (Bkz. Ek) ile suspansiyon haline
getirildi.

Mononiikleer Hiicre Kiiltlirleri

%10 FCS iceren zenginlegtiriimis RPMI-1640 (cRPMI) (Sigma) ile
suspansiyon haline getirilmis kan &érnekleri 15 ml ficoll (BIOCHROM AG,
Berlin, Almanya) solusyonu Uzerine yadirildiktan sonra dansite gradient
santrifuj yontemi kullanilarak mononukleer hicreler elde edildi. Bu hucreler
u¢ defa cRPMI-1640 ile yikandi ve sulandirilarak hicre sayimi yapildi. 48
kuyucuklu mikroplaklara her 6érnek igin 8 kuyu kullanilarak, kuyucuk basina

hiicre sayisi 5x10° hiicre/ 500 ul olacak sekilde dagitild.
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Hucreleri stimile etmek igin sirasiyla ikiser kuyuya 3 ug/ml PHA
(Sigma), 5 pg/ml L7/L12 ve 5 pg/ml GAPDH (Dr. Sergio C.Oliveira,
Department of Biochemistry and Immunology, Federal University of Minas
Gerais, Brazil) eklendi. Herhangi bir stimile edici ajan ilave edilmeyen son
kuyudaki hucreler kontrol amaci ile kullanildi. Hucreler %5 CO.’li etlvde
37°C’ de enklbe edildi. Hicre digi sitokinlerin degerlendirilmesi icin PHA ile
stimule edilen hucrelerde 2. gunun sonunda; L7/L12 veya GAPDH ile stimule
edilen hucrelerde 6. gun kudltur supernatanlari ayrilarak degerlendirme

yapilana dek -86°C’de saklandi.

Kalan htcreler %10 FCS igeren zenginlestiriimis RPMI-1640 ile toplam
hacmi 500 ul olacak sekilde yeniden suspande edildi. Lenfosit alt gruplarini
degerlendirme amaci ile bu sispansiyondan ornek basina, stimule edilen ve
edilmeyen gruplar icin 7’ser tup ile toplam 28 adet akim sitometri tipu (70x15
mm) kullanilarak, her tupe 5x10° hiicre/50ul aktarildi. insan mononiikleer
hicre yuzey belirteclerine karsi farelerden elde edilmis fluorescein
isothiocynate (FITC) veya phycoerytrin (PE) ile isaretli monoklonal
antikorlardan her tipe [IgG1-FITC/IgG1-PE, CD3-FITC/CD4-PE, CD3-
FITC/CD8-PE, CD4-FITC/CD25-PE, CD4-FITC/CD27-PE, CD3-FITC/CD69-
PE, CD3-FITC/CD152 (CTLA4)-PE] on’ar ul eklendi. TUpler oda isisI ve
karanlikta 15 dakika enklbe edildikten sonra eritrositleri pargalayan, l6kosit
ve membranlarini stabilize eden reaktifleri (ImmunoPrepTM,
Beckman/Coulter, CA, A.B.D.) iceren, Multi-Q Prep sisteminden
(Beckman/Coulter) gecirildi. Lenfosit alt gruplari akim sitometre (Epics
XL.MCL, Beckman/Coulter) ile degerlendirildi.

Hicre disi sitokin 6lgimua icin daha onceden ayrilmis hidcre kaltar
supernatanlari kullanildi. Bu supernatanlarda IFN-y, IL-4, IL-10 olgumu igin
ticari kantitatif sandvig enzim bagli immunosorbent assay (ELISA) Kkitleri
(BIOSOURCE, CA, A.B.D.) kullanilarak duretici firma tarafindan Onerilen
protokole gore Olguldl. Standart egri cizilmesi ve kantitatif degerlerin

saptanmasinda MS Excel programi kullanildi.
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istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen veriler Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dal’'nda istatistiksel olarak degerlendirildi. Ortalama ve standart
hatayi kapsayan tanimlayici istatistikler yapildi. Mononukleer hicre kulturleri
kullanillarak yapilan hicre disi sitokin ve lenfosit alt gruplarinin
degerlendiriimesinde Wilcoxon isaret Sira Testi ve hasta ile saglikli gruplari

karsilagtirmada Mann-Whitney U Testi’nden yararlanildi.

Calismada stimulasyon altinda ve stimllasyon olmadan olgtlen hicre
disi sitokin miktari ve lenfosit alt gruplari dagilimindaki degisim oranlari
yuzde degisime gore su formdl ile hesaplandi; “Stimulasyon altindaki deger -
stimlUlasyon olmadan elde edilen deger / Stimulasyon olmadan elde edilen
deger’. Daha sonra hasta ve saglikli gruplardaki bu degisim oranlari

istatistiksel olarak karsilastirildi.

Verilerin istatistiksel analizinde SSPS 13.0 istatistik paket programi
kullanildi.
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BULGULAR

Mononukleer hucre kuilturleri icin hasta grubuna ait 25 olgu ve kontrol
grubuna ait 15 birey calismaya alindi. Bruselloz'lu olgularin 15’i kadin, 10’u
erkek olup, yas ortalamasi 46,7 idi. Kontrol grubundaki saglikhlarin 8i kadin,

7’si erkekti. Yas ortalamasi ise 31,3 idi.

Hucre Disi Sitokin Degerlendirmeleri

Hicre disi IFN-y, IL-4, IL-10 duzeyleri, periferik kan monontkleer
hicrelerinin stimule edilmemig (US) ve PHA, L7/L12, GAPDH ile stimule

edilmis kultlr supernatanlarinda olgulda.

Hucre digi IFN-y, IL-4 ve IL-10 duzeyi Bruselloz tanisi almig, 10'u
erkek, 15'i kadin, yas ortalamasi 46,7 olan 25 hastada, saglkh 14 kiside
Olculdu. Saghkh gruba alinan kisilerin 6’si erkek, 8’i kadindi. Bu gruptaki

kisilerin yas ortalamasi 32 idi.

Bruselloz tanisi alan hastalarda IFN-y duzeyleri stimule edilmemis (US)
hacrelerde 58,31£28,4 pg/ml, PHA ile stimule edilen hucrelerde 5273,8+869,8
pg/ml, L7/L12 ile stimule edilen hicrelerde 776,9+200,1 pg/ml, GAPDH ile
stimlile edilen hicrelerde 274484,5 pg/ml olarak o&lculdia (Tablo1).
Stimualasyon igin kullanilan tim peptidler ile uyarilan hicrelerdeki hicre digsi
IFN-y duzeyinin, US hucrelerdeki hucre digi  IFN-y dizeyi ile
kargilastinildiginda belirgin olarak artmis oldugu izlendi (p<0,05) (Tablo1,
Sekil1 A).
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Kontrol grubunu olusturan saglikli kisilerdeki IFN-y duzeyleri stimule
edilmemis (US) hicrelerde 637,4+274,6 pg/ml, PHA ile stimile edilen
hicrelerde 4618,3+1236,2 pg/ml, L7/L12 ile stimile edilen hucrelerde
469,9+233,9 pg/ml, GAPDH ile stimule edilen hicrelerde 568+314,8 pg/ml
olarak oélguldu (Tablo1). Saglikh kisilerde stimilasyon igin kullanilan PHA ile
uyarilan hicrelerdeki hiicre disi IFN-y duzeyinin, US htcrelerdeki hiicre disi
IFN-y dlzeyi ile karsilastirildiginda artmis oldugu tespit edildi. Bu artis
istatistiksel olarak anlamh bulundu (p<0,001). L7/L12 ile uyarilan
hicrelerdeki hiicre disi IFN-y dizeyi US hlcrelerdeki hicre digi IFN-y dizeyi
ile kargilastirildiginda azalmis oldugu saptandi, istatistiksel olarak anlamli
bulunsa da p=0,048 olup, kritik deger p=0,05’e ¢ok yakindir. GAPDH ile
uyarilan hucrelerdeki hicre digi IFN-y duzeyi US hucrelerdeki hucre disi
IFN-y dizeyi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
saptanmadi (p>0,05) (Tablo1, Sekil1B).

Tablo 1: Hasta ve saglikh bireylerde stimillasyon olmadan ve
stimulasyon altinda odlglilen ortalama hiicre digi IFN-y diizeyleri (pg/ml)

Hasta Saghkh
us 58,3+28,4 637,4+274,6
PHA 5273,8+869,8* 4618,3£1236,2**
L7/L12 | 776,9+200,1* 469,9+233,9
GAPDH | 274+84,5* 568+314,8

Stimule vs stimule olmayan; *p<0,05 **p<0,001
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Sekil 1: (A) Hastalarda ve (B) saglhkh bireylerde stimiilasyon olmadan
ve stimilasyon altinda olgulen ortalama hiucre disi IFN-y duzeyleri

(pg/ml)
Stimule vs stimile olmayan; *p<0,05 , **p<0,001

Hasta ve kontrol gruplarina ait bireylerin PHA, L7/L12 veya GAPDH ile
stimlle edilmis hlcre supernatanlarinda olgulen IFN-y dizeyleri ile stimule
edilmemis hudcre supernatanlarindaki IFN-y duzeyleri kargilastirildiginda,
hemen tum Bruselloz'lu olgularda kontrol grubundaki bireylerinkine gore

daha fazla artig oldugu gozlendi (Sekil 2).
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Sekil 2: Hasta ve Saglikh Bireylerde Hiicre Disi IFN-y Dizeylerinin
Karsilagtinimasi

PHA ile stimule edilmis hicre supernatanlarinda dl¢ilen IFN-y duzeyleri

ile stimule edilmemis hacrelerdeki IFN-y duzeyleri arasindaki degisim

oranlarina gore, hasta ile kontrol gruplari karsilastirildiginda; stimule edilmig
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Bruselloz’lu olgulardaki IFN-y dizeylerinde saglkh (66,5+25,6 kat) kontrol
grubundakilere (12,6£3,4 kat) gore anlaml sekilde daha fazla artis goruldu
(p<0,01) (Sekil 3).

L7/L12 ile stimule edilmis hucre supernatanlarinda olgilen IFN-y
duzeyleri ile stimule edilmemis hucrelerdeki IFN-y duzeyleri arasindaki
degisim oranlarina gore, hasta ile kontrol gruplari karsilastirildiginda;
stimllasyon altindaki hasta grubunda degisim orani kontrol grubundakilere
g6re anlamli sekilde farkl saptandi (p<0,001). Bu degisim L7/L12 ile stimule
edilmis hucre supernatanlarinda hasta grupta 6,66+£2,02 kat artis seklinde

iken saglikli grupta ise artis saptanmadi (Sekil 3).

Hasta ve kontrol gruplari GAPDH ile stimile edilmis hlcre
supernatanlarinda Olgulen IFN-y duzeyleri ile stimule edilmemis hiucrelerdeki
IFN-y duzeyleri arasindaki degisim oranlarina gore karsilastirildiginda
(sirasiyla, 1,47+0,8 ve 1,44+1,78 kat artis) gruplar arasi IFN-y duzeyinde

anlamli farkhlik bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 3: Hiicre disi IFN-y duizeylerinin stimilasyon altindaki degisim
oranlarinin hasta ve saglikli bireylerde karsilagtiriimasi
Hasta vs saglikh; * p<0,01; ** p<0,001
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Bruselloz tanisi alan hastalarda IL-4 dizeyleri stimile edilmemis (US)
hicrelerde 1,28+0,36 pg/ml, PHA ile stimlle edilen hicrelerde 71,73+ 7,82
pg/ml, L7/L12 ile stimule edilen htcrelerde 0,79+0,26 pg/ml, GAPDH ile
stimlle edilen hicrelerde 0,5+0,07 pg/ml olarak olguldd. US hcreler ile
kargilastirildiginda PHA ile stimile edilen huacrelerde IL-4 dizeylerinde
anlamli artis (p<0,001) saptandi. L7/L12 ile stimile edilen hiicrelerde dlgllen
IL-4 dlzeylerinde anlamli farklihk yok (p>0,05) iken, GAPDH ile stimule
edilen hulcrelerde Olgllen IL-4 dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
disus saptandi (p<0,05) (Tablo 2, Sekil 4A).

Kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerde IL-4 duzeyleri stimule
edilmemis (US) hucrelerde 2,01 + 1,09 pg/ml, PHA ile stimule edilen
hicrelerde 96,9 + 8,31 pg/ml, L7/L12 ile stimule edilen hiicrelerde 0,7 + 0,29
pg/ml, GAPDH ile stimule edilen hticrelerde 0,38 + 0,08 pg/ml olarak oélgulda.
US hicreler ile karsilastirildiginda PHA ile stimile edilen hlcrelerde IL-4
duzeylerinde anlaml artig (p<0,01) saptanirken, L7/L12 ve ile stimlle edilen
hucrelerde Olculen IL-4 duzeylerinde anlamli farklilik yoktu (p>0,05) (Tablo 2,
Sekil 4B).

Tablo 2: Hasta ve saglkh bireylerde stimulasyon olmadan ve
stimilasyon altinda olglilen ortalama hiicre digi IL-4 duzeyleri (pg/ml)

Hasta Saghkh
us 1,28+0,36 2,01 £1,09
PHA 71,73+ 7,82* 96,94 + 8,31**
L7/L12 0,79+0,26 0,77 £ 0,29
GAPDH 0,5+0,07 0,38 + 0,08

Stimule vs stimile olmayan; *p<0,001, **p<0,01
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Sekil 4: (A) Hastalarda ve (B) saglkh bireylerde stimiilasyon olmadan
ve stimulasyon altinda ol¢lilen ortalama hiicre digi IL-4 duzeyleri(pg/ml)
Stimule vs stimule olmayan; *p<0,001, **p<0,01

Hasta ve kontrol gruplari arasindaki PHA, L7/L12, GAPDH ile stimile
edilmis hdcre supernatanlarinda olgulen IL-4 duzeyleri ile stimile edilmemis
hicrelerdeki IL-4 duzeyleri degisim oranina gore karsilastirildiginda, gruplar

arasi IL-4 dizeyinde anlaml farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 5).
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Sekil 5: Hucre disi IL-4 duzeylerinin stimiilasyon altindaki degisim
oranlarinin hasta ve saglikh bireylerde karsilagtiriimasi

Bruselloz tanisi alan hastalarda IL-10 duzeyleri stimlle edilmemis(US)
hicrelerde 292,13+65,30 pg/ml, PHA ile stimile edilen hucrelerde
579,29431,76 pg/ml, L7/L12 ile stimUle edilen hicrelerde 638,55+48,5 pg/ml,
GAPDH ile stimule edilen hlcrelerde 718,81£72,63 pg/ml olarak dlguldua. US
hicreler ile karsilastirildiginda PHA (p<0,01) ve L7/L12 (p<0,05), GAPDH
(p<0,01) ile stimule edilen hucrelerde IL-10 dlizeylerinde anlamli artis izlendi
(Tablo 3, Sekil 6A).

Kontrol grubunu olusturan kigilerde IL-10 dizeyleri stimule edilmemis
(US) hicrelerde 276,91+31,35 pg/ml, PHA ile stimile edilen hucrelerde
585,06%44,53 pg/ml, L7/L12 ile stimUle edilen hiucrelerde 552,86x72,3 pg/ml,
GAPDH ile stimule edilen hlcrelerde 696,91+70,83 pg/ml olarak dlguldu. US
hucreler ile kargilastirildiginda PHA (p<0,01), L7/L12 (p<0,05) ve GAPDH
(p<0,01) ile stimule edilen hucrelerde IL-10 dizeylerinde anlamli artis izlendi
(Tablo 3, Sekil 6B).
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Tablo 3: Hasta ve saglikh bireylerde stimiulasyon olmadan ve
stimiilasyon altinda oél¢lilen ortalama hiicre disi IL-10 diizeyleri (pg/ml)

Hasta Saghkh
us 292,13465,3 276,91+31,35
PHA 579,29+31,76 * 585,06+44,53*
L7/L12 | 638,55+48,5** 552,86+72,3**
GAPDH | 718,81+72,63* 696,91+70,83*

Stimule vs stimule olmayan; *p<0,01 **p<0,05
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Sekil 6: (A) Hasta ve (B) saglikh bireylerde stimilasyon olmadan ve
stimulasyon altinda odlgllen hiicre digi IL-10 duzeyleri (pg/ml)

Stimule vs stimule olmayan; *p<0,01 **p<0,05

40



PHA, L7/L12, GAPDH ile stimile edilmis hlcre supernatanlarinda
Olculen IL-10 duzeyleri, stimule edilmemig hucrelerde Olgulen IL-10 duzeyleri
ile degisim oranlari agisindan hasta ve kontrol gruplari kargilastirildiginda,
arasindaki aralarinda istatistiksel anlamli fark saptanmamistir (p>0,05). Bu
degisim orani PHA ile stimile edilmis hicre supernatanlarinda hasta grupta
3,914+1,76 kat, saglikh grupta 1,34+0,29 kat artis seklinde, L7/L12 igin hasta
grupta 5,11+2,35 kat artig, saglikli grupta 1,24+0,39 kat artis, GAPDH igin
hasta grupta 4,32+£2,40 kat artig, saglikli grupta 1,78%£0,43 kat artis seklinde
idi (Sekil 7).

IL-10

6 -

EHASTA
@ SAGLIKLI

Degisim Orani
w A~ o
|

o = DN
[ B

PHA L7/L12 GAPDH

Sekil 7: Hucre digi IL-10 diizeylerinin stimulasyon altindaki degisim
oranlarinin hasta ve saglikh bireylerde karsilastiriimasi
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Monontkleer Hucre Alt Gruplari

Periferik kandaki mononukleer hucre alt gruplarini degerlendirmek

amaci ile hasta ve kontrol grubuna ait toplam 36 olgu alindi (Tablo 4).

Tablo 4: Hasta ve saglkh gruplarda periferik kandaki mononukleer
hucre alt gruplarinin dagilimi (%)

(V3 PHA L7/L12 GAPDH

CD3'T hiicre 90,1+4,7 | 69,2+20,9 | 89,6+7,1 89,9+9,5

Hasta ] I R

CD3* T hiicre 89,5+4,3 71,8£10,8 | 87,8+7,2 |91,8£3,6

Saglikl

CD3'CD4"T hiicre 53,7+0,46 | 19,5+3,73 | 57,2+2,99 | 47,3545,4
Hasta(n=21) | ___ _. i I I I S

CD3*CD4" T hiicre 61,4+2,53 | 38,444,03 | 59,3+3,23 | 63,3+4,5

Saglikli (n=15)

CD3+ CD8+ T hucre 21,6+3,7 10,2+2,5 [22,912,6 |24,4+4,3
|Hasta(n=22) __ _ | _____. A4 i B

CD3*CD8' T hiicre 24,1416 18,7+1,22 | 26,1£3,79 | 23,3+1,7

Saglikli (n=15)

CD4°CD25" T hiicre 3,140,4 17,0£3,3 3,6+0,6 3,1£0,4
(Hasta(n=22) [ ______ i I i D

CD4°CD25" T hiicre 6,3+0,6 31,346,2 12,945,3 10,6t4,4

Saglkli (n=15)

CD4'CD27' T hiicre 53,5+4,8 | 23,3£3,74 | 52,8+3,75 | 44,4447
Hasta(n=22) | ___ _. i I i I S

CD4" CD27°T hiicre 39,3+5,82 | 29,945,68 | 32,5+6,15 | 41,545,7

Saglikh (n=15)

CD3*CD69" T hiicre 1,5+0,3 19,0+5,17 | 3,4+0,58 | 3,4+0,61

Hasta (n=13)
CD3'CD69° T hiicre | 4,7+1,2 | 49,6+4,45 | 2,6+0,73 [ 6,3+4,06

Saglikh (n=15)

CD3'CD152' T hiicre | 0,5+0,48 | 0,8+0,2 7,8+7,77 |0,5+£0,4
(Hasta(n=11) ___ __ | _____. Jd . L I S

CD3'CD152* T hiicre | 2,0+0,55 | 4,0+1,83 1,6+0,49 1,7£1,5

Saglikh (n=13)

Calismamizda hem hasta, hem de saglikli grupta yer alan bireylere ait
ile L7/L12, GAPDH ile stimule edilmis
CD3%/CD4*, CD3*/CD8*, CD4'/CD25",

stimule edilmemis hucreler

mononukleer  hicrelerdeki
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CD4*/CD27°, CD3*/CD152" (CTLA4) lenfosit hiicre orani karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farkhlik yoktu (p>0,05).

Hasta grupta yer alan olgulara ait mononukleer hucrelerdeki
CD3*/CD69" lenfosit hiicre orani tiim gruplarda artmis olarak bulundu
(p<0,01).

Saglikli grupta yer alan olgulara ait mononukleer hucrelerdeki
CD3*/CD69" lenfosit hiicre orani degerlendirildiginde L7/L12 ile stimiile
edilmig grupta, stimule edilmemis grup ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde daha duguk bulunmasina karsin (p<0,05),
GAPDH ile istatistiksel olarak anlamh farkliik saptanmadi (p>0,05) (veri

gOsterilmedi).

Hasta ve saglikh gruplara ait hiicreler arasinda CD3*/CD69" lenfosit
hicre orani L7/L12 ile stimule edilmis hucreler ile stimule edilmemis hucreler
arasindaki ylzde degisime goére Kkarsilastiriidiginda istatistiksel olarak
anlamh farkhlik vardir (p<0,001). Hasta grubunda artis izlenirken saglikli

grupta azalig saptandi (veri gosterilmedi).

Hasta ve saglikh gruplara ait hiicreler arasinda CD3*/CD69" lenfosit
hicre orani GAPDH ile stimile edilmis hucreler ile stimile edilmemis
hiucreler arasindaki yuzde degisime gore karsilastirildiginda da istatistiksel
olarak anlamli farklihk vardir (p<0,05). Hasta grubundaki artis saglikli
gruptaki artistan daha ylUksek olarak saptandi.
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TARTISMA VE SONUG

Aslinda bir zoonoz olmakla beraber insanlarda ondulan ates, artrit,
endokardit, osteomiyelit gibi klinik tablolara yol acan Bruselloz’da Brucella
bakterisine karsi olusan koruyucu immun yanitin anlasiimasi ve bu immun
yanitl guclendiren Brucella'ya 6zgul protein antijenlerin saptanmasi, bruselloz
kontrolinde etkili olabilecek yeni asilarin gelistirimesinde, tani reaktiflerinin
hazirlanmasinda ve tedavi i¢in yeni yaklasimlarin belirlenmesinde bize yol
gOsterici olabilir. Bu amacla Brucella antijenlerinden hazirlanan sentetik
peptidler gesitli hayvan modellerinde (20) denenmis ve umut veren sonuglar
elde edilmesine ragmen insan immun sisteminin bu peptidlere yaniti

hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur.

Genel olarak bakildiginda hucre ici bakteriye karsi optimal koruma,
korunmayi saglayan hucresel yanitlari yonetmek igin immun sistemin farkl
elemanlarinin kombinasyonunu gerektirir (14). Calismalarda (14,19,21,36-39)
sitokinlerin tim immun yanit mekanizmalarini ydoneterek hastaligin sonucunu
etkiledigi gOsterilmistir. Brucella turlerine kargi olugan etkili koruyucu
immunite uygun sitokinleri Ureten T lenfositlerin aktivasyonu ile gergeklesir
(14).

Calismamizda Bruselloz asisi i¢in aday antijenik peptidler olarak kabul
edilen L7/L12 ve GAPDH'in koruyucu immun yanittaki rolunu belirlemek igin
brusellozlu hastalarin bu peptidlere kargi olusturduklari sitokin yaniti
arastinimistir. Bu amagla hastalarin periferik kanlarindan elde edilmis
mononukleer hicreler PHA, GAPDH veya L7/L12 ile uyarildiktan sonra kultdr
supernatanlarinda hucre disi sitokin duzeyleri (IFN-y, IL-4 ve IL-10)

degerlendirilmistir.
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Hucre ici bakteriye direng, kazaniimig hucresel immuniteye ve T
lenfositler tarafindan salinan bagta IFN-y olmak Uzere sitokinler tarafindan
makrofajlarin aktivasyonuna dayanir (7). Th1 tipi hidcresel immun yanit ile
iligkili bir sitokin olan IFN-y spesifik antijen yada nonspesifik antijenler ile
uyariya yanit olarak enfeksiyonun baslangicinda NK hicreleri tarafindan da
sentezlenir (8). Calismalarda (7) antikorlar ile IFN-y’s1 notralize edilen veya
IFN-y’y1 kodlayan geni c¢ikartilan deney hayvanlarinda hucre ici bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlara hastaliklarin ciddi ve fatal seyrettigi

gOsterilmigtir.

Bruselloz immunitesi ile iligkili calismalar daha ¢ok farelerde arastiriimis
olup, IL-12 eksik farelerin B.abortus’a karsi daha duyarh olduklari ve bu
artmis duyarlihgin IFN-y dretiminde azalma ile iligkili oldugu, normal
farelerdeki bruselloz seyrinde IFN-y ve IL-12 serum seviyesinin arttigi
gOsterilmistir (21,39). Ayrica Brucella antijenleri verilen farelerde hem CD4"
hem de CD8" T hicrelerin yiiksek miktarlarda IFN-y Urettigi gosterilmistir
(14). IFN-y’'nin Bruselloz'daki énemi B.abortus sus 2308 ile enfekte IFN-y
geni eksik farenin 6 haftada oldugunu gosteren calisma ile de desteklenmigtir
(5). insan Brusellozu'ndaki immun yanitlar ile ilgili sinirli gézlemler olmasina
karsin, bazi galismalarda (39,40) B.abortus’'un CD4" ve CD8" T hiicreleri

tarafindan IFN-y’nin sekresyonunu uyardigi gosterilmistir.

Calismamizda da bruselloz tanisi alan hastalarda stimulasyon igin
kullanilan Brucella spesifik peptidler (L7/L12 ve GAPDH) ile uyarilan
hicrelerdeki hiicre disi IFN-y dizeyinin, stimile edilmemis (US) hlcrelerdeki
IFN-y dlzeyine gore belirgin artmis oldugu (Tablo1, Sekil1), kontrol grubunu
olusturan saglkh kigilerde ise L7/L12 ile veya GAPDH ile uyarilan
hicrelerden salinan IFN-y dizeyleri US hicrelerden salinanlar ile
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmadigi saptanmigtir
(Tablo1, Sekil1). Bu veri L7/L12 ve GAPDH’e kargi olugan IFN-y yanitinin

antijene 6zgul oldugunu ortaya koymaktadir.
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Brucella’'ya karsi immun savunmada [FN-y’nin onemli rol aldigy;
GAPDH, L7/L12'nin IFN-y salinimina ve dolayisiyla ¢ok guglu bir spesifik T
hicre yanitina yol actigi daha ©Once deney hayvanlarinda vyapilan
calismalarda ortaya konmustur (20,32,34). Rafiei ve ark. (37) insanlarda
yaptiklari calismada ise IFN-y’nin is1 ile inaktive Brucella melitensis Rev-1’le
stimiUlasyonu sonucu yapimi, uyarilmamis kulturlere nazaran kontrol grubu
dahil tim gruplarda belirgin artmis olup, bu artisin Akut Bruselloz'lu hasta
grubunda, uzamis Bruselloz'lu ve saglikl kigilere gére ¢ok daha fazla oldugu
rapor edilmistir. Bizim galismamizda da Akut Bruselloz’lu hasta grubunda
IFN-y yapiminda artis saptanmigtir, ancak farkli olarak saglikh kigilerde
L7/L12 ile ve GAPDH ile uyarilan hicrelerden salinan IFN-y duzeyi stimule
olamamig hucrelerden yapilan IFN-y dizeyi ile karsilastinldiginda artis
izlenmemistir. Rafiei ve ark. (34) calismalarinda saglkh kisilerde IFN-y
duzeyindeki bu artig 1si ile inaktive edilmis olan B. melitensis Rev 1 susunun
kullanilmis olup, bu suslarin GAPDH ve L7/L12'ye oranla antijenik
komplekslige sahip olmalarina ve tam kan stimilasyonu yapiimasi nedeniyle
kullanilan bakterinin saglikl kisilerde de dogal immun yanitin hiicrelerini (NK
hacreleri ve makrofajlar) direkt olarak aktive etmesi sonucu IFN-y
sentezlenmesine baglanabilir. Benzeri sekilde Rosinha ve ark. (34)
calismalarinda rekombinant GAPDH’a (rGAPDH) ve B.abortus S19’a yanit
olarak fare splenositlerinde IFN-y yapiminda artis tespit ederek, bu artisin
B.abortus S19 ile uyarilan splenositlerde daha belirgin olmasini B. abortus
S19'daki antijenik komplekslige baglamiglardir. Diger ¢alismalara ek olarak
bizim bulgularimiz Brucella bakterisine ait antijenik peptidlerin kullaniimasiyla
olusturulan IFN-y yanitinin Akut BruselloZ'lu olgularda antijene 6zgul
oldugunu ve bu peptidlerin IFN-y yanit uyaricisi olarak uygulandigi ex vivo

testlerin tani testi olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
Calismamizda dikkat cekici bir nokta da PHA varliginda hem saglikl

hem de hasta grubunda IFN-y dizeyinde belirgin artis bulunmasi, bu artisin

hasta grubunda sadliklilara oranla daha fazla olmasidir. Daha dnceki bazi
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yayinlarda 6rnegin Zapata ve ark. (19,41)'nin galismalarinda akut enfeksiyon
suresince T hicre mitojen uyaricili proliferasyonun ve IFN-y yapiminin
bozuldugu bildirilmigtir, ama Rafiei ve ark. (37)'nin ¢alismasinda da bizim
calismamizdaki sonuglara benzer sekilde PHA varliginda hasta gruptakilerde
daha fazla olacak sekilde, her iki grupta IFN-y dizeyinde artis izlenmistir.
Benzeri sekilde Akbulut ve ark. (41)nin calismasinda da Bruselloz'lu

hastalarda PMA’ya yanit olarak IFN-y duzeyinde artig saptanmistir.

Calismamizda elde ettigimiz ilging bulgulardan birisi de hasta
grubundaki stimule edilmemis hucrelerden sentezlenen IFN-y duzeylerinin,
saglikh bireylerinkine gore anlamli olarak diguk olmasidir. Benzer durum
Rafiei ve ark. (40)larinin insanlarda yaptigi c¢alismada da gdzlenmistir.
Dornand ve ark. (13)’nin galismasinda dogal olarak Brucella ile kolonize
olmayan farelerdeki Brucella enfeksiyonu mikroorganizmanin klerensini
artiran Th1 yaniti ile sonuglanirken, insanlarda B.suis’in monosit ve makrofaj
apoptozunu engelledigi, makrofajlarin IL-1, IL-6, IL-10 salgiladigi, TNFa’in
yapiminin engellenerek Th1 tip immun yanitta dolayisiyla IFN-y yanitinda
azalmaya neden oldugu gosterilmigtir. Dolayisiyla, bizim c¢alismamiz ve
Rafiei ve ark. (40)’larinin galismasinda da hasta grubunda US hucrelerden
yapilan IFN-y miktarinin saglikli gruba goére daha az olmasi akut enfeksiyon
sirasinda Uretilen bazi Th1 yanitini baskilayici sitokinlerin (IL-4, IL-10, IL-13
v.b.) etkisine badli olabilir. Bununla birlikte bizim ¢alismamizda hasta ve
sagliklilarin US hacrelerinden dretilen Th1 yanitini baskilayici sitokinler olan
IL-4 ve IL-10 miktarlari degerlendirildiginde anlamli bir farklilik gézlenmemesi
bizi simdilik bu hipotezden uzaklagtirmaktadir. Bu konuyla ilgili olarak daha

ayrintili arasgtirmalara gereksinim vardir.

IL-4, Th2 hicreleri tarafindan sentezlenen, Th 1 hlcrelerin gelisimini ve
islevlerini engelleyen antienflamatuvar etkili bir sitokindir (9,18). CD4" T
hicreleri tarafindan IFN-y’nin yapimini azaltarak makrofajlarin aktivasyonunu
engelleyebilen ve IL-2 reseptdor ekspresyonunu azaltarak T hucre

proliferasyonunu bloke edebilen bir sitokin olan IL-4’4n B.abortus
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enfeksiyonuna egilimi arttirdig1 gosterilmistir (42). Ancak gerek Zhan ve ark.
(43) fareler ile yaptiklari, gerekse Zaitseva ve ark. (40) insan periferik
mononukleer hucreleri ile yaptiklari ¢alismalarda B.abortus’a karsi IL-4
dizeyinde artis izlenmemistir. Calismamizda Bruselloz tanisi alan hastalarda
ve sagliklilarda US hucreler ile karsilastirildiginda L7/L12 ile stimule edilen
hicrelerde olgllen IL-4 duzeylerinde anlaml farklihk yok iken, GAPDH ile
stimule edilen hucrelerde olgulen IL-4 duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli
bir dusus saptanmistir (Tablo 2, $ekil 5). Rafiei ve ark. (37)'nin yaptigi
calismada da 1si ile inaktive Brucella melitensis Rev-1’e yanit olarak IL-4
yapiminda bir degisiklik saptanamamistir. Ote yandan Bruselloz'lu ¢ocuklarin
serum seviyesinde yuksek oranda IL-4 saptanmistir (44). Rosinha ve ark.
(34)’nin yaptigi bir calismada Brucella rGAPDH'ye karsi humoral ve hlcresel
immun yanit degerlendiriimis, rGAPDH tarafindan hem humoral hem de
hicresel immuan yaniti uyarildigi gosterilmis; rGAPDH veya B.abortus S19 ile
asllanan farelerin splenositlerinin  rGARDH'le in vitro stimulasyonu
sonucunda IFN-y ve TNF-a uretirken IL-4 Uretmedigi tespit edilmigtir. Bizim
bulgularimizla birlikte tim bu veriler degerlendirildiginde Bruselloz'da etkin

olan koruyucu immun yanitin Th1 aracili oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

IL-10, IFN-y ve IL-12 yapimini azaltan, inhibitor 6zellikteki sTNFR’UnU
stimlle eden Th2 veya regulator T (Treg) hucre sitokini olarak bilinir ve hem
in vitro ve hem de in vivo antienflamatuvar 6zelliklere sahip olup, sitokin iligkili
makrofaj aktivasyonunu engelleyerek veya Th1 hucre diferensiyasyonunu
inhibe ederek koruyucu immun yaniti baskilar (9,14). IL-10’'un Brucella
antijenleri tarafindan uyarilmis fare splenositlerinde in vitro IFN-y UGretimini
azalttigi, anti-IL-10 ile muamele edilmis enfekte fare splenositlerinde ise artan
IFN-y Uretimine bagh olarak bakteri yukunun azaldigi gosterilmistir (18).
Oliveira ve ark. (14) B. abortus ile muamele edilmis MHC Sinif | ve MHC
Sinif 1l eksik fare splenosit stipernatanlarinda IL-10 miktarini dlgmis, CD8™ T
hicrelerden yoksun MHC Sinif | eksik fare splenositlerinin kontrol grubu ve
MHC Sinif Il eksik fare splenositlerine gore iki kat fazla IL-10 Urettikleri tespit

etmiglerdir. MHC Sinif | eksik farelerin Bruselloz’a daha duyarli olmalarindan
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yola cikarak CD8" T hiicrelerin IL-10 gibi Th2 sitokinlerinin ekspresyonunu
azalttigini 6ne surmuslerdir. Calismamizda IL-10 dizeylerinin hem saglikli,
hem hasta grubunda stimule edilmig ve stimule edilmemig hucrelerin kaltlr
supernatanlarinda arttigi, ancak saglikli ve kontrol gruplar kargilastirildiginda
IL-10 dizeyleri agisindan aralarinda anlamli bir fark olmadigi saptanmigtir.
Rafiei ve ark. (37)larinin yaptigi calismada ise IL-10 duzeyleri hem mitojen,
hem de antijene yanit olarak higbir grupta belirgin farklihk gostermemistir.
Hoover ve ark. (45)’larinin fareleri Brucella melitensis’in mutant susu WR201
ile immunize ettigi calismada ise bizim verilerimize benzer olarak fare
splenositlerinden IFN-y’nin yani sira IL-10 yapiminin da arttigi gosterilmistir.
Calismamizda hem saglikll hem de hastalarda mitojen ile veya Brucella
antijenik peptidleri ile IL-10 sentezinin uyariimig olmasi bu yanitin antijene

spesifik olmadigini disindirmektedir.

Bruselloz’a karsi yanitta en 6nemli hicre grubunun lenfositler oldugu, T
hicre  bagimh  hdcresel  immuanitenin  bu  hastaligin  patojenik
mekanizmalarinda énemli rol oynadidi ¢esitli calismalarda bildirilmigtir (9,13).
Bruselloz'da spesifik immiinitede CD4*, CD8" ve yd T hicreler makrofajlarin
bakterisidal aktivitesini arttirirken sitotoksik CD8" T hiicreler ve yd T hiicreler
ise enfekte makrofajlari oldurir. Ayni zamanda farede IgG2a ve IgG3 gibi
Th1 tip antikorlar fagositozu artirmak igin patojeni opzonize eder (5).
Bruselloz’a karsi imminitede CD4" ya da CD8" T hicrelerden hangisinin
baskin rol oynadigi halen tartismalidir. Ancak Oliveira ve ark. (14)nin
yaptiklari galigmalarda CD8" T hiicrelerin enfeksiyonu kontrol etmede daha
etkili oldugu iddia edilmistir. Araya ve ark. (15)’nin yaptigi ¢alismada tum T
hicre populasyonlarinin énemli oldugu goésterilmistir. Celik ve Akbulut’'un (46)
Bruselloz'lu hastalarda yaptiklari galismada tedavi oncesi ve sonrasi total
lenfosit, NK hiicre, T lenfosit ve CD8" T lenfosit sayilari hasta grupta daha
yiksekken; CD19" lenfosit (B lenfosit) ve CD4" T lenfosit sayilar ile
CD4'/CD8" T lenfosit oraninin saglikli grupta daha yiksek oldugu
bulunmustur. Bizim ¢alismamizda hem hasta, hem de saglkli grupta yer alan
olgulara ait mononikleer hiicrelerdeki CD3*/CD4*, CD3*/CD8"*, CD4*/CD25",
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CD4*/CD27°, CD3"/ CD152" (CTLA-4) lenfosit hiicre orani stimile edilmemis
hicreler ile L7/L12 veya GAPDH ile stimile edilmis gruplar
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkhliklar bulunmamigtir.

Erken T hicre aktivasyon belirteclerinden biri olan CD69’un Bruselloz’lu
hastalarin CD4" ve CD8" T lenfositlerin yiizeyinde Brucella melitensis’den
elde edilen RCM-BM antijeniyle uyariimay takiben artmis oldugu ancak bu
artisin saglikli bireylerin T lenfositlerinde gézlenmedigi daha énceden rapor
edilmistir (50). Bizim c¢alismamizda benzer olarak hasta grupta yer alan
olgulara ait mononikleer hicrelerdeki CD3*/CD69" lenfosit hiicre orani
L7/L12 veya GAPDH ile uyariimay! takiben artmig olarak bulunurken,
sagliklilarda bu lenfositlerin oranlari stimulasyonu takiben azalmig (L7/L12)
veya degismeden kalmistir (GAPDH). Bu bulgular Akut Bruselloz’da T
lenfositlerin kullanilan peptit antijenlere spesifik olarak aktive oldugunu ortaya

koymaktadir.

Bu calismada elde edilen veriler Bruselloz’da koruyucu immuan yanitta
Th1 tipi spesifik hiicresel immunitenin primer yanit oldugunu; GAPDH ve
L7/L12'nin Th1 tipi bir sitokin olan IFN-y dizeylerini arttirarak koruyucu
immuan yaniti endukleme potansiyelinde olduklarini; dolayisiyla GAPDH
vel/veya L7/L12'nin yeni Bruselloz asi preparasyonlarinda bulunmasinin
yararli olabilecegini; GAPDH ve L7/L12 ile uyariyi takiben IFN-y yapimini
temel alan spesifik htucresel immun yaniti 6lgen immunolojik tani testlerinde
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte GAPDH ve L7/L12'nin
kompleks immunomodulatér etkilerini agikhga kavusturacak yeni ve daha ileri

calismalara gereksinim vardir.
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EK

Zenginlestirilmis RPMI-1640

Zenginlestiriimis RPMI-1640, 500 ml RPMI 1640 medium (Biochrom Ag,
Almanya, Katalog no:F1215 ) icine asagida siralanmis reaktiflerin ilavesi ile

hazirlandi;

¢ 50 ml FCS (Biological Industries, Israel, Katalog no:04-001-1A)

e 10 ml Penicilin / Streptomycin / Kanamycin karisimi (5 ml Penicilin /
Streptomycin, (10000), Gibco, Katalog no: 15140-122 + 5 ml Kanamycin
(100x) Gibco, Katalog no: 15160-047)

¢ 10 ml MEM Vitamin / L- Glutamine karigimi (5 ml Vitamin (100x),
Gibco, Katalog no: 11120-037 + 5 ml L- Glutamine 200 mM, Gibco, Katalog
no: 25030-024)

e 10 ml Na-Pyruvate / Non essential AS (MEM nonessential amino
acids(100x) Gibco, Katalog no: 11140-035+5 ml Na-Pyruvate MEM 100mM,
Gibco, Katalog no: 11360-039)

¢ 500 pl beta-Mercaptoethanol 50 mM Gibco, Katalog no: 31350-010
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